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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　金、白金、パラジウム、又はこれらの合金から成る金属フィルターと、
　前記金属フィルターの表面に化学結合された生体適合性ポリマーと、
　を有する生体物質捕獲用フィルターであって、
　前記金属フィルターは、金属表面のカルボキシル基に対してポリエチレンイミンが吸着
することで、その表面にアミノ基を有し、
　前記生体適合性ポリマーは、２－メタクリロイルオキシエチルホスホリルコリンのホモ
ポリマー（ＭＰＣ）とカルボキシル基を有するモノマーとの共重合体であって、
　前記金属フィルターと前記生体適合性ポリマーは、アミド結合によって結合している、
生体物質捕獲用フィルター。
【請求項２】
　前記カルボキシル基を有する前記金属フィルターとは、金属表面が、カルボキシル基を
有するチオールにより処理されている前記金属フィルターである請求項１に記載の生体物
質捕獲用フィルター。
【請求項３】
　金、白金、パラジウム、又はこれらの合金から成る金属フィルターと、
　前記金属フィルターの表面に化学結合された生体適合性ポリマーと、
　を有する生体物質捕獲用フィルターであって、
　前記金属フィルターは、金属表面のアミノ基に対してポリアクリル酸が吸着することで
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、その表面にカルボキシル基を有し、
　前記生体適合性ポリマーは、２－メタクリロイルオキシエチルホスホリルコリンのホモ
ポリマー（ＭＰＣ）とアミノ基を有するモノマーとの共重合体であって、
　前記金属フィルターと前記生体適合性ポリマーは、アミド結合によって結合している、
生体物質捕獲用フィルター。
【請求項４】
　表面にアミノ基を有する前記金属フィルターとは、金属表面が、アミノ基を有するチオ
ールにより処理されている前記金属フィルターである請求項３に記載の生体物質捕獲用フ
ィルター。
【請求項５】
　前記生体物質捕獲用フィルターの表面の純水の接触角が６０度以下である請求項１～４
のいずれか一項に記載の生体物質捕獲用フィルター。
【請求項６】
　Ｘ線光電子分光装置による測定で求められる前記生体物質捕獲用フィルターの表面にお
ける金属の割合が１０ａｔ％以下である請求項１～５のいずれか一項に記載の生体物質捕
獲用フィルター。
【請求項７】
　請求項１～６のいずれか一項に記載の生体物質捕獲用フィルターを用いた生体物質捕獲
システム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、血中循環癌細胞（Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ　Ｔｕｍｏｒ　Ｃｅｌｌ、以下、
ＣＴＣという）等の生体物質を効率良く捕捉できる生体物質捕獲用フィルター及び生体物
質捕獲システムに関する。
【背景技術】
【０００２】
　癌細胞濃縮の研究・臨床的意義は極めて大きく、血液中の癌細胞を濃縮することもでき
れば、癌の診断に応用することができる。例えば、癌の予後および治療の最も重要な要因
は、初診時および処置時における癌細胞の転移の有無である。癌細胞の初期の拡散が抹消
血中に及んだ場合、ＣＴＣを検出することは、癌の病状進行を判断する有用な手段である
。しかしながら、血液中には、赤血球や白血球などの血液成分が圧倒的に多く存在するた
め、極めて少量のＣＴＣの検出は困難である。
【０００３】
　近年、パリレンを用いた樹脂フィルターを使用することで、少量のＣＴＣを効率的に検
出する方法が提案されている（特許文献１）。
【０００４】
　或いは、樹脂の代わりに金属を用いたフィルターを使用することで、フィルターの強度
を向上させ、白血球と癌細胞変形能の違いにより分離する方法も提案されている（特許文
献２）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開第２０１０／１３５６０３号
【特許文献２】特開２０１３／４２６８９号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　発明者らは、金属を用いたフィルターの検討を進めるうち、以下に示す課題が存在する
ことが分かった。
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【０００７】
　金属は生体適合性が低いため、白血球や赤血球といった血液成分が吸着しやすく、容易
に目詰まりが発生する。さらに、金属表面は撥水性が高く、水をはじきやすいのでフィル
ター上に気泡が発生しやすい。
【０００８】
　この際、生体適合性の高いポリマーを事前に処理するということが考えられる。しかし
ながら、貴金属以外の金属は表面の酸化皮膜の影響でポリマーの表面処理が難しい。また
、金属酸化皮膜はサンプルによって異なる上、金属酸化皮膜とポリマーを化学的に強固に
結合させるのは難しい。さらに、ポリマーを処理したとしても、結合性が不十分であると
十分な効果が得られない。
【０００９】
　本発明は従来の生体物質捕捉用フィルターを改善するものであり、耐圧性を維持しつつ
、フィルターへの細胞吸着を防ぎ、効率的に生体物質を捕獲することができる生体物質捕
獲用フィルター及び生体物質捕獲システムを提供するものである。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　上記目的を達成するため、本発明の一形態に係る生体物質捕獲用フィルターは、金、白
金、パラジウム、又はこれらの合金から成る金属フィルターと、前記金属フィルターの表
面に化学結合された生体適合性ポリマーと、を有することを特徴とする。
【００１１】
　ここで、前記フィルター表面の純水の接触角が６０度以下である態様とすることができ
る。
【００１２】
　また、Ｘ線光電子分光装置による測定で求められる前記金属フィルター表面における金
属の割合が１０ａｔ％以下である態様とすることができる。
【００１３】
　前記生体適合性ポリマーが２－メタクリロイルオキシエチルホスホリルコリンのホモポ
リマー（ＭＰＣ）、又は、当該ＭＰＣを含む共重合体である態様とすることができる。
【００１４】
　前記生体適合性ポリマーと前記金属フィルター表面がアミド結合によって結合している
態様とすることができる。
【００１５】
　前記ＭＰＣを含む共重合体がカルボキシル基を有し、表面にアミノ基を有する前記金属
フィルターと結合している態様とすることができる。
【００１６】
　前記表面にアミノ基を有する前記金属フィルターとは、表面にアミノ基を有するポリマ
ーが吸着されている前記金属フィルターである態様とすることができる。
【００１７】
　前記アミノ基を有するポリマーが、ポリエチレンイミンである態様とすることができる
。
【００１８】
　前記アミノ基を有するポリマーが、表面にカルボキシル基を有する前記金属フィルター
に対して結合している態様とすることができる。
【００１９】
　前記カルボキシル基を有する前記金属フィルターとは、金属表面が、カルボキシル基を
有するチオールにより処理されている前記金属フィルターである態様とすることができる
。
【００２０】
　また、前記ＭＰＣを含む共重合体がアミノ基を有し、表面にカルボキシル基を有する前
記金属フィルターと結合している態様とすることができる。
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【００２１】
　前記表面にカルボキシル基を有する前記金属フィルターとは、表面に吸着したカルボキ
シル基を有するポリマーが吸着されている前記金属フィルターである態様とすることがで
きる。
【００２２】
　前記カルボキシル基を有するポリマーが、ポリアクリル酸である態様とすることができ
る。
【００２３】
　前記カルボキシル基を有するポリマーが、表面にアミノ基を有する前記金属フィルター
に対して結合している態様とすることができる。
【００２４】
　表面にアミノ基を有する前記金属フィルターとは、金属表面が、アミノ基を有するチオ
ールにより処理されている態様とすることができる。
【００２５】
　また、本発明の一形態に係る生体物質捕獲システムは、上記の生体物質捕獲用フィルタ
ーを用いたことを特徴とする。
【発明の効果】
【００２６】
　本発明によれば、耐圧性を維持しつつ、フィルターへの細胞吸着を防ぎ、効率的に生体
物質を捕獲することができる生体物質捕獲用フィルター及び生体物質捕獲システムが提供
される。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】細胞捕捉カートリッジの概略構成を説明する図である。
