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親水性相互作用クロマトグラフィーを用いたオリゴヌクレオチドの分離 

Separation of Oligonucleotides by Hydrophilic interaction chromatography 

 

 既報 T/I No.199 では、トリフルオロエタノール

（TFE）を添加した移動相を用いたオリゴヌクレオ

チドのイオン対逆相クロマトグラフィー（IP-RPC）

による分離例を紹介しました。HPLC を用いた合

成オリゴヌクレオチドの分析では、IP-RPC とは異

なる分離を得る目的で、イオン交換クロマトグラフ

ィー（IEC）とRPCを組み合わせた2D-LCが用い

られる場合があります。本報では、分離選択性を

変える手法の 1 つとして、移動相にイオン対試薬

を必要とせずに高極性化合物の保持が得られる

特長を有する親水性相互作用クロマトグラフィー

（HILIC）を用いた例を紹介します。 

 分析カラムとして、カルバモイル基を官能基とし

たTSKgel Amide-80 2µm使用しました。検出器

は、TripleTOF® 5600+ (SCIEX)を使用し、ESI

（ネガティブ）をイオン化法としました。HILIC と

IP-RPC によるオリゴデオキシチミジンのクロマト

グラムの比較を図 1 に示します。いずれのモード

においても、重合度が高い程保持が大きくなりま

すが、S化修飾体に関しては、S化されることで疎

水性が高くなるため、IPC-RPCでは保持が強くな

るのに対して、HILIC では保持が弱くなる傾向を

示しました。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図1  オリゴデオキシチミジン（非S化、S化）のクロマトグラムの比較（A：HILIC条件、B：IP-RPC条件） 

Peaks : 
1 ; (dT)15,  2 ; (dT)20,  3 ; (dT)25 
4 ; (dT)30,  5 ; (dT)35 
6 ; (dT)15PS,  7 ; (dT)20PS,  8 ; (dT)25PS 
9 ; (dT)30PS,  10 ; (dT)35PS    
PS ; 完全S化体 

No.200 
 

A)   Column : TSKgel Amide-80 2µm  (2.0 mmI.D. × 15 cm, 2 µm) 
 Eluent : A ; 50 mmol/L ammonium formate (pH 4.8) 
             B ; acetonitrile 

 Gradient : B conc.(0 min) 98 % →(40-42 min) 40 % →(42.5-55 min) 98 % 

 Flow rate : 0.2 mL/min      Column temp. : 50 ℃   Injection vol. : 5 µL 

 
B)  Column : TSKgel ODS-120H  (2.0 mmI.D. × 7.5 cm, 1.9 µm) 
 Eluent : A ; 15 mmol/L TEA, 400 mmol/L HFIP in (water/methanol=80/20) 
            B ; 15 mmol/L TEA, 400 mmol/L HFIP in methanol 
 Gradient : B conc.(0 min) 0 % →(10-12 min) 20 % →(12.1-20 min) 0 % 

 Flow rate : 0.4 mL/min      Column temp. : 60 ℃   Injection vol. : 5 µL 
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 オリゴヌクレオチド同族体/異性体（20 mer）を分

離したクロマトグラムの比較を図 2 に示します。

HILICモードでは、20 mer完全S化体（20FLP）

に対して、19 mer（20-(n-1)）と部分S→O置換体

（20-O-1、20-O-10、20-O-1,10）が異なる挙動を

示すために相互の分離が改善することが判りまし

た。陰イオン交換モードによる分離例（図2 C）：紫

外吸光光度検出器使用）と比較しても、HILIC モ

ードは異なる選択性を有しています。

 

 

 

 

 

 

 

品番 品名 粒子径 カラムサイズ 

0023456 TSKgel Amide-80 2µm 2 µm 2.0 mm I.D. × 15 cm 
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A) 
Column : TSKgel Amide-80 2µm  (2.0 mmI.D. × 15 cm, 2 µm) 
Eluent : A ; 50 mmol/L ammonium formate (pH 4.8) 
       B ; acetonitrile 

Gradient : B conc.(0 min) 98 % →(30-32 min) 20 % →(32.5-40 min) 98 % 

Flow rate : 0.3 mL/min        Column temp. : 50 ℃ 
Injection vol. : 2 µL 
 
 
 
 
 
 
B) 
Column : TSKgel ODS-120H  (2.0 mmI.D.× 7.5 cm, 1.9 µm) 
Eluent : A ; 15 mmol/L TEA, 400 mmol/L HFIP in (water/methanol=80/20) 
       B ; 15 mmol/L TEA, 400 mmol/L HFIP in methanol 

Gradient : B conc.(0 min) 0 % →(20-21 min) 12 % →(21.1-30 min) 0 % 

Flow rate : 0.4 mL/min       Column temp. : 50 ℃     

Injection vol. : 5 µL 

図2  各分離モードを用いたオリゴヌクレオチド同族体/異性体（20 mer）のクロマトグラムの比較 

20FLP 

20-O-10 

20-O-1,10 

Peaks : 
20FLP ; a t̂ ĉ^g^a^c t̂^c t̂^c^g^a^g^c^g t̂ t̂^c t̂ ĉ 
20-PO-1 ; at^c^g^a^c t̂^c t̂ ĉ^g^a^g^c^g t̂ t̂^c t̂^c 
20-PO-10 ; a t̂ ĉ^g^a^c t̂^c t̂^cg^a^g^c^g t̂ t̂^c t̂^c 
20-PO-1,10 ; at ĉ^g^a^c t̂^c t̂^cg^a^g^c^g t̂ t̂^c t̂^c 
20-(n-1) ; a t̂ ĉ^g^a^c t̂^c t̂^c^g^a^g^c^g t̂ t̂^c t̂ 
                          ̂; phosphorothioated 

※ “TSKgel”、”TSKgel STAT”は日本における東ソー株式会社の登録商標です。 

※ “TripleTOF”はAB Sciex Pte. Ltd. の登録商標です。 

※ 掲載のデータ等はその数値を保証するものではありません。お客様の使用環境・条件・判断基準に合わせてご確認ください。 

C) 
Column : TSKgel DNA-STAT®  (4.6 mmI.D.× 10 cm, 5 µm) 
Eluent :  

A ; acetonitrile/40 mmol/L Tris-HCl+2 mmol/L EDTA・2Na(pH 8.5) 

   /water=30/50/20 
B ; acetonitrile/40 mmol/L Tris-HCl+2 mmol/L EDTA・2Na 

   +2 mol/L sodium perchlorate(pH8.5)/water=30/50/20 
Gradient : B conc.(0 min) 20 % →(60 min) 40 % →(60.1-65 min) 100 %  
         →(65.1-75 min) 20 % 
Flow rate : 0.5 mL/min        Column temp. : 60 ℃         
Injection vol. : 10 µL          Detector : UV 260 nm 
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