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浸透圧測定によって細胞および遺伝子治療のプロセ
ス開発と製造を改善するための8つのメソッド
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Background

遺伝子治療や細胞治療は、致命的ではないにせよ、しばしば衰弱させる難病の治療に革命をもたらす可能性を持っています。臨床に
おける高い成功率と最近の医薬品承認が、このエキサイティングな治療研究分野への継続的な投資を後押ししており、2019年末時
点で臨床試験中の治療法は1000を越えています[1]。臨床における先進的な勢いにもかかわらず、これらの新規薬剤をより多くの患
者集団が利用できるようにするためには、解決すべき課題が残されています。現状では、ウイルスベクター生産における下流の回収
率は、プロセスにもよりますが、5～30％と低くなっています[2]。製造能力、生産収率、サプライチェーン・ロジスティクスは、患
者が安全で手ごろな価格の治療薬を入手できるようにするために、引き続き改善の焦点となる領域です。
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1.メディアの品質管理 (QC)

2.培養の拡張とモニタリング

3.トランスフェクション効率と浸透圧ショック

4.ベクターの生産と安定性

5. バッファーのQCと精製

6. 濃縮とバッファー交換 

7.プレフォーミュレーションプロセス

8.最終製品検査
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改善と成功の鍵は、ロバスト性と再現性を確保するために、高品質のプロセス設
計とプロセスパラメーターを導入することです。常に製品と工程を管理するため
に、どのようなツールや チェック項目を導入すればよいのでしょうか？

浸透圧は溶質濃度の尺度であり、長い間バイオファーマ分野で重要な測定法とさ
れてきました[3, 4]。単純な溶液から複雑な溶液まで、浸透圧は温度や圧力に影
響されない一貫した貴重な濃度指標であり、バイオプロセスにおいてユニークで
有益なパラメータとされています。浸透圧は膜を透過する溶質の移動に直接影響
するため[5]、細胞プロセッシングや その後の注入製剤の試験において、浸透圧
測定は必須となります。それだけでなく、生物製剤のワークフローにおいてこの
試験の用途は数多くあり、細胞治療や遺伝子治療の開発では、さらにエキサイ
ティングなアプリケーションとして恩恵を受けることは間違いありません。 ここ
では、先進医療における浸透圧試験の新たな8つの用途を以下に概説します。

What Is Osmolality? 

浸透圧は、溶質がどれだけ存在するかを表す液体の特性指標です。 より複雑な溶液の場合は、全体的な濃度を反映し、臨床および
バイオ医薬品の領域で貴重な測定基準となります。浸透圧は質量の関数としての濃度であり、温度や圧力の影響を受けません。浸
透圧は非常に密接に関連しており、バイオ医薬品業界では一般的に、溶媒が溶液中に浸透するのを防ぐのに必要な圧力という観点
から溶液濃度を表すのに使用さています。どちらも、浸透圧の特性に関連する溶液の濃度を表すのによく使われます。 生物学的製
剤製造のための一般的な局法試験として、浸透圧試験は生物学的製剤行程で広く用いられていますが、ここでは、先進治療薬製造
における浸透圧試験の8つの新しい用途について概説します。

1. Media Quality Control (QC)
細胞の増殖／拡張と最終的な収量の最適化

細胞培地の浸透圧は、細胞増殖とベクター生産を最適化し 維持するためにコントロールされなければなりません。培地ベンダーは、
その溶液の浸透圧の範囲を測定し、 報告しており、研究者は各培地バッチの浸透圧を仕様に照らし合わ せてチェックし、特定の細胞
株や細胞種に適切な環境を確保す るのが一般的です。後にフラスコやバイオリアクターで使用されるにせよ、培地は最適な細胞増殖
と拡張を確実にするために、あらかじめ決められた浸透圧の仕様を満たさなければなりません[6]。 仕様から外れると、増殖速度や生
存可能なHEK 293細胞濃度が低下し、増殖阻害や効果的なベクター生産ができなくなる可能性があることが立証されています[7]。感
染時の浸透圧が330mOsmの細胞では、480mOsmの細胞に比べて生産性が最大10倍高いことが示されました。GEヘルスケア・ラ
イフサイエンスのバイオプロセス担当GMであるOliver Loeillot氏によると、医薬品メーカーは既製の培地を購入する傾向にあり、こ
の細胞培養セグメントは2017年に14億ドルと評価され、今後数年間で約8％の成長が予測されています［8］。この伸びは、品質管
理がこれまで以上に重要であることを意味します。

