
 

テクニカルノート（TSKgel®, TOYOPEARL®) No. 20 

アデノ随伴ウイルス（AAV）の分離、分析はこれで決まり！ 

TSKgelおよび TOYOPEARLを用いた各種クロマトグラフィー分離 

 

アデノ随伴ウイルス（AAV）は安全性に優れた一過性のウイルスベクターとして知られており、遺伝子治療用

医薬品への応用研究、開発が活発に行われています。これらの医薬品の開発や製造プロセスにおける AAV の重

要品質特性（CQA）の分析、大量培養におけるダウンストリーム工程での精製にクロマトグラフィーが応用され

ています。ウイルスベクターのクロマトグラフィー分離については、既に本シリーズのテクニカルノート（TSKgel, 

TOYOPEARL） No. 15 にも報告していますが、特に AAV の分離に関しては、凝集体や不純物の分析に有用なサ

イズ排除クロマトグラフィー（SEC）、AAV 粒子の内部にゲノムを含むもの（Full 体）と含まないもの（Empty

体）の分析、あるいは分離精製可能な陰イオン交換クロマトグラフィー（AEC）、さらには陽イオン交換クロマ

トグラフィー（CEC）、疎水クロマトグラフィー（HIC）およびアフィニティークロマトグラフィー（AFC）など

も分離精製に使用されています。以下の表に、AAV の分離に用いられる各種クロマトグラフィーの代表的な溶離

液、分離条件を示します。 

●AAV の分離に応用されるクロマトグラフィー分離モード 

分離モードと応用可能な製品 代表的な溶離液・分離条件（例）** 備考 文献

サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）

    TSKgel G4000SWXL

    TSKgel UltraSW Aggregate、UP-SW Aggregate

    TSKgel G5000PWXL, G6000PWXL

1)  50 mmol/L 酢酸ナトリウム（pH 6.0）+ 0.5 mol/L NaCl

    + 0.01 % Tween®-80 + 0.01 % Pluronic® F-68

2)  2 x PBS + 10 % ethanol

3) 20 mmol/L りん酸ナトリウム（pH 6.6）+ 0.15 mol/L KCl

・溶離液の塩濃度は試料により最適化が必要

・光散乱検出器を用いる場合には、カラムを事前

に十分洗浄し、ノイズ低減を図る

・蛍光検出の場合； Ex. 280 nm、Em. 350 nm

1-3

陰イオン交換クロマトグラフィー（AEC）

    TSKgel DNA-STAT®、DNA-NPR®、SuperQ-5PW

    TOYOPEARL GigaCap® Q-650、SuperQ-650

    TOYOPEARL NH2-750F

1)  溶離液 A； 20 mmol/L Tris-HCl（pH 8.5）+ 0.01 % Tween-80

　　　　　　（または + 0.01 % Pluronic F-68）

     溶離液 B； 溶離液 A + 0.5 mol/L 酢酸アンモニウム

     リニアグラジエント； 溶離液 A から 溶離液 B

2) 溶離液 A； 20 mmol/L Tris-HCl（pH 9.0）

    溶離液 B； 溶離液 A + 1.0 mol/L 塩化テトラメチルアンモニウム

　　　　　　（TMAC）

    リニアグラジエント;溶離液 A から溶離液 A/B（70/30）

3）溶離液 A； 20 mmol/L Bis tris-propane (pH 9.0)

     溶離液 B； 溶離液 A + 1.0 mol/L TMAC

     リニアグラジエント；溶離液 A から溶離液A/ B(70/30)

