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痦 1 畎 欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉皍➝ 
㖈欰暟䪮助蚋暟涸巊湱ⴔ區⚥欰暟ⴔ㶩䨾ゎ⻊㷖㛇㔙僒♸ꆄ㾩勞餘❡欰湱✽⡲欽⢾

㥵呍ꃑ蚋暟⚥涸熧ꃑ㛇㔙僒✵ꆄ㾩〄欰ꬋ暵䒗䚍エ꣡➢罜㼋荝♧禹⴩婎殆ծꅾ㢕䚍䊵ծ䂽
䬯㽵瘝꡼곿僽欰暟䪮助蚋暟ⲥ烁唬崵涸♧⚡⚚䃔䮋䧶կ〥㢪㖈欰暟蚋ⴔ區⚥鸑䌢꨽銳⢪欽
㼭磜䖈蒀靶叙 ⟄㹊梡⠏䒗涸蒀靶ⴔ猌告銳宠⟉㐼䭆剣刿넞涸罣⾓䚍䎇⚂崨⸓湱鸑䌢Ⱘ
剣넞渮崽䏞ㄤ匧畮 pH ⧩瘝暵挿㼆欰暟䪮助蚋暟鵳遤唬崵涸⟉㐼崨騟⛲銳Ⱘ剣䖎㥩䟘䚍ㄤ
罣臱赤涸䚍腊կ㔔姼⡛エ꣡ծ罣넞⾓ծ罣臱赤瘝⢪欽꨽宠䧭⚹欰暟䪮助蚋暟ⴔ區⚥❑꨽
鍒Ɀ涸꡼곿կ 

꬗㼆䔲⵸欰暟䪮助蚋暟ⴔ區꨽宠䀙峸♸傈劥❩鿪㣐㷖蚋㷖灇瑕欰ꤎ Yasushi Ishihama
侅䱇㖈傈劥猰㷖䪮助⾍ 2017 䎃荛 2020 䎃湡叻끮⸓灇〄涸鷓䎾䚍ㄤ偽綟䪮助鲮獴雦ⴢ(A-
STEP)고湡涸佅䭯♴鵳遤ざ⡲灇瑕✵ 2022 䎃 7 剢㛇✵䀙峸Ⰼ倝巊湱劼㘗 LC-40 禹⴩
ꅾ煈䲀ⴀ欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱ⴔ區禹絡 Nexera XS inert模繠忘駈欰暟䪮助蚋暟灇〄鵂玐
⚥罣臱赤ծ罣넞⾓ծ넞佪ծ䘯鸟ⴔ猌涸ⴔ區꨽宠⚹欰暟ⴔ㶩涸ⴔ猌䲿⣘✫椚䟝涸鍒Ɀ倰呩կ 

 
 Nexera XS inert 欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉ 

♧ծ炽⟝➝絏 
Nexera XS inert 欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉僽⚁꡶⚹忘駈欰暟蚋䋑㖞罜䒓〄僽♧妴

呋ㅷ偽ꆄ㾩䱹鍘模Ⰼ䠑⛐♳涸欰暟䟘䚍崨騟禹絡䨾剣嶹弪邍꬗㖲歋罣臱赤勞俱ⵖ䧭㼆
ゎ剣넞崽䏞渮䧴ꃑ涸崨⸓湱很⵫⥂䭯珘㹁կ霪禹絡剣葻㥩涸蒀靶ⴔ猌䚍腊䎾欽⵸兞䎛ꢢկ 

1ծ佅䭯Ⰼ薴㔵涸欰暟䟘䚍 UHPLC 禹絡 
霪禹絡ꅷ欽♶Ꝑꛩ㤛盗㟞䔂涸翸ꄍꄍꂼPEEK盗烁⥂✫禹絡罣⾓넞鴪 105 MPa

鵯䠑㄂满ⴔ區蒀靶叙〳鷥欽㼭곾磜涸Ɤⴔ猌叙㹊梡馄넞ⴔ猌佪桧կNexera XS inert 欰暟䟘



 

2 
 

䚍禹絡㼜 UHPLC 禹絡涸넞⾓罣「䚍♸模Ⰼ䟘䚍涸呋ㅷ崨騟模繠絕ざ烁⥂尵剣嶹弪ꆄ㾩邍
꬗涸エ꣡⡲欽⚂Ⱘ剣넞罣臱赤䚍佅䭯ぐ猫欰暟䪮助蚋暟涸唬崵ⴔ區կ 

 
2ծ䩛偒䭈稒䱹㣢鵶䱹⽰皍⽀⿶㸝Ⰼ 

Nexera XS inert 禹絡Ⱘ剣倝䒓〄涸 PEEK ⰻ邔盗䎇ꂁ剣䟘䚍⚁欽涸⯝䊨Ⱘծ䩛偒䭈稒
䒭䱹㣢鲽匠㹊梡盗騟ծ蒀靶叙ꢂ涸〳ꬑ鵶䱹կ䱹㣢〳䪬「 105 MPa ⾓⸂䎇⚂♶⠔❡欰⟣
⡦娥⡤獤䧴㔔鵂䏞䭈稒罜鸣䧭䰀㗁涸굥ꤗկ 
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3ծ崨騟ⴗ䰃ꢎ剣佪䫈ⵖꆄ㾩エ꣡⻊ざ暟 

Nexera XS 䟘䚍禹絡⚥⢪欽涸䨾剣ꢎ꡶㖲霃雦欽✵䫈ⵖꆄ㾩エ꣡烁⥂㢴⚡蒀靶叙⛓ꢂ
鵳遤偽綟ⴗ䰃〳欽✵倰岁䒓〄䯲꧋ծ峤膴ⴔ區罜偽꨽䬐䗱エ꣡꡼곿կ 

 
4ծ崨⸓湱 pH 港崵㐼 pHM-40 

㼆✵欽✵ⴔ區䫒⡤蚋暟䧴Ⱖ➭暟餘⚥跗涯餘涸猌㶩❜䰃䧴㽯㼄䱗꣖蒀靶岁崨⸓湱 pH
⧩⠔䕧ㆇⴔ猌暵䚍կpHM-40 㖈絁 pH 雦〳䭯絯港崵崨⸓湱涸 pH 宐䎂⽰⢪僽㖈鵘遤 pH
唑䏞傞⛲〳㹊傞港崵崨⸓湱 pH 涸⟣⡦」⻊➢罜烁⥂ⴔ區絕卓涸ⲥ烁䚍ㄤ〳鷅彷䚍կ 

✳ծ䪮助暵挿 
Nexera XS inert 嶊ꤑ✫呋ㅷエ꣡䧴邍꬗鄄臱赤涸굥ꤗず傞絩䪬✫ Nexera 禹⴩涸䨾剣

暵婋⸆腊暵ⵆ鷓ざⴔ區欰暟ⵖ蚋ⴔ㶩⢾㥵䫒⡤ծ胂ㄤ呍ꃑ蚋暟〳⚹ぐ猫䎾欽곭㚖䲿⣘
模繠鍒Ɀ倰呩Ⱖ⚺銳䪮助暵挿㥵♴ 

1ծ♶䩧䫔䩾涸㔐佐桧ㄤ抳併䏞 
㼆✵欰暟ⴔ㶩涸㹁ꆀⴔ區暵ⵆ僽㼆✵身併䏞銳宠鳅넞涸ⴔ區歋✵エ꣡㼋荝鳅⡛涸⻊

ざ暟㔐佐桧罜湬䱹꣭⡛身併䏞宐䎂կNexera XS inert 欰暟䟘䚍禹絡ꅷ欽♶Ꝑꛩ㤛盗㟞䔂涸
翸ꄍꄍꂼPEEK盗烁⥂✫禹絡罣⾓넞鴪 105 MPaず傞⥂䭯✫欰暟䟘䚍涸崨騟կ霪禹
絡㖈荈⸓鵳呋㐼鿈ⴔꅷ欽ꤲ櫘鵳呋ꛏ㸐䲿⣘偽ꆄ㾩鵳呋ㄤ剒㼭⻊婎殆կ鸑鵂嶊ꤑ♸僒✵エ
꣡ⵌ凐ꪪꆄ㾩鿈⡙涸欰暟翸ざ暟〄欰♶䗳銳涸湱✽⡲欽꣈姺湡叻絆ⴔ䂽䬯㽵ㄤ鳅⡛㔐佐
桧Nexera XS inert 欰暟䟘䚍禹絡㹊梡✫嫱䌢錞 UHPLC 禹絡Ⱘ剣刿넞涸身併䏞⽰⢪㼆✵
匧㼱ꆀ涸⡛崽䏞呋ㅷ⛲〳⟄蜦䖤〳ꬑծⲥ烁涸㹁ꆀ絕卓կ 
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♴㕃⚹吗絡 UHPLC 禹絡ㄤ Nexera XS inert 欰暟䟘䚍禹絡ⴔ區㻑呍薗ꃑ涸爙⢾կ歋✵

Nexera XS inert 䟘䚍盗騟〳ⲥ烁唬崵ⵌ匧僒エ꣡ⵌꆄ㾩勞俱♳涸㻑呍薗ꃑկ 

 
2ծ♶䩧䫔䩾涸ⴔ猌䏞 

Nexera XS inert 欰暟䟘䚍禹絡⢪欽䀙峸倝䒓〄䪮助嶊ꤑ呋ㅷ♸ⰻ鿈ꆄ㾩邍꬗涸䱹鍘կ
➢罜䫈ⵖ✫呋ㅷ崨⸓鸑麤ⰻ湡叻ⴔ㶩涸エ꣡烁⥂✫葻㥩涸䂽䕎䎇䲿⣘✫ⴀ蒀涸ⴔ猌կ 

 
3ծ♶䩧䫔䩾涸ꅾ梡䚍ㄤ〳ꬑ䚍 

1映絊㥵♧涸ⴔ區ꅾ梡䚍 
⚹꣈姺歋✵エ꣡〳腊䒸饰涸ぐ猫꡼곿㖈䒓映侨研ꅷ꧋⛓⵸剣傞⠔鸑鵂导㢕鵳呋ゎ剣

湡叻⻊ざ暟涸呋ㅷ勻⢪侮⚡禹絡ꛤ⻊կ鵯呋♶➑嵠餩✫棇餥涸呋ㅷ勞俱ㄤꛤ⻊䨾嶊署涸傞
ꢂ罜⚂㖈Ɤ劍鵶絯ⴔ區⚥ꛤ⻊朐䙖涸」⻊⠔㼋荝剒絊ꦼ⟄蜦䖤〳ꬑ涸侨研կNexera XS 
inert 禹絡偽꨽鵳遤ⴲ姿ꛤ⻊⽰〳㖈鵶絯ⴔ區鵂玐⚥䲿⣘映絊㥵♧涸〳ꬑ侨研կ 
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2䲿넞㹁ꆀⴔ區䚍腊 
湡叻⻊ざ暟㖈⡛崽䏞⼓㚖ⰻ涸エ꣡㽍⚹僈儑⠔㼋荝吥ⲥ刼絁絁䚍ծ唬崵♴ꣳㄤ㹁ꆀ♴

ꣳ」䊵կNexera XS inert 〳㖈⡛崽䏞⼓㚖㹊梡✫刿㣐涸⸓䙖薴㔵ㄤ㹁ꆀ礵䏞կ 
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姼㢪欰暟㣐ⴔ㶩エ꣡꡼곿♶➑〳⟄〄欰㖈⟉㐼ⰻ⛲⠔〄欰㖈곫㢅椚鵂玐⚥⢪欽涸㺂
㐼ծ獴巊盗ծⴔ區叙ㄤⰦ➭霃㢊⚥կ⚹䲿⼮欰暟ⴔ猌佪桧ꤑ㖈⟉㐼霃㢊唬崵倰꬗䲿⣘模㊤
涸鍒Ɀ倰呩㢪䀙峸ず傞㖈蒀靶叙㥵 Metal-Free 禹⴩ծ⡛エ꣡呋ㅷ櫕㥵 TORAST-H Bio
瘝倰꬗䲿⣘欽✵崵㹁欰暟ⴔ㶩椚䟝涸㹊낉署勞➢罜Ⰼ倰⡙佅䭯欰暟䪮助蚋暟涸唬崵ⴔ區կ 
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痦 2 畎 䎾欽俒꧋ 

2.1 呍ꃑ碫蚋暟ㄤ氋蕐 

呍ꃑ蚋暟僽㛇㔔屛毫涸♧猫䕎䒭鸑䌢ⵄ欽呍ꃑⴔ㶩涸缺霖ծ靈䱽⸆腊䒓〄䨾䖤կ呏研
絕匬ㄤ⡲欽劼ⵖ霪碫蚋暟〳ⴔ⚹导⛐㻑呍薗ꃑASOծ㼭䎁䪓 RNAsiRNAծ䗎㼭 RNA
miRNAծmRNAmRNA⿺呍ꃑ鷓ꂁ⡤aptamerծ䫒⡤呍ꃑ⩐翫蚋暟ARC瘝կ歋
✵Ⱖⵄ欽ꬶ絈脅ⰻ㣔搬㶸㖈涸鲮䔶ㄤ缺霖劼ⵖ〄䮦⡲欽偽꨽㢕勇涸跗涯餘䊨玐欰❡Ⱘ剣
霃雦身崞ծ灇〄ワ劍瀊ծ⦫鷥ꬶ挿⚪㺢瘝暵挿梡呍ꃑ碫蚋暟涸䒓〄溶䧭⚹絩㼭ⴔ㶩蚋暟ծ
跗涯蚋暟ծ䫒⡤蚋暟⛓た涸倝♧去ⵖ蚋䪮助կ 

呍ꃑ蚋暟Ⱙ㘗欰❡䊨蒌⚺銳ⴔ⚹㔿湱ざ䧭-ざ䧭た涸倗鄬ㄤ膴⥂䫡㛇㔙-ⴔ猌紱⻊-馄応
ⲏ䎁瘝姿낢կ偽雿㖈蚋暟傍劍灇瑕鵮僽䊨蒌䒓〄涸ぐ⚡꣌媯鿪꨽銳㼆⾲俱ծ⚥ꢂㅷ⟄⿺絊
❡ㅷ涸呋ㅷゎꆀծ紱䏞ծ勇餘⟄⿺絕匬邍䖄瘝㢴⚡倰꬗鵳遤港崵ծꊹ㹁ⴔ區ㄤ餘ꆀ䱽ⵖկⰦ
⚥䌢欽涸ⴔ區䪮助⚺銳剣넞佪巊湱蒀靶岁ծ넞佪巊湱蒀靶-餘靶翫欽岁瘝կ歋✵呍ꃑ蚋暟
Ⱘ剣歏餏䚍ծ䔂匧䚍涸⻊㷖䚍餘蒀靶ⴔ猌倰岁鸑䌢ꅷ欽导湱猌㶩㼆蒀靶岁ㄤ꣊猌㶩❜䰃蒀
靶岁կ导湱猌㶩㼆蒀靶岁鸑鵂呍薗ꃑ毜宐䚍䊵䒗鵳遤ⴔ猌崨⸓湱⚥幑⸈涸䮦〄䚍猌㶩㼆霚
⵫կ꣊猌㶩❜䰃蒀靶岁鸑鵂歏蚚䊵䒗鵳遤ⴔ猌崨⸓湱⚥䌢欽ⵌ NaClO4ծNaCl 瘝♶䮦〄䚍
渮կ鵯❈渮碫ㄤ匧畮 pH 涸Ɤ傞ꢂ⢪欽⠔㼆唬崵䨾欽涸⟉㐼盗騟❡欰♧㹁臱赤䚍㔔姼
⚹꣭⡛⟉㐼佦ꥻ涸❡欰곸桧ⴔ區⟉㐼涸䫒臱赤䚍腊꨽銳呔㢪Ⱒ岤կ呍ꃑ蚋暟㺢ゎ熧ꃑ㛇㔙
㺂僒♸ꆄ㾩邍꬗❡欰ꬋ暵䒗䚍エ꣡鸣䧭⚚ꅾ婎殆ծ䂽䕎䬯㽵ծ⡛崽䏞偽唬ⴀծ㔐佐桧⡛ծ
吥ⲥ刼絁絁䚍䊵瘝♧禹⴩啜䩛涸ⴔ區꡼곿絛ⴔ區䊨⡲䌄勻匧㣐䮋䧶կꛏ㼆⟄♳ⴔ區ꦼ挿
䀙峸䲀ⴀ欰暟䟘䚍巊湱禹絡 Nexera XS inertկ霪禹絡㖈鳕巊岹瘝鿈⡙ꅷ欽罣臱赤ざꆄ勞餘
㼆✵넞渮崨⸓湱Ⱘ剣匧䔂涸罣臱赤䚍㖈♸呋ㅷ䱹鍘涸鿈⡙ꅷ欽ꬋꆄ㾩勞俱霃雦〳 ⟄䖎㥩
㖑䫈ⵖ呍ꃑ蚋暟涸ꆄ㾩エ꣡蜦䖤葻㥩涸䂽䕎ㄤⴀ蒀涸ꅾ㢕䚍կ欰暟䟘䚍巊湱涸⡛エ꣡ծ罣
臱赤瘝暵䚍⢪Ⱖ䧭⚹呍ꃑ蚋暟ⴔ區涸椚䟝⟉㐼կ 

劥畎➝絏✫䀙峸欰暟䟘䚍巊湱 Nexera XS inertծ欰暟䟘䚍巊湱-餘靶翫欽⟉㖈呍ꃑ蚋暟
ゎꆀծ鷻鷐➝餘ゎꆀծⴔ㶩ꆀծ紱䏞ㄤ⾲俱瘝倰꬗涸䎾欽呩⢾⣘ⴔ區➃プ⿬罌կ 

 
 
 
 
 

  



 

8 
 

欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉崵㹁 siRNA ゎꆀ 
 

䶰 銳劥俒ꅷ欽䀙峸欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉䒊用✫㼭䎁䪓 RNA(siRNA)㹁ꆀ倰岁կ絕卓
邍僈欰暟䟘䚍巊湱蒀靶盗騟絑 peek 勞俱ⰻ邔たⰌ崨騟♶ゎ♶Ꝑꛩ勞餘〳⟄䫈ⵖꆄ㾩
エ꣡㔔姼 siRNA 㖈姼禹絡⚥偽僈儑婎殆կ㖈 1~100 μg/mL 絁䚍薴㔵ⰻ絁䚍葻㥩絁䚍湱
Ⱒ禹侨⚹ 0.9998կ礵㺙䏞㹊낉⚥2 μg/mL 叻ⲥ很巊⥂殆傞ꢂ RSD 㼭✵ 0.08%䂽꬗獤
RSD 㼭✵ 2.70%կⴔ區㹊꣢ siRNA ⵖ⵫呋ㅷ崵㹁呋ㅷ⚥ siRNA ゎꆀ⚹ 1.21 mgկ㹊낉絕
卓邍僈霪倰岁腊䘯鸟ⲥ烁㖑㹁ꆀⴔ區 siRNAկ 

Ⱒꝶ霒欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉  Metal free蒀靶叙  siRNA 
 

siRNASmall interfering RNA㼭䎁䪓呍薗ꃑ僽歋 20-25 ⚡呍薗ꃑ絆䧭涸⿽Ꝇ RNA
siRNA ⡲欽✵ mRNA鸑鵂㛇㔔小랾䫈ⵖꬶ跗涯邍鴪㖈浓氿ծ麰吗⿺去靧瘝氬氻涸屛毫⚥
Ⱘ剣䎛ꢢ涸⵸兞կ 

siRNA ⚥ゎ熧ꃑ㛇㔙♸ꆄ㾩䱹鍘傞僒❡欰エ꣡梡韌կ䌢錞넞佪巊湱蒀靶⟉歋✵♶Ꝑꛩ
盗騟瘝鿈⟝♸ siRNA 䱹鍘傞❡欰エ꣡⡲欽䕧ㆇ蒀靶䂽䂽䕎⚂僒❡欰婎殆➢罜䕧ㆇ㹁ꆀ
ⲥ烁䚍կꤑ巊湱蒀靶⟉㢪䌢錞巊湱蒀靶叙⛲僽ꆄ㾩エ꣡涸ꅾ拇⼓㔔⚹蒀靶叙癃匣⚹緸朐
♶Ꝑꛩ勞餘ゎ熧ꃑ㛇㔙涸 siRNA 僒エ꣡婎殆㖈蒀靶叙叙㣢կ 

劥倰岁ꅷ欽䀙峸剒倝䲀ⴀ欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉㖈⥂霆馄넞罣⾓涸⵸䲿♴盗騟
絑 peek 勞俱ⰻ邔㹊梡Ⰼ崨騟偽♶Ꝑꛩ勞餘䫈ⵖꆄ㾩エ꣡կ蒀靶叙ꅷ欽 Metal free 蒀靶
叙䫈ⵖ siRNA 㖈蒀靶叙⚥涸エ꣡㹊梡䘯鸟ծⲥ烁㹁ꆀⴔ區 siRNAկ 

1. 㹊낉鿈ⴔ 
1.1 ⟉㐼 

欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉ LC-40D XSiⰨ⡤ꂁ縨⥌䜂㥵♴ 
禹絡䱽ⵖ㐼 CBM-40 荈⸓鵳呋㐼 SIL-40C XSi 
鳕 巊 岹 LC-40D XSi  膴  孞  劼 DGU-405 
唬 崵 㐼 UV 蒀靶䊨⡲畀 Labsolutions Ver. 5.114 
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㕃 1. 欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉ 

1.2 ⴔ區勵⟝ 
蒀 靶 叙 Shim-Pack Scepter C18-120[Metal free] (50 mm×2.1 mm I.D.

3µm䀙峸♳嵳㹊낉㐼勞剣ꣳⰖ぀P/N: 227-31073-01 
崨 ⸓ 湱 A-15mM TEA+400mM HFIPB-50%A+50%歌ꃫ 
崨 鸟 0.3 mL/min 鵳 呋 ⡤ 獤 1 μL 
叙 庛 55 ˫ 唬 崵 㐼 UV 
唬崵㐼庛䏞 40 ˫ 唬 崵 岚 Ɤ 260 nm 
峤 膴 倰 䒭 唑䏞峤膴B 湱饰映崽䏞⚹ 20%傞ꢂ玐䎸㥵邍 1 䨾爙կ 

邍 1. 唑䏞峤膴傞ꢂ玐䎸 

傞ꢂ(min) ⽀⯋ 㢅椚ㄐ⟁ ⧩ 

5 岹 B.Conc 80 
8 岹 B.Conc 80 

8.1 岹 B.Conc 20 
15 䱽ⵖ㐼 Stop  

1.3 叻ⲥㅷ⿺呋ㅷꂁⵖ 
叻ⲥㅷ⪰㢊巊獦》叻ⲥㅷ鷓ꆀ欽馄紱宐很鍒獺ꅺ䧭 1 mg/mL 
叻ⲥ很巊》鷓ꆀ㼆撑ㅷ⪰㢊巊欽馄紱宐鷶紩獺ꅺꂁⵖ崽䏞⚹1ծ2ծ5ծ10ծ20ծ

50ծ100 μg/mL 涸叻ⲥ很巊կ 
ⲏ䎁ⵖ⵫呋ㅷ㢅椚》 2 mL 馄紱宐很鍒呋ㅷ欽焦䚍很巊獺ꅺ 40 ⦔佞縨 15 min

㼜鷻鷐➝餘ㄤ siRNA 鍒猌♳劼ⴔ區կ 

2絕卓♸雭雿 
2.1 叻ⲥ很巊蒀靶㕃 

siRNA ⚹⿽Ꝇ RNA㖈剣劼很⵫ㄤ넞庛⡲欽♴鍒猌佦蒀靶㕃⚥⚹⿽䂽蒀靶㕃錛㕃 2կ 
siRNA ゎ熧ꃑ㛇㔙僒㖈♶Ꝑꛩ盗騟ㄤꆄ㾩蒀靶叙⚥❡欰ꆄ㾩エ꣡㼋荝婎殆䕧ㆇ㹁
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ꆀⲥ烁䚍ꅷ欽䌢錞馄넞佪巊湱蒀靶⟉ㄤꆄ㾩蒀靶叙㖈 100 μg/mL 叻ⲥ很巊たⴔ區瑟
涯很巊⚥剣婎殆瑟涯很⵫蒀靶㕃錛㕃 3կ劥㹊낉ꅷ欽欰暟䟘䚍巊湱蒀靶⟉絕ざ metal free
蒀靶叙Ⰼ崨騟♶ゎ♶Ꝑꛩ勞餘㖈吥ⲥ刼絁剒넞挿100 μg/mLsiRNA 叻ⲥ很巊たⴔ區
瑟涯很⵫劢唬ⴀ siRNA偽婎殆կ 

 
㕃 2. siRNA 蒀靶㕃崽䏞 1~100 μg/mL 

 
㕃 3. 瑟涯很⵫♸ 1 μg/mL 叻ⲥ很巊蒀靶㕃嫱鳅 

䊩LC-40D XS+Metal 蒀靶叙〸LC-40D XSi+Metal free 蒀靶叙 

2.2 吥ⲥ刼絁 
䭽 1.2 ⚥涸ⴔ區勵⟝崵㹁叻ⲥ很巊崽䏞⚹ 1~100 μg/mL⟄崽䏞⚹埇㗂叻⚙䂽䂽

꬗獤⛓ㄤ⚹紷㗂叻ꅷ欽絆吥ⲥ㢪叻岁䒊用吥ⲥ刼絁吥ⲥ刼絁㥵㕃 4 䨾爙絁䚍湱Ⱒ䚍
넞ծⲥ烁䏞넞կ 

 
㕃 4. 吥ⲥ刼絁 

 

