
プラスミド DNA
ダウンストリーム工程のデザイン

mRNA、プラスミドベースのDNAワクチン
およびウイルスベクター製品のためのプラスミドDNA精製
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pDNA は、ウイルスベクター、mRNA およびワクチン治療の製
造に不可欠な要素であり、その製造は重要なプロセスです。
pDNA による新たな治療法やワクチンの大きな可能性による、
需要の拡大と、さらに製造戦略の改善の必要性が牽引されてい
ます。

このような需要の高まりに対応するには、患者様の安全性を確
保しながら、上流工程で生産性を高めて収率および効率の目標
を達成し、堅牢な不純物除去を確保し、さらに下流工程で回収
率を最大限にする必要があります。

pDNA製造にはいくつかの課題があります。
菌体培養の生産性が低いことと、プラスミドが非常に大きく高
い負の電荷を持っていることにより、精製工程が複雑化してい
ることが製造での問題となっています。
細菌のライセートには pDNA に類似した特性を持つ混在物が含
まれているため、分画における分離能が低くなり、さらに細菌
ライセートは粘度が非常に高くなることがあります。
そのためクロマトグラフィーの流速を低くする必要があり、最
終的なタンジェンシャルフローろ過（TFF）ステップにおいて、
目的濃度の達成が難しくなることもあります。

さらに、pDNA は物理的に損傷しやすく、その結果トポロジー
型の変化につながる可能性があります。
プラスミドのアイソフォームには、スーパーコイル状（巻かれ
た状態の元々の完全型）、開環状（一方の鎖が壊れ、分子がほ
どけている）、および線状（両方の鎖が自由端で破損している）
が含まれます。
スーパーコイル状のプラスミドは、治療薬として最も重要と認
識されており、規規制当局は、DNAワクチンの最終原薬におけ
るスーパーコイル状の比率に規格値を設定しています。

pDNAの製造スキームは1980年代半ばに初めて開発され、以降、
確立された伝統的な製造工程に依存してきました。これは通常、
微生物由来（多くは大腸菌）を用いた製造です。

工程開発に関する本書では、プラスミド DNA の下流工程開発
における指針を示し、さらに代表的なデータとともに、細胞の
回収、溶解、中和および清澄化、クロマトグラフィー精製、タ
ンジェンシャルフローろ過（TFF）、そして滅菌ろ過といった各
工程について説明します。

本書には、RNAベースの治療薬および製品の設計と開発に注力
しているバイオテクノロジー企業との共同事業によるデータも
含まれています。
このガイド全体を通して、ケーススタディの重要点が示されて
います。

はじめに
メルクのミッション
mRNA、プラスミドベース DNA ワクチンおよびウイルスベクターを用いた高度なモダリティは、がん、心血管系疾患、免疫疾患
および感染症との闘いの最前線に位置しています。
ただし、これらの可能性を最大限に引き出し、できる限り多くの患者様に治療を届けるには、これらの製造に用いるワークフロー
をより効率化する必要があります。これら製造工程の重要なステップがプラスミドDNA（pDNA）の製造となりますが、製造では
収率が低く、また複雑な精製スキームが必要とされていました。
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Plasmid Production Overview

Cell Harvest, Lysis, Neutralization and 
Clarification of Plasmid DNA

pDNA Production Platform

The purification of pDNA can be challenging as the 
starting material, typically clarified lysate from alkaline 
lysis of bacterial cells after neutralization, has a complex 
composition with no more than 3% of the content being 
pDNA while the remaining 97% represent impurities. 
Most of the critical impurities are negatively charged 
(RNA, genomic DNA, endotoxins), similar in size (open 
circular pDNA, genomic DNA, high molecular weight 
RNA), and hydrophobic (endotoxins). 

Purification requires a combination of unit operations 
including TFF, chromatography, and sterile filtration. 
Chromatographic methods can include a range of 
different modalities, either singly or combined. The 
final bulk pDNA must meet quality specifications set by 
regulatory agencies and should be free from host cell 
impurities

1. Recommendations
Plasmid DNA (pDNA) is typically produced via 
fermentation using a microbial source. Following  
E. coli fermentation, the primary downstream 
purification begins with harvesting of the cells, lysis, and 
clarification. During cell harvest, cells are concentrated, 
and the fermentation broth is removed via centrifugation 
or microfiltration tangential flow filtration (MF-TFF). 

For MF-TFF, open-channel, flat-sheet TFF devices such 
as Prostak™ modules with Durapore® 0.1 or 0.2 µm 
microfiltration membranes or Pellicon® 2 cassettes 
with Ultracel® or Biomax® 1,000 kD ultrafiltration (UF) 
membranes and V-screen are recommended. 

The harvested E. coli cells are then disrupted to release 
the plasmid DNA. Lysis is most often performed via an 
alkaline method. Alkaline lysis with 0.1–0.5 N NaOH with 
0.1–0.2% SDS is commonly used. Lysis time and mixing 
should be optimized. 

Precipitation/flocculation is the first step to separate 
the supercoiled pDNA by selectively precipitating and 
removing impurities (high molecular weight RNA and 
genomic DNA, proteins, and endotoxins) typically by 
use of 0.7–3 M potassium acetate with or without CaCl2 
(0.8–1.5%), pH range 5.0–7.5.

Lysate can be clarified using depth filtration, such as 
Clarisolve® filter, Millistak+® HC, and Millistak+® HC Pro 
filters, to achieve high filtration capacity and yield. These 
filters are available in a wide range of formats with sizes 
from 0.014 m2 to 1.1 m2. Preclarification/pretreatment 
significantly affects the capacity of the depth filter and 
process development should therefore be carefully 
considered for optimization of the step. Yield from the 
clarification step is generally >90%. 

Table 1 summarizes the recommended filters for 
clarification.

This eBook describes all the steps of a complete platform for pDNA manufacturing (Figure 1). 
Each of these steps is explored below, along with strategies to optimize and streamline the 
purification workflow. It also includes a comprehensive case study with results, for each of the 
downstream operating units.

Figure 1: General process flow for pDNA manufacturing

Fermentation Cell Harvest Cell Lysis Clarification Chromatography 
(1-2 steps)

UF / DF Final Sterile 
Filtration
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プラスミド製造の概要

細胞の回収、溶解、中和およびプラスミド DNA の清澄化

このガイドでは、pDNA製造用のプラットフォームの全ステップについて説明します（図 1）。
また下記に、精製フローの最適化および合理化のための戦略とともに、これらの各ステップについて説明
します。下流工程の作業単位については、結果とともに包括的なケーススタディも示しました。

pDNA の精製は、一般に細菌細胞のアルカリ溶解の中和後、清
澄化したライセートを出発原料としますが、この組成は複雑で
あり、また pDNA は内容物の 3%以下しかなく残りの 97%は
不純物であるため、多くの課題が生じることがあります。
不純物のほとんどは負電荷を帯び（RNA、ゲノム DNA、エン
ドトキシン）、サイズも同程度で（開環状 pDNA、ゲノム DNA、
高分子量 RNA）、さらに疎水性（エンドトキシン）です。

精製には、TFF、クロマトグラフィーおよび滅菌ろ過などの手
法を併用することが必要となります。
クロマトグラフィーの方法に、単一または複合型のさまざまな
モダリティが用いられることもあります。
最終的なバルク pDNA は、規制当局が設定した品質規格を満た
す必要があり、また宿主細胞の不純物が含まれないようにしな
ければなりません。

一般にプラスミドDNA（pDNA）は微生物源を用いた培養によっ
て製造されます。
大腸菌培養後の一次下流工程の精製は、細胞の回収、溶解およ
び清澄化から始まります。細胞回収中に細胞を濃縮し、さらに
遠心分離または精密ろ過・タンジェンシャルフローろ過（MF-
TFF）により培養液を除去します。

MF-TFFでは、精密ろ過用メンブレンのDurapore®0.1または0.2 
μ mを搭載した Prostak ™モジュール、もしくはUltracel® また
は Biomax® 1,000 kD 限外ろ過 (UF）用メンブレンおよび Vス
クリーンを搭載した Pellicon® 2 カセットなど、オープンチャ
ネルのフラットシート TFF デバイスを推奨します。

その後、回収した大腸菌細胞を破砕し、プラスミド DNA を放
出させます。最もよく用いられる溶解法はアルカリ法です。
一般に、0.1 ～ 0.2% SDS とともに、0.1 ～ 0.5 N の水酸化ナト
リウムによるアルカリ溶解が使用されます。溶解時間および混
合を最適化する必要があります。

スーパーコイル状 pDNA を分離する最初のステップは沈殿／凝
集です。これは一般に、塩化カルシウム（0.8 ～ 1.5%）添加ま
たは無添加の 0.7 ～ 3 M 酢酸カリウム（pH 5.0 ～ 7.5）を使用し、
選択的に不純物（高分子量 RNAおよびゲノムDNA、タンパク質、
エンドトキシン）を沈殿させて除去します。

Clarisolve®フィルター、Millistak +® HC、Millistak +® HC Proフィ
ルターなどのデプスフィルターを使用してライセートを清澄化
することで、高いろ過容量と収率を達成できます。
これらのフィルターはサイズ 0.014 ～ 1.1 m2 の幅広い様式で
使用できます。
清澄化／前処理がデプスフィルターの容量に大きく影響するた
め、本ステップを最適化するように工程開発を慎重に検討する
必要があります。
通常、清澄化ステップによる収率は 90%を超えます。

表 1に推奨する清澄化フィルターをまとめました。

pDNA 製造プラットフォーム

培養 細胞の回収 細胞の溶解 清澄化 クロマトグラフィー
（1 ～ 2 ステップ）

UF/DF 最終滅菌ろ過

図 1：pDNA 製造の一般的なプロセスフロー

1.　推奨事項
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2. 概要
MF-TFF およびノーマルフローろ過（NFF）を用いて pDNA を
回収する際には、表 2に示す特性、パラメータおよび検討事項
が重要です。

2.1.  細胞の回収

2.1.1. 特性
プラスミドを含む細菌は、一般的には遠心分離またはタンジェ
ンシャルフローろ過（TFF）で回収されます。
少量（10 L 未満）または多量（1,000 L 超）のバッチ容量を処
理しなければならない場合の回収ステップでは、遠心分離のほ
うが費用対効果は高くなります。

2.1.2. パラメータ
通常、プラスミドを含む細菌細胞はOD 600 nm に基づき回収
されます。回収時のOD 600 nm は、培養時の培地の種類と培
養方法によって異なります。
表 3に、光学密度（OD）に基づく回収パラメータの概要を示
します。

大腸菌培養用の高細胞密度培養技術が開発され、生産性が向上
し、高い細胞密度が得られています 2。

培養の最終目標は、乾細胞重量で細胞密度を約 40 ～ 60 g/L に
し、pDNA力価を約 1 g/L に最大化することです。
最適化したベクターを使用して、培養工程を最適化することで、
2.2 g/L まで達成できました。

回収ステップで用いた TFF デバイスには、Durapore®（PVDF）
0.1、0.22 または 0.45 μ m などの MF メンブレンを搭載した
Prostak™モジュール、またはVスクリーン（サスペンドスクリー
ン）と Biomax®（PES）もしくはUltracel®（合成再生セルロー
ス）1,000 kD などのオープングレードUFメンブレンを搭載し
た Pellicon® 2 カセットが含まれます。
このようなメンブレンによるカットオフを使用する場合は、2
ポンプ（透過制御）TFF システムを使用することが重要です 3。
1/2 ～ 1/5 量に濃縮した後、使用済み培地成分および細胞外不
純物を洗浄するため 3～ 5倍量で透析ろ過してから下流工程で
精製します。
一般に TFF 回収は低い膜間差圧（TMP 3 ～ 5 psi）および∆ P（7 
psi 未満）で行われ、透過流束を制御します（表 4）。

