
Application Note

方法
ろ過によるマイコプラズマの減少について、孔径規格 0.1 µm と
0.22 µm のポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜とポリエーテルスル
ホン（PES）膜を比較しました。装置への影響を排除し、公平な
実験試験を保証するために、メンブレンをバキュームカップから取
り出し、コーティングしたスクリーンサポートを備えた滅菌 47 mm
ステンレスフィルターホルダーに設置しました。試験プロセスは
小規模（≤ 1L）ろ過装置に合わせてモデル化し、30 psi（2.07 
bar）での実際のろ過量と条件をシミュレートしました。試験微
生物のサイズ（Acholeplasma laidlawii American Type Culture 
Collection（ATCC）Rockville, Maryland #23206) を確認するた
めに、各試験と並行してサイズ管理を実行してサンプルを評価しま
した。

Stericup® および Steritop® フィルターの 
マイコプラズマ除去性能

要約
マイコプラズマは、細胞培養システムにおける一般的な微生物汚
染物質であり、細胞株、生物製造プロセス、および研究成果に重
大なリスクをもたらします。マイコプラズマ汚染を防ぐには、効果
的なろ過戦略が不可欠です。マイコプラズマは、サイズが小さく変
形しやすいため、孔径が 0.2 µm 程度のフィルターを通過する可
能性があります。Stericup® システムや Steritop® ボトルトップ ユ
ニットなどの 0.1 µm 規格の滅菌フィルターを細胞培養培地の調製
に使用すると、データの完全性、細胞株の安定性、バイオセーフ
ティのサポートに役立ちます。現在、マイコプラズマ除去のための
フィルターを評価するための業界標準はありませんが、厳格なフィ
ルター試験が非常に重要です。0.1 µm および 0.22 µm の滅菌グ
レードフィルターのマイコプラズマ クリアランス性能を評価するた
めに、Acholeplasma laidlawii チャレンジ試験法を使用した結果を
示します。私たちの結果は、0.1 µm PES 膜を含む Stericup® お
よび Steritop® フィルターを細胞培養培地、緩衝液、および試薬
の調製中に効果的に使用してマイコプラズマを低減できることを示
しています。

イントロダクション
マイコプラズマの減少には、膜ろ過やデプスフィルトレーションな
どのさまざまなろ過技術が使用されます。マイコプラズマ粒子の
効率的な減少を達成するため、明確に定義された孔径を備えた
特殊な膜を使用する膜ろ過が広く採用されています。一方、デ
プスフィルトレーションは、マイコプラズマなどの汚染物質を捕
捉して保持するのに繊維状のマテリアルを使用します。マイコプ
ラズマを効果的に減少させるには、ろ過媒体の選択が重要です。 
孔径が 0.1 µm ～ 0.2 µm の親水性膜は高い保持効率を示し、 
ろ過プロセス中にマイコプラズマ粒子を効果的に低減します。 
さらに、適切な粒子サイズ保持特性を備えたデプスフィルトレーショ
ン媒体は、マイコプラズマ減少効率をさらに高めることができます。
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使用前試験

試験に使用した膜は、使用前のマイコプラズマ緩衝液湿潤滅菌試
験に供され、値が規定の最小仕様またはそれに近い仕様の最小
要件を満たしているかそれを超えていることを確認しました。

チェレンジ試験とバッファーチェース

A. laidlawii チャレンジ試験は、液体ろ過に使用されるメンブレン
フィルターの細菌保持率を決定するための ASTM F838-05 標準
テスト 1 に準拠し、開発および製造ロットのリリース時のメンブレ
ンフィルターの特性評価をサポートします。最初のバッファー無菌
チェックに続いて、modified Hayflick's 培地での A. laidlawii チャ
レンジ テストを行いました。Hayflick's 培地は、小さな細菌サイ
ズで、一貫して高収量の A. laidlawii 濃度を維持することが実証さ
れた増殖培地です。最適化された培養方法を使用することにより、
この試験では、滅菌グレードのフィルターのマイコプラズマ除去性
能を評価するために必要な再現性のある厳密な条件が達成されま
した。目的は、約 100 mL の容量でフィルター面積 1 cm2 あたり
107 個の A. laidlawii という最小攻撃量を保持するフィルターの能
力を評価することです。チャレンジ送達に続いて、さらに 100 mL
のバッファーを使用してフィルターを通過させました。流出液を７
日間培養し、混釈プレート上でコロニーを計数することによって 
A. laidlawii の存在を評価しました。

