
JP 2012-552 A 2012.1.5

(57)【要約】
【課題】本発明の主な目的は、十分に大きな吸着容量を有するタンパク質吸着材の製造を
可能にする方法を提供することにある。また、本発明の目的は、タンパク質の吸着及び脱
着後のタンパク質吸着材の吸着容量を十分に大きく回復させる方法を提供することにある
。
【解決手段】高分子基材と、該高分子基材の表面を被覆し、タンパク質吸着能を有する官
能基を含有する高分子鎖と、を含む処理前吸着材を、液体又はその蒸気により湿潤化され
た状態で加熱して吸着材を得る工程を備える、タンパク質吸着材の製造方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　高分子基材と、該高分子基材の表面を被覆し、タンパク質吸着能を有する官能基を含有
する高分子鎖と、を含む処理前吸着材を、液体又は蒸気により湿潤化された状態で加熱し
て吸着材を得る工程を備える、タンパク質吸着材の製造方法。
【請求項２】
　前記処理前吸着材を、水を含む液体又は蒸気により湿潤化された状態で加熱する、請求
項１に記載のタンパク質吸着材の製造方法。
【請求項３】
　前記処理前吸着材を、金属イオンを含有する水溶液により湿潤化された状態で加熱する
、請求項１または２に記載のタンパク質吸着材の製造方法。
【請求項４】
　前記金属イオンを含有する水溶液の金属イオン濃度が０．０５ｍｏｌ／Ｌ以上である、
請求項３に記載のタンパク質吸着材の製造方法。
【請求項５】
　前記処理前吸着材を、湿潤化された状態で５０～１１０℃に加熱する、請求項１～４の
いずれか一項に記載のタンパク質吸着材の製造方法。
【請求項６】
　前記処理前吸着材を、湿潤化された状態で５０～１４０℃に加熱する、請求項４に記載
のタンパク質吸着材の製造方法。
【請求項７】
　前記高分子鎖が、共有結合によって前記高分子基材に固定されている、請求項１～６の
いずれか一項に記載のタンパク質吸着材の製造方法。
【請求項８】
　前記高分子鎖が、グラフト重合によって前記高分子基材に固定された直鎖状高分子鎖で
ある、請求項１～７のいずれか一項に記載のタンパク質吸着材の製造方法。
【請求項９】
　前記高分子基材が多孔質体である、請求項１～８のいずれか一項に記載のタンパク質吸
着材の製造方法。
【請求項１０】
　前記高分子基材が中空糸多孔膜である、請求項１～９のいずれか一項に記載のタンパク
質吸着材の製造方法。
【請求項１１】
　前記タンパク質吸着能を有する官能基がイオン交換基である、請求項１～１０のいずれ
か一項に記載のタンパク質吸着材の製造方法。
【請求項１２】
　前記イオン交換基が３級アミノ基である、請求項１１に記載のタンパク質吸着材の製造
方法。
【請求項１３】
　前記処理前吸着材が、少なくとも１回、タンパク質を吸着及び脱着させた吸着材である
、請求項１～１２のいずれか一項に記載のタンパク質吸着材の製造方法。
【請求項１４】
　請求項１～１３のいずれか一項に記載のタンパク質吸着材の製造方法により得ることの
できる、タンパク質吸着材。
【請求項１５】
　請求項１４に記載のタンパク質吸着材を備えるカラムまたはモジュール。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、タンパク質吸着材及びその製造方法に関する。また、本発明はタンパク質吸
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着材を用いたカラムまたはモジュールに関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、バイオテクノロジー産業において、タンパク質の実利的な大量精製が重要な課題
となっている。すなわち、タンパク質を効率的に大量産生及び大量精製することができる
技術の確立が望まれている。そのための手段のひとつとして、タンパク質吸着膜あるいは
ビーズといった、タンパク質吸着材の開発が検討されている。
【０００３】
　一般的に、タンパク質は、動物由来の細胞株を使用した細胞培養によって産生されるの
で、目的とするタンパク質（以下、単に「目的タンパク質」と記載する場合がある。）を
分離、精製する必要がある。特に抗体を利用した医薬品（抗体医薬品）を実用化するため
には、細胞デブリなどの濁質成分、及び細胞由来の溶存するタンパク質などの非濁質成分
を細胞培養液から除去し、人間の治療用途にとって十分な純度にまで精製する必要がある
。その精製工程においてタンパク質吸着材が用いられる。
【０００４】
　特に最近は、抗体医薬の需要が急速に増加しており、抗体医薬品となるタンパク質の大
量生産が指向されている。そして、培養技術の急速な進歩に伴い、精製工程の能力向上も
望まれている。すなわち、タンパク吸着材の更なる性能向上が求められている状況にある
。
【０００５】
　タンパク質の大量精製のためのタンパク質吸着材に関する技術は、例えば、特許文献１
～５が開示されている。
【０００６】
　特許文献１では、細孔表面にグラフト鎖を有し、このグラフト鎖にアニオン交換基が固
定される多孔膜を用いてろ過する工程を含むタンパク質の精製方法が示されている。
【０００７】
　特許文献２では、多孔質基材が第１アミン基の結合した架橋重合体を有する吸着材料で
覆われた多孔質吸着媒体が示されている。
【０００８】
　特許文献３では、複数の孔が延在している支持体構成部材および、該支持体構成部材の
孔中に配置されかつ該支持体構成部材の孔を満たしているマクロ多孔質架橋ゲルを含んで
なる複合材が示され、吸着による物質の分離としての使用に適しているとある。
【０００９】
　特許文献４では、陽イオン官能基を有する架橋被膜と、多孔質基材からなる正に帯電し
た多孔質膜が提供され、タンパク質、核酸、エンドトキシンのような生体分子のろ過、精
製に使用可能であることが示されている。
【００１０】
　特許文献５では、高分子基材粒子の表面に、タンパク質吸着能を有する官能基が高分子