大腸菌は、4,500～6,000 gで約15～20分間バッチ遠心分離（室
温または約 4℃）することで、ペレットに回収できます。
回収ステップでは、連続フィード、固体放出、ディスクスタック、
バッチ放出、デカンタ式など、他の種類の遠心分離法も使用で
きます。

オプション 一次フィルター 二次フィルター
（必要に応じて）

バイオバーデン用
フィルター

オプション 1 Clarisolve® 
60HX Milligard®PES

1.2/0.45 µm
Millipore Express®
SHC 0.5/0.2 µm

オプション 2 Millistak+®
HC D0HC

オプション 3 Millistak+® 
CE20

Millistak+® CE50
または
Polysep ™ II 1.0/0.5 µm

特性 パラメータ 主な検討事項

ろ過容量
フィルターの選択
（化学的性質および孔径）

pDNA溶液の粘度

ろ過フラックス ろ過エンドポイント

pDNA収率 駆動力
高 pHの溶解 - pDNA の
変性点付近

不純物
（gDNA、タンパク質、RNA）
の低減

フィード処理
発酵タンクからの
大きな固形内容物

バイオバーデンの
防止・低減

混合特性
（pH、導電率、緩衝液成分）

表 1：清澄化フィルターの概要

注：フィルターの選択と容量はフィードが前処理済みか未処理かで異なります。
前処理がフィルターの性能に大きく影響します。

表 2：MF-TFF および NFF ステップの概要

発酵培地 OD 600 による回収

LB培地 3-5

スーパーブロス培地 最大 8

グリセロール添加スーパーブロス培地 25-35

表 3：各種発酵培地の回収OD値
（参照値：業界の入力値に基づく）

パラメータ 値

デバイス

0.1、0.22または0.45 µmのDurapore®メンブレ
ンを搭載したProstak™モジュール、もしくは1,000 
kD の Biomax®またはUltracel®メンブレンとV
スクリーンを搭載したPellicon® 2カセット

容量負荷 10-60   L/m2

フィードフロー 7-9  L/min/m2

TMP < 0.5 bar

平均フラックス 20-30    L/m2/h（LMH）

体積濃度係数 2～ 5

透析ろ過量 3～ 5

表 4：MF-TFF の作業パラメータ
（参考値：内部データ）
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2.2.　細胞の溶解
2.2.1. 特性
細胞破砕に用いる方法は、化学的方法（アルカリ、界面活性剤、
酵素、浸透圧ショック）と物理的方法（熱、せん断、攪拌、超音波、
凍結融解）の 2つに大別されます。

アルカリ溶解（約 pH 12 の水酸化ナトリウム）をドデシル硫酸
ナトリウム（SDS）などの界面活性剤と併用する方法が一般的
です。界面活性剤は細胞壁を可溶化し、アルカリ環境はゲノム
DNA を変性させます。プラスミド DNA の品質および量に直接
影響するため、溶解のインキュベーション時間を最適化するこ
とが重要です。インキュベーション時間が長くなると、プラス
ミド DNAの不可逆的な変性やゲノム DNAのせん断劣化につな
がるおそれがあります。アルカリ溶解ステップでは、効率的で
あってもそれほど過激ではない混合法を採用し、プラスミドを
不可逆的に変性させたり、過度のせん断による分解を引き起こ
す極端な pHにならないようにすることが極めて重要です。

細胞溶解の全く別の方法としては、新しく開発された自己分解
大腸菌株の使用もあります。pDNA は、わずかに酸性の低塩緩
衝条件で自己分解抽出され、低濃度の非イオン性界面活性剤で
処理することで回収されます。ゲノム DNA は不溶性の細胞片
と結合したままのため、熱凝集を用いた固体液体分離と粗ろ過
によって除去します 1。

2.2.2 パラメータ
アルカリ溶解法では、細胞を特定の狭い範囲の pH（通常は pH 
12 付近）で処理します。これにより、ゲノム DNA は不可逆的
に変性しますが、二本鎖 pDNAはそのままで変化しません（pH 
12.0 ～ 12.5）。pH の最適値はプラスミドの種類と宿主細菌株
によって異なります。最適値から 0.1 pH 単位を超えて離れる
だけで、収率に影響する可能性があるため、アルカリ溶解中に
pH範囲を厳密に管理することが重要です。すなわち、pHが
12.5 を超えると、pDNA は不可逆的に変性し、また pHが低す
ぎるとゲノム DNA が完全には変性しなくなるので、さらに下
流の精製工程が複雑化する可能性があります。

標準的なアルカリ溶解のインキュベーション時間は短く、本ス
テップは通常 5分以内に完了します。溶解の程度は容器内の粘
度／滞留時間を測定することで管理できます。

ラボ環境では、混合は手動で緩やかに行われることが多いので
すが、これは大規模製造工程の場合、実行不可能です。

大量の溶解液を完全かつ緩やかに混合するために、ライセート
の粘度の非ニュートン特性を考慮しながら、機械的に攪拌する
容器（バッフル、低出力インペラ、フィードラインを利用した
専用容器デザイン）でのバッチ混合、および／または連続フロー
スルーデバイス／インラインスタティックミキサーが使用され
ています。バッチ溶解にはシングルユースのMobius® ミキサー
が非常に効果的です。

2.3.     沈殿／凝集
3.3.1. 特性
沈殿／凝集は、pDNA 製造工程における宿主細胞由来の混在物
を除去する最初のステップです。界面活性剤、RNaseまたは塩
化カルシウムの有無にかかわらず、酢酸ナトリウムもしくは酢酸カ
リウムを高濃度で使用して中和できます。このステップにより、高
分子量のゲノムDNAを含む界面活性剤可溶化タンパク質が沈殿
します。より小さく共有結合で閉じた環状の pDNA は、二本鎖
分子に復元しますが、可溶性のままです。中和緩衝液にRNase
を添加すると、高分子量のRNA 不純物を分解できます（RNA は
少なくともpDNA の 20 倍量存在する可能性あり）。塩化リチウ
ム、酢酸アンモニウムおよび塩化カルシウムなどの一部のカオト
ロピック塩には、タンパク質とともに高分子量 RNAを沈殿させる
利点があります。ポリエチレングリコール（PEG）およびポリエチ
レンイミン（PEI）は、ゲノムDNAの沈殿にも使用できます。

2.3.2. パラメータ
界面活性剤（1% SDS）存在下の高塩濃度の緩衝液（0.8 ～ 1.5%
の塩化カルシウム添加または無添加の濃度 0.7 ～ 3.0 M の酢酸
ナトリウムや酢酸カリウム［約 pH 5 ～ 7.5 付近］など）を用
いると、急速に中和します。

また、本ステップ中に形成する沈殿物の最大 20%（w/v）はゲ
ノムDNAが占めますが、これには低カットオフのPEG沈殿（4% 
w/v）も使用できます。pDNA の品質を保持するには、中和時
および沈殿時の均質な混合が不可欠です。

メルクの内部データに基づくと、高分子量 RNAやゲノム DNA、
タンパク質およびエンドトキシンなどの不純物は、高塩濃度緩
衝液、PEGおよび PEI を使用して選択的に沈殿させることがで
きます。これには適切な最適化が推奨されます。

沈殿した固体の分離には、デカントを伴う沈降法、デプスろ過
および遠心分離など、一般的な清澄化法を使用します。ろ過で
は製品損失がみられることもあるため、吸着性が低いフィル
ターが推奨されます。

2.4.    清澄化
2.4.1 特性
pDNAの製造工程の清澄化作業により、フィードストリームから
固体の内容物を除去できるようにします。フィードストリームは、
未処理、処理済み、または清澄化済みのいずれかが可能です。
化学的溶解後、酢酸ナトリウムまたは酢酸カリウムを用いて中和
することで、大きいサイズの凝集／沈殿物が生じます。

前処理法は、清澄化フィルターの処理量に大きな影響を与える
ため、工程のスケールアップを考慮しながら慎重に選択する必要
があります。前処理のオプションには、重力による沈降と分離、
PEG、PEI、バッグフィルター、ステンレス製スクリーンフィルター、
ペーパーろ過および遠心分離などがあります。
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2.4.2. パラメータ
目的の特性を達成するために、ライセートの固体負荷を処理す
る清澄化作業では、適切なフィルターを選択する必要がありま
す。デプスろ過用のデプスフィルターは容量が大きく、ライセー
トフィードを高塩濃度にすることで吸着相互作用が抑制される
ため、高い収率が得られる理想的なフィルターです。フィード
フラックスとろ過エンドポイントを最適化することで、最小限
のフィルター面積で、高収率の pDNA を確実に達成できます。
また、排出や緩衝液洗浄などについても、製品回収作業で検討
する必要があります。

3. テクニカルデータ
3.1. 回収
Biomax®、Ultracel® 1,000 kD V スクリーンメンブレンまたは
Durapore® MF TFF メンブレンは、低 TMP での回収に使用さ
れ、透過を制御します。使用後の標準水透過（NWP）回収率は
90%を超えています。Biomax® 1,000 kD メンブレンで報告さ
れている負荷チャレンジの範囲は、最適透過フラックスが約 10
～ 30 LMHで、10 ～ 60 L/m2 です。

遠心分離は、ラボスケールでの回収に適した方法の 1つですが、
大規模製造工程の場合、遠心分離処理は煩雑になり、収率が低
下する可能性があります。ディスクスタック遠心機が高速で作
動して、断続的に放出するため、スーパーコイル状プラスミド
の収率は、放出中のせん断損傷により低下し、40%ほどになり
ます 4。
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ケーススタディ
タンジェンシャルフローろ過（TFF）による細胞回収

目的：大腸菌細胞（約 2 × 0.5 μ m）を保持、濃縮および洗浄します。

結果

材料および方法

デバイス
•	 1,000 kD Biomax®（ポリエーテルスルホン）メンブレン、
高粘度および微粒子用 Vスクリーンを搭載した 0.1 m2 
Pellicon® 2 カセット

メンブレンの準備
•	 水洗浄：20 L/m2
•	 再循環定置洗浄：0.2 N NaOH、20 L/m2 シングルパス
•	 緩衝液洗浄：20 L/m2 10 mM Tris、1 mM EDTA、pH 8（TE）

臨界フラックス試験
•	 透過流束（ポンプ 2）を調節して TMPをモニター

細胞の濃縮
•	 透過物を廃棄して細胞を保持し、タンク容量を低減

細胞の洗浄
•	 ダイアフィルトレーションで、透過除去と同じ速度で TE
緩衝液を添加

細胞回収率
•	 タンクを排出し、保持ラインを洗浄してタンクを洗浄

作業に最適な流速を特定するため、臨界フラックス試験
を実施しました。
膜間差圧（TMP）の不安定性が確認されるまで、透過フラッ
クスが上昇しました（図 2A）。
TMPは約 10 L/m2/ 時の低フラックスで安定していました
が、20 L/m2/ 時のフラックス範囲で不安定圧が認められ
ました。これは、本工程がこの値より下で操作されるべ
きであることを示しています。
操作フラックスには約 15 L/m2/ 時の TMPを用いました。

細胞濃縮の過程で、溶液の粘度が上昇することで、結果
的に TMPが指数的に増加し、不安定性が示されます。
これに対応するため、フラックスを 11 ないし 12 L/m2/

時に低減しました。
このようにフラックスを低減しても、依然として TMPの
わずかな上昇がみられましたが、操作上の予測から制御
可能性が向上しました。
この方法により、2.1 倍の細胞濃縮係数が得られました（図
2B）。

細胞洗浄ステップでは、平均 12 L/m2/ 時のフラックスで、
2倍の透析量により Tris-EDTA（TE）緩衝液に交換し（図
2C）、培地成分、HCP（宿主細胞タンパク質）および核酸
などの不純物を除去しました。
洗浄ステップ中に低い値（約 5 psi）を保っていた TMP
が示す通り、本工程は安定していました。

透析ろ過
緩衝液 保持物

ろ過
モジュール

フィード
タンク

保持バルブ

フィード

フィード
ポンプ

ポンプ 1

透過
ポンプ

ポンプ 2

濃縮係数時間（分） 透析量

TM
P（
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i）
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／
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時
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ク
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時
）
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フラックス
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3.2. Lysis and neutralization

Cell lysis is typically carried out at pH 12–12.5 with 
0.2% SDS, followed by neutralization using potassium 
acetate (0.7–3 M). Typically, neutralization is carried out 
at a pH of approximately 5.0. But it has been reported 
at pH 6.0 and pH 7.5. Use of CaCl2 is common for RNA 
precipitation during neutralization.

