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(57)【要約】
　本発明は、連続的なウイルス不活化方法を提供する。製品流は、製品流と混合しない分
離剤を導入することにより分割され、分割された製品流は、所要の滞留時間にてウイルス
不活化条件下で滞留セグメントである反応器１に輸送される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　０．０１ｍｍから６ｍｍ、好ましくは０．５ｍｍから３ｍｍの低水力直径を有する反応
器１中で不活化される製品流の連続的なウイルス不活化方法であって、以下のステップ：
　ａ．不活化される前記製品流の供給、
　ｂ．ウイルス不活性化条件を設定すること、
　ｃ．前記製品流と混合しない分離剤を前記製品流に導入して、前記分離剤を分割するこ
と、
　ｄ．前記反応器１により成形された滞留セグメント中においてウイルス不活化条件下で
ステップｃにより分割された前記製品流の供給および通過、
　ｅ．前記滞留セグメントからの流出、
　を含む方法。
【請求項２】
　ステップａにおいて、不活化される物質のｐＨがまだ４以下になっていない場合には、
前記製品流のｐＨが４以下の値に設定される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　不活化される溶液が、高分子の溶液、好ましくはたんぱく質またはペプチド溶液、特に
好ましくは抗体溶液であることを特徴とする、請求項１および２のいずれかに記載の方法
。
【請求項４】
　不活化される溶液が、高分子の溶液、好ましくはたんぱく質またはペプチド溶液、特に
好ましくは抗体溶液であることを特徴とする、請求項１および２のいずれかに記載の方法
。
【請求項５】
　ステップｆにおいて、前記分離剤が連続的に分離される、請求項１から４のいずれか１
項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、拘留時間セグメント中で連続的にウイルスを不活化する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　バイオ医薬品の製造プロセスは、ウイルス減少のために種々の直交する工程を必要とす
る。（被覆）ウイルスを不活性化するため頻繁に用いられる方法は、酸性媒体との接触で
ある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　バッチ式での低ｐＨにおけるウイルス不活化が知られており、活性成分のバイオ医薬品
製造で頻繁に採用されている（Sofer 2003, Virus Inactivation in the 1990s - and in
to the 21st Century. Part 4. BioPharm International）。ここでは、不活化する物質
および潜在的に活性ウイルスを含有する液体を、適切な容器の中へ導入し、酸性溶液によ
ってｐＨ４以下に調整し、もし必要であれば均質化し、そして必要な時間静置する。ウイ
ルスの不活化は、生成物に依存する規定の時間およびプロセスに依存する規定の時間の、
ウイルスと酸性溶液との接触によって起こる。これにより、バッグの全内容物は実質的に
同じ滞留時間の不活化を受け、結果的に、同様に、容器内の各液性成分において達成され
るウイルス減少は実質的に同一となる。
【０００４】
　バイオ医薬品および生物由来物質、特に医薬品抗体の製造プロセスが、連続的な動作モ
ードで実行されるのであれば、必要とする保持時間（＝滞留時間）はウイルス不活化が成
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り立つようでなければならない。
【０００５】
　本特許出願において、連続的なウイルス不活化とは、ウイルス不活化モジュールへの供
給流の供給およびウイルス不活化モジュールからの製品流の除去を、絶え間なく進行する
ことを意味する。
【０００６】
　連続的なウイルス不活性化を実行する可能性としては、ＵＶ－Ｃ光の照射が挙げられる
。国際公開第２００２０３８１９１号、欧州特許第１３３９６４３号明細書、欧州特許第
１４６４３４２号明細書、欧州特許出願公開第１９１４２０２号明細書、および欧州特許
出願公開第１９１６２２４号明細書には、螺旋状の滞留ループの使用が記載されており、
これらにおいては、不活化される物質へＵＶ－Ｃ光を照射し、ウイルスの存在を連続的に
不活化する。流体が螺旋状に巻いた管内を流れる際、遠心力が流体に働く。これらの遠心
力が２次的な流れ（Ｄｅａｎ渦と称される）を生み出し、これが、半径方向の貫流に改善
