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Summary

The number of oligonucleotide therapeutics approved in the U. S., Europe, and/or Japan has been steadily increasing, 
and a clear trend toward increased structural complexity is apparent. For example, various chemically modified 
nucleotides have been incorporated to enhance in vivo stability, and organ-specific drug delivery system ligands have been 
introduced into oligonucleotides targeting specific genes. Efficacy and safety are both critical issues for chemically 
synthesized oligonucleotides, and controlling impurities generated during production is essential for maintaining 
consistent product quality, minimizing batch-to-batch variation, and ensuring stable therapeutic effects. It is thus 
imperative to identify and manage impurities, such as products with incomplete sequences and synthetic by-products, 
necessitating the establishment of more precise quality-control methods.

Here, we aim to deepen understanding of impurities actually or potentially formed during oligonucleotide 
manufacturing by reviewing the oligonucleotide synthesis workflow and the separation modes used for purification, based 
on published reports and patents. The structures and formation mechanisms are described, as well as the manufacturing 
stages with which they are likely to be associated.
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1. はじめに

核酸医薬の活性本体はヌクレオシドがリン酸エス
テル結合を介して直鎖状に連結したオリゴヌクレオ
チドであり，核酸塩基の相補性を利用して疾患に関
連する遺伝子（主としてmRNA）に配列特異的に結
合することで，その発現を正あるいは負に制御する
ことが可能になる．これまで特定の遺伝子変異に起
因する希少疾患を対象にした開発が活発に行われて
おり，2025年4月現在，日米欧のいずれかで22品
目の核酸医薬品が承認に至っている 1）．核酸医薬に
含まれるオリゴヌクレオチド原薬に注目すると，生
体内での安定性向上のために多くの化学修飾ヌクレ
オチドが導入されている，あるいは標的遺伝子が存
在する臓器特異的なDDSリガンド化合物とのコン
ジュゲート体であるなどオリゴヌクレオチド構造が
複雑化していく傾向にある．そのため有効性及び安
全性の観点から，高品質かつ高効率でオリゴヌクレ
オチド原薬を製造する技術の開発及びそれらを評価
する分析技術の確立がより一層求められている．

国 立 研 究 開 発 法 人 日 本 医 療 研 究 開 発 機 構
（AMED）次世代治療・診断実現のための創薬基盤
技術開発事業「核酸医薬品の製造・精製・分析基盤
技術の開発」プロジェクト（代表：小比賀　聡）で
は，産学官から33の企業・大学・機関が集まり，製
造技術，分析技術，規制科学の観点から核酸医薬の
実用化促進に向けた研究を行っている．本研究プロ
ジェクトでは，オリゴヌクレオチド合成装置の開発
並びに改良を行うと共に，オリゴヌクレオチドの高
効率・高純度製造に向けた最適化研究と分離精製技
術開発を行っている．そして液体クロマトグラ
フィー装置（LC）あるいは液体クロマトグラフィー
/質量分析装置（LC/MS）を用いた不純物分析法の
開発を行うと共に，オリゴヌクレオチド製造過程で
生じる不純物の網羅的な解析を実施する中で見出し
た新たな不純物の同定及びその生成メカニズム解明
に関する研究を推進している．

核酸医薬における不純物の管理基準については

ICHガイドラインには定められていないため，開発
者はICHガイドラインの原則に従いながら品目ご
とにケースバイケースでの対応が求められる．この
ような状況の中，国内では2018年に厚生労働省よ
り審査管理課長通知「核酸医薬品の品質の担保と評
価について考慮すべき事項について（平成30年9月
27日付け薬生薬審発0927第3号）」 2）並びにその質疑
応答集（Q&A） 3）が世界に先駆けて発出され，核酸医
薬の品質確保を考える上で考慮すべき事項が整理さ
れている．また2024年には欧州医薬品庁（EMA）か
ら核酸医薬品の開発及び製造に関するドラフトガイ
ドラインが発出されている 4）．核酸医薬は化学合成
にて製造されるため，製造中に生じる不純物を管理
することによって製品品質の一貫性を担保すると共
に，製造ロット間のばらつきを低減し安定した治療
効果を保証することが重要である．また，効果的な
品質管理戦略を構築するために，重要品質特性

（CQA）の観点から，配列の完全性，二次構造の安
定性，化学修飾の影響を考慮した品質管理が重要で
あり，得られた不純物の評価データを整理すること
で承認申請時の審査を円滑に進めることが期待でき
る．

そこで，オリゴヌクレオチド製造工程で生じる不
純物について理解を深めるために，本総説ではオリ
ゴヌクレオチド合成の流れ及び分析に用いられてい
る分離モードについて概説すると共に，これまで報
告されている論文や特許を中心にオリゴヌクレオチ
ド原薬に含まれうる不純物の調査研究を行い，製造
工程に沿う形で不純物を分類して構造及びその生成
メカニズムについて纏めた．なお，オリゴヌクレオ
チド原薬に含まれる不純物は，製造工程由来不純物
と目的物質由来不純物に大別される．前者はオリゴ
ヌクレオチド製造工程で使用する試薬や溶媒など，
主に低分子成分由来の不純物であり，後者は目的物
質であるオリゴヌクレオチド構造の一部が変化した
不純物である．本総説における不純物とは，特別な
言及がない限り，後者のオリゴヌクレオチド（目的
物質）由来不純物を指すものとする．

Key words

Oligonucleotide, Process-related impurity, Product-related impurity, Starting material-related impurity, Analysis 
method, Chromatography, Mass Spectrometry, ICH guideline, Phosphoramidite, Solid-phase synthesis
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2. オリゴヌクレオチド合成の流れ

本章ではオリゴヌクレオチド原薬に含まれるオリ
ゴヌクレオチド由来不純物が生成する工程の理解を
助けるために，その合成法の流れについて概説す
る．

オリゴヌクレオチド合成には，Fig. 1に示すよう
に固相担体に対して出発原料であるヌクレオシドモ
ノマー（ホスホロアミダイト体）を連続的に反応さ
せるホスホロアミダイト法が汎用されている．ここ
で用いられる固相担体には，オリゴヌクレオチド3′
末端に相当するヌクレオシドがあらかじめ担持され
たプレロード担体の他，任意のホスホロアミダイト
化合物を3′末端に導入することができるユニバーサ
ル担体がある．前者はオリゴヌクレオチドの構成成
分を含むため，オリゴヌクレオチド由来不純物が生
成する要因となるヌクレオシド不純物の管理が必要
になる．

一般にホスホロアミダイト合成法は固相合成に適
用され，デブロック反応（Detritylation），カップリ
ング反応（Coupling），酸化/硫化反応（Oxidation/
Thiolation），キャップ化反応（Capping）の四つの
反応で構成される．プレロード担体の場合には，あ
らかじめ担持されたヌクレオシドの5′位保護基を酸
性条件によって脱保護することからスタートする．
その後，アミダイト体と活性化剤を混合することで
担体上で伸長反応を行い，続いて亜リン酸トリエス
テル結合を酸化（あるいは硫化）して5価リン酸エ
ステル（あるいはチオリン酸エステル）結合とする．
最後に，未反応となった5′位水酸基をアセチル基に
より不活化させることで1サイクルが終了する．目
的とする配列に沿ったアミダイト体を連続的に投入
し，合成サイクルを回すことで直鎖状のオリゴヌク
レオチドが生成される．この時，各反応工程は一般
的にはおよそ20分以下で完結し，使用する過剰な
試薬類は洗浄操作で除去されるが，一連の合成サイ

Fig. 1　固相オリゴヌクレオチド合成サイクル（ホスホロアミダイト法）
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クル中に生じるオリゴヌクレオチド由来不純物は合
成サイクルが終了するまで固相担体上に蓄積してい
くことになる．

合成サイクルが終了すると，固相担体に濃アンモ
ニア水など塩基性溶液を室温下又は加温下にて通液
させることで，オリゴヌクレオチドを担体から切り
出すと同時に各保護基が脱保護される．得られた粗
オリゴヌクレオチドは，その後の精製工程にて不純
物が除去され，オリゴヌクレオチド原薬となる．

このような合成の流れを踏まえると，原薬に含ま
れるオリゴヌクレオチド由来不純物の生成ポイント
はいくつかに分類できる．すなわち，①出発原料に
含まれる不純物が反応する，②固相合成サイクルに
よる伸長反応で蓄積する，③固相担体からの切り出
し工程で生成する，④精製工程における液性条件に
よって生じるケースの四つが考えられる．したがっ
て，各工程の反応効率及び使用する原材料・試薬の
品質は，得られるオリゴヌクレオチド原薬の純度に
大きく影響することになる．

3. 不純物の分析法概要

オリゴヌクレオチドの分析にはゲル電気泳動や
キャピラリー電気泳動，核磁気共鳴（NMR）分光
法，ハイブリダイゼーション技術であるELISA，

定量的逆転写PCR，円偏光二色性（CD：Circular 
Dichroism），融解温度（T m：Melting Temperature）
なども用いられるが 5, 6），本総説では化学的な性質
によってオリゴヌクレオチドを分離する液体クロマ
トグラフィー（LC）と特異性高く不純物の質量関連
情報を検出可能な質量分析（MS）法を組み合わせた
LC/MS法についての概要を述べる．

