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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　親水性表面、および表面を有する限外ろ過基材膜を含むＰｈｉＸ１７４に対する少なく
とも４．０の初期ＬＲＶを有するウイルス保持限外ろ過膜であって、前記表面はヒドロキ
シアルキルセルロースで親水性にされ、前記親水性表面は、（ａ）蒸気または水の存在下
でオートクレーブ処理すること、および（ｂ）沸騰水に浸けることからなる群から選択さ
れた工程に従って処理され、１０００Ｌ／ｍ２を超えるスループットを有する、ウイルス
保持限外ろ過膜。
【請求項２】
　ヒドロキシアルキルセルロースで親水性にされる本質的に疎水性表面を有する微細ろ過
層を含む多層膜を含む、請求項１に記載の限外ろ過膜。
【請求項３】
　前記ヒドロキシアルキルセルロースは、ヒドロキシプロピルセルロースである、請求項
１に記載の限外ろ過膜。
【請求項４】
　第１の外面を有する第１のスルホンポリマーから形成された少なくとも１つの担体層を
有する基材膜を含む親水性表面、第２の外面を有する第２のスルホンポリマーから形成さ
れた限外ろ過層を含む限外ろ過膜であって、前記第１の外面および前記第２の外面はヒド
ロアルキルセルロースで親水性にされ、前記親水性表面は、（ａ）蒸気または水の存在下
でオートクレーブ処理すること、および（ｂ）沸騰水に浸けることからなる群から選択さ
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れた工程に従って処理され、該多層限外ろ過膜は１０００Ｌ／ｍ２を超えるスループット
を有する、限外ろ過膜。
【請求項５】
　前記第１のスルホンポリマーおよび前記第２のスルホンポリマーは、同じスルホンポリ
マーである、請求項４に記載の多層限外ろ過膜。
【請求項６】
　前記スルホンポリマーは、ポリスルホンである請求項５に記載の多層限外ろ過膜。
【請求項７】
　前記スルホンポリマーは、ポリエーテルスルホンである請求項５に記載の多層限外ろ過
膜。
【請求項８】
　前記第２のスルホンポリマーまたは前記第１のスルホンポリマーのいずれかが、ポリス
ルホンである、請求項４に記載の多層限外ろ過膜。
【請求項９】
　前記第２のスルホンポリマーまたは前記第１のスルホンポリマーのいずれかが、ポリエ
ーテルスルホンである、請求項４に記載の多層限外ろ過膜。
【請求項１０】
　１５００Ｌ／ｍ２よりも大きいスループットを有する、請求項４に記載の多層限外ろ過
膜。
【請求項１１】
　ヒドロキシアルキルセルロースは、ヒドロキシプロピルセルロースである、請求項４に
記載の多層限外ろ過膜。
【請求項１２】
　ヒドロキシアルキルセルロースは、ヒドロキシプロピルセルロースである、請求項１０
に記載の多層限外ろ過膜。
【請求項１３】
　１０００Ｌ／ｍ２を超えるスループットを有する限外ろ過膜を形成する方法であって、
　（ａ）第１の外面を有する第１の高分子化合物から形成された少なくとも１つの微小孔
層、および第２の外面を有する第２の高分子化合物から形成された限外ろ過層を有する基
材膜を備えること、
　（ｂ）第１の外面および前記第２の外面をヒドロキシアルキルセルロースの溶液と接触
させ、前記ヒドロキシアルキルセルロースを前記第１の外面および前記第２の外面上また
は中に吸着させること、
　（ｃ）前記基材膜から過剰なヒドロキシアルキルセルロースを除去して表面修飾基材膜
を形成すること、
　（ｄ）前記表面修飾基材膜を乾燥させて乾燥修飾基材膜を形成すること、ならびに
　（ｅ）工程ｂ、工程（ｃ）、または工程（ｄ）のいずれかからの表面修飾基材膜に、（
１）蒸気または水の存在下でオートクレーブ処理すること、および（２）沸騰水中に浸け
ることからなる群から選択された工程を適用することを含む、方法。
【請求項１４】
　工程（ｅ）は、蒸気で実施される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　工程（ｅ）は、沸騰水に浸けることにより行われる、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ヒドロキシアルキルセルロースは、ヒドロキシプロピルセルロースである、請求項
１３に記載の方法。
【請求項１７】
　１０００Ｌ／ｍ２を超えるスループットを有する多層限外ろ過膜を形成する方法であっ
て、
　（ａ）第１の外面を有する第１のスルホンポリマーから形成された少なくとも１つの微
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小孔層、および第２の外面を有する第２のスルホンポリマーから形成された限外ろ過層を
有する基材膜を備えること、
　（ｂ）第１の外面および前記第２の外面をヒドロキシアルキルセルロースの溶液と接触
させ、前記ヒドロキシアルキルセルロースを前記第１の外面および前記第２の外面上また
は中に吸着させること、
　（ｃ）前記基材膜から過剰なヒドロキシアルキルセルロースを場合によって除去して表