をもたらし、さらに、不活化される物質がより均一に照射されることになる。上記出典で
使用される螺旋構造は、螺旋軸の方向変化が無いまっすぐな螺旋状コイルである。低ｐＨ
における連続的なウイルス不活化の使用に関して、滞留時間分布は層流が発生する直管の
場合よりは狭くなり得るが、依然として広過ぎるため、ＵＶ‐Ｃ照射で使用されるような
まっすぐな螺旋構造の使用は実用的ではない。滞留時間分布がなお比較的広いため、この
形状にはｐＨウイルス不活化のため大型のプラントがさらに必要となる。
【０００７】
　層流が生じる管においては、放物状の速度分布が形成され、その結果として、広範な滞
留時間分布が生じる（図１）。管内の流れの中心における最大速度は平均速度の２倍であ
るが、管壁における速度がゼロ（固着状態）であるため、こうした場合、非常に広範な滞
留時間分布が生じる。このようにして得られる滞留時間は、平均滞留時間の半分（管の中
央における流れの速い液体要素のため）から、無限に長い滞留時間（壁の近くの固着して
いる液体要素のため）までである。第１に、ウイルスの効率的な不活化には最小の滞留時
間が必要であり、しかしながら、第２に、低ｐＨでの長い滞留時間は製品（例えばタンパ
ク質）を損傷させ得ることから、連続的な作動においては狭い滞留時間分布の達成が不可
欠である。この場合、層流状態から、均一な滞留時間を有する乱流状の栓流への変化は、
許容可能な代案ではない。乱流は速い流速を必要とする。低ｐＨでのウイルス不活化のた
め通例の長い滞留時間（例えば、６０～１２０分間）を達成する場合、不都合なほど巨大
なプラントが形成され、またこのプラントは高圧力損失を伴う。
【０００８】
　国際公開第１９９８／０２２３７号には、液体反応混合物から沈殿した製品のために連
続して作動させた管状反応器における放物状の速度分布の問題の、分割する方法（分割流
法（Segmented Flow Processes））の応用による解法が記載されており、この解法では、
反応混合物の離散量は反応混合物とは混合しない分離液の離散量と区別される。ここでの
管状反応器内の反応混合物の滞留時間は沈殿に充分である。単一の製品が各流量に対して
得られるような方法で、離散量は栓流条件の下で生成され、各量に対して反応条件は実質
的に同一である。
【０００９】
　Tuercke et al.は、例えば、多層乳剤およびナノ粒子ならびに重合作用といった、微粒
子製品の有機合成および生産のための連続運転における、微細構造反応器中での、液体／
液体または液体／気体の分割伝導について記述している（Organic Process Research & D
evelopment 2009, 13, 1007-1013）。分節段階による方法もまた、Fraunhofer Institute
 for Chemical Technology ICTによって、分離基細胞に対して使用された。分節段階の技
術は、加えて、Baychromat（登録商標）Systemにおける試料輸送でサンプリングおよび分
析のために使用されている（米国特許出願公開第２００９／０１７８４９５号明細書）。
【００１０】
　長い滞留時間および狭い滞留時間分布を同時に必要とする方法（例えば、低ｐＨにおけ
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るウイルス不活化など）への、栓流条件または分割流の適用可能性は、試験も言及もされ
ていない。
【００１１】
　先行技術より、本目的は、特に低ｐＨでの連続的なウイルス不活化のための連続流が生
じる滞留時間セグメントにおいて、狭い滞留時間分布で必要な滞留時間の達成を可能にす
る、新規の簡便かつ安価な溶液を提供することであった。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明は、この目的を、０．０１ｍｍから６ｍｍ、好ましくは０．５ｍｍから３ｍｍの
低水力直径（low hydraulic diameter）を有する反応器１中で不活化される製品流（prod
uct stream）の連続的なウイルス不活化方法であって、以下のステップ：
　ａ）不活化する製品流の供給、
　ｂ）ウイルス不活性化条件を設定すること、
　ｃ）製品流と混合しない分離剤を製品流に導入して、分離剤を分割（segment）するこ
と、
　ｄ）反応器１により成形した滞留セグメント中においてウイルス不活化条件下でステッ
プｃ）により分割された製品流の供給および通過、
　ｅ）滞留セグメントからの流出、
　ｆ）好ましくは連続的な分離剤の分離、
　を含む方法により達成する。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　好ましくは反応器、および製品流と接触して製品流を分割するためのモジュールの要素
