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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細孔表面にグラフト鎖を有し、かつ前記グラフト鎖にアニオン交換基が固定された中空
糸多孔膜であって、
　前記グラフト鎖のグラフト率が１０％以上９０％以下であり、
　前記グラフト鎖の７０％以上が前記アニオン交換基に置換され、
　０．１ｍｏｌ／Ｌの塩を含むｐＨ８の２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液に１ｇ／Ｌの
濃度で溶解したＢＳＡ溶液を前記中空糸多孔膜に透過させた際に、透過液中のＢＳＡ濃度
が０．１ｇ／Ｌを超えた時点まで透過させた前記ＢＳＡ溶液の体積から算出される動的吸
着容量が１０ｍｇ／ｍＬ以上である、中空糸多孔膜。
【請求項２】
　前記アニオン交換基が、ジエチルアミノ基、トリメチルアミノ基、四級アンモニウム基
、四級アミノエチル基、ジエチルアミノエチル基又はジエチルアミノプロピル基である、
請求項１に記載の中空糸多孔膜。
【請求項３】
　前記中空糸多孔膜の基材が、ポリエチレンまたはポリフッ化ビニリデンである、請求項
１又は２に記載の中空糸多孔膜。
【請求項４】
　前記グラフト鎖がメタクリル酸グリシジルの重合体である、請求項１から３のいずれか
一項に記載の中空糸多孔膜。
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【請求項５】
　前記グラフト率が、３０％以上６０％以下である、請求項１から４のいずれか一項に記
載の中空糸多孔膜。
【請求項６】
　前記多孔膜の最大細孔径が、０．１μｍ以上０．８μｍ以下である、請求項１から５の
いずれか一項に記載の中空糸多孔膜。
【請求項７】
　請求項１から６のいずれか一項に記載の中空糸多孔膜を備えるモジュール。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、たんぱく質の精製方法に関する。本発明は、具体的には、動物細胞培養液に
代表される、目的とするたんぱく質と不純物とを含む混合液から不純物を簡便に除去し、
目的とするたんぱく質を効率的に精製する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、バイオテクノロジー産業において、たんぱく質の実利的な大量精製は重要な課題
となっている。特に、医薬の分野において、抗体医薬への需要が急速に増加しており、た
んぱく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強く望まれてい
る。
　一般的に、たんぱく質は、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。
目的とするたんぱく質（以下、単に「目的たんぱく質」と記載する場合がある。）、特に
医薬品として用いる抗体医薬を実用化するためには、細胞培養液から濁質成分となる細胞
デブリなど及び非濁質成分となる細胞由来の溶存するたんぱく質などを除去し、人間の治
療用途にとって十分な組成にまで精製する必要がある。
【０００３】
　細胞培養液から目的たんぱく質を精製する通常の操作は、最初に、細胞培養液を遠心分
離にかけて濁質成分を沈降除去する。次いで、濁質成分のうち遠心分離で除去しきれない
約１μｍ以下の細胞デブリを、精密ろ過膜を用いるサイズろ過により除去する。さらに、
無菌化するために最大細孔径が０．２２μｍ以下のろ過膜を用いて無菌化ろ過を施して、
目的たんぱく質の清澄な溶液を得る（ハーベスト工程）。目的たんぱく質を含む清澄な溶
液が得られると、続いて、アフィニティークロマトグラフィーを始めとする、複数のクロ
マトグラフィー技術の組み合わせによる精製プロセスを用いて目的たんぱく質を分離・精
製する（ダウンストリーム工程）。培養液中の細胞から産生され、該培養液中に溶存する
不純物たんぱく質が、ダウンストーム工程において除去される。細胞培養液から目的たん
ぱく質などを精製する、斯かる従来の方法においては、該培養液中の目的たんぱく質の濃
度は１ｇ／Ｌ以下が通常であり、この培養液中に含まれる、細胞デブリ及び溶存する不純
物たんぱく質などの濃度も、目的たんぱく質の濃度と同程度である。この濃度領域では従
来のハーベスト工程とダウンストリーム工程による精製プロセスは、目的たんぱく質を精
製する上で十分有効である。
【０００４】
　しかしながら、抗体医薬の需要の急速な増加により、抗体医薬品となるたんぱく質の大
量生産が指向され、培養技術の急速な進歩により、近年では細胞培養液中の目的たんぱく
質の濃度は増加し、１０ｇ／Ｌにまで到達しようとしている。この培養技術の急速な進歩
は同時に、細胞培養液中の不純物たんぱく質も同様に増加する結果を意味するものであり
、従来のたんぱく質精製プロセスを用いての精製に多大な負荷がかかることが予測される
。
【０００５】
　そこで、たんぱく質の大量精製のための技術として、例えば、特許文献１及び２には、
多孔質膜にイオン交換基を導入して、たんぱく質吸着能力を付与したたんぱく質吸着膜が
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開示され、購入も可能である。
　また、たんぱく質吸着膜の使用例として、特許文献３には、アニオン交換基を導入した
セルロース多孔膜とカチオン交換基を導入したセルロース多孔膜の２種類のたんぱく質吸
着膜を用いて、リンパ液からアルブミンを分離する方法が開示されている。
　さらに、特許文献４には、アニオン交換基を導入したセルロース多孔膜を用いて、核酸
とエンドトキシンを分離する方法が開示されている。
　またさらに、特許文献５及び６には、それぞれカチオン交換基及びアニオン交換基をポ
リエーテルスルホン多孔膜に導入したたんぱく質吸着膜が開示されている。
　非特許文献１には、イオン交換基を含む多孔膜を用いて核酸とモノクローナル抗体を分
離する方法が開示されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】米国特許第５，５４７，５７５号明細書
【特許文献２】米国特許第５，７３９，３１６号明細書
【特許文献３】米国特許第６，００１，９７４号明細書
【特許文献４】米国特許第６，２３５，８９２号明細書
【特許文献５】米国特許第６，７８３，９３７号明細書
【特許文献６】米国特許第６，７８０，３２７号明細書
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｂｉｏｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　８：　２８１－２９１，１９９９
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　しかしながら、高濃度の目的たんぱく質を含む細胞培養液を、遠心分離、精密ろ過、さ
らに無菌化ろ過によって清澄液とし、該清澄液をアフィニティークロマトグラフィーカラ
ムであるプロテインＡアフィニティーカラムを用いて目的たんぱく質を選択的に吸着させ
、その後、酸性溶出液によって溶出回収する場合、回収液中に凝集した不純物が含まれる
ことがしばしば見られる。また、プロテインＡアフィニティーカラムの繰り返しの使用回
数が増すに従い、該凝集した不純物の量は増加すると共に回収される目的たんぱく質の量
が低下する傾向がある。
　上述したように、不純物たんぱく質の量が多いほど、アフィニティークロマトグラフィ
ー工程での負荷は大きくなり、カラムの洗浄などのために精製工程に長時間を要するよう
になるだけでなく、アフィニティークロマトグラフィーに用いるカラムビーズの寿命、特
にプロテインＡアフィニティーカラムの寿命を短くする結果となる。プロテインＡアフィ
ニティーカラムが高価であることから該カラムの寿命が短くなることは望ましくない。
【０００９】
　また、特許文献１－４に開示された方法では、分離に用いる原液を予め精密ろ過膜を通
して、粒子状の不溶物を除去した後に分離操作を実施している。これは、使用したたんぱ
く質吸着膜の最大細孔径が３μｍ～５μｍと大きいため、該たんぱく質吸着膜では粒子状
の不溶物を除去できないためである。
　特許文献５及び６に開示された方法でも、たんぱく質吸着膜の最大細孔径は０．８μｍ
～１．０μｍであり、微細な粒子状の不溶物を除去することはできない。
　さらに、通常細胞培養液には塩が含まれており、非特許文献１に開示されるようにイオ
ン交換膜を用いた場合、０．１Ｍ以上の塩を含む溶液からのたんぱく質の吸着量は著しく
減少するため、実用的に細胞培養液から不純物たんぱく質を除去することはできない。
【００１０】
　以上のように、既存のたんぱく質吸着膜は最大細孔径が約０．８μｍ以上であり、かつ
塩存在下での吸着量が低いため、細胞培養液から、細胞デブリのような微細な不溶物を除
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去することを目的とした除濁と、溶存する不純物たんぱく質の吸着とを同時に行うことは
想定されておらず、その目的のためには適していない。
　また、いずれのたんぱく質吸着膜も、その動的吸着容量は、溶液中に塩が存在しない条
件においても、膜体積あたりで３０ｍｇ／ｍＬ以下であるため、細胞培養液からの不純物
たんぱく質を有効に吸着除去するためには、多くの量のタンパク質吸着膜を必要とするこ
とになる。さらに、これらの既存のたんぱく質吸着膜は平膜の形態であるため、多量のた
んぱく質吸着膜をコンパクトなサイズに収納することはできない。したがって、大きなサ
イズの容器に収納された多量のタンパク質吸着膜を必要とすることとなり、実用的である
とはいえない。また、既存のアニオン交換基を有するたんぱく質吸着膜は溶液中に塩が存
在すると、吸着量が著しく低下するため、さらに実用には向かない。
【００１１】
　かかる事情に鑑み、本発明の解決しようとする課題は、動物細胞培養液に代表される、
目的たんぱく質と不純物とを含む混合液から、不純物を簡便に除去し、目的たんぱく質を
