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第1章 序論

1.1緒言

1953年のワトソンとクリックによるDNAの2重らせん構造の革命的発見か

らちょうど半世紀経った現在､ヒトゲノム解析計画が完了し今後の最も重要な

課題として､ゲノム情報によって創り出されるタンパク質の構造や機能を解明

しようとする研究(プロテオシクス)分野が急速に発展しつつある｡例えばプロ

テオシクスによってガンやアルツハイマー病などの遺伝子に関する病気の予測

や予防､個々に適応したオーダーメイド医薬品の合成が可能になるといわれて

いる｡またDNAチップの開発によって､遺伝子の異変やわずかな塩基配列の

違いが遺伝子情報のはたらきに及ぼす影響を捉えることができるようになった｡

さらに未知なるタンパク質試料をプロテインバイオチップを用いて処理すれば

チップに結合されたタンパク質の種類や濃度を測定でき､タンパク質の構造だ

けでなくタンパク質同士がどのように連携して生体内で働くか､またタンパク

質と糖及びペプチドがどのように結合し相互作用を及ぼし合うかを調べること

ができる(竹内,2002)｡

このようなポストゲノムの時代において､アップストリームプロセッシング

で合成され培養された培養混合液中の有用タンパク質を効率よく安価に分離･

精製する必要性は益々増大している｡一方､現状では分離精製コストは製品コ

ストの過半数を占めるといわれておりこのダウンストリームプロセスを効率化

すれば全コストを大幅に軽減することができる｡しかしその実現は容易なこと

でなく､特に生化学物質分離においては以下に示す問題を含んでいる｡
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①粗原料中の目的物質の濃度が低い｡

②粗原料中に目的物質と分子構造､配列のわずかな差を

もつ物質が含まれ難分離混合液となっている｡

③目的物質の機能は生体の穏和な条件下で発現するもの

が多く､激しい処理環境は用いることが出来ない｡

④目的物質はヒトヘの投与など生命に関わるものが多い

ため有害物質の完全な除去が求められる｡

上記課題を解決すべく様々な生化学物質分離法が今までに提案されてきた｡

Tablel-1に生化学物質分離に用いられる単位操作を一括して示す｡それらに分

類されるいくつかのダウンストリームプロセッシングにおける分離法について

利点と欠点をまとめて記述する｡

超臨界流体抽出は天然香油の抽出､タバコの脱ニコチン､コーヒー豆の脱力

フェインなどに利用されている｡超臨界流体は気体と液体の両方の性質を持っ

ており溶解度は気体より大きく､物質移動速度は液体のそれより100倍大きい｡

しかし系の圧力調整のための耐圧装置が必要となり､スケールアップには相当

のコストがかかると予測される｡

液液分配法のひとつである水性二相分配は高分子水溶液と塩水溶液のような

二つの水相を用いて目的物質を二相聞に分配させる分離法である｡有機溶媒を

用いないことから生体物質の抽出に適しているが南柏の密度差が小さいため分

相性が悪く連続大量処理を行う際､操作面で問題が生じる(佐田､砂本,1997)｡

限外渡過法は細孔をもつ膜あるいは多孔質薄層を用いてタンパク質､多糖､

核酸などの生体高分子やコロイド粒子を混合溶液から分離する方法である｡分

子ふるい効果を利用した方法であることから操作も装置も簡便という利点があ

る｡ただ細孔の大きさが十分に制御されて調製されているとはいえ､必ず細孔
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径に分布をもつため分画は精密なものにはならない｡

電気泳動分離は､タンパク質などの荷電した溶質を電場に置くことによって

電気泳動度の差を利用して分離する方法である｡問題点としては系に直流電流

を流すためジュール熱の発生による対流の発生と温度上昇によるタンパク質の

変性が挙げられる｡また電極の巨大化､感電などの安全性の問題からもスケー

ルアップは容易でない｡

クロマトグラフィー分離法は､分離剤粒子をカラムに充填した層(固定相)と

溶離展開液(移動相)によって移動相に含まれる成分を分離剤粒子との相互作用

の強弱により層内で移動速度差を生じさせ､カラム出口から流出液を時間差で

分取することによって目的成分を得る方法である｡アフィニティークロマトグ

ラフィーは現在最も高度で精密な選択分離が可能と考えられている｡しかしタ

ンパク質吸着用カラムが高価なことやその大型化はコストの面から非現実的で

あること､溶液処理能力が絶対的に小さいことが欠点として挙げられる｡

いずれのタンパク質分離法も分離能力については有意と考えられるが､大量

処理装置へのスケールアップに伴う装置コスト､操作性の点で問題がある｡

1.2 逆ミセル抽出について

前節にてバイオセバレーションに適用されている分離法を列記してきたが､

ここでは本論文のテーマである逆ミセル抽出法を取り上げて詳しく説明する｡

1.2.1逆ミセルとは

ある種の界面活性剤を有機相に溶解することによって逆ミセルを形成するこ

とができる｡Fig.ト1に逆ミセルの概念図と逆ミセルを形成する代表的な界面括

4



性剤エーロゾルOT(AOT)の構造式を示す｡一般に嵩高い炭化水素鎖を複数有

する界面活性剤は､有機相中でその親水基を内側に向け疎水基を外側に向けた

球形の分子集合体を形成しやすい｡親水基が集まった中心部分には水を保持す

ることができナノメートルサイズの水環境が形成される｡つまり有機相に界面

活性剤を溶解することによって､例えばタンパク質などの親水性物質を可溶化

する微小水相を有機相中につくり出すことができる｡

1.2.2 逆ミセルによるタンパク質抽出

このナノメートルサイズの微小水相は､金属微粒子の生成や酵素反応場など

にも利用されているが本論文ではタンパク質の液液抽出への利用に着目する｡

上記利用例でも予想されるように逆ミセルは有機相中で安定に存在し､各種条

件を変化させることによりミセルサイズの調節や様々な親水物質の可溶化が可

能である｡タンパク質の抽出原理としては､表面電荷を有するタンパク質と界

面活性剤の親水基との静電的相互作用が主な推進力となりタンパク質が界面に

接近し､界面活性剤層を変形しながら有機相中へ移動し､取り囲まれた界面活

性剤により逆ミセルを形成して有機バルク相へ拡散する｡逆ミセル抽出の生化

学物質への適用における主な利点は以下の通りである(長浜ら,2002)｡

①タンパク質などの生体高分子は､通常の液液抽出では有機溶媒との接触によ

り変性失活するが､逆ミセル抽出では界面活性剤により保護されて有機相へ抽

出されるので､変性せずに分離することができる｡

②液液抽出分野において古くから蓄積､確立してきた手法や知識をほとんどす

べて応用することができるので実験室規模の基礎実験を経て工業規模へのスケ

ールアップが容易であり､加えて液液抽出で用いられてきた多くの抽出装置の

適用が可能である｡
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③基本的に溶質の二相聞の分配の差を利用した分離法なので特別な処理や動力､

装置を必要としない省エネルギー的な分離法である｡

④水相条件(pIi､イオン強度など)や油相条件(界面活性剤の種類､複数の界面活

性剤の混合､リガンドの導入､アルコールの添加など)を変えることにより､選

択的なタンパク質の油相への取り込み､油相からの取り出しが可能である｡

以上の利点を踏まえ､本論文では逆ミセル抽出を生体物質の分離精製におけ

るダウンストリームプロセッシングとして用いることを前提に研究を進めた｡

1.2.3 逆ミセルによるタンパク質抽出のこれまでと今後の研究

歴史的には1978年ソビエトのMartinekらが陰イオン性界面活性剤を用いて

キモトリプシンやペルオキシダーゼを有機相に可溶化したのが逆ミセルによる

タンパク質抽出の最初とされる｡翌1979年Luisiを中心としたスイスの研究グ

ループがカチオン性界面活性剤を用いた逆ミセルによりキモトリプシンなど

種々のタンパク質を抽出､逆抽出するのに成功している｡1985年マサチューセ

ッツ工科大学のG6klenandHattonはチトクロームcのAOT逆ミセル抽出を行

い様々な溶液条件での結果を発表した｡この当時から盛んになってきた遺伝子

組み替えや細胞融合技術などのバイオテクノロジーの発展とともに､世界中で

逆ミセルによるタンパク質抽出技術の開発､研究が行われるようになってきた｡

現在まで20数年にわたり逆ミセルによるタンパク質抽出に関する研究が行

われ様々な知識が蓄積されてきた｡多くの研究者が正抽出に比べ逆抽出が困難

であることを示している(G6klenandHatton,1985;Dunganetal.,1991;Bauschet

al･,1992;Lyeetal･,1994;Nishikietal.,1996;nreSetal.,1996)｡タン/iク質の種類

によって抽出挙動､逆ミセルにおける抽出位置が変化することがタンパク質の

表面特性などにより説明されている(Luisietal.,1979,1985,1988;Adachiand
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Harada,1993;Ichikawaetal･,1996;Naoe
etal･,1997;Jarudilokkuletal.,1999;

Shiomod
eJαJ.,1998a,2000)｡また逆ミセルによる可溶化機構は水､アミノ酸､

タンパク質で異なることが分かってきた(NitschandPlucinski,1989;Dungunetal.,

1991;AdachieJdJ.,1995)｡

ミセル内部でタンパク質の3次構造は変化するが逆抽出過程でリフォルディ

ングされること(Hagenetal.,1990;Kinugasaetal.,1992b;Naoeetal.,1996;Got｡et

αJ･,1999)､逆ミセルから回収されたタンパク質の方が原料よりも活性が高くな

ること(GotoeJαJ.,1996,1999)など機能を持った逆ミセルの利用が報告されてい

る｡逆抽出に関して逆ミセル相にアルコールを添加することによって逆抽出が

促進されることも多く報告されている(PiresandCabral,1993;ChenandJen,1994;

Nishiki,1996;Hongetal･,1997;HongandKuboi,1999)｡

非イオン性界面活性剤でもアフィニティリガンドを共用することによりタン

パク質の選択的抽出の可能性が示唆されている(Hatton1989;ChenandJen,1994;

Shioietal･,1996;Choeetal.,1998;Adachietal.,1999)｡様々な界面活性剤を用い

た混合ミセルによって高分子量タンパク質の抽出が可能であること(mnugasaeJ

al･,1994;Gotoetal･,1996;Shioietal･,1996;Rongetal･,1998;Shiomorietal.,1999)

が多くの研究者によって確かめられている｡Gotoα(止(1997)はさまざまなアル

キル鎖を有するスルホコハク酸ナトリウムやリン酸系の界面活性剤を合成し抽

出特性を調べている｡

タンパク質の逆ミセルへの可溶化メカニズムについては､界面変形メカニズ

ム(Dekkeretal･,1990;Dungunetal.,1991;Kinugasaetal.,1996)と､界面活性剤が

タンパク質表面に結合し疎水性が増すことによって有機相へ可溶化するメカニ

ズム(馳radkarandDordick,1994;AdachiandHarada,1993;KinugasaetalJ999)が

提案されており､実験結果や解析を基に今なお議論されている｡
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逆ミセル溶液のパーコレーション挙動を調べることによって逆ミセル間相互

作用や逆抽出機構､逆抽出の促進を検討している論文もある(CassineJαJ.,19乳

Ichikawaetal･,1996;Hongetal.,1997;HongandKuboi,1999)｡

速度論的な研究として正抽出速度は水相拡散律速とする報告が多くある

(fqucinskiandNitsch,1989;Dekkeretal･,1990;Kinugasaetal.,1991;Nishikietal.,

1998)｡これに対して界面可溶化律速(Adachietal･,1995;Nishikietal.,1996)や､PH

やイオン強度などの溶液条件によって律速段階が決まる(Dungunetal.,1991;

鮎nugasaピタαJ･,1996)とする報告もある｡一方､逆抽出速度は逆ミセルの界面と

の融合が律速段階とするのが定説となっている(Dekkeretal.,1990;Bauschetal.,

1992;Nishikietal.,1998)｡

タンパク質抽出挙動に及ぼす水溶液中カチオンの影響についていくつかの論

文があるが界面での界面活性剤とカチオンの存在状態や相互作用によって界面

特性がどのように変化するかなど詳細な議論はなされていない(Nis血iberαJ.,

1993;AndrewsandHaywood,1994;Shiomorietal･,1998(a),(b);Hamadaetal.,2001)｡

またタンパク質の逆ミセル抽出に対する装置的な検討として､Dekkeret

al･(1986)のミキサーセトラー､Poppenborgetal･(1999)のGraessercontactor､非分

散接触装置としてDahuronandtussler(1988).Dekkeretal.(1991)､Prazereset

al･(1993)の膜抽出､Luisi(1979)､ArmstrongandLi(1988)､Kuboietal.(1990)､

ⅢnugasaeJα相関2a)の逆ミセル液膜､塔型抽出装置として=ane∫α柑9叫､Lye

etal･(1996)のスプレー塔､Cameiro-da-Cunhaetal･(1994)､TongandFuruSaki(1995,

19卯)のRDCが報告されているが実用レベルに達していない｡

そこで本論文では現在の逆ミセルによるタンパク質抽出の研究状況を基に以

下の課題に取り組む｡

①工業化を目的とした､逆ミセルを用いたタンパク質の抽出装置の開発
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②装置設計に必要な抽出､逆抽出過程に及ぼす各種因子の更なる解明と抽出､