面修飾基材膜を形成すること、
　（ｄ）前記表面修飾基材膜を場合によって乾燥させて乾燥修飾基材膜を形成すること、
ならびに
　（ｅ）工程ｂ、工程（ｃ）、または工程（ｄ）からの表面修飾基材膜に、（１）蒸気ま
たは水の存在下でオートクレーブ処理すること、および（２）沸騰水中に浸けることから
なる群から選択された工程を適用することを含む、方法。
【請求項１８】
　工程（ｅ）は、蒸気で実施される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　工程（ｅ）は、沸騰水に浸けることにより行われる、請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
　工程（ｂ）における溶液に対する溶媒は、水と５から１００容積％のイソプロパノール
である、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　ヒドロキシアルキルセルロースは、ヒドロキシルプロピルセルロースである、請求項１
７に記載の方法。
【請求項２２】
　ヒドロキシアルキルセルロースは、ヒドロキシルプロピルセルロースである、請求項２
０に記載の方法。
【請求項２３】
　前記第１のスルホンポリマーおよび前記第２のスルホンポリマーは、同じスルホンポリ
マーであり、前記同じスルホンポリマーは、ポリスルホンである、請求項１７に記載の方
法。
【請求項２４】
　前記第１のスルホンポリマーおよび前記第２のスルホンポリマーは、同じスルホンポリ
マーであり、同じスルホンポリマーは、ポリエーテルスルホンである、請求項１７に記載
の方法。
【請求項２５】
　前記第１のスルホンポリマーまたは前記第２のスルホンポリマーのいずれかは、ポリス
ルホンである、請求項１７に記載の方法。
【請求項２６】
　前記第１のスルホンポリマーまたは前記第２のスルホンポリマーのいずれかは、ポリエ
ーテルスルホンである、請求項１７に記載の方法。
【請求項２７】
　請求項１に記載の限外ろ過膜上にウイルスを保持させ、前記限外ろ過膜に溶液中のタン
パク質を通過させる条件の下でタンパク質溶液を前記限外ろ過膜と接触させることを含む
タンパク質溶液から前記ウイルスを除去する、方法。
【請求項２８】
　請求項４に記載の限外ろ過膜上にウイルスを保持させ、前記限外ろ過膜に溶液中のタン
パク質を通過させる条件の下でタンパク質溶液を前記限外ろ過膜と接触させることを含む
タンパク質溶液から前記ウイルスを除去する、方法。
【請求項２９】
　請求項１３に記載の限外ろ過膜上にウイルスを保持させ、前記限外ろ過膜に溶液中のタ
ンパク質を通過させる条件の下でタンパク質溶液を前記限外ろ過膜と接触させることを含
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むタンパク質溶液から前記ウイルスを除去する、方法。
【請求項３０】
　請求項１７に記載の限外ろ過膜上にウイルスを保持させ、前記限外ろ過膜に溶液中のタ
ンパク質を通過させる条件の下でタンパク質溶液を前記限外ろ過膜と接触させることを含
むタンパク質溶液から前記ウイルスを除去する、方法。
【請求項３１】
　親水性表面と、ＰｈｉＸ１７４に対する少なくとも４．０の初期対数減少値（ＬＲＶ）
とを有するウイルス保持限外ろ過膜であって、ウイルス保持限外ろ過膜は、親水性表面を
有する限外ろ過膜基材を含み、前記表面は、吸着作用によってヒドロキシアルキルセルロ
ースで親水性にされ、前記親水性表面は、（ａ）蒸気または水の存在下でオートクレーブ
処理すること、および（ｂ）沸騰水に浸けることからなる群から選択された工程に従って
処理され、前記限外ろ過膜は、前記工程に影響を受けていない膜に対して増加流束を含む
、ウイルス保持限外ろ過膜。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、参照により本明細書に組み込まれている、２００５年１０月１４日に出願し
た米国仮特許出願第６０／７２６，７４５号に関係する。
【０００２】
　本発明は、少なくとも１つの限外ろ過層を有する膜、そのような膜を製造する新規の方
法、およびそれらの膜の使用に関する。より具体的には、本発明は、修飾親水性表面を有
する限外ろ過膜、それらを製造する方法、および生体分子溶液からウイルスを除去するた
めのそれらの使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　限外ろ過膜および微多孔膜は、圧力式ろ過方法で使用される。膜による分離方法の分野
における実践者は、微多孔膜と限外ろ過膜とを容易に区別することができ、一般的には、
その用途およびその構造の態様に基づいて区別する。微多孔膜および限外ろ過膜は、別々
の、異なる製品として製造され、販売され、使用される。命名法において重なる部分もあ
るが、それらの製品は、別の実体であり、商業にもそのようなものとして扱われる。
【０００４】
　限外ろ過膜は、主に、タンパク質、ＤＮＡ、ウイルス、デンプン、および天然または合