LCベースの分析法は不純物を分離検出するため
の一般的な方法である．歴史的には陰イオン交換ク
ロマトグラフィー（AEX），イオンペア逆相液体ク
ロマトグラフィー（IP-RP），サイズ排除クロマトグ
ラフィー（SEC），ミックスモードクロマトグラ
フィー（MMC）など様々な分離モードが報告され
ており，近年ではMS分析との適合性から親水性相
互作用液体クロマトグラフィー（HILIC）や上記の
分離モード2種類以上を組み合わせた二次元液体ク
ロマトグラフィー（2D-LC）の開発も増加してい
る 7~9）．

それぞれの分離モードにおいて親化合物と不純物
との分離が検討され，数多くの論文で報告されてい
るが，不純物標品の入手しやすさなどもあり，検討
されている主な不純物は欠損体（N-1体），付加体

（N＋1体），ホスホロチオアート（PS）オリゴヌク
レオチドにおけるジアステレオマー及びホスホジエ
ステル（PO）置換体などである．まずはそれぞれの

Table 1　核酸医薬の液体クロマトグラフィーで用いられる分離モード

分離モード 分離原理 特徴 MS検出

陰イオン交換クロマトグラ
フィー（AEX）

電荷 ・PS/PO置換体の分離
・同じ電荷をもった不純物の分離には限界
・移動相に高濃度の塩

原則不可

イオンペア逆相クロマトグ
ラフィー（IP-RP）

電荷・疎水性 ・逆相カラムを用いるため分離能が高い
・揮発性のイオンペア試薬を用いればMS検出可能
・イオンペア試薬の選択などには試行錯誤が必要

条件付可

親水性相互作用クロマトグ
ラフィー（HILIC）

親水性 ・不揮発性の塩を用いないのでMS検出可
・有機溶媒の量が多くなるためMS感度が得られる

可

サイズ排除クロマトグラ
フィー（SEC）

分子サイズ ・サイズに応じた分離
・ハイブリダイズした二重鎖siRNAへの適用

原則不可

ミックスモードクロマトグ
ラフィー（MMC）

主に電荷と疎水性 ・単独の分離モードよりも分離を改善できる可能性
・検討パラメータが多くなり，予測が困難

原則不可

二次元液体クロマトグラ
フィー（2D-LC）

2種類の分離モー
ドの組み合わせ

・分離の直交性を利用
・ 脱塩によりAEX移動相の高濃度の塩を除去することでMS検

出が可能
・ 脱塩によりIP-RP移動相のイオンペア試薬を除去することで

MS感度を向上

可
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分離モードの特徴について概説する（Table 1）．

3.1　陰イオン交換クロマトグラフィー（AEX）
陰イオン交換クロマトグラフィー（AEX）は局所

的な電荷分布の違いに基づいて分離することがで
き，長年にわたって汎用されている技術である．欠
損体の分離 10）や，PSオリゴヌクレオチドがPOオリ
ゴヌクレオチドよりも陰イオン交換体に強く保持さ
れることを利用したPS/PO置換体の分離，ジアス
テレオマーの分離などがさまざまな条件で達成され
ている 11~13）．一方で保持メカニズムが電荷に基づい
ているため，ジアステレオマーのように同じ電荷を
もった不純物に対する分離には限界もある 7）．ま
た，オリゴヌクレオチドはポリアニオン性であるた
め，溶出の際の移動相に高濃度の塩が必要となり，
塩の沈殿を防ぐために有機溶媒を使用しないことも
多く，MSと組み合わせる際にはオフライン脱塩や
2D-LCでのオンライン脱塩などが必要となる 8）．

3.2�　イオンペア逆相クロマトグラフィー（IP-
RP）

イオンペア逆相クロマトグラフィー（IP-RP）で
は，主に疎水性のC18（ODS）固定相が使用される
が 9, 14），オリゴヌクレオチドは強い極性と電荷を持
ち，ほとんど保持されないため，移動相にイオンペ
ア試薬が用いられる 15）．イオンペア試薬を用いた際
のカラムへのオリゴヌクレオチドの保持を説明する
ためにいくつかの理論モデルが提案されてい
る 16, 17）．イオンペアモデルではカラムに吸着する前
に移動相中でイオンペア試薬の正電荷とオリゴヌク
レオチドの負に帯電したホスホジエステル骨格との
間でイオンペアが形成され，逆相カラムに保持され
る．一方，静電的保持モデルではイオンペア試薬の
正電荷を帯びた疎水性イオンが逆相カラムの固定相
の非極性表面に吸着し，その結果として表面近傍に
イオンペア試薬の極性基とカウンターイオンによっ
て過剰な正電荷を持つ電気二重層が形成され，その
電気二重層にオリゴヌクレオチドが保持される 18）．
オリゴヌクレオチドの保持と分離はイオンペア試薬
の種類と濃度，カウンターイオン，移動相のpH，
カラム温度，固定相などの影響を受け 19~22），溶出は
アセトニトリル又はメタノールなどの有機溶媒の濃
度を増加させることで行われる．

アルキルアンモニウム塩は優れたイオンペア試薬
であり，従来から酢酸トリエチルアンモニウム

（TEAA）が一般的な試薬であったが，TEAAはエ
レクトロスプレーイオン化を抑制しLC/MS分析に
は理想的ではない 23）．そのため揮発性が高くpKaが
高いために，通常使用される高いpH下でイオン化
し，カウンターイオンとして機能する 24, 25）弱酸性の
ヘキサフルオロイソプロパノール（HFIP）の導入に
つながり 26, 27, 32），TEA/HFIPがオリゴヌクレオチ
ドのLC/MS分析に広く使用されるようになった．

その後も20年以上にわたり，核酸の分離におけ
るイオンペア試薬の有用性が研究され，クロマトグ
ラフィー分離能の向上とMS感度の向上が目指され
た．その過程では，PSオリゴヌクレオチドのよう
に，ジアステレオマーの存在によって分離が複雑に
なる化学的に修飾されたオリゴヌクレオチドに特別
な注意が払われた 14, 33, 34, 35）．一方で，数多くの報告
があるにもかかわらず，イオンペア試薬の選択など
は依然として試行錯誤のプロセスである．これには
最適化の目標の違い 14, 34），移動相のpHや有機溶媒
の違い 19, 23, 30），使用されたオリゴヌクレオチドの配
列や化学修飾の違い 15, 21, 28, 29, 31, 37, 38）などの複数の要
因によって，結果を比較することが困難となってい
ることも原因である．そのため，様々なイオンペア
試薬の性質と濃度がオリゴヌクレオチドの分離に与
える影響を系統的に検討した報告も行われている
が 39），依然として個別の不純物の分離の最適化には
詳細な検討が必要となる．

3.3�　親水性相互作用クロマトグラフィー
（HILIC）
親水性相互作用クロマトグラフィー（HILIC）は，

順相クロマトグラフィーのバリエーションで極性分
子の分析のために用いられる技術である．イオンペ
ア試薬を使用せず，移動相中の揮発性有機溶媒の量
が多くなるためIP-RPと比べて高いMS感度が得ら
れるという利点がある 40）．HILICをオリゴヌクレオ
チドの分離に応用したのは1990年のAlpertであ
る 41）．近年までイオンペア逆相モードと比較すると
オリゴヌクレオチド分離への利用は限られていた
が 42, 43），そのMSとの適合性とイオンペア逆相モー
ドとは疎水性に基づく溶出順が逆になることや，
PS/PO置換体の選択性がイオンペア逆相モード・イ
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オン交換モードとは異なることなどから，2D-LC
への応用も含めて利用が増加してきている 7, 44, 51）．

3.4　サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）
サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）は，相互

作用を介したプロセスではなく，理論的には流体力
学的半径の違いに基づいたサイズに応じて分離す
る．そのため，SECは主にハイブリダイズした二
重鎖siRNAに含まれるハイブリダイズしていない
一本鎖の定量に用いられてきた 44, 45）．IP-RPとも比
較されており，測定された一本鎖の相対量が二つの
LCモードの間でよい一致が見られたと報告されて
いるが，IP-RPは変性条件を使用するため，一本鎖
の割合が多くなる可能性があることにも注意が必要
である 9）．更にPSオリゴヌクレオチドの構造を分
離するために利用された例もある 46）．

3.5�　ミックスモードクロマトグラフィー
（MMC）
ミックスモードクロマトグラフィーは，固定相と

分析対象物の間に複数の相互作用モードが存在する
タイプの分離法である 10, 47, 48）．この分離法では，固
定相は二つ以上の相互作用部位を持つ．オリゴヌク
レオチド分析では逆相分離モードとイオン交換分離
モードが使用され，電荷，極性，疎水性に基づく複
数の保持メカニズムを提供できるため，単独の分離
モードよりも分離を改善できる可能性があるが，検
討するパラメータも多くなり，溶出順序の予測も困
難となることが注意点としてあげられる 10）．

ミックスモードを用いた不純物の解析例として
は，一箇所で塩基が入れ替わったオリゴヌクレオチ
ドや一塩基が置換されたオリゴヌクレオチドの分離
を実証した例や 10, 48），二つのPS修飾を持つGalNAc
コンジュゲートRNAに適用され，コンジュゲート
の部分的なジアステレオマー分離を達成した例があ
げられる 47）．