逆抽出過程促進のための研究

1.3 本論文の概要

本研究では生体物質の分離法として逆ミセル抽出を採用し､その抽出機構の

解明及び抽出装置の開発を行った｡本論文は9つの章からなり各章の内容を簡

単に説明する｡

第1章ではバイオテクノロジーの隆盛から二十年近く経った後のプロテオシ

クス分野の確立によって､益々生体関連物質の分離･精製の重要性が増してい

る現状と､液液抽出法の利点を継承する逆ミセル抽出がタンパク質分離に適し

ていることを述べた｡今までに得られた知見とそこから引き出される利点と欠

点を整理することによってタンパク質の逆ミセル抽出特性や抽出機構のより詳

細な解析､抽出装置の開発の必要性を示した｡

第2章では逆ミセル抽出における界面特性のタン/下ク質抽出速度への影響に

ついて述べる｡リゾチーム存在､非存在系での界面張力変化及び水溶液に溶解

したカチオン種､濃度の界面張力への影響を検討する｡またリゾチームの油相

への物質移動速度を測定し界面を特徴づけている界面張力との相関を試みる｡

第3章ではタンパク質の選択性､酵素活性､粒子径を決定するために重要な

因子である逆ミセルサイズに着目する｡以前の研究でAOTとDEHPAのナトリ

ウム塩を用いた混合ミセル系で高分子量タンパク質を可溶化できたため､この

混合ミセルの特性を明らかにする｡よた溶液の粘度測定から混合ミセル径の推

算を検討する｡

第4章では正抽出､逆抽出が一段プロセスで可能な液膜操作に､キャリアと
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して逆ミセルを採用した逆ミセル液膜装置を開発した｡各水相に含まれるカチ

オン種とタンパク質透過挙動の関係を界面活性剤とカチオン種による相互作用

の違いから議論する｡また液膜操作に最適な溶液条件を模索する｡

第5章では大量連続処理を念頭に置き､塔型抽出塔である充填塔への逆ミセ

ル抽出法の適用を試みる｡タンパク質は生体内で機能するため機械的努断力に

弱く強い撹拝を用いる装置は避けるべきである｡液液充填塔では穏和な混合条

件下で抽出され､また分散滴の界面積や接触時間を大きく取れる特長がある｡

様々な流動条件でタンパク質抽出を行い抽出後のリゾチームの活性変化を測定

し､タンパク質分離装置としての適用性を検討する｡

第6章では塔型抽出装置として多孔板塔を採用し､タンパク質抽出特性を調

べる｡多段の多孔板塔では各段で分散滴の分散･合一が繰り返され物質移動が

増大することが期待される｡また機械的動力部を持たないのでタンパク質に対

して穏和で､省エネルギー的な装置である｡充填塔､スプレー塔と性能比較す

ることにより､多孔板塔の有用性を論じる｡

第7章では液液抽出操作で重要な因子とされる分散滴の合一挙動をAOT逆

ミセル系で測定した｡水溶液には価数の異なるカチオンを溶解し､油相には界

面活性剤を含む典型的なタンパク質の逆ミセル抽出系で行った｡この系では低

界面張力系であること､塩を含むことから通常の液液抽出での挙動とは異なる

と予測される｡また第6章で検討した多孔板塔内部を模倣した装置を用いて分

散滴が流れ場に存在する時の合一特性を検討する｡ここで得た知見から多孔板

塔の改良を目指す｡

第8章ではタンパク質抽出挙動に及ぼす水相中カチオン種とpHの影響を調

べた｡一価､二価のカチオンを用い､広い範囲のpHにて抽出率を調べた｡界

面での界面活性剤とカチオンとの相互作用の形態を模式的に示し､抽出挙動を
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議論した｡高pHで抽出されたタンパク質の失括の有無を調べ､抽出条件への

適応性を調べた｡

第9章では本研究結果を総括する｡
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第2章

逆ミセルによるリゾチーム抽出における油水界面特性

2.1緒言

逆ミセル抽出を用いることによってタンパク質やアミノ酸を発酵液から有機

相へ分離し､抽出されたタンパク質を回収水相と接触することにより有機相か

ら逆抽出することができる｡液体クロマトグラフィに比べて逆ミセル抽出法は

スケールアップ､プロセス設計が容易であるという利点がある｡逆ミセル抽出

に関する研究は抽出平衡(Dekkeretal･,1986;Kinugasaetal.,1991)､抽出機構

(Adachietal･,1993,ParadkarandDordick,1994;Gotoetal･,1997)､装置(Dahuronand

Cussler,1988;Hanetal･,1994;LyeetalJ996;TongandFuruSaki,1997;Nishiietal.,

1朔)について広く行われている｡

しかしタンパク質の界面移動速度についてはほとんど議論されていないのが

現状であるoDunganefα=1991)はタンパク質と界面間の静電相互作用による界

面変形が油相へのタンパク質移動を促進すると考えた｡NitschandPlucinski

(19和ま逆ミセルの形成･破壊が起こる場である界面を特徴づけている界面張

力を測定した｡彼らは水､メチレンブルー､電解質の油相への抽出速度の結果

を基に2つの異なる界面過程を考えた｡水及びメチレンブルーの場合は局所的

な負の界面張力により自発的な逆ミセル形成を生じると考えた｡また電解質の

場合は非常に遅い界面抵抗を含んだプロセスで移動が進行するとした｡しかし

ながら界面張力がタンパク質を含まない系での結果であるため､タンパク質及

びカチオンがどの程度界面特性に影響を与えるかは明らかにしていない｡
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本章ではリゾチームが存在する系としない系での界面張力を測定し､界面特

性に及ぼすカチオン種及びリゾチームの影響を調べた｡さらに平界面撹拝槽を

用いて界面張力測定と同じ塩水溶液系でリゾチームの総括物質移動係数を測定

し､界面張力と総括物質移動係数との相関関係を調べた｡

2.2 実験

2.2.1界面張力

ビス2-エチルへキシルスルホコハク酸ナトリウム(AOT)はNacalaiTequeCo.

Ltd･から購入し精製せずに使用した｡有機溶液はAOTを2,2,4-トリメチルペン

タン(イソオクタン)に溶解して調製した0水溶掛ま所定量のKCl､NaCl､CaC12

を蒸留水に溶解して調製した｡溶液pHはそれぞれKOH､NaOH､Ca(OH)2の希

釈溶液で7に調節した｡タンパク質としてはSigmaChemicalCo.から購入した

リゾチーム(ニワトリ卵白由来､分子量14,300､等電点pI=11.0)を用いた｡他の

試薬は特級試薬を使用した｡

水一拍間の界面張力は滴重法及び懸滴法により測定した(OnoandSasaki,1956,

PaddayandMatiievic,1969)｡滴重法註l)では水溶液をガラス製ノズルを通じて油

相へ連続的に供給することにより1滴の質量とノズル半径から界面張力が得ら

れる｡水相を8･61×10-5cm3/sの一定流量で供給することによって次の滴が出来

るまでの時間間隔から滴体積を容易に知ることが出来る｡脱イオン水/イソオク

タン系の界面張力で較正したノズル径は0.88Ⅱ皿であった｡

懸滴法註2)では界面張力は単一滴径の形状を特徴づける最大径と清先端から最

大径の長さ分上方における滴の弦の長さから決定した｡ノズル先端に懸滴を維

持するために水相供給を一時的に止め､拡大写真を撮影することにより滴の形
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と大きさを測定した｡ノズル径は脱イオン水/イソオクタン系で較正され､0.72､

0.83､0.99Ⅱ1mであった｡両方法において3測定以上の平均値として界面張力

値を計算した｡

2.2.2 リゾチームの物質移動係数

直径40Ⅱ1m､高さ82Ⅱlmの撹拝槽をリゾチームの物質移動係数測定に用いた｡

水相と抽相が平界面で接触するようにし､4Ⅱ皿幅の4枚のバッフルを撹拝槽の

壁面に取り付けた｡等量(50cm3)の水相､油相を撹拝槽に入れそれぞれの相の

中央部に位置する6枚タービン翼で撹拝した｡撹拝速度は2.5s-1とした｡10分

間隔で所定量の油相をサンプリングし紫外可視吸光光度計(ShimadzuUV-1200)

を使用して280nmでの吸光度からタンパク質濃度を決定した｡水相リゾチーム

濃度は物質収支から算出した｡溶質の正抽出速度は次式のように表される｡

rp=-1ん/A(dC,.W/d()=Kb(Cp､W-Cp.｡/印. (2-1)

ここでちは総括物質移動係数である｡タンパク質の分配係数〃は正抽出条件

では大きく､初期油相中タンパク質濃度は小さいのでG,J〟の項は無視できる｡

式(2-1)を積分して以下の式を得る｡

1n(Cp,W/Ciwo)=1n((C,.W｡-C,,｡)/C;,W｡)=-(A/lん)Kj (2-2)

1n(G,W/G.wo)対時間のプロットを結んだ直線の傾きからタンパク質の総括物質移

動係数を求めた｡
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2.3 結果及び考察

2.3.1滴圭法

Fig･2-1に5種類のKCl濃度における界面張力対AOT濃度のプロットを示す｡

界面張力測定においてノズルから油相への水相注入速度は小さいので界面の拡

張速度は逆ミセル形成速度に比べて十分に遅いため観測された界面張力値は静

的界面張力と見なすことができる｡水相へのKClの添加により界面張力が大き

く減少した原因は､水相中カリウムイオンが解離AOT同士の静電反発力を減

少させ､界面に吸着するAOTを急激に増加させた結果と考えられる｡界面張

力はAOT濃度増加につれてあるAOT濃度で一定になるまで減少した｡

AOTの臨界ミセル濃度(CmC)はFigs.2-1と2-2にプロットした曲線の屈曲点

から求めた｡図中の矢印はそれぞれの塩濃度でのcmcの値である｡他のほとん

どのイオン性界面活性剤系と同様にcmcは塩濃度と共に減少した｡これは周辺

のカチオン濃度増加による界面活性剤のヘッドグループ間の静電的反発力の減

少(Kondo,1970)と､塩析効果によるAOTの水相から界面への移動が原因と考

えられる｡

筆者はタンパク質抽出において一般的に採用されているAOT濃度0.05

kmolhn3を選んだ｡すべての塩濃度においてAOT濃度がcmcより大きいという

ことは逆ミセルが油相に存在していることを示している｡Figs.2-1と2-2に示

されるようにcmc以上のAOT濃度において塩濃度の増加と共に界面張力も増

加している｡この挙動を詳細に調べるために懸滴法を用いて界面張力を測定し

直した｡その結果は2.3.2節で述べる｡

Fig･2-2に示すNaCl系ではNaCl濃度0･4kn01血3以下で非常に低い界面張力

が観測された｡AOT濃度0･05kn01hn3の溶液とNaCl濃度0.1､0.4kn01hn3の溶
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CA｡T[kmol/m3]

Fig･2-2 Efftctofsu血ctantCOnCentrationoninterfacialtension

betweenisooctaneandNaClaqueoussolution
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液からなる系では滴が小さく不規則な時間間隔で落下した｡これはNaCl系で

形成される界面がKCl系よりも柔軟性が高いことを示す｡

リゾチームは界面活性剤と同様に疎水基と親水基の両方を持っているので水

相に溶解したリゾチームも界面に吸着すると考えられる｡Fig.2-3にリゾチー

ム存在時のKCl系での界面張力を示す○測定したすべてのAOT濃度範囲にわ

たってFig･2-1に示されるリゾチームを含まないKClの系に比べ界面張力は小

さくなった0さらにcmc値はリゾチームの添加によってさらに低くなっている｡

これはタンパク質が界面を不安定化し逆ミセル形成を促進することを示す｡次

の2つの観点から界面近傍でのリゾチームの存在位置が予測される｡1つはリ

ゾチームが界面活性剤層の中へ挿入され界面活性剤のように作用するモデル､

もう1つはリゾチームは水相側界面近傍に存在し界面活性剤層を変形させるモ

デル(Dunganetal･(1991))で､本研究では後者のモデルを採用する｡

2.3.2 春満法

本実験で用いた装置による滴重法では系の界面張力が小さくなるほど測定誤

差が大きくなる0非常に低い界面張力では界面が水相の連続供給による乱れの

影響が大きく､また滴は概してノズル径より小さいものが形成される｡そこで

低い界面張力を測定するために滴の形状から求めることができる懸滴法を適用

したo Fig･2-4にKCl､NaCl､CaC12の塩濃度に対する界面張力をプロットした｡

滴重法によるKCl系で観測された結果と同様に3つの系の界面張力は塩濃度の

増加と共に増加した｡クローズドキーは平衡状態で測定した同じ塩の系でのス

ピニングドロップ法によって得られたNitschandPlucinski(1990)の測定結果で

ある0これらは懸滴法の結果に比べて20～30%程度小さくなっているが､塩の

種類による差あるいは塩濃度による界面張力の変化は同様である｡
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界面張力に及ぼす塩濃度の影響は界面一逆ミセル間のカチオンとAOTの平

衡の観点から説明することが出来る｡AOT濃度はcmcより高いので油相中に

逆ミセルは必ず存在する｡

∽〆+∽∫~享=き吼+嵐●)･ (2-3)