2.3 礵㺙䏞㹊낉 
䭽撑 1.2 ⴔ區勵⟝㼜崽䏞⚹ 2 μg/mL 涸叻ⲥ很巊ꅾ㢕ⴔ區 6 妃雦皾䖤ⵌ siRNA ⥂

6.0 6.5 min

0.5

1.0

1.5

2.0uV(x10,000)

siRNA-1 siRNA-2 

瑟涯很⵫ 
(100 μg/mL 叻ⲥ很巊た鵳呋) 

1 μg/mL 叻ⲥ很巊 

4.0 5.0 6.0 7.0 min

2.5

3.0

3.5

uV(x1,000)

5.5 6.0 6.5 7.0 min

3.50

3.75

4.00

4.25

4.50

4.75

uV(x1,000)

1 μg/mL 叻ⲥ很巊 

瑟涯很⵫ 
(100 μg/mL 叻ⲥ很巊た鵳呋) 

0.0 25.0 50.0 75.0 浓浓
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25
面面(x100,000)

Y=1234.36X­50.5409 
r =0.9998 
ⲥ烁䏞96.4~102.4% 
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殆傞ꢂ RSD 㼭✵ 0.08%䂽꬗獤 RSD 㼭✵ 2.70%蒀靶㕃錛㕃 5կ  

 
㕃 5. 礵㺙䏞㹊낉絕卓 

2.4 呋ㅷゎꆀ崵㹁 
䭽撑 1.3 ⚥㢅椚倰岁㼆 siRNA ⲏ䎁ⵖ⵫呋ㅷ鵳遤㢅椚鵶絯ⴔ區 5 妃罌㻋⵸㢅椚倰岁

鍒猌鷻鷐➝餘ㄤ siRNA 涸珘㹁䚍呋ㅷ蒀靶㕃㥵㕃 6 䨾爙㹁ꆀ絕卓㥵邍 2 䨾爙5 妃鵶絯
ⴔ區ゎꆀ RSD ⚹ 2.43%珘㹁䚍㥩կ 

 
㕃 6. 呋ㅷ蒀靶㕃 

邍 2. 呋ㅷ⚥ siRNA 㹁ꆀ絕卓 

고湡 
嫦⼝呋ㅷ⚥ siRNA ꆀmg 䎂㖲⧩

mg 
RSD

% 1 2 3 4 5 

絕卓 1.23 1.21 1.24 1.21 1.16 1.21 2.43 

3絕雿 
劥俒ꅷ欽䀙峸欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉䒊用✫㼭䎁䪓 RNA(siRNA)㹁ꆀ倰岁կ霪倰岁

⚥siRNA 偽婎殆㖈 1~100 μg/mL 絁䚍薴㔵ⰻ絁䚍葻㥩絁䚍湱Ⱒ禹侨⚹ 0.9998կ礵㺙
䏞㹊낉⚥2 μg/mL 叻ⲥ很巊⥂殆傞ꢂ RSD 㼭✵ 0.08%䂽꬗獤 RSD 㼭✵ 2.70%կⴔ區㹊
꣢ siRNA ⵖ⵫呋ㅷ崵㹁呋ㅷ⚥ siRNA ゎꆀ⚹ 1.21 mgկ㹊낉絕卓邍僈霪倰岁腊䘯鸟ⲥ烁
㖑㹁ꆀⴔ區 siRNAկ 

  

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 min

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5
uV(x1,000)

4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5

0.50

0.75

1.00

1.25

mAU(x10)
Ch1 260nm,4nm 
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ⵄ欽欰暟䟘䚍巊湱ⴔ區 GalNAc ⩐翫涸㻑呍薗ꃑ蚋暟紱䏞 
 

䶰 銳劥俒ⵄ欽䀙峸欰暟䟘䚍巊湱蒀靶禹絡Nexera XS inert絕ざ导湱猌㶩㼆蒀靶岁䒊
用✫ GalNAc ⩐翫涸㻑呍薗ꃑ蚋暟涸紱䏞ⴔ區倰岁կ㻑呍薗ꃑ蚋暟⚺䂽♸勇餘ⴔ猌䏞葻㥩
⚂偽僈儑婎殆倰岁皍⽀ծ珘㹁ծ〳ꬑ〳⣘湱Ⱒ遤⚌⿬罌կ 

Ⱒꝶ霒欰暟䟘䚍巊湱禹絡  㻑呍薗ꃑ蚋暟  紱䏞  勇餘 

䪮助暵挿 
 Nexera XS inert 欰暟䟘䚍禹絡デⵆꆄ㾩エ꣡偽婎殆կ 
 ⢪欽 metal-free 蒀靶叙♸ Nexera XS inert ꂁ㤛⢪欽〳剒㣐ꣳ䏞〄䮦ⴀꆄ㾩エ꣡䫈ⵖ佪
卓կ 

 
㻑呍薗ꃑ蚋暟鸑䌢䭷歋⻊㷖ざ䧭欰❡涸Ɤ䏞 50 ⚡⟄ⰻ呍薗ꃑ絆䧭涸♧碫蚋暟⺫ゎ⽀

Ꝇ䧴⿽Ꝇ DNA 䧴 RNAկ鵛Ⳝ䎃㻑呍薗ꃑ蚋暟溶䎛岌䎾欽✵麰吗氬氻ծ胅泿ծ氻嫫䠭厩ㄤ
䠭錣㐼㸽瘝㢴猫氬氻涸屛毫Ⱘ剣暵䒗䚍䔂ծꬶ挿⚪㺢ծ넞佪ծꟋ佪瘝⠏挿剣劅䧭⚹絩㼭
ⴔ㶩蚋暟ㄤ䫒⡤蚋暟た涸倝♧去毫岁կ 

㻑呍薗ꃑ♧菚歋荈⸓⻊涸㔿湱岁ざ䧭䊨蒌欰❡「ⵌざ䧭导䎾佪桧ㄤ⾲俱紱䏞瘝㢴ꅾ㔔
稇涸䕧ㆇ㻑呍薗ꃑ蚋暟㖈ざ䧭鵂玐た⠔㶸㖈㢴猫♶ず涸涸勇餘,蚋暟涸勇餘⠔䕧ㆇ蚋暟涸
毫佪䎇䒸饰♶葻导䎾կ㔔姼剣䗳銳⸈䔂㻑呍薗ꃑ蚋暟涸餘ꆀ䱽ⵖ紱䏞僽㻑呍薗ꃑ蚋暟餘
ꆀ䱽ⵖ涸Ⱒꝶ㾩䚍կ 

㻑呍薗ꃑゎ熧ꃑ㛇㔙♸ꆄ㾩䱹鍘傞僒❡欰ꬋ暵䒗䚍エ꣡梡韌䕧ㆇ蒀靶䂽䂽䕎⚂僒
❡欰婎殆➢罜䕧ㆇ崵㹁կ䀙峸䲀ⴀ涸欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉ Nexera XS inert 㼜넞⾓
罣「䚍♸模Ⰼ䟘䚍涸呋ㅷ崨騟模繠絕ざ烁⥂♶⠔〄欰ꆄ㾩邍꬗涸ꬋ暵䒗䚍エ꣡⡲欽⚂Ⱘ
剣馄넞罣臱赤䚍➢罜⚹呍ꃑ碫暟餘涸ⴔ區䲿⣘✫椚䟝涸鍒Ɀ倰呩կ劥俒⢪欽霪㤛⟉㐼㼆
GalNAc ⩐翫涸㻑呍薗ꃑ蚋暟紱䏞鵳遤✫ⴔ區霪倰岁皍⽀ծ〳ꬑծ偽僈儑婎殆〳⣘湱Ⱒ
➢⚌➃プ⿬罌կ 

1. 㹊낉鿈ⴔ 
1.1 ⟉㐼 

劥㹊낉ꅷ欽欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱⟉ Nexera XS inert 禹絡Ⱘ⡤ꂁ縨⚹ 
禹絡䱽ⵖ㐼 CBM-40 膴 孞 劼 DGU-405 
鳕 巊 岹 LC-40D XSi×2 荈⸓鵳呋㐼 SIL-40C XSi 
叙 庛 盲 CTO-40C 唬 崵 㐼 SPD-M40A 
蒀靶䊨⡲畀 LabSolutions Ver. 5.118 

1.2 ⴔ區勵⟝ 

蒀 靶 叙 Shim-pack Scepter C18-120 [Metal free] (50 mm×2.1 mm I.D.
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1.9µm䀙峸♳嵳㹊낉㐼勞剣ꣳⰖ぀P/N: 227-31072-01 
崨 ⸓ 湱 A-15mM TEA+400mM HFIPB-50%A+50%歌ꃫ 
鵳 呋 ꆀ 2.0 µL 叙 庛 50˫ 
崨 鸟 0.2 mL/min 唬 崵 岚 Ɤ 258nm 
峤 膴 倰 䒭 唑䏞峤膴B 湱ⴲ映崽䏞⚹ 52%傞ꢂ玐䎸錛邍 1 

邍 1. 唑䏞峤膴玐䎸 

Time Module Command Value 

10.00 岹 B.Conc 57 
12.00 岹 B.Conc 57 
12.10 岹 B.Conc 52 
16.00 䱽ⵖ㐼 Stop  

1.3 呋ㅷ⵸㢅椚 
獦》鷓ꆀ呋ㅷ⟄⿡猌㶩宐很鍒ꂁⵖ崽䏞⚹ 200ppm 涸很巊䖉崵կ 

2. 絕卓♸雭雿 
2.1 㻑呍薗ꃑ蚋暟紱䏞ⴔ區 

⢪欽 1.2 ⴔ區勵⟝㼆瑟涯很⵫鵳遤ⴔ區劢錛䎁䪓䂽㼆呋ㅷ鵳遤ⴔ區⚺䂽⥂殆傞ꢂ
11.310 minꤑ⚺䂽㢪〳錜崵ⵌ 5 ⚡勇餘䂽勇餘䂽꬗獤紱䏞嫱⢾㥵♴邍 2 䨾爙呏研
꬗獤䔱♧岁雦皾㻑呍薗ꃑ蚋暟涸紱䏞⚹ 88.539%呋ㅷⴔ區たⱄⴔ區瑟涯很⵫鵳罜霉
⠮㻑呍薗ꃑ蚋暟涸婎殆劢錛僈儑婎殆կ 

㕃 1. 㻑呍薗ꃑ蚋暟紱䏞ⴔ區蒀靶㕃 
邍 2. 㻑呍薗ꃑ蚋暟䂽邍 

ID ⥂殆傞ꢂ ꬗獤 ꬗獤% 
1 8.591 3499 0.149 
2 9.519 12670 0.538 
3 10.747 164934 7.007 
4 11.310 2084149 88.539 
5 12.177 54357 2.309 
6 13.151 34335 1.459 

 

10.0 12.5 min

0.0

2.5

5.0

7.5

mAU
258nm,4nm 

1 2

3

4

5

6

瑟涯很⵫ 

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 min
-25

0

25

50

75

100

125

150

175
mAU

1 2

3

4

5 6㻑呍薗ꃑ蚋暟 

瑟涯很⵫ 
鵳呋た瑟涯很⵫ 



 

14 
 

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0min

0

25000

50000

75000

100000

125000

150000
uV

2.2 㻑呍薗ꃑ蚋暟ꅾ㢕䚍㹊낉 
㼆㻑呍薗ꃑ蚋暟ꅾ㢕鵳呋 6 妃⥂殆傞ꢂ⿺꬗獤ꅾ㢕䚍㥵♴㕃 2 ㄤ邍 3 䨾爙⚺䂽⿺

勇餘䂽涸⥂殆傞ꢂ RSD<0.14%,꬗獤 RSD<1.38%珘㹁䚍葻㥩կ 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

㕃 2. 㻑呍薗ꃑ蚋暟ꅾ㢕䚍蒀靶㕃 
邍 3. 㻑呍薗ꃑ蚋暟ꅾ㢕䚍ⴔ區絕卓n=6 

ぜ獦 ⥂殆傞ꢂ RSD% ꬗獤 RSD% 
1 0.14 1.38 
2 0.13 0.97 
3 0.12 0.45 
4 0.12 0.07 
5 0.12 0.78 
6 0.13 0.89 

3. 絕雿 
劥㹊낉䒊用✫♧猫⢪欽䀙峸欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱⟉Nexera XS inert絕ざ Shim-pack 

Scepter C18-120 [Metal free] 蒀靶叙鵳遤㻑呍薗ꃑ呋ㅷ涸紱䏞ⴔ區倰岁կ瑟涯很⵫偽䎁䪓
导湱勵⟝♴呋ㅷ♸勇餘ⴔ猌葻㥩⚂偽婎殆կ倰岁皍⽀鷓欽✵㻑呍薗ꃑ蚋暟涸餘ꆀ䱽ⵖկ 

  

7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 min
0

2500

5000

7500

10000

12500

uV

5
2

3 
4 

6 1 2 5 
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LCMS 崵㹁⿿⛐㻑呍薗ꃑⴔ㶩ꆀ 
 

䶰 銳劥俒⢪欽欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶㔋匧勍餘靶翫欽⟉ LCMS-2050 崵㹁导⛐㻑呍薗ꃑ
ⴔ㶩ꆀկꅷ欽 DUISESI+APCI餏猌㶩垷䒭㼆䖉崵呋ㅷ鵳遤餘靶䪊䲽⢪欽 LabSolutions
鲱⟝㼆餘靶㕃鵳遤㢴歏蚚ⴔ區կ絕卓邍僈餘靶㕃⚥ゎ 5 猫㢴歏蚚猌㶩歏蚚侨ꆀ⚹ 4~8կ
鸑鵂㢴歏蚚鍒⽷獤ⴔ區雦皾䖤ⵌ霪导⛐㻑呍薗ꃑ呋ㅷⴔ㶩ꆀ⚹ 6681.57 Da♸椚雿⧩涸⨊
䊵⚹ 0.4 Da餘ꆀⲥ烁䏞넞կLCMS-2050 Ⱘ剣餘ꆀ薴㔵㺈涸暵挿鷓ざⴔ㶩ꆀ鳅㣐涸导⛐
㻑呍薗ꃑⴔ㶩ꆀ唬崵կ 

Ⱒꝶ霒⽀㔋匧勍餘靶  导⛐㻑呍薗ꃑ  ⴔ㶩ꆀ  餘靶㢴歏蚚ⴔ區 

䪮助暵挿 
 ⢪欽䀙峸剒倝⽀㔋匧勍餘靶⟉Ⱖꅷ欽 ESI/APCIDUIS⸈掚㘗猌㶩彂身併䏞넞կ 
 导⛐㻑呍薗ꃑ㖈 LCMS-2050 ♳䕎䧭侨⚡㢴歏蚚鸑鵂 LabSolutions 鲱⟝⚥餘靶㢴歏
蚚ⴔ區⸆腊〳ⲥ烁崵㹁Ⱖⴔ㶩ꆀկ 
 

㼭呍ꃑ蚋暟僽Ɤ䏞鳅瀊ծ焦㛇㼱✵ 30nt 涸♧碫呍ꃑ蚋暟Ⱖ鸑鵂⡲欽✵荝氻ꬶ㛇㔔䧴
罏ꬶ mRNA➢呏彂♳靈䱽荝氻㛇㔔涸邍鴪鴪ⵌ氬氻屛毫涸湡涸կ㼭呍ꃑ蚋暟⚺銳剣导⛐
㻑呍薗ꃑantisense oligonucleotide, ASOծ㼭䎁䪓 RNAsmall interference RNAsiRNAծ
䗎㼭 RNAmicro RNA, miRNAծRNA 鷓ꂁ⡤RNA aptamerծ䫒⡤呍ꃑ⩐翫蚋暟antibody-
siRNA conjugate ARC瘝կ 

Ⱖ⚥ASO 蚋暟㹊餘♳僽⽀Ꝇ DNA䧴罏 DNA ♸ RNA 勇ざꝆⴔ㶩ꆀ涸崵㹁僽Ⱖ餘
ꆀ䱽ⵖ⚥ꬋ䌢ꅾ銳涸姿낢⛓♧կ劥俒ꅷ欽 LCMS-2050 ꅷ꧋䖤ⵌ ASO 餘靶㕃䎇絕ざ䀙峸
LabSolutions 鲱⟝涸餘靶㢴歏蚚ⴔ區⸆腊㼆餘靶㕃鵳遤鍒⽷獤ⴔ區〳 ⟄ⲥ烁崵㹁 ASO
ⴔ㶩ꆀկLCMS-2050 Ⱘ剣餘ꆀ薴㔵㺈涸暵挿鷓ざⴔ㶩ꆀ鳅㣐涸 ASO ⴔ㶩ꆀ崵㹁կ 

1. 㹊낉鿈ⴔ 
1.1 ⟉㐼 

欰暟䟘䚍巊湱蒀靶⟉ Nexera XS Inert ♸⽀㔋匧勍餘靶⟉ LCMS-2050 翫欽禹絡Ⱘ⡤ꂁ
縨⥌䜂㥵♴ 

禹絡䱽ⵖ㐼 CBM-40 荈⸓鵳呋㐼 SIL-40C XSi 
膴 孞 劼 DGU-405 叙 庛 盲 CTO-40C 
鳕 巊 岹 LC-40D XSi×2 餘 靶 ⟉ LCMS-2050 ⽀㔋匧勍餘靶⟉ 

蒀靶䊨⡲畀 LabSolutions Ver. 5.114 
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㕃 1. 넞佪巊湱蒀靶餘靶翫欽⟉ LCMS-2050  

1.2 ⴔ區勵⟝  

蒀 靶 叙 Shim-Pack Scepter C18-120[Metal free] (50 mm×2.1 mm I.D.3µm
䀙峸♳嵳㹊낉㐼勞剣ꣳⰖ぀P/N: 227-31073-01 

崨 ⸓ 湱 A 湱-10mM DIPEA+100mM HFIP 
B 湱-⛩臟 鵳 呋 ⡤ 獤 5 μL 

崨 鸟 0.3 mL/min 叙 庛 55˫ 

峤 膴 倰 䒭 唑䏞峤膴B 湱ⴲ映崽䏞⚹ 5%傞ꢂ玐䎸錛邍 1կ 
邍 1. 唑䏞峤膴玐䎸 

 

 

 

 
 
餘靶勵⟝ 

猌 㶩 彂 DUIS (ESI+APCI) 膴很⵫庛䏞 450˫  

꨺ ⻊ 孞 2.0 L/min 䱹 〡 歏 ⾓ -2 kV 

䎁 斕 孞 5.0 L/min 䪊 䲽 垷 䒭 Scan (-) 

⸈ 掚 孞 7.0 L/min 䪊 䲽 薴 㔵 50~2000 

D L 庛 䏞 250˫   

1.3 呋ㅷ⵸㢅椚倰岁 
㼜导⛐㻑呍薗ꃑ呋ㅷ欽宐很鍒䎇獺ꅺ荛 50 μg/mLկ 

2. 絕卓♸雭雿 
2.1 ⿿⛐㻑呍薗ꃑ呋ㅷ蒀靶㕃♸餘靶㕃 

霪导⛐㻑呍薗ꃑ⚹⽀Ꝇ DNAⰦ䚪猌㶩崨㕃㥵㕃 2 䨾爙餘靶㕃㥵㕃 3 䨾爙կ➢餘靶

Time(min) Module Command Value 

1.00 Pumps Pump B Conc. 5 
6.00 Pumps Pump B Conc. 30 
6.10 Pumps Pump B Conc. 95 
7.00 Pumps Pump B Conc. 95 
7.10 Pumps Pump B Conc. 5 

12.00 Control Stop  
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㕃䖤濼呋ㅷ⚥♶ず歏蚚侨涸猌㶩餘靶⥌〿僈儑կ 

  
㕃 2. 导⛐㻑呍薗ꃑ䚪猌㶩崨㕃                   㕃 3. 导⛐㻑呍薗ꃑ餘靶㕃 

2.2 餘靶㢴歏蚚ⴔ區絕卓 
鸑鵂䀙峸 LabSolutionsTM 鲱⟝涸鍒⽷獤餘靶㢴歏蚚ⴔ區⸆腊㼆呋ㅷ餘靶㕃鵳遤ⴔ

區껷⯓㖈倰岁錠㕃綘鳓㢴歏蚚ⴔ區⿬侨搬た㖈㹁䚍㢅椚⚥挿ⴁ餘靶㢴歏蚚ⴔ區⽰〳䖤
ⵌⴔ區絕卓Ⱘ⡤乼⡲姿낢㥵㕃 4 䨾爙կ㢴歏蚚ⴔ區絕卓㥵㕃 5 䨾爙➢絕卓䖤濼霪导⛐
㻑呍薗ꃑ餘靶㕃ゎ 5 ⚡♶ず歏蚚侨猌㶩䂽歏蚚侨ꆀ⚹ 4~8鲱⟝鍒⽷獤雦皾䖤ⵌⴔ㶩ꆀ⚹
6681.57 Daぐ㢴歏蚚䂽涸餘ꆀ侨叻ⲥ⨊䊵⚹ 0.436 Daկ 

霪导⛐㻑呍薗ꃑ呋ㅷ䎸⴩⚹ G*C*G*T*T*T*G*C*T*C*T*T*C*T*T*C*T*T*G*C*G椚雿ⴔ
㶩ꆀ⚹ 6681.57 Da雦皾ⴔ㶩ꆀ♸椚雿ⴔ㶩ꆀ⨊䊵⚹ 0.4 Da雦皾絕卓ⲥ烁䏞넞կ 

 
㕃 4. 䀙峸 LabSolutionsTM 涸鍒⽷獤⸆腊霃縨 

2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 min

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0
(x10,000,000)
1:TIC(-)

750 1000 1250 1500 m/z
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

Inten.(x1,000,000)

953.43

1112.68

834.03
1669.591335.03
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㕃 5. 导⛐㻑呍薗ꃑⴔ㶩ꆀ鍒⽷獤絕卓 

邍 2. 椚雿ⴔ㶩ꆀ♸㹊崵ⴔ㶩ꆀ嫱鳅 

呋ㅷぜ 䎸⴩ 
椚雿ⴔ㶩ꆀ

(Da) 
㹊崵ⴔ㶩ꆀ

(Da) 
⨊䊵 
(Da) 

导⛐㻑呍薗ꃑ 
G*C*G*T*T*T*G*C*T*C*T*T*C*T

*T*C*T*T*G*C*G 
6681.17 6681.57 0.4 

3. 絕雿 
劥俒⢪欽欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶㔋匧勍餘靶翫欽⟉ LCMS-2050 崵㹁导⛐㻑呍薗ꃑⴔ

㶩ꆀկꅷ欽 DUISESI+APCI餏猌㶩垷䒭㼆䖉崵呋ㅷ鵳遤餘靶䪊䲽⢪欽 LabSolutions 鲱
⟝涸餘靶㢴歏蚚ⴔ區⸆腊㼆餘靶㕃鵳遤鍒⽷獤ⴔ區կ絕卓儑爙餘靶㕃⚥ゎ 5 猫㢴歏蚚
猌㶩歏蚚侨ꆀ⚹ 4~8կ鸑鵂鍒⽷獤ⴔ區烁雩✫霪导⛐㻑呍薗ꃑ呋ㅷⴔ㶩ꆀ⚹ 6681.57 Da
♸椚雿ⴔ㶩ꆀ涸⨊䊵⚹ 0.4 Da餘ꆀⲥ烁䏞넞կLCMS-2050 Ⱘ剣餘ꆀ薴㔵㺈涸暵挿鷓ざ
ⴔ㶩ꆀ鳅㣐涸导⛐㻑呍薗ꃑⴔ㶩ꆀ唬崵կ 

  

[M-4H]4 [M-5H]5 
[M-6H]6 

[M-7H]7 

[M-8H]8 



 

19 
 

LCMS 崵㹁㼭䎁䪓呍薗ꃑ siRNA ⴔ㶩ꆀ 
 

䶰 銳劥俒⢪欽欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉ Nexera XS inert ♸ LCMS-2050 鵶欽崵㹁✫
㼭䎁䪓呍薗ꃑ siRNA ⴔ㶩ꆀկꅷ欽 DUISESI+APCI猌㶩彂涸餏猌㶩垷䒭ⴔ區䖉崵呋ㅷ
鸑鵂⠏⻊崨⸓湱ㄤ餘靶ꅷ꧋⿬侨⿡ꤑ䎁䪓餘靶䂽⢪欽 LabSolutions 鲱⟝荈䌄涸餘靶
㢴歏蚚ⴔ區⸆腊ⲥ烁崵㹁 siRNA ⴔ㶩ꆀկ絕卓儑爙siRNA 姻⛐Ꝇ餘靶㕃⚥ゎ 8 猫㢴歏蚚
猌㶩歏蚚侨ꆀⴔ䋒⚹ 4~11㢴歏蚚ⴔ區崵㹁ⴔ㶩ꆀ⚹ 6631.63 Da♸椚雿⧩涸⨊䊵⚹ 0.34 
DaկsiRNA 导⛐Ꝇ餘靶㕃⚥ゎ 7 猫㢴歏蚚猌㶩歏蚚侨ꆀ⚹ 4~10㢴歏蚚ⴔ區崵㹁ⴔ㶩ꆀ
⚹ 6637.64 Da♸椚雿⧩涸⨊䊵⚹ 0.39 Da餘ꆀⲥ烁䏞넞կLCMS-2050 Ⱘ剣餘ꆀ薴㔵㺈涸
暵挿絕ざ LabSolutions 鲱⟝荈䌄涸餘靶㢴歏蚚ⴔ區⸆腊〳⟄欽✵崵㹁 siRNA ⴔ㶩
ꆀկ 