効率的に精製する方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者らは、前記課題を解決するために鋭意検討した結果、驚くべきことに細孔表面
にグラフト鎖を有し、かつ該グラフト鎖にアニオン交換基が固定された多孔膜を用いるこ
とが、前記目的を達成するために有効であることを見出した。
【００１３】
　すなわち、本発明は、以下の、たんぱく質の精製方法及び中空糸多孔膜を提供する。
［１］
　目的とするたんぱく質と不純物とを含む混合液から前記不純物を除去するためのたんぱ
く質の精製方法であって、
　細孔表面にグラフト鎖を有し、かつ前記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、たんぱく質の精製方法。
［２］
　前記目的とするたんぱく質が、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、ヒト化抗体
、ヒト抗体及び免疫グロブリンからなる群から選択される１種である、前記［１］に記載
のたんぱく質の精製方法。
［３］
　前記不純物が、非濁質成分及び前記混合液中に分散した濁質成分からなる群から選択さ
れる少なくとも１種である、前記［１］または［２］に記載のたんぱく質の精製方法。
［４］
　前記非濁質成分が、前記混合液中に溶存する不純物たんぱく質、ＨＣＰ、ＤＮＡ、ウィ
ルス、エンドトキシン、プロテアーゼ及びバクテリアからなる群から選択される少なくと
も１種である、前記［３］に記載のたんぱく質の精製方法。
［５］
　前記混合液中に分散した濁質成分が、細胞及び細胞デブリからなる群から選択される少
なくとも１種である、前記［３］または［４］に記載のたんぱく質の精製方法。
［６］
　前記混合液の塩濃度が、０．０１Ｍ以上０．５Ｍ以下である、前記［１］から［５］の
いずれか一項に記載のたんぱく質の精製方法。
［７］
　前記混合液の塩濃度が、０．１Ｍ以上０．３Ｍ以下である、前記［１］から［５］のい
ずれか一項に記載のたんぱく質の精製方法。
［８］
　前記多孔膜の基材がポリエチレンまたはポリフッ化ビニリデンであり、
　前記グラフト鎖がメタクリル酸グリシジルの重合体であり、グラフト率が１０％以上２
５０％以下であり、
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　前記グラフト鎖の有するエポキシ基の７０％以上が前記アニオン交換基に置換されてい
る、前記［１］から［７］のいずれか一項に記載のたんぱく質の精製方法。
［９］
　前記グラフト率が、１０％以上１５０％以下である、前記［８］に記載のたんぱく質の
精製方法。
［１０］
　前記グラフト率が、１０％以上９０％以下である、前記［８］に記載のたんぱく質の精
製方法。
［１１］
　前記グラフト率が、３０％以上６０％以下である、前記［８］に記載のたんぱく質の精
製方法。
［１２］
　前記アニオン交換基が、ジエチルアミノ基及び／又はトリメチルアミノ基である、前記
［１］から［１１］のいずれか一項に記載のたんぱく質の精製方法。
［１３］
　前記アニオン交換基が、ジエチルアミノ基である、前記［１］から［１２］のいずれか
一項に記載のたんぱく質の精製方法。
［１４］
　前記多孔膜の最大細孔径が、０．１μｍ以上０．８μｍ以下である、前記［１］から［
１３］のいずれか一項に記載のたんぱく質の精製方法。
［１５］
　前記多孔膜を用いて、前記混合液をろ過することにより、非濁質成分を含む１つ以上の
不純物を除去する、前記［１］から［１４］のいずれか一項に記載のたんぱく質の精製方
法。
［１６］
　前記混合液が、動物細胞培養液である、前記［１］から［１５］のいずれか一項に記載
のたんぱく質の精製方法。
［１７］
　前記多孔膜が中空糸多孔膜である、前記［１］から［１６］のいずれか一項に記載のた
んぱく質の精製方法。
［１８］
　前記［１７］に記載のたんぱく質の精製方法に用いられる、中空糸多孔膜。
［１９］
　前記［１８］に記載の中空糸多孔膜を備えるモジュール。
［２０］
　細孔表面にグラフト鎖を有し、かつ前記グラフト鎖にアニオン交換基が固定された中空
糸多孔膜であって、
　前記中空糸多孔膜の基材が、ポリエチレンまたはポリフッ化ビニリデンであり、
　前記グラフト鎖がメタクリル酸グリシジルの重合体であり、グラフト率が１０％以上２
５０％以下であり、
　前記グラフト鎖の有するエポキシ基の７０％以上が前記アニオン交換基に置換されてい
る、中空糸多孔膜。
［２１］
　前記グラフト率が、１０％以上１５０％以下である、前記［２０］に記載の中空糸多孔
膜。
［２２］
　前記グラフト率が、１０％以上９０％以下である、前記［２０］に記載の中空糸多孔膜
。
［２３］
　前記グラフト率が、３０％以上６０％以下である、前記［２０］に記載の中空糸多孔膜
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。
［２４］
　前記多孔膜の最大細孔径が、０．１μｍ以上０．８μｍ以下である、前記［２０］から
［２３］のいずれか一項に記載の中空糸多孔膜。
［２５］
　前記［２０］から［２４］のいずれか一項に記載の中空糸多孔膜を備えるモジュール。
［２６］
　アフィニティークロマトグラフィーによる精製を行う工程を、さらに含む、前記［１］
～［１７］のいずれか一項に記載のたんぱく質の精製方法。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明のたんぱく質の精製方法により、従来、遠心分離、精密ろ過、無菌化ろ過の３工
程によって行っている、アフィニティークロマトグラフィー工程以前の細胞培養液の清澄
化を、グラフト鎖を有し、該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るろ
過により簡便に行うことができる。
　また、従来の方法では除去されない、溶存した不純物たんぱく質の除去もアニオン交換
基が固定される多孔膜でのろ過により可能となる。さらに、アフィニティークロマトグラ
フィー工程の負荷を大きく低減することが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】実施例３における、アニオン交換中空糸膜モジュールを用いたＢＳＡとγ－グロ
ブリン混合液のろ過におけるＳＤＳ－ＰＡＧＥによる素通り成分と吸着成分の分析結果を
示す。
【図２】実施例４－６及び比較例１における、各種アニオン交換膜ろ過によるγ－グロブ
リンを含む細胞培養液の精製のＳＤＳ－ＰＡＧＥによる分析結果を示す。
【図３】実施例１０における、アニオン交換中空糸膜モジュールを用いた、１工程で除濁
、不純物たんぱく質除去、及び無菌化を行う評価装置の概略図を示す。
【図４】実施例１０における、アニオン交換中空糸膜モジュールを用いたろ過におけるＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥによる素通り成分と吸着成分の分析結果を示す。
【図５】実施例１１における、精密ろ過中空糸膜モジュールで除濁後、アニオン交換中空
糸膜モジュールを用いて、２工程で不純物たんぱく質除去及び無菌化を行う評価装置の概
略図を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　以下、本発明を実施するための形態（以下、「本実施の形態」という。）について詳細
に説明する。なお、本発明は、以下の本実施の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。
【００１７】
　本実施の形態のたんぱく質の精製方法は、医薬品として有用な目的とするたんぱく質と
、不純物と、を含む、動物細胞培養液に代表される混合液から、不純物を除去するたんぱ
く質の精製方法であって、細孔表面にグラフト鎖を有し、かつ該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。
　本実施の形態のたんぱく質の精製方法は、混合液に含まれる不純物を簡便に除去し、清
澄な目的たんぱく質の溶液を得ることのできるたんぱく質の精製方法である。
　本実施の形態のたんぱく質の精製方法は、ろ過工程により得られる清澄な目的たんぱく
質の溶液を用いて、アフィニティークロマトグラフィーによる精製を行う工程をさらに含
むことが好ましい。
【００１８】
　目的とするたんぱく質と不純物とを含む混合液としては、特に限定されないが、動物細
胞培養液を挙げることができる。
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　動物細胞培養液としては、目的たんぱく質を含む培養液であれば特に限定されないが、
チャイニーズハムスターの卵巣（ＣＨＯ）細胞を含む宿主細胞中で細胞培養を行って得ら
れる組換えたんぱく質を含む培養液を挙げることができる。
【００１９】
　目的たんぱく質としては、医薬品として用いられる抗体を挙げることができ、モノクロ
ーナル抗体、ポリクローナル抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体及び免疫グロブリンを挙げるこ
とができる。
【００２０】
　不純物としては、混合液中に分散した濁質成分、及び非濁質成分などを挙げることがで
きる。
　濁質成分及び非濁質成分としては、目的とするたんぱく質を製造するために、動物細胞
培養を行って得られる培養液中に含まれる目的たんぱく質以外の不純物を挙げることがで
きる。
　混合液中に分散した濁質成分としては、細胞及び細胞デブリなどを挙げることができ、
非濁質成分としては、混合液中に溶存する不純物たんぱく質、宿主細胞たんぱく質（Ｈｏ
ｓｔ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｔｅｉｎ：ＨＣＰ）、核酸（ＤＮＡ）、ウィルス、エンドトキシ
ン、プロテアーゼ及びバクテリアなどを挙げることができる。
【００２１】
　本実施の形態のたんぱく質の精製方法は、多孔膜を用いて、混合液をろ過することによ
り、非濁質成分を含む１つ以上の不純物を除去することが好ましい。
　非濁質成分は、多孔膜へ吸着により除去することができる。非濁質成分を含む１つ以上