ここで〆はカチオン､∫~は界面に吸着したAOT､(軋+∫m-)は椚個のカチオンと

m個のAOTから成る逆ミセルを示す｡カチオン濃度増加によってAOTはカチ

オンと結合し安定な逆ミセルを形成するためAOTの油相濃度は減少しその結

果として界面張力は増加する｡

測定した塩濃度の範囲ではKCl系での界面張力はNaCl系より大きかった｡

この差はカリウムとナトt｣ウムの水和数の差に起因すると考えられる｡界面近

傍でAOTと会合しているカチオンはバルク水相中の他のカチオンと簡単に交

換可能である｡またそのカチオンは水相のカチオンと同様に界面でも水和して

いると考えられる｡イオンの水和数をRobinsonandStokes(1959)の方法に従っ

てストークス半径から算出した｡ここでストークス半径は極限当量伝導度から

求めた｡KawaizumiandMiyahara(1967)に報告されている値と同様にカリウム､

ナトリウム､カルシウムでそれぞれ3､5､10であった｡価数を考慮に入れる

とカルシウムの水和数はほぼナトリウムと同じになる｡

この結果から界面に吸着したAOTの状態を予測した｡AOTに会合したカチ

オンの水和は水相へのAOT会合体の親和性を増加させる｡この効果によって

界面はより不安定になり､より多くのAOTが界面に吸着できるようになる｡

このように界面張力は界面の変形しやすさを示す尺度と言える｡今回の界面張

力測定結果ではか｣ウム系よりもナトリウム系の方がより柔軟な界面を持って
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いることを示している｡カルシウム系の界面はナトリウムとカリウムの中間の

柔軟性を有していると考えられる｡

Rg･2-5にリゾチームが水相に存在する系での界面張力を示す｡Fig.2-4のリ

ゾチームの含まない系と比較してKCl系のみ大きく変化した｡1.Okm｡1/m3を除

いて他の塩濃度はリゾチームの正抽出条件の範囲にある｡KCl系ではタンパク

質の存在によって明らかに界面張力が小さくなっている｡これは抽出の際リゾ

チームがどの程度界面を変形しやすくさせているかを定量的に示した初めての

結果と言える｡NaCl及びCaC12系においてはリゾチーム添加によってほとんど

界面張力変化は認められなかった｡これはリゾチームを含まない系においても

すでに界面張力が非常に小さく､リゾチーム添加効果が界面張力変化としてほ

とんど観測されなかったためと考えられる｡

2.3.3リゾチームの総括物質移動係数

Fig･2-6に正抽出におけるリゾチームの総括物質移動係数ちを示す｡カリウ

ム､カルシウムの0･3血01血3未満の低い塩濃度域に於いて一定のち値が観測さ

れた｡これはリゾチームの移動速度が水相境膜での拡散律速であることを示し

ている(鮎n喝aSaeJαJ･,1991)｡すべての塩の系でちは塩濃度と共に減少した｡

低いNaCl濃度では界面張力は非常に小さいのでリゾチーム移動による界面擾

乱がちの増加をもたらしたと考えられる0界面張力が低い系ではちが大きく

なる､つまり界面がより変形しやすいほどより大きなちになると考えられる｡

界面過程はリゾチームの可溶化に重要な役割を果たしているので､塩の種類

によらず総括物質移動係数和ま界面張力と何らかの関係を持つはずである｡そ

こで界面張力に対してちをプロットした結果をFig.2-7に示す｡すべてのデー

タが一つの曲線上に載ったことから､リゾチーム濃度と撹拝速度が一定の条件
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においてちは各塩の系における界面張力と相関関係を持つことが示された｡

2.4 緒言

AOT逆ミセル系での界面張力をリゾチームが水相に存在する場合と存在しな

い場合で滴重法及び懸滴法を用いて測定した｡界面張力に及ぼす塩濃度の影響

は界面一逆ミセル間におけるカチオンとAOTの相互作用によって説明された｡

同じイオン強度ではAOTの親水基と結合するカチオンの水和数の違いによっ

て界面張力が変化した｡3つの塩における系の界面柔軟性の順序はNaCl>cac12

>KClであった0リゾチームの総括物質移動係数は系の界面張力減少と共に増

加した｡リゾチームの総括物質移動係数と界面張力を一本の曲線で相関するこ

とができた｡

Nomenclah汀e

A

C

g

〃

g

∫

r

J

V

=inte血cialarea

=COnCentration

=Catio皿

=distributionratiooftheprotein

=OVerallmasstransfercoefncient

=Surfactant(AOT)

=fbrwardtransftrrate

=tlme

=1iquidvolume
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<Greek>

γ

<Subscnpt>

E

P

O

W

O

=inte血cialtension

=electrolyte

=PrOtein

=Organicphase

=aqueOuSpbase

=initial

【N/m】

Append奴

1)滴重法:ノズルから生成した1滴の質量〟とノズル半径rを用いて次の式

から界面張力画ミ計算できる｡

γ=空包ダ
r

(2-4)

補正係数ダはγが(Fは1滴の体積)の関数として与えられる｡

2)懸滴法‥滴がノズルから垂れた状態の滴径4と滴先端から滴径分上方での

滴の弦長4を用いて以下の式から界面張力が計算できる｡

γ=蚕室〃

ここで1/ガは4/4の関数として与えられる｡
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第3章

粘度測定に基づいたAOT-SDEHP混合ミセル径の推算

3.1緒言

逆ミセルは非極性溶媒中で形成される界面活性剤分子の自発的凝集体であり､

ナノメートルサイズのウオータープールで形成される極性殻に比較的多量の水

を可溶化することができる｡逆ミセル溶液はタンパク質分離､酵素反応､ナノ

粒子調製などに広く応用され研究がなされている｡逆ミセルのサイズはタンパ

ク質の選択性､酵素活性､粒子径を決定するために非常に重要な因子である｡

AOTは安定な逆ミセルを形成し､その凝集特性が詳細に調べられているもっ

とも一般的な界面活性剤である｡AOT逆ミセル径の測定は一般に動的光散乱

(DLS)や小角X線散乱または中性子散乱(SAXSまたはSANS)を用いて行われて

おり(ZulaufandEicke,1979･Kotlarchyketal･,1982,Pilenietal.,1985)､その値は

有機相中における界面活性剤に対する水の濃度比取に依存することが示され

ている0しかしAOT以外の界面活性剤で形成される逆ミセルのサイズ測定に

関する報告は少ない｡Schurtenbergeretal.(1993)はレクチン逆ミセルのサイズを

DLSによって決定し､同じ叱においてレクチン逆ミセルとAOT逆ミセルでは

ほとんど大きさに差がないことを示したoNonakaetal･(1995)はsodiumdioJeyl

Phosphateで形成される逆ミセルで上記と同じ結果を観測した｡非イオン性界面

活性剤Tween85で形成される逆ミセルは同じ呪でAOT逆ミセルより小さか

った(Komivesetal･,1994)｡Shioietal･(1991)はsodiumdi(2-ethylhexyl)phosphate

(SDEEP)では取値が2から8の範囲で円筒状の逆ミセルを形成することを示し
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ている｡

Kinugasaetal･(1994)はAOTとdi(2-ethylhexyl)phosphateacid(DEHPA)を混合

させることによりタンパク質抽出のための新しい混合ミセル系を開発した｡比

較的大きな分子量を有しAOT逆ミセルでは抽出されないヘモグロビンはAOT

-DEHPA混合ミセルによって可溶化される｡これはいわゆるサイズ排除効果､

つまり混合系での呪は同じ条件のAOT系の取より大きいことが原因と考え

られるが､混合ミセルの実際のサイズは明らかでない｡本章ではAOT及びAOT

-SDEHPA(DEHPAのナトリウム塩)で形成される逆ミセルサイズの決定を逆ミ

セル溶液の粘度測定に基づいて行った｡

3.2 理論

剛体球が懸濁している溶液の粘度は実験データに基づいた以下の式によって

懸濁粒子の体積分率と関係づけられる(ChengandSchachman,1955)｡

叩sp=ヱ票=2･5¢･14･1¢2(岬･07凧p<0･26)(3-1)

ここで叩甲は溶液の比粘性率､叩と叩0はそれぞれ溶液及び純溶媒の粘度､¢は溶

液中の分散粒子の体積分率を示し､何れも適用範囲内にあった｡逆ミセル抽出

で逆ミセルを分散粒子とし会合数乃agを一定とすると次式を導くことができる｡

¢=爪㌦㌦=題良
和ag
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ここでl㌔は逆ミセル1個の体積､qmとCsは逆ミセル及び界面活性剤濃度､蝿

はアボガドロ数である0㌦と1個の逆ミセルのウオータープール体積㌦pはミ

セル径克とウオータープールの直径んpから以下のように表される○

lこ=率6

lこF=李6

4m=軋｡+2エs

ここで上sは界面活性剤の長さである｡式(3-3)～(3-5)から以下を得る｡

㌦=
(6‰′方)1′3･2上s

㌦｡は水分子1個の体積㌦と水濃度Cwに基づいて表される｡

㌔=弘一也C皿 G

従って式(3-2)は式(3-6)､(3-7)を用いて

¢=朝里翳L〕1′3･2エs]3
となる｡また式(34)に式(3-7)を代入して整理すると次式を得る｡
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軋｡=
61んG穐g

崇牲三′き
1/3

(3-9)

ウオータープールの直径と会合数については粘度測定によって式(3-1)から¢

を求め､式(3-8)から乃agを､式(3-9)から軋pが求められる0ここでエsはAOTで

は1･2×10-9m､SDEHPでは1･0×10-9mを用いた(Bonneretal,1980,Shioietal.,

1991)｡混合ミセル系の場合は界面活性剤組成に基づいた平均のエsが使用でき

ると考えられる｡

3.3 実験

陰イオン性界面活性剤としてAOTとSDEHPを使用した｡SDEHPは次のよ

うに調製したo DaiichiChemicalInd･Co･から購入したDEHPAを6M塩酸と蒸留

水でそれぞれ液を3度交換して洗浄精製した後､メタノールに溶解した水酸化

ナトリウムで中和し､得られたSbE=Pを真空乾燥機で乾燥した｡本研究では

タンパク質としてリゾチームを使用した｡

逆ミセル溶液は注入法により調製した｡界面活性剤溶液はイソオクタンに

AOTとSDEHPを溶解することにより調製し､適量の水をマイクロシリンジで

加え､撹押して透明な溶液を得た｡また全界面活性剤に対するSDEHPのモル

分率をちと定義した｡

ズ∫=
且nE昂P

AOγ+且D五月ア
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有機相水分量はカールフィッシャー滴定装置により測定し､界面活性剤に対

する水の濃度比取を以下に定義した｡

ーl･三=号
(3-11)

ここでG､Gは有機相中の全界面活性剤濃度及び水濃度である｡水分量は水

の添加量で調整することができる｡

逆ミセル溶液の動粘度は25±0.1℃に保たれた恒温槽中でオストワルド粘度

計によって測定し､粘度の算出にはゲイーリュサックピクノメェターで測定し

た溶液の密度を使用した｡

3.4 結果及び考察

3.4.1AOT系

Rg･3-1に注入法でさまざまな水分量耽に調製されたAOT逆ミセル溶液の

粘度を示す｡粘度は取=2以下で一定となった｡このことから非常に低い水分

量では界面活性剤は逆ミセルを形成しておらず､また添加した水は界面活性剤

の親水基に水和されたと考えられるQこの結果は次の文献によっても支持され

るo Manabeetal･(1995)はAOT/水′ドデカン系で水の量が少ないとイオン化しな

い水和物AOT(H20)2が形成され､さらに水を添加すると逆ミセルになることを

電気伝導度及び部分モル体積の測定から確証したo Hauseretal.(1898)とGotoet

al･(1992)はそれぞれNMR及び熱量測定法の結果に基づいてAOT分子には2つ

の水分子が強く結合していることを報告している｡
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Fig･3-2に粘度から推算したウオータープール直径軋pと取との関係を示す｡

ここで取<2のデータは逆ミセルが形成されていないと考えられるため除いた｡

G=0･01及び0･05Mの場合逆ミセル径は次式のように取に対して直線的に増

加した｡

屯｡=0･29呪+1･1 (2<l叱<20)(nm) (3-12)

Fig･3-2の実線は式(3-12)による計算値であり､光子相聞分光分析(Zulaufand

Eicke,1979)､遠心分離法(Levashovetal.,1982)､時間分解蛍光分析(Z｡1a｡fand

Eicke,1979),NMR(Maitra,1984)によって以前に報告されている値と良く一致し

た｡G=0･2Mにおける逆ミセルサイズはCsが低い濃度時より小さかった｡こ

れは逆ミセルの数密度が大きくなることによって逆ミセル同士に生じた相互作

用により粘度が大きくなったことが原因と考えられる｡強い分子間力によって

大きくなった粘度により見かけ上¢が大きくなり乃agや屯が計算上減少したと

考えられる｡

逆ミセルの会合数乃agが呪の増加と共に増加した結果をFig.3-3(a)に示す｡

図中の実線は静的光散乱測定(Matzkee′αい992)から求めた〝agを示し､広い取

範囲で本実験結果と一致した｡

簡単な幾何学モデルに従って､ウオータープール直径は界面活性剤が界面を

占める表面積Asによって与えられる(Pilenietal,1985)｡

軋p=亀監
4
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式(3-13)から推算されたAsを取に対してプロットしFig.3-3(b)に示す｡中性