Ⱒꝶ霒⽀㔋匧勍餘靶  siRNA  ⴔ㶩ꆀ  餘靶㢴歏蚚ⴔ區 

䪮助暵挿 
 㖈崨⸓湱⚥幑⸈䗎ꆀ EDTA絞ざ禹絡⚥ Na+䱗ꤑ✫⸈ꛧ䂽㼆ⴔ㶩ꆀ涸䎁䪓կ  
 靈侮MS⿬侨⚥Qarray歏⾓〳⯎ⴔ⿡ꤑⰙ孮䒗⚋ꃫ⸈ㄤ猌㶩կ 
 

㼭呍ꃑ蚋暟僽Ɤ䏞鳅瀊ծ焦㛇㼱✵ 30 nt 涸♧碫呍ꃑ蚋暟Ⱖ鸑鵂⡲欽✵荝氻ꬶ㛇㔔䧴
罏ꬶ mRNA➢呏彂♳靈䱽荝氻㛇㔔涸邍鴪鴪ⵌ氬氻屛毫涸湡涸կ㼭呍ꃑ蚋暟⚺銳剣导⛐
㻑呍薗ꃑantisense oligonucleotide, ASOծ㼭䎁䪓 RNAsmall interference RNAsiRNAծ
䗎㼭 RNAmicro RNA, miRNAծRNA 鷓ꂁ⡤RNA aptamerծ䫒⡤呍ꃑ⩐翫蚋暟antibody-
siRNA conjugate ARC瘝կ 

Ⱖ⚥siRNA ⚹⿽Ꝇ RNAⴔ㶩ꆀ涸崵㹁僽Ⱖ餘ꆀ䱽ⵖ⚥ꬋ䌢ꅾ銳涸姿낢⛓♧կ劥俒ꅷ
欽 LCMS-2050 ꅷ꧋䖤ⵌ siRNA 餘靶㕃䎇絕ざ䀙峸 LabSolutions 鲱⟝涸餘靶㢴歏蚚ⴔ
區⸆腊㼆餘靶㕃鵳遤鍒⽷獤ⴔ區〳⟄ⲥ烁崵㹁 siRNA ⴔ㶩ꆀկLCMS-2050 Ⱘ剣餘ꆀ薴
㔵㺈涸暵挿鷓ざⴔ㶩ꆀ鳅㣐涸 siRNA ⴔ㶩ꆀ崵㹁կ 

1. 㹊낉鿈ⴔ 
1.1 ⟉㐼 

欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶㔋匧勍餘靶翫欽⟉ LCMS-2050Ⱘ⡤ꂁ縨⥌䜂㥵♴ 
禹絡䱽ⵖ㐼 CBM-40 膴  孞  劼 DGU-405 
鳕  巊  岹 LC-40D XSi×2 荈⸓鵳呋㐼 SIL-40C XSi 
叙  庛  盲 CTO-40C 餘  靶  ⟉ LCMS-2050 ⽀㔋匧勍餘靶⟉ 

蒀靶䊨⡲畀 LabSolutions Ver. 5.114 
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㕃 1. 넞佪巊湱蒀靶餘靶翫欽⟉ LCMS-2050  

1.2 ⴔ區勵⟝ 
蒀 靶 叙 Shim-Pack Scepter C18-120[Metal free] (50 mm×2.1 mm I.D.3µm 

䀙峸♳嵳㹊낉㐼勞剣ꣳⰖ぀P/N: 227-31073-01 
崨 ⸓ 湱 A 湱-10mM DIPEA+25mM HFIP+10μM EDTAB 湱-⛩臟 
鵳 呋 ⡤ 獤 10 μL 崨 鸟 0.3 mL/min  
叙 庛 55˫   
峤 膴 倰 䒭 唑䏞峤膴B 湱ⴲ映崽䏞⚹ 5%傞ꢂ玐䎸錛邍 1կ 

邍 1. 唑䏞峤膴玐䎸 

 

 

 

 

 
餘靶勵⟝ 

猌 㶩 彂 DUIS (ESI+APCI) 膴很⵫庛䏞 450˫  

꨺ ⻊ 孞 2.0 L/min 䱹 〡 歏 ⾓ -2 kV 

䎁 斕 孞 5.0 L/min Qarray 歏 -50 V 

⸈ 掚 孞 7.0 L/min 䪊 䲽 垷 䒭 SCAN (-) 

D L 庛 䏞 250˫ 䪊 䲽 薴 㔵 50~2000 

1.3 呋ㅷ⵸㢅椚倰岁 
㼜 siRNA 呋ㅷ欽宐很鍒䎇獺ꅺ荛 50 μg/mLկ 

2. 絕卓♸雭雿 
2.1 倰岁⠏⻊ 

霪 siRNA 呋ㅷ⚹⿽Ꝇ RNAⴔⵆ⚹姻⛐Ꝇㄤ导⛐Ꝇկ㖈蒀靶勵⟝♴ⴔ猌⚹⚙⚡䂽Ⱖ
䚪猌㶩崨㕃㥵㕃 2 䨾爙餘靶㕃㥵㕃 3 䨾爙կ➢餘靶㕃〳⟄溏ⴀ餘靶䂽ꬋ䌢勇包鵯㼆

Time(min) Module Command Value 

1.00 Pumps Pump B Conc. 5 
2.00 Pumps Pump B Conc. 6 

10.00 Pumps Pump B Conc. 8 
10.10 Pumps Pump B Conc. 95 
12.00 Pumps Pump B Conc. 95 
12.10 Pumps Pump B Conc. 5 
16.00 Control Stop  
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siRNA ⴔ㶩ꆀ涸烁㹁鸣䧭✫⚚ꅾ涸䎁䪓䨾⟄꨽⠏⻊倰岁⿡ꤑ䎁䪓餘靶䂽կ 

 
㕃 2. siRNA 䚪猌㶩崨㕃 

  
㕃 3. siRNA 餘靶㕃䊩㕃姻⛐Ꝇ〸㕃导⛐Ꝇ 

⟄♴⟄姻⛐Ꝇ⚹⢾䲽鶣倰岁⠏⻊鵂玐կ鸑鵂䀙峸 LabSolutionsTM 鲱⟝餘靶㢴歏蚚ⴔ
區⸆腊㼆餘靶㕃鵳遤鍒⽷獤ⴔ區ⴔ區絕卓㥵㕃 4 䨾爙կ餘靶㕃鍒⽷獤た䖤ⵌ 4 ⚡ⴔ㶩
ꆀⴔⵆ⚹ 6799.1ծ6631.1ծ6652.8ծ6821.2DaⰦ嫱⢾ⴔⵆ⚹ 100964635կⰦ⚥
6631.1 ⚹ siRNA 姻⛐Ꝇⴔ㶩ꆀ6799.1 ♸ 6631.1 湱䊵 168.0䲀崵Ⱖ⚹姻⛐Ꝇ⸈ㄤ崨⸓湱
⚥Ⱉ孮䒗⚋ꃫHFIPⴔ㶩ꆀ⚹ 169⸈ㄤた䖤ⵌ涸ⴔ㶩ꆀկ6652.8 ♸ 6631.1 湱䊵 21.7
䲀崵Ⱖ⚹姻⛐Ꝇ⸈ㄤ禹絡⚥ꛧ猌㶩կ6821.2 ♸ 6631.1 湱䊵 190.1䲀崵⚹姻⛐Ꝇ⸈ㄤ HFIP
ㄤ Na た䖤ⵌ涸ⴔ㶩ꆀկ 

 

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 min

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

1.75

2.00

(x10,000,000)
1:TIC(-)

500 1000 1500 m/z
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

Inten.(x1,000,000)

754.47

773.13

678.92

946.35
1104.13 1662.19

500 1000 1500 m/z
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

Inten.(x1,000,000)

849.62

755.07

947.14

1105.15
1326.35 1663.87
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㕃 4. siRNA ⴔ㶩ꆀ鍒⽷獤絕卓 

⚹✫⿡ꤑ餘靶㕃⚥涸⸈ㄤ猌㶩껷⯓㖈崨⸓湱⚥幑⸈ 10 μM EDTA欽✵絞ざ禹絡⚥ Na+⿡ꤑ
M+Na 䂽կ㢴歏蚚鍒⽷獤絕卓㥵㕃 5 䨾爙絕卓儑爙 siRNA 溶偽僈儑⸈ꛧ䂽կ 

 
㕃 5. 崨⸓湱⸈Ⰶ EDTA た siRNA ⴔ㶩ꆀ鍒⽷獤絕卓 

⚹✫⿡ꤑ HFIP ⸈ㄤ䂽劥㹊낉㼆 Qarray 歏⾓鵳遤靈侮կ㼜 Qarray 歏⾓ⴔⵆ霃縨⚹ˊ20ծ-50ծ-80 V
䖤ⵌ涸餘靶㕃㥵㕃 6 䨾爙կ➢㕃〳濼䔲 Qarray 歏⾓⚹ˊ20 V 傞餘靶㕃⚥鵮僽剣 678.81ծ754.31 瘝姻⛐
Ꝇ⸈ㄤ HFIP た涸㢴歏蚚䂽կ䔲 Qarray 歏⾓⚹ˊ50 V 傞⿡ꤑ✫姻⛐Ꝇ⸈ㄤ HFIP 涸㢴歏蚚䂽餘靶㕃」䖤
ꬋ䌢䎁ⲙկ䔲鵳♧姿⸈㣐 Qarray 歏⾓荛ˊ80 V 傞䌄歏蚚鳅㢴涸餘靶䂽ㆇ䎾僈儑♴꣭⚂❡欰✫倝涸烱鄬կ
䨾⟄剒絊烁㹁 Qarray 歏⾓⚹-50 Vկ 

 

 

6550 6600 6650 6700 mass
0.0

2.5

5.0

7.5

Inten.(x10,000)
6631.53

500 750 1000 1250 1500 1750m/z
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

Inten.(x1,000,000)

678.81

754.32

827.76

946.21
1103.99

1324.97 1656.34617.03

500 750 1000 1250 1500 m/z
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Inten.(x1,000,000)

662.16735.84

827.94

946.35 1104.20601.91 1656.741325.18

6550 6600 6650 6700 mass
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0
Inten.(x10,000)

6631.17

M+Na 
M 

6700 6750 6800 6850 mass
0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

Inten.(x10,000)
6799.14

M+HFIP 

M+HFIP+Na 
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㕃 6. ♶ず Qarray 歏⾓䖤ⵌ涸 siRNA 餘靶㕃♳-20V⚥-50V♴-80V 

2.2 餘靶㢴歏蚚ⴔ區絕卓 
㼆⠏⻊た䖤ⵌ涸餘靶㕃鵳遤㢴歏蚚鍒⽷獤ⴔ區ⴔ區絕卓㥵㕃 7 䨾爙կ➢絕卓䖤濼霪

siRNA 姻⛐Ꝇ餘靶㕃ゎ 8 ⚡♶ず歏蚚侨猌㶩䂽歏蚚侨ꆀ⚹ 4~11鲱⟝鍒⽷獤雦皾䖤ⵌⴔ
㶩ꆀ⚹ 6631.63 Daぐ㢴歏蚚䂽涸餘ꆀ侨叻ⲥ⨊䊵⚹ 0.422 DaկsiRNA 导⛐Ꝇ餘靶㕃ゎ 7 ⚡
♶ず歏蚚侨猌㶩䂽歏蚚侨ꆀ⚹ 4~10鲱⟝鍒⽷獤雦皾䖤ⵌⴔ㶩ꆀ⚹ 6637.64 Daぐ㢴歏
蚚䂽涸餘ꆀ侨叻ⲥ⨊䊵⚹ 0.569 Daկ 

 

500 750 1000 1250 1500 1750 m/z
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Inten.(x100,000)

946.26
1104.09

1656.53827.80

1325.13

735.86
882.86
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㕃 7. siRNA 姻⛐Ꝇ♸导⛐Ꝇⴔ㶩ꆀ鍒⽷獤絕卓 

霪 siRNA 姻⛐Ꝇㄤ导⛐Ꝇ䎸⴩㥵邍 2 䨾爙椚雿ⴔ㶩ꆀⴔⵆ⚹ 6631.97 ㄤ 6638.03Da
㹊崵ⴔ㶩ꆀ♸椚雿ⴔ㶩ꆀ涸⨊䊵ⴔⵆ⚹ 0.34 ㄤ 0.39 Daկ 

邍 2. 椚雿ⴔ㶩ꆀ♸㹊崵ⴔ㶩ꆀ嫱鳅 

呋ㅷぜ 䎸⴩ 
椚雿ⴔ㶩ꆀ 

(Da) 
㹊崵ⴔ㶩ꆀ

(Da) 
⨊䊵 
(Da) 

siRNA 姻⛐Ꝇ AUGGAAUACUCUUGGUUACdTdT 6631.97 6631.63 0.34 
siRNA 导⛐Ꝇ GUAACCAAGAGUAUUCCAUdTdT 6638.03 6637.64 0.39 

3. 絕雿 
劥俒⢪欽欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉ Nexera XS inert ♸ LCMS-2050 鵶欽崵㹁✫㼭䎁

䪓呍薗ꃑ siRNA ⴔ㶩ꆀկ鸑鵂倰岁⠏⻊⿡ꤑ✫餘靶㕃⚥䎁䪓猌㶩䂽絕ざ LabSolutions
鲱⟝餘靶㢴歏蚚ⴔ區⸆腊ⲥ烁崵䖤✫ siRNA ⴔ㶩ꆀկ 
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ꅷ欽猌㶩❜䰃蒀靶岁ⴔ區㻑呍薗ꃑ䎇罌㻋崨⸓湱 pH 」⻊㼆ⴔ猌涸

䕧ㆇ 
 

䶰 銳劥俒⢪欽欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉ Nexera˳ XS inert 䒊用⟄焦㛇⚹⽀⡙ⴔ猌瀊Ꝇ
㻑呍薗ꃑ涸ⴔ區倰岁䎇㾝梡葻㥩ꅾ梡䚍կ鸑鵂霪ⴔ區倰岁湡叻㻑呍薗ꃑ〳♸⻊㷖ざ䧭鵂
玐⚥⢪欽涸⥂䫡㛇瘝勇餘ⴔ猌կ姼㢪㹊낉〄梡鸑鵂盗椚崨⸓湱涸 pH 」⻊〳蜦䖤珘㹁
涸ⴔ區絕卓կ 

Ⱒꝶ霒欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉  㻑呍薗ꃑ  pH 
 

呍ꃑ碫蚋暟⢾㥵导⛐㻑呍薗ꃑ〳鸑鵂♸絈脅ⰻ㢪ꬶ㛇㔔瘝涸湱✽⡲欽〄䮦蚋佪կ♸
吗絡涸㼭ⴔ㶩蚋暟♶ず〳㖈㛇㔔宐䎂屛毫氬氻㔔姼絩䫒⡤蚋暟⛓た䧭⚹㢊「Ⱒ岤涸♴
♧去欰暟蚋暟կ㻑呍ꃑ蚋暟⚺銳鸑鵂⻊㷖ざ䧭鵳遤ⵖ鸣Ⱖざ䧭鵂玐⛲⠔欰䧭雽㢴勇餘⢾
㥵㻑呍薗ꃑ瀊䎸⴩ㄤ⥂䫡㛇㔙勇餘㔔姼꨽銳ざ椚㖑ⴔ猌ㄤ紱⻊㻑呍薗ꃑկ 

劥俒䒊用✫♧猫⢪欽猌㶩❜䰃蒀靶岁絕ざ欰暟䟘䚍巊湱蒀靶ⴔ猌♶ず䎸⴩Ɤ䏞㻑呍薗
ꃑ涸ⴔ區倰岁⧺㹁鳅瀊䎸⴩涸㻑呍薗ꃑ絆ⴔ⚹ざ䧭鵂玐⚥〳腊❡欰涸瀊䎸⴩勇餘䎇罌㻋
✫崨⸓湱 pH 」⻊㼆ⴔ區絕卓涸䕧ㆇկ 䀙峸欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉Nexera XS inert
〳⟄ⴀ蒀㖑䫈ⵖゎ熧ꃑ㛇㔙⻊ざ暟涸ꆄ㾩邍꬗エ꣡蜦䖤⠏䒗涸䂽㘗ծ葻㥩涸ꅾ梡䚍ㄤⴀ蒀
涸身併䏞կ 

1. 呋ㅷⵖ㢊 
㻑呍薗ꃑ呋ㅷ䎸⴩㥵邍 1 䨾爙կ湡叻㻑呍薗ꃑ䎸⴩Ɤ䏞⚹ 20 merկ䎸⴩Ɤ䏞 16~19 mer

涸㻑呍薗ꃑ鄄⧺㹁⚹ざ䧭鵂玐⚥❡欰涸瀊䎸⴩勇餘կ⚙罏㖲⚹劢⥝껑涸⽀Ꝇ DNA鸑鵂㔿
湱ざ䧭岁HPLC 紱⻊ⵖ㢊կ㼜邍 1 ⚥❀猫䎸⴩Ɤ䏞涸㻑呍薗ꃑ⟄宐很鍒ꂁⵖ⚹ 5 μmol/L
涸幊ざ叻ⲥㅷկ 

邍 1. ⴔ區㼆韌呋ㅷ 
 Sequence (5'→3') Length (mer) 

1 TCTTGGTTACATGAAA 16 
2 TCTTGGTTACATGAAAT 17 
3 TCTTGGTTACATGAAATC 18 
4 TCTTGGTTACATGAAATCC 19 
5 TCTTGGTTACATGAAATCCC 20 

2. 㻑呍薗ꃑ涸ⴔ區 
⢪欽猌㶩❜䰃蒀靶岁鵳遤ⴔ區傞鸑鵂崨⸓湱⚥渮崽䏞䧴 pH 涸佖」勻ⴔ猌ㄤ峤膴湡叻

暟կ劥㹊낉ꅷ欽峤膴䔂䏞넞涸ծゎ剣넞守ꃑꛧ涸孲孻⻊ꛧ宐很巊⡲⚹崨⸓湱邍 2կ猌㶩❜
䰃蒀靶岁鸑䌢呏研㻑呍薗ꃑ⚥涸熧ꃑ㛇侨ꆀ⽰餏歏蚚䊵䒗鵳遤ⴔ猌կ㔔姼鸑䌢䭽撑ꝆꟋ
歋瀊荛Ɤ涸곡䎸峤膴կ5 猫䎸⴩涸㻑呍薗ꃑ幊ざ呋ㅷ涸蒀靶㕃㥵㕃 1 䨾爙կ〳錛ぐ㻑呍薗
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ꃑ呏研䎸⴩Ɤ䏞鵳遤ⴔ猌կ 
邍 2. ⴔ區勵⟝ 

禹絡  Nexera XS inert 
蒀靶叙  Shim-pack˳ Bio IEX Q-NP 

(100 mm × 4.6 mm I.D., 5 μm) *1 

崨⸓湱 A  10 mmol/L NaOH 

崨⸓湱 B  ゎ 1 mol/L NaClO4 涸 10 mmol/L NaOH 

崨鸟  0.8 mL/min 

傞ꢂ玐䎸B 崽䏞  25-32.5%(0-15 min)̔100%(15-20 min)̔25%(20-25 min) 
叙庛  30 ˚C 

鵳呋⡤獤  4 μL 

唬崵  UV 260 nm (SPD-M40), Standard cell 
呋ㅷ櫕  䀙峸 1.1 mL 呋ㅷ櫕*2 

*1 P/N227-31003-03, *2 P/N228-21283-91 

 
㕃 1. 㻑呍薗ꃑ幊ざ呋ㅷ涸蒀靶㕃 

3. ꅾ梡䚍 
16~20 mer 涸㻑呍薗ꃑ幊ざ呋ㅷꅾ㢕ⴔ區 6 妃⥂殆傞ꢂㄤ䂽꬗獤涸湱㼆叻ⲥ⨊䊵

%RSD㥵邍 3 䨾爙կ⚙고䭷叻㖲⡛✵ 1%ⴔ區ꅾ㢕䚍葻㥩կ 
邍 3. ぐ䧭ⴔ湱㼆叻ⲥ⨊䊵%RSDn=6 

Ɤ䏞(mer) ⥂殆傞ꢂ ꬗獤⧩ 

16 0.138 0.224 

17 0.105 0.335 

18 0.098 0.494 

19 0.085 0.161 

20 0.075 0.307 
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4. ゎ勇餘涸幊ざ呋ㅷⴔ區 
4 猫䎸⴩涸㻑呍薗ꃑ呋ㅷ絑鵂 HPLC 紱⻊1 猫䎸⴩涸㻑呍薗ꃑ呋ㅷ➑鵳遤膴渮㢅椚

劢絑 HPLC 紱⻊㼜鵯❀猫䎸⴩Ɤ䏞涸㻑呍薗ꃑ呋ㅷꂁⵖ⚹ 5 μmol/L 涸幊ざ呋ㅷկ⺫ゎ膴渮
紱⻊ㅷ涸幊ざ呋ㅷ♸➑⺫ゎ HPLC 紱⻊ㅷ涸幊ざ呋ㅷ瑟涯蒀靶㕃㥵㕃 2 䨾爙կ〄梡♶➑〳⟄
ⴔ猌湡叻㻑呍薗ꃑ鵮〳⟄ⴔ猌康猌⥂䫡㛇瘝勇餘ㄤ♶模ⰌꟋ䏞㻑呍薗ꃑꝆ瘝勇餘կ 

 
㕃 2. ⺫ゎ勇餘涸㻑呍薗ꃑ幊ざ呋ㅷ涸蒀靶㕃 

5. 崨⸓湱 pH 」⻊㼆⥂殆傞ꢂ❡欰涸䕧ㆇ 
㥵⵸俒䨾鶣⢪欽猌㶩❜䰃蒀靶岁靶岁ⴔ區㻑呍薗ꃑ傞鸑鵂渮崽䏞唑䏞⢪湡叻暟ⴔ猌ծ

峤膴կ⠍䨾ワ濼焦䚍崨⸓湱⠔エ佐瑟孞⚥涸✳孻⻊焫㼋荝 pH 〄欰佖」կ猌㶩❜䰃蒀靶
岁呏研ⴔ區暟歏蚚䊵䒗鵳遤ⴔ猌佦崨⸓湱 pH 涸䗎㼭」⻊〳腊㼆ⴔ區絕卓❡欰鳅㣐䕧ㆇկ
㔔姼⚹✫蜦䖤珘㹁涸ⴔ區絕卓䫈ⵖ崨⸓湱涸 pH 」⻊荛Ⱒꅾ銳կ 

✵僽䧮又嫱鳅✫⢪欽叻ⲥ崨⸓湱櫕渷ㄤ䌄剣腊꣈姺崨⸓湱䮦〄涸鵂応㐼涸崨⸓湱櫕渷
ⴔⵆ㖈崨⸓湱ⵖ㢊䔲㣔ㄤ 2 㣔た鵳遤ⴔ區涸佪卓կぐ荈涸㻑呍薗ꃑ幊ざ呋ㅷ蒀靶㕃㥵㕃 3 䨾
爙⟄ⵖ㢊䔲㣔涸⧩⚹ 100ぐ崨⸓湱 pH 涸」⻊桧㥵㕃 4 䨾爙կ 
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㕃 3. 崨⸓湱ⵖ㢊䔲㣔⿺ 2 㣔た㻑呍薗ꃑ幊ざ呋ㅷ涸蒀靶㕃 

 
㕃 4. 湱嫱崨⸓湱ⵖ㢊䔲㣔ⵖ㢊 2 㣔た涸 pH 」⻊桧 

⢪欽叻ⲥ崨⸓湱櫕渷傞♸崨⸓湱ⵖ㢊䔲㣔΍湱嫱ꥥ满 pH 涸」⻊⥂殆傞ꢂ䎂
㖲㟞⸈ 8%Ώ罜⢪欽䌄剣鵂応㐼涸櫕渷傞⥂殆傞ꢂⳜ⛖尵剣」⻊Ύկ歋姼〳濼
⢪欽䌄剣鵂応㐼涸櫕渷〳䫈ⵖ崨⸓湱 pH 涸」⻊蜦䖤珘㹁涸ⴔ區絕卓կ 

6. 絕雿 
劥俒➝絏✫⢪欽猌㶩❜䰃蒀靶岁絕ざ Nexera XS inert ㄤ Shim-pack Bio IEX ⴔ區㻑呍

薗ꃑ涸呩⢾〳 㼜⻊㷖ざ䧭鵂玐⚥❡欰涸⥂䫡㛇瘝勇餘ծ⟄⿺♶模Ⰼざ䧭❡欰涸♶ずꝆꟋ涸
㻑呍薗ꃑ♸湡叻㻑呍薗ꃑ䧭⸆ⴔ猌㾝梡✫葻㥩涸ꅾ梡䚍կ歋✵崨⸓湱涸 pH 」⻊⠔㼆ⴔ區
暟涸⥂殆傞ꢂ❡欰䕧ㆇ㔔姼崨⸓湱涸 pH 䱽ⵖ㼆✵珘㹁㖑ⴔ區⼧ⴔꅾ銳կ姼㢪⢪欽欰暟
䟘䚍禹絡⛲剣⸔✵蜦䖤葻㥩涸ⴔ區珘㹁䚍կ 

 
Nexera ㄤ Shim-pack 僽䀙峸ⵖ⡲䨾吳䒭⠔爢㖈傈劥ㄤⰦ➭㕂㹻涸㉁叻կ 
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鸑鵂䫈ⵖꆄ㾩エ꣡䲿넞呍薗ꃑⴔ區ꅾ梡䚍ㄤ㹁ꆀⲥ烁䚍 
 

䶰 銳劥俒⢪欽馄넞佪巊湱蒀靶⟉Nexera XS inert禹絡♸偽ꆄ㾩蒀靶叙〳䫈ⵖゎ熧
ꃑ㛇㔙⻊ざ暟涸ꆄ㾩エ꣡〳 蜦䖤䂽䕎葻㥩⿺䂽꬗獤ꅾ㢕䚍㥩涸侨研կ霪禹絡㼆✵ⴔ區⡛崽
䏞涸熧ꃑ㛇㔙⻊ざ暟Ⱘ剣넞身併䏞ծ넞礵㺙䏞涸暵挿կ姼㢪Nexera XS inert ♶꨽銳鵳遤ꃑ
幡峤ծ幑⸈轌ざ⵫ծ⢪欽넞崽䏞呋ㅷ鵳遤䲁渷〳綫瀊ⴔ區傞ꢂㄤⲸ㼱呋ㅷ嶊署կ 