の不純物の除去を行う際に、濁質成分も除去することが好適である。
【００２２】
　目的たんぱく質である抗体の等電位点（ｐＩ）は、その範囲がほぼ６～８にある。一般
的なＣＨＯ動物細胞培養液のｐＨは概ね７～８の範囲にあり、該培養液は約１質量％（約
０．１７Ｍ）の塩を含む。動物細胞培養液の種類によっては、上記ｐＨと塩濃度に変動は
ありうる。
　水溶液中で、たんぱく質のアミノ基は－ＮＨ3

+と、カルボキシル基は－ＣＯＯ-とイオ
ン化した状態で存在し、水溶液中のたんぱく質の総電荷は培養液のｐＨに依存する。等電
位点（ｐＩ）のｐＨではたんぱく質の総電荷はゼロである。そして、たんぱく質は、ｐＩ
以上のｐＨでは負、ｐＩ以下のｐＨでは正に帯電した状態となる。
　動物細胞培養液のｐＨは７～８であることから、目的たんぱく質の総電荷は殆どゼロで
あるかまたは僅かに正に帯電した状態で、目的たんぱく質は該培養液中に存在するため、
目的たんぱく質は、アニオン交換基には実質的に吸着されない。
【００２３】
　これに対し、混合液中に溶存する不純物たんぱく質、宿主細胞たんぱく質（ＨＣＰ）、
核酸（ＤＮＡ）及びエンドトキシンなどは、その殆どのｐＩ値が６以下であるため、動物
細胞培養液中に溶解していても、該培養液中では負に帯電した状態で存在する。上記混合
液中に溶存する不純物たんぱく質などは塩が存在しない条件化ではアニオン交換基に吸着
される性質を持つ。
　しかしながら、実際には動物細胞培養液は通常約１質量％（０．１７Ｍ）程度の塩を含
み、そのためｐＩが６以下であっても不純物たんぱく質などはアニオン交換基には殆ど吸
着されない。即ち、通常のアニオン交換基を有する吸着膜、またはアニオン交換クロマト
グラフィーを用いても、動物細胞培養液から直接不純物を除去することは出来ない。
【００２４】
　本実施の形態のたんぱく質の精製方法を用いることにより、塩濃度が０．０１Ｍ以上０
．５Ｍ以下である動物細胞培養液であっても、精製することができる。
　本実施の形態で好適に精製することができる動物細胞溶液の塩濃度は、０．１Ｍ以上０
．３Ｍ以下である。
【００２５】
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　本実施の形態において、細孔表面にグラフト鎖を有し、かつ該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動物細胞培養液のろ過を行った場合、驚くべきことに、
細胞培養液中に塩が含まれるにも関わらず、混合液中に溶存する不純物たんぱく質、宿主
細胞たんぱく質（ＨＣＰ）、核酸（ＤＮＡ）及びエンドトキシンなどが該多孔膜のアニオ
ン交換基に吸着されることが見出された。
【００２６】
　細孔表面にグラフト鎖を有し、かつ該グラフト鎖にアニオン交換基が固定される多孔膜
をろ過工程において用いると、通常では実現されない、動物細胞培養液からの混合液中に
溶存する不純物たんぱく質、宿主細胞たんぱく質、核酸及びエンドトキシンなどの吸着が
可能となる。その詳細な理由は不明だが、以下のように推測される。
【００２７】
　通常のアニオン交換膜及びアニオン交換クロマトグラフィーでは、一般にアニオン交換
基は多孔質膜細孔またはレジン並びにその細孔の表面に固定されている。たんぱく質は表
面のアニオン交換基により吸着される。アニオン交換基は多孔膜の細孔またはレジン並び
にその細孔の表面にのみ固定され、平面的に存在している。そのためたんぱく質は、多孔
膜の細孔またはレジン並びにその細孔の表面で点接触のように吸着するため、吸着に関わ
ることのできるアニオン交換基の数が少ない。従って、溶液中に塩が存在すると、たんぱ
く質の吸着性は著しく減少する。
これはアニオン交換膜についての一般的な概念であり、この原理に基づいて、吸着したた
んぱく質を溶出する際には、塩溶液を用いることが通常の方法として採用されている。
　すなわち、アニオン交換膜は溶液中に塩が存在する場合には、たんぱく質を吸着しない
ものと考えられており、この考え方は、グラフト鎖を有するアニオン交換膜についても同
様であった。
【００２８】
　本実施の形態において用いられる多孔膜においては、アニオン交換基は、細孔表面にあ
るグラフト鎖に固定されている。
　本発明者らは、アニオン交換基がグラフト鎖に固定されているアニオン交換膜である本
実施の形態における多孔膜を用いることにより、塩を含む溶液であってもたんぱく質の吸
着性が著しく減少することはない事実を見出した。
　アニオン交換基が細孔またはレジンの表面のみにある通常の多孔膜においては、たんぱ
く質の吸着は平面的であるのに対し、グラフト鎖にアニオン交換基が固定されることによ
り、アニオン交換基が３次元的に立体的に配置される。アニオン交換基がグラフト鎖に固
定されていることにより、グラフト鎖がたんぱく質を巻き込みように吸着するため、吸着
にかかわるアニオン交換基の数が多いと考えられる。吸着に関与し得るアニオン交換基の
数が多いため、溶液中に塩が存在しても、たんぱく質の吸着性の減少は少なく、実用的な
細胞培養液からも溶存した不純物の吸着による除去が実現されると推定される。
【００２９】
　本実施の形態において用いられるアニオン交換基を有する多孔膜とは、基材となる多孔
質体及びその細孔の表面にグラフト鎖が固定され、かつ該グラフト鎖にアニオン交換基が
化学的または物理的に固定されている多孔質体よりなる多孔膜を意味する。
【００３０】
　多孔膜の基材は、特に限定はされないが、機械的性質の保持のために、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、ブチレン及びフッ
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。
　パーハロゲン化オレフィンとしては、テトラフルオロエチレン及び／またはクロロトリ
フルオロエチレンなどが挙げられる。
【００３１】
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　これらの基材の中でも、機械的強度に特に優れ、かつ高い吸着容量が得られる素材であ
る点で、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。
【００３２】
　多孔膜の表面及び細孔に、グラフト鎖を導入し、さらに、該グラフト鎖にアニオン交換
基を固定する方法としては、限定されるものではないが、例えば、特開平２－１３２１３
２号公報に開示される方法が挙げられる。
【００３３】
　本実施の形態において、グラフト率とは、基材の重量に対する、アニオン交換基が固定
される前の基材に導入されたグラフト鎖の重量の比（百分率）を意味する。
　グラフト率は、１０％以上２５０％以下であることが好ましく、より好ましくは１０％
以上１５０％以下であり、さらに好ましくは１０％以上９０％以下であり、よりさらに好
ましくは３０％以上６０％以下である。
　グラフト率が１０％以上であることにより、タンパク質の吸着容量が著しく高くなり、
実用的である。
　グラフト率が２５０％以下であることにより、実用的な強度が得られる。
　通常、吸着したたんぱく質を溶出する際に塩溶液を多孔膜に通液するが、それにより膜
体積は膨張する特性があり、グラフト率が高いほど膨張率は高い。塩溶液通液による膜体
積の膨張率は、多孔膜とグラフト鎖の構造にもよるが、グラフト率６０％では約２％以下
、９０％では約３％以下、１５０％では約５％以下である。グラフト率が２５０％以下で
あれば、膨張率を１０％以下とすることができるため、グラフト率が２５０％以下の多孔
膜が実用上好適である。
【００３４】
　本実施の形態において、基材に導入されるグラフト鎖とは、導入反応後にジメチルホル
ムアミド（ＤＭＦ）などの有機溶剤で洗浄しても、除去されない化学構造を有する鎖を意
味する。
　グラフト鎖としては、例えば、メタクリル酸グリシジル、酢酸ビニル及びヒドロキシプ
ロピルアセテートの重合体が挙げられるが、アニオン交換基を導入しやすいことから、メ
タクリル酸グリシジルまたは酢酸ビニルの重合体が好ましく、メタクリル酸グリシジルの
重合体がより好ましい。
【００３５】
　アニオン交換基としては、混合液中に溶存する不純物たんぱく質、ＤＮＡ、ＨＣＰ、ウ
ィルス及びエンドトキシンなどを吸着するアニオン交換基であれば、特に限定されないが
、ジエチルアミノ基（ＤＥＡ、Ｅｔ2Ｎ－）、四級アンモニウム基（Ｑ、Ｒ3Ｎ

+－）、四
級アミノエチル基（ＱＡＥ、Ｒ3Ｎ

+－（ＣＨ2）2－）、ジエチルアミノエチル基（ＤＥＡ
Ｅ、Ｅｔ2Ｎ－（ＣＨ2）2－）、ジエチルアミノプロピル（ＤＥＡＰ、Ｅｔ2Ｎ－（ＣＨ2

）3－）基などが挙げられる。Ｒは、特に限定されるものではないが、同一のＮに結合す
るＲが同一又は異なっていてもよく、好適には、アルキル基、フェニル基、アラルキル基
などの炭化水素基を表す。
　四級アンモニウム基としては、例えば、トリメチルアミノ基（グラフト鎖に導入された
トリメチルアンモニウム基、Ｍｅ3Ｎ

+－）などが挙げられる。
　多孔膜に導入されたグラフト鎖への化学的な固定が容易であり、高い吸着容量が得られ
ることから、ＤＥＡ及びＱが好ましく、ＤＥＡがより好ましい。
【００３６】
　アニオン交換基は、グラフト鎖を構成するグリシジルメタクリレート重合体が有するエ
ポキシ基を開環し、ジエチルアミンなどのアミン及びジエチルアンモニウムまたはトリメ
チルアンモニウムなどのアンモニウム塩を付加することにより、グラフト鎖に固定するこ
とができる。
　グラフト鎖のエポキシ基のうち、モル比率で、７０％以上が、好ましくは７５％以上が
、より好ましくは８０％以上がアニオン交換基に置換されていることが好ましい。アニオ
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ン交換基が置換される量が上記範囲内であることにより、動的吸着容量に優れる多孔膜と
することができる。
【００３７】
　多孔膜の最大細孔径は、濁質成分及びバクテリアをカットし、なおかつ高い透過流速を
得るために、０．１μｍ以上０．８μｍ以下であることが好ましく、より好ましくは０．
１μｍ以上０．６μｍ以下であり、さらに好ましくは０．２μｍ以上０．５μｍ以下であ