この明確なニーズと市場動向は、浸透圧が細胞・遺伝子治療の初期段階において最適な増殖と生産性を確保するための細胞培地の調
製に不可欠なパラメーターであることを示しています。
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3. Transfection Efficiency and Osmotic2. Culture Expansion and Monitoring

細胞が最適な属性（最適な生産量、サイズ、成長速度）
に達するための理想的な環境を整える

浸透圧は、細胞培養モニタリングにおいて重要なプロセスパラ
メーター（Critical Process Parameter : CPP）としての役割を
果たし続けています。細胞による培地基質の消費と排泄物の生
成は、動的な浸透圧プロフィールを 生み出します。加えて、異
なる給餌と補給戦略、および特定のガス レベルを用いたpH制御
戦略は、浸透圧に異なる影響を もたらします[7, 9]。

浸透圧は、乳酸産生 (pHに影響される）と培地塩基添加の重要
な指標であり、最終的には細胞培養におけるグリコシル化に影
響を与えることが知られています。 幹細胞の培養条件を設定す
る際、細胞の生存能や生産性といった重要な品質特性（critical 
quality attributes : CQA）を最適に保つために、浸透圧 が重要
であることは多くの文献で示されています。浸透圧を高くする
ことで、老廃物の比生産率を高めたり、 細胞の成長を遅らせて
生産性を最大化したりすることができます[10, 11]。

ある研究では、450mOsmの無血清培地での軟骨細胞の増殖率
が、400mOsmのそれよりも0.65倍生産性が低いという結果が
出ています［12］。 全体的な増殖は、290～350mOsmの培地
が最適と判断さ れました。この具体的な浸透圧の範囲は、前述
の戦略を念頭に置きながら、培養と増殖のたびに設定しなけれ
ばなりません。浸透圧をモニタリングしないと、上流工程や最
終的な医薬品のCQAが損なわれる可能性があります。

