
Application Note

A low flow rate is needed for chromatography and it 
can be difficult to achieve the desired concentrations at 
the final tangential flow filtration (TFF) step.

Additionally, pDNA is sensitive to shear stress which 
can lead to changes in its topological form. Plasmid 
isoforms include supercoiled (fully intact and wound 
around itself), open circular (one strand is broken 
and the molecule relaxes) and linear (both strands 
are broken with free ends). Supercoiled plasmids are 
recognized as the most therapeutically relevant and 
regulatory agencies set expectations for the supercoiled 
percentage in final drug substance for DNA vaccines. 

This white paper describes an end-to-end platform 
consisting of single-use technologies and validation and 
testing services for pDNA manufacturing (Figure 1). Each 
of these steps is explored below, along with strategies to 
optimize and streamline the purification workflow. 
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Plasmid DNA (pDNA) is an important component of 
viral vector therapies. These circular double helix DNA 
molecules can be used as the therapeutic transgene, to 
code for the viral capsid or as the vaccine itself. DNA 
vaccines have been approved for use in animals and 
this approach is being leveraged to combat the SARS-
CoV-2 virus. In addition, pDNA is used as the starting 
material for mRNA vaccines which have also emerged in 
response to the pandemic and have other applications 
such as oncology. Furthermore, Plasmid DNA constructs 
are used for mammalian cell transfection to produce 
viral vectors used in gene therapy. 

pDNA manufacturing presents several challenges. 
Production suffers from low productivity of microbial 
fermentation and the purification process is complicated 
by the fact that plasmids are quite large and possess 
a highly negative charge. The bacterial lysate contains 
contaminants with properties similar to pDNA leading  
to low resolution separation and can be highly viscous. 

Figure 1. Integrated workflow with capabilities for pDNA purification from harvest to final fill.
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スケーラブルなプラスミド DNA の精製：
ワクチン及び遺伝子治療製品に関する戦略及び考慮事項

プラスミド DNA（pDNA）はウイルスベクター治療製品の重要
な構成要素です。
pDNA は環状の二重らせん DNA 分子で、ウイルスカプシドをコー
ドする治療用導入遺伝子又はワクチン自体として使用されます。
DNA ワクチンは動物医薬品として承認されており、この方法は
新型コロナウイルス感染症ワクチンにも利用されています。
mRNA ワクチンの出発物質としての pDNA の使用もパンデミッ
クへの対応で注目されており、腫瘍など他の領域にも応用され
ています。さらに、遺伝子治療用のウイルスベクターを作成す
る際の哺乳類細胞への遺伝子導入にもプラスミド DNA が使用
されます。

pDNA の製造にはいくつか課題があります。
微生物発酵は生産性が低いという問題があり、プラスミドは強い
負の電荷を帯びていることから精製工程も複雑です。細菌ライ
セート（溶菌液）には pDNA と性質の類似した混入物が含まれる
ことから、製品と分離が難しく、粘度も非常に高いことがあります。

クロマトグラフィーでは流速を低くしなければならず、最終の

タンジェンシャルフローろ過（TFF）工程で望ましい濃度にす
ることが困難です。

さらに、pDNA はせん断応力に弱くトポロジー構造が変化しや
すいという問題もあります。
プラスミドにはスーパーコイル状（無傷の超らせん構造）、開
環状（DNA2 本鎖のうち 1 本が切断され弛緩した分子）及び直
鎖状（2 本鎖が両方とも切断された直鎖構造）のアイソフォー
ムがあります。
スーパーコイルプラスミドが最も治療効果が高いと考えられて
おり、DNA ワクチンにおける最終製剤のスーパーコイル率があ
る程度高いことが規制当局からは期待されます。

本書では、シングルユース技術と pDNA 製造のバリデーション
及び試験サービスからなるエンドツーエンドのプラットフォー
ムについて記載します（図 1）。
単位工程ごとの概要を精製ワークフローの最適化・合理化戦略
とともに以下に説明します。
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細胞の解凍

保　存

発　酵 細胞ハーベスト
・Prostak® モジュール
・Pellicon® カセット

最終ろ過
・Millipore Express
　フィルター

濃縮及び透析ろ過
　（UF/DF）

・Pellicon® 2 100 kD
　カセット

クロマトグラフィーによる
精製（1 ～ 2 工程）
・Fractogel® EMD DEAE
・Fractogel® EMD DMAE
・Natrix® Q メンブレン

溶菌
・Mobius® ミキサー

清澄化
・Clarisolve®
　デプスフィルター

・Millistak+® POD
　デプスフィルター

濃縮及び透析ろ過
　（UF/DF）

・Pellicon® 2 100
　又は 300 kD
　カセット

図 1．ハーベストから最終充てんまでの pDNA 精製の統合ワークフロー
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Cell Harvest, Lysis and Centrifugation 
The harvest step of pDNA purification requires multiple 
unit operations as plasmids are produced intracellularly 
in either a batch or fed-batch process. Centrifugation 
or microfiltration TFF (MF-TFF) is used to remove spent 
fermentation broth from the E. coli cells; at the lower 
volumes common for pDNA production, MF-TFF can be 
a better fit due to lower capital costs, process flexibility 
and easier scalability (Table 1). As shown in the table, 
when defining a MF-TFF step, the high solids load 
favors selection of an open channel device. 

