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概要

カプセル化は、薬理学的に活性な化合物を体内の特定の作用部位に送達する効果的な方法です。こ
の研究は、通常の RiboGreen アッセイメソッド以外の代替 HPLC メソッドを用いた、F-ルシフェラーゼ 
mRNA を担持した脂質ナノ粒子（LNP）のカプセル化効率の測定を説明しています。イオンペア逆相
高速液体クロマトグラフィー（IP-RP-HPLC）メソッドは、ダイオードアレイ検出器（DAD）を搭載した 
Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムを使用して開発されたものです。抽出された mRNA を、酢酸
トリエチルアンモニウム（TEAA）をイオンペア試薬として、Agilent PLRP-S カラムで分離しました。こ
れにより、IP-RP-HPLC を使用して、mRNA LNP のカプセル化効率を測定できるようになりました。

Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムによる 
mRNA カプセル化効率の測定
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はじめに

LNP を用いた in vitro 転写（IVT）mRNA の
カプセル化は、さまざまな疾患の治療の可能
性を秘めた有望な治療法です。mRNA LNP 
治療薬の開発には、開発プロセス全体に、強
固な品質管理メソッドを導入する必要があり
ま す。Agilent Fragment Analyzer System 
は、IVT mRNA 開発のワークフロー全体を確
実に成功させるため、純度とサイズの測定に
広く採用されています。1LNP は、デリケート
な RNA 治療薬を保護し、作用部位へ確実に
送達するための非ウイルスベクターで、イオン
化脂質、ヘルパーリン脂質、ポリエチレングリ
コール（PEG）脂質、ステロール、核酸とい
う 5 種類の成分の共集合によって合成されま
す。2  高流量のマイクロ流体の混合では、水相
（核酸カーゴを含む）と有機相（脂質混合物
を含む）が高速混合され、その結果、多分散
度が低く、カプセル化効率の高い LNP が形成
されます。3 

LNP への mRNA のカプセル化は、開発の
初期段階で、RiboGreen アッセイ4 を用いて
定期的に評価されます。その理由の 1 つは、
Agilent BioTek Synergy マルチモードプレー
トリーダーや Agilent BioTek Cytation マル
チモードマイクロプレートリーダーなどの検出
プラットフォームを用いたこのメソッドのスルー
プットの高さです。5 ただし、このメソッドには、
インタクト RNA とその他の RNA 不純物を区
別できないという欠点もあります。6  核酸のカ
プセル化効率の特性解析は、mRNA-LNP 形
成の成功の決め手となる重要な品質特性の 
1 つです。2 全長のカプセル化とフラグメント
のカプセル化を区別する能力により、mRNA-
LNP の特性解析が向上します。IP-RP-HPLC 
は、RNA 分子7,8 を分離して定量し、インタク
ト RNA と RNA 不純物を区別するために用い
られる汎用性に優れた分析メソッドです。この
メソッドは、ポリアニオン性核酸と正電荷イオ
ンペア試薬との複合体形成に基づく分離の原
理を使用します。6  その後、RP-HPLC を使用
して、中性の複合体と比較的疎水性のある複
合体を分離しました。 

この研究では、IP-RP-HPLC を用いて LNP か
ら抽出した F-ルシフェラーゼ mRNA を、DAD 
を搭載した 1290 Infinity II Bio LC システム
で分析しました。F-ルシフェラーゼ mRNA の
検量線を用いて、抽出した mRNA の濃度を
推定し、次に、カプセル化効率を測定しました。

実験方法

機器
F-ルシフェラーゼ mRNA の分析には、以
下の構成の 1290 Infinity II Bio LC システ
ムを使用しました。ソフトウェアは、Agilent 
OpenLab CDS バージョン 2.7 以降を使用し
ました。

 – Agilent 1290 Infinity II Bio ハイスピード
ポンプ（G7132A）

 – Agilent 1290 Infinity II Bio マルチサンプラ
（G7137A）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット（G7116B）

