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蒸発光散乱検出器を用いた脂質ナノ粒子成分
の最適分離条件探索の効率化
藤崎 真一

LC分析法開発支援ソフトウェア LabSolutions  MD

 脂質ナノ粒子成分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。
 移動相およびカラム切換バルブを活用することで、複数種の移動相とカラムのスクリーニングを自動化できます。
 UV吸収を持たない脂質ナノ粒子成分に対して、蒸発光散乱検出器を用いることで、各成分の検出および定量が可能です。

はじめに

図 1 分析スケジュール作成画面

近年、メッセンジャーRNA（mRNA）を利用した医療技術
は急速に発展し、感染症ワクチンに加えて、がんワクチン
や遺伝性疾患の治療分野で注目を集めています。mRNAは
細胞膜透過性が乏しいことから、細胞内に効率的に送達さ
せるためには適切なデリバリー技術が不可欠です。現在は、
mRNAのドラッグデリバリーシステム（DDS）として主に
脂質ナノ粒子（Lipid Nanoparticles：LNPs）が用いられてい
ます。LNPは一般的に4種の脂質成分（コレステロール、イ
オン性脂質、PEG修飾脂質、中性リン脂質）から構成され
ており、各脂質成分の適切な分離および定量がLNP製剤
（LNP-mRNA）の有効性と安全性を確保するために重要で
す。LC分離において、移動相およびカラムの選択は、分析
種の保持挙動に大きな影響を与えるため、最適な分離を得
るためには、複数種類の移動相とカラムに亘って検討する
ことが理想的ですが、多くの時間を要することが課題です。
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、LNPを構成する4種の脂質成分に対して、
「スクリーニング」および「最適化」の各フェーズにて、
最適分離条件探索を効率化した事例について報告します。
また、最適化された条件を実試料の分析に適用した結果も
紹介します。なお、これら脂質成分はUV吸収が無いため、
検出には蒸発光散乱検出器を用いました。

移動相とカラムのスクリーニング
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、移動相とカラムの
最適な組み合わせを検討しました。移動相に関しては、水
系移動相として0.1%ギ酸水を、有機系移動相として、アセ
トニトリル中のメタノール比率を0%から90%まで10%刻み
で変動（10水準）させて検討しました。カラムに関しては、
固定相や細孔径の異なる3種のカラムを検討しました。これ
ら移動相とカラムの計30（10×3）パターンで網羅的な分
析スケジュールを作成し、最適な組み合わせを探索しまし
た。LabSolutions MDは、各種パラメーターを組み合わせた
網羅的な条件で、ミスなく分析スケジュールの自動生成
（図1の(1)～(5)のステップ）が可能です。また、切換バル
ブを用いることで、対象の移動相（図1の(1)）とカラム（図
1の(2)）を自動で切換えました。さらに、有機系移動相の組
成変更は、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
だけで、選択された有機系移動相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。

(4)グラジエント条件、ポンプ
流量、オーブン温度等を入力

(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
(1)使用したい水系移動相および
有機系移動相をクリック

表 1 スクリーニング条件

System : NexeraTM X3 (Method Scouting System) 
Sample : Cholesterol*1, SM-102*2, DMG-PEG*3, DSPC*4

Column 1
Column 2                           
Column 3

:
:
:

Shim-pack ScepterTM Phenyl-120*5

Shim-pack Scepter C8-120*6

Shim-pack Scepter C4-300*7

(100 mm × 3.0 mm I.D., 1.9 µm : column 1~3)
Temperature : 40 ℃
Injection volume
Sample solvent

:
: 

0.5 µL (250 mg/L for each sample)
Ethanol

Mobile phases
Pump A 
Pump B – Line A

– Line B      
                – Line C    

:
:
:
:

0.1% formic acid in water
Acetonitrile
Methanol
Isopropanol (IPA)

Flow rate : 0.6 mL/min
Time program (%B)

Detection

:

:

60% (0 min) →95% (5-15 min)
→60% (15.01-21 min) 
ELSD-LTIII

*1 CAS RN：57-88-5、*2 CAS RN：2089251-47-6
*3 CAS RN：160743-62-4、*4 CAS RN：816-94-4
*5 P/N：227-31064-03（島津GLC 製品番号）
*6 P/N：227-31034-03（島津GLC 製品番号）
*7 P/N：227-31176-03（島津GLC 製品番号）