Centrifugation
• Traditional approach is 

cost effective at large scale 
(>500 L) or very small scale 
with swinging bucket (<5 L)

• Special attention is needed 
due to high shear generation 
in large scale centrifugation

Microfiltration 
Tangential Flow 
Filtration (MF-TFF)
• High solids count favor 

open-channel formats

• Flat-sheet TFF devices work 
well in this application

 – Linear scalability

 – Wide range of formats 
and installation options

MF-TFF Typical Operating Parameters

Parameters Value

Device Prostak™ Modules or Pellicon® 2 

Volumetric loading 10–60 L/m2

Feed flow 7–9 L/min/m2

TMP < 0.5 bar

Average flux 20–30 LMH

Volumetric concentration factor 2 to 5

Diafiltration volumes 3 to 5

Table 1. Comparison of centrifugation and MF-TFF and operating 
parameters for bacterial cell harvest.

Once harvested, E. coli cells are lysed with an alkaline 
condition to release the plasmids. This method can be 
challenging as the lysis pH is close to the denaturization 
pH of pDNA. Alkali addition rate and mixing are critical, 
further high viscosity of the feed stream can affect 
the mixing process. Both the alkaline condition and 
shear from the mixing may damage supercoiled pDNA. 
The next step is either clarification for removal of cell 
debris or initial purification through pretreatment. The 
lysate is a very challenging feed with high solids load 
and a complex two phase separation; a froth phase 
on the top contains cell debris and gDNA and a lysate 
phase contains the pDNA, RNA and host cell protein on 
the bottom and it impacts initial purification through 
pretreatment. Various methods have been explored to 
condition the feed for improved clarification but no one 
method has emerged as optimal. 

The clarification can be performed by centrifugation 
or normal flow filtration, as described in cell harvest, 
centrifugation is not preferred. While centrifugation 
can handle a high percentage of solids, secondary 
clarification may be required, and the high shear rate 
can damage the supercoiled pDNA structure. In contrast, 
normal flow filtration uses size exclusion and adsorption 
mechanisms and is a robust clarification method with 
many installation options and simple scaling and process 
development. Another important consideration is that 
the positively charged filtration aid may interact with 
the plasmid. 

For pDNA clarification, media that have lower adsorptive 
properties are recommended to mitigate the risk of 
product binding. The filter types that have been proven 
to be optimal for pDNA clarification are highlighted 
in Figure 2. These depth filters have demonstrated 
excellent performance over a wide range of conditions, 
making them a viable platform option. Figure 3 shows 
the relatively high capacities for both pre-conditioned 
and non-conditioned lysate feeds with average capacity 
above 150 L/m2 for many filters. Additionally, these 
depth filters show high yield and good protection of 
polishing membranes placed after the clarification step.

Figure 2. Several depth filters offer robust options for pDNA clarification.

LOWER ADSORPTION HIGHER ADSORPTIONMedia type and density impact adsorptive properties

細胞のハーベスト、溶菌及び遠心分離

プラスミドはバッチ又はフェドバッチ培養で大腸菌内に産生さ
れるため、pDNA 精製のハーベスト工程では複数の操作が必要
となります。
遠心分離又は精密ろ過 TFF（MF-TFF）により大腸菌培養槽か
ら培地を除きますが、pDNA 製造に多い低容量工程では、設備
投資コストが低くプロセスが柔軟でスケール調節の容易な MF-
TFF の方が適しています（表 1）。
表 1 に示すとおり、MF-TFF 工程を設定する際に、固体含量が
多い場合はオープンチャネルの装置が向いています。

ハーベスト後、アルカリ条件で大腸菌を溶菌しプラスミドを抽
出します。
この方法は、溶菌 pH が pDNA の変性 pH に近いため難しい場
合があります。
アルカリ添加速度と混合条件が重要で、フィード液の高粘度も
混合工程に影響します。
アルカリ条件と混合せん断力によってスーパーコイル pDNA が
損傷する可能性があります。
次の工程は、細胞破片を除去する清澄化もしくは前処理による
最初の精製です。
ライセートは固体含量が高く複雑に 2 層分離する非常に扱いに
くいフィード液で、上の泡層には細胞破片と gDNA が、下のラ
イセート層には pDNA、RNA 及び宿主細胞由来タンパク質が含
まれており、前処理による最初の精製に影響します。
清澄化を改善するためさまざまな方法が試みられていますが、
最適なテンプレートは現在まだありません。

清澄化には遠心分離又はろ過が使用できますが、細胞ハーベス
トで記載したとおり、遠心分離は好ましくありません。
遠心分離は固体含量が高い液に使用できますが二次的な清澄化
が必要となる可能性があり、高いせん断速度によってスーパー
コイル pDNA が損傷する恐れがあります。
これに対して、通常のろ過はサイズ排除及び吸着機構を利用す
る頑健な清澄化方法で、多くの設置オプションがありスケール
アップ及び工程開発が簡単です。
もう 1 つ重要な点として、正の電荷を帯びたろ過助剤がプラス
ミドと相互作用する可能性があります。

pDNA の清澄化では、目的物質の結合を軽減するため吸着性の
低い素材が推奨されます。
pDNA の清澄化に適することが証明されているフィルターの種
類を図 2 に要約します。
これらのデプスフィルターは広範な条件で優れた性能が示され
ており、プラットフォームのオプションとして使用可能です。
図 3 をみると、調整済みライセートと未調整のライセートの両
方で容量が比較的高く、平均容量は多くのフィルターで 150 L/
m2 を超えています。
これらのデプスフィルターは収率も高く、清澄化工程後に設置
する最終精製メンブレンの保護も期待できます。

