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キャピラリーゲル電気泳動法による、医薬品応用mRNAの
Poly A鎖長及びその分布解析
Poly A tail length and the distribution analysis by capillary gel electrophoresis
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mRNAの医薬品・ワクチン応用が急速に展開している。
ドラッグデリバリーでは脂質ナノ粒子（LNP）の使用が
実用化され、感染症ワクチン・がんワクチン／治療を含
む多種の応用での開発が進んでいる。この状況において、
多くの品質管理試験法が必要になっている。
キャピラリー電気泳動（CE）法は、平板ゲルにおける
電気泳動分離分析を標準化・自動化する手法として認
知されている。SCIEX社製 生物製剤解析キャピラリー
電気泳動システム PA 800 Plusは、糖蛋白質の SDS変
性キャピラリーゲル泳動を通じて抗体医薬品を中心とす
るバイオロジクス分野で標準試験法の一つとなってい
る。合わせて核酸のサイズ分離もキャピラリーゲル泳動
（CGE）で可能であり、SCIEX RNA 9000純度・完全性
評価キットを通じて、mRNAのサイズ評価及び断片化
体などの純度試験に応用されている 1。

3’ 末端の Poly Aは、mRNAの翻訳や安定性において重
要な役割を果たしていることが知られている 2, 3。鋳型

DNAに Poly Tを付加しての転写ではより均質な長さの
Poly Aが得られるが、重要品質特性の一つとしてその
長さ及び分布の評価が要求される。

本稿では、Poly A部分を酵素的に切り出して、その長
さ及び分布を 1本鎖核酸分離用　ssDNA 100-Rキット
を用いて解析した事例を紹介する。

Key features
•    PA 800 Plusと ssDNA 100-Rキットにより、mRNA
の Poly A部分評価を自動化・標準化できる。

•    同じ電気泳動システムは、別のキット使用でmRNA
自体のサイズ評価、及び断片化体などの純度試験に応
用できる。

以上の解析をmRNA-LNPにおいて標準化・自動化で 
きる。

生物製剤解析キャピラリー電気泳動システム　PA 800 Plus

Figure 1.  Poly A部分フラグメントに RNAサイズマーカを添加しての泳動結果
数値はマーカ由来ピークのサイズ（塩基数）を示す。
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Methods
Materials :  mRNAサンプル（918 nt, M.W. 297447.91, 
想定Poly A鎖長 120 nt）はエリクサジェン・サイエンティ
フィック・ジャパン株式会社より提供された。RNase T1
（製品番号＃ AM2280）は Life Technologies社から
入手した。Oligo（dT）25磁気ビーズは DynabeadsTM 

mRNA Purification Kit（製品番号 61006, Invitrogen
社）に含まれるものを使用した。

ssDNA 100-Rキット（泳動液用ポリマー・トリスホ
ウ酸緩衝液・尿素、DNAキャピラリー　内径 100 µm
を含む、製品番号 477410）及びサンプルローディン
グソリューション（SLS）（製品番号 608082）は
SCIEX 社から入手した。RNA サイズマーカ（RNA 
LowⅡ marker、製品番号 DM152）は BioDynamics 
Laboratry社から入手した。

Sample Preparation :  120塩基の Poly Aを含むよ
うに設計されたmRNA（29.74 µg = 100 pmol）を
Beverlyらの報告 4に従って RNase T1消化し、Oligo 
(dT)25磁気ビーズを用いて Poly A部分を回収、精製し、
真空乾燥した。乾燥サンプルに SLSを 20 µLを加えて
溶解し、泳動サンプルとした。

Capillary Gel Electrophoresis (CGE) :  SCIEX社製キャ
ピラリー電気泳動システム　PA 800 Plusに波長選択式
（UV）ディテクタをセットして泳動に用いた。DNAキャ
ピラリーは有効長 20 cmでセットし 30 ℃に保った。
泳動液は ssDNA 100-Rキットの標準アプリケーション
ガイドに従って調整・平衡化し、サンプル泳動に用いた。
サンプル注入は電圧注入（-5 kV、4秒）で行った。-6 kV
を印可し、検出は 254 nmで行った。
データは 32カラットソフトウェアに取込んだ。

Results and Discussion
RNase T1で切り出し精製した Poly A部分に１塩基付
随されたフラグメントは、複数のサブピークを含むピー
ク群として検出された（Figure 2）。このピーク群の前
方（小サイズ側）には少量の短いサイズのフラグメント
が観察され、この部分も１塩基違いの分離が示された。

RNAサイズマーカを添加しての泳動では、このピーク
群の直前に 100塩基相当のマーカが、後方に 200塩
基相当のマーカがそれぞれピーク群として検出された
（Figure 1）。通常の電気泳動用核酸サイズマーカは１塩
基違いまでの分離は想定されておらず、各マーカ成分
はその製法によっては数塩基の分布を有すると予想さ
れる。

100塩基相当マーカピーク群の最大ピークから核酸ピー
ク数を数えると、精製 Poly A部分の最大ピークは 115
乃至 116塩基相当となった。
核酸の電気泳動においては構成各塩基の電気泳動移動度
への寄与が異なり、フラグメントにおいても塩基組成に
より移動度が異なる。このことから、今回の精製 Poly 
A部分が設計上の 120＋ 1塩基からやや異なる塩基数
と評価された可能性が考えられる。
一方で塩基組成が異なっても、適切なサイズマーカを参
照ピークとしてサイズの同等性を確認することは可能で
あり、予め質量分析法などで Poly A部分塩基数の最大
値を決めておけばデザインされた Poly A数との差を評
価することも可能と考える。

Figure 2.   Poly A部分フラグメントの CGEによる泳動結果
1塩基違いに基づいて分離された複数のピーク群が検出された。
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Conclusions
•    PA 800 Plusと ssDNA 100-Rキットにより、～140
塩基の一本鎖核酸が一塩基の違いで分離された。

•    この泳動条件により、120塩基相当の Poly A部分の
塩基数及びその分布が１塩基刻みで評価された。

•    CGE法データの解析により、塩基数毎のピーク面積
割合が算出可能となる。

•    泳動条件は泳動液含めてアプリケーションキットの標
準条件が応用可能であり、Poly A部分の塩基数及び
その分布評価試験の標準化が可能である。
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