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1. 序論 

 

1.1. 諸言 

医薬品の歴史は人々の病気を克服しようとする努力の結晶である。古来より人々は、草木

などの植物を食べながら、病気を治すものを選り分けていた。その後、それら天然物から

有効成分を抽出し、医薬品として用いるようになった。さらに合成技術が発展することで、

特定の医薬品を製造することも可能になった。ここまでの医薬品は分子量の比較的小さな

物質(低分子医薬品)であるが、近年では、より分子量の大きな医薬品として、人の血液成分

から分離した血漿分画製剤や、動物細胞や微生物の培養技術の発達によりタンパク質製剤

や抗体医薬品などが登場してきている。これら分子量の大きな医薬品は低分子医薬品と比

べて副作用が少ないなどの利点があり、近年医薬品の中で大きな市場を形成しつつある。

しかし、これらの医薬品の懸念点としては、生産系がヒト由来および生物由来なので、原

料中にウイルスなどの混入が危惧されている。実際に、1980 年代中頃には、血友病患者が

投与された血液凝固製剤によって後天性免疫不全症候群(AIDS)に感染するという事件が起

こり、これら医薬品についての感染性ウイルス対策が大きな関心事となった。現在では医

薬品規制調和国際会議(ICH)は、日本、欧州、アメリカにおいて共通の認識に基づくガイド

ラインを策定しており、少なくとも 2 つ以上の互いの作用機構の異なるウイルス除去・不

活化工程を導入することを義務付けている。 

 

1.2. ウイルス不活化とウイルス除去フィルター 

血漿分画製剤やタンパク製剤中のウイルス不活化方法としては、界面活性剤による不活化 

[1]、熱や UV 照射による不活化 [2]、低 pH 処理による方法 [3]などが挙げられる。しかし、

ウイルスの物理的および化学的特性によっては、上記方法だけでは必ずしもウイルスを不

活化できるわけではない。さらにいずれの方法においても製剤であるタンパク質への影響

は避けられないという問題点もあった。そのような背景の下、ウイルスを大きさによって

除去できるフィルター(ウイルス除去フィルター)の登場によって、タンパク製剤のウイルス

に対する安全性は大きく高まった。ウイルス除去フィルターの特性としては、サイズに依

存した捕捉が可能なので、ウイルスの物理的・化学的特性にも影響されずに捕捉できるこ

と。またタンパク製剤を含む溶液を化学的、物理的処理が必要ないことからタンパク製剤

の変性が起こらず、製剤の回収率も高いことがメリットとして挙げられており、多くのタ

ンパク製剤や血漿分画製剤の製造工程にて採用されるに至った [4]。 
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1.3. ウイルス除去フィルターと現状の課題 

ウイルス除去フィルターの構造は、製剤として有用なタンパク質は透過させ、感染性のあ

るウイルスを除去するために設計された。しかし、タンパク質とウイルスは同程度の大き

さを有することから、分離することは非常に困難であった [5]。例えば、血漿のタンパク質

は数 nm から約 10nm であるのに対し、工程に混入する最小のウイルスであるパルボウイル

スの大きさは約 20 nm と、非常に両者のサイズが近いことが理解できる。そのため、ウイ

ルス除去フィルターでは、ウイルスとタンパク質をサイズ分画する層を膜厚方向に多層に

重ねるという膜設計によって、高いウイルス除去性能および高いタンパク透過性能を達成

することが可能となっている。各ウイルスとタンパク質をサイズ分画する層は 100 nm 以上

の大きな孔径の空洞型の構造(ボイド構造)と数 10 nm 程度の小さな孔径の構造(キャピラリ

ー構造)から構成されており、これらが 3 次元的にネットワークを構成している [6] [7]。こ

れらの構造設計によって、ウイルス除去フィルターによるろ過後の溶液中には、タンパク

質の透過率は 90%以上なのにも関わらず、ウイルスは 10,000 分の 1 から 1,000,000 分の 1 に

まで除去することが可能となっている。以上のような理由からウイルス除去フィルターは、

タンパク製剤中からのウイルス除去方法として、1980 年代に登場してから現在に至るまで、

製造工程に標準的に使用されるようになったが、近年いくつかの問題点が指摘されている。

1 つの問題点は、まさにウイルス除去性能に関する問題点であり、ウイルス除去フィルター

にてろ過する際の運転条件 [8] [7]や溶液組成 [9] [10]によってウイルス除去性能が影響を

受けることが知られてきた。さらに 2 つ目の問題点としては、タンパク製剤に依存したフ

ィルターのろ過性能の低下である [11] [12] [13]。特にウイルス除去フィルターは他の工程

に用いられるフィルター(MF 膜や UF 膜など)よりも高価でかつ、繰り返し使用しないシン

グルユースの製品のため、ウイルス除去フィルターのろ過性低下は、そのまま工程の生産

性やコストに大きく影響する。特に 2 つ目の問題については、用いる製剤がタンパク質で

あること、および膜の孔径がタンパク質の大きさと同程度なことなどから、タンパク質に

よる膜へのファウリングが主な原因であると考えられている。 

 

図 1-1 ウイルス除去フィルター Planova の中空糸膜の(a)ネガティブ SEM 観察像と(b)ボイ

ドキャピラリー構造の概略図（出典： [14] [6]より引用） 

(a) (b) 
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1.4. ファウリング 

ファウリングとは、ろ液中の物質が分離膜に付着することを指し、ろ液中から不純物を分

離する膜にとっては、処理量の低下を引き起こすなどの性能面に大きく影響するために非

常に大きな問題である。中でもタンパク質などが原因で引き起こされるバイオファウリン

グは、洗浄などで回復することができず [15]、大きな問題であると認識されている。タン

パク質による膜のファウリングについてはこれまでいくつかの様式が提唱されており [16]、

その要因は大きく 2 つに分類される(図 1-2)。1 つは、フィルターの膜材料表面にタンパク

質が吸着する様式であり [17] [18] [19] [20] [21] [22] [23] [24] [25] [26] [27]、膜内部に付着す

ることで孔の孔径を減少させること、および膜の入り口表面に付着し、ケーク層を形成す

ることによって、フィルターの性能を低下させることが知られている。Lim [26]らの研究で

は、食品産業で使用される限外ろ過膜(UF 膜)におけるファウリング現象について考察して

いる。彼らはゼラチンの親水性のセルロースアセテート UF 膜を用いた処理において、溶液

の pH がゼラチンの等電点付近(pH 5.3)であると、膜の Flux が大きく低下することを示し、

この原因として、膜の表面にゼラチンが堆積することでゼラチンの層を形成しているため

であると述べている。特に、溶液の pH が等電点から離れた条件であれば、膜の Flux は高

い値を示すことから、膜表面とタンパク質との電荷の違いが関係している可能性があり、

電荷に基づいた両者間の相互作用が重要であると述べている。2 つ目の様式として、膜表面

へのタンパク凝集体の堆積が報告されており、これによっても膜の性能が大きく低下する 

[28] [29] [30] [31]。Kelly らは [28]、ポリスルホン製の精密ろ過膜(MF 膜、孔径 0.16 m)を

用いて、いくつかの市販のウシ血清アルブミン(BSA)を対象としたろ過実験を行い、ろ過時

の Flux 変化と各 BSA 溶液の性質との関係を調査している。その結果、ろ過時に Flux が低

下した BSA サンプルは、プレフィルター(分画分子量 1,000,000 および 300,000)を用いるこ

とで、Flux が大きく回復した。さらに、Flux が低下した BSA 溶液について、サイズ排除ク

ロマトグラフィー(SEC)による評価を行ったところ、BSA の単量体と二量体の他に三量体以

上の凝集体が存在することが分かった。さらに Flux の低下度合と BSA の二量体と凝集体と

の量に相関関係があり、凝集体によってMF膜の Fluxが低下していることが示されている。 

上述した通り、膜のファウリング現象には、膜表面とタンパク質との相互作用の解析と、

タンパク質の凝集状態の解析が重要である。これまでファウリング現象の解明や抑制を目

的として、多くの解析例が報告されている。 
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図 1-2 タンパク質による膜ファウリングの概略(a) 標準閉塞 (b)完全閉塞 (c)ケーク層 

(出典： [16]を基に筆者作成) 

 

 

1.5. ファウリング解析技術 

膜材料とタンパク質との相互作用については、放射性同位体元素によってタンパク質を標

識し、材料表面への吸着量を測定する方法 [32]や、原子間力顕微鏡(AFM)を用いて、高分

子材料とタンパク質との吸着力を直接測定する方法 [33]、膜材料へのタンパク質の吸着量

を測定する手法など数多く存在する。本研究では、ラベリングや化学修飾などの前処理が

なく簡便に測定できる手法として、表面プラズモン共鳴(SPR)法と水晶振動子マイクロバラ

ンス法(QCM)に着目し、これらを用いた膜材料とタンパク質との相互作用について解析を行

った。また、タンパク質の凝集体の評価方法についても、いくつか評価手法は存在するが 

[34] [35] [36] [37]、最も汎用性が高く、かつ操作が簡便なことからサイズ排除クロマトグラ

フィー(SEC)を選択した。 

 

1.5.1. 表面プラズモン共鳴(SPR)法 

表面プラズモン共鳴法とは、背面に金属薄膜を蒸着したガラスに P 偏光レーザーを全反射

条件にて入射し、分子吸着等によるプラズモン共鳴角のシフトを観察する手法である 

[38](図 1-3a)。測定法の特徴としては、リアルタイムでの表面への分子吸着速度の測定を分

子へのラベリングなしで行えることや、1 mm
2当たり 1 pg と測定精度が高いことから、近

年ではバイオマテリアル表面の評価方法として用いられている [39]。上記、感度とラベリ

ングが不要な点から、フィルターの材料表面とタンパク質との相互作用についても広く研

究がおこなわれている。例えば、Chang らは [40]、ファウリングを抑制する材料設計とし

て、正電荷と負電荷を同じ分子内に持つ双性イオンの高いタンパク吸着抑制能に着目し、

正電荷を持つモノマーと負電荷をもつモノマーを共重合したポリマーブラシを SPR センサ

ー表面に作製し、血漿タンパク質の吸着特性を SPR 法を用いて評価している。結果は正電

荷と負電荷を両方することで、タンパク質および血球の付着が抑制できることを示し、バ

イオマテリアル材料表面のコート材として有用であることを示している。さらに、Minehara

(a) (b) (c) 
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らは [41]、SPR を用いて様々なフィルター材料に対するファウリング物質の吸着特性を評

価している。具体的には、膜材料に対して、ファウリングの原因物質のモデルであるウシ

血清アルブミン(BSA)やデキストランの吸着量を測定し、吸着量が少ない材料ほど、実際の

それらの材料で構成されたフィルターのファウリングが少ないために膜間差圧が少ないこ

とを示している(図 1-3b)。 

 

図 1-3 SPR 測定の(a)装置概要と(b)BSA 吸着量と膜間差圧との関係 

(出典： [41]より引用) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(b) 
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1.5.2. 水晶振動子マイクロバランス(QCM)法 

AT カットした水晶板の両側に電圧をかけると圧電効果によって、水晶板がせん断方向に共

鳴振動を起こす。また水晶板の電極上における単位面積値の微小質量変化と共振周波数変

化には一定の比例関係が存在する。この現象を用いて、共振周波数の変化から表面に吸着

した分子の吸着量を測定する方法が QCM 法であり、様々な表面への吸着現象の評価に用い

られている [42] [43] [44]。吸着分子としてタンパク質に着目した例も盛んであり、近年で

は、吸着量のみならず、周波数の減衰の度合いを評価することによって、表面に吸着した

タンパク質分子の粘弾性の評価も行われており、タンパク質の吸着現象について詳細な情

報を得ることが可能であると報告されている [45] [46] [47] [48] [49] [50]。例えば、Jia らは、

いくつかのポリマー材料表面に対する BSA の吸着挙動を QCM-D によって評価している(図 

1-4)。特に、QCM-D から得られる共振周波数変化(F)と減衰の変化(D)との比から、特定

のポリマー材料表面では、BSA が初期は化学的に吸着した後に、構造変化や配置変化を起

こすこととで、不可逆的な吸着形態になることを指摘している [50]。このように、QCM-D

による測定では、材料表面への吸着量だけではく、吸着後の分子の吸着状態についても明

らかにできるという利点がある。 

 

