
分離モード 分離対象、特徴

　サイズ排除クロマトグラフィー（SEC） 二量体、凝集体、断片抗体など、SEC/MSによるDAR分析、血中ADCの薬物動態の分析

　イオン交換クロマトグラフィー（IEC） チャージバリアント（Glu, Asp, Tyr, Lys, Hisなど）、CEC/MS

　疎水性相互作用クロマトグラフィー（HIC） 薬物抗体結合比（DAR）の違いに基づく分離

　マルチ（ミックス）モードクロマトグラフィー（MXC）ADC混合物の分離、ハイドロキシアパタイト（HAP）を含む

　アフィニティークロマトグラフィー（AFC）
生理活性（ADCC活性、抗原結合能など）に関係；Fc部分、糖鎖・ガラクトース、AFC/MS

プロテインA（抗体Fc部分）、FcR（抗体糖鎖部分）、ホウ酸（抗体糖化部分）

　逆相クロマトグラフィー（RPC） 抗体断片、ペプチド分解物などの分離、LC/MS、ワイドポア充塡剤、C4型

　親水性相互作用クロマトグラフィー（HILIC） 抗体断片の分離、LC/MS、ワイドポア充塡剤、アミド型

非変性分析

変性分析

重要品質特性 分析法 TSKgel（非変性クロマトグラフィー）

薬物・抗体の結合比（DAR）

疎水クロマトグラフィー（HIC）

サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）/MS

イオン交換クロマトグラフィー（IEC）

TSKgel HIC-ADC Butyl, Butyl-NPR

TSKgel UP-SW3000-LS, G3000SWXL

TSKgel SP-/CM-STAT

薬物の結合部位の分布 ペプチドマッピング（IEC, RPC; UHPLC/MSによる） IEC; TSKgel Q-/DNA-STAT

薬物の結合部位 ペプチドマッピング（IEC, RPC; UHPLC/MSによる） IEC; TSKgel Q-/DNA-STAT

リンカーの構造 LC/MS/MS, FTIR, NMR （逆相などの変性クロマトグラフィー）

薬物の構造 LC/MS/MS, FTIR, NMR （逆相などの変性クロマトグラフィー）

遊離薬物濃度 LC/MRM*/MS （逆相などの変性クロマトグラフィー）

抗原結合性 ELISA, SPR, Electro-chemiluminescence （ECL） -

生理活性（細胞毒性）
アフィニティークロマトグラフィー（AFC）

バイオアッセイ（CDC, ADCC, アポトーシスなど）

TSKgel FcR-IIIA-NPR/5PW

* MRM; Multiple reaction monitoring

Ref.; G. Petrie et al, White paper,  2017,  https://www.eag.com/wp-content/uploads/2018/01/M-028517-Keys-to-Rapid-IND-Submission.pdf を改変
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抗体薬物複合体（ADC）のクロマト分離は、これで決まり！ 

TSKgelを用いた ADCの非変性クロマトグラフィー分離、分析 

 

 抗体薬物複合体（ADC）は、抗体に抗がん剤（薬物）などを結合させたバイオ医薬品の 1 種で、これまで 14

品目以上が承認されるなど、二重特異性抗体とともに、新規な抗体医薬品として活発な開発が進められています。

さらに、均一性の向上や副作用（オフターゲット毒性）の少ない作用機序をもつ第三世代の ADC の検討も行わ

れており、ADC の精製法や分析、品質管理法は、今後ますます重要になっていくことが予想されます。 

 

●ADC の重要品質特性（CQAs）と分析法 

 以下に ADC の重要品質特性とその分析法を示します。中でも非変性クロマトグラフィーは、抗体の高次構造

や活性を維持したまま分離できる特長を有しています。右列に非変性クロマトグラフィーに適用可能な TSKgel

カラム例を示します。薬物と抗体の結合比（DAR）が異なる成分の分離には HIC が多用されますが、最近上市さ

れた TSKgel HIC-ADC Butyl1 は、ADC の分離選択性が向上しており、より効果的な分析を可能にしています。

また揮発性溶離液を用いた SEC/MS による DAR 分析も行われています 2。抗体の ADCC 活性に相関した分離と

して、ADC の AFC による検討もなされています 3, 4。 

その他、抗体・オリゴ核酸複合体（AOC）の結合比の分析では、陰イオン交換体を用いた報告もあります 5。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

●抗体薬物複合体（ADC）の非変性クロマトグラフィーでの分離対象と特徴 

 ADC の非変性クロマトグラフィーによる分析には、通常の抗体医薬品と同様の分離条件が適用できますが、

薬物との結合により増大した疎水性を抑えるため、非変性条件下でも溶離液にイソプロピルアルコールやアセト

ニトリルなどの有機溶媒の添加（5～25 %）が必要な場合もあります。以下に、ADC の非変性分析、変性分析に

用いられる分離モードと、それぞれの分離対象および特徴を示します。 

 

 

 

 

 

 

 

 



・イオン交換体（塩耐性イオン交換体を含む）

     （例）TOYOPEARL® GigaCap® シリーズ、NH2-750F、Sulfate-650F

・疎水クロマトグラフィー充塡剤

     （例）TOYOPEARL Phenyl-650/600、PPG-600M、Butyl-650/600

・マルチ（ミックス）モード充塡剤（ハイドロキシアパタイトを含む）

     （例）TOYOPEARL MX-Trp-650M、 Ca++Pure-HATM

・未反応物、過剰試薬類、有機溶媒等の除去

・DAR=0, 1 - nのADC分離、凝集体、酵素、エンドトキシン等の除去

・吸着物の除去

・不純物が多い場合は、二段階のクロマトグラフィー分離を実施

各種充塡剤

（吸着タイプ）

Ref.; A. Bendelac et al., BioProcess International, October 2022, 20 (10) 23を改変
薬剤調整/最終製剤

平衡化

試料負荷

中間洗浄

溶出

カラム洗浄

抗体標品

抗体修飾反応

薬物結合

クロマトグラフィー

限外ろ過

●ADC のクロマトグラフィーによる精製、分取クロマトグラフィー 

 ADC の分離精製においても、クロマトグラフィーは多用されます。ADC は、抗体修飾反応工程において、種々

の薬剤結合数の成分が生じますが、これらの混合物から、ターゲットとする成分を選択的に分離精製する必要が

あります。以下にその精製工程例と、応用可能な分取クロマトグラフィー用充塡剤を示します。薬物結合数が異

なる ADC の分離には、疎水クロマトグラフィーが効果的 6-8 とされていますが、同様な目的でイオン交換体や、

ハイドロキシアパタイトを含むマルチ（ミックス）モードの充塡剤が用いられることもあります。 

 初期の分離条件や充塡剤の選定などのプロセス開発段階では、1～5 mL の少量の充塡剤を充塡した SkillPakTM

カラムによるスクリーニングが有用です。 
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※ “TSKgel”、“NPR”、“TOYOPEARL”、“トヨパール”、“TOYOPEARL GigaCap”は東ソー株式会社の登録商標です 

※ “Ca++Pure-HA”、“SkillPak”は日本等における Tosoh Bioscience LLC の登録商標です 

※ “AJICAP”は味の素株式会社の製品名です 

※  掲載のデータ等はその数値を保証するものではありません。お客様の使用環境・条件・判断基準に合わせてご確認ください 