子散乱と遠心分離法(EickeandRehak,1976)を組み合わせた方法で得られた文献

値と良好な一致を示した｡

3.4.2 AOT-SDEHP系

SDEHPで形成される逆ミセルは円筒形になりやすい(ShioiピーαJ.,1991)｡従っ

てAOT-SDEHP混合界面活性剤で形成される逆ミセルは球形ではないと考え

られる｡l幣=10.5の条件でAOT､SDEHP及び水(桃lん)のモル体積はそれぞれ

0.390m3/kmol(Kunrumadaetal.,1996)､0.310m3/kmol(Shioietal.,1991)及び

18Ⅹ10~3m3/bnolである｡これらの値を用いてFig.3-4(a)に全界面活性剤濃度を変

化させた場合の逆ミセルの体積分寧¢に対する比粘度叩spの実測結果を種々の

SDEHPのモル分率ちについて示す｡逆ミセルが球形である場合に実験データ

は式(3-1)から求めた計算線と一致することになる｡実測値と計算値の一致は

ち=0(AOTのみ)において観測されたが､gSの増加と共に実線からのずれが増

したム これは以下に記述するようにAOT-SDEHP混合ミセルが非球形である

ことを示している｡

懸濁粒子を含む溶液の固有粘性率は粒子形状に大きく影響される｡そこで逆

ミセルの非回転軸長に対する回転軸長の比Jの関数として楕円粒子を含む溶液

の極限粘性率何】を表す以下の式を用いた(EastoeeJαJ.,1993)｡

【ヰ虹
=2.5+0.亜75(′-1)1一朗
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Fig･3-4(b)に¢に対する還元粘度の対数値log(rls,/Q)の変化を示す｡ここで¢=0

に対する外挿値は限界粘度【叩]として定義される｡Fig.3-4(b)でのプロットに直

線を引き匪0における値から得られた【叩】と式(3-14)から推算されたJをTable3-

1に示した｡AOT-SDEHP混合ミセルの形状はX;が大きくなるにつれて球形

から楕円形へと変化したことが分かる｡

Table3-1 ShapechangeOfAOT-SDERPreversemicelles

ちト】 【用ト] Jト]

1

2

つJ

0

0

0

0

5

00

2

`U

2

2

つJ

つJ

0

00

4

q′

l

1

2

2

球形逆ミセルに対する式(3-8)と(3-9)は楕円形ミセルに対して次のように修正

される｡

¢=驚巨警)1′3･2ち]3

ら1=〔6聖賢)1′3

(3-15)

(3-16)

ここでんplはウオータープールの短軸長､J･はウオータープールの短軸長に対

する長軸長の比を示し､以下のような関係がある｡

J′=J+ 2エs(ノー1)

んpl

J拘

(3-17)



ウオータープールの非回転軸長と回転軸長の比は取に依存しないと仮定し

Table3-1のJから式(3-15)､(3-16)を用いてLw,1､Lwp2を計算しFig･3-5に示した｡

逆ミセルサイズは呪の増加に対して増大し､ちの増加に対して減少した｡

3.5 結言

イソオクタン中でAOT単独系及びAOT-SDEHP混合界面活性剤によって形

成される逆ミセルのサイズ及び形状を粘度測定から決定した｡その結果以下の

知見を得た｡

1.AOTはⅥ㌔<2ではミセル形成せず､その場含水はAOTの親水基と水和し

ている｡粘度法により求められたAOT逆ミセルのウオータープール直径は文

献値と良く一致した｡･

2.AOT-SDEHP混合逆ミセルの構造はSDEHPのモル分率増加と共に球形か

ら楕円体に変化した｡混合ミセルのウオータープールサイズを粘度測定に基づ

いて決定することができた｡

Nomenclahlre

As

C

d

J

ノー

エs

エ叫

=Surfaceareaofoccupiedbysurfactant [m2]

=SOluteconcentration [kmol/m3]

=diameter [m]

=ratioofm年iortominoraxislengthofreversedmice11e [-]

=ratioofmqortominoraxislengthofwaterpool

=1engthofasurfactant

=minoraxislengthofwaterpool
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第4章

逆ミセル液膜を通してのタンパク質透過挙動

4.1緒言

生体物質の分離･精製プロセスは生化学工業において重要な役割を果たし

ている｡逆ミセル抽出は効率的で選択性を有する手法として注目されている｡

この方法によるとタンパク質の連続分離･濃縮が可能で､容易にスケールアッ

プが出来るという利点を持っている｡今までにタンパク質抽出平衡(Dekkeretal.,

1989,Kinugasa,etal･,1991)､抽出速度(Kinugasa,etal.,1991,Dekkeretal.,1990)､

抽出機構(Dunganetal.,1991,Kinugasaetal.,1996)､逆抽出機構(Nishiki,etal.,

1卵6)など逆ミセル抽出法に関する数多くの研究が行われている｡しかしながら

逆ミセル抽出法を用いた装置に関する研究は少ない(Dekkeretal.,1986,Tongand

FuruSaki,1995;1997,Lyeetal.,1996,Nishiietal.,1999)｡逆ミセルをタンパク質の

キャリアとして用いる液膜は溶液の大量処理に適用されている(Armstrongand

Li,1988,Kuboietal･,1990a,Kinugasaetal.,1992)｡その液膜中の逆ミセルはタン

パク質だけでなくカチオンをも輸送することが予想される｡したがってタンパ

ク質の油水間の分配平衡は水相のカチオン種によって影響を受けると考えられ

る｡それゆえに水相､膜相聞のカチオン交換挙動は膜を通るタンパク質輸送の

挙動に何らかの変化を生じさせると考えられる｡本研究では逆ミセルをキャリ

アとした液膜を通るタンパク質の透過挙動を3種類のカチオン実験系で検討し

た｡さらに各相へのカチオン移動を調べることによってタンパク質透過機構を

提案した｡

49



4.2 実験

Rg･む1に使用した液膜透過セルを示す｡フィード及び回収水相の容積は

いずれも22cm3であった｡両相をマグネティツクスターラーにて1300叩mで

撹拝した0界面積は両方とも7.4cm2であった｡膜相25｡m3を脈動ポンプ

(Masternex,Cole-ParmerIns･Co.)で27cm3/minの流量で循環させた｡本実験で検

討した実験系をTable¢1にまとめる｡フィード溶液にはモデルタンパク質とし

て0･5kg/m3の濃度でリゾチームを溶解させた｡フィード溶液のイオン強度をKCl

またはNaClを用いて0･3kmol/m3に調節した0フィード溶液のpHはHCl､KOH､

NaOH水溶液を用いてKCl溶液の場合は6.8､NaCl溶液の場合は8.0に調節し

た｡これらのイオン強度､pHはリゾチームが逆ミセルヘ正抽出されるのに適

した条件である｡回収水溶液にはKClまたはBaC12を1.0血01/m3の濃度で溶解

し､PHをKOHまたはBa(OH)2水溶液で12に調節した0このpHはリゾチーム

の逆抽出に適した条件である｡膜溶液はAOTを0.05kmol/m3になるようにイソ

オクタンに溶解して調製したo KC卜KCl系では膜液としてAOTイソオクタン

溶液を前処理せずに使用した｡一方､NaC卜KCl系､KC卜BaC12系では膜液を

予めタンパク質を含まないフィード溶液と24時間接触させることによって水

相のカチオンとAOTの対イオンとをイオン交換させた｡各相のタンパク質濃

度は紫外可視吸光光度計(ShimadzLuv-160)を用いて280nmの吸光度から決定

した｡各相のカチオン濃度は炎光分光分析機(ShimadzuAA-6400F)及び

ICP(ThermoJarrelAshIRIS)により測定した0膜相中の水分量はカールフィッシ

ャー滴定装置(HIRANUMAAQV-5S)により測定した｡

4.3 結果及び考察
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magneticstirrer

Fig.4-1SchematicdiagramOfpermeationcell

Table4-1Experimentalconditionsfbrthreesystems

phase KCl-KCIsystem NaCl-KCIsystem KCl-BaC12SyStem

Feed 0.3kmol/m3KCl O.3kmol/m3NaCl O.3kmol/m3KCl

O･5kg/m31ysozyme O･5kg/m31ysozyme O･5kg/m31ysozyme

PH=6･8 pH=8.O pH=6.8

Membrane O.05kmol/m3AOT O.05kmol/m3AOT O.05kmol/m3AOT

PreSaturatedwith presaturatedwith

feedsoln. ftedsoln.

Recovery l･Okmol/m3KCl l･0kn01/m3KCl l･0kn01/m3BaC12

PH=12･O pH=12･O pH=12･0
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4.3.1カチオン移動

カチオン移動はFig.¢2に示すようにイオン交換と水交換の2つの要因から

起こる｡イオン交換は水相側界面における水相中カチオンとAOT対イオンの

交換として定義される｡あるカチオン種は界面で水相から油相へAOT対イオ

ンとして輸送され､あるカチオン種はその逆方向に輸送される｡水交換は逆ミ

セル内核水とバルク水相との交換と定義される｡ミセルが界面で壊れる時､内

核水はバルク水相へ放出され､界面でミセルが形成される時､バルク水相がミ

セル中へ取り込まれる｡水交換過程に於いてカチオンもまた溶解したイオンと

して一緒に輸送される｡

4.3.l.1KCトKCl系

Rg･4づ(a)はEC卜KCl系におけるフィード水相､膜相､回収水相でのカチオ

ン濃度の経時変化を示す｡初期にはナトリウムイオンはAOT対イオンとして

膜中にしか存在しない｡膜中ナトリウム濃度はフィード相及び回収水相界面で

のイオン交換によって減少した0それに伴ってフィード相と回収水相のナトリ

ウム濃度は膜中カリウム濃度と共に増加を示した｡イオン交換速度が膜中ナト

リウム濃度に比例すると仮定すると､膜相､フィード相､回収水相中イオンの

物質収支は次のように与えられる｡

一塩些辿=(鳥F鴫hちMA (お

旦些巴=たん.M
A dr
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且』=軋M
A (お

(4-3)

ここでⅤは相体積､添字M､F､Rはそれぞれ膜相､フィード相､回収水相を

示す｡Aは界面積でフィード側､回収側で同じである｡Cは濃度､毎及び毎は

フィード相及び回収水相界面におけるイオン交換速度定数である｡ナトリウム

イオンとカリウムイオンのイオン交換は1対1で起こるので膜中カリウム濃度

は次のようになる｡

CK.M=CN礼M､0-CN孔M

式(射)～(揖)は初期条件(畑､GちM=G刷｡)を用いて積分できる｡

qa､M=らM,｡eX正一珂

q礼F=署卜去‡ex〆一叫卜抑

㌦R=怒ト‡向(功一1中州
q卸=‡1-eX〆一旬‡q瑚

P=か･烏R)･

ここで
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Rg･4j(a)の実線は式(む5)～(4牒)による計算値である｡フィード相側及び回収水

相側のイオン交換速度定数はフィッティングによりそれぞれ丘戸1.3×10-6血s及

び烏R=1･2×10~6m/sであった｡これはフィード相界面でのミセル被壊速度が回収

水相側より僅かに大きいことを示している｡膜中のGMの増加とG礼Mの減少

はカリウムイオンとナトリウムイオンでAOT対イオンの交換が起こったこと

を示している｡ここでほとんどのカチオン移動がAOT対イオンのイオン交換

で起こり､水交換による変化は重要でないことを示す｡もしすべて水交換でカ

リウムイオンが移動したと仮定し､t=6hrでの含水率9[-](Fig.4-5(a))とフィ

ード相､回収相のか｣ウムイオン濃度の平均値(0.3+1.0)/2=0.65mol/1から換

算すると最大油相カリウムイオン濃度は0.0053mol/1となり実測値の約1/7

になる｡よってほとんどのカリウムイオンの移動は界面でのイオン交換である

と考えた｡以降他の系においても同様のことが言えると考えられる｡

タンパク質が存在しない場合､タンパク質存在下に比べ両水相におけるナト

リウム濃度変化は約半分であった(データは示していない)｡この結果はタンパ

ク質の存在によってNa-K間イオン交換速度が促進されるためであると考えら

れる｡これはタンパク質がAOT吸着界面を不安定化することを示し､ミセル

形成や破壊を促進させると考えられるoDunganetal.(1991)はAOT吸着界面の

変形はタンパク質の界面への接近によって起こり､それがミセル形成を助けて

いることを指摘している｡タンパク質を含んだミセルの界面特性は単なる油一

水界面特性とは異なると予測される0このように界面が不安定になることによ

って界面でミセルが形成され易くなると考えられる｡

4.3.1.2 NaCトKCJ系

円思4｣(b)はNaC卜KCl系における各相のカチオン濃度の経時変化を示す｡
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膜中ナトリウム濃度の減少はKC卜KCl系に比べて小さかった｡これはナトリ

ウムイオンがフィード相から供給されるからだと考えられる｡また膜中ナトリ

ウム濃度の減少量は膜中か｣ウム濃度の増加量に対応している｡KC卜KCl系

に比べ膜中ナトリウム濃度は高いために回収水相のナトリウム濃度の増加速度

が大きくなったと考えられる0膜中ナトリウムイオンの物質収支から次式が得

られる｡

㌦dCN礼M
■■~

A (お
=たNa-EqちM一転_NaCK,M (4-9)

ここで紘一Naはフィード相界面でのAOT対イオンのカリウムとフィード相中ナ

トリウムとのイオン交換速度定数で､転a_Eは回収水相界面でのAOT対イオン

のナトリウムと回収水相中カリウムとのイオン交換速度定数である｡フィード

相のカリウムと回収水相のナトリウムの物質収支から以下の式が得られる｡

塩些迫
A (お

塩』
A

(お

=た臥NaGM

=鬼‰EqちM

(¢10)

(¢11)

式(4づ)～(射1)は式(叫)を用いれば初期条件匝0､G刷=q叫朗)により積分され

る｡

CN山M=
1+αビター

(1+叫e乃
q刷,｡
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qちR=丘Na-E計去(ピー乃-1)ヰ碧

GF=た臥Na吉卜烹‡一三(ハ1))ト曲

CK､M=
ビア∫-1

(1+α)e乃
CNa,M､0

P詫(転-Na･たNかE),α=』たNa_K

ここで

(4-13)

(む14)

(¢15)

ng･4j(b)の実線は式(午12)～(←15)による計算値である｡イオン交換速度定数は

それぞれ転-Na=4･13×10-6m′s､‰a_E=1･咽×10-6血sであった｡これらの値はAOT

対イオンーバルク水相カチオン間のイオン交換速度を表している｡

AOT-Na･K+妄=±AOT-K･Na･

たK_Na

(¢16)

イオン交換速度定数‰a-KはEC卜KCl系の‰に相当すると考えられる｡しかし

kN&KはkRの1･24倍であった｡これはミセルの開閉速度がKC卜KCl系よりNaCl

-KCl系の方が大きいことを示しているo NaC卜KCl系ではKCl-KCl系とは

異なりミセル界面にある大部分のAOTがNa-AOTの形で存在している｡また

フィード相界面においてもAOTはNa-AOTの形で存荏している｡おそらくこ

れらの理由によって‰a_Eが大きくなったと考えられる｡

59



4･3･l･3 KCトBaC[2系

Fig･4-3(C)にKC卜BaC12系についての結果を示す｡膜中のバリウムイオン濃

度G孔Mは時間と共に増加したがフィード相中GらFはほとんど観測されなかっ

た｡TakabasbiピタαJ.(1989)はイオン交換サイトと結合した二価カチオンの結合速

度は一価カチオンと同じだが､脱離速度は二価カチオンの方が遅いことを報告

している｡よって回収水相側ではバリウムイオンは､カリウムイオンの代わり

にAOTの親水基と結合し､両界面でAOTから脱離しないと考えられる｡Fig.