Ⱒꝶ霒欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉  呍薗ꃑ  ꅾ梡䚍  ⲥ烁䚍 
 
鸑䌢欽✵ HPLC 崨騟盗絁涸♶ꝐꛩⰯⰨ⠏䒗涸罣⾓䚍ծ罣臱赤䚍告歋✵僽ꆄ㾩⠔♸

Ⱘ剣熧ꃑ㛇㔙涸⻊ざ暟❡欰湱✽⡲欽絑䌢䒸饰䂽䕎」䊵ㄤ䔂䏞꣭⡛կ⚹䫈ⵖ姼ꆄ㾩エ꣡
⠔⢪欽熧ꃑ瘝鵳遤崨騟幡峤ծ幑⸈轌ざ⵫ծ⢪欽넞崽䏞呋ㅷ鵳遤䲁渷կ告僽⽰⢪ꅷ》姼碫
㢅椚倰䒭➠ꦼ⟄蜦䖤넞ꅾ梡䚍涸ⴔ區絕卓կ劥俒➝絏✫偽ꆄ㾩崨騟涸馄넞佪巊湱蒀靶
⟉Nexera XS inert禹絡⟄⿺㖈♶Ꝑꛩ蒀靶叙ⰻ邍꬗⺫銻剣 PEEK 勞俱涸偽ꆄ㾩蒀靶叙
姼禹絡ⴔ區呍薗ꃑ瘝Ⱘ剣熧ꃑ㛇㔙涸⻊ざ暟傞剣䖎㥩涸ꆄ㾩エ꣡䫈ⵖ佪卓կ 

1. 呋ㅷ⿺ⴔ區勵⟝ 
㼜ゎ熧ꃑ㛇㔙涸⽀熧ꃑ艑薗AMPծ✳熧ꃑ艑薗ADPㄤ♲熧ꃑ艑薗ATP⡲⚹呋

ㅷⰌ鿈欽宐很鍒ծ獺ꅺկ霉⟟ꆄ㾩エ꣡涸䕧ㆇ䧮又嫱鳅蒀靶⟉ㄤ蒀靶叙涸⚙⚡絆ざ倰䒭
♧⚡僽ゎꆄ㾩涸禹絡〥♧⚡僽偽ꆄ㾩禹絡㥵邍 1 䨾爙կⴔ區勵⟝㥵邍 2 䨾爙կ 

邍 1. 禹絡絕匬 

 禹絡 蒀靶叙 

ꆄ㾩崨騟 Nexera XS Shim-pack˳ Scepter C18-120 

偽ꆄ㾩崨騟 Nexera XS inert Shim-pack Scepter C18-120 [偽ꆄ㾩] 

邍 2. ⴔ區勵⟝ 

禹絡  Nexera XS inert 
Nexera XS 

蒀靶叙  Shim-pack Scepter C18-120 [偽ꆄ㾩]*1100 mm×2.1 mm ⰻ䖈3 μm 
Shim-pack Scepter C18-120 *2100 mm×2.1 mm ⰻ䖈3 μm 

崨⸓湱  ⛩臟/10 mmol/L 歌ꃑꜽ很巊 = 0.599.5 

崨鸟  0.2 mL/min 

叙庛  40 ˚C 

呋ㅷ櫕  TORASTTM-H 梯槴櫕䀙峸 GLC*3 

鵳呋⡤獤  2 μL 

唬崵岚Ɤ  254 nmSPD-M40UHPLC 䟘䚍崨鸑寑 
*1 P/N 227-31073-02, *2 P/N 227-31014-05, *3 P/N 370-04350-00 
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2. 䂽䕎⿺䂽꬗獤ꅾ㢕䚍涸嫱鳅 
AMPծADPծATP 涸幊ざ叻ⲥ很巊50 μg/mL蒀靶㕃㥵㕃 1ծ2 䨾爙ꅾ㢕ⴔ區 10 妃

幊ざ叻ⲥ很巊傞涸 ATP 蒀靶䂽䬯㽵㔔㶩⿺䂽꬗獤」⻊㥵㕃 3ծ4 䨾爙կꆄ㾩崨騟禹絡⚥歋
✵ꆄ㾩エ꣡㼋荝蒀靶䂽ⴀ梡䬯㽵䬯㽵㔔㶩㣐✵ 4կ姼㢪湱ず呋ㅷꅾ㢕ⴔ區傞ATP 涸
䂽꬗獤ッ㟞⸈馋⸷կ罜㖈偽ꆄ㾩崨騟⚥〄梡䂽䕎䖤ⵌ佖㊤䬯㽵㔔㶩紨⚹ 1կ姼㢪♸ꆄ
㾩崨騟禹絡湱嫱➢痦 1 妃荛痦 10 妃涸䂽꬗獤⧩Ⳝ⛖尵剣」⻊ꅾ梡䚍㥩կ歋姼〳濼⢪
欽偽ꆄ㾩崨騟禹絡⠔䫈ⵖꆄ㾩エ꣡〳⟄佖㊤䂽䕎ㄤ䲿넞꬗獤ꅾ梡䚍կ 

 
㕃 1. ꆄ㾩崨騟⚥崵㹁涸 AMPծADPծATP 幊ざ叻ⲥ呋ㅷ蒀靶㕃50 μg/mL 

 
㕃 2. 偽ꆄ㾩崨騟⚥崵㹁涸 AMPծADPծATP 幊ざ叻ⲥ呋ㅷ蒀靶㕃50 μg/mL 

 
㕃 3. ♶ず鵳呋妃侨涸 ATP 䬯㽵㔔㶩 
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㕃 4. ♶ず鵳呋妃侨涸 ATP 䂽꬗獤⧩ 

3. ⴔ區呍薗ꃑ叻ⲥ呋ㅷ傞涸㹁ꆀ礵䏞嫱鳅 
䭽撑邍 2 涸勵⟝崵㹁 ATP 叻ⲥ很巊1ծ2.5ծ5ծ10ծ25ծ50 μg/mLⵖ⡲叻ⲥ刼絁կ

㖈ꆄ㾩崨騟禹絡⚥崵㹁䨾䖤涸叻ⲥ刼絁「ꆄ㾩エ꣡䕧ㆇ絁䚍꣭⡛湱Ⱒ禹侨 r2=0.9918㕃
5կぐ吥ⲥ挿涸ⲥ烁䏞⿺礵㺙䏞㥵邍 3 䨾爙կ1μg/mL 劢腊唬崵ⴀկ姼㢪㖈 2.5 μg/mL 傞
䖤⟄唬崵ⴀ告歋✵䂽䔂䏞♶駈崽䏞⧩涸⨊䊵鳅㣐կⵖ㢊✫ 2ծ20ծ45 μg/mL 涸呋ㅷ⡲
⚹ QC 呋ㅷ⢪欽㕃 5 涸叻ⲥ刼絁鵳遤㹁ꆀկ㹁ꆀ絕卓ծ㹁ꆀⲥ烁䏞⿺礵㺙䏞㥵邍 4 䨾爙կ
ꆄ㾩崨騟⚥歋✵「ꆄ㾩エ꣡涸䕧ㆇ暵ⵆ僽⢪欽絁䚍鳅䊵涸⡛崽䏞⼓㚖叻ⲥ刼絁傞㹁ꆀ
⧩⨊䊵鳅㣐կ罜㖈ꬋꆄ㾩崨騟禹絡⚥䨾䖤涸叻ⲥ刼絁歋✵ꆄ㾩エ꣡䫈ⵖ佪卓葻㥩蜦䖤✫
葻㥩涸絁䚍湱Ⱒ禹侨 r2=0.9999㕃 6կ⢪欽偽ꆄ㾩崨騟禹絡㖈湱ず勵⟝♴崵㹁 ATP
叻ⲥ很巊ぐ吥ⲥ挿呋ㅷ涸ⲥ烁䏞⿺礵㺙䏞絕卓㥵邍 5 䨾爙QC 呋ㅷ涸㹁ꆀ絕卓㥵邍 6 䨾
爙կ♸⢪欽ꆄ㾩崨騟禹絡傞涸絕卓湱嫱⡛崽䏞呋ㅷ涸ⲥ烁䏞ծ礵㺙䏞㖲蜦䖤葻㥩絕卓կ絾
ざ⟄♳絕卓〳濼崨騟涸偽ꆄ㾩⻊㼆✵ⴔ區呍薗ꃑ瘝Ⱘ剣熧ꃑ㛇㔙涸⻊ざ暟⼧ⴔ剣佪կ 

 
㕃 5. ATP 涸叻ⲥ刼絁ꆄ㾩崨騟             㕃 6. ATP 涸叻ⲥ刼絁偽ꆄ㾩崨騟 

邍 3. 吥ⲥ挿涸㹁ꆀ⧩ծⲥ烁䏞⿺礵㺙䏞ꆄ㾩崨
騟 

崽䏞(µg/mL) 

㹁ꆀ絕卓n = 6 

㹁ꆀ⧩
(µg/mL) 

ⲥ烁䏞
% 

礵㺙䏞
(µg/mL) 

1 N.D.* --- --- 

2.5 2.28 91.0 110 

邍 5. 吥ⲥ挿涸㹁ꆀ⧩ծⲥ烁䏞⿺礵㺙䏞偽ꆄ㾩崨
騟 

崽䏞(µg/mL) 

㹁ꆀ絕卓n = 6 

崵ꆀ崽䏞
(µg/mL) 

ⲥ烁䏞
% 

礵㺙䏞
(µg/mL) 

1 1.07 101 0.61 

2.5 2.43 97.0 0.50 
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5 5.29 106 4.9 

10 8.65 86.5 7.1 

25 22.7 91.0 6.3 

50 51.3 103 3.6 
* N.D.: Not Detected 

5 4.82 96.4 0.28 

10 9.74 97.4 0.24 

25 24.9 99.4 0.81 

50 50.6 101 0.095 
 

邍 4. QC 呋ㅷ涸㹁ꆀ⧩ծⲥ烁䏞⿺礵㺙䏞ꆄ㾩崨
騟 

崽䏞(µg/mL) 

㹁ꆀ絕卓n = 6 

㹁ꆀ⧩
(µg/mL) 

ⲥ烁䏞
% 

礵㺙䏞
(µg/mL) 

2 4.53 226 1.6 

20 18.4 91.9 5.7 

45 46.4 103 3.3 
 

邍 6. QC 呋ㅷ涸㹁ꆀ⧩ծⲥ烁䏞⿺礵㺙䏞偽ꆄ㾩崨
騟 

崽䏞(µg/mL) 

㹁ꆀ絕卓n = 6 

㹁ꆀ⧩
(µg/mL) 

ⲥ烁䏞
% 

礵㺙䏞
(µg/mL) 

2 2.00 100 0.59 

20 19.6 98.2 0.081 

45 44.9 99.7 0.11 
 

4. 絕雿 
劥俒霉⟟✫ꆄ㾩エ꣡㼆呍薗ꃑⴔ區涸䕧ㆇկ♸⢪欽♶Ꝑꛩ勞餘涸禹絡ծ蒀靶叙湱嫱㼜崨騟偽

ꆄ㾩⻊〳㖈ⴔ區Ⱘ剣熧ꃑ㛇㔙涸⻊ざ暟傞蜦䖤ⲥ烁⚂ꅾ梡䚍葻㥩涸絕卓կ⟄䖃⢪欽♶Ꝑꛩ勞餘
禹絡ㄤ蒀靶叙ⴔ區Ⱘ剣熧ꃑ㛇㔙涸⻊ざ暟傞꨽銳ꅷ》䫈ⵖꆄ㾩エ꣡涸㢅椚罜 Nexera XS inert ♸
Shim-pack Scepter C18 偽ꆄ㾩蒀靶叙絕ざ⢪欽た偽꨽鵳遤ꆄ㾩䫈ⵖ㢅椚⽰〳㹊梡넞身併䏞ծ넞
礵䏞ⴔ區կ 

 
NexeraծShim-pack 僽䀙峸ⵖ⡲䨾吳䒭⠔爢㖈傈劥⿺Ⱖ➭㕂㹻涸㉁叻կ 
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⢪欽欰暟䟘䚍巊湱霉⟟ mRNA 氋蕐ⴔ區倰岁ꅾ㢕䚍♸婎殆ꆀ 
 

䶰 銳劥俒⢪欽䀙峸欰暟䟘䚍巊湱蒀靶禹絡 Nexera XS inert 絕ざ导ぢ猌㶩❜䰃蒀靶岁䒊用 mRNA
氋蕐唬崵倰岁կ鸑鵂㼆 mRNA 氋蕐ⴔ區倰呩ꅾ㢕䚍♸婎殆ꆀ鵳遤罌㻋낉霆䖤ⴀ霪倰岁偽꨽鵳遤
エ꣡껒ㄤ♸ꆄ㾩䫈ⵖ⽰〳蜦䖤〳ꬑծ珘㹁涸唬崵絕卓匧㣐玐䏞蒜紨呋ㅷ嶊署ꆀծ䲿넞唬崵佪桧կ 
Ⱒꝶ霒欰暟䟘䚍巊湱  mRNA氋蕐  ꅾ㢕䚍  婎殆ꆀ 

 
mRNA 氋蕐僽㛇✵ꬶ挿䧴䫒⾲涸鷥䭊罜㼆 mRNA 鵳遤綘瀦䎇鸑鵂暵㹁鷻鷐禹絡㥵 LNP

鵳Ⰶ絈脅餘ⰻ㖈絈脅ⰻ❡欰暵㹁涸跗涯暟餘㖈絈脅ⰻ䧴ⴔ屲ⵌ絈脅㢪たⵞ慨⯝氋禹絡
❡欰⯝氋导䎾կ荈 1996 䎃䒓㾝껷⚡ mRNA 胅泿氋蕐䎾欽灇瑕たmRNA 氋蕐涸灇〄ꥥ满⼕蚋
䪮助涸〄㾝罜♶倗帿Ⰶկ2020 䎃ⴀ梡倝ⱟ氋䞔mRNA 氋蕐刿僽鄄䲀♳欰暟⼕蚋곭㚖涸灇〄掚
惐կ㖈 mRNA 氋蕐涸灇瑕⚥巊湱僽䌢欽涸唬崵ⴔ區䩛媯կ歋✵絕匬劥魧ゎ剣涸熧ꃑ㛇㔙⢪
欽䌢錞巊湱ⴔ區ꬋ䌢㺂僒♸ꆄ㾩盗騟❡欰エ꣡鸣䧭ꅾ㢕䚍䊵ծ婎殆ꆀ넞ծ偽岁ⲥ烁㹁ꆀⴔ
區瘝꡼곿կ㔔姼鍒Ɀエ꣡梡韌ծ蜦䖤珘㹁絕卓䧭⚹ mRNA 氋蕐巊湱ⴔ區⚥涸瑲灶ꅾ挿կ 

湡⵸⚹䎾㼆霪고ꦼ挿㢴侨㹊낉唬崵⵸⢪欽넞崽䏞 mRNA 氋蕐呋ㅷ鵶絯㢴ꛏ鵳呋㼆
盗騟エ꣡껒ㄤ㢅椚䖉䂽꬗獤珘㹁たⱄ鵳遤姻䒭侨研ꅷ꧋〥㢪鵳呋ꛏ㢅涸婎殆鵮꨽銳
괄㢪罌㻋ㄤ⠏⻊կꅷ欽鵯猫䌢錞䎾㼆倰岁傁嵠餩棇餥涸 mRNA 氋蕐呋ㅷ⿶署傞䎇⚂鵳呋
ꛏ涸婎殆䱽ⵖ⛲䎇♶椚䟝կ 

䀙峸欰暟䟘䚍巊湱 Nexera XS inert 禹絡ꅷ欽偽ꆄ㾩呋ㅷ崨騟㖈罣넞⾓涸ず傞Ⱘ剣⠏
䒗涸䫒エ꣡腊⸂կ〳鍒Ɀ mRNA 氋蕐巊湱ⴔ區⚥エ꣡婎殆瘝ꦼ挿劥㹊낉⢪欽霪㤛禹絡䒓〄
mRNA 氋蕐唬崵ⴔ區倰岁偽꨽껒ㄤエ꣡ծ괄㢪幡峤⽰〳蜦䖤珘㹁ծ넞佪ծ⡛婎殆唬崵絕卓կ

1. 㹊낉鿈ⴔ 
1.1 ⟉㐼 
䀙峸欰暟䟘䚍巊湱 Nexera XS inert 禹絡 ꂁ縨⥌䜂㥵♴ 
禹 絡 䱽 ⵖ 㐼 CBM-40A 膴 孞 劼 DGU-405 

鳕 巊 岹 LC-40D XSi×2 叙 庛 盲 CTO-40C 

荈 ⸓ 鵳 呋 㐼 SIL-40C XSi 唬 崵 㐼 SPD-M40 

蒀 靶 䊨 ⡲ 畀 Labsolutions Ver. 5.113   

1.2 ⴔ區勵⟝ 

巊湱蒀靶勵⟝
蒀 靶 叙 DNAPacTMRP100 mm x 2.1 mmI.D., 4 μm 

崨 ⸓ 湱 A-0.1 moL/L ♲⛩㛇⛩ꃑꜽ䒗⚋ꃫ900:22.5, v:v 
B-0.1 moL/L ♲⛩㛇⛩ꃑꜽ⛩臟䒗⚋ꃫ600:200:20, v:v:v 

崨 鸟 0.2 mL/min 
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叙 庛 60˫ 鵳 呋 ⡤ 獤 10 μL 

峤 膴 倰 䒭 唑䏞峤膴B 湱饰映崽䏞⚹ 29%傞ꢂ玐䎸㥵邍 1 䨾爙կ 
 邍 1. 唑䏞峤膴傞ꢂ玐䎸 

傞ꢂ(min) ⽀⯋ 㢅椚ㄐ⟁ ⧩ 

5.00 岹 B Conc 29 
5.10 岹 B Conc 42 

18.00 岹 B Conc 42 
18.10 岹 B Conc 100 
21.00 岹 B Conc 100 
21.10 岹 B Conc 29 
30.00 䱽ⵖ㐼 STOP  

2. 呋ㅷ⵸㢅椚 
獴》 mRNA 氋蕐⣘霚ㅷ 10 μL縨 1 mL 猌䗱盗⚥⸈偽呍ꃑꃍ宐 490 μL幊⺣䖉崵կ 

3. 絕卓♸雭雿 
3.1 mRNA 氋蕐Ⱙ㘗蒀靶㕃 

⢪欽♳鶣巊湱勵⟝㼆厤 mRNA 氋蕐鵳遤唬崵ⴔ區䨾䖤蒀靶㕃錛㕃 1կ 

 
㕃 1. 厤 mRNA 氋蕐蒀靶㕃30 μg/mL 

3.2 ꅾ㢕䚍 
⢪欽 Nexera XS inert 禹絡㼆厤 mRNA 氋蕐⣘霚ㅷ偽껒ㄤ乼⡲湬䱹䎂遤鵳呋Ⱉ妃鵳遤ꅾ㢕䚍

罌㻋㹊낉絕卓錛邍 2կ 
邍 2. 厤 mRNA 氋蕐 HPLC ꅾ㢕䚍ⴔ區絕卓n=6 

# ⥂殆傞ꢂmin 䂽넞 䂽꬗獤 

1 7.33 492,149 2,515,237 
2 7.32 492,878 2,519,795 
3 7.32 496,326 2,510,582 
4 7.32 495,672 2,512,371 
5 7.31 494,967 2,474,948 
6 7.32 508,743 2,560,677 

RSD% 0.08 1.22 1.09 

5.0 7.5 10.0 min

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0
mAU(x100)
260nm,4nm 
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3.3 婎殆罌㻋 
ⴔⵆ⢪欽䌢錞巊湱♸欰暟䟘䚍巊湱鵶絯ⴔ區厤 mRNA 氋蕐呋ㅷ 7 ꛏたⱄ鵶絯ⴔ區 3 ꛏ瑟涯很

⵫➢罜霉⠮⚙㤛禹絡厤 mRNA 氋蕐婎殆ꆀկ㹊낉絕卓䖤ⴀ䌢錞巊湱䨾䖤♲ꛏ很⵫瑟涯婎殆ꆀ⣜
妃⚹ 1.16%ծ0.70%ծ0.50%欰暟䟘䚍巊湱䨾䖤♲ꛏ很⵫瑟涯婎殆ꆀ⣜妃⚹ 0.69%ծ0.43%ծ0.28%
㖲㼭✵ 1%湱嫱兜鸑巊湱〳蜦䖤刿⡛婎殆ꆀ忘駈 mRNA 氋蕐㹁ꆀⴔ區꨽宠կ歋姼〳錛䀙峸欰
暟䟘䚍巊湱禹絡⢪欽偽ꆄ㾩崨騟禹絡〳䫈ⵖꆄ㾩エ꣡կ 

 
㕃 2. 厤 mRNA 氋蕐婎殆ꆀ罌㻋絕卓䌢錞巊湱 

 
㕃 3. 厤 mRNA 氋蕐婎殆ꆀ罌㻋絕卓欰暟䟘䚍巊湱 

 
 

㕃 4. 厤 mRNA 氋蕐婎殆ꆀ罌㻋蒀靶㕃 

 

5.0 10.0 15.0 min
-1000

0

1000

2000

3000

4000

5000
uV

5.0 10.0 15.0 min
-1000

0

1000

2000

3000

4000

5000
uV

0.00%

0.20%

0.40%

0.60%

0.80%

1.00%

1.20%

1.40%

痦♧ꛏ 痦✳ꛏ 痦♲ꛏ

䌢錞巊湱

䟘䚍巊湱

䌢錞巊湱 䟘䚍巊湱 婎殆㼆嫱 

痦 1 ꛏ瑟涯 

痦 2 ꛏ瑟涯 

痦 3 ꛏ瑟涯 

痦 1 ꛏ瑟涯 

痦 2 ꛏ瑟涯 

痦 3 ꛏ瑟涯 
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4. 絕雿 
㹊낉⢪欽䀙峸 Nexera XS inert 欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱䒊用 mRNA 氋蕐呋ㅷⴔ區倰岁կ鸑鵂罌㻋

ꅾ㢕䚍♸婎殆ꆀ〳濼霪禹絡㖈偽곫껒ㄤ㢅椚湬䱹鵳呋ⴔ區た湡叻暟⥂殆傞ꢂծ䂽꬗獤 RSD%
ⴔⵆ⚹ 0.08%ծ1.09%唬崵模䧭た偽괄㢪婎殆㢅椚♲ꛏ瑟涯很⵫涸婎殆ꆀⴔⵆ⚹ 0.69%ծ0.43%ծ
0.28%կ䨾䖤絕卓忘駈 mRNA 氋蕐ꅾ㢕䚍♸婎殆ꆀ唬崵꨽宠կ 

 

  



 

37 
 

ⵄ欽 LCMS 㼆 mRNA ㄤ DNA 欰❡欽呍薗ꃑ⾲俱鵳遤㹁䚍ⴔ區 
 

䶰 銳劥俒ꅷ欽Nexera XS Inert欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶ㄤ⽀㔋匧勍餘靶LCMS-2050翫欽⟉㼆
mRNAㄤDNA欰❡欽呍薗ꃑ⾲俱NTPㄤdNTP鵳遤㹁䚍ⴔ區կNTPㄤdNTP⚥ゎ熧ꃑ㛇㔙僒♸ꆄ㾩❡
欰エ꣡⡲欽Nexera XS Inert㖈⥂霆馄넞罣⾓涸⵸䲿♴盗騟絑peek勞俱ⰻ邔㹊梡Ⰼ崨騟䟘䚍⻊
䫈ⵖꆄ㾩エ꣡⢪NTPㄤdNTP涸蒀靶䂽㘗葻㥩կ鸑鵂⠏⻊崨⸓湱ㄤ餘靶ꅷ꧋⿬侨ꅷ欽DUIS
ESI+APCI猌㶩彂涸餏猌㶩垷䒭ⴔ區䖉崵呋ㅷկ絕卓儑爙霪倰岁偽꨽㢕勇涸呋ㅷ⵸㢅椚ծ乼⡲
皍⽀唬崵涸NTPㄤdNTP蒀靶䂽㘗葻㥩⚂㖲剣鳅㥩涸⥂殆鷓欽✵mRNAㄤDNA⾲俱鵳⾊餘䱽ⴔ區
〳㼆Ⱖ⾲俱鵳遤䘯鸟ⴔ㶩ꆀ烁雩կ 

Ⱒꝶ霒mRNA  DNA  ⾲俱  NTP  dNTP 
 

呍薗♲熧ꃑNTP僽♧猫ゎ剣♲⚡熧ꃑ㛇㔙涸呍薗ꃑ⺫䭍 ATPծUTPծCTPծGTP僽 mRNA
欰❡鵂玐⚥⡤㢪鲮䔶涸⾲俱կ蕯㼜 NTP ⚥呍祪剏䰃䧭⿡孻呍祪齡⛎⠔⢪呍薗♲熧ꃑ」䧭⿡孻呍薗
♲熧ꃑdNTP,⺫䭍 dATPծdCTPծdGTP ㄤ dTTPկdNTP 僽ざ䧭 DNA 涸⾲俱䌢欽✵ PCRծ
qPCRծRT-PCRծcDNA 䧴兜鸑 DNA ざ䧭ծ䒸暟䒁⠽导䎾ծDNA 崵䎸ծDNA 叻雵瘝ぐ猫䌢錞ⴔ㶩欰
暟导䎾կ呍薗ꃑ⾲俱涸唬崵♸ⴔ區僽 mRNA ㄤ DNA 欰❡暟俱餘䱽涸ꅾ銳♧梠կ  

NTP ㄤ dNTP ⚥ゎ熧ꃑ㛇㔙蕯⢪欽䌢錞넞佪巊湱蒀靶⟉ⴔ區僒♸禹絡⚥♶Ꝑꛩ盗騟瘝ꆄ㾩
鿈⟝❡欰エ꣡⡲欽䕧ㆇ蒀靶䂽䂽䕎⚂僒❡欰婎殆կ䀙峸剒倝䲀ⴀ Nexera XS Inert 欰暟䟘䚍馄넞
佪巊湱蒀靶⟉㖈⥂霆馄넞罣⾓涸⵸䲿♴盗騟絑 peek 勞俱ⰻ邔㹊梡Ⰼ崨騟䟘䚍⻊䫈ⵖꆄ㾩エ
꣡⢪ NTP ㄤ dNTP 涸蒀靶䂽㘗葻㥩կ 

劥㹊낉ꅷ欽 Nexera XS Inert 欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶ㄤ⽀㔋匧勍餘靶 LCMS-2050 翫欽⟉㼆
mRNA ㄤ DNA 欰❡欽呍薗ꃑ⾲俱鵳遤㹁䚍ⴔ區偽꨽㢕勇涸呋ㅷ⵸㢅椚ծ乼⡲皍⽀ծⴔ區鸟䏞䘯
鷓欽✵ mRNA ㄤ DNA ⾲俱鵳⾊餘䱽ⴔ區〳㼆Ⱖ⾲俱鵳遤䘯鸟ⴔ㶩ꆀ烁雩կ 

1. 㹊낉鿈ⴔ 
1.1 ⟉㐼 

Nexera XS Inert 欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶♸⽀㔋匧勍餘靶 LCMS-2050 翫欽禹絡Ⱘ⡤
ꂁ縨⥌䜂㥵♴ 

禹 絡 䱽 ⵖ 㐼 CBM-40 荈⸓鵳呋㐼 SIL-40C XSi 
膴 孞 劼 DGU-405 叙 庛 盲 CTO-40C 
鳕 巊 岹 LC-40D XSi×2 餘 靶 ⟉ LCMS-2050 ⽀㔋匧勍餘靶⟉ 

蒀 靶 䊨 ⡲ 畀 LabSolutions Ver. 5.114 
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㕃 1. ⽀㔋匧勍巊餘翫欽⟉ LCMS-2050  

1.2 ⴔ區勵⟝  
蒀 靶 叙 Shim-Pack Scepter C18-120 [Metal free] (50 mm×2.1 mm I.D.