【図２】フィルターの製造方法を説明する図である。
【図３】銅板（銅めっきを行う場合はＮｉ板）を使用してフィルターを製造する方法を示
す概略断面図である。
【図４】フィルターにおける長孔径、短孔径、及び開口率の定義を説明する図である。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　以下、添付図面を参照して、本発明を実施するための形態を詳細に説明する。なお、図
面の説明においては同一要素には同一符号を付し、重複する説明を省略する。
【００２９】
　本実施形態に係る生体物質捕獲システムではフィルターによるフィルトレーションを行
う。フィルトレーションを行うための装置構成は特に限定されないが、一例としてフィル
ターを備えた生体物質捕獲カートリッジを用いる場合について説明する。生体物質捕獲カ
ートリッジ１００は、図１に示すように、生体物質を含む試料液が流入する流入管１２５
が接続された流入口１３０と、生体物質を含む試料液が流出する流出管１３５が接続され
た流出口１４０とを有する筐体１２０と、筐体１２０内に配置され、試料液に含まれる生
体物質を捕捉する捕捉領域を有するフィルター１０５（生体物質捕獲用フィルター）とを
備える。
【００３０】
　生体物質捕獲システムにおける捕獲対象である「生体物質」とは、生体試料に含まれる
特定種類の細胞を指す。このような生体物質としては、例えば、生体中の細胞が挙げられ
る。生体中の細胞としては、例えば血液中の細胞が挙げられる。血液中の細胞のうち、捕
獲対象となり得る細胞としては、例えば、血中循環癌細胞（ＣＴＣ：Circulating　Tumor
　Cell）、及び、循環血管内皮細胞（ＣＥＣ：Circulating　Endothelial　Cell）が挙げ
られる。ＣＴＣは、血液中のがん（癌）細胞である。血液中の細胞が捕獲対象である場合
、細胞が生きている場合であっても捕獲対象とすることができる。生体物質捕獲システム
は、ＣＴＣを始めとする血液中のがん細胞の捕獲に好適に用いられる。また、ＣＥＣは、
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血管の内皮細胞であり、代謝によって血管壁から剥がれ落ちた成熟細胞となるものである
。ＣＴＣは、循環器系の疾患（心筋梗塞等）などの病態で増加すると言われている。生体
物質捕獲システムでは、ＣＴＣ及びＣＥＣ等のように生体試料に含まれる特定種類の細胞
を選択的に捕獲する機能を有する。なお、ＣＴＣやＣＥＣが捕獲対象である場合、生体物
質が含まれる試料液として、血液又は血液に対して緩衝液等の添加剤を添加した液体を用
いることができる。
【００３１】
　筐体１２０は、フィルター１０５を保持するための部材であり、上部部材１１０及び下
部部材１１５から構成される。筐体１２０の形状は直方体又は円筒等であってよく、特に
制約はない。
【００３２】
　流入管１２５の上流には、例えば、試料液又は洗浄液等の処理液等が接続される。また
、流出管１３５の下流に、ポンプＰが接続することで、ポンプＰの駆動により、流入管１
２５から筐体１２０の内部に試料液等が供給され。その後、流出管１３５から外部に排出
される。
【００３３】
　フィルター１０５には貫通孔１０６が形成されている。試料液として血液を生体物質捕
獲カートリッジ１００内に導入すると、血液の赤血球等は貫通孔１０６を通過するが、捕
獲対象の生体物質である血中希少細胞は貫通孔１０６を通過できず、フィルター１０５表
面に滞留する。これにより、血中希少細胞を回収することができる。なお、フィルター１
０５は、金、白金、パラジウム、又はこれらの合金から成る金属フィルター１０５Ａと、
当該金属フィルターの表面に化学結合された生体適合性ポリマー１０５Ｂとを有する。こ
の点は後述する。
【００３４】
　なお、生体物質捕獲カートリッジ１００の形状は上記に限定されない。フィルターによ
るフィルトレーションによって、生体物質を捕捉することができるのであれば、その装置
構成は特に限定されない。
【００３５】
　次に、図２及び図３を参照しながら、本実施形態に係る生体物質捕獲用のフィルターの
基材となる金属フィルター１０５Ａ（図１参照）の作製方法を例示すると共に、金属フィ
ルターの説明を行う。
【００３６】
　図２は、ＭＣＬにピーラブル銅箔（銅めっきを行う場合はＮｉ箔）を貼り合わせた基板
を使用し、金属製薄膜フィルターを製造する方法を示す概略断面図である。
【００３７】
　図２（Ａ）は、ＭＣＬ１上にピーラブル銅箔２（銅めっきを行う場合はＮｉ箔）が積層
された基板を示している。まずこの基板を準備する。
【００３８】
　フィルターを作製するための基板として使用する材料は銅（めっきが銅の場合はニッケ
ル）が好ましい。銅は薬液による化学的溶解で容易に除去可能であり、フォトレジストと
の密着力においても他の材料に比べると優れている。
【００３９】
　次に、図２（Ｂ）に示すように、基板のピーラブル銅箔２上にフォトレジスト３を形成
する。このフォトレジストの厚みは後の導体の厚みの１．０倍～２．０倍が好ましい。こ
の厚みが薄いと、後にレジスト剥離が困難になり、厚いと回路形成性が困難になる。具体
的には１５μｍ～５０μｍの厚みが好ましい。次に、フォトマスクを重ねてフォトレジス
ト露光を行う。次に、アルカリ溶液等で未露光部のフォトレジスト現像除去を行う。次に
パターン電気めっきによりフォトレジストに覆われていない部分にめっきを行う。このめ
っきの部分がフィルターの材質となる。フォトレジストである感光性樹脂組成物としては
ネガ型感光性樹脂組成物が好ましい。ネガ型感光性樹脂組成物は少なくともバインダー樹
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脂、不飽和結合を有する光重合性化合物、光重合開始剤を含むものが好ましい。
【００４０】
　次に、図２（Ｃ）に示すように、フォトレジスト３上にフォトマスク４を重ねた後にフ
ォトレジスト露光を行う。これにより、フォトマスク４が重ねられていない領域に露光部
３ａが形成される。
【００４１】
　次に、図２（Ｄ）に示すように、アルカリ溶液等で未露光部３ｂのフォトレジスト現像
除去を行う。これにより、フィルターの貫通孔に対応する位置に露光部３ａが残る。
【００４２】
　次に、図２（Ｅ）に示すように、フォトレジストで覆われていない部分への電解めっき
を行うことで、めっき層５を形成する。このめっきの部分がフィルターの材質となる。
【００４３】
　次に、図２（Ｆ）に示すように、ＭＣＬ１から、電解めっきによりめっき層５が形成さ
れた施したピーラブル銅箔２を剥離する。
【００４４】
　次に、図２（Ｇ）に示すように、薬液による化学的溶解により、ピーラブル銅箔２を除
去し、露光部３ａ及びめっき層５により形成される自立膜を取り出す。
【００４５】
　次に、図２（Ｈ）に示すように、自立膜内に残ったフォトレジストによる露光部３ａを
除去し、めっき層５に対して貫通孔６を形成する。
【００４６】
　次に、図２（Ｉ）に示すように、無電解金めっきを行い、フィルター表面に金めっき層
７を形成する。以上により、生体物質捕獲カートリッジ１００に用いられるフィルター１
０５を製造することができる。
【００４７】
　図３は、銅板（銅めっきを行う場合はＮｉ板）を使用して金属製薄膜フィルターを製造
する方法を示す概略断面図である。
【００４８】
　図３に示す方法では、図２に示す方法におけるＭＣＬ１とピーラブル銅箔２に代えて銅
板（又はＮｉ板）２’を使用している点以外は、図２に示す製造方法と同じである。
【００４９】
　すなわち、図３（Ａ）は基板として使用する銅板２’を準備する工程を示している。
【００５０】
　また、図３（Ｂ）は銅板２’へのフォトレジスト３のラミネートする工程を示している
。また、図３（Ｃ）はフォトマスク４を重ねてのフォトレジスト露光を示している。また
、図３（Ｄ）は未露光部３ｂのフォトレジストの現像除去を示している。また、図３（Ｅ
）はフォトレジストの露光部３ａで覆われていない部分への電解めっきによりめっき層を
形成する工程を示している。また、図３（Ｆ）は薬液による化学的溶解（ケミカルエッチ
ング）によって銅板２’　を除去し、露光部３ａ及びめっき層５により形成される自立膜
を取り出す工程を示している。また、図３（Ｇ）は自立膜内に残ったフォトレジストによ
る露光部３ａを除去し、めっき層５に対して貫通孔６を形成する工程を示している。また
、図３（Ｈ）は無電解金めっきを行い、フィルター表面に金めっき層７を形成する工程を
示している。
【００５１】
　このように、図２に示す方法及び図３に示す方法の何れを用いても生体物質捕獲カート
