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序論 

 

 

近年、創薬研究対象となる分子は、従来の合成低分子化合物から抗体に代表さ

れるたん白質医薬品を経て新たな分子形へと急激にシフトしており、その中で

も中分子医薬品に分類される核酸医薬は非常に注目を集めている。中分子医薬

品とは、低分子医薬品の特長である化学合成による低コスト製造と、抗体の特長

である高い標的特異性の両面を併せ持つ新たな創薬カテゴリーであり、核酸医

薬のほかペプチド医薬などがある。核酸医薬品はオリゴヌクレオチドを構成成

分とするが配列遺伝子の発現を介さず直接作用を示す分子であり、分子形とし

てさらに、一本鎖オリゴヌクレオチドのアンチセンス、アプタマー、二本鎖オリ

ゴヌクレオチドの siRNA やデコイなどがある [1-4]。核酸医薬における創薬で

は、オリゴヌクレオチドの塩基配列に由来する特異性を利用して配列設計する、

あるいはオリゴヌクレオチド自身の高次構造に起因する特異性を利用できるよ

う配列設計する、など薬理作用コンセプトに応じて共通分子素材であるオリゴ

ヌクレオチドを設計する柔軟で幅広いアプローチが可能となる。一方、薬理活性

を示す物質を医薬品として開発していくうえで重要なポイントの一つに、その

物質を作用部位へ到達させ、薬効発揮に必要な時間、必要な量を暴露させる薬物

動態制御がある。核酸医薬品に天然型オリゴヌクレオチド（以下、DNAオリゴ）

を用いる場合、DNA オリゴは投与後に生体内に存在するヌクレアーゼにより迅

速な分解を受け期待される薬効発揮が難しいことが知られていることから、ヌ

クレアーゼへの耐性向上やより活性の高い分子創成を目指したオリゴヌクレオ

チドの化学修飾研究が非常に精力的に行われている [1-10]。酵素耐性を上げる
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修飾型核酸の代表例として、リン酸骨格（リン酸ジエステル結合）中でヌクレオ

シドとの結合に関与していない酸素原子の一つを硫黄原子に置換したホスホロ

チオエート型修飾があり、この修飾を導入したオリゴヌクレオチド（以下、PS オ

リゴ）は特にアンチセンスへの応用例が多く報告されている [5-10]。一方 PS オ

リゴは、リン酸骨格への硫黄原子導入により疎水性が増し、さらにリン原子が不

斉中心となることでエステル結合数 n に対して 2nのジアステレオマーが生じる

など、物理化学的性質が DNAオリゴと比べて非常に複雑化しており、その分析

法の確立は難易度が高い [11, 12]。 

医薬品は、臨床試験に供される治験薬も含め、医薬品及び医薬部外品の製造管

理及び品質管理の基準（Good Manufacturing Practice, GMP）を遵守して製造及び

品質を管理していく必要がある。医薬品製造面から核酸医薬品をとらえた場合、

修飾型核酸を含むオリゴヌクレオチドの製造方法を共通プロセスとして確立す

ることができれば一つの製造方法から多品目の製造が可能になる利点がある。

この利点は先に述べた柔軟な創薬の利点と相乗的に作用し、スピード面、費用面

での効率的な開発が期待できる。一方、品質管理面から核酸医薬品をとらえた場

合、塩基配列の順番や長さが異なるものや分解物など、化学構造に由来する不純

物だけを想定しても非常に多くの分子を考慮する必要があるといえる。オリゴ

ヌクレオチドの分析方法はイオン交換クロマトグラフィーやイオンペア逆相ク

ロマトグラフィーが代表的であり、これら分析方法を用いることで先に例示し

たような不純物、あるいは他の類縁物質に相当する分子の分離、同定及び定量に

対応する分析法の検討が多く報告されているが [13-19]、低分子医薬品における

品質管理と同様に個々の類縁物質や不純物に対して分離、同定、定量を達成する

分析系を確立し評価することは現在の分析化学水準では困難であると報告され

ている [20]。そのため、抗体に代表されるたん白質医薬品で行われている品質
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管理の手法のように多面的で相補的な品質確認を行い、さらに有効性、安全性に

よる確認も含めた方法でオリゴヌクレオチドの品質を保証していく形が想定さ

れる。 

加えて、オリゴヌクレオチドは塩基間の水素結合や陽イオンのリン酸骨格へ

の配位などにより高次構造を形成する化合物であり、二重らせん構造に代表さ

れる二本鎖オリゴヌクレオチドや、アプタマー、さらにはグアニンやシトシンを

多く含む配列で形成される G-quadruplex [21-24]や i-motif [24-27]など、数多くの

高次構造体が知られている。これら構造体は条件により構造配位が変化するこ

とも知られており、すなわち、すべてのオリゴヌクレオチドは測定条件により高

次構造が変化しうる可能性につながる。一方、たん白質医薬品においては、たん

白質の高次構造変化や凝集化が有効性および安全性に大きく影響する免疫原性

に関係しているのではという議論が盛んに行われおり [28]、高次構造を含めた

品質管理が求められている。これら背景から、オリゴヌクレオチドの高次構造を

品質としてとらえ管理していく必要性は高いと考えられるが、その評価方法が

確立されていないこともあり二本鎖オリゴヌクレオチドやアプタマーなど限定

した分子形での認識にとどまっている。オリゴヌクレオチドの高次構造評価に

は、一般的に円二色性スペクトル [29-34] や NMR [32-38] などが用いられるが、

いずれも定性的な分析法である。 

サイズ排除クロマトグラフィー（Size Exclusion Chromatography、以下 SEC）

は、イオン交換クロマトグラフィーやイオンペア逆相クロマトグラフィーと同

様に高速液体クロマトグラフィーを用いた分析手法の一つであり、溶質のサイ

ズ、正確にはストークス半径に応じて分離する手法である。サイズが分子量と相

関するため SEC ではピークの溶出時間とその分子量との間で相関が得られ、こ

の直線を検量線化して未知ピークの分子量算出も可能となる。また、有機溶媒や
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高いカラム温度を必要とせず、また、移動相の塩濃度を低く抑えることも可能で

あることから、水溶液中で存在している構造を反映した状態で分離できる特長

がある。この特長から SEC はたん白質の凝集や分解などの高次構造評価に用い

られ、抗体などのたん白質医薬品の品質管理、特に安全性上注意すべき凝集体の

管理に必要不可欠な分析方法の一つとなっている [39-41]。一方、たん白質では

SEC の検量線から分子量を正確に算出することができないことが知られており、

たん白質医薬品の品質管理でも正確な分子量算出を目的としては用いられてい

ない。これは、SEC の溶出時間は実質的には溶質のストークス半径と相関があ

り、同じたん白質でもあるいは分子量が同じでも、たん白質は球状や棒状、ある

いは柔軟性の高い形状などストークス半径が異なる高次構造をとるためである。 

近年、Largyらが DNA オリゴの高次構造評価に対する SEC の有用性を、網羅

的な検討により報告した [42]。事前にアニーリング処理をした DNA オリゴを対

象とした際、各構造に対して最適化した SEC 条件を用いることで構造ごとに検

量線が得られたとの報告である。この結果は、DNA オリゴの高次構造の違いが

ストークス半径の違いとなって SEC により検出されたことを示しており、SEC

がオリゴヌクレオチドの高次構造に対する品質管理試験法として有用である可

能性が示唆された。しかし、Largyらの方法をそのまま適応すると高次構造ごと

に最適な条件を設定する必要があることから品質管理方法としては煩雑であり、

また予期しない高次構造は見逃される可能性があるなど解決すべき課題が残る。

加えて、化学修飾オリゴヌクレオチドに対する SEC による同様の構造評価はほ

とんど報告がない。 

そこで著者は、核酸医薬品の新たな品質管理手法を志向し、オリゴヌクレオチ

ドの高次構造を品質として管理可能な分析方法の確立を目標とし、本研究に取

り組んだ。分析方法として SEC に着目し、DNAオリゴ、PS オリゴに共通する、
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構造検出力のある分析方法としての確認を行った（第一章）。初めに、オリゴヌ