る。
　本実施の形態において、多孔膜の最大細孔径とは、実施例において示すようにバブルポ
イント法により測定される値を意味する。
【００３８】
　アニオン交換基を有する多孔膜の、塩を含まない溶液からのたんぱく質の動的吸着容量
は、アフィニティークロマトグラフィーによる精製工程でのアフィニティークロマトグラ
フィーカラムへの負荷を有効に軽減するため、３０ｍｇ／ｍＬ以上であることが好ましく
、５０ｍｇ／ｍＬ以上であることがより好ましく、さらに好ましくは７０ｍｇ／ｍＬ以上
である。
　緩衝液が０．１ｍｏｌ／Ｌの塩を含む場合の動的吸着容量は、１０ｍｇ／ｍＬ以上であ
ることが好ましく、より好ましくは２０ｍｇ／ｍＬ以上であり、さらに好ましくは３０ｍ
ｇ／ｍＬ以上である。
　イオン交換膜に吸着する不純物の量は、イオン交換膜の体積に比例する。そのため、イ
オン交換膜の動的吸着容量が大きいほど、タンパク質の精製に用いるモジュールの大きさ
を小さくすることができる。
【００３９】
　本実施の形態において、動的吸着容量とは、多孔膜の体積あたりの破過するまでに多孔
膜に吸着されるたんぱく質の質量（単位［ｍｇ／ｍＬ］）を意味する。吸着量評価のモデ
ルたんぱく質としてウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を用い、ＢＳＡを２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ
－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）の緩衝液に溶解したもので、以下の実施例に記載する方法により
動的吸着容量を評価することができる。
【００４０】
　多孔膜の形態は、多孔質体でれば特に限定されず、平膜、不織布、中空糸膜、モノリス
、キャピラリー、円板または円筒状などが挙げられる。
　製造のし易さ、スケールアップ性、モジュール成型した際の膜のパッキング性などから
、中空糸膜であることが好ましい。
【００４１】
　本実施の形態において、アフィニティークロマトグラフィーによるダウンストリーム工
程の前の、ハーベスト工程において、アニオン交換基を有する中空糸多孔膜を用いて、目
的たんぱく質を含む動物細胞培養液のろ過を行うことにより、清澄な目的たんぱく質の溶
液を得ることができる。アニオン交換基を有する中空糸多孔膜を用いることにより、濁質
成分として存在する、細胞及び細胞デブリなどに加え、非濁質成分として存在する、溶解
した状態で培養液中に存在する不純物たんぱく質、ＨＣＰ、ＤＮＡ、ウィルスなどを除去
し、なおかつバクテリアも除去して、不純物が除去されかつ無菌化した、清澄な目的たん
ぱく質の溶液を得ることができる。
　細胞培養液から清澄な目的たんぱく質の溶液を得る目的のためには、アニオン交換基を
有する中空糸多孔膜は、モジュールに内蔵されていることが好ましい。
【００４２】
　中空糸多孔膜モジュールは、多孔質中空糸の表面及び細孔の表面にアニオン交換基が化
学的または物理的に固定された多孔質中空糸よりなる中空糸多孔膜を内蔵するモジュール
である。該中空糸多孔膜モジュールを用いて、動物細胞培養液を透過させることにより、
濁質成分として存在する、細胞及び細胞デブリなど、並びに、非濁質成分として存在する
、溶存する不純物たんぱく質、ＨＣＰ、ＤＮＡ及びバクテリアなどを該培養液から除去す
ることができる。濁質成分として該培養液中に存在する細胞及び細胞デブリなどはサイズ
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が大きいので、多孔質中空糸の細孔を通過できないため、サイズろ過によって除去するこ
とができる。また、該培養液中に溶解して存在する不純物たんぱく質などは、多孔質中空
糸の表面及び細孔の表面に固定されたアニオン交換基に吸着させることにより除去するこ
とができる。
【００４３】
　本実施の形態において、動物細胞培養液中に濁質成分及び非濁質成分などの不純物を除
去するためには、加圧した培養液を多孔質中空糸の内側を通液して流し、多孔質中空糸の
外側に透過させる、クロスフローによるろ過方法を用いることが好ましい。
　多孔質中空糸の内側に培養液をクロスフローで通液させることにより、多孔質中空糸外
側にろ液を透過させる際の、内側表面への濁質物質の堆積を抑制し、透過流速の大幅な低
下を抑制することが可能となる。
　クロスフローろ過においては、多孔質中空糸内を流れる際の液の線速度は０．０５ｍ／
ｓ～５．０ｍ／ｓであることが好ましく、より好ましくは０．１ｍ／ｓ～２．０ｍ／ｓで
ある。
　本実施の形態において、線速度とは、多孔質中空糸内断面を通過する液の速度であり、
（１秒当りに多孔質中空糸内を流れる液の体積）／（多孔質中空糸の内断面積）で表され
る。
【００４４】
　多孔質中空糸内側から外側へのろ過液の透過圧力は０．０１ＭＰａ～０．５ＭＰａが好
ましく、より好ましくは０．０５ＭＰａ～０．２ＭＰａである。
【００４５】
　本実施の形態において、動物細胞培養液から清澄な目的たんぱく質の溶液を短時間で得
るためには、動物細胞培養液の除濁処理のみを行った後に、アニオン交換基を有する中空
糸多孔膜を用いたろ過工程を行うことも好ましい方法として挙げられる。アニオン交換基
を有する中空糸多孔膜によるろ過を行う前に、動物細胞培養液にあらかじめ除濁処理のみ
を行うことにより、ろ過工程において高い透過流速を得ることができ、中空糸多孔膜によ
るろ過工程を押し込みろ過により行うことができる。
　アニオン交換基を有する中空糸多孔膜によるろ過が、残存した細胞デブリ、溶解した不
純物たんぱく質、ＨＣＰ、ＤＮＡ、バクテリアなどの非濁質成分の除去のみとなるため、
あらかじめ除濁処理を行うことが好ましい。
【００４６】
　動物細胞培養液の除濁処理は、遠心分離、珪藻土ろ過膜などのデプスフィルターによる
押し込みろ過、精密ろ過膜によるクロスフローろ過による方法などが挙げられるが、これ
らに限定されるものではない。
　除濁処理した処理液を直接、アニオン交換基を有する中空糸多孔膜を用いるろ過に送液
することが可能であることから、精密ろ過膜によるクロスフローろ過が好ましく、精密ろ
過中空糸膜モジュールによるクロスフローろ過がより好ましい。
【００４７】
　除濁処理のために用いる精密ろ過中空糸膜モジュールの多孔質中空糸の最大細孔径は０
．１μｍ～０．８μｍであることが好ましく、より好ましくは０．２μｍ～０．６μｍで
ある。
　最大細孔径が小さいと十分な透過流速が得られず、最大細孔径が大きいと、後段の本実
施の形態におけるアニオン交換基を有する多孔質中空糸よりなる中空糸膜モジュールへの
押し込みろ過の際につまりが生じやすくなり、透過圧力が増大する。
【００４８】
　精密ろ過中空糸膜モジュールを用いて、クロスフローろ過により除濁処理を行う際には
、多孔質中空糸内表面を流れる際の動物細胞培養液の線速度は０．０５ｍ／ｓ～５．０ｍ
／ｓであることが好ましく、より好ましくは０．１ｍ／ｓ～２．０ｍ／ｓである。
　多孔質中空糸内側から外側へのろ過液の透過圧力は０．０１ＭＰａ～０．５ＭＰａであ
ることが好ましく、より好ましくは０．０５ＭＰａ～０．２ＭＰａである。
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【００４９】
　本実施の形態のたんぱく質の精製方法は、アフィニティークロマトグラフィーにより精
製を行う工程を、さらに含むことが好ましい。
　アフィニティークロマトグラフィーによる精製は、従来公知の方法により行うことがで
き、プロテインＡアフィニティーカラムを用いて行うことができる。
　このプロセスではまず、アニオン交換基を有する多孔膜を用いたろ過により得られる目
的たんぱく質を含む清澄化された溶液を、プロテインＡアフィニティーカラムに適用し、
目的たんぱく質を選択的に吸着させる。
　清澄化された溶液中に含まれる溶存不純物たんぱく質は、プロテインＡアフィニティー
カラムに吸着されることなく流出し除去される。次いで、清澄化された溶液と同じｐＨの
緩衝液によりカラムを洗浄して、カラム内に残存した不純物を除き、その後、酸性の溶出
液を用いて吸着された目的たんぱく質を溶出回収することにより、不純物たんぱく質の大
部分がさらに除去された、精製された目的たんぱく質の溶液を得ることができる。
　適用する目的たんぱく質を含有する溶液中に不純物たんぱく質が溶存していても、プロ
テインＡアフィニティーカラムを用いることにより、目的たんぱく質を精製することが可
能である。
　アフィニティークロマトグラフィーにより精製を行う工程において、溶存する不純物た
んぱく質が多いと、カラムからの回収液中に凝集した不純物が存在したり、またカラムに
負荷がかかるためにカラムの寿命が低下したりする。該カラムを適用する前にアニオン交
換基を有する中空糸多孔膜を用いて予め溶存する不純物たんぱく質を出来るだけ多く除去
しておくことが好ましいため、本実施の形態において用いられる多孔膜を用いてろ過する
ことは好適である。
【００５０】
　本実施の形態において用いられるアフィニティークロマトグラフィーカラムとしては、
リガンドとして、プロテインＡ、ヘパリン、コンＡ、レッド（Ｐｒｏｃｉｏｎ　Ｒｅｄ　
ＨＥ－３Ｂ）、ブルー（Ｃｉｂａｃｒｏｎ　Ｂｌｕｅ　３ＧＡ）、リジン、アルギニン及
びベンザミジンなどを有するカラムが挙げられるが、抗体が目的たんぱく質の場合には多
くの場合、プロテインＡアフィニティークロマトグラフィーカラムが用いられる。
【００５１】
　アニオン交換基を有する多孔膜を用いたろ過により得られる目的たんぱく質を含む清澄
化された溶液を、アフィニティークロマトグラフィーカラムに適用し吸着させる方法は、
平衡化後のカラムにポンプまたは静水圧を用いて、清澄化された溶液をカラムに供給する
などの方法により行うことができる。
【００５２】
　目的たんぱく質を吸着させたアフィニティークロマトグラフィーカラムの洗浄は、目的
たんぱく質を含む清澄化された溶液のｐＨと同じｐＨの緩衝液を用いれば特に限定されな
いが、例えば、ｓｏｄｉｕｍ－ｐｈｏｓｐｈａｔｅバッファーなどの緩衝液が挙げられる
。
　緩衝液による洗浄は、カラム体積の２～１０倍量程度の体積の緩衝液をカラムに通液す