リッジ１００に用いられるフィルター１０５における金属フィルター１０５Ａを製造する
ことができる。
【００５２】
　フィルター１０５における金属フィルター１０５Ａの材質は金属である。金属の主成分
としては、ニッケル、銀、パラジウム、銅、イリジウムのいずれかが好ましい。以上の金
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属は電気めっき可能である。
【００５３】
　また、金属の主成分としては、ニッケル、銀、パラジウム、銅、イリジウムのいずれか
、もしくはこれらの合金が好ましい。以上の金属は電気めっき可能である。なお、「主成
分」とは、金属フィルター１０５Ａの総重量に対する当該成分の重量割合が５０％以上で
あることを示す。
【００５４】
　パラジウム及びイリジウムは酸化還元電位が高く、難溶性で特性良好だが、高価である
欠点がある。ニッケルは水素よりも酸化還元電位が低いため、溶解しやすいが、安価であ
る。銀及びパラジウムは貴金属であり、イリジウムに比べると比較的安価である。
【００５５】
　フィルターを作製するための基板（銅板２’：図３参照）として使用する材料は銅（フ
ィルターの材質が銅である場合はニッケル）が好ましい。銅は薬液による化学的溶解で容
易に除去可能であり、フォトレジストとの密着力においても他の材料に比べると優れてい
る。なお、ＭＣＬ１に対して積層する金属箔２（図２参照）についても、銅（フィルター
の材質が銅である場合はニッケル）が好ましい。
【００５６】
　また、図２（Ｅ）及び図３（Ｅ）に示すめっき層５の形成は電解めっきにより行われる
。例えば、電解ニッケルめっきとしてはワット浴（硫酸ニッケル、塩化ニッケル、ホウ酸
が主成分）、スルファミン酸浴（スルファミン酸ニッケル、ホウ酸が主成分）、ストライ
ク浴（塩化ニッケル、塩化水素が主成分）などが挙げられる。
【００５７】
　電解銀めっきとしては、シアン化銀カリウム又は酒石酸カリウムを主成分とする浴が挙
げられる。
【００５８】
　電解パラジウムめっきとしては、水溶性パラジウム塩とナフタレンスルホン酸化合物よ
りなる浴が挙げられる。
【００５９】
　電解イリジウムめっきとしては、ハロゲンを含む可溶性イリジウム塩およびアルコール
類を含有する浴が挙げられる。
【００６０】
　電解銅めっきとしては、硫酸銅と硫酸、塩化物イオンを主成分とする浴が挙げられる。
【００６１】
　これらのめっき浴を用いて、電解めっきを行う。電解めっきの際の電流密度は、０．３
～４Ａ／ｄｍ２の範囲がよく、０．５～３Ａ／ｄｍ２の範囲であることがより好ましい。
電流密度を４Ａ／ｄｍ２以下とすることで、ざらつきの発生を抑制でき、電流密度を０．
３Ａ／ｄｍ２以上とすることで、金属の結晶粒が充分に成長し、バリア層としての効果が
高まるため、本実施形態の効果が良好に得られるようになる。
【００６２】
　めっきを行う際のレジストの箇所が貫通孔の箇所となる。貫通孔の開口形状として円、
楕円、正方形、長方形、角丸長方形、多角形等が例示できる。効率良く対象とする成分を
捕獲できる観点からは円、長方形又は角丸長方形が好ましい。また、フィルターの目詰ま
り防止の観点からは角丸長方形が特に好ましい。
【００６３】
　貫通孔６の孔径は捕獲対象とする成分のサイズに応じて設定される。本明細書において
開口形状が楕円、長方形、多角形等の円以外の形状における孔径とは、それぞれの貫通孔
を通過できる球の直径の最大値とする。例えば開口形状が長方形又は角丸長方形の場合、
図４に示すように、短辺側の短孔径と、長辺側の長孔径とを定義することができるが、貫
通孔６の孔径は短孔径となる。また、開口形状が多角形の場合、その多角形の内接円の直
径となる。開口形状が長方形又は角丸長方形の場合、捕獲対象とする成分が貫通孔６に捕
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獲された状態であっても開口部において開口形状の長辺方向に隙間ができる。この隙間を
通して液体が通過可能であるため、フィルターの目詰まりを防止することができる。フィ
ルターの短孔径の長さは５μｍ～１５μｍが好ましく、７μｍ～９μｍがさらに好ましい
。
【００６４】
　フィルター１０５における金属フィルター１０５Ａの貫通孔の平均開口率は３％～５０
％が好ましく、３％～２０％がより好ましく、３％～１０％が特に好ましい。ここで、開
口率とは、フィルターとして機能する領域の面積に対する貫通孔が占める面積の割合をい
う（図４参照）。即ち、フィルターとして機能する領域の面積とは、フィルターに含まれ
る複数の貫通孔のうち、貫通孔の最外部を結んで得られる領域（図４において破線で囲ま
れた領域Ａ１）である。開口率が高すぎると白血球にかかる圧力が低下し、白血球残が増
加する。開口率が低いと流せる血液量が低下する。なお、フィルター１０５の開口率は、
後述の生体適合性ポリマーの付着により金属フィルター１０５Ａよりも小さくなるが、誤
差程度と考えることができる。
【００６５】
　フィルター１０５における金属フィルター１０５Ａの厚さは３μｍ～５０μｍであるこ
とが好ましく、５μｍ～３０μｍであることがより好ましく、８μｍ～２０μｍであるこ
とが特に好ましい。金属フィルター１０５Ａの膜厚が３μｍ未満の場合はフィルターの強
度が低下し、取り扱い性が困難になる場合がある。逆に、５０μｍを超えると加工時間が
長くなることによる生産性低下、必要以上の材料消費によるコスト的な不利や微細加工そ
のものが困難になることが懸念される上、白血球が抜けにくくなる。なお、フィルター１
０５の厚さは、後述の生体適合性ポリマーの付着により金属フィルター１０５Ａよりも大
きくなるが、誤差程度と考えることができる。
【００６６】
　以上回路形成後、樹脂層を剥離し銅箔をエッチングする（図２）か、又は銅板を除去す
る（図３）ことで、図２（Ｈ）又は図３（Ｇ）に示すように、めっき層５によるフィルタ
ーが完成する。
【００６７】
　次に、フィルターに残っているレジスト（露光部３ａ）を強アルカリにより除去する。
強アルカリとしては、０．１ｗｔ％～１０ｗｔ％のＮａＯＨ又はＫＯＨ水溶液が好ましい
。剥離を促進するためにモノエタノールアミン（１ｖｏｌ％～２０ｖｏｌ％）等を添加し
ても良い。剥離が困難な場合は過マンガン酸ナトリウム又は過マンガン酸カリウム等にア
ルカリ（０．１ｗｔ％～１０ｗｔ％のＮａＯＨ又はＫＯＨ）を加えた液でレジストを除去
することもできる。
【００６８】
　レジストを除去したフィルターに対しては貴金属めっきを行うと良い。
【００６９】
　貴金属めっきとしては、金、パラジウム、白金、ルテニウム、インジウムなどが望まし
い。
【００７０】
　貴金属めっきの中でも金は前出の様に全ての金属の中で最も酸化還元電位が高く、細胞
毒性がないとされている。長期保存での変色等も殆どない。以下の実施形態では、金めっ
きを行う場合のめっき方法について説明する。
【００７１】
　金めっきは無電解で行うことも出来るし、電解で行うことも出来る。電解で行う場合は
厚みばらつきが大きくなり、フィルター１０５の孔径精度に影響出やすい為、無電解で行
うことが望ましい。但し、電解金めっきは被覆率を向上できる。
【００７２】
　金めっきは置換めっきで行うだけでも効果があるが、置換めっきと還元めっきを組み合
わせた方が、効果が大きい。
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【００７３】
　金めっき前のフィルターは表面が酸化していることがある。そこで、酸化皮膜の除去を
行うのであるが、ここでは金属イオンと錯体を形成する化合物の入った水溶液で洗浄する
と良い。
【００７４】
　具体的にはシアン類、ＥＤＴＡ類又はクエン酸類の入った水溶液がよい。
【００７５】
　中でもクエン酸類は金めっきの前処理として最適である。具体的にはクエン酸の無水物
、クエン酸の水和物、クエン酸塩あるいはクエン酸塩の水和物であればよく、具体的には
、クエン酸無水物、クエン酸一水和物、クエン酸ナトリウム、クエン酸カリウム等を使用
することができる。その濃度は０．０１ｍｏｌ／Ｌ～３ｍｏｌ／Ｌであることが好ましく
、０．０３ｍｏｌ／Ｌ～２ｍｏｌ／Ｌであることがより好ましく、０．０５ｍｏｌ／Ｌ～
１ｍｏｌ／Ｌの範囲であることが特に好ましい。０．０１ｍｏｌ／Ｌ以上とすることで、
無電解金めっき層とフィルターの密着性が向上する。また、３ｍｏｌ／Ｌを超えた場合、
効果が向上しない上、経済的に好ましくない。
【００７６】
　クエン酸を含む溶液への浸漬は、７０℃～９５℃で、１～２０分間行うと良い。
【００７７】
　クエン酸を含む溶液は、発明の効果が得られる範囲でめっき液などに含まれる還元剤、
ｐＨ調整剤等の緩衝剤を加えることも可能であるが、還元剤、ｐＨ調整剤などは少量が望