成高分子などの可溶性巨大分子を濃縮したり、またはダイアフィルトレーションにかける
ために使用される。用途の大半において、限外ろ過は、接線流ろ過（ＴＦＦ）モードで実
行され、そこで、供給液体は膜表面全体わたって通され、膜の細孔のサイズよりも小さい
分子が膜を通過し（ろ液）、残りの分子（保持液）は膜の第１の側（一次側）に保持され
る。流体も通過するので、効率的なＴＦＦ動作を維持するために、保持液流をリサイクル
または保持液に加える必要がある。ＴＦＦアプローチを使用する利点の１つは、流体が常
時膜の面上を掃くように流れるので、膜表面およびその付近の溶解質のファウリングおよ
び分極を減らし、膜の寿命を延ばす傾向があるという点である。限外ろ過膜は、さらに、
デッドエンドろ過モードで使用することもできる。デッドエンドろ過とは、ろ過される流
体流全体がリサイクルまたは保持液流なしでフィルタを通過するろ過のことである。フィ
ルタを通らない物質は、上側（一次側）面上に残される。
【０００５】
　微多孔膜は、主に、固形物、細菌、およびゲルなどの粒子をデッドエンドろ過モードで
液体またはガス流から除去するために使用される。
【０００６】
　限外ろ過膜は、一般に、スキン非対称膜であり、これは、大半が、膜構造の永続的部分
のままである担持材上に作られる。担持材は、不織布もしくは織布、または予備成形膜と
することができる。代替的に、担持される限外ろ過膜は、２つ以上の高分子溶液を同時キ
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ャスティングし、続いて、その溶液を凝固させ、少なくとも１つの層が限外ろ過膜となる
多層膜を形成することにより形成することができる。
【０００７】
　ウイルス除去膜フィルタは、治療薬を安全に製造できるようにするためにバイオ産業で
使用されることが多くなってきている。これらのフィルタは、生成物タンパク質のすべて
ではないとしてもその大半が膜を通過できるようにしながら存在しうるウイルスを高率で
除去しなければならない。さらに、ろ過は、多孔質フィルタの詰まりにより、早く詰まっ
たり、または不経済なほど遅い流速に低下することがないということが必要である。膜開
発分野の実践者は、所望の組合せの特性を有する膜製品を開発することは本当に難しいこ
とであることを理解している。
【０００８】
　従来技術では、ウイルス除去膜は、典型的には、架橋高分子コーティングを膜の内側多
孔質面および表面に重合化することにより親水性であり低たんぱく質結合となるように作
られた限外ろ過膜である。以下の説明により制限されることなく、そのようなコーティン
グ方法は、細孔のサイズの分布およびフリーラジカル重合の確率的性質のため、細孔の表
面のコーティング厚さをランダムに分布させると考えられる。改善されたウイルス除去膜
に必要な許容差は、非常に厳格であるため、コーティング厚さを細かく制御する方法が求
められていた。
【０００９】
　限外ろ過膜によりタンパク質水溶液をろ過してウイルスを除去する場合、膜は、タンパ
ク質が膜を通るのを許しながら、ウイルスの保持の効果をもたらす十分に小さなサイズの
細孔を有する。膜は、高いウイルス保持力、それと同時に、高いスループットを有するこ
とが望ましい。ウイルス保持能力は、対数減少値（ＬＲＶ）として定義され、回数１０を
掛けて、供給液中とろ液中とのウイルス濃度の比が求められなければならない。例えば、
ＬＲＶが４．０である膜の場合、ウイルス量を１０，０００（１０４）分の１に減らすこ
とができるということである。スループットは、完全なファウリングが発生する前に膜の
所定の領域を通過できるタンパク質溶液の体積として定義される。本明細書で使用されて
いるように、「完全なファウリング」という用語は、ＬＲＶが３．５以上であるウイルス
保持を達成する膜でろ過を行う場合に膜の元の流束の１０％未満が観察される膜の条件を
意味する。一般に、膜を通る流束が高く、膜表面のタンパク質結合が低いと、スループッ
トが増えることが観察される。所与の膜のスループット値は、使用されるたんぱく質の種
類および濃度、圧力、イオン強度、および他の試験条件に応じて大きく異なる。典型的な
方法条件の下で、条件を満たす限外ろ過膜は、約１０００Ｌ／ｍ２以上のスループットを
有する。
【００１０】
　ウイルス保持膜のより代表的な性能基準は、Ｖｍａｘ法により計算される膜面積である
。Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社は、従来から、通常の流量過装置の面
積要件を決定するためにＶｍａｘ法を使用してきた（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒ
ａｔｉｏｎ技術ノートＡＮ１０２５ＥＮ００）。この方法は、膜の詰まりが円柱状膜細孔
の一様な構造の結果であると仮定する段階的細孔詰まりモデルに基づく。このモデルの支
配方程式は以下のとおりである。
（１）　ｔｂ／Ｖ＝（ｔｂ／［Ｖｍａｘ＊Ａ］＋１／［Ｑｉ＊Ａ］
式中、Ａ＝ろ過面積（ｍ２）
　　　Ｖ＝処理体積（Ｌ）
