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Cap構造付加ｍRNAフラグメントと関連不純物
の分離条件最適化とLC/MSによる分子量確認
中園 純菜、藤崎 真一

LC分析法開発支援ソフトウェア LabSolutions  MD
液体クロマトグラフ質量分析計 LCMS -2050, LCMS-9050

 mRNAの5'Cap構造付加フラグメントおよびその関連不純物の最適分離条件探索の一連のワークフローをLabSolutions MD
により効率化できます。

 シングル四重極質量分析計LCMS-2050や四重極飛行時間型質量分析計LCMS-9050を用いて分子量確認が可能です。
 LabSolutions Insight  Biologicsではユーザーが任意に設定した修飾や不純物の探索が可能です。

はじめに

サンプル情報

近年、新しい創薬モダリティとして新型コロナワクチン
でその有効性が示されたmRNAが注目されています。現在
承認されているmRNAワクチンはin vitro転写により合成さ
れ 、 5' 末 端 に Cap0 構 造 （ m7GpppR- ） や Cap1 構 造
（m7GpppRm-）が付加されています。転写後キャッピン
グ法にてCap構造を付加する場合、この工程で関連不純物
（pppR-、ppR-、GpppR-）が生成されます1)。Cap構造は
細胞内でのmRNA認識や翻訳効率の増加、安定性などに寄
与するため、Cap構造付加の有無の解析はmRNAの品質管理
において重要です。核酸分析で頻用される逆相イオンペア
クロマトグラフィーでは、移動相に使用するイオンペア試
薬の添加濃度や有機溶媒組成により分離パターンが変化し
ますが、変化の挙動は鎖長や塩基構成、修飾結合の有無等
によって異なるため、対象配列ごとに分離を最適化するこ
とが必要です。本稿では、分析法開発支援ソフトウェアで
あるLabSolutions MDを活用し、mRNAのCap構造付加フラ
グメントとその関連不純物に対して最適分離条件探索の効
率化を行い、LC/MSによる分子量確認を行った事例を紹介
します。

移動相とカラムのスクリーニング
1stスクリーニング（分析条件：表1）では、保持や分離

に大きな影響を及ぼすパラメーターとして、水系移動相中
のイオンペア試薬の種類（DIPEA、TEA、DBA、HA）を検討
しました。HFIPの添加濃度を100 mmol/L、イオンペア試薬
の添加濃度を10 mmol/L、有機系移動相中のアセトニトリ
ル比率を100%としました。検出されたピークの分子量確認
にはLCMS-9050を用いました（分析条件：表2）。

mRNAは高分子であるため5'Cap構造の分析では切断酵素
を反応させて生じた断片を分析する手法が一般的です。こ
こでは、プラスミドDNAを鋳型とするin vitro 転写により得
たCap0およびCap1構造を有する36塩基長のmRNA（以下
Cap0、Cap1とする）をモデルサンプルとして用いました。
上記Cap0およびCap1とその関連不純物に相当するCap修飾
未反応体（pppR-、GpppR-とする）を混合した溶液を調製
しました。GpppR-はワクシニアmRNA Cap化酵素存在下で、
ppR-と平衡状態で存在します（図1）1)。

表 1 1stスクリーニング条件
System : Nexera  XS inert (Method Scouting System) 
Column : Shim-pack Scepter  Claris C18-120

(100 mm × 2.1 mm I.D., 1.9 µm) *1

Temperature : 60 ℃
Injection volume : 1 µL
Mobile phases
Pump A – Line A

– Line B
                – Line C
                – Line D
Pump B – Line A

:

:
:
:
:

100 mmol/L HFIP*2 and 10 mmol/L DIPEA*3 in 
water
100 mmol/L HFIP and 10 mmol/L TEA*4 in water
100 mmol/L HFIP and 10 mmol/L DBA*5 in water
100 mmol/L HFIP and 10 mmol/L HA*6 in water
Acetonitrile

Flow rate : 0.3 mL/min
Time program (%B)

Detection

:

:

2 % (0-2 min) →30 % (22 min)→
90 % (23-24 min) →2 % (24.1-30 min)
260 nm (SPD-M40, UHPLC inert cell)

*1: P/N 227-31210-02   *4: Triethylamine
*2: 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol *5: Dibutylamine
*3: N,N-Diisopropylethylamine  *6: Hexylamine

Ionization : ESI negative
Mode : MS m/z 600-2000
Nebulizing Gas Flow : 3.0 L/min
Drying Gas Flow : 10.0 L/min
Heating Gas Flow : 10.0 L/min
Interface Temp. : 250 ℃
DL Temp. : 250 ℃
Block Heater Temp. : 400 ℃