図 1-4 QCM-D によって測定した各ポリマー材料表面への BSA 吸着時の共振周波数変化

(F)に対する減衰の変化(D) (出典： [50]より引用) 
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1.5.3. サイズ排除クロマトグラフィー(SEC) 

SEC とは、液体クロマトグラフィーの分離モードの一つであり、液体中の溶質を溶質の大

きさに応じて分離する方法である。装置の構成としては、主に溶液を輸送するポンプと溶

質の分離を行うカラム、溶質を検出する検出器から構成されている。近年の測定対象物質

としては、生体分子への応用が盛んであり、特に 2006 年に欧州医薬品品質部門がタンパク

質の凝集体を測定する標準的な手法であると述べるなど、タンパク質製剤の品質評価や精

製方法としても広く用いられている [51] [52] [53] [54] [55]。例えば、Ye らは [52]、BSA を

モデルタンパク質として用いて、溶液中の界面活性剤の有無、pH 条件、タンパク濃度の変

化や加熱処理の有無によって、どのような凝集状態をとるかを SEC によって評価している。

また、Ahrer らは、SEC の検出器として、光散乱計を使用することで、凝集体検出の検出感

度が向上し、それによって、タンパク製剤である免疫グロブリン(IgG)について、2 種類の精

製プロセス条件における、生成する凝集体の違いについて評価している [54](図 1-5)。この

ようにタンパク質の凝集体を分析する手法として、SEC は標準的な手法となっており非常

に有用である。 

 

図 1-5 2 種類の方法にて調整した IgG 溶液の SEC スペクトル(出典： [54]より引用) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

1.6. 本研究目的と構成 

以上、近年の医薬品の推移としてタンパク製剤の台頭とそれに伴うタンパク製剤中でのウ

イルスの混入リスク、およびそのウイルスの不活化・除去のための新しい方法としてウイ

ルス除去フィルターについて述べた。さらに、現状のウイルス除去フィルターには、ろ過

性を低下させるファウリング現象が問題であり、従来までに行われている他のフィルター

でのファウリングを解析する具体的な解析手法について述べた。 

続く第 2 章では、本研究にて有用なファウリングの解析手法として、ウイルス除去フィル

ター膜材料とタンパク質との相互作用解析のための SPR 測定の、およびタンパク凝集体の

作製および評価のための SEC 測定について検討した。第 3 章では、ウイルス除去フィルタ

ーのファウリング現象について、主に膜材料とタンパク質との相互作用に着目し、膜表面

へのタンパク質の吸着とフィルターのろ過性低下との関係について検討した。第 4 章では、

ウイルス除去フィルターの凝集体によるファウリング現象について、Flux が低下する要因

分析を行った。第 5 章ではウイルス除去フィルターのファウリング現象について、pH に依

存した Flux 変化についての要因分析を行った。最後に第 6 章では、本論文を総括する。特

に本研究では、上述したファウリング解析技術を駆使し、ウイルス除去フィルターでのフ

ァウリング現象について、特にウイルス除去フィルターの膜内部にてどのような機構でフ

ァウリングが起こり、フィルターのろ過性が低下しているのかを明確にすることを目的と

している。本研究の達成により、ウイルス除去フィルターのファウリングのメカニズムが

明らかとなり、今後のさらなる製品開発への知見が得られるものと期待している。 
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2. ファウリング解析技術の確立       

2.1. 序論 

前章ではウイルス除去フィルターについて、タンパク質によるファウリング現象によって、

フィルターのろ過性能が低下していることを問題点として挙げた。特に顕著な例としては、

Hongo-Hirasaki らは [56]、溶液のイオン強度によって、ろ過時の Flux が大きく異なること

を報告している。具体的には、再生セルロースからなるウイルス除去フィルター(Planova 

20N)のろ過時の Flux は、モデルのタンパク製剤である免疫グロブリン G (IgG)の溶液中の

NaCl 濃度に依存して大きく変化することが報告されている(図 2-1)。またこの要因としては、

膜材料表面とタンパク質とのゼータ電位の結果から、両者の相互作用が重要であると述べ

られている。しかし、膜材料表面とタンパク質との相互作用を直接評価したわけではなく、

タンパク質が吸着するファウリング現象が実際に起こっているかは推測の域をでない。ま

た同じく Hongo-Hirasaki [57]らは、凝集体によってウイルス除去フィルターのろ過性が低下

することも報告している。具体的には、同じく Planova 20N のウイルス除去性を評価する実

験において、評価用のウイルスの中に含まれる三量体以上の凝集体によってフィルターの

Flux が低下することを示唆している。しかし、直接的に凝集体に関する評価はされておら

ずこちらも詳細は明らかにされていない。以上の背景から、再生セルロースからなるウイ

ルス除去フィルターであるPlanova 20Nはタンパク質の吸着による影響も凝集体による影響

も受けることから、本研究の対象に適切であると考えた。よって、本章では、まず Planova 20N

の膜材料であるセルロースとタンパク質との相互作用を解析するために SPR 法を選択し、

両者の相互作用を解析するための測定系を確立することを目指した。具体的には、SPR 法

を用いて、膜表面とタンパク質との相互作用を測定するためには、センサー上に膜表面を

モデル的に作製する必要がある。従来までに、単分子膜によるモデル表面の作製 [58]や高

分子ブラシによる作製 [33]などが報告されているが、本研究では操作が簡便で再現性が高

いことからスピンコート法 [59]によるモデル表面の作製法を選択した。また、Planova 20N

とタンパク質凝集体による影響を評価するために、モデルとなるタンパク質凝集体を作製

する方法の確立およびその凝集体を溶液中で評価する方法として SEC による分析方法の確

立を検討した。さらに作製したモデル凝集体がウイルス除去フィルターである Planova 20N

のろ過性へ影響するかも合わせて評価した。 
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図 2-1 Planova 20N の塩濃度に応じたろ過時の Flux 比較 (出典： [56]より引用) 
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2.2. 実験条件 

2.2.1. 試薬 

実験には市販の免疫グロブリン G(IgG)溶液(Venoglobulin
®
 IH, 50 mg/mL, Japan Blood 

Products Organization)、トリアセチルセルロース(Scientific Polymer Product, Inc.)、超純水

(Cascada, Pall Co.)、塩化ナトリウム(Wako)を用いた。また実験に使用する IgG 溶液の pH の

調整は、市販の 100 mM の塩酸(Wako)および 100 mM の水酸化ナトリウム水溶液(Wako)を用

いて行った。また塩濃度の調整は、1 M の塩化ナトリム水溶液を作製し、IgG 溶液に加える

ことで任意の塩濃度の溶液を調整した。 

 

2.2.2. セルロースモデル表面の作製 

市販の SPR センサー(SIA kit Au, GE Healthcare)上にフィルター材料のモデル表面を作製し

た。具体的にはまず、トリアセチルセルロース(Polymer Scientific Products, Inc.)をクロロホル

ム(Wako)に溶解させた溶液(0.3 wt%)をスピンコーター(ACT-220D, 株式会社アクティブ)に

てセンサー上にスピンコートした(回転数は 2000 rpm 、保持時間は 30 秒)。センサー表面を

任意の濃度の水酸化ナトリウム水溶液で 30 分間浸漬させ、トリアセチル基を加水分解する

ことで、セルロース表面を作製した。表面の同定は X 線光電子分光法(XPS ,ESCALAB 250, 

Thermo Fisher Scientific Inc.)にて行った。また表面のモルフォロジーは原子間力顕微鏡

(AFM、Dimension Icon、Bruker)にて測定した。 

 

2.2.3. SPR測定 

表面プラズモン共鳴(SPR)スペクトル測定は、セルロースをコートしたセンサーと市販の

SPR 装置(Biacore 2000, GE Healthcare)を用いて行った。センサー表面は、測定前にタンパク

質を測定溶液と同じ NaCl 濃度 (0, 100 mM)と pH (4.5)の水溶液にて 1 時間浸漬させた。SPR

の測定は流速を 1 L/min で設定し、タンパク質を含有する溶液と含有しない水溶液を交互

に導入し、不可逆的なタンパク質の吸着量を測定した。タンパク質溶液の導入量は 30 L

とした。 

 

2.2.4. AFM測定 

作製したセルロース表面は AFM (Dimension Icon, Bruker)測定にて表面形状を測定した。測

定モードは大気中にてコンタクトモードで行い、測定範囲は 10 m×10m 視野で行った。 

 

2.2.5. SEC 測定 

タンパク質溶液の単量体、二量体、三量体以上の存在量を測定するために、サイズ排除ク

ロマトグラフィー(SEC)測定を行った。測定は、市販の装置(Nexera HPLC, Shimadzu)とカラ

ム(UltraSW aggregate column, Tosho Bioscience)を用いて行った。移動相は 300 mM のリン酸

緩衝液(pH = 6.9)を用い、測定時の流速は 0.4 mL/min として、40 分間測定を行った。 
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2.2.6. ろ過 

ウイルス除去フィルター(Planova 20N, Asahi Kasei Medical Co.Ltd.)のろ過は、デッドエンド

の方式で定圧ろ過(78.4 kPa)にて行った。フィルターのろ過時のファウリングの評価として

は、ろ過流速(L/m
2
/h)を指標として用いた。ろ過流速の値としては、ろ液を任意の量回収し、

この量に対して、回収するのに必要とした時間と用いたフィルターの膜面積にて除した値

を用いた。またフィルター表面への吸着量としては、回収したろ液を紫外可視 (UV-vis) 分

光光度計にて、280 nm のピークの強度からタンパク質濃度を算出し、フィルターの膜面積

で除した値を用いた。 

 

 

2.3. 結果と考察 

2.3.1. SPRによるフィルター材料への吸着評価系の確立 

2.3.1.1. フィルター材料のモデル表面の作製 

SPR によるタンパク質の吸着挙動を測定するためには、SPR センサー上にフィルターのモ

デル表面を作製する必要がある。本項では、基板上にモデル表面の作製するための方法の

確立を目指した。一般的に、SPR 上に高分子の材料表面を作製する際には、スピンコート

などの方法が用いられるが [59]、今回使用するウイルス除去フィルターの材料はセルロー

スであり、一般的にスピンコートなどに用いられるセルロースは溶媒にほとんど溶解しな

い。よって、予め溶媒に溶解しやすいように修飾されたアセチル化セルロースを出発原料

として、センサー上にスピンコートにて膜を作製した後に、水酸化ナトリウムによる加水

分解によって、表面組成をアセチル基から水酸基へと変えることでセルロース表面を作製

することにした。スキームは図 2-2 に示すとおりである。 

 

 

図 2-2 セルロース表面の作製スキーム 
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まずは、スピンコート膜に対して、適切な水酸化ナトリウム水溶液の濃度を設定するため

の予備実験を行った。今回用いた水酸化ナトリウムの濃度は、表 2-1 に示す通りである。

またスピンコート膜は、0.3 wt%のトリアセチルセルロースのクロロホルム溶液を約 1 cm× 

1 cm にカットしたシリコンウエハーにスピンコートした後、表 2-1 に示す濃度の水酸化ナ

トリウム水溶液にて、30 分間処理した。加水分解後は超純水にて洗浄し、加水分解の進行

は XPS によって評価した。 

 

表 2-1 XPS 測定サンプルの処理条件 

サンプル名 NaOH 濃度(mM) 処理時間 

未処理 ‐ - 

① 100 30 分 

② 250 30 分 

③ 500 30 分 

 