　　　Ｖｍａｘ＝ｔ／Ｖ対ｔのプロットの勾配逆数から得られる（Ｌ／ｍ２）
　　　Ｑｉ＝初期体積流量（Ｌ／分＊ｍ２）
　　　ｔｂ＝処理時間（分）
式（１）は、以下のようにフィルタサイズを推定するように整理し直すことができる。
（２）　Ａ／Ｖ＝１／Ｖｍａｘ＋１／［Ｑｉ＊ｔｂ］
この式中、サイズ設定への寄与は、容積項（１／Ｖｍａｘ）と流れ時間項（１／（Ｑｉ＊
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ｔｂ））の両方から得られる。ほとんどの生物医薬品用途は、中間に詰まりを起こす流れ
であり、したがって、容積と流量の両方がサイズ決定の際に重要である。これは、容積項
（１／Ｖｍａｘ）と流れ時間項（１／（Ｑｉ＊ｔｂ））を両方とも使用すべきであること
を意味する。流れ時間項を無視すると、必要な総ろ過面積を決定する際に大きな誤差が生
じうる。これが生じる用途の例は、カラム精製工程の前、または深層ろ過工程の後などに
おける、バイオバーデン低減工程にある。さらに、多くの緩衝液および媒体用途は、この
Ｖｍａｘ範囲内にある。Ａの値が低いほど、膜は望ましいものとなる。
【００１１】
　さらに、蛋白質水溶液をろ過する場合、限外ろ過膜は親水性、つまり、水で容易に濡れ
るようなものでなければならない。膜の親水性を評価する当該方法では、参照により本明
細書に組み込まれる、米国特許第４，８８０，５４８号で説明されているような臨界濡れ
表面張力（ＣＷＳＴ）を測定する。簡単に言うと、多孔質媒体のＣＷＳＴは、その表面に
、脂肪族アルコールまたは無機塩類の水溶液などの種々の表面張力を有する一連の液体を
個別に塗布し、それぞれの液体の吸収または非吸収性を観察することにより決定すること
ができる。ダイン／ｃｍを単位とする多孔質媒体のＣＷＳＴは、吸収される液体の表面張
力と吸収されないの隣接表面張力の液体の表面張力の平均値として定義される。
【００１２】
　タンパク質溶液をろ過するために使用される限外ろ過膜の他の望ましい特性は、苛性溶
液は使用に先立って膜の保管および殺菌消毒に通常使用されるため苛性安定性を有すると
いうことである。
【００１３】
　米国特許第４，７９４，００２号および第５，１３９，８８１号では、親水性表面を有
するように修飾された、スルホンポリマー基材膜、例えばポリスルホンまたはポリエーテ
ルスルホンなどの本質的に疎水性の基材で形成された多孔質限外ろ過または微細ろ過膜、
さらには、分子量が１０，０００以上の高分子の不可逆的吸着により形成される親水性表
面を有する膜を作るための方法を実現することが提案されている。本発明の一態様では、
基材膜の表面は、ヒドロキシプロピルセルロースなどのヒドロキシアルキルセルロースに
より修飾される。膜を製造する方法では、基材膜は、ヒドロキシアルキルセルロースと接
触させられ、それにより基材膜上または基材膜内への吸着が生じ、その後、過剰な非吸着
修飾ヒドロキシルアルキルセルロースを除去する。
【００１４】
　米国特許第６，２１４，３８２号では、数平均分子量が２，０００から８，０００であ
る修飾高分子を使用するだけの、米国特許第４，７９４，００２号と本質的に同じ方法に
より製造される親水性膜を開示している。
【００１５】
　米国特許第４，４１３，０７４号では、ポリスルホンなどの疎水性多孔質膜の表面を親
水性にする方法を開示している。疎水性膜は、ヒドロキシアルキルセルロースの溶液およ
び水または水と脂肪族アルコールの混合液などの溶媒中の界面活性剤と接触させられる。
次いで、溶媒は、乾燥状態で加熱して、ヒドロキシアルキルセルロースを不溶化すること
により膜から除去される。
【００１６】
　高い流束および低タンパク質結合を生じさせることができるという点で高いスループッ
トを有するタンパク質溶液からウイルスを除去することができる限外ろ過膜を実現するこ
とが望ましいであろう。このような膜は、多数のタンパク質溶液バッチからの効果的で経
済的なウイルス除去を可能にする。さらに、スループットに悪影響を及ぼすことなく苛性
消毒殺菌することができる、そのような膜を実現することが望ましい。
【特許文献１】米国特許第４，８８０，５４８号
【特許文献２】米国特許第４，７９４，００２号
【特許文献３】米国特許第５，１３９，８８１号
【特許文献４】米国特許第６，２１４，３８２号
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【特許文献５】米国特許第４，４１３，０７４号
【特許文献６】米国公開特許出願第２００３０２１７９６５号
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　本発明は、孔壁に実質的に一様な層を付与する親水性高分子を付着する方法を実現し、
その厚さは、重合化の確率的性質ではなくむしろ、付着の熱力学的作用により制御される
。親水性高分子と疎水性表面との間の付着を行う初期駆動力は、強いが、第１の層が形成
された後、大きく低下するが、それは、表面上の高分子に関連付けられた溶媒の量が少な
く、可溶性の高分子は、溶媒を除去しそのような高分子に付着する熱力学的駆動力を持た