鎖を介して固定された、タンパク質等の高速吸着精製が可能な吸着体およびその製造方法
が示されている。
【００１１】
　タンパク質と相互作用しうる官能基として一般的に知られる、アミノ基やスルホン酸基
を導入した被膜によって、基材の表面改質を行った例が特許文献６で示されている。特許
文献６では、高分子多孔質基材膜表面に、Ｎ－ハロゲン化された化合物（重合体あるいは
重合体前駆体）の被膜を形成させ、グラフト開始剤とモノマーとを接触させて、基材上で
グラフト重合する方法が示されている。さらに、前記モノマーとしてグリシジルメタクリ
レート（ＧＭＡ）を用いてグラフト重合させ、その後、ＧＭＡのエポキシ基に二級／三級
アミンによる、三級アミノ基／四級アンモニウム基の導入、あるいはスルホン酸イオンで
の処理によるエポキシ基のスルホン化によって得られる膜が記載されている。
【先行技術文献】
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【特許文献】
【００１２】
【特許文献１】国際公開第２００９／０５４２２６号
【特許文献２】特開２００９－５３１９１号公報
【特許文献３】特表２００６－５１９２７３号公報
【特許文献４】米国特許第６７８０３２７号明細書
【特許文献５】特開２００８－４５９０６号公報
【特許文献６】米国特許第５５４７５７５号明細書
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Ｋｙｏｉｃｈｉ　Ｓａｉｔｏ，ＣＨＡＲＧＥＤ　ＰＯＬＹＰＥＲ　ＢＲ
ＵＳＨ　ＧＲＡＦＴＥＤ　ＯＮＴＯ　ＰＯＲＯＵＳ　ＨＯＬＬＯＷ－ＦＩＢＥＲ　ＭＥＭ
ＢＲＡＮＥ　ＩＭＰＲＯＶＥＳ　ＳＥＰＡＲＡＴＩＯＮ　ＡＮＤ　ＲＥＡＣＴＩＯＮ　Ｉ
Ｎ　ＢＩＯＴＥＣＮＯＬＯＧＹ，Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＥＮＧＬＡＮＤ，Ｔａｙｌａｒ　＆　Ｆｒａｎｃｉｓ，２００２，３
７（３），５３５－５５４
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　一般的に、タンパク質吸着材は、タンパク質吸着の後、吸着したタンパク質を溶出させ
ることにより再生可能であることが期待される。特許文献１にあるように、吸着したタン
パク質を溶出する際には、塩溶液を用いるのが一般的である。
【００１５】
　しかしながら、このような処理によって再生を繰返してタンパク質の吸着を行うと、徐
々に吸着容量（単位吸着材体積あたりに吸着するタンパク質量）が減少していく傾向があ
る。抗体医薬の効率的な大量生産をするために、目的タンパク質の大量産生及び精製が望
まれる現在、このような吸着容量の低下は、解決すべき課題である。
【００１６】
　吸着材へのタンパク質吸着形態については、必ずしも特定されないが、例えば以下のよ
うに推察することができる。すなわち、タンパク質は、吸着材の官能基と作用し吸着され
るが、吸着材被覆層の表面で吸着する場合（以下、表面吸着という）と、表面吸着に加え
て吸着材被膜層の奥深くにタンパク質が吸着する場合とが考えられる。吸着されたタンパ
ク質分子は、単層、あるいは、多層に積み重なって吸着され得る。吸着材被膜層の奥深く
にタンパク質が吸着する例として、特許文献２に記載の吸着材が挙げられる。特許文献２
では、基材を覆う皮膜重合体は、「蛋白質および他の不純物は、当該皮膜の奥底に捕捉さ
れ、・・・・」と記載されている。また、タンパク質分子が多層に積み重なって吸着され
る例として、非特許文献１で、イオン交換基を有するポリマーブラシ（直鎖状のグラフト
高分子鎖）が孔表面に導入された多孔質中空糸膜にタンパク質が多層に吸着したことが報
告されている。
【００１７】
　このような、表面吸着に加えて吸着材被膜層の奥深くにタンパク質が吸着する吸着材、
あるいはタンパク質分子が多層に積み重なって吸着される吸着材については、上記塩溶液
によって吸着されたタンパク質が完全には溶出されない場合もある。そのため、繰り返し
再生していくうちに、残留タンパク質の蓄積によって吸着容量の低下が引き起こされると
考えられる。実際に、特許文献３の例では、吸着工程後の塩溶液を用いた脱着工程におい
て、吸着させたタンパク質の回収率が６３～９９％とあり、完全には溶出されていないこ
とが報告されている。すなわち、このような形態でタンパク質が吸着される吸着材におい
て、吸着容量の低下は、とりわけ大きな課題といえる。
【００１８】
　そこで、本発明の主な目的は、十分に大きな吸着容量を有するタンパク質吸着材の製造
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を可能にする方法を提供することにある。また、本発明の目的は、タンパク質の吸着及び
脱着後のタンパク質吸着材の吸着容量を十分に大きく回復させる方法を提供することにあ
る。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　本発明者らは、上記課題を解決するために鋭意検討した結果、驚くべきことに、タンパ
ク質吸着材を湿潤状態で加熱する製造方法が、上記目的を達成するために有効であること
を見出した。
【００２０】
　すなわち、本発明は以下に関する。
［１］
　高分子基材と、該高分子基材の表面を被覆し、タンパク質吸着能を有する官能基を含有
する高分子鎖と、を含む処理前吸着材を、液体又は蒸気により湿潤化された状態で加熱し
て吸着材を得る工程を備える、タンパク質吸着材の製造方法。
［２］
　処理前吸着材を、水を含む液体又は蒸気により湿潤化された状態で加熱する、［１］に
記載のタンパク質吸着材の製造方法。
［３］
　処理前吸着材を、金属イオンを含有する水溶液により湿潤化された状態で加熱する、［
１］または［２］に記載のタンパク質吸着材の製造方法。
［４］
　金属イオンを含有する水溶液の金属イオン濃度が０．０５ｍｏｌ／Ｌ以上である、［３
］に記載のタンパク質吸着材の製造方法。
［５］
