
抗体 抗体の構造 不純物の種類 分離モード* 対応可能なTOYOPEARL® 充塡剤 溶離液および分離条件

Super A, AF-rProtein A HC-650F PEG/CaCl2またはNaClの溶離液への添加

Protein G (弊社該当品なし） pHグラジエント溶離

AF-rProtein L-650F pHグラジエント溶離、アルギニンの添加

陽イオン交換 GigaCap® S-650, Sulfate-650F 塩濃度グラジエント溶離、塩基性pHの溶離液

陰イオン交換 NH2-750F 溶離液pHと塩濃度の至適化、フロースルー分離

疎水性相互作用 Phenyl-650/750, Butyl-650 グリコールやアルギニン添加

マルチモード MX-Trp-650M, Ca
++

Pure-HA
TM

** pHまたは塩濃度グラジエント溶離

Super A, AF-rProtein A HC-650F pHグラジエント溶離、Fc部分の非結合性の違い

AF-rProtein L-650F VLκ鎖の違いによりpHグラジエント溶離

陰イオン交換 GigaCap Q-650, NH2-750F 低pI型、pIの違うホモダイマーはpHグラジエント溶離

陽イオン交換 GigaCap S-650, Sulfate-650F 静電作用型、pIの違うホモダイマーはpHグラジエント溶離

疎水性相互作用 Phenyl-600/650, Butyl-600/650 Knob/Hole型は酸性pHで分離、アルギニン等の添加

マルチモード MX-Trp-650M, Ca
++

Pure-HA pHまたは塩濃度グラジエント溶離

アフィニティー VHHリガンド固定（弊社該当品なし） CLκ鎖、λ鎖結合用AFCによる二段階分離法

陰イオン交換 NH2-750F 溶離液pHと塩濃度の至適化、フロースルー分離も応用可能

疎水性相互作用 Phenyl-600/650, Butyl-650/600

マルチモード MX-Trp-650M

Super A, AF-rProtein A HC-650F pHグラジエント溶離、NaCl, CaCl2の添加

VHHリガンド固定（弊社該当品なし） CH1部位へのアフィニティー分離

陽イオン交換 GigaCap S-650, Sulfate-650F pHまたは塩濃度グラジエント溶離

陰イオン交換 NH2-750F 溶離液pHと塩濃度の至適化、フロースルー分離も応用可能

疎水性相互作用 Phenyl/Butyl-650/600 pHまたは塩濃度グラジエント溶離

マルチモード MX-Trp-650M, Ca
++

Pure-HA ProA-AFC精製後に使用

アフィニティー Super A, AF-rProtein A HC-650F pHグラジエント溶離

陽イオン交換 GigaCap S-650, Sulfate-650F 塩濃度グラジエント溶離、PEGの添加

陰イオン交換 NH2-750F 溶離液pHと塩濃度の至適化、フロースルー分離も応用可能

疎水性相互作用 Phenyl-600/650, Butyl-650/600 塩濃度グラジエント溶離

マルチモード Ca
++

Pure-HA 塩濃度グラジエント溶離

アフィニティー Super A, AF-rProtein A HC-650F PEG/CaCl2やNaClの添加

陰イオン交換 NH2-750F 高pH、高塩濃度、低試料負荷量、フロースルー分離

陽イオン交換 GigaCap S-650, Sulfate-650F 酸性pHで塩濃度グラジエント溶離、PEGの添加

疎水性相互作用 Phenyl-, Butyl-, PPG-600/650 対称型は凝集体が多い、疎水性の弱い充塡剤も効果的

マルチモード MX-Trp-650M, Ca
++

Pure-HA pH、塩濃度依存（HAPはPEG添加）

Diabody, scFv型 陽イオン交換 Sulfate-650F, GigaCap S-650 pH、塩濃度依存

scFv-Fc, ダイマー アフィニティー VHHリガンド固定（弊社該当品なし） CLκ鎖結合アフィニティー充塡剤の使用

アフィニティー Super A, AF-rProtein A HC-650F Fcが片方のみの場合（pHグラジエント溶離）

マルチモード MX-Trp-650M, Ca
++

Pure-HA 塩濃度またはpHグラジエント溶離（HAPはPEG添加）

AF-rProtein L-650F pHグラジエント溶離、アルギニン、イソプロパノールの添加

AF-Chelate 650M ZnCl2溶液による金属配位、His-tag導入抗体

陰イオン交換 NH2-750F, GigaCap Q-650 溶離液pHと塩濃度の至適化、フロースルー分離

陽イオン交換 Sulfate-650F, GigaCap S-650 酸性pHでの塩濃度グラジエント溶離、PEGの添加