Shock

安定したトランスフェクション・システムを確立し、最
適な細胞力価を得る

高いウイルス力価を得るためには、高いトランスフェクション
効率を達成することが重要ですが、遺伝子治療の開発では、ト
ランスフェクション効率が劣ることがよくあります。トランス
フェクションの方法にかかわらず、プラスミドで細胞をトラン
スフェクションしてウイルス産生を開始する際には、浸透圧が
重要なポイントとなります。HEK293細胞は非常にトランス
フェクションしやすく、その有効性が知られているため、ポリ
エチレンイミン(PEI)を介したトランスフェクションが一般的
です。多くの理論では、浸透圧は内在化した PEI:DNA 複合体
の安定性に関与していると考えられています。PEI:DNA複合体
のその場での複合化速度やダイナミクスは、浸透圧を含む多く
のパラメータに依存するとされています[13]。
複合プロトンが輸送エンドソームに入ることによって浸透圧が
上昇し、DNAが放出されて標的細胞に送達されるという仮説
に基づいています。これは、他の変数とともに、信頼性が高く
再現性のある方法を確立するために、プロセス開発の初期段階
で考慮し、特徴づける必要があります細胞治療や遺伝子治療の
分野ではあまり進展していませ んが、浸透圧が、イムノポレー
ション[14]やエレクトロポーレ ーション[15,16]などの様々な
システムにおいて、効果的なトランスフェク ションにおける主
要な因子であることを示唆する証拠があります。 浸透圧は、緩
衝液が細胞膜を通過する能力に影響します。そのため、培地や
トランスフェクション・カクテルの浸透圧に関する仕様を設定
することは極めて重要です。トランスフェクションされる細胞
の安定性と透過性を考慮すると、微妙なバランスが必要となり
ます。同じことが、細胞関連アデノ随伴ウイルス（AAV）の放
出を目的とする細胞溶解時にも適用することができます。 浸透
圧ショックは、その名の通り、細胞環境の浸透圧に大きく依存
し、遺伝物質にアクセスする方法の一つです。高塩濃度（高浸
透圧）でのインキュベーションは、ウイルスゲノムを露出させ
ることができる反面、ダメージを与える可能性もはらんでいま
す[17]。繰り返しになりますが、制御された再現性のあるプロ
セスを開発するためには、浸透圧の厳密な仕様範囲を設定する
ことが不可欠です。このような初期の上流工程管理は、最適な
力価と最終的な収量を確保するために確立されます。
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シャルフローろ過（TFF）に依存しており、高度な治療法は非常に繊細である
ため、様々なアプリケーションにおいて有利であることが証明されています
[2]。ウイルス、特にレンチウイルス(LV)はmAbsよりはるかに大きいため、高
い回収率と一貫したプロセス性能を得ることは困難です。 さらに、製剤中のウ
イルスベクターを高濃度にすることは、エンベロープウイルス（レトロウイル
ス）や非エンベロープウイルス（AAV）の凝集につながります[2]。凝集は特にエン　　　ベロープ・ウイルスで起こりやすく、エン
ベロープ・ウイルスは外壁が粘着性を持つ傾向があります。  ろ過操作は、大きなエ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
ンベロープウイルスの膜を傷つけ、ベクターの安定性と形質導入効率に大きな影響を与える可能性があります[23]。浸透圧は、AAV

の凝集の可能性を減らす上でも重要な役割を果たし、AAV2ベクターの蓄積を防ぐ賦形剤のレベルをチェックするために使用されてい
ます[24]。UF/DFは、細胞治療や遺伝子治療のワークフローにおける緩衝液交換にも使用されます。浸透圧試験は、このような交換
の効率と完了を確認するのに役立ちます。一般的なバッファー成分の特性により、導電率やpHメーターは、スタートマトリックスと
最終製剤バッファー間の差異を捉える分解能を持たない場合があります。 我々は、浸透圧がこのような状況で直交する値を提供する
ことを明らかにしました [21]。浸透圧は、溶質が膜を通過する能力を表すため、ろ過プロセス中の溶液を包括的に把握するために必
要不可欠なものです。
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4. Vector Production and Stability
ベクターの安定性を最大化するために、膜の組成と構造に影響を与える

高いウイルスベクター力価はベクターの安定性に大きく依存しますが、レトロウイルス（およびレンチウイルスのサブセット）で
は、エンベロープタンパク質が散在する脂質二重層からなる外側のエンベロープによって、この安定性が本質的に損なわれていま
す。

ベクターの安定性、特にエンベロープ型ベクターの安定性は、培地の浸透圧が高いほど向上するという考えを支持するエビデンスが
あります[18]。RVベクターを作製するためにハエの細胞株を用いた一連の研究では、細胞培地の浸透圧が高いと、ウイルス膜のコ
レステロール対リン脂質の比率が低くなり、ベクターの安定性が向上することが示されています[19]。膜脂質の産生は、細胞の糖代
謝に大きく影響さ れます。Amaralらは、糖代謝の亢進と、その結果生じる培地の浸透圧の上昇（ソルビトールの存在による）が、
レトロウイルスの安定性と生産性に正の相関があることを発見しました [18, 20]。このエビデンスは、安定したレトロウイルスが確
立された培地の浸透圧に大きく依存していることを強く示唆しています。培地と緩衝液の浸透圧の仕様は、ベクターの生産と安定性
に対するこれらの影響を考慮する必要があります。

