
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

概要 
 mRNA のいくつかの生物物理学的な特性を定量化

するために DAWN 多角度光散乱検出器と Optilab 示

差屈折率検出器を取り込んだ SEC-MALS 法を開発し

た例を紹介します。特性としては分子量、凝集体

の割合、Rg, Rh, および Rg/Rh が含まれます。この方

法は、これらの特性が、mRNA の調製法、精製法や

保存条件によってどのように影響されるかを簡便

に調べるために利用することができます。 

はじめに 
 RNA 治療薬は生物学的に注

目される広範な分子に関わ

る急速に発展している分野

です。メッセンジャーリボ

核酸（mRNA）は DNA に蓄

えられている遺伝情報を、

機能を持つ蛋白質に変換す

る過渡的な生体分子です 1。

過去 10 年以上にわたって

mRNA は蛋白質を基礎とす

る治療薬に代わってますま

す望ましい代替法として出

現してきました；即ち、適

当な配列を持ち、合成の過

程で修飾され、デリバリー

体を付した mRNA 分子の方が、体内で正しく折り

たたまれ、翻訳後修飾される蛋白質の生産に結び

付くと考えられます。DNA をベースとする遺伝子

治療とは異なり、mRNA 製剤はゲノムに取り込まれ

てしまう危険がごく小さく、長期にわたる安全性

の問題を軽減させます。これらの利点を考えると、

mRNA は、ワクチンの開発、がんの免疫療法および 

 

蛋白質置換療法のための汎用性のあるプラットフ

ォームを提供する生物製剤工業に革命を起こす可

能性を持っています 2。このような明らかな利点に

もかかわらず mRNA 治療薬の開発はまだ始まった

ばかりで、医学的な成功は、mRNA の特性を高度

な解析ツールを用いて明らかにすることに強く依

存すると考えられています。RNA 分子固有の動力

学のため、特に 3 次元の構造情報を得ることは困

難です。従って、分子の大きさ、オリゴマー状態

やコンフォメーションの情報を与える相補的な技

術が mRNA の生化学的、生物物理学的特性を理解

するために重要になると考えられます。高性能の

サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）は、精製や

分子量（Mw）の推定や凝集の定量化への応用とし

て蛋白質の研究や蛋白質製剤の開発において広く

用いられてきました。SEC の応用は、さらに光散

乱（LS）検出器、即ち多角度光散乱（MALS）やオ

ンライン動的光散乱（DLS）を加えた時に正確な分

子量の決定や形状の推定にも拡張されています 3。  
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蛋白質の分析で一般に用いられている SEC-MALS

による性状解析は、RNA 分子の解析、特に mRNA

のような大きな RNA 分子の解析に重要です。SEC-

MALS 法は RNA のように特に大きなサイズや高密

度の電荷をもつような分子について、それ以外の

方法では得ることが難しい生物物理学的および構

造的な情報を与えることができます。mRNA 分子

を薬剤として開発するためには Mw や大きさやコ

ンフォメーションのような性質について調製過程

全体にわたって十分解析し、モニターしなければ

なりません。本ノートでは mRNA について広範に

解析する方法として、2 つの一般に用いられてい

る機器構成を用いて SEC-MALS 法の利用について

検討しています。材料としては蛋白質の発現レベ

ルを容易に定量化できる、赤血球の産生において

重要な役割を演じるホルモンであるエリスロポイ

エチン（EPO）と、蛍のルシフェラーゼ（fLuc）を

用いています 4。 

材料と方法 
 EPO と fLuc の mRNA は in vitro の転写系によって

合成しました。精製した mRNA 標品は UV 吸収によ

って定量化しました。SEC システムに SEC カラムを

接続し、移動相には PBS (50 mM リン酸、50 mM 

NaCl、250 ppm の NaN3、pH 6.8)を用いました。やや

速い流速 0.8 mL/min を用いて時間を短縮し、アッセ

イのスループットを上昇させました。 

 

 
 
フル装備の SEC-MALSシステムは、UV 検出器、SECカラム、

MALSおよび RI検出器を備えた HPLC からなります。系の制

御、データ取得および解析は ASTRAを用いて行いました。 

 

溶出は 260 nm の UV 吸収系で mRNA 分子を、280 

nm で蛋白質を検出し、続いて DLS モジュールを

組み込んだ WyattQELS を装備した DAWN MALS 検

出器、および Optilab 示差屈折率（RI）検出器での

測定を行いました。HPLC の制御には ASTRA ソフト

ウェア用いました。dn/dc の値として、mRNA は

0.172 mL/g、蛋白質は 0.185 mL/g を用いました。 

結果と考察 
 EPO および fLuc いずれの試料にも少量の巨大分

子種が見られたましたが、図 1 の UV および光散乱

（LS）のクロマトグラム見られるようにメインピ

ークから十分離れたピークとなりました。LS の強

度は濃度とMw の積に比例するので、UV や屈折率

（RI）に比べて LS シグナルは特に少量の巨大分子

を検出するのに有用です。 
 

 