3.6　二次元液体クロマトグラフィー（2D-LC）
2D-LCはAEX，IP-RP，HILIC，SECな ど の2

種類の分離モードを組み合わせたもので，個別の分
離モードでは選択性が十分でなく近縁のオリゴヌク
レオチドが共溶出するため，直交分離を利用して，
ピークキャパシティーと分離能を向上させてい

る 49）．実際のオリゴヌクレオチドの分離への応用
や，その基礎となる分離モード間の分離の直交性を
評価した報告も増加している．また，オンライン脱
塩によりAEX移動相の高濃度の塩を除去すること
でMS内部への流入による汚染を防ぎMS検出を可
能にする．IP-RP移動相のイオンペア試薬を除去す
る場合には，MS感度を向上させることが期待でき
る．更にHILICが親水性核酸塩基と修飾に対する
保持やPS/PO不純物に対する選択性の違いから
AEX又はIP-RPと高い直交性を提供するため，
AEXとHILIC，IP-RPとHILICの組み合わせでの
開発が増加していくと予想されている 9）．

3.7　個別の製品関連不純物の分離
上述したいずれの分離モードの報告も，製品関連

不純物をファミリーレベルで分離することに集中し
ており，特定の不純物ファミリーのメンバーを区別
している報告は比較的少ない．先にあげたミックス
モードを用いた分析と 10, 47, 48），IP-RPでPOオリゴ
ヌクレオチド中の不純物の分離を改善するために
様々なアルキルアミンをスクリーニングした結果，
CNET（N  3-（2-cyanoethyl）thymine），OPC（3-

（2-ox op r opy l）im i d a z o［1 , 2- c］-5-me t hy l-
pyrimidin-6H-one），脱アミノ化，N-1体の位置異
性体を分離できた例などがあげられる 29）．IP-RPの
例では低級アミンの使用によって分離の向上を達成
しているが，PSオリゴヌクレオチドの分析ではホ
スホロチオアート結合に由来するジアステレオマー
が多く含まれるためピークがブロードとなり，同じ
手法を適用できない．そのため，前処理でヨウ素を
加えて脱硫を行い，POオリゴヌクレオチドにする
ことで適用可能となるとしている 29）．

3.8�　MSで生じるアーティファクトとしての不
純物

合成工程や保存過程ではなくLC/MS分析中に生
成され，分析アーティファクトとみなされる生成物
関連不純物もある．溶液中におけるPSオリゴヌク
レオチドの脱硫すなわちPS結合のPOへの変換は
よく知られているが，脱硫はMS分析中にも起こる
可能性があり，不純物の過大評価につながる 50）．ホ
スホロチオアート骨格は，エレクトロスプレーイオ
ン化の際にコロナ放電によって生成するヒドロキシ
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ラジカルなどの活性酸素種と反応する可能性があ
る．これにより，ホスホレン中間体を介してPSが
POに変換される．脱硫の程度は，ホスホロチオ
アートとヒドロキシラジカルのモル比に依存する．
LCの流速を上げる，注入するオリゴヌクレオチド
の量を増やす，エレクトロスプレーの電圧を下げる
ことなどで，イオン化の際に発生する脱硫が減少す
ることから，MS分析中に起こっているかを確認す
ることができる 32, 51）．

気相での脱プリン化もまた分析中に発生するアー
ティファクトである．高いエレクトロスプレー電圧
を印加すると，グリコシド結合を切断するために十
分なエネルギーを分子に与えてしまう．検出される
脱プリンのレベルはエレクトロスプレー電圧に比例
する．気相中の脱プリン化は，水と反応しないため
溶媒和されないので，溶液中での脱プリン化よりも
分子量が18 Da小さい 52）．そのため，例えばアデノ
シンの気相での脱プリン化（質量は親化合物より
135 Da小さい）が溶液中のグアノシンの脱プリン化

（質量は親化合物より133 Da小さい）に近い質量を
示すことにも注意することが重要である 51）．

また，アーティファクトではないが，エレクトロ
スプレーイオン化はオリゴヌクレオチドの全イオン
シグナルを分散させる電荷状態のエンベロープを作
り出し，それはまた同位体分布に細分化される．更
に，オリゴヌクレオチドのようなポリアニオンは，
オリゴヌクレオチド骨格のリン酸基又はホスホロチ
オアート基のH ＋をNa ＋やK ＋に交換する傾向があ
る．H ＋とアルカリ金属 ＋の交換の結果，多価のオ
リゴヌクレオチドイオンは，ナトリウム交換では
m/z 22/nの差，カリウム交換ではm/z 38/nの差

（nはイオンの電荷状態）を持つ複数の陽イオン含有
種の間で更に分散する．複数の電荷，同位体分布，
アルカリ交換を合わせると，MSシグナルが少なく
とも50以上のチャンネルに分散していることにな
り，これらは検出感度や不純物との質量分離に影響
を与える 25）．そのため，LC/MS分析の際にはガラ
ス器具などからのアルカリ金属の混入にも注意が必
要となる．

4. 各工程由来の不純物について

本章ではオリゴヌクレオチド原薬中に含まれる不

純物について，一連のオリゴヌクレオチド合成サイ
クルの各工程で発生する代表的な不純物について取
り上げ，生成機構や低減策，分析例が知られている
ものについてあわせて解説する．なお本章で取り上
げた不純物をはじめ関連する不純物について構造及
び親化合物からの質量差についての一覧表（Table 
2）を附した．

4.1　デブロック工程
4.1.1�　脱プリンに関連する一連の副反応（entry 

12, 13）
酸性，塩基性及び酸化ストレス下においてゲノム

DNAのプリン塩基が脱離してabasic部位を生成す
ることはよく知られている．核酸医薬の製造におい
ては，合成サイクル中に含まれるデブロック工程は
DMTr基を脱離させるために酸性条件を使用して
いるため，（特にDNA中の）アデニン塩基あるいは
グアニン塩基が脱プリン反応を起こし，abasic部位
を形成する可能性がある 53, 54）．

デプリネーションとして知られるこの脱プリン反
応は，酸性条件下でデオキシグアノシン及びデオキ
シアデノシンでグリコシル結合の切断が引き起こさ
れることで生じる．すなわちプリン塩基の7位のプ
ロトン化が引き金となりプリン塩基の脱離がおこ
り，生じたオキソカルベニウムイオンに水が攻撃す
ることでデオキシリボースとなる（Fig. 2）．

酸性条件下で促進される反応であることから，
DMTr基を脱離させるために使用されるジクロロ
酢酸やトリクロロ酢酸を数パーセント含むデブロッ
ク試薬とオリゴヌクレオチドの長時間の接触や，長
鎖のオリゴヌクレオチド合成では脱プリン反応につ
いては特に注意が必要である 54）．また3′末端側にリ
ン酸基を持たず固相担体に導入された状態のデオキ
シアデノシン残基は脱プリン反応を引き起こしやす
い事も知られている 55）．

なお脱プリン反応により生じたabasic部位は開
環型と閉環型の互変異性体の状態をとりうるが，開
環型のアルデヒド型でsyn型のβ脱離反応により鎖
の切断が起こり，5′末端にリン酸基が残った断片を
生じさせることとなる 56）．また鎖切断後に生じた3′
末端側にα，β不飽和アルデヒドをもつもう一方の
断片は，δ脱離反応を経由して3′末端にリン酸基を
もつ断片と4-オキソ-2-ペンテナールが生じる（Fig. 
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3）．これらの一連の反応は，塩基性条件や加熱によ
り引き起こされることから，鎖切断された断片は切
り出し脱保護時に生じると推測される．α，β不飽
和アルデヒドをもつ断片や4-オキソ-2-ペンテナー
ルは核酸塩基部への反応性を有しており，これら由
来の不純物が生じる要因となるがそれらについては
後述する．

なおアデニン塩基の脱プリン反応は6位の環外ア
ミノ基の電子求引性が強いと促進されることか
ら 57），デオキシアデノシンの保護基として良く使用
されるアシル型の保護基を，電子供与性のアミジン
型保護基へと変更することで抑制できることが報告
されている．またアシル型の保護基であるがtert-
ブチルフェノキシアセチル基は一般的に使用されて
いるベンゾイル基よりも脱プリン反応に抵抗性を示
し，アミジン型のN,N-ジメチルホルムアミジル基

（dmf基）に匹敵する脱プリン反応の抑制効果をもつ
ことが報告されており 58），この副反応を抑制する選
択肢の一つと考えられる．

デブロック試薬への接触時間の増加は脱プリン反
応を引き起こすため，この副反応を抑えるには，デ
ブロック反応を完全に進行させつつ，接触時間を出
来うる限り最小化する必要があると考えられる．し
かしながらデブロック工程中に酸性試薬がオリゴヌ
クレオチドに結合する上に 59），配列長や塩基組成な
どもデブロック反応に影響するなど複数の要素が反
応に関連するため，一定したデブロック条件を合成
の最初から最後まで適用することは難しい．デブ
ロック工程に使用する酸性試薬であるジクロロ酢酸
やトリクロロ酢酸のジクロロメタン溶液について，
デブロック反応及び脱プリン反応に及ぼすそれぞれ
の濃度の影響が調べられており，トリクロロ酢酸よ
り弱いジクロロ酢酸を高濃度（15％）で使用するほ
うが，薄い濃度（3％）でそれらの酸を使用するより
効果的であることが報告されている 55）．また製造に
使用されるデブロック試薬はジクロロ酢酸のトルエ
ン溶液であるが，トルエン溶液中でも高濃度のジク
ロロ酢酸を使用する方が効果的であるとされてい