5. Buffer QC and Purification
下流のバッファーとインプロセス精製を包括的に制御する

我々は最近、浸透圧をpHや導電率と並ぶ、下流緩衝液の直交特性として解説しました [21]。これらのバッファーにおける組成の問
題や逸脱を特定できなければ、プロセスや製品の逸脱につながる可能性があります。浸透圧試験は、バッファーQC中及び精製中の
インプロセスパラメーターとして実施されるべきだと思われます。これは、下流工程における工程内試験にも適用されます。最近の
発表では、UV吸光度と組み合わせて、精製中のタンパク質濃度の予測因子としての浸透圧について述べられています[22]。これ
は、より多くの時間と技術的専門知識を必要とする標準的な濃度測定法に代わる、迅速で正確な予測測定を提供するものです。不純
物の早期同定は、操作コストと最終的な製品収量を節約することにつながります。これが遺伝子治療製造のワークフローにどのよう
に反映されるかは未知数であるが、下流工程における直交パラメータとしての浸透圧の役割は、貴重なツールとして浮上して来てい
ます。

6. Concentration and Buffer Exchange
高いろ過回収率をサポートし、高い製品生産量を実現

細胞治療や遺伝子治療における限外ろ過／透析ろ過（UF／DF）は、タンジェン

浸透圧は、AAVの凝集の可能性を低
減する上でも重要な役割を果た
し、AAV2ベクターの蓄積を防ぐ賦
形剤のレベルをチェックするために
使用されています[24]。
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7. Pre-formulation Processing
製剤への最終ろ過段階における製品の力価および安定性の最適化

浸透圧試験は、最終製剤のバッファーの出荷規格として一般的に使用され
ており、細胞・遺伝子治療製品は非常にデリケートであるため、その管理
には厳密さが要求さ れます。浸透圧については、さらなる検討が必要
な、より新しい可能性も考えられます。上述したように、LVの無菌ろ過
は、回収率の低さ [2]のために、最終的なろ過や薬剤の製剤化に影響を与
えるという難点があることが知られています。浸透圧が高いほど不要な溶
質や不純物が含まれている可能性があるため、浸透圧は最終工程や最終製
品の純度や安全性の指標となりえます。

これは、最終的な無菌ろ過を行わないウイルス処理に特に有用です[25]。
さらに、浸透圧はウイルスの流体力学的半径に関与し、製剤開発チームが
さらなるろ過ステップのために分子量カットオフを最適化するのに役立つ
可能性があります。ウイルスの特性における浸透圧と浸透圧の役割[26]

は、他の細胞タイプのエビデンス[27]とともに、この応用に期待できま
す。浸透圧のような変数が、0.45μmまたは0.22μmのフィルターを通し
たLVの濾過性に影響することを示す追加研究が完了すれば、これは興味
深いものになるかもしれません。製剤前の原薬の浸透圧がそのろ過と回収
に影響を与えるという明確な証拠があり、その特性を明らかにすること
で、高品質の製剤を提供するために必要な制御が可能になる可能性があり
ます。

8. Final Product Testing
CQAの最適化による高品質医薬品のプロモーション
浸透圧試験は、長い間、生物学的製剤（FDA）リリースのための包括的測定とみなされてきました。細胞が出発点であり終着点であ
る細胞治療に、このことはどのように反映されるのでしょうか？細胞のバンキングと増殖について具体的に論じ る場合、最適な同一
性、安全性、純度、安定性を促進するた めに、包括的な試験プラットフォームが必要とされています[28]。これらのCQAは、薬剤の
中間体や製品を保存するために 細胞を凍結保存する際にも維持・保護されなければなりません[29]。凍結に先立ち、接着細胞を損傷
させることなくきれいに剥離する必要があります。. 

