
AAVベクターは遺伝子治療に広く用いられてお

り、指向性進化によるカプシド改変により、既存

の血清型にはない新規機能を有するベクターが

次々と開発されている。これらの改変型は、組

織指向性の獲得、免疫回避性などの利点から、

すでに複数の臨床試験で応用が進んでいる。

一方で、改変型AAVベクターは構造的多様性

が大きく、既存の精製プロセスがそのまま適用で

きない場合が多く、精製工程の確立が難しい

ケースも報告されている。AAVベクター製剤では

精製により不純物の除去及び、Full/Empty

粒子の分離が品質確保のためには必須である。

本研究では、自社改変カプシドである

CereAAVのポリッシング工程の開発を実施した。

新規カプシド改変型CereAAVの精製工程の開発

①AAVベクター溶液を塩化セシウムバッファーと混合後、超遠心チューブに分注し、
24時間以上超遠心する。

②AAVベクターの完全粒子と中空粒子は密度の違いにより分離される。
③ニードルもしくはシリンジにより完全粒子の画分を回収する。

①アフィニティクロマトグラフィー（AFC）後のAAVベクター溶液を、低導電率、
pH8以上のバッファーで希釈する。

②陰イオン交換体カラムにアプライし、塩のグラジエント、もしくはpHのグラジエントで
   溶出する。
③AAVベクターの完全粒子と中空粒子は内包DNAの電荷の違いにより分離
   される。
④クロマトグラフィー装置を用いて、半自動で完全粒子画分を回収する。

①スケールアップおよび製造適用性の検証
本検討では1 mLおよび4 mLスケールで良好な中空粒子除去性能を確認した。今後はさらなるスケールアップ検証
を実施し、分離性能および回収率の維持を確認する。また、製造への適用を見据え、グラジエント溶出からステップ
溶出への移行を検討し、再現性および操作性に優れた製造プロセスの構築を目指す。

②他セロタイプ・他改変型カプシドへの展開
本開発フローを他のAAVセロタイプおよび改変型キャプシドへ適用し、その有効性および汎用性を評価することで、
多様なAAVベクターに対応可能な精製プラットフォームとしての確立を目指す。

③ 分離メカニズムの理解
AEXにおける分離挙動をより深く理解するため、カプシドの翻訳後修飾（特に脱アミド化）と等電点変化との関係を
解析し、粒子特性とAEX分離能との関連性を明らかにする。これにより、改変型AAVにおけるより合理的な精製
条件設計への展開を目指す。
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Development of a purification process for a novel capsid-engineered CereAAV

背景

AAVベクターの中空粒子除去技術

CsClを用いた密度勾配遠心（超遠心）精製

陰イオン交換クロマトグラフィー（AEX）精製
AEX精製法
・大スケールでも作業が可能
・作業時間が短い
・回収を自動化できる

密度勾配遠心法
・完全粒子と中空粒子の分離度が高い
・分離条件がセロタイプに依存しないことが
 多い

密度勾配遠心法
・大スケールになると作業が煩雑
になる

・作業時間が長い
・AAVベクターが高塩バッファーに
 長時間されされる
・準備、回収方法を自動化しずらい

AEX精製法
・分離条件がセロタイプ・Inputの
 完全粒子率に依存する

メリット 技術的な課題

将来の製造計画と2つの精製法のそれぞれのメリット・技術的な課題
を理解したうえで、手法を選定する必要がある。

検討A：293T細胞を用いたプラスミド
トリプルトランスフェクション法で培養フラ
スコによりCereAAV-ZsGreen1を調
製した。調製後のAAVベクター溶液を
AFC精製したものをAEX精製条件検
討に使用した。

検討B：293F細胞を用いたプラスミド
トリプルトランスフェクション法で50Lリア
クターによりCereAAV-AcGFPを調製
した。Harvest液を15 U/mL
（Crude）のEndonucleaseにて処
理後、AFC精製したものを超遠心およ
びAEX精製検討に使用した。

検討C：293F細胞を用いたプラスミド
トリプルトランスフェクション法で培養フラ
スコによりCereAAV-ZsGreen1を調
製した。293F細胞で完全粒子率向
上を目的として開発中のRep-Capプ
ラスミドを使用した。 Harvest液を25 
U/mL（Crude）のEndonuclease
にて処理後、AFC精製したものをAEX
精製検討に使用した。

検討A. AEX精製条件の決定（接着293T細胞で調製）

検討B. AEX精製条件の応用（浮遊293F細胞で調製）

検討C. Cere.AAVのAEX精製（浮遊293F細胞＋改変プラスミドで調製） 今後の展望

A-1 AEX用担体の選定

＜pHグラジエント法＞

＜塩グラジエント法＞

B-1 溶出条件の検討

＜担体A＞

＜担体B＞

アフィニティクロマトグラフィー（AFC）

密度勾配遠心法

陰イオン交換クロマトグラフィー（AEX）

分析

清澄化後のAAVベクター溶液をAFC樹脂に通液し、Wash Bufferで洗浄したのち、
低pH Bufferで溶出した。溶出後の溶液を中和し、以降の工程に使用した。