　処理前吸着材を、湿潤化された状態で５０～１１０℃に加熱する、［１］～［４］のい
ずれかに記載のタンパク質吸着材の製造方法。
［６］
　処理前吸着材を、湿潤化された状態で５０～１４０℃に加熱する、［４］に記載のタン
パク質吸着材の製造方法。
［７］
　高分子鎖が、共有結合によって高分子基材に固定されている、［１］～［６］のいずれ
か記載のタンパク質吸着材の製造方法。
［８］
　高分子鎖が、グラフト重合によって高分子基材に固定された直鎖状高分子鎖である、［
１］～［７］のいずれかに記載のタンパク質吸着材の製造方法。
［９］
　高分子基材が多孔質体である、［１］～［８］のいずれかに記載のタンパク質吸着材の
製造方法。
［１０］
　高分子基材が中空糸多孔膜である、［１］～［９］のいずれかに記載のタンパク質吸着
材の製造方法。
［１１］
　タンパク質吸着能を有する官能基がイオン交換基である、［１］～［１０］のいずれか
に記載のタンパク質吸着材の製造方法。
［１２］
　イオン交換基が３級アミノ基である、［１１］に記載のタンパク質吸着材の製造方法。
［１３］
　処理前吸着材が、少なくとも１回、タンパク質を吸着及び脱着させた吸着材である、［
１］～［１２］のいずれかに記載のタンパク質吸着材の製造方法。
［１４］
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　［１］～［１３］のいずれかに記載の製造方法により得ることのできるタンパク質吸着
材。
［１５］
　［１４］に記載のタンパク質吸着材を備えるカラムまたはモジュール。
【発明の効果】
【００２１】
　本発明によれば、十分に大きな吸着容量を有するタンパク質吸着材の製造が可能である
。また、本発明によれば、タンパク質の吸着及び脱着に用いられた後のタンパク質吸着材
の吸着容量を十分に大きく回復させることができる。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　以下、本発明の好適な実施形態について詳細に説明する。ただし、本発明は以下の実施
形態に限定されるものではなく、その要旨の範囲内で種々変形して実施することができる
。
【００２３】
　本実施形態に係る製造方法は、高分子基材と、該高分子基材の表面を被覆し、タンパク
質吸着能を有する官能基を含有する高分子鎖と、を含む処理前吸着材を、液体又は蒸気に
より湿潤化された状態で加熱して吸着材を得る工程を備える。本実施形態に係る製造方法
において、該工程が施される場所は限定されない。すなわち、該工程を経たのちに出荷さ
れる場合、および使用者が該工程を自ら行う場合も本実施形態に関わる製造方法に含まれ
る。
【００２４】
　本実施形態において、「処理前吸着材」とは、単に、「湿潤化された状態で加熱する工
程に供される前の吸着材」を意味する。「処理前吸着材」の用語は、「湿潤化された状態
で加熱する工程による処理後の吸着材」と区別するために用いられる「処理前吸着材」は
、タンパク質の吸着及び脱着を経ていない吸着材の意味に限定されることもない。「処理
前吸着材」が湿潤化された状態で加熱する工程により処理される前にタンパク質の吸着及
び脱着を経た回数は、限定されない。すなわち、「処理前吸着材」は、例えば、未使用の
もの（一度も吸着物を吸着していないもの）、吸着／脱着を繰り返し、吸着容量が低下し
たもの、本実施形態とは異なる熱処理によって吸着容量が低下したものであり得る。
【００２５】
　処理前吸着材の形態は、タンパク質が溶解した液が処理前吸着材の表面と接触する形態
であれば、特に限定されず、非多孔質体または多孔質体であり得る。非多孔質体としては
、フィルム、非多孔質ビーズ、繊維、キャピラリーが挙げられる。多孔質体としては、平
膜、不織布、中空糸膜、モノリス、多孔質ビーズが挙げられる。吸着材単位体積当たりの
吸着面積を大きくし、高吸着容量とする観点からは、多孔質体が好ましい。さらに、ハン
ドリングの容易さから、膜状形態、すなわち、平膜、不織布、中空糸膜がより好ましい。
スケールアップ性、モジュール成型した際の流路構造が単純であることから、中空糸多孔
膜がさらに好ましい。
【００２６】
　本実施形態において、「中空糸多孔膜」とは、中空部分を有する円筒状または繊維状の
多孔体を意味する。中空糸多孔膜の中空側（内側）と外側とが貫通孔である細孔によって
連続している。中空糸多孔膜は、その細孔によって内側から外側、あるいは外側から内側
に、液体または気体が透過する性質を有する。中空糸多孔膜の外径および内径は、物理的
に多孔膜が形状を保持することができれば、特に限定されない。
【００２７】
　本実施形態の一例として、処理前吸着材が膜状の形態を有する場合、その細孔径は、好
ましくは０．０１μｍ～１０μｍであり、より好ましくは０．１μｍ～１０μｍであり、
さらに好ましくは０．１μｍ～１μｍである。基材中の細孔の占める体積比率である空孔
率は、多孔質膜の形状を保持しかつ通液時の圧損が実用上問題のない範囲であれば、特に
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限定されないが、好ましくは５％～９９％であり、より好ましくは１０％～９５％であり
、さらに好ましくは３０～９０％である。細孔径及び空孔率の測定は、例えばＭａｒｃｅ
ｌ　Ｍｕｌｄｅｒ著「膜技術」（株式会社アイピーシー）に記載されているような、当業
者にとって通常の方法により行うことができる。その具体例としては、電子顕微鏡による
観察、バブルポイント法、水銀圧入法、透過率法などが挙げられる。
【００２８】
　本実施形態における、高分子基材の素材について記述する。処理前吸着材の高分子基材
は、特に限定されず、公知技術の素材を用いることができる。特に、機械的性質保持のた
めには、ポリオレフィン系重合体から構成されていることが好ましい。ポリオレフィン系
重合体としては、例えば、エチレン、プロピレン、ブチレンおよびフッ化ビニリデンなど
のオレフィンの単独重合体、該オレフィンの２種以上の共重合体、または、1種もしくは