 – Agilent 1290 Infinity II ダイオードアレイ
検出器（可変スリット付き）（G7117B）

 – Agilent Max-Light カートリッジセル、 
10 mm、1.0 µL、6 MPa（G4212-60008）

試薬と試料 
試薬：すべての溶媒は LC グレードを使用しま
した。アセトニトリルとイソプロパノールは JT 
Baker（米国ニュージャージー州フィリップス
バーグ）から、メタノールと TEAA は Sigma-
Aldrich（米国ミズーリ州セントルイス）から購
入しました。超純水は、0.22 µm メンブレン
フィルターを装着した Milli-Q Integral システム
（Millipak、Merck-Millipore、米国マサチュー
セッツ州ビレリカ）で製造しました。 
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mRNA-LNP の 調 製：mRNA-LNP は、
Moderna 社が開発した COVID-19 ワクチン、
Spikevax と同一成分を用いて作製しました。
mRNA は、PCR 増幅 dsDNA テンプレートか
ら in vitro で転写し、スピンカラムを用いて精
製した後、1 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH 
4.7）に溶解して、原液にしました。Spikevax 
製剤については、MedChemExpressから供
給されたヘプタデカン-9-イル 8-((2-ヒドロキ
シエチル)(6-オキソ-6-(ウンデシレノイル)ヘキ
シル)アミノ)オクタン酸（SM-102）、1,2-ジ
ステアロイル-sn-グリセロ[1]-3-ホスホコリン 
（DSPC）、1,2-ジミリストイル-rac-グリセロ
[1]-3-メトキシポリエチレングリコール-2000
（DMG-PEG 2K）、およびコレステロールを 
50:1.5:10:38.5 のモル比でエタノールに溶解
し、有機相にしました。mRNA は、25 mM 酢
酸ナトリウムに分散させ、水性相にしました。
この 2 相を、ベンチトップマイクロ流体デバイ
スを用いて、容積比 3:1 で混合しました。全流
量（TFR）は 12 mL/min、N/P 比は 5.67:1 
でした。次に、形成された mRNA LNP を 20 
mM トリス（pH 7.4）でバッファ交換し、分子
量カットオフ 30 kDa の超遠心分離チューブを
用いて、4 ℃、2,500 x g で 60 分間濃縮し、
総脂質濃度を約 4 mg/mL としました。形成
された mRNA-LNP は、マンニトールやトレハ
ロースなどの耐凍剤の有無にかかわらず、凍
結乾燥にしました。

F-ルシフェラーゼ mRNA の調製：F-ルシフェ
ラーゼ mRNA は、New England BioLabs
（米国マサチューセッツ州イプスウィッチ）の 
mRNA 合成用 HiScribe T7 High Yield RNA 
合成キットを使用して、合成しました。 

F-ルシフェラーゼ mRNA の濃度：合成さ
れた F-ルシフェラーゼ mRNA の濃度は、
Agilent Cary 60 UV-Vis 分光光度計（部
品番号 G6860A）を用いて測定しました。
mRNA の濃度計算には、ランベルト・ベー
ルの法則を使用しました。F-ルシフェラーゼ 
mRNA の検量線は、4.35、8.7、13、34.8、
43.5 μg/mL の濃度で作成しました。

mRNA LNP から mRNA を抽出：mRNA 
LNP から mRNA を抽出するには、イソプロ
パノール沈殿メソッドを用いました。9 凍結乾
燥されていないサンプルについては、20 µL の
サンプルに、酢酸アンモニウム（60 mM）含
有イソプロパノールを 180 µL 加え、10 倍に
希釈しました。凍結乾燥サンプルについては、
ヌクレアーゼフリー水 30μL を加えてから、溶
解したサンプル 20μL を取り、酢酸アンモニ
ウム（60 mM）含有イソプロパノールを 180 
µL 加え、10 倍に希釈しました。サンプルを短
時間ボルテックスし、14,000 x g、4 ℃ で 15 
分間遠心分離しました。次に上澄みを捨てて、
ペレットをイソプロパノール 1 mL で洗浄し、
ボルテックスしてから、4 ℃ で遠心分離しまし
た。その後、ペレットを乾燥させ、室温で 100 
μL のヌクレアーゼフリー水に懸濁しました。 

LC 分析

パラメータ 設定値

カラム
Agilent PLRP-S カラム、4000 Å、 
2.1 × 150 mm、8 μm  
（p/n PL1912-3803）

移動相
A）100 mM TEAA、pH 7
B）100 mM TEAA、アセトニトリル中  

pH 7 

グラジエント

時間（分） %B 
0.0 10 
1.5 10 
7.5 15 
9.5 15 
16 25 
20 25 
25 90 
27 90 
27.1 10

ストップタイム：30 分  
ポストタイム：3 分

流量 0.3 mL/min

温度 50 ℃

検出（DAD）
260 nm、4 nm バンド幅、および 
リファレンス波長 360 nm、 
40 nm バンド幅

ピーク幅
> 0.013 分（0.25 秒のレスポンス時間）
（20 Hz）

注入量 
5 µL、バイアルボトムセンシング使用 
吸引速度 100 µL/min、 
吐出速度 400 µL/min 

ニードル洗浄 フラッシュポート、5 秒  
50 % メタノール（50:50; v:v） 

表 1. mRNA 分析用 IP-RP-HPLC メソッド

カプセル化効率の計算
LNP から抽出した mRNA の濃度は、F-ルシ
フェラーゼ mRNA で作成した検量線を基準
に測定しました。mRNA を担持した LNP サ
ンプルのカプセル化効率の計算には式 1 を使
用しました。4

カプセル化効率 = × 100 %
LNP の濃度 – 抽出された mRNA

カプセル化に使用された mRNA の濃度
式 1.
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結果と考察