ることにより行うことができる。
【００５３】
　目的たんぱく質を吸着させたアフィニティークロマトグラフィーカラムからの目的たん
ぱく質の回収は、溶出バッファーとして酸性溶液の緩衝液を用いれば特に限定されないが
、例えば、ｐＨ３～４のＣｉｔｒａｔｅ－ＮａＯＨバッファーなどの酸性溶液が挙げられ
る。
　酸性溶液による目的たんぱく質の回収は、カラム体積の２～１０倍量の溶出バッファー
をカラムに通液することにより行うことができる。
【００５４】
　アニオン交換基を有する多孔膜を用いて、目的たんぱく質を含む動物細胞培養液のろ過
を行って、清澄な目的たんぱく質の溶液を得、次いで、アフィニティークロマトグラフィ
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ーにより、清澄な目的たんぱく質の溶液の精製を行って、目的たんぱく質を回収すること
により、従来、アフィニティークロマトグラフィーにおいて、酸性溶液によるたんぱく質
の回収において発生する凝集不純物の生成を抑制することが可能となる。本実施の形態に
おいて用いられる多孔膜を用いて目的とするたんぱく質を含む混合液をろ過することによ
り、アフィニティーカラムへの負荷を低減することができるとともに、高度に精製された
目的たんぱく質を回収することが可能となる。
【実施例】
【００５５】
　以下、本実施の形態を実施例及び比較例によりさらに具体的に説明するが、本実施の形
態は、これらの実施例のみに限定されるものではない。なお、本実施の形態に用いられる
評価方法及び測定方法は以下の通りである。
【００５６】
（１）バブルポイント法
　多孔質中空糸の最大細孔径を測定するために、バブルポイント法を用いた。長さ８ｃｍ
の多孔質中空糸の片方の末端を閉塞し、もう片方の末端を、圧力計を介して窒素ガス供給
ラインに接続した。接続した状態で窒素ガスを供給してライン内部を窒素に置換した後、
多孔質中空糸をエタノールに浸漬した。この時、エタノールがライン内に逆流しないよう
に極僅かに窒素で圧力をかけた状態で浸漬した。多孔質中空糸を浸漬した状態で、窒素ガ
スの圧力をゆっくり増やしていき、多孔質中空糸から窒素ガスの泡が安定して出始めた圧
力（ｐ）を記録した。
　最大細孔径をｄ、エタノールと空気の界面の表面張力をγとして、下記式（Ｉ）により
多孔質中空糸の最大細孔径を算出した。
ｄ＝Ｃγ／ｐ　・・・（Ｉ）
　ここで、Ｃは定数である。浸漬液がエタノールであるので、Ｃγ＝０．６３２（ｋｇ／
ｃｍ）であり、上式にｐ（ｋｇ／ｃｍ2）を代入することにより、最大細孔径ｄ（μｍ）
を求めた。
【００５７】
（２）バクテリアチャレンジテスト
　実施例１、２及び６で作製したミニモジュールの滅菌性能を確認するためにバクテリア
チャレンジテストを実施した。
　最初に次亜塩素酸ナトリウム１００ｐｐｍ水溶液２００ｍＬをクロスフローの要領でモ
ジュール内を通液しながら透過させて殺菌し、次いで超純水５００ｍＬを同様に通液しな
がら透過させて洗浄した。０．２２μｍ孔径の指標菌としてＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｄ
ｉｍｕｎｕｔａを用い、濃度１０６個／ｍＬの指標菌含有水溶液２００ｍＬを同じくクロ
スフローの要領で通液しながら透過させた。透過液中に含まれるＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
　ｄｉｍｕｎｕｔａの量を計測したところ、１０個／１００ｍＬ以下であり、このモジュ
ールの０．２２μｍ指標菌のＬＲＶ（対数減少値）は７以下であり、ほぼ完全な無菌化が
可能であることを確認した。
【００５８】
（３）目的たんぱく質を含む動物細胞培養液のモデル液の調整
　塩濃度約０．９質量％（０．１５Ｍ）、たんぱく質濃度約１ｇ／Ｌ、細胞密度３．０×
１０７／ｍＬの、抗体たんぱく質を含まないＣＨＯ細胞無血清細胞培養液を用意し、ここ
に目的たんぱく質としてγ－グロブリン（ＳＩＧＭＡ製）を１ｇ／Ｌの濃度となるように
添加して、目的たんぱく質を含む除濁されていない動物細胞培養液のモデル液を作製した
。
　このモデル液においては、γ－グロブリンが目的たんぱく質、濁質成分を含む細胞培養
液由来の全てのたんぱく質が不純物たんぱく質である。
【００５９】
（４）ＳＤＳ－ＰＡＧＥによるたんぱく質の分析
　実施例１、２及び６で作製したミニモジュールを透過した培養液中のたんぱく質を分析
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するためにＳＤＳ－ＰＡＧＥを用いた。分析に用いる透過液１０μＬを同量のサンプル処
理液（第一化学薬品株式会社製、トリスＳＤＳサンプル処理液またはトリスＳＤＳβＭＥ
サンプル処理液）と混合し、１００℃で５分間熱処理した。得られたサンプルを、マイク
ロピペットを用いて電気泳動用ゲルプレート（第一化学薬品株式会社製、マルチゲルＩＩ
ミニ）に１ウェルにつき１０μＬ適用し、泳動用バッファー（第一化学薬品株式会社製、
ＳＤＳ－トリス－グリシン泳動バッファーを１０倍希釈して使用）を満たした電気泳動槽
（和光純薬株式会社製、ＥａｓｙＳｅｐａｒａｔｏｒTM）に挿入した。３０ｍＡの定電流
で１時間泳動させて、透過液中のたんぱく質を分離した。泳動後のゲルプレートは染色試
薬（フナコシ株式会社製、ＩｎｓｔａｎｔＢｌｕｅ、または第一化学薬品株式会社製、２
Ｄ－銀染色試薬－ＩＩ）を用いて染色し、たんぱく質のバンドを確認した。
【００６０】
（５）ＨＣＰの定量
　不純物であるＨＣＰの定量はＣｙｇｎｕｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ製、ＣＨＯ　Ｈ
ｏｓｔ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ＥＬＩＳＡ　Ｋｉｔの９６ウェルプレートに評価す
る液をアプライし、ＧＥヘルスケアバイオサイエンス製、Ｕｌｔｒｏｓｐｅｃ　Ｖｉｓｉ
ｂｌｅ　Ｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ　ＩＩ９６のプレートリーダーを用いて行った。
【００６１】
（６）ＤＮＡの定量
　不純物であるＤＮＡの定量はｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ製、Ｑｕａｎｔ－ｉＴTM　ｄｓＤＮ
Ａ　ＨＳ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔを用いて評価する液を処理した後、ＱｕｂｉｔTMフルオロ
メーターを用いて行った。
【００６２】
（７）プロテインＡアフィニティーカラムによる目的たんぱく質の吸着回収
　実施例１、２及び６で作製したミニモジュールを透過させて得られた清澄な培養液をサ
ンプル液とし、そこから、プロテインＡアフィニティーカラムにより目的たんぱく質を吸
着回収する評価を行った。プロテインＡアフィニティーカラム（ＧＥヘルスケアバイオサ
イエンス製、ＨｉＴｒａｐ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ　ＨＰ　１ｍＬ）を市販のクロマトグラ
フィーシステム（ＧＥヘルスケアバイオサイエンス製、ＡＫＴＡｅｘｐｌｏｒｅｒ１００
）に接続し通液した。カラム平衡化とサンプル適用後の洗浄に用いるバッファーは２０ｍ
Ｍ　ｓｏｄｉｕｍ－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ｐＨ７．０）、吸着した目的たんぱく質の溶出
バッファーは０．１Ｍ　ｃｉｔｒｉｃ　ａｃｉｄ－ＮａＯＨ（ｐＨ３．０）を使用した。
吸着評価においては、１）平衡化のためにバッファー１０ｍＬをカラムに通液する、２）
目的たんぱく質を含む清澄液をカラムに通液し、目的たんぱく質を吸着させる、３）バッ
ファー１０ｍＬを通液してカラム内の不純物たんぱく質を洗浄する、４）溶出バッファー
１０ｍＬを通液して吸着した目的たんぱく質を溶出回収する、５）バッファー１０ｍＬを
通液してカラムを再洗浄する、という５段階の工程を１サイクルとして実施して目的たん
ぱく質の吸着量を評価した。このとき、全工程において流速は１．０ｍＬ／ｍｉｎで通液
した。目的たんぱく質の吸着回収の繰り返し評価においてはこのサイクルを連続して行っ
た。また吸着量は、回収液を１０倍希釈して２８０ｎｍの紫外線吸光度を測定し、予め既
知の濃度での紫外線吸光度測定により得られた検量線から求めた。
【００６３】
（８）除濁用精密ろ過中空糸膜モジュール
　外径２．０ｍｍ、内径１．４ｍｍ、最大細孔径０．４μｍのポリスルホン酸精密ろ過中
空糸１１本を束ね、該中空糸中空部を閉塞しないようにエポキシ系ポッティング剤で量末
端をポリカーボネート製モジュールケースに固定して、除濁のためのミニモジュールを作
製した。得られたミニモジュールの内径は０．９ｃｍ、長さは約８ｃｍ、モジュール内の
該中空糸内面の有効膜面積は３９ｃｍ2であった。
【００６４】
（９）動的吸着容量の測定
　２０ｍｍｏｌ／ＬのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）緩衝液に１ｇ／Ｌの濃度でＢＳＡ
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を溶解したＢＳＡ溶液を用い、破過が開始するまで評価モジュールにＢＳＡ溶液を透過さ
せた。ここで、ＢＳＡ溶液の濃度Ｑ、評価モジュールが破過した時までに透過させたＢＳ
Ａ溶液の体積ＶB、及び評価モジュール内の実施例に係るイオン交換膜ＶMの体積から、下
記式（ＩＩ）に基づいて動的吸着容量Ａを算出した。
Ａ＝Ｑ×ＶB／ＶM　・・・（ＩＩ）
　イオン交換膜の体積とは、中空部分を除いた体積である。また破過とは、透過液中のＢ
ＳＡ濃度が、供給されたＢＳＡ溶液の濃度の１０％である０．１ｇ／Ｌを超えた時点のこ
とをいう。また、溶液は評価モジュール内の中空状のイオン交換膜の内側から外側に向か
って通液した。この方法によって測定した、実施例１、２及び６で作製したアニオン交換
膜の動的吸着容量は、それぞれ７０ｍｇ／ｍＬ、３５ｍｇ／ｍＬ及び７５ｍｇ／ｍＬであ
った。