Gain
Filter
Drift tube Temp.
Nebulizer gas         
Gas pressure

:
:
:
:
:

Wide
1 sec
40 ℃
N2
350 KPa
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移動相とカラムのスクリーニング結果
移動相とカラムのスクリーニング結果を図2~4に示しま

す。カラム種類および有機系移動相の組成を変更すること
で、各脂質成分の保持やピーク形状が大きく変わることが
確認できました。Scepter Phenyl-120（図2）に関しては、
アセトニトリル中のメタノール比率が高くなるにつれて、
SM-102とDMG-PEGのピーク形状が良好になる（ピーク高
さが高くなる）傾向が見られ、メタノール比率が60、70、
80%（図2中(7)~(9)のクロマトグラム）においては、各脂質
成分同士の分離も比較的良好でした。Scepter C8-120（図
3）に関しては、アセトニトリル中のメタノール比率を変動
させた全条件においてDMG-PEGのピーク高さが低く、良好
なピーク形状を得ることができませんでした。Scepter C4-
300（図4）に関しては、アセトニトリル中のメタノール比
率が高くなるにつれて、DMG-PEGとSM-102のピーク形状
が良好になる（ピーク高さが高くなる）傾向が見られまし
たが、全条件においてSM-102のピークにはテーリングの傾
向が見られました。本スクリーニング結果においては、
Scepter Phenyl-120の3条件（メタノール比率が60、70、
80%）において各脂質成分同士の分離が比較的良好であり、
更なる分離改善が見込めることが示唆されました。そのた
め、これら3条件に対して有機系移動相中に異なる比率で
IPAを添加し、さらなる分離の最適化を試みました。
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(10) Scepter C4_ACN MeOH_10% 90%
(9) Scepter C4_ACN MeOH_20% 80%
(8) Scepter C4_ACN MeOH_30% 70%
(7) Scepter C4_ACN MeOH_40% 60%
(6) Scepter C4_ACN MeOH_50% 50%

(5) Scepter C4_ACN MeOH_60% 40%
(4) Scepter C4_ACN MeOH_70% 30%
(3) Scepter C4_ACN MeOH_80% 20%
(2) Scepter C4_ACN MeOH_90% 10%
(1) Scepter C4_ACN MeOH_100% 0%

図 4  Scepter C4-300に対するスクリーニング結果
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有機系移動相中のIPAの添加比率の検討
移動相とカラムのスクリーニング結果において良好な分

離が得られた、Scepter Phenyl-120の3条件（アセトニトリ
ル中のメタノール比率：60、70、80%）に対して、アセト
ニトリルとメタノールの比率を固定し、IPAの添加比率を
0%から50%まで10%刻みで変動（表2）させた際に得られ
た代表的なクロマトグラムを図5に示します。

(30：70)：0
(27：63)：10
(24：56)：20
(21：49)：30
(18：42)：40
(15：35)：50

(20：80)：0
(18：72)：10
(16：64)：20
(14：56)：30
(12：48)：40
(10：40)：50

Acetonitrile：Methanol：IPA

(40：60)：0
(36：54)：10
(32：48)：20
(28：42)：30
(24：36)：40
(20：30)：50

表 2 IPAの添加条件

(6) ACN MeOH IPA_15% 35% 50%
(5) ACN MeOH IPA_18% 42% 40%
(4) ACN MeOH IPA_21% 49% 30%

(3) ACN MeOH IPA_24% 56% 20%
(2) ACN MeOH IPA_27% 63% 10%
(1) ACN MeOH IPA_30% 70% 0%
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図 5 IPA添加比率を変動させた際のクロマトグラム

IPAの添加比率を変動させることで、各脂質成分の保持や
分離に大きな影響を与えることが確認できました。また、
添加比率が高くなるにつれて、DMG-PEGのピーク高さは低
くなり、SM-102のピーク高さは高くなる傾向が見られまし
た。IPAの添加比率の検討においては、全18パターン（表
2）のクロマトグラムが得られており、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労力を要する作業です。
LabSolutions MDは、各条件における分離の状態を以下の式
1を用いて定量的に評価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。