ましく、クエン酸のみの水溶液が最も好ましい。クエン酸を含む溶液のｐＨは、好ましく
は５～１０であり、より好ましくは６～９である。
【００７８】
　ｐＨ調整剤としては、酸又はアルカリであれば特に限定されず、酸としては、塩酸、硫
酸、硝酸などが使用でき、アルカリとしては、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、炭酸
ナトリウム、等のアルカリ金属又はアルカリ土類金属の水酸化物溶液が挙げられる。前述
したように、クエン酸の効果を阻害しない範囲で使用することができる。また、クエン酸
を含む溶液に、硝酸を１００ｍｌ／Ｌといった高濃度で含有させると、クエン酸のみを含
む溶液で処理した場合と比較して、接着性を改善する効果が低下する。
【００７９】
　還元剤としては、還元性のあるものであれば特に限定されず、次亜リン酸、ホルムアル
デヒド、ジメチルアミンボラン、水素化ホウ素ナトリウムなどが挙げられる。
【００８０】
　次に、置換金めっきを行う。置換金めっきにはシアン浴と非シアン浴があるが、環境負
荷又は残存時の細胞毒性を考えると非シアン浴が望ましい。非シアン浴に含まれる金塩と
しては、塩化金酸塩、亜硫酸金塩、チオ硫酸金塩、チオリンゴ酸金塩が例示可能である。
金塩は一種類のみ用いてもよく、二種以上を組み合わせて用いても良い。
【００８１】
　さらに、シアン系の浴は、金属を溶解する効果が強すぎるため、金属によっては溶解し
てピンホールが発生しやすい。上記のように前処理を十分に行う場合は非シアン系のめっ
き浴が好ましい。
【００８２】
　金の供給源としては亜硫酸金が特に好ましい。亜硫酸金としては、亜硫酸金ナトリウム
、亜硫酸金カリウム、亜硫酸金アンモニウム、などがよい。
【００８３】
　金濃度は０．１ｇ／Ｌ～５ｇ／Ｌの範囲が好ましい。０．１ｇ／Ｌ未満では金が析出し
にくく、５ｇ／Ｌを超えると液が分解しやすくなる。
【００８４】
　置換金めっき浴には金の錯化剤としてアンモニウム塩又はエチレンジアミンテトラ酢酸
塩が入っているとよい。アンモニウム塩としては、塩化アンモニウム、硫酸アンモニウム
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が挙げられ、エチレンジアミンテトラ酢酸塩としては、エチレンジアミンテトラ酢酸、エ
チレンジアミンテトラ酢酸ナトリウム、エチレンジアミンテトラ酢酸カリウム、エチレン
ジアミンテトラ酢酸アンモニウムを使用する。アンモニウム塩の濃度は、７×１０－３ｍ
ｏｌ／Ｌ～０．４ｍｏｌ／Ｌの範囲で使用することが好ましく、アンモニウム塩の濃度が
この範囲外だと液が不安定になる傾向がある。エチレンジアミンテトラ酢酸塩の濃度は、
２×１０－３ｍｏｌ／Ｌ～０．２ｍｏｌ／Ｌの範囲で使用することが好ましく、アンモニ
ウム塩の濃度がこの範囲外だと液が不安定になる傾向がある。
【００８５】
　液を安定に保つために０．１ｇ／Ｌ～５０ｇ／Ｌの亜硫酸塩が入っているとよい。亜硫
酸塩としては亜硫酸ナトリウム、亜硫酸カリウム又は亜硫酸アンモニウムなどが挙げられ
る。
【００８６】
　ｐＨ調整剤としてｐＨを下げる場合には、塩酸或いは硫酸を使用するのが好ましい。ま
た、ｐＨを上げる場合には、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、又はアンモニア水を使
用することが好ましい。ｐＨは６～７に調整するとよい。この範囲外では液の安定性又は
めっきの外観に悪影響を与える。
【００８７】
　置換めっきは液温３０度～８０度で使用することが好ましく、この範囲外では液の安定
性又はめっきの外観に悪影響を与える。
【００８８】
　以上のようにして置換めっきを行うわけであるが、置換めっきでは完全に金属を覆うの
が難しい。そこで、次に還元剤の入った還元型の金めっきを行う。置換めっきの厚みは０
．０２μｍ～０．１μｍの範囲が好ましい。
【００８９】
　還元型の金めっきの金塩としては、亜硫酸金塩および及びチオ硫酸塩が好ましく、その
含有量は金として１ｇ／Ｌ～１０ｇ／Ｌの範囲であることが好ましい。金の含有量が１ｇ
／Ｌ未満であると、金の析出反応が低下し、１０ｇ／Ｌを超えると、めっき液の安定性が
低下すると共に、めっき液の持ち出しにより金消費量が多くなるため、好ましくない。含
有量は２ｇ／Ｌ～５ｇ／Ｌにすることがより好ましい。
【００９０】
　還元剤としては次亜リン酸、ホルムアルデヒド、ジメチルアミンボラン、水素化ホウ素
ナトリウムなどが挙げられるが、フェニル化合物系還元剤がより好ましい。例えば、フェ
ノール、ｏ－クレゾール、ｐ－クレゾール、ｏ－エチルフェノール、ｐ－エチルフェノー
ル、ｔ－ブチルフェノール、ｏ－アミノフェノール、ｐ－アミノフェノール、ヒドロキノ
ン、カテコール、ピロガロール、メチルヒドロキノン、アニリン、ｏ－フェニレンジアミ
ン、ｐ－フェニレンジアミン、ｏ－トルイジン、ｏ－エチルアニリン、ｐ－エチルアニリ
ン等が挙げられ、これらの１種又は２種以上を用いることが出来る。
【００９１】
　還元剤の含有量は、０．５～５０ｇ／Ｌであることが好ましい。還元剤の含有量が０．
５ｇ／Ｌ未満であると、実用的な析出速度を得ることが困難となる傾向があり、５０ｇ／
Ｌを超えると、めっき液の安定性が低下する傾向がある。還元剤の含有量は２～１０ｇ／
Ｌとすることがより好ましく、２～５ｇ／Ｌであることが特に望ましい。
【００９２】
　無電解金めっき液は重金属塩を含んでいても良い。析出速度を促進する観点から、重金
属塩はタリウム塩、鉛塩、砒素塩、アンチモン塩、テルル塩及びビスマス塩からなる群よ
り選ばれる少なくとも一つであることが好ましい。
【００９３】
　タリウム塩としては、硫酸タリウム塩、塩化タリウム塩、酸化タリウム塩、硝酸タリウ
ム塩等の無機化合物塩、マロン酸二タリウム塩等の有機錯体塩が挙げられ、鉛塩としては
、硫酸鉛塩、硝酸鉛塩等の無機化合物塩、酢酸塩等の有機酢酸塩が挙げられる。
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【００９４】
　また、砒素塩としては、亜砒素塩、砒酸塩三酸化砒素等の無機化合物塩又は有機錯体塩
が挙げられ、アンチモン塩としては、酒石酸アンチモニル塩等の有機錯体塩、塩化アンチ
モン塩類、オキシ硫酸アンチモン塩、三酸化アンチモン等の無機化合物塩類が挙げられる
。
【００９５】
　テルル塩としては、亜テルル酸塩、テルル酸塩等の無機化合物塩、又は有機錯体塩が挙
げられ、ビスマス塩としては、硫酸ビスマス（ＩＩＩ）、塩化ビスマス（ＩＩＩ）、硝酸
ビスマス（ＩＩＩ）等の無機化合物塩、シュウ酸ビスマス（ＩＩＩ）等の有機錯体塩が挙
げられる。
【００９６】
　上述の重金属塩は、１種類又はそれ以上用いることが出来るが、その添加量の合計はめ
っき液全容量を基準として１ｐｐｍ～１００ｐｐｍが好ましく、１ｐｐｍ～１０ｐｐｍが
より好ましい。１ｐｐｍ未満では、析出速度向上効果が十分でない場合があり、１００ｐ
ｐｍを越す場合はめっき液安定性が悪くなる傾向にある。
【００９７】
　無電解金めっき液は硫黄系化合物を含んでいても良い。フェニル化合物系還元剤及び重
金属塩を含む無電解金めっき液中に、硫黄化合物を更に含有させることにより、液温６０
～８０℃程度の低温であっても十分な析出速度が得られ、被膜外観も良好である上、めっ
き液の安定性が特に優れるようになる。
【００９８】
　硫黄系化合物としては、硫化物塩、チオシアン酸塩、チオ尿素化合物、メルカプタン化
合物、スルフィド化合物、ジスルフィド化合物、チオケトン化合物、チアゾール化合物、
チオフェン化合物等が挙げられる。
【００９９】
　硫化物塩としては、例えば、硫化カリウム、硫化ナトリウム、多硫化ナトリウム、多硫
化カリウム等が挙げられ、チオシアン酸塩としては、チオシアン酸ナトリウム、チオシア
ン酸カリウム、ジチオシアン酸カリウム等が挙げられ、また、チオ尿素化合物としては、
チオ尿素、メチルチオ尿素、ジメチルチオ尿素等が挙げられる。
【０１００】
　メルカプタン化合物としては、１，１－ジメチルエタンチオール、１－メチル－オクタ
ンチオール、ドデカンチオール、１，２－エタンジチオール、チオフェノール、ｏ－チオ
クレゾール、ｐ－チオクレゾール、ｏ－ジメルカプトベンゼン、ｍ－ジメルカプトベンゼ
ン、ｐ－ジメルカプトベンゼン、チオグリコール、チオジグリコール、チオグリコール酸
、ジチオグリコール酸、チオリンゴ酸、メルカプトプロピオン酸、２－メルカプトベンゾ
オゾイミダゾール、２－メルカプト１－メチルイミダゾール、２－メルカプト－５－メチ
ルベンゾイミダゾール等が例示できる。
【０１０１】
　スルフィド化合物としては、ジエチルスルフィド、ジイソプロピルスルフィド、エチル
イソプロピルスルフィド、ジフェニルスルフィド、メチルフェニルスルフィド、ローダニ