表 2-2 に各水酸化ナトリウム濃度にて加水分解した後の、XPS で測定した表面の各原子の

相対元素濃度、また図 2-3 に得られた XPS の C1s のスペクトルを示している。 

 

表 2-2 XPS 測定結果(定量値) 

試料名 水酸化ナトリウ

ム濃度 (mM) 

相対元素濃度(atomic%) 

[C] [O] [Na] [Si] 

未処理 - 54    37    0.2 8.8 

100 mM 100 57    39    N.D. 4.1 

250 mM 250 58    39    0.8 2.5 

500 mM 500 33    27    0.1 39 

表 2-2 からは、まず、未処理の表面上の Si 元素の割合と比べると、500 mM の試料では大

幅に Si 元素の割合が増えていることが分かった。これは、水酸化ナトリウムの濃度が濃い

ために反応が非常に速く進行してしまい、表面のトリアセチルセルロースがほとんど分解

されてしまったためであると考えている。一方、試料 100 mM, 250 mM のとはおおよそ未処

理の表面と等しい Si 元素の割合を示しており、表面に膜が残っていることが示された。な

お、Na の濃度もいずれのサンプルも未処理のものとほぼ等しいことから、水酸化ナトリウ

ムは洗浄操作によって除去できていると確認できた。さらに、加水分解がどの程度進んで

いるのかを確かめるために、XPS 測定から得られた、C1s のスペクトルの形状を比較した(図 

2-3)。 

こちらでは、3 つのピークが得られており、それぞれのピークをカルボニル基の炭素(289 eV)、

エーテル基の炭素(285 eV)、アルキル基の炭素(283 eV)と同定した [60] [61] [62]。加水分解

の進行の確認指標として、カルボニル基の炭素のスペクトルのピークの減少について比較
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した。未処理の試料と比べて、100 mM の試料はほとんど変化がみられないのに対して、250 

mM の試料ではほとんどのカルボニル基のピークが消失していることが示され、アセチル基

が分解することによって、表面が水酸基で覆われたセルロースになっていることが示唆さ

れた。よって、今回の膜の条件では、250 mM の水酸化ナトリウム水溶液にて処理するのが

適切であることが示された。なお、500 mM の試料については、上記でも指摘したようにカ

ルボニル基やエーテル基のピークはわずかであり、表面のトリアセチルセルロースがほと

んど分解されており、表面にほとんど残存していないことが改めて確認された。 

 

 

 

図 2-3 水酸化ナトリウム水溶液にて加水分解した前後のトリアセチルセルロース表面の

C1s の XP スペクトル 

 

 

続いて、SPR や QCM-D 測定用の表面には平滑性が必要である。よって、作製した表面の平

滑性を AFM 測定によって評価した(図 2-4)。こちらに示すように、表面は大きな凹凸もなく

平滑な平面であることが示さ、SPR や QCM-D の測定にて十分に測定可能な表面であること

が示された。 
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図 2-4 トリアセチルセルロース表面の加水分解後の AFM 観察 

(a) 10 m×10m 視野の二次元凹凸像 (b) ラインプロファイル 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-5 nm 

5 nm (a) 
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2.3.1.2. SPR でのタンパク吸着挙動の評価とフィルターへの吸着挙動との比較 

2.3.1.1 より、基板表面へのフィルターの材料であるセルロース表面を作製する方法を確立

できた。本項では、実際に SPR 測定用のセンサー上にセルロース表面を作製し、ウイルス

除去フィルターのモデル表面として、適切であるか評価を行った。評価の方法として、ウ

イルス除去フィルターでのタンパク質吸着の挙動と SPR 測定でのモデル表面上へのタンパ

ク質の吸着挙動が同じ挙動を示すかどうかを基準とした。 

 

まず、SPR センサー表面に 2.3.1.1 の方法にて、セルロース表面を作製した。作製した表面

は同じく、XPS 測定によって確認した(図 2-5)。こちらに示すとおりに、SPR センサー基板

上においても、水酸化ナトリウムにて処理することで、アセチル基のピークの減少を確認

した。なお、比較として、ウイルス除去フィルターのセルロース中空糸膜の表面も XPS に

て測定しており、ほとんど同じスペクトルが得られていることから、SPR センサー表面は

セルロースの中空糸と同等であると判断できる。 

 

 

図 2-5 水酸化ナトリウム水溶液にて加水分解した前後のトリアセチルセルロース表面と 

セルロース中空糸膜表面の C1s の XP スペクトル 
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続いて、フィルター表面へのタンパク質吸着挙動の評価を行った。用いた溶液の条件は表 

2-3 に示すとおりである。 

表 2-3 ろ過条件 

溶液条件 pH=4.5  

NaCl = 0,100 mM 

IgG 濃度 0.1 mg/mL 

フィルター Planova 20N 

ろ過圧力 78.4 kPa 

 

一定時間上記の溶液をフィルターでろ過した後のろ液を回収し、そのろ液中の IgG 濃度を

UV-vis 分光光度計にて測定した。UV-vis 分光光度計で測定した溶液中のタンパク量につい

て、ろ過前の液からろ過後の液を除することで、フィルター内の膜に吸着した量を算出し

た。膜へのタンパク吸着量をろ過時間に対して示したのが図 2-6a であり、表面に対する 20

分間の総タンパク吸着量を示したのが、図 2-6b である。こちらに示すように、低い塩濃度

条件(0 mM NaCl)の方が、高い塩濃度条件(100 mM NaCl)よりもタンパク吸着量が多いことが

示された。今回の pH の条件(pH 4.5)では、フィルター材料表面は負に、また IgG 分子は正

に強く帯電している [56]。よって、塩濃度が低い条件では、フィルター表面と IgG 分子と

の間に静電相互作用が強く働くことで吸着量が増えるが、一方で塩濃度が高い条件では、

静電相互作用の力が遮蔽されるために吸着量が少なくなると推定される。 
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図 2-6 フィルター内の膜へのタンパク吸着量の測定結果比較 

(a)ろ過量に対する吸着量変化 (b)20 分後の総タンパク吸着量 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(b) 
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続いて、SPR センサー上にフィルターと同じ材料であるセルロース表面を作製し、フィル

ター表面への IgG 分子の吸着挙動と同じ挙動が得られるのかを評価した。実験条件は表 2-4

に示すとおりであり、IgG 溶液はフィルターをろ過した溶液と同条件である。図 2-7 に NaCl

濃度の異なる溶液に対する SPR スペクトル結果と 30 分後の吸着量の比較を示している。こ

ちらに示すように、低い塩濃度条件(0 mM NaCl)の方が、高い塩濃度条件(100 mM NaCl)より

もタンパク吸着量が多いことが示され、フィルター表面への IgG の吸着挙動と同等の結果

を得ることができた。以上より今回 SPR センサー上に作製したセルロース表面は、フィル

ターの表面への IgG 分子の溶液条件に依存した吸着挙動についても同等の結果が得られ、

タンパク質吸着量の増減を評価する方法として確立できたと考えている。 

 

表 2-4 SPR 測定条件 

溶液条件 pH=4.5  

NaCl = 0,100 mM  

IgG 濃度 0.1 mg/mL 

センサー表面 セルロース 

測定流速 1 L/min 
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図 2-7 SPR 測定でのセルロース表面へのタンパク吸着量の測定 

(a)時間に対する吸着量変化 (b)30 分後の総タンパク吸着量 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(b) 



21 

 

2.3.2. SEC によるタンパク凝集体の評価系確立 

 

2.3.2.1. 凝集体の作製方法の確立 

タンパク質の凝集体とフィルターの Flux 低下挙動との関係を評価するためには、モデルの

タンパク質凝集体を安定的に作製する方法が必要である。本項では、IgG をモデルタンパク

質として用いて、凝集体の作製方法についての検討を行った。タンパク質の凝集体は熱や

酸化などの外部的な刺激や溶液条件に応じて生成されることが知られており、それぞれの

条件によって凝集体の状態も様々である [63]。特にウイルス除去フィルターが主に用いら

れる抗体医薬品の製造工程においては、ウイルス除去工程の前段のプロセスにおいて、低

pH の液性条件にて凝集体が生成することが知られている [64]。よって、本実験でも溶液の

pH を変化させることによって、IgG 分子の凝集体を作製することを試みた。 

凝集体の作製方法としては図 2-8 に示すスキームに従って行った。まず、市販の IgG 溶液

を超純水にて、所定の濃度まで希釈した。続いて、100 mM の塩酸を加えることで、溶液の

pH を所定の値まで下げ、室温にて 1 時間静置した。その後、100 mM の水酸化ナトリウム

水溶液を加えて、溶液の pH を 4 以上にし、その後 12 時間以上静置した。IgG の濃度と pH

の条件を変えて、再現性良く凝集体を作製できる条件を模索した(表 2-5)。また凝集体の存

在の有無は SEC 測定にて評価した(図 2-9)。 

 

図 2-8 タンパク質凝集体の作製スキーム 
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表 2-5 SEC 測定サンプル条件 

サンプル 処理 pH 静置時間 処理後の

濃度 

(mg/mL) 

中和後の

pH 

最終的な 

タンパク濃度 

(mg/mL) 

① 3 3 時間 21.4 4.6 21.4 

② 2.5 3 時間 21.7 5.6 21.7 

③ 2.5 1 時間 8.9 4.8 8.9 

④ 2.5 1 時間 8.7 5 8.7 

⑤ 2.1 1 時間 7.6 5.2 7.6 

⑥ - - 10 4 10 
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図 2-9 に表 2-5 の条件に基づいて作製した各サンプル溶液の SEC によるスペクトルを示し

ている。pH による処理前の IgG 溶液(サンプル⑥)は、保持時間が 23 分付近に単量体に由来

する大きなピークが確認でき、保持時間が 20 分付近に二量体に由来するピークが観測され、

三量体以上の凝集体を含まないサンプルであることが分かっている。この IgG 溶液に対し

て、pH による処理を行ったサンプル①～⑤については、いずれも単量体のピークが減少し

ており、単量体の多くが凝集体へと変化したことを示唆する結果である(図 2-9a)。さらに、

これらのサンプルのスペクトルを拡大してみると、通常の IgG 溶液中では観察されなかっ

た、三量体以上のピークが観察されていることが確認できた(図 2-9b)。つまり、我々のモ

デルタンパク質でも溶液の pH を変化させた今回の処理条件によって、凝集体を作製するこ

とが確認できた。 

 

図 2-9 作製した凝集体含有溶液の SEC スペクトル (a)全体図 (b)拡大図 

(a) 

(b) 
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続いて、凝集体作製方法の条件について比較してみたい。図 2-10 には、各サンプルごとの

SEC のスペクトルから得られた単量体、二量体、三量体、四量体以上のピークの面積値の

比較を示している。こちらに示すように、作製時の IgG 濃度がより濃い条件であるサンプ

ル①，②は三量体以上のサンプルをほとんど含まないことが確認され、凝集体の作製方法

としては、不適切であることが示された。この原因としては、濃度が高いことで凝集体が

大きな分子になりやすく、SEC 測定時の前処理である不純物を除去するガードカラム(0.1 

m)にて捕捉されてしまった可能性があると考えている。一方で、作製時の IgG 濃度がより

薄い条件であるサンプル③、④、⑤は、リファレンスのサンプル⑥と比べて、多くの三、

四量体を含んでいることが確認できた。サンプル③、④と⑤について比較すると、サンプ

ル③、④の方が三、四量体の量が多いことが確認できた。この原因としては、サンプル⑤

の方が設定した pH の値が低く、これによって、凝集体が大きな分子になりやすく、一部が

SEC 測定時のガードカラム(0.1 m)にて捕捉されてしまった可能性があると考えている。以

上の結果より、サンプル③、④の条件が IgG 分子の凝集体を作製する方法として、適切で

あると考えた。 
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図 2-10 SEC スペクトルからの各サンプルの(a)単量体、二量体、三量体、四量体以上の面

