
文献

 GalNAc-オリゴ核酸 TSKgel SuperQ-5PW(20)によるAEC分離（その後、RPCで分離）

・20 mmol/L りん酸ナトリウム緩衝液  (pH 8.5), 15 % ACN, NaBrのグラジエント

回収率が低い場合；塩およびpHによるデュアルグラジエント

・20 mmol/L りん酸ナトリウム緩衝液  (pH 8.5～11), 15 % ACN, NaClのグラジエント

 脂質-オリゴ核酸複合体 TSKgel SuperQ-5PW(20)によるAEC分離

・20 mmol/L りん酸ナトリウム緩衝液  (pH 8.5), 15 % ACN, NaBrのグラジエント

 抗体-オリゴ核酸複合体(AOC) 簡易精製による低分子量成分の除去（クロマトグラフィー分離なし）

・限外濾過（30 kDa カットオフ）

薬物抗体結合比(DAR=0, 1, 2)のAEC分析

（類似カラム；TSKgel Q-STATなど）

・50 mmol/L Na2HPO4/NaH2PO4、NaClのグラジエント

 環状ペプチド-オリゴ核酸複合体 TSKgel UP-SW2000によるSEC分析；センス、アンチセンス、二本鎖の分離

・0.1 mol/L 酢酸アンモニウム、25 ℃

ODSカラムによるIP-RPC分析；センス、アンチセンスの分離

（類似カラム；TSKgel ODS-120H, ODS-100V）

・ 2 mmol/L 炭酸水素アンモニウム緩衝液  (pH 9.81), 15 mmol/L TEA, 50 ℃,

    ACNのグラジエント

 膜透過ペプチド(CPP)-オリゴ核酸複合体 弱陰イオン交換体（DEAE型）によるAEC分離

（類似充塡剤；TOYOPEARL GigaCap® DEAE-650M）

・20 mmol/L りん酸ナトリウム緩衝液(pH 7.2), 10 mmol/L EDTA, NaClのグラジエント

ODSカラムによるRPC分離

（類似カラム；TSKgel ODS-120H, ODS-100V）

・100 mmol/L 酢酸アンモニウム、ACNの リニアグラジエント

 グアノシン (G)-リッチオリゴ核酸（高次構造保有） TSKgel SuperQ-5PW(20)によるAEC分離

分離不良、回収率が低い場合；溶離液組成の変更

・溶離液；塩の変更（NaBrへ変更）、有機溶媒濃度の増加 (10 %～20 %)

　　　　　高アルカリpH (～pH 11)

                1 mol/L 尿素の添加、および上記の組み合わせの溶離液

AEC; 陰イオン交換クロマトグラフィー、RPC; 逆相クロマトグラフィー、 IP; イオンペア、SEC; サイズ排除クロマトグラフィー 、ACN; アセトニトリル、TEA; トリエチルアミン

オリゴ核酸（模式図） 分離、分析条件、主な溶離液系
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テクニカルノート（トヨパール® ） No. 22 

修飾オリゴ核酸複合体の AEC 分離は、これで決まり！ 

陰イオン交換体 TSKgel® SuperQ-5PW(20)等による分離改善と溶離液のポイント 

 

オリゴヌクレオチド（核酸）は、2025 年 8 月 22 日現在、核酸医薬品として 23 品目※が医薬承認を受けてい

ます。その多くは、化学修飾が施されたもので、さらに薬物の安定化や標的細胞への到達、細胞膜透過性の向上

を目的として、化合物を付加した修飾オリゴ核酸複合体もあります。中でも、N-アセチルガラクトサミン(GalNAc)

を結合させた修飾オリゴ核酸は、核酸医薬品として複数が承認されており、その他にも、抗体オリゴ核酸複合体

(AOC)やペプチドオリゴ核酸複合体(PNC)、分子内に高次構造を有するグアノシン(G)リッチなオリゴ核酸なども

検討されています。 

オリゴ核酸の分離・精製には、陰イオン交換クロマトグラフィー(AEC)が多用されます。しかしながら、修飾

オリゴ核酸複合体は疎水性が高く、凝集体や高次構造が形成されることで、分離不良や回収率低下を引き起こす

ことがあります。その解決法として、溶離液組成などの分離条件を検討した事例が多数報告されています。以下

の表に、修飾オリゴ核酸複合体の AEC 分離などクロマトグラフィー分離に用いられる溶離液についてまとめま

した。 
※国立医薬品食品衛生研究所 遺伝子医薬部ホームページ；https://www.nihs.go.jp/mtgt/pdf/section2-1.pdf  

 

表．修飾オリゴ核酸複合体の陰イオンクロマトグラフィー等における分離と溶離液条件 
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●陰イオン交換クロマトグラフィー(AEC)における溶離液の選択 2, 12 

 AEC 分離における分離不良、回収率が低い場合の溶離液の選択のポイントを以下に示します。 

1) 緩衝液；目標 pH で緩衝能力のある緩衝液を選択します。一般的に pH 8～pH 11 を用います。高アルカリ

pH では NaOH 溶液を用います。pH 11 の溶離液、または pH 8～pH 11 の pH グラジエント分離で試料は

変性し、二本鎖(Duplex)構造や G-リッチオリゴ核酸の高次(quadruplexes)構造が解消され、核酸は一本鎖

構造となり吸着が弱まり溶出します。 

2) 塩；NaCl が一般的ですが、溶出力が強くカオトロピック効果の高い NaBr、または NaClO4（分析のみ、

分取精製には不向き）を用いる場合があります。 

3) 有機溶媒；一般的に 10 %～15 %のアセトニトリル(ACN)を含む溶離液を用います。試料の疎水性が高い場

合、有機溶媒濃度を 15 %～30 %に上げますが、溶離液中の塩が析出しない濃度で使用します。 

4) 変性剤；試料の変性には、1 mol/L 尿素を含む溶離液が効果的です。 

5) 温度；分析時の温度を、50 ℃以上に設定することでオリゴ核酸は変性し一本鎖構造を取りやすくなります。 

 

上記の溶離液条件を組み合わせて、修飾オリゴ核酸の分離や回収率を改善できる場合があります。 
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