3µm䀙峸♳嵳㹊낉㐼勞剣ꣳⰖ぀P/N: 227-31073-01 
崨 ⸓ 湱 A 湱-10mM DIPEA+25mM HFIPB 湱-歌ꃫ 
鵳 呋 ⡤ 獤 5 μL 叙 庛 40˫ 
崨 鸟 0.3 mL/min  峤 ꛏ 巊 歌ꃫ/宐=1:1v:v 
峤 膴 倰 䒭 唑䏞峤膴B 湱ⴲ映崽䏞⚹ 0%傞ꢂ玐䎸錛邍 1կ 

邍 1. 唑䏞峤膴玐䎸 

 

 

 

 
餘靶勵⟝ 

猌 㶩 彂 DUIS (ESI+APCI) ꨺ ⻊ 孞 崨 鸟 2.0 L/min 

D L 庛 䏞 250 ˫ 䎁 斕 孞 崨 鸟 5.0 L/min 

膴 很 ⵫ 庛 䏞 300 ˫  ⸈ 掚 孞 崨 鸟 7.0 L/min 

䪊 䲽 垷 䒭 Scan (-) 䪊 䲽 薴 㔵 200~600 

1.3 呋ㅷ⵸㢅椚倰岁 
㼜 NTP ㄤ dNTP 呋ㅷ欽宐很鍒䎇獺ꅺ荛 100 μmol/Lկ 

2. 絕卓♸雭雿 
2.1 mRNA ⡤㢪鲮䔶⾲俱 NTP ⴔ㶩ꆀ⿺ⴔ區絕卓  

㼆 mRNA ⡤㢪鲮䔶⾲俱 ATPծGTPծCTPծUTP 鵳遤唬崵䚪猌㶩崨㕃ㄤ餘靶㕃錛㕃
2呍薗ꃑ涸ⴔ㶩䒭ծ椚雿ⴔ㶩ꆀծ㹊崵ⴔ㶩ꆀ錛邍 2կⰦ⚥ ATP 唬崵ⵌ m/z 506.1 䂽ծGTP
唬崵ⵌ m/z 522.1 䂽ծCTP 唬崵ⵌ m/z 482.1 䂽ծGTP 唬崵ⵌ m/z 483.1 䂽㖲⚹[M-H]-䂽կ 

 

Time(min) Module Command Value 

0.50 Pumps Pump B Conc. 0 

3 Pumps Pump B Conc. 30 

4 Pumps Pump B Conc. 30 

4.1 Pumps Pump B Conc. 0 
8.00 Control Stop  
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邍 2. NTP ⴔ㶩䒭⿺ⴔ㶩ꆀ唬崵絕卓 

䎸〿 ぜ獦 ⴔ㶩䒭 ⴔ㶩ꆀ 㹊崵⧩ 
1 ATP C10H16N5O13P3 507.0  506.1 
2 GTP C10H16N5O14P3 523.0  522.1 
3 CTP C9H16N3O14P3 483.0  482.1 
4 UTP C9H15N2O15P3 484.0  483.1 

 
1a. ATP 䚪猌㶩崨蒀靶㕃ㄤ餘靶㕃 

 
1b. GTP 䚪猌㶩崨蒀靶㕃ㄤ餘靶㕃 

 
1c. CTP 䚪猌㶩崨蒀靶㕃ㄤ餘靶㕃 

 
1d. UTP 䚪猌㶩崨蒀靶㕃ㄤ餘靶㕃 

㕃 2. NTP 䚪猌㶩崨蒀靶㕃ㄤ餘靶㕃 

3.0 min
0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000 1:TIC(-)

450 500 550 m/z

1.0

2.0

3.0

4.0
Inten.(x100,000)

506.1

488.1

2.0 3.0 min
0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000
1:TIC(-)

500 550 m/z

1.0

2.0

3.0

4.0
Inten.(x100,000)

522.1

523.0
504.1

2.50.7 min
0

500000

1000000

1500000

1:TIC(-)

450 500 550 m/z
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Inten.(x100,000)

482.1

464.1

2.50.7 min
0

250000

500000

750000

1000000

1:TIC(-)

450 500 550 m/z
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25
Inten.(x100,000)

483.1

465.1
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2.2 翸ざꃍꝆ䒭⿿䎾欰❡ DNA 蚋暟⾲俱 dNTP ⴔ㶩ꆀ⿺ⴔ區絕卓 
㼆翸ざꃍꝆ䒭导䎾欰❡ DNA 蚋暟⾲俱 dATPծdGTPծdCTPծdTTP 鵳遤唬崵䚪猌㶩

崨㕃ㄤ餘靶㕃錛㕃 3膴孻呍薗ꃑ涸ⴔ㶩䒭ծ椚雿ⴔ㶩ꆀծ㹊崵ⴔ㶩ꆀ錛邍 3կⰦ⚥ dATP
唬崵ⵌ m/z 490.1 䂽ծdGTP 唬崵ⵌ m/z 506.1 䂽ծdCTP 唬崵ⵌ m/z 466.1 䂽ծdGTP 唬崵
ⵌ m/z 481.1 䂽㖲⚹[M-H]-䂽կ 

邍 3. dNTP ⴔ㶩䒭⿺ⴔ㶩ꆀ唬崵絕卓 

䎸〿 ぜ獦 ⴔ㶩䒭 ⴔ㶩ꆀ 㹊崵⧩ 
1 dATP C10H16N5O12P3 491.0 490.1 
2 dGTP C10H16N5O13P3 507.0 506.1 

3 dCTP C9H16N3O13P3 467.0 467.1 

4 dTTP C10H17N2O14P3 482.0 482.1 

 

2a. dATP 䚪猌㶩崨蒀靶㕃ㄤ餘靶㕃 

 
2b. dGTP 䚪猌㶩崨蒀靶㕃ㄤ餘靶㕃 

 
2c. dCTP 䚪猌㶩崨蒀靶㕃ㄤ餘靶㕃 

3.5 min

0

2500000

5000000

7500000

3:TIC(-)

450.0 475.0 500.0 m/z
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

Inten.(x1,000,000)

490.1

472.1

2.0 3.0 min
0

1000000

2000000

3000000

4000000 1:TIC(-)

500 550 m/z
0.0

2.5

5.0

7.5
Inten.(x100,000)

506.1

488.1

1.0 2.0 3.0 min
0

250000

500000

750000

1000000

1250000

1500000 1:TIC(-)

450 500 550 m/z

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0
Inten.(x100,000)

466.1

467.1
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2d. dTTP 䚪猌㶩崨蒀靶㕃ㄤ餘靶㕃 

㕃 3. dNTP 䚪猌㶩崨蒀靶㕃ㄤ餘靶㕃 

3. 絕雿 
劥俒ꅷ欽Nexera XS Inert欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶ㄤ⽀㔋匧勍餘靶LCMS-2050翫欽⟉

㼆mRNAㄤDNA欰❡欽呍薗ꃑ⾲俱鵳遤㹁䚍ⴔ區ⵄ欽巊湱蒀靶鵳遤ⴔ猌⽀㔋匧勍餘靶唬
崵⾲俱涸ⴔ㶩ꆀկ霪倰岁偽꨽㢕勇涸呋ㅷ⵸㢅椚ծ乼⡲皍⽀ծⴔ區鸟䏞䘯〳ⴔ猌ⴀ⾲俱⚥
勇餘絕卓〳ꬑ鷓欽✵mRNAㄤDNA⾲俱鵳⾊餘䱽ⴔ區〳 㼆Ⱖ⾲俱鵳遤䘯鸟ⴔ㶩ꆀ烁雩կ 

  

2.0 3.0 min
0

1000000

2000000

3000000
1:TIC(-)

450 500 550 m/z
0.0

1.0

2.0

3.0

Inten.(x100,000)

481.1

463.1



 

42 
 

2.2 跗涯碫蚋暟 
跗涯碫蚋暟僽⟄ 20 猫㣔搬孽㛇ꃑ⚹㛇劥絕匬⽀⯋⣜䎸鵶䱹罜䖤ⴔ⚹㢴胂ㄤ㛇㔔䊨玐

蚋暟ծ⽀⯘ꥑ䫒⡤ㄤ㛇㔔䊨玐䫒⡤ծꅾ絆氋蕐瘝կ♸吗絡㼭ⴔ㶩蚋暟湱嫱跗涯碫蚋暟Ⱘ剣
蚋椚崞䚍䔂ծ暵䒗䚍넞ծ嫫䚍⡛ծ欰暟⸆腊僈烁瘝⠏挿կ鵛䎃勻ꥥ满欰暟䪮助蚋暟涸〄㾝
跗涯碫蚋暟㽍Ⱖ僽ꅾ絆跗涯ծ䫒⡤瘝〄㾝鴽鸟溶䧭⚹蚋暟灇〄⚥Ⱘ剣䎛岌䎾欽⵸兞涸欰
暟㣐ⴔ㶩㖈氬氻涸곫꣈ㄤ屛毫⚥涸㖑⡙傈馋ꅾ銳կ 

蚋ㅷ涸餘ꆀ彂✵霃雦⚚呔涸餘ꆀ䱽ⵖ僽烁⥂蚋暟㸝Ⰼ剣佪涸Ⱒꝶ蒜挿跗涯碫蚋暟⛲
♶⢾㢪կꛏ㼆跗涯碫蚋暟餘ꆀ䱽ⵖ⚥㕂㕂㹻蚋ㅷ港漛盗椚㽷⯓たⴀ〵⚥㕂蚋Ⱙծ➃欽
⽀⯘ꥑ䫒⡤餘ꆀ䱽ⵖ䪮助䭷㼋⾲ⴭծ欰暟碫⡃蚋灇〄ㄤ霉⟟䪮助䪮助䭷㼋⾲ⴭ瘝湱Ⱒ岁
錞ㄤ䪮助䭷⽂կ⿬撑銳宠㼆✵跗涯碫蚋暟Ⱖ餘ꆀ䱽ⵖ銳挿⚺銳⺫䭍跗涯紱䏞唬叅ծ跗涯
餘ゎꆀ崵㹁ծⴔ㶩ꆀ崵㹁ծ瘝歏挿崵㹁ծ胂㕃ⴔ區ծ孽㛇ꃑ絆䧭ⴔ區ծ✳炻ꝶⴔ區ծ翸꧋⡤
崵㹁瘝կⰦ⚥巊湱蒀靶岁僽餘ꆀ霉⟟ⴔ區涸剣⸂䊨Ⱘ䌢欽涸⚺銳剣♲猫ⴔⵆ⚹导ぢ넞
佪巊湱蒀靶RP-HPLCծ猌㶩❜䰃蒀靶IECծⴔ㶩䱗꣖蒀靶SECկ⢪欽巊湱蒀靶岁ⴔ
區傞歋✵絆䧭跗涯碫蚋暟孽㛇ꃑ䚍餘涸䊵䒗䚍㽍Ⱖ僽ꃑ䚍孽㛇ꃑGluծAspⰨ剣續㛇
䌢⠔ⴀ梡㔔ꆄ㾩エ꣡꡼곿㼋荝涸呋ㅷ䰀㣟ծㆇ䎾꣭⡛瘝唬崵꡼곿կ鍒Ɀ跗涯碫蚋暟ꆄ㾩エ꣡
꡼곿ⴭ䧭⚹蜦䖤蚋暟ⲥ烁ⴔ區涸⵸䲿㛇炄կ⚹姼䀙峸䲀ⴀ Nexera XS inert 欰暟䟘䚍禹
絡䎾㼆跗涯碫蚋暟エ꣡꡼곿կ霪禹絡ꅷ欽模Ⰼ䟘䚍涸呋ㅷ崨騟烁⥂尵剣嶹弪ꆄ㾩邍꬗涸
エ꣡⡲欽〳⚹跗涯碫蚋暟唬崵ⴔ區䲿⣘椚䟝涸鍒Ɀ倰呩կ 

劥畎㼆䀙峸欰暟䟘䚍巊湱 Nexera XS inert 㖈跗涯碫蚋暟翸꧋⡤ծⴔ㶩ꆀ瘝倰꬗涸䎾欽
呩⢾鵳遤➝絏⣘ⴔ區➃プ⿬罌կ 
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欰暟䟘䚍巊湱絕ざ㽯㼄䱗꣖蒀靶岁ⴔ區㢴胂蚋暟⚥Ⱏ⟟絕ざ✳翸⡤

ㄤꬋⰟ⟟絕ざ✳翸⡤勇餘 
 

䶰 銳劥俒ꅷ欽䀙峸欰暟䟘䚍巊湱禹絡絕ざ㽯㼄䱗꣖蒀靶岁䒓〄✫♧猫唬崵㢴胂蚋暟⚥
Ⱏ⟟絕ざ✳翸⡤ㄤꬋⰟ⟟絕ざ✳翸⡤勇餘涸倝倰岁կ⠏鷥涸峤膴巊ㄤ SEC 蒀靶叙〳⟄㹊梡
㢴胂⚺䧭ⴔծⰟ⟟絕ざ✳翸⡤ㄤꬋⰟ⟟絕ざ✳翸⡤涸剣佪ⴔ猌ⴔ猌䏞㣐✵ 1.5կ鵶絯Ⱉ妃
鵳呋♲⚡湡叻䂽⥂殆傞ꢂㄤ䂽꬗獤涸湱㼆叻ⲥ⨊䊵RSDⴔⵆ㖈 0.024~0.025%ㄤ
0.048~0.130%⛓ꢂꅾ㢕䚍葻㥩կ㢴胂蚋暟䔂ⵖ䚍꣭鍒㹊낉呋ㅷ⚥唬ⴀꬋⰟ⟟絕ざ✳翸⡤
䂽꬗獤涰ⴔ嫱⚹ 6.934%կ 
Ⱒꝶ霒欰暟䟘䚍巊湱  㽯㼄䱗꣖蒀靶岁  㢴胂蚋暟 Ⱏ⟟絕ざ翸꧋⡤ ꬋⰟ⟟絕ざ翸꧋⡤    

 
㢴胂蚋暟㖈「ⵌ⸈掚ծⲇⲏծ䴛䬜瘝㢪⸂⡲欽傞〳腊〄欰絕匬佖」❡欰翸꧋⡤կ㢴胂

翸꧋梡韌〳腊⠔꣭⡛蚋暟崞䚍佖」⼱邝劍⿺㟞⸈⯝氋⾲䚍կ㢴胂蚋暟⚥翸꧋⡤勇餘涸ⴔ區
僽㢴胂蚋暟䒓〄鵂玐⚥㢊「Ⱒ岤涸梠蒜䠑⛐ꅾ㣐կ 

㢴胂蚋暟⚥涸翸꧋⡤剣〳腊僽鸑鵂✳炻ꝶծꂾ䧴ꃀ腂ꝶ瘝⻊㷖ꝶ鵶䱹罜䕎䧭涸Ⱏ⟟絕ざ
翸꧋⡤⛲〳腊僽鸑鵂孲ꝶծ毜宐湱✽⡲欽䧴꫽歏䒸⸂瘝ꬋ暵䒗䚍湱✽⡲欽䕎䧭涸ꬋⰟ⟟絕
ざ翸꧋⡤կⰦ⚥Ⱏ⟟絕ざ翸꧋⡤絕匬湱㼆珘㹁灇瑕䖤鳅㢴ꬋⰟ⟟絕ざ涸翸꧋⡤ⴔ區ꦼ䏞
刿㣐灇瑕䖤鳅㼱㔔⚹ꬋ暵䒗䚍湱✽⡲欽⸂䖎䓳㺂僒「ⵌ翸꧋⡤♸㽯㼄䱗꣖蒀靶叙ꢂ㶸
㖈涸湱✽⡲欽⸂䕧ㆇ罜㼋荝翸꧋⡤朐䙖〄欰佖」կ 

劥俒ꅷ欽欰暟䟘䚍巊湱禹絡絕ざ㽯㼄䱗꣖蒀靶岁䒓〄✫♧猫唬崵㢴胂蚋暟⚥Ⱏ⟟絕ざ
✳翸⡤ㄤꬋⰟ⟟絕ざ✳翸⡤涸倝倰岁倰岁ⴔ猌䏞㥩ծ珘㹁〳ꬑ⣘湱Ⱒ唬崵➃プ⿬罌կ 

1. 㹊낉鿈ⴔ 
1.1 ⟉㐼 

劥㹊낉⢪欽䀙峸欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶禹絡 Nexera XS inertկⰨ⡤ꂁ縨⚹ 
禹絡䱽ⵖ㐼 CBM-40lite 膴  孞  劼 DGU-405 
鳕  巊  岹 LC-40D XSi 荈⸓鵳呋㐼 SIL-40C XSi 
叙  庛  盲 CTO-40C   唬  崵  㐼 SPD-M40 
蒀靶䊨⡲畀 LabSolutions Ver. 5.111 

1.2 ⴔ區勵⟝  
巊湱蒀靶勵⟝ 
蒀 靶 叙 SHIMSEN Ankylo SEC-120 (300 ×7.8 mm I.D.,3.0 μm) 

䀙峸♳嵳㹊낉㐼勞剣ꣳⰖ぀ P/N380-01215-41 
峤 膴 巊 100 mM 炻ꃑꜽ宐很巊ゎ 20%⛩臟ㄤ 0.1%TFA 
峤 膴 倰 䒭 瘝䏞峤膴 崨 鸟 0.5 mL/min 
峤 膴 傞 ꢂ 35 min 鵳 呋 ⡤ 獤 20 μL 
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叙 庛 35˫ 唬 崵 岚 Ɤ 220 nm 

1.3 呋ㅷ⵸㢅椚 
Ⱏ⟟絕ざ✳翸⡤ծꬋⰟ⟟絕ざ✳翸⡤ծ㢴胂蚋暟ꬋ灶㗁呋ㅷㄤ鸑鵂䔂ⵖ꣭鍒㹊낉䖤ⵌ涸

灶㗁呋ㅷ⢪欽峤膴巊鷓䔲獺ꅺた♳劼ⴔ區կ 

2. 絕卓♸雭雿 
2.1 ⴔ猌䏞霉⟟ 

⢪欽⠏鷥涸峤膴巊ㄤ蒀靶叙絆ざ䭽撑 1.2 ⴔ區勵⟝鸑鵂㖈ꬋ灶㗁㢴胂蚋暟呋ㅷ⚥幑
⸈Ⱏ⟟絕ざ✳翸⡤ㄤꬋⰟ⟟絕ざ涸✳翸⡤⟄霉⟟ⴔ猌䏞կ蒀靶㕃ㄤⴔ猌絕卓ⴔⵆ錛㕃 1 ㄤ
邍 1♲⚡湡叻䂽ⴔ猌䏞㣐✵ 1.5ⴔ猌葻㥩կ 

 
㕃 1. 㢴胂⚺䧭ⴔծꬋⰟ⟟絕ざ✳翸⡤ㄤⰟ⟟絕ざ✳翸⡤涸ⴔ猌蒀靶㕃 

邍 1. ⴔ猌䏞絕卓 

# 湡叻暟ぜ獦 ⥂殆傞ꢂmin ⴔ猌䏞USP 

1 Ⱏ⟟絕ざ✳翸⡤ 19.150 - 
2 ꬋⰟ⟟絕ざ✳翸⡤ 19.820 1.710 
3 㢴胂⚺䧭ⴔ 20.456 1.560 

2.2 ꅾ㢕䚍罌㻋 
⟄2.1 ⴔ猌䏞霉⟟欽呋ㅷꅾ㢕鵳呋 6 妃罌㻋ꅾ㢕䚍կ6 妃ꅾ㢕鵳呋ꅾ〜蒀靶㕃

錛㕃 2կ♲⚡湡叻䂽⥂殆傞ꢂㄤ䂽꬗獤涸湱㼆叻ⲥ⨊䊵RSDⴔⵆ㖈 0.024~0.025 %ㄤ
0.048~0.130 %⛓ꢂꅾ㢕䚍葻㥩կ 
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㕃 2. ꅾ〜蒀靶㕃n=6 

邍 2. ꅾ㢕䚍絕卓n=6 

 
 

2.3 灶㗁呋ㅷⴔ區絕卓 
灶㗁呋ㅷ蒀靶㕃ㄤⴔ區絕卓㥵㕃3ㄤ邍3䨾爙կ呋ㅷ⚥唬崵ⵌꬋⰟ⟟絕ざ✳翸⡤勇餘䂽

꬗獤涰ⴔ嫱⚹6.934%劢唬崵ⵌⰟ⟟絕ざ✳翸⡤կ 

 
㕃 3. 灶㗁呋ㅷ蒀靶㕃 

邍 3. 灶㗁呋ㅷⴔ區絕卓 

ぜ獦 ⥂殆傞ꢂ 䂽꬗獤 䂽꬗獤% 
ꬋⰟ⟟絕ざ✳翸⡤ 19.855 98529 6.934 

㢴胂⚺䧭ⴔ 20.471 1322445 93.066 

3. 絕雿 
⢪欽䀙峸欰暟䟘䚍巊湱蒀靶禹絡絕ざ㽯㼄䱗꣖蒀靶䒊用✫㢴胂蚋暟⚥ꬋⰟ⟟絕ざ✳翸

⡤ㄤⰟ⟟絕ざ✳翸⡤勇餘唬崵涸倝倰岁կ欰暟䟘䚍巊湱禹絡〳罣「넞渮峤膴巊⠏鷥涸䀙峸
㽯㼄䱗꣖蒀靶叙 SHIMSEN Ankylo SEC-120 ㄤ峤膴巊絆䧭〳剒㣐玐䏞㖑Ⲹ㼱翸꧋⡤勇餘ㄤ
蒀靶叙⛓ꢂ涸ꬋ暵䒗䚍⡲欽蜦䖤葻㥩涸ⴔ猌ㄤⴔ區珘㹁䚍կ劥倰岁ⴔ猌䏞㥩ծꅾ㢕䚍㥩
鷓欽✵㢴胂蚋暟⚥ꬋⰟ⟟絕ざ✳翸⡤ㄤⰟ⟟絕ざ✳翸⡤勇餘ゎꆀ崵㹁ㄤ霉⠮կ 

  

15.0 20.0 25.0 min

0.0

2.5

5.0

uV(x10,000)

数数6:CFX_06.lcd PDA Ch1 220nm,4nm 
数数5:CFX_05.lcd PDA Ch1 220nm,4nm 
数数4:CFX_04.lcd PDA Ch1 220nm,4nm 
数数3:CFX_03.lcd PDA Ch1 220nm,4nm 
数数2:CFX_02.lcd PDA Ch1 220nm,4nm 
数数1:CFX_01.lcd PDA Ch1 220nm,4nm 
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湡叻暟ぜ獦 
⥂殆傞ꢂ 
(RSD%) 

䂽꬗獤 
(RSD%) 

Ⱏ⟟絕ざ✳翸⡤ 0.025 0.130 

ꬋⰟ⟟絕ざ✳翸⡤ 0.024 0.048 

㢴胂⚺䧭ⴔ 0.024 0.126 
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⢪欽欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉ⴔ區䫒⡤蚋暟 
 

