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陰イオン交換クロマトグラフィーによる長鎖プラスミドDNA pHelperの異性体の分離 

Separation of long chain plasmid DNA pHelper isoforms by anion-exchange chromatography      

 

 テクニカルインフォメーションNo. 205では、

鎖長が 4361 bpのプラスミドDNA （pDNA） 

pBR322異性体の分離例を紹介しましたが、近

年では、mRNAワクチン製造などで使用される

10 kbp超の pDNAの純度解析への要求が増

加しています。しかし、長鎖pDNAのHPLC分

析では、カラム内の充塡剤間流路の大きさが溶

出に影響することが知られています 1。本報で

は、種々の粒子径の陰イオン交換クロマトグラ

フィーカラムを用いて、長鎖pDNAの異性体の

分離について検討した結果を報告します。 

 

 試料には、スーパーコイル pDNAが多く含ま

れる鎖長11.6 kbpの pDNA pHelperを使用し

ました。開環型pDNA及び直鎖型pDNAは、こ

の試料をそれぞれ制限酵素Nt.BspQI (Biolabs, 

#R0644S)及びNdeI (Biolabs, #R0111S)で切

断することにより調製しました。イオン交換クロ

マトグラフィーによる溶出挙動の確認には、非

多孔性充塡剤を基材とした4種類のカラム（表1）

を使用しました。 

核酸分離用として汎用されている TSKgel 

DNA-NPR®（粒子径2.5 µm）及びTSKgel 

DNA-STAT（粒子径5 µm）を用いて分離を試

みましたが、いずれのカラムにおいてもスーパ

ーコイルpDNA、直鎖型pDNAは溶出するもの

の、開環型pDNAの溶出は確認できませんで

した。これは、カラム内の試料が通過する流路

の大きさ（充塡剤間の空隙）が寄与しているもの

と考えられました。流路の大きさは、充塡剤の粒

子径及び充塡状態に依存し、最密充塡された

場合、空隙径は充塡剤径の 15〜35 ％程度に

なることが知られています 2。粒子径2.5 μmで

は空隙径は 0.375～0.875 μm、粒子径5 μm

では 0.75～1.75 μmとなります。これに比較し

て、pDNA pHelperは、サイズが大きく、開環型

pDNAは、常に 2次元のループ構造を維持す

ることから立体的な障害を受け、溶出が制限さ

れていることが推測されます 1。一方、スーパー

コイル pDNA及び直鎖型pDNAはカラム内の

空隙を通過する際にせん断力で引き延ばされ、

充塡剤の間をひも状となって流れるため、空隙

を通過することが出来るものと考えられます 2。 

 粒子径の大きい 2 種類のカラム TSKgel 

Q-STAT (7 µm及び 10 µm) を用いて pDNA 

pHelper の異性体の溶出挙動について検証を

行った結果、いずれの粒子径のカラムにおい

ても開環型pDNAの溶出が確認されました。粒

子径 10 μm の TSKgel Q-STAT（3.0 mm 

I.D.×3.5 cm）では、開環型 pDNA および直鎖

型 pDNA をスーパーコイル pDNAから分離で

きました（図1）。さらに、粒子径7 μmのTSKgel 

Q-STAT（4.6 mm I.D.×10 cm）を用いることで、

3種類の異性体をすべて分離することが出来ま

した（図2）。 

本検討より、長鎖 pDNA の異性体分析におい

て、充塡剤の粒子径の影響が大きく、適切な粒

子径のカラムを選択する必要があることがわか

りました。
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図1 pDNA pHelper異性体のクロマトグラムの重

ね描き（カラム：TSKgel Q-STAT、サイズ：

3.0 mm I.D. x 3.5 cm、粒子径：10 μm） 

図2  pDNA pHelper異性体のクロマトグラムの重

ね描き（カラム：TSKgel Q-STAT、サイズ：

4.6 mm I.D. x 10 cm、粒子径：7 μm） 

 

Conditions: 
Column: TSKgel Q-STAT (3.0 mm I.D. x 3.5 cm, 10 μm) 

Mobile phase: A; 0.02 mol/L Tris-HCl pH 8.5 

    B; 0.02 mol/L Tris-HCl+1.5 mol/L NaCl pH 8.5 

Gradient : B %; 49 % (0 min)- 49 % (2 min)- 64 % (47 min) 

Flow rate : 0.1 mL/min 

Temperature: 25 ℃ 

Inject volume: 10 μL (0.02 mg/mL) 

Sample : pDNA pHelper 

( Supercoiled, Open circular, Linear )  

Conditions: 
Column: TSKgel Q-STAT (4.6 mm I.D. x 10 cm, 7 μm) 

Mobile phase: A; 0.02 mol/L Tris-HCl pH 8.5 

    B; 0.02 mol/L Tris-HCl+1.5 mol/L NaCl pH 8.5 

Gradient : B %; 49 % (0 min)- 49 % (2 min)- 64 % (47 min) 

Flow rate : 0.2 mL/min 

Temperature: 25 ℃ 

Inject volume: 10 μL (0.02 mg/mL) 

Sample : pDNA pHelper 

( Supercoiled, Open circular, Linear ) 

 

表１ 使用したカラムの情報 

品番 品名 官能基 導入方法 粒子径 カラムサイズ 

0018249 TSKgel DNA-NPR 三級アミン 単層 2.5 μm 4.6 mm I.D. x 7.5 cm 

0021962 TSKgel DNA-STAT 四級アミン グラフト 5 μm 4.6 mm I.D. x 10 cm 

0021960 TSKgel Q-STAT 四級アミン グラフト 10 μm 3.0 mm I.D. x 3.5 cm 

0021961 TSKgel Q-STAT 四級アミン グラフト 7 μm 4.6 mm I.D. x 10 cm 

 

 

 

 

  

OC/SC分離度 Lin/SC分離度 

3.74 3.59 

OC/SC分離度 Lin/SC分離度 

2.63 1.04 

※“TSKgel”、“NPR”は日本、米国、欧州共同体、中国等における東ソー株式会社の登録商標です。 
※ 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。 