IP-RP-HPLC メソッドは PLRP-S カラムを用
いました。グラジエント分離条件は、F-ルシ
フェラーゼ mRNA と微小な不純物を分離
するために、最適化しました。図 1 は、43.5 
µg/mL での F-ルシフェラーゼ mRNA のクロ
マトグラムです。F-ルシフェラーゼ mRNA の
ピークがリテンションタイム 13.2 分の時点で
うまく溶出したことを明確に示しています。さ
らに、10.6 分の時点にある小さなピークが、
mRNA フラグメントが存在する可能性を示唆
しています。

F-ルシフェラーゼ mRNA の検量線は、高い
精度と正確性を持つ信頼性の高い分析メソッ
ドであることを示しています。濃度 4.35～
43.5 μg/mL は、定量に適した範囲をカバー
しています。また、定量下限は 5 μg/mL 未
満で、大半の実験ニーズに十分な感度です。
分析の精度（n = 6）は良好で、リテンション
タイム %RSD は 1 % 未満、面積 %RSD も 
10 % 未満と、結果の再現性と信頼性は保証
されています。さらに、検量線の直線性は R2 
値が 0.997 を超え、F-ルシフェラーゼ mRNA 
の濃度と検出器の応答との間に強い直接的
な関係があることを示しています。指定され
た範囲全体で正確な定量を行うには、このレ
ベルの直線性が不可欠です。図 2A に示すよ
うに、検量線は分析メソッドのバリデーショ
ンに重要な要素であり、データの完全性をサ
ポートします。図 2B は、さまざまな検量線レ
ベルでの F-ルシフェラーゼ mRNA のクロマ
トグラムを重ね表示したものです。

図 1. Agilent PLRP-S カラム、50 ℃ で分析された F-ルシフェラーゼ mRNA（43.5 µg/mL）の代表的な HPLC 
クロマトグラム

図 2. （A）遊離 F-ルシフェラーゼ mRNA の検量線（4.35～ 43.5 µg/mL）。 
（B）さまざまな検量線レベルでのピークを示すクロマトグラムの重ね表示
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図 3 は、耐凍剤を用いずに（NIL）凍結乾燥
した mRNA LNP から抽出された mRNA と、
遊離した F-ルシフェラーゼ mRNA のクロマト
グラムの重ね表示です。LNP から抽出された 
F-ルシフェラーゼ mRNA のピークは、遊離 
mRNA と同じリテンションタイムで溶出して
います。これにより、F-ルシフェラーゼ mRNA 
のサイズ、および mRNA の濃度測定にこのメ
ソッドが適用できることを確認できました。

F-ルシフェラーゼ mRNA 担持した LNP のカ
プセル化効率を推定するには、LNP から抽出
した mRNA の濃度を、カプセル化に使用した 
mRNA の濃度に対するパーセンテージで表す
必要がありました。LNP から抽出した mRNA 
の濃度は検量線から推定しました。凍結乾燥
したかどうか、また耐凍剤を使用しているかど
うかに関係なく、LNP のカプセル化効率を計
算しました。

図 4 は、カプセル化効率を、耐凍剤の有無、
および凍結乾燥されたものとされていないも
のに分けて、棒グラフにプロットしたものです。
凍結乾燥された LNP は、凍結乾燥されてい
ない LNP よりも高いカプセル化効率を示しま
した。カプセル化効率も、耐凍剤を使用した
方が、使用しない場合よりも高くなっています。
したがって、耐凍剤を使用し、凍結乾燥した 
LNP の mRNA は、耐凍剤を使用せず、凍結
乾燥もしていない LNP に比べて、保存がより
安定するでしょう。 

図 3.  43.5 µg/mL の標準溶液のクロマトグラムと、耐凍剤を用いずに（NIL）凍結乾燥した mRNA LNP から 
抽出した F-ルシフェラーゼ mRNA のクロマトグラムの重ね表示
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図 4. 凍結乾燥した mRNA-LNP と凍結乾燥していない mRNA-LNP のカプセル化効率
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結論

この研究では、F-ルシフェラーゼ mRNA を検
出するための IP-RP-HPLC メソッドと、脂質ナ
ノ粒子（LNP）のイソプロパノール抽出を使
用した mRNA 分析を紹介しました。このメソッ
ドは Agilent 1290 Infinity II Bio LC システム
と Agilent PLRP-S カラムを使用してカプセル
化効率を測定する新しいアプローチで、標準
的に用いられる RiboGreen アッセイの代替メ
ソッドとなります。このメソッドは、mRNA-脂
質反応や mRNA 合成中に形成される不純物
の同定にも有効です。このような分析技法の
進歩は、ナノメディシンの向上、特に治療用用
途における mRNA 送達システムの最適化に
おいて、極めて重要です。
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