Fig. 2　酸性条件下での脱プリン反応

Fig. 3　Abasic部位の分解と鎖切断
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る 60）．
4.1.2�　トリクロロアセトアルデヒド修飾体（entry 

28）
Capaldiらのグループは，市販のジクロロ酢酸を

ジクロロメタン又はトルエンに溶解させたデブロッ
ク試薬は，ジクロロ酢酸由来の低濃度のトリクロロ
アセトアルデヒド（クロラール）を含んでいること
があり，このクロラールが原因となり＋147 Daの
不純物が生じることを報告している 61）．クロラール
はデブロック工程で生じるオリゴヌクレオチド5′末
端の遊離ヒドロキシル基と反応し，ヘミアセタール
を形成する．デブロック工程の次の工程はカップリ
ング工程であることから，ヘミアセタールの水酸基
に対して，アミダイトユニットがカップリングする
とクロラール挿入体が形成され＋147 Da相当の不
純物となる（Fig. 4）．

300 ppmのクロラールを含む3％ジクロロ酢酸/
トルエン溶液を使用すると約2％のM＋147 Daの不
純物が生じ，クロラール濃度が100 ppmでは1％以
下に減少することが報告されている．したがって副
反応を抑えるにはクロラールの含量を低く保つこと
が重要であり，蒸留精製したジクロロ酢酸を使用す
ることが解決策の一つとされている．また10％ジ
クロロ酢酸/トルエン溶液のようなより高濃度なデ
ブロック試薬により，デブロック工程の時間を短時
間にすることでも副生を抑えることができると考え
られている．
4.1.3�　DMTr-Cホスホネート体の副生（entry 29, 

30）
カップリング反応後の亜リン酸トリエステルの酸

化又は硫化が不完全な場合，デブロック工程で
DMTr-Cホスホネートエステルが発生することが

報告されている 62）．デブロック工程で生成する遊離
のDMTrカチオンは，不完全な酸化又は硫化に
よって残存しているホスファイトトリエステル中間
体と反応し，DMTr-Cホスホニウムイオンを生じ
る（Fig. 5）．このホスホニウムイオンは，トリエス
テル部位の結合がアルブゾフ型の反応により切断を
受けることで，3種類の不純物を生じさせる（Fig. 
6）．すなわちN-1量体，DMTr-Cホスホネートを
主鎖骨格にもつ不純物，5′末端にDMTr-Cホスホ
ネートをもつ断片がそれぞれ発生する．DMTr-C
ホスホネート構造が組み込まれたオリゴ不純物は，
DMTr基の脂溶性の性質から逆相HPLC上では目的
物より保持時間が遅く溶出される傾向があることが
示されている．
4.1.4�　デブロック剤由来のPS/PO変換体（entry 

27）
デブロック剤として使用されるトリクロロ酢酸溶

液に微量含まれるホスゲンがホスホロチオアート結
合と反応し，ホスホロチオアート結合からホスホジ
エステル結合へと変化する機構が報告されてい
る 63）．合成サイクル中にキャッピング剤由来の塩基
性成分によって一部脱シアノエチル化されたホスホ
ロチオアート結合の硫黄原子に対して，ホスゲンが
反応しクロロチオホルマートを形成，続いて生じる
リン酸クロリド体の加水分解によりホスホジエステ
ル結合へと変換されるというものである（Fig. 7）．
長期保存されたトリクロロ酢酸溶液の使用を避ける
ことで回避することができる．

4.2　カップリング工程
もっとも一般的な不純物の一つであるN-1量体

は目的物質と一残基のみ欠損した配列で構成され

Fig. 4　クロラール挿入体の生成
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Fig. 5　DMTr-Cホスホネートの生成

Fig. 6　DMTr-Cホスホネートの分解

Fig. 7　TCA由来のホスゲンによる脱硫反応
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る．物理化学的な特徴が目的物質とN-1量体は類
似することから，分離・精製が困難な不純物である．
そのため，合成サイクルの最適化により極力抑制す
べき対象であり，その発生要因を理解することは重
要である．N-1量体はカップリング不良によって発
生することよりむしろデブロック，カップリング，
酸化・硫化，キャップ化の各工程にまたがって発生
要因が複数存在する不純物である．また使用する固
相担体にも発生要因が存在する．N-1量体及びN＋
1量体について，カップリング工程が関与する不純
物という扱いでこの項で取り上げるが，特にN-1
量体については，上述したように合成サイクル中の
各工程にまたがって要因が存在することから，工程
ごとのN-1量体の生成要因についてもこの項目で
説明する．
4.2.1　デブロック工程由来N-1量体

オリゴヌクレオチドの合成サイクルはデブロック
工程から開始されるが，デブロック反応が完全に進
行していないと，一部のオリゴヌクレオチドは
DMTr基によって5′水酸基が保護されたままの状
態となる．このDMTr保護されたオリゴヌクレオ
チドは次のカップリング工程でアミダイトユニット
との反応ができないため，鎖伸長が起こらないまま
一連の合成サイクルを経て，次のサイクルを迎え
る．次のサイクルのデブロック工程でDMTr基が
除去されると，鎖伸長が可能となり，結果としてデ
ブロック工程が不十分であったサイクルに由来する
N-1量体が生成する．
4.2.2　カップリング工程由来N-1量体

ホスホロアミダイト法のカップリングは一般には
99％以上の高い効率で進行するとされるが，カップ
リングが進行しなかった一部のオリゴヌクレオチド
はカップリング工程の直後には未反応の5′水酸基を
有している．この水酸基に対して次の鎖伸長サイク
ルでのカップリングを防止するため，通常は合成サ
イクルの最後に水酸基をキャップ化する反応が行わ
れる．キャップ化が不十分である場合，カップリン
グ不良によるN-1量体が生じることとなる．また
DMTr-OFF合成を行う場合，完全長のオリゴヌク
レオチドに対して，最後のアミダイトユニットの導
入時のカップリング不良で生じる5′末端のヌクレオ
チド残基が欠落したN-1量体は分離しにくい不純
物として混入する可能性が高い事にも留意が必要で

ある．
4.2.3　酸化・硫化工程由来のN-1量体

カップリング後に形成されるホスファイトトリエ
ステル部分の酸化・硫化が不十分な場合，次のデブ
ロック工程でDMTr-Cホスホネートが生じること
は既に紹介したが，DMTr-Cホスホネートが分解
する際に，N-1量体が発生しうる経路が存在する．
すなわちFig. 6で図示したbond cが切断された場
合，上流側の残基が欠損して5′水酸基が生じ，次の
サイクルで鎖伸長が可能な形となるため結果として
N-1量体が生じることとなる．
4.2.4　キャップ化工程由来のN-1量体

既にカップリング工程由来のN-1量体の項でも
述べたが（4.2.2），カップリングによる鎖伸長が起こ
らなかった場合，未反応の5′水酸基が残る．この水
酸基のキャップ化が不十分な場合，次の合成サイク
ルでの反応点となり結果的にN-1量体が発生する．
4.2.5　固相担体由来のN-1量体

ここまで紹介してきた合成サイクル由来のN-1
量体とは異なるが，固相担体の性質が原因で3′末端
の残基が欠損した二通りのN-1量体が発生するこ
とがある．3′末端のヌクレオシドが欠落し3′末端に
リン酸又はチオリン酸をもつN-1量体が生じる場
合と，3′末端の残基がヌクレオチドとして欠落した
N-1量体が生じる場合である（Fig. 8 B, C）．

3′側に導入されるヌクレオシドがプレロードされ
た担体では，3′末端側が1残基欠損し，3′末端にリ
ン酸又はチオリン酸が結合したN-1量体が発生す
ることがある．固相担体の表面の反応性残基が十分
にキャップ化されていないとアミダイトユニットが
リンカーを介して導入されたヌクレオシドの5′水酸
基ではなく，固相担体表面に存在する水酸基やシラ
ノールに対しても反応し，3′末端側が1残基欠損し
たN-1量体がホスホジエステル結合又はホスホロ
チオアート結合を介して担体上に形成される．その
後の切り出し時にリン酸と固相担体間の結合が切断
されることで3′末端にリン酸又はチオリン酸が結合
したN-1量体として遊離してくる．ポリスチレン
系の固相担体では，プレロード担体を調製した際
に，アミノ基や水酸基は無水酢酸等で容易にキャッ
プ化されるため，このようなN-1量体の発生の可
能性は低い．一方，Controlled Pore Glass（CPG）を
担体として使用する場合はシラノール基のキャップ
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化が難しく，核酸合成で使用される一般的なキャッ
プ化剤ではキャップ化されにくいため，このような
N-1量体が発生しやすい．シラノール基をキャップ
化するためにアミダイト型のキャッピング剤を使用
することでN-1量体を低減する方法が報告されて
いる 64, 65）．