２種以上のオレフィンとパーハロゲン化オレフィンとの共重合体などが挙げられる。これ
らの基材の中でも、機械的強度が特に優れることから、ポリエチレンまたはポリフッ化ビ
ニリデンが好ましく、ポリエチレンがより好ましい。
【００２９】
　本実施形態において、高分子基材の表面（高分子基材が多孔質の場合は細孔内表面も含
む。）の少なくとも一部は、タンパク質吸着能を有する官能基を含有する高分子鎖により
被覆されている。高分子鎖から形成される被覆層の形態は、加熱工程、あるいはタンパク
質の吸着／脱着工程において、被覆層の溶解あるいは通液時の圧力上昇等の問題がなけれ
ば特に限定されない。基材と被覆層の結合状態については、例えば、共有結合、被覆、吸
着などがあるが、これらに限定されない。
【００３０】
　高分子基材表面にタンパク質吸着能を有する官能基を含有する高分子鎖を導入する方法
は、特に限定されない。高分子基材への放射線照射によってラジカルを生成し、グラフト
重合する方法、タンパク吸着能を有する官能基を含む高分子鎖を基材へ塗布し、架橋剤に
よって高分子鎖を基材表面に固定する方法、基材表面に、重合体あるいは重合体前駆体の
被膜を形成させ、その被膜を構成する高分子鎖からグラフト重合体を得る方法などがある
。特に高分子基材中の高分子鎖とそれを被覆するグラフト鎖との共有結合による強固な結
合を期待する場合には、基材からのグラフト重合によってタンパク質吸着能を有する官能
基を含有する高分子鎖を導入する方法が好ましい。
【００３１】
　特に、基材からのグラフト重合によって、タンパク質吸着能を有する官能基を含有する
直鎖状高分子鎖を導入する場合、（１）タンパク質吸着能を有する官能基を有するモノマ
ーを直接重合させる方法、または、（２）基材からのグラフト重合により、タンパク質吸
着能を有する官能基を導入可能な官能基を含む高分子鎖を導入し、続いて、タンパク質吸
着能を有する官能基を導入する方法を採用することができる。
【００３２】
　（１）は一段階の反応でタンパク吸着能を有する被覆層が得られることから、簡便で、
好ましい。上記モノマーとしては、特に限定されないが、メタクリレート誘導体、ビニル
化合物、アリル化合物などが挙げられ、例えば、ジエチルアミノエチルメタクリレート、
スルホプロピルメタクリレート、アリルアミンなどが選ばれる。
【００３３】
　（２）は、種々のタンパク質吸着能を有する官能基のバリエーションを揃えやすい、あ
るいはタンパク質吸着能を有する官能基の導入率（詳細は後述する）のバリエーションを
揃えやすいという観点からは、好ましい。（２）の場合のグラフト重合におけるモノマー
としては、反応性の高いエポキシ基を有するグリシジルメタクリレート（ＧＭＡ）が好ま
しい。
【００３４】
　本実施形態において、タンパク質吸着能を有する官能基を含有する高分子鎖によって形
成される被覆層の状態は限定されない。例えば、直鎖状の高分子鎖を形成する場合、基材
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表面上で高分子鎖同士がゆるく架橋しあうことでゲル状の被膜層を形成したり、高分子鎖
が架橋高分子を形成したりするときがある。本実施形態のメカニズムの詳細は不明である
が、湿潤状態での加熱処理によって、基材を被覆しているタンパク質吸着能を有する高分
子鎖のコンディショングが施され、吸着点数が増加すると考えられる。中でも、吸着材被
覆層の奥深くに吸着された、あるいは、多層に積み重なって吸着されたタンパク質が効率
的に排出され、吸着点数の増加の効果が著しく高いと推測される。したがって、基材から
直接形成された直鎖状のグラフト高分子鎖を有する処理前吸着材や、タンパク質吸着能を
有する官能基を含む高分子鎖同士がゆるく架橋しあったゲル状被膜を有する処理前吸着材
が好ましく、基材から直接形成された直鎖状のグラフト高分子鎖を有する処理前吸着材が
より好ましい。
【００３５】
　本実施形態において、高分子基材へのタンパク質吸着能を有する官能基を含む高分子鎖
の被覆の量については、通液時の圧力上昇等の問題がなければ、特に限定されない。また
、基材高分子の構造や被膜層を形成する官能基やモノマーの特性の組み合わせに応じて最
適な被覆量を選ぶことができる。以下、被覆の量について、上記（２）として挙げた、（
ｉ）基材からのグラフト重合により、タンパク質吸着能を有する官能基を導入可能な官能
基を含む高分子鎖（グラフト鎖）を導入し、続いて、（ｉｉ）タンパク質吸着能を有する
官能基を導入する方法を一例に挙げて説明する。
【００３６】
　（ｉ）に関して、一般的に、基材に対するグラフト鎖の結合率（グラフト率、ｄｇ［％
］）は、式（１）に示したように、グラフト鎖導入により増加した重量に基づいて定義さ
れる。
【００３７】
【数１】

【００３８】
Ｗ０：グラフト鎖導入前の高分子基材重量（ｇ）
Ｗ１：グラフト鎖導入後の全体重量（ｇ）
【００３９】
　（ｉｉ）に関して、被覆層における、グラフト鎖中のタンパク吸着能を導入可能な官能
基に対する、タンパク質吸着能を有する官能基の存在割合は、式（２）で示される「リガ
ンド転化率」で整理される。すなわち、タンパク質吸着能を有する官能基の存在割合は、
グラフト鎖中のタンパク吸着能を導入可能な官能基のモル数に対して、タンパク質吸着能
を有する官能基が導入されたモル数で表される。例えば、グラフト鎖がＧＭＡの重合体で
、ＧＭＡのエポキシ環にジエチルアミンを導入した場合、式（２）ではＭ１にＧＭＡの分
子量１４２ｇ／ｍｏｌを、Ｍ２にジエチルアミン分子量７３ｇ／ｍｏｌを代入する。
【００４０】

【数２】

【００４１】
Ｗ０：グラフト鎖導入前の高分子基材重量（ｇ）
Ｗ１：グラフト鎖導入後の全体重量（ｇ）
Ｗ２：タンパク質吸着能を有する官能基導入後の全体重量（ｇ）
Ｍ１：グラフト鎖モノマー単位の分子量（ｇ／ｍｏｌ）
Ｍ２：導入された官能基（タンパク質吸着能を有する官能基）の分子量（ｇ／ｍｏｌ）
【００４２】