積値と(b) 三量体、四量体以上の面積値 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(b) 
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続いて、作製した凝集体の安定性について評価した。上記方法にて、作製した IgG の三、

四量体が室温にて静置し、どの程度含有量が変化するのかを同様に SEC にて評価した(図 

2-11)。結果、作製した IgG の三、四量体は室温にて、5 日間後も大きなスペクトル変化はな

く安定しており、モデル凝集体として評価に用いることができると判断した。 

 

図 2-11 凝集体の日間差での測定結果 

(a)各測定日でのスペクトル (b)凝集体である三、四量体以上のピーク面積比の比較 

 

(a) 

(b) 
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2.3.3. 凝集体のろ過結果 

 続いて、作製した IgG の三、四量体がウイルス除去フィルターの Flux に影響を及ぼし得

るのかを評価した。作製した三、四量体を一定量含む IgG 溶液を調整し、その溶液をろ過

することで、作製した IgG 分子の三、四量体による Flux 低下がどの程度あるのかを評価し

た。ろ過の条件は表 2-6 に示すとおりである。 

 

表 2-6 ろ過条件 

溶液条件 pH=4 10 mM NaCl 

IgG 濃度 1 mg/mL 

フィルター Planova 20N 

凝集体含有濃度 0, 2, 6 % 

 

図 2-12 にウイルス除去フィルターの Fux 低下挙動を示す。作製した IgG の凝集体を含むサ

ンプルは、含まないサンプルよりもろ過量の増加に伴う Flux の低下が大きいことが確認で

きた。つまり、作製した IgG の凝集体は Flux 低下に影響を及ぼすモデル分子として有効で

あると判断できる。 

 

図 2-12 凝集体含有溶液のろ過結果 
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さらに、IgG 凝集体の存在量の異なるサンプルについて、IgG 凝集体をフィルターのろ過面

積当たりどの程度ろ過したかを示す、凝集体負荷量(Total multimer weight)と Flux 低下との

関係を示したのが図 2-13 である。こちらに示すように、ろ過前の溶液中における IgG 凝集

体の濃度が異なっても(2%と 6%)、凝集体負荷量に応じて Flux の低下の挙動は同一であるこ

とが確認できる。つまり、凝集体による Flux 低下は、ろ過前の溶液中にどのくらいの凝集

体が存在しているのかに依存していると推定できる。 

 

図 2-13 フィルターへの凝集体量負荷量と Flux との関係 
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最後に、調整した溶液の SEC のスペクトル測定結果を図 2-14 に示す。こちらに示すように、 

Flux が低下したサンプルには三、四量体が含まれており、Flux が低下していないサンプル

については三、四量体が含まれないことが示された。以上の結果より、Flux 低下に大きく

影響を及ぼしているのは三、四量体であると考えられ、溶液中にこれらがどの程度含まれ

るかによって、Flux 低下への影響を把握できると考えられる。 

 

 

 

図 2-14 調整した溶液の SEC スペクトル(a)全体図 (b)拡大図 

 

 

 

 

(a) 

(b) 
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2.4. 結論 

本章では、再生セルロースからなるウイルス除去フィルターである Planova 20N フィルター

に対して、タンパク質によるファウリングを解析するための手法の開発を行った。まず、

SPR 法を用いてフィルターの膜表面とタンパク質との相互作用を解析するために、SPR セ

ンサー表面に膜材料と同じセルロースのモデル表面を作製した。このモデル表面は、Planova 

20N フィルターと同等のタンパク質吸着挙動を示したことから、膜表面とタンパク質との相

互作用、具体的には膜表面に対するタンパク質の吸着量をを解析する手法としての有効性

が示された。続いて、タンパク質の凝集体によるファウリングを解析するために、再現性

良くモデル凝集体を作製する手法を確立し、かつこの凝集体は SEC にて定量することを確

認できた。さらに、作製した凝集体はフィルターのろ過性を低下させることも確認され、

SEC による分析がタンパク質の凝集体によるファウリング評価方法として確立することが

できた。 
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3. ファウリングメカニズム解明への展開① (塩濃度に依存した Flux 低下) 

3.1. 序論 

ウイルス除去フィルターに関するタンパク質ファウリングの研究例はいくつか報告されて

いる。しかし、その多く研究例はタンパク質の凝集体に関するものである [65] [66] [67] [68] 

[69]。例えば、Brown らは [69]、イオン交換膜を用いたプレろ過によって、ウイルス除去フ

ィルターのろ過性能が向上することを確認している。またイオン交換膜に捕捉されたもの

を採取して、SEC によって分析したところ、半径が 8 ~13 nm の凝集体が含まれていること

が示されており、これら凝集体が膜の孔を塞ぐことでウイルス除去フィルターのろ過性能

を低下させていると指摘している。一方、フィルター内の膜へのタンパク吸着現象につい

ては数例しか報告例がない [70] [71]。例えば、Bolton らは [70]、同じくプレフィルターに

よってウイルス除去フィルターのろ過性能が向上することを見いだし、かつプレフィルタ

ーに捕捉された成分を調べると凝集体ではなくモノマーであることが示された。さらにこ

のモノマー成分は、疎水性が高いことが分かり、この成分がフィルターに吸着することで

ろ過性を低下させているのだと指摘している。しかし、上記例を含めて、ウイルス除去フ

ィルターの研究例において、間接的に膜材料とタンパク質との相互作用について指摘した

例はあるが、直接それらの関係を評価した研究例は存在しない。つまり、ウイルス除去フ

ィルターがタンパク吸着によってろ過性が低下するという仮説は未だに立証されたとは言

い難い。よって、本章では、膜材料とタンパク質との相互作用に着目し、それらとウイル

ス除去フィルターのろ過性との関係を明らかにすることを目的とした。 

 

図 3-1 イオン交換膜に捕捉されたタンパク質の超遠心分析法によるサイズ評価 
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3.2. 実験条件 

3.2.1. 試薬 

実験には市販の免疫グロブリン G(IgG)溶液(Venoglobulin
®
 IH, 50 mg/mL, Japan Blood 

Products Organization)、トリアセチルセルロース(Scientific Polymer Product, Inc.)、超純水

(Cascada, Pall Co.)、塩化ナトリウム(Wako)を用いた。また実験に使用する IgG 溶液の pH の

調整は、市販の 100 mM の塩酸(Wako)および 100 mM の水酸化ナトリウム水溶液(Wako)を用

いて行った。また塩濃度の調整は、1 M の塩化ナトリウム水溶液を作製し、IgG 溶液に加え

ることで調整した。本実験での IgG の溶液は実際の工程でよく用いられる濃度(10 mg/mL)

と pH 7 に設定し、塩濃度を 3 種類(0, 10, 100 mM NaCl)変えたサンプルを調整した。 

 

 

3.2.2. ろ過 

ウイルス除去フィルター(Planova 20N, Asahi Kasei Medical Co.Ltd.)のろ過は、デッドエンド

の方式で定圧ろ過(78.4 kPa)にて行った。フィルターのろ過時のファウリングの評価として

は、ろ過流速(L/m
2
/h)を指標として用いた。ろ過流速の値としては、任意のろ液を回収し、

回収するのに必要とした時間と用いたフィルターの膜面積にて除した値を用いた。 

なお、ろ過方法として、IgG を含む溶液を 25℃、一定圧(78.4 kPa)でろ過した様式(Steady 

Filtration、図 3-2a)と IgG を含む溶液(以下、IgG 溶液と省略)と含まない溶液(以下、NaCl 溶

液と省略)を任意のろ過量ごとに交互に変えた様式(Switching Filtration、図 3-2b)の 2 種類の

ろ過を行った。なお、Switching Filtration は以下の要領で行った。1)まず、 フィルターを IgG

溶液と同じ塩濃度の NaCl 溶液で満たし、任意の量をろ過した。2) 次に、NaCl 溶液を IgG

を含む溶液に切り替え、任意の量の IgG 溶液をろ過した。3) その後、再び IgG を含まない

NaCl 溶液と交換し、膜の内面及び内部を洗浄した。 この操作を任意の容量の IgG 溶液が濾

過されるまで、この手順を 4 回繰り返した。 各溶液の切り替え後に IgG および NaCl 溶液

の両方について Flux を計算した。 
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図 3-2 ろ過図 (a)Steady Filtration, (b)Switching Filtration 
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3.2.3. センサー上へのセルロースモデル表面の作製 

SPR センサー(SIA kit Au, GE Healthcare)および QCM-D センサー(Q-Sensor (Au), Q-Sense 

AB)へのセルロースのモデル表面の作製方法は、2.2.2 セルロースモデル表面の作製での作

製方法と同様の方法にて行い、XPS 測定によりセンサー表面がセルロースであることを確

認した [60] [61] [62]。 

 

 

3.2.4. SPR測定 

IgG 溶液の溶液条件として、塩濃度(0, 10, 100 mM NaCl)と pH 7、また実験条件として、IgG

溶液と NaCl 溶液を任意の時間で交互に変えることで不可逆吸着量を測定した。上記操作を

3 回繰り返し、各溶液の導入量は IgG 溶液の導入量は 5, 30, 60 L、NaCl 溶液の導入量は一

定量の 5L とした。吸着量の評価指標としては、NaCl 溶液に変えた後の SPR スペクトル

の強度の平均として算出した。それ以外は 2.2.3 SPR 測定と同様の方法にて測定した。 

 

3.2.5. QCM-D 測定 

市販の QCM-D 装置(Q-Sense E1, Q-Sense AB)を用いて、セルロース表面に吸着した IgG 分

子の粘弾性の評価を行った。セルロースをコートしたセンサー表面は、測定前に NaCl 溶液 

(0, 100 mM NaCl)にて 1 時間浸漬させベースラインを安定化させた。ベースラインの安定化

後に、IgG 溶液(10 mg/mL)を導入し、センサーの共振周波数(f)とエネルギー散逸(D)の変

化を測定した。IgG 溶液とセンサーとの接触時間は 30 分間とし、その後 NaCl 溶液を導入し

た。 

 

3.2.6. SEC 測定 

タンパク質溶液の単量体、二量体、三量体以上の存在量を測定するために、サイズ排除ク

ロマトグラフィー(SEC)測定を行った。測定は、市販の装置(Nexera HPLC, Shimadzu)とカラ

ム(UltraSW aggregate column, Tosho Bioscience)を用いて行った。移動相は 300 mM のリン酸

緩衝液(pH = 6.9)を用い、測定時の流速は 0.4 mL/min として、40 分間測定を行った。 

 

3.2.7. FT-IR 測定 

フーリエ変換赤外分光光度計(FT-IR)に膜表面へのタンパク吸着の評価を行った。装置は市

販の FT-IR 装置(Nicolet Continum / iS50 Infrared Microscope, Thermo Fisher Scientific Inc.) 