遠心分離
• 従来の方法は、大規模（500 

L 超）又は非常に小規模のス
イングローター（5 L 未満）
で費用対効果が高い。

• 大規模遠心分離では強いせ
ん断力が生じるため特に注
意が必要。

精密ろ過タンジェンシャル
フローろ過 (MF-TFF)
• 固体含量が多い場合はオープ

ンチャネル式が有利
• このアプリケーションでは

フラットシート TFF 装置が
有効です

- 線 形 の ス ケ ー ラ ビ リ
ティー

- さまざまな様式及び設置
オプションあり

MF-TFF の典型的操作パラメータ
パラメータ 値
装置 Prostak ™ モジュール又は Pellicon® 2

負荷容量 10 ～ 60 L/m2

供給流量 7 ～ 9 L/ 分 /m2

TMP < 0.5 bar

平均流束 20 ～ 30 LMH
容積濃縮係数 2 ～ 5
透析ろ過容積 3 ～ 5 倍

表 1．遠心分離と MF-TFF の比較及び細菌細胞ハーベストの操作パラメータ

図 2．pDNA 清澄化の確実なオプションとなるデプスフィルター
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Figure 3. Depth filter capacity ranges for pre- and non-conditioned lysate. 

Table 2 summarizes two case studies in which different 
depth filters were used for clarification of a CaCl2 
precipitated lysate and a non-treated lysate. In the 
first study, Clarisolve® 60HX was selected and loading 
was sufficient to allow an installation for a 500 L batch 
of two process scale pod racks of 14 x 0.55 m2 filters. 
For the non-treated lysate, Millistak+® D0HC, a tighter 
filter in comparison to the Clarisolve® 60HX, was 
optimal and only a single process scale pod rack was 
needed to clarify 500 L of lysate.

Tangential Flow Filtration 
Purification of pDNA is a complex operation requiring 
a combination of unit operations including TFF, 
chromatography, and sterile filtration. 

Description Filter
Flux  
(LMH)

Volumetric 
Throughput at  
15 psi dP (L/m2)

Installation for 
500 L with 1.5x 
safety factor

Case Study #1 • Clarisolve® 60HX
• Alkaline lysis + CaCl2 precipitation
• gDNA and RNA being removed

Clarisolve® 60HX 200 160 14 x 0.55m2

Case Study #2 • Millistak+® D0HC
• Alkaline lysis without pretreatment
• gDNA removed

Millistak+® D0HC 100 150 8 x 1.1m2

Table 2. Clarification of precipitated and non-treated lysate using different depth filters

TFF for pDNA is implemented in either one or two 
steps and can be accomplished using 30, 100, or 
300 kD molecular weight cut off membranes depending 
on the plasmid size. TFF can be placed between the 
clarification and chromatography steps, where residual 
impurities can be washed through diafiltration and 
pDNA can be concentrated to reduce load volume 
for chromatography steps. TFF is consistently used 
as a formulation step at the end of the process to 
diafilter into the formulation buffer and concentrate to 
formulation concentration. 

When considering process development for TFF, it is 
important to account for filter fouling, especially for 
challenging or high impurity feeds. It is common to see 
higher molecular weight cutoff membranes foul faster 
than lower molecular weight cutoffs and the fouling 
depends on permeate flow rate. Two approaches can be 
considered to control the permeate flow rate:

• A two-pump control where a feed and permeate 
pump fully control flow rates

• Transmembrane pressure (TMP) control where a 
single feed pump is used and a retentate valve 
controls transmembrane pressure which drives 
permeate flow

With either mode of operation, a critical permeate flux 
exists that causes filter fouling, as particles are not 
swept off the membrane fast enough to enable stable 
operation and are instead sent into the pore structure. 
An example of critical flux levels for TMP control 
operation is shown in Figure 4. With TMP control, the 
TMP causing critical flux can be quite low for 100 kD 
and higher molecular weight cutoffs, making the TMP 
window of operation for manufacturing very tight. As 
such, two-pump control is preferred to create greater 
consistency for process scale up.
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Figure 4. Transmembrane pressure at critical flux.

High yields at >90%
• Millistak+® D0HC or C0HC: 

>80%
• Millistak+® CE: >90%
• Clarisolve®: >90%

• Salt chase recommended
• Bioburden reduction 

membrane capacity post 
depth filtration varies –  
>500 L/m2 typical

CaCl2 沈殿後のライセート及び未処理ライセートの清澄化に異
なるデプスフィルターを使用した 2 つの事例を表 2 に示します。
最初の例では Clarisolve® 60Hx を選択し、14 × 0.55 m2 フィ
ルターの工程スケール pod ラック 2 個を使用した 500 L ロッ
ト用の設備で処理できました。
未処理ライセートでは、Clarisolve® 60HX よりも目の細かい
Millistak+® D0HC が最適であり、ライセート 500 L の清澄化に
は工程スケール pod ラック 1 個で十分でした。

タンジェンシャルフローろ過
pDNA の精製は複雑で、TFF、クロマトグラフィー、滅菌ろ過
など複数の操作を組み合わせる必要があります。

pDNA では TFF 工程を 1 回又は 2 回実施し、プラスミドの大き
さによって分画分子量 30、100 又は 300 kD のメンブレンが使
用されます。
TFF を清澄化工程とクロマトグラフィー工程の間に実施するこ
とにより、透析ろ過で残留不純物を除去し pDNA を濃縮して、
クロマトグラフィー工程の前に負荷液量を少なくできます。
TFF は最後の精製工程でも使用され、透析ろ過でバッファーに
交換し目的の濃度まで濃縮します。