もまた、滅菌可能であり、好ましくは加圧滅菌、ガンマ線照射可能、または低細菌数もし
くは無菌運用すら可能にするエチレンオキサイド（ＥＴＯ）ガスで処理可能である。
【００１４】
　好ましくは、反応器は管状反応器である。特に好ましくは、使い捨て可能な物質（例え
ば、可とう管）で作られた管状反応器が使用され、この反応器は掃除を省くことができる
よう、使用後は廃棄される。この特性のため、相対的な品質要求（例えば、医療用の品質
（ＵＳＰ Ｃｌａｓｓ ＶＩ））に適っている可とう管が、好ましくは使用される。例えば
、管状反応器はシリコーンでできた可とう管である。例として、Saint-Gobain Performan
ce Plasticsから販売されている、Pharmed（登録商標）-BPT（シリコーン可とう管）、C-
Flex-374（登録商標）（熱可塑性可とう管）、またはSanipure（登録商標）といった可と
う管を挙げることができるが、これによって本発明が限定されることはない。テストプラ
ントでは、内径が１．６の市販の可とう管であるSaniPure（登録商標）を使用した。
【００１５】
　反応器の全長における幾何学的形状は、直線状、コイル状、または曲線状のように、所
望の通りにしてよい。ただし、折れてはならない。管状反応器の省スペース配置が好まし
い。典型的に、管状反応器は支持構造物によって支持される。例えば、管状反応器はスタ
ンド上下のフレームに巻きつけられる。このフレームは円形または矩形であってもよい。
また、１つ以上のカラムに巻きついた螺旋状コイルであってもよい。この場合、ＵＶ不活
化のために、カラムがＵＶランプを備えていてもよく、管状反応器がＵＶに透明であって
もよい。さらに、管状反応器の支持構造物を加熱することによる熱ウイルス不活化条件を
確立してもよい。熱失活のために、コイル状構造物はまた、急な温度変化を引き起こすよ
うに水層の中へ導入してもよい。
【００１６】
　あるいは、管状反応器は上下に積み重ねられた１枚以上のプレート（特に、プラスチッ
クプレート）によって形成されたものを使用してもよい。ここで、プレートには入口およ
び出口を備える溝が組み込まれている。このプレート反応器が複数のプレートを含んでな
る場合、中心プレートの入口および出口は、所望の長さの連続した溝が堆積によって形成



(5) JP 2018-517455 A 2018.7.5

10

20

30

40

50

されることで位置づけられる。また、溝の全長における幾何学的形状は、直線状、コイル
状、または曲線状のように、所望の通りにしてよい。
【００１７】
　反応器１の横断面は、典型的には円形または卵形であるが、矩形でもよい。
【００１８】
　工程（ａ）において、液状の製品流は、不活化される可能性のある製品とウイルスとの
両方を含有可能に提供される。
【００１９】
　工程（ｂ）に対して可能であるウイルス不活化条件として、低ｐＨ（およそ４以下）、
界面活性剤、ＵＶ、または熱処理が引用される。
【００２０】
　好ましくは、工程（ｂ）において、製品流のｐＨは４以下の値に設定される。ただし、
不活化される物質のｐＨは必要とされる値を有していない。製品流のｐＨは通常、不活化
のため装置内に流入する前にセンサで測定する（図８）。普通、このｐＨセンサは制御タ
スクを有しない。ｐＨ信号の記録は単にプロセス監視のためだけに用いる。不活化する溶
液のｐＨ値の４以下への調整は、例えば、ＨＣｌ溶液によって起こすことができる。典型
的に、溶液は装置の試運転段階で不活化のため加えられる。工程（ｅ）または（ｆ）の後
、ｐＨは通常４より大きい値へと、塩基（例えば、水酸化ナトリウム溶液ＮａＯＨ）を用
いてウイルス不活化を終了させるため調整される。中和は回分操作または連続製造法で実
施することができるため、回分法または連続法に組み込まれる。
【００２１】
　本発明に基づく方法においては、分離剤として、製品流と混合しない相を用いる。水性
の製品流における製品流および難溶解性に対するそれらの反応慣性のため、好ましくは、
分離剤は、油、または気体（例えば、空気、ＣＯ２、または窒素など）、好ましくは気体
、特に好ましくは窒素である。
【００２２】
　工程（ｃ）における分離剤の導入および製品流の分割のために、反応器は典型的に、取
り入れ口４に加え、分離剤用の通常はＴピースの形をした取り入れ口６を備える。この取
り入れ口６には、パルスを分離剤（付属の圧力管またはポンプのいずれかを備える、作動
した開弁）を導入するための機関が接続される（図３）。分割は、例えば、パルス繰り返
し数が１分間に０．１～２００回であるポンプを用いて行う。
【００２３】