クレオチドの SEC 分析に影響を及ぼす因子を確認し、分析条件を設定した（第

一章、第一節）。この SEC 分析条件の高次構造検出力確認に適したオリゴヌクレ

オチド配列を設計し（第一章、第二節）、DNA オリゴを用いて本 SEC 分析条件

の高次構造検出力について確認した（第一章、第三節）。PS オリゴにおいても同

様に、本 SEC 条件の高次構造検出力を、DNA オリゴの結果との比較も踏まえて

検討した（第一章、第四節）。続いてその結果を踏まえて、二次構造（第二章、

第一節）、van’t Hoffプロットを応用した高次構造形成（第二章、第二節）を評価

検証した。さらに、SEC によって熱力学的安定性が異なる高次構造混合物の検

出力について確認することで、SEC のオリゴヌクレオチドの品質管理の手法と

しての有用性について評価した（第二章、第三節）。 

以上の結果から、今回著者が設定した SEC 分析条件を用いることで PS オリ

ゴの一本鎖及び二本鎖を DNAオリゴについては一本鎖、ヘアピン構造および二

本鎖をそれぞれ識別できることを示した。加えて本手法を用いることで、製造後

のオリゴヌクレオチドは熱力学的安定性の異なる高次構造混合物であること、

およびアニーリングにより安定な構造へ収束すること、を確認した。これより、

オリゴヌクレオチドを医薬品として開発していくためには高次構造を評価管理

していくことが重要であることを示すとともに、その品質管理手法として SEC

が有用であることを見出した。本 SEC 条件は品質管理にも適用できると考えら

れる。 

 

本論文では以上の研究をそれぞれの背景を含めて順に述べる。 
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本論 

 

第一章 オリゴヌクレオチドの高次構造に対するサイズ排除クロマトグラ

フィーの検出力検討 

 

 

第一節 サイズ排除クロマトグラフィー分析条件の設定 

 

本研究は、オリゴヌクレオチドの高次構造に対して検出力があり医薬品の品

質管理手法として用いることができる分析方法の確立を目標とし、その分析方

法として SEC に着目している。SEC のオリゴヌクレオチドの高次構造検出につ

いては DNA オリゴで有用性が報告された [42] ものの品質管理手法として使用

するケースを想定した場合には有用性は示しきれておらず、加えて PS オリゴに

代表される修飾核酸での有用性は不明瞭である。これら課題に対するアプロー

チとして、DNA オリゴと PS オリゴで共通して構造検出力が期待できる SEC 分

析条件を設定し、分析法としての有用性を確認することとした。本節では、この

SEC 分析条件について、分析条件が DNA オリゴ及び PS オリゴの分離に影響す

る因子を確認し設定した結果を報告する。 

SEC 分析では分子ふるいの原理で分離するためアイソクラティック溶離が用

いられる。試料は注入後に大量の移動相に希釈されることから、SEC 分析は試

料の移動相中での存在状態を反映することとなる。そのため一般的に、SEC 分

析において溶出に影響する主な分析条件要因は移動相組成となる。そこで、オリ

ゴヌクレオチドの中性付近での存在状態を模した分析条件とすべく、中性付近

に緩衝能を有するリン酸緩衝液、Tris 緩衝液および MES 緩衝液を移動相組成の
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候補として選択し、オリゴヌクレオチド溶出への影響を確認した。また、溶質の

溶液中での安定性を高めることなどを目的とした NaCl や KCl の添加の影響に

ついても併せて確認した（表 1）。 

 

 

表 1 分離への影響を確認した SEC の移動相条件 

緩衝液 添加塩 添加塩の濃度検討 (mmol/L) pH 

MES NaCl 500 6.5 

リン酸 NaCl, KCl 100, 300, 500 6.5, 7.0, 7.4 

Tris NaCl 500 7.4 

 

 

表 2 分析条件検討に用いた配列 

配列名 配列（5’→3’） 分子量 

PS-1 G(L)^a^t^t^g^g^t^a^t^T(L)^5(L)^A(L) 3978.3 

PS-2 G(L)^5(L)^a^t^t^g^g^t^a^t^T(L)^A(L) 3978.3 

PS-3 G(L)^5(L)^a^t^g^g^t^a^t^T(L)^5(L)^A(L) 4005.3 

PS-4 G(L)^5(L)^a^t^t^g^t^a^t^T(L)^5(L)^A(L) 3980.3 

DNA-1 G(L)attggtatT(L)5(L)A(L) 3801.5 

DNA-2 G(L)5(L)attggtatT(L)A(L) 3801.5 

天然型核酸：小文字 

修飾核酸：G(L): LNA1型 G、T(L)：LNA 型 T、5(L)：LNA 型 5mC、A(L)：LNA 型 A 

^：ホスホロチオエート型結合 

 

                                                   
1 LNAの構造式 
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分析条件におけるオリゴヌクレオチドの分離に影響する因子の確認には、

DNAオリゴと PS オリゴを用いた。先述の通り PS オリゴはその構造複雑性から

分析が非常に困難であり、得られる SEC クロマトグラムや溶出挙動も複雑とな

り考察が難しくなる可能性が高い。そのため、同じ配列の DNAオリゴでも同様

に分析を行うことで PS オリゴ特有の溶出挙動を特定でき、加えてオリゴヌクレ

オチドの高次構造の検出力として DNA オリゴの結果も考察することができる

と考えた。また、配列中には人工核酸 locked nucleic acid（LNA）を一部導入し

た。LNA は当研究室において開発された、特に優れた二本鎖形成能を有してい

る修飾核酸である [43]。PS オリゴ同様、核酸医薬品に重要な化学修飾となる

LNA を導入したオリゴヌクレオチドで SEC の分析条件の影響を確認し、同一

SEC 条件下で構造識別できる分子種の対象範囲の拡大を期待した。なお、オリ

ゴヌクレオチド配列には、構成塩基は同じものの配列順序が異なっている二種

類の配列を用いた（表 2、PS-1/PS-2および DNA-1/DNA-2）。PS-1/PS-2はいずれ

も分子量が 3978.3、DNA-1/DNA-2はいずれも 3801.5と同一であることから、PS

オリゴ同士、DNAオリゴ同士のピークはほぼ同じ時間に溶出すると考えられた。 

全ての SEC 分析結果に共通した溶出挙動の傾向として、PS オリゴは DNA オ

リゴと比べ溶出が遅く、非常にブロードなピークとなった（図 1、PS オリゴ；

黒、青、DNA オリゴ；赤、緑）。また、PS オリゴでのみ、同じ塩基構成でも溶

出挙動が大きく変動する結果も確認され、PS-2 では複数のピークが観測された

（図 1、PS オリゴ；黒、青）。これは PS オリゴの高い疎水性あるいはジアステ

レオマー混合物であるという構造特性が溶出挙動に関係したためと推察した。

一方、移動相の pH、緩衝液種及び添加塩については、緩衝液種の違いによる影

響が PS オリゴで確認された（図 1、D；Tris pH 7.4、E；リン酸 pH 7.4）。なお、

塩の種類は分離に影響しなかった。図 2A に代表的なクロマトグラムとして、
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ピークが複数確認された PS オリゴである PS-2の NaCl の結果を、図 2Bに同じ

く KCl の結果を示したが、両者は同じクロマトグラムであった。 

また、PS-2 では、移動相中の塩濃度が高くなるにつれて溶出が遅いピークの

割合が増えた（図 2、黒；100 mmol/L、青；300 mmol/L、赤；500 mmol/L）。こ

れは塩濃度が高くなることで配位する陽イオンの数が増え、結果コンパクトな

構造に集約したためではないかと推察した。 

しかしながら、移動相の塩濃度を高くすることで溶質の高次構造が集約して

しまうということは、分析環境が原因でその品質を見誤ることになるため品質

管理の分析としては適さないこと、加えて、高い塩濃度の移動相は塩が析出しや

すいため HPLC への負荷が大きく、結果として再現性の低いデータとなりやす

いことから、塩濃度は高くしすぎないことが重要であると考えられた。一方、た

ん白質の SEC による分析において、移動相中の塩濃度が低い場合には試料がカ

ラムに吸着して溶出しないためにピークが回収できず、結果としてピーク面積

値が小さくなることがある。オリゴヌクレオチドも電荷を有する分子であるこ

とから、たん白質同様に移動相中の塩濃度がピーク回収に影響する可能性が考

えられる。そこで、PS-3及び PS-4を用い、各塩濃度条件においてサンプル注入

量を 10 μLから 30 μLで変動させた際の総ピーク面積の変動を確認した。横軸に

サンプル注入量（μL）、縦軸に総ピーク面積をとってプロットした結果を図 3に、

回帰分析で得られた直線の決定係数を表 3 に示した。その結果、移動相の塩濃

度によらずPSオリゴのピーク面積はサンプル注入量が同じであればほぼ同じで

あり、また、いずれの PS オリゴでもサンプル注入量とピーク面積の間に決定係

数 0.999以上の高い直線関係が示された。これより、塩濃度 100 mmol/Lから 500 

mmol/Lではオリゴヌクレオチドのピークは十分に回収できると考えられた。 
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図 1 SEC の移動相緩衝液種類及び pH 検討におけるクロマトグラムの変化 