Floccules generated during the neutralization step after 
undisturbed incubation commonly float on top of the 
liquid. 

Pre-clarification methods reported in our internal 
database show pretreatment by use of a range of 
approaches were used approximately 75% of the time; 
in 25% of the studies, no treatment or prefiltration was 
used (Figure 3).

Figure 3. Various reported pretreatment/prefiltration conditions.
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3.2. 溶解および中和
細胞溶解は通常 0.2% の SDS を用いて pH 12 ～ 12.5 で実施し
た後、酢酸カリウム（0.7 ～ 3 M）で中和します。
一般に中和は約 5.0 の pHで行います。
しかし、pH 6.0 および pH 7.5 でも報告されています。
中和中に RNAを沈殿させるため、塩化カルシウムがよく使用さ
れます。

静置インキュベーション後の中和ステップ中に生成する凝集物
は、通常液上に浮かび上がってきます。

メルクの内部データベースに報告されている事前清澄化法では、
幅広いアプローチを用いた前処理に約 75%もの時間を費やして
いましたが、研究の 25%では、処理も事前ろ過も用いられてい
ませんでした（図 3）。

事前清澄化法

PEI 凝集  

遠心分離

PEI+ 遠心分離

自然浮遊分離  

SS フィルター

バッグ分画

ペーパーろ過

空のクロマトグラフィーカラム

事前清澄化なし 

PEG 沈殿

図 3：報告されたさまざまな前処理／前ろ過条件
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ケーススタディ
細胞のアルカリ溶解

目的：大腸菌溶解に最適な条件を特定し、pDNA 製品を放出させて、得られた溶液を中和します。

材料および方法

結果

•	 湿重量で 125 g/L の細胞を TE 緩衝液（10 mM Tris、
1 mM EDTA、pH 8）に再懸濁しました。

•	 1% SDS および各濃度の水酸化ナトリウム（0.05 ～
0.15 M）を含む実験用溶解緩衝液を、1：1の体積比
でそれぞれ再懸濁細胞プールに添加しました。1～
60 分の範囲の各評価時点で、溶解を評価しました。

5分間の連続溶解時間および各濃度の水酸化ナトリウム
を用いた各種緩衝液条件および各評価時点での溶解結果
を図 4A に示します。ゲル底部のスメアは RNA 不純物を
示し、ゲル上部方向の複数バンドは pDNA 製品を表しま
す。水酸化ナトリウム濃度を低下させるにつれ、溶液中
の pDNA の強度が低下します。これより、高濃度の水酸
化ナトリウムが溶解に適していることが示されました。

下側のゲル（図 4B）は、0.1 M NaOH および各評価時点
を表しています。インキュベーションしない Negative 
control　で、レーン 2 は 10 分間およびレーン 3 は 60
分間のインキュベーション時間です。60 分の時点で、
pDNA とゲル底部に非常に強いスメアが確認できますが、
これは pDNA 製品の分解を示唆している可能性がありま
す。一方、10 分間の時点は理想的に見えます。

Quant-iT 二本鎖 DNA アッセイを用いて直交法を実行し、
各試料のDNA濃度を測定しました（図 4C）。
最高濃度 NaOH による 5 分の時点で二本鎖 DNA の濃度
は最も高くなり、ゲルで示したデータが確認されました。
結果として、溶解ステップの作業設定値は 5 ～ 10 分、0.1
～ 0.15 M の水酸化ナトリウムおよび 1% SDS と決定し
ました。

•	 中和緩衝液（3 M 酢酸カリウム、pH 5.5）を 1：1
の体積比で添加し、反応を停止させました。

•	 この混合物を 12,000 g で 30 分間遠心分離し、ろ過
しました（0.45 µm）。

•	 PAGE または蛍光色素を使用して、最終溶液中の核
酸含量を分析評価しました。

４Ａ　溶解 5 分間、1% SDS、各濃度 NaOH

４Ｂ　0.1M NaOH、1% SDS、各溶解時間

４ＣQuant-iT dsDNAアッセイによる確認

1. 再懸濁
2. 0.15 M NaOH、1% SDS – 5 分
3. 0.125 M NaOH、1% SDS – 5 分
4. 0.1 M NaOH、1% SDS – 5 分
5. 0.075 M NaOH、1% SDS – 5 分
6. 0.05 M NaOH、1% SDS – 5 分

1.   0 分（Negative control）
2.   0.1 M NaOH、1% SDS、10 分
3.   0.1 M NaOH、1% SDS、60 分
4.   未ろ過対照：0.15 M NaOH、
　  1% SDS、5分
5.   ラダー 

1.　  0.150 M NaOH、　1% SDS – 5 分
2.　  0.125 M NaOH、　1% SDS – 5 分
3.　  0.100 M NaOH、　1% SDS – 5 分
4.　  0.075 M NaOH、　1% SDS – 5 分
5.　  0.050 M NaOH、　1% SDS – 5 分
6.　  0.150 M NaOH、　1% SDS – 1 分
7.　  0.125 M NaOH、　1% SDS – 1 分
8.　  0.100 M NaOH、　1% SDS – 1 分
9.　  0.075 M NaOH、　1% SDS – 1 分
10.    0.050 M NaOH、　1% SDS – 1 分

・  5 ～ 10 分
・  0.1 ～ 0.15 M NaOH
・  1% SDS

プラスミド

RNA

プラスミド

RNA

0
分

（
Ne
ga
tiv
e c
on
tro
l）

10
分

60
分

未
ろ
過
対
照
：

0.
15
 M
 N
aO
H、

1%
 S
DS
、
5
分

溶
液
中
の
ds
DN
A（
ng
/μ
L）

試料番号

5 分 1 分
NaOH濃度低下 NaOH濃度低下

溶解の作業設定時間

10



Table 5. Recommended filters, conditions and capacity expected capacity ranges.

Figure 5a/b. Average capacity range of Clarisolve®, Millistak+® HC, and Millistak+® HC Pro filters for pretreated and untreated feed.
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3.3. Clarification

A review of internal data for clarification filtration of 
post lysis and neutralization feeds showed that filtration 
capacity varies significantly based on whether the feed is 
pretreated or untreated.

Feed quality impacts the NFF operation. Our internal 
database shows two kinds of feed, either pretreated 
(feed turbidity 20 to <500 NTU) or untreated feed (feed 
turbidity >1,000 NTU). 

The pretreatment condition reported in most studies 
in our database was gravity separation of floccules 
and solution; solutions were carefully filtered without 
disturbing floccules/sediments and a product loss of 
approximately 20% was reported in floccules.

Another pretreatment method includes use of stainless-
steel filter, bag filter, empty column, paper filter, 
centrifuge, PEI flocculation and centrifugation, and use 
of Polygard® CR100 µm/Polygard® CR50 µm filters. 
Capacity of the Polygard® CR filters were in range of 
0.55–8 L/inch.

Filters commonly used for pretreated or untreated feed 
are listed in Table 5. Average capacity of the filters is 
shown in Figure 5.

Pretreated Untreated

Filter Media
Operating flux 
(LMH)

Avg. capacity range  
(L/m2)

Operating flux 
(LMH)

Avg. capacity range 
(L/m2)

Clarisolve® 60HX filter Polypropylene 100–150 150–300 100–150 50–300

Clarisolve® 40MS filter
Polypropylene + cellulosic + 
inorganic filter aid

100–150 190–460 100–150 50–250

Millistak+® D0HC filter
Diatomaceous earth and 
cellulose

 90–150 115–200 90–150 25–100

Millistak+® C0HC filter
Diatomaceous earth and 
cellulose

100–150 85–300 100–150 30–100

Millistak+® CE20 filter Cellulose 60–200 100–400 50–100 50–100

Millistak+® CE50 filter Cellulose 60–200 100–285

Millistak+® HC Pro-D0SP filter Polyacrylic + Silica 100–150 100–275 100–150 150–200
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3.3. 清澄化
溶解および中和後のフィードの清澄化ろ過に関する内部データ
の見直しから、フィードが前処理されているか未処理であるか
によって、ろ過容量が大きく変化することがわかりました。

通常、フィードの品質がフローろ過（NFF）作業に影響します。
メルクの内部データベースには、前処理済み（フィード濁度 20
～ 500 NTU）または未処理（フィード濁度＞ 1,000 NTU）の 2
種類のフィードがあります。

データベースで報告されている前処理条件は、凝集物と溶液の
重力分離でした。凝集物や沈殿物を妨害することなく溶液を慎
重にろ過した結果、凝集物中で約 20%の製品損失が報告され
ています。

別の前処理方法には、ステンレス製フィルター、バッグフィル
ター、空のカラム、ペーパーろ過、遠心分離、PEI 凝集および
遠心分離、さらに Polygard® CR100 μ m／ Polygard® CR 50 μ
mフィルターの使用などがあります。Polygard® CRフィルター
の容量は 0.55 ～ 8 L/ インチです。

表 5に、前処理済みまたは未処理のフィードに一般に使用され
るフィルターを示します。また図 5に、フィルターの平均容量
を示します。

前処理済み 未処理

フィルター 培地
作業フラックス

（L/m2/ 時）
平均容量範囲

（L/m2）
作業フラックス

（L/m2/ 時）
平均容量範囲

（L/m2）

Clarisolve® 60HX ポリプロピレン

Clarisolve® 40MS
ポリプロピレン +セルロース +
無機フィルター助材

Millistak+® D0HC 珪藻土およびセルロース

Millistak+® C0HC 珪藻土およびセルロース

Millistak+® CE20 セルロース

Millistak+® CE50 セルロース

Millistak+® HC Pro-D0SP ポリアクリル +シリカ

表 5：推奨するフィルター、条件および容量の予想容量範囲

図 5a/b：前処理済みおよび未処理のフィード用 Clarisolve®、Millistak+® HC、Millistak+® HC Pro の各フィルターの平均容量範囲

未処理 前処理済み

容
量
（
L/
m
2 ）

容
量
（
L/
m
2 ）
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Milligard® PES 1.2/0.45 μm filter can be used as a 
secondary filter for the Clarisolve® filter. Reported 
capacity for the Milligard® PES 1.2/0.45 μm filter after 
Clarisolve® filter is >150 L/m2. A secondary filter such 
as Millistak+® XOHC and Millistak+® HC Pro X0SP 
filters, can also be evaluated if required but recovery 
needs to be monitored. 

Millistak+® CE 50 filter is generally reported to be used 
as primary or secondary filter based on feed conditions.

A combination of Millistak+® CE20 or CE30 or CE40 
filter as primary filter with Millistak+® CE50 filter as 
secondary filter can also be evaluated. The reported 
capacity for Millistak+® CE20 filter is >300 L/m2; 
Millistak+® CE30 filter is >150 L/m2, Millistak+® CE40 
filter is >100 L/m2; whereas for Millistak+® CE50 filter 
reported capacity ranged from 80–320 L/m2.

Recovery of >90% is reported with Clarisolve® and 
Millistak+® filters. Clarification recovery for Millistak+® 
filters can be increased using a chase with salt 
containing buffer.

It is observed that the clarification unit operation is 
run at low flux considering viscosity of feed. Typical 
operation flow was in range of 60–150 LMH.