ン、チオジグリコール酸、チオジプロピオン酸等が例示でき、ジスルフィド化合物として
は、ジメチルジスルフィド、ジエチルジスルフィド、ジプロピルジスルフィド等が例示で
きる。
【０１０２】
　更に、チオケトン化合物としては、チオセミカルバジド等が例示でき、チアゾール化合
物としてはチアゾール、ベンゾチアゾール、２－メルカプトベンゾチアゾール、６－エト
キシ－２－メルカプトベンゾチアゾール、２－アミノチアゾール、２，１，３－ベンゾチ
アジアゾール、１，２，３－ベンゾチアジアゾール、（２－ベンゾチアゾリルチオ）酢酸
、３－（２－ベンゾチアゾリルチオ）プロピオン酸等が例示でき、チオフェン化合物とし
ては、チオフェン、ベンゾチオフェン等が例示できる。
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【０１０３】
　硫黄系化合物は、単独で用いてもよく、２種類以上を用いても良い。硫黄系化合物の含
有量は１ｐｐｍ～５００ｐｐｍであることが好ましく、１ｐｐｍ～３０ｐｐｍであること
がより好ましく、１ｐｐｍ～１０ｐｐｍであることが特に好ましい。硫黄系化合物の含有
量が１ｐｐｍ未満では、析出速度が低下し、めっき付きまわり不良が生じ、皮膜外観が悪
化する。５００ｐｐｍを超えると、濃度管理に困難を生じ、めっき液が不安定になる。
【０１０４】
　無電解金めっき液には、上述の金塩、還元剤、重金属塩及び硫黄系化合物に加えて、錯
化剤、ｐＨ緩衝剤及び金属イオン隠蔽剤の少なくとも１つを含有することが好ましく、こ
れ等すべてを含有することがより好ましい。
【０１０５】
　本発明の無電解金めっき液には、錯化剤を含有させることが好ましい。具体的には亜硫
酸塩、チオ硫酸塩、チオリンゴ酸塩等の非シアン系錯化剤が挙げられる。錯化剤の含有量
は、めっき液の全容量を基準として１ｇ／Ｌ～２００ｇ／Ｌが好ましい。錯化剤の含有量
が１ｇ／Ｌ未満である場合、金錯化力は低下し、安定性が低下する。２００ｇ／Ｌを超え
ると、めっき安定性は向上するが、液中に再結晶が発生し、経済的に芳しくない。錯化剤
の含有量は２０ｇ／Ｌ～５０ｇ／Ｌとすることがより好ましい。
【０１０６】
　無電解金めっき液には、ｐＨ緩衝剤を含有させることが好ましい。ｐＨ緩衝剤により析
出速度を一定値に保ち、めっき液を安定化させる効果がある。緩衝剤は複数のものを混ぜ
ても良い。ｐＨ緩衝剤としては、リン酸塩、酢酸塩、炭酸塩、硼酸塩、クエン酸塩、硫酸
塩等が挙げられ、これ等の中では硼酸、硫酸塩が特に好ましい。
【０１０７】
　ｐＨ緩衝剤の含有量は、めっき液の全容量を基準として１ｇ／Ｌ～１００ｇ／Ｌである
ことが好ましい。ｐＨ緩衝剤の含有量が１ｇ／Ｌ未満であると、ｐＨの緩衝効果がなく、
１００ｇ／Ｌを超えると再結晶化してしまう恐れがある。より好ましい含有量は２０ｇ／
Ｌ～５０ｇ／Ｌである。
【０１０８】
　金めっき液には隠蔽剤を含有させることが好ましい。隠蔽剤としては、ベンゾトリアゾ
ール系化合物を用いることができ、ベンゾトリアゾール系化合物としては、例えばベンゾ
トリアゾールナトリウム、ベンゾトリアゾールカリウム、テトラヒドロベンゾトリアゾー
ル、メチルベンゾトリアゾール、ニトロベンゾトリアゾール等が例示できる。
【０１０９】
　金属イオン隠蔽剤の含有量は、めっき液の全容量を基準として０．５ｇ／Ｌ～１００ｇ
／Ｌであることが好ましい。金属イオン隠蔽剤の含有量が０．５ｇ／Ｌ未満であると、不
純物の隠蔽効果が少なく、十分な液安定性を確保できない傾向がある。一方、１００ｇ／
Ｌを超えると、めっき液中で再結晶化が生じる場合がある。コスト及び効果を鑑みると、
２ｇ／Ｌ～１０ｇ／Ｌの範囲がもっとも好ましい。
【０１１０】
　金めっき液のｐＨは５～１０の範囲であることが好ましい。めっき液のｐＨが５未満の
場合、めっき液の錯化剤である亜硫酸塩や、チオ硫酸塩が分解し、毒性の亜硫酸ガスが発
生する恐れがある。ｐＨが１０を超える場合、めっき液の安定性が低下する傾向がある。
還元剤の析出効率を向上させ、速い析出速度を得るために、無電解金めっき液のｐＨは８
～１０の範囲とすることが好ましい。
【０１１１】
　無電解めっきの方法としては、置換金めっきが終了したフィルターを浸漬して金めっき
を行う。
【０１１２】
　めっきの液温は５０℃～９５℃がよい。５０℃未満では析出効率が悪く、９５℃以上で
は液が不安定になりやすい。
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【０１１３】
　このようにして形成される最外層の金めっき層７は、９９重量％以上の純度の金からな
ることが好ましい。金めっき層７の金の純度が９９重量％未満であると、接触部の細胞毒
性が高くなる。信頼性を高める観点からは、金層の純度は、９９．５重量％以上であるこ
とがより好ましい。
【０１１４】
　また、金めっき層７の厚さは、０．００５μｍ～３μｍとすることが好ましく、０．０
５μｍ～１μｍとすることがより好ましく、０．１μｍ～０．５μｍとすることが更に好
ましい。金層の厚さを０．００５μｍ以上とすることで、金属の溶出をある程度抑制でき
る。一方、３μｍを超えても、それ以上効果が大きく向上しないため、経済的な観点から
も３μｍ以下とすることが好ましい。
【０１１５】
　以上のように形成した金属フィルター１０５Ａの金表面（金属表面）は細胞毒性がなく
、大気中又は血液を含む殆どの水溶液中で安定である。しかしながら、金表面は比較的疎
水性であり、生体適合性が低いので、生体適合性を向上させる処理が施される。以下、生
体適合性を向上させるために、金属フィルター１０５Ａの表面に生体適合性ポリマー１０
５Ｂを化学結合するための処理の一例を示す。
【０１１６】
　血液中の成分である白血球、赤血球、血小板は異物に対して拒絶反応を示す。したがっ
て、金属表面に前処理を施すのがよい。この場合、生体適合性のポリマーを金属フィルタ
ー１０５Ａの表面（金めっき層７の表面）に対して化学的に強固に吸着させるのが良い。
【０１１７】
　生体適合性ポリマーとしては、脊椎動物のアルブミン又は人口合成ポリマーが挙げられ
るが、フィルターの保存性やポリマーの特性のロット差を鑑みると、人口合成ポリマーが
好ましい。脊椎動物のアルブミンを用いる場合は、血液処理直前にフィルター処理を行う
必要があり、作業が煩雑になる。特に血球細胞が固定化されている場合（生物的に死んで
いる場合）は、人工合成ポリマーの方が特性がよい。
【０１１８】
　人工合成ポリマーとしてはシリコーン、各種ポリウレタン、ポリフォスファゼン等が挙
げられるが、特に優れているのが２－メタクリロイルオキシエチルホスホリルコリン（略
称：　ＭＰＣ）のホモポリマー、もしくはＭＰＣを含む共重合体である。以下にその構造
式を示す。
【化１】

【０１１９】
　なお、上記化学式はＭＰＣポリマーを示すものであるが、Ｒには、アルキル基、水素、
アミノ基、ヒドロキシアルキル基等を適用することができる。
【０１２０】
　市販のＭＰＣポリマーを用いることもできる。市販のＭＰＣポリマーとしては、Ｂｉｏ
ｌｉｐｉｄｕｒｅ１０３、Ｂｉｏｌｉｐｉｄｕｒｅ２０３、Ｂｉｏｌｉｐｉｄｕｒｅ２０
６、Ｂｉｏｌｉｐｉｄｕｒｅ４０５、Ｂｉｏｌｉｐｉｄｕｒｅ５０２、Ｂｉｏｌｉｐｉｄ
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ｕｒｅ７０２、Ｂｉｏｌｉｐｉｄｕｒｅ８０２、Ｂｉｏｌｉｐｉｄｕｒｅ１００２、Ｂｉ
ｏｌｉｐｉｄｕｒｅ１２０１、Ｂｉｏｌｉｐｉｄｕｒｅ１３０１等が挙げられる。
【０１２１】
　なかでも、ＭＰＣポリマーのうち、化学式においてＲが水素である場合やアミノ基を含
むものは、フィルターとの結合性が向上するので好ましい。即ち、生体適合性ポリマーは
アミノ基やカルボキシル基を含有していると、静電吸着を用いた交互積層法が用いること
ができる上、細胞毒性が少ない。
【０１２２】
　また、フィルターの金めっき層７の表面（金属フィルター１０５Ａの表面）と生体適合
性ポリマーとは、アミド結合により結合されていることが好ましい。なお、金めっき層７
と生体適合性ポリマーとの間にアミド結合を形成するには、まず、金めっき層７を、メル
カプト基（チオール基）を有する化合物で処理をする。これにより、金めっき層７表面に
メルカプト基が形成される。この金めっき層７表面のメルカプト基に対して、生体適合性
ポリマーのうち、その末端にアミド基を有する構造単位を含むものを反応させる。これに
より、金めっき層７の表面と生体適合性ポリマーとの間がアミド結合により結合される。
この場合、両者間の結合性が向上する。
【０１２３】
　ここで、例えば、カルボキシル基やアミノ基を有するポリマーをフィルター１０５の金
めっき層７の表面（金属フィルター１０５Ａの表面：パラジウム又は白金等の他の材料で