表 2 LCMS-9050の分析条件

図 1 mRNAのキャッピング反応工程

pppR- ppR- GpppR- m7GpppR-
(Cap 0)

m7GpppRm-
(Cap 1)
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移動相とカラムのスクリーニング結果
1stスクリーニングにおいて、各イオンペア試薬を添加し

た移動相条件におけるクロマトグラムを図3に示します。
DIPEAまたはTEAを添加した際は各mRNAフラグメントは1
つのピークに共溶出しており、DBAまたはHAを使用した際
は複数のピークが検出されました。

図 3 1stスクリーニングで得られたクロマトグラム

図 4 LCMS-9050分析における成分クロマトグラム
（上：DBA条件、下： HA条件）

②カラムを選択

③試料情報を入力

⑤分析スケジュール作成

LabSolutions MDは、移動相やカラム等の各種パラメー
ターを組み合わせた多様な 条件で、ミスなく分析スケ
ジュールの自動生成（図2の①～⑤のステップ）が可能です。
イオンペア試薬の添加濃度の変更、及び有機溶媒組成の変
更は、移動相ブレンディング機能を用いて自動調製にて実
施しました。使用する移動相をクリックして選択するだけ
（図2の①）で、選択された添加濃度及び有機溶媒組成にて
移動相が自動調製されるため、手動での調製作業の負担を
大幅に削減するだけでなく、調製ミスも防げます。

図 2 分析スケジュール作成画面
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検出されたピークについて高分解能質量分析計LCMS-
9050と解析ソフトウェアLabSolutions Insight Biologicsによ
る同定を行いました。LCMS-9050は精密質量情報が取得で
きるため、分子量の近い成分や夾雑物が共溶出した場合で
も高い精度で分子量を確認できます。ここでは一例として
DBAまたはHAを添加した移動相条件で得られた成分クロマ
トグラム（MS1スペクトルを元に、価数違いや同位体スペ
クトルをすべて合算したクロマトグラム）を図4に示します。
Insight Biologicsのパラメーター設定画面では、あらかじめ
登録された核酸塩基、リンカー、リボースや修飾情報の他、
ユーザーが任意に追加した情報を探索対象として設定でき
ます。

いずれの条件でもCap0とCap1は共溶出しており、以降に
関連不純物がGpppR-、ppR-、pppR-の順に溶出しているこ
とがわかりました。LCMS-9050を用いて、mRNAフラグメ
ント間で最も小さい質量差である14 Da差を区別して同定で
きました。DBA条件ではCap0とCap1の分離がHA条件より
も良い結果が得られましたが、Cap1とGpppR-の分離はHA
条件の方が良い結果となりました。以降の検討には最適化
対象のCap構造付加フラグメント（Cap0、Cap1）と関連不
純物の分離を優先して、Cap1とGpppR-の分離が良いHAの
条件を採用しました。
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①使用したい移動相添加剤濃度及び
有機溶媒比率の移動相をクリック

④グラジエント条件、ポンプ
流量、オーブン温度等を入力

2ndスクリーニング（分析条件：表3）では、1stスクリー
ニングの結果、最も良好な分離を与えるイオンペア試薬添
加条件を採用し、カラムのポアサイズを120、300 Å、イオ
ンペア試薬の添加濃度を5、10、15、20 mmol/L、有機系移
動相中のアセトニトリル比率を0、25、50、75、100%で変
動させた計40（2×4×5）パターンで分析スケジュールを
作成し、最適分離条件を探索しました。

表 3 2ndスクリーニング条件
System : Nexera XS inert (Method Scouting System) 
Column – 1

                – 2

:

:

Shim-pack Scepter Claris C18-120
(100 mm × 2.1 mm I.D., 1.9 µm) 

Shim-pack Scepter Claris C18-300
(100 mm × 2.1 mm I.D., 1.9 µm) *7

Temperature : 60 ℃
Injection volume : 1 µL
Mobile phases
Pump A – Line A

– Line B
Pump B – Line A
              – Line B

:
:
:
:

100 mmol/L HFIP and 20 mmol/L HA in water
100 mmol/L HFIP in water
Acetonitrile
Methanol

Flow rate : 0.3 mL/min
Time program (%B)

Detection

:

:

2 % (0-2 min) →60 % (22 min)→
90 % (23-24 min) →2 % (24.1-30 min)
260 nm (SPD-M40, UHPLC inert cell)

