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第1章 序論 

1.1 研究背景 

近年、医薬品のモダリティ（治療手段）が多様化している[1-4]。2000 年以前、低分子

医薬品はモダリティの主流であり、医薬品のニーズは高血圧や糖尿病といった生活習慣

病が高かった[5]。次第に、低分子医薬品ではアプローチが難しい疾患へのニーズの高ま

りに合わせ、抗体医薬品の開発が、躍進しはじめた[5, 6]。抗体医薬品は、特定の分子に

標的化することで、低分子医薬品よりも高い有効性と安全性をもたらした[5]。一方、万

人の患者に同一医療を提供する従来の医療から、患者の遺伝子情報に基づいたゲノム医

療・個別化医療の考え方が生まれてきた[5, 7]。患者のゲノム情報、薬効標的となり得る

タンパク質の発現量といった情報をバイオマーカーとして捕捉し、患者個々に対する治

療の最適化を目指す医療である。抗体医薬品は、その分子標的能からゲノム医療・個別

化医療が適用された代表的な医薬品である[7]。現在では、技術の発展も相まって、より

高度かつ複雑な創薬技術及び作用機序を有したモダリティとして、核酸医薬、遺伝子治

療、細胞治療、及び再生医療などが開発されている[1, 4, 6, 8-10]。一方で、医薬品の開

発には、その有効性と安全性データの他、品質が求められる。品質は、有効性と安全性

データの信頼性を支える基盤であり[11]、十分かつ適切な品質が確保できなければ、そ

れらのデータの非再現性や信頼性を損なうことにつながる。特に、上述した新規モダリ

ティの医薬品は、製造プロセスの複雑化、又は生物由来原料からの製造により、品質評

価及びその管理が肝要となる[10, 12-18]。 

核酸医薬の歴史は長いものの、相次ぐ臨床試験の失敗からその発展は滞っていた[19]。

しかし近年、核酸医薬を成すオリゴヌクレオチドに対する化学修飾の技術や薬物送達シ

ステム（drug delivery system: DDS）技術の発展による核酸の体内における安定性の向上

等に起因し、開発が再起している[19, 20]。一口に核酸医薬といっても、構造や作用部位

の異なる多様な種類を有し（Table 1-1）、そのうちアンチセンスの核酸医薬は最も多く

上市されている（Table 1-2）。オリゴヌクレオチドの化学修飾は、ヌクレアーゼ耐性の向

上や標的とする核酸との結合性の向上等を目的に、オリゴヌクレオチドのリン酸部、糖

部、又は塩基部に施される[21]。現在、上市されている核酸医薬に多く施されている化

学修飾は、リン酸部の酸素原子を硫黄原子に置き換えたホスホロチオエート化（S 化）

である（Table 1-2）。核酸医薬は、低分子医薬品と同様、化学合成により製造されること

が一般だが、低分子医薬品と比較し、製造工程が複雑かつ多くの不純物（オリゴヌクレ

オチド類縁物質）を含む[17]。また、S 化された核酸医薬（S-Oligo）の合成では、多数

の立体異性体が最終生成物に含まれることが知られている[18]。このような類縁物質は、

一定の薬理活性を示すことや人における安全性プロファイルに影響を及ぼすと考えら

れており[18]、同定や分離精製の徹底が重要となる。2018 年に国内で初めて制定された、
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核酸医薬の品質に関するガイドライン「核酸医薬品の品質の担保と評価において考慮す

べき事項について」では、製造工程で発生する類縁物質の分析や安全性や薬理活性等に

ついて、適切かつ十分な評価を行うことを推奨している[18]。 

 

Table 1-1 Types of oligonucleotide therapeutics (井上らの報告を一部改変[22]). 

 アンチセンス siRNA miRNA デコイ アプタマー CpG オリゴ 

構造 
一本鎖 

DNA/RNA 

二本鎖

RNA 

二本鎖

RNA 

二本鎖

DNA 

一本鎖 

DNA/RNA 
一本鎖 DNA 

塩基鎖長 13~30 20 程度 20 程度 20 程度 26~45 20 程度 

 

 

Table 1-2 List of approved oligonucleotide therapeutics and their characteristics as of 

November 2020 [23]. 

一般名 種類 塩基鎖長* 
化学修飾・DDS 

S 化 その他 

CpG1018 CpG オリゴ 22 〇 － 

Eteplirsen アンチセンス 30 － 〇 

Fomivirsen アンチセンス 21 〇 － 

Givosiran siRNA 21-23 〇 〇 

Golodirsen アンチセンス 25 － 〇 

Inotersen アンチセンス 20 〇 〇 

Lumasiran siRNA 21-23 〇 〇 

Mipomersen アンチセンス 20 〇 〇 

Nusinersen アンチセンス 18 〇 〇 

Patisiran siRNA 21-21 － 〇 

Pegaptanib アプタマー 28 － 〇 

Viltolarsen アンチセンス 21 － 〇 

Volanesorsen アンチセンス 20 〇 〇 

* siRNA については、Sence-Antisence を記載 

 

近年、医薬品の新たなモダリティとして、エクソソームへの注目が集まっている

（Figure 1-1）。エクソソームは、細胞が分泌する細胞外小胞の一種で、平均サイズが

20~150 nm の脂質二重膜からなる小胞である[24-30]。小胞内には、mRNA や miRNA の

他、ヒートショックプロテイン（HSC70 等）、インテグリン、及びテトラスパニン（CD9、

CD63 等）等の様々な機能性タンパク質を有する[25-28, 31, 32]。細胞から分泌されたエ
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クソソームは、全身を循環し、その細胞に由来するタンパク質や mRNA などを他の細

胞へと伝達し、細胞間のコミュニケーションの役割を果たしているとされる[25, 33]。が

んをはじめ、アルツハイマー型認知症や心血管系といった様々な疾患の病態にも深く関

与しているとされ、エクソソームの診断マーカーや予後因子としてのバイオマーカー、

そして治療標的としての活用が期待されている[28, 29, 31, 34-39]。また、エクソソーム

の臓器特異性や体液中で安定であること、人工的に設計されたリポソーム等の運搬体と

比較して生体分子のため免疫応答が起こりにくいといった特徴を考慮して、DDS への

応用も期待されている[25, 31, 40]。しかし、臨床応用にあたり、いくつかの課題が存在

する。例えば、医薬品として安定した供給を行うには、大量生産が必要になるが、細胞

から分泌されるエクソソームは僅かである。また、分離精製や解析法に確立した方法が

定まっていないため、医薬品としての品質の担保及びその評価法が難しい[39-42]。Table 

1-3 に、今日のエクソソーム分離法として代表される分離法を示した。現在、最も標準

的な分離法は、超遠心法であるが、いまだ課題は残る。また、Table 1-3 に示す以外にも

様々な分離法が開発されているが、超遠心法に取って代わる分離法は、いまだ確立して

いない[26, 43-45]。 

 

 
Figure 1-1 Transition of number of reports regarding exosome [Search query: “exosome” 

OR “extracellular vesicle”. Searched by Pubmed on 4 July 2020]. 
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Table 1-3 Comparison of separation methods of exosomes. [26, 44, 46] 

 特徴 課題 

超遠心法 ・最も標準的な分離法 

・比重の違いを利用した分離法 

・低コスト 

・大量の検体を取り扱える 

・多段階ステップで時間を要する 

・超遠心によるエクソソームへのダメ

ージ 

・類似した比重のタンパク凝集等は取

り除けない 

・超遠心機が必要 

・特異的なエクソソームの分離は不可 

ポリマー 

沈降法 

・エクソソームのポリマーへの吸着を

利用した分離法 

・高回収率 

・超遠心機のような特別な機器が不要 

・エクソソームへのダメージが小さい 

・ポリマーとタンパク質との非特異的

吸着により精製度が悪い 

・分離に時間を要する 

・特異的なエクソソームの分離は不可 

サイズ 

排除法 

・サイズによる分離法 

・短時間で分離 

・超遠心機のような特別な機器が不要 

・精製度が悪い 

・せん断応力によるエクソソームへの

ダメージ 

・特異的なエクソソームの分離は不可 

免疫 

沈降法 

・エクソソームの膜タンパク質を標的

としたリガンドによる分離法 

・短時間で分離 

・特異的なエクソソームを高純度に分

離可能 

・高コスト 

・低回収率 

・膜タンパク質に対する特異的なリガ

ンドが必要 

・分離後エクソソームの分析する場合、

リガンドの分離が必要 

 

高速液体クロマトグラフィー（high performance liquid chromatography: HPLC）は、有

機化合物の同定、医薬品の類縁物資の確認や最終生成物との分離精製等に用いる分析法

である[47-49]。HPLC は、分析対象物質の物理化学的性質によって様々な特性を持った

カラムを利用する。最も汎用されるカラムは、オクタデシルシリル基が表面に修飾され

た ODS カラムである。このような疎水基を修飾させたカラムを用いた HPLC は、逆相

クロマトグラフィー（reversed phase liquid chromatography: RPLC）と称され、カラム表面

の疎水基と分析対象物質との疎水性相互作用を利用して分離する。RPLC は、移動相の

組成を変えることで、カラムと分析対象物質との相互作用の強度を変化させ溶出させる。

移動相には、メタノールやアセトニトリルといった極性の高い有機溶媒が利用される。

RPLC 以外では、移動相又はカラムの固定相にイオン交換基を修飾させたイオン交換ク

ロマトグラフィー（ion exchange liquid chromatography: IELC）も汎用される HPLC の一
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つであり、主に緩衝液を移動相に用いて、イオン化した分析対象物質とカラムとの静電

的相互作用により分離する。いずれの HPLC も、分析時間の短縮や分離の向上のため、

複数の組成の移動相を使用したグラジエント法が用いられる。また、RPLC による分析

の際、移動相中の pH により、イオン化した分析対象物質の固定相への保持が弱まるの

を防ぐ目的で、イオン対試薬を移動相に添加する。しかし、グラジエント法やイオン対

試薬の使用には、課題もある。例えば、グラジエント法は、その条件最適化に向けた検

討にしばしば多くの時間と実験者の経験が求められる[50]。また、イオン対試薬の使用

は、分析前の移動相と固定相との平衡化に時間を要したり[51]、分離後の分析対象物質

を使用する場合は、分析対象物質からイオン対試薬を解離させる手技を追加しなければ

ならない[52, 53]。 

また、環境保全の観点においては、HPLC の廃液はしばしば問題視される。環境に配

慮した研究活動は、Paul Anastas と John Warner らによる “Green chemistry” [54]を皮切り

に広く知られるようになり [55-58]、近年では、持続可能な開発目標（sustainable 

development goals: SDGs）で知られる国際的な取り組みも相まって、その関心度は高ま

ってきている（Figure 1-2）[59-61]。一般的な分析条件において、HPLC による分析では、

1 L を超える廃液が日々生成されることが報告されている[62, 63]。特に、有機溶媒を含

む廃液処理法の一つには燃焼法が利用され[64]、その過程では温室効果ガスも排出され

得る。HPLC が広く普及していること及び最も汎用される RPLC の分析には有機溶媒が

用いられることを鑑みると、HPLC 廃液の削減は環境保全推進の一端を担うと考えられ

る。今後、さらに環境への配慮が重要視される社会において、環境への負荷を極力低減

させた実験手法の検討は強く望まれると考える[65]。 

アフィニティークロマトグラフィーは、主としてタンパク質や抗体といった分析対象

物質と固定相との特異的な結合相互作用を利用した分離法である[66, 67]。一般に、固定

相には分析対象物質に特異的に結合するリガンド（Protein A、Protein G、抗体、アプタ

マー、又はペプチド等）が使われる[68, 69, 67, 70]。しかし、分析対象物質の固定相から

の遊離には、強酸や高塩濃度の溶媒、又は有機溶媒が汎用されており、分析対象物質の

変性・失活のおそれや脱塩などの後処理を必要とする[71, 72]。 
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Figure 1-2  Transition of number of reports regarding environmental protection. 