も同じ）に形成する方法を示す。
【０１２４】
　金に対して配位結合を形成するメルカプト基、スルフィド基、ジスルフィド基のいずれ
かを有する化合物で金表面を改質することができる。
【０１２５】
　具体的には、金表面の改質に用いられる化合物としては、２－アミノエタンチオール、
ｏ－フルオロベンゼンチオール、ｍ－ヒドロキシベンゼンチオール、２－メトキシベンゼ
ンチオール、４－アミノベンゼンチオール、システアミン、システイン、ジメトキシチオ
フェノール、フルフリルメルカプタン、チオ酢酸、チオ安息香酸、チオサリチル酸、又は
、ジチオジプロピオン酸等が挙げられる。
【０１２６】
　上記化合物を用いて金表面を改質処理する方法としては特に限定しないが、メタノール
やエタノール等の有機溶媒中にメルカプト酢酸等の化合物を１０ｍｍｏｌ／Ｌ～１００ｍ
ｍｏｌ／Ｌ程度分散し、その中に金表面を有する導電粒子を分散させる。
【０１２７】
　次に被覆率を高めるため、高分子等を被覆するのが望ましい。高分子は静電的相互作用
を用いて被覆するのが良い。
【０１２８】
　このような方法は、交互積層法（Ｌａｙｅｒ－ｂｙ－Ｌａｙｅｒ　ａｓｓｅｍｂｌｙ）
と呼ばれる。交互積層法は、Ｇ．Ｄｅｃｈｅｒらによって１９９２年に発表された有機薄
膜を形成する方法である（Ｔｈｉｎ　Ｓｏｌｉｄ　Ｆｉｌｍｓ，　２１０／２１１，　ｐ
８３１（１９９２））。この方法では、正電荷を有するポリマー電解質（ポリカチオン）
と負電荷を有するポリマー電解質（ポリアニオン）の水溶液に、基材を交互に浸漬するこ
とで基板上に静電的引力によって吸着したポリカチオンとポリアニオンの組が積層して複
合膜（交互積層膜）が得られるものである。
【０１２９】
　交互積層法では、静電的な引力によって、基材上に形成された材料の電荷と、溶液中の
反対電荷を有する材料が引き合うことにより膜成長するので、吸着が進行して電荷の中和
が起こるとそれ以上の吸着が起こらなくなる。したがって、ある飽和点までに至れば、そ
れ以上膜厚が増加することはない。
【０１３０】
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　このような高分子としては、ポリエチレングリコール、ポリメタクリル酸２ヒドロキシ
ルエチル、ポリアクリル酸、ポリエチレンイミン、又はポリアリルアミン等があり、特に
限定しない。ポリマーにはアクリル酸やメタクリル酸を共重合させても良い。電荷密度と
コストの観点から、カチオンであればポリエチレンイミンが、アニオンであればポリアク
リル酸が好ましい。
【０１３１】
　これらの高分子は、種類により一概には定めることができないが、一般に、５００～１
，０００，０００程度のものが好ましく、５，０００～２００，０００の範囲がより好ま
しい。なお、ポリマー電解質の水溶液中の高分子電解質の濃度は、一般に、０．０１％～
１０％（重量）程度が好ましい。また、高分子電解質溶液のｐＨは、特に限定されない。
【０１３２】
　なお、高分子電解質薄膜の種類や分子量、濃度を調整することにより被覆率をコントロ
ールすることが出来る。ポリマー電解質の水溶液中のポリマーの濃度は０．１％～５．０
％の範囲が好ましい。
【０１３３】
　このようにカチオン性或いはアニオン性のポリマーを被覆した後、最後にカルボキシル
基或いはアミノ基を有する生体適合性ポリマーを被覆すると良い。
【０１３４】
　フィルター表面がアミノ基を有するポリマーで被覆されている場合は、カルボキシル基
を有する生体適合性ポリマーを被覆すると良い。逆にフィルター表面がカルボキシル基を
有するポリマーで被覆されている場合は、アミノ基を有する生体適合性ポリマーを被覆す
ると良い。
【０１３５】
　生体適合性ポリマーの吸着厚みを増やす場合、アミノ基を有する生体適合性ポリマーの
上にカルボキシル基を有する生体適合性ポリマーを被覆しても良い。
【０１３６】
　こうしてできた生体適合性ポリマーの厚みは２０Å（オングストローム）以上であるこ
とが望ましい。生体適合性ポリマーの厚みは処理濃度や処理回数などでコントロールする
ことができる。
【０１３７】
　生体適合性ポリマーの厚みが２０Å以下であると効果が不十分になりやすい。
【０１３８】
　生体適合性ポリマーの厚みの上限は特に無いが、０．１μｍを超えるとフィルターの孔
径に影響を与え、白血球が抜けにくくなるので好ましくない。
【０１３９】
　生体適合性ポリマーを処理することで、金属表面の水の接触角が減少する。接触角はＪ
ＩＳ　Ｒ３２６５「基板ガラス表面の濡れ性試験方法」に準拠した装置で測定を行うとよ
い。生体適合性ポリマーにより処理を行った後のフィルター表面における接触角は９０度
以下が好ましく、６０度以下がさらに好ましい。
【０１４０】
　一般的に純水の接触角は９０度を下回ると濡れる状態といわれるが、完全ではない。濡
れ性が悪い状態でフィルトレーションを行うと、気泡が発生し、フィルターの一部が使用
不能の状態になりやすい。
【０１４１】
　生体適合性ポリマーは、フィルターの金属表面を完全に覆った状態にするのがよい。具
体的には、ＸＰＳ（Ｘ－ｒａｙ　Ｐｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐ
ｙ：Ｘ線光電子分光装置）により分析を行った場合、表面金属（Ａｕ、Ｐｄ、Ｐｔ）の割
合が低いほどよく、１０ａｔ％（原子の割合）以下であることが望ましく、５ａｔ％以下
であることが更に望ましい。表面金属の割合が高い場合、生体適合性ポリマーの被覆率が
低いことになり、効果が減少する。



(16) JP 6390707 B2 2018.9.19

10

20

30

40

50

【０１４２】
　ＸＰＳによる測定結果も測定装置等により厳密には異なる。したがって、本実施形態に
おいては表１に示す条件で測定するものとする。
【０１４３】
【表１】

【０１４４】
　こうして生体適合性ポリマーを処理したフィルターに血液を流す（フィルトレーション
）。血液の採血管としては細胞を生きたまま保存するＥＤＴＡ採血管や固定型の採血管が
挙げられるが、固定型の採血管が好ましい。このような採血管として、Ｃｙｔｏ－Ｃｈｅ
ｘ、Ｃｅｌｌ－Ｆｒｅｅ－ＤＮＡ、（Ｓｔｒｅｃｋ社製、商品名）などがある。本発明に
おいてはＥＤＴＡ採血管にくらべ固定型の採血管は採血後、長時間使用できることから固
定型の採血管を用いるのが好ましい。
【０１４５】
　フィルトレーションとしては、フィルター１０５を生体物質捕獲カートリッジ１００の
ような装置に対して取り付けて血液を通過させる。血液はフィルターの下方から陰圧で処
理しても、フィルターの上方から加圧で処理しても、遠心分離のように遠心力で処理して
も構わない。いずれの方法においても血液がフィルターの孔を通過する線速度をコントロ
ールすることが重要になる。
【０１４６】
　血液がフィルターの孔を通過する線速度（血液の体積／孔の総面積）は０．５ｃｍ／ｍ
ｉｎ～１００ｃｍ／ｍｉｎの範囲であることが望ましく、ｃｍ／ｍｉｎ５～２０ｃｍ／ｍ
ｉｎの範囲であることが更に望ましい。
【０１４７】
　以上のようにして濃縮したＣＴＣ等の希少細胞を濃縮できる。生体適合性ポリマーを化
学的に強固にフィルターに被覆することで、赤血球、白血球、血しょう板といった成分を
除外することが可能になる。
【実施例】
【０１４８】
　以下、実施例及び比較例に基づき本発明をさらに具体的に説明するが、本発明は以下の
実施例に何ら限定されるものではない。
【０１４９】
（フィルター１）
　感光性樹脂組成物（ＰＨＯＴＥＣ　ＲＤ－１２２５：厚さ２５μｍ、日立化成株式会社
製）を２５０ｍｍ角の基板（ＭＣＬ－Ｅ６７９Ｆ：ＭＣＬの表面にピーラブル銅箔を貼り
合わせた基板、日立化成株式会社製）の片面にラミネートした。ラミネート条件はロール
温度９０℃、圧力０．３ＭＰａ、コンベア速度２．０ｍ／分で行った。
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【０１５０】
　次に、光の透過部の形状が角丸長方形、サイズが８．８×３０μｍでそのピッチが短軸
及び長軸方向いずれも６０μｍとしたガラスマスクを基板のフォトレジストラミネート面
に静置した。本実施例においては同一の方向を向いた角丸長方形が長軸及び短軸方向に一
定のピッチで整列したガラスマスクを使用した。続いて、６００ｍｍＨｇ以下の真空下に
おいて、ガラスマスクを載置した基板上部から紫外線照射装置によって露光量３０ｍＪ／
ｃｍ２の紫外線を照射した。
【０１５１】
　次に、１．０％炭酸ナトリウム水溶液で現像を行い、基板上に長方形のフォトレジスト
が垂直に立ったレジスト層を形成した。このレジスト付き基板の銅露出部分にｐＨが４．
５になるように調整したニッケルめっき液中温度５５℃、約２０分間厚さが約２０μｍと