【００６５】
［実施例１］
（ｉ）中空糸多孔膜へのグラフト鎖の導入
　外径３．０ｍｍ、内径２．０ｍｍ、上記（１）に記載のバブルポイント法で測定した最
大細孔径が０．３μｍのポリエチレン多孔質中空糸を密閉容器に入れて、容器内の空気を
窒素で置換した。その後、容器の外側からドライアイスで冷却しながら、γ線２００ｋＧ
ｙを照射し、ラジカルを発生させた。得られたラジカルを有するポリエチレン多孔質中空
糸をガラス反応管に入れて、２００Ｐａ以下に減圧することにより、反応管内の酸素を除
いた。ここに４０℃に調整したグリシジルメタクリレート（ＧＭＡ）３体積部、メタノー
ル９７体積部よりなる反応液を、中空糸の２０質量部注入した後、１２分間密閉状態で静
置してグラフト重合反応を施し、多孔質中空糸にグラフト鎖を導入した。
　混合溶液は予め窒素でバブリングして、混合溶液内の酸素を窒素置換した。
　グラフト重合反応後、反応管内の反応液を捨てた。次いで、反応管内にジメチルスルホ
キシドを入れて中空糸を洗浄することにより、残存したグリシジルメタクリレート、その
オリゴマー及び中空糸多孔膜に固定されなかったグラフト鎖を除去した。
　洗浄液を捨てた後、さらにジメチルスルホキシドを入れて２回洗浄を行った。メタノー
ルを用いて同様にして洗浄を３回行った。洗浄後の中空糸を乾燥し、重量を測定したとこ
ろ、中空糸多孔膜の重量はグラフト鎖導入前の１３８％であり、基材重量に対するグラフ
ト鎖の重量の比として定義されるグラフト率は３８％であった。
　下記式（ＩＩＩ）によって算出される、基材ポリエチレンの骨格単位であるＣＨ2基（
分子量１４）のモル数に対する導入されたＧＭＡ（分子量１４２）のモル数が３．７５％
であることに相当する。
導入ＧＭＡのモル数％＝（グラフト率／１４２）／（１００／１４）×１００
・・・（ＩＩＩ）
【００６６】
　固体ＮＭＲ法により、グラフト反応後の中空糸多孔膜中のポリエチレン骨格単位ＣＨ2

基のモル数と、グラフト鎖を構成するＧＭＡに特有なエステル基（ＣＯＯ基）のモル数の
比を測定した。
　測定はグラフト反応後の中空糸を凍結粉砕した粉末サンプル０．５ｇを用いて、Ｂｒｕ
ｋｅｒ　Ｂｉｏｓｐｉｎ社製ＤＳＸ４００を使用し、核種を13Ｃとして、Ｈｉｇｈ　Ｐｏ
ｗｅｒ　Ｄｅｃｏｕｐｌｉｎｇ法（ＨＰＤＥＣ法）の定量モードにより、待ち時間１００
ｓ、積算１０００回の条件で、室温下で測定を行った。
　得られたＮＭＲスペクトルのエステル基に対応するピーク面積と、ＣＨ2基に対応する
ピーク面積との比が、ＧＭＡとＣＨ2基のモル数の比に対応することから、測定結果より
ＣＨ2基のモル数に対する導入されたＧＭＡのモル数を算出したところ、３．８％と得ら
れた。これはグラフト率３８．５％に相当し、グラフト反応後のサンプルを固体ＮＭＲ法
で測定することにより、グラフト率が得られることが示された。
【００６７】
（ｉｉ）アニオン交換基（３級アミノ基）のグラフト鎖への固定
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　乾燥したグラフト鎖を導入した中空糸をメタノールに１０分以上浸漬して膨潤させた後
、純水に浸漬して水置換した。ジエチルアミン５０体積部、純水５０体積部の混合溶液よ
りなる反応液を、ガラス反応管にグラフト反応後の中空糸２０質量部を入れ、３０℃に調
整した。ここにグラフト鎖を導入した多孔質中空糸を挿入し、２１０分間静置して、グラ
フト鎖のエポキシ基をジエチルアミノ基に置換することにより、アニオン交換基としてジ
エチルアミノ基を有する中空糸多孔膜を得た。
　得られた中空糸多孔膜は外径３．３ｍｍ、内径２．１ｍｍであり、中空糸多孔膜におい
てグラフト鎖の有するエポキシ基の８０％がジエチルアミノ基によって置換されていた。
　置換率Ｔはエポキシ基のモル数Ｎ2のうち、ジエチルアミノ基に置換されたモル数Ｎ1と
して下記式（ＩＶ）で算出した。
Ｔ＝１００×Ｎ1／Ｎ2

　＝１００×｛（ｗ2－ｗ1）／Ｍ1｝／｛ｗ1（ｄｇ／（ｄｇ＋１００））／Ｍ2｝
・・・（ＩＶ）
　Ｍ1はジエチルアンモニウムの分子量（７３．１４）、ｗ1はグラフト重合反応後の多孔
質中空糸膜の重量、ｗ2はジエチルアミノ基置換反応後の多孔質中空糸膜の重量、ｄｇは
グラフト率、Ｍ2はＧＭＡの分子量（１４２）である。
【００６８】
　固体ＮＭＲ法により上記した方法と同様にして、ジエチルアミノ基を導入した中空糸多
孔膜中の、ポリエチレン骨格単位ＣＨ2基のモル数に対する、ＧＭＡに特有なエステル基
のモル数の比を測定したところ３．７５％という結果が得られた。これはグラフト率３８
％に対応し、この結果よりジエチルアミノ基の導入によるグラフト率の変化はないことが
確認された。
【００６９】
（ｉｉｉ）アニオン交換膜モジュールの作製
　アニオン交換基としてジエチルアミノ基を有する多孔質中空糸３本を束ね、多孔質中空
糸の中空部を閉塞しないようにエポキシ系ポッティング剤で量末端をポリスルホン酸製モ
ジュールケースに固定して、アニオン交換膜の中空糸モジュールを作製した。
　得られたモジュールの内径は０．９ｃｍ、長さは約３．３ｃｍ、モジュールの内容積は
約２ｍＬ、モジュール内に占める多孔質中空糸の有効体積は０．８５ｍＬ、中空部分を除
いた中空糸多孔膜のみの体積は０．５４ｍＬであった。
【００７０】
［実施例２］
（ｉｖ）アニオン交換基（４級アミノ基）のグラフト鎖への固定
　実施例１と同様に、乾燥したグラフト鎖を導入した中空糸をメタノールに１０分以上浸
漬して膨潤させた後、純水に浸漬して水置換した。純水５０体積部とジメチルスルホキシ
ド５０体積部よりなる混合溶液を用意し、この溶液中に濃度が０．５Ｍとなるようにトリ
メチルアンモニウムクロリドを添加、混合して、均一な反応液を得た。ガラス反応管にこ
の反応液を、グラフト反応後の中空糸の２０質量部に入れ、６０℃に調整した。その後、
ここにグラフト鎖を導入した多孔質中空糸を挿入し、２００分間静置することにより、グ
ラフト鎖のエポキシ基をトリメチルアミノ基に置換して、アニオン交換基としてトリメチ
ルアミノ基を有する中空糸多孔膜を得た。
　得られた中空糸多孔膜は外径３．２ｍｍ、内径２．１ｍｍであり、中空糸多孔膜におい
てグラフト鎖の有するエポキシ基の８０％がトリメチルアミノ基によって置換されていた
。置換率の算出は上記式（ＩＶ）においてＭ1にトリメチルアンモニウムクロリドの分子
量９５．５７を代入して、ジエチルアミノ基と同様に行った。
【００７１】
（ｖ）アニオン交換膜モジュールの作製
　アニオン交換基としてトリメチルアミノ基を有する多孔質中空糸膜モジュールも実施例
１と同様にして作成し、多孔質中空糸の有効体積０．７５ｍＬ、中空部分を除いた中空糸
多孔膜のみの体積０．４６ｍＬのモジュールを得た。
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【００７２】
［実施例３］
　２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）に０．１７Ｍの濃度となるようにＮａＣｌ
を添加し、金属塩を含む緩衝液を作成した。この緩衝液にＢＳＡ（ｐＩ５．６）及びγ－
グロブリン（ｐＩ６－７）をそれぞれ１ｇ／Ｌの濃度で溶解して、たんぱく質混合溶液を
作成した。実施例１で作製したジエチルアミノ基を有するアニオン交換膜モジュールにこ
のたんぱく質混合溶液を２ｍＬ／ｍｉｎの流速で通液し、透過液を５ｍＬずつのフラクシ
ョンとして採取した。モジュールを透過したフラクション中のたんぱく質を分析するため
にＳＤＳ－ＰＡＧＥを用いた。分析に用いる透過液１０μＬを同量のサンプル処理液（第
一化学薬品株式会社製、トリスＳＤＳサンプル処理液）と混合し、１００℃で５分間熱処
理した。得られたサンプルを、マイクロピペットを用いて電気泳動用ゲルプレート（第一
化学薬品株式会社製、マルチゲルＩＩミニ）に１ウェルにつき１０μＬを適用し、泳動用
バッファー（第一化学薬品株式会社製、ＳＤＳ－トリス－グリシン泳動バッファーを１０
倍希釈して使用）を満たした電気泳動槽（和光純薬株式会社製、ＥａｓｙＳｅｐａｒａｔ
ｏｒTM）に挿入して、３０ｍＡの定電流で１時間泳動させることにより、透過液中のたん
ぱく質を分離した。泳動後のゲルプレートは染色試薬（フナコシ株式会社製、Ｉｎｓｔａ
ｎｔＢｌｕｅ）を用いて染色した。
　図１に得られた結果を示す。レーン１はＢＳＡ、レーン２はγ－グロブリンのみ、レー
ン３はＢＳＡとγ－グロブリンの混合液、レーン５から１２は透過液のフラクション、レ
ーン１３は吸着物の溶出液である。２０ｍＬまでの透過液（レーン５から８まで）にはほ
ぼγ－グロブリンのみが存在し、ＢＳＡは全て吸着されていた。また、吸着後、１Ｍ　Ｎ
ａＣｌをバッファーに溶解した塩溶液で溶出した。溶出液中(レーン１３)にはＢＳＡのみ
が存在しており、モジュールにはＢＳＡのみが選択的に吸着し、γ－グロブリンは非吸着
であった。図１に示された結果から、本実施の形態の方法は、塩を含む溶液からの目的た
んぱく質の分離に有効であることが分かった。
【００７３】
［実施例４］
　目的タンパク質としてγ－グロブリンを０．５ｇ／Ｌを含むＣＨＯ無血清細胞培養液を
、精密ろ過中空糸膜モジュールを用いてデッドエンドろ過し、除濁した上清を得た。実施
例１で作製したジエチルアミノ基を有するアニオン交換膜モジュールにこの上清液５４ｍ
Ｌ（中空糸膜体積の１００倍相当）を２ｍＬ／ｍｉｎの流速で通液し、全ての透過液を採
取した。モジュールを透過したフラクション中のたんぱく質を評価するためにＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥを用いた。分析に用いる透過液１０μＬを同量のサンプル処理液（第一化学薬品株
式会社製、トリスＳＤＳβＭＥサンプル処理液）と混合し、１００℃で５分間還元熱処理
した。得られたサンプルを、マイクロピペットを用いて電気泳動用ゲルプレート（第一化
学薬品株式会社製、マルチゲルＩＩミニ）に１ウェルにつき１０μＬを適用し、泳動用バ
ッファー（第一化学薬品株式会社製、ＳＤＳ－トリス－グリシン泳動バッファーを１０倍
希釈して使用）を満たした電気泳動槽（和光純薬株式会社製、ＥａｓｙＳｅｐａｒａｔｏ