[Search query: “climate change” OR “green chemistry” OR “sustainable chemistry” OR 

“global warming” OR “sustainable development goals” OR “SDGs” OR “environmental 

protection”. Searched by Pubmed on 21 July 2020] 

 

Poly(N-isopropylacrylamide [NIPAAm]) (PNIPAAm) は、相転移温度（lower critical solution 

temperature: LCST）を境に、ポリマー鎖の水和／脱水和によって、親水性／疎水性とそ

の物理化学的性質が変化する機能性高分子である（Figure 1-3）[73, 74]。PNIPAAm を基

盤とする機能性高分子の LCST は、NIPAAm へ疎水性のモノマーを共重合させることで

低温側へ、また親水性のモノマーを共重合させることで高温側へとシフトし、そのアプ

リケーションの用途によって LCST を変化させることが可能である[75-78]。さらに、分

子内にイオン化部位を持ったモノマーを導入することで、温度応答性だけでなく pH 応

答性や電荷を持たせることも可能である[77, 79, 80]。これらの特性を利用して、

PNIPAAm は蛍光プローブ[79, 81, 82]、DDS[83-88]、細胞シート[89-95]、温度応答性クロ

マトグラフィー（temperature responsive chromatography: TRC）[78, 96-102]、アフィニテ

ィークロマトグラフィー[71, 103, 104, 68, 69]といった様々なアプリケーションに応用さ

れている。 

TRC は、温度による固定相の物理化学的性質の変化を利用し、分析対象物質と固定相

との相互作用の強度を変化させることで分離する。従来の RPLC や IELC とは異なり、

移動相に有機溶媒の使用や煩雑なグラジエント法が不要であり、水系溶媒のみのイソク

ラティックな溶出条件で分析が可能である[96, 105, 106]。これらの特徴から、TRC は環

境低負荷な分析技術 “Green chromatography” を代表する一つである[62, 63, 107-109]。 

また、PNIPAAm を基盤とした温度応答性アフィニティークロマトグラフィー

（temperature responsive affinity chromatography: TRA）は、PNIPAAm の温度による固定

相の物理化学的変化を利用して、温度変化のみによって固定相のリガンドから分析対象
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物質を分離する手法であり、従来法よりも分析対象物質にとって温和な分離精製法とし

て期待されている[71, 103, 104, 68, 69]。 

 

 
Figure 1-3 PNIPAAm’s phase transition at LCST. 
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1.2 本研究の目的 

本研究では、温度応答性高分子 PNIPAAm を基盤とした機能性高分子を用いた分離シ

ステムによって、有機溶媒やイオン対試薬を使用しない、分析対象物質にとって温和か

つ環境低負荷な条件での新規分析法の開発を目指した。分析対象物質は、従来のモダリ

ティである低分子医薬品、近年開発の進む核酸医薬（オリゴヌクレオチド）、及び新た

なモダリティとして期待されるエクソソームを検討した。 

低分子医薬品の製造過程で生じ得る類縁物質・不純物等には様々な骨格を有した化合

物が含まれる。そのため、基本骨格の異なる化合物の分離は、医薬品の品質の観点から

重要である。一方、医薬品の研究開発では、薬物相互作用の有無を評価するために、複

数の代謝酵素基質薬を使用したカクテル基質試験が用いられることがある[110-112]。こ

れまでに PNIPAAm を基盤とした TRC による多成分の分離は、ステロイド類、アミノ

酸、バルビツール酸、又はベンゾジアゼピン系といった類似の基本骨格を持った複数の

分析対象物質を用いて検討されている[78, 97, 113, 114]。しかし、異なる基本骨格を持っ

た複数分析対象物質の分離は、報告されていない。このカクテル基質試験における基質

薬又はそれらの代謝物の分析は、化合物ごとの単分析又は有機溶媒を包含するグラジエ

ント法による RPLC が利用されている[110-112]。すなわち、TRC による基本骨格の異な

る複数分析対象物質の一斉分析の検討は、従来法と比較して、環境へ配慮した分析を実

現可能にすると考えられる。さらに、分析対象物質の組み合わせによっては、薬物相互

作用等の医薬品の研究開発に必要な分析結果を、一斉分析により迅速に取得可能となり、

研究開発の加速化に寄与すると考えられる。 

オリゴヌクレオチドの分析には、既往研究において、その疎水性相互作用、又はオリ

ゴヌクレオチドのリン酸基のイオン化部の静電的相互作用を利用した RPLC や IELC が

用いられている[115, 116]。S-Oligo のような、疎水性度が高く、複数の立体異性体を類

縁物質として含むオリゴヌクレオチドの分析では、ピークのブロードがみられるため、

イオン対試薬の使用による分離能の向上が検討されている[117-120]。上述のとおり、イ

オン対試薬の使用後は分析対象物質との乖離を要するため、より簡便な代替法が望まれ

る。しかし、イオン対試薬を使わず、かつ水系溶媒のみのイソクラティックな溶出条件

で、S-Oligo を含む複数のオリゴヌクレオチドを一斉分析した報告はない。 

応用研究が期待されるエクソソームは、疾患や生体内における役割といった本態解明

が肝要となる[25, 121, 122]。エクソソームの本態解明には、その生理活性を損なわずに

分離する必要があるが、既存の分離法の多くは、手技が煩雑、エクソソームへのダメー

ジがある、又は精製度が悪いといった課題が残り、最適な分離法は確立されていない。

よって、エクソソームの生理活性を維持したまま、精製度高く分離する簡便な手法の開

発は、依然として求められていると考えられる。 

そこで本研究では、水系溶媒のみのイソクラティックな溶出条件における TRC を用

いて、（1）異なる基本骨格を持つ薬物代謝酵素典型基質薬の一斉分析の検討、及び（2）
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オリゴヌクレオチドの塩基鎖長の違い、一塩基の違い、及び S-Oligo の S 化の数の違い

を認識可能な一斉分析法の開発を行った。また、温度応答性ポリマーを用いた TRA に

よって、（3）温度変化のみの温和な環境下におけるエクソソームの新規分離法の検討を

行った。
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第2章 異なる基本骨格を有する化合物の分離を目指した分子認識能を有する

グリーンクロマトグラフィーの開発 

2.1 緒言 

薬物相互作用（drug drug interaction: DDI）とは、薬物又はその代謝物が直接的又は間

接的に他の薬物やその代謝物の薬理作用や体内の薬物動態（吸収、分布、代謝、及び消

失）に影響を与えることである[123]。DDI で最もよくみられるのは、薬物の代謝過程に

おける薬物代謝酵素チトクローム P450（CYP）の活性に影響（代謝酵素の誘導・阻害等）

を与え、体内の薬物動態が変化し、既知の有効性又は安全性プロファイルを変化させて

しまうことである[124-127]。CYP 酵素は複数の分子種をもつ代謝酵素であり、生体内で

の異物や多くの医薬品の代謝に関与することで知られている[124-130]。医薬品の研究開

発では医薬品候補化合物のこれらの分子種に対する影響の程度を、非臨床薬物相互作用

試験（DDI 試験）や臨床 DDI 試験で評価している[131-137]。 

カクテル基質試験とは、一度の試験で複数の CYP 酵素に対する候補化合物の影響を

評価することが可能な DDI 試験の方法の一つである[123]。候補化合物が存在する場合

と存在しない場合での、各 CYP 酵素の典型基質薬の濃度変化を基にその候補化合物の

影響を評価することが可能である。この方法の活用は、早期の候補化合物のスクリーニ

ングやヒトでのまとまった分子種に対する臨床評価が可能となり、従来の各分子種に対

して個々に評価する方法に比較して、研究開発にかかる費用や時間の削減に貢献できる

と考えられる。こうした特徴から、これまでに複数の CYP 典型基質薬の組み合わせを

用いたカクテル基質試験が行われているが、多くの報告で基質薬物の濃度測定に関して

は薬物ごとに分析されている[131, 138-141]。一斉分析を検討した報告では、基質薬物の

分析に有機溶媒を含むグラジエント移動相を利用しているが[110-112]、水系溶媒のみの

イソクラティックな溶出条件での一斉分析法の報告はない。 

そこで本章では、低分子医薬品の製造過程で生じ得る類縁物質・不純物等の分離精製

を模した、異なる基本骨格を有する低分子化合物の分離システムの開発を行った。温度

応答性ポリマーである PNIPAAm を基盤とした TRC を用いて、有機溶媒を使用しない

分析条件での CYP7 分子種に対する異なる基本骨格を持った典型基質薬の一斉分析の

検討を行った（Figure 2-1）。また、典型基質薬及びその代謝物との一斉分析の検討も併

せて実施した。分析に用いた典型基質薬は、非臨床 DDI 試験で汎用されている基質薬

の組み合わせ（mixture for in vitro study）[132, 133, 142]、又は臨床 DDI 試験でカクテル

基質として報告されている組み合わせ（mixture for clinical study）を用いた[131, 142]

（Table 2-1）。 
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Figure 2-1 Concept of TRC using PNIPAAm for CYP substrates separation. 

 

Table 2-1 Mixture of CYP substrates used in this study.  

CYP 分子種 
典型基質薬の組み合わせ 

Mixture for in vitro study Mixture for clinical study 

CYP1A2 Phenacetin Caffeine 

CYP2A6 Coumarin － 

CYP2C9 Tolbutamide Warfarin 

CYP2C19 S-Mephenytoin Omeprazole 

CYP2D6 － Dextromethorphan 

CYP2E1 Chlorzoxazone － 

CYP3A Testosterone Midazolam 

 

2.2 実験 

2.2.1 試薬 

NIPAAm は KJ ケミカルズより供与され、使用前に n-hexane によって再結晶させ精製

した。n-Butyl methacrylate（BMA）、2,2’-azobis(isobutyronitrile)（AIBN）、及び 1,4-dioxane

は富士フイルム和光純薬より入手した。L-Tryptophan はペプチド研究所より入手後、既

報の方法によって[143-145]、trimethylamine の存在下で acryloyl chloride 及び methyl ester
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を 反 応 さ せ n-acryloyl L-tryptophan methyl ester （ L-Trp-OMe ） を 得 た 。 N,N-

Dimethylformamide （ DMF ）、 3-mercaptopropionic acid （ MPA ）、 及 び N,N’-

dicyclohexylcarbodiimide（DCC）は関東化学より、N-hydroxysuccinimide（NHS）はメル

クより、アミノプロピルシリカ（平均径 5 μm、孔径 12 nm）は西尾工業又はワイエムシ

ィよりそれぞれ入手した。精製水は、オルガノのピュアライト PRB によって精製され

た純水を使用した。CYP3A4、NADPH Regenerating System Solution A（26 mM NADP+ , 66 

mM glucose-6-phosphate, 66 mM MgCl2 in H2O）、及び NADPH Regenerating System Solution 

B（40 U/mL glucose-6-phosphate dehydrogenase in 5 mM sodium citrate）は Corning より入

手した。その他の試薬類は、特筆しない限り特級試薬を用いた。 

分析に用いた CYP 典型基質薬及び代謝物を Figure 2-2 に示す。Acetaminophen、cafeine、

dextromethorphan（dextromethorphan hydrobromide monohydrate）、midazolam、omeprazole、

phenacetin、testosterone、tolbutamide 及び warfarin（warfarin sodium）は富士フイルム和光

純薬より、coumarin 及び chlorzoxazone はシグマ アルドリッチ ジャパンより、S-

mephenytoin、4’-hydroxymephenytoin 及び 6β-hydroxytestosterone は住友化学より入手し

た。 
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Figure 2-2  Structures of the analytes used in simultaneous analysis of six CYP 

substrates for in vitro drug interaction assay (a), separation of CYP substrates and 

metabolites by temperature-responsive chromatography (b), and simultaneous analysis 

of five CYP substrates for clinical drug interaction studies (c). 
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2.2.2 温度応答性ポリマーの合成及びシリカへの修飾 