なるようにめっきを行った。ニッケルめっき液の組成を表２に示す。
【０１５２】
【表２】

【０１５３】
　次に、得られたニッケルめっき層を基板のピーラブル銅箔とともに剥離し、このピーラ
ブル銅箔を温度４０℃で約１２０分間、攪拌処理での薬液による化学的溶解（メックブラ
イトＳＦ－５４２０Ｂ、メック株式会社）によって除去することにより金属フィルターと
なる自立膜（２０ｍｍ×２０ｍｍ）を取り出した。
【０１５４】
　最後に、自立膜内に残ったフォトレジストを温度６０℃で約４０分間、超音波処理での
レジスト剥離（Ｐ３　Ｐｏｌｅｖｅ、Ｈｅｎｋｅｌ）によって除去し、微細貫通孔を有す
る金属フィルターを作製した。
【０１５５】
　これによって、シワ・折れ・キズ・カール等のダメージはなく、十分な精度の貫通孔を
有する金属フィルターを作製した。
【０１５６】
　次に、酸性脱脂液Ｚ－２００（ワールドメタル製：商品名）に金属フィルターを浸漬し
、金属フィルター上の有機物の除去を行った（４０℃３分）。
【０１５７】
　水洗後、非シアン系の無電解ＡｕめっきであるＨＧＳ―１００（日立化成製商品名）か
ら金供給源である亜硫酸金を抜いた液により８０℃１０分の条件で置換金めっき前処理を
行った。
【０１５８】
　次に非シアン系の置換型無電解ＡｕめっきであるＨＧＳ―１００（日立化成製商品名）
に８０℃２０分浸漬し、置換金めっきを行った。置換金めっきの厚みは０．０５μｍであ
った。
【０１５９】
　水洗後、非シアン系還元型無電解ＡｕめっきであるＨＧＳ―５４００（日立化成製商品
名）に６５℃１０分浸漬し、金めっきを行い、水洗後乾燥を行った。金めっきのトータル
厚みは０．２μｍであった。これにより、金属フィルターが作成される。
【０１６０】
（表面処理）
　分子内にカルボキシル基を有するジチオジプロピオン酸８ｍｍｏｌをメタノール２００
ｍＬに溶解させて反応液を作製した。次に金めっき後の金属フィルターを上記反応液に加
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え、室温で２時間反応させた後、メタノールで洗浄することで表面にカルボキシル基を有
するフィルターを作製した。
【０１６１】
　分子内に多数のアミノ基を有する分子量７万のポリエチレンイミン０．３ｗｔ％水溶液
に上記カルボキシル基を有する金属フィルターに１５分浸漬し、洗浄することで、表面に
アミノ基を有するフィルターを作製した。
【０１６２】
　ＭＰＣモノマーとカルボキシル基を有するモノマーの共重合体ポリマーのＢＬ４０５（
日油株式会社製：商品名）を０．３ｗｔ％含むメタノール溶液に上記表面にアミノ基を有
するフィルターを１５分浸漬し、洗浄を行い、最後に真空乾燥機にて８０℃３０分処理を
行うことで、カルボキシル基とアミノ基の脱水縮合を促し、金属フィルターの表面に生体
適合性ポリマーが強固に化学結合している生体物質捕獲用のフィルター１を作製した。
【０１６３】
（フィルター２）
　ＢＬ４０５の処理濃度を０．１ｗｔ％にした以外はフィルター１と同様の条件で生体物
質捕獲用のフィルター２を作製した。
【０１６４】
（フィルター３）
　ＢＬ４０５の処理濃度を０．０３ｗｔ％にした以外はフィルター１と同様の条件で生体
物質捕獲用のフィルター３を作製した。
【０１６５】
（フィルター４）
　表面処理の工程を以下に示す方法に変更した以外はフィルター１と同様の条件で生体物
質捕獲用のフィルター４を作製した。
【０１６６】
（フィルター４の表面処理）
　分子内にアミノ基を有する２－アミノエタンチオール８ｍｍｏｌをメタノール２００ｍ
Ｌに溶解させて反応液を作製した。次に金めっき後の金属フィルターを上記反応液に加え
、室温で２時間反応させた後、メタノールで洗浄することで表面にアミノ基を有するフィ
ルターを作製した。
【０１６７】
　分子内に多数のカルボキシル基を有する分子量１０万のポリアクリル酸０．３ｗｔ％水
溶液に上記カルボキシル基を有する金属フィルターに１５分浸漬し、洗浄することで、表
面にカルボキシル基を有するフィルターを作製した。
【０１６８】
　ＭＰＣモノマーとアミノ基を有するモノマーの共重合体ポリマーのＢＬ５０２（日油株
式会社製：商品名）を０．３ｗｔ％含むメタノール溶液に上記表面にカルボキシル基を有
するフィルターを１５分浸漬し、洗浄を行い、最後に真空乾燥機にて８０℃３０分処理を
行うことで、カルボキシル基とアミノ基の脱水縮合を促し、フィルター表面に生体適合性
ポリマーが強固に化学結合している生体物質捕獲用のフィルター４を作製した。
【０１６９】
（フィルター５）
　２段階の金めっきの代わりに１段階の無電解白金めっきを行った以外はフィルター１と
同様にフィルターを作製した。無電解白金めっき液にはレクトレスＰｔ１００（日本エレ
クトロプレイティング・エンジニヤース株式会社製：商品名）を用いた。白金の厚みは０
．１μｍであった。
【０１７０】
（フィルター６）
　２段階の金めっきの代わりに１段階の無電解パラジウムめっきを行った以外はフィルタ
ー１と同様にフィルター６を作製した。無電解パラジウムめっき液にはパラデックススト
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ライク３（日本エレクトロプレイティング・エンジニヤース株式会社製：商品名）を用い
た。パラジウムの厚みは０．１μｍであった。
【０１７１】
（フィルター７）
電気Ｎｉめっきの変わりに電気パラジウムめっきを用いた以外はフィルター１と同様にフ
ィルター７を作製した。電気パラジウムめっき液はパラディックスＬＦ－５（日本エレク
トロプレイティング・エンジニヤース株式会社：商品名）を用いた。めっき温度は５０℃
、電流密度１Ａ／ｄｍ２の条件でめっきを行い、約４．２分／μｍの条件で約２０μｍと
なるように電気めっきを行った以外はフィルター１と同様の条件でめっきを行った。
【０１７２】
（フィルター８）
　ＭＣＬのピーラブル銅箔の代わりにピーラブルニッケル箔を用いた（電気めっき後はニ
ッケル箔を除去）。さらに電気Ｎｉめっきの変わりに電気銅めっきを用いた以外はフィル
ター１と同様に表面処理フィルター８を作製した。電気銅めっき液はミクロファブＣｕ２
００（日本エレクトロプレイティング・エンジニヤース株式会社：商品名）を用いた。め
っき温度は２５℃、電流密度３Ａ／ｄｍ２の条件でめっきを行い、約１．５分／μｍの条
件で約２０μｍとなるように電気めっきを行った以外はフィルター１と同様の条件でめっ
きを行った。
【０１７３】
（フィルター９）
　表面処理を行わなかったこと以外はフィルター１と同様にフィルター９を作製した。
【０１７４】
（フィルター１０）
　金めっきを行わなかったこと以外はフィルター１と同様にフィルター１０を作製した。
【０１７５】
（フィルター１１）
　ＢＬ４０５の代わりに疎水性で反応性の官能基を有さないＭＰＣ含有ポリマーであるＣ
Ｍ５２０６（日油株式会社製：商品名）を用いた以外はフィルター１と同様にフィルター
１１を作製した。
【０１７６】
（フィルター１２）
　ジチオジプロピオン酸処理を省略した以外はフィルター１と同様にフィルター１２を作
製した。
【０１７７】
（フィルター１３）
　ジチオジプロピオン酸処理とポリエチレンイミン処理を省略した以外はフィルター１と
同様にフィルター１３を作製した。
【０１７８】
（フィルター１４）
　ＢＬ４０５の代わりに疎水性で反応性の官能基を有さない純粋なＭＰＣポリマーである
ＢＬ２０３（日油株式会社製：商品名）を用いた以外はフィルター１と同様にフィルター
１４を作製した。
【０１７９】
（実験）
（非小細胞癌細胞株の調整）
　非小細胞癌細胞株であるＮＣＩ－Ｈ３５８細胞を１０％、ウシ胎児血清（ＦＢＳ）を含
むＲＰＭＩ－１６４０培地にて、３７℃、５％ＣＯ２条件下にて静置培養した。トリプシ
ン処理により培養皿から細胞を剥離させて回収し、リン酸緩衝液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　
ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ、ＰＢＳ）を用いて洗浄した後に、１０μＭ　Ｃｅｌｌ
Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｒｅｄ　ＣＭＴＰＸ（ライフテクノロジーズジャパン株式会社）にて３
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７℃、３０分間静置させることで、ＮＣＩ－Ｈ３５８細胞を染色した。その後、ＰＢＳに
て洗浄し、トリプシン処理にて３７℃にて３分間静置させることで、細胞塊を解離させた
。その後、培地にてトリプシン処理を停止させ、ＰＢＳにて洗浄後、２ｍＭＥＤＴＡ及び