　通常、反応器の水流は１～１０００Ｌ／分の体積流量、好ましくは１０～１００ｍＬ／
分の体積流量で流れる。
【００２４】
　パルス導入の代替手段として、分離剤は膜を解して連続的に供給されてもよい。本実施
形態において、疎水性の壁を備える１以上の中空繊維を含んでなる製品流を分割するモジ
ュールが使用される。中空繊維を通じて分離剤は製品流へと導入される。また、親水性の
壁を備える中空繊維モジュールを採用することもでき、中空繊維の管腔において、分離剤
は連続的に運ばれ、製品流の壁を通じて導入される。この第２の実施形態は、中空繊維の
細孔が製品に対して透過性であることを想定している。一般的に、膜分割の使用は、ウイ
ルス不活化条件が膜に必要とされる特性を損なわないことを想定している。したがって、
界面活性剤を使用する場合はＴピースを採用することが好ましい。
【００２５】
　分離剤（例えば、ＣＯ２）の薬液導入もまた可能であり、特に、ウイルス不活化条件が
ｐＨ変化に耐用性を示す場合に可能である。
【００２６】
　このような生産流の分割により通常、０．１～１００ｍＬの生産流量が、２つの生産流
量間の０．１ｍＬ～１０ｍＬの流量分割によって形成される。
【００２７】
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　通常、セグメント（特に、分離剤セグメント）の最小長は、反応器の内径の３倍である
。適切なセグメントの最大長は、滞留セグメントの５分の１である。
【００２８】
　反応器中の毛管作用および表面張力のため、１つの相の２つのセグメントがその他の相
のセグメントにより分離されることによって、相の分割が維持される。結果として、相の
２つのセグメント間の逆混合が最小化され、全システムの滞留時間分布が大きく狭められ
る。
【００２９】
　個々に運ばれた生産流セグメント（＝生産流量）は、常に完全に空にされ、また互いに
最小限混合される、小さな不活化として見なすことができる。
【００３０】
　通常、工程（ｄ）における生産流は、流速０．１～１０００ｍＬ／分、好ましくは流速
１～１００ｍＬ／分、特に好ましくは流速１０～１００ｍＬ／分で反応器へと、普通なら
ポンプを用いて供給され、そして輸送される。この工程において、ウイルス不活化条件（
特に、酸性溶液）と存在するあらゆるウイルスとの所望の接触時間（＝滞留時間）が発生
する。滞留時間は、製品を大きく損傷することなくウイルスを不活化するには十分に長い
時間である。通常、滞留時間は連続法に切り替わる前にバッチ法で実験的に決定され、普
通はｐＨ感受性製品対する３０分～感受性が低製品に対する１０時間の幅である。必要と
される滞留時間および最大滞留時間は製品に依存する。下流精製工程に対する所要量を可
能な限り低く抑えるため製品が最小限損傷を受けることにより、最大滞留時間は通常、最
適化される。
【００３１】
　本発明による方法に関する設計パラメータとして、以下が対応して挙げられる：
・反応器の管内径ｄi

・管長Ｌ（各々の応用事例で必要とされる滞留時間が対応するため、管長Ｌおよび管の内
径は全プラント／プラントの寸法に適応する）
・所望の体積流量、製品流量、分離剤の量、およびパルス繰り返し数。
【００３２】
　分離剤は通常、重力、遠心力によって動作する分離器、または膜特性によって連続的に
分離される。
【００３３】
　気体を分離剤として使用する場合、体積流は通常、連続的に脱気される。この目的のた
めには、気泡抜き、ガス抜き弁、または好ましくは膜脱気モジュールを使用することがで
きる。
【００３４】
　製造工程でｐＨ値の１回以上の調整が必要とされる場合、ウイルス不活化用装置は普通
、ｐＨを調節するユニットへ接続される。通常、製品流のｐＨ値を４以下へと調節するた
めの不活化の上流と、さらに製品流を中和するための不活化の下流との、２つのＰｈ調節
用ユニットが使用される。
【００３５】
　ウイルス不活性化用デバイスが連続的な製造プロセスに組み込まれる場合、製品流が再
循環ループを流れる１つ以上のｐＨ調節用ユニットが好ましい。図８はウイルス不活性化
およびその後の中和を例として描写しているが、これに限定されるものではない。Ｍ０５
０３は製品流を、ウイルス不活化後、ｐＨ値が４以上に調節されるバッグＢ０５０２内に
輸送する。再循環ポンプＭ０５０４はバッグＢ０５０２の内容物を、ｐＨセンサｐＨ０５
０２が製品流のｐＨ値を測定する再循環ループを通じて輸送する。センサｐＨ０５０２の
下流では、ｐＨ調節用の調節剤が加えられることでｐＨは管理される。これはＭ０５０５
用の回転の速度の初期設定によって進行される。
【００３６】
　本発明による方法において、不活化される製品流は通常、バイオリアクターまたはバイ