䶰 銳劥俒⢪欽馄넞佪巊湱蒀靶⟉Nexera XS inert㼆 mAb ⿺ ADC 鵳遤餘ꆀ䱽ⵖկ霪
禹絡鸑鵂䫈ⵖ䫒⡤蚋暟♸㔿㹁湱⛓ꢂ涸湱✽⡲欽〳㹊梡넞ꅾ梡䚍涸侨研ꅷ꧋կ姼㢪⢪欽
ゎ剣넞崽䏞臱赤䚍渮涸崨⸓湱鵳遤ⴔ區傞霪禹絡⛲〳蜦䖤넞䏞珘㹁涸侨研կ 

Ⱒꝶ霒欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉  䫒⡤  餘ꆀ䱽ⵖ 
 
欰暟䪮助蚋暟姻㖈ⵄ欽㛇㔔絆綘鳓ㄤ絈脅輑ざ瘝欰暟䪮助鵳遤䒓〄կ鵛䎃勻歋✵剣劅

剣佪屛毫ぐ猫氬氻⺫䭍ꦼ屛䚍氬氻Ⱖ⚥♧❈蚋暟溶㖈⚆歲薴㔵ⰻ䲀䎛⢪欽կ⠍䨾ワ濼
䫒⡤蚋暟㥵⽀⯘ꥑ䫒⡤mAbㄤ䫒⡤⩐翫蚋暟ADC歋✵Ⱖ㼆ꬶぢ暟餘涸暵䒗䚍ㄤ
❵ㄤ⸂溶濼Ⱘ剣葻㥩涸屛毫佪卓䎇〳Ⲹ㼱♶葻导䎾կ搬罜歋✵鵯❈欰暟䪮助蚋暟僽⢪欽
⸓暟絈脅ⵖ鸣罜䧭烁⥂蚋暟絕匬涸㖲♧䚍僽銳꬗⚰涸䮋䧶鵯僽⻊㷖ざ䧭㼭ⴔ㶩蚋暟♶
剎麁ⵌ涸կ㔔姼欰暟䪮助蚋暟㖈嫦⚡欰❡䊨蒌⚥鿪꨽銳ざ椚涸餘ꆀ䱽ⵖկ⢾㥵ICH-Q6B1),2)
䲿ⴀ✫欰暟ⵖㅷ涸錞薴ㄤ崵霚錞玐錞㹁㖈欰❡鵂玐⚥❡ㅷ剣Ⱒ暟餘䎾鵳遤ⴔ猌ㄤ/䧴烁㹁
Ⱖ涰ⴔゎꆀկ㢴侨䞔ⲃ♴鵯❈唬崵㖲⢪欽巊湱蒀靶岁鵳遤ⴔ區㕃 1կ 

劥俒➝絏✫⢪欽㼆넞崽䏞渮崨⸓湱Ⱘ剣馄넞罣臱赤䚍涸䟘䚍 UHPLC 禹絡Nexera XS 
inert㼆 mAb ⿺ ADC 餘ꆀ䱽ⵖ涸ⴔ區呩⢾կ歋✵勇餘涸猫碫ㄤゎꆀ》Ɀ✵䫒⡤涸碫㘗կ
㔔姼⠏⻊ぐ呋ㅷ涸ⴔ區勵⟝ꬋ䌢ꅾ銳䎇⧩䖤Ⱒ岤կ劥俒⛲⠔➝絏⠏⻊䪮助侢霼⿬罌կ 

邍 1 ⴩ⴀ✫ TSKgel®禹⴩⚎剆吳䒭⠔爢蒀靶叙碫㘗ծ唬崵고湡ծⴔ區湡涸ㄤ蒀靶倰
岁կ劥俒⚹嫦고ⴔ區㖲鷥欽✫ざ鷓涸蒀靶叙碫㘗鵳遤ⴔ區կ 

 
㕃 1. 䫒⡤蚋暟勇餘⿺ⴔ區倰岁 

邍 1. 䫒⡤蚋暟勇餘ⴔ區涸蒀靶倰岁⿺蒀靶叙 

고湡 湡涸 蒀靶倰岁 蒀靶叙 

翸꧋⡤ 
崵㹁翸꧋⡤ㄤ꣭鍒❡

暟涸ゎꆀ 
⡤獤䱗ꤑ蒀靶岁 

TSKgel UP-SW3000  
TSKgel UP-SW2000 
TSKgel SuperSW mAb  
TSKgel UltraSW Aggregate 
TSKgel G3000 SWXL  
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TSKgel G2000 SWXL 
TSKgel  SuperSW3000 
TSKgel Super SW2000 

䒗匬⡤ 崵㹁歏蚚䒗匬⡤ゎꆀ 猌㶩❜䰃蒀靶岁 
TSKgel CM-STAT®  
TSKgel SP-STAT® 
TSKgel Q-STAT® 

䫒⡤蚋暟⩐翫
暟 

崵㹁䒗匬⡤ゎꆀ 
雦皾蚋暟䫒⡤⩐翫嫱 

毜宐蒀靶岁 
TSKgel Butyl-NPR® 
TSKgel Phenyl-5PW 

絕匬 
霉⟟ⴔ㶩絕匬䧴⾲俱

蚋涸暵䒗䚍 
导湱蒀靶岁 TSKgel Protein C4-300 

祪Ꝇ絕匬 
霉⟟祪Ꝇ絕匬涸♧荝

䚍 
❵宐䚍湱✽⡲欽蒀靶岁 TSKgel Amide-80 

佪⟟ 崵㹁欰暟崞䚍 ❵ㄤ蒀靶岁 

TSKgel ProteinA-5PW  
TSKgel Boronate-5PW  
TSKgel FcR-IIIA-NPR 
TSKgel FcR-IIIA-5PW 

1. ⢪欽⡤獤䱗ꤑ蒀靶岁SECⴔ區 mAbծADC 勇餘 
mAb ㄤ ADC 勇餘㥵翸꧋⡤ㄤ꣭鍒暟僽䕧ㆇ蚋暟毫佪ծ♶葻导䎾ծ蚋暟珘㹁䚍涸ꅾ

銳㔔稇 3)կ鸑䌢⢪欽 SEC 㼆姼鵳遤霉⟟կ姼妃翸꧋⡤ⴔ區僽⢪欽 mAb 叻ⲥㅷ䋑㈒ㄤ
ゎ剣湱ず mAb ⩐翫㼭ⴔ㶩⻊ざ暟涸 ADC 叻ⲥㅷ䋑㈒կⴔ區勵⟝錛邍 2ծ3կ㖈 mAb ⴔ
區⚥5 ⴔꛦⰻ模䧭✫㢴翸⡤ծ⽀⡤⿺꣭鍒❡暟涸蒀靶ⴔ猌㥵㕃 2 䨾爙կ㖈 ADC 涸翸꧋
⡤霉⟟⚥㔿㹁湱♸ ADC ⛓ꢂ毜宐䚍湱✽⡲欽䌢⠔㼋荝蒀靶䂽㾝㺈➢罜偽岁ⲥ烁鵳遤
翸꧋⡤霉⟟㕃 3Aկ㔔姼⚹✫䫈ⵖ呋ㅷ♸㔿㹁湱⛓ꢂ涸毜宐䚍⡲欽崨⸓湱⚥幑⸈✫ 15%
涸䒗⚋ꃫ 4)կ絕卓邍僈ⴔ猌佪卓葻㥩㕃 3Bկ 

   
㕃 2. mAb 翸꧋⡤ⴔ區涸蒀靶㕃                       㕃 3. mAb ⿺ ADC 蒀靶㕃 

邍 2. mAb 勇餘ⴔ區勵⟝㕃 2 

禹絡 Nexera XS inert 

蒀靶叙 TSKgel UP-SW3000 
150 mm × 4.6 mm I.D.,2 μm 

⥂䫡叙 TSKgel⥂䫡叙UP-SW DC 

邍 3. mAb ⿺ ADC ⴔ區勵⟝㕃 3 

禹絡 Nexera XS inert 

蒀靶叙 TSKgel UP-SW3000 
300 mm × 4.6 mm I.D.,2 μm 

⥂䫡叙 TSKgel⥂䫡叙UP-SW DC 
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瘝䏞峤膴   

崨⸓湱 ゎ100 mmol/L Na2SO4涸100 
mmol/L熧ꃑꛧ綕Ȿ巊pH 7.0 

  
 
 
 

崨鸟 0.4 mL/min 

叙庛 25 ˚C 

呋ㅷ櫕 TORASTTM-H梯槴櫕*5 

鵳呋ꆀ 5 μL 

呋ㅷ NIST mAb (10 mg/mL) 
 

唬崵 280 nmSPD-M40UHPLC䟘䚍崨
鸑寑 

*5: 370-04301-01 

瘝䏞峤膴   

崨⸓湱A ゎ250 mmol/L KCl涸200 mmol/L熧
ꃑ꜅pH 7.0 

崨⸓湱B ゎ250 mmol/L KCl涸200 mmol/L熧
ꃑ꜅pH 7.0/䒗⚋ꃫ= 85:15 

崨鸟 0.2 mL/min 

叙庛 25 ˚C 

呋ㅷ櫕 TORAST-H梯槴櫕*5 

鵳呋ꆀ 5 μL 

呋ㅷ 劢⩐翫䫒⡤0.5 mg/mLADC
5 mg/mL 

唬崵 280 nmSPD-M40UHPLC䟘䚍崨
鸑寑 

*5: 370-04301-01 

2. ⢪欽猌㶩❜䰃蒀靶岁IEXⴔ區歏蚚䒗匬⡤歏蚚」䒗⡤ 
歋✵ mAb 絕匬㢕勇䎇Ⱘ剣♶㖲⺣䚍㔔姼霪碫蚋暟⚥⠔㶸㖈歏蚚䒗匬⡤♸歏蚚」䒗⡤

3)կ歏蚚䊵䒗⠔㼆⽀䫒蚋暟珘㹁䚍ㄤ剣佪䚍❡欰䕧ㆇ㔔姼䗳곢㼆歏蚚」䒗⡤鵳遤ⲥ烁霉⟟կ
呏研歏蚚䔂䏞涸♶ずIEX 〳ⴔ猌 mAb 歏蚚」䒗⡤կ䭽撑邍 4 䨾爙勵⟝姼妃㹊낉㼆 3 猫
mAb 鵳遤歏蚚」䒗⡤霉⠮կ㖈嫦⚡呋ㅷ⚥㖲䧭⸆唬崵ⵌ㢴猫歏蚚」䒗涸㢴⚡蒀靶䂽㕃
4կ 

 
㕃 4. 3 猫 mAb 涸蒀靶㕃 

邍 4 mAb 涸歏蚚」䒗⡤ⴔ區勵⟝㕃 4 
禹絡  Nexera XS inert 
蒀靶叙  TSKgel CM-STAT 

100 mm × 4.6 mm I.D.,7 μm 
唑䏞垷䒭  0 ˊ 55% B (0 ˊ 30 min) 
崨⸓湱A  20 mmol/L 2-に㉆⛩熬ꃑ (pH 6.0) 
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崨⸓湱B  ゎ500 mmol/L NaCl涸崨⸓湱A 
崨鸟  0.8 mL/min 
叙庛  25 ˚C 
呋ㅷ櫕  TORAST -H梯槴櫕*5 

鵳呋ꆀ  5 μL 
呋ㅷ  ➃彂⻊䫒⡤ (1 mg/mL)ծNIST mAb (5 mg/mL)ծ

銯㧆僓⽀䫒欰暟⟬ⵖ蚋 5 mg/mL 
唬崵  280 nmSPD-M40UHPLC 䟘䚍崨鸑寑 

3. ⵄ欽毜宐蒀靶岁HICⴔ區 ADC 涸蚋暟䫒⡤⩐翫嫱 
ADC ⚥⩐翫㼭ⴔ㶩涸䒗餘䚍⠔䕧ㆇ ADC 蚋暟毫佪կ劥俒㼜➝絏⢪欽 HIC 鵳遤⽀䫒䒗匬

⡤ㄤ ADC 䒗餘䚍涸ⴔ區倰岁կ 
㖈劢絑鵂⵸㢅椚涸䞔ⲃ♴㼆♧猫䋑㈒ ADC 垷䬾暟鵳遤ⴔ區䎇䭽撑邍 5 䨾爙涸勵⟝

霉⟟蚋暟䫒⡤⩐翫嫱DARկ剒絊䧭⸆ⴔ猌㼭ⴔ㶩蚋暟絕ざ侨⚹ 0~6 涸♶ず ADC㕃 5կ 

 
㕃 5. DAR ⴔ區絕卓 

邍 5. DAR ⴔ區勵⟝㕃 5) 
禹絡  Nexera XS inert 
蒀靶叙  TSKgel Butyl-NPR100 mm × 4.6 mm I.D.,2.5 μm 
唑䏞垷䒭  0 ˊ 100% B (0 ˊ 20 min) 
崨⸓湱A  ゎ 1.5 mol/L 炻ꃑꛧ涸 25 mmol/L 熧ꃑꛧ綕Ȿ巊pH 7.0 
崨⸓湱B  25 mmol/L 熧ꃑꛧ綕Ȿ巊pH 7.0/ 䒗⚋ꃫ= 80:20 
崨鸟  0.5 mL/min 
叙庛  35 ˚C 
呋ㅷ櫕  TORAST-H梯槴櫕*5 

鵳呋ꆀ  10 μL 
呋ㅷ  劢⩐翫 mAb0.5 mg/mLADC5 mg/mL 
唬崵  280 nmSPD-M40UHPLC 䟘䚍崨鸑寑 

*5: 370-04301-01 
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4. 絕雿 
劥俒➝絏✫剣Ⱒ䫒⡤蚋暟ծ䫒⡤⩐翫蚋暟餘ꆀ䱽ⵖ涸ぐ猫ⴔ區呩⢾ㄤⴔ區勵⟝⠏⻊䪮助կ

⡤獤䱗ꤑ蒀靶岁〳鴽鸟⚂葻㥩㖑ⴔ猌 mAbկ㼆 ADC 涸ⴔ區SEC 鸑鵂䫈ⵖ ADC ♸㔿㹁
湱ꢂ涸毜宐䚍湱✽⡲欽ず呋ⴔ猌䞔ⲃ葻㥩կ猌㶩❜䰃蒀靶岁ⵄ欽歏蚚䔂䏞䊵䒗模䧭✫
ꃑ䚍ㄤ焦䚍歏蚚」䒗⡤涸ⴔ猌կ毜宐蒀靶岁㛇✵㼭ⴔ㶩⻊ざ暟絕ざ侨涸♶ず㹊梡⼱脪孽
ꃑ鵶䱹 ADC 涸ⴔ猌կ 

㖈䫒⡤蚋暟ⴔ區䧴⟣⡦⢪欽ゎ넞崽䏞臱赤䚍渮涸崨⸓湱涸ⴔ區⚥Nexera XS 罣臱赤䚍
腊邍梡⠏䒗䲿⣘✫넞䏞珘㹁涸㹊낉侨研կ 
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⢪欽㽯㼄䱗꣖蒀靶岁ⴔ區跗涯碫蚋暟涸翸꧋⡤ 
 

䶰 銳劥俒⢪欽䀙峸馄넞佪巊湱蒀靶⟉Nexera XS inert絕ざ㽯㼄䱗꣖蒀靶叙Shim-
pack˳ Bio Diolⴔ區 mAb ㄤ ADC 翸꧋⡤կ霪禹絡鸑鵂䫈ⵖ蒀靶叙㞅俱♸呋ㅷꢂ涸꫽歏⡲
欽ㄤ毜宐䚍⡲欽䲿넞⽀⯘ꥑ䫒⡤ㄤ䫒⡤⩐翫蚋暟♸Ⱖ翸꧋⡤ㄤ晙媯涸ⴔ猌կ姼㢪⽰⢪欽
넞崽䏞渮崨⸓湱鵳遤ⴔ區霪禹絡⛲〳蜦䖤넞ꅾ梡䚍涸侨研կ 

Ⱒꝶ霒欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉  跗涯碫蚋暟  翸꧋⡤ 

跗涯餘㔔欰❡ㄤ⪰㶸鵂玐⚥涸庛䏞ծpHծ崽䏞瘝涸」⻊僒〄欰翸꧋կ⽀⯘ꥑ䫒⡤mAb
ㄤ䫒⡤⩐翫蚋暟ADC瘝跗涯餘碫蚋暟涸翸꧋⠔䕧ㆇ蚋暟涸㸝Ⰼ䚍ㄤ剣佪䚍 1կ㔔姼銳
港崵欰❡ㄤ⪰㶸鵂玐⚥䨾❡欰涸翸꧋⡤կ䌢欽涸港崵倰岁僽⢪欽㽯㼄䱗꣖蒀靶岁SEC䭽
撑絆ⴔⴔ㶩⡤獤歋㣐ⵌ㼭涸곡䎸峤膴涸ⴔ猌垷䒭կ告⠍䨾ワ濼mAb ♸㞅俱⛓ꢂ涸꫽歏⡲
欽ADC ♸蒀靶叙㞅俱⛓ꢂ涸毜宐䚍⡲欽⠔❡欰エ꣡ꦼ ⟄㼜⽀⡤♸翸꧋⡤ㄤ晙媯鵳遤ⴔ猌
23կ⚹烁⥂侨研ꅷ꧋涸〳ꬑ䚍꨽銳罌贊鵯❈妃銳涸湱✽⡲欽կ劥俒➝絏✫⢪欽䀙峸㽯㼄
䱗꣖蒀靶叙Shim-pack™ Bio Diolⴔ區 mAb ㄤ ADC 翸꧋⡤涸呩⢾կ⢪欽Nexera XS inert
禹絡霪禹絡㼆넞崽䏞渮涸崨⸓湱Ⱘ剣罣臱赤䚍〳䫈ⵖ盗麤ⰻ呋ㅷ涸エ꣡կ 

1. 霚⵫⿺ⴔ區勵⟝ 
称量市售的 1 mg mAb、0.5 mg ADC，分别加入 1 mL、0.5 mL 超纯水，配制为 1 mg/mL

溶液供分析。mAb 和 ADC 的分析条件分别如表 1 和表 2 所示。通过向流动相中添加盐，可

抑制导致 mAb 分析中发生吸附的静电作用 3。比较了在 100 mmol/L 磷酸缓冲液流动相中

添加 150 mmol/L 氯化钠和未添加氯化钠的分析结果。此外，为抑制疏水性作用，通常采用

乙醇和乙腈等有机溶剂作为流动相 23。另一方面，SEC 色谱柱一般耐压较低，因此本文采

用粘度较低的乙腈作为流动相，通过改变 100 mmol/L 磷酸缓冲液流动相的添加量，研究了

ADC 的分离条件。 
邍 1. mAb 涸ⴔ區勵⟝ 

禹絡 Nexera XS inert 

蒀靶叙 Shim-pack Bio Diol-300*1 

150 mm × 4.6 mmⰻ䖈2 μm 

崨⸓湱 ゎ䧴♶ゎ150 mmol/L守⻊ꛧ涸100 
mmol/L熧ꃑꛧ綕Ȿ巊pH 6.9 

崨鸟 0.2 mL/min 

叙庛 25 ˚C 

呋ㅷ櫕 TORASTTM-H梯槴櫕䀙峸SGLC*2 

鵳呋⡤獤 5 μL (1 mg/mL mAb) 

唬崵㐼 280 nmSPD-M40UHPLC䟘䚍崨
鸑寑 

*1：P/N 227 -31010-01、*2：P/N 370 -04301-01 

邍 2. ADC 涸ⴔ區勵⟝ 

禹絡 Nexera XS inert 

蒀靶叙 Shim-pack Bio Diol-300 
150 mm × 4.6 mmⰻ䖈2 μm 

崨⸓湱 0ծ5ծ10ծ15 %⛩臟涸100 mmol/L
熧ꃑꛧ綕Ȿ巊pH 6.9 

崨鸟 0.2 mL/min 

叙庛 25 ˚C 

呋ㅷ櫕 TORAST-H梯槴櫕䀙峸SGLC 

鵳呋ꆀ 5 μL (1 mg/mL ADC) 

唬崵㐼 280 nmSPD-M40UHPLC䟘䚍崨
鸑寑 
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2. mAb 涸翸꧋⡤ⴔ區 
㕃 1 䨾爙⚹⢪欽劢幑⸈⿺幑⸈ 150 mmol/L 守⻊ꛧ涸崨⸓湱傞涸蒀靶㕃կず傞鵮⺫䭍⽀

⡤蒀靶䂽꣡鵛5.5։8.7 ⴔꛦ峤膴涸翸꧋⡤㕃 1 ⚥-1ծ晙媯㕃 1 ⚥-3涸蒀靶䂽㕃կ
崨⸓湱⚥劢幑⸈守⻊ꛧ傞⽀⡤涸蒀靶䂽㕃 1 ⚥-2ⴀ梡䬯㽵罜崨⸓湱⚥幑⸈ 150 mmol/L

守⻊ꛧ傞䬯㽵䖤ⵌ䫈ⵖկ♸姼ず傞翸꧋⡤ㄤ晙媯涸蒀靶䂽ⴔ猌⛲䖤ⵌ佖㊤կ歋姼〳濼
幑⸈守⻊ꛧた蒀靶叙㞅俱♸ mAb ꢂ涸꫽歏⡲欽䖤ⵌ䫈ⵖ䲿넞✫ⴔ猌佪卓կ 

 
㕃 1. 崨⸓湱⚥幑⸈/劢幑⸈守⻊ꛧ傞 mAb 涸蒀靶㕃嫱鳅 

3. ADC 涸翸꧋⡤ⴔ區 
鵳遤 ADC 翸꧋⡤ⴔ區傞罌㻋✫崨⸓湱⚥⛩臟崽䏞涸䕧ㆇկ㥵㕃 2 佞㣐㕃䨾爙劢幑

⸈⛩臟傞⽀⡤涸蒀靶䂽ⴀ梡㾝㺈⚂䬯㽵կ罜幑⸈⛩臟傞ꥥ满⸈叻崽䏞涸⼮넞蒀靶䂽䕎
朐䖤ⵌ佖㊤կ歋姼〳濼幑⸈⛩臟㼆 ADC ♸蒀靶叙㞅俱ꢂ涸毜宐䚍⡲欽Ⱘ剣䫈ⵖ佪卓կADC
♸㞅俱ꢂ毜宐䚍⡲欽涸玐䏞㔔♸䫒⡤絕ざ涸⡛ⴔ㶩蚋暟毜宐䚍玐䏞ㄤ絕ざ侨罜剣䨾♶ず㔔
姼꨽銳呏研 ADC 涸猫碫灇瑕剒⢕涸剣劼很⵫崽䏞կ告僽꨽銳岤䠑涸僽幑⸈鵂㢴涸剣劼
很⵫〳腊䒸饰呋ㅷ」䚍կ 
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㕃 2. 崨⸓湱⚥⛩臟崽䏞㼆ⴔ猌涸䕧ㆇ 

4. 絕雿 
本文介绍了使用 Nexera XS inert 系统，采用 Shim-pack Bio Diol 色谱柱分析单克隆抗

体（mAb）及抗体偶联药物（ADC）聚集体的案例。进行这些分析时，由于盐浓度和有机溶

剂的浓度对分离有较大影响，因此需要研究合适的流动相种类和浓度，避免样品和填料之间

产生次要的相互作用。 

虽然包含高浓度盐的流动相、以及在缓冲液中加入有机溶剂的流动相具有提高分离的效

果，但是对于普通的 HPLC 系统来说，条件过于苛刻。此次使用具有优异的耐腐蚀性的 Nexera 
XS inert 系统，以最佳流动相条件完美地完成了分析，改善了单体与聚集体和片段的分离。 
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欰暟䟘䚍巊湱蒀靶⟉♸㢴錭䏞⯕侔㼘唬崵㐼翫欽崵㹁⿽䫒ⴔ㶩ꆀ 
 

䶰 銳劥俒ꅷ欽䀙峸欰暟䟘䚍巊湱蒀靶⟉翫ざ㢴錭䏞⯕侔㼘唬崵㐼崵㹁⿽䫒ⴔ㶩ꆀ⚹䲀
倗⿽䫒鵶䱹䞔ⲃ䲿⣘⣜研կ劥㹊낉ꅷ欽⡤獤䱗꣖蒀靶㼆⿽䫒呋ㅷ鵳遤ⴔ猌㢴錭䏞⯕侔㼘唬
崵㐼唬崵ⴔ㶩ꆀկ鸑鵂靶㕃䖤濼姼⿽䫒呋ㅷ⽀䫒 Fc 畮輑ざ㘗ゎ 3 ⚡⚺銳䧭ⴔ㢴錭
䏞⯕侔㼘唬崵㐼崵䖤ꅾ㖲ⴔ㶩ꆀⴔⵆ⚹ 197708 Daծ145121 Daծ56401 Da䲀崵⿽䫒呋ㅷ
絆䧭⚹⿽䫒Fc 畮輑ざ scFv⽀䫒劢輑ざ scFvㄤ⽀Ꝇ䫒⡤ scFvկ姼ⴔ㶩ꆀ崵㹁倰岁
乼⡲皍⤑䘯鸟䧭劥⡛〳⚹⿽䫒鵶䱹䞔ⲃ涸烁㹁䲿⣘⣜研կ 

Ⱒꝶ霒㢴錭䏞⯕侔㼘唬崵㐼  ⿽䫒  ꅾ㖲ⴔ㶩ꆀ 

 

⿽暵䒗䚍䫒⡤⟄♴皍獦⿽䫒僽ず傞腊㢿絕ざ⚙⚡♶ず邍⡙䧴罏䫒⾲涸䫒⡤➢罜꣖
倗䧴慨崞⿽ꬶ挿⥌〿鸑騟➝㼋⯝氋絈脅㼆胅泿絈脅刿㥩涸勄⠟㔔姼〳腊⠔蜦䖤嫱⽀♧䫒
⡤刿㥩涸⚰䎯絕卓⿽䫒灇〄⛲㢊「Ⱒ岤կ 