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　グラフト率は、より高い吸着容量および力学的に安定な強度をともに確保するという観
点から、好ましくは５％～２００％、より好ましくは２０％～１５０％、更に好ましくは
３０％～９０％である。
【００４３】
　リガンド転化率は、より高い吸着容量を得るという観点から、好ましくは２０％～１０
０％、より好ましくは５０％～１００％、更に好ましくは７０％～１００％である。
【００４４】
　本実施形態における、タンパク質吸着能を有する官能基について記述する。タンパク質
吸着能を有する官能基として、イオン交換型、疎水性相互作用吸着型、郡特異アフィニテ
ィ吸着型、個別特異アフィニティ吸着型が挙げられるが、とくに限定されない。
【００４５】
　さらに、イオン交換基として、強酸性陽イオン交換基、弱酸性陽イオン交換基、強塩基
性陰イオン交換基または弱塩基性陰イオン交換基が挙げられるが、これらについても特に
限定されない。
【００４６】
　例えば、強酸性陽イオン交換基としてはスルホン酸基（－ＳＯ３

－）が、弱酸性陽イオ
ン基としてはカルボン酸基（－ＣＯＯ－）が挙げられる。
【００４７】
　一方、強塩基性陰イオン交換基としては、例えば四級アンモニウム基（Ｑ、－Ｎ＋Ｒ３

）、四級アミノエチル基（ＱＡＥ、－（ＣＨ２）２－Ｎ＋Ｒ３）などが挙げられる。ここ
で、Ｒは特に限定されず、同一のＮに結合するＲが同一または異なっていてもよく、好適
には、アルキル基、アリール基、アラルキル基などの炭化水素基を表す。より具体的には
、トリメチルアミノ基（ＴＭＡ、－Ｎ＋Ｍｅ３）などが挙げられる。弱塩基性陰イオン交
換基としては、１級アミノ基（－ＮＨ２）、２級アミノ基（－ＮＲＨ）、３級アミノ基（
－ＮＲ２）、ジエチルアミノエチル基（ＤＥＡＥ、－（ＣＨ２）２－ＮＥｔ２）、ジエチ
ルアミノプロピル基（ＤＥＡＰ、－（ＣＨ２）３－ＮＥｔ２）などが挙げられる。ここで
も、Ｒは特に限定されず、同一のＮに結合するＲが同一または異なっていてもよく、好適
には、アルキル基、アリール基、アラルキル基などの炭化水素基を表す。
【００４８】
　イオン交換基として強酸性あるいは強塩基性イオン交換基を選択した場合、広いｐＨ領
域で、ほぼ全てのイオン交換基が解離した状態に保持されるため、幅広いｐＨ領域で使用
できる利点がある。すなわち、処理する駅のｐＨを選ばず利用できるという点で好ましい
。ただし、水和水を持つイオン交換基が高密度で存在する状態にあり、被覆層において、
高分子鎖内や、隣接高分子鎖との間で立体反発が大きく、高分子鎖が伸張した状態になる
ので、多孔質体の吸着材では、液の流路が閉塞し、通液圧上昇／処理量低下を引き起こす
。したがって、高速処理を期待する場合には、弱酸性あるいは弱塩基性イオン交換基が好
ましく、ジエチルアミノ基またはイソプロピルアミノ基がより好ましい。
【００４９】
　疎水性相互作用吸着基としては、フェニル基、アルキル基等がある。
【００５０】
　郡特異性アフィニティ吸着基としては、Ｃｉｂａｃｒｏｎ　Ｂｌｕｅ　Ｆ３Ｇ－Ａ、Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　Ａ、コンカナバリンＡ、ヘパリン、タンニン、金属キレート基等がある。
【００５１】
　個別特異型アフィニティ吸着基としては、抗原や抗体類がある。
【００５２】
　本実施形態において、上で挙げたような処理前吸着材が、タンパク質が溶解した液と効
率的に接触するために、吸着前吸着材を梱包するのが好ましい。このような梱包形態を、
一般的に、吸着材が膜の場合はモジュール、その他の吸着材の場合はカラムというが、そ
れらの構造は限定されない。ただし、中空糸多孔膜であれば、中空部にタンパク質が溶解
した液を流し、中空部外表面から漏出する液を受け採ることによる簡易的な通液方法も可
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能であるので、この場合は必ずしもモジュールにする必要はない。
【００５３】
　モジュール構造について一例を挙げて言及すると、中空糸膜モジュールは、両端に開口
部を有するハウジングと、ハウジング内に固定された一本又は複数本の中空糸膜と、を備
える。中空糸膜の両端で、中空糸膜外側とハウジング内壁が固定され、ハウジング開口部
から供給されたタンパク質が溶解した液は、中空糸内側から外側へと膜中を通液し、ハウ
ジング側面に取り付けられたノズルより排出される。
【００５４】
　本実施形態における、処理前吸着材の湿潤方法および形態について記述する。本実施形
態において、「湿潤化された状態」とは、処理前吸着材表面が液体により濡れた状態をい
う。乾燥状態にある処理前吸着材を湿潤化する場合は、一旦親水化した後に湿潤化のため
の溶液で置換するのが好ましい。親水化の方法としては、特に限定されないが水、アルコ
ール水溶液、アルコール、蒸気で親水化することができる。中でも、アルコール又はアル
コール水溶液による親水化は種々の素材や形状で実施することができる。アルコール親水
化としては、例えば、処理前吸着材をエタノールまたはエタノール水溶液と接触させ、徐
々に水の比率を上げていき最終的に純水と接触させる方法がある。湿潤化のための溶液に
置換する方法としても、十分に処理前吸着材が溶液で置換されれば限定されない。例えば
膜を用いる場合、十分に親水化あるいは溶液への置換を行うために、溶液を通液する方法
が効果的であり、各溶液の通液量はモジュール体積の３倍以上が好ましく、５倍以上がよ
り好ましく、１０倍以上が更に好ましい。
【００５５】
　処理前吸着材を湿潤化させる液体は、好ましくは純水又は水溶液である。加熱温度が１
１０℃以下の場合、例えば、純水、緩衝液、無機塩の水溶液、あるいは無機塩を含む緩衝
液が挙げられる。一般的にタンパク吸着能を有する吸着材において、タンパク質を吸着す
る際には、ｐＨが調整された緩衝液にタンパク質を溶解した液を用い、脱着する際には塩
化ナトリウムを含む緩衝液が用いられる。したがって、湿潤させる溶液としてこれらの溶