TFF の工程開発では、特に不純物が多い供給液の場合にフィル
ターの目詰まりを考慮することが重要です。
一般に分画分子量の大きいメンブレンは分画分子量の小さいメ
ンブレンよりも早く目詰まりを起こし、目詰まりは透過液流速
に依存します。
透過液流量を制御するには 2 つの方法が考えられます。

• 2 つのポンプを使用し、供給液と透過液のポンプで流速を完
全に制御

• 単一の供給液ポンプと残液バルブによって膜間差圧（TMP）
の制御を行うことにより透過液流速を調節

いずれの操作モードでもフィルターが目詰まりを起こす限界透
過流束が存在し、このとき粒子はメンブレンを速く通過しない
ため操作が安定化せず細孔内に滞留します。
TMP 制御操作における限界流束レベルの例を図 4 に示します。
TMP 制御では、100 kD 以上のメンブレンでは限界流束を生じ
る TMP がかなり低く、製造時の TMP 操作許容範囲が非常に狭
くなります。
したがって、工程のスケールアップで高い一貫性を得るには 2
つのポンプを使った制御の方が望ましいといえます。

詳細 フィルター
流束

（LMH）

15 psi dP での容積
スループット

（L/m2）
安全係数 1.5 倍での
500 L 用の設置

事例研究 1 • Clarisolve® 60HX
• アルカリ溶菌 + CaCl2 沈殿
• gDNA 及び RNA を除去

Clarisolve® 60HX 14 × 0.55 m2

事例研究 2 • Millistak+® D0HC
• アルカリ溶菌、前処理なし
• gDNA を除去

Millistak+® D0HC 8 × 1.1 m2

調整済みライセートでの容量範囲

未調整ライセートでの容量範囲

限界流束での TMP

容
量

（
L/

m
2 ）

容
量

（
L/

m
2 ）

TM
P（

ps
i）

高収率（>90%）
• Millistak+® D0HC 又は
　 C0HC： >80%
• Millistak+® CE：>90%
• Clarisolve®：>90%

• ろ過後の塩洗浄を推奨
• デプスフィルター後のバイ

オバーデン低減メンブレン
の容量はさまざま –

　 一般に >500 L/m2

図 3．調整済み及び未調製ライセートでのデプスフィルター容量範囲

図 4．限界流束での膜間差圧

表 2．異なるデプスフィルターによる沈殿後ライセート及び未処理ライセートの清澄化
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Chromatographic purification can be accomplished 
using either resins and membranes. While resins offer 
flexible installations and good selectivity, they suffer 
from low binding capacity, as plasmids are too large 
to diffuse into the resin bead thus limiting access to 
binding sites. Additionally, high pressure drops due 
to elevated viscosity of feed streams can lead to flow 
limitations and long processing times. In contrast, 
membranes have large pores and do not depend on 
diffusion for binding site access; binding capacity and 
flow rates can therefore be much higher. 

Fractogel® EMD DEAE and EMD DMAE weak anion 
exchange resins are a versatile solution offering unique 
selectivity and best in class capacity and are ideal for 
intermediate purification. Among the benefits of these 
AEX resin are: 

• Unique binding selectivity

• Best-in-class binding capacity of 2–4 mg/mL due 
to the unique tentacle chemistry which extends the 
binding area beyond the bead surface

• High yield: 80% to 95% of ccc-form (covalently 
closed circular)

• Removal of residual endotoxin

• Good resolution due to moderate bead size (d50: 
48–60 µm)

• Moderate flow: 4–8 minutes residence time

While RNA reduction methods such as CaCl2 
precipitation, RNAse treatment and TFF have been 
explored, the best approach to prevent RNA binding 
and reduce interference with pDNA binding on 
Fractogel® EMD DEAE is direct salt supplementation. 
In this method, clarified lysate is adjusted with NaCl 
to mitigate RNA co-binding, which gives high binding 
capacity for pDNA. A static binding capacity versus 
NaCl supplement curve shows a clear optimal salt 
concentration where RNA (but not plasmid) binding is 
suppressed (Figure 6). This mechanism is confirmed 
by the accompanying gel where Fractogel® EMD 
DEAE eluate purity is highest with the optimal salt 
supplementation for high pDNA binding. 
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Typical TFF operating parameters are shown in Table 3. 
With TFF, it is important to remain mindful of shear 
and high viscosity, especially for high concentration 
formulations. Open feed channel screens such as a 
D-Screen or V-Screen are preferred for this application. 
Additionally, it is important to realize that operating 
parameters can change retention properties. A 100 kD 
molecular weight membrane can separate plasmid 
isoforms based solely on filtrate flux, as the sieving 
coefficient for each isoform is dependent on filtrate 
flux (Figure 5). While this study demonstrated the 
feasibility of TFF for separating plasmid isoforms, it 
reinforces the fact that processes must be optimized 
and reproducible for robust concentration and 
diafiltration of pDNA.

Parameters Value

Feed Flux (LMM) 4 or less

Permeate Flux (LMH) – for two pump 20–50

TMP (psi) – for TFF control <10

Loading (L/m2) 70–140

Concentration Factor 5x–50x

Volumetric concentration factor 2 to 5

Diafiltration volumes 3 to 5

Table 3. Typical TFF operating parameters.