移動相を A; MES pH 6.5、B;リン酸 pH 6.5、C;リン酸 pH7.0、D; Tris pH 7.4、E;リン酸 pH 7.4 とした際の

SEC クロマトグラムを、黒：PS-1、青：PS-2、赤：DNA-1、緑：DNA-2 でそれぞれ示した。オリゴヌクレ

オチドの配列は表 2 に示した。塩濃度は NaCl 500 mmmol/L で行った。 

 

A) 

溶出時間 (minutes) 溶出時間 (minutes) 

溶出時間 (minutes) 

溶出時間 (minutes) 溶出時間 (minutes) 

B) 

C) 

D) E) 
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図 2 SEC の移動相組成中の添加塩の種類及び濃度検討における PS オリゴのクロマトグラムの変化 

移動相組成の添加塩として、A; NaCl、B; KCl を用いた際のクロマトグラムを示した。分析したオリゴヌクレオチドに

は PS-2；G(L)^5(L)^a^t^t^g^g^t^a^t^T(L)^A(L)を用いた。検討した塩濃度結果を、黒：100 mmol/L、青：300 mmol/L、

赤：500 mmol/L で示した。いずれもリン酸緩衝液 pH 7.0 で行った。 

 

 

 

図 3 SEC の移動相組成中の添加 NaCl の濃度と PS オリゴのピーク面積値の依存性 

各添加濃度におけるピーク面積と注入量の関係を、青◇：PS-3、黄○：PS-4 で示した。オリゴヌクレ

オチドの配列は表 2 に示した。 

サンプル名： 1st_#11_0.1MNaCl; サンプルセット名 150114_SEC_01NaCl; 結果ID 1886

サンプル名： 1st_#11_0.3MNaCl; サンプルセット名 150114_SEC_03NaCl; 結果ID 1909

サンプル名： 1st_#11_0.5MNaCl; サンプルセット名 150114_SEC_05NaCl; 結果ID 1929
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サンプル名： 1st_#11_0.3MKCl; サンプルセット名 150115_SEC_03KCl; 結果ID 2200

サンプル名： 1st_#11_0.5MKCl; サンプルセット名 150115_SEC_05KCl; 結果ID 2220
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以上の結果から、今回の検討範囲では移動相の組成は溶出挙動に大きな影響

を与えないと判断し、表 4 の通り設定した。KCl を添加したリン酸緩衝液で高

分離が期待できると判断し、添加する塩濃度は、HPLC 測定の再現性が高くなる

よう 100 mmol/Lを選択した。 

 

 

表 3 図 3 に示した各プロットの回帰分析から得られた決定係数 

塩添加量 PS-3 PS-4 

100 mmol/L 1.0000 1.0000 

300 mmol/L 1.0000 0.9999 

500 mmol/L 0.9996 0.9998 

 

 

表 4 設定したサイズ排除クロマトグラフィーの分析条件 

カラム Asahi Pak GS-320-HQ 

移動相 0.1 mol/L KCl, 0.05 mol/L リン酸緩衝液, pH 7.5 

流量 0.5 mL/分 

検出 260 nm (UV) 

カラム温度 20°C 

注入量 50 pmol 相当 

 

 

 

第二節 オリゴヌクレオチドのモデル配列デザイン 

 

オリゴヌクレオチドの高次構造の変化を検出する分析方法として、SEC の検

出力を検証すべく、10から 25 merのオリゴヌクレオチドについて、特定の構造

をとる、あるいはとらないようなモデル配列を設計した（表 5）。 

まず、高次構造の形成を想定しない一本鎖のグループと相補的な二本鎖を組
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むグループを設計、設定した。高次構造をとらないと想定される一本鎖の配列と

して、10、15、20、25 merそれぞれで 4種類ずつを設計し、同じ塩基長のホモチ

ミン及びホモアデニン配列を加えて合計で 24種類を設定した（表 5、グループ

1、シングル）。また、二本鎖として、グループ 1シングルで設計した配列から相

補的に形成される二本鎖を、各塩基長で 2種類ずつ合計 8種類設定した。なお、

ホモチミンとホモアデニンから形成される二本鎖は安定性が低く、また三本鎖

を形成する場合もあることから、今回の二本鎖としての検討には用いなかった。

ここで確認された挙動を基に、さらに高次構造を形成すると想定される以下の

配列の溶出挙動を確認することで SEC の検出力を評価することとした。 

一本鎖オリゴヌクレオチドが高次構造をとる、さらにはその構造が変化する

現象の代表例として、a) 同じ配列同士で相補鎖を組んでしまう配列、b) 配列内

で折れ曲がり相補鎖を組んでしまう配列、c) グアニン塩基を多く含み高次構造

形成が既に報告されている配列があり、加えて、シトシン塩基を多く含む配列で

は低pH条件下での高次構造形成が確認されていることから、今回は a) をグルー

プ 2自己相補、b) をグループ 3ヘアピン、c) をグループ 4 G-quadruplex とし、

ホモシトシン配列をグループ 5 C ポリマーとして設計、選択した。グループ 4 G-

quadruplex に分類されうる配列は数多く報告されているが、その中から 22 mer

の配列を選択した。また、G-quadruplex は環境によって高次構造配位の形が変わ

ることも知られていることから、その高次構造配位の分類がハイブリッドに属

する配列を 1種類 [32, 33]、パラレルに属する配列を 2種類 [34, 35, 42] 選択し

た。 
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表 5 設計したオリゴヌクレオチドの配列 

*: アセトニトリル添加による検討で使用 

 

 

Group Name Sequence 5’-3’ length 
MW 

PS オリゴ DNA オリゴ 

1 

シングル 

10S-1 GATCCTGCCG 10 3148.6 3004.0 

10S-1C CGGCAGGATC 10 3197.7 3053.0 

10S-2 GGTCCGTGAG 10 * 3288.7 3084.1 

10S-2C CTCACGGACC 10 3117.6 2973.0 

10T TTTTTTTTTT 10* 3124.7 2980.0 

10A AAAAAAAAAA 10 3214.8 3070.1 

15S-1 GCTCCGTCCACTTGC 15 4704.9 4479.9 

15S-1C GCAAGTGGACGGAGC 15 4892.1 4667.1 

15S-2 CCGTGAGCCTGACAC 15 * 4763.0 4538.0 

15S-2C GTGTCAGGCTCACGG 15 4834.0 4609.0 

15T TTTTTTTTTTTTTTT 15* 4726.0 4501.0 

15A AAAAAAAAAAAAAAA 15 4861.2 4636.2 

20S-1 GCTCCGTCCACTGGCGATCC 20 * 6335.3 6029.9 

20S-1C GGATCGCCAGTGGACGGAGC 20 6513.4 6208.1 

20S-2 CGCCTTGCCGGATCGCTAGC 20 * 6375.3 6070.0 

20S-2C GCTAGCGATCCGGCAAGGCG 20 6473.4 6168.0 

20T TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 20 * 6327.4 6022.0 

20A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 20 6507.6 6202.2 

25S-1 GCTGCACTGCTACCGTCCACTTGCG 25 * 7955.6 7569.9 

25S-1C CGCAAGTGGACGGTAGCAGTGCAGC 25 8142.8 7757.1 

25S-2 CGCCTTGCCGGATCGCTCGATGGTC 25 * 8011.6 7626.0 

25S-2C GACCATCGAGCGATCCGGCAAGGCG 25 8087.7 7702.0 

25T TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 25 * 7928.7 7543.0 

25A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 25 8154.0 7768.3 

2 

自己相補 

20D CGCGAAATGCGCATTTCGCG 20 6423.4 6118.0 

24D CGCGAAATTGGCGCCAATTTCGCG 24 7723.4 7353.8 

3 

ヘアピン 

21H CGCGAAATGACGCATTTCGCG 21 6752.6 6431.2 

27H CAATCGGATCGAGCATCGATCCGATTG 27 8702.3 8284.4 

4 
G-quadruplex 

22G-1 AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG [32, 33] 22 7304.1 6966.6 

22G-2 TGAGGGTGGGTAGGGTGGGTAA [34, 35] 22 7329.1 6991.6 

22G-3 TTGGGTTGGGTTGGGTTGGGTT [42] 22 7268.0 6930.6 

5 

C ポリマー 

10C CCCCCCCCCC 10 2974.5 2829.8 

15C CCCCCCCCCCCCCCC 15 4500.7 4275.7 

20C CCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 20 6027.0 5721.6 

25C CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 25 7553.2 7167.5 
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設計した配列には塩基長とその特徴を示す名前を付けた。例えば、高次構造を