2.2.2.1 温度応答性ポリマーの合成 

本検討では、P(NIPAAm-co-BMA)及び P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)の温度応答性ポリマ

ーを使用した。いずれのポリマーも NIPAAm と BMA 又は L-Trp-OMe とのコポリマー

（モル比 95:5）であり、ラジカル開始剤及び連鎖移動剤としてそれぞれ AIBN 及び MPA

を用いて合成した。 

NIPAAm（159 mmol）及び BMA（8.40 mmol）又は L-Trp-OMe（8.40 mmol）を DMF

（45 mL）に溶解させた後、AIBN（0.706 mmol）及び MPA（4.13 mmol）を添加した。

得られた反応液を凍結脱気した後、70°C で 5 時間反応させた。反応後、diethyl ether 中

に反応液を滴下させ、合成したポリマーを沈殿させた。得られた沈殿物は acetone に溶

解させ、diethyl ether 中に滴下し精製した。精製後、沈殿物を回収し真空下で乾燥して白

色固体を得た。 

 

2.2.2.2 温度応答性ポリマーのシリカへの修飾 

合成した P(NIPAAm-co-BMA)（6.5 g）又は P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)（6.5 g）を ethyl 

acetate（50 mL）に溶解させ、DCC（0.51 g）及び NHS（0.29 g）をそれぞれのポリマー

溶液に添加した。得られた溶液を 4°C で 2 時間撹拌させ、その後 25°C の恒温槽で 24 時

間撹拌させた。反応副生成物である dicyclohexylurea を濾過により取り除いた後、濾液

を diethyl ether 中に滴下しポリマーを精製した。濾取して得られたスクシニル化ポリマ

ー（1.5 g）を 1,4-dioxane（50 mL）に溶解後、アミノプロピルシリカ（3.0 g）を加え、

25°C で 24 時間反応させた。反応後、濾取して得られたポリマー及びシリカを 1,4-dioxane

（50 mL）に溶解させ、再び 25°C で 24 時間反応させた。得られたシリカは methanol

（1000 mL）で洗浄し、真空下にて乾燥させた。アミノプロピルシリカ表面の未反応の

アミノ基のエンドキャップのため、乾燥させたポリマー修飾シリカを glycidol（15 mL）

と 1,4-dioxane（10 mL）に溶解させ、25°C で 24 時間撹拌させた。反応後、methanol（150 

mL）で洗浄し、真空下にて乾燥させ、P(NIPAAm-co-BMA)修飾シリカ及び P(NIPAAm-

co-L-Trp-OMe)修飾シリカを得た。 

 

2.2.3 温度応答性ポリマーの物性評価 

2.2.3.1 LCST 測定 

シリカに修飾した温度応答性ポリマーの LCST を推測するため、合成した温度応答性

ポリマーの LCST を測定した。ポリマーの LCST は、ポリマーを純水に溶解させた溶液

（5 mg/mL）の光透過率によって測定した。測定に使用した機器は、UV-Vis 分光光度計

（V-630、JASCO）、PT-31 ペルチェシステム（Krüss）、及び ETC-717 コントローラー
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（JASCO）であり、測定波長は 500 nm、昇温速度は 0.1°C/min の条件で測定した。50%

の光透過率の時点におけるポリマー溶液温度を LCST と定義した。 

 

2.2.3.2 ゲル濾過クロマトグラフィー測定 

ポリマーの分子量は、ゲル濾過クロマトグラフィー（GPC）（GPC-8020、東ソー）を

用いて評価した。分析条件は、TSK ガードカラム及び TSK GEL α-M カラム、カラム温

度 40°C、移動相 10 mM LiCl/DMF、流速を 1.0 mL/min とした。ポリマーを移動相に溶

解させた溶液（0.5 mg/mL）を測定した。キャリブレーションには、polyethylene glycol 標

準品（東ソー）を使用した。 

 

2.2.3.3 元素分析 

ポリマーのシリカへの修飾量は、ポリマー未修飾シリカ（アミノプロピルシリカ）、

P(NIPAAm-co-BMA)修飾シリカ、及び P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)修飾シリカを用いた元

素分析（PE2400 CHN、PerkinElmer）によって評価した。各ポリマーの修飾量は、アミ

ノプロピルシリカ及び各ポリマー修飾シリカの元素分析の測定結果から下式（1）を用

いて算出した。 

Polymer content = %Cp × [%Cp(calcd) × (1 − %Cp/%Cp(calcd)) × S]−1  （1） 

%Cp: アミノプロピルシリカから各ポリマー修飾シリカへの炭素割合の増加量 

%Cp(calcd): 各ポリマー修飾シリカにおける炭素重量割合 

S: アミノプロピルシリカの比表面積（180 m2/g） 

 

2.2.4 TRC 

2.2.4.1 非臨床評価用 CYP 典型基質薬のカクテル試料の一斉分析 

非臨床 DDI 試験で汎用される CYP 典型基質薬のカクテル試料の一斉分析を

P(NIPAAm-co-BMA)カラムを用いた TRC によって検討した。また、同じ分析条件にお

ける生体試料中の夾雑物の影響の有無を明らかにするために、ヒト血清を固相抽出した

溶液にスパイクしたカクテル試料を用いての一斉分析も検討した。 

HPLC システムは、HITACHI Model L-7100 pump、L-7400 UV detector、D-7500 integrator

（日立ハイテク）、及び AO-30C column oven（Shodex）を使用した。カラムは、P(NIPAAm-

co-BMA)修飾シリカをステンレスカラム（長さ 150 mm×内径 4.6 mm）に充填したもの

を使用した。移動相は 0.1 M ammonium acetate buffer（pH 4.8）を流速 1.0 mL/min で、検

出波長は 220 nm とした。カラム温度は 5、10、20、30、40、及び 50°C で検討した。カ
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クテル試料は、すべての基質薬を tetrahydrofuran に溶解（0.25 mg/mL）させ、ストック

溶液として調製後、phenacetin、coumarin、tolbutamide、S-mephenytoin、chlorzoxazone、

及び testosterone をそれぞれ 1:1.5:1:3:1.5:2 の濃度比率となるように調製した。各分析対

象物質の retention factor は、ウラシルの保持時間（t0）及び各分析対象物質の保持時間

（tR）より下式（2）を用いて算出した。 

Retention factor = (tR − t0) / t0  （2） 

ヒト血清は日水製薬から入手し、Sep-pak® Plus C18 カートリッジ（Waters）を使用し

て、methanol/純水（50:50）及び 0.1 M ammonium acetate で精製した。回収した溶液を減

圧乾燥した後、tetrahydrofuran（1 mL）に溶解して blank を得た。調製したカクテル試料

300 μL に blank 200 μL に混合したものを試料とした。 

 

2.2.4.2 CYP 典型基質薬と代謝物の同時分析 

非臨床 DDI 試験で汎用される CYP 典型基質薬のうち、phenacetin、S-mephenytoin、及

び testosterone とそれぞれの代謝物である acetaminophen、4’-hydroxymephenytoin、及び

6β-hydroxytestosterone を用いて、P(NIPAAm-co-BMA)カラム（2.2.4.1 項と同様）によっ

て基質薬物と代謝物との分析の検討を行った。 

分析に用いた HPLC システムは 2.2.4.1 項と同様とした。Phenacetin / acetaminophen 及

び S-mephenytoin / 4’-hydroxymephenytoin の分析には、移動相として 0.1 M ammonium 

acetate buffer（pH 4.8）を流速 1.0 mL/min で、検出波長は 220 nm を使用した。Testosterone 

/ 6β-hydroxytestosterone の分析には、移動相として純水を流速 1.0 mL/min で、検出波長

は 254 nm とした。カラム温度は 10°C と 40°C で検討した。Phenacetin と acetaminophen

はそれぞれ移動相に溶解（0.2 mg/mL）し、ストック溶液として調製後、1:1 の濃度比率

となるように調製し試料とした。S-mephenytoin と 4’-hydroxymephenytoin はそれぞれ移

動相に溶解（0.16 mg/mL）し、ストック溶液として調製後、3:2 の濃度比率となるよう

に調製し試料とした。Testosterone、6β-hydroxytestosterone のストック溶液は、それぞれ

純水、50 % acetonitrile に溶解後（25 μg/mL、10 mg/mL）、溶液比として 66:1 となるよう

に調製し試料とした。 

 

2.2.4.3 Testosterone / 6β-hydroxytestosterone を使用した in vitro 代謝実験 

非臨床 DDI 試験で汎用される CYP 典型基質薬である testosterone を in vitro で代謝さ

せた試料を P(NIPAAm-co-BMA)カラム（2.2.4.1 項と同様）によって分析し、代謝酵素由

来の夾雑物の影響を検討した。 

HPLC システムは、HITACHI Model L-7100 pump、L-7405 UV detector、D-7100 integrator、
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及び AO-30C column oven を使用した。移動相は純水を流速 1.0 mL/min で、検出波長は

254 nm とした。カラム温度は 10°C 及び 40°C で検討した。 

CYP3A4 20 pmol、NADPH Regenerating System Solution A 25 μL、NADPH Regenerating 

System Solution B 5 μL、methanol に溶解した testosterone（1 mg/mL）5 μL、及び 100 mM 

phosphate buffer 445 μL を加え、37°C で 10 分間インキュベーションを行った。Acetonitrile

（250 µL）によって反応を停止後、遠心分離（3,000 rpm×3 min）を行った。上清を減圧

乾燥した後、純水 1 mL に溶解した溶液を Sep-pak® Plus C18 を使用して methanol/純水

（60:40）で固相抽出した。溶出液を再度減圧乾燥させ、純水 1 mL に溶解したものを試

料とした。 

 

2.2.4.4 臨床評価用 CYP 典型基質薬のカクテル試料の一斉分析 

臨床 DDI 試験で汎用される CYP 典型基質薬のカクテル試料の一斉分析を P(NIPAAm-

co-BMA)及び P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)カラムによって検討した。 

HPLC システムは、HITACHI ChromasterUltra Rs、6170 pump、6270 autosampler、6310 

column oven、6430 diode array detector を使用した。カラムは、P(NIPAAm-co-BMA)修飾

シリカ又は P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)修飾シリカをステンレスカラム（長さ 50 mm×内

径 2.1 mm）に充填したものを使用した。移動相は 30 mM ammonium acetate buffer（pH 

5.8）を流速 0.2 mL/min で、検出波長は 280 nm とした。カラム温度は 10、20、30、40

及び 50°C で検討した。カクテル試料の調製は、すべての基質薬をストック溶液として

tetrahydrofuran に 1.0 mg/mL の濃度で溶解後、 caffeine 、warfarin 、 omeprazole 、

dextromethorphan、及び midazolam をそれぞれ 1:8:6:20:25 の濃度比率となるように調製

し試料とした。各分析対象物質の retention factor は、ウラシルの保持時間（t0）及び各分

析対象物質の保持時間（tR）より、2.2.4.1 項の式（2）を用いて算出した。 
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2.3 結果及び考察 

2.3.1 温度応答性ポリマーの物性評価 

P(NIPAAm-co-BMA)及び P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)は、NIPAAm と BMA 又は L-Trp-

OMe から、ラジカル開始剤（AIBN）及び連鎖移動剤（MPA）を用いて合成した（Figure 

2-3）。P(NIPAAm-co-BMA)及び P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)の LCST は、それぞれ 22.1°C

及び 21.4°C であり（Figure 2-4）、既報の同組成のポリマーの LCST と同程度であった

[113, 146]。P(NIPAAm-co-BMA)及び P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)の LCST は同程度であっ

たことから、BMA 及び L-Trp-OMe モノマーの疎水性度は同程度と推察された。また、

合成したポリマーはいずれも PNIPAAm と同じように LCST を境に急激な相転移がみら

れたことから、シリカ表面に修飾したポリマーも LCST を境とした急激な物理化学的性

質の変化を引き起こすと考えられた。 

P(NIPAAm-co-BMA)及び P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)の平均分子量と分子量分布を GPC

により測定した（Table 2-2）。P(NIPAAm-co-BMA)及び P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)のシリ

カへの修飾は、元素分析により評価した（Table 2-3）。修飾シリカの炭素含有量は、いず

れも未修飾シリカビーズの炭素含有量よりも多く、ポリマーが修飾されていることが示

唆された。 

 

 

Figure 2-3 Structures of PNIPAAm-based temperature-responsive polymers used in 

this study. 
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Figure 2-4 Temperature dependence of transmittance of a 5 mg/mL PNIPAAm solution, 

P(NIPAAm-co-BMA) solution and P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe) solution. 
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Table 2-2 Molecular weights of P(NIPAAm-co-BMA) and P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe) 

determined by GPC. 
 