また，ユニバーサルサポート担体を使用する際に
は，UnyLinker TMに 導 入 さ れ たDMTr基 の デ ブ
ロック反応が不十分な場合，3′末端が欠損したN-1
量体が生じる．UnyLinker TMのジオール部に導入
されたDMTr基は二級水酸基に導入されている形
であるため，プレロードされたヌクレオシドやアミ
ダイトユニットの5′水酸基のDMTr基より除去さ
れにくい．UnyLinker TMに対して最初のアミダイ
トユニットを導入する前にはDMTr基を完全に脱
保護する必要がある．またデブロック工程後に生じ
たUnyLinker TM上の二級水酸基は，アミダイトユ
ニットやキャップ剤に対しても5′水酸基よりも反応
性が劣るため，より長い反応時間などが必要であ
る．このようにUnyLinker TMを使用する際には
カップリングやキャップ化の条件によってはN-1
量体が発生する要因となることに留意する必要があ
る．

また，デオキシアデノシンやデオキシグアノシン
が導入されたプレロード担体を使用する場合，3′末
端プリン塩基が脱プリン反応を起こすことによって
3′末端が欠損したN-1量体が生じる．デブロック工
程由来不純物の項でも触れたが，3′末端側にリン酸
基を持たず固相担体に導入された状態のデオキシア
デノシン残基は脱プリン反応を引き起こしやすいこ

とと，3′末端はデブロック試薬に接触する累積時間
が最も長いことに注意が必要である．アデニン塩基
のアミノ基を介して固相担体と結合した担体を使用
することでこのN-1量体の発生を回避する方法が
提案されている 66）．
4.2.6　N＋1量体

カップリング工程では本来1残基のみ伸長されな
ければならないが，さらなるカップリングが発生
し，目的とする鎖長より長いロングマー（N＋1，N
＋2量体など）が生じることが知られている 67）．
カップリング工程ではアミダイトユニットと活性化
剤として酸性物質が使用されるが，アミダイトユ
ニットは酸性条件で脱保護されるDMTr基をもつ
ため，活性化剤によりカップリング反応中に一部の
DMTr基が脱落する可能性がある．DMTr基の脱
落により生じた5′水酸基に対して更にカップリング
反応が進行するとN＋1量体となる．この副反応は
活性剤の酸性度やアミダイトユニットのDMTr基
の外れやすさ，カップリング時間などに依存すると
考えられる．Krotzらはエチルチオテトラゾール

（pKa＝4.28）を使用するとテトラゾール（pKa＝
4.89）よりN＋1量体が増加する事を報告してい
る 67）．また彼らは配列の組成にN＋1量体の生成が
依存していることも示しており，DMTr基の除去
されやすい塩基ほどN＋1量体の発生が多くなるこ
とを見出している．

4.3　酸化・硫化工程（entry 27）
カップリングに引き続いて行われるリン酸部位の

酸化・硫化工程では，反応が十分でない場合，デブ

Fig. 8　（A）完全長の3′末端構造（B）3′末端のヌクレオシド欠損体（C）3′末端のヌクレオチド欠損体
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ロック工程の段階でDMTr-Cホスホネートが生じ
ることが知られており，この副反応については既述
した．この工程，特に硫化の際に生じる可能性があ
る代表的な不純物としては，DMTr-Cホスホネー
トを除くとホスホジエステル体が挙げられる．ホス
ホロチオアートオリゴを合成する際に使用される硫
化剤は多数報告されてきているが，かつてホスホロ
チオアートオリゴの合成や製造に最も良く使用され
てきた硫化剤であるBeaucage試薬 68, 69）は硫化反応
後に生じる副成物によりホスホジエステル体が生じ
る（Fig. 9）．実際にBeaucageらはこの副成物がト
リメチルホスファイトと反応し，対応するトリメチ
ルリン酸を与えることを確認しており，ホスホジエ
ステル体副生の要因であることが示されている 69）．

上記のような問題があるためBeaucage試薬に代
わり，製造で使用可能な硫化剤の開発がすすめら
れ，現在のオリゴヌクレオチド製造ではビス（フェ
ニルアセチル）ジスルフィド（PADS）や5-アミ
ノ-3H-1,2,4-ジチアゾール-3-チオン（ADTT）と
いった硫化剤の使用が主流である 70, 71）．なおPADS
については，十分な硫化効率を得るには試薬の調製
後にエイジングを行う事が必要で，調製したての試
薬 溶 液 を 使 用 す る と ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 体 や
DMTr-Cホスホネート体の副生が多くなることが
報告されている 72）．

4.4　キャップ化工程
4.4.1　グアニン塩基の保護基の交換反応（entry 3）

グアニン塩基のN 2位はイソブチリル基が保護基
として汎用されているが，無水酢酸が含まれる
キャップ剤により，アセチル基へと保護基が交換さ
れアセチル保護体となることが知られている（Fig. 
10）．このアセチル保護体は通常の脱保護条件に対
してイソブチリル保護体より安定であることが知ら
れており，＋42 Daの不純物の発生要因となる．イ
ソ酪酸無水物をキャップ化剤として使用すること
で，保護基のアセチル基への交換を防止し＋42 Da
の不純物を抑えることができるとされている 73）．
4.4.2�　グアニン塩基から2,6-ジアミノプリン誘導

体への変換（entry 4, 5, 6）
Rodriguezらはオリゴヌクレオチド合成のキャッ

ピング工程で汎用されるアセチルキャッピング剤
（無水酢酸，N-メチルイミダゾール）の影響により，
グアニン塩基特異的に分子量が41 Da大きい不純物
に変換されることを報告している．不純物のMSフ
ラグメント解析からアセトアミドの存在が示唆さ
れ，標品合成による比較からグアニン塩基がN  2-ア
セチル-2,6-ジアミノプリン体（ADP）に変換された
としている 74）．前項で触れたようにグアニン塩基N  
2位のイソブチリル保護基はアセチルキャッピング
剤によりアセチル基に変換される．保護基の交換反
応に加えて，6位カルボニル基がキャッピング剤に

Fig. 9　Beaucage Reagentによる硫化反応（上段）と副成物による酸化反応（下段）の推定反応機構
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より活性化され，最終脱保護工程でアミノ基に変換
される生成メカニズムを提唱している（Fig. 11）．

同様の反応が，アセチル保護体への保護基の置換
を受けていないイソブチリル保護体の場合で起こる
と＋69 Da分子量が増加した不純物が生じると考え
られることから，オリゴヌクレオチドで見られる＋
69 Daの不純物としてイソブチリルジアミノプリン

（IDP）の構造が提案されている 75）．ADPやIDPのア
セチル基やイソブチリル基が脱保護されると2,6-ジ
アミノプリンとなる 76）．グアニン塩基から2,6-ジア
ミノプリンへの変化は質量差がわずか1 Daの減少
であるため通常のLC/MS測定では見分けることは
難しく，2D-LC/MSなどの活用が必要と思われる．

また正木らは次世代シーケンサーを活用し，オリ
ゴ合成中に生じる副反応による塩基置換率を精査し
た結果，GからAへの置換が他の塩基に比べて高
く，キャップ剤によるグアニン塩基からジアミノプ

リン塩基への変換反応が要因となっていることを報
告している 77）．ジアミノプリンへの変換がキャッピ
ング剤により比較的生じやすい副反応であることが
示唆される結果である．キャップ剤としてフェノキ
シ酢酸無水物を使用すると，置換が促進されること
もあわせて示されており，キャッピング剤の反応性
も副反応をコントロールする上で重要な要因と考え
られる．
4.4.3�　アデニン塩基の5-アミノ-4-ピリミジルイ

ミダゾールへの変換（entry 16）
Rodriguezらはアデニン塩基に対してキャッピン

グ試薬が反応することで生じる不純物について報告
している 78）．意図的にキャッピング工程の試薬量及
び反応時間を増やすことで，親化合物から＋98 Da
分子量が増加した不純物が観測されることを見出し
ている．デオキシオリゴヌクレオチドの酸分解に
よって得た核酸塩基（プリン塩基）のLC/MS解析

Fig. 10　グアニン塩基の保護基の交換反応

Fig. 11　グアニン塩基の2,6-ジアミノプリン誘導体への変換
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からアデニン塩基に特異的に変異が生じていること
を明らかにしている．更にポリデオキシアデニル酸
に対して過剰なキャップ化反応を行ったのちに，酵
素分解を行い＋98 Daの不純物に相当するヌクレオ
シドを単離し，NMR及びX線結晶構造解析から構
造を確認している．

その発生機構は以下のように推測されている．ま
ず，キャッピング試薬に含まれる無水酢酸によって
アデニン塩基N 6位の保護基がトランスアセチル化
されN  6-アセチルアデニンとなる．つぎにこのアセ
チル基のα炭素へ更に連続したC-アセチル化反応
が生じることでジアセチルアセテート体に変換され
た塩基が中間体として生成する．末端アセチル基へ
のさらなるO-アセチル化により生じた，求電子的
なアルケンに対してアデニンN 1位からの環化反応
を経て三環性構造が形成される．切り出し時のアン
モニア水処理によりC 2位の加水分解が引き起こさ
れ最終的に二環性の5-アミノ-4-ピリミジルイミダ
ゾール誘導体となると考えられている（Fig. 12）．
この副反応は使用するキャップ化剤の当量を減少さ