形成しないと想定されるグループ 1シングルでつけた名称として「10S-1C」は、

10 merのシングル（S）1組目の相補配列（C）、を示す。同様に、グループ 2自

己相補では D（例えば 20D）、グループ 3 ヘアピンでは H（同、21H）とし、同

じ塩基長で 3種類の配列を設定したグループ 4 G-quadruplex では「22G-X (X=1, 

2 or 3)」、同一塩基のみで構成された配列ではその塩基名（T、Aおよび C）を用

いた。 

上記の通り設計設定したオリゴヌクレオチドを、PS オリゴ、DNAオリゴ両方

用いて以下、SEC の検出力確認を行うこととした。一方、複数の修飾によって要

因が増加すると結果の取り扱いも複雑化して SEC の検出力の判断が難しくなる

ことが先の検討より想定されたため、以後の検討においては、修飾核酸として

LNAは用いないこととした。 

 

 

第三節 DNA オリゴを用いた高次構造検出検討 

 

先述の通り、SEC の DNAオリゴの高次構造検出については Largyらが有用性

を報告している [42]。しかしその有用性は移動相を各高次構造に最適な条件で

設定した上での報告のため、品質試験方法への適用を想定した場合、試験回数の

厖大化に加え想定しない高次構造への検出力が不明であることなどの課題があ

る。ある一つの分析条件において複数の高次構造の検出力が確認できれば有用

性は非常に高くなることから、先に決定した SEC条件を用いて各構造の DNAオ

リゴを分析し、SEC の検出力を確認した。検討に用いたオリゴヌクレオチドは

第二節で設計した表 5 に示した配列とした。グループ 1 の一部配列を用いた二
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本鎖についても検討対象とした。 

グループ 1 の代表的なクロマトグラムとして、異なる塩基長のホモチミンを

対象として分析した結果を、10T（図 4、A）、15 T（図 4、B）、20 T（図 4、C）

および 25 T（図 4、D）に示した。塩基長が長くなるに従い溶出時間が 14分付

近から 12分付近へと短くなっており、SECの原理に従って分離していることが

示された。二本鎖の代表的なクロマトグラムとして、10S-1/10S-1C（図 5、A）、

15S-1/15S-1C（図 5、B）、20S-1/20S-1C（図 5、C）および 25S-1/25S-1C（図 5、

D）の相補的二本鎖のクロマトグラムを示した。二本鎖の SEC クロマトグラム

においても塩基長が長くなるに従い溶出時間が短くなっており、SEC 原理に基

づく分離が確認できた。 

先の報告で DNA オリゴの高次構造の違いがストークス半径の違いとなって

SEC により検出されていることから、今回の SEC 分析結果についても同様な解

析を行い、検出力を確認した。すなわち、横軸にピークの溶出時間を、縦軸に分

子量の常用対数をそれぞれとってプロット及び直線性を確認した。ここで、分子

量の値はオリゴヌクレオチド鎖あたりの分子量とした。つまり、二本鎖の場合に

は、二本のオリゴヌクレオチドの分子量合計の平均値を採用した。これは、プ

ロットから関係性と検出力を確認する際に、分子量のみで二本鎖を識別できた

りできなかったりすることを回避するためである。図 6 に、グループ 1 シング

ル（黒○）および二本鎖（黒●）の結果をそれぞれプロットし、回帰直線を作成

した。グループ 1シングルでは r2=0.965、二本鎖では r2=0.999と、ともに高い決

定係数を示す直線が得られた。また、これら二つの直線はほぼ同じ傾きを有し、

プロットも重なることがなかった。これより、本 SEC 条件では DNA オリゴの

一本鎖と二本鎖を識別できることが示された。 

次に、高次構造を形成すると想定されるグループ 2～5 の結果をプロットし、
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先に作成した二本の直線と比較し、SEC でどのように検出されるかを確認した。

グループ 2自己相補（図 6、青■）は二本鎖（図 6、黒●）の直線上にプロット

された。これより、自己相補は二本鎖であると SEC により検出できることが示

された。一方、グループ 3ヘアピン（図 6、青□）はシングル（図 6、黒○）よ

りもさらに右側にシングル及び二本鎖と重ならずにプロットされた。これより、

ヘアピンは一本鎖と二本鎖それぞれと識別できると判断した。加えて、このヘア

ピンで直線をひいた場合、一本鎖、二本鎖と同様の傾きを持つ直線が得られるこ

とが示唆されたことから、さらにヘアピンとして個別に識別できる可能性が示

された。また、一本鎖の直線よりも右側にプロットされたことから、ヘアピン構

造は一本鎖よりもコンパクトであると考えられた。グループ 4 G-quadruplex（図 

6、青×）はヘアピン同様、シングル及び二本鎖とプロットが重ならなかったこ

とからこれらとは識別できることが示唆されたが傾向がなかったことから、一

本鎖と識別し且つ G-quadruplex として同定することは難しいと考えられた。一

方、グループ 5 C ポリマー（図 6、青＊）はシングル（図 6、黒○）の直線上に、

それぞれプロットされた。塩基にシトシンが多く含まれる場合、低 pH条件下で

は高次構造を形成することが知られているが、今回の SEC 条件は pH 7.5であっ

たことから、構造を形成せず一本鎖であったものと推察された。 

以上の結果から、今回の SEC 条件では DNA オリゴの一本鎖、二本鎖及びヘ

アピン構造の識別ができる検出力があると判断した。 

ここで、G-quadruplex 形成が確認されている 3種類の配列はいずれも同じ塩基

長 22 merの配列を用いたが、溶出時間が大きく異なる結果となった（図 7）。G-

quadruplex の構造形成にはいくつかの様式が知られているが、本検討においては

その内ハイブリッド型、パラレル型として知られる 2 種類を選択した。ハイブ

リッド型の 22G-1（図 7、黒）とパラレル型の 22G-2（図 7、青）及び 22G-3（図 
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7、赤）の溶出時間に特徴はなく、構造配位との関係性は示せなかった。 

 

 

 

図 4 一本鎖シングルの代表的な SEC クロマトグラム 

（DNA オリゴ） 

一本鎖 DNA オリゴの代表的な SEC クロマトグラムとして、異なる

塩基長のホモチミンの結果を A: 10T, B: 15T, C: 20T, D: 25T で示し

た。分子量とその常用対数及びピークの溶出時間を併せて記載した。 

 

 

図 5 二本鎖の代表的な SEC クロマトグラム 

（DNA オリゴ） 

二本鎖 DNA オリゴの代表的な SEC クロマトグラムとして、A: 

10S-1/10S-1C, B: 15S-1/15S-1C, C: 20S-1/20S-1C, D: 25S-1/25S-

1C の結果を示した。オリゴヌクレオチド鎖あたりの分子量とその

常用対数及び溶出時間を併せて記載した。 

 

 

サンプル名： An D-18; サンプルセット名 160128_AnD; 結果ID 5014

サンプル名： An D-19; サンプルセット名 160128_AnD; 結果ID 5016

サンプル名： An D-20; サンプルセット名 160128_AnD; 結果ID 5018

サンプル名： An D-21; サンプルセット名 160128_AnD; 結果ID 5020
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溶出時間：12.9 分 

C 
MW: 6022.0, log MW: 3.78 

溶出時間：12.4 分 

D 
MW: 7543.0, log MW: 3.88 

溶出時間：12.1 分 

A; 10S-1/10S-1C 
MWstrand: 3026.9 

log MWstrand: 3.48 

溶出時間：13.2 分 

C; 20S-1/20S-1C 
MWstrand: 6123.5 

log MWstrand: 3.79 

溶出時間：12.0 分 

 

D; 25S-1/25S-1C 
MWstrand: 7656.0 

log MWstrand: 3.88 

溶出時間：11.6 分 

 

B; 15S-1/15S-1C 
MWstrand: 4570.9 

log MWstrand: 3.66 

溶出時間：12.5 分 
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図 6 DNA オリゴにおけるピーク溶出時間とオリゴヌクレオチド鎖あたりの分子量との関係 

表 5 に示した配列の DNA オリゴにつき、SEC 分析により得られたピークの溶出時間を横軸に、分析試料のオリゴ

ヌクレオチド鎖あたりの分子量の常用対数を縦軸にとりプロットを作成した。グループ 1 シングル（黒○）及びグ

ループ 1 の相補配列から調製した二本鎖（黒●）のプロットに対してそれぞれ直線を作成し、得られた式と決定係

数を図中に示した。 

 

 

 

図 7 G-quadruplex の SEC クロマトグラム（DNA オリゴ） 

DNA オリゴにおけるグループ 4 G-quadruplex 配列の SEC クロマトグラムを、黒：22G-1; AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG、

青：22G-1; TGAGGGTGGGTAGGGTGGGTAA、赤：22G-3; TTGGGTTGGGTTGGGTTGGGTT で示した。 
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第四節 PS オリゴを用いた高次構造検出検討 

 