Figure 5. Operating parameters can change retention properties.

Chromatography 
Anion exchange chromatography (AEX) and 
hydrophobic interaction chromatography (HIC) are 
commonly used for pDNA purification. AEX is highly 
effective at binding negatively charged nucleic acids 
and is widely used for pDNA purification; many 
impurities are also negatively charged and co-binding 
and separation can be challenging. Despite this 
shortcoming, AEX has demonstrated robust clearance 
of proteins, RNA, gDNA and endotoxin. Plasmid 
isoforms, on the other hand, are very challenging to 
separate with ion exchange. In this case, HIC can be 
used and is well-placed following AEX due to the high 
salt eluate pool. 

典型的な TFF の操作パラメータを表 3 に示します。
TFF では、特に濃度の高い液ではせん断と高粘度に注意を
払うことが重要です。
このアプリケーションには D スクリーンや V スクリーンな
どのオープンチャネルのスクリーンが適しています。
さらに、操作パラメータによって保持特性が変化すること
も認識すべきです。
プラスミドの各アイソフォームのふるい係数はろ液流束に
依存するため、分画分子量 100 kD のメンブレンではろ液流
束に基づいてアイソフォームが分離されます（図 5）。
TFF によりプラスミドアイソフォームが分離できることが
この研究で示されていますが、pDNA を確実に濃縮し透析ろ
過するには工程を最適化し再現性を確保する必要がありま
す。

クロマトグラフィー
pDNA の精製には陰イオン交換クロマトグラフィー（AEX）
及び疎水性相互作用クロマトグラフィー（HIC）が一般的に
使用されます。
AEX は負に荷電した核酸を効果的に結合するため pDNA の
精製に広く使用されますが、多くの不純物も負に荷電してお
り同時に結合するため分離が困難です。
こ の よ う な 欠 点 は あ り ま す が、AEX は タ ン パ ク 質、RNA、
gDNA 及びエンドトキシンを確実に除去することが示されて
います。
一方、プラスミドのアイソフォームをイオン交換で分離する
のは非常に困難です。
この場合、溶出液の塩濃度が高い AEX の後に HIC を実施す
ることができます。

クロマトグラフィーによる精製には樹脂又はメンブレンが使
用されます。
樹脂は設置の柔軟性が高く選択性も良好ですが、プラスミド
は大きすぎて樹脂ビーズ内に拡散しないため結合部位へのア
クセスが制限され、結合容量は低くなります。
また、フィード液が高粘度なため圧力降下が大きくなり、流
量が制限され処理時間も長くなります。
対照的に、メンブレンは孔径が大きく結合部位へのアクセス
が拡散に依存しないため、結合容量及び流速がかなり高くな
ります。

Fractogel® EMD DEAE 及び EMD DMAE などの弱陰イオン交
換樹脂は用途が広くユニークな選択性があり結合容量も最高
クラスであることから、中間体の精製に適しています。
AEX 樹脂には以下のような利点があります。

• ユニークな結合選択性

• ビーズ表面から結合領域を拡張するテンタクル構造による
高い結合容量（2 ～ 4 mg/mL）

• 高い収率：共有結合閉環（ccc）型で 80% ～ 95%

• 残留エンドトキシンの除去

• 適度なビーズサイズ（d50：48 ～ 60 µm）による良好な
分解能

• 適度な流速：滞留時間 4 ～ 8 分

RNA を 除 去 す る 方 法 と し て CaCl2 沈 殿、RNase 処 理、TFF
などが検討されていますが、Fractogel® EMD DEAE に対す
る RNA の結合・干渉を抑え、pDNA の結合を維持する最良
の方法は塩を直接添加することです。
清澄化したライセートの NaCl 濃度を上げて RNA の同時結
合を抑えることにより、pDNA の結合容量が高まります。
NaCl 添加量に対して静的結合容量（SBC）をプロットした
グラフ（図 6）をみると、RNA の結合が抑制されプラスミ
ドの結合は抑制されない最適塩濃度が明確に認められます。
pDNA 結合性が高い最適塩濃度では Fractogel® EMD DEAE
溶出液の純度が最も高いことが、電気泳動ゲルでも確認され
ています。

A.

パラメータ 値

供給液流束（LMM） ≤ 4

透過液流束（LMH）– ポンプ 2 個

TMP（psi）– TFF 制御

負荷容積（L/m2）

濃縮係数

容積濃縮係数 2 ～ 5

透析ろ過容積 3 ～ 5 倍

表 3．TFF の典型的操作パラメータ

図 5．操作パラメータによる保持特性の変化
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B.

Purity of Fractogel® EMD DEAE capture eluates  
from lysates with varying NaCl supplement

1 Marker

2 0 mM NaCl

3 100 mM NaCl

4 120 mM NaCl

5 150 mM NaCl

Figure 6. Binding of pDNA from lysate (A) and purity of capture eluates 
from lysates with varying NaCl supplement (B).

Given the advantage of this salt supplementation 
method, a preferred approach to pDNA purification is 
to load NaCl-supplemented clarified lysate directly on 
the AEX to remove RNA, endotoxin, gDNA and host 
cell protein. This AEX direct capture results in >95% 
RNA removal, >95% pDNA purity and >90% pDNA 
yield (Figure 7). An important note and significant 
advantage of this approach is that direct capture 
eliminates complex development of a pre-treatment 
and TFF step prior to chromatography.

