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カラム ; TSKgel Q-STAT (7 mm, 4.6 mm I.D. x 10 cm)

溶離液 ; Buffer A: 20 mmol/L Tris-HCl (pH 9.0)

; Buffer B: Buffer A containing 1 mol/L choline chloride

; 20 min linear gradient from Buffer A/B (90/10) to (65/35)

流速 ; 1.0 mL/min

検出 ; Fluorescent, excitation at 280 nm, emmission at 350 nm

温度 ; 30 ℃

試料 ; purified AAV5 (5 x 10
12

 vc/mL) of empty/full (50/50) was repeatedly

  diluted to 1/4 for sample preparation

※ データはDr. J. Kervinen氏のご厚意によります

塩化コリン

塩化テトラメチルアンモニウム (TMAC)

 

テクニカルノート（TSKgel®） No. 33 

アデノ随伴ウイルス(AAV)の HPLC分析は、これで決まり！ 

文献紹介；AAV Fullおよび Emptyの陰イオン交換体による分離 

 

 アデノ随伴ウイルス(AAV)は、遺伝子治療用として最も広く開発応用されているベクターです。細胞培養液か

ら精製された AAV 試料には、完全型の遺伝子が内包されているタイプ(Full)のほか、核酸が内包されていないタ

イプ(Empty)や不完全に内包されているウイルス粒子などがあり、目的物質由来不純物として分離定量する必要

があります。これらの不純物の分析は超遠心分析沈降速度法(SV-AUC)が標準法となりますが、簡易分析法とし

て AAV の電荷の違いによる陰イオン交換クロマトグラフィー(AEC)が応用されています 1, 2。 

 

●文献紹介 

 S. Kurth et al., Separation of full and empty adeno-associated virus capsids by anion-exchange 

chromatography using choline-type salts, Analytical Biochemistry 686 (2024) 115421, CC BY-NC-ND, 

https://doi.org/10.1016/j.ab.2023.115421 

AAV の Full/Empty の AEC 分析においては、イオンペア試薬である塩化テトラメチルアンモニウム(TMAC)を

用いることで分離能が向上するという報告がなされています 3 - 10。しかし、TMAC は毒性が強く、分析のみなら

ず分取精製での利用には制約があります。そのため著者らは、TSKgel Q-STAT カラム(7 mm)を用い TMAC 類似

化合物の検討を行い、安全性の高いコリン塩化物が AAV の Full/Empty のグラジエント分離に有効であることを

見出しました。 

 

 

 

 

 

●塩化コリンを溶離液に用いた AAV の Full/Empty の異なる試料負荷量での AEC 分離 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AAV5 の Full/Empty の 50/50 混合物を用いて、定量性について蛍光検出を用いて検討したところ、AAV の viral 

capsids (vc)*の試料負荷量は 2.5 x 1010 vc まで直線性の高い検量線が得られ、検出限界は、3.9 x 109 vc でした。

また異なるセロタイプの AAV2、AAV6、AAV8 についても同一条件で Full/Empty が良好に分離できることが報告

されました。 

（注）*viral capsids (vc)は viral particle (vp)と同義 



カラム ; TSKgel Q-STAT (7 mm, 4.6 mm I.D. x 10 cm)

溶離液 ; Buffer A: 20 mmol/L Tris-HCl (pH 9.0)

; Buffer B: Buffer A containing 1 mol/L choline chloride

; 5 min linear gradient from Buffer A/B (90/10) to (81/19)

  followed by 5 min hold and 10 min linear gradient to (65/35)

流速 ; 1.0 mL/min

検出 ; UV (260 nm), (280 nm)

温度 ; 30 ℃

試料 ; purified AAV8 (5 x 10
11

 vc) of empty/full (84/16)

※ データはDr. J. Kervinen氏のご厚意によります

 

●AAV Full/Empty の完全分離および分取クロマトグラフィーへの応用 

AAV の Full/Empty の精密分離を目的として塩化コリンを用いたグラジエント分離にアイソクラティック分離

を併用し最適化を図りました。その結果、下図のように AAV8 の Full/Empty は完全に分離されました。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この条件を参考に、分取用 AEC 充塡剤 TOYOPEARL GigaCap® Q-650S を用いて AAV8 の Empty を塩化コリ

ン濃度を 140 mmol/L までのリニアグラジエント分離、AAV8 の Full を 400 mmol/L でのステップグラジエント分

離で良好に分離することができました 11。 
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※東ソー技術資料は、弊社ホームページの「関連資料」から閲覧、ダウンロードが可能です。https://www.separations.asia.tosohbioscience.com/litjp 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

※ “TSKgel”、“TSKgel STAT”、“TOYOPEARL”、“TOYOPEARL GigaCap”は東ソー株式会社の登録商標です 

※  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 