AFC後のAAVベクター溶液を塩化セシウムバッファーで希釈後、屈折率を調整した。
チューブに分注後、24時間以上超遠心した。

候補となった2種類のAEX用担体から、CereAAVに適した担体を選定した。選定した
AEX用担体を用い、溶出方法の検討、バッファー組成の検討、スケールアップ検討を
実施した。

ベクターゲノム量（vg測定）、残留プラスミド測定 → qPCR
完全粒子率 → Mass Photometry法
残留HEK293 Host Cell DNA → dPCR

実験手法

検討A. AEX精製条件の決定（接着293T細胞で調製）

＜担体B-1 mL＞

＜担体B-4 mL＞

担体Bが特に高いE/F分離能を示した。
pHグラジエントが特に高いE/F分離能を示した。
担体BとpHグラジエントの組み合わせで、1 mLから4 mLのスケーラビリティを確認した。

B-2 AEX精製と超遠心精製の比較
＜完全粒子率、vg回収率＞

＜不純物（残留hcDNA、残留プラスミド）＞
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試験パラメーター

担体 担体A

カラムボリューム 1 mL

ロード時の
Conductivity

<2.5 mS/cm

負荷量 6.5E+12 vg

溶出方法 塩グラジエント

流速 1 CV/mL

試験パラメーター

担体 担体B

カラムボリューム 1 mL

ロード時の
Conductivity

<2.5 mS/cm

負荷量 6.5E+12 vg

溶出方法 塩グラジエント

流速 1 CV/mL

Buffer A：Bis Tris Propane buffer pH 9.0

A-2 溶出条件の検討とスケールアップ

試験パラメーター

担体 担体B

カラムボリューム 1 mL

負荷量 6.5E+12 vg

溶出方法 pHグラジエント

試験パラメーター

担体 担体B

カラムボリューム 4 mL

負荷量 2.6E+13 vg

溶出方法 pHグラジエント

試験パラメーター

担体 担体B

負荷量 6.5E+12 vg

溶出方法 pHグラジエント

試験パラメーター

担体 担体B

負荷量 6.5E+12 vg

溶出方法 塩グラジエント

塩グラジエントが特に高い完全粒子率を示した。
Wash工程にてEmptyの溶出が見られた。

AEXで超遠心精製と同等の完全粒子率、
vg回収率、不純物プロファイルを達成した。

試験パラメーター

担体 担体B

カラムボリューム 1 mL

負荷量 2.0E+12 vg

溶出方法 塩グラジエント

完全粒子率 53.6 %（Input）→78.5%
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アフィニティー樹脂に通液
酸でAAVのみを溶出

完全粒子と
中空粒子を分離

最終バッファーに置換&
目的濃度まで濃縮

0.22 um膜
を通して滅菌

原薬バルクとして
凍結保管
品質試験

AAVベクターの製造工程

プラスミドと導入試薬を
リアクター内に添加

界面活性剤、塩でベクター
抽出。核酸分解酵素で

DNA分解

膜を通し
夾雑物を除去

50Lリアクター

弊社にて開発中のRep-Capプラスミドを使用し、
完全粒子率の高いCereAAVを用いてAEX検討を実施した。

AEX前の完全粒子率を上げることでE/F分離能が改善した。

クロマトグラフィー装置 超遠心機

超遠心ローター

お客様のご希望・スケールに
応じたサービスをご提供可能

タカラバイオ株式会社 CDMセンター 中山 洋平、坂本 修平、戸坂 泰弘、田中 洋希、片山 敬章

Buffer A：Bis Tris Propane buffer pH 9.0

Buffer B：Bis Tris Propane
200 mM Salt buffer pH 9.0

Buffer A：Bis Tris Propane buffer pH 9.0

Buffer B：Bis Tris Propane buffer pH 6.0

Buffer A：Bis Tris Propane buffer pH 9.0

Buffer B：Bis Tris Propane buffer pH 6.0

Buffer A：Bis Tris Propane buffer pH 9.0

Buffer B：Bis Tris Propane buffer pH 6.0

Buffer B：Bis Tris Propane
200 mM Salt buffer pH 9.0

Buffer A：Bis Tris Propane buffer pH 9.0

Buffer B：Bis Tris Propane
200 mM Salt buffer pH 9.0

Buffer A：Bis Tris Propane buffer pH 9.0

Buffer B：Bis Tris Propane
200 mM Salt buffer pH 9.0
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