⿽䫒猫碫籖㢴剣㛇✵晙媯⻊霃雦涸ⴔ㶩湬䱹㼜㢴⚡䫒⾲絕ざ⽀⯋絕ざ㖈♧⚡尵剣 Fc
⼓㚖涸ⴔ㶩♳霃雦皍⽀告緃⛘ Fc 畮過崰⼱邝劍湱㼆鳅瀊〳腊㶸㖈珘㹁䚍ㄤ翸꧋䚍
꡼곿⛲剣㛇✵⥂殆 Fc ⼓㚖霃雦涸㼆獦䚍ⴔ㶩霃雦ㄤꬋ㼆獦䚍ⴔ㶩霃雦垷䒭⥂殆 Fc ⼓㚖
涸⿽䫒蚋暟過崰⼱邝劍鳅Ɤ〳〄䮦碫⡃✵ IgG 涸䫒⡤暵挿կ 

㖈⿽䫒❡ㅷ灇〄欰❡鵂玐⚥꨽銳㼆Ⱖ㣐㼭䒗餘䚍鵳遤ⴔ區导僥⿽䫒鵶䱹䞔ⲃ⥂ꥻ
❡ㅷ餘ꆀկ劥俒ꅷ欽⡤獤䱗꣖蒀靶SEC翫ざ㢴錭䏞⯕侔㼘唬崵㐼MALS㼆⽀䫒 Fc 畮
輑ざ㘗㼆獦ⴔ㶩⿽䫒呋ㅷ㣐㼭䒗餘䚍鵳遤ⴔ區SEC 呏研ⴔ㶩ꆀ㣐㼭ⴔ猌⿽䫒呋ㅷMALS
唬崵㐼崵㹁⿽䫒呋ㅷⴔ㶩ꆀ➢罜䲀倗⿽䫒呋ㅷ鵶䱹䞔ⲃկ姼倰岁皍⽀넞佪ծⲥ烁䏞넞〳
欽✵崵㹁⿽䫒呋ㅷⴔ㶩ꆀկ 

1. 㹊낉鿈ⴔ 
1.1 ⟉㐼 

劥㹊낉ꅷ欽䀙峸欰暟䟘䚍巊湱蒀靶禹絡կⰨ⡤ꂁ縨⚹ 
禹絡䱽ⵖ㐼 CBM-40 膴 孞 劼 DGU-405 
鳕 巊 岹 LC-40 D XSi 荈⸓鵳呋㐼 SIL-40C XSi 
叙 庛 盲 CTO-40C 唬 崵 㐼 1 SPD-M40A 
蒀靶䊨⡲畀 LabSolutions Ver. 5.98 唬 崵 㐼 2 MALS* 
MALS*㢴錭䏞⯕侔㼘唬崵㐼 

1.2 ⴔ區勵⟝ 
蒀 靶 叙 SHIMSEN Ankylo SEC-300300 mm ×7.8 mm I.D.3.0 µm 

䀙峸♳嵳㹊낉㐼勞剣ꣳⰖ぀P/N: 380-01215-10 

崨 ⸓ 湱 
A 湱50 mM 熧ꃑ渮綕Ȿ巊+300 mM NaClpH=6.8 

B 湱⛩臟 
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崨 鸟 0.7 mL/min 叙 庛 30˫ 
鵳 呋 ⡤ 獤 10 μL 唬 崵 岚 Ɤ 260 nm 
峤 膴 倰 䒭 瘝䏞峤膴B 湱崽䏞⚹ 10% 

2. 叻ⲥ很巊ㄤ呋ㅷꂁⵖ倰岁 
暋過幡跗涯BSA叻ⲥ很巊獦》暋過幡跗涯 2.000 mg欽馄紱宐㹁㺂荛 1 mL崽

䏞⚹ 2.000 mg/mLկ 
⿽䫒很巊⿽䫒呋ㅷ欽馄紱宐很鍒崽䏞⚹ 5.000 mg/mLկ 

3. 絕卓♸雭雿 
3.1 MALS 崵㹁ⴔ㶩餘ꆀ⾲椚 

䔲ⴔ㶩鄄慨⯕撑㼘傞侔㼘⯕涸䔂䏞♸Ⱖⴔ㶩ꆀ剣湬䱹湱Ⱒ鵯猫Ⱒ禹〳⟄欽⯕侔㼘
Rayleigh 倰玐勻鵳遤䲽鶣կ䔲➢ 10°錭㼭錭䏞勻崵ꆀ⡛崽䏞呋ㅷ⯕侔㼘䔂䏞傞Rayleigh
倰玐〳⟄皍⻊⚹𝑅௅஺௅ௌ ൌ 𝐾௢௣௧ ൈ 𝑐 ൈ 𝑀𝑤կⰦ⚥RLALS ⚹㼭錭䏞侔㼘⯕䔂〳歋 MALS 唬崵
㐼唬崵䖤ⵌkopt ⚹⯕侔㼘䌢侨c ⚹崽䏞⽀⡙⚹ mg/mLMw ⚹ꅾ㖲ⴔ㶩ꆀկ 

㥵꨽䖤ⵌⴔ㶩ꆀⴔ䋒鵮꨽崽䏞㘗唬崵㐼雦皾♶ずⴔ㶩ꆀ涸⽑嫱䨾⟄劥俒㼜稘㢪唬崵
㐼♸ MALS 鵶欽䖤ⵌ♶ずⴔ㶩ꆀ⽑嫱雦皾侨㖲ⴔ㶩ꆀ MnծZ 㖲ⴔ㶩ꆀ Mz ⿺ⴔ㶩ꆀⴔ
䋒䭷侨կ 

MALS 崵㹁ⴔ㶩ꆀ鵮꨽雦皾⟉㐼ㆇ䎾䌢侨♧菚ꅷ欽溶濼ⴔ㶩ꆀ涸ず碫㘗叻ⲥ很巊雦皾
䖤ⵌ劥㹊낉叻ⲥ很巊⚹暋過幡跗涯很巊կ 

3.2 暋過幡跗涯叻ⲥ很巊靶㕃 
ⴔ區暋過幡跗涯叻ⲥ很巊溶濼ⴔ㶩ꆀ⚹ 66500䖤ⵌ靶㕃㥵㕃 1 䨾爙կ➢㕃〳濼稘

㢪靶㕃剣 3 ⚡䂽⥂殆傞ꢂ 12.950 min 涸⚺䂽⚹ BSA ⚺䧭ⴔ10-12min ⚙䂽⚹翸꧋⡤կ
鸑鵂 SECview 鲱⟝雦皾䖤ⵌ⚺䧭ⴔゎꆀ⚹ 86.29%⚺䧭ⴔ崽䏞⚹ 1.726 mg/mLMALS ⟉
㐼ㆇ䎾䔂䏞⚹ 2.9626×10-7稘㢪⟉㐼ㆇ䎾䔂䏞⚹ 8.8552×105կ 

 
㕃 1. BSA 很巊靶㕃 

 



 

56 
 

3.3 ⿽䫒呋ㅷⴔ㶩ꆀ絕卓 
䭽撑 1.2 ⚥⟉㐼倰岁ⴔ區⿽䫒呋ㅷ霪呋ㅷ⚹⽀䫒 Fc 畮輑ざ㘗⿽䫒䖤ⵌ靶㕃㥵㕃 2

䨾爙կ➢㕃⚥〳錛⿽䫒呋ㅷⰟⴀ梡 3 ⚡⚺銳蒀靶䂽鸑鵂 SECview 鲱⟝雦皾䖤ⵌ䂽 1ծ䂽
2ծ䂽 3 ꅾ㖲ⴔ㶩ꆀ Mw ⴔⵆ⚹ 197708 Daծ145121 Daծ56401 Da♲䂽ꅾ㖲ⴔ㶩ꆀ♸侨
㖲ⴔ㶩ꆀ涸嫱⧩Mw/Mn㖲⚹ 1.00Ⱘ⡤ⴔ㶩ꆀⴔ䋒錛㕃 3կ 

䂽 2 ♸䂽 3 ⴔ㶩ꆀ⛓ㄤ⚹ 201522 Da♸䂽 1 ⴔ㶩ꆀ⨊䊵⚹ 1.92%佦䲀崵䂽 1 ⚹⿽
䫒⽀䫒 Fc 畮輑ざ scFv䂽 2 ⚹⽀䫒劢輑ざ scFv䂽 3 ⚹⽀Ꝇ䫒⡤ scFvկ 

 
㕃 2. ⿽䫒呋ㅷ靶㕃 

 
㕃 3. ⿽䫒呋ㅷⴔ㶩ꆀⴔ䋒 

4. 絕雿 
劥俒ꅷ欽䀙峸欰暟䟘䚍巊湱蒀靶⟉翫ざ㢴錭䏞⯕侔㼘唬崵㐼崵㹁⿽䫒ⴔ㶩ꆀ⚹䲀倗⿽

䫒鵶䱹䞔ⲃ䲿⣘⣜研կ劥㹊낉ꅷ欽⡤獤䱗꣖蒀靶㼆⿽䫒呋ㅷ鵳遤ⴔ猌㢴錭䏞⯕侔㼘唬崵㐼
唬崵ⴔ㶩ꆀկ鸑鵂靶㕃䖤濼姼⿽䫒呋ㅷ⽀䫒 Fc 畮輑ざ㘗ゎ 3 ⚡⚺銳䧭ⴔ㢴錭䏞⯕

侔㼘唬崵㐼崵䖤ꅾ㖲ⴔ㶩ꆀⴔⵆ⚹ 197708 Daծ145121 Daծ56401 Da䲀崵⿽䫒呋ㅷ絆䧭
⚹⿽䫒Fc 畮輑ざ scFv⽀䫒劢輑ざ scFvㄤ⽀Ꝇ䫒⡤ scFvկ姼ⴔ㶩ꆀ崵㹁倰岁乼⡲
皍⤑䘯鸟䧭劥⡛〳⚹⿽䫒鵶䱹䞔ⲃ涸烁㹁䲿⣘⣜研կ 
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2.3 㛇㔔屛毫蚋暟 
㛇㔔屛毫僽䭷㼜㢪彂姻䌢㛇㔔㼋Ⰶꬶ絈脅⟄索姻䧴邉⩟㛇㔔緃ꤴㄤ䒗䌢䒸饰涸氬氻

⛲㽠僽鸑鵂㛇㔔幑⸈ծ㛇㔔⥝姻ծ㛇㔔小랾瘝倰䒭⥝껑⚡⡤㛇㔔涸邍鴪䧴⥝㢕䒗䌢㛇㔔鴪
ⵌ屛䠁氬氻湡涸涸毫岁կ㖈鵯猫屛毫倰䒭⚥⟄氻嫫ծ餘磜 DNAծ腒餘⡤⚹鲿⡤㼜㛇㔔䎸
⴩䧴呍ꃑ晙媯㼋Ⰶ➃⡤絈脅た屛毫厤猫氬氻涸蚋暟ⴭ獦⚹㛇㔔屛毫蚋暟կ♶盗僽⡤ⰻ鵮僽⡤
㢪㛇㔔屛毫椚䟝鲿⡤涸鷥䭊僽㛇㔔屛毫䧭餕涸Ⱒꝶկ㔔姼㼊䪪ざ鷓涸鲿⡤♧湬僽㛇㔔屛
毫涸ꅾ銳灇瑕곭㚖կ䔲⵸䭽撑鲿⡤猫碫涸♶ず㛇㔔屛毫蚋暟〳ⴔ⚹ꬋ㢕ⵖ䚍氻嫫鲿⡤碫ծ
很泿氻嫫鲿⡤碫ծꬋ氻嫫鲿⡤碫ծ䅺ざ䫒⾲「⡤ T 絈脅碫կ䨔荛 2018 䎃 6 剢⚰䎯霚낉⚥
馄鵂 70%涸㛇㔔蚋暟鲿⡤⚹氻嫫鲿⡤կ湡⵸䌢欽✵㛇㔔屛毫涸氻嫫鲿⡤⺫䭍鷟䢨氻嫫LVծ
艑湱Ⱒ氻嫫AAVծ艑氻嫫AdVㄤ鲮䔶氻嫫RVկⰦ⚥艑氻嫫鲿⡤AAV歋✵ⰦⰨ
剣㸝Ⰼ䚍넞ծ⯝氋⾲䚍⡛ծ的侔䚍䔂ծ䠭厩薴㔵䎛ծ邍鴪珘㹁ծ暵䒗䚍䔂瘝暵挿鄄錠⚹㛇
㔔屛毫⚥湡⵸剒Ⱘ悶⸂涸氻嫫鲿⡤⛓♧䎇⚂溶鄄⡲⚹♧猫㸝Ⰼ剣佪涸氻嫫鲿⡤欽✵㛇㔔屛
毫涸⚰䎯霚낉կ 

㼆✵ AAV 㛇㔔屛毫蚋暟罜鎊Ⱒꝶ餘ꆀ唬崵꨽銳罌㻋㢴猫餘ꆀ㾩䚍ꤑ♧菚暵䚍㢪
鵮⺫䭍ꊹⵆծ佪⟟ծ紱䏞ㄤ㸝Ⰼ䚍瘝㢴⚡倰꬗կⰦ⚥ꛏ㼆 AAV ❡ㅷ涸暵䒗䚍唬崵고⚹邆㡲
模侮䚍♸䠭厩忹䏞㖈佞遤唬崵♳䌢⺫䭍邆㡲ꊹⵆծ瑟㡲桧ծ忹䏞唬崵罜㸝Ⰼ䚍唬崵ⴭ⺫
䭍偽蝒ծ䗎欰暟ծ佅⾲⡤ծⰻ嫫稇瘝կⰦ⚥巊湱蒀靶岁䌢欽✵邆㡲跗涯ꊹⵆ⿺紱䏞ծ跗涯
紱䏞ծ瑟㡲桧ծ翸꧋⡤ծ氻嫫鲿⡤跗涯❇㛇嫱⢾ծ氻嫫鲿⡤模侮䚍瘝倰꬗կ劥畎㽠䀙峸欰暟
䟘䚍巊湱㖈㛇㔔屛毫蚋暟欽餘磜朐䙖ծAAV 瑟㡲桧瘝倰꬗涸䎾欽⨞霫絈➝絏⣘湱Ⱒ➃プ⿬
罌կ 

 

  



 

58 
 

欰暟䟘䚍巊湱蒀靶ⴔ區♲猫匬㘗涸餘磜呋ㅷ 
 

䶰 銳劥俒⢪欽欰暟䟘䚍巊湱蒀靶⟉ⴔ區餘磜♲猫匬㘗կ鸑鵂⠏⻊蒀靶叙庛䏞⢪ 3 猫朐
䙖餘磜ⴔ猌䏞㖲㣐✵ 1.5㹊梡模Ⰼⴔ猌կ餘磜呋ㅷꅾ㢕ⴔ區 6 妃⥂殆傞ꢂ RSD 㼭✵ 0.1%
䂽꬗獤 RSD 㼭✵ 1.80%ꅾ㢕䚍絕卓⢕կ姼倰岁鷓欽✵餘磜呋ㅷ涸ⴔ區կ 

Ⱒꝶ霒欰暟䟘䚍巊湱蒀靶  餘磜  ⴔ猌䏞  ꅾ㢕䚍 

䪮助暵挿 
 鸑鵂蒀靶叙庛䏞⠏⻊⢪ 3 猫朐䙖餘磜ⴔ猌䏞㣐✵ 1.5㹊梡㛇絁ⴔ猌կ  
 ⢪欽䟘䚍巊湱蒀靶⟉ⴔ區餘磜呋ㅷ⢪呋ㅷ㖈⟉㐼⚥偽婎殆⥂殆傞ꢂㄤ䂽꬗獤ꅾ㢕䚍
㖲⢕կ 
 

餘磜僽㶸㖈✵絈脅餘⚥涸♧碫杝用✵厩蒀⡤涸麰吗㔔㶩絟㣐鿈ⴔ⚹ DNAկⰦ〳⟄鵳
遤荈⚺㢕ⵖ䎇腊㖈絈脅ⴔ鄬傞䛎㹁涸吗絛㶩去絈脅կ䨾⟄餘磜⡲⚹皍⽀僒乼⡲涸㛇㔔鲿
⡤䎛岌欽✵㛇㔔絈脅屛毫ㄤ呍ꃑ蚋暟곭㚖կ 

叻ⲥ涸餘磜 DNA Ⱘ剣 3 猫㛇劥匬㘗馄轠偒(Supercoiled皍獦 SC)ծ絁䚍(Linear)ㄤ
䒓梠(Opencircular皍獦 OC)կⰦ⚥馄轠偒鄄雩⚹僽♧猫腊㢿剒剣佪㖑䲿넞鲮厩佪桧ㄤ湡涸
㛇㔔邍鴪ꆀ涸餘磜䕎䙖կ㖈㛇㔔屛毫涸灇瑕⚥刿僽㼆蚋欽餘磜涸馄轠偒ゎꆀ⨞✫僈烁銳宠
(FDA:>80%NMPA:90%SMPA:>85%)կ䨾⟄䖎剣䗳銳㼜♲猫餘磜ⴔ猌䎇㼆Ⱖゎꆀ鵳遤
烁㹁կ 

餘磜⚹ゎ熧ꃑ㛇㔙涸 DNA僒㖈䌢錞巊湱蒀靶⟉⚥婎殆➢罜䕧ㆇⴔ區涸ꅾ㢕䚍կ劥俒
ꅷ欽欰暟䟘䚍巊湱蒀靶⟉ⴔ區餘磜呋ㅷ⿡ꤑ✫餘磜呋ㅷ㖈⟉㐼⚥涸婎殆կず傞鸑鵂倰岁⠏
⻊㼜♲猫匬㘗餘磜模Ⰼⴔ猌姼倰岁嫱䌢錞涸歏岷岁剣刿넞涸ⴔ鳹桧ㄤꅾ㢕䚍կ 

1. 㹊낉鿈ⴔ 
1.1 ⟉㐼 

欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉Ⱘ⡤ꂁ縨⥌䜂㥵♴ 
禹絡䱽ⵖ㐼 CBM-40 膴 孞 劼 DGU-405 
鳕 巊 岹 LC-40D XSi×2 荈⸓鵳呋㐼 SIL-40C XSi 
叙 庛 盲 CTO-40C 唬 崵 㐼 SPD-M40 

蒀靶䊨⡲畀 LabSolutions Ver. 5.114 

1.2 ⴔ區勵⟝  
蒀 靶 叙 SHIMSEN Ankylo SAX-PM 150×4.6 mm I.D., 5 μm, 

䀙峸♳嵳㹊낉㐼勞剣ꣳⰖ぀P/N380-01215-64 
崨 ⸓ 湱 A 湱-20mM Tris-HCl(pH=8.5)B 湱-1M NaCl in20mM Tris-HCl(pH=8.5) 
鵳 呋 ⡤ 獤 10 μL 崨 鸟 1 mL/min  
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叙 庛 25˫ 岚 Ɤ 260 nm 
峤 膴 倰 䒭 唑䏞峤膴B 湱ⴲ映崽䏞⚹ 60%傞ꢂ玐䎸錛邍 1կ 

邍 1. 唑䏞峤膴玐䎸 

 

 

 

2. 絕卓♸雭雿 
2.1 ⴔ猌䏞⠏⻊ 

餘磜剣♲猫朐䙖ⴔⵆ⚹馄轠偒ծ䒓梠ㄤ絁䚍㖈烁㹁✫崨⸓湱ㄤ蒀靶叙勵⟝た鸑鵂
靈侮蒀靶叙庛䏞㼆ⴔ猌䏞鵳遤⠏⻊կ蒀靶叙庛䏞⚹ 40ծ30 ㄤ 25˫傞ꅷ꧋䖤ⵌ涸蒀靶㕃㥵㕃
1 䨾爙ⴔ猌䏞絕卓㥵邍 2 䨾爙կ絕卓邍僈ꥥ满蒀靶叙庛䏞涸꣭⡛ⴔ猌䏞䲿넞կ庛䏞⚹
25˫傞ⴔ猌䏞㖲㣐✵ 1.5㹊梡模Ⰼⴔ猌կ烁雩剒絊蒀靶叙庛䏞⚹ 25˫կ 

 

 

 
㕃 1. ♶ず蒀靶叙庛䏞♴涸蒀靶㕃 

 

4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 min

0.0

2.5

5.0

7.5

mAU (x10)
260nm,4nm 

3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 min

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0
mAU (x10)

260nm,4nm 

Time(min) Module Command Value 

10.00 Pumps Pump B Conc. 90 
10.01 Pumps Pump B Conc. 60 

15 Control Stop  

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 min

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

mAU(x100)
260nm,4nm 

䒓梠餘磜 

馄轠偒餘磜 

絁䚍餘磜 

40˫ 

30˫ 

25˫ 
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邍 2. ♶ず蒀靶叙庛䏞♴♲猫餘磜涸ⴔ猌䏞 

蒀靶叙庛䏞 
ⴔ猌䏞 

䒓梠餘磜 馄轠偒餘磜 絁䚍餘磜 

40˫ / 2.098 0.194 

30˫ / 2.381 1.362 

25˫ / 2.563 1.668 

2.2 ꅾ㢕䚍㹊낉絕卓 
餘磜絕匬⚥ゎ熧ꃑ㛇㔙僒㖈䌢錞巊湱蒀靶⚥婎殆➢罜䕧ㆇ䂽꬗獤ꅾ㢕䚍կ劥㹊낉ꅷ

欽䟘䚍巊湱蒀靶㼜 3 猫朐䙖餘磜ꅾ㢕ⴔ區 6 妃罌㻋倰岁ꅾ㢕䚍կ絕卓儑爙⥂殆傞ꢂ
RSD 㼭✵ 0.09%䂽꬗獤 RSD 㼭✵ 1.72%ꅾ㢕䚍絕卓葻㥩կ 

 
㕃 2. ♲猫朐䙖餘磜ꅾ㢕ⴔ區蒀靶㕃嫱鳅n=6 

邍 3. ♲猫朐䙖餘磜ꅾ㢕䚍㹊낉絕卓n=6 

餘磜朐䙖 ⥂殆傞ꢂ RSD(%) 䂽꬗獤 RSD(%) 
䒓梠餘磜 0.08 1.72 

馄轠偒餘磜 0.09 1.10 
絁䚍餘磜 0.09 0.69 

3. 絕雿 
劥俒⢪欽欰暟䟘䚍巊湱蒀靶⟉ⴔ區餘磜呋ㅷ〄梡庛䏞㼆 3 猫♶ず匬㘗餘磜涸ⴔ猌䕧

ㆇ僈儑鸑鵂靈侮庛䏞〳 ⟄㹊梡 3 猫匬㘗涸ⴔ猌䏞㖲㣐✵ 1.5կ餘磜㖈䟘䚍巊湱⚥偽婎殆
姼傞⥂殆傞ꢂㄤ䂽꬗獤ꅾ㢕䚍絕卓㖲⢕կ姼倰岁鷓欽✵餘磜呋ㅷ涸♲猫匬㘗ⴔ區կ 

  

2.5 5.0 7.5 min

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

uV(x100,000)



 

61 
 

欰暟䟘䚍巊湱蒀靶⟉崵㹁艑湱Ⱒ氻嫫瑟㡲桧 
 

䶰 銳劥俒ꅷ欽欰暟䟘䚍巊湱蒀靶⟉䒊用✫艑湱Ⱒ氻嫫瑟㡲桧涸崵㹁倰岁կ㖈霪崵㹁倰岁
灇瑕⚥ꅾ挿ㄤꦼ挿㽠僽⠏⻊瑟邆㡲ㄤ忘邆㡲涸ⴔ猌䏞꡼곿劥㹊낉鸑鵂⠏⻊蒀靶勵⟝〳
⢪忘邆㡲氻嫫ㄤ瑟邆㡲氻嫫㹊梡✫㛇絁ⴔ猌կꅾ㢕䚍㹊낉⚥㼜艑湱Ⱒ氻嫫呋ㅷꅾ㢕ⴔ區 6
妃⥂殆傞ꢂ RSD 㼭✵ 0.60%䂽꬗獤 RSD 㼭✵ 2.00%կ㹊낉絕卓邍僈姼倰岁鷓欽✵艑
湱Ⱒ氻嫫瑟㡲桧ⴔ區կ 

Ⱒꝶ霒艑湱Ⱒ氻嫫 忘邆㡲氻嫫  瑟邆㡲氻嫫  瑟㡲桧 

艑湱Ⱒ氻嫫Adeno-associated virus, 皍獦 AAV㔔Ⱖ㸝Ⰼ䚍넞⯝氋⾲䚍⡛㺋⚺
薴㔵䎛邍鴪珘㹁瘝暵挿鄄錠⚹剒剣⵸鸀ㄤ剒「妅鵓涸㛇㔔鲿⡤⛓♧կ 

㖈艑湱Ⱒ氻嫫ⵖ㢊鵂玐⚥ꤑ✫ゎ剣ⰌꟋ DNA 㛇㔔絆涸模侮 AAV 鲿⡤忘邆㡲氻嫫
㢪剣♧㹁嫱⢾涸 AAV 곾磜♶ゎ⟣⡦ DNA 㛇㔔絆鄄獦⚹瑟邆㡲氻嫫կ㣐ꆀ瑟氻嫫곾磜涸
㶸㖈〳腊⠔㟞⸈ AAV 鲿⡤涸⯝氋⾲䚍㟞⸈⯝氋嫫䚍涸굥ꤗ䧴畊✰絈脅邍꬗「⡤絕ざ⡙
挿ծⰻふ⡲欽⿺脅ⰻ鵂玐䕧ㆇ AAV 鲿⡤涸剣佪䚍ㄤ㸝Ⰼ䚍կ䨾⟄㖈欰❡餘䱽⚥㼆瑟㡲桧
瑟邆㡲氻嫫/Ⰼ氻嫫鵳遤䘯鸟ⲥ烁涸崵㹁ꬋ䌢ꅾ銳կ 