Use of Millipore Express® SHC filter has been reported 
as a bioburden reduction filter after clarification with 
average capacity range of 400–650 L/m2 based on feed 
quality

Milligard® PES 1.2/0.45 μ mフィルターは、Clarisolve® フィル
ターの二次フィルターとして使用できます。
Clarisolve® フィルター後のMilligard® PES 1.2/0.45 μ mフィル
ターの容量は 150 L/m2 を超えると報告されています。
必要に応じてMillistak+® XOHCおよびMillistak+® HC Pro X0SP
フィルターなどの二次フィルターも評価できますが、回収率を
モニターする必要があります。

Millistak+® CE50 フィルターは一般に、フィード条件に基づき
一次または二次フィルターとしての使用が報告されています。

Millistak+® CE20、CE30 または CE40 フィルターを一次フィル
ターとして、Millistak+® CE50 フィルターを二次フィルターと
して組み合わせて評価することもできます。
Millistak+® CE20 フィルターの容量は 300 L/m2、Millistak+® 
CE30 フィルターは 150 L/m2、Millistak+® CE40 フィルターは
100 L/m2を超えると報告されていますが、Millistak+® CE50フィ
ルターは 80 ～ 320 L/m2 と報告されています。

Clarisolve® およびMillistak+® フィルターを使用して、90%を
超える回収率が報告されています。
Millistak+® フィルターの清澄化回収率は、塩含有緩衝液による
追加処理によって上昇させることができます。

フィード粘度を考慮して、清澄化の単位作業を低フラックスで
稼働させることがあります。
一般的な作業フローの範囲は 60 ～ 150 L/m2/ 時でした。

フィード品質に基づく平均容量範囲 400 ～ 650 L/m2 での清
澄化後のバイオバーデン低減フィルターとして、Millipore 
Express® SHC フィルターの使用が報告されています。

12



13

Clarification 

Objective
Lysate clarification using a series of depth and sterile filtration.
 
Materials and Methods  
Following alkaline lysis and subsequent neutralization with 3M potassium acetate, impurity species (genomic 
DNA and some host cell proteins) flocculate and float to the top of the solution. Plasmid DNA product re-anneals 
upon neutralization and remains in the bottom layer. The bottom product layer is clarified by depth filtration, 
followed by sterile filtration. Several options were evaluated for clarifying filtration:

Single stage and dual-stage depth filtration 
options 
• Clarisolve® 60HX – open pore size filter made of 

low binding polypropylene + cellulose materials
• Millistak+® C0HC – tighter pore size filter made 

diatomaceous earth, which is positively charged 
and therefore, can impact the yield of negatively 
charged pDNA

Sterile filtration 
• Millipore Express® SHC – Cast PES membrane, 

sterilizing grade, single-use

Filter Train 1 consisted of Clarisolve® 60HX, followed 
by Express® SHC. Filter Train 2 utilized both 
Clarisolve® 60HX and Millistak® C0HC depth filters, 
followed by Millipore Express® SHC.

Depth filter sizing data showed that Filter Train 1 
resulted in very low pressure drop over the course 
of this experiment; turbidity breakthrough was 
observed, however, between 200 and 300 liters 
per meter squared of loading. For the tighter Filter 
Train 2, higher pressure was observed, as would be 
expected from a tighter depth filter, but there was 
no turbidity breakthrough (Figure 6A). The lower 
turbidity material from Filter Train 2 resulted in a 
higher sterile filter throughput compared to Filter 
Train 1, as seen by the flux decay data (Figure 
6B). Filter Train 1 resulted in much higher yield at 
98% versus Filter Train 2 which had 82% product 
yield. This was due to the diatomaceous earth in 
the C0HC filter which does have some charge which 
contributes to product yield loss. Based on these 
results, the process incorporated Filter Train 1 to 
maximize yield for this step.  

Case Study  

Results Depth Filter Sizing
Constant flow test (Pmax™, Tmax)
Monitor pressure rise & turbidity

Sterile Filter Sizing
Constant pressure test (Vmax™)

Watch flux decay
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ケーススタディ
清澄化

目的
一連のデプスろ過および滅菌ろ過を使用したライセートの清澄化

結果

材料および方法
アルカリ溶解後、3 M の酢酸カリウムで中和することで、不純物分子（ゲノムDNAおよび一部の宿主細胞タンパク質）を凝集させ、
液上に浮遊させます。プラスミドDNA製品は中和により再アニールし、底層にとどまります。底部の層をデプスろ過で清澄化し、
その後滅菌ろ過します。清澄化ろ過では、複数のオプションを評価しました。

•	 Clarisolve® 60HX：低結合性のポリプロピレン +セル
ロース素材で作られたオープン孔径フィルター

•	 Millistak+® C0HC：珪藻土で作られたより細かい孔径
のフィルターで、正電荷を帯びているため、負電荷を
帯びた pDNAの収率に影響する可能性があります

シングルステージおよびデュアルステージの
デプスろ過オプション

滅菌ろ過
•	 Millipore Express® SHC – Cast PES メンブレン、滅菌グ
レード、使い捨て

フィルタートレイン 1 は Clarisolve® 60HX と続く Express® SHC
で構成されます。フィルタートレイン 2 は Clarisolve® 60HX
と Millistak® C0HC デプスフィルターの両方を使用し、続いて
Millipore Express® SHC を使用しています。

デプスフィルターのサイズデータから、フィルタートレイ
ン 1では、この実験過程でわずかな圧力降下が発生した
こと示されましたが、濁度の急速な変化は 200 ～ 300 L/
m2 の負荷で確認されました。より厳しいフィルタートレ
イン 2では、厳密なデプスフィルターで予想されるように
高い圧力が観測されましたが、濁度の急速変化はありませ
んでした（図 6A）。フィルタートレイン 2による低濁度の
原料のため、フラックス減衰データでみられるように、結
果的にフィルタートレイン 1と比較して滅菌フィルターの
処理量がより多くなっています（図 6B）。フィルタートレ
イン 1では、結果的に 98%と高い収率が示されましたが、
フィルタートレイン 2の製品収率は 82%でした。これは
C0HC フィルターに、製品収率の損失に寄与する電荷をあ
る程度持った珪藻土が含まれていることが原因です。これ
らの結果に基づき、本ステップの収率を最大にするため、
工程にはフィルタートレイン 1 を取り入れました。

フィルター
トレイン 1

フィルター
トレイン 2

デプスフィルターのサイズ設定
定流試験（Pmax ™、Tmax）
圧力上昇と濁度のモニター

滅菌フィルターのサイズ設定
定圧試験（Vmax ™）

フラックス減衰のモニター

処理量 (L/m2）

処理量 (L/m2）

圧
力
（
ps
ig
）

J（
L/
m
2 /
時
）

濁
度
（
NT
U）

フィルタートレイン1の圧力
フィルタートレイン1の濁度

フィルタートレイン1の圧力

フィルタートレイン2の圧力
フィルタートレイン2の濁度

フィルタートレイン2の圧力
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プラスミド DNA の
クロマトグラフィー精製

ワクチンや遺伝子治療薬に幅広く応用される pDNA の需要が増
大していますが、それに応えるには、プラスミド製造の効率を
高めて生産性を向上させる必要があります。この需要に応える
ため、クロマトグラフィーステップの強化が役立ちます。

pDNAの精製は困難です。重要な不純物の多くは負電荷を帯び、
サイズがほぼ同じで、疎水性のレベルも類似しているためです。
最終的なバルク pDNA は、規制当局が純度について設定した品
質規格を満たし、スーパーコイル状の pDNA アイソフォームが
90%を超えて含まれている必要があります。

プラスミドの精製に最もよく使用されている技法は、陰イオン
交換クロマトグラフィー（AEX）と疎水性相互作用クロマトグ
ラフィー（HIC）です。どちらの技法も、捕捉または中間精製
／ポリッシングで実施されており、多くの場合併用されます 1,4。
サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）が下流工程スキームの
一部に含まれることがありますが、処理量が低く、時間がかか
るという欠点があるため、通常は最終ステップで選択されます
1,3。
HIC では、元のスーパーコイル状 pDNA を、他の pDNA アイソ

フォーム、より疎水性が高い核酸不純物（RNA、ゲノム DNA、
変性 pDNA）、およびエンドトキシンから分離できます 3。AEC
はタンパク質、低分子量 RNA、エンドトキシンを除去できます
が、その効率は試料の組成に大きく依存します。
pDNA の捕捉を最大化するには、負荷中の塩濃度を高める必要
があります。

従来のクロマトグラフィー樹脂では、樹脂が対象となったタン
パク質よりも pDNA はかなり大きいため、精製が課題となって
いました。pDNA のサイズによっては樹脂ビーズの細孔構造に
入らず、結合容量が少なくなり、物質移動が遅くなります。さ
らに、サイズが大きくなると、フィード粘度、アイソフォーム
分画の低下、および潜在的な汚染により、圧力降下が増え、処
理時間も長くなります。このような欠点にもかかわらず、多く
の既存の大規模製造工程では、分離能が比較的高いため、クロ
マトグラフィー樹脂が使用されてきました。しかし、pDNAメー
カーは、生産性の向上と全体的な生産量の増加を目的として、
大流ベース（メンブレン、モノリスおよびファイバーベースの
技術など）を使用したクロマトグラフィーステップの強化に取
り組んでいます。

Natrix® Q クロマトグラフィーメンブレンデバイスは、従来の
樹脂と比較して大幅な性能向上を実現しています。マクロ多孔
性ポリマー構造により形成された対流チャネルには、高密度の
第四級アミン結合部位があり、物質移動も速く、生産性（g/L/ 時）
が劇的に向上しています。これらの結合部位は、pDNA のよう
な非常に大きな標的分子にも速い流速で近づき、かつ GMP適
合製造に必要な精製目標を維持します。

最大 10 mg/mL の一次捕捉結合容量をもつNatrix® Q クロマト
グラフィーメンブレンは、塩化ナトリウムを添加した清澄化済
みライセートから初期の大きなRNAを 95%以上除去できます。
例えば、Natrix® Q クロマトグラフィーメンブレンでは純度
80%以上の pDNAが達成され、残留 RNAは約 10%（A260 ベー
ス）となり、わずか30分の稼働で約80%の収率が得られました。

また、設置が簡単でスケールアップも可能、かつシングルユー
スのカプセルデザインにより、セットアップ時間と施設設置面
積が削減されるため、あらゆる製造環境での作業および迅速な
実施が可能になります。Natrix® デバイスの作業は、過度な充
填、バリデーションまたは保管が不要で、簡単に操作できます。
すなわち、バッチ単位での製造のセットアップや変更が簡単で
す。全体的に、生産性の向上と操作の簡素化により、Natrix® Q
クロマトグラフィーメンブレンは、pDNA メーカーにとって魅
力的なソリューションとなっています。

1.  課題

2.  陰イオン交換クロマトグラフィーを用いた高処理捕捉
2.1.Natrix® Q クロマトグラフィーメンブレン
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Figure 7. Batch assay for determination of optimal NaCl 
concentration for lysate supplementation. Static binding 
capacities (SBC) were measured in 96-well filter plates (1 mL 
per well). Plasmid feed was original clarified lysate (pH 5.0, 
67 mS/cm) supplemented with increasing NaCl concentrations. 
FG = Fractogel® EMD resin.

15

3. Recommendations

3.1. Salt supplemented lysate as feed for anion exchange purification

The standard feed used as starting material for 
purification runs was original E. coli lysate7, clarified 
by centrifugation and subsequent depth filtration, and 
directly supplemented with NaCl.

Salt supplementation of the clarified feed prior to anion 
exchange capture chromatography is a particularly 
useful approach for removing RNA impurities without 
requiring RNase. The RNA species bind less strongly to 
anion exchange media as compared to the more strongly 
charged pDNA. Therefore, salt supplementation to an 
optimal conductivity will allow RNA impurities to flow 
through the AEX adsorbent unbound, while pDNA binds 
and is subsequently eluted with high purity.