（評価値） = P ×(Rs1 + Rs2 + … + RsP-1) ・・・（式1）

図 2 Scepter Phenyl-120に対するスクリーニング結果

図 3  Scepter C8-120に対するスクリーニング結果
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図 6 各条件の評価値による順位付け
（評価値が高い順に上位10条件を表示）

図 7 評価値が最も高い2条件のクロマトグラム

引き続き、最適化フェーズとして、グラジエントプログ
ラムやカラムオーブン温度等の各種LCパラメーターの最適
条件を検討することで、さらなる分離の改善および、高い
頑健性を有する条件の探索を行いました。

評価値は分離度（Rs）の総和とピーク検出数（P）の積に
より算出されます。IPAの添加比率の検討で得られた評価値
を高い順に表示した結果を図6に示します。最も評価値が高
い条件は、アセトニトリル/メタノール/IPAの比率が「27：
63：10」と「40：60：0」の2条件でしたが、SM-102の
ピーク高さがより高い「27：63：10」（図7中(1)のクロマ
トグラム）を最適条件として採用しました。
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各種LCパラメーターの最適化
スクリーニングで最適分離が得られた図7中(1)の条件に対

して、グラジエント初期濃度を50、60、70%（3水準：図
8）、グラジエント時間を4、5、6 min（3水準：図8）、カ
ラムオーブン温度を30、40、50 ℃（3水準）で変動させ、
各脂質成分の分離を最適化しました。得られたクロマトグ
ラムを図9~11に示します。グラジエント初期濃度が高いほ
ど、グラジエント時間が長いほど各ピークの分離度が向上
する傾向が見られた一方、カラムオーブン温度は分離度に
与える影響は小さい傾向がみられました。また、カラム
オーブン温度が高いほど各ピークの半値幅が小さくなる傾
向が見られました。引き続き、各脂質成分の分離度をデザ
インスペースにより視覚化し、頑健かつ良好な分離を与え
る最適条件の探索を行いました。

図 8 最適化フェーズにおけるグラジエント条件の検討

図 9 グラジエント初期濃度を変動させたクロマトグラム
50%((1))、60%((2))、70%((3))

図 10 グラジエント時間を変動させたクロマトグラム
4 min((1))、5 min((2))、6 min((3))

図 11 カラムオーブン温度を変動させたクロマトグラム
30 ℃((1))、40 ℃ ((2))、50 ℃ ((3))
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デザインスペースによる最適分析条件探索
各脂質成分の分離度のデザインスペースを、縦軸をグラ

ジエント時間、横軸をグラジエント初期濃度とし、図12に
それぞれ示しました。図中の赤色領域は分離度が大きく、
青色領域は分離度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、グラジエント初期濃度が高いほど、
グラジエント時間が長いほど、良好な分離が得られること
が分かりました。

図 12 各脂質成分の分離度のデザインスペース
（カラムオーブン温度：40 ℃）
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まとめ
図 14 最適条件でのクロマトグラム

（0.1%ギ酸水、アセトニトリル/メタノール/IPA = 27：63：10、
Scepter Phenyl-120）

LabSolutions、NexeraおよびShim-pack Scepter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。

LabSolutions MDを用いることで、移動相とカラムの自動
切換や、移動相の自動調製が可能なため、脂質ナノ粒子成
分の最適分離条件を効率的に探索できます。また、条件検
討にて得られた多数のデータに対する解析に関しても、評
価値やデザインスペースを活用することで効率化でき、分
析者の勘と経験に依存することなく、頑健かつ良好な分離
を与える条件の探索が可能です。また、蒸発光散乱検出器
により、UV吸収を持たない脂質ナノ粒子成分の検出および
定量が可能です。

