
 

 

 

TOYOPEARL AF-rProtein A HC-650F及びTOYOPEARL NH2-750Fを用いたヒトモ

ノクローナル抗体（IgG1）の精製 

Purification of human monoclonal antibody（IgG1） using TOYOPEARL AF-rProtein A 

HC-650F and TOYOPEARL NH2-750F 

抗体の精製では、プロセスの初期工程に

Protein A 充塡剤を用いたアフィニティークロマト

グラフィーが、続く工程では、試料の性状、目的に

応じてイオン交換、疎水、ミックスモードクロマトグ

ラ フ ィ ー が 多 用 さ れ ま す 。 本 報 で は

TOYOPEARL AF-rProteinA HC-650F及びイ

オン交換体の TOYOPEARL NH2-750Fを用い、

CHO 細胞培養上清からヒト抗体（IgG1）を精製し

た例を紹介します。 

図 1に精製の手順を示します。TOYOPEARL 

AF-rProtein A HC-650F を 充 塡 し た

ToyoScreen® 1 mLカラムを吸着液で平衡化し、

CHO細胞培養上清（力価：1.5 g/L）を 10 mL添

加しました。再度吸着液10 mLを送液し未吸着成

分の洗浄を行った後、純水 3 mL を送液しカラム

内の吸着液成分を除去しました。抗体の溶出には

20 mmol/L 酢酸水溶液（pH 3.0）を用いました。

20 mmol/L トリス塩酸塩緩衝液(pH 8.0)で平衡化

した TOYOPEARL NH2-750F を充塡した

ToyoScreen 1 mLに得られた抗体画分5 mLを

添加しました。塩濃度グラジエント法で溶出させ、

溶出画分を 2 mL 毎に分取しました。精製した抗

体の純度及び回収率は、サイズ排除クロマトグラ

フィー（SEC）を用いて確認しました。 

試料に用いた CHO細胞培養上清と ProteinA

カラムを用いて精製した後の SEC クロマトグラム

を図 2に示します。ProteinAカラムで精製した抗

体画分ではわずかに低分子の不純物が認められ

るものの、純度としては 95 ％まで精製できました。

こ の 抗 体 画 分 を さ ら に TOYOPEARL 

NH2-750F を用いて精製しました（図 3）。分取し

た画分のSEC測定結果より、抗体は純度99 ％、

回収率 79 ％まで精製できることが確認できまし

た（図 4）。また、未吸着（フロースルー）画分は

Protein A カラム精製時の低分子不純物であるこ

とも確認できました。SEC では抗体の凝集体は確

認できませんでしたが、会合体である二量体と思

われる成分が 1.2 ％含まれていることが判りまし

た。なお、今回の検討ではHCPの混在について

は 確 認 し て お り ま せ ん 。 TOYOPEARL 

AF-rProten A HC-650Fを用いたHCPの除去

については TOYOPEARL INFORMATION 

No.002で紹介していますので参照ください。
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サイズ排除クロマトグラフィーによる確認  

図1 精製の手順 

吸着液 10 mL 

20 mmol/L りん酸塩緩衝液 + 0.1 mol/L NaCl (pH7.0) 

溶出液 

20 mmol/L 酢酸水溶液 (pH 3.0) 

分取 

模擬的ウイルス不活化のため、1h放置 

Protein Aカラム（TOYOPEARL AF-rProtein A HC-650F ToyoScreen
 
1 mL） 

CHO細胞培養上清(力価: 1.5 g/L) 10 mL添加 

吸着液 10 mL 

20 mmol/L りん酸塩緩衝液 + 0.1 mol/L NaCl (pH 7.0) 

純水3 mL 

イオン交換カラム（TOYOPEARL NH2-750F ToyoScreen
 
1 mL） 

吸着液（担体の平衡化溶離液）10 mL 

20 mmol/L トリス塩酸塩緩衝液 (pH8.0) 

ProteinA抗体画分 5 mL添加 

0.5 mol/L NaClを含む 20 mmol/L トリス塩酸塩緩衝液( pH 8.0) 

による塩濃度グラジエントで溶出 

分取 

CHO細胞培養上清 

rProtein A HC-650F抗体画分 

min 

Conditions 

Column:  TSKgel 
®
SuperSW mAb HR (7.8 mm I.D. x 30 cm) 