Clarified Lysate 
pH 5.0, 

67 mS/cm,  
1M K-acetate

AEX Capture 
Fractogel®  

DEAE or DMAE
Removes RNA, 

endotoxin, gDNA, 
host cell protein

HIC Polishing 
Separates  
plasmid  
isoforms

Supplementation 
of NaCl

Adjust to 2.4M  
NH4SO4

Figure 7. Salt supplementation for AEX direct capture eliminates need 
for pre-treatment and TFF.

An alternative approach to the direct capture with 
AEX is to use Fractogel® weak anion exchangers 
as a polishing step after HIC capture. Though not 
preferred due to potential for precipitate formation 
when adjusting the lysate to HIC binding conditions, 
this method can be effective. Minimal to no feed 
adjustment between HIC and AEX is required, as these 
anion exchangers have been shown to maintain high 
binding of pDNA even with high ammonium suflate 
concentrations (Figure 8).

Figure 8. pDNA binding to Fractogel® AEX resins tolerates presence of 
elevated concentration of (NH4)2SO4.

Natrix® Q chromatography membrane is an AEX single-
use membrane providing superior productivity and is 
ideally suited for the capture of small and mid-sized 
plasmids (<20 kbp). It is a composite membrane with 
high mechanical strength and hydraulic permeability. 
The nominal pore size of 0.4 µm permits high flow 
rates. Re-use in a rapid cycling operation allows for 
cost reductions while caustic stability enables efficient 
cleaning. The high capacity of Natrix® Q for pDNA has 
been demonstrated at 5–10 mg/mL with >95% RNA 
removal and short cycle times (~35 minutes). 

Using the same salt supplementation method as 
described above, Natrix® Q gave very high binding 
capacities for a small (5.7 kbp) and medium (13 kbp) 
sized plasmids, at 10 and 4 mg/mL respectively 
(Table 4). In addition to high binding capacity, 
Natrix® Q provided good purity with high yield. For 
a large plasmid at 20 kbp, however, performance 
declines as the plasmid size approaches the size of the 
membrane pores. Decreased membrane permeability 
was observed, resulting in lower capacity and 
process performance. 

塩添加法の利点を踏まえ、pDNA 精製では NaCl を添加した清
澄化ライセートを AEX に直接負荷して RNA、エンドトキシン、
gDNA 及び宿主細胞由来タンパク質を除去することが推奨され
ます。
AEX で直接捕捉するこの方法では RNA が 95% 以上除去され、
95% を超える pDNA 純度と 90% を超える pDNA 収率が得られ
ます（図 7）。
重要な点として、クロマトグラフィー前に前処理や TFF 工程を実
施すると複合体が生成する可能性があるのに対し、直接捕捉す
る方法では複合体が生成しないという大きな利点があります。

AEX で直接捕捉する代わりに、HIC で捕捉してから Fractogel® 
弱陰イオン交換樹脂で精製を行う方法もあります。
HIC 結合条件に合わせてライセートを調整する際に沈殿が精製
する可能性があるため推奨されませんが、この方法は効果的で
す。
これらの陰イオン交換樹樹脂は硫酸アンモニウム濃度が高くて
も pDNA 結合性が維持されるため（図 8）、HIC と AEX の間で
は供給液の調整がほとんど必要ありません。

Natrix® Q クロマトグラフィーメンブレンは生産性に優れたシ
ングルユースの陰イオン交換膜で、20 kbp 未満の比較的小さい
プラスミドの捕捉に適しており、高い機械的強度と水透過性を
有する複合膜です。
名目孔径 0.4 µm で高い流速が得られ、苛性アルカリで効果的
に洗浄しながら短いサイクルで再利用することによりコストが
低減されます。
Natrix® Q は pDNA の結合容量が 5 ～ 10 mg/mL と高く、RNA
は 95% 以上除去され、サイクル時間も短く 35 分程度です。

上 述 し た 同 じ 塩 添 加 法 で Natrix® Q を 用 い た と き、 小（5.7 
kbp）及び中（13 kbp）サイズのプラスミドでそれぞれ 10 及
び 4 mg/mL と非常に高い結合容量が得られます（表 4）。
高い結合容量に加え、Natrix® Q による純度と収率も非常に良
好です。
ただし 20 kb ほどの大きなプラスミドでは膜孔径に近いため性
能が低下します。
膜透過性の低下が認められ、結合容量及び工程性能が低下して
います。

B. 各種 NaCl 添加濃度のライセートから得られた
　  Fractogel® EMD DEAE 捕捉溶出液の純度

1　　　　マーカー

2　　　　0 mM NaCl

3　　　　100 mM NaCl

4　　　　120 mM NaCl

5　　　　150 mM NaCl

図 6．ライセートの pDNA 結合性（A）及び各種 NaCl 添加濃度のライセートから
得られた捕捉溶出液の純度（B）

清澄化ライセート
pH 5.0、

67 mS/cm、
1M 酢酸カリウム

NaCl を添加
AEX による捕捉

Fractogel® DEAE
又は DMAE

RNA、エンドトキシン、
gDNA、宿主細胞由
来タンパク質の除去

HIC による最終精製

プラスミドアイソ
フォームの分離

NaCl を添加 2.4M 硫酸
アンモニウムで調整

図 7．塩を添加し AEX で直接捕捉する方法では前処理及び TFF が不要

pDNA の SBC（mg/mL）
50 mM Tris/HCL + 100 mM NaCl、pH 7.5、13 mS/cm
50 mM Tris/HCL + 760 mM NaCl、pH 7.5、67 mS/cm
50 mM Tris/HCL + 420 mM 硫酸アンモニウム、pH 7.5、67 mS/cm