せることで抑制することが可能とされている．
4.4.4�　キャップ剤に含まれる不純物による塩基へ

の副反応（entry 18, 19）
キャッピング工程で使用されるキャッピング剤に

含まれるN-メチルイミダゾールには少量の1,3,5-ト
リメチルヘキサヒドロ-1,3,5-トリアジンが含まれて
いることがあり，85 Da質量が増加した不純物を生
じさせる要因となる 79）．トリアジンから生じるイミ
ンと無水酢酸によりβ-N-メチルアミノアセトアミ
ド（MAM）が核酸塩基部に付加した構造となって
いると考えられている．チミン塩基に反応した場合
の推定構造を図示した（Fig. 13）．トリアジンの混
入が低減された試薬を使用することでこの不純物の
発 生 を 抑 え る こ と が で き る と さ れ て お り，
Honeywell社よりトリアジンを低減した状態の
キャップ剤が販売されている．

Fig. 12　アデニン塩基にキャップ化試薬により生じる＋98 Daの不純物の生成機構

Fig. 13　＋85 Daの推定不純物構造
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4.5　切り出し・脱保護工程
4.5.1�　チミン，ウラシル塩基のN3位シアノエチ

ル化（entry 9）
通常のホスホロアミダイト法ではリン酸部位の保

護基としてシアノエチル基が採用され，固相合成後
のオリゴヌクレオチドのリン酸部位はシアノエチル
基により保護されている．このシアノエチル基は塩
基性条件下で脱保護され，アクリロニトリルとして
遊離してくる．Capaldiらは合成オリゴヌクレオチ
ド中に分子量が53 Da増加した不純物が発生してお
り，その発生量が配列中のチミン塩基の数と相関

（チミン残基当たり約0.5％）していることを見出し
ている．詳細な検討からその構造を明らかにし，チ
ミン塩基3位Nがアクリロニトリルによりシアノエ
チル化された不純物であることを報告している 80）．
塩基性条件下β脱離によりシアノエチル基が脱保護
されることでアクリロニトリルが遊離し，チミン塩
基3位Nに対してアクリロニトリルがマイケル付加
反応を起こすことでシアノエチル化されたチミン塩
基を生じさせる（Fig. 14）．

この不純物の低減方法については，切り出し脱保
護時にスカベンジャーを共存させる方法，合成後の
オリゴヌクレオチドの切り出しに先立って弱い塩基
でシアノエチル基を除去しつつアクリロニトリルを
カラムから洗い流す方法などいくつか提案されてい
る 81～84）．またアクリロニトリルの付加は，反応性
の違いや核酸塩基部の保護基の有無などにより通常
のオリゴヌクレオチド合成においてはチミン（又は
ウラシル）塩基で優位にみられるが，他の核酸塩基
でも同様の反応が知られている 80, 81, 85, 86）．

4.5.2�　シトシン4位及びアデニン6位アミノ基の
デアミネーション（entry 1）

アデニン塩基6位やシトシン塩基4位のアミノ基
がカルボニル基へと置換されるデアミネーション反
応は生理的条件下では核酸塩基を基質とする脱アミ
ノ化酵素により引き起こされる．一方，非酵素的に
これらの反応を促進するには加熱や塩基性条件が必
要とされている．デアミネーションの速度について
はアデニン塩基の場合，シトシンや5-メチルシト
シン塩基と比較して生理的条件下では50倍近く遅
いことが知られている 87）．

Lindahlらは大腸菌DNA，オリゴヌクレオチド
（一本鎖dC，二重鎖dG/dC）及びdCMPを用いて，
種々の温度及びpHにおけるシトシン塩基のデアミ
ネーションについて報告している 88）．液性がpH8～
8.5の範囲が最も安定であり，pH9.5より塩基性に偏
るとデアミネーション生成速度が加速されること，
65～95℃の範囲において温度上昇に伴いデアミネー
ション体の生成率が上昇することが報告されてい
る．DNA，あるいは二重鎖構造よりも自由度が高
い一本鎖状態のほうが加水分解を受けやすいことも
示されている．更にEhlrichらは5-メチルデオキシ
シチジン，デオキシシチジン，N  4-メチルデオキシ
シチジンの生理的pHにおいて加熱によるデアミ
ネーションの促進について調べており，5-メチルデ
オキシシチジンのデアミネーションはシチジンや
N  4-メチルデオキシシチジンよりも進行しやすいこ
とを明らかにしている 89）．オリゴヌクレオチド合成
後の切り出し脱保護にはデアミネーションを促進し
うる塩基性かつ加熱条件が使用され，核酸医薬へ
5-メチルデオキシシチジンを組み込むことも多いた
め，デアミネーションには注意が必要と考えられ

Fig. 14　チミン塩基のシアノエチル化反応
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る．デアミネーションは分子量の変化が1 Daの増
加であるため通常のLC/MS測定では見分けること
が難しいことが予期され，高分解能のLC/MSでの
検出法の報告もあるが 90），グアニン塩基の2,6-ジア
ミノプリンへの置換と同様に2D-LC/MSなどの活
用も必要と思われる．
4.5.3�　シトシン4位のトランスアミネーション

（entry 2）
Reddyらは迅速なオリゴヌクレオチドの切り出

し/脱保護方法と副生物の低減方法について報告し
ている 91）．一般的に用いられるアンモニア水による
切り出し脱保護のかわりにメチルアミンとアンモニ
ア混液を使用すると脱保護時間を1/20以下に短縮
できるが，ベンゾイル保護されたシトシン塩基にト
ランスアミネーション体が生じることが知られてい
る．これはアンモニアより求核性が高いメチルアミ
ンがピリミジン塩基と直接反応することで生成する

（Fig. 15）．
ベンゾイル基からアルキルカルボニル保護基へと

変更するとカルボニル部位の求電子性があがり，ピ
リミジン部位での副反応を低減させることができ
る．実際に，シトシンの保護基をベンゾイル基から
アセチル基とするとメチルアミンによるトランスア
ミネーション体の生成が10％から0％に減少するこ
とが報告されている．
4.5.4�　シトシン塩基のオキソプロピルイミダゾピ

リミジン誘導体への変換（entry 17）
脱プリン塩基より生じるabasic部位は加熱によ

りさらなる分解を受けてバックボーンの切断とフラ
ノース環由来化合物（4-オキソ-2-ペンテナール，
Fig. 3）が共に遊離してくることは既述したが，
Rentelらはシトシン塩基のN 1位，N 4位と4-オキ
ソ-2-ペンテナールが反応することでエテノシチジ

ン誘導体である分子量が80 Da大きい二環性化合物
（オキソプロピルイミダゾピリミジノン）が形成され
ることを報告している（Fig. 16） 92）．4-オキソ-2-ペ
ンテナールとシチジンのみの反応からは20℃付近
では＋98 Daの生成物が主生成物であったが，この
反応系を40℃に加熱すると＋80 Daの化合物に収束
したことから，多くのエテノ誘導体の合成で見られ
るように脱水を伴って＋80 Daの不純物を生じてい
ると考えられる．なお二つの異なる位置異性体が生
じる可能性があるが，得られたヌクレオシドの
NMR解析から片方の異性体のみ生じていることを
明らかにしている．
4.5.5　ピリミジン環の分解（entry 7, 8）

切り出し脱保護に使用される塩基性条件下で，シ
チジン及びウリジンの分解により脱ピリミジン化が
進行することがある．この現象は通常のアンモニア
処理ではあまり観察されないが，メチルアミンを使
用すると顕著に発生する．反応機構についてウラシ
ル塩基を例に図示した（Fig. 17） 93）．ピリミジン塩基
6位へのメチルアミンのマイケル付加を引き金とし
て，エノラート体を経由してピリミジン環の分解が
起こる．α，β-不飽和アミド部位に対するメチル
アミンによるアミド交換反応によりウレア構造をも
つ残基へと変化し－52 Daの不純物を与える．ウレ
ア部分がメチルアミンにより更に分解を受けること
で-95 Daに相当する不純物としてリボースのアノ
マー位がアミノ化されたアミノフランが生じる．
4.5.6�　2′-アラビノフラノシル体の副生（entry 20, 

21）
siRNA中に組み込まれることが多い2′-フルオロ

ウリジン及びシチジンは，加熱や塩基性条件下で，
2′位のフッ素が抜けることで2位と2′位で環化した
2,2′-O-アンヒドロ体となり－20 Daの副生成物を与
える 94~97）．なお2′-フルオロシチジンは2′-フルオロ
ウリジンと比較して約29倍の速さで環化体の形成
が起きることが報告されている 96）．この環化体は更

Fig. 15　�メチルアミンによるBz保護シトシンのトランス
アミネーション

Fig. 16　�4-オキソ-2-ペンテナールによるエテノシチジン
誘導体の生成
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Fig. 17　メチルアミンによるウラシル塩基の分解

Fig. 18　ピリミジン型ヌクレオシドで見られる2′-アラビノフラノシル体の副生

Fig. 19　アクリロニトリルによるホスホロチオアート結合の脱硫機構
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に加水分解をうけ，親化合物から－2 Daに相当す
るアラビノフラノシル体となる（Fig. 18）．siRNA
の液相及び気相での強制劣化試験の結果から，環化
体の加水分解は加熱や窒素ガス雰囲気下でも進行し
たことから，低湿度でも進行しうることが示されて
いる 94）．
4.5.7�　切り出し脱保護工程由来のPSからPOへの