Eluent:  50 mmol/L phosphate buffer + 0.2 mol/L NaCl  (pH 6.8) 

Flow rate:  0.5 mL/min 

Detection: UV ( 280 nm ) 

Sample: CHO cell culture supernatunt,/ Fraction obtained from Protein A column 

 

 

 

 

 
図2 TOYOPEARL AF-rProtein A HC-650Fを用いた抗体精製前後のSECクロマトグラム 
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サイズ排除クロマトグラフィーによる確認 

中和処理(200 mmol/L トリス水溶液を添加) 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図4  抗体精製確認のSECクロマトグラム 

Conditions 

Column:  TSKgel SuperSW mAb HR (7.8 mm I.D. x 30 cm) 

Eluent:  50 mmol/L phosphate buffer + 0.2 mol/L NaCl  (pH 6.8) 

Flow rate:  0.5 mL/min 

Detection: UV ( 280 nm ) 

Sample: Fraction No.15-21 from TOYOPEARL NH2-750F 

 

 

 

 

 

Conditions 

Column:  TOYOPEARL NH2-750F (ToyoScreen 1 mL) 

Eluent: A  50 mmol/L Tris-HCl buffer (pH 8.0) 

      :B 50 mmol/L Tris-HCl buffer+ 0.5 mol/L NaCl (pH 8.0) 

Gradient: B conc. 0 %(0 min) → B 0 %(10 min) 

→ B100 %(40 min) →B 100 % (50 min) 

Flow rate:  0.5 mL/min 

Detection: UV ( 280 nm ) 

Fraction:  2 min each 

Sample: Fraction obtained from Protein A column (5 mL) 
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図3 TOYOPEARL NH2-750Fを用いたProtein A抗体画分の分離 

Fr.15-21 

min 



TOYOPEARL AF-rProtein A HC-650F 充塡剤 

品番 品名 容量 

0023425 TOYOPEARL AF-rProtein A HC-650F 10 mL 

0023426 TOYOPEARL AF-rProtein A HC-650F 25 mL 

0023427 TOYOPEARL AF-rProtein A HC-650F 100 mL 

0023428 TOYOPEARL AF-rProtein A HC-650F 1 L 

0023429 TOYOPEARL AF-rProtein A HC-650F 5 L 

TOYOPEARL NH2-750F 充塡剤 

品番 品名 容量 

0023439 TOYOPEARL NH2-750F 250 mL 

0023440 TOYOPEARL NH2-750F 1 L 

0023441 TOYOPEARL NH2-750F 5 L 

ToyoScreen スクリーニング用カラム 

品番 品名 内容 

0023430 ToyoScreen AF-rProtein A HC-650F 1 mLタイプ5本 

0023431 ToyoScreen AF-rProtein A HC-650F 5 mLタイプ1本 

0023432 ToyoScreen AF-rProtein A HC-650F 5 mLタイプ5本 

0023443 ToyoScreen NH2-750F 1 mLタイプ6本 

0023444 ToyoScreen NH2-750F 5 mLタイプ6本 

0021400 ToyoScreen Holder － 

MiniChrom TOYOPEARLの充塡カラム 

品番 品名 カラムサイズ 

0045161 TOYOPEARL AF-rProtein A HC-650F 8 mm I.D. x 10 cm 

0045108 TOYOPEARL NH2-750F 8 mm I.D. x 10 cm 

RoboColumn
® 96ウェルマイクロプレート用トヨパール充塡ミニカラム 

品番 品名 容量 

0045063 TOYOPEARL AF-rProtein A HC-650F 200 µL x 8 

0045064 TOYOPEARL AF-rProtein A HC-650F 600 µL x 8 

0045021 TOYOPEARL NH2-750F 200 µL x 8 

0045022 TOYOPEARL NH2-750F 600 µL x 8 

TSKgel サイズ排除クロマトグラフィー用充塡カラム 

品番 品名 カラムサイズ 

0022854 TSKgel SuperSW mAb HR 7.8 mm I.D. x 30 cm 

0022855 TSKgel SuperSW mAb HTP 4.6 mm I.D. x 15 cm 

 

 

 

 

※ “TOYOPEARL”、“TSKgel”、“ToyoScreen”は日本における東ソー株式会社の登録商標です。 

※ “RoboColumn”はRepligen社の登録商標です。 

※ 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。 


