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研究成果の概要（和文）：アフィニティ膜濾過による医療品純度のプラスミドDNAの精製プロセスの開発を行った。菌
体内からプラスミドDNAを溶出する方法を検討し、スラリーの粒度分布、顕微鏡写真、膜濾過特性および液中の核酸の
電気泳動分析からエレクトロポレーションの導入が有用であることを示した。プラスミドDNAと親和性のあるリガンド
として酸化鉄粒子を選択し、二段階のアフィニティ膜濾過法を検討した。溶液のpHを5に調製して吸着濾過を行い、不
純物を除去した後、pH 9, 10, 12の溶液を順に透過させ、プラスミドDNAをリガンドから脱着させた。回収液の分析の
結果、核酸の精製度は高く、本手法の有用性が確認された。

研究成果の概要（英文）：The development of a purification process of medical products purity plasmid DNA 
by affinity membrane filtration was examined. From the results of particle size distribution, 
photomicrograph, membrane filtration of slurry, and electrophoretic analysis of nucleic acids, it was 
found that the introduction of electroporation was useful for elution of plasmid DNA from bacterial 
cells. The iron oxide particle was selected as a ligand for two-stage affinity microfiltration of plasmid 
DNA. In the first stage microfiltration, the experiment was conducted under the condition of pH 5, and 
the cake of iron oxide particle with plasmid DNA bound was obtained and the impurities were removed. 
Next, water (pH 9 10 and 12) permeations through the cake were performed to desorb the bound plasmid DNA. 
It is revealed that the degree of purification of nucleic acid is high from the analysis of the recovery 
solution, the usefulness of this method has been confirmed.

研究分野：工学・プロセス工学

キーワード： プラスミドDNA　精製　アフィニティ　膜濾過　リガンド　吸着　脱着　菌体破砕
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
先天性疾患等の治療を目的として、遺伝子
治療や遺伝子ワクチンの開発が活発に行わ
れるようになり、特定の遺伝子を細胞内に導
入するのに用いられるプラスミド DNA（pDNA）
の大量生産法の確立が求められている 1)。
pDNA の増幅は、pDNA を大腸菌などの微生物
細胞内に導入し、培養することで可能となる
が、その精製には菌体や菌体内の多種多様な
成分を除去する工程が必要となり容易では
ない。既に確立された精製法が提案されてい
るが、操作が煩雑であることに加え、毒性の
ある物質を使用することから、医療品純度の
pDNA を大量精製するのに適した産業レベル
での分離・精製法の開発が必須の課題となっ
ている 2)。 
近年、分離膜を用いる膜濾過法が pDNA の
大量生産に適した分離法として注目され、精
密濾過膜や限外濾過膜を用いて、pDNA の分離
特性について様々な検討がなされている 3)。
しかしながら、pDNA は環状構造を有してお
り、濾過中の変形が著しいため、操作条件に
よって pDNA が膜を透過したり、あるいはし
なかったりといった問題が生じ、タンパク質
のように分子量を基準とした分離膜の選定
ができないなど、多くの課題を残している。 
一方、分離対象物と親和性のあるリガンド
を利用するアフィニティ膜濾過法が、アミノ
酸や乳酸のキラル分離において精製法とし
て有効であることが報告されている。pDNA は
ポリアニオンであり、一部の金属イオンやペ
プチドなどと親和性を有することが確認さ
れていることから、アフィニティ膜濾過法の
導入が、効果的な分離・精製プロセスの確立
に繋がる可能性がある。 
本研究では、アフィニティ膜濾過法の導入
を検討し、医療品純度の pDNA を大量生産す
るのに適した精製プロセスの開発を目指す。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、スケールアップが可能な pDNA
の精製法として、アフィニティ膜濾過法に着
目した。pDNA と親和性のあるリガンドを探索
するとともに、pDNA をリガンドに吸着させた
後、膜濾過することで不純物と分離し、その
後に溶離液によりリガンドから脱着させて
高純度の pDNA を得るアフィニティ膜濾過法
を開発し、その分離特性を究明する。また、
微生物細胞内からのpDNAの溶出法を確立し、
最終的に、得られた結果を綜合して、菌体の
破砕から医療品純度の pDNA を得るまでの一
連の精製プロセスの確立の可能性を検討す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験試料 
 pDNA には、pBluescript II SK(+)（3.0 kb, 
STRATAGENE 製）を用いた。pDNA を導入した
大腸菌を LB 培地にて培養し、遠心分離によ
り培養液を除去した後、純水に懸濁させ、