変化（entry 27）
切り出し脱保護条件で汎用されるアンモニア処理

によりホスホロチオアート結合で脱硫が起こり，ホ
スホジエステル結合へと変化する例が知られてお
り，対処法も報告されている 98~100）．Kodraらは金
属イオンの存在により脱硫が促進されることを見出
し，EDTAを10 mM加えることで脱硫を大幅に抑
制できることを報告している．Reeseらはメルカプ
トエタノールをアンモニアと共存させて脱保護する
ことで，脱硫が完全に抑えられると報告している．
またリン酸部を保護しているシアノエチル基より生
じるアクリロニトリルが関与する脱硫機構も提唱さ
れている 101）．アクリロニトリルがホスホロチオ
アート結合の硫黄原子と反応しS-シアノエチル化
された状態となり，水酸化物イオンによる求核攻撃
を経て3-メルカプトプロピオニトリルとして脱硫
が生じるというものである（Fig. 19）．
4.5.8　UnyLinker TMの残存（entry 32, 33）

合成オリゴヌクレオチドの3′末端に修飾核酸残基
を組み込むにあたって，プレロード担体を調製しな
い場合はUnyLinker TMの導入されたユニバーサル
担体が使用される 102）．UnyLinker TMはジオール部
に導入されたコハク酸リンカーが切断されたのち，
環状リン酸の形成を経てオリゴヌクレオチドが切り
出されるが，切り出し脱保護時の加熱時間などが不
十分な場合，環状リン酸の形成がおこらずオリゴヌ
クレオチドの3′末端にホスホジエステル/ホスホロ
チオアート基を介してUnyLinker TMが結合した構
造の不純物が生じる 101）．なお脱保護溶液としてア
ンモニアを使用するかメチルアミンを使用するかに
よって，261 Da又は275 Da大きい質量をもった不
純物となる．またUnyLinker TMとの結合がホスホ
ロチオアートの場合，不純物の質量は更に16 Da大
きくなり，277 Da又は291 Daとなる（Fig. 20A）．
その他，マレイミド部分が，アンモニアやメチルア
ミンで開環した状態の構造をとった不純物が観察さ

れる可能性もあることにも留意が必要である（Fig. 
20B）．この種の不純物は，マレイミド部分の窒素
を介してUnyLinker TMが固相担体に導入されてい
るタイプのものを用いれば，環状リン酸の形成が起
こっていないものは固相担体から切り出されないた
め， 不 純 物 の 混 入 が 回 避 で き る（Fig. 20C）．
UnyLinker TMからの切り出しが不完全であれば収
率が多少低下するだけであり，切り出し脱保護時間
を長くとるなどすれば収率の低下も最小限に抑える
ことができる．

4.6　リガンド由来不純物（entry 36-41）
核酸医薬を標的部位へと送達するためにオリゴヌ

クレオチドにDDS機能をもつリガンドが導入され
るようになってきているが，siRNAのリガンドと
して多用されているGalNAcリガンドに関連する不
純物について報告例を紹介する．

Rodriguezらは，液相合成によるポストコンジュ
ゲーションでのGalNAcリガンドの導入時と，ホス
ホロアミダイト法による固相合成でのGalNAcリガ
ンドの導入時，それぞれの不純物プロファイルを比
較検討し報告している 103）．固相合成での導入はオ
リゴヌクレオチドの精製や凍結乾燥が一回で済み，
液相合成よりシンプルな製造工程であることが利点
であるが，収量（58％ vs 47％，液相vs固相，以下
同様）やUV純度（97.7％ vs 96.6％）の点では液相
合成によるリガンド導入の方が良い結果を示してい
る．GalNAcリガンドに由来する不純物としては固
相 合 成 で の 場 合，－42 Daの ア セ チ ル 基 欠 損 体

（2.1％ vs 0.45％），－203 DaのGalNAc欠損体（1.4％ 
vs 0.33％），＋80 Daのリン酸化された不純物（0.43％ 
vs 0.12％）が液相合成による導入時より増加してい
た．一方，PO体に関しては固相合成でリガンドを
導入する方が低く抑えられていた（3.0％ vs 1.9％）．
固相合成でアセチル欠損体が増加するのは，最終脱
保護工程で使用される塩基性条件によりGalNAcリ
ガンドのアセチル基が一部脱落するためと考えられ
る．また，GalNAcが欠損したものは，GalNAcア
ミダイトユニットのカップリング前のデブロック工
程で使用されたジクロロ酢酸が十分に担体から除去
されておらず，GalNAcアミダイトユニットのカッ
プリング中にグリコシド結合の加水分解が引き起こ
されることで生じると推測されている．リン酸化さ
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れたと思われる＋80 Daの不純物も観察されている
が，これはGalNAcユニットの水酸基の一部がアミ
ダイト化され，bisアミダイト体となった不純物が
原料となるGalNAcアミダイトユニットに含まれて
いたことから生じるものと考察されている．固相合
成では，液相合成で見られない不純物として，
GalNAcユニットに対してオリゴが2ヶ所導入され
たブランチ体が観察されており，これが液相合成と
固相合成での純度の大きな違いをもたらしている．
このブランチ体はbisアミダイト体となったユニッ
トから生じると考えられている．GalNAcリガンド
の導入に伴って観察される不純物の構造を図示した

（Fig. 21）．

5. まとめ

核酸医薬品は毎年1～2品目が承認されており，
今後ますます重要な治療選択肢の一つとなることが
期待される．本総説では，核酸医薬で用いられてい

る分析法やこれまでに報告されている不純物の構造
及びその生成メカニズムについて整理してきた．合
成工程由来の不完全な配列や精製プロセス由来の残
存物は，製品品質の一貫性や有効性に大きな影響を
与える．核酸医薬品の品質を担保するためには不純
物の特定と管理が不可欠であり，より高精度な管理
手法の確立が求められる．また，核酸医薬の商用生
産を成功させるためには，開発期間を通してスケー
ルアップ製造時の不純物制御が鍵となる．核酸医薬
品に関する規制は進化し続けており，日米欧で不純
物管理に関する議論が進んできている．今後の研究
開発の進展によって，より安全で効果的な核酸医薬
品の実用化が加速することが期待される．
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Fig. 21　GalNAcコンジュゲートで見られる不純物の例
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entry 部位 生成工程
記載箇所

不純物の種類
不純物の生成メカニズム

不純物の構造　(左︓親化合物，右︓不純物) 分子量変化
(Da)

文献

1 塩基

切り出し・脱保護工程

４－５－２

シトシン4位アミノ基のデアミネーション

塩基性条件下、5-メチルシトシン又はシトシン4位アミノ基の
加水分解によりチミン又はウラシル塩基に変換される

+1 88, 89

2 塩基

切り出し・脱保護工程

４－５－３

シトシン4位アミノ基のアルキル化

主にBz基保護シトシンをメチルアミンにて脱保護する場合、
求核性が高いメチルアミンがピリミジン環と反応する(トランス
アミネーション)ことで生じる

生成比率: dCBz(10%) vs dCac(0%)

+14 91

3 塩基
キャップ化工程

４－４－１

グアニン塩基のN -アセチル体の発生

グアニン塩基に汎用されるイソブチリル基がキャッピング剤によ
るアセチル基へと交換される。アセチル基が脱保護不完全と
なるとグアニン塩基のN -アセチル体が生じる

+42 73

4 塩基
キャップ化工程

４－４－２

グアニン塩基から2,6-ジアミノプリン体へ変換

キャッピング剤(無水酢酸, NMI)により、グアニン塩基の2位
保護基がアセチル基に変換されるとともに(トランスアミデーショ
ン)、6位カルボニル基が活性化され(アミネーション)、最終脱
保護工程でアミノ基へ変換される

+41 74

5 塩基
キャップ化工程

４－４－２

グアニン塩基から2,6-ジアミノプリン体へ変換

キャッピング剤に含まれる求核触媒によりグアニン塩基6位カ
ルボニル基が活性化され(アミネーション)、最終脱保護工程
でジアミノプリン体へ変換される

-1 76

6 塩基
キャップ化工程

４－４－２

グアニン塩基から2,6-ジアミノプリン体(イソブチリル保護)へ変
換

キャッピング剤に含まれる求核触媒によりグアニン塩基6位カ
ルボニル基が活性化され、最終脱保護工程でアミノ基へ変
換されるともに、2位イソブチリル基が未脱離である

+69 75

7 塩基
切り出し・脱保護工程

４－５－５

ウラシル塩基の加水分解

脱保護液に含まれるメチルアミンがウラシル塩基とマイケル付
加反応して加水分解を引き起こす

-52 93

8 塩基
切り出し・脱保護工程

４－５－５

ウラシル塩基の加水分解

脱保護液に含まれるメチルアミンがウラシル塩基とマイケル付
加反応して加水分解を引き起こす

-95 93

9 塩基
切り出し・脱保護工程

４－５－１

チミン又はウラシル塩基のシアノエチル化

リン酸部位保護基(シアノエチル基)のβ脱離により生じるアク
リロニトリルがチミン塩基の3位アミノ基にマイケル付加反応す
ることで生じる

+53 80

10 塩基
切り出し・脱保護工程

ー

グアニン塩基のイソブチリル基の脱保護不完全

グアニン塩基のN2位イソブチリル基はアンモニア水条件では
脱離しにくく、残存した場合は不純物となる

+70 25,
104

11 塩基
切り出し・脱保護工程

ー

アデニン塩基のベンゾイル基の脱保護不完全

アデニン塩基のN4位ベンゾイル基が残存した場合は不純物
となる

+104 25

12 塩基
デブロック工程

４－１－１

脱プリン(アデニン塩基)