解離剤の浸透圧が、剥離する細胞凝集塊の大きさに影響するという仮説を支持するエビデンスが示されています[6]。凍結／融解サイ
クルは細胞の安定性と回復に有害であるため、凍結保存剤（図1のようなもの）は、バイオプ ロセス全体を通して細胞の品質と重要
な品質特性の保持を 確実にするために、浸透圧の基準を満たす必要があります。最近、凝固点降下浸透圧計を用いて、様々な自家製
および市販の凍結保存剤の浸透圧を調べる研究が実施されました。
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Trehalose Solution

      Base DMEM media

      10% DMSO

      10% FBS

      50mM trehalose
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      Base DMEM media

      10% glycerol 

PEG and DMSO (1)

      Base DMEM media 

      7.5% DMSO 

      2.5 PEG 

      2% BSA

PEG and DMSO (2) 

      Base DMEM media

      7.5% PEG

      2.5% DMSO

      2% BSA

Figure 1. 細胞治療および遺伝子治療における一般的な凍結保存剤のレシピと浸透圧。凝固点降下浸透圧計を用いた様々な凍結保存液の浸透圧試験（n=5）の要約デー
タを示す。高濃度とDMSOのインテグレーションにもかかわらず、浸透圧テストは健全な信頼性と再現性を示した。CV、変動係数；PEG、ポリエチレングリコール；
DMSO、ジメチルスルホキシド

Figure 2. 細胞ベースの遺伝子治療の一般的なワークフロー。凍結保存の適応
は«で示されている。
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当然のことながら、凍結保護剤を導入して細胞を凍結さ
せることは、その浸透圧にかなりの影響を与え
[30-32]、このプロセスを繰り返すことはますます複雑
になっていきます。凍結前に凍結保存液の浸透圧を調べ
ることで、その組成が正しいこと が確認され、今後の
保存工程に信頼性がもたらされます。保存は、細胞バン
キングから注射のための臨床環境へ の輸送に至るま
で、治療開発の様々な段階で重要な意味を持ってきます
（Figure 2）。従って、凍結保存特性を確実にし、製品
のCQAを保護するために、ワークフロー全体を通して
これらの段階で浸透圧試験を実施することが必要となり
ます。

Conclusion

細胞・遺伝子治療開発の成功は、再現性やスケールア ップに関するプロセス管理の精度に大きく左右されます。この分野が成熟する
につれて、製品の品質と同様に、これらの品質に対する期待が高まるため、規制機関からの監視の目が厳しくなることは間違いあり
ません。医薬品開発者は、プロセス性能の低さという障害を克服しなければなりません。堅牢なプロセス管理戦略の必要性が高まる
につれ、信頼性の高い正確なパラメータが要求されますが、浸透圧試験はその要求に適合します。浸透圧試験は、バイオプロセス全
体の溶液に対して、信頼性が高く正確な濃度測定を提供します。この迅速で簡便な試験のいくつかの応用例をここに概説しました
が、この分野が成長し続けるにつれて、さらに多くのことが明らかになると期待されています。浸透圧とウイルスベクター開発に関
する過去の研究は、ここに示したように重要なものでありながら、なぜ浸透圧を各段階で測定しなければならないかという話には、
以前はなっていませんでした。このようなテーマが支持されるにつれ、浸透圧を主要なCQAと結びつけることに一貫した関心が寄せ
られてきました。最適な収量、純度、安定性をサポートするこのパラメーターの能力は十分に確立されており、あらゆる先進治療ラ
ボでの実施をサポートしています。浸透圧計の技術と能力の進歩は、バイオプロセスにおける浸透圧試験の継続的な増加につながる
ものと期待されます。細胞治療と遺伝子治療は短期間で大きな進歩を遂げ、製造ワークフローを一貫して改善する方法を特定するこ
とが望まれています。浸透圧は、バイオプロセスの信頼性を高める1つだけでなく、8つの方法を提供します。
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