ないからである。これは、親水性高分子の層を制限し、孔壁上のコーティングを実質的に
一様にし、それにより、流れの制約を最小にする傾向がある。
【００１８】
　本発明は、さらに、修飾された親水性表面を有する多孔質膜基材から形成される中空糸
またはシート材または単層もしくは多層の担持または無担持限外ろ過膜も実現する。本発
明の一実施形態では、限外ろ過膜は、限外ろ過層および平均孔サイズが限外ろ過層の平均
孔サイズよりも大きい少なくとも１つの他の層を有する多層膜を含む。この第２の層は、
限外ろ過層の担持材を備え、それにより限外ろ過層の流束特性に悪影響を及ぼすことなく
強度を増す。本質的に疎水性の基材表面は、ヒドロキシアルキルセルロースを基材表面上
または基材表面中に固定化することにより親水性にされる。本発明の範囲は、膜表面への
ヒドロキシアルキルセルロースの固定化の特定のメカニズムにより制限されない。これは
、吸着、コーティング、架橋、表面への化学結合などにより固定化することができる。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　本発明の一実施形態では、多層膜は、２つ以上の高分子溶液を担体層上に同時キャステ
ィングすることにより形成される。膜用の高分子は、限定はしないが、ポリスルホン、ポ
リエーテルスルホン、およびポリフェニルスルホンなどの、スルホンポリマーを含む。次
いで、多層溶液は、高分子層の非溶剤と接触させられ、すると、高分子層の凝固および細
孔形成を生じ、それにより、本発明で使用される基材多層膜の形成を行う。
【００２０】
　基材表面を親水性にするために、基材多層膜が、水、または水と他の溶媒との混合液、
およびヒドロキシルアルキルセルロースの溶液に浸けるなどして接触させられ、ヒドロキ
シルアルキルセルロースの基材多層膜上または中への固定化が行われる。次いで、過剰な
ヒドロキシアルキルセルロースは、水ですすぐなどにより基材膜から場合によって除去さ
れる。次いで、膜は、熱水および／または蒸気に曝されるが、これは、例えば、液体水が
入っている密閉容器内でのオートクレーブ処理、煮沸、蒸気処理、加熱などにより行うこ
とができる。その結果得られる親水性表面が熱水および／または蒸気でオートクレーブ処
理された膜は、従来技術の膜に比べて、高いウイルス保持力を維持しつつ、流束およびス
ループットを著しく改善することがわかった。この方法で膜上に固定化された親水性コー
ティングは、さらに、架橋する、生体分子のリガンドなどの特定の化学基を付加する、膜
に電荷を付与するなどの目的で化学処理することができる。これらの追加の工程は、当技
術分野で知られているすべての適当な手順により実施することができ、化学的バッチ処理
、放射線誘導反応などを含むであろう。
【００２１】
　本発明は、さらに、タンパク質含有溶液からウイルス粒子を除去する方法における本発
明の膜の使用を具現化し、膜は、ウイルス粒子の通過を実質的に阻止し、タンパク質の通
過を実質的に可能にすることができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２２】
　本発明で使用される疎水性基材膜は、中空糸またはシート材または単層または多層とす
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ることができ、担持または無担持とすることができる。
【００２３】
　使用される場合、本発明の疎水性多層基材膜は、少なくとも１つの限外ろ過層および少
なくとも１つの担体層を有し、スルホンポリマー溶液などの複数の高分子溶液を担体に同
時キャスティングして多層液体シートを形成することにより製造される。それ以降、シー
トは、液体凝固浴槽に浸けられ、これにより相分離を生じさせ、多孔質限外ろ過膜を形成
する。限外ろ過（ＵＦ）層と微多孔（ＭＦ）層との間の細孔サイズの差は、一桁違う可能
性がある。さらに、ＵＦおよびＭＦ膜の形成率は異なり、凝固浴槽中でＵＦが著しく速く
形成する。形成後、多孔質膜は洗浄されて、溶媒および他の可溶性物質が除去される。次
いで、これはさらに抽出され、それにより一過性の物質を低レベルに減らし、場合によっ
て乾燥させることができる。
【００２４】
　簡潔さのため、多層同時キャスティング複合限外ろ過膜を製造する方法は、２層例につ
いて説明される。ただし、３つ以上の層も、同じ方法で製造することができる。好ましい
方法は、２つのスルホンポリマー溶液などの２つの高分子溶液を、層毎に１つずつ作る工
程を含む。浸漬キャスティングにより多孔質膜を作るための溶液は、通常、膜の最終的な
細孔サイズおよび多孔性（つまり、有孔率、細孔サイズ分布など）を修正し、制御するた
めの高分子、溶媒、および添加剤からなる。
【００２５】
　適当な本質的に疎水性の基材膜は、ポリスルホン、ポリエーテルスルホン、またはポリ
フェニルスルホンなどのスルホンポリマー、ポリアミド、ポリイミド、ポリエーテルイミ
ド、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリビニリデン、ジフルオロイミド、またはそれら