今回設定した SEC 分析条件を用いることで、DNAオリゴにおいて一本鎖、二

本鎖及びヘアピン構造に対しての構造検出力が確認された（第一章、第三節）。

そこで、本分析条件の PS オリゴでの構造検出への適用能力を検証することとし

た。配列は DNAオリゴの検討と同じく第二節で設計した配列を用いた（表 5）。 

PS オリゴにおいても、DNAオリゴと同様に塩基長が長くなるに従って溶出時

間が短くなる SEC 原理に基づいた分離が確認された。一方、溶出挙動は同一配

列のDNAオリゴと異なり、ピークの溶出時間が長く、ブロードな形状となった。

PS オリゴの代表的な SEC クロマトグラムとして異なる塩基長のホモチミンで

ある 10T、15T、20T 及び 25T の SEC クロマトグラム結果を図 8 に、PS オリゴ

を赤クロマトグラム、DNA オリゴを黒クロマトグラムで示した。同じ塩基長で

の結果を比較すると、例えば配列名 15Tは PS オリゴでは 16分弱に溶出する（図 

8、赤点線）が DNA オリゴでは 13分強（図 8、黒点線）と、溶出時間が大きく

異なっており、PS オリゴのほうがブロードなピーク形状を示すことが示された。

ここで認められた PSオリゴの DNAオリゴとの溶出挙動の違いは、PS オリゴの

高い疎水性あるいはジアステレオマー混合物であるという構造特性に起因する

と考えた。また、PS オリゴの二本鎖の代表的な SEC クロマトグラムを図 9 に

示したが、PS オリゴ 10 merでは二本のピークが確認された（図 9A、黒）。PS オ

リゴ 10 merの二本鎖における Tm値は 35°C付近と低く（表 6）、また、確認され

た二本のピークの溶出時間は構成している一本鎖オリゴヌクレオチドの溶出時

間に相当したことから、SEC 分析上では PS オリゴの 10 mer は二本鎖を形成し

ていないと判断した。そのため、以降の PSオリゴの解析においては 10 merの二

本鎖のデータは除外した。 
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PS オリゴについても DNAオリゴにおける解析（第一章、第三節）と同様、溶

出時間を横軸に、オリゴヌクレオチド鎖あたりの分子量の常用対数を縦軸に

とったプロットを作成して高次構造の検出力を確認した。まず、表 5 グループ

1シングル（図 10、赤△）及び二本鎖（図 10、赤▲）の結果からそれぞれ直線

を作成した。二本鎖では決定係数 r2=0.996 の相関の高い直線が得られたのに対

し、グループ 1シングルである一本鎖では r2=0.845とそれほど高くはなかった。

これは、一本鎖 PS オリゴにおいて同一塩基長で溶出時間がバラついたことが原

因であった。しかしながら、PS オリゴでも一本鎖と二本鎖のプロットは重なら

ず、これらの識別はできることと考えられた。 

次に、高次構造を形成すると想定されるグループ 2～5の結果をプロットして

検出力を確認した。表 5グループ 2自己相補（図 10、青■）は二本鎖（図 10、

赤▲）の直線状にプロットされ、DNAオリゴ同様、二本鎖であると SEC により

検出できることが示された。しかし、グループ 3 ヘアピン（図 10、青□）、グ

ループ 4 G-quadruplex（図 10、青×）及びグループ 5 C ポリマー（図 10、青＊）

はいずれも、二本鎖のプロットとは重ならず識別できた一方で、一本鎖のバラつ

きのなかに含まれたことからそれぞれを一本鎖と識別することはできなかった。

以上の結果から、今回の SEC 条件では PS オリゴの一本鎖及び二本鎖の構造識

別が可能であると結論付けた。 
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図 8 PS オリゴ及び DNA オリゴの SEC クロマトグラム比較（一本鎖） 

ホモチミン配列の PS オリゴを赤クロマトグラムで、DNA オリゴの結果を黒クロマトグラムで示した。

ピークの頂点付近に、各ピークの配列名を示した。配列名は表 5 参照。 

 

 

 

 

図 9 PS オリゴ及び DNA オリゴの SEC クロマトグラム比較（二本鎖） 

A：PS オリゴ、B：DNA オリゴとして、二本鎖の SEC クロマトグラムを示した。いずれも同じ配列の結果であ

る。黒：10mer; GATCCTGCCG/CGGCAGGATC、青：15mer; CCGTGAGCCTGACAC/GTGTCAGGCTCACGG、

緑：20mer; CGCCTTGCCGGATCGCTAGC/GCTAGCGATCCGGCAAGGCG、茶：25mer; 

CGCCTTGCCGGATCGCTCGATGGTC/GACCATCGAGCGATCCGGCAAGGCG。 

サンプル名： An S-18; サンプルセット名 160205_AnS; 結果ID 5136

サンプル名： An S-19; サンプルセット名 160205_AnS; 結果ID 5138

サンプル名： An S-20; サンプルセット名 160205_AnS; 結果ID 5140

サンプル名： An S-21; サンプルセット名 160205_AnS; 結果ID 5142

サンプル名： An D-18; サンプルセット名 160128_AnD; 結果ID 5014

サンプル名： An D-19; サンプルセット名 160128_AnD; 結果ID 5016

サンプル名： An D-20; サンプルセット名 160128_AnD; 結果ID 5018

サンプル名： An D-21; サンプルセット名 160128_AnD; 結果ID 5020
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サンプル名： An 7S-7,8; サンプルセット名 160329_AnS_duplex_20C; 結果ID 6524

サンプル名： An 7S-21,22; サンプルセット名 160329_AnS_duplex_20C; 結果ID 6531

サンプル名： An 7S-23,24; サンプルセット名 160329_AnS_duplex_20C; 結果ID 6532

サンプル名： An 7S-25,26; サンプルセット名 160329_AnS_duplex_20C; 結果ID 6533
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サンプル名： An 7D-21,22; サンプルセット名 160318_AnD_duplex_20C; 結果ID 6176

サンプル名： An 7D-23,24; サンプルセット名 160318_AnD_duplex_20C; 結果ID 6177

サンプル名： An 7D-25,26; サンプルセット名 160318_AnD_duplex_20C; 結果ID 6178
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図 10  PS オリゴにおけるピーク溶出時間とオリゴヌクレオチド鎖あたりの分子量との関係 

表 5 に示した配列の PS オリゴにつき、SEC 分析により得られたピークの溶出時間を横軸に、分析試料のオリゴヌ

クレオチド鎖あたりの分子量の常用対数を縦軸にとりプロットを作成した。グループ 1 シングル（△）及びグルー

プ 1 の相補配列から調製した相補的二本鎖（▲）のプロットに対してそれぞれ直線を作成し、得られた式と決定係

数を図中に示した。 

 

 

表 6 PS オリゴ及び DNA オリゴの 10 mer、15 mer の Tm値 

塩基長 Sequence 

Tm (°C) 

PS オリゴ DNA オリゴ 

10 
GATCCTGCCG 

CGGCAGGATC 
34.2 48.8 

10 
GGTCCGTGAG 

CTCACGGACC 
34.6 48.9 

15 
GCTCCGTCCACTTGC 

GCAAGTGGACGGAGC 
48.1 N.T. 

15 
CCGTGAGCCTGACAC 

GTGTCAGGCTCACGG 
49.5 N.T. 

N.T.; Not tested 
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ここで、PSオリゴで認められたピークのブロード化と溶出時間の遅延は PSオ

リゴの有する高い疎水性に起因し、カラム充填剤との相互作用の効果が強まり

分離に大きく影響した、と仮説を立てた。そこで、カラム充填剤との相互作用を

減弱させることを目的として移動相中に有機溶媒を添加し、溶出挙動の変動に

より検証することとした。疎水性の高い溶質の SEC 分析において、移動相中に

有機溶媒を加えることは一般的に行われている。今回、有機溶媒としてアセトニ

トリルを選択し、移動相中に 10%あるいは 40%となるよう添加してクロマトグ

ラムの変動を確認した。 

図 11にアセトニトリル添加による変動の代表的なクロマトグラムとして、ホ

モチミン 10Tの結果を示した。DNAオリゴでは 40%アセトニトリル添加により

13.6分付近（図 11A 黒クロマトグラム；0% 添加）であった溶出時間が 12.9分

付近に（図 11A 赤クロマトグラム；40%添加）、PS オリゴでは 17.8 分付近（図 

11B黒クロマトグラム；0% 添加）から 13.5 分（図 11B赤クロマトグラム；40%

添加）へと、ピークの溶出時間が大幅に短くなった。また、ピーク形状について

は、DNAオリゴではそれほど大きな変化は認められなかったのに対し、PS オリ

ゴでは 40%添加により劇的にシャープとなり、DNAオリゴと似た形状となった。

40%添加により PS オリゴでの溶出挙動が大きく変化したことから、表 5中アス

タリスクで示したグループ 1 シングルの配列について、0%アセトニトリル添加

及び 40%アセトニトリル添加の結果から溶出時間と分子量の関係プロットを作

成して直線の変化を確認した（それぞれ、図 12、実線及び点線）。その結果、一

本鎖 PS オリゴで確認されていた同じ塩基長での溶出時間のばらつき（図 12、

赤△）は 40%アセトニトリル添加により解消され（図 12、赤▲）、直線の傾きも

-0.090（図 12、赤△）から-0.220（図 12、赤▲）へ大きく変化した。40%アセト

ニトリル添加時の直線の傾き（-0.220）は DNA オリゴで得られた傾き（0%添加：
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-0.246、40%添加：-0.263）に近くなった。これより 40%アセトニトリル添加によ