LabSolutions MDは、複数のデザインスペースを重ね書き
することで、複数のクライテリアを満たす最適条件を自動
探索することが可能です。例えば、最も分離が厳しいコレ
ステロールとSM-102の分離度が1.5以上、最もピーク高さの
低いSM-102のピーク高さが80000以上、分析時間短縮のた
め最終ピークDSPCの溶出時間が6分以下をクライテリアと
し、これらを満たす条件領域をデザインスペースの重ね書
きにより探索しました（図13）。図13のピンク色内はコレ
ステロールとSM-102の分離度が1.5未満の領域、緑色内は
SM-102のピーク高さが80000未満の領域、黄色内は最終
ピークの溶出時間が6分より長い領域を表しており、これら
以外の領域（黒線ハッチング）において、赤丸内の点Aが、
最適条件（グラジエント初期濃度：70%、グラジエント時
間：4 min、カラムオーブン温度：50 ℃）であると自動探
索されました。このように、デザインスペースの重ね書き
により、複数ピークに対して任意に設定したクライテリア
を満たす条件を簡単かつ迅速に探索可能です。

図 13 デザインスペースの重ね書きによる最適条件探索
（カラムオーブン温度：50 ℃）

最適分離条件でのクロマトグラム
デザインスペースにより探索された最適条件（点A）での

クロマトグラムを図14に示します。コレステロールとSM-
102の分離度が1.5以上、SM-102のピーク高さが80000以上、
最終ピークDSPCの溶出時間が6分以下となっており、分析
時間の短縮も考慮して、分離を最適化することができまし
た。デザインスペースを用いた視覚化により、分析者の勘
と経験に依存することなく、分離の最適化が可能です。
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実試料の分析及び定量
最適化された条件（表3）にてLNP実試料を分析し、各脂

質成分の定量を行いました。各脂質成分の標準試料による
検量線の濃度範囲と寄与率（r2）を表4に示します。実試料
に含まれる各脂質成分の濃度が異なるため、異なる濃度範
囲で検量線を作成し、すべての成分に関して良好な直線性
（r2 > 0.998）が得られることを確認しました。また、実試
料の繰り返し分析における各成分の保持時間と面積値の再
現性（％RSD）および定量値を表5に示します。さらに、実
試料のクロマトグラムを図15に示します。

表 5 実試料の7回繰り返し分析における各脂質成分の再現性（％RSD）
および定量値

Retention time
(%RSD)

Peak area
(%RSD)

Conc. 
(mg/L)

Cholesterol 0.060 2.35 24.3
SM-102 0.13 2.49 54.6

DMG-PEG 0.067 2.68 16.6
DSPC 0.060 3.82 17.5

表 4 各脂質成分の検量線の濃度範囲および寄与率

Calib. range
（mg/L）

Coefficient of 
determination (r2 )

Cholesterol 6~30 >0.999 
SM-102 20~100 >0.998

DMG-PEG 9~45 >0.998
DSPC 7~35 >0.998

表 3 最適化された分析条件

System : Nexera X3 (Method Scouting System) 
Sample : mRNA-LNP (1:10 dilution in ethanol, then 

analyzed)
Column : Shim-pack Scepter Phenyl-120

(100 mm × 3.0 mm I.D., 1.9 µm)
Temperature : 50 ℃
Injection volume
Sample solvent

:
: 

1 µL
Ethanol

Mobile phases
Pump A 
Pump B

:
:

0.1% formic acid in water
Acetonitrile/Methanol/IPA = 27:63:10

Flow rate : 0.6 mL/min
Time program (%B)

Detection

:

:

70% (0 min) →95% (4-7 min)
→70% (7.01-13 min) 
ELSD-LTIII
Gain
Filter
Drift tube Temp.
Nebulizer gas         
Gas pressure

:
:
:
:
:

Wide
1 sec
40 ℃
N2
350 KPa

5 6 min

mAU

0

30

4 7

図 15 実試料のクロマトグラム
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 アンケート

関連製品 一部の製品は新しいモデルにアップデートされている場合があります。

 Nexera™シリーズ
超高速液体クロマトグラフ

 ELSD-LT III
蒸発光散乱検出器

 分析法開発支援シス
テム
分析法開発支援ソフトウェア

関連分野

 医薬・バイオ医薬品  バイオ医薬品  核酸・mRNA医薬品

 価格お問い合わせ  製品お問い合わせ  技術お問い合わせ  その他お問い合わせ
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