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研究成果の概要（和文）：断片化抗体の連続的な生成・分離を実施する断片化酵素固定化モノリスの開発および
モノリスカラムの後続にprotein Aおよびprotein Lの2種類のアフニティーカラムを連結させたプロセスの開発
を行った。分子量25000以下の過剰断片は精製カラムを素通りするが、断片化抗体あるいは未反応の抗体は、い
ずれかのカラムで回収可能であった。ポリクロ―ナル抗体を基質として、断片化抗体のカラム滞留時間、pH、温
度の影響に調べた結果、反応収率はカラム滞留時間に依存的であるが、高温条件で有れば短い滞留時間でも収率
を改善させることができた。

研究成果の概要（英文）：We developed a digestion enzyme-immobilized monolith for the continuous 
fragmentation and separation of fragmented antibodies. Following the column, we connected two types 
of affinity columns, Protein A and Protein L. Excess fragments with a molecular weight below 25,000 
bypass the purification column, while fragmented antibodies or unreacted antibodies could be 
recovered from either of the columns. Using polyclonal antibodies as a substrate, we investigated 
the effects of column residence time, pH, and temperature on fragmented antibody yield. The results 
indicated that while the reaction yield is dependent on the column residence time, high-temperature 
conditions can improve the yield even with shorter residence times.

研究分野： 生物分離工学

キーワード： continuous fragmentation　fragmented antibodies　protein A chromatography　protein L chromato
graphy　digestion
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では断片化酵素を固定化したカラムとアフニティーカラムを連続化することで、分子サイズ、電荷分布に
よらず高純度で断片化抗体を簡便に回収することを可能とした。このプロセスでは、多様な抗体断片から抗原認
識部位を含むものを高純度で回収することができ、断片化酵素によるアフニティーリガンドのダメージも回避で
きる。断片化カラム、精製カラムは全て連結させ、全ての操作を全自動で実施できるようにした。このため、従
来の断片化反応後の煩雑な分離精製操作の省力化が可能となった。
また、本研究ではポリクロ―ナル抗体を用いて検討を行っており、様々な抗体の断片化反応において本プロセス
が適応可能であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
断片化抗体は、抗体タンパク質のトリプシンおよびペプシンなどのタンパク質分解酵素により
処理することで比較的容易に得られる。しかし、反応処理後の分離精製操作は煩雑となり、イオ
ン交換クロマトグラフィーをはじめとする複数のクロマトグラフィー操作が必要となる
[1][2][3]。しかし、断片化抗体の電荷分布・分子サイズは多様であり、生成した断片化抗体ごと
にクロマトグラフィープロセスの最適化が必要となる[5]。一方、抗体タンパク質の分離には、
アフニティーをもつクロマト担体が開発されている。ヒト化モノクロ―ナル IgG抗体の場合は、
Fc 領域と特異的に結合する protein A 担体が、精製プロセスの第一段階で使用され、高収率で
培養液からの回収を可能としている。κ軽鎖の一部を認識する protein L 担体も開発されてお
り、抗原認識部位を有する断片化抗体は protein L に結合可能となるものもある。これら 2 種類
のアフニティー担体を組み合わせると、断片化抗体の高純度な精製が期待できる。しかしながら、
これらの担体は、リガンド自体がタンパク質であり、タンパク質分解酵素を含む反応液の分離に
用いた場合、リガンドタンパク質の分解の懸念がある。このため、本研究では、分解酵素を担体
に固定化した固定化分解酵素担体を用いて、アフニティー担体と組みあわせることで、高効率か
つ高純度な断片化抗体の生成プロセスの開発を目指した。また、従来の多孔性担体では、巨大タ
ンパク質である抗体の拡散抵抗が大きい[6]。こ
のため、本研究では、細孔が貫通したモノリス
担体を、分解酵素の固定に用い、断片化反応に
用いることとした。 

 
２．研究の目的 
本研究では、Fig.1 に示すアフニティークロマト
グラフィーを用いた高純度精製プロセスと抗体
断片化工程を統合化することで、簡便な断片化
抗体の生成プロセスの開発を目的とした。抗体
断片化工程では、後段で用いる担体への影響と
抗体の拡散抵抗を考慮し、モノリス担体への分
解酵素の固定化を検討した。 

 
３．研究の方法 
基質となる抗体には、一部ヒト化モノクロ―ナ
ル抗体(mAb)を用いたが、主としてポリクロ―ナ
ル抗体(polyIgG)を用いた。アフニティーカラム
に は 、 protein A 担 体 (mabselectsure 
(cytiva)、kancap A(kaneka))と protein L 担体
(kancap L(kaneka))が予め充填されたもの、あ
るいは手詰めしたものを用いた。mAb は、培養液
から protein A により精製したものを用い、
polyIgG は、protein L カラムで精製したものを
用いた。固定化分解酵素を用いたカラム操作に
よる断片化反応では、後段に 2 種類のアフニテ
ィー担体を接続し、全自動クロマトグラフィー
により、自動で断片化反応と精製操作の切り替
えを行い、未反応抗体および生成した断片化抗
体のそれぞれの回収を行った。遊離パパインの
断片化反応の特定に基づき、移動相流速、温度、
pH をプロセスの操作変数とし、収率の変化につ
いて調べた。 
 