りPSオリゴの溶出挙動はDNAオリゴと近くなったことが示唆された。ただし、

PSオリゴは DNAオリゴよりも遅く溶出し、プロットが重なることはなかった。

以上結果より、PS オリゴで確認されたピークのブロード化、溶出時間のばらつ

きは、PS オリゴとカラム充填剤との疎水的相互作用に起因するものと結論付け

た。 

SEC 分析の大きな特徴の一つに、高い塩濃度あるいは有機溶媒を含まない移

動相下で分析可能である点がある。これはすなわち溶質が持つ構造を反映させ

た状態での分析が可能であることを意味しており、この特長ゆえに特にたん白

質医薬品の有効性、安全性を保証していく品質管理手法として SEC が多用され

ている。今回、有機溶媒を添加することで、オリゴヌクレオチドのカラム充填剤

との相互作用が減弱できることが示され、PS オリゴの分析への応用の可能性が

示唆されたが一方で、有機溶媒使用にあたっては溶質の構造維持への影響を確

認しておく必要があると考えられる。 
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図 11 移動相へのアセトニトリル添加による 10T の SEC クロマトグラム変化 

T の 10 mer である 10T について、移動相にアセトニトリルを添加した際のクロマトグラム変

化を、0%添加: 黒クロマトグラム、10%添加: 青クロマトグラム、40%添加: 赤クロマトグラ

ムでそれぞれ示した。A に DNA オリゴ、B に PS オリゴの結果を示した。 

 

 

図 12 アセトニトリル添加による SEC 溶出時間と分子量のプロット変化 

表 5 に示した一本鎖配列の PS オリゴ及び DNA オリゴをについて、移動相中にアセトニトリルを添加した

結果から、ピークの溶出時間を横軸に、分析試料のオリゴヌクレオチド鎖あたりの分子量の常用対数を縦

軸にとりプロットを作成した。データには 0%及び 40%アセトニトリル添加を用いた。それぞれのグルー

プで直線を作成し、得られた式と決定係数を図中に示した。黒：DNA オリゴ、赤：PS オリゴの結果を示

し、0%添加を白抜きマーカーの実線で、40%添加を塗りつぶしマーカーの点線でそれぞれ示した。 

サンプル名： 6D-18; サンプルセット名 160704_0%ACN; 結果ID 7466

サンプル名： 6D-18; サンプルセット名 160704_10%ACN; 結果ID 7515
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第二章 オリゴヌクレオチド高次構造の多面的評価からみるサイズ排除ク

ロマトグラフィーの検出力 

 

第一章において、DNA オリゴ、PS オリゴに共通して高次構造を評価できる

SEC 分析条件を設定し、DNAオリゴでは一本鎖、二本鎖、ヘアピンを、PS オリ

ゴでは一本鎖、二本鎖を、それぞれ識別可能であることを確認した。本章ではそ

の結果について、円二色性スペクトル（CDスペクトル）測定による二次構造解

析（第一節）、van’t Hoffプロットを応用した高次構造形成確認（第二節）の両面

から評価検証した。さらに、高次構造混合物に対して検出力を確認することで、

SEC のオリゴヌクレオチド品質評価方法としての有用性について評価した（第

三節）。 

 

第一節 円二色性スペクトル測定による二次構造評価 

 

本節では、第一章第二節で設計した配列の DNA オリゴ及び PS オリゴについ

て、CDスペクトル測定により二次構造を確認し、SEC の検出力結果との関係性

について考察する。一般的に、オリゴヌクレオチドの二次構造は CD スペクトル

測定や NMR により確認される。先に述べたように、オリゴヌクレオチドの高次

構造はその環境下によって構造配位が変わることが知られているため、SEC 結

果と比較考察できるよう、CDスペクトル測定は、オリゴヌクレオチドを SEC 移

動相で希釈して用い、SEC の分析時カラム温度である 20°C で行った。 

表 2で示した配列各グループの代表的なCDスペクトルの結果として、グルー

プ 1シングルから 20 mer前後の配列の結果を図 13 A, Bに、グループ 2自己相

補の結果を図 13 C, D に、グループ 3ヘアピンの結果を図 13 E, F に、グループ

4 G-quadruplex の結果を図 13 G, Hに、それぞれ A, C, E, Gに DNA オリゴを、B, 
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D, F, Hに PS オリゴの結果を並べて示した。 

その結果、いずれの配列についても、同一配列の場合 DNA オリゴ（図 13、

A, C, E, G）と PS オリゴ（図 13、B, D, F, H）は同じ CDスペクトルパターンを

示した。これより、DNA オリゴと PS オリゴは SEC 分析条件下で同じ二次構造

を有していることが示された。 

一方、オリゴヌクレオチドに特徴的な CDスペクトルパターンが、グループ 2

自己相補（図 13、C, D）とグループ 4 G-quadruplex（図 13 G, H）で確認された。

前者ではいずれの配列においても、B 型 DNA 構造で特徴的な 250 nm 付近に負

の、280 nm 付近に正の極大が確認された。後者で得られた CD スペクトルは、

各配列ですでに報告されているスペクトルパターンとそれぞれ一致した。すな

わち、22G-1 配列は K+イオン存在下ではハイブリッド型 G-quadruplex を優位に

形成すると報告されており [32, 33] 、そこで得られる CD スペクトルパターン

と一致した（図 13 G, H、黒）。22G-2 及び 22G-3 配列はパラレル型と報告され

ており [34, 35, 42] 、いずれもパラレル型に特徴的な CDスペクトルと一致した

（図 13 G, H、青及び赤）。加えて、一本鎖、ヘアピンでは B型 DNAに似た CD

スペクトルの特徴を示したが、極大の強度が小さく極大波長も若干ずれたこと

から、B型DNA二次構造に近い構造をとっている可能性が示唆された。つまり、

今回の SEC 分析時には、一本鎖、二本鎖、ヘアピン構造を形成すると想定する

オリゴヌクレオチドは、いずれも CDスペクトル上では B型 DNA 構造あるいは

それに近い構造として観測され、G-quadruplex は配列から想定される構造を反映

した CDスペクトルを与えることが確認された。SEC では DNAオリゴにおいて

も完全な識別が難しかった G-quadruplex は CD では構造確認が可能であったの

に対し、SEC で検出された一本鎖、二本鎖、ヘアピン構造の識別は CDでは達成

できなかった。 
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図 13 オリゴヌクレオチドの CD スペクトル 

A, B: 一本鎖（赤; 15S-2C, 黒; 20S-1C, 緑; 20S-2, 青; 25S-1）、C, D: 自己相補（黒; 20D, 青; 24D）、E, F: ヘアピ

ン（黒; 21H, 青; 27H）、G, H: G-quadruplex（黒; 22G-1, 青; 22G-2, 赤; 22G-3）の CD スペクトル。A, C, E, G: 

DNA オリゴ、B, D, F, H: PS オリゴ。試料は SEC 分析で用いた移動相に溶解させ、SEC 分析温度の 20°C で行った

際の CD スペクトルを示す。配列は表 5 参照。 

A B 

C D 

E F 

G H 
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第二節 van’t Hoff プロットを応用した高次構造形成評価 

 