ｒTM）に挿入した。３０ｍＡの定電流で１時間泳動させることにより、透過液中のたんぱ
く質を分離した。
　泳動後のゲルプレートは染色試薬（第一化学薬品株式会社製、２Ｄ－銀染色試薬－ＩＩ
）を用いて染色した。
　図２に得られた結果を示す。レーン２はγ－グロブリンのみ、レーン３はＣＨＯ無血清
細胞培養上清のみ、レーン４及びレーン９はγ－グロブリンを含むＣＨＯ無血清細胞培養
上清、レーン１０はこの評価での透過液である。アニオン交換膜モジュールを透過させる
ことにより、塩を含む細胞培養液中の多くの不純物が除去され、精製された目的タンパク
質が得られることが示された。また、代表的な不純物であるＨＣＰ及びＤＮＡの濃度は、
アニオン交換膜モジュール透過前の細胞培養上清中にはそれぞれ、３４６μｇ／ｍＬ及び
７２００ｎｇ／ｍＬであったものが、透過液中ではそれぞれ３９μｇ／ｍＬ及び５２ｎｇ
／ｍＬと大幅に減少しており、これら溶存して存在する不純物タンパク質の除去性に優れ
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ていることが分かった。
【００７４】
［実施例５］
　実施例２で作製したトリメチルアミノ基を有するアニオン交換膜モジュールを用いて、
実施例４と同様にして、目的タンパク質としてγ－グロブリンを０．５ｇ／Ｌ含む、同じ
ＣＨＯ無血清細胞培養の上清液を膜体積の１００倍相当の４６ｍＬを通液して不純物除去
を行った。実施例４と同様にしてＳＤＳ－ＰＡＧＥによる評価を行った。結果は図２に実
施例４と同様に示す。レーン１２がこの評価での透過液である。アニオン交換膜モジュー
ルを透過させることにより、塩を含む細胞培養液中の多くの不純物が除去され、精製され
た目的タンパク質が得られることが示された。また、代表的な不純物であるＨＣＰ及びＤ
ＮＡの濃度は、アニオン交換膜モジュール透過前の細胞培養上清中にはそれぞれ、３４６
μｇ／ｍＬ及び７２００ｎｇ／ｍＬであったものが、透過液中ではそれぞれ７３．８μｇ
／ｍＬ及び３２．８ｎｇ／ｍＬと大幅に減少しており、これら溶存して存在する不純物タ
ンパク質の除去性に優れていることが分かった。
【００７５】
［参考例６］
　実施例１において、反応液の組成がグリシジル酸メタクリレート１０体積部、メタノー
ル９０体積部である以外は、実施例１と同様にグラフト鎖の導入並びにジエチルアミノ基
のグラフト鎖への固定を行って、アニオン交換基としてジエチルアミノ基を有するグラフ
ト率が１４０％の中空糸多孔膜を得た。また（ＩＶ）式を用いて算出した結果、グラフト
鎖の有するエポキシ基の９３％がジエチルアミノ基によって置換されていた。得られた中
空糸多孔膜は外径４．０ｍｍ、内径２．５ｍｍであり、この中空糸多孔膜を用いて、実施
例１と同様にして、多孔質中空糸の有効体積１．５３ｍＬ、中空部分を除いた中空糸多孔
膜のみの体積０．９２ｍＬの中空糸モジュールを作製した。
　図２のレーン１１は、該中空糸モジュールを用いて実施例４と同様に行った結果を示す
。該モジュールを透過させることにより、塩を含む細胞培養液中の多くの不純物が除去さ
れ、精製された目的タンパク質が得られることが示された。また、代表的な不純物である
ＨＣＰ及びＤＮＡの濃度は、アニオン交換膜モジュール透過前の細胞培養上清中にはそれ
ぞれ、３４６μｇ／ｍＬ及び７２００ｎｇ／ｍＬであったものが、透過液中ではそれぞれ
４２．６μｇ／ｍＬ及び３２．８ｎｇ／ｍＬと大幅に減少しており、これら溶存して存在
する不純物タンパク質の除去性に優れていることが分かった。
【００７６】
［比較例１］
　市販のアニオン交換基を有する膜として、ザルトリウス製ＳａｒｔｏｂｉｎｄＱ　ＭＡ
７５（膜体積２．０６ｍＬ）、ポール製ＭｕｓｔａｎｇＱ　Ａｃｒｏｄｉｓｃ（膜体積０
．１８ｍＬ）及びキュノ製ＢｉｏＣａｐ２５Ｆｉｌｔｅｒ　９０ＺＡ（膜体積５ｍＬ以上
）の３種類を用い、実施例４と同様にして、目的タンパク質としてγ－グロブリンを０．
５ｇ／Ｌ含むＣＨＯ無血清細胞培養の上清液を、それぞれの膜体積の１００倍相当の体積
分通液して不純物除去を行った。実施例４と同様にしてＳＤＳ－ＰＡＧＥによる評価を行
った。結果は図２に実施例４と同様に示す。レーン６がＳａｒｔｏｂｉｎｄＱ　ＭＡ７５
、レーン７がＭｕｓｔａｎｇＱ　Ａｃｒｏｄｉｓｃ、レーン８がＢｉｏＣａｐ２５Ｆｉｌ
ｔｅｒ　９０ＺＡの透過液であった。これより市販のアニオン交換基を有する膜を用いて
も、塩を含む細胞培養液からの不純物除去は有効になされないことが示された。アニオン
交換膜モジュール透過前の細胞培養上清中のＨＣＰ及びＤＮＡの濃度はそれぞれ、３４６
μｇ／ｍＬ及び７２００ｎｇ／ｍＬであったが、透過後の液中にはそれぞれ、Ｓａｒｔｏ
ｂｉｎｄＱ　ＭＡ７５で２６９μｇ／ｍＬ及び４９２ｎｇ／ｍＬ、ＭｕｓｔａｎｇＱ　Ａ
ｃｒｏｄｉｓｃで２４８μｇ／ｍＬ及び３９１６ｎｇ／ｍＬ、ＢｉｏＣａｐ２５Ｆｉｌｔ
ｅｒ　９０ＺＡで３１０μｇ／ｍＬ及び７６００ｎｇ／ｍＬであり、本実施の形態の方法
に比べて不純物の除去性が低いことが分かった。
【００７７】
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［実施例７］
　ＤＥＡアニオン交換膜透過液のＰｒｏｔｅｉｎＡ精製
　溶存する不純物が除去された細胞培養液として、実施例４で得られたジエチルアミノ基
を有する中空糸膜モジュールの透過液を用いて、プロテインＡアフィニティーカラムでの
吸着回収によるγ－グロブリンの精製を行った。上記（７）の方法に従い、プロテインＡ
アフィニティーカラムに、実施例４の透過液３０ｍＬを通液してγ－グロブリンを吸着さ
せ、溶出バッファーにより精製回収した。回収液を１０倍希釈して紫外線吸収強度を測定
し、回収量を評価したところ、１４．２ｍｇのγ－グロブリンが回収液中に含まれ、回収
率は９５％であった。また、回収液中に含まれるＨＣＰ及びＤＮＡの濃度はそれぞれ、０
．１６２μｇ／ｍＬ及び１１．８ｎｇ／ｍＬであり、本実施の形態の方法による高い回収
率と不純物除去性が示された。
【００７８】
［実施例８］
　ＴＭＡアニオン交換膜透過液のＰｒｏｔｅｉｎＡ精製
　溶存する不純物が除去された細胞培養液として、実施例５で得られたトリメチルアミノ
基を有する中空糸膜モジュールの透過液を用いて、実施例７と同様にしてプロテインＡア
フィニティーカラムでの吸着回収によるγ－グロブリンの精製を行った。上記（７）の方
法に従い、プロテインＡアフィニティーカラムに、実施例５の透過液３０ｍＬを通液して
γ－グロブリンを吸着させ、溶出バッファーにより精製回収した。回収液を１０倍希釈し
て紫外線吸収強度を測定し、回収量を評価したところ、１３．８ｍｇのγ－グロブリンが
回収液中に含まれ、回収率は９２％であった。また、回収液中に含まれるＨＣＰ及びＤＮ
Ａの濃度はそれぞれ、０．２８９μｇ／ｍＬ及び１９．１ｎｇ／ｍＬであり、本実施の形
態の方法による高い回収率と不純物除去性が示された。
【００７９】
［参考例９］
　ＤＥＡアニオン交換膜透過液のＰｒｏｔｅｉｎＡ精製（２）
　溶存する不純物が除去された細胞培養液として、参考例６で得られたジエチルアミノ基
を有する中空糸膜モジュールの透過液を用いて、プロテインＡアフィニティーカラムでの
吸着回収によるγ－グロブリンの精製を行った。上記（７）の方法に従い、プロテインＡ
アフィニティーカラムに、参考例６の透過液３０ｍＬを通液してγ－グロブリンを吸着さ
せ、溶出バッファーにより精製回収した。回収液を１０倍希釈して紫外線吸収強度を測定
し、回収量を評価したところ、１３．９ｍｇのγ－グロブリンが回収液中に含まれ、回収
率は９３％であった。また、回収液中に含まれるＨＣＰ及びＤＮＡの濃度はそれぞれ、０
．１８６μｇ／ｍＬ及び１３．８ｎｇ／ｍＬであり、本実施の形態の方法による高い回収
率と不純物除去性が示された。
【００８０】
［比較例２］
　溶存する不純物が除去されていない細胞培養液として、実施例４における精密ろ過膜で
除濁のみを施した０．５ｍｇ／ｍＬのγ－グロブリンを含む細胞培養液を用いて、実施例
７と同様にして精製評価を行った。プロテインＡアフィニティーカラムの回収液を１０倍
希釈して紫外線吸収強度を測定し、回収量を評価したところ、１４．５ｍｇのγ－グロブ
リンが回収液中に含まれ、回収率は９７％であった。また、回収液中に含まれるＨＣＰ及
びＤＮＡの濃度はそれぞれ、２．９３μｇ／ｍＬ及び６３．２ｎｇ／ｍＬであり、目的た
んぱく質の回収率は高いものの本実施の形態のアニオン交換基を有する中空糸膜モジュー
ルによる不純物除去を実施していない場合に比べて多くの不純物が回収液中に含まれてい
た。
【００８１】
［比較例３］
　比較例１で得られた市販のアニオン交換膜の透過液を用いて、実施例７と同様にしてプ
ロテインＡアフィニティーカラムでの吸着回収によるγ－グロブリンの精製を行った。プ
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ロテインＡアフィニティーカラムの回収液を１０倍希釈して紫外線吸収強度を測定し、そ
れぞれのアニオン交換膜の透過液による回収率を評価したところ、ＳａｒｔｏｂｉｎｄＱ
　ＭＡ７５は９７％、ＭｕｓｔａｎｇＱ　Ａｃｒｏｄｉｓｃは９３％、ＢｉｏＣａｐ２５
Ｆｉｌｔｅｒ　９０ＺＡは９５％いずれも高い回収率であった。また回収液中のＨＣＰ及
びＤＮＡの濃度はそれぞれ、ＳａｒｔｏｂｉｎｄＱ　ＭＡ７５が３．８３μｇ／ｍＬ及び
３２．６ｎｇ／ｍＬ、ＭｕｓｔａｎｇＱ　Ａｃｒｏｄｉｓｃが２．５４μｇ／ｍＬ及び４
６ｎｇ／ｍＬ、ＢｉｏＣａｐ２５Ｆｉｌｔｅｒ　９０ＺＡで３．２７μｇ／ｍＬ及び８８
．２ｎｇ／ｍＬであり、本実施の形態の方法に比べて不純物の除去性が低く、比較例２の
アニオン交換膜による透過処理を行わない場合とほぼ同様の精製度しか得られなかった。
　実施例４－９及び比較例１－３に示されたＨＣＰ及びＤＮＡの濃度を表１に示す。表１
の結果から、実施例４－９では、高い不純物除去性が得られることが示された。
【００８２】
【表１】

【００８３】
［実施例１０］
　図３に示すクロスフローろ過評価装置を組み、上記（３）で調整した目的たんぱく質を
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含む細胞培養液３００ｍＬを細胞培養液タンク１に入れ、そこからペリスターポンプ２を