液を用いることが、簡便で好ましい。加熱温度が１１０℃を超え、１４０℃以下の場合、
処理前吸着材を湿潤化させる溶液は、無機塩を含む水溶液であれば、特に限定されない。
すなわち、陽イオン種、価数、対アニオン種について限定されない。例えば１価の陽イオ
ンとして、リチウムイオン、ナトリウムイオン、カリウムイオンが、２価の陽イオンとし
てはマグネシウムイオン、カルシウムイオンなどが挙げられる。また対アニオンについて
は、水酸化物イオン、塩化物イオン、臭化物イオン、硫酸イオン、硝酸イオンなどが挙げ
られ、陽イオンに対する組み合わせも限定されない。タンパク溶出液、あるいは洗浄液と
して一般的に用いられることから、塩化ナトリウムを含むｐＨ８のトリス塩酸緩衝液、ま
たは水酸化ナトリウム水溶液が好ましく、塩化ナトリウムを含むｐＨ８のトリス塩酸緩衝
液がより好ましい。金属イオンの濃度は０．０５ｍｏｌ／Ｌ以上であることが好ましく、
０．１ｍｏｌ／Ｌ以上であることがより好ましく、１ｍｏｌ／Ｌ以上であることがさらに
好ましい。
【００５６】
　処理前吸着材を加熱する方法は、湿潤化された状態の処理前吸着材が十分に加熱され、
吸着材の機械的強度に影響がない範疇であれば、特に限定されない。処理前吸着材が梱包
された形態（例えばモジュール、カラムなど）での梱包容器外側からの加熱、オートクレ
ーブによる高圧下水蒸気接触、加熱した溶液の通液あるいは蒸気の通液によっても処理前
吸着材の加熱処理を行うことができる。梱包容器外側から加熱する場合やオートクレーブ
による加熱処理をする場合は、梱包容器内の溶液の封入量も限定されず、溶液垂れきり状
態あるいは満水状態でも可能である。加熱処理時間としては、十分に加熱することを目的
として、３０分以上が好ましく、１時間以上がより好ましく、１時間半以上がさらに好ま
しい。
【実施例】
【００５７】
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　以下、実施例を挙げて本発明についてさらに具体的に説明する。ただし、本発明はこれ
ら実施例に限定されるものではない。
【００５８】
［製造例１］高分子基材としての中空糸多孔質膜の製造
　微粉ケイ酸（アエロジルＲ９７２グレード）２７．２質量部、ジブチルフタレート（Ｄ
ＢＰ）５４．３質量部、及びポリエチレン樹脂粉末（旭化成サンファインＳＨ－８００グ
レード）１８．５質量部を予備混合し、２軸押出し機で中空糸状に押出して、中空糸状の
膜を得た。次に、この膜を塩化メチレン及び水酸化ナトリウム水溶液に順次浸漬すること
により、ジブチルフタレート（ＤＢＰ）及びケイ酸を抽出し、その後、水洗、乾燥処理を
施し、ポリエチレン製の中空糸多孔膜を得た。
【００５９】
［製造例２］吸着能力を有する中空糸多孔膜の製造
　［製造例１］で製造したポリエチレン製の中空糸多孔膜を密閉容器にいれ、容器内を窒
素置換した。次いで、中空糸多孔膜が入った密閉容器をドライアイスとともに発泡スチロ
ール製の箱に入れ、冷却しながらγ線２００ｋＧｙを照射し、ポリエチレンにラジカルを
発生させ、中空糸多孔膜を活性化させた。
【００６０】
　活性化された中空糸多孔膜を、窒素雰囲気の密閉容器内で室温まで戻した。その後、中
空糸多孔膜を反応容器に投入し、密閉して真空状態（１００Ｐａ以下）にした。グリシジ
ルメタクリレート（ＧＭＡ）５質量部とメタノール９５質量部とを混合し、窒素バブリン
グして予め準備した反応液を、真空状態の反応容器内に圧力差を利用して送液した。送液
された反応液を４０℃で４時間循環し、一終夜静置後、反応液を排出した。メタノール、
ついで水によって中空糸多孔膜を十分に洗浄し、ポリエチレン主鎖にグリシジルメタクリ
レートがグラフト重合したグラフト中空糸多孔膜を得た。
【００６１】
　グラフト中空糸多孔膜の入った反応容器に、５０体積部濃度のジエチルアミン水溶液を
入れ、３０℃で５時間を循環し、一終夜静置後、ジエチルアミノ水溶液を排出した。次い
で中空糸多孔膜を水で十分に洗浄し、乾燥させ、グラフト鎖にジエチルアミノ基を有する
グラフト中空糸多孔膜を吸着材として得た。
【００６２】
［製造例３］モジュール成型
　製造例１および２の工程により製造したグラフト中空糸多孔膜を、糸有効長９．４ｃｍ
、糸本数１本入りのモジュールに成型した。
【００６３】
［評価方法１］吸着容量測定方法
　グラフト中空糸多孔膜のタンパク質吸着容量の評価は、汎用ＨＰＬＣシステム（ＧＥヘ
ルスケアジャパン　ＡＫＴＡｅｘｐｌｏｒｅｒ１００）を用いて行った。バイオテクノロ
ジーの精製装置の性能表示を行う際、一般に、精製されたタンパク質溶液がモデルとして
用いられる。本実施例では、モデルタンパク質として一般に用いられるＢＳＡ（牛血清ア
ルブミン、シグマアルドリッチ製）を用いた。ｐＨ８に調整した２０ｍＭトリス塩酸緩衝
液（以下、緩衝液）１Ｌに対しＢＳＡ１ｇを溶解させ、０．４５μｍのフィルターを通し
、ＢＳＡ溶液を得た。
【００６４】
　ＨＰＬＣシステムにモジュールを接続し、３ｍＬ／ｍｉｎで、緩衝液、ＢＳＡ溶液、緩
衝液、１ｍｏｌ／Ｌの塩化ナトリウムを含む緩衝液（以下、塩緩衝液）、１Ｎの水酸化ナ
トリウム、塩緩衝液の順に通液した。１回目の緩衝液通液は膜の平衡化を目的として、Ｂ
ＳＡ供給後の２回目の緩衝液通液は非吸着ＢＳＡの洗浄を目的として行った。さらにそれ
以後の１Ｍ塩化ナトリウムを含む緩衝液および１Ｎ水酸化ナトリウム溶液通液は、吸着し
たＢＳＡの脱着を目的として行った。
【００６５】
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　ろ液側へのＢＳＡの漏洩動向を、波長２８０ｎｍにおける吸光度で追跡し、原液のＢＳ
Ａ溶液の吸光度に対するろ液の吸光度の比が１０％になる時点のろ液量を確認した。この
ろ液量を濃度１ｇ／Ｌに基づいてＢＳＡの重量に換算し、吸光度の比が１０％になる時点
のタンパク質吸着量［ｍｇ］を算出した。さらに、算出した値を中空糸内外径、有効糸長