Mn Mw/Mn 

P(NIPAAm-co-BMA) 6600 1.46 

P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe) 7200 1.78 

 

Table 2-3 Elemental analysis of P(NIPAAm-co-BMA) and P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)–

modified silica beads. 

 Atoms Grafted polymer 

(mg/m2)  Carbon (%) Nitrogen (%) 

None 2.85 ± 0.02 2.49 ± 0.34 - 

P(NIPAAm-co-BMA) 6.28 ± 0.02 3.46 ± 0.31 0.32 

P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)  6.68 ± 0.03 3.41 ± 0.32 0.35 

 

2.3.2 非臨床評価用 CYP 典型基質薬のカクテル試料の TRC による一斉分析 

P(NIPAAm-co-BMA)カラムを用いた TRC によって、6 つの CYP 典型基質薬のカクテ

ル試料の一斉分析を行った。6 つの CYP 典型基質薬（CYP1A2: phenacetin、CYP2A6: 

coumarin、CYP2C9: tolbutamide、CYP2C19: S-mephenytoin、CYP2E1: chlorzoxazone、CYP3A: 

testosterone; Figure 2-2a）は、U.S. Food and Drug Administration（FDA）ガイドライン及び

文献情報を基に in vitro DDI 評価系で用いられる薬剤の組み合わせを選択した[132, 133, 

142]。分析結果を Figure 2-5a に示す。Figure 2-5b 及び 2-5c は、各分析対象物質の retention 

factor を示す。いずれの基質薬も、カラム温度上昇に伴い保持が強くなり、TRC による

温度応答性の影響がみられ、カラム温度 40°C で最も良好な分離が確認できた（Figure 2-

5）。Phenacetin、coumarin、及び S-mephenytoin はピーク先端のみの分離がみられている

が、これらはカラム長を長くすることで更なる分離度の向上を図れると考えられる。 

TRC はカラム温度上昇に伴い固定相が親水性から疎水性へと変化し、分析対象物質

との相互作用が変化するため、疎水性度が高い分析対象物質ほど温度上昇に伴い保持が

強くなることが考えられる。しかし、6 つの基質薬のうち、phenacetin 及び chlorzoxazone

の溶出順序は疎水性度の強さに則していなかった。Phenacetin は、LCST 付近を境に

coumarin 及び S-mephenytoin との溶出順序の変化がみられた（Figure 2-5c）。Chlorzoxazone

の log P 値は coumarin よりも小さいが、分析したいずれの温度においても chlorzoxazone

の保持は coumarin よりも強かった。これらの変化は、カラム温度の上昇に伴うカラム

固定相の物理化学的性質の変化による親和性の変化の他に、既報されているカラム固定

相のポリマー鎖と phenacetin の NH 基又は芳香環との間の相互作用が関与していると考
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えられる[75, 76, 78]。 

6 つの基質薬が最も分離された 40°C の分析条件において、固相抽出したヒト血清に

スパイクした 6 つの基質薬を一斉分析した結果を Figure 2-6 に示す。溶出順序は、Figure 

2-5 で示した分析結果と同様であり、さらにいずれの基質薬もヒト血清由来の夾雑物の

ピークに被ることなく分離が可能であった。 

以上より、P(NIPAAm-co-BMA)カラムによる TRC を使用することで、非臨床 CYP 典

型基質薬のカクテル試料を一斉分析することが可能であった。これらの分析は、水系溶

媒のみのイソクラティックな溶出条件にて行い、既報のような有機溶媒の使用やグラジ

エント法を使用せずに一斉分析が可能であった。さらにヒト血清由来の夾雑物のピーク

に被ることなく一斉分析が可能であったことから、本分析条件を用いることで in vitro

評価系における生体試料中のカクテル基質薬の一斉分析が可能であることが示唆され

た。 
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Figure 2-5  Chromatogram and retention factor of six CYP substrates (1: S-Mephenytoin, 2: Coumarin, 3: Phenacetin, 4: Chlorzoxazone, 

5: Tolbutamide, 6: Testosterone) at various column temperatures on P(NIPAAm-co-BMA) column (a); effect of temperature on the retention 

factor (b); enlargement of (b) for S-mephenytoin, coumarin, and phenacetin (c). 
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Figure 2-6 Chromatogram of six CYP substrates (1: S-Mephenytoin, 2: Coumarin, 3: 

Phenacetin, 4: Chlorzoxazone, 5: Tolbutamide, 6: Testosterone) spiked in human serum. 

 

2.3.3 CYP 典型基質薬と代謝物の TRC による同時分析 

P(NIPAAm-co-BMA)カラムを用いた TRC によって、3 つの CYP 典型基質薬とそれら

の代謝物（phenacetin / acetaminophen、S-mephenytoin / 4’-hydroxymephenytoin、testosterone 

/ 6β-hydroxytestosterone; Figure 2-2b）の同時分析を行った。移動相は、phenacetin / 

acetaminophen 及び S-mephenytoin / 4’-hydroxymephenytoin の分析には 0.1 M ammonium 

acetate buffer（pH 4.8）を、testosterone / 6β-hydroxytestosterone には純水を使用し、いず

れの組み合わせも水系溶媒又は純水のみのイソクラティックな溶出条件で分析した。

Figure 2-7 に分析結果を示す。いずれの組み合わせも、カラム温度 10°C よりも 40°C で

保持が強く、TRC による温度応答性の影響がみられた（Figure 2-7）。Phenacetin / 

acetaminophen 及び testosterone / 6β-hydroxytestosterone の溶出順序は、log P の値に一致

しており、疎水性の低い代謝物の溶出が親化合物よりも溶出が早かった（Figure 2-7a 及

び 2-6c）。しかし、S-mephenytoin / 4’-hydroxymephenytoin では溶出順序は log P 値とは逆

の挙動を示した。一般に代謝物の疎水性度はその親化合物よりも低いが、S-mephenytoin

の保持は、いずれのカラム温度でも、代謝物の 4’-hydroxymephenytoin より弱かった

（Figure 2-7b）。この溶出挙動の違いは、ベンゼン環の電子密度が S-mephenytoin に比べ、

4’-hydroxymephenytoin の方がヒドロキシ基によって高くなり、固定相のポリマー鎖とベ

ンゼン環との相互作用（π–π 相互作用）が強まったことや、固定相と分析対象物質中の

NH 基との相互作用など複数の因子が影響したためと考えられる。また、移動相中（pH 
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4.8）における S-mephenytoin / 4’-hydroxymephenytoin のイオン化の程度の差も溶出挙動

の差に寄与していると考えられる。 

Testosterone と CYP3A4 を用いた in vitro 代謝実験では、代謝物である 6β-

hydroxytestosterone のピークがみられ、Figure 2-7c と同じ溶出順序及び挙動を示した

（Figure 2-8）。10°C の分析では、6β-hydroxytestosterone のピークが代謝実験由来の夾雑

物のピークと重なったが、40°C では夾雑物のピークと重なることなく testosterone 及び

6β-hydroxytestosterone の分離が可能であった。 

以上より、P(NIPAAm-co-BMA)カラムによる TRC によって、水系溶媒のみのイソク

ラティックな条件で、CYP 基質薬と代謝物を同時分析することが可能であった。さら

に、in vitro 代謝実験後の夾雑物の影響をうけることなく分離することも可能であり、こ

の TRC は in vitro 代謝実験後の CYP 基質薬と代謝物の同時分析の新たな手法としての

可能性が示唆された。 

 

 
Figure 2-7 Effect of temperature on the retention times of CYP substrate and its 

metabolite at 10 °C and 40 °C (phenacetin / acetaminophen (a); S-mephenytoin / 4’-

hydroxymephenytoin (b); testosterone / 6β-hydroxytestosterone (c)). 
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Figure 2-8 Effect of temperature on the retention times of testosterone and 

6β-hydroxytestosterone at 10 °C (a) and 40 °C (b). 

 

2.3.4 臨床評価用 CYP 典型基質薬のカクテル試料の TRC による一斉分析 

P(NIPAAm-co-BMA)カラム及び P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)カラムを用いたTRCによっ

て、30 mM ammonium acetate buffer（pH 5.8）のイソクラティックな条件で、5 つの CYP

典型基質薬のカクテル試料の一斉分析を行った。5 つの CYP 典型基質薬（CYP1A2: 

caffeine、CYP2C9: warfarin、CYP2C19: omeprazole、CYP2D6: dextromethorphan、CYP3A: 

midazolam; Figure 2-2c）は、U.S. Food and Drug Administration（FDA）ガイドライン及び

臨床 DDI 試験として報告のあるカクテル基質薬の組み合わせを選択した[131, 142]。分

析結果を Figure 2-9a 及び 2-9b に示す。Figure 2-9c 及び 2-9d は、各カラムにおける各分

析対象物質の retention factor を示す。P(NIPAAm-co-BMA)カラムでは、omeprazole 及び

midazolam で温度応答性がみられたが、その他の分析対象物質ではほとんど温度応答性

はみられず、さらに caffeine、dextromethorphan、及び warfarin の 3 つの分析対象物質は
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いずれの温度でもピークの重なりがみられた。一方、P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)カラムで

は、caffeine 及び dextromethorphan を除き、温度応答性がみられ、50°C において最も良

好な分離がみられた。P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)カラムでの良好な分離は、L-Trp-OMe の

分子認識能に寄与していると考えられた。BMA とは異なり、L-Trp-OMe は芳香環を有

する。既報研究にて、L-phenylalanine などの芳香環を有するコモノマーを共重合させる

ことで、ポリマー内の NH 基又は芳香環と分析対象物質の NH 基又は芳香環との間で、

NH–π 又は π–π 相互作用が働くことが示唆されている[75, 76, 78]。さらに L-tryptophane

の電子供与の強度は芳香族アミノ酸の中で、最も強いことが知られている[147]。そのた

め、P(NIPAAm-co-BMA)カラムと P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)カラムとで保持に大きく差

が出た warfarin 及び dextromethorphan は、分子内の芳香環に電子供与基（OH 基及び

OCH3 基）が存在し、芳香環の電子密度が他の分析対象物質よりも高く、カラム固定相

との相互作用が増強したと考えられた。他方、Mikuma らは、P(NIPAAm-co-L-

phenylalanine methyl ester (L-Phe-OMe))カラムによる TRC において、LCST 以下の温度で

固定相と分析対象物質との相互作用が容易にみられたと報告している。本検討では、

Mikuma らの報告とは異なり、LCST 以上にてより固定相と分析対象物質の相互作用が

みられていた。この違いは、コモノマーである L-Trp-OMe 内の芳香環の電子密度が L-

Phe-OMe の芳香環のそれよりも高いことによる、NH–π 又は π–π 相互作用の増強に起因

すると考えられる[147]。加えて、LCST 以上の高温状態における固定相の疎水性相互作

用も相まって、さらに保持が強くなったことも考えられる。Table 2-4 には、P(NIPAAm-

co-L-Trp-OMe)カラムの 50°C での分析における再現性データを示す。いずれの基質薬も、

3回の測定で溶出時間及びピークエリアに大きな差はなく、良好な再現性が確認された。 

以上より、P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe)カラムによる TRC によって、水系溶媒のみのイ