The optimal salt concentration for supplementation must 
be pre-determined prior to the purification runs for each 
resin/membrane adsorber. This is done by measuring 
plasmid binding capacity at increasing sodium chloride 
concentrations. The principle is demonstrated with the 
examples of Fractogel® EMD DEAE (M) and Fractogel® 
EMD DMAE (M) resins in Figure 7.
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精製工程の出発原料として使用する標準フィードは、遠心分離
と続くデプスろ過により清澄化した大腸菌ライセレートで 7、
さらに塩化ナトリウムが直接添加されています。

陰イオン交換クロマトグラフィーに先立ち、清澄化したフィー
ドへの塩の添加は、RNase 不要で RNA 不純物を除去するのに
特に有用なアプローチです。RNA 分子種は、より強く電荷を
帯びた pDNA よりも陰イオン交換媒体にはそれほど強く結合し
ません。このため、塩を添加して導電率を最適化することで、
RNA 不純物は AEX の吸着材に結合せずに通過しますが、一方
pDNAは結合して、その後高純度で溶出できます。

精製工程前に、各樹脂／メンブレン吸着材用の添加に最適な塩
濃度を事前に決定しておく必要があります。これは、塩化ナト
リウム濃度を上昇させて、プラスミドの結合容量を測定するこ
とで行います。この原理について、図 7に、Fractogel® EMD 
DEAE（M）および Fractogel® EMD DMAE（M）樹脂による例で
示します。

3.  推奨事項
3.1. 陰イオン交換精製用フィードとしての塩添加ライセート

NaCl 添加（mM）

プ
ラ
ス
ミ
ド
SB
C（
m
g/
m
L）

FG DEAE（M）

FG DMAE（M）

FG DEAE（M）繰返し

FG DMAE（M）繰返し

図 7：ライセートに添加する最適なNaCl 濃度を測定するバッチアッセイ
静的結合容量（SBC）を 96 ウェルフィルタープレート（1ウェルあたり 1 mL）
で測定しました。
プラスミドフィードは元々の清澄化済みライセート（pH 5.0、67 mS/cm）に、
塩化ナトリウム濃度を上昇させながら添加しています。
FG = Fractogel® EMD 樹脂
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Capture pDNA while impurities (RNA) flowthrough.

Test 1

Native

Test 2

35 mM NaCl 
Addition

Test 3

75 mM NaCl 
Addition

Figure 8. Impact of salt supplementation on capacity, 
purity, recovery.
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Anion exchange (AEX) membrane capture chromatography 
A. AEX load optimization

Objective: Optimize NaCl concentration in the load material to promote capture of plasmid DNA 
product while RNA impurities are removed in the load flowthrough.
 
Materials and Methods
Device - Natrix® Q Micro 0.2 mL Membrane Volume 
(MV). A new Natrix® Q device was used for each test.
Clarified lysate conditions
• 6.5 kbp pDNA, 24 µg/mL titer. 1.5 M K-acetate 

buffer, pH 5.3, 86.9 ms/cm  
• Nucleic acid content: 3.8% pDNA, 96.2% RNA. 

Endotoxin content: 380,000 EU/mg pDNA

• The clarified lysate was loaded to 11 mg 
pDNA/mL of membrane at three different load 
conductivities. In the first test, no additional salt 
was added. In the second test, 35 mM NaCl was 
supplemented into the clarified lysate, and in the 
third test 75mM NaCl was supplemented into the 
clarified lysate.

Analytics

• DNA and RNA content assessed by HPLC (Tosoh 
DNA-NPR method)

• Endotoxin content assessed by Charles River 
Endosafe assay

A high binding capacity at 11 mg of plasmid per 
mL of membrane was achieved when no sodium 
chloride was added into the feed. However, the 
eluate plasmid DNA purity was quite low for 
this condition – just 46% of eluate nucleic acid 

Case Study  

Results

Load conductivity adjustments
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Step Mobile Phase Membrane 
Volumes Flowrate

Equil
1 M K-Acetate + 150 mM NaCl, 
pH 5.0 (75 mS/cm)

50 MV 10 MV/min

Load Clarified, sterile filtered lysate
11 mg pDNA/mL 
membrane

10 MV/min

Wash
1 M K-Acetate + 150 mM NaCl, 
pH 5.0 (75 mS/cm)

20 MV 10 MV/min

Elute 100 mM Tris, pH 9 + 1 M NaCl 50 MV 5 MV/min

CIP 1 M NaOH + 2 M NaCl 20 MV 10 MV/min

was pDNA, with the remainder being RNA. This 
indicates that a high percentage of RNA bound to the 
membrane under these load conditions.  

When the salt concentration was increased to 35 mM, 
there was a slight reduction in binding capacity to 8 
mg plasmid per mL of membrane. However, most of 
the RNA impurity flowed through the membrane at 
this elevated conductivity, resulting in improved purity 
(77% of eluate nucleic acid was pDNA). High yield was 
also observed in the elution pool at 88%. Endotoxin 
clearance was also achieved with this strategy; the 
elution pool has 3,100 endotoxin units per mg of 
plasmid.  

When the NaCl concentration was further increased 
to 75 mM, a significant drop-off in binding capacity 
was observed. At this elevated concentration neither 
the RNA nor the plasmid DNA product are able to 
sufficiently bind to the anion exchange membrane 
(Figure 8). It was therefore determined that lysate 
supplementation with 35 mM NaCl offered the best 
balance of capacity, purity, and recovery on Natrix®  
Q membrane.
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ケーススタディ
陰イオン交換（AEX）メンブレン捕捉クロマトグラフィー
Ａ．AEX負荷の最適化
目的：負荷物中の塩化ナトリウム濃度を最適化して pDNA 製品の捕捉を促進し、RNA 不純物を通過させることで除去します。

結果

材料および方法
デバイス - Natrix® Q Micro 0.2 mL メンブレン容量（MV）
試験ごとに新しいNatrix® Q デバイスを使用しました。
清澄化ライセート条件
•	 6.5 kbp pDNA、24 µg/mL力価1.5 M 酢酸カリウム緩衝液
	 pH 5.3、86.9 ms/cm
•	 核酸含量：3.8% pDNA、96.2% RNA
	 エンドトキシン含量：380,000 EU/mg pDNA

分析
•	 HPLCによるDNAおよびRNA含量の評価
	 （東ソー社 DNA-NPR法）
•	 Charles River 社の Endosafe アッセイによる
	 エンドトキシン含量の評価

•	 清澄化済みライセートを、3種類の異なる負荷導電率で、
11 mg pDNA/mL メンブレンで負荷しました。最初の試
験では塩を添加しませんでした。2回目の試験では、清
澄化済みライセートに 35 mM塩化ナトリウムを添加し、
3回目の試験では75 mM塩化ナトリウムを添加しました。

フィードに塩化ナトリウムを添加しないと、メンブレ
ン 1 mL あたりプラスミド 11 mg で高い結合容量が得
られました。しかしこの条件では、溶出された pDNA
の純度はきわめて低く、pDNA は溶出された核酸中の
わずか 46%でしかなく、残りは RNAでした。つまり、

負荷導電の調整

このような負荷条件下では、メンブレンに結合した RNA の割
合が高いことを示しています。

塩濃度が 35 mMに上昇すると、結合容量がわずかに低下して
メンブレン 1 mL あたりプラスミド 8 mg になりました。しか
しこの高い導電率では、RNA不純物のほとんどがメンブレンを
通過し、結果的に純度が向上しました（溶出された核酸の 77%
が pDNA）。また、溶出プールでも 88%の高い収率が示されま
した。さらに、エンドトキシン除去もこの戦略によって達成さ
れました。溶出プールにはプラスミド 1 mg あたり 3,100 エン
ドトキシン単位が含まれていました。

塩化ナトリウム濃度がさらに 75 mMに上昇すると、結合容量
が大幅に低下します。この高い濃度では、RNA および pDNA
製品のいずれも、陰イオン交換メンブレンに十分に結合できま
せん（図 8）。そこで、ライセートへ 35 mMの塩化ナトリウム
を添加することによって、Natrix® Q メンブレンにおける最適
な容量、純度、回収率のバランスが得られると判断しました。

ステップ 移動相 メンブレン
容量 流速

平衡化
1 M 酢酸カリウム +150 mM NaCl、
pH 5.0（75 mS/cm）

50 MV 10 MV/min

負荷 清澄化・滅菌ろ過済みライセート
11 mg pDNA/mLメ
ンブレン

10 MV/min

洗浄
1 M 酢酸カリウム +150 mM NaCl、
pH 5.0（75 mS/cm）

20 MV 10 MV/min

溶出 100  m M  Tris,   pH 9  +  1  M  NaCl 50 MV 5 MV/min

CIP 1  M  NaC H  +  2  M  NaCl 20 MV 10 MV/min

試験 1

元のまま

試験 2

35 mM NaCl
添加

試験 3

75 mM NaCl
添加

pDNA を捕捉し、不純物（RNA）は通過

NaCl 添加（mM）

pDNA結合容量
（mg pDNA/mLメンブ
レン）

pDNA純度
（全核酸の%）

pDNA回収率

図 8：塩添加による容量、純度、回収率への影響
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Capture pDNA while impurities (RNA) flowthrough.

Test 1

Native

Test 2

35 mM NaCl 
Addition

Test 3

75 mM NaCl 
Addition

Figure 8. Impact of salt supplementation on capacity, 
purity, recovery.
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Anion exchange (AEX) membrane capture chromatography 
A. AEX load optimization

Objective: Optimize NaCl concentration in the load material to promote capture of plasmid DNA 
product while RNA impurities are removed in the load flowthrough.
 
Materials and Methods
Device - Natrix® Q Micro 0.2 mL Membrane Volume 
(MV). A new Natrix® Q device was used for each test.
Clarified lysate conditions
• 6.5 kbp pDNA, 24 µg/mL titer. 1.5 M K-acetate 

buffer, pH 5.3, 86.9 ms/cm  
• Nucleic acid content: 3.8% pDNA, 96.2% RNA. 

Endotoxin content: 380,000 EU/mg pDNA

• The clarified lysate was loaded to 11 mg 
pDNA/mL of membrane at three different load 
conductivities. In the first test, no additional salt 
was added. In the second test, 35 mM NaCl was 
supplemented into the clarified lysate, and in the 
third test 75mM NaCl was supplemented into the 
clarified lysate.

Analytics

• DNA and RNA content assessed by HPLC (Tosoh 
DNA-NPR method)

• Endotoxin content assessed by Charles River 
Endosafe assay

A high binding capacity at 11 mg of plasmid per 
mL of membrane was achieved when no sodium 
chloride was added into the feed. However, the 
eluate plasmid DNA purity was quite low for 
this condition – just 46% of eluate nucleic acid 

Case Study  

Results

Load conductivity adjustments
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Step Mobile Phase Membrane 
Volumes Flowrate

Equil
1 M K-Acetate + 150 mM NaCl, 
pH 5.0 (75 mS/cm)

50 MV 10 MV/min

Load Clarified, sterile filtered lysate
11 mg pDNA/mL 
membrane

10 MV/min

Wash
1 M K-Acetate + 150 mM NaCl, 
pH 5.0 (75 mS/cm)

20 MV 10 MV/min

Elute 100 mM Tris, pH 9 + 1 M NaCl 50 MV 5 MV/min

CIP 1 M NaOH + 2 M NaCl 20 MV 10 MV/min

was pDNA, with the remainder being RNA. This 
indicates that a high percentage of RNA bound to the 
membrane under these load conditions.  

When the salt concentration was increased to 35 mM, 
there was a slight reduction in binding capacity to 8 
mg plasmid per mL of membrane. However, most of 
the RNA impurity flowed through the membrane at 
this elevated conductivity, resulting in improved purity 
(77% of eluate nucleic acid was pDNA). High yield was 
also observed in the elution pool at 88%. Endotoxin 
clearance was also achieved with this strategy; the 
elution pool has 3,100 endotoxin units per mg of 
plasmid.  