図 1. 90°LS(実線)および 260 nm の UV 吸収（点線）から

得られた fLuc(青)と EPO(緑) mRNA のクロマトグラム 

 

 材料と方法の項に詳細を記してあるハードウェ

ア配置を用いると、Mw と 2 種の半径： 

・MALS 検出器から回転半径（Rg） 

・オンライン DLS 検出器から流体力学的半径（Rh） 

が同時に求められます。Mw, Rg, Rh, Rg/Rh, および

凝集の割合と 260 nm の吸収を含む特性を表 1 にま

とめています。この方法は再現性が非常によいこ

と、また、SEC-MALS で求められる特性はすべて 15

分以内に測定できることも注目すべき点です。 
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 各 mRNA の主ピークについて MALS-RI 解析で求

めたMw の値は EPO と fLuc mRNA の分子量の理論

値（それぞれ 273 kDa と 619 kDa）とほぼ完全に

一致しました。この結果は本研究で用いられた

mRNA が産生、保管、輸送を通じて完全に保存さ

れていることを保証しています。 

表１. EPO と fLuc mRNAの測定結果のまとめ 
 

 MW 
[kDa] 

Agga 

[%] 

Rg 

[nm] 

Rh 

[nm] 

Rg/Rh b 

EPO  272 ± 1 4.8 15 ± 1 12+/-1 1.2 22.8 

fLuc  622 ± 1 2.6 20 ± 1 17+/-1 1.2 22.4 

a Agg 凝集体の重量分率 
b  260 nm における吸光係数（mL⋅mg-1 cm-1） 

 

このような SEC-MALS による詳細な情報は、カラム

較正による伝統的な SEC-UV 法では得ることはでき

ません。球状蛋白質のカラム較正を用いて測定され

る RNA 分子の分子量は通常、球状蛋白質と mRNA 分

子の充填度の大きな違いのために実際より数倍大き

な分子量で過大評価されます。種々の長さのポリヌ

クレオチドを較正標準に用いたとしても SEC による

分離が十分ではないので低分解能のおおよその分子

量しか得られません。 

 

 

図 2. fLuc mRNA (青), EPO mRNA (緑) および チログロブリン

(赤) の分子量に UV による 260 nm のクロマトグラムを重ね

書きしてあります。 

 他方、オンライン MALS 検出器は、分子の充填度

や、あり得るカラムとの非理想的な相互作用に依存

せず、正確な分子量を与えます。図 2 は、本実験で

用いられた 2 つの mRNA と 1 種類の蛋白質チログロ

ブリンおよびそれらすべての凝集体のクロマトグラ

ムと分子量をプロットしています。 fLuc の mRNA は

チログロブリンと似た分子量を持っていますが、充

填度が小さいためにそれよりもずっと大きな溶出体

積のところに溶出されています。図 2 からもう一つ

見て取れることは、mRNA の主ピークはピーク内で

分子量が一定であり、この標品が純粋なモノマーで

あることを示唆しています。分子量と同時に、オン

ライン LS 検出器はデリバリー戦略に重要なサイズ

やコンフォメーションのような他の生物物理学的な

特性も測定することができます。2 つの mRNA とチ

ログロブリンの流体力学的半径を溶出体積に対して

プロットしたものを図 3 に示します。 

 

 

図 3. オンライン DLSから得られた fLuc mRNA (青), EPO mRNA 

(緑) およびチオグロブリン (赤)の流体力学的半径を溶出体積に

対してプロットし、260 nm で測定したクロマトグラムを重ね

書きしてあります。 

 

 Rg と Rh はその比が高分子のコンフォメーション

と関連しているので重要です。EPO と fLuc の mRNA 

モノマーの Rg : Rh 比は約 1.2 (表 1 参照)であり、ラ

ンダムコイルコンフォメーションの場合と一致して

います。ランダムコイル構造は Rg : Rh 比が 0.77 の

典型的な球状蛋白質よりも充填度がはるかに低いで

す。 



結論 
 本ノートで紹介した SEC-MALS 法は mRNA 分子の

生物物理学的特性を測定するための便利で迅速、

しかも強力なツールであることを証明しています。

この方法は mRNA の生物物理学的性質と安定性に

関して、異なるイオン、イオン強度、pH や他の緩

衝液条件下で研究するために用いることもできま

す。特に測定される特性が巨大な RNA、特にそれ

を治療薬として開発する場合には必須なツールで

す。 
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