から計算される円環部の体積で割り返すことで、膜体積あたりのタンパク質（ＢＳＡ）吸
着容量（ｍｇ／ｍＬ）を求めた。この値は「動的吸着容量」と呼ばれ、バイオテクノロジ
ーの分野で一般に用いられる。
【００６６】
［実施例１］
　処理前吸着材としての中空糸多孔膜が、１ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムの２０ｍｍｏｌ／
Ｌトリス塩酸緩衝液により湿潤化された状態で８０℃に加熱されることにより、吸着容量
が増大する例を示す。
【００６７】
　上記製造例１および２の方法に従い、グラフト鎖を介してポリエチレンに結合したジエ
チルアミノ基を表面に有する中空糸多孔膜を作製した。グラフト率は７５％であった。リ
ガンド転化率は９１％であった。この中空糸多孔膜を用いて有効長９．４ｃｍの糸１本入
りモジュールを組み立て、本実施例１に用いた。
【００６８】
　まず、熱処理前のタンパク質吸着容量を上記評価方法１に従い測定した。動的吸着容量
は５５．７ｍｇ／ｍＬであった。
【００６９】
　続いて、１ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムの２０ｍｍｏｌ／Ｌトリス塩酸緩衝液でモジュー
ル内を満たしてから、モジュールを密閉した。その状態で、モジュールを８０℃に温調さ
れたウォーターバスで１．５時間加熱した。モジュールを室温まで冷却後、再度１．５時
間加熱し、冷却した。
【００７０】
　その後、熱処理後のタンパク質吸着容量を上記評価方法１に従い測定した。動的吸着容
量は６１．６ｍｇ／ｍＬであった。このときの性能向上率（＝熱処理後の動的吸着容量／
熱処理前の動的吸着容量×１００）は１１１％であった。
【００７１】
［実施例２]
　吸着能力を有する中空糸多孔膜が、１ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムの２０ｍｍｏｌ／Ｌト
リス塩酸緩衝液により湿潤化された状態で１２９℃に加熱されることにより、吸着容量が
増大する例を示す。
【００７２】
　上記製造例１および２の方法に従い、グラフト鎖を介してポリエチレンに結合したジエ
チルアミノ基を表面に有する中空糸多孔膜を作製した。グラフト率は６０％であった。リ
ガンド転化率は９０％であった。この中空糸多孔膜を用いて有効長９．４ｃｍの糸１本入
りモジュールを組み立て、本実施例２に用いた。
【００７３】
　まず、熱処理前のタンパク質吸着容量を上記評価方法１に従い測定した。動的吸着容量
は４５．２ｍｇ／ｍＬであった。
【００７４】
　続いて、１ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムの２０ｍｍｏｌ／Ｌトリス塩酸緩衝液溶液でモジ
ュール内を満たし、モジュール１次側、２次側にある封入液を捨て、垂れきり状態にした
。モジュールの１次側、２次側をいずれも開放し、内部が高温水蒸気と接触する状態にし
てモジュールをオートクレーブに入れた。モジュールを１２９℃で１時間加熱後、室温ま
で冷却した。再度、１ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムの２０ｍｍｏｌ／Ｌトリス塩酸緩衝液を
内圧式で十分量（３０ｍＬ）モジュールに通液し、液を垂れ切り後、オートクレーブにて
モジュールを１２９℃で１時間加熱した。冷却後、エタノール、２０質量部エタノール水
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溶液、超純水の順に各３０ｍＬずつ内圧式でモジュールに通液して膜を親水化させた。
【００７５】
　その後、熱処理後のタンパク質吸着容量を上記評価方法１に従い測定した。動的吸着容
量は５５．０ｍｇ／ｍＬであった。このときの性能向上率（＝熱処理後の動的吸着容量／
熱処理前の動的吸着容量×１００）は１２２％であった。
【００７６】
［実施例３］
　吸着能力を有する中空糸多孔膜が、２０ｍｍｏｌ／Ｌトリス塩酸緩衝液により湿潤化さ
れた状態で８０℃に加熱されることにより、吸着容量が増大する例を示す。
【００７７】
　上記製造例１および２の方法に従い、グラフト鎖を介してポリエチレンに結合したジエ
チルアミノ基を表面に有する中空糸多孔膜を作製した。グラフト率は５９％であった。リ
ガンド転化率は９０％であった。この中空糸多孔膜を用いて有効長９．４ｃｍの糸１本入
りモジュールを組み立て、本実施例３に用いた。
【００７８】
　まず、熱処理前のタンパク質吸着容量を上記評価方法１に従い測定した。動的吸着容量
は４５．９ｍｇ／ｍＬであった。
【００７９】
　１ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムの２０ｍｍｏｌ／Ｌトリス塩酸緩衝液でモジュール内を満
たし、モジュール１次側、２次側にある封入液を捨て、垂れきり状態にした。２０ｍｍｏ
ｌ／Ｌトリス塩酸緩衝液を内圧式で十分量（３０ｍＬ）通液し、モジュール内を２０ｍＭ
トリス塩酸緩衝液の湿潤状態に置換した。
【００８０】
　満液状態のモジュールを密閉し、８０℃に温調されたウォーターバスで１．５時間加熱
した。室温まで冷却後、モジュールを再度１．５時間加熱し、冷却した。
【００８１】
　その後、熱処理後のタンパク質吸着容量を上記評価方法１に従い測定した。動的吸着容
量は５０．９ｍｇ／ｍＬであった。このときの性能向上率（＝熱処理後の動的吸着容量／
熱処理前の動的吸着容量×１００）は１１１％であった。
【００８２】
［実施例４]
　吸着能力を有する中空糸多孔膜が、０．１ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムの２０ｍｍｏｌ／
Ｌトリス塩酸緩衝液溶液により湿潤化された状態で１２１℃に加熱されることにより、吸
着容量が増大する例を示す。
【００８３】
　上記製造例１および２の方法に従い、グラフト鎖を介してポリエチレンに結合したジエ