ソクラティックな溶出条件で、臨床評価用 CYP 基質薬の一斉分析が可能であった。こ

の PNIPAAm を基盤とした TRC は、有機溶媒を含むグラジエント法を使わずに、非臨

床及び臨床評価 CYP 基質薬のカクテル試料の一斉分析の他、代謝物との同時分析、及

び in vitro 代謝実験後の夾雑物の影響をうけることなく分離することが可能であり、今

日の環境低負荷な時代における DDI 評価系の新たな分析手法としての可能性が示唆さ

れた。 
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Figure 2-9 Chromatogram and retention factor of five CYP substrates (1: Caffeine, 2: 

Dextromethorphan, 3: Warfarin, 4: Omeprazole, 5: Midazolam) at various column 

temperatures on P(NIPAAm-co-BMA) column (a) and P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe) 

column (b); effect of temperature on the retention factor on P(NIPAAm-co-BMA) column 

(c) and P(NIPAAm-co-L-Trp-OMe) column (d). 
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Table 2-4  Repeatability of the present simultaneous analysis for multiple CYP 

substrates; relative standard deviation (RSD) was calculated from the data (mean and 

standard deviation (SD)) of triplicate sample (n=3) at a given concentration of each 

analyte: RSD was calculated from the data (mean and SD) of triplicate sample at a given 

concentration of each analyte. 

Analyte 
Concentration 

(mg/mL) 

Retention time (min)  Area 

Mean  (SD) RSD  Mean  (SD) RSD 

Caffeine 

0.00625 1.05 (0.000577) 0.000551  181000 (7020) 0.0387 

0.0125 1.05 (0.000577) 0.000552  364000 (7830) 0.0215 

0.025 1.04 (0.00116) 0.00111  744000 (15400) 0.0207 

Dextro-

methorphan 

0.125 2.51 (0.00423) 0.00168  765000 (37300) 0.0488 

0.25 2.47 (0.00200) 0.000810  1680000 (8850) 0.00527 

0.5 2.44 (0.000681) 0.000279  3320000 (30500) 0.00918 

Warfarin 

0.05 8.24 (0.000577) 0.0000700  1460000 (33100) 0.0226 

0.1 8.17 (0.000850) 0.000104  2970000 (47600) 0.0160 

0.2 8.11 (0.00565) 0.000696  6050000 (47700) 0.00789 

Omeprazole 

0.0375 4.03 (0.00869) 0.00215  1180000 (32100) 0.0272 

0.075 4.02 (0.00243) 0.000603  2430000 (42100) 0.0173 

0.15 3.99 (0.00637) 0.00160  4740000 (46100) 0.00972 

Midazolam 

0.15 16.4 (0.00155) 0.0000946  4760000 (41000) 0.00860 

0.3 16.4 (0.0127) 0.000775  9600000 (51100) 0.00532 

0.6 16.5 (0.00265) 0.000161  19700000 (121000) 0.00612 
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2.4 結論 

本章では、水系溶媒のみのイソクラティックな溶出条件による温度応答性クロマトグ

ラフィーを用いて、異なる基本骨格を持つ複数分析対象物質の一斉分析を検討した。有

機溶媒やグラジエント法を使用せずに、非臨床又は臨床評価用に一般的に使用される複

数 CYP 基質薬のカクテル試料の良好な分離が示された。イソクラティックかつ水系溶

媒のみを使用するという側面は、最適なグラジエント法の検討に要する時間や労力を従

来法よりも削減し、さらに分析対象物質にとってより低負荷という利点を持つ。また、

これらの特徴は、環境低負荷な分析技術 “Green chromatography”の一つとして期待され

る。 

また、分子認識能を有するコモノマーを温度応答性ポリマーに導入することでカラム

固定相に分子認識能を付加できるため、様々な分析対象物質への汎用性が高く、かつ分

析対象物質にとって温和な条件であるため、アミノ酸、ペプチド、抗体、核酸といった

生理活性分子の分析にも応用可能であると考えられた。 
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第3章 静電的特性及び温度応答性を有した環境低負荷型分析技術によるオリ

ゴヌクレオチドの分離精製法の開発 

3.1 緒言 

核酸医薬は、特定の塩基配列や特定のタンパク質を認識して遺伝子発現やタンパク質

の機能を制御する医薬品であり、従来のモダリティでは対処が難しい疾患に対するモダ

リティとして注目されている[22]。核酸医薬の開発は、オリゴヌクレオチドへの化学修

飾による生体内での安定性の向上や DDS 技術の発展も相まって、近年再起している[19, 

20]。S-Oligo は、上市されている核酸医薬のうち最も施されている化学修飾型オリゴヌ

クレオチドである。オリゴヌクレオチドの製造過程で生じ得る類縁物質は、最終生成物

と類似した配列を有し、一定の薬理活性を示すことや人における安全性プロファイルに

影響を及ぼすため、目的の核酸医薬の精製、類縁物質の分離することが肝要となる。現

在、オリゴヌクレオチドの分析には、移動相に有機溶媒又はイオン対試薬を含んだグラ

ジエント法を用いた RPLC や IELC が汎用されている[115, 116]。特に、S-Oligo の分析

にはイオン対試薬がしばしば使用されている[117-120]。イオン対試薬の使用は、分析前

の平衡化に時間を要したり[51]、分離後の分析対象物質からのイオン対試薬の解離[52, 

53]といった手技を要するため、イオン対試薬を用いずに分析対象物質を分離すること

は、分析に要する時間や手技の削減及び分析対象物質の生理活性を損なわずに分離可能

といったメリットがある。しかし、イオン対試薬を使わず、かつ水系溶媒のみのイソク

ラティックな溶出条件で、S-Oligo を含む複数のオリゴヌクレオチドを一斉分析した報

告はない。 

そこで本章では、カチオン性を有する温度応答性クロマトグラフィーにより、イオン

対試薬及び有機溶媒を使用しないイソクラティックな溶出条件での複数オリゴヌクレ

オチドの分離を行った。 

 

3.2 実験 

3.2.1 試薬 

N,N-Dimethylaminopropylacrylamide（DMAPAAm）は KJ ケミカルズより供与された。

N,N’-Methylenebisacrylamide（MBAAm）、4,4’-azobis(4-cyanovaleric acid)（V-501）、及び

phosphate buffer（66.7 mM pH 7.0、66.7 mM pH 6.6、及び 66.7 mM pH 7.6）は富士フイル

ム和光純薬より入手した。1-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydroquinoline（EEDQ）はシ

グマ アルドリッチ ジャパンより入手した。アミノプロピルシリカ（平均径 5 μm、孔

径 12 nm）はワイエムシィより入手した。その他の試薬類は、特筆しない限り特級試薬
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又は第 2 章で使用したものを用いた。 

分析に用いたオリゴヌクレオチドは、つくばオリゴサービスより入手した。Table 3-1

には、分析に用いたオリゴヌクレオチドの一覧及び分析に用いた濃度を示す。 

 

Table 3-1 Sequences of oligonucleotides analyzed in this study. 

Name Sequence Number of bases Concentration 

(μM)* 

dpT5 5’-d(TTTTT)-3’ 5 54 

dpT6 5’-d(TTTTTT)-3’ 6 45 

dpT10 5’-d(TTTTTTTTTT)-3’ 10 54 

dpT11 5’-d(TTTTTTTTTTT)-3’ 11 49 

dpT15 5’-d(TTTTTTTTTTTTTTT)-3’ 15 65 

dpT20 5’-d(TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT)-3’ 20 48 

dCend 5’-d(CTCATCACAC)-3’ 10 88 

dTend 5’-d(TTCATCACAC)-3’ 10 87 

dGend 5’-d(GTCATCACAC)-3’ 10 85 

dAend 5’-d(ATCATCACAC)-3’ 10 82 

dpT10-7S 5’-d(T^T^T^T^T^T^T^TTT)-3’ 10 81 

dpT10-8S 5’-d(T^T^T^T^T^T^T^T^TT)-3’ 10 81 

dpT10-9S 5’-d(T^T^T^T^T^T^T^T^T^T)-3’ 10 81 

dpT15-12S 5’-d(T^T^T^T^T^T^T^T^T^T^T^T^TTT)-3’ 15 54 

dpT15-13S 5’-d(T^T^T^T^T^T^T^T^T^T^T^T^T^TT)-3’ 15 54 

dpT15-14S 5’-d(T^T^T^T^T^T^T^T^T^T^T^T^T^T^T)-3’ 15 54 

d: deoxyribose, ^: phosphorothioated 

T: thymine, C: cytosine, A: adenine, G: guanine 

* All analytes were dissolved in 66.7 mM pH 7.0 phosphate buffer. 

 

3.2.2 温度応答性ハイドロゲル修飾シリカ 

3.2.2.1 IBD ハイドロゲル修飾シリカの作成 

本検討では、4 つの異なる組成の P(NIPAAm-co-BMA-co-DMAPAAm)（IBD）ハイドロ

ゲル修飾シリカを作成し、オリゴヌクレオチドの一斉分析に最適な組成を検討した。作

成した IBD ハイドロゲル修飾シリカの組成は、NIPAAm、BMA、及び DMAPAAm のモ

ル比が異なる IB5D0（NIPAAm : BMA : DMAPAAm = 95:5:0）、IB5D1（NIPAAm : BMA : 

DMAPAAm = 94:5:1）、IB0D5（NIPAAm : BMA : DMAPAAm = 95:0:5）、及び IB5D5

（NIPAAm : BMA : DMAPAAm = 90:5:5）とした。それぞれの IBD ハイドロゲル修飾シ
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リカは、開始剤として V-501 及び縮合剤として EEDQ によって V-501 修飾シリカを作

成した後、架橋剤として MBAAm を用いて合成した（Figure 3-1）。 

V-501（12.5 mmol）及び EEDQ（25.0 mmol）を DMF（50 mL）に溶解させた後、アミノ

プロピルシリカ（5.0 g）を添加した。得られた溶液を N2ガスにより 30 分間脱気した後、

25°C で 6 時間反応させた。反応後、濾取して得られた V-501 修飾シリカを ethanol（500 

mL）で洗浄し、真空下にて乾燥させた。その後、NIPAAm、BMA、DMAPAAm、MBAAm、

及び V-501 修飾シリカを ethanol 中に溶解させ、溶液を N2 ガスによって 30 分脱気した

後、70°C で 5 時間反応させた。反応後、濾取して得られた IBD ハイドロゲルカラムを

methanol によって洗浄し、非修飾ハイドロゲルを除去した。得られたシリカは、真空下

にて乾燥させた。各 IBD ハイドロゲル修飾シリカの合成に使用した NIPAAm、BMA、

DMAPAAm、MBAAm、V-501 修飾シリカ、及び ethanol の試薬量をそれぞれ下記に示す。 

IB5D0 ハイドロゲル修飾シリカ: NIPAAm（20.7 mmol）、BMA（1.12 mmol）、MBAAm

（0.44 mmol）、ethanol（50 mL）、V-501 修飾シリカ（1.0 g）；IB5D1 ハイドロゲル修飾シ

リカ: NIPAAm（36.7 mmol）、BMA（1.97 mmol）、DMAPAAm（0.39 mmol）、MBAAm（0.78 

mmol）、ethanol（90 mL）、V-501 修飾シリカ（1.8 g）；IB0D5 ハイドロゲル修飾シリカ: 