When the NaCl concentration was further increased 
to 75 mM, a significant drop-off in binding capacity 
was observed. At this elevated concentration neither 
the RNA nor the plasmid DNA product are able to 
sufficiently bind to the anion exchange membrane 
(Figure 8). It was therefore determined that lysate 
supplementation with 35 mM NaCl offered the best 
balance of capacity, purity, and recovery on Natrix®  
Q membrane.
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4% DNA, 96% RNA 380,000 EU/mg

77% DNA, 23% RNA 3,100 EU/mg

95% DNA, 5% RNA 500 EU/mg

~10 0.1‒0.03 10‒33 >95% ≥80% >80% pDNA

3‒0.3 0.3‒3.3 >95% ~75% >95% pDNA

~2.5

~2.5

4‒2 0.25‒0.5 >95% ≥80% >95% pDNA

~3 4‒2 0.25‒0.5 >95% ≥95% >95% pDNA

Ｂ．AEX洗浄の最適化

目的：界面活性剤および EDTA 洗浄緩衝液の能力を評価し、Natrix® Q による RNA およびエンドトキシン除去をさらに向上させます。

材料および方法
デバイス - Natrix® Q Micro 0.2 mL メンブレン容量（MV）
試験ごとに新しいNatrix® Q デバイスを使用しました。

結果

フィード - 清澄化・滅菌ろ過済み pDNA ライセート、35 
mM塩化ナトリウム添加

対照溶液による洗浄 界面活性剤による洗浄

陰イオン交換捕捉ステップの洗浄を最適化するために、対照溶液による洗浄条件を実験用の界面活性剤による洗浄と
比較しました。後者は、洗浄および溶出緩衝液に、2 mM EDTA だけでなく、低濃度の界面活性剤が添加されています。
この方法により、核酸純度は 77%から 95%に向上し、エンドトキシン濃度はプラスミド 1 mg あたり 500 エンドトキ
シン単位に減少しました。

3.2.   陰イオン交換製品の性能の概要

ステップ 移動相

平衡化 1 M 酢酸カリウム +150 mM NaCl、pH 5.0（75 mS/cm）

負荷 清澄化・滅菌ろ過済みライセート

洗浄 1 M 酢酸カリウム +150 mM NaCl、pH 5.0（75 mS/cm）

溶出 100  mM  Tris,  pH  9  +   1 M  NaCl

CIP 1 M  NaOH  +  2  M  NaCl

ステップ 移動相

平衡化 1 M 酢酸カリウム +150 mM NaCl、pH 5.0（75 mS/cm）

負荷 清澄化・滅菌ろ過済みライセート

洗浄 1 M 酢酸カリウム +150 mM NaCl、pH 5.0（75 mS/cm）

界面活性剤に
よる洗浄

0.1 M Tris、10 mM NaCl、+0.5%界面活性剤、pH 7.5

EDTA による洗浄 0.1 M Tris、10 mM NaCl、+2 mM EDTA、pH 7.5

EDTA を
用いた溶出

100 mM Tris、1 M NaCl、+2 mM EDTA、pH 9

CIP 1 M  NaOH  +   2  M  NaCl

核酸含量 エンドトキシン含量 サイクル時間

フィード

対照溶液による洗浄（溶出プールから測定） 55 分

界面活性剤による洗浄（溶出プールから測定） 65 分

推奨する工程
ステップ

樹脂／メンブレン
吸着材

動的結合
容量

（mg/mL）

滞留時間、
10 cm BH

（分）
CV/ 分 RNA 除去率 CCC 型の収率 純度

（A260 ベース）

高処理捕捉

Natrix® Q
クロマトグラフィー
メンブレン

中間精製／研磨

Eshmuno® Q
樹脂

Fractogel® EMD DEAE
樹脂

Fractogel® EMD DMAE
樹脂

表 6：pDNA 精製用の陰イオン交換樹脂およびメンブレン吸着材の性能
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C. AEX productivity comparison, resin vs. membrane

Objective: Compare the observed productivity of Natrix® membrane chromatogaphy against 
historical reference data for a chromatography resin.
 
Materials and Methods
• Adsorbers: Performance of Natrix® Q 

chromatography membrane compared to 
historical reference data for Fractogel® 
DMAE resin data (see to Table 6 for resin 
chromatography reference data)

• Feed basis: Consider a 300 L batch of clarified 
lysate containing 7.1g pDNA 

(continued)

Use of Natrix® Q Chromatography Membrane increased productivity of the chromatography step 24x, from 
0.30 g pDNA/L/hr to 7.3 g pDNA/L/hr. These gains can be attributed to two factors: 

1. The binding capacity of pDNA for the membrane is 8 g/L compared to just 3 g/L for the traditional resin; and  

2. Membrane chromatography offers very fast flowrates due to its open pore structure, enabling a cycle time 
of just over 1 hour while the slower resin process can require nearly 10 hours per cycle. This can be leveraged 
to run several cycles with membrane chromatography in a rapid cycling approach

Case Study  

Results

Membrane Chromatography Resin Chromatography

Batch Size 300 L

pDNA mass 7.1 g

Titer 0.024 g/L

Binding Capacity 8 g/L

Minimum Membrane Volume 885 mL

Volume per cycle 442.5 mL

Recommended Device 460 mL

Cycle Load 7.7 g/L

Flow Rate 4.6 L/min

Total Step Time (2 cycles) 2.12 hr

Productivity 7.26 g pDNA/L/hr

Batch Size 300 L

pDNA mass 7.1 g

Titer 0.024 g/L

Binding Capacity 3 g/L

Minimum Resin Volume 2.36 L

Volume per cycle 150 L

Recommended CV 2.36 L

Cycle Load 3 g/L

Flow Rate 0.59 L/min

Total Step Time (1 cycle) 9.9 hr

Productivity 0.30 g pDNA/L/hr

300 L

7.1 g

0.024 g/L

8 g/L

885 mL

442.5 mL

460 mL

7.7 g/L

4.6 L/min

2.12 hr

7.26 g pDNA/L/hr

300 L

7.1 g

0.024 g/L

3 g/L

2.36 L

150 L

2.36 L

3 g/L

0.5

9.9

9 L/min

hr

0.30 g pDNA/L/hr

ケーススタディ（続き）

C.  AEX の生産性の比較：樹脂 vs メンブレン
目的：Natrix® メンブレンクロマトグラフィーで観測された生産性をクロマトグラフィー樹脂の参照データと比較します。

材料および方法
•	 吸着材：Natrix® Q クロマトグラフィーメ
ンブレンの性能を Fractogel® DMAE 樹脂
の参照データと比較（樹脂クロマトグラ
フィー参照データについては表 6参照）

•	 フィードの基準：7.1 g の pDNA を含む清澄化済みライセー
トの 300 L バッチを検討

メンブレンクロマトグラフィー	 樹脂クロマトグラフィー

結果
Natrix® Q クロマトグラフィーメンブレンを使用することで、クロマトグラフィーステップの生産性が 0.30 g pDNA/L/
時から 7.3 g pDNA/L/ 時に向上し 24 倍となりました。これらは、次の 2つの要因による可能性があります。
1. メンブレンの pDNAの結合容量は、従来の樹脂ではわずか 3 g/L であるのに対して 8 g/L です。
2. メンブレンクロマトグラフィーは、オープンな細孔構造のため非常に高速です。これにより、サイクル時間がちょう
ど 1時間を超えるほどになります。一方、樹脂による処理は速度が遅いため、1サイクルあたり約 10 時間を要するこ
ともあります。これを活用して、メンブレンクロマトグラフィーでは高速サイクルアプローチによって数サイクル稼働
できます。

バッチサイズ

pDNA質量

力価

結合容量

最小メンブレン容量

1サイクルあたりの容量

推奨デバイス

サイクル負荷

流速

全ステップ時間（2サイクル）

生産性

バッチサイズ

pDNA質量

力価

結合容量

最小樹脂容量

1サイクルあたりの容量

推奨 CV

サイクル負荷

流速

全ステップ時間（1サイクル）

生産性
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Objective: Compare the observed productivity of Natrix® membrane chromatogaphy against 
historical reference data for a chromatography resin.
 
Materials and Methods
• Adsorbers: Performance of Natrix® Q 

chromatography membrane compared to 
historical reference data for Fractogel® 
DMAE resin data (see to Table 6 for resin 
chromatography reference data)

• Feed basis: Consider a 300 L batch of clarified 
lysate containing 7.1g pDNA 

(continued)

Use of Natrix® Q Chromatography Membrane increased productivity of the chromatography step 24x, from 
0.30 g pDNA/L/hr to 7.3 g pDNA/L/hr. These gains can be attributed to two factors: 

1. The binding capacity of pDNA for the membrane is 8 g/L compared to just 3 g/L for the traditional resin; and  

2. Membrane chromatography offers very fast flowrates due to its open pore structure, enabling a cycle time 
of just over 1 hour while the slower resin process can require nearly 10 hours per cycle. This can be leveraged 
to run several cycles with membrane chromatography in a rapid cycling approach

Case Study  

Results

Membrane Chromatography Resin Chromatography

Batch Size 300 L

pDNA mass 7.1 g

Titer 0.024 g/L

Binding Capacity 8 g/L

Minimum Membrane Volume 885 mL

Volume per cycle 442.5 mL

Recommended Device 460 mL

Cycle Load 7.7 g/L

Flow Rate 4.6 L/min

Total Step Time (2 cycles) 2.12 hr

Productivity 7.26 g pDNA/L/hr

Batch Size 300 L

pDNA mass 7.1 g

Titer 0.024 g/L

Binding Capacity 3 g/L

Minimum Resin Volume 2.36 L

Volume per cycle 150 L

Recommended CV 2.36 L

Cycle Load 3 g/L

Flow Rate 0.59 L/min

Total Step Time (1 cycle) 9.9 hr

Productivity 0.30 g pDNA/L/hr

Table 7. Typical operating parameters for UF/DF of pDNA.

References
1. Latulippe, D.R. and Zydney, A.L. (2010), Radius of gyration of 

plasmid DNA isoforms from static light scattering. Biotechnol. 
Bioeng., 107: 134 142. doi:10.1002/bit.22787.

2. Raghunath B, et al. Best practices for optimization and scale up of 
microfiltration TFF processes, BioProcessing Journal (Spring 2012) 
Volume 11/Issue 1.

3. Latulippe, D.R. and Zydney, A.L. (2008), Salt induced changes 
in plasmid DNA transmission through ultrafiltration membranes. 
Biotechnol. Bioeng., 99: 390 398. doi:10.1002/bit.21575.

19

4.1 Recommendations
Pellicon® 2 cassettes with Biomax® or Ultracel® 
membranes and C-screen or V-screen can be used for 
concentration and diafiltration of pDNA with high loading 
and yield. The V-screen configuration is specifically 
recommended for high concentration or high viscosity 
feed streams.

The selected molecular weight cut-off (MWCO) depends 
on the pDNA structure and can range from 30 kD to 300 
kD. The standard rule of thumb is to use a membrane 
cutoff that is 3–5 X tighter in pore diameter than the 
diameter of the product of interest. For common plasmid 
sizes of 5–20 kbp, 100 kD is often selected. 

4.2 Overview

Attributes

Precipitated plasmid is separated, concentrated, washed 
and then re suspended in the appropriate buffer. This is 
typically accomplished by using tangential flow filtration 
(TFF) as this technique is easily scalable, highly selective 
and cost-effective.

Because the starting concentration of plasmids is generally 
much lower than that of a typical antibody or recombinant 
protein feed stream, use of TFF prior to chromatography 
also functions as a concentration step to further improve 
downstream purification. 

This membrane -based separation and concentration 
step needs to be optimized to achieve high performance 
without compromising the plasmid integrity. TFF relies 
on the size difference between pDNA and contaminants 
present in the lysate such as linear DNA, RNA and 
endotoxins. Therefore, the TFF membrane must have an 
appropriate MWCO to retain the pDNA and allow sieving 
of contaminants and the initial buffer. In addition to these 
retention and purification capabilities, TFF should be able 
to manage the increased viscosity throughout the process 
step and have a high capacity to enable an acceptable 
footprint at scale.

Parameters

The performance of a TFF step depends on the feed 
conditions, MWCO, feed and filtrate/permeate flux and 
system pressure. The desired plasmid purity, formulation, 
and concentration specification without product damage 
can be achieved through optimization of these hydraulic 
parameters.