のブレンドなどのポリマー、あるいはポリビニルピロリドンなどの親水性ポリマーなどと
のそれらのブレンドから形成することができる。
【００２６】
　適当な溶媒は、限定はしないが、ジメチルスルホキシド、ジメチルホルムアミド、ジメ
チルアセトアミド、またはＮ－メチルピロリドンを含む。
【００２７】
　多くのポロゲンの例が、当技術分野では使用されており、限定はしないが、ホルムアミ
ド、さまざまなアルコールおよび多価化合物、水、さまざまなポリエチレングリコール、
ポリビニルピロリドン、ならびに塩化カルシウムおよび塩化リチウムなどのさまざまな塩
類などの化合物を含む。
【００２８】
　溶液は、作られた後、移動担体に塗布される。最終膜にウェブが結合していない無担持
膜の場合、担体は、通常、ポリエチレンテレフタラートなどのプラスチックフィルム、ま
たはポリエチレンコート紙、または形成された多層膜から容易に取り除ける類似の滑らか
な連続ウェブである。
【００２９】
　便宜上、多孔質基材膜を形成する同時キャスティングプロセスについて、スルホンポリ
マーを参照して本明細書では説明する。標準的な方法により応用することができる。目的
は、第１のスルホンポリマー溶液を担体上に、第２のスルホンポリマー溶液を第１の溶液
にコートすることである。非常に好ましい方法は、同時キャスティングであり、コーティ
ングからコーティングまでの間に本質的に時間をかけずに２つの層がコーティングされる
。これは、ダブルナイフオーバーロール装置または加圧式デュアルスロットコーティング
ヘッドで実行できる。同時キャスティングとは、個々の層が相互に本質的に同時にキャス
トされ、一方のキャスト層から次のキャスト層までの時間間隔が実質的にないことを意味
する。この方法は、参照により本明細書に組み込まれる、米国公開特許出願第２００３０
２１７９６５号で詳述されている。同時キャスティングでは、層の接合部に制御された細
孔サイズ領域を形成することができる。従来技術では、順次キャストされた層と層の間に
境界がはっきりした分離線が形成される。比較的開放的な構造から密な構造へ細孔サイズ
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が激しく変化すると、界面のところに保持溶質が望ましくないスピードで蓄積し、その結
果、流束が大きく低下する可能性がある。望ましい場合には、シャープな界面は、同時キ
ャスティングプロセスで２つの隣接する層の間の細孔サイズのより細かな変化で置き換え
られる。このような界面ゾーンは、多層膜の構造全体の保持挙動に有利である。
【００３０】
　層が移動担体上に同時キャスティングされた後、液体シートを有する担体は、高分子用
の非溶剤である液体に浸けられ、溶媒およびポロゲンとの混和性を有する。これは、相分
離を引き起こし、多孔質膜の形成を進める。
【００３１】
　次いで、形成された複合膜は、通常、担体から分離され、洗浄されて、残留溶媒および
他の物質が除去される。次いで、膜を乾燥させることができる。限外ろ過膜は、通常、グ
リセリンなどの保湿剤とともに、まず最初に洗浄された膜を濃度が５から２５重量％のグ
リセリン水溶液中に浸け、過剰な液体を取り除いてから乾燥工程に進むという方法により
乾燥される。乾燥は、水の大半を除去し、細孔の潰れを防ぐ十分な量のグリセリンを残す
方法で行われる。
【００３２】
　代替的に、疎水性高分子を親水性高分子とブレンドすることにより基材膜を調製するこ
とができる、親水性高分子は最終生成物中に残る。これは、例えば、ポリエーテルスルホ
ンおよびポリビニルピロリドンの場合に使用される。この方法で作られた膜は、通常、本
質的に親水性であるが、本発明の方法を使用して低タンパク結合および他の特性を付与す
ることによりさらに修飾することができる。
【００３３】
　本発明は、ウイルスを保持するためのＬＲＶ値が少なくとも４．０、好ましくは少なく
とも５．０であり、初期スループットが１０００Ｌ／ｍ２以上、好ましくは１５００Ｌ／
ｍ２以上であり上述の表面修飾親水性高分子膜で作られた親水性表面を有する、単層また
は多層の苛性耐性のある中空糸またはシートの担持または無担持限外ろ過膜を実現する。
本明細書で使用されているような「スループット」という用語は、膜の１平方メートルを
通して３０ｐｓｉの定圧、２２℃でろ過できるＤｉｆｋｏ　ＦＡ緩衝液（１５０ｍＭ　Ｎ
ａＣＩ、ｐＨ７．２）中の１．４５ｇ／Ｌのウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）溶液の最大量
を意味する。本明細書で使用されているように、「完全なファウリング」という用語は、
初期ＬＲＶが４．０以上であるウイルス保持を達成する膜でろ過を行う場合に膜の元の流
束の１０％以下が観察される膜の条件を意味する。タンパク質供給物は、非常に多様性が
あり、観察されるスループットは、特定のタンパク質ロットとメーカーにより大きい場合
も小さい場合もあることを理解すべきである。しかし、市販の膜または従来技術により調