4j(C)において3時間でC恥MはAOT当量以上の濃度になっている｡そこでバリ

ウムイオンがミセル中で以下の2つの状態で存荏することを仮定し考察した｡

1つは内核水にイオンとして溶解する｡もう1つはAOT対イオンとして存在

する｡後に述べるようにこの系での油相中水分濃度はAOT濃度の約6倍なの

でl･Okmol/m3BaC12溶液が内核水に直接入っていると考えると油相中バリウム

濃度はAOT濃度の約1/10､つまり最大0.005血01/m3となる†｡従ってほとんど

のバリウムイオンはAOT対イオンとして油相中に存荏している計算になる｡

†抽相体積をVP]とすると【AOT]=0･05[mo"]とWo=6ト】より【=20】｡=0･3[mo/1】でH20は0.3V[mo碑在する｡

水相中のE20濃度は約55【md几】なので油相中の全内核水の合計は0.3V/55=0.005V【1】に換算される｡0.005V

P】の1･0【皿0川】BaC12が油相に入っているので油相中濃度は最大阿虻12】｡胡.005【mo川】となる｡

Fig･¢叫a)に示すようにAOTとバリウムイオンが2対1で結合するとしたら､

油相バリウム濃度CkM=0.025kmol/m3の時すべてのAOTは消費される｡バリウ

ム濃度がこの濃度以上の時Rg･叫b)のように1対1でAOTと結合する｡さら

に油相中カリウム濃度はバリウム濃度増加によりわずかにしか減少していない｡

これはFig･¢叫c)に示すようにAOT-Ba-Kという結合を形成するためと考え
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られる｡6時間後にはAOT当量の約4倍のカチオンが存在している｡これはFig.

4-4(d)に示すようにAOT-Ba-K-Ba層が形成されていることを示している｡

時間と共にらRが増加したのはカリウムイオンのフィード相から回収水相への

透過を意味する｡おそらくカリウムイオンはAOTとは直接結合せずバリウム

層から比較的脱離し易いと考えられる｡またG.Mの減少はフィード相からカリ

ウムが供給されるためわずかであった｡全体としてのイオン移動は後に議論す

る(Rg.午7参照)｡

4.3.2 水分量

KC卜KCl系での油相中水分量の経時変化をFig.4-5(a)に示す｡14tはAOTl

分子に対する水分子の割合を表し､油相中の水濃度とAOT濃度の比として定

義される｡l叱はフィード相側､回収水相側で逆ミセルが形成されるため4時間

経過するまで増加した｡4時間に於いて膜相は塩水溶液に対応した定常状態に

達した｡Fig･4-5(b)にNaC卜KCl系及びKC卜BaC12系での結果を示す｡いずれ

の系も膜相を予めフィード相で飽和しているので取の初期値は高かった｡ナ

トリウムを含むミセルはもっとも大きな取を示し､次にカリウム､もっとも

小さいのがバリウムだった｡NaC卜ECl系において時間と共に取が減少する

のはカリウムを含むミセルが増加するからである｡カリウムを含むミセルがナ

トリウムを含むミセルより小さいことは文献に報告されている(mnugasae=れ

1991,K血oieJαJ･,1990a)o KC卜BaC12系で時間と共に呪が減少したのは膜中に

バリウムを含む小さいミセルが形成されたことを示している｡すべての系にお

ける呪は4時間後のフィード相､回収水相を別々に油相と平衡到達させた場

合の平均値取,a,=(呪オ取,R)′2と等しくなっている｡以上の結果から逆ミセルの

サイズはKC卜BaC12<KC卜KCl<NaC卜KClの順で大きくなることが分かっ
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た｡

4.3.3 タンパク質輸送

4.3.3.1 KCトKCl系

Rg･4竜(a)にEC卜KCl系における各相のタンパク質濃度の経時変化を示す｡

フィード相のタンパク質濃度は膜相への抽出の結果として減少し､回収水相濃

度は膜相からのタンパク質の放出によって増加した｡フィード相､膜相､回収

水相のタンパク質の物質収支は以下のように表せる｡

一里盟主=転(q-GりA(お

塩亀=転(G-q*ト航
A(お

塩曳
Alお =ちRq

(¢17)

(む18)

(¢19)

ここでCはタンパク質濃度を､添字はそれぞれの相を､ちF､転はそれぞれフ

ィード相側､回収水相側のタンパク質総括物質移動係数を表す｡式(牛17)～(¢19)

は初期条件(畑,G=qo,q=㍍,0)とG*亜を用いて以下のように積分できる｡

q=ら｡eXp

CM=eXp

一雛恨長一㌦苫

(¢20)

帰(離一朴)･ヰ21)
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G=吉(qto佐一研一叫･
(¢22)

キ=若ちF,量=吉尾用･
式(¢20)～(¢22)による計算値をFig.4名(a)に実線で示す｡ちF､ちRの値はそれぞ

れ2.7×10~6m/s､6.3×10~7m/sであった｡タンパク質放出速度はタンパク質取り

込み速度よりずっと小さい｡それゆえに膜相へのタンパク質の蓄積が起こった｡

これは液膜を用いたタンパク質分離における不利な点のひとつであるが､Fig.

牛6(a)に示されるようにある程度は液膜を通ってタンパク質透過が起こってい

る｡

4.3.3.2 NaCトKCl系

Fig.4-6(b)にNaCl-KCl系での結果を示す｡k,Fの値は4.61×10.6rn/sで初期の

3つの実験点から式(む20)を用いて求めた｡この値はECトKCl系より大きくな

った｡NaCl水溶液/AOTイソオクタンで形成される界面はKCl水溶液/AOT

イソオクタンでの界面より柔軟性があることを示している｡Cb,Fは急速に減少

しているがG,Rはほとんど増加しなかった｡Cp､Mを物質収支より求め破線に示

した｡また実測値のG,Mは4時間で顕著に小さくなった｡この時膜中に大きな

凝集物が目視で観察された｡これはNaCl-KCl系の膜相中ではミセルが不安定

になることを示している｡

4･3･3･3 KCトBaCl2系

Fig･4-6(C)にKCl-BaC12系での結果を示す｡式(4-20)より算出されたkpFは2.56
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×10~6m/sでKCl-KCl系とほぼ同じであった｡回収水相にほとんどタンパク質

が観測されなかったので膜中タンパク質濃度は次の物質収支から計算できる｡

q=莞(Gto-q)
(¢23)

タンパク質はフィード相から膜相ヘカリウムイオンと塩化物イオンを伴って移

動する｡二価カチオンはイオン交換サイトからの脱離速度が遅いので(Takahasbi

ピーαJ･,1989)､バリウムは膜中でカリウムの代わりにAOTと直接結合していると

考えられる｡ミセルがフィード相側から回収水相側界面まで移動し､カリウム

イオンとタンパク質が放出される｡そして回収水相側で負に帯電しているタン

パク質がバリウムイオン及びAOTと相互作用し再びミセルヘ取り込まれたと

考えられる｡

4.3.4 透過機構

3つの実験系での結果から推測される逆ミセルを含む液膜を通してのタンパ

ク質透過機構をRg.小7に図示して提案する｡

Rg･¢7(a)に示すようにKCl-KCl系では､まずタンパク質が正抽出界面に接近

し逆ミセルを形成して油相へ取り込まれる｡その際､界面ではAOT対イオン

のナトリウムイオンとフィード水相中のかノウムイオンとのイオン交換が起こ

り､AOT対イオンとしてか｣ウムイオンが油相へ移動する｡そのミセルが回収

側界面へ到達しタンパク質を放出する｡この時､AOT対イオンとして残ってい

たナトリウムイオンが回収水相中のかノウムイオンとイオン交換し､再びミセ

ルを形成して油相へ移動する｡ミセル間内容物交換及びミセルー界面間のAOT
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Fig.4-7(continued)
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交換を通じて全体として水相ヘナトリウムイオンが､`油相へカリウムイオンが

移動し､その間のタンパク質の透過には大きく影響を及ぼさず､タンパク質は

首尾よくフィード水相から回収水相へ移動する｡

Fig･4-7(b)に示すようにNaCl-KCl系では､まずタンパク質が界面に接近しAOT

対イオンはナトリウムのまま逆ミセルを形成し油相へ入る｡一部のミセルは回

収側界面でタンパク質を放出し､その際回収水相のカリウムイオンを対イオン

としたAOTを含むミセルができる｡ミセルー界面間のAOT交換が行われ､フ

ィード側界面でカリウムイオンとナトリウムイオンがイオン交換し､カリウム

イオンはフィード水相へ移動する0ナトリウムイオンを含むミセルは大きく界

面張力が非常に小さい(第2章参照)ことから､ミセルが変形や融合しやすく2

つ以上のミセルが結合し巨大ミセルになり油相は白濁し不可逆的なタンパク質

-AOT複合体を形成してしまう○よってタンパク質は油相に蓄積し変性を起こ

し透過しなくなる｡

Fig･4-7(C)に示すようにKCl-BaC12系では､タンパク質がフィード側界面に接

近し抽出される｡この時カリウムイオンを対イオンとしたAOTから成る逆ミ

セルしか存在しない｡そのミセルが回収側界面へ接近しタンパク質を放出する｡

この時､回収水相のバリウムイオンがAOTに優先的に相互作用しイオンの層

を形成する｡その時か｣ウムイオンは回収水相へ放出されるが一部はバリウム

イオン､塩化物イオンとともにイオン層を形成する｡このイオン層は結果的に

正の電荷を持ち､高p=にて負に帯電したタンパク質は界面へ接近し再び油相

へ抽出される｡さらにフィード側界面でカリウムイオンと相互作用し､油相へ

移動する0このプロセスにより抽相には多量のバリウムイオン､カリウムイオ

ンが存在し､タンパク質は両界面で再抽出されることにより油相へ蓄積される｡
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4.4 結言

3つの異なる実験系､KC卜KCl系､NaCl-KCl系､KC卜BaC12系において

逆ミセル液膜を通るタンパク質透過挙動を調べた｡KCl-KCl系､NaCl_KCl系で

の相聞のカチオン移動を測定し､速度式を定義することによってAOT対イオ

ンーバルク水相聞のイオン交換速度を決定できた｡またその値を比較すること

によってミセル開閉速度とミセル形成のしやすさとの関係を定量的に説明でき

た｡KCl-BaCl2系ではAOTと2価カチオンの相互作用の形態から界面付近とミ

セル内の状態とタンパク質の再抽出の機構を提案した｡ミセル系として適度な

大きさを持ちAOTとの相互作用の強さも適当であることによって､KCl_KCl

系においてタンパク質は首尾よく一連の抽出､逆抽出を起こし透過することが

明らかになった｡
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第5章

充填塔を用いたタンパク質の逆ミセル抽出

5.1緒言

従来の溶媒抽出での蓄積されてきた情報は逆ミセル抽出を用いた装置の開発

に有用と考えられるが､逆ミセル抽出法では有機相に界面活性剤が含まれるこ

と､生体物質の活性をできるだけ高く保たなければならないという決定的要因

がある｡それゆえ激しい撹拝は避け穏和な混合によりエマルション化やタンパ

ク質の変性失活を防ぐ必要がある｡先駆的な装置開発としてDekkeretal.(1986)

はミキサーセトラーを用いてα-アミラーゼを分離している｡非分散接触装置と

してDahuronandCussler(1988)､Dekkeretal･,(1991)､Prazeresetal.(1993)によっ

て膜抽出が検討されている｡逆ミセルをキャリアとした液膜操作はAms加ng

andLi(1988)､Kuboietal･(1990)､Kinugasaetal.(1992)､さらに第4章に紹介し

た著者らの研究もある｡塔型装置としては､スプレー塔(=anetal･,1994､Lyeet

al･,1996)や回転円板接触塔(RDC)(Carneiro-da-Cunhaetal･,1994,Tongand

hmsaki,1995､1997)の抽出特性が調べられているが､逆ミセル抽出系へ充填塔

を適用した研究は今までにない｡充填塔は平界面撹拝槽や回転円板接触塔に比

べ溶質に与える塔内でのせん断力が小さく､また接触界面積をスプレー塔より

も大きくできることからタンパク質抽出に適しており､加えて安定な向流操作

が幅広い流量範囲で可能と考えられる｡

本研究では充填塔によるタンパク質の逆ミセル抽出特性を調べた｡平界面撹

拝槽を用いて水相及び油相境膜物質移動と界面での可溶化速度を調べた後､充
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填塔を用いてタンパク質の抽出率を様々な操作条件下で調べた｡その結果､総