図 8．Fractogel® AEX 樹脂の pDNA 結合性は高濃度の硫酸アンモニウムにも耐える
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Feed used:

• Original E. coli lysates from alkaline lysis, clarified by centrifugation/depth filtration, supplemented with optimal 
NaCl to eliminate RNA interference, pH 5.0, finally 0.22 µm filtered

• Plasmids ranging from small to large size 

• Varying initial pDNA purity ranging from 0.7%–4% 

Plasmid 
Size

Plasmid 
Titer  

(µg/mL)

Initial pDNA  
Purity  

(A260 based)

Initial 
Lysate 

Conductivity 
(mS/cm)

Optimal 
NaCl 

Supplement 
(mM)

Final Lysate 
Conductivity 

(mS/cm)

Residence 
Time  
(min)

Operating 
Capacity  

(mg/mL MV)
Yield  
(%) 

pDNA Eluate 
Purity  

(A260 based)

5.7 kb 45 4.0% 69 160 82 0.1 ~10 ≥80 ≥80% pDNA

13 kb 33 2.4% 72 130 82 0.1 ~4 ≥77 ≥90% pDNA

20 kb 25 0.7% 79 100 86 0.2 ~1 ≥65 ≥62% pDNA

Table 4. pDNA purification using Natrix® Q chromatography membrane.

Table 5 summarizes the use of Natrix® Q for high throughput capture with direct salt supplementation to enable 
high binding capacity of pDNA. Alternatively, Fractogel® EMD DEAE or EMD DMAE can be used for polishing 
purification following HIC with good capacity, high selectivity, and high yield.

Feed used:

• Original E. coli lysate, clarified by centrifugation and subsequent depth filtration, directly supplemented with 
NaCl (120–250 mM, depending on resin or membrane type) to eliminate RNA interference, pH 5.0,  
74–82 mS/cm 

• pDNA size 5.7 kbp, pDNA titer 45 µg/mL 

Recommended 
Process Step

Resin / 
Membrane 
Adsorber

Dynamic 
Capacity  
(mg/mL)

Cycle Time 
(min)

Residence 
Time  

w(min)
RNA  

Removal
Yield  

ccc-Form
Purity  

(A260 based)

High-throughput 
capture

Natrix® Q ~10 ~0.5 h 0.1–0.03 >95% ≥80% >80% pDNA

Polishing 
Purification

Fractogel® EMD 
DEAE (M)

~2.5 ~3 h 4 >95% ≥80% >95% pDNA

Fractogel® EMD 
DMAE (M)

~3 ~3 h 4 >95% ≥95% >95% pDNA

Table 5. Summary of the performance of Natrix® Q and Fractogel® EMD DEAE or EMD DMAE for purification of pDNA.

Sterile Filtration 
Once purified and formulated, pDNA undergoes sterile 
filtration for sterility assurance and patient safety. 
While this step may appear to be a relatively simple 
operation, filtration of pDNA can be challenging due to 
the large size of plasmids, high viscosity of the solution 
and bacterial retention for adjuvanted formulations. 

Many process parameters must be considered to 
optimize sterilizing grade filtration unit operations with 
the most significant being salt concentration, plasmid 
purity and plasmid concentration (Table 6). Filtration 
endpoint, membrane type and driving force can also 
affect quality attributes of the unit operation. In 
addition, the effective size of the pDNA can be altered 
by changing the ionic concentration of the background 
buffer solution. 

Another major consideration for pDNA sterile filtration 
is plasmid size; smaller plasmids (<10 kbp) are rarely 
limited by yield or filtration capacity for sterilizing grade 
filtration steps while larger plasmids often encounter 
yield and capacity issues, especially those at or above 
20 kbp. In these cases, careful process development 
should be performed. 

Millipore Express® SHC (PES) is preferred choice, with 
optimized process parameters can deliver the best 
performance for sterile filtration. Depending on size 
average capacity of 20 L/m2 to 200 L/m2 is reported 
based on internal data base.

Sterile filtration is also suggested at intermediate steps 
like after clarification, UFDF and chromatography for 
Bioburden control. 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.

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

Table 6. Impact of optimization parameters on yield, capacity and 
product integrity.

使用した供給液：

• アルカリ溶菌で得られた大腸菌ライセート、遠心分離／デプスろ過により清澄化し、RNA の干渉を抑えるため NaCl を最適濃度
で添加、pH 5.0、0.22 µm フィルターでろ過

• 各種サイズのプラスミド

• 最初の pDNA 純度は 0.7% ～ 4%

表 5 に示すとおり、塩を直接添加した Natrix® Q による高スループット捕捉で高い pDNA の結合容量が得られます。
別の方法として、結合容量、選択性、収率の高い HIC で捕捉してから Fractogel® EMD DEAE 又は EMD DMAE で最終精製すること
も可能です。

使用した供給液：

• 大腸菌ライセート、遠心分離に続くデプスフィルターにより清澄化し、RNA の干渉を抑えるため NaCL を直接添加（樹脂又はメ
ンブレンによって 120 ～ 250 mM）、pH 5.0、74 ～ 82 mS/cm

• pDNA サイズは 5.7 kbp、pDNA 濃度は 45 µg/mL

滅菌ろ過
精製した pDNA は、無菌性と患者の安全性を保証するために滅
菌ろ過を行います。
この工程は比較的単純な操作のようですが、プラスミドサイズ
の大きさ、液の高粘性、アジュバント製剤の細菌保持によって
pDNA のろ過は難しくなります。