チルアミノ基を表面に有する中空糸多孔膜を作製した。グラフト率は７６％であった。リ
ガンド転化率は９１％であった。この中空糸多孔膜を用いて有効長９．４ｃｍの糸１本入
りモジュールを組み立て、本実施例４に用いた。
【００８４】
　まず、熱処理前のタンパク質吸着容量を上記評価方法１に従い測定した。動的吸着容量
は５４．６ｍｇ／ｍＬであった。
【００８５】
　１ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムの２０ｍｍｏｌ／Ｌトリス塩酸緩衝液溶液でモジュール内
を満たし、モジュール１次側、２次側にある封入液を捨て、垂れきり状態にした。０．１
ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムの２０ｍＭトリス塩酸緩衝液を内圧式で十分量（３０ｍＬ）通
液し、モジュール内を置換した。続いて、モジュール１次側、２次側にある封入液を捨て
、垂れきり状態にした。モジュールの１次側、２次側をいずれも開放し、内部が高温水蒸
気と接触する状態にしてモジュールをオートクレーブに入れた。モジュールを１２１℃で
１時間加熱後、室温まで冷却した。再度、０．１ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムの２０ｍＭト
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リス塩酸緩衝液を内圧式で十分量（３０ｍＬ）モジュールに通液し、液を垂れ切り後、オ
ートクレーブにて１２１℃で１時間モジュールを加熱した。冷却後、エタノール、２０質
量部エタノール水溶液、超純水の順に各３０ｍＬずつ内圧式でモジュールに通液して膜を
親水化させた。
【００８６】
　その後、熱処理後のタンパク質吸着容量を上記評価方法１に従い測定した。動的吸着容
量は６６．９ｍｇ／ｍＬであった。このときの性能向上率（＝熱処理後の動的吸着容量／
熱処理前の動的吸着容量×１００）は１２３％であった。
【００８７】
［比較例１］
　吸着能力を有する中空糸多孔膜が、１ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムの２０ｍｍｏｌ／Ｌト
リス塩酸緩衝液溶液により湿潤化された状態で室温（２５℃）にて保存された場合、吸着
容量が増大しない例を実施例１～４に対する比較例として示す。
【００８８】
　上記製造例１および２の方法に従い、グラフト鎖を介してポリエチレンに結合したジエ
チルアミノ基を表面に有する中空糸多孔膜を作製した。グラフト率は７６％であった。リ
ガンド転化率は９１％であった。この中空糸多孔膜を用いて有効長９．４ｃｍの糸１本入
りモジュールを組み立て、本比較例１に用いた。
【００８９】
　まず、タンパク質吸着容量を上記評価方法１に従い測定した。動的吸着容量は５６．７
ｍｇ／ｍＬであった。
【００９０】
　１ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムの２０ｍｍｏｌ／Ｌトリス塩酸緩衝液でモジュール内を満
たしてから密閉し、その状態でモジュールを室温（２５℃）にて保存した。
【００９１】
　その後、タンパク質吸着容量を上記評価方法１に従い測定した。動的吸着容量は５３．
７ｍｇ／ｍＬであった。このときの性能向上率（＝熱処理後の動的吸着容量／熱処理前の
動的吸着容量×１００）は９５％であった
【００９２】
［実施例５］
　１ｍｏｌ／Ｌの塩化ナトリウムを含む２０ｍｍｏｌ／Ｌトリス塩酸緩衝液溶液により湿
潤化された状態で中空糸多孔膜が１２１℃に加熱されることにより、吸着容量が増大する
例を示す。
【００９３】
　上記製造例１および２の方法に従い、グラフト鎖を介してポリエチレンに結合したジエ
チルアミノ基を表面に有する中空糸多孔膜を作製した。グラフト率は６９％であった。リ
ガンド転化率は９１％であった。この中空糸多孔膜を用いて有効長９．４ｃｍの糸１本入
りモジュールを組み立て、本実施例５に用いた。
【００９４】
　中空糸多孔膜を親水化した後、１ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムの２０ｍＭトリス塩酸緩衝
液溶液を内圧式で十分量（３０ｍＬ）モジュールに通液し、湿潤状態とした。モジュール
１次側、２次側にある封入液を捨て、垂れきり状態にした。次いで、モジュールの１次側
、２次側をいずれも開放状態にし、内部が高温水蒸気と接触する状態でモジュールをオー
トクレーブに入れた。モジュールを１２１℃で１時間加熱後、室温まで冷却した。エタノ
ール、２０質量部エタノール水溶液、超純水の順に各３０ｍＬずつ内圧式で通液して膜を
親水化させた。
【００９５】
　その後、加熱後の吸着容量を上記評価方法１に従い測定した。動的吸着容量は６０．６
ｍｇ／ｍＬであった。
【００９６】
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［比較例２］
　１ｍｏｌ／Ｌの塩化ナトリウムを含む２０ｍｍｏｌ／Ｌトリス塩酸緩衝液溶液により湿
潤化された状態で加熱されない吸着材は吸着容量が増大しない例を、実施例５に対する比
較例として示す。
【００９７】
　上記製造例１および２の方法に従い、グラフト鎖を介してポリエチレンに結合したジエ
チルアミノ基を表面に有する中空糸多孔膜を作製した。グラフト率は６７％であった。リ
ガンド転化率は９１％であった。この中空糸多孔膜を用いて有効長９．４ｃｍの糸１本入
りモジュールを組み立てた。
【００９８】
　親水化ののち、吸着容量を上記評価方法１に従い測定した。動的吸着容量は４３．５ｍ
ｇ／ｍＬであった。
【産業上の利用可能性】
【００９９】
　本発明は、タンパク質吸着材の吸着容量を回復及び増大する方法を提供する。本発明は
、抗体医薬の効率的な大量生産をする上で、目的タンパク質の精製において産業上の利用
可能性を有する。
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