括物質移動係数と抽出率は両相流速と分散相ホールドアップについて得られた

相関式から予測できた｡フィード相､抽残相､抽出相から回収した水相内のタ

ンパク質活性測定からフィード相の活性に対する各相の活性の比を求め､変

性･失活の有無を確かめた｡

5.2 実験

逆ミセル溶液(分散相)にはイソオクタンに0.1bnol/m3になるようAOTを溶

解したものをリゾチームを含まないフィード水溶液と接触させ､予め平衡に到

達させたものを用いた｡フィード溶液(連続相)は蒸留水に0.1kg/m3になるよう

にリゾチームを溶解させて調製した｡水相イオン強度は塩化カリウムで0.3

加01/m3に調製した｡pⅢはコルホフバッファ(KH2PO｡-NaOH)を用いて6.8に調

節した｡境膜物質移動係数の測定では㌢ニトロフェノールと酢酸を溶質として

使用した｡

Rg･5-1に平界面撹拝装置の概略図を示す｡界面積は7.4cm2である｡水相と

油相は所定流速で循環し､水相はマグネチックスターラーで1300叩mで撹拝し

た｡境膜物質移動係数測定のために採用した3種の抽出実験系をTable5_1に示

す｡油相物質移動抵抗を評価するために酢酸の油相から水相への移動速度を､

水相物質移動抵抗についてはクーニトロフェノールの水相から油相への移動速度

を測定した｡水相酢酸濃度は滴定によって､油相㌢ニトロフェノール濃度は紫

外可視吸光光度計によって決定した｡

使用した充填塔装置の概略図をFig.5-2に示す｡称呼寸法4mmのラシヒリ

ングを内径0･035m､高さ0.2または0.3mのガラス管に不規則充填した｡ラシ
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ヒリングは磁製､ガラス製､門FE製を用いた｡充填層の空隙率と充填物の比

表面積をTable5-2に示す｡連続相は塔頂に取り付けられた三叉ガラス管より供

給し､分散相は塔底より打和製の5つのノズル(外径0.002m､長さ0.01m)を

有する分配器を通して供給した｡塔容積の2倍以上の連続相を流通させた状態

を定常状態と見なした｡すべての実験は298Kの室温で行った｡連続相と分散

相をそれぞれ塔頂及び塔底の出口より採取し､両相のタンパク質濃度を紫外可

視吸光光度計(ShimadzuUV-160)を用いて280nmの吸光度を測定することによ

り決定したo抽出実験後､油相に抽出されたタンパク質をpH12､1.Okmol/m3

のECl水溶液へ二相分配法により逆抽出した｡フィード相と抽残相､逆抽出水

相のリゾチーム活性をImotoandYagishita(1971)の方法で決定した｡

5.3 結果及び考察

5･3･1界面を通るタンパク質移動における物質移動係数

逆ミセルによるタンパク質移動において二重境膜理論が成立することを仮定

する｡Kinugasae∫α相関1)は総括物質移動速度は水相境膜でのリゾチームの拡

散速度が支配的であることを報告している｡また著者は第2章では水相塩濃度

KClO･3bml/m3未満で水相境膜律速となることを示している｡一方逆ミセルへ

のタンパク質可溶化抵抗がタンパク質抽出に於いて重要な役割を果たしている

という研究もある(Nisbibe亨d･,1996)｡さらにフィード水溶液の塩漬度､pH額

域により律速段階が変化するという議論もなされている(DunguneJαJ.,1991;

粘nugasaeJαJ･,1996)｡そこで我々はRg･5-1に示す実験装置で逆ミセルヘのタ

ンパク質抽出速度を調べ､総括物質移動係数に及ぼす水相撹拝速度と油相循環

速度の影響は小さいという結果を得た｡つまり本実験条件では可溶化過程が夕
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magneticstirrer

Fig･5-1ExperimentalsetupformeasurementofmasstranSftrcoefBcients

Table5-1ExperimentalconditionsformeasurementofmasstranSftr

COefncients

SyStem(org/aq) solute Ciq,O tLq tL,g Q｡,g m

【kmol/m3][cm3][cm3][cm3/min][-]

isooctane/water aceticacid O.1 50 30

n-heptanone/water p-mitrophenoll.OxlO4 60 35

AOT+isooctane

/0･1〟KCl,pH6.8
Lysozyme 3.5x10-5 300 25

17 0.01

17 ∠旧0

2壬; 21

Table5-2 Propertiesofpackedbed

Packing Porcelain Glass FrFE

Void打action,eト】 0.69 0.67 0.60

Packingsu血cearea,at[m2/m3]896 1040 974
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Fig･5-2 SchematicdiagramOfexperimentalsetup
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ンバク質移動の律速段階ではないかと推測した｡総括物質移動係数ちは分散相

側物質移動係数庵｡､連続相側物質移動係数丘｡及び可溶化速度係数もを用いて以

下のように表現される｡

1/ち=1/ち+1/(∽も)+1鴫 (5-1)

もともの値は上述の平界面撹拝槽を用いTable5-1に示される実験条件で測定し

た｡イソオクタン/酢酸/水系での酢酸の油相への分配係数∽は十分に小さいの

で油相側物質移動係数もは総括物質移動係数範と等しいと仮定することがで

きる｡も,把の測定値は1･25×10~5m/sであった｡また乃一へブタノン中一ニトロフ

ェノール/水系において㌣ニトロフェノールの油相への分配係数は非常に大きい

ので油相での物質移動抵抗は無視でき､水相側物質移動係数を得ることができ

る｡ん,血の測定値は3･00×10~5m/sであった｡Asaiピタαり1983)に報告されてい

る相関を用いて水相､油相でのタンパク質の物質移動係数を以下のように換算

した｡

も=も,血(βw/p血)∽=9.35Ⅹ10~6m/s(=も)

も=も,把(β餌仏紙)2β=1.55Ⅹ10~6血s(=も)

ここでβw､q血､qM､βa∝はそれぞれ水中リゾチーム､水中㌢ニトロフェノ

ール､イソオクタン中の逆ミセル､イソオクタン中の酢酸の拡散係数を示す｡

かw､qMの値は鮎nugasaピーαJ.(1991)によって報告されており､それぞれ1.11Ⅹ10-10

m/s､l･16x10.10mJsである｡D血とDa∝の値はWilkeandChang(1955)の式から

推算した｡撹拝槽で得られたリゾチームの総括物質移動係数の値を用いて式(5-
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1)より式(5-2)及び(5-3)の境膜物質移動係数を使って可溶化速度定数を算出した

ところ桓2･卯×10~6血sが得られた｡本実験条件下で､この値は烏wや戚｡に比

べ十分小さい｡全抵抗に対する可溶化抵抗の比率は(1戊s)′(1′ち)=(3.37×105)/(4.76

×105)=0･71であった｡これは本実験条件では律速段階が逆ミセルへのタンパク

質の可溶化であることを示している｡

5･3･2 充填塔によるタンパク質の逆ミセル抽出

5.3.2.1抽出率

Rg･5-3に充填塔でのリゾチーム抽出率をスプレー塔での結果と共に示す｡

充填物として磁器製ラシヒリングを用いた0抽出率封ま分散相流速坑の増加と

共に増大し､連続相流速隼の増加と共に減少した｡同じ隼においてスプレー

塔の約3倍の抽出率を得た｡分散滴は充填層でほとんど分裂･合一をしないこ

とと上述の可溶化律速を考え合わせると抽出率の増加は分散相ホールドアップ

の増加が原因と考えられる｡

5･3･2･2 総括容量係数と分散相ホールドアップ

タンパク質抽出実験から､総括容量係数ちαは以下のように計算される｡充

填塔微小高さ虎に対する物質収支式は

範α(仁一G/∽)虎=嘲 (5-4)

と記述できる｡ここでG､G､はそれぞれ水相､油相濃度､隼は連続相流速で

ある｡任意の範αを仮定すればルンゲークッタ法により実験条件G,i｡､G血-､隼

を用いて式(5-4)を解くことができ､塔頂から塔底にわたる塔内濃度プロファイ
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Fig･5-3 Extractedfractionoflysozyme
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ルを決定することができる｡水相出口濃度の計算値と実測値とを比較し誤差が

許容範囲内になるまで仮定ちα値を修正して再計算する｡Fig.5-4は充填塔とス

プレー塔でのちαに及ぼす仇および隼の影響を示す○範α値は仇の増加と共

に増加したがちαに及ぼす隼の影響は少なかった｡リゾチームの輸送速度は前

述したように界面での可溶化律速であるので範債は境膜抵抗によってほとんど

変化しない｡フまり範は坑と隼に依存しないと考えられる｡々sがちと等しい

と仮定すると界面積は範αから計算される｡実測した平均分散滴径は1.5×10-3m

で両相流速に影響されなかった0滴径はOtakeandFtdita(1949)によって報告さ

れているノズルからの単一滴形成についての式､

4/砿=1･62(J/砿2gdp)0･35 (5-5)

より求められる｡ここで屯と射まそれぞれ滴及びノズルの直径である｡ロと

△pは本実験系ではそれぞれ2×10-3N/mと307kg/m3であった｡分散相として

AOTイソオクタン溶液を､ノズル材質として門托を用いておりノズル先端は

油相に濡れやすいので砿はノズル外径を用いた｡界面張力が低いため滴は1滴

ずつ生成し､時間間隔は1秒以上であった｡式(5-5)から求めた屯値は1･7×10-3m

で実測値と近い｡滴の分裂･合一が塔内で観測されなかったので比界面積αは

分散相ホールドアップの変化に依存する0ホールドアップズは以下の式より計

算される｡

ズ≒叫/6g (5-6)

スプレー塔の空隙軸は1とした｡gの値はちαから得られたαを用いて式(5-6)
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より算出した｡坑の分散相ホールドアップヘの影響をFig.5-5に示す｡実験し

た隼の範囲で､仇に対する依存性は強く隼に対する依存性は弱かった｡充填

塔､スプレー塔に対して得られた相関を以下に示す｡

X=25thO'50vT'15(1･5xlOA<ttd7xlO-4m/sfbrpackedcolumn)(5-7)

羞4･8tLO･65 (隼=5･2xlOAmJsforspraycolumn) (5-8)

充填塔よりスプレー塔の方がホールドアップに及ぼす仇の依存性が大きいのは

スプレー塔では向流の連続相流れにより逆混合が起きやすく分散滴の上昇速度

が低下しホールドアップが大きくなりやすいと考えられる｡逆に充填塔の場合､

充填物により逆混合が起きにくいためと考えられる｡上記結果を基に範α値は

可溶化速度定数としてのちと､実測の滴径と式(5-6)～(5-8)から決定されるα値

から計算できる｡ちαの計算値をRg･5-4に実線として示し､推算値としての抽

出率もRg.5-3に実線として示した｡

5･3･2･3界面積に及ぼす充填物の影響

充填層に磁器製ラシヒリングを入れた場合､分散相は滴の状態で流れたが界

面積と分散相の流動特性は充填物の分散相による濡れやすさの違いにより変化

すると予測される｡Rg･5-6に磁製､門和製､ガラス製の充填物を用いた場合

の界面積αの変化を示す｡その結果充填物によりほとんどαの違いは観測され

なかった0分散相に濡れやすい打和製を含めすべての充填物で分散滴は球状

であることが観測された0この挙動は界面活性剤を含む逆ミセル系に特有の現

象であると考えられる｡
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5.3.2.4 タンパク質活性

フィード相と抽残相､回収水相のタンパク質活性を隼=3×104m/s､坑=2×10~4

m/sの場合に測定した｡タンパク質の活性回収率は(活性)×(回収率)/(初期活性)

と定義した｡結果は抽残相で0.70､回収相で0.28であった｡抽残相中タンパク

質分率は0.72､回収相中は0.28で活性回収率とほぼ同じになり､両相でタンパ

ク質活性が損なわれていないことを示している｡回転円板接触塔(R.D.C.)操作

におけるタンパク質活性変化がCameiro-da-Cunhaetal.(1994)によって報告され

ているので比較してみると10分の操作後抽残相中のクチナーゼの活性回収率

は0.37まで下がり本研究の充填塔の結果の半分近くまで活性が落ちている｡ま

た著者の修士論文(西井､1996)では撹拝槽を用いてリゾチームを抽出した結果､

撹枠回転数側0～800叩mで約23%の活性が失われた｡以上のことから充填塔で

はR.D.C.よりも穏やかな混合状態で抽出できることが示され､充填塔は水相､

油相両相でのタンパク質活性保持に適した抽出塔であることが確かめられた｡

5.4 結言

逆ミセル溶液を用いたリゾチームの抽出挙動を充填塔で調べた｡逆ミセル溶

液を分散相に用いたことにより分散相は合一･分裂を起こさず滴の状態のまま

で充填層内を流れた｡ちα値は坑に大きく依存したが隼に対しては依存性は小

さかった｡滴径及びタンパク質の総括物質移動係数が一定であると仮定するこ

とにより分散相ホールドアップを算出し､仇､隼に対する相関式を得た｡この

相関によって屯α及び抽出率を推算したところ実測値と良好な一致を示した｡

充填物材質の界面積への影響はほとんど観測されなかった｡充填塔操作では抽

残相､回収相の両相に於いてタンパク質活性が高く保たれ､穏和な混合状態で
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抽出できることが示された｡