・AECでは、Empty体とFull体の分離が可能

（ただし分離困難なAAVセロタイプもある）

NaClよりもTMACや酢酸塩で分離が向上する

・塩にりん酸三ナトリウムを用いる例もある

・溶離液のpH 8.5 - 9.2が好ましい

・溶出するTMAC濃度は0.1  - 0.3 mol/L

・2 - 20 mmol/L MgCl2の添加で、ピーク形状や

回収率が改善する場合もある

・精製例；AFC - AEC, CEC - AEC

1,2,4-7

陽イオン交換クロマトグラフィー（CEC）

    TSKgel SP-STAT, SP-NPR, SP-5PW

    TOYOPEARL GigaCap S-650, SP-650

1) 溶離液 A; 50 mmol/L HEPES（pH 7.5）+ 1 mmol/L EDTA

　　　　　　+ 5 mmol/L MgCl2

    溶離液 B;  溶離液 A + 0.5 mol/L NaCl

    平衡化; 溶離液 A/B（80/20）

    リニアグラジエント；溶離液 A/B（80/20）から溶離液 B

2) 溶離液 A; 25 mmol/L りん酸ナトリウム（pH 6.5）

　　　　　　+ 2 mmol/L MgCl2

    溶離液 B; 溶離液 A + 0.5 mol/L NaCl

    平衡化; 溶離液 A/B (80/20 または 70/30)

    リニアグラジエント; 溶離液 A/B (80/20 or 70/30)から溶離液 B

    CIP； 1.0 mol/L NaOH (または + 1 - 3 mol/L NaCl)

・クロマチン、ヒストン、核酸結合たんぱく質は

陽イオン交換体に強固に結合しているため、高濃

度のアルカリ洗浄が必要

・溶離液に2 % sucroseを添加する場合もある

・精製例； CEC - AEC, CEC - HIC

1, 7-10

疎水クロマトグラフィー（HIC）

      TSKgel Butyl-NPR

      TOYOPEARL Butyl-650

1) 溶離液 A； 50 mmol/L HEPES（pH 7.5）+ 2 mmol/L MgCl2

　　　　　　+ 2 % sucrose

    溶離液 B； 溶離液 A + 1.5 mol/L 硫安

    リニアグラジエント; 溶離液 B から溶離液 A

・精製例； CEC - HIC 10, 11

アフィニティークロマトグラフィー（AFC）*

     TSKgel Heparin-5PW

     TOYOPEARL Heparin HC-650M

1) 溶離液 A； PBS containing 1 mmol/L MgCl2 + 2.5 mmol/L KCl

    溶離液 B； 溶離液 A + 0.5 - 1.0 mol/L NaCl

    ステップまたはリニアグラジエント； 溶離液 A から溶離液 B

2) 溶離液 A； Hanks' Balanced Salt Solution（HBSS）

　　　　　　with Mg2+、Ca2+（HyClone）

    溶離液 ； 溶離液 A + 0.4 mol/L NaCl

    ステップまたはリニアグラジエント； 溶離液 A から溶離液 B

・ヘパリンAFCではAAVセロタイプ 2, 3, 6, 8の分

離例が報告されている

・精製例；AFC - AEC

12, 13

* VHH抗体を用いたAFCもありますが、弊社に該当製品はありません（文献6, 12等を参照）

**詳細なグラジエント条件、流速、検出等は試料やカラムの種類により異なり、最適化が必要です

　非イオン性界面活性剤（Tween、Pluronic F-68など）の添加により、疎水性の高いAAVや、凝集しやすいAAVの回収率が向上する場合があります  



カラム ；TSKgel G4000SWXL （7.8 mm I.D. x 30 cm）

溶離液 ；50 mmol/L MES (pH 6.5) + 0.15 mol/L NaCl + 0.05 % Poloxamer 188

（Poloxamer 188は、Pluronic F-68と同一化合物）

流速 ；0.5 mL/min

検出 ；UV（260 nm、280 nm）および光散乱検出器

試料 ；AAV filtered lysate

 ●TSKgel G4000SWXLによる AAV lysate の分離例* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
*データは P. Gagnon et al., Pharmaceutics, 2021, 13, 113 (CC BY), https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13010113 より転記 
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※“TSKgel”、“TSKgel STAT”、“NPR”、“TOYOPEARL”、“TOYOPEARL GigaCap”は日本等における東ソー株式会社の登録商標です 

※“Tween”は Croda International 社の“Pluronic”は BASF 社の登録商標です 

※ 掲載のデータ等はその数値を保証するものではありません。お客様の使用環境・条件・判断基準に合わせてご確認ください 
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