劥俒⟄厤猫 AAV ⚹⢾⢪欽䀙峸欰暟䟘䚍巊湱蒀靶⟉䒓〄✫㼆䎾 HPLC ⴔ區倰岁〳
欽✵ AAV 瑟㡲桧涸崵㹁կ 

1. 㹊낉鿈ⴔ 
1.1 ⟉㐼 

欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶⟉Ⱘ⡤ꂁ縨⥌䜂㥵♴ 
禹絡䱽ⵖ㐼 CBM-40 膴 孞 劼 DGU-405 
鳕 巊 岹 LC-40D XSi×2 荈⸓鵳呋㐼 SIL-40C XSi 
叙 庛 盲 CTO-40C 唬 崵 㐼 RF-20A XS 

蒀靶䊨⡲畀 LabSolutions Ver. 5.114 

1.2 ⴔ區勵⟝ 
蒀 靶 叙 CIMacTM AAV Empty/Full 0.1 Analytical Column 艑湱Ⱒ模侮邆㡲ⴔ區叙 

崨 ⸓ 湱 
A湱20 mM bis-tris propane (BTP,pH 9.0) 

B湱20 mM bis-tris propane (BTP,pH 9.0) with 1M NaCl 
崨 鸟 1.0 mL/min 鵳 呋 ⡤ 獤 1 µL 

唬 崵 岚 Ɤ 
慨〄岚Ɤ 280 nm 

〄㼘岚Ɤ 348 nm 
叙 庛 20˫ 

峤 膴 倰 䒭 唑䏞峤膴B 湱ⴲ映崽䏞⚹ 0%傞ꢂ玐䎸錛邍 1կ 
邍 1. 唑䏞傞ꢂ玐䎸 

时间 单元 处理命令 值 
1.00 泵 B.conc 0 
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3.00 泵 B.conc 8 
6.00 泵 B.conc 8 
7.00 泵 B.conc 18 
9.00 泵 B.conc 18 
10.00 泵 B.conc 40 
12.00 泵 B.conc 95 
16.00 泵 B.conc 95 
16.01 泵 B.conc 0 
18.00 控制器 Stop  

2. 絕卓♸雭雿 
2.1 倰岁⠏⻊ 

⚹✫崵㹁AAV氻嫫涸ⲥ烁瑟㡲桧꨽㼜忘邆㡲ㄤ瑟邆㡲氻嫫模Ⰼⴔ猌կ⿬罌俒柄⚥崨
⸓湱唑䏞勵⟝㥵邍2䨾爙ꅷ꧋䖤ⵌ✫AAV氻嫫蒀靶㕃㥵㕃1䨾爙կⰦ⚥䂽1ㄤ䂽2ⴔⵆ
⚹瑟邆㡲ㄤ忘邆㡲Ⱖⴔ猌䏞⚹0.82劢㹊梡㛇絁ⴔ猌կ 

邍 2. 唑䏞傞ꢂ玐䎸 

傞ꢂ ⽀⯋ 㢅椚ㄐ⟁ ⧩ 
0.01 岹 B.conc 0 
1.00 岹 B.conc 0 
3.00 岹 B.conc 8 
4.00 岹 B.conc 20 
7.00 岹 B.conc 20 

10.00 岹 B.conc 30 
12.00 岹 B.conc 95 
16.00 岹 B.conc 95 
16.01 岹 B.conc 0 
18.00 䱽ⵖ㐼 Stop  

⚹✫䲿넞ⴔ猌䏞Ⱒꝶ㽠僽䪪ⵌ瑟邆㡲氻嫫♸忘邆㡲氻嫫㖈蒀靶叙♳⥂殆涸⚰歲挿կ
㖈鵯⚡⚰歲挿崽䏞♴瑟邆㡲氻嫫溶峤膴罜忘邆㡲氻嫫鵮鄄⥂殆㖈蒀靶叙♳կ絑鵂雦
皾瑟邆㡲氻嫫峤膴傞涸崨⸓湱B涸嫱⢾紨⚹8%䨾⟄㼜嫱⢾8%涸⥂䭯傞ꢂ㟞Ɤ荛6ⴔ
ꛦ瘝瑟邆㡲模Ⰼ峤膴たⱄ䲿넞崨⸓湱B涸嫱⢾荛18%忘邆㡲➢蒀靶叙⚥峤膴䖤ⵌ
蒀靶㕃㥵㕃4䨾爙կ姼傞⚙⚡蒀靶䂽⛓ꢂⴔ猌䏞⚹4.94㹊梡㛇絁ⴔ猌կ 

          
㕃 1. ⴲ映勵⟝♴蒀靶㕃㕃                        㕃 2. ⠏⻊唑䏞た蒀靶㕃 

2.5 5.0 min

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

mV

1
2

5.00.4 min

0.0

1.0

2.0

3.0
mV(x10)

1

2
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2.2 ꅾ㢕䚍㹊낉 
䭽撑 1.2 ⚥勵⟝ⴔ區 AAV 氻嫫ꅾ㢕鵳呋 6 妃罌㻋倰岁涸ꅾ㢕䚍կ絕卓儑爙瑟邆㡲

ㄤ忘邆㡲氻嫫⥂殆傞ꢂ RSD ⴔⵆ⚹ 0.54%ծ0.20%䂽꬗獤 RSD ⴔⵆ⚹ 1.90%ծ0.87%
ꅾ㢕䚍葻㥩կず傞崵䖤姼 AAV 呋ㅷ䎂㖲瑟㡲桧⚹ 58.85%կ 

 
㕃 3. ꅾ㢕䚍㹊낉蒀靶㕃 

邍 3. 厤 AAV 呋ㅷ瑟㡲桧ⴔ區絕卓 

綘〿 
瑟邆㡲氻嫫 忘邆㡲氻嫫 

瑟㡲桧 ⥂殆傞ꢂ
min 

䂽꬗獤 
⥂殆傞ꢂ
min 

䂽꬗獤 

1 3.442 451,291 6.781 319,175 58.6  

2 3.435 447,982 6.782 315,197 58.7  

3 3.450 448,258 6.783 312,230 58.9  

4 3.437 448,731 6.782 317,122 58.6  

5 3.406 467,722 6.765 317,865 59.5  

6 3.460 463,047 6.750 319,530 59.2  

䎂㖲 3.438  454505  6.774  316853  58.9 

RSD(%) 0.54 1.90 0.20 0.87 0.64 

3. 絕雿 
劥俒ꅷ欽欰暟䟘䚍巊湱蒀靶⟉䒊用✫艑湱Ⱒ氻嫫瑟㡲桧涸崵㹁倰岁կ鸑鵂⠏⻊崨⸓湱唑

䏞忘邆㡲氻嫫ㄤ瑟邆㡲氻嫫㹊梡㛇絁ⴔ猌崵䖤✫ⲥ烁瑟㡲桧⚂ꅾ㢕䚍葻㥩կ姼倰岁鷓
欽✵ AAV 氻嫫瑟㡲桧崵㹁կ 

  

2.5 5.0 7.5 min

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

uV(x100,000)

忘邆㡲氻嫫 瑟邆㡲氻嫫 
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2.4 ꃍ婎殆㹁ꆀⴔ區 
欰暟⪶⻊⚺銳僽ⵄ欽欰暟ꃍ⡲⚹⪶⻊⵫鵳遤⻊㷖鲮⻊涸鵂玐歋✵㸐又涸넞鷥䭊䚍⼓

㚖鷥䭊䚍ㄤ㼆僥⡤鷥䭊䚍ծ⪶⻊勵⟝庛ㄤծ⪶⻊佪桧䭷侨⦔㟞Ɤծ⡛腊署ㄤ綁蒀鵂玐Ⱖ
㖈䩛䚍蚋暟ㄤ綁蒀⻊㷖⚥涸䎾欽傈渤㟞㢴կ 

⢾㥵呍薗碫蚋暟䌢欽涸ざ䧭倰岁剣⻊㷖ざ䧭岁ㄤ欰暟⪶⻊ざ䧭⚙猫կꥥ满氻嫫去靧⡤禹
涸ꢞ僈⟄⿺欰暟⪶⻊ざ䧭䪮助鵳姿鵘欽欰暟⪶⻊ざ䧭呍薗碫⡃暟溶絑儑爙ⴀ䊭㣐涸⠏⸷կ
欰暟⪶⻊ざ䧭呍薗碫蚋暟涸⾲椚僽ⵄ欽䗎欰暟⚥❡欰涸呍薗熧ꃑ⻊ꃍ⪶⻊呍薗ծ焦㛇鲮䰃导
䎾⽰歋䐢⟟⣘䎾涸㣔搬呍薗⚹⾲俱㼜Ⱖ呍祪㛇鵳遤⻊㷖⥝껑た⡲⚹呍祪㛇⣘⡤ⵄ欽呍
薗熧ꃑ⻊ꃍ䧴膴孻呍祪鲮獴ꃍ⚹ꃍ彂㣔搬涸勇梠焦㛇⚹呍祪㛇「⡤鸑鵂ꃍ⪶⻊ざ䧭呍薗
⿺Ⱖ碫⡃暟կⵄ欽欰暟⪶⻊ざ䧭岁欰❡呍薗碫蚋暟䖎㣐〳腊⠔鸣䧭ꃍ涸婎殆կ婎殆ꃍ⡲⚹勇
餘㥵卓騈ꥥ蚋暟鵳Ⰶ➃⡤ⰻ剣〳腊䒸〄넞䔂䏞涸⯝氋⾲䚍瘝导䎾䒸饰鳅⚚ꅾ涸㸝Ⰼ䚍
굥ꤗկ㔔姼㛇✵㸝Ⰼ䚍ㄤ餘ꆀ䱽ⵖ涸銳宠꨽銳㼆鵯❈婎殆欰暟ꃍ鵳遤⚚呔䱽ⵖ⣜研欰暟
ꃍ⪶⻊⵫涸猫碫䒊用ざ鷓涸唬崵倰岁⟄烁㹁Ⱖ㖈⚥ꢂ⡤䧴䧭ㅷ⚥涸婎殆ꆀ⢪⛓䱽ⵖ㖈㸝
Ⰼ薴㔵ⰻկ 

㼆✵欰暟ꃍ碫暟餘涸唬崵巊湱蒀靶岁僽䌢錛涸ⴔ區倰岁կ⟄得ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍ⚹⢾
㖈巊湱蒀靶ⴔ區⚥䌢⠔ⴀ梡僈儑涸エ꣡梡韌鸣䧭䂽䕎㾝㺈ծ身併䏞⡛ծ叻ⲥ刼絁♶䧭絁䚍
瘝♧禹⴩꡼곿կ劥畎ⴭ➝絏⢪欽欰暟䟘䚍巊湱 Nexera XS inert 㼆ꃍ碫暟餘䒓㾝唬崵ⴔ區涸
呩⢾ⵄ欽䟘䚍暵䚍ꅾ挿鍒Ɀエ꣡꡼곿⣘湱Ⱒ➃プ⿬罌կ 
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欰暟䟘䚍巊湱絕ざ㽯㼄䱗꣖蒀靶岁唬崵䫒氻嫫蚋暟⾲俱艑㎛ョ⚥㎛

ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍ婎殆ꆀ 
 

䶰 銳劥俒ꅷ欽䀙峸欰暟䟘䚍巊湱禹絡絕ざ㽯㼄䱗꣖蒀靶岁䒓〄✫♧猫唬崵䫒氻嫫蚋暟
⾲俱艑得ョ⚥得ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍ婎殆ꆀ涸倝倰岁կ呋ㅷ⟄ 50˫峤膴巊很鍒応鵂た♳劼崵
㹁կ㢪叻岁㹁ꆀꃍ㖈 1~20 μg/mL 崽䏞薴㔵ⰻ湱Ⱒ禹侨㣐✵ 0.995կ倰岁㹁ꆀꣳ⚹ 1 μ
g/mL䰃皾䧭呋ㅷゎꆀ⚹ 0.04 %կ♲⚡♶ず崽䏞⥂殆傞ꢂㄤ䂽넞涸湱㼆叻ⲥ⨊䊵RSD
ⴔⵆ㖈 0.02~0.15 %ㄤ 1.20~2.71 %⛓ꢂ礵㺙䏞葻㥩կ♲⚡♶ず崽䏞涸⸈叻㔐佐桧㖈 90~105 %
⛓ꢂ䎂遤㢅椚♲妃呋ㅷ涸 RSD 㖈 1.27~4.16%倰岁ⲥ烁〳ꬑկ 

Ⱒꝶ霒欰暟䟘䚍巊湱  㽯㼄䱗꣖蒀靶岁  SEC  ꃍ婎殆 得ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍ 
 

得ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍPNP⡲⚹欰暟⪶⻊⵫腊㢿鷥䭊䚍㖑㼜艑薗宐鍒䧭艑得ョ梡溶
䎛岌欽✵䗎欰暟ꃍ岁欰❡呍薗碫䫒氻嫫蚋暟կPNP 僽♧猫Ⱘ剣欰暟⪶⻊崞䚍涸跗涯餘ⴔ
㶩ꆀ紨⚹ 30KDկ㥵卓蚋暟⚥㶸㖈婎殆涸ꃍ♧傉䶑Ⰶ➃⡤〳腊⠔䒸〄⯝氋导䎾㼆➃⡤
⨴䐀鸣䧭㪭胇կ艑得ョ僽厤❈䫒氻嫫蚋暟ざ䧭⾲俱佦剣䗳銳唬崵艑得ョ⚥ PNP 涸婎殆ꆀ
⟄⥂霆欽蚋㸝Ⰼկ 

艑得ョ⚥得ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍ婎殆ꆀ涸崵㹁⯎忘䮋䧶կ得ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍ㖈巊湱蒀靶ⴔ區
⚥邍梡ⴀ僈儑涸エ꣡梡韌鸣䧭䂽䕎㾝㺈ծ身併䏞⡛ծ叻ⲥ刼絁♶䧭絁䚍瘝♧禹⴩꡼곿կ艑
得ョ很鍒䚍䊵➑㖈䔂ꃑ勵⟝♴僒很告得ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍ㖈䔂ꃑ勵⟝♴♶珘㹁佦烁⥂呋
ㅷ腊剣♧㹁玐䏞很鍒涸ず傞⥂䭯ꃍ涸葻㥩珘㹁䚍荛Ⱒꅾ銳կ 

劥俒ꅷ欽䀙峸欰暟䟘䚍巊湱禹絡絕ざ㽯㼄䱗꣖蒀靶岁䒓〄✫♧猫㹁ꆀ唬崵䫒氻嫫蚋暟
⾲俱艑得ョ⚥得ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍ婎殆ꆀ涸倝倰岁倰岁絁䚍葻㥩ծ珘㹁〳ꬑ⣘湱Ⱒ唬崵➃
プ⿬罌կ 

1㹊낉鿈ⴔ 
1.1 ⟉㐼 

劥㹊낉⢪欽䀙峸欰暟䟘䚍馄넞佪巊湱蒀靶禹絡 Nexera XS inertկⰨ⡤ꂁ縨⚹ 
禹絡䱽ⵖ㐼 CBM-40lite 膴 孞 劼 DGU-405 
鳕 巊 岹 LC-40D XSi 荈⸓鵳呋㐼 SIL-40C XSi 
叙 庛 盲 CTO-40C 唬 崵 㐼 SPD-M40 
蒀靶䊨⡲畀 LabSolutions Ver. 5.111 

1.2 ⴔ區勵⟝  

巊湱蒀靶勵⟝ 
蒀 靶 叙  SHIMSEN Ankylo SEC-120 (300 ×7.8 mm I.D.,3.0 μm) 

䀙峸♳嵳㹊낉㐼勞剣ꣳⰖ぀ P/N380-01215-41 
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峤 膴 巊  150 mM 熧ꃑ渮綕Ȿ巊pH 6.8+300 mM 守⻊ꛧゎ 20 %⛩臟 
 

 

獦》 8.99 g 偽宐熧ꃑ✳孲ꛧծ10.65 g 偽宐熧ꃑ孲✳ꛧㄤ 17.54 g 守
⻊ꛧ⸈Ⰶ 1000 mL 馄紱宐很鍒ծ幊⺣ծ応鵂կ》 800 mL 応巊
⸈Ⰶ 200 mL ⛩臟幊⺣馄㡮 5 min⽰䖤կ 

崨 鸟  0.5 mL/min 鵳 呋 ⡤ 獤 50 μL 
叙 庛  30 ˫ 鵳呋㐼庛䏞 䌢庛 
峤 膴 傞 ꢂ  70 min 唬 崵 岚 Ɤ 216 nm 

1.3 叻ⲥ很巊ꂁⵖ 
ⲥ烁獦》 PNP 磋劣呋ㅷ鷓ꆀ⸈Ⰶ峤膴巊嶴偒幊⺣荛模Ⰼ很鍒ꂁⵖ⚹ 1 mg/mL 涸

叻ⲥ⪰㢊很巊կ⟄ 50 ˫峤膴巊鷶紩獺ꅺ⚹ 1ծ2ծ5ծ10 ㄤ 20 μg/mL 涸叻ⲥ禹⴩很巊㢊
欽կ 

1.4 呋ㅷ⵸㢅椚 
ⲥ烁獦》艑得ョ呋ㅷ 10 mg ✵ 15 mL 㝕俱猌䗱盗⚥⸈Ⰶ 4 mL 50 ˫掚峤膴巊嶴偒

幊⺣荛模Ⰼ很鍒ꂁⵖ⚹ 2.5 mg/mL 涸呋ㅷ很巊⟄㶰䖈⚹ 0.22 μm 涸❵宐 PTFE 応芘鵂
応 》応巊♳劼ⴔ區կ㹊낉⚥䱹鍘呋ㅷ涸㺂㐼㖲⚹翸⚋掜勞餘⟄Ⲹ㼱ꃍ涸エ꣡կ 

2. 絕卓♸雭雿 
2.1 ⚁㾩䚍 

得ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍ叻ⲥ呋ㅷծ很⵫瑟涯ㄤ艑得ョ呋ㅷ蒀靶㕃錛㕃 1կ很⵫瑟涯ㄤ艑得ョ

呋ㅷ㖈得ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍPNP⥂殆傞ꢂ㢅偽僈儑䎁䪓倰岁⚁㾩䚍㥩կ 

 
㕃 1. 得ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍ叻ⲥ呋ㅷծ很⵫瑟涯ㄤ艑得ョ呋ㅷ蒀靶㕃 

2.2 絁䚍Ⱒ禹 
䭽撑1.3ꂁⵖ❀⚡♶ず崽䏞涸叻ⲥ禹⴩很巊䭽撑1.2⚥涸ⴔ區勵⟝鵳遤崵㹁կ⟄䂽넞⚹

紷㗂叻⟄崽䏞⚹埇㗂叻㢪叻岁絚ⵖ吥ⲥ刼絁կ得ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍ吥ⲥ刼絁錛㕃2得ョ
呍薗熧ꃑ⻊ꃍ㹁ꆀꣳ蒀靶㕃錛㕃3絁䚍Ⱒ禹ծ唬ⴀꣳS/N=3ㄤ㹁ꆀꣳ錛邍1կ 
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呋ㅷ⚺䧭ⴔ䂽 

 

 a. PNP 叻ⲥㅷ(5 μg/mL) 
b. 很⵫瑟涯 
c. 艑得ョ呋ㅷ 2.5 mg/mL 

a 
b 
c 
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                㕃 2. PNP 吥ⲥ刼絁                        㕃 3. PNP 㹁ꆀꣳ蒀靶㕃1 µg/mL 

邍 1. 絁䚍Ⱒ禹ծ唬ⴀꣳㄤ㹁ꆀꣳ勉ꅾ1/A 

ぜ獦 絁䚍薴㔵 (µg/mL) ⲥ烁䏞(%) 湱Ⱒ禹侨 r 唬ⴀꣳ (S/N=3, µg/mL) 㹁ꆀꣳ (µg/mL) 㹁ꆀꣳ S/N 

PNP 1~20 88.2~113.9 0.9956 0.126 1 29.69 

2.3 礵㺙䏞㹊낉 
♲⚡♶ず崽䏞得ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍ叻呋鵶絯鵳呋 6 妃罌㻋⟉㐼涸礵㺙䏞⥂殆傞ꢂㄤ䂽

넞涸 RSD ⴔⵆ㖈 0.02~0.15 %ㄤ 1.20~2.71 %⛓ꢂ⟉㐼礵㺙䏞葻㥩կ 
邍 2. 礵㺙䏞絕卓n=6 

崽䏞μg/mL ⥂殆傞ꢂ(RSD%) 䂽넞(RSD%) 

1 0.15 2.71 
5 0.03 1.35 

20 0.02 1.20 

2.4 ⸈叻㔐佐㹊낉 
ⲥ烁獦》艑得ョ呋ㅷ10 mgⲥ烁⸈ⰆPNP叻ㅷⱄ䭽撑1.4呋ㅷⵖ㢊崨玐鵳遤⵸㢅椚

ⵖ䧭艑得ョ呋ㅷ⚥PNP⸈叻ꆀ⚹0.04 %ծ0.1 %ㄤ0.2 %涸♲⚡♶ず崽䏞涸⸈叻呋ㅷ⸈叻㔐
佐絕卓錛邍3կ♲⚡♶ず崽䏞涸⸈叻㔐佐桧㖈90~105 %⛓ꢂ䎂遤㢅椚♲妃呋ㅷ涸RSD㖈
1.27~4.16%⛓ꢂ倰岁ⲥ烁䏞㥩կ 

邍 3. ⸈叻㔐佐絕卓n=3 

艑得ョ呋ㅷ⚥ PNP 
⸈叻ꆀ% 

艑得ョ呋ㅷ⚥ PNP 
⸈叻㹊崵⧩% 

㔐佐桧/% RSD/% 

0.04 0.042 105 1.27 
0.1 0.093 93 1.27 
0.2 0.180 90 4.16 

3. 絕雿 
⢪欽䀙峸欰暟䟘䚍巊湱蒀靶禹絡絕ざ㽯㼄䱗꣖蒀靶倰岁䒓〄✫♧猫㹁ꆀ崵㹁䫒氻嫫蚋

暟⾲俱艑得ョ⚥得ョ呍薗熧ꃑ⻊ꃍ婎殆ꆀ涸倝倰岁կ呋ㅷ絑鵂 50˫掚峤膴巊很鍒応鵂た
♳劼ⴔ區傁〳⥂霆艑得ョ模Ⰼ很鍒ず傞⛲腊⥂䭯 PNP 葻㥩涸珘㹁䚍կ欰暟䟘䚍巊湱禹
絡絕ざ⠏鷥涸峤膴巊〳⟄剣佪䫈ⵖ PNP 涸エ꣡⡲欽䲿⼮身併䏞蜦䖤✫葻㥩涸ⴔ區絕卓կ 

0.0 5.0 10.0 15.0 浓浓
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

高浓(x10,000)

10.0 15.0

0.0

2.5

5.0

mAU(x0.1)
Ch5 216nm,4nm 

PN
P/

12
.7

22



北京市朝阳区朝外大街16号中国人寿大厦14层
邮政编码： 100020
电话： (010)8525-2310/2312        传真： (010)8525-2531

广州市天河区高唐路230号广电智慧大厦
邮政编码： 510656
电话： (020) 3718-3888            传真： (020) 3718-3804

沈阳市青年大街167号北方国际传媒中心11层
邮政编码： 110016
电话： 024-23255577                   传真： (024)2325-5577

成都市锦江区创意产业商务区三色路38号博瑞•创意成都写字楼
邮政编码： 610063
电话： (028)8619-8421/8422          传真： (028)8619-8420

昆明市青年路432号天恒大酒店 908室
邮政编码： 650021
电话： (0871)6315-2986/2987  传真： (0871)6315-2991 

西安市锦业一路56号研祥城市广场A座501
邮政编码： 710065
电话：029-62737878                     传真： (029) 6273-7879

邮政编码： 210005
电话： (025)8689-0258                   传真： (025)8689-0237

乌鲁木齐市中山路339号中泉广场14H座
邮政编码： 830002
电话： (0991)230-6271/6272         传真： (0991)230-6273

重庆市渝中区青年路38号重庆国贸中心1702座
邮政编码： 400010
电话： (023)6380-6068/6058          传真： (023)6380-6551

郑州市中原路220号裕达国际贸易中心A座20层2011室
邮政编码： 450007
电话： (0371)8663-2981/2983       传真： (0371)8663-2982

北京 广州

沈阳 成都 昆明

西安 南京
深圳市福田区天安数码城天展大厦1楼 F2.6-1C
邮政编码： 518040
电话： (0755)8340-2852           传真： (0755)8389-3100

深圳

湖南省长沙市芙蓉区解放西路188号国金中心T1大楼3115室
邮政编码： 410005

长沙乌鲁木齐 重庆

香港九龙尖沙咀海洋中心1028室
SUITE 1028,OCEAN CENTRE,HARBOUR CITY,
TSIM SHA TSUI, KOW LOON,HONG KONG 
电话： (00852)2375-4979         传真： (00852)2199-7438

香港
郑州 武汉

武汉市武昌区临江大道96号武汉万达中心31层3112室
邮政编码： 430060
电话： (027) 5908-0488                  传真：(027) 5908-0470

B座12层

南京市鼓楼区汉中路2号亚太商务楼27层B座

上海市徐汇区宜州路180号华鑫慧享城B2栋
邮政编码： 200233
电话： (021)3419-3888                   传真： (021)3419-3666

上海

岛津企业管理 (中国) 有限公司/岛津 (香港) 有限公司 http://www.shimadzu.com.cn

用户服务热线电话：800-8100439 本产品样本所宣传的内容，以本版本为准
日本总公司工厂已通过ISO质量·环境管理体系的认证

注：此样本所有信息仅供参考，如有变动恕不另行通知
样本中的试验数据除注明外为本公司的试验数据400-6500439