を用いた。塩濃度が 100 mM と 0 mM の IgG 溶液をろ過した後のフィルターから、膜を取り

出し、膜の内表面を切り出し、プリズム(Ge)上に固定して測定を行った。 
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3.3. 結果と考察 

 

3.3.1. ろ過結果 

まず、塩濃度を変えて調整した IgG 溶液の Planova 20N フィルターによるろ過を行った。各

塩濃度(0, 10, 100 mM NaCl)のろ過量に対する Flux を図 3-3 に示す。こちらに示すようにフ

ィルターの Flux は塩濃度に大きく依存しており、塩濃度が低いほど Flux のレベルが低いこ

とが確認できる。またろ過量が増えるに従って Flux が低下する挙動も得られている。特に、

塩濃度に依存した Flux レベルの違いはろ過量が少ない最初から観察されており、ウイルス

除去工程への大きな影響が予想される。よって、この塩濃度に依存した Flux レベルの低下

原因を明らかにする必要があると思われる。 

 

 

図 3-3 Steady Filtration での塩濃度違いの IgG 溶液のろ過量に対する Flux 変化 

 

Brown らの検討によると [69]、二量体や三量体以上のタンパク質凝集体がウイルス除去フ

ィルターの孔を塞いで、Flux を低下させるという研究例がある。よって、今回調整した IgG

溶液にどの程度の二量体や三量体以上のものがあるのかを SEC 測定によって、評価してみ

た。 

図 3-4 と表 3-1 に SEC にて測定した結果を示してある。まず、図 3-4 には、全体のスペク

トルを示しているが、調整した溶液はほとんどが単量体であり、二量体がわずかに含まれ

る程度であることが分かった。しかし、三量体以上のピークは検出されず、単量体と二量

体で構成されていることが示された。また表 3-1 には、図 3-4 で得られたスペクトルの面

積比から、各成分の含有割合を示している。この結果からは、塩濃度が異なっても単量体
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と二量体の含有割合はほぼ等しく、塩濃度に依存した含有割合の変化は確認できなかった。

以上の結果から、Brown らが指摘した条件とは異なり、今回の低塩濃度ほど Flux が低下す

る現象は、二量体や三量体以上のタンパク質がフィルターの孔を塞いでいることが原因で

はないと考えられる。つまり、膜へタンパク質が吸着することによって、Flux が低下して

いるという可能性が高いと考えられる。 

 

 

図 3-4 調整した各塩濃度の IgG 溶液の SEC スペクトル 

 

 

表 3-1 調整した各塩濃度の IgG 溶液単量体、二量体、三量体以上の含有割合 

NaCl concentration 

(mM) 

単量体 

 (%) 

二量体 

 (%) 

凝集体 

 (%) 

0 94.5 5.5 N.D. 

10 94.1 5.9 N.D. 

100 94.9 5.1 N.D. 
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過去の研究例より [72]、不可逆的なタンパク質の吸着は、バッファー溶液でも除去するこ

とができず、Flux 低下の原因になると述べられている。よって、Flux の変化が不可逆的か

どうかを確かめるために、IgG 溶液を任意量のろ過した後に、同じ塩濃度の NaCl 溶液にて

フィルター内の膜の内表面と膜内部を洗浄した後に Flux の変化を確認した(図 3-5)。図 3-5

には、任意の IgG 溶液をろ過した後に、NaCl 溶液で洗浄し、その後 NaCl 溶液にて測定し

た Flux を示している。こちらに示すように、IgG 溶液のみのろ過結果と同様に塩濃度に依

存した Flux レベルの差が見られている。また、NaCl で洗浄後も Flux が IgG 溶液ろ過前の

最初のレベルに戻ることはないことも確認でき、Flux 変化が不可逆的なものでると確認で

きた。なお、図 3-6には、IgG溶液のろ過量体にするFluxの変化をSteady FiltrationとSwitching 

Filtration とで比較した図を示している。こちらに示すように、どちらのろ過方法によっても、

ろ過量に対して Flux 変化は同等の変化を示すことから、どちらも同じ原因にて Flux が低下

していることが示されている。 

 

 

図 3-5  Switching Filtration での塩濃度違いの IgG 溶液のろ過量に対する Flux 変化 
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図 3-6 Steady Filtration と Switching Filtration の比較(10 mM NaCl, pH 7)  

点線は Switching Filtration 実線は Steady Filtration 
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続いて、膜表面にタンパク質が吸着していることを確認するために FT-IR 測定を行った。

測定サンプルは塩濃度が 0と 100 mMの IgG溶液をろ過した後のフィルター内の膜の内表面

を測定した。図 3-7 に測定した FT-IR のスペクトルを示している。1800-1400 cm
-1の範囲に

おいて、2 つのピークが観察され、それぞれ吸着した IgG のアミド I、II バンドであると推

定している [73]。さらに、塩濃度が 0 mM の IgG 溶液をろ過したサンプルの方が 100 mM の

それよりも吸光度が高く、表面に多くの IgG 分子が存在していることが確認された。以上

より、塩濃度に依存して、IgG の吸着量が増加していることが確認された。 

 

 

図 3-7 ろ過後のフィルター内の膜内表面の FT-IR スペクトル 
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最後に、塩濃度を変えた際の NaCl 溶液のみのろ過を行った。図 3-8 に塩濃度を変えた NaCl

溶液(0, 10, 100 mM)のろ過量体に対する Flux 変化を示している。IgG 溶液を用いたろ過結果

とは異なり、塩濃度に依存した Flux レベルの差異は観察されなかった。この結果より、塩

濃度に依存した IgG 溶液の Flux レベルの差異は、膜の膨張や収縮による孔径の減少によっ

て起こっているわけではないことが示された。 

 以上の結果より、塩濃度の違いによってウイルス除去フィルターの Flux レベルが大きく

異なることが示された。またこの結果は、従来より指摘されているタンパク質の二量体や

三量体以上の凝集体が孔を塞ぐことによって起こっているというよりは、フィルターにタ

ンパク質が吸着することで Flux レベルの差が見られているではないかと考えられる。 

 

 

図 3-8 NaCl 溶液のろ過結果 
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3.3.2. SPR測定結果 

前節にて、IgG 分子がフィルター表面と吸着することが Flux 低下に影響しているのではな

いかとの見解を得た。本稿では、より詳細に IgG 分子とフィルター材料であるセルロース

との相互作用の評価を SPR 測定にて解析を行った。 

図 3-9 にセルロース表面への IgG 分子の吸着挙動の評価結果を示している。図 3-9a では、

各塩濃度(0, 10, 100 mM)の IgG 溶液と NaCl 溶液を交互に導入した際の SPR スペクトルの結

果を示している。こちらに示すように、NaCl 溶液を導入した後もスペクトルは IgG 溶液導

入する以前のレベルには戻らず、セルロースセンサー表面に IgG 分子が吸着して残ってい

ることが推定される。さらに、ろ過結果と同じように塩濃度が低い条件程、SPR スペクト

ルの強度が強く、表面に多くの IgG 分子が残っていることが推定される。さらに図 3-9b に

は、NaCl 溶液導入後の SPR スペクトルの強度を不可逆的なタンパク質の量として算出した

値を、タンパク質の接触時間に対している。こちらに示すように、IgG 溶液との接触時間と

ともに吸着量は増加していき、こちらも図 3-3 のろ過結果と同様の結果が得られている。

なお、塩濃度に依存した SPR による IgG 分子のセルロース表面への吸着量の測定結果は、

タンパク質溶液の接触時間が 5 分間の条件については、3 回測定しており、再現性の高い

結果であることを確認している(図 3-10)。 

以上の SPR の測定結果から、IgG 分子はフィルターに吸着することで Flux を低下させると

いう仮説を支持する結果を得ることができた。 
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図 3-9 セルロース表面に対する IgG 分子吸着の各塩濃度における SPR スペクトル 

(a) スペクトル全体 (b)タンパク溶液との接触時間に対する吸着量 

 

 

 

 

(a) 

(b) 



43 

 

 

 

図 3-10 SPR 測定の吸着量の再現性確認 

(エラーバーは 3 回測定の標準偏差の値) 

 

 

 

3.3.3. DLVO 

前項までに IgG 分子とセルロース表面との相互作用力が塩濃度に依存しており、それによ

って、フィルターの Flux レベルに違いが現れていることが強く支持された。本項では、塩

濃度に応じた相互作用の違いがどこから生じているのかを検討してみたい。Hongo-Hirasaki

らによると IgG 分子とフィルターの表面では、静電気的な力が作用していると指摘してい

る [56]。よって、IgG 分子とフィルター表面との相互作用について、DLVO 理論によって

計算することにした。DLVO 理論は、水中での生体分子やコロイド粒子と材料表面との相

互作用の評価を行うのによく用いられている(Eq. 1) [74]。 

 

                         (1) 

式中の AH, R, D, s, T D の意味としては、AHはHamaker定数であり [75] [76] [77, 78]、

R は IgG 分子の半径(5.29 nm [79])、D は IgG 分子とセルロース表面との距離(nm)、は誘電

率、s, Tはそれぞれ、セルロースと IgG 分子のゼータ電位の値 [56]、デバイ長である。式

中の最初の項は van der Waals 力を、残りの項は静電的な力を示している。各塩濃度条件に

ついて式 1 を用いて、IgG 分子とセルロース表面との両者の距離に対するエネルギーU につ

いて計算した結果を図 3-11 に示した。こちらに示すように IgG 分子とセルロースとの距離
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が近づくにつれて、どの塩濃度においても、エネルギーU が負に大きくなる、すなわち引力

が強くなっている結果が得られている。それぞれの項に着目すると、静電的な力は塩濃度

に強く依存しており、塩濃度が低いほど両者の引力が強くなっているという Hongo-Hirasaki

らの指摘した通りである [57]。一方で、van der Waals 力は塩濃度の影響をほとんど受けて

いないことも示されており、これらを合計した全体的な両者の相互作用力は、塩濃度が 0 

mM 場合のみ強い引力が働き、10, 100 mM では大きな違いがないことが DLVO 理論による

計算から示された。つまり、上記 SPR 測定にて示された、IgG 分子とセルロース表面との

塩濃度に依存した不可逆吸着量の差異は、単純な相互作用のみでは説明できないことが分

かった。 

 

 

 

図 3-11 各塩濃度での DLVO によるセルロース表面と IgG との相互作用計算結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 

 

3.3.4. QCM-D の測定 

SPR 測定にて観察されたセルロース表面への IgG 分子の吸着量の塩濃度に対する依存性は、

DLVO 理論から計算した両者の相互作用力では説明できなかった。よって、吸着した後の

IgG 分子の状態が異なるのではないかと推定し、それら評価するために QCM-D を用いた測

定を行った。図 3-12a は QCM-D で測定した共振周波数変化を示している。ここでいう共振

周波数変化は IgG 分子の吸着量の変化を意味する。図 3-12a では、IgG 溶液を導入するこ

とで、大きな周波変化が得られ、タンパク質が表面に吸着している様子が観察されている。

また IgG 溶液を NaCl 溶液に戻した後も一定量の IgG がセンサー表面に残っている様子が観

察されている。さらに、センサーへの吸着量は低濃度の条件ほどが大きいことが示されて

いる。これらの傾向は SPR の測定と同様であり、同じ現象を測定できている証拠である。

さらに、QCM-D 装置の特徴として、吸着後の分子の粘弾性を解析することで、吸着後の構

造変化の有無を評価することが可能である [80] [81] [82]。構造変化の度合いを評価する指

標として、D/F(共振周波数変化に対するエネルギー散逸の変化)を用い、D/F の絶対値

が大きいほど吸着分子当たりのエネルギー散逸量が大きい、つまり吸着した分子はより柔

らかい構造をとっていることを示し、構造変化をしていないと判断できる。一方、D/F

の絶対値が小さいほど吸着分子当たりのエネルギー散逸量が小さい、つまり吸着した分子

はより硬い構造をとっていることを示し、構造変化をしていると判断できる [82]。よって、

図 3-12b には上述した指標にて、塩濃度違いの結果を示している。この結果からは、塩濃

度に依存したD/F の値の差が観察されており、低濃度(0 mM NaCl)の条件ほど、D/F の

絶対値が小さく、吸着した IgG が塩濃度条件より構造変化していることが推定される。こ

の低い塩濃度条件程、IgG 分子の構造変化が促されるという結果は過去報告とも一致する 

[83]。さらに、IgG 溶液を導入している場合の共振周波数変化(Fre)と NaCl 溶液に切り替え

た後の共振周波数変化(Firre)との比を不可逆吸着割合(irreversibility = Firre/Fre)と定義し、

D/Fと不可逆吸着割合との関係を図 3-12c に示している。ちなみに不可逆吸着割合とは、

吸着した分子の内どの程度が不可逆吸着としてセンサー表面に残るかを示す値である。図 

3-12c より、D/F の絶対値の値が小さいほど、不可逆吸着量比が大きい、つまり構造変化

が大きいほど不可逆吸着量が増えることを示唆している。以上の QCM-D の測定結果より、

塩濃度が低いほど、吸着後の構造変化が促され、構造変化することで、不可逆吸着量が増

えるという関係が示唆された。つまり、塩濃度に応じてセルロース表面での IgG 分子の不

可逆吸着量の増加には、単純な両者の相互作用力よりも、吸着後の構造変化が大きな要因

であると結論付けられる。 
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図 3-12 各溶液条件における QCM-D の測定結果 