クオリティーコントロール

マイコプラズマの存在検査を含む日常的な管理手法を使用して、 
ろ過プロセスの有効性をチェックし、潜在的な問題を特定しました。

結果

クオリティーコントロール

流速は、無菌、チャレンジ、および緩衝液洗浄ステップからのサ
ンプルを使用して取得しました。フラックス値を計算するために定
義された 13.8 cm2 の表面積を使用して、各ステップで 100 mL の
体積を処理しました。結果を図 1 に示します。予想どおり、規格
0.1 µm のフィルターは規格 0.22 µm のフィルターに比べてフラッ
クスが低くなりました。PES 膜を使用すると、より速い流速が達
成されました。試験した 2 つの 0.22 µm PES メンブレンのうち、
Stericup® PES メンブレンフィルターの流速は 20% 以上速くなりま
した。低流量制御の 0.1 µm PVDF メンブレンは、設計通り、流
速が最も遅くなりました。チャレンジおよびバッファーチェイスサン
プルは、チャレンジ前の無菌チェックサンプルと比較して、より長
い処理時間を必要としました。

マイコプラズマ対数減少値（LRV） 

A. laidlawii 培養物、最初の A. laidlawii チャレンジ、および流出液
のサンプルを緩衝液で段階的に希釈し、GMA 寒天を用いた混釈平
板法を使用して計数しました 2。プレートを6%（± 1%）CO2、37℃（±
2℃）で 7 日間インキュベーションしました。混釈プレーインキュベー
ション後、混釈プレートを計数して力価を測定しました。

対数削減値（LRV）を決定するのに、次の計算式を使用しました：

式 1: CFU/Filter の合計チャレンジ

Total Challenge = challenge concentration（CFU/mL）x 
challenge volume（mL/filter)

式 2: EFA（CFU/cm2 で表した Effective Frontal Area Challenge）

EFA challenge=
Total challenge CFU

Filter( )
Filter surface area cm

Filter( )

式 3: CFU/Filter* の総通過量

Total passage = total CFU on the analytical membrane 

式 4: 対数減少値（Log Reduction Value）

LRV= Total challenge (CFU/filter)
Total passage (CFU/filter)

log10( )
式 5: LRV のサンプル 

Challenge/ 100 mL sample（CFU）= challenge concentration
（CFU/mL）x challenge volume（100 mL)

Total passage（CFU/100 mL sample）= total CFU on the 
assay filter

LRV = challenge/100 mL sample（CFU）/total passage 

（CFU/100 mL sample）

図 1. 0.1 µm および 0.22 µm の PES 、および PVDF メンブレンフィルターの計算
上のフラックス値。VP = 0.1 µm PES メンブレン、GP = 0.22 µm PES メンブレン、 
GV = 0.22 µm PVDF メンブレン、VV = 0.1 µm PVDF メンブレン。
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計 算した LRV を 図 2 に 示します。 結 果 は、Stericup® および
Steritop® フィルターの 0.1 µm 規格 PES Express™ PLUS メンブレ
ンが、0.22 µm PVDF および PES メンブレン（LRV = 2.6 ～ 3.2）と
比較して優れた低減効果（LRV ≥ 7）を実証したことを示しています。
対照の低流量保持性 0.1 µm PVDF メンブレンの計算値は、LRV > 9.1

（完全保持性）でした。

結果
ろ過は、さまざまな研究、開発、製造プロセスにおいて生物由来
製品の純度と安全性を維持する上で重要な役割を果たします。精
密ろ過戦略を細胞培養ワークフローに採用することで、研究者は
マイコプラズマ汚染に関連するリスクを軽減し、生物学的材料の
完全性と品質を確保できます。メンブレンフィルターの細菌保持
率を決定するための ASTM F838-05 標準試験の適用により、メ
ンブレン フィルターの特性を評価するための認知されたフレーム
ワークが示されました。本試験の結果は、0.1 µm PES 膜を含む
Stericup® および Steritop® フィルターを細胞培養培地および緩衝
液の調製中に効果的に使用してマイコプラズマを低減できることを
示しています。また、性能的にこれらのフィルターを上流の細胞培
養プロセスにおけるマイコプラズマ汚染のリスク軽減に使用できる
ことを示しています。効果的なマイコプラズマの減少には、ろ過能
力を理解し、適切なろ過製品を細胞培養ワークフローに導入する
ことが不可欠です。

図 2. さまざまな膜タイプの計算上の対数減少値（LRV）
規格孔径 0.1 µm のフィルターは、細菌の LRV>7（低流量 PVDF コントロール、LRV
≧ 9.1、PES; LRV>7.5）の減少が実証されました。試験したすべての企画孔径 0.22 
µm の PES および PVDF フィルターは、2.6 ～ 3.2 の対数減少値で A. laidlawii を減
少させました。標準偏差をエラーバーで示します。VP = 0.1 µm PES メンブレン、GP 
= 0.22 µm PES メンブレン、GV = 0.22 µm PVDF メンブレン、VV = 0.1 µm PVDF メン
ブレン。



Stericup® 吸引ろ過フィルターの詳しい情報はこちら SigmaAldrich.com/stericup
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