Challenges

Due to their structure, plasmids can sometimes pass 
through pores that are smaller than their apparent 
molecular weight. This sieving can be more predominant 
with flux increase. The sieving coefficient also increases 
at higher ionic strength due to reduction in the effective 
plasmid size observed in these conditions1. 

Additionally, air introduction needs to be avoided at all 
times, since air-liquid interphases can impact the integrity 
of the plasmid.

4.3 Technical Data
Loss of the pDNA in the permeate can potentially be 
addressed by polarizing the membrane (using full 
recirculation mode with permeate diverted into the feed 
tank) prior to starting the TFF run with the permeate line 
directed to exhaust. This will create a stable polarization 
layer that will improve the retention. 

Additionally, base buffer salt concentration, concentration 
of pDNA, presence of RNA, transmembrane pressures 
(TMP) and delta P should be optimized for effective 
retention of the product. Higher salt concentration has 
been shown to reduce the plasmid radius1. In these 
conditions, the plasmid structure seems to be more 
tightly twisted, exhibiting a condensed effective size. 

In terms of parameters, a lower TMP is favored. Use of 
a two -pump, permeate-controlled system is preferred 
for 100 kD and larger MWCO2. Depending on the specific 
configuration of the membrane used, the step is typically 
operated at TMP ≤10 psi for a permeate flux of ~20-50 L/
m²/h (LMH). The plasmid is usually completely retained at 
low filtrate flux and sieving can be observed at higher fluxes3.

The feed flux chosen for the concentration and diafiltration 
typically ranges between 4 and 6 L/min/m2 (LMM) to 
reduce mechanical stress that can ultimately lead to DNA 
degradation. High loading in the range of 70 to 140 L/m2 
can be achieved if these pressure and flux parameters are 
well optimized with the correct membrane.

As viscosity also increases, particularly at concentrations 
approaching and exceeding 10 mg/mL, tight screens 
are not recommended. Coarse C-screen or suspended 
V-screen TFF device configurations should be applied 
for medium (5–10 X) to higher concentration (30–50 X) 
activities; TFF process optimization is required, however.

These typical operating parameters are summarized in 
Table 7.

Ultrafiltration/Diafiltration (UF/DF)  
of Plasmid DNA

Parameters Value

Membrane
100 or 300 kD Biomax® or Ultracel® 
membranes

Volumetric loading 70–140 L/m²

Feed flux 4–6 L/min/m²

Permeate average flux 20–50 L/m²/h

TMP ≤10 psi

Volumetric concentration factor (VCF) 3–50

Diafiltration volume (DV) 3–10

70‒140 L/m²

4‒6 L/min/m²

20‒50 L/m²/h

≤10 psi

3‒50

3‒10

300 L

7.1 g

0.024 g/L

8 g/L

885 mL

442.5 mL

460 mL

7.7 g/L

4.6 L/min

2.12 hr

7.26 g pDNA/L/hr

300 L

7.1 g

0.024 g/L

3 g/L

2.36 L

150 L

2.36 L

3 g/L

0.5

9.9

9 L/min

hr

0.30 g pDNA/L/hr

プラスミド DNA の
限外ろ過／透析ろ過（UF/DF）
4.1  推奨事項
Biomax® または Ultracel® の各メンブレンと Cスクリーンまた
は Vスクリーンを搭載した Pellicon® 2 カセットは、pDNA の
濃縮と透析ろ過に使用可能で、高い負荷と収率を示します。高
濃度または高粘度のフィードストリームには、Vスクリーンを
含めた構成が特に推奨されます。

選択した分子量カットオフ（MWCO）は pDNA 構造によって異
なり、30 ～ 300 kD の範囲になります。標準的経験則から、目
的の製品の直径より孔径が 3～ 5倍厳しいメンブレンカットオ
フを使用することです。5～ 20 kbp の一般的なプラスミドサ
イズの場合、100 kD が選択されることが多いです。

4.2  概要
特性
沈殿させたプラスミドを分離し、濃縮・洗浄して、適切な緩衝
液に再懸濁します。この方法は規模を拡大しやすく、選択性お
よび費用対効果も高いので、通常はタンジェンシャルフローろ
過（TFF）を使用して達成できます。

一般にプラスミドの開始濃度は、典型的な抗体または組換えタ
ンパク質の濃度よりもはるかに低いため、クロマトグラフィー
前の TFF の使用は、下流精製工程をさらに向上させる濃縮ス
テップとしても機能します。

プラスミドの完全性を損なうことなく高いパフォーマンスを達
成するために、メンブレンベースの分離および濃縮ステップ
を最適化する必要があります。TFF は、pDNA と、線状 DNA、
RNA およびエンドトキシンなどのライセートに存在する混在物
とのサイズ差に依存しています。そのため、TFF メンブレンに
は pDNA を保持して、混在物および最初の緩衝液をふるい落と
せる適切な分子量カットオフ（MWCO）が必要です。
これらの保持および精製性能に加えて、TFF は、工程ステップ
全体を通して増加する粘度を管理し、規模拡大による設置面積
を許容できる高容量に対応する必要があります。

パラメータ
TFF ステップの性能は、フィード条件、MWCO、フィードおよ
びろ過／透過フラックス、そしてシステム圧に依存します。こ
れらの水圧パラメータを最適化することで、製品損傷を与える
ことなく、目的のプラスミドの純度、薬液の置換および濃度の
規格を達成できます。

課題
プラスミドはその構造から、見ための分子量よりも小さい孔を
通過することがあります。このようなふるいの通過は、フラッ
クスの増加によってより顕著になる可能性があります。このよ
うな条件で観測される有効なプラスミドサイズが低下するた
め、イオン強度が高くなると、ふるい係数も上昇します 1。

また、空気液体間相がプラスミドの完全性に影響を与える可能
性があるため、空気の導入を常に避ける必要があります。１

4.3 テクニカルデータ
透過液中の pDNA損失は、透過ラインを排出に向けた TFF 稼働
を開始する前に、メンブレンを分極させることで対応できる場
合があります（フィードタンクに透過させる全再循環モードを
使用）。これにより、保持力を向上させる安定した分極層が形
成されます。

さらに、緩衝液の塩濃度、pDNA の濃度、RNA の存在、膜間差
圧（TMP）およびΔ Pを最適化して、製品を効果的に保持する
必要があります。より高い塩濃度で、プラスミドの半径が小さ
くなることが示されています 1。このような条件では、プラス
ミド構造がより強くねじれているようで、密な有効サイズが示
されます。

パラメータに関しては、より低い TMPが有効です。100 kD 以
上のMWCOでは、2ポンプの透過制御システムの使用が推奨さ
れます 2。使用するメンブレンの特定の形状に応じて、本ステッ
プは通常、約 20 ～ 50 L/m2/ 時の透過フラックスに対して 10 
psi以下のTMPで稼働します。プラスミドは通常、低ろ過フラッ
クスで完全に保持され、高ろ液フラックスでは通過することも
あります 3。

一般的には、濃縮および透析ろ過用に選択するフィードフラック
スの範囲を4～ 6 L/ 分 /m2 にして、最終的にDNA 分解につなが
ることがあるメカニカルストレスを低減します。これらの圧力およ
びフラックスパラメータが正しいメンブレンとともに最適化されて
いれば、70 ～140 L/m2 の範囲で高負荷を達成できます。

また、10 mg/mL 付近および 10 mg/mL を超える濃度では粘度
が上昇するため、より厳しいスクリーンはお勧めしません。中（5
～ 10 倍）から高濃度（30 ～ 50 倍）の稼働では、粗 Cスクリー
ンまたはサスペンド式 Vスクリーンによる TFF デバイス構成を
適用すべきです。ただし、TFF 工程の最適化が必要です。

これらの一般的な作業パラメータを表 7にまとめます。

パラメータ 値

メンブレン
100 もしくは 300 kD Biomax®
または Ultracel®

容量負荷

フィードフラックス

透過平均フラックス

TMP

体積濃度係数 (VCF）

透析ろ過量（DV）

表 7：pDNA の UF/DF の一般的操作パラメータ
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ケーススタディ
プラスミドDNAの限外ろ過／透析ろ過（UF/DF）
緩衝液の交換
目的：タンジェンシャルフローろ過（TFF）を使用した緩衝液の交換

材料
デバイス - Pellicon® カセット、サイズ 88 cm2 
メンブレン - 300 kD Ultracel®（合成再生セルロース）メン
ブレンで、約 10 kD の DNA を保持しながら、水、イオン、
低分子量不純物を通過させます。
フィードスクリーンを中粘度用に選択しました。

メンブレンの準備
•	 水洗浄：20 L/m2
•	 再循環定置洗浄：0.2 N NaOH、20 L/m2 シングルパス
•	 緩衝液洗浄：20 L/m2 10 mM Tris、1 mM EDTA、pH 8（TE）

濃縮ステップ
•	 透過物を廃棄して、タンク容量を低減します。 
透析ろ過ステップ
•	 定量透析ろ過：透過物の除去と同じ速度で TE 緩衝液を
添加します。

回収ステップ
•	 タンクを排出し、保持ラインおよびタンクを洗浄します。

結果

透析ろ過用緩衝液の交換では、300 kD Ultracel® メンブレンを使用して pDNA を保持し、水と低分子量不純物を通過さ
せました。4 L/ 分 /m2 のクロスフローでの臨界フラックス試験から、80 ～ 125 L/m2/ 時の高フラックスが汚染もなく許
容されることが示されました。5倍の透析ろ過量（DV）用に 4 L/ 分 /m2 で TE 緩衝液による定量透析ろ過を実施すると、
膜間差圧（TMP）が低下することが示されました（汚染なし）。保持物の洗浄から 96%の収率が示されました。

臨界フラックス 臨界フラックス

透
過
フ
ラ
ッ
ク
ス
（
L/
m
2 /
時
）

TM
P（
ps
i）

透析量（N）

フ
ラ
ッ
ク
ス
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m
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時
）

フラックス TMP
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10 6.9 4.0 × 10 ‒12

40 5.8 5.2 × 10 ‒12

100‒300 4.5 5.5 × 10 ‒12

プラスミド DNA 製造
工程用滅菌グレードろ過工程
5.1  推奨事項
Millipore Express® SHC を使用すれば、0.014 ～ 3.0 m2 のサイ
ズ範囲の滅菌済みカプセルなどのさまざまな様式において、プ
ラスミド DNA（pDNA）ろ過で高いろ過容量、フラックスおよ
び収率の達成が可能です。本単位作業の容量および収率は大き
く変化することがあります。特に大型のプラスミド（約 10 kbp
以上）の場合は、工程開発を慎重に検討してステップを最適化
する必要があります。

5.2  概要
特性
pDNA 工程用滅菌グレードろ過の単位作業には以下が含まれま
す。

•	 フィードストリームからバイオバーデンを除去できるメン
ブレン

•	 バイオバーデンの導入を防止するデバイスおよびろ過シス
テム

•	 微粒子を低減でき、大容量と高フラックスを提供し、さら
に pDNAを通過させるメンブレン

パラメータ
pDNA 工程用滅菌グレードろ過の単位作業は、以下を変更する
ことで最適化できます。

•	 滅菌ろ過に用いるメンブレン
•	 使用するろ過デバイスおよびシステム
•	 駆動力（流速または圧力）
•	 pDNA 溶液の製剤化
•	 pDNA 溶液の純度
•	 pDNA の立体構造（スーパーコイル状、線状、開環状など）
•	 ろ過のエンドポイント

主な検討事項
大型の pDNA はフィルターに保持されるため、滅菌ろ過の単
位作業には困難を伴うことがあり、これが収率およびろ過容量
が低下する原因となります。滅菌ろ過ステップの流速が粘性物
質のため下がる可能性があるため、粘度についても検討する必
要があります。最後に、滅菌フィルターが細菌を保持できるこ
とを証明する必要がありますが、これがアジュバントを含む
pDNAワクチンで問題となる可能性があります。
主な検討事項を表 8にまとめます。