４．研究成果 
4.1 断片化反応の条件検討  
固定化分解酵素による抗体断片化反応の条件検討と比較データを取得するために、遊離の状態
での分解酵素を用いた断片化反応の特性について調べた。タンパク質分解酵素はパパインを用
いた。パパインを用いた断片化反応では活性化のためにシステインを含む溶媒が用いられる。し
かしカラム操作では、通液操作によりカラム内の平衡化を行う際は、カラム体積の 3倍量を必要
とし、バッチ操作と比較して多くの溶媒が必要となる。このため本研究では、システインの有無
による活性の違いについて着目した。断片化反応液中の分子サイズをゲルろ過クロマトグラフ
ィーにより調べたところ、システイン無しの条件でも、抗体タンパク質のピークの消失は確認で
き、断片化反応が進行可能であることが分かった。また、アフニティークロマトグラフィーと電

 

Fig. 1 断片化抗体を連続的に生成分離す
るクロマトグラフィープロセスの概念図 



気泳動により反応液中成分を分析したところ、
protein L に吸着され Fab 領域を含む断片の生
成収率は温度に依存して増加することが分か
った。反応時間が 50 分程度であると、37℃で
は収率は 5から 15%と低い値をとった。反応温
度を 37℃から 60℃まで上昇させると断片化収
率は 30-40%程度まで向上した(Fig.2)。また、
非還元での電気泳動での分析より、37℃では、
分子量が 50 kDa 付近の断片が多く存在するの
に対し、50℃、60℃の条件では 100 kDa の断片
も多く存在することが確認された。断片化部位
が温度により変化することが示唆されたが、断
片化抗体の生成収率は十分であると判断し、カ
ラム操作による断片化反応では溶媒中にシス
テムを含まないものを用いることとした。ま
た、抗体タンパク質に対する断片化収率は mAb
と polyIgG でほぼ違いはみられなかった。 
精製抗体に対する動的吸着量について調べた
ところ、滞留時間が 1分以上あれば protein A
および Lともに約 40 mg/mL-gel であった。た
だし、断片化反応液を通液させるごとに数%ず
つの吸着量の低下を示した。また、温度の上昇
に伴い活性の増加がみられたが、今回用いた
polyIgG の変性温度を調べたところ 55℃近傍
であり、これ以上の温度では濁度の上昇がみら
れたため、固定化担体を用いた連続断片化反応
の最大検討温度は 50℃とした。 
 
4.2 パパイン固定化モノリス担体の開発 
ポリメタクリレートを基材とするモノリスに
パパインを固定化し、合成基質および抗体タン
パク質の断片化収率を調べた。抗体タンパク質
に対しては、常温条件においても４0%程度の断
片化収率が得られた。ただし、使用回数ごとに
活性の低下がみられた。また、合成基質は、水
系溶媒ではモノリス担体に全て吸着し、活性を
確認することができず、イソプロパノールを含
む条件において僅かな活性が確認された。この
ことからモノリス担体の基材表面の影響が著
しく大きいと判断し、現在、基材材質の条件検
討を実施している。以下では、すべて従来型の
アガロース担体を基材とするパパイン固定化
担体を用いた検討結果を示す。 
 
4.3 分解酵素固定化担体とアフニティークロ
マトグラフィーを連続した断片化抗体生成プ
ロセスの反応収率 
室温条件において、一定量の抗体溶液を分解酵
素固定化担体が充填されたカラムに通液し、断
片化反応を実施した。カラム滞留時間を 30 分
から 26 時間に変動させ収率を調べたところ、
protein L から回収される断片化抗体の収率は
時間とともに増加し最大で 60%まで向上した
(Fig.3 上段)。それ以降の時間では、protein 
A および L のいずれのカラムにも吸着されな
い、過剰断片化物の割合が上昇した。いずれの
時間においても、protein L に含まれる断片化
抗体の分子量は 37 kDa で均一であることが分
かった(Fig.3 中段)。処理時間当たりの生産性
は、操作時間が 100 分程度で最大となった
(Fig.3 下段)。 
遊離の分解酵素で温度上昇による収率向上が
確認されたことから、本プロセスにおいても反

 
Fig.2 パパインの Fab 生成収率に対する温
度の影響 

 

 
Fig.3 抗体断片化生成分離プロセスにより
得られる Fab の生成収率(上段)および純度
(中段)と生産性(下段) 
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応カラムの温度制御を行い、収率の向上を試み
た。温度調整は分解酵素固定化カラムにサンプ
ルが入る際に、所定温度に到達するように制御
し、精製工程は常温で行った。この結果、37℃
では活性の上昇はみられなかったが、50℃の条
件において、室温の 2倍近い高い収率が得られ
た(Fig.4)。Fig.2 に示した遊離のパパインを用
いた反応収率の上昇量よりも大きな増加がみ
られたが、今回の固定化担体は、拡散抵抗が温
度上昇とともに低下することも計測しており、
酵素自体の活性上昇と基質抗体の担体におけ
る拡散抵抗の減少の両方の効果により、収率の
増大が得られたと考えられる。 
 
まとめ 
タンパク質分解酵素固定化カラムとアフニテ
ィーカラムを連続化したクロマトグラフィー
プロセスにより、高純度な断片化抗体が得られ
た。反応収率は、カラム滞留時間に依存し、26
時間で 60%程度まで上昇する。モノリス担体を
酵素固定化担体として使用した場合、モノリス基材の影響が大きく基質および分解物の蓄積に
より活性の維持が困難であった。しかし、高温での活性の上昇が示され、固定化担体で懸念され
た拡散抵抗についても改善されている可能性が示唆された。  
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Fig. 4 抗体断片化生成分離プロセスにおけ
る Fab 生成収率に対する温度の影響 
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