(a) 周波数の時間変化(F) (b) 共振周波数変化に対するエネルギー散逸の変化(D/F) 

(c) 共振周波数変化に対するエネルギー散逸と不可逆吸着割合の比較 

(a) 

(b) 

(c) 
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3.4. 結論 

以上、本章においては、前章で確立したウイルス除去フィルターPlanova 20N に対するファ

ウリング解析手法である SPR 法と SEC、および新たな解析手法である QCM-D を用いて、

実際の工程で使用される条件でのフィルターのろ過性能の低下についての原因解明を行っ

た。Planova 20N は溶液の塩濃度に依存して Flux が大きく変化する傾向が見られた。またこ

の Flux 低下には、タンパク溶液の SEC の測定結果より凝集体は関わっておらず、主にフィ

ルターの膜表面や内部へのタンパク質の吸着が原因であると SPR から推察された。また

DLVO理論によるセルロースとタンパク質との相互作用力の計算とQCM-Dによる吸着後の

塩濃度に応じたタンパク質の構造変化の結果を考慮すると、タンパク質は膜に吸着し、そ

の後構造変化によって不可逆的に吸着することで、フィルターのろ過性を低下させている

という結論に至った。本結果は、これまで明らかにされていなかった、ウイルス除去フィ

ルターの膜表面とタンパク質との間に相互作用があることを示し、それがフィルターのろ

過性能に大きく影響することを直接的に示した初めての結果であると考えており、今後の

新たなウイルス除去フィルターの開発やフィルターを用いる工程への知見になりうると期

待している。 
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4. ファウリングメカニズム解明への展開② (凝集体による Flux 低下) 

4.1. 序論 

前章で述べたとおりウイルス除去フィルターはタンパク質の凝集体によってろ過性が低下

することが確認されている。しかし、いずれの研究もろ過の結果やプレフィルターの効果

によって推定した研究 [66] [67] [69]、またはろ過前の溶液中に凝集体の存在を確認したも

の [68] [65]であり、凝集体がろ過性の低下を招くものであることは明らかになったが、実

際にどのような様式でフィルターのろ過性を低下させているのかは未だに明確にされてい

るとは言い難い。近年では、ろ過結果をこれまでに提唱されているフィルターの閉塞モデ

ルを元にシミュレーションすることで、膜内部でどのようなファウリングが起こっている

のかを推定する研究例もある [84] [85] [86] [87] [88]。例えば、Wichramasinghe [84]らは、2

種類のウイルス除去フィルターに対して、タンパク質として BSA を用い、ウイルスを添加

した溶液に対してろ過実験を行った。その結果、いずれのフィルターも BSA を有する溶液

にて Flux の低下が確認され、このろ過性の低下挙動は、凝集体により孔が閉塞する完全閉

塞のモデルと一致したと報告している。しかし、ウイルス除去フィルターの構造は複雑で

あり、他の膜構造によってモデル化した理論が完全に適応できるとは考えにくい。一方で

タンパク質の凝集体は単量体よりも吸着しやすくなることが指摘されている [89] [90] [91] 

[92]。例えば、Zsom らは、5 種類の単量体、二量体、三量体以上の凝集体の、割合の異なる

BSA サンプルを用いて、ポリスチレンラテックス上へ、BSA の総吸着量および単量体、二

量体、凝集体各成分の吸着量を比較していた。その結果、二量体や凝集体の割合が多いサ

ンプルはポリスチレンラテックス上への総タンパク吸着量が増加しており、かつラテック

ス上には単量体よりも二量体や凝集体の方が吸着しやすいことを確認している [92]。以上

の点から、凝集体は確かにウイルス除去フィルターのろ過性を低下させるが、フィルター

の内部で膜吸着しているのか、それとも膜の孔を塞いでいるのかは定かではない。もし上

記ファウリングの形態が明確になれば、凝集体に耐性のある膜開発への知見ともなり、有

益な情報であると考えられる。 
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図 4-1 5 種類の異なる二量体、凝集体を含む BSA サンプルのポリスチレン表面への吸着

量の測定結果 (a)吸着量のまとめ(出典： [92])と(b)各成分と吸着量の図(出典： [92]を基に

筆者作成) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(b) 
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4.2. 実験条件 

4.2.1. 試薬 

実験は、市販の免疫グロブリン G(IgG)溶液(Venoglobulin
®
 IH, 50 mg/mL, Japan Blood 

Products Organization)、トリアセチルセルロース(Scientific Polymer Product, Inc.)、超純水

(Cascada, Pall Co.)、塩化ナトリウム(Wako)を用いた。また実験に使用する IgG 溶液の pH の

調整は、市販の 100 mM の塩酸(Wako)および 100 mM の水酸化ナトリウム水溶液(Wako)を用

いて行った。また塩濃度の調整は、1 M の塩化ナトリウム水溶液を作製し、IgG 溶液に加え

ることで調整した。本実験での IgG の溶液は実際の工程でよく用いられる濃度(10 mg/mL)

と pH 4 に設定し、IgG 凝集体を任意の量添加することで凝集体を含む測定サンプルを作製

した。 

 

4.2.2. 凝集体含有サンプルの調整 

凝集体含有サンプルの作製方法としては図 4-2 に示すスキームに従って行った。まず 2.3.2.1

の方法に従って IgG の凝集体を作製した。まず市販の IgG 溶液を超純水にて、所定の濃度(10 

mg/mL)まで希釈した。続いて、100 mM の塩酸を加えることで、溶液の pH を所定の値(pH 2.5)

まで下げ、室温にて 1 時間静置した。その後、100 mM の水酸化ナトリウム水溶液を加えて、

溶液の pH を 5 以上にし、その後 12 時間以上静置した。その後、0.1 m のフィルターにて

ろ過を行い、100 mM の塩酸を加えることで pH を 4 に設定し、所定の塩濃度(10, 20, 100 mM)

になるまで、1 M の NaCl 水溶液を加えた。同様の操作にて、凝集体を含まない IgG の溶液

を調整した。両者の溶液を混合することで、所定の量の凝集体を有するサンプル溶液を作

製した。凝集体の含有量は SEC 測定にて評価した。 

 

図 4-2 凝集体含有サンプル作製スキーム 
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4.2.3. ろ過 

調整した溶液に対しして、ウイルス除去フィルター(Planova 20N, Asahi Kasei Medical 

Co.Ltd.)のろ過を行った。ろ過はデッドエンドの方式で定圧ろ過(78.4 kPa)にて行った。フィ

ルターのろ過時のファウリングの評価としては、ろ過流速(L/m
2
/h)を指標として用いた。ろ

過流速の値としては、任意のろ液を回収し、回収するのに必要とした時間と用いたフィル

ターの膜面積にて除した値を用いた。 

 

4.2.4. SPR測定 

SPR センサー(SIA kit Au, GE Healthcare)上には 2.2.2 項と同様の方法にてセルロース表面を

作製した。また調整したサンプルの導入量は 5 L と固定し、それ以外は 2.2.3 SPR 測定と同

様の方法にて測定した。 

 

4.2.5. SEC 測定 

タンパク質溶液の単量体、二量体、三量体以上の存在量を測定するために、サイズ排除ク

ロマトグラフィー(SEC)測定を行った。測定は、市販の装置(Nexera HPLC, Shimadzu)とカラ

ム(UltraSW aggregate column, Tosho Bioscience)を用いて行った。移動相は 300 mM のリン酸

緩衝液(pH = 6.9)を用い、測定時の流速は 0.4 mL/min として、40 分間測定を行った。 
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4.3. 結果と考察 

4.3.1. 凝集体溶液のろ過と吸着評価① 

IgG 分子の凝集体による影響を評価するために、凝集体を含む溶液と含まない溶液を作製し、

ろ過性への影響と吸着量の比較を行った。 

 

4.3.1.1. 凝集体溶液のサンプル調整 

作製した凝集体のサンプルの SEC 測定結果を表 4-1 と図 4-3 に示す。こちらに示すように、

SEC スペクトルの面積値から算出して、おおよそ 10 %程度の凝集体を含む溶液であること

が確認できた。 

 

表 4-1 作製した凝集体含有 IgG 溶液の SEC スペクトルからの各成分の面積割合 

単量体 

(%) 

二量体 

(%) 

凝集体 

(%) 

83.1 6.1 10.8 

 

 

図 4-3 調整した凝集体含有 IgG 溶液の SEC スペクトル 
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続いて、作製した凝集体溶液と通常の溶液を表 4-2 の割合になるように混合し、ろ過及び

SPR 測定評価サンプルを作製した。なお、各サンプルは SEC にて凝集体の量を確認してい

る。 

 

表 4-2 ろ過用調整液中の凝集体の仕込み比 

サンプル 凝集体仕込み比 

(%) 

① 0 %. 

② 0.3 % 

③ 1 % 

④ 5 % 

 

4.3.1.2. 凝集体溶液のろ過 

続いて、作製したサンプルについて、Planova 20N を用いたろ過を行った。なお、凝集体の

仕込み比が 5%の溶液は凝集体の量が多すぎるため、ろ過できなかった。ろ過の結果として

は、少量の凝集体添加にて、Flux の低下が確認された(図 4-4)。このように凝集体を含むこ

とで Flux が低下する挙動は、これまでのウイルス除去フィルターと同様に影響があること

が確認された。 

 

 

図 4-4 凝集体を含む IgG 溶液のろ過結果 
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4.3.1.3. SPR 測定による吸着量の評価 

続いて、SPR 測定によって、セルロース表面へのタンパク吸着量が増加するかどうかを評

価した。図 4-5 に測定結果を示した。今回調整しろ過実験を行ったサンプル①～③では、

吸着量に大きな差異は見られなかった。過去の知見から、凝集体は材料に吸着しやすいこ

とが知られているので [92]、凝集体の存在によって吸着量が増加する可能性があったが、

本条件ではそれほどの吸着量増加は観察されなかった。原因としては、凝集体の量が仕込

み比で 1%以下と非常に少ないことが原因として挙げられる。実際に、凝集体の量が 5%程

度含むサンプルについて吸着量の評価を行ったところ、吸着量の増加が観察されており(図 

4-5 のサンプル④)、凝集体が単量体よりも吸着しやすい傾向は過去の報告通りであった。以

上より、凝集体による Planova 20N フィルターの Flux 低下は、吸着量の増加よりも凝集体

がフィルターの孔を塞ぐという要因によって引き起こされていることが示唆された。 

 

 

図 4-5 SPR 測定によるセルロース表面への吸着量の比較 
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4.3.2. 凝集体溶液のろ過と吸着評価② 

前項にて、凝集体を含む溶液は吸着よりも孔を塞ぐ閉塞によって Flux の低下を引き起こし

ていると推定できた。より上記仮説を確かめるためにも、単量体の吸着量が異なる溶液条

件下でも同じように凝集体による Flux 低下が起こるのかを検証した。凝集体によるフィル

ターの Flux 低下の要因として、孔を塞ぐという影響が大きいのであれば、タンパク質が膜

に吸着しにくい溶液条件においても、Flux 低下を引き起こす可能性が高いと予想できるか

らである。 

 

4.3.2.1. 凝集体溶液のサンプル調整 

前項と同様に凝集体を含む溶液を作製した。なお、前項のろ過結果および顧客での実際に

起こりうる上限を元に凝集体の仕込み比は 1%で固定した。さらに、前章のセルロース表面

とタンパク質との塩濃度に依存した吸着量の変化から、溶液の塩濃度を高いサンプルと低

いサンプルを作製し、タンパク質の膜への吸着量を変化させることにした。以上から、表 4-3

に示した条件にて、ろ過及び SPR 測定評価サンプルを作製した。なお、各成分の面積比は

SEC によって確認した。 

 