第二章第一節で示した通り、CD スペクトルにより SEC 分析条件下において

G-quadruplex がその特徴的な二次構造を有していることが確認された一方、SEC

で識別できた一本鎖、自己相補により形成された二本鎖、ヘアピンは B型 DNA

に近いと確認され、各々の識別には至らなかった。さらに SEC においても、PS

オリゴでは一本鎖とヘアピン構造は識別に至っていない。加えて、今回設計した

ヘアピンは一つあるいは三つのミスマッチで自己相補的な二本鎖を形成する可

能性がある。そこで、配列設計時の想定通りに構造体が形成されているか、すな

わち、同一配列の分子間で相補的二本鎖（自己相補）が、あるいは、同一分子内

での相補鎖（ヘアピン）が形成されているかについて、Tm 値のオリゴヌクレオ

チドの濃度依存性により検証した。Tm 値が濃度依存的に高くなる場合には分子

間での、依存性がない場合には分子内での相互作用である。この検証を、オリゴ

ヌクレオチド濃度の自然対数を横軸に、縦軸に Tm値 (K) の逆数をとった、van’t 

Hoffプロット [44] を応用して実施した。分子間で二本鎖を形成させている場合

には Tm値は濃度依存的に高くなることからこのプロットは負の傾きをもち、同

一分子内で相補鎖を形成している場合 Tm値は濃度に関係なく一定となるためこ

のプロットの傾きは 0に近くなる。 

表 5 に示したグループ 2 自己相補及びグループ 3 ヘアピンについて、得られ

た Tm値結果から先に示した軸での van’t Hoffプロットを作成した（図 14）。DNA

オリゴ、PS オリゴいずれにおいても、グループ 2 自己相補では傾きが生じた

（DNAオリゴ：図 14、黒■及び黒□、PS オリゴ：図 14、赤■及び赤□）のに

対し、グループ 3ヘアピンはほぼ傾きが生じず 0に近くなった（図 14、DNAオ

リゴ；黒◆及び黒◇、PS オリゴ；赤◆及び赤◇）。これより、当初の設計通りグ
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ループ 2 自己相補は分子間で、グループ 3 ヘアピンは分子内で、それぞれ二本

鎖を形成していることが示された。 

 

 

 

図 14  van’t Hoff プロット 

表 5 中グループ 2 自己相補及びグループ 3 ヘアピンの両試料を用い、オリゴヌクレオチド濃度を変化

させた際の Tm値の変動をプロットにより確認した。PS オリゴの結果を赤で、DNA オリゴの結果を

黒で示し、用いた配列は表 5 に示した。 

 

 

 

第三節 熱力学的安定性が異なる高次構造混合物のサイズ排除クロマトグ

ラフィーによる検出 

 

オリゴヌクレオチドの高次構造はアニーリングにより最も安定な構造へ収束

する。これまで論じた SEC 結果は全て、オリゴヌクレオチドを分析前にアニー
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リングし、安定な構造に収束させた後の試料の結果を用いたものである。一方、

製造後のオリゴヌクレオチドの高次構造は、その製造工程中の環境下で形成さ

れた高次構造の混合物である可能性がある。例えば、自己相補配列であれば、一

本鎖、自己相補で形成された二本鎖、ヘアピン構造、の各構造をとる可能性が考

えられる。この場合、その製造工程環境などによってその混合物の構成割合が変

動する可能性、及びそれが原因で有効性あるいは安全性に影響を及ぼすことも

考えられる。そこで、構造状態の確認と、その検出に対する SEC 検出力につい

て評価した。方法としては、これまでサンプル調製の一環として実施したオリゴ

ヌクレオチドの測定前アニーリングを有りあるいは無しとし、クロマトグラム

変化するかを確認することとした。分析には表 5のグループ 2自己相補、グルー

プ 3ヘアピンを用いた。 

グループ 2 自己相補について、アニーリングなし及びありで SEC の分析を

行った結果、アニーリングなしでは、DNA オリゴ（図 15、黒クロマトグラム、

点線）、PS オリゴ（図 15、赤クロマトグラム、点線）のいずれにおいても二つ

のピークが検出された（図 15、点線）。一方、アニーリングありでは、DNA オ

リゴ（図 15、黒クロマトグラム、実線）、PS オリゴ（図 15、赤クロマトグラム、

実線）のいずれにおいても、二本あったピークうち溶出時間が短いピークに収束

した。先の検討にこれら二本のピークの溶出時間を当てはめると、溶出時間が短

いピークは二本鎖であり（DNA オリゴ；図 16 青■、PS オリゴ：図 17 青■）、

長いピークは DNA オリゴではヘアピン（図 16 青□）、PS オリゴは一本鎖と識

別された（図 17青□）。グループ 3ヘアピンでは DNAオリゴのみアニーリング

前後でクロマトグラムの変化が確認でき（図 18、黒）、二つのピークが溶出時間

の長いピークに収束した（図 18黒点線が黒実線へ）。DNAオリゴで確認された

二つのピークのうち溶出時間の短いピークは二本鎖（図 16、緑■）、収束した
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ピークはヘアピンのピークであること（図 16、緑□）は直線の当てはめから確

認できており、SEC を用いることで自己相補と同様に構造変化を検出すること

ができた。ただし、PS オリゴでは、アニーリング前後でクロマトグラムが変化

しなかった（図 18、赤）。第一章の検討から SEC では PS オリゴの一本鎖と二本

鎖との識別は達成されており、アニーリング前に DNAと同様二本鎖とヘアピン

構造の混合物であれば二本のピークとして検出されるが、一本のピークであっ

たこと、第二章第二節の検討から PS オリゴでもヘアピン構造をとることが示さ

れていることから、PS オリゴでは製造後の段階から熱力学的に安定なヘアピン

構造が主構成成分である可能性があると考察した。 

 

 

 

図 15 グループ 2 自己相補配列 20D におけるアニーリング処理の影響 

PS オリゴを赤クロマトグラム、DNA オリゴを黒クロマトグラムで示し、アニーリングなしを点線で、アニー

リングありを実線でそれぞれ示した。配列: CGCGAAATGCGCATTTCGCG 

 

サンプル名： An 7D-1; サンプルセット名 160318_AnD_20C; 結果ID 6106

サンプル名： Non 7D-1; サンプルセット名 160317_NonD; 結果ID 6044

サンプル名： An 7S-1; サンプルセット名 160318_AnS_20C; 結果ID 6137

サンプル名： Non 7S-1; サンプルセット名 160317_NonS; 結果ID 6075
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図 16 DNA オリゴにおけるアニーリングなしで確認されたピークのあてはめ 

図 6 に示した DNA オリゴの一本鎖（黒○）及び二本鎖（黒●）のプロット及び直線上へ、アニーリングなし

で確認されたピーク（グループ 2：青■、青□、グループ 3：緑■、緑□）をプロットすることで作成した。 

 

 

 

図 17 PS オリゴにおけるアニーリングなしで確認されたピークのあてはめ 

図 8 に示した PS オリゴの一本鎖（赤△）及び二本鎖（赤▲）のプロット及び直線上へ、アニーリングなしで確認され

たピーク（グループ 2：青■、青□、グループ 3：緑◆）をプロットすることで作成した。 
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図 18 表 5 グループ 3 ヘアピン配列 21H におけるアニーリング処理の影響 

PS オリゴを赤クロマトグラム、DNA オリゴを黒クロマトグラムで示し、アニーリングなしを点線で、アニーリングあ

りを実線でそれぞれ示した。配列は表 5 に示した。 

 

 

以上の結果から、製造後のオリゴヌクレオチドは高次構造の混合物であるこ

と、アニーリングにより安定な構造へ収束すること、及びそれらを今回設定した

SEC 分析条件により検出できることが検証された。 

核酸医薬品を志向したオリゴヌクレオチドの品質管理において、二本鎖オリ

ゴヌクレオチドやアプタマーなど高次構造形成が有効性に直結する分子形では

その構造について形成の有無や程度などを有効性や安全性と関連付けて品質と

して評価し、管理する必要性があると考えられてきた。今回の結果から、これら

に加え、高次構造形成が作用機序に直接関係しないあるいは高次構造を形成し

にくいとされてきたアンチセンスなどの一本鎖オリゴヌクレオチドにおいても、

製造工程含め複数の準安定な高次構造を形成する可能性があり、これらが有効

性や安全性にもたらす影響を評価していく必要性があることが示された。また、

本結果は、比較的短い一本鎖オリゴヌクレオチドがアニーリング操作の前後で

高次構造を変化させることを示したばかりでなく、SEC 分析により鋭敏にこれ
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らの構造変化を検出できることを確認したものである。これより、今後の核酸医

薬を志向したオリゴヌクレオチドの品質管理手法として SEC が有用であると結

論付けた。 
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結論 

 

本研究は、核酸医薬の品質管理手法を志向し、オリゴヌクレオチドの高次構造

を品質として管理可能な分析方法の確立を目標として行った。分析方法として

サイズ排除クロマトグラフィーに着目し、DNAオリゴ、PS オリゴに共通する構

造検出力のある分析方法として確認を行った。その結果、以下の結果を得た。 

 

 

1) SEC 分析において、オリゴヌクレオチドの溶出挙動は移動相の組成に影響

されること、その影響度合いは DNAオリゴと PS オリゴでは異なることを

見出した。また、PS オリゴは DNAオリゴに比べて溶出が遅くブロードな

ピークとして検出された。これは PS オリゴの高い疎水性という物性に起

因するものであることを検証した。 

 

