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抗体薬物複合体(ADC)の非変性分析はこれで決まり！ 
 

SECカラムと HICカラムを用いて凝集体と薬物抗体結合比(DAR)を分析 

 

近年の抗体医薬品の開発は、抗体薬物複合体(ADC) と二重特異性抗体が主流となってきています。ADC の

開発は 1970 年代後半から始まり、これまで 15 品目が承認されています。 

現在、ADC は第三世代として、抗体分子（例；低分子抗体や二重特異性抗体など）と薬物（例；薬物、ペ

プチド、オリゴ核酸など）を特異的なリンカーを用いて結合（例；部位特異的結合、多価薬物・異種薬物の結

合、薬物の選択的放出など）することにより、より低濃度で薬効に優れ（バイスタンダー効果も含む）、安定

性が高く、かつ副作用の低い ADC が開発されています 1-4。 

ADC の分析法としては、非変性状態(native)で分析するサイズ排除クロマトグラフィー(SEC)および疎水ク

ロマトグラフィー(HIC)が非常に重要な手法となります。そのため SEC による凝集体の分析、HIC による薬物

抗体結合比(DAR)の分析が 1 セットの評価法として実施されています。下表に ADC の結合薬物種による分類

と、非変性状態でのクロマトグラフィー（SEC および HIC）の分析実施例を示します。 

 最近では、より高分離能で迅速分析が可能な UHPLC 用 SEC カラム 5, 6の利用や、HIC カラムにオンライン

で質量分析計(MS)を接続して DAR 分析する応用例も報告されています 7。 

 

表 最近の抗体薬物複合体の分析；TSKgel カラムを用いた非変性状態での分析例 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

尚、疎水性薬物を結合した ADC の分析では、分子全体の疎水性が増すため UHPLC/HPLC 分析時に溶離液

に 10～20 %の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を添加し、カラムと試料間の疎水的

相互作用を低減させます。一方、HIC による DAR 分析において、薬物結合数が少ない(DAR=1 または 2)場合

や親水性の高いリンカーを用いた場合には、TSKgel HIC-ADC Butyl のほか、やや疎水性の高い HIC カラム

TSKgel HIC-ADC Phenyl などが効果的な場合もあります。 



●文献紹介；MMAE 結合抗体(ADC)の凝集体分析(SEC)および DAR 分析(HIC)（引用文献 5）

下図にMMAEがペプチドリンカーを介して部位特異的に結合された抗体(anti-CD79b-RKAA-MMAE ADC)の

凝集体（単量体の純度；> 98 %）と DAR をそれぞれ SEC および HIC で分析した例を示します。用いた ADC

は、LC/MS 解析で DAR=2.0 と定量されています。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

カラム；D) SEC：TSKgel UP-SW3000 (4.6 mm I.D. x 15 cm)、E) HIC：TSKgel Butyl-NPR (4.6 mm I.D. x 10 cm) 

試料 ；D) anti-CD79b-RKAA-MMAE、E) anti-CD79b-RKAA-MMAE (DAR=2.0)、未反応抗体(polatuzumab)、異なる DAR 種の抗体(PV; DAR=3.5) 

分析条件の詳細記載サイト；https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/instance/12134749/bin/mct-24-0983_supplementary_methods_suppsm.pdf 
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※たんぱく質、ペプチド、核酸等の HPLC 分離に関する技術資料は、弊社ホームページ https://www.separations.asia.tosohbioscience.com/litjp 

からアクセスできます 

※“TSKgel”、“NPR”は日本等における東ソー株式会社の登録商標です 
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