Gene Pulser Xcell（BIO-RAD 製）によるエレ
クトロポレーション、超音波ホモジナイザー
（UP200s, Dr. Hielscher 製）による超音波
照射、ジルコニアビーズによるビーズ破砕を
行った。その後、公称孔径 0.1 m のセルロ
ース混合エステル膜（ADVANTEC 製）を用いて、
49 kPa の一定圧力でデッドエンド濾過し、
pDNA を含む核酸溶液を得た。これをアフィニ
ティ膜濾過実験の試料とした。 
 リガンドには、-Fe2O3（公称粒子径 0.5 m, 
高純度化学研究所製）を用いた。 
 
(2) 吸・脱着実験 
 pDNA及びRNAとリガンドとの親和性を確認
するため、キットにより精製した pDNA と RNA
を用いて、吸・脱着実験を行った。回分吸着
実験では、種々の pH にて作製した pDNA 溶液
と-Fe2O3懸濁液を混合し、298 K の恒温室内
で 1時間振とうさせた後、12,000 rpm で 5 分
間遠心分離し、上澄液中の pDNA 濃度を分光
光度計で測定して吸着量を求めた。回分脱着
実験では、pDNA 及び RNAを吸着させた-Fe2O3
に種々の pH の 2M Tris-HCl buffer を加え、
298 K の恒温室内で 1時間振とうさせた後、
遠心分離し、上澄液中の pDNA 及び RNA 濃度
から脱着量を求めた。 
 
(3) アフィニティ膜濾過実験 
吸着濾過実験は、(1)の手順で得た実験試
料と-Fe2O3懸濁液を混合し、298 K の恒温室
内で 300 rpm、1 時間撹拌した後、公称孔径
0.1 mのセルロース混合エステル製精密濾過
膜(ADVANTEC 製)を用いて、49 kPa の一定圧
力でデッドエンド濾過した。次に、pDNA が吸
着した膜面上の-Fe2O3ケークに 1M Tris-HCl 
buffer（pH 9）、続いて 2M Tris-HCl buffer
（pH 10 および 12）を透過させて、pDNA の脱
着を行った。濾液および透過液中の pDNA 濃
度は、分光光度計を用いて 260 nm における
吸光度 OD260により評価した。また、アガロー
スゲル電気泳動により pDNA の精製度を確認
した。 
 
４．研究成果 
(1) プラスミド DNA の溶出 
 大腸菌からの pDNA の溶出について、薬品
を用いない溶出法の候補となるエレクトロ
ポレーション、超音波照射、ビーズミル破砕
を検討したところ、図 1～3 に示すように、
いずれの方法においても処理後の懸濁液中
に pDNA が溶出されることが確認できた。し
かしながら、溶出量を多くする目的で超音波
照射を長く続けると、図 2 のように pDNA の
位置のバンドが薄くなっていくことから、溶
出された pDNA が超音波により分解されるも
のと推察され、回収量の増加が困難であるこ
とが明らかとなった。ビーズミル破砕では、
菌体の破砕が容易で多くの pDNA が溶出され
たが、図 3からわかるようにゲノム DNA が切
断され、その後の精製が困難となった。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

各手法にて処理を行った大腸菌懸濁液の
顕微鏡写真を図 4に、粒度分布を図 5に示し
た。未処理と比較すると、エレクトロポレー
ション後の変化が顕著で、大きなフロックが
形成されていることが確認できる。エレクト
ロポレーションにより大腸菌からゲノム DNA、
多糖類、タンパク質などの生体高分子も溶出
され、菌体とともに凝集塊が形成されたもの
と推察される。図 1において、エレクトロポ
レーションの操作回数Nを多くすると顕著と
なる高分子の核酸が濾過により除去された
のは、この凝集塊が膜面上で捕捉され形成す
る濾過ケークによる効果が考えられる。 
 不純物を除去して pDNA 溶液を得るために
精密濾過を行い、結果を濾過速度の逆数
(d/dv) 対 単位濾過面積あたりの濾液量 v
として図 6にプロットした。超音波照射とビ
ーズミル破砕の場合と比較すると凝集塊が
形成されたエレクトロポレーションでは、濾
過速度が極めて大きいことがわかり、分離性
能においても優位性が確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a) 未処理

c) 超音波照射後 d) ビーズミル破砕後

b) エレクトロポレーション後

 

図 4 顕微鏡写真 
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図 5 粒度分布 

 

① ② ③ ④ ⑤ ⑥

①マーカー
②精製pDNA（キット）
③ エレクトロポレーション N = 1
④エレクトロポレーション N = 2
⑤エレクトロポレーション N = 3
⑥エレクトロポレーション N = 3 （濾過後）

Supercoiled 
pDNA

Open circle 
pDNA

23.13

9.42
6.56

4.36

2.32
2.02

kbp

RNA

Genomic 
DNA

 