NIPAAm（41.1 mmol）、DMAPAAm（2.18 mmol）、MBAAm（0.91 mmol）、ethanol（100 

mL）、V-501 修飾シリカ（2.0 g）；IB5D5 ハイドロゲル修飾シリカ: NIPAAm（38.5 mmol）、

BMA（2.11 mmol）、DMAPAAm（2.18 mmol）、MBAAm（0.91 mmol）、ethanol（100 mL）、

V-501 修飾シリカ（2.0 g） 
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Figure 3-1 (a) Structure of IBD linear polymers, (b) synthesis of IBD hydrogels, and (c) 

concepts of oligonucleotide analysis using IBD hydrogel–modified silica beads. 
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3.2.2.2 IBD ハイドロゲル修飾シリカの物性評価 

3.2.2.2.1 元素分析 

アミノプロピルシリカ（None-modified シリカ）への開始剤（V-501）の修飾量及び V-

501 修飾シリカへの各 IBD ハイドロゲルの修飾量を、アミノプロピルシリカ、V-501 修

飾シリカ、及び各 IBD ハイドロゲル修飾シリカの元素分析（PE2400 CHN、PerkinElmer）

によって評価した。 

V-501 の修飾量は、アミノプロピルシリカ及び V-501 修飾シリカの元素分析の測定結

果から下式（1）を用いて算出した。 

Modified initiator content = %Ci × [%Ci(calcd) × (1 − %Ci/%Ci(calcd)) × S]−1 （1） 

%Ci：アミノプロピルシリカから V-501 修飾シリカへの炭素割合の増加量 

%Ci(calcd)：V-501 修飾シリカにおける炭素重量割合 

S：アミノプロピルシリカの比表面積（310 m2/g） 

 

各 IBD ハイドロゲルの修飾量は、V-501 修飾シリカ及び各 IBD ハイドロゲル修飾シ

リカの測定結果から下式（2）を用いて算出した。 

Grafted hydrogel content = %Ch × [%Ch(calcd) × (1 − %Ch/%Ch(calcd) − %Ci/%Ci(calcd)) × S]−1（2） 

%Ch：V-501 修飾シリカから各 IBD ハイドロゲル修飾シリカへの炭素割合の増加量 

%Ch(calcd)：各 IBD ハイドロゲル修飾シリカにおける炭素重量割合 

 

3.2.2.2.2 赤外分光光度計 

各 IBD ハイドロゲルのシリカへの修飾の有無を確認するために、赤外分光光度計に

よるアミノプロピルシリカ、V-501 修飾シリカ、及び各 IBD ハイドロゲル修飾シリカの

分析を行った。分析には、フーリエ変換型（FT-IR）の赤外分光光度計 FTIR-4700（Jasco）

を用いた。 

 

3.2.2.2.3 表面ゼータ電位測定 

IB5D0、IB5D1、及び IB5D5 ハイドロゲル修飾シリカ内の表面ゼータ電位を測定し、

温度変化によるハイドロゲル内の DMAPAAm による静電特性の有無及び変化を確認し

た。測定試料は、各 IBD ハイドロゲル修飾シリカを 10 mM KCl に懸濁した溶液

（1.0 mg/mL）を使用し、各温度（10、20、30、40、及び 50°C）で 3 回測定した。分析

には Zetasizer nanoZS（Malvern Instruments）を用いた。 
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3.2.2.2.4 走査電子顕微鏡 

IBD ハイドロゲル修飾によるシリカへの器質的影響の有無を評価するため、走査電子

顕微鏡によって確認した。S-4700（日立ハイテク）を用いて、シリカ表面を OsO4 によ

ってコーティングした後に観察した。 

 

3.2.3 IBD 直鎖ポリマーの合成及び LCST 測定 

シリカに修飾した IBD ハイドロゲルの LCST を推測するために、NIPAAm、BMA、及

び DMAPAAm を用いた IBD 直鎖ポリマー（NIPAAm : BMA : DMAPAAm = 90:5:5）を合

成し、LCST を測定した。合成方法は 2.2.2.1 項に示した方法と同様に、ラジカル開始剤

として AIBN 及び連鎖移動剤として MPA を用いて合成した。 

IB5D5 直鎖ポリマーの LCST は、ポリマーを一斉分析に用いた各移動相の phosphate 

buffer（66.7 mM pH 7.0、66.7 mM pH 6.6、及び 250 mM pH 7.6 [66.7 mM phosphate 及び

183.3 mM NaCl]）に溶解させた溶液（5 mg/mL）の光透過率によって測定した。測定に

使用した機器、測定波長、昇温速度及び LCST の定義は、2.2.3.1 項と同様である。 

 

3.2.4 TRC 

3.2.4.1 オリゴヌクレオチドの一斉分析に適した温度応答性カラムの検討 

オリゴヌクレオチドの分離にあたって、TRC 固定相の最適なコモノマー組成の検討

のために、ハイドロゲルカラムを用いて評価した。最適なコモノマー組成を決定後、同

じ組成でのハイドロゲルカラムと直鎖ポリマー修飾カラムを使用し、オリゴヌクレオチ

ドの一斉分析に最適なカラムの検討を行った。 

オリゴヌクレオチドの dpT10 及び dpT11（Table 3-1）を、作成した 4 つの IBD ハイド

ロゲル修飾シリカを用いた TRC によって分析し、オリゴヌクレオチドの一斉分析に最

適な IBD ハイドロゲルカラムの検討を行った。さらに、最適な IBD ハイドロゲルカラ

ムの組成と同じ組成の直鎖ポリマーを用いたカラムを使用し、オリゴヌクレオチドの一

斉分析に最適なカラムの検討を行った。 

HPLC システムは、Prominence-i LC-2030C 3D（島津製作所）及び SSC-2320 column oven

（センシュー科学）を使用した。カラムは、各 IBD ハイドロゲル修飾シリカ又は IBD

直鎖ポリマー修飾シリカをステンレスカラム（長さ 50 mm×内径 4.6 mm）に充填したも

のを使用した。移動相は 66.7 mM pH 7.0 phosphate buffer を流速 1.0 mL/min で、検出波

長は 260 nm とした。カラム温度は 20°C 及び 50°C で検討した。 

 



第 3 章 

静電的特性及び温度応答性を有した環境低負荷型分析技術による 

オリゴヌクレオチドの分離精製法の開発 

38 
 

3.2.4.2 IBD ハイドロゲルカラムによるオリゴヌクレオチドの一斉分析 

IBD ハイドロゲルカラムにより、オリゴヌクレオチドの塩基鎖長の違い、一塩基の違

い、及び S-Oligo の S 化の数の違いについて一斉分析の検討を行った。オリゴヌクレオ

チドの塩基鎖長の違いにおける一斉分析には、dpT5、dpT6、dpT10、dpT11、dpT15、及

び dpT20 を用い、一塩基の違いには、dCend、dTend、dGend、及び dAend を用い、そし

て S-Oligo の S 化の数の違いには、dT10-7S、dT10-8S、及び dT10-9S 並びに dT15-12S、

dT15-13S、及び dT15-14S を用いた（Table 3-1）。 

HPLC システムは、3.2.3.1 項と同様とした。カラムは、IBD ハイドロゲル修飾シリカ

をステンレスカラム（長さ 50 mm×内径 4.6 mm 又は長さ 100 mm×内径 4.6 mm）に充填

したものを使用した。オリゴヌクレオチドの一塩基の違いにおける一斉分析の検討のみ、

長さ 100 mm の充填カラムを用いた。移動相の phosphate buffer は、オリゴヌクレオチド

の塩基鎖長の違いにおける一斉分析には 66.7 mM pH 7.0、一塩基の違いには、66.7 mM 

pH 6.6、S-Oligo の S 化の数の違いには 250 mM pH 7.6 [66.7 mM phosphate 及び 183.3 mM 

NaCl]）を用いた。流速は 1.0 mL/min で、検出波長は 260 nm とした。カラム温度は 10、

20、30、40、及び 50°C で検討した。 

各分析対象物質の retention factor は、ウラシルの保持時間（t0）及び各分析対象物質の

保持時間（tR）より 2.2.4.1 項に示す式を用いて算出した。 

 

3.3 結果及び考察 

3.3.1 IBD ハイドロゲル修飾シリカの物性評価 

IBD ハイドロゲル修飾シリカの作成は、アミノプロピルシリカと開始剤（V-501）及

び縮合剤（EEDQ）によって作成した V-501 修飾シリカに、モノマーとして NIPAAm、

BMA、及び DMAPAAm と架橋剤（MBAAm）を用いて合成した。作成した 4 つの IBD

ハイドロゲル修飾カラムの組成は、IB5D0（NIPAAm : BMA : DMAPAAm = 95:5:0）、IB5D1

（NIPAAm : BMA : DMAPAAm = 94:5:1）、IB0D5（NIPAAm : BMA : DMAPAAm = 95:0:5）、

及び IB5D5（NIPAAm : BMA : DMAPAAm = 90:5:5）であった。 

合成した IBD ハイドロゲル修飾シリカへのハイドロゲルの修飾量は、元素分析によ

って評価した（Table 3-2）。V-501 修飾シリカの炭素含有量は、非修飾シリカ（アミノプ

ロピルシリカ）の炭素含有量よりも多く、また、IBD ハイドロゲル修飾シリカの炭素含

有量は、V-501 修飾シリカのそれを上回っていた。分子内に N を含む DMAPAAm を含

有する IB5D1、IB0D5、及び IB5D5 ハイドロゲル修飾シリカでは、N2含有量が V-501 修

飾シリカよりも多い傾向がみられた。一方、DMAPAAm を含まない IB5D0 ハイドロゲ

ル修飾シリカでは、V-501 修飾シリカの N2含有量と大きな差はみられなかった。また、

赤外分光光度計においても IBD ハイドロゲルの修飾の有無を評価した。Figure 3-2 に、

各ハイドロゲル修飾シリカ、V-501 修飾シリカ、及び非修飾シリカの FT-IR スペクトル
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を示す。IB5D0、IB5D1、IB0D5、及び IB5D5 ハイドロゲル修飾シリカでは約 1550 cm-1

（N-H 変角振動）及び 1650 cm-1（C=O 伸縮振動）にピークが観察された。一方、V-501

修飾シリカではより弱いピークがみられ、非修飾シリカビーズではピークはみられなか

った。 

表面ゼータ電位は、IB5D0、IB5D1、及び IB5D5 ハイドロゲル修飾シリカを測定し、

温度変化によるハイドロゲル内の DMAPAAm による静電特性の有無及び変化を評価し

た（Figure 3-3）。表面ゼータ電位はカチオン性を示し、DMAPAAm 含有量の増加に伴っ

て増加した。 

走査電子顕微鏡では、IB5D5 ハイドロゲル修飾シリカ及び非修飾シリカ表面の損傷の

有無を確認した（Figure 3-4）。IB5D5 ハイドロゲルの修飾によるシリカ表面の損傷は認

められず、シリカサイズにも影響はみられなかった。 

これらの結果により、アミノプロピルシリカへ開始剤及び IBD ハイドロゲルが修飾

されたことが示唆された。また、BMA 及び DMAPAAm を含む IBD ハイドロゲル修飾

シリカビーズは、温度応答性と静電特性（カチオンチャージ）を示すことが確認された

（Figure 3-1c）。 
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Table 3-2 Elemental analysis of IBD hydrogel–modified silica beads. 