*7: P/N 227-31209-02
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① Gradient Time: 30 min, Initial Conc.: 2%, Oven Temp 40 ℃ 
② Gradient Time: 30 min, Initial Conc.: 11%, Oven Temp 40 ℃
③ Gradient Time: 30 min, Initial Conc.: 20%, Oven Temp 40 ℃
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スクリーニング結果から最適条件を探索
初期スクリーニングでは検討した条件の数だけクロマト

グラムが得られるため、どの条件で目的の分離が得られて
いるかを評価する必要がありますが、これはクロマトグラ
フィーに対する知見と多大 な労力を要する作業です。
LabSolutions MDは、各条件におけるピーク検出数や分離度
を算出し順位付けできるため、分析者の勘や経験に依存せ
ず、誰でも素早く簡単に最適条件を探索できます。

Cap構造付加フラグメント（Cap0、Cap1）とその関連不
純物の分離最適化に着目して、Peak1（Cap0、Cap1）と2
（GpppR-）の分離度で評価を行ったところ、カラムはC18-
300、HAの添加濃度は20 mmol/L、有機系移動相中のアセ
トニトリル比率は75％の条件が最適条件であることが確認
できました（図7、8）。続く最適化フェーズにおいて、カ
ラムオーブン温度やグラジエントプログラム等の各種LCパ
ラメーターの最適水準を検討することで、さらなる分離の
改善を試みました。

図 8 最も分離度が高いクロマトグラム（図6中⑧と同じ）
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各種LCパラメーターの最適化
スクリーニングにおける最適分離条件に対して、グラジ

エント時間を20、25、30分（3水準）、グラジエント初期
濃度を2、11、20%（3水準）、カラムオーブン温度を40、
50、60 ℃（3水準）で変動させて分離条件を最適化しまし
た。得られたクロマトグラムを図9~11に示します。グラジ
エント時間が長いほど、グラジエント初期濃度が高いほど、
カラムオーブン温度が低いほど、Peak1（Cap0、Cap1）と
Peak2（GpppR-）の分離が向上する傾向が見られました。

図 9 グラジエント時間を変動させたクロマトグラム

図 10 グラジエント初期濃度を変動させたクロマトグラム
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図 11 カラムオーブン温度を変動させたクロマトグラム
10.75 11.00 11.25 11.50 11.75 12.00 12.25 12.50 12.75 min

-20000

-10000

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

90000

100000

uV

① Gradient Time: 30 min, Initial Conc.: 20%, Oven Temp 40 ℃ 
② Gradient Time: 30 min, Initial Conc.: 20%, Oven Temp 50 ℃
③ Gradient Time: 30 min, Initial Conc.: 20%, Oven Temp 60 ℃

③

②

①

図 6 カラムポアサイズおよびHAの添加濃度を変動させたクロマトグラム
（アセトニトリル比率：75％）
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また、図5でPeak1（Cap0、Cap1）と2（GpppR-）に対
して分離が最も良好なアセトニトリル比率75％の条件にて、
カラムのポアサイズとHAの添加濃度を変動させたクロマト
グラムを図6に示します。カラムのポアサイズは300 Å、
HAの添加濃度は20 mmol/Lの条件でPeak1（Cap0、Cap1）
と2（GpppR-）の分離度が最も良くなりました（図6の⑧）。

図 7 評価値による順位付け結果（分離度が高い上位10条件を表示）
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2ndスクリーニングにおいては、カラムのポアサイズ、
水系移動相中のHAの添加濃度、有機系移動相中のアセトニ
トリル比率を網羅的に変動させました。一例として、カラ
ムをC18-300、HAの添加濃度を20 mmol/Lに固定し、有機
系移動相中のアセトニトリル比率を変動させたクロマトグ
ラムを図5に示します。アセトニトリル比率が75％の条件に
てPeak1（Cap0、Cap1）とPeak2（GpppR-）の分離度が最
も良くなりました（図5の④）。
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図 5 有機系移動相中アセトニトリル比率を変動させたクロマトグラム
（カラム：C18-300、HAの添加濃度：20 mmol/L）
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まとめ

LabSolutions、LCMS、 LabSolutions Insight、Nexera、Shim-pack ScepterおよびDUISは、株式会社島津製作所またはその関係会社の日本およびその他
の国における商標です。

核酸分析においては、移動相に添加するイオンペア試薬
の濃度や有機溶媒組成、カラムのポアサイズ、さらにはカ
ラムオーブン温度やグラジエントプログラム等の各種LCパ
ラメーターの変動により分離パターンが変化します。また、
変化の挙動は核酸の鎖長や塩基構成、修飾結合の有無等に
よっても異なるため、対象配列ごとに分離を最適化するこ
とが求められます。一方で、対象配列ごとに網羅的な分析
を実施することや、得られた膨大なデータを解析し、最適
条 件 を 探 索 す る こ と は 非 常 に 手 間 が か か り ま す 。
LabSolutions MDを用いることで、分析スケジュール作成や
移動相調製を自動化でき、解析面ではデザインスペースに
よる効率的な最適条件の探索が可能です。