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オリアクターから得られる溶液であり、特にタンパク質またはペプチド溶液（例えば、抗
体溶液など）である。
【００３７】
　先行技術における従来法であるバッチ式でのウイルス不活化と比較すると、本発明によ
る連続的なウイルス不活化の技術的優位性は、その能力において、「下流処理（downstre
am processing）」とも称される連続的な精査プロセスへ、処理手順を変更する必要なく
組み込まれる。この場合、バッチ式から継続式への変更および再度の変更はないが、下流
処理全体、または随意に、製造プロセス全体（上流および下流）は連続的に実行すること
ができる。また、連続的なウイルス不活化は、別のバッチ式精査プロセスの連続的なサブ
ステップとより容易に組み合わせることができる。
【符号の説明】
【００３８】
　好ましい実施形態を包含する本発明は、以下に図と実施例とを組み合わせて解説するが
、これらに限定されるものではない。実施形態は所望の通りに併用することができる。た
だし、その反対は文脈から明確に生じない。
　使用される引用符は以下の通りである：
　１＝曲線状の、および／または螺旋状に巻かれた管または可とう管
　２＝４５°～１８０°の角度であるコイル軸ｈの方向反転および／または屈曲２
　３＝フレーム
　４＝入口
　５＝出口
　６＝保持スタンド
　７＝脚部
　８＝製品流線
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】図１は、層状貫流の流れる管の放物状流動プロファイルを示す（上図：管の縦断
面）。層状貫流の流れる管内の流れの方向における等しい速度の線（下図：管の横断面）
。　ａ＝管壁　ｂ＝流れの方向における管の軸方向　ｃ＝半径方向　ｄ＝流れの方向にお
ける等しい流速の線
【図２】図２は、分割の原理を示す。
【図３】図３は、管状反応器に接続した分離剤のパルス導入のための代替手段を示す。
【図４】図４は、ウイルス不活化とその後のｐＨ適合のフローチャートを示す。ここでは
、ウイルス不活化用デバイスは模式的にだけ示す。
【図５】図５は、反応器管をコイル化するための方形物を示す。
【図６】図６は、スタンド上に据え付けた複数のフレームを示す。
【実施例】
【００４０】
　実施例１：
　実験的研究として、内径１．６ｍｍの可とう管を選択した。管状反応器を、以下の寸法
であるフレームに巻きつけた：フレーム直径６３ｍｍ；フレームの外縁長１９５ｍｍ。フ
レームは図５に従って製作し、図６に従ってスタンド状に据え付けた。
【００４１】
　各々の場合において、最小限の分離を有する１１個のコイルをアーム毎に実施した。フ
レーム毎に使用した可とう管の長さはフレーム直径に比例し、アーム毎のコイルの定数を
想定している。
【００４２】
　この場合、フレームの可とう管コイルを上から下に走らせることによって、上方フレー
ムの出口は下方フレームの入口と接続した。あるいは、流れから流れに対して下から上ま
たは水平に走らせることも可能である。
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【００４３】
　体積流量約３ｍＬ／分をテストプラントに流した。
【００４４】
　連続的なウイルス不活化用装置における滞留時間測定の実験を、ＵＶ測定を用いてシス
テムの出口にて実施した。
【００４５】
　ビタミンＢ１２は波長２８０ｎｍのＵＶ光を吸収するため指標として好適であるので、
使用したトレーサ物質は濃度０．２５ｇ／ＬのビタミンＢ１２溶液であった。
【００４６】
　まず、装置を蒸留水でパージした。時点ｋで、ウイルス不活化の入口において、システ
ムをトレーサ溶液に切り替え、ＵＶセンサの測定信号の記録を開始した（したがって、ト
レーサ溶液の階段関数はシステムに適用された）。システムの出口におけるＵＶ信号がト
レーサ溶液に対応した場合、この時点からシステムがトレーサ溶液で完全に満たされるこ
とにより、階段関数に対するシステムの応答は完全に記録されたため、実験を終了するこ
とができた。
【００４７】
　本出願に繋がる研究は、財政支援協定「Bio.NRW: MoBiDiK - Modular bioproduction -
 disposable and continuous」に基づき、地域開発ヨーロッパ基金（European Fund for 
Regional Development（EFRD）の範囲内で助成された。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図６】
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