図 1 エレクトロポレーションによる溶出 
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図 2 超音波照射による溶出 
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図 3 ビーズミル破砕による溶出 
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図 8 -Fe2O3のゼータ電位 
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図 9 pDNA および RNA の脱着特性 
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図 6 濾過挙動 
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図 7 核酸溶出量の変化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果から、エレクトロポレーション
が pDNA の溶出法として最適であると結論づ
け、本法の操作条件の最適化を検討した。操
作時の設定項目である電圧、パルス幅、パル
ス間隔、パルス数を種々に変化させて pDNA
の溶出を試みたところ、電圧、パルス幅、パ
ルス数は大きな値に、一方パルス間隔は小さ
な値に設定するほど溶出量が大きくなり、最
終的に電圧 500 V、パルス幅 100 ms、パルス
間隔 0.1 s、パルス数 10 で pDNA を含む核酸
の溶出量が最大となることがわかった。図 7
は、この最適操作条件での結果であり、核酸
溶出量の指標となる OD260 値をエレクトロポ
レーションの操作回数Nに対してプロットし
た。回数を多くするほど OD260値が大きくなり、
多量の pDNA を溶出できたが、3回目以降はほ
ぼ同じ値となり、溶出限界があることも確認
された。 
 

(2) アフィニティ膜濾過 
 pDNA 溶出後のアフィニティ膜濾過には、リ
ガンドとして-Fe2O3を用いた。図 8に示すよ
うに、-Fe2O3の等電点は pH 8 付近にあり、
pH 7 以下では正に、pH 9 以上では負に帯電
することから、pH 変化によりポリアニオンで
ある pDNA の吸着と脱着を行うことができる
ものと推察された。キット精製した pDNA を
用いて-Fe2O3 への吸着特性を検討したとこ
ろ、pH が小さいほど吸着量が大きくなり、そ
の吸着挙動はLangmuir式で近似された。pDNA 
の劣化が生じない pH 5 で吸着させ、その後
pH変化により脱着させた時の結果を図9に示
した。図には大腸菌からの溶出液に多量に含
まれ、pDNA との分離が困難な RNA の結果も併
せて示しており、RNA の方がより小さな pH で
脱着率 Dが大きくなっていることから、pH を
段階的に変化させることで両核酸の分離が
可能となることが期待される。 
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図 11 電気泳動分析（アフィニティ膜分離）

① ② ③ ④ ⑤ ⑥

kbp

23.13

9.42
6.56
4.36

2.32
2.02

①マーカー
②精製pDNA（キット）
③ pDNA+RNA
④脱着液（pH9）
⑤ 脱着液（pH 10）
⑥ 脱着液（pH 12）

Supercoiled 
pDNA

Open circle 
pDNA

RNA

Genomic 
DNA

図 10 pDNA 及び RNA の脱着特性 

 

キット精製した pDNA と RNA を混合して調
製した溶液を用いて、単成分系での吸・脱着
特性に基づいて pH 5 で両核酸を-Fe2O3に吸
着させた後、pH を 9, 10, 12 と段階的に変化
させて脱着させ、電気泳動分析した。図 9で
得られた結果からの想定とは異なり、図 10
に示す写真では、レーン④、⑤、⑥のいずれ
の pHにおいても pDNA と RNA の両バンドが確
認され、RNAは pH 12で最も多く脱着された。
pDNAとRNAの混合時における脱着特性につい
て、更なる検討が必要となることが明らかと
なった。なお、環状 DNA である pDNA につい
ては、pH によってスーパーコイル状とオープ
ンサークルの比率が異なっている様子が覗
えた。 
pDNA は精密濾過膜を透過するが、リガンド
となる-Fe2O3は 0.1 m の精密濾過膜で阻止
できることから、pDNA を-Fe2O3に吸着させ
て精密濾過することで膜面上に保持でき、そ
の後-Fe2O3 から脱着させるという二段階の
濾過によりpDNAを精製できるものと考えた。
図 11 には、エレクトロポレーションと精密
濾過により得た pDNA を含む核酸溶液を用い
て、-Fe2O3をリガンドとするアフィニティ膜
濾過を行った際の電気泳動の結果を示した。
pDNA は一旦リガンドに吸着した後（レーン
④）、溶液環境の変化により脱着され（レー
ン⑥）、吸光度比から求まる精製度も高いこ
とから、本法による精製が可能なことが確認
された。ただし、回収液には依然として RNA
が含有されているため、pDNA と RNA との分離
が今後の課題となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) まとめ 
 pDNA の精製プロセスにおいて、菌体からの
溶出法としてエレクトロポレーション、超音
波照射、ビーズミル破砕を検討し、pDNA の溶
出量とその後の分離性の観点からエレクト
ロポレーションが有用であることを示した。
また、-Fe2O3のサブミクロン粒子がリガンド
として有望であることを明らかにするとと
もに、これを用いたアフィニティ膜分離法に
より、pDNA の精製が可能であることを示した。 
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