また、シングル四重極質量分析計LCMS-2050や四重極飛
行時間型質量分析計LCMS-9050を組み合わせることで各
ピーク中に含まれる核酸の分子量確認が可能です。分析法
開発初期など、例えばサンプル中に含まれる核酸の情報が
明確でない（未知配列の核酸が含まれる）ケースでは精密
質量情報が取得できるLCMS-9050、分析法が確立した後の
品質管理分析には扱いが容易なLCMS-2050、といったよう
に分析用途に応じてご使用いただけます。

＜関連アプリケーション＞
1. LabSolutions Insight  Biologicsを用いたオリゴヌクレオチ

ド不純物解析ワークフロー Application News No.01-
00595A-JP

2. シングル四重極質量分析計を用いた核酸医薬品の簡易的な
不純物分析 Application News No.01-00656A-JP

3. オリゴヌクレオチドの逆相イオンペアクロマトグラフィー
による最適分離条件探索の効率化  Application News 
No.01-00766-JP

最適分離条件でのLC/MSによる検出確認
図3に示すように、分析法開発初期など検出されたピーク

がどの化合物に対応しているか不明なケースでは精密質量
情報が取得できる四重極飛行時間型質量分析計LCMS-9050
の使用が適しています。一方で、分析法が確立した後の検
出確認には扱いが容易なシングル四重極質量分析計LCMS-
2050も有用です。LCMS-2050はESIとAPCIの両方の特長を兼
ね備えた加熱型DUIS を標準搭載しています。LCと同様の
簡便な操作感、容易な操作性により質量分析未経験者にも
使いやすい装置です。四重極飛行時間型質量分析計と異な
り、シングル四重極質量分析計ではMS/MSや精密質量情報
の取得はできませんが、整数値での分子量確認が可能です。

デザインスペースにより探索された最適LC条件でLCMS-
2050を用いて分子量確認を行いました。分析条件を表4、
成分クロマトグラムを図13に示します。分離最適条件では
Cap0、1とGpppR-の十分な分離が達成できました。Cap0と
Cap1については完全分離はできませんでしたが、LCMS-
2050を用いて各種mRNAフラグメントの同定が可能でした。

図 13 分離最適条件でのクロマトグラムとLC/MSによる同定結果
上段：UVクロマトグラム、中段：成分クロマトグラム、下段：同定結果

System : LCMS-2050
Ionization : DUIS negative
Mode : SCAN (m/z 550-2000)
Nebulizing gas : 2.0 L/min
Drying gas : 5.0 L/min
Heating gas : 7.0 L/min
DL temp. : 200 ℃
Desolvation temp. : 450 ℃
Interface Voltage : -2.0 kV

表4 LCMS-2050の分析条件
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10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12.5 13.0 13.5
0.0e0

2.5e4

5.0e4

7.5e4

1.0e5

1.3e5

1.5e5

1:TIC(-)

cap0
ppR-

pppR-

10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12.5 13.0 13.5
2.18

%

27.18

cap1
GpppR-

＜参考文献＞
1) A. Ramanathan, G. B. Robb, S. H. Chan, mRNA capping: 
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デザインスペースによる最適分析条件探索
各種LCパラメーターの検討結果をもとに、デザインス

ペースによる最適分析条件の視覚化を行いました。ここで
は、 Peak1（Cap0、Cap1）とPeak2（GpppR-）の分離を優
先するために、Peak1と2のピークバレー比を評価基準とし
て採用しました。Peak1と2のピークバレー比のデザインス
ペースを、縦軸をグラジエント時間、またはグラジエント
初期濃度、横軸をカラムオーブン温度とし、図12にそれぞ
れ示しました。図中の赤色領域はピークバレー比が大きく、
青色領域はピークバレー比が小さい領域を示します。デザ
インスペースの描画により、グラジエント時間が長いほど、
グラジエント初期濃度が高いほど、カラムオーブン温度が
低いほど、良好な分離が得られることが視覚的に分かりま
した。最終的に探索された最適分析条件はグラジエント時
間が30分、グラジエント初期濃度が20%、カラムオーブン
温度が40 ℃で、Peak1と2のピークバレー比および分離度は
それぞれ7.77、1.80でした。

図 12 Peak1と2のピークバレー比のデザインスペース
左：グラジエント初期濃度20%、右：グラジエント時間30分
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