
レンチウイルスベクター製造における不純物低減を目的とした精製プロセスの開発

Development of purification method for reducing impurities in lentiviral vector manufacturing
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背景

製造スケールでの精製検討

まとめ

AEXとNon-AEXとの比較

⚫ 293T細胞を用いて調製したレンチウイルスベクター溶液についてAEXおよびNon-AEXによる精製を実施し、回収率および不純物残留率を比較した。

✓ Non-AEXではAEXと同等のレンチウイルスベクター回収率

であった。

✓ 残留プラスミドDNA、残留宿主由来DNA、残留宿主由来タ

ンパク質をAEXより減らすことができた。

⚫ 実際の製造スキームに従い接着293T細胞を用いてCS10フラスコ1枚（培養液量：約1.2 L）でレンチウイルスベクターを調製し、Non-AEX、TFFによる濃縮・バッファー交換および

マルチモーダルグラフィー（MMC）によるレンチウイルスベクターの精製を実施した。各工程におけるレンチウイルスベクター回収率および不純物残留率を算出した。
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1.0×106 IFU当たりの残留量

プラスミドDNA 0.014 pg/1.0×106 IFU

宿主由来DNA 0.251 pg/1.0×106 IFU

宿主由来タンパク質 1.297 ng/1.0×106 IFU

✓ レンチウイルスベクターはNon-AEXで前工程比67.3 %回収することができた。最終的なウイルス回収率はハーベ

スト比で33.6 %であった。

✓ プラスミドDNAはNon-AEXで前工程比30 %程度除去することができた。最終的な残留率はハーベスト比で

0.048 %であった。

✓ 宿主由来DNAはNon-AEXで検出限界以下となり、前工程比93 %程度除去することができた。

✓ 宿主由来タンパク質はNon-AEXで前工程比89 %除去することができた。さらにTFF、MMCでも除去することがで

き、最終的な残留率はハーベスト比で0.61 %であった。

✓ 核酸分解酵素はNon-AEXで前工程比93%除去することができ、TFFでもさらに除去することができ、MMC以降は

検出限界以下であった。

• 残留プラスミド
• 残留宿主由来タンパク質
• 残留宿主由来DNA
• 残留核酸分解酵素
• マイコプラズマ
• エンドトキシン
• RCL など。。。

＜接着293T細胞で調製した結果＞

AEXのクロマトグラム Non-AEXのクロマトグラム

＜浮遊293T細胞で調製した結果＞

➢ 本研究では非陰イオン交換クロマトグラフィー（Non-AEX）を用いたLVベクター精製法を確立した。

➢ 本手法によりプラスミドDNA、宿主由来タンパク質、宿主由来DNAなどの不純物を低減できることを確認した。

➢ 遺伝子導入効率は良好に保持されており、ベクターの機能性には影響は認められなかった。

以上より、本精製方法は高純度レンチウイルスベクターの製造に有用であり、遺伝子・細胞治療用ベクターの製造基盤強化への貢献が

期待される。

レンチウイルスベクターは遺伝子・細胞治療において広く用いられているが、その製造工程においては、宿主由来タンパク質や核酸などの不純物の混入が品質および安全性の観点から大

きな課題となっている。現在、精製法には陰イオン交換クロマトグラフィーが主に用いられているものの、不純物とウイルス粒子の分離が不十分という課題がある。

本研究では、従来の陰イオン交換クロマトグラフィー（AEX）とは異なる原理に基づく、非陰イオン交換クロマトグラフィー（Non-AEX）によるレンチウイルスベクターの精製方法の

開発を試みた。AEXは負に帯電した分子を正電荷をもつ担体に結合させて分離、精製するクロマトグラフィーであるのに対し、Non-AEXはウイルス粒子と不純物との物理化学的特性の

差異に着目した工程設計を特徴とし、高い純度を確保しつつ回収率を維持できる点に優位性を有する。

Non-AEXのクロマトグラム
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*LV使用量：AEX：7.74 mL、Non-AEX：9 mL

*LV使用量：AEX：100 mL、Non-AEX：50 mL
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