製された膜と比較したときに、膜スループットの改善は、特定のタンパク質ロット内にお
いては類似する。
【００３４】
　他の試験供給物も、スループット試験で使用することができる。ウイルスろ過膜の可能
な応用の１つは、モノクローナル抗体の溶液を精製することであるため、親水性膜をＩｇ
Ｇなどの関連するタンパク質の溶液で試験することが望ましい。ヒト血清由来の混合Ｉｇ
Ｇの市販溶液は、ＳｅｒａＣａｒｅ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｃ．社（マサチ
ューセッツ州ウエストブリッジウォーター）によって供給されており、本発明で説明され
ている親水性膜上の多数のスループット試験で使用された。この試験供給物は、タンパク
質および他の血液成分の大きな凝集体を含み、サイズ排除メカニズムによるウイルス保持
膜のファウリングを速くすると判断された。
【００３５】
　多層基材膜は、所望の親水性および低タンパク結合を有するヒドロキシルアルキルセル
ロースを固定化することにより表面修飾される。適当なヒドロキシアルキルセルロースは
、ヒドロキシエチルセルロース、ヒドロプロピルセルロース、エチルヒドロキシエチルセ
ルロース、またはヒドロキシプロピルメチルセルロース、好ましくは、ヒドロキシプロピ



(10) JP 4504963 B2 2010.7.14

10

20

30

40

ルセルロースを含む。ヒドロキシエチルまたはヒドロプロピルは、これらの部分を含む小
分子が、スルホンポリマーを濡らし、場合によっては、可塑化または溶解するため、良い
結合基である。疎水性多層スルホンポリマー膜は、水または水とイソプロピルアルコール
などのアルカノールの混合液中に溶解されたヒドロキシアルキルセルロースの溶液中に浸
される。本発明の好ましい一実施形態では、水と５から１００容積％、好ましくは１０か
ら３０容積％のイソプロピルアルコール中のヒドロキシプロピルセルロースが使用される
。この溶媒組成およびヒドロキシプロピルセルロースを使用したときに、表面修飾された
膜の膜スループットの増大が得られることがわかった。基材表面が適切に覆われるように
十分長い時間をとるが、ただし流束に劇的影響を及ぼすほど長くはならないようにしなけ
ればならないため、浸漬時間を慎重に選ぶ。好ましい吸着時間は、２から６０分である。
時間に関してほかに考慮すべき重要な点は、浸漬時間が十分に短くなければならない、連
続的な方法では、親水性膜を製造しやすいことである。膜と修飾溶液との間の接触時間は
、１０分以上とるべきであると米国特許第６，２１４，３８２号が教示しているが、この
時間は、大半の連続的膜動作では著しく長い。本発明によれば、本明細書で説明されてい
る条件を使用してヒドロキシアルキルセルロースの膜表面への固定化を実行すると、この
時間を実用上３分に短縮できると決定された。本発明の好ましい一実施形態では、約２か
ら１０分の吸着時間が使用される。その結果得られる表面修飾膜は、必要というわけでは
ないが、その後、好ましくは約２から３０分間過剰溶媒で洗浄し（つまり、修飾溶液から
修飾高分子を除く）、過剰な相互作用のない高分子を除去することができる。代替的に、
膜は、修飾高分子溶液に浸した直後に乾燥させ、次いで、後述の熱水および蒸気の熱処理
に曝すことができる。その結果得られる生成物は、表面のほとんどがヒドロキシアルキル
セルロースの極薄層の吸着により修飾される基材膜を含む膜である。
【００３６】
　次いで、修飾多層膜は、場合によって、室温で乾燥させることができる。最終プロセス
の工程で、表面修飾膜は、次に、約４０℃から約１４０℃まで、好ましくは約９０℃から
約１２２℃までの温度の沸騰水または蒸気雰囲気またはオートクレーブ処理器内などで、
水または蒸気の存在下で、オートクレーブ処理することで加熱するか、または沸騰水（１
００℃）の槽内に沈める。オートクレーブ処理されない膜あるいは水または蒸気の存在し
ない場合にオートクレーブ処理される膜と比べて、流束が著しく改善された表面修飾膜は
、水または蒸気の存在下でオートクレーブ処理することにより、あるいは膜を沸騰水中に
沈めることにより得られることがわかった。また、本発明により処理された膜は、水また
は蒸気の存在下でオートクレーブ処理しないヒドロキシプロピルセルロース（ＨＰＣ）な
どのヒドロキシアルキルセルロースの単純吸着により、あるいは通常は約３～４ダイン／
ｃｍまでの沸騰水に沈めることにより得られるものよりも高い臨界濡れ表面張力（ＣＷＳ
Ｔ）を有することがわかった。ポリエーテルスルホンフィルムについて得られたデータは
、吸着されたＨＰＣを熱蒸気による処理で動的水接触角、最も顕著には、後退水接触角（
約３０度から約９度まで）が非常に小さくなることを示し、これは、親水性が高いことの
現れである。
【００３７】
　水または蒸気の存在下でオートクレーブ処理した後、あるいは沸騰水中に沈めることに
より膜が改善することをさらに示すのは、膜を通過する水と空気流との関係である。水流
は、明らかに、濡れた膜上で測定され、したがって、水和し膨潤した状態での親水性コー