０．５％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含むＰＢＳ（以下２ｍＭ　ＥＤＴＡ－０．５％
　ＢＳＡ－ＰＢＳという。）に懸濁した。尚、ＰＢＳはリン酸緩衝生理食塩水であり和光
純薬工業製製品コード１６６－２３５５５を用いた。ＢＳＡはＳＩＧＭＡ－ＡＬＤＲＩＣ
Ｈ社製（Ｐｒｏｄｕｃｔ　Ｎａｍｅ　：　Ａｌｂｕｍｉｎ　ｆｒｏｍ　ｂｏｖｉｎｅ　ｓ
ｅｒｕｍ－Ｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ　ｐｏｗｄｅｒ，　Ｂｉｏ　Ｒｅａｇｅｎｔ　ｆｏｒ
　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ）のものを用いた。ＥＤＴＡは２Ｎａ（エチレンジアミン－
Ｎ，Ｎ，Ｎ’，，Ｎ’－４酢酸二ナトリウム塩二水和物）（和光純薬工業製製品コード３
４５－０１８６５）を用いた。
【０１８０】
（血液サンプル中のＣＴＣの濃縮）
（評価例１）
　フィルター１をカートリッジにセットしたＣＴＣ回収装置：ＣＴ６０００（日立化成製
商品名）を用いて実験を行った。ＣＴＣ回収装置は血液サンプルや試薬を導入するための
流路を備えており、流路の入り口は、シリンジを加工して作製したリザーバーに接続した
。フィルターがセットされたカートリッジは、上記実施形態における生体物質捕獲システ
ムに相当する。このリザーバーに、血液サンプルや試薬を順次投入していくことで、ＣＴ
Ｃの捕捉、染色、洗浄などの操作を連続的に容易に行えるようにした。
【０１８１】
　ＣＴＣ回収装置に血液サンプルを導入して癌細胞を濃縮した。血液サンプルとして細胞
安定液を含む真空採血管であるＣｅｌｌ　Ｆｒｅｅ　ＤＮＡ（Ｓｔｒｅｃｋ社製：商品名
）に採血した健常者血液に、血液１ｍＬあたり１０００個の癌細胞を含有させたサンプル
を用いた。癌細胞としては、上記のヒト非小細胞肺癌細胞株ＮＣＩ－Ｈ３５８を使用した
。尚、血液は採血後６時間のものを用いた。
【０１８２】
　リザーバーに、２ｍＭ　ＥＤＴＡ－０．５％　ＢＳＡ－ＰＢＳ　１ｍＬ（以下洗浄液）
を導入し、フィルター上を満たした。連続して、ぺリスタルティックポンプを使用して流
速２００μＬ／分で送液を開始した。その後、血液１ｍＬを投入した。約５分後、リザー
バーに２ｍＬの２ｍＭ　ＥＤＴＡ－０．５％　ＢＳＡ－ＰＢＳを導入して細胞の洗浄を行
った。
【０１８３】
　次に洗浄液に４％ＰＦＡを溶かした液をカートリッジに入れ、細胞を１５分浸した。
【０１８４】
　洗浄後、洗浄液に０．２％ＴｒｉｔｏｎＸを溶かした液をカートリッジに入れ、細胞を
１５分浸した。
【０１８５】
　さらに１０分後、ポンプ流速を２０μＬ／分に変更し、リザーバーに６００μＬの細胞
染色液（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２：３０μｌ、Ｗａｓｈ　ｂｕｆｆｅｒ：３００ｍＬ）
を導入し、フィルター上の癌細胞または白血球を蛍光染色した。フィルター上に捕捉され
た細胞に対して３０分間染色を行った後、リザーバーに１ｍＬの２ｍＭ　ＥＤＴＡ－０．
５％　ＢＳＡ－ＰＢＳを導入して細胞の洗浄を行った。
【０１８６】
　続いて、コンピューター制御式電気ステージ及び冷却デジタルカメラ（ＤＰ７０、オリ
ンパス株式会社）を装備した蛍光顕微鏡（ＢＸ６１、オリンパス株式会社）を使用してフ
ィルターを観察し、フィルター上の癌細胞及び白血球の数をカウントした。
【０１８７】
　Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２及びＣｅｌｌＴｒａｃｋｅｒ　Ｒｅｄ　ＣＭＴＰＸ由来の
蛍光を観察するために、それぞれＷＵ及びＷＩＧフィルター（オリンパス株式会社）を用
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いて画像を取得した。画像取得及び解析ソフトにはＬｕｍｉｎａ　Ｖｉｓｉｏｎ（三谷商
事株式会社）を用いた。結果を表１に示す。細胞回収率（％）＝フィルターに回収された
癌細胞数／血液サンプルに混合した癌細胞数×１００％。白血球の数はＨｏｅｃｈｓｔ　
３３３４２で染色された細胞数からがん細胞数を引くことで算出した。以上の方法で評価
例１に係る実験を行った。
【０１８８】
（評価例２～１４）
　評価例１で使用したフィルター１の代わりにフィルター２～１４を用いた以外は評価例
１と同様の条件で評価例２～１４に係る実験を行った。
【０１８９】
（ＸＰＳの測定）
　表３に示す条件で、フィルター１について表面の元素分析を行った。その測定結果例を
表４に示す。表４に示すように、ほぼＡｕが覆われていることが確認できた。以下Ａｕに
注目してフィルター２～１４の測定を行った。
【０１９０】
【表３】

【０１９１】
【表４】

【０１９２】
（接触角）
　評価例１～１４それぞれについて、フィルターの接触角の測定を行った。測定はＪＩＳ
　Ｒ３２６５　「基板ガラス表面の濡れ性試験方法」に準拠した装置（ＤＭ７０１　協和
界面科学株式会社製、商品名）で行った。液滴の大きさは２μＬ、液滴投下から測定まで
の時間は３０秒とした。
【０１９３】
（結果）
結果を表５及び表６に示す。表５では、各評価例に係るフィルターの種類、材質、表面処
理１～３に係る情報を示し、表６では、接触角、Ａｕに係る元素分析の結果、白血球数、
ＮＣＩ－Ｈ３５８の回収率及び気泡に係る評価の結果を示している。なお、気泡に係る「
Ａ」とは、カートリッジ内にほとんど気泡が発生しなかったことを示す。また、「Ｂ」と
はカートリッジ内の一部（５体積％未満）に気泡が発生したことを示す。また、「Ｃ」と
は結果Ｂよりも多く（カートリッジ内の５体積％以上）気泡が発生したことを示している
。
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　評価例１に示すように、金めっきフィルター（金属フィルター）上に生体適合性ポリマ
ーを化学的結合させるべく処理すると、白血球数が比較的少なく、がん細胞の回収率も高
い。この場合、ポリマーの金属フィルターに対する被覆率も高い（金の元素比率が低い）
。接触角も低いので、気泡発生が抑制できる。
【０１９５】
　評価例２～３ではＢＬ４０５処理時のポリマー濃度を薄くし、生体適合性ポリマーによ
る吸着厚を薄くしている。この場合、ポリマーの被覆率が低い（金の元素比率が高い）。
金の元素比率が５ａｔ％を超えると、白血球数が増え回収率が低下する（評価例３）。
【０１９６】
　評価例４ではカチオンとアニオンの処理順を変更し、金めっきフィルター上に生体適合
性ポリマーを化学的結合させている。この場合も評価例１同様に白血球数が比較的少なく
、がん細胞の回収率も高い。
【０１９７】
　評価例５、６は金めっきの代わりにＰｔ、Ｐｄめっきを行っている。Ｐｔ、Ｐｄの場合
もＡｕめっきに近い効果が得られる。
【０１９８】
　評価例７、８はバルクの金属をＮｉからＰｄ、Ｃｕに変更している。バルクの金属がＰ
ｄ、Ｃｕの場合、Ｎｉよりもやや特性が良好である。
【０１９９】
　評価例９は金属フィルターの表面処理を行わなかった場合である。この場合、白血球数
が増え回収率が低下する。疎水性も高く、気泡が発生した。
【０２００】
　評価例１０はＡｕめっきを行わなかった場合である。この場合、Ｎｉ酸化皮膜の影響で
ポリマーの被覆率が低く（金の元素比率が高い）、白血球数が増え回収率が低下する。評
価例１１は反応性官能基を有さないＭＰＣポリマー（ＣＭ５２０６）を被覆した場合であ
る。この場合、接触角が極端に高くなり、気泡が発生しやすくなる。白血球数が増え回収
率が低下する。
【０２０１】
　評価例１２、１３はそれぞれ表面処理の一部或いは複数を省略した場合である。特に評
価例１３は化学吸着性が低く、ポリマーが剥離しやすくなるので、特性が低下する。評価
例１４はＭＰＣのホモポリマーを用いた場合である。若干フィルターとの化学反応性が低
下し、ポリマーの被覆率が低く（金の元素比率が高い）なった。
【０２０２】
　以上示したように、貴金属表面に生体適合性ポリマーを化学的に反応させることで、従
来のフィルターよりも特性が向上することが確認された。
【０２０３】
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【表５】

【０２０４】
【表６】

【符号の説明】
【０２０５】
　１…ＭＣＬ、２…ピーラブル銅箔、２’…銅板、３…フォトレジスト、３ａ…フォトレ
ジスト露光部分（露光部）、３ｂ…フォトレジスト現像部分、４…フォトマスク、５…め
っき層、６…貫通孔、７…金めっき層。
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