* イオン交換体には塩耐性型イオン交換体（マルチモード類似）を含む；TOYOPEARL Sulfate-650F, TOYOPEARL NH2-750F

**マルチモードにはハイドロキシアパタイト  (HAP)を含む

MXC-HICの二段階精製法（低コスト）

半抗体

（half body）

アフィニティー

抗体断片

対称型
凝集体

非対称型

凝集体

アフィニティー

ホモダイマー

（H・L鎖の

ミスペアリング）

アフィニティー

ホモダイマー

（κλ鎖型抗体）

アフィニティー

Fab-scFv型
半抗体

非IgG型

（断片）

scFv型

BiTE型など
凝集体

IgG型
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二重特異性抗体の精製は、これで決まり！(2) 

混入する凝集体、抗体関連不純物の分離に適したクロマトグラフィーの選択 

 

二重特異性抗体(BsAb)は、異なる二つの抗原に同時に結合できる人工の抗体で、がん細胞と免疫細胞の表面抗

原などに同時に作用させることで、高い治療効果が期待できます。これまで BsAb は分子設計技術により、50

種類以上の形態が考案されてきました。一方で BsAb 生産時には、ミスペアリング抗体のほか凝集体や不完全抗

体、断片抗体などの不純物が多く生じます。そのため BsAb の下流（ダウンストリーム）精製工程では、これら

のさまざまな生成物由来不純物や、工程由来不純物をクロマトグラフィーにより効果的に分離・除去することが

重要です。表 1 にこれまでに報告 1-9 されている BsAb の分離精製におけるクロマトグラフィーの分離モードと、

それに対応可能な充塡剤および分離条件等を示します。 

 

表 1 二重特異性抗体の凝集体および抗体関連不純物の除去のための分離モード、充塡剤および溶離液条件 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SE-HPLC Non-red CE SE-HPLC Non-red CE SE-HPLC Non-red CE

凝集体／断片 HMW (%) LMW (%) HMW (%) LMW (%) HMW (%) LMW (%)

キャプチャー  (Protein A-AFC) 19.9 4.7 9.5 5.2 5.6 5.7

低 pHによるウイルス不活化 20.8 4.1 6.6 5.8 8.1 4.6

ポリッシング 1  (CEC) 14.3 3.8 - - - -

      　                   (AEC) - - 5.0 6.0 1.7 2.4

ポリッシング 2  (HIC) 3.6 1.3 4.7 2.6 1.0 2.7

ナノフィルターろ過 2.7 1.4 2.7 3.3 1.0 2.2

原薬 1.9 1.1 1.4 3.4 0.9 2.1

SE-HPLC; size-exclusion HPLC, Non-red CE; non-reduced capillary electrophoresis

Ref. Y. Wen et al., Asian J. Complementary and Alternative Medicine, 2025, 4, http://dx.doi.org/10.53043/2347-3894.acam13002 を一部改変

工程

BsAb2 BsAb3 BsAb4

 

●二重特異性抗体(BsAb)の 200 L スケールにおけるダウンストリーム精製例（文献紹介 9） 

 細胞培養上清から非対称 Knob-into-hole 型の 3 種類の BsAb（いずれも IgG 型）の精製法の検討を行いました。

キャプチャー工程の Protein A によるアフィニティークロマトグラフィー(AFC)に続き、2 段階のポリッシング工

程を用いました。ポリッシング工程1には陽イオン交換体(CEC)による吸・脱着溶出、または陰イオン交換体(AEC)

によるフロースルー分離を、ポリッシング工程 2 には疎水クロマトグラフィー(HIC)を用いました。 

分離条件を検討した結果、Protein A-AFC では hole/hole 型ホモダイマーや断片抗体の除去、CEC(SP-型)では

凝集体や LC 欠損断片の除去、AEC (TOYOPEARL NH2-750F)では凝集体および半抗体の除去、HIC (TOYOPEARL 

Butyl-650M)では LC 欠損断片や脱グリカン抗体、宿主由来のたんぱく質(HCP)除去が効果的であることがわかり

ました。また精製された抗体の純度は SE-HPLC により約 97 %でした。 

表 2 に、3 種の BsAb 精製工程における凝集体(HMW)および低分子（断片）抗体(LMW)の比率を示します。 

 

表 2 二重特異性抗体 BsAb2, BsAb3, BsAb4 のダウンストリームの精製工程 
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