Modification NIPAAm:BMA:DMAPAAm,  
mol/mol/mol 

Elemental composition  
(%) 

%C(calcd)b Modified 
initiator 
(µmol/m2)c 

Grafted 
hydrogel  
(mg/m2)c 

  Ca Na    

None-modified  3.23 ± 0.05 1.02 ± 0.02    
V-501  8.97 ± 0.03 3.19 ± 0.02 51.4 1.45  
IB5D0 hydrogel  95:5:0 14.3 ± 0.02 3.18 ± 0.02 63.9  0.333 
IB5D1 hydrogel 94:5:1 15.7 ± 1.19 3.66 ± 0.23 63.8  0.435 
IB0D5 hydrogel  95:0:5 15.4 ± 1.59 3.88 ± 0.38 63.5  0.418 
IB5D5 hydrogel  90:5:5 14.7 ± 0.09 3.32 ± 0.03 63.7  0.366 
aDetermined by elemental analysis. 
bCalculated using the ratio of the molecular weight of carbon in each monomer to the total molecular weight of each 

monomer.  
cEstimated from carbon content. 
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Figure 3-2 FT-IR spectra of IBD hydrogel–modified and non-modified silica beads. 
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Figure 3-3  Temperature-dependent zeta potentials of IB5D0, IB5D1, and IB5D5 

hydrogel–modified silica beads. 
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Figure 3-4  SEM images of (a) non-modified and (b) IB5D5 hydrogel–modified silica 

beads. 

 

3.3.2 IBD 直鎖ポリマーの LCST 

シリカに修飾した IB5D5 ハイドロゲルの LCST を推測するために IB5D5 直鎖ポリマ

ー（Figure 3-1a）の LCST を分析に使用した各移動相を用いて測定した（Figure 3-5）。

IB5D5 直鎖ポリマーの LCST は移動相の pH と塩濃度によって変化し、250 mM pH 7.6
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（28.8°C）< 66.7 mM pH 7.0（38.4°C）< 66.7 mM pH 6.6（41.6°C）の順に低下した。これ

は、移動相の pH 又は塩濃度の増加に伴って、DMAPAAm のジメチルアミノ部分が脱プ

ロトン化又は陰イオンで被覆され、その結果、疎水性が増加し LCST が低下したと考え

られる[77]。シリカに修飾された直鎖ポリマーはシリカ表面からポリマー鎖が伸びてい

る一方で、シリカ表面に修飾されたハイドロゲルはシリカ表面に網目状にポリマーが広

がっているため、ハイドロゲルの方がポリマー鎖の自由度が小さくなることが想定され

る。したがって、シリカに修飾された IB5D5 ハイドロゲルの LCST は、IB5D5 直鎖ポリ

マーと同等又は IB5D5 直鎖ポリマーの LCST よりも低いと予想される。 

 

 

Figure 3-5 Optical transmittance-temperature plots used to determine the LCSTs of 

IB5D5 linear polymer in several media. 
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3.3.3 TRC 

3.3.3.1 オリゴヌクレオチドの一斉分析に適した温度応答性カラムの検討 

複数のオリゴヌクレオチドの一斉分析に適したコモノマー組成の特定のため、dpT10

及び dpT11 を用いて、IB5D0、IB5D1、IB0D5、及び IB5D5 ハイドロゲルカラムを使用

し、分離能を評価した。Figure 3-6 に、20°C 及び 50°C のカラム温度で得られた各分析

対象物質のクロマトグラムを示す。IB5D0 及び IB5D1 ハイドロゲルカラムでは、いず

れの温度でも各分析対象物質の保持は全く又はほとんど観察されなかった。一方、

IB0D5 及び IB5D5 ハイドロゲルカラムでは、各分析対象物質との相互作用が強く、高

温かつ長い塩基鎖長ほどより強い保持を示した。Retention factor より、IB0D5 及び IB5D5

ハイドロゲルカラムは、IB5D0 及び IB5D1 ハイドロゲルカラムよりも各温度での分離

が優れていることが明らかであった（Figure 3-7）。したがって、オリゴヌクレオチドの

分離には、DMAPAAm による静電相互作用が、BMA による疎水性相互作用よりも必要

な要素であることが示唆された。この傾向は、既報研究でも報告されている[148, 149]。

DMAPAAm は固定相で分析対象物質に対してイオン対試薬様の役割を担っていると考

えられ、その分析対象物質に対して BMA による疎水性相互作用及び NIPAAm による温

度応答性が相まってオリゴヌクレオチドの分離を可能にしたと考えられた。 

次に、複数のオリゴヌクレオチドの一斉分析に適したカラムへのポリマー修飾法を特

定するため、IB5D5 ハイドロゲルカラムと IB5D5 直鎖ポリマーカラムを用いて、dpT10

及び dpT11 の分離を比較した。両カラムに用いたシリカの表面ゼータ電位の結果より、

検討に用いた IB5D5 ハイドロゲル修飾シリカと IB5D5 直鎖ポリマー修飾シリカ表面の

DMAPAAm 量は同程度であることが示唆された（Figure 3-8）。Figure 3-9 に 20°C 及び

50°C のカラム温度における dpT10 及び dpT11 の分析結果を示す。直鎖ポリマーカラム

による分離でも、温度応答性がみられ、dpT10 及び dpT11 ともに高温で溶出時間の延長

がみられた。ハイドロゲルカラムと比較して、直鎖ポリマーカラムの方が保持の強度が

強かった。この保持の違いは、シリカ表面上の IBD ポリマーの自由度の違いによるも

のと考えられた。シリカ表面の IBD ポリマー鎖の自由度は、直鎖ポリマーカラムの方

が、ハイドロゲルカラムよりも高いことから、分析対象物質とポリマー上の DMAPAAm

によるカチオンチャージとの相互作用がし易く、保持がより強くなったと考えられた。

より長い塩基鎖長や S 化のオリゴヌクレオチドの分離の際には、直鎖ポリマーカラムで

は分析時間が非常に長くなることが想定されたため、IB5D5 ハイドロゲルカラムを以降

の複数オリゴヌクレオチドの一斉分析に使用することとした。 
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Figure 3-6  Chromatograms of dpT10 and dpT11 obtained for each column at 

temperatures of 20 and 50 °C. 
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Figure 3-7 Comparison of dpT10 and dpT11 retention times for each IBD hydrogel 

column. 
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Figure 3-8 Temperature-dependent zeta potentials of IB5D5 hydrogel–modified silica 

beads and IB5D5 linear polymer–modified silica beads. 
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Figure 3-9 Chromatograms of dpT10 and dpT11 obtained for IB5D5 hydrogel column 

and IB5D5 linear polymer column at temperatures of 20 and 50 °C. 

 

3.3.3.2 IBD ハイドロゲルカラムによるオリゴヌクレオチドの一斉分析 

3.3.3.2.1 塩基鎖長の異なるオリゴヌクレオチドの一斉分析 

IB5D5 ハイドロゲルカラムを用いて、塩基鎖長の異なる 6 つのオリゴヌクレオチド

（dpT5、dpT6、dpT10、dpT11、dpT15、及び dpT20; Table 3-1）の一斉分析を検討した。

移動相として 66.7 mM pH 7.0 phosphate buffer を使用し、10~50°C のカラム温度で溶出挙

動を確認した（Figure 3-10）。いずれのオリゴヌクレオチドも温度上昇により保持の増強

が確認された。dpT5 と dpT6 以外を除き、いずれのオリゴヌクレオチドも 50°C のカラ

ム温度で十分な分離がみられたが、dpT5 と dpT6 の分離はピーク先端でのみの分離であ

った。今回分析に用いたカラム長は 50 mm であり、より長いカラム長を用いることで

これらの 2 成分の分離はさらに向上されると考える。塩基鎖長が長いオリゴヌクレオチ

ドほど、その温度応答性が高く、カラム固定相との相互作用が強い傾向がみられた。

RPLC とイオン対試薬を用いた既報研究では、長いオリゴヌクレオチドほど、短いもの

と比較して、固定相との相互作用が弱くなることが示された[53]。この違いは、IB5D5

ハイドロゲルカラムに導入された 2 つの特性（疎水性及び静電的特性）に由来すると考

えられる。長いオリゴヌクレオチドは短いものよりも分子量が大きく疎水性度が高い傾
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向にあり、またイオン化可能なリン酸基が相対的に多く含まれるため、固定相の BMA

及び DMAPAAm とそれぞれ疎水性及び静電的相互作用を受けやすいためと考えられる。 

50°C の一定温度では、すべてのオリゴヌクレオチドの溶出に 80 分以上要したため、

温度グラジエントにより溶出時間の短縮を計った。分析中にカラム温度を 50°C から

10°C へ変更することで、すべてのオリゴヌクレオチドが 25 分以内に分離及び溶出され

た（Figure 3-11）。50°C で最も強く保持されていた dpT15 と dpT20 の保持は、10°C への

急冷により固定相の相互作用が大幅に弱まり、溶出が速くなった。 

以上より、IB5D5 ハイドロゲルカラムを用いることで、塩基鎖長の異なるオリゴヌク

レオチドの一斉分析が可能であった。この分離は水系溶媒とイソクラティックな溶出条

件を使用して達成され、既報の研究では使用される移動相グラジエントや有機溶媒及び

イオン対試薬は不要であった。また、カラム温度のみを変更する単純な温度ステップグ

ラジエントを利用することで、分析時間の大幅な短縮が可能であった。 

 

 
Figure 3-10  Chromatograms and retention factors of a mixture of multiple 

oligonucleotides with different lengths at various temperatures [(a) chromatograms at 10–

50 °C, (b) chromatogram on enlarged scale at 50 °C, (c) retention factors, and (d) 

retention factors on enlarged scale]. 
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Figure 3-11 Chromatogram of a mixture of multiple oligonucleotides with different 

lengths obtained using a temperature step gradient. 

 

3.3.3.2.2 末端一塩基の異なるオリゴヌクレオチドの一斉分析 

IB5D5 ハイドロゲルカラムを用いて、異なる末端一塩基（dCend、dTend、dGend、及

び dAend）を持つ 4 つのオリゴヌクレオチドの一斉分析の検討を行った。移動相として
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66.7 mM pH 6.6 phosphate buffer を使用し、10~50°C のカラム温度で溶出挙動を確認した

（Figure 3-12）。すべての分析対象物質は温度上昇により保持の増強が確認された。検討

した温度の中では、50°C のカラム温度で最もよく分離された。さらなる分離の向上は、

より長いカラム長を用いることで達成されると考える。核酸一塩基の疎水性度は、C <G 

<A <T の順に強くなることが報告されているが[150]、4 つのオリゴヌクレオチドの溶出

順序は dCend <dTend <dGend <dAend であり、核酸塩基の疎水性度とは異なり、dTend は

dGend や dAend よりも強く保持されなかった。この違いは、IB5D5 ハイドロゲルカラム

の DMAPAAm による静電的相互作用及び PNIPAAm の NH 基と末端一塩基の芳香環と

の相互作用（NH–π 相互作用）が影響していると考えられる。探索的に IB5D0 ハイドロ

ゲルカラム（長さ 50 mm×内径 2.1 mm、流速 0.2 mL/min）を用いて、同じ分析条件にて

4 つのオリゴヌクレオチドを分析した結果、いずれもウラシルの保持時間 t0よりも早く

溶出し、保持が全くみられなかった（Figure 3-13）。この結果から、これらのオリゴヌク

レオチドの溶出には疎水性相互作用よりも静電的相互作用がより支配的であることが

明らかであった。また、4 つの核酸塩基のうち、thymine を除く 3 つの核酸塩基は分子

内にアミノ基を持ち、分子内の芳香環の電子密度は thymine のそれより強く、さらに結

合するオリゴヌクレオチド中のリン酸基のイオン化の亢進・安定化に寄与していると考

えられる（Figure 3-14）。PNIPAAm 及び BMA による疎水性相互作用はいずれのオリゴ

ヌクレオチド（dCend、dTend、dGend、及び dAend）にも作用していることが想定され

るが、DMAPAAm による静電的相互作用及び PNIPAAm の NH 基とオリゴヌクレオチド

中の末端一塩基の芳香環との相互作用（NH–π 相互作用）は、他の 3 つのオリゴヌクレ

オチドに比べ dTend では弱く、dTend の保持のみが疎水性度の順と大きく異なったと考

えられた。これらの結果より、末端の一塩基の特性がオリゴヌクレオチド全体の静電的

特性及び固定相中との相互作用の強度に影響を与えることが示唆された。 

以上より、IB5D5 ハイドロゲルカラムを用いることで、水系溶媒とイソクラティック

な条件によって、末端一塩基の異なるオリゴヌクレオチドの一斉分析が可能であった。

この分離は移動相グラジエントや有機溶媒及びイオン対試薬の使用を必要としなかっ

た。 
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Figure 3-12  Chromatograms and retention factors of a mixture of multiple 

oligonucleotides with different terminal single bases obtained at various temperatures [(a) 

chromatograms at 10–50 °C and (b) retention factors]. 
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Figure 3-13 Retention times of a mixture of multiple oligonucleotides with different 

terminal single bases obtained at various temperatures with IB5D0 hydrogel column. 