 表 4-3 調整したサンプルの液条件および凝集体の面積比 

サンプル pH NaCl 濃度 

(mM) 

凝集体面積比 

(%) 

二量体面積比 

(%) 

単量体面積比 

(%) 

⑤ 

4 

10 

0 % 2.4 97.6 

⑥ 0.9 % 2.5 96.6 

⑦ 
100  

0 % 2.6 96.3 

⑧ 1.0 % 2.3 96.8 
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4.3.2.2. 凝集体溶液のろ過 

続いて、作製したサンプルについて、Planova 20N によるろ過実験を行った。ろ過の結果と

しては、まず凝集体を含まないサンプルについては、これまで通り塩濃度に依存した Flux

の変化が見られており、塩濃度が低い条件ほど Flux が低くなっていた。これらの条件では、

SEC の測定から凝集体は観察されなかったので、前項同様フィルターの膜表面に吸着する

ことで、Flux が低下していると推定できる。またこの塩濃度による傾向は、凝集体を含む

溶液でも同様に観察された。一方、溶液の塩濃度が同じで凝集体を有するおよび有さない

溶液の結果を比較してみると、前項の結果と同様に凝集体の添加によって、Flux が大きく

低下することが確認された(図 4-6 )。 

 

図 4-6 各溶液条件における IgG 溶液のろ過結果  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 

 

また図 4-7 には、各溶液のろ過初期の Flux の値を基準として、各溶液での Flux の低下割合

を示している。こちらに示す通り、凝集体を含まない溶液(⑤、⑦)は、ろ過量が増えてもほ

とんど初期の Flux と同等であり、Flux は低下しないが、凝集体を含む溶液(⑥、⑧)はろ過

量が増加するに従って Flux が大きく低下することが示された。さらに⑥と⑧の溶液の Flux

低下挙動は、塩濃度条件が異なるものの、両者の Flux 低下傾向が同じであることから、凝

集体はやはり吸着よりも孔を塞ぐことによって、Flux を低下させていると推察できる。 

 

 

図 4-7 各溶液条件における凝集体を含む IgG 溶液のろ過結果  

(各溶液での初期 Flux を基準とした Flux の変化率の比較) 
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4.3.2.3. SPR 測定による吸着量の評価 

続いて SPR 測定によって、凝集体有無の条件において、セルロース表面へのタンパク吸着

量に差があるか評価した。塩濃度違いの条件については、これまでと同様に吸着量に差が

あることが示された(図 4-8)。つまり、塩濃度によって、Flux が異なるのはセルロース膜に

タンパク質が吸着することで、Flux が低下すると推察できる。一方で凝集体を含むサンプ

ルと含まないサンプルについては、それぞれの吸着量に大きな差異は観察されなかった。

これは前項の結果と一致する。つまり、特に塩濃度が異なるが凝集体の量が等しいサンプ

ル⑥と⑧に着目してみると、吸着量が少ないサンプル⑧においても、吸着量の多い⑥と同

等の Flux の低下を示していることから、やはり凝集体による Flux の低下は吸着よりも孔の

閉塞によって引き起こされているのだと改めて確認できた。 

 

図 4-8 SPR 測定によるセルロース表面へのタンパク吸着量の比較 
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4.3.3. 考察 

凝集体によるろ過時の Flux について、要因を分析する目的で、図 4-9 に今回得られた SPR

測定からの不可逆吸着量と 10 L/m
2ろ過時の Flux との関係を示している。なお、比較対象

として、塩濃度が 0 mM で凝集体無のサンプルの結果についても追加実験を行い、図 4-9

に示している。凝集体無のサンプルでは、塩濃度低下に伴う吸着量の増加に比例して、Flux

が大きく低下している。しかし、凝集体が約 1%存在することで、同程度の吸着量でも、Flux

が大きく低下している様子がうかがえる。つまり、凝集体が存在することで起こる Flux の

低下は、膜表面への不可逆吸着量の増加では説明できず、よって凝集体が孔を塞ぐことで

閉塞し、Flux が低下していると推定できる。 

 

 

図 4-9 SPR 測定からの不可逆吸着量と 10 L/m
2ろ過時の Flux との関係 
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4.4. 結論 

以上、本章においては、前章と同様にウイルス除去フィルターPlanova 20N に対するファウ

リング解析手法である SPR 法と SEC を用いて、凝集体によるウイルス除去フィルターの

Flux 低下の原因解明を行った。凝集体はその大きさがフィルターの孔径と同程度であるこ

とから、孔を閉塞させることで Flux を低下させると考えられていた。一方で、凝集体は吸

着量にも影響を及ぼすことが過去の知見から指摘されており、いずれの効果が Flux に影響

するかを見極めることにした。まず、2.3.2 項での方法を用いたモデルのタンパク質凝集体

を作製した。この凝集体の存在によるフィルターのろ過性への影響と SPR を用いたフィル

ター材料であるセルロース表面への吸着の影響を評価した。その結果、凝集体は少量存在

することでフィルターの Flux を大きく低下させることが示されたが、一方、SPR 測定から

のセルロース表面への吸着量では、凝集体の有無で大きな差異は観察されなかった。セル

ロース表面への吸着量と Flux との相関関係から、凝集体の存在による大きな Flux 低下は、

フィルター表面に吸着することによって引き起こされているとは考えにくく、これは凝集

体が孔を塞ぐことで Flux が低下しているのだと推察できる。 
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5. ファウリングメカニズム解明への展開③ (pHによる Flux 低下) 

5.1. 序論 

これまで述べた条件以外にもウイルス除去フィルターにろ過性が影響する溶液条件として、

pH の依存性がある。具体的には、Hongo-Hirasaki らによると [56]同一の塩濃度条件におい

て、pH が異なるとろ過時の Flux に大きな違いがあることが報告されている。この pH に依

存した Flux 低下の要因として、Hongo-Hirasaki らは、低 pH 条件でのタンパク質自身の変性

や pI 付近でのタンパク質同士の相互作用による凝集体の生成が影響していると考察してい

る。このように pH に依存した Flux の変化は、他分野でのろ過結果でも報告されている [22] 

[25] [93] [94] [95]。例えば、Nakamura らは、BSA 溶液を孔径 0.1 m のガラス多孔質フィル

ターにてろ過した際の pH に依存した Flux の違いについて考察している。上記研究では、

フィルターの表面へのタンパク吸着と Flux との関係について考察していた。具体的には、

溶液の条件が BSA の pI 付近(pI = 4.8)において、ろ過量が増加してもフィルターへの吸着量

が飽和しないことおよび Flux の低下が観察されることから、フィルター表面上にタンパク

質が多層的に吸着することで、Flux が低下すると指摘している [25]。他の報告例でもタン

パク質の pI に近いほど吸着量が増加し、ろ過性に影響することが指摘されており、pH に依

存したフィルターへの吸着量の変化が及ぼす影響も無視できない。以上、ウイルス除去フ

ィルターでの pH に依存した Flux の変化は、凝集体による影響が大きいと考えられてきた。

しかし、他のフィルターでの例でも指摘されているように、pH に依存したフィルターへの

吸着にも影響があることから、本研究ではこれまで同様に pH に依存した Flux 低下の要因

か凝集体またはフィルター表面への吸着によるものなのかを見極めることとした。 

 

図 5-1 (a)ウイルス除去フィルターの pH に依存した Flux 変化 (出典： [56]より引用)  

(b)ガラス多孔質フィルターの pH に依存した吸着量と Flux 変化 (出典： [25]より引用) 

(a) (b) 
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5.2. 実験条件 

5.2.1. 試薬 

実験には市販の免疫グロブリン G(IgG)溶液(Venoglobulin
®
 IH, 50 mg/mL, Japan Blood 

Products Organization)、トリアセチルセルロース(Scientific Polymer Product, Inc.)、超純水

(Cascada, Pall Co.)、塩化ナトリウム(Wako)を用いた。また実験に使用する IgG 溶液の pH の

調整は、市販の 100 mM の塩酸(Wako)および 100 mM の水酸化ナトリウム水溶液(Wako)を用

いて行った。また塩濃度の調整は、1 M の塩化ナトリウム水溶液を作製し、IgG 溶液に加え

ることで調整した。本実験での IgG の溶液は実際の工程でよく用いられる濃度(10 mg/mL)

とし、塩濃度は 10 mM と設定した。また pH は 4 と 7 をそれぞれ調整し、pH によるろ過性

の差を測定した。 

 

5.2.2. ろ過 

調整した溶液に対しして、ウイルス除去フィルター (Planova 20N, Asahi Kasei Medical 

Co.Ltd.)のろ過を行った。ろ過はデッドエンドの方式で定圧ろ過(78.4 kPa)にて行った。フィ

ルターのろ過時のファウリングの評価としては、ろ過流速(L/m
2
/h)を指標として用いた。ろ

過流速の値としては、任意のろ液を回収し、回収するのに必要とした時間と用いたフィル

ターの膜面積にて除した値を用いた。また pH 7 の溶液条件については、プレフィルター(孔

径 0.1 m)を用いたろ過を行った。プレフィルターとウイルス除去フィルターは直列に接続

し、定圧(78.4 kPa)にてろ過を行った。 

 

5.2.3. SPR測定 

SPR センサー(SIA kit Au, GE Healthcare)上には同様の方法にてセルロース表面を作製した。

また吸着量の評価方法としては、測定の流速は 1 l/min に固定し、タンパク質溶液のサンプ

ルの導入量を 5, 15, 30, 60 L と設定し、経時的な吸着量の差異を測定した。 

 

5.2.4. SEC 測定 

タンパク質溶液の単量体、二量体、三量体以上の存在量を測定するために、サイズ排除ク

ロマトグラフィー(SEC)測定を行った。測定は、市販の装置(Prominence HPLC, Shimadzu)と

カラム(TSKgel G3000SWXL, Tosho Bioscience)を用いて行った。移動相は 200 mM のアルギ

ニン、100 mMの塩化ナトリウムの水溶液でpHを6.9に設定した。測定時の流速は0.4 mL/min

として、20 分間測定を行った。 
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5.3. 結果と考察 

今回、pH の依存性を評価するために、過去の実験にてろ過量増加に伴う Flux 変化に差があ

る条件として、pH 4 と pH 7 の条件を選択し、これらの Flux 変化に伴う変化について要因

の分析を SPR と SEC を用いて評価した。 

 

5.3.1. SEC 測定 

Hongo-Hirasaki らの報告の通り [56]、今回用いている IgG 分子の pI は 7~10 であり、今回調

整した条件では pH 4 よりも pH 7 の条件の方が pI に近く、タンパク質が凝集しやすいと考

えられる。よって、まずは調整した溶液の SEC 測定を行い、凝集体の量に差異があるのか

を評価した。その結果、確かに pH 7 の条件において三量体以上の凝集体のピークがあるこ

とを確認した(図 5-2)。また表 5-1 に各成分のピーク面積比を示しているが、二量体の量も

pH 7 の条件の方が pH 4 の条件よりも含有量が多かったことより、pH 7 では IgG 分子の pI

に近いために、凝集しやすい条件であることが示唆された。ただし、凝集体の量としては、

0.03 %と前章での凝集体の含有量に比べて非常に少ないため、凝集体だけが Flux 低下の要

因だとは断言できない。 

 

 

 

図 5-2 pH 4 と pH 7 の条件での SEC スペクトル(a) 全体図 

および凝集体のピーク位置での拡大図 (b)pH 4 (c)pH 7 

(a) 

(b) (c) 



64 

 

 

表 5-1  SEC スペクトルから算出した各成分のピーク面積比 

サンプル 凝集体 (%) 二量体 (%) 単量体 (%) 

pH 4 

N=1 0.00 4.18 95.82 

N=2 0.00 4.09 95.91 

N=3 0.00 4.07 95.93 

pH 7 

N=1 0.03 7.10 92.90 

N=2 0.03 7.05 92.95 

N=3 0.03 7.07 92.93 
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5.3.2. ろ過実験 