5.3 テクニカルデータ
最高の滅菌グレードのろ過性能を得るには、工程パラメータを
最適化する必要があります。一部のプラスミドには、ろ過に関
して独自の課題がありますが、10 kbp 未満の多くの小さなプラ
スミドでは、Vmax ™または Pmax ™手法を使用してフィルター
サイズを確認するだけで、堅牢な単位作業を開発できます 1。

pDNA フィードの滅菌グレードろ過に関するデータベースの見
直しから、プラスミドのサイズに応じて、ろ過容量、フラック
スおよび収率は大幅に変化し、プラスミドサイズが大きくなる
ほど、ろ過の課題がより困難になることが示されています。プ
ラスミドサイズが大きくなると、ろ過性能が低下することは、
他の研究者からも報告されています。ろ過に関する最も重大な
課題は、pDNA が 20 kbp 以上である場合に発生します。ただ
し 10 ～ 20 kbp の pDNA でも、ろ過の問題が発生することがよ
くあります 2,3。表 9に、見直したデータと公表されている研究
をまとめます。

pDNAのサイズは滅菌グレードのろ過性能に影響を与えますが、
データベースと公開された研究の両方で、緩衝液の組成によっ
てプラスミドの立体構造やそれによる回転半径が変化すること
が示されています。
具体的には、塩濃度が pDNA の回転半径および拡散係数の両方
に直接影響することが示されています（表 10）4,5,6。

a TE緩衝液中。b 2.69 kbpのプラスミドに関するHammermann
ら（1998 年）の報告。c 3.0 kbp のプラスミドに関するNguyen
と Elimelech（2007 年）の報告では、緩衝溶液中の TE 分子種
を考慮するように値を調整しています（詳細は本文参照）。

塩濃度を変化させることで殺菌グレードのろ過容量および収率
が 2倍を超えて上昇することが、メルクのデータベースおよび
公表されている研究において経験的に実証されています 3。

限外ろ過にメンブレンを使用した研究では、塩濃度の変化に伴っ
てpDNAのふるい通過が大きく変化し、塩濃度がpDNAのメンブ
レンろ過に極めて大きく影響することが示されています 7。

NaCl 濃度 a（mM） RSb（nM） Dc（m2/ 秒）

特性 パラメータ パラメータ

無菌性の保証 メンブレン孔径 大型の pDNA 

微粒子の低減 メンブレンの化学的性質

ろ過容量および
フラックス

駆動力 pDNA 溶液の粘度

pDNA収率 処方
アジュバント添加 pDNA 溶液
の細菌保持

ろ過エンドポイント

プラスミド DNA の
サイズ（kbp）

予想される
滅菌グレードろ過収率

（%）

予想される滅菌グレード
ろ過容量（L/m2）

変動

表 10：プラスミドDNAの特性

表 8：pDNA 溶液の滅菌ろ過に関する主な検討事項

表 9：内部研究と文献検索による精製 pDNAの滅菌グレードろ過の予測性能
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In addition to impact of pDNA size, studies have 
shown that supercoiled plasmid gives better filtration 
performance than open-circular; the purity of supercoiled 
pDNA can thus significantly impact unit operation 
outcomes of a sterilizing grade filtration step. One study 
cited an increase of approximately 10× in filtration 
capacity going from 90% to 95% supercoiled content.2

The filtration endpoint has been found to be significant 
in internal studies. Under constant pressure, plasmid 
concentration in the filtrate decreases at high flux decay, 
while constant flowrate operation has shown yield decline 
when pressure drop increases above a threshold. While 
both findings suggest that plasmid yield correlates 
with membrane fouling, detailed studies are needed to 
investigate the mechanism of action. 

Both PVDF and PES membranes have shown success in 
filtering pDNA solutions. PES is preferred as it tends to 
have both higher capacity and flux versus PVDF and can 
be less damaging to larger plasmids3. Internal studies 
have shown higher yield for PES filters, although more 
detailed studies are needed to confirm this finding. 

Data from internal and published studies suggest that 
altering the pDNA concentration can affect yield and 
capacity. Some published data have shown increased 
mass throughput with increased pDNA concentration.2 
Internal data suggest; however, this may not always 
be true; increased concentration may cause some 
self-association of pDNA molecules depending on 
the background buffer and purity, resulting in lower 
filtration capacity and yield. While concentration of 
pDNA is certainly a critical operating parameter, specific 
approaches for optimizing performance via dilution or 
concentration need to be better defined. 

A review of sterilizing grade filtration operation conditions 
showed that feed flux or pressure has little to no impact 
on filtration capacity or yield (Table 11). It is possible, 
however, that high driving force could compromise 
plasmid integrity due to mechanical stress, especially for 
larger plasmids3. 

After a thorough review of published and internal data, 
critical parameters have been defined and can be 
applied to process development activities. Critical quality 
attributes of yield, capacity, and product integrity can be 
optimized through various parameters. 

• Yield can be optimized by increasing salt 
concentration, increasing pDNA purity, defining 
the filtration endpoint to avoid extreme fouling, 
screening membranes, and exploring various pDNA 
concentrations. 

• Capacity can be optimized through increasing salt 
concentration, increasing pDNA purity, or testing 
different pDNA concentrations. 

• Product integrity through sterilizing grade filtration 
can be impacted by membrane type and feed flux or 
pressure.

References
1. “Filter Sizing Methods“ Application Note – Lit. No. 

AN1512EN00 rev – 3/00. Printed in U.S.A. © 2000 
Millipore Corporation.

2. Watson MP, Winters MA, Sagar SL, Konz JO. (2006) 
Sterilizing filtration of plasmid DNA: effects of 
plasmid concentration, molecular weight, and 
conformation. Biotechnol Prog. 22(2):465–470. 
doi:10.1021/bp050280s.

3. Kong S, Titchener-Hooker N, Levy MS. (2006) 
Plasmid DNA processing for gene therapy and 
vaccination: Studies on the membrane sterilisation 
filtration step, Journal of Membrane Science, Volume 
280, Issues 1–2, Pages 824–831, ISSN 0376-7388, 
https://doi.org/10.1016/j.memsci.2006.03.003.

4. Latulippe DR and Zydney AL. (2010) Radius of 
gyration of plasmid DNA isoforms from static light 
scattering. Biotechnol. Bioeng., 107:134–142. 
doi:10.1002/bit.22787.

5. Hammermann M, Steinmaier C, Merlitz H, Kapp 
U, Waldeck W, Chirico G, Langowski. (1997) Salt 
effects on the structure and internal dynamics of 
superhelical DNAs studied by light scattering and 
Brownian dynamics. Biophys J 73:2674–2687.

6. Nguyen TH, Elimelech M. (2007) Adsorption of 
plasmid DNA to a naturalorganic matter-coated silica 
surface: Kinetics, conformation and reversibility 
Langmuir 23:3273–3279.

7. Latulippe DR and Zydney AL. (2008), Salt-induced 
changes in plasmid DNA transmission through 
ultrafiltration membranes. Biotechnol. Bioeng., 
99:390–398. doi:10.1002/bit.21575.

Table 11. Critical parameters for optimizing plasmid DNA 
sterilizing grade filtration unit operations.

Optimization 
Parameter Yield Capacity Product 

Integrity

Salt concentration X X

Supercoiled pDNA 
content (purity)

X X

Filtration endpoint X

Membrane type – PVDF 
or PES

X – PES X – PES

pDNA concentration X X

Feed flux or pressure X
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X

X

X

X

X

X ‒ PES X ‒ PES

X

X

pDNA サイズの影響に加えて、スーパーコイル状のプラスミド
は開環状よりもろ過性能が優れていることが研究により示され
ています。そのためスーパーコイル状 pDNA の純度が、滅菌グ
レードろ過ステップの単位作業の結果に大きな影響を与える可
能性があります。ある研究では、ろ過容量が約10倍増加すると、
スーパーコイル状の含有率が 90%から 95%に増加しました 2。

ろ過エンドポイントが重要であることがメルクの検証で示され
ています。定圧下では、ろ液中のプラスミド濃度は高いフラッ
クス減衰時に低下しますが、定流速操作では、圧力降下が閾値
を超えて大きくなる場合に収率が低下しました。どちらの所見
もプラスミドの収率はメンブレンの汚染と相関することを示唆
していますが、作用メカニズムを調査するには詳細な研究が必
要です。

PVDF メンブレンと PES メンブレンはともに pDNA 溶液のろ過
に適しています。PES は PVDF よりも容量およびフラックスが
高い傾向があり、大型プラスミドへの損傷が少なくなるため推
奨されます 3。メルクの検証では PES フィルターの収率がより
高くなっていますが、この所見を確認するにはさらに詳細な研
究が必要です。

メルクおよび公開されている研究で得られたデータでは、
pDNA 濃度を変化させると、収率およびキャパシティーに影響
を与える可能性があることが示唆されています。公開されてい
るデータの中には、pDNA 濃度が高くなると、大量処理が向上
しているものもあります 2。しかしメルクのデータからは、こ
れが必ずしも正しいわけではないことが示唆されています。濃
度が上昇すると、緩衝液および純度に応じて pDNA 分子が自己
結合してしまう可能性があり、その結果、ろ過容量と収率が低
下する可能性があります。pDNA の濃度は重要な作業パラメー
タですが、希釈または濃縮を用いて性能を最適化するため、具
体的なアプローチを明確にする必要があります。

滅菌グレードろ過の作業条件を確認したところ、フィードフ
ラックスや圧力には、ろ過容量や収率に与える影響がほとんど
または全くないことが示されました（表 11）。ただし、特に大
型のプラスミドの場合、高い駆動力によるメカニカルストレス
のためプラスミドの完全性が損われる可能性があります 3。

公開されているデータおよびメルクのデータをさらに見直した
後、重要パラメータが既定され、工程開発作業に適用できるよ
うになりました。収率、容量および製品の完全性に関する重要
品質特性は、さまざまなパラメータによって最適化できます。
•	 収率については、塩濃度や pDNA の純度を高め、ろ過エン
ドポイントを設定して極端な汚染を回避し、メンブレンを
スクリーニングし、さらにさまざまな pDNA 濃度を探索す
ることで最適化できます。

•	 容量については、塩濃度や pDNA 純度を高め、またはさま
ざまなpDNA濃度で試験を実施することで最適化できます。

•	 滅菌グレードろ過による製品の完全性は、メンブレンの種
類とフィードフラックスまたは圧力の影響を受ける可能性
があります。

パラメータの
最適化 収率 容量 製品の

完全性

塩濃度

スーパーコイル状
pDNA含量（純度）

ろ過エンドポイント

メンブレンの種類 – 
PVDF または PES

pDNA 濃度

フィードフラックスまたは圧力

表 11：プラスミドDNAの滅菌グレードろ過の単位作業を最適化する重要パラメー
タ
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まとめ
pDNA は、ウイルスベクターの製造、mRNAの製造および生体内遺伝子治療といった急速に成長している新しい治療法で使用され
ます。最近のワクチンへの応用は、酵素分解を防ぎ半減期を延長するカプセル製剤化技術によって可能となってきています。

このガイド文書では、ラボスケールの pDNA 製造工程の実現可能性について示しました。本工程には、MF-TFF、アルカリ溶解、
デプスフィルターによる清澄化、メンブレンクロマトグラフィーおよび限外ろ過による処方が含まれます。

シングルユースの採用により、堅牢かつ簡単なスケールアップの基盤が提供されます。大規模製造の実施では、溶解、混合・凝集
沈殿、メンブレンモジュールのマニホールド化などのワークフロー作業の性能を検証する研究も必要になります。必要に応じて、
粗凝集沈殿ろ過、塩化カルシウム添加、アイソフォーム分離および最終製品の濃縮を用いて、性能（純度、堅牢性、コスト、収率
など）を向上させるために、追加の精製ステップも検討する可能性があります。
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