 

 

Figure 3-14 Structures of nucleobases. 

 

3.3.3.2.3 S 化数の異なるオリゴヌクレオチドの一斉分析 

IB5D5 ハイドロゲルカラムを用いて、10 塩基又は 15 塩基長の S 化の数の異なる各 3

つのオリゴヌクレオチド（10 塩基長：dpT10-7S、dpT10-8S、及び dpT10-9S、15 塩基長：
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dpT15-12S、dpT15-13S、及び dpT15-14S）の一斉分析の検討を行った。移動相として

250 mM pH 7.6 phosphate buffer を使用し、10~50°C のカラム温度で溶出挙動を確認した

（Figure 3-15）。S-Oligo は一般的に疎水性度が高く、複数の立体異性体を類縁物質とし

て含むため、カラム固定相と S-Oligo との相互作用が強くなり、ピークがブロードする

が、10 塩基長及び 15 塩基長の各 3 つのオリゴヌクレオチドの分析対象物質も、水系溶

媒とイソクラティックな溶出条件のみで分離が可能であった（Figure 3-15）。Figure 3-16

は、Figure 3-15 で分析した S-Oligo と同じ配列かつ S 化されていない dpT10 及び dpT15

を用いて同じ HPLC 条件で分析したクロマトグラムであり、Figure 3-15 と比較すると、

ほとんど保持されなかった。酸素原子の方が硫黄原子よりも電気陰性度が高いため、S-

Oligo によって静電的相互作用が強まった可能性は低く、その影響は限定的と考えられ

る。この結果からも、S 化によって疎水性相互作用が強くなったことが明らかである。

また、S-Oligo を分析している既往研究では、イオン対試薬を使用しているが[117-120]、

本検討ではイオン対試薬を使用せずとも複数 S-Oligo の一斉分析、さらに単一 S 化数の

み異なるオリゴヌクレオチドの分離が可能であった。これは IB5D5 ハイドロゲルの固

定相の特性が大きく影響していると考えられる。IB5D5 ハイドロゲルの固定相は、

PNIPAAm の相転移により RPLC の固定相よりも親水性が高く、また DMAPAAm の存

在により静電的特性を持っている。これらの特性は、S-Oligo と固定相との相互作用を、

RPLC の固定相との相互作用ほど強すぎず、かつ S-Oligo の保持を妨げるほど弱すぎな

い適度な強度にし、イオン対試薬を使用せずとも分離が可能であったと考察される。 

以上より、IB5D5 ハイドロゲルを用いた TRC による分析方法によって、有機溶媒や

複雑な移動相グラジエントを使用せずとも水系溶媒のみで S-Oligo の分離が可能であっ

た。また、単一 S 化数のみ異なる S-Oligo の分離も可能であった。重要なことに、これ

らの分析には既往研究で汎用されているイオン対試薬は不要であった。したがって、従

来の方法と比較し、IB5D5 ハイドロゲルを用いた TRC は、より簡便かつ分析対象物質

の生理活性を損なわない温和な条件での S-Oligo の分離が可能であった。 
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Figure 3-15 Chromatograms and retention factors of a mixture of multiple S-oligos with 

different numbers of phosphorothioated sites obtained at various temperatures [(a) 

chromatograms of 10-mer S-oligos, (b) chromatograms of 15-mer S-oligos, and (c) 

retention factors]. 
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Figure 3-16 Chromatograms of dpT10 (a) and dpT15 (b) under the same HPLC setting 

and column as Figure 3-15. 

 

3.4 結論 

本章では、固定相として PNIPAAm を基盤としたハイドロゲル修飾シリカを使用した

温度応答性クロマトグラフィーによる複数のオリゴヌクレオチドの新規分析法を検討

した。IB5D5 ハイドロゲルカラムを用いることで、塩基鎖のわずかな違い（一塩基鎖長、

末端一塩基、及び S-Oligo の S 化数）を持った複数オリゴヌクレオチドを良好に分離す

ることが可能であった。さらに、重要なことに、これらの分析は水系溶媒のみのイソク
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ラティックな溶出条件で達成され、有機溶媒及びグラジエント法を用いない環境低負荷

の分離が可能であった。また、S-Oligo の一斉分析では、従来の RPLC 又は IELC による

分析とは異なり、イオン対試薬を用いずに良好な分離が確認された。 

開発した PNIPAAm を基盤とした TRC は、低分子医薬品だけでなくより高度かつ複

雑な物理化学的性質を有するオリゴヌクレオチドの新規分析法として従来法に取って

代わる可能性が示唆された。 
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第4章 温度応答性アフィニティー精製法によるエクソソームの分離精製法の

検討 

エクソソームは、様々な細胞が分泌する平均サイズが 20~150 nm の細胞外小胞であ

り、細胞の膜タンパク質や細胞内に存在するタンパク質又は mRNA などを有し、別の

細胞へと情報伝達する役割を果たしているとされる（Figure 4-1）[24-30, 33, 121]。近年、

エクソソームは、疾患の診断マーカー、予後予測因子としてのバイオマーカーや治療標

的の他、DDS としての活用が期待されている[25, 28, 29, 31, 34-40]。また、いまや 2 人

に 1 人が罹患するがんでは、がん細胞由来のエクソソームの一部で、がんの転移や予後

に関係することが報告されている[28]。例えば、がん切除後に、再発・転移が発見され

るには画像検査で発見できるほどがんが増大・進行する必要がある。がんが増大・進行

する前に体液中のがん細胞由来エクソソームを捕捉、機能を評価できれば、早期治療の

開始や予防治療を検討することが可能となりがんの根治的治療につながる可能性があ

る。つまり、がん細胞由来の特定のエクソソームを生理活性を維持したまま分離するこ

とには意義があると考える。しかし、既存のエクソソーム分離精製法は、手技が煩雑、

エクソソームへのダメージがある、又は精製度が悪いといった課題が残る。 

アフィニティークロマトグラフィーは、固定相に分析対象物質との特異的な相互作用

を持つリガンド（抗体、アプタマー、ペプチド等）を用いて分離する手法であり、分析

対象物質に特異的かつ効率的な分離が可能である。しかし、分析対象物質の固定相から

の遊離には、強酸や高塩濃度の溶媒、又は有機溶媒の使用が一般的であり、分析対象物

質の変性・失活のおそれや脱塩などの後処理を必要とする[71, 72]。温度応答性アフィニ

ティークロマトグラフィーは、温度による固定相の物理学的変化を利用して、温度変化

のみによって固定相のリガンドから分析対象物質を分離する手法であり、従来法よりも

分析対象物質にとって温和な分離精製法として期待されている[68, 69, 71, 103, 104]。 

そこで本章では、PNIPAAm を用いた温度応答性アフィニティー精製法によるエクソ

ソームの新規分離精製法の検討を行った。温度応答性アフィニティー精製法のリガンド

として human epidermal growth factor receptor 2（HER2）を標的するペプチドリガンド

（Leu-Thr-Val-Ser-Pro-Trp-Tyr）を用いた[151, 152]。エクソソームは、HER2 高発現のヒ

ト乳がん細胞由来の細胞株の SK-BR-3 細胞より単離されたエクソソームを用いて、温

度応答性アフィニティー精製法による分離を評価した（Figure 4-2）。 

開発した温度応答性アフィニティー精製法は、HER2 標的ペプチドリガンドを導入す

ることで、水系溶媒環境下で温度制御のみで PNIPAAm による HER2 標的ペプチドリガ

ンドの遮蔽効果がみられ、HER2 発現エクソソームの吸着を制御可能であることが示唆

された。本温度応答性アフィニティー精製法は、現在使用されているエクソソーム分離

法よりも簡便かつエクソソームにとって温和な条件での分離が可能な新規分離法であ
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ることが示唆された。また、導入するペプチドリガンドの標的タンパクを変更すること

により、他の特定のエクソソームの分離に応用することが可能と考えられる。今後、さ

らに固定相の条件を最適化（静電的特性の付与、修飾量の増加等）することで、温度制

御のみによる選択的なエクソソームの分離精製法として期待できる。 

 

 

Figure 4-1 Brief structure of exosome. 

 

 

Figure 4-2  Concept of temperature-responsive affinity analysis method using 

PNIPAAm for exosome separation. 
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第5章 結語 

本研究では、温度応答性高分子 PNIPAAm を基盤とした機能性高分子を用いた分離シ

ステムを構築し、従来の医療モダリティである低分子医薬品、近年開発が活発する核酸

医薬品、そして新たな医療モダリティとしてエクソソームへの応用を検討した。 

薬物代謝酵素典型基質薬の一斉分析の検討では、水系溶媒のみのイソクラティックな

溶出条件による温度応答性クロマトグラフィーを用いて、有機溶媒やグラジエント法を

使用せずに、非臨床又は臨床評価用に一般的に使用される複数 CYP 基質薬のカクテル

試料の良好な分離が示された。ステロイド類やバルビツール酸系といった基本骨格が類

似した化合物の分析とは異なり、異なる基本骨格を持つ複数 CYP 基質薬の一斉分析が

可能であった。 

オリゴヌクレオチドの一斉分析では、静電的相互作用を有した温度応答性クロマトグ

ラフィーによって塩基鎖のわずかな違い（一塩基鎖長、末端一塩基、及び S-Oligo の S

化数）を持った複数オリゴヌクレオチドを良好に分離することが可能であった。いずれ

の分離も、水系溶媒のみのイソクラティックな溶出条件で達成された。特に、S-Oligo の

一斉分析では、既往研究で用いられているイオン対試薬や有機溶媒を用いずに、良好な

分離が確認された。 

エクソソームの分離では、HER2 標的ペプチドリガンドを導入した温度応答性アフィ

ニティー精製法によって、水系溶媒環境下で温度制御のみで PNIPAAm による HER2 標

的ペプチドリガンドの遮蔽効果がみられ、HER2 発現エクソソームの吸着を制御可能で

あることが示唆された。本温度応答性アフィニティー精製法は、現在使用されているエ

クソソーム分離法よりも簡便かつエクソソームにとって温和な条件での分離が可能な

新規分離法であることが示唆された。 

本システムは、有機溶媒やイオン対試薬・特別なポンプ装置を要するグラジエント溶

出といった従来の分析条件を必要とせず、分析対象物質にとって温和かつ環境低負荷な

条件における新規分析法である。さらに、分析対象物質の特徴に合わせ、分子認識能や

静電的相互作用、アフィニティーの特性を付与することが可能であり、既存の医療モダ

リティに加え今後進化する医療モダリティへも応用性の高い分離システムである。 
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