Nomenclahre

a =inte血cialareaperunitvolume

at =

PaCkingsurfaceareaperunitvolume

C = PrOteinconcentration

D = diffusioncoe圧icient

4p = dropdiameter

g
=

gravitationalacceleration

K =

OVeral1mass-tranSftrcoefficient

k =
maSS-tranSftrcoefficient

ko =
Organicphase貞1mcoefncient

ks = PrOteinsolubilizationratecoe圧icient

kw =
aqueOuSPhasefilmcoefncient

m = distributionratio

V =

SuPerficialvelocityofphases

X = holdupofdispersedphase

Z = heightofpackedbed

<Greeks>

J
=inte血cialtension

e = VOid丘actionofpackedbed

P =liquiddensity

<Subscnpts>

COntinuousphase
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d dispersedphase

in = inlet

Out = Outlet
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第6章

多孔板塔を用いたリゾチームの逆ミセル抽出

6.1緒言

逆ミセル抽出は生理活性物質の新しい分離技術として1980年代から注目されて

いる｡Luisietal.(1979)､G6klenandHatton(1985)､Dekkeretal.(1986)による先駆

的研究の後､タンパク質の抽出平衡､正抽出･逆抽出速度､抽出機構を解明する

ために盛んに研究が行われている｡また生物利用産業の急速な発展に伴って､生

体物質分離のための効率的なプロセスの開発が急務になってきた｡逆ミセル抽出

技術は溶液の大量処理に非常に優れている｡逆ミセル抽出法と従来の液液抽出法

とでは界面活性剤を含む低界面張力系であるなどその特性が異なるため逆ミセル

抽出を用いた装置の設計は特別な配慮が必要となる｡また逆ミセル抽出法を適用

した塔型接触装置についての研究は数少ない｡

Lye efαJ.(1996)はスプレー塔においてタンパク質の各境膜物質移動係数を報告

している｡著者は第5章で記述したように充填塔を用いて､リゾチームの逆ミセ

ル抽出を行い有機相に濡れやすいPTFE(POlytetranuoroethylene)製充填物を使用し

た場合でも分散相は分裂や合一を起こさず､滴状で充填層内を流動することを報

告した(Nishiietal.,1999)｡この流動挙動は逆ミセル系で特有な現象である｡また

充填塔操作前後でリゾチーム活性は高く保たれることが分かった｡回転円板接触

塔を用いた場合､非常に大きい分散相ホールドアップを得ることが出来るが同時

に大きなせん断力によってタンパク質活性の損失が生じる汀Ong andFumsa払

1995)｡本章ではさまざまな抽出プロセスで一般に大量処理に用いられている多孔
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板塔に注目した｡実験室スケールの装置を用い流動特性及び物質移動特性を調べ､

他の抽出塔とその性能を比較した｡

6.2 実験

分散相としてはAOTをイソオクタンに0.05kmol/m3になるように溶解し調製し

たものを用いた｡連続相としてはリゾチームをOjkmol/m3のKCl水溶液に溶解し

たものを使用した｡供給連続相のリゾチーム濃度は0.1kg/m3でpHはKOH､HCl

水溶液により約7に調節した｡有機溶液は予めタンパク質を含まない塩水溶液で

飽和させリゾチーム抽出に及ぼす有機相への水及び塩移動の影響を軽減した｡連

続相､分散相の物性をTable6-1に示す｡

Table6-1 Physicalproperties(250c)

density[kg/m3] viscosity[馳s] interfhcialtension[N/m]

COntiuousphase 997 0.90xlO-3

dispersedfhase 688 0.48xlO-3
0.002

Fig･6-1に多孔板塔の概略図を示す｡内径28mm､長さ210mmのガラス管の内

側に自作した7段の打FE製多孔板を25mmの間隔で取り付けた｡多孔板材質に

有機溶媒に優先的に濡れるPTFEを選択し､有機滴の合一･形成が促進されるよ

うにした｡多孔板は円形板の一部を弦に沿って下方へ折り曲げることによってダ

ウンカマーとしての空間を作った｡内径0.軌肌mの孔を板の水平部分に27個空け

た｡多孔板の詳細をFig.6-2及びTable6-2に示す｡

塔操作として初めに連続相溶液を塔頂よりゆっくりと供給し､液面が塔頂付近

の所定の位置まで達した後に､分散相を塔底の分配器を通して供給した｡両相の
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流量はボールフローメータにより確認しながら所定の値に調節し､塔頂部で水/

油界面が一定位置に保たれるように連続相出口レベラーを調整した｡塔容積の5

倍以上の連続相を流通し定常状態に達した後両相試料をそれぞれの出口より採取

した｡各相のリゾチーム濃度は紫外可視吸光光度計(Shimadzu UV-1600)によって

280nmの吸光度を測定して決定した｡分散滴径はデジタルビデオカメラで撮影し

た拡大画像を用いて決定した｡段上下における二相の流動挙動をデジタルビデオ

カメラによって撮影した｡定常状態において両相の流れを同時に停止し､その際

に変化した水/油界面の高さにより塔内の分散相体積を求め､塔全体の容積に対

する油相体積を分散相ホールドアップとした｡多孔板塔と比較するためにスプレ

ー塔を用いた実験もまた行った｡抽出液､抽残液中リゾチーム活性をImoto and

Yagis血血(1971)の方法により測定した｡

6.3 結果及び考察

6.3.1リゾチーム抽出

Fig･6-3に抽出率gを分散相流速仇に対してプロットした｡仇の増加と共に抽

出率は大きくなり､その挙動は隼=2.9xlOヰおよび6.1Ⅹ104m/sの場合は同じで､抽

出率は連続相流速の増加につれて減少した｡連続相流速が9.1Ⅹ101山sの場合は仇

による抽出率の増大速度が仇=8Ⅹ101山sあたりで急激に大きくなった｡後述する

ように連続相流れが分散滴上昇速度に影響を及ぼしていると考えられる｡

塔全体にわたってマーフリー段効率が一定であると仮定すると連続相濃度に基

づいて作図的に段効率を求めることが出来る｡

Fig･ふ4にマーフリー段効率軋を示す｡得られた段効率は20%以下となり比較

的低かった｡これは連続相中と分散相中のタンパク質濃度が本実験条件では平
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1eveller

Resevoirof

COntinuouspbase

Resevoirof

dispersedphase

Fig･6-1Schematicdiagramoftheexperimantalsetup
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topview

Sideview

~二二二二
Fig.6-2 Schematicdiagramoftray

Table6-2 TraydescriptlOn

holediameter

numberofholes

holearrangement

holepitch

equivalentdowncomerdiameter

downcomerlength
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衝から大きく離れていることを示している｡抽出率且と同様に連続相が大きくな

ると仇によるヱ㌔の増大速度が大きくなっている｡

6.3.2 二相流動特性

塔内の観察からFig.6-5の概略図に示すように分散滴は多孔板の特定の位置か

ら生成されていた｡合一した分散滴は上段の下の蓄積均一層に蓄積する｡合一し

ていない痛も蓄積均一層の下に別の層､すなわち滴蓄積層を形成する｡分散相ホ

ールドアップはこの滴蓄積層厚みと共に増加すると考えられる｡この2つの蓄積

層の下で連続相が循環していることがビデオに撮影された液滴の運動から観察さ

れた｡この連続相循環流れは分散滴の上昇によって起こると考えられ､物質移動

や滴合一に影響を与えることが推測される｡この循環流れはダウンカマーからの

連続相流れと衝突するので循環速度は連続相流速隼に大きく影響される｡隼によ

って循環流れが遅くなると滴合一速度も減少し､その結果滴蓄積層厚みは増加す

ると考えられる｡

3種の隼における坑増加による浦上昇速度杭の変化をRg.6-6に示す｡測定

したすべての流速で同じ滴径が観測されたので(Rg.6-8参照)仇の変化は循環速度

に起因すると解釈できる｡仇の増加は循環流速を増大させ､仇の一番小さい場合

を除けば､ほぼ隼の増加は循環流速を減少させている｡

円g･6-7に滴蓄積層厚みちに及ぼす隼の影響を示す｡滴の上昇速度と合一速度

のバランスによってこの厚みは決まる｡Fig.6-5に示すように滴は楕円形に変形し

蓄積均一層に部分的に沈み込んでいるのですべての条件でゐ2は屯より小さかった｡

ゐ2は両相流速隼､仇の増加と共に増大した｡ゐ2に及ぼす坑の影響は単調増加であ

った｡l㌔の増加は循環速度を減少させ､清書積層にある滴の流動を抑制する｡そ

の結果､隼の増加によって合一速度が低下するため蓄積液滴が増えゐ2が増大した
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嶋

Fig･6-5 Flowpattemaboveatray

101



と考えられる｡滴の界面での流動と合一速度については第7章で詳しく述べる｡

6.3.3 界面構と物質移動係数

分散滴の平均滴径射ま滴形状が楕円体であったため長軸､短軸径を測定し同じ

表面積を有する球の直径として与えた｡100個以上の滴について計算した｡滴径

に及ぼす流速の影響をFig.6-8に示す｡滴径は2.5汀皿で隼及び仇に依存しなかっ

た｡

有機相は主に商状で存在するので界面積は､単位塔容積当たりの滴表面積を求

めればよいから､ホールドアップ¢を実測すれば以下の式から計算できる｡

6¢
α=一

名
(6-1)

Fig･6-9に界面積αを種々の隼について仇に対してプロットした｡屯は本実験

条件では一定だったので界面積は分散相ホールドアップに比例する｡上述のよう

に隼の増加によってホールドアップが増加するのでαは隼の増加と共に増加する｡

界面積が決定されれば総括物質移動係数ちは範αから分離することができる｡

両相が完全混合であるとき総括容量係数ちαと段効率ち｡の間には次の関係があ

る｡

範｡
ちαZ

Ⅴ+ちαZ

そこでちαについて整理すると以下の式を得る｡
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範α=

Z(1一転)
(6-3)

旦℃は連続相濃度基準の段効率で､Zは段間隔である｡Fig.6-10にちαの坑に対す

るプロットを示す｡この総括容量係数範αの値を前出の界面積αで除して総括物

質移動係数ち_を求めた｡

総括物質移動係数屯をRg.6-11に示す｡範は隼及び坑に対してほぼ一定だっ

た｡これはリゾチームの物質移動係数が流動条件に依存せず可溶化律速であるこ

とを示している｡その値は第5章の充填塔で得られた可溶化速度定数の10倍大き

く､界面の変形の程度が抽出速度に大きく影響を及ぼす逆ミセル系において､分

散滴界面が分散合一の繰り返しにより激しく伸縮を起こしたことが原因と考えら

れる｡興味深いことに範はミキサーセトラーでの金属イオン抽出で得られた値と

同じオーダーであり､ミキサーセトラーでの値も強力な撹拝下でのさまざまな流

速変化に対して本実験結果と同様にほとんど一定であった(NiieJαJ.,1997)｡これ

らの結果は物質移動係数の変化よりも､界面積の変化が塔装置における抽出速度

を支配していることを示している｡

6.3.4 他の抽出塔との比較

多孔板塔の性能を理論段相当高さ(HETS)に関してスプレー塔及び充填塔と比較

した｡HETSが小さい装置が高性能装置である｡これら3つの塔はほぼ同じ高さ

と直径を有している｡スプレー塔の寸法は多孔板塔と全く同じで､一方充填塔の

直径は35mm､充填高さは200mmであった｡

Flg･6-12に総処理量Ⅴ(=隼+仇)に対するHETS値を示す｡多孔板塔では大きな

吋こおいて比較的小さいRETSが得られた｡充填塔は小さいⅥ範囲でもっとも良
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い性能を示したが処理量の増加と共にHETSは大きくなり性能は悪く･なった｡以

上から多孔板塔は大量処理における使用が望ましいことが示された｡

6.3.5 リゾチームの活性変化

抽出液及び抽残液中のリゾチームの相対比活性をTable6-3に示す｡実験操作の

前後に於いてリゾチーム活性の変化は認められなかった｡多孔板塔での穏やかな

混合状態ではリゾチームは失活することなく逆ミセルヘ抽出`されることが示され

た｡また滴の連続的な合一や再分散によってタンパク質活性は影響を受けないこ

とが分かった｡

Table6-3 Relativeac也vityoflysozyme

隼【m/s】

鴨【m/s】
reladveac也vity[%]

Extract*

5.8xlO-4

9.4xlO4

Ra拝inate

5.7xlO4

2.6Ⅹ10-4

*I.ysozymeWaSback<XtTutedfbmtheexb･aCtinぬanaqueOuSSOlution

6.4 結言

多孔板塔でのリゾチーム抽出を種々の操作条件で調べ､塔性能を他の抽出塔と

比較した｡塔内で連続相の循環流れが存在することが確認され､それは分散滴上

昇速度､合一速度に影響を与えることが分かった｡その結果分散相ホールドアッ

プは増加し､抽出率､段効率が高連続相流速で急激に増加する結果を説明できた｡
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実測の分散相ホールドアップで界面積を求め､総括容量係数を除することにより