続いて、調整した溶液のろ過を行った。さらに、pH 7 の溶液については、通常にろ過する

方法に加えて、プレフィルターを用いたろ過を行った。これは、これまでにプレフィルタ

ーを用いることで凝集体が除去できることが報告されているため、もし凝集体が Flux 低下

の要因であるならば、プレフィルターの効果によってろ過の Flux が向上すると考えたから

である。 

図 5-3 に示すように、pH 4 と pH 7 の条件を比較すると、pH 7 の条件の方が、ろ過量に応

じて Flux が低下していく様子が観察され、これまでの結果と同様が得られた。この結果は、

先ほどの SEC の測定において、pH 7 の条件において凝集体が検出されたことから、ろ過量

が増えるごとに凝集体がフィルターの孔を塞ぐことで Flux が低下していると推測できる。

しかし、プレフィルターを用いて凝集体を除去した溶液についても、ろ過量に伴った Flux

の低下が観測されることが今回新たに示された(図 5-3)。つまり、今回の結果では、凝集体

による影響以外の要因も、ろ過量に応じた Flux の低下に影響していると推察できる。 

 

図 5-3 ろ過結果(pH 4 および pH 7 の通常ろ過とプレフィルターを接続したろ過) 
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5.3.3. SPR測定 

前項の結果から、pH 7 におけるろ過量に応じた Flux の低下挙動は、凝集体の影響だけでは

説明できないことが示唆された。よって、SPR 測定によって吸着量の増加について比較し

た。特に、ろ過量に応じて Flux が低下するという挙動から、タンパク質溶液とセルロース

表面の接触時間に対するタンパク吸着量の増加を評価することにした。以下に結果を示し

ている。こちらに示すように、どちらの条件についてもセルロース表面への IgG の吸着量

は、タンパク質の接触時間が増えることが示唆された。さらに pH 4 と pH 7 の差異を評価す

るために、接触時間に対する溶媒にて洗浄した後の吸着量を示したのが以下である。こち

らに示すように、pH 7 の条件では、接触時間が増えるほど吸着量が増加するという傾向が

あることが分かった。つまり、pH 7 の条件では、セルロース表面への経時的な吸着量の増

加があり、それによってろ過量に応じた Flux の低下を引き起こしていると推察できる。 

 

図 5-4 (a)各溶液条件における SPR スペクトル 

およびタンパク溶液の接触時間に対するタンパク質の不可逆吸着量 (a)N=1 (b)N=2 

 

(a) 

(b) (c) 

Protein 

NaCl 
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5.3.4. 考察 

pH 7 における経時的な Flux 低下は、第 3 章でも述べたとおり、他の塩濃度条件においても

観察されている。よって、同様にタンパク溶液の接触時間を変えた際の経時的な吸着量の

増加に差があるのかを評価した。図 5-5 に結果を示しているが、経時的な Flux 低下が起こ

る pH ７の他の塩濃度条件(0および 100 mM NaCl)においても経時的な Flux の増加が観察さ

れていることが分かった。 

 

図 5-5 溶液条件が pH 7、0,10,100 mM NaCl における 

(a)ろ過結果 (b)SPR 測定結果から得られたタンパク接触時間に対する不可逆吸着量 

 

また、経時吸着と Flux 低下関係を示したのが、表 5-2 および図 5-6 である。具体的には、

タンパクの接触時間が 50 分から 110 分の間の増加の割合を経時的な吸着量の増加の指標と

して設定し、またろ過量に対する Flux 低下の傾きを Flux の低下の指標として設定した。こ

れらの指標の数値が表 5-2 に、また図 5-6 には、これらの相関関係について示してある。

図 5-6 から、経時的なタンパク吸着量の増加が大きいほど経時的な Flux 低下が大きいとい

う相関関係が示され、ろ過量に応じたフィルターの Flux 低下は、凝集体の影響だけでなく、

経時な吸着量の増加によっても起こり得ると考察できる。 
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表 5-2  ろ過時の Flux の傾きと経時吸着の増加割合の比較 

pH NaCl 濃度 

(mM) 

Fluxの傾き 

[L/(m
2・hr・s)] 

経時吸着の増加割合 

 

4 10 -0.016 3.5 

7 

10 -0.085 10 

0 -0.083 7.8 

10 -0.088 8.0 

100 -0.028 4.6 

 

図 5-6 各溶液条件におけるセルロース表面への経時吸着の増加割合と 

Flux の傾きとの関係 

 

最後に、今回の pH 4 よりも pH 7 の方が記事的な吸着量が多い要因としては、タンパク質の

電荷の状態によるものだと考えている。今回用いているタンパク質である IgG は pH 4 と 7

は 10 mM NaCl の条件ではいずれも正の電荷を有することがゼータ電位測定から示されて

いるが、pH 4 の方がより大きな電荷を有することが示唆されている [57]。つまり、pH 4 の

条件では一度吸着した IgG 分子によって、静電的な反発が強く働くために経時的な吸着が

起こりにくく、一方で pH 7 では、静電的な反発がより小さいために、経時的にフィルター

の膜表面に吸着することができるのではないかと考察している。しかし、この仮説を証明

するためには、IgG 分子とセルロース表面とのさらなる吸着挙動の評価が必要であると考え

られ、今後の課題だと考えられる。 
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5.4. 結論 

以上、本章においては、前章と同様にウイルス除去フィルターPlanova 20N に対するファウ

リング解析手法である SPR 法と SEC を用いて、溶液の pH に依存したウイルス除去フィル

ターの Flux 低下の原因解明を行った。ウイルス除去フィルターは、pH 4 よりも pH 7 の方

がろ過量に応じた Flux の低下挙動が大きいことが知られている。まず両方の条件における

凝集体の含有量の比較するために、SEC 測定を行った。その結果、pH 7 には凝集体が存在

しており、凝集体の影響によって Flux が低下していることが示唆された。さらに凝集体の

影響を明確にするために、プレフィルターを用いて凝集体を除去することで Flux にどのよ

うな影響があるかを評価した。その結果、pH 7 の溶液に対して、プレフィルターを用いて

凝集体を除去したが、ろ過量に応じた Flux 低下が観測された。よって、SPR を用いて pH 4

と pH 7 の条件について、セルロース表面に対する吸着量の差異について比較した。その結

果、pH 7 の条件では pH 4 の条件よりも、タンパク溶液との接触時間が増えるほど吸着量が

増加するという傾向が見られた。以上の結果から、pH 7 における経時的な Flux の低下には

経時的にタンパク吸着量が増加することも影響していることが示唆された。さらに経時的

な Flux 低下が確認される他の溶液条件についても、上記同様に経時的なタンパク吸着量の

増加が観察された。以上の結果より、ウイルス除去フィルターのろ過量に応じた Flux の低

下には凝集体の影響に加えて、フィルター表面への経時的な吸着量増加も影響しているこ

とが推定できる。これまで、経時的なタンパク吸着量がウイルス除去フィルターの Flux に

影響するという報告例はなく、非常に有益な研究結果であると考えている。 
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6. 結言 

本研究では、ウイルス除去フィルターのファウリング現象に対して、表面プラズモン共鳴

(SPR)法やサイズ排除クロマトグラフィー(SEC)などの解析手法を用いて、フィルターの膜内

部でのタンパク質のファウリング形態を明らかにすることを目的とした。以下、各章につ

いて総括する。 

第 2 章では、再生セルロースからなるウイルス除去フィルターである Planova 20N フィルタ

ーに対して、タンパク質によるファウリングを解析するための手法の開発を行った。まず、

SPR 法を用いてフィルターの膜表面とタンパク質との相互作用を解析するために、SPR セ

ンサー表面に膜材料と同じセルロースのモデル表面を作製した。続いて、タンパク質の凝

集体によるファウリングを解析するために、再現性良くモデル凝集体を作製する手法を確

立し、かつこの凝集体は SEC にて定量することを確認できた。さらに、作製した凝集体は

フィルターのろ過性を低下させることも確認され、タンパク質の凝集体によるファウリン

グ評価方法として確立できた。 

第3章では、ウイルス除去フィルターPlanova 20Nに対するファウリング解析手法であるSPR

法と SEC、および QCM-D 法を用いて、実際の工程で使用される条件でのフィルターのろ過

性能の低下についての原因解明を行った。具体的には、Planova 20N は溶液の塩濃度に依存

して Flux が大きく変化する傾向が知られている。この Flux 低下には、タンパク溶液の SEC

の測定結果より凝集体は関わっておらず、主にフィルターの膜表面や内部へのタンパク質

の吸着が原因であると SPR から推察された。また DLVO 理論によるセルロースとタンパク

質との相互作用力の計算と QCM-D による吸着後の塩濃度に応じたタンパク質の構造変化

の結果を考慮すると、タンパク質は膜に吸着し、その後構造変化によって不可逆的に吸着

することで、フィルターのろ過性を低下させているという結論に至った。 

第4章では、ウイルス除去フィルターPlanova 20Nに対するファウリング解析手法であるSPR

法と SEC を用いて、凝集体によるウイルス除去フィルターの Flux 低下の原因解明を行った。

凝集体はその大きさがフィルターの孔径と同程度であることから、孔を閉塞させることで

Flux を低下させると考えられていた。しかし、凝集体は吸着量にも影響を及ぼすことが過

去の知見から指摘されており、いずれの効果が Flux に影響するかを見極めることにした。

具体的には、凝集体の存在によるフィルターのろ過性への影響と SPR を用いたフィルター

材料であるセルロース表面への吸着の影響を評価した。その結果、凝集体は少量存在する

ことでフィルターの Flux を大きく低下させることが示されたが、一方、SPR 測定からのセ

ルロース表面への吸着量では、凝集体の有無で大きな差異は観察されなかった。セルロー

ス表面への吸着量と Flux との相関関係から、凝集体の存在による大きな Flux 低下は、フィ

ルター表面に吸着することによって引き起こされているとは考えにくく、これは凝集体が

孔を塞ぐことで Flux が低下しているのだと推定できた。 

第5章では、ウイルス除去フィルターPlanova 20Nに対するファウリング解析手法であるSPR

法と SEC を用いて、pH に依存したウイルス除去フィルターの Flux 低下の原因解明を行っ
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た。ウイルス除去フィルターは、pH 4 よりも pH 7 の方がろ過量に応じた Flux の低下挙動

が大きいことが知られている。SEC 測定を行ったところ、pH 7 には凝集体が存在しており、

凝集体の影響によって Flux が低下していることが示唆された。さらに凝集体の影響を明確

にするために、プレフィルターを用いて凝集体を除去することで Flux にどのような影響が

あるかを評価した。その結果、pH 7 の溶液に対して、プレフィルターを用いて凝集体を除

去したが、ろ過量に応じた Flux 低下が観測された。よって、SPR を用いて pH 4 と pH 7 の

条件について、セルロース表面に対する吸着量の差異について比較した。その結果、pH 7

の条件では pH 4 の条件よりも、タンパク溶液との接触時間が増えるほど吸着量が増加する

という傾向が見られた。以上の結果から、pH 7 における経時的な Flux の低下には経時的に

タンパク吸着量が増加することも影響していることが示唆された。 

 

本論文では、ウイルス除去フィルターのろ過性能を低下させるファウリングという現象に

対して、SPR と SEC を用いた原因解明を目指した。SPR と SEC の測定手法を並行して行う

ことで、ウイルス除去フィルターでのファウリングの原因が明確になることが示され、こ

れらの手法の有用性を確認できた。またファウリングの原因として、これまで直接的に観

察されていなかった、フィルター表面へのタンパク吸着の影響を実証することができ、こ

の知見はフィルターの性能を最大限発揮するための工程条件の最適化や、新しいウイルス

除去フィルターの開発への知見として活用できると期待している。 
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