滅菌ろ過の単位操作を最適化する際には多くの工程パラメータ
を検討しなければならず、特に塩濃度及びプラスミドの純度と
濃度が重要です（表 6）。
ろ過終点、膜の種類、運転パラメーターも単位操作の品質特性
に影響する可能性があります。
また、緩衝液のイオン濃度を調整することにより効果的な
pDNA サイズを変えられます。

この他に、pDNA の滅菌ろ過ではプラスミドサイズも考慮する
必要があります。10 kbp 未満の小さなプラスミドは、滅菌ろ過
工程で収率やろ過容量の制限はほとんどありませんが、特に 20 
kbp 以上の大きなプラスミドでは収率やろ過容量が問題にとな
ります。この場合、工程開発を慎重に行う必要があります。

推奨されるのは Millipore Express® SHC（PES）で、工程パラメー
タを最適化すれば滅菌ろ過で最良の性能が得られます。
メルクのデータベースではサイズによって 20 ～ 200 L/m2 の
平均容量が報告されています。

バイオバーデンを管理するため、清澄後、UF/DF 後、クロマトグ
ラフィー後などの中間工程でも滅菌ろ過を行う場合があります。
Millipore Express® SHC フィルターを清澄後のバイオバーデン
低減フィルターとして使用したとき、供給液の品質により 400
～ 650 L/m2 の平均容量が報告されています。

プラスミド
のサイズ

プラスミド
濃度

（µg/mL）

最初の pDNA
純度

（A260 測定）

最初の
ライセート

伝導度
（mS/cm）

最適
NaCl

添加濃度
（mM）

最終のライセート
伝導度

（mS/cm）
滞留時間

（分）
操作容量

（mg/mL MV）
収率

（%）

溶出液の
pDNA 純度

（A260 測定）

推奨される工程
樹脂／
メンブレン吸着剤

動的容量
（mg/mL）

サイクル時間
（分）

滞留時間
（分） RNA 除去率

収率
（ccc 型） 純度（A260 測定）

高スループット捕捉

最終精製

表 5．pDNA 精製に関する Natrix® Q 及び Fractogel® EMD DEAE/EMD DMAE の性能

表 4．Natrix® Q クロマトグラフィーメンブレンを使用した pDNA の精製

最適化パラメータ 収率 容量 
製品の
完全性

塩濃度

スーパーコイル pDNA 含量（純度）

ろ過終点

膜の種類 – PVDF 又は PES

pDNA 濃度

供給流束又は圧力

表 6．収率、容量及び製品完全性に及ぼす最適化パラメータの影響
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An Optimized Platform for pDNA Purification 
pDNA has become an important therapeutic modality 
in the form of DNA vaccines and as the basis for RNA 
vaccines and gene therapy vectors. These biologicals 
can be made in a relatively short time span and do 
not need to be stored at low temperatures as DNA is 
a very stable molecule. Purification of pDNA for use as 

vaccine doses, however, present several challenges. 
Fortunately, a comprehensive set of technologies are 
available to optimize the entire workflow, from lysis 
to sterilizing grade filtration, and enable robust and 
scalable manufacturing of pDNA (Table 7).

Fermentation Alkaline  
Lysis

Clarification Tangential Flow 
Filtration

Chromatography Sterile  
Filtration

Lysis Mobius® Mix Extract DNA, denature gDNA, potentially precipitate or degrade RNA

Clarification Clarisolve® 60HX or Millistak+® POD Depth Filters Remove cell debris and precipitated impurities (gDNA, RNA)

TFF Pellicon® 30 kD, 100 kD, 300 kD Concentrate and remove small impurities

Chromatography Natrix® Q or Fractogel® EMD DEAE or EMD DMAE Remove RNA, gDNA, HCP, and endotoxin

Sterile Filtration Millipore Express® SHC Sterility assurance

Table 7. Integrated solutions for pDNA purification.
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pDNA 精製の最適化プラットフォーム
pDNA は DNA ワクチンとして、また RNA ワクチンや遺伝子
治療ベクター治療薬の原材料として重要なモダリティとなっ
ています。
これらの生物学的製剤は比較的短い期間で作製することがで
き、DNA は非常に安定なため低温で保存する必要がありま
せん。

ただし、ワクチンとして使用される pDNA の精製にはいくつ
か課題があります。
幸い、メルクでは統合的な一連の技術を提供しており、溶菌
から滅菌ろ過までのワークフロー全体を最適化し、頑健でス
ケーラブルな pDNA の製造が可能です（表 7）。

処方 清澄化 クロマトグラフィーアルカリ溶菌 タンジェンシャル
フローろ過 滅菌ろ過

溶菌 Mobius® Mix DNA の抽出、gDNA の変性、時に RNA の沈殿又は分解

清澄化 Clarisolve® 60HX 又は Millistak+® POD デプスフィルター 細胞破片の除去、不純物（gDNA、RNA）の沈殿

TFF Pellicon® 30 kD、100 kD、300 kD 低分子不純物の濃縮と除去

クロマトグラフィー Natrix® Q 又は Fractogel® EMD DEAE 又は EMD DMAE RNA、gDNA、宿主細胞由来タンパク質及びエンドトキシンを除去

滅菌ろ過 Millipore Express® SHC 無菌性の保証

表 7．pDNA 精製の統合ソリューション
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