総括物質移動係数を分離できた｡その値は両相流速に依存せず塔内で可溶化律速

であることが示された｡多孔板塔の性能をHETSを用いて同等の寸法を持つスプ

レー塔及び充填塔と比較したところ大量処理に於いて有効であることが示された｡

抽出操作前後でのリゾチーム活性は変化せず､滴の分散･合一の繰り返しによっ

て多孔板塔内でタンパク質は変性･失活しないことが分かった｡

Nomemcla血re

a=inte血cialareaPerunitvolume

C=1ysozymeconcentration

ELc=OVerallstagee餓ciency

d;=dropdiameter

h2=thicknessofaccumulatedlayer

K=OVerallmass-tranSftrcoefficient

仇=risingvelocityofdroplets

V=SuPeJficialvelocityofphases

Z=StageClearanCe

¢=holdupofdispersedphase

<Subscnpts>

C=COntinuousphase

d=dispersedphase

t=tOtal
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第7章

AOT逆ミセル系における満合一挙動に及ぼす流動状態及び塩の影響

7.1緒言

液液分散及び合一は抽出装置の設計において重要な因子である(StevenseJ｡J.,

1989,LigJαJ･,2000,Ba皿eJαJ.,2000;2001)｡分散･合一の繰り返しは抽出塔での

物質移動を大きく促進する(Treybal1990)｡第6章(Nishiietal.,2002b)において多

孔板塔を用いた逆ミセル系でのリゾチーム抽出挙動を議論し､段上の分散特性

及び段下の合一特性は段効率､物質移動係数に影響を与えることが示された｡

また段下の合一挙動は多孔板塔設計に必要不可欠であることが確められた｡

平界面との油滴合一は次の3つの段階で進行する(Stevensetal.,1989)｡第一

段階は滴の平界面への接近である｡この段階は水相及び油相の流動力学に支配

される｡第二段階は満と界面の間の薄膜液の排除である｡これは薄膜液の流動

力学及び満と界面の表面特性によって支配される(DeshiikanandPapadopoulos,

1995,CbengJαJ･,1舛8)｡最後の段階では表面不安定性によって薄膜が破裂する｡

これは他の二つの段階に比べて速いと考えられている｡本章では油滴の平界面

との合一挙動に及ぼす表面特性の影響を明らかにするために､逆ミセル系にお

いて滴合一に及ばす水相中の塩の種類及び濃度の影響を調べた｡さらに合一時

間への連続相流動の影響を､多孔板塔内の状態を模倣した実験装置を作製する

ことによって調べた｡

7.2 実験
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Fig.7-1に実験装置の概略図を示す｡合一モジュールはガラス管とFEP

(tetranuoroethylene-hexafluoropropylene copolymer)管で作成されており､モジュ

ール内の滴を半透明の壁を通して観察することができる｡界面に浮遊し移動す

る滴を観察できる部分は長さ245mmで､平界面を保ちモジュールの壁に滴を

付着させないためにFEP管で作られている｡この部分の内径は18mmである｡

水相として所定濃度で様々な塩を溶解した水溶液を300ml用いた｡使用した塩

はNaCl､KCl､BaC12､CaCl2である｡AOT濃度の影響を調べる実験を除いたす

べての実験において､油相として50mol/m3AOTイソオクタン溶液120mlを用

いた｡この水相､油相を500ml三角フラスコに入れ予め25℃の恒温槽で二時

間振塗し相互飽和させ､静置し相分離させた｡水相､油相を相互に飽和させて

いない実験も別途行った｡ここで飽和状態では､AOTが界面に並びその対イオ

ンのナトリウムイオンを水相へ放出し､水相のカチオンは油相へ移動し平衡に

到達している｡

操作手順としては水相(連続相)をポンプで合一モジュールとリザーバとで循

環させた後､30mlの油相を油相入口よりゆっくりとモジュールヘ流し込んだ｡

油水界面が一定位に保たれるように水相レベラーを調廟し､水相流速を水相バ

ルブによって一定に調節した｡油滴は内径0.85mmのガラス製毛細管から生成

させ一定間隔で界面に向けて吐出させた｡本実験系での滴径は0.98～1.8mmの

範囲であったが､0.1kmol/m3の非飽和NaCl系では0.22mmと小さかった｡毛

細管先端と界面の距離は5mmである｡すべての実験は室温で行い､滴が生成

し合一するまでの滴合一挙動をデジタルビデオカメラ(rW-MG3､Panasonic)を

用いて録画した｡それぞれの実験条件で30滴以上測定し､合一時間､清流動

速度及び滴径を25インチモニターで拡大したビデオ画像から決定した｡合一

時間と清流動速度の頻度分布からメディアン値を求め､それぞれの代表値ち及
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び鴨とした｡

7.3 結果及び考察

7.3.1相互飽和の有無と合一時間の関係

油相と水相を相互飽和させていない系での滴合一時間をFig.7-2に示し､相

互飽和させた系での結果をFig.7-3に示す｡これらの実験では連続相は流さず

滴は静止状態である｡相互飽和させない系でNaCl濃度0.1kn01/m3の場合は滴

が10分以上合一しなかった｡この場合を除いてすべての塩水溶液における合

一時間は非飽和系より飽和系の方が大きくなった｡その原因を次のように推論

する｡両相が相互に飽和されているとき油相中のAOTはほとんど逆ミセルの

界面に存在している｡界面のAOTイオンは水和したカチオンと相互作用しな

がら電離しており界面は負に帯電している｡一方非飽和系のAOTは油相中に

AOT-Naの形で溶解しておりAOT-Na塩で覆われた新しい界面が逆ミセルの形

成に伴って連続的に形成されている｡新しくできた界面の電荷は中性のAOT-Na

塩によって覆われているため小さい｡つまり非飽和系での界面の方が､飽和系

での荷電した界面より界面同士が接近しやすいため速く合一すると考えられる｡

NaCl溶液での合一時間はRg.7-2及び7-3に示されるように非飽和､飽和の

いずれの場合も他の塩水溶液系より大きかった｡合一時間が長くなるのは以下

の2つの理由があると考えられる｡1つ目は第2章で述べたようにNaCl水溶

液系での滴径が他の系より小さいことである(OkadaefαJ.,2001)｡界面張力の違

いにより飽和のNaCl系では約1rrmで､KCl､CaC12､BaC12では1.5～1.8mm

であった｡この場合､滴径減少によって浮力が約6分の1まで小さくなるので

界面一滴間の薄膜排除は遅くなる｡特に非飽和系でのNaCl濃度0.1kmol/m3の
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場合滴径は非常に小さく(0.22mm)滴は合一しなかった｡2つ目にナトリウムの

水和数2･7がカリウムの1･7(活動度による値､化学便覧昭和41年度版,1966)に

比べ大きいことが原因と考えられる｡カチオンとAOTイオンの相互作用はカ

チオンの水和数の増加と共に立体障害が起こるため弱くなる｡つまりAOTイ

オンによって生じる界面負電荷は､カチオンとAOTとの相互作用の減少と共

に増加する｡その結果NaCl系で形成される界面は電気的に滴界面を反発し合

一を抑制すると考えられるo Fig･7-2で示されるようにNaCl濃度増加と共に静

電的反発力が減少するため合一時間は減少している｡Fig.7-2に示した塩を含

まない系の合一時間は非常に小さかった｡水相に塩を含まない対照実験として

AOTイソオクタン溶液を蒸留水に注ぐ実験を行ったところあらゆる場所で界面

の伸縮が起こり､強いマランゴニ効果が目視で観察された｡これは大きな界面

擾乱が生じていることを示す｡また同時に水相が白濁したことから油相中AOT

が蒸留水へ大量に溶解することが分かった｡その逆に油滴中のAOTも水相へ

溶解しているとも考えられる｡上記2つの現象は油水界面を不明瞭にし､滴合

一を起こりやすくさせる｡Fig･7-3に示されたNaClの低濃度域と高濃度域での

合一挙動については明らかではない｡二価カチオンは一価カチオンよりAOT

と強く相互作用するので水和数が多いにもかかわらず二価カチオン(Baでは4.2､

Caでは5･9)での合一時間はNaCl系より小さくなった｡

7･3･2 満の流動と塩濃度の影響

一価カチオンを用いた場合の合一時間ちに及ぼす滴流動速度鴨の影響をRg.

7-4に示す｡水相､油相は予め相互飽和させたものを用いた｡【NaCl】=0.8～1.0

血01/m3でちは滴が流れている場合には減少が見られた｡また【NaCl】=0.8～1.O

bml/m3での結果を除いてちに及ぼす塩濃度の影響はRg.7-3の結果と同じであ
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った｡KCl系の場合､合一時間は滴流動によってほとんど変化しなかった｡こ

の結果は第6章での清流動が合一時間に影響を与えるという結果とは相容れな

いものであった｡

Rg･7-5に二価カチオンを用いた場合の結果を示す｡データが分散していて

滴流動との明確な関連性は認められない｡BaC12系においてちはBaC12濃度と共

に増加した｡このち増加の原因の1つはAOTイオンとバリウムイオンの相互

作用形態の変化によるものではないかと考えられる｡

Rg･7-6に二価カチオンとAOTとの相互作用状態の概念図を示しRg.7-5の特

異的な挙動について説明する｡比較的低い二価カチオン濃度ではバリウムイオ

ンはFig･7-6(a)のようにAOTと相互作用する｡ここでバリウムイオンとAOT

は1対2の割合である0第4章(Nishiietal･,2002a)にて､著者らはAOT逆ミセ

ル形成に伴って油相へ入るカチオン量を測定し､バリウムイオン量がAOT当

量の3倍まで増加することを見いだした｡この結果はFig･7-6(b)または(C)の相

互作用形態で説明される｡

水相BaC12濃度が小さいときは､おそらくRg.7-6(a)に示されるように1つの

バリウムイオンは2つのAOTイオンと相互作用し､二価カチオンとAOTイオ

ンは界面で強く相互作用するので界面は電気的に中性であろう｡従って低濃度

のBaC12では滴合一は静電的反発力に影響されない｡Rg.7-6(b)に示されるよう

に高いBaC12濃度になり1つのバリウムイオンが1つのAOTイオンと相互作用

するとき塩化物イオンが水相側界面でバリウムイオンと相互作用する｡塩化物

イオンとバリウムイオンとの相互作用は弱いので離れやすく界面は正に荷電し

やすくなる｡その結果高いBaC12濃度では滴合一は静電的反発力によって抑制

される｡

CaC12の場合､滴合一時間は低い濃度域では濃度と共に増加し1.0kn01/m3の
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場合を除きその値はBaC12の場合より大きかった｡カルシウムイオンの水和数

は5.9で､バリウムイオンの4.2より大きい､つまりカルシウムイオンとAOT

イオンとの相互作用は比較的小さい｡その結果低い濃度域でRg.7-6の(a)から(b)

に相互作用形態が移行し､合一時間は長くなったと考えられる｡水和数はカル

シウムイオンと塩化物イオンとの相互作用にも影響を与えCaC12系での界面の

正電荷はBaC12系でのそれより強いと考えられる｡

7.3.3 AOT濃度の影響

水相KCl濃度0･3kmol/m3におけるちに及ぼすAOT濃度の影響をFlg.7-7に

示す｡合一時間は【AOT]=0.01～0.05mol/m3の範囲を除きAOT濃度の増加と共

に減少した｡滴の浮力と界面への衝突によって滴一界面間の薄膜液排除は起こ

る｡高いAOT濃度に於いて､薄膜液排除によって生じた最接近界面とその周

辺でのAOT濃度勾配は､滴内部からのAOT補給によって小さくなるので薄膜

液排除がスムーズに起き合一時間は短くなる｡AOT濃度の減少と共に､滴内部

からの界面へのAOT補給速度が減少し滴界面での濃度勾配が大きいままにな

りマランゴニ膜安定効果が生じ､膜液排除と逆方向に界面が動くため薄膜は薄

くなるのを抑制され､AOT濃度減少と共にちは増加する｡Fig.7-7の矢印で表

したAOT逆ミセル系でのcmc(臨界ミセル濃度､本実験条件では約0.5mol/m3)

より低いAOT濃度0･05mol′m3においても依然マランゴニ効果は大きく､連続

相流速が増加すると､滴下部の連続相流れはFig.7-8に示すように滴界面での

AOT濃度勾配を大きくする｡ここで界面のAOT濃度勾配を均一にするように

働くマランゴニ安定効果は薄膜液排除と逆方向に界面を動かすため(Rg.7-8の

太い矢印)､膜液排除が抑制される｡【AOT]=0･01mol/m3のようなさらに低い濃

度域では､滴界面にほとんどAOTが存在せずAOT濃度勾配によって生じるマ
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ランゴニ効果は非常に小さいため薄膜液排除抑制効果は低減し､滴合一はスム

ーズに進行しちは小さくなったと考えられる｡

7.3.4 合一時間分布

飽和系のNaCl､BaC12での合一時間の積算分布を例としてFig.7-9に示す｡

○と□のキーはそれぞれ静止している滴､最大流速で流れている滴での結果を

示している｡△のキーは非飽和の塩を含んでいない系での結果である｡曲線が

急な変化を持っているほどデータの分散が小さいことを示す｡Table7-1(a)-㈲こ

すべての系について合一時間の標準偏差(SD)を計算した結果を示す｡非飽和の

静止滴の結果(a)におけるSDは小さいが低塩濃度におけるSDは特にNaCl､CaCl2

系で大きかった｡すべての飽和塩系(b)-(りで流動滴のSDが静止滴より小さくな

った｡これは流動している条件では満と油相の間の薄膜における不安定性の発

生する確率が高いことを示しているo NaCl系のSDは他の塩系に比べて大きい

が､合一時間も他の塩系に比べて大きく､相対的標準偏差は同程度である｡AOT

濃