2) 今回 DNA オリゴおよび PS オリゴの高次構造が検出できる共通の SEC 条

件を設定した。この SEC 分析条件では PS オリゴの一本鎖と二本鎖を識別

できた。一方、DNAオリゴではこれに加えてヘアピン構造の識別も可能で

あった。PS オリゴで検出力が低かったのは、PS オリゴの持つ疎水性の影

響であることを検証した。 

 

3) 今回設定した SEC 条件を用いることにより、製造後のオリゴヌクレオチド

が熱力学的安定性の異なる高次構造混合物であること、および、アニーリ

ングにより安定な構造へ収束すること、が検出可能と見出した。 

 

4) 今回の研究を通じ、医薬品としてオリゴヌクレオチドを開発する際、高次

構造についても品質特性として管理していくことが重要であること、その

手法として SEC が有用であることを見出した。 

 

  



38 
 

 

謝辞 

 

本研究の遂行に際し、終始懇切なるご指導とご鞭撻を賜りました 

大阪大学大学院 薬学研究科 小比賀 聡 教授に心から感謝いたします。 

 

本研究にあたり、さまざまな場面で有益なご協力とご助言をいただきました 

大阪大谷大学 薬学部 藤坂 朱紀 助教に心より感謝いたします。 

 

本研究を進める上で有用なご助言をいただきました 

アステラス製薬株式会社 物性研究所 三村 尚志 所長、 

同物性研究所 分析第４研究室 若澤 龍佳 室長に心から感謝いたします。 

 

本論文の審査をしていただきました 

大阪大学大学院 薬学研究科 大久保 忠恭 教授、 

ならびに高木 達也 教授に感謝いたします。 

 

本研究に際し、非常に多くのご支援をいただきました 

アステラス製薬株式会社 物性研究所 分析第４研究室 小島 辰也氏、 

大阪大学大学院 薬学研究科 生物有機化学分野の皆様に感謝いたします。 

 

最後に、著者の大学院生活を常日頃からご支援いただきました 

家族、友人に心から感謝いたします。 

 

 

  



39 
 

 

実験の部 

 

試料 

オリゴヌクレオチドはジーンデザイン（大阪）にて HPLC グレードで製造、精製

されたものを用いた。 

その他試薬は市販品を用い、水は超純水製造装置で調製した水を使用した。 

 

器具及び機器 

天秤はザルトリウス製 BP610 を、pHメータは東亜 DKK製 HM-30R を、超純水

製造装置はミリポア製 Integral 5 A10あるいはAdvantage A10をそれぞれ用いた。

HPLC はWaters 製 Alliance 2695（検出器 2996）システム、H-Class システムある

いは Thermo Fisher Scientific 製 Ultimate 3000 システムを用いた。直線性の確認で

はWaters Allianceシステムを、SEC 分析条件の確認では Dionex Ultimate 3000シ

ステムでを、それ以外の HPLC 分析は H-Class を用いた。オリゴヌクレオチドの

定量は日本分光製 V-650 の分光光度計を用いた。円二色性スペクトル分析は日

本分光製 J-1500 の円二色性分散計を用いた。試料の調製、希釈には Gilson 製マ

イクロピペット（2, 10, 100, 200, 1000 μL）を容量に応じて使用した。いずれも校

正あるいは点検などが実施されたものを用いた。 

Tm値測定は SHIMADZU 製 UV-1800分光光度計を用いた。 

カラムは昭和電工製 Asahipak GS-230-HQ（7.5 mmID×300 mm）を用いた。水浴

は TAITEC 製 Thermo Minder SH-10Nを用いた。 
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HPLC 測定用試料調製 

オリゴヌクレオチドは水で約100 μmol/Lになるよう溶解し、ストック液とした。

ストック液は-20°C にて凍結保存し、随時融解して使用した。 

SEC の分析条件の確認及び直線性検討では、このストック液をさらに水で 10倍

に希釈したものを試料溶液とした。そのほかの分析では、ストック液を移動相

（0.1 mol/L KCl, 0.05 mol/Lリン酸緩衝液, pH 7.5）で 10 μmol/Lとなるよう希釈

した。アニーリングなしの分析では、この溶液そのままを試料溶液とした。その

ほかの分析では、この溶液を 90°C に設定した水浴で 2分間加温し、室温で空冷

後冷蔵あるいはオートサンプラー内で冷蔵保管されたものを試料溶液とした。 

 

オリゴヌクレオチドの定量 

オリゴヌクレオチドのストック液を水で50倍に希釈してブラックセル10mm QS

に入れ、分光光度計で 260 nm の吸光度を測定し、以下の式に従いストック液の

オリゴヌクレオチド濃度を算出した。ベースラインは先に水で補正した。 

 核酸濃度（μmol/mL）＝A260 × （希釈係数）／E 

 希釈係数：50 

E：オリゴヌクレオチドの吸光係数; Aの数×15.2 + Gの数×11.5 + 

Cの数×7.4 + T の数×8.7 

 

HPLC 分析 

SEC 分析条件検討では、各移動相を流量 0.5 mL/分、検出波長 260 nm、カラム温

度 30°C、オートサンプラー温度 5°C、試料溶液注入量 10 μL、測定時間 30 分で

HPLC 分析を行った。直線性の検討ではカラム温度を 50°C とし、試料溶液注入

量を 10, 20, 30 μLで直線性を確認した。 
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そのほかの SEC 分析では、移動相 0.1 mol/L KCl, 0.05 mol/Lリン酸緩衝液, pH 7.5、

流量 0.5 mL/分、検出波長 260 nm、カラム温度 20°C、オートサンプラー温度 5°C、

試料溶液注入量 5 μL、測定時間 30分で行った。0.1 mol/L KCl, 0.05 mol/Lリン酸

緩衝液, pH 7.5 は、0.1 mol/L KCl, 0.05 mol/L リン酸水素二ナトリウム溶液と 0.1 

mol/L KCl, 0.05 mol/L リン酸二水素ナトリウム溶液を pH 7.5 となるよう混合し、

調製した。HPLC 移動相として用いる場合、0.2 μm のフィルターでろ過した。第

一章第四節の移動相にアセトニトリルを添加した実験では、10%アセトニトリル

移動相をアセトニトリル―0.1 mol/L KCl, 0.05 mol/Lリン酸緩衝液, pH 7.5（10:90, 

v/v）で、40%アセトニトリル移動相をアセトニトリル―0.1 mol/L KCl, 0.05 mol/L

リン酸緩衝液, pH 7.5（40:60, v/v）で調製した。 

 

HPLC 結果解析 

Thermo Fisher Scientific 製 Ultimate 3000 を用いた分析ではクロマトグラフィー

データシステム Chromeleon を、Waters 製 HPLC を用いた分析ではクロマトグラ

フィーソフトウェア Empower 3 をそれぞれ用い、HPLC で得られたピークの溶

出時間、ピーク面積について解析した。 

 

SEC 解析 

SEC 分析で得られたピークの溶出時間と、測定試料のオリゴヌクレオチド鎖あ

たりの分子量の常用対数について、相関を確認するプロットをそれぞれ横軸、縦

軸にとって作成した。オリゴヌクレオチド鎖あたりの分子量には、一本鎖はその

配列から算出される分子量を、二本鎖では二つのオリゴヌクレオチドの平均値

をそれぞれ採用した。 
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CD スペクトル分析 

オリゴヌクレオチドのストック液を SEC移動相と同様に調製した 0.1 mol/L KCl, 

0.05 mol/Lリン酸緩衝液, pH 7.5 で 10倍に希釈し、セルスペーサー1 mm の角型

CD石英セルを用いて CDスペクトルを測定した。分析モードを温度波長スキャ

ンで CDレンジを 200 mdeg/1.0 dOD、レスポンスを 1 sec、バンド幅を 1.0 nm、

スキャンを 200～350 nm あるいは 200～320 nm、0.5 nm/ポイント、積算 4回で実

施した。 

 

Tm 値測定 

オリゴヌクレオチド濃度を 4 μmol/Lとなるよう、0.1 mol/L NaCl, 0.01 mol/Lリン

酸緩衝液, pH 7.2 で溶解し試料溶液を調製した。試料溶液を 95°C で変性させた

のち室温までゆっくりと冷まし、窒素気流下、サンプル溶液を 5°C まで冷却し

た。この試料溶液を、毎分 0.5°C の割合で 100°C まで昇温、いずれも 0.5°C 間隔

で 260 nm における吸光度測定した。Tm値はすべて中線法で算出し、3回の独立

した測定結果の平均値とした。 
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