使って、実施例１で作製したジエチルアミノ基をアニオン交換基として有する中空糸多孔
膜を内蔵する中空糸膜モジュール（以下、アニオン交換中空糸膜モジュール）４に、線速
度０．５ｍ／ｓで培養液を通液し、クロスフローろ過させた。ここで透過液は多孔質中空
糸内側から外側に向かって移動する、内圧式のろ過を採用した。透過圧力は圧力計（モジ
ュール入側）３と圧力計（モジュール出側）５との平均が０．１ＭＰａとなるように、流
量調節コック６で調整し、モジュールを透過した液を３０ｍＬずつ２１０ｍＬまで採取し
、最後に４０ｍＬを採取して、全透過液量が２５０ｍＬとなるまでクロスフローろ過を行
った。この間の平均透過流速は２１Ｌ／ｍ2／ｈｒ（２１ＬＭＨ）であった。また、採取
した全ての透過液は目視観察で清澄であった。
　上記（４）に記載した方法にしたがって行った、透過液及び溶出液のＳＤＳ－ＰＡＧＥ
の結果を図４に示す。全ての採取した透過液について透過液中には原液と同じ濃度の目的
たんぱく質が素通りしており、また明らかに不純物たんぱく質がアニオン交換中空糸膜モ
ジュールに吸着されていることが示された。クロスフローろ過評価後のアニオン交換中空
糸膜モジュールを２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）のバッファーを用いて逆洗
洗浄し、多孔質中空糸内側の堆積した濁質成分を除去した後、吸着した成分を１ＭのＮａ
Ｃｌを含有するバッファー溶液で溶出し、それをＳＤＳ－ＰＡＧＥで分析した。アニオン
交換中空糸膜モジュールには大量の不純物たんぱく質が吸着されているが、目的たんぱく
質はこのモジュールには吸着されていないことが示された。
　透過により得られた清澄な培養液をすべて同一の容器に入れて均一な溶液とし、これを
未使用のプロテインＡアフィニティーカラムに通液して、上記（７）に記載した方法にし
たがって、目的たんぱく質のプロテインＡアフィニティーカラムへの吸着量を評価した。
ここでカラムに透過させる培養液は１０ｍＬとした。評価においてはカラムを交換せずに
上記（７）に記載した吸着評価のサイクルを１０回繰り返し実施し、吸着量の変化を測定
したところ、１回目の吸着量は９．８ｍｇ、１０回目の吸着量は９．８ｍｇであり、１０
回の繰り返しで吸着量の減少は見られなかった。また、溶出液を目視観察したところ、全
ての評価において溶出液は澄明であり、何らの凝集物も確認されなかった。評価終了後、
プロテインＡアフィニティーカラムを分解し、内部のビーズを光学顕微鏡観察したところ
、ビーズには何らの不純物の付着も観察されなかった。これによりアニオン交換中空糸膜
モジュールを用いて、細胞培養液からの除濁と溶存する不純物たんぱく質の除去を同時に
行うことができ、その結果プロテインＡアフィニティーカラムへの負荷を大きく低減させ
ることができることが確認された。
【００８４】
［比較例４］
　内径３．０ｍｍ、外径２．０ｍｍ、最大細孔径０．２μｍのアニオン交換基を付与して
いないポリエチレン多孔質中空糸を用いて、実施例１に記載のアニオン交換中空糸膜モジ
ュールと同じ方法でミニモジュールを作製した。このミニモジュールを用いて、実施例３
と同様の方法で目的たんぱく質を含む細胞培養液の透過液を採取した。得られた透過液は
目視観察で清澄であったが、上記（４）に記載の方法にしたがってＳＤＳ－ＰＡＧＥによ
り分析したところ、実施例１０の透過液に比べて極めて多量の不純物たんぱく質が溶存し
ていることが確認された。さらに、この評価後のこのミニモジュールを実施例１０と同様
にバッファーにより逆洗洗浄した後、１Ｍ　ＮａＣｌバッファー溶液で溶出したところ、
このミニモジュールには、不純物たんぱく質、目的たんぱく質ともに吸着されていないこ
とが示された。
　実施例１０と同様に、透過により得られた清澄な培養液を未使用のプロテインＡアフィ
ニティーカラムに通液し、目的たんぱく質の吸着量を評価した。評価はカラムを交換せず
に１０回繰り返し実施し、吸着量の変化を測定したところ、１回目の吸着量は９．８ｍｇ
であったが、繰り返し回数の増加と共に吸着量は低下し、１０回の吸着量は９．４ｍｇと
なった。また、溶出液を目視観察したところ、僅かではあるが凝集物による白濁が確認さ
れた。評価終了後、プロテインＡアフィニティーカラムを分解し、内部のビーズを光学顕
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微鏡観察したところ、ビーズ間に凝集した不純物が付着していることが観察された。これ
により溶存する不純物たんぱく質の除去がプロテインＡアフィニティーカラムへの負荷低
減のために重要であることが示され、アニオン交換基を有する中空糸多孔膜の効果が実証
された。
【００８５】
［実施例１１］
　図５に示すクロスフローろ過評価装置を組み、上記（３）で調整した目的たんぱく質を
含む細胞培養液３００ｍＬを細胞培養液タンク１に入れ、そこからぺリスターポンプ２を
使って、上記（８）に記載の除濁用精密ろ過中空糸膜モジュール７に、線速度０．５ｍ／
ｓで培養液をクロスフローで通液しろ過した。透過圧力は圧力計（モジュール入側）３と
圧力計（モジュール出側）５との平均が０．１ＭＰａとなるように、流量調節コック６で
調整した。除濁のための精密ろ過中空糸膜モジュール７を透過した液を直接、実施例１０
と同様のアニオン交換中空糸膜モジュール４に送液し、押し込みろ過によって得られる透
過液を３０ｍＬずつ採取した。全透過液量が２５０ｍＬとなるまで要した時間は１６０分
であり、この平均透過流速は１２０Ｌ／ｍ2／ｈｒ（１２０ＬＭＨ）であった。また、採
取した全ての透過液は目視観察で清澄であった。
　上記（４）に記載の方法にしたがって採取した透過液をＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分析し
たところ、全ての採取した透過液について透過液中には原液と同じ濃度の目的たんぱく質
が素通りしており、また明らかに不純物たんぱく質がアニオン交換中空糸膜モジュールに
吸着されていることが示された。
【００８６】
［実施例１２］
　上記（８）に記載の精密ろ過中空糸膜モジュールを用いて、上記（３）で調整した目的
たんぱく質を含む動物細胞培養液をろ過し、３００ｍＬの除濁された清澄な液を得た。図
３の評価装置において、流量調整コック６を完全に閉鎖した後に、この得られた清澄液を
図３の細胞培養液タンク１に入れ、そこからペリスターポンプ２を使って、実施例１０と
同様のアニオン交換中空糸膜モジュール４に、送液速度１０ｍＬ／ｍｉｎで送液し、押し
込みろ過によって得られる透過液を３０ｍＬずつ採取した。全透過液量が２５０ｍＬとな
るまで要した時間は２５分であり、この平均透過流速は８１６Ｌ／ｍ2／ｈｒ（８１６Ｌ
ＭＨ）であった。また、採取した全ての透過液は目視観察で清澄であった。これにより溶
存する不純物たんぱく質を含む培養液であっても、アニオン交換中空糸膜モジュールを用
いたろ過を行う前に、精密ろ過を行うことにより極めて早い処理速度で不純物たんぱく質
の除去が可能であることが確認された。
　上記（４）に記載の方法にしたがって、採取した透過液をＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分析
したところ、全ての採取した透過液について透過液中には原液と同じ濃度の目的たんぱく
質が素通りしており、また明らかに不純物たんぱく質がアニオン交換膜中空糸に吸着され
ていることが示された。
【００８７】
　以上のとおり、実施例１、２及び６で作製したアニオン交換基を有する中空糸多孔膜を
内蔵するアニオン交換中空糸膜モジュールを用いてろ過を行った実施例３－１２において
は、アニオン交換基を付与していないポリエチレン中空糸膜モジュールを用いた比較例１
、３及び４、また、アニオン交換中空糸膜モジュールを用いない比較例２と比較して、溶
存する不純物たんぱく質を顕著に除去することができ、また、アフィニティークロマトグ
ラフィーによる精製を行った際に、より純度の高い目的たんぱく質の溶液を得ることがで
きた。特に、実施例１０では、該ろ過を行って得られた溶液をプロテインＡアフィニティ
ーカラムに繰り返し供しても、該カラムの精製能力を低減させることがなく、また、該カ
ラム内への不純物の付着を防止するとともに、該カラムへの負荷が十分に軽減されるもの
であった。
　さらに、アニオン交換中空糸膜モジュールを用いたろ過を行う前に、精密ろ過中空糸膜
モジュールを用いてろ過を行うことにより、アニオン交換中空糸膜モジュールを用いたろ
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過を行う工程において、極めて早い処理速度で該ろ過工程を行うことができた。また、ア
ニオン交換中空糸膜モジュールを用いたろ過を押し込みろ過によって行っても、溶存する
不純物たんぱく質を顕著に除去することができるものであった。
【００８８】
　本出願は、２００７年１０月２６日出願の日本特許出願（特願２００７－２７９４０６
号）に基づくものであり、その内容はここに参照として取り込まれる。
【産業上の利用可能性】
【００８９】
　本実施の形態のたんぱく質の精製方法を用いることにより、通常では、遠心分離、精密
ろ過、無菌化ろ過の３工程によって行っている、アフィニティークロマトグラフィー工程
以前の細胞培養液の清澄化を、１工程のアニオン交換基を有する中空糸多孔膜でのろ過に
より完了することが可能となる。この結果、工程を簡便化し、必要な設備を縮小すること
によりコストの削減が可能となる。また、アフィニティークロマトグラフィー工程での負
荷を大幅に低減し、目的とするたんぱく質をより高度に精製すると共に、精製の低コスト
化を実現できる。
【符号の説明】
【００９０】
１　細胞培養液タンク
２　ペリスターポンプ
３　圧力計（モジュール入側）
４　アニオン交換中空糸膜モジュール
５　圧力計（モジュール出側）
６　流量調整コック
７　除濁用精密ろ過中空糸膜モジュール

【図３】

【図５】
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