Deblockの工程の酸性条件下にて脱プリン反応が発生、特
にDNAで起こりやすい

-117 51,53,
54

13 塩基
デブロック工程

４－１－１

脱プリン(グアニン塩基)

Deblockの工程の酸性条件下にて脱プリン反応が発生、特
にDNAで起こりやすい

-133 51,53,
54

14 塩基
酸化ストレス

ー

グアニン塩基8位の酸化体

酸化ストレスによりGの8位が酸化される
+16 105
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Table 2　これまでに報告例があるオリゴヌクレオチド不純物
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entry 部位 生成工程
記載箇所

不純物の種類
不純物の生成メカニズム

不純物の構造　(左︓親化合物，右︓不純物) 分子量変化
(Da)

文献

15 塩基
酸化ストレス

ー

グアニン塩基の酸化より引き起こされる損傷塩基

グアニン塩基の8位酸化を経て、弱酸性条件下ではヒダント
イン構造に分解される

ー 105

16 塩基
キャップ化工程

４－４－３

アデニン塩基が5-アミノ-4-ピリミジルイミダゾールへ変換

アデニン塩基へのキャップ剤（無水酢酸）の副反応を経て、
アンモニア処理工程でM+98Da不純物を最終的に生じる

+98 78

17 塩基
切り出し・脱保護工程

４－５－４

シトシン塩基がオキソプロピルイミダゾピリジミジノン誘導体へ
変換される

脱プリン後、加熱過程（脱保護切り出し）を経て生じる4-
oxo-2-pentenalがシトシン塩基と反応しエテノシトシン誘
導体を生じる

+80 92

18 塩基
キャップ化工程

４－４－４

キャップ剤に含まれる不純物によるチミン・ウラシル塩基への副
反応

キャップ剤に使用されるNMIに含まれる不純物および無水酢
酸より生じる反応性中間体がチミン(ウラシル)塩基のN3位と
反応する
反応機構の記載はないがおそらくNMI不純物由来と考えら
れる

+85 79

19 塩基
キャップ化工程

４－４－４
キャップ剤に含まれる不純物によるオリゴアミノ基への副反応 +85 79

20 糖部
切り出し・脱保護工程

４－５－６

2'F体からarabino体変換

下記環化体(2,2'-anhydoro体)を経由して、加水分解に
よりアラビノ体に変換された不純物が生じる
シチジン、ウリジンともにこの反応は起きるがシチジンにおいて
ウリジンより顕著（約29倍）に生じるとされる
なおエタノールアンモニアによる切り出し脱保護で低減される

-2
94,
95,

96, 97

21 糖部
切り出し・脱保護工程

４－５－６

2'F体から2,2'-anhydo体に変換

塩基性条件下、ピリミジン塩基2位酸素から2'位Fへの求核
攻撃により環化体(2,2'-anhydro体)が生じる。さらに加水
分解を受けると開環しアラビノ体へと変換される

-20
94,
95,

96, 97

22 糖部
出発物質由来

ー

出発物質由来不純物

MOEを含むオリゴの場合、出発物質となるアミダイトに含まれ
ているアルキル鎖の異なる不純物によって、MOE基以外が糖
部に組み込まれた類縁物質が生じる

ー 106

23 糖部
切り出し・脱保護工程

ー

TBDMS基の残存

RNAの2'水酸基保護基であるTBDMS基の脱保護が不十
分であることにより生じる

+114 104

24 糖部
切り出し・脱保護工程

ー

脱プリン部位で断片化し生じる

脱プリンから切り出し脱保護を経て発生

オリゴ核酸
の分子量
に依存

45,
104

25 リン酸
切り出し・脱保護工程

ー

RNA鎖の切断

RNAのリン酸基の転移による2'-5'結合の生成又は鎖切断
ー 107,

108

26 リン酸
切り出し・脱保護工程

ー

2',3'のリン酸基の転移

RNAのリン酸基の転移による2'-5'結合の生成又は鎖切断
ー 108
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entry 部位 生成工程
記載箇所

不純物の種類
不純物の生成メカニズム

不純物の構造　(左︓親化合物，右︓不純物) 分子量変化
(Da)

文献

27 リン酸

デブロック工程
酸化・硫化工程

切り出し・脱保護工程

４－１－４
４－3

４－５－７

PS結合がPO結合に変化

硫化剤残渣による副反応（Beaucage Reagent）、硫
化剤中の水分、硫化不足、脱保護工程、キャップ化工程な
ど複数の要因がある

-16

63,
68,
69,
98,
99,
100

28 リン酸
デブロック工程

４－１－２

リン酸ジエステル結合にクロラール体が挿入

デブロック試薬(ジクロロ酢酸)中にごく少量含まれるトリクロロ
アセトアルデヒド(クロラール)が5'水酸基と反応した後にアミダ
イト体と縮合することで形成される

+147 61

29 リン酸
デブロック工程

４－１－３

DMT基によるC -ホスホネート体形成

亜リン酸体の酸化又は硫化が不十分なままで脱DMT反応
を行うと、DMTカチオンが亜リン酸と反応し、C -ホスホネート
体を生成する

+286 62

30 リン酸
デブロック工程

４－１－３

DMT基によるC -ホスホネート体形成

亜リン酸体の酸化又は硫化が不十分なままで脱DMT反応
を行うと、DMTカチオンが亜リン酸と反応し、C -ホスホネート
体を生成する

(n-1),
 (n-2), etc.

+366Da
62

31 リン酸
酸化・硫化工程

４－３

バックボーンの切断、短鎖オリゴヌクレオチドの生成

亜リン酸トリエステルはH -ホスホン酸につながり、鎖伸長を続
ける。H -ホスホン酸結合は切断・脱保護ステップで分解さ
れ、失敗配列として現れる分解物を生成する

オリゴ核酸
の分子量
に依存

93

32 その他
切り出し・脱保護工程

４－５－８

UnyLinkerユニットの残留

切り出し時のアンモニア(又はメチルアミン)による加熱時間が
短い場合、UnyLinker脱離が不十分

+ 261Da
+ 275Da
(O->S)

+ 277Da
+ 291Da)

101,
102

33 その他
切り出し・脱保護工程

４－５－８

UnyLinkerユニットの残留

UnyLinkerの合成時に生じる二量体由来不純物が固相
担体にロードされることで生じる

+ 442Da
+ 460Da
+ 478Da
(O->S

+ 458Da
+ 476Da
+ 494Da)

109

34 その他
出発物質由来

ー

Inverted型結合

出発物質(アミダイト体)にInverted型不純物(3'-DMTr,
5'-amidite)が含まれている場合に生成する可能性がある

ー ー

35 その他
出発物質由来

ー

分岐型オリゴヌクレオチド

保存中や合成中に核酸塩基の保護基が失われると、分岐
した不純物が形成される。保護されていない外環式アミノ基
は、入ってくるホスホロアミダイトと反応して2つの分岐鎖を形
成する

オリゴ核酸
の分子量
に依存

110
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entry 部位 生成工程
記載箇所

不純物の種類
不純物の生成メカニズム

不純物の構造　(左︓親化合物，右︓不純物) 分子量変化
(Da)

文献

36 リガンド
部位

切り出し・脱保護工程

４－６
-42 103

37 リガンド
部位

切り出し・脱保護工程

４－６
-44 103

38 リガンド
部位

切り出し・脱保護工程

４－６

N -アセチルガラクトサミンの脱アセチル体

アミダイト法でGalNAcリガンドを組み込んだ際に、最終脱保
護で使用する塩基によって、N -アセチル基が加水分解され
生じる

-42 103

39 リガンド
部位

カップリング工程

４－６

GalNAcの欠損体

脱トリチル工程で使用したジクロロ酢酸がカップリング工程に
トレース量残留しており、GalNAcアミダイトのカップリング中
に、残留した酸成分によってグリコシル結合の加水分解が引
き起こされることで生じる

-203 103

40 リガンド
部位

出発物質由来

４－６

リン酸基の付加

GalNAcアミダイトに9か所存在する糖部水酸基の一部がア
ミダイト化された出発物質に含まれる不純物（bisアミダイト
体）に由来する

+80 103

41 リガンド
部位

出発物質由来

４－６

分岐延長(ブランチ)体の生成

GalNAcアミダイトに9か所存在する糖部水酸基の一部がア
ミダイト化された出発物質に含まれる不純物（bisアミダイト
体）に由来する。カップリング中にオリゴの5'末端水酸基がそ
れぞれのアミダイト部分と反応することで生じる

オリゴ核酸
の分子量
に依存

103
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リガンド部位のエチレングリコールリンカーの欠損体

5ʼにポストコンジュゲーションするGalNAcユニットを合成した
際に生じた出発物質由来の不純物がコンジュゲーションによ
りオリゴ中に組み込まれ、リガンドの構造の一部が欠損した不
純物が生じると予測されている
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