ティングを特徴付ける。一方、乾燥膜の空気流は、膨潤を考慮しない膜修飾の尺度となっ
ている。熱蒸気による処理の前後の修飾膜の空気流束および水流束が比較された。空気流
は著しく変化しないが（修飾高分子が検知可能な程度まで除去されないことを示唆してい
る）、水流は劇的に改善し、修飾高分子が膨潤の影響をあまり受けないことを示している
。
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【表１】

【００３８】
　本発明の膜のスループットが高いことにより、これらの膜でウイルスを除去するためタ
ンパク質溶液をろ過する方法は、膜を使用して比較的大量のタンパク質溶液をろ過するこ
とができ、また流束がより大きいので従来技術の膜に比べてろ過時間が短縮されるという
点で有利である。
【００３９】
　以下の実施例は、本発明を例示するものであり、本発明を制限することは意図されてい
ない。
【００４０】
（実施例１）
　２層ポリエーテルスルホン基材膜は、Ｎ－メチルピロリドン中でポリエーテルスルホン
の２溶液を同時キャスティングし、その後、２層を水と接触させて、限外ろ過層および微
細ろ過層を形成することにより作られた。基材膜は、ＰｈｉＸ１７４に対し４．０のＬＲ
Ｖ、および８０Ｌ／ｍ２ｈ－ｐｓｉの水流束を有していた。基材膜は、室温で１％のヒド
ロキシプロピルセルロースおよび２０％のイソプロピルアルコールを含む水溶液中に浸け
られた。膜は、この溶液中に３０分間浸され、溶液から取り出され、脱イオン水で５分間
軽くかき混ぜながらすすいだ。次いで、沸騰水中に１０分間入れ、室温で乾燥させた。膜
の臨界水表面張力（ＣＷＳＴ）は７７ダイン／ｃｍであった。膜流束は、３０ｐｓｉの定
圧においてＤｉｆｋｏ　ＦＡリン酸緩衝液（１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．２）の流れ
を測定することにより３３．３Ｌ／ｍ２ｈ－ｐｓｉと記録された。スループットは、３０
ｐｓｉの定圧で膜を通してろ過されたのと同じＤｉｆｋｏ　ＦＡリン酸緩衝液中のＢＳＡ
（カリフォルニア州テメキュラＳｅｒｏｌｏｇｉｃａｌｓ　Ｉｎｃ．社）の１．４５ｇ／
Ｌ溶液で測定したところ、２１５２Ｌ／ｍ２であった。
【００４１】
　比較実施例１ａ
修飾後に膜を沸騰水に曝すことなく、実施例１で説明されている手順に従った。膜のＣＷ
ＳＴは７４ダイン／ｃｍであった。
【００４２】
　比較実施例１ｂ
アルコールが意図的に添加されていない１％のヒドロキシプロピルセルロースを含む水溶
液を使用して実施例１で説明されている手順に従った。
【００４３】
　比較実施例１ｃ
イソプロパノール中のヒドロキシプロピルセルロースの１％溶液を使用して、実施例１で
説明されている手順に従った。
【００４４】
　比較実施例１ｄ
アルコールが意図的に添加されていない１％のヒドロキシプロピルセルロースを含む水溶
液を使用して実施例１で説明されている手順に従った。吸着を１６時間の間実行し、すす
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【００４５】
　比較実施例１ｅ
浸漬時間を３分に短縮して、実施例１で説明されている手順に従った。
【００４６】
　比較実施例１ｆ
浸漬後に膜を冷水ですすぐことなく、実施例１で説明されている手順に従った。
【００４７】
（実施例２）
　２層ポリエーテルスルホンウイルス保持基材膜は、Ｎ－メチルピロリドン中でポリエー
テルスルホンの２溶液を同時キャスティングし、その後、２層を水と接触させて、限外ろ
過層および微細ろ過層を形成することにより作られた。基材膜は、ＰｈｉＸ１７４に対し
４．０のＬＲＶ、および８０Ｌ／ｍ２ｈ－ｐｓｉの水流束を有していた。基材膜は、室温
で０．５％のヒドロキシプロピルセルロース、２０％のイソプロピルアルコール、および
０．０２３％の界面活性剤Ｚｏｎｙｌ　ＦＳＮ（コネチカット州ブリッジポートのＤｕＰ
ｏｎｔ社）を含む水溶液中に浸けられた。膜は、２分間この溶液に浸され、溶液から取り
出され、過剰な溶液を取り除き、膜は、１２０℃で１５分間加熱された。膜流束は、４１
．８Ｌ／ｍ２ｈ－ｐｓｉと記録され、スループットは、１６０８Ｌ／ｍ２であった。
【００４８】
（実施例３）
　実施例２で説明されている手順に従った。膜は、５分間沸騰水に浸けられた。
【００４９】
　表１。膜流束は、３０ｐｓｉの定圧においてＤｉｆｋｏ　ＦＡリン酸緩衝液（１５０ｍ
Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．２）の流れを測定することにより記録されたとおりであり、スル
ープットは、３０ｐｓｉの定圧で膜を通してろ過されたのと同じＤｉｆｋｏ　ＦＡリン酸
緩衝液中のＢＳＡ（カリフォルニア州テメキュラＳｅｒｏｌｏｇｉｃａｌｓ　Ｉｎｃ．社
）の１．４５ｇ／Ｌ溶液で測定したとおりである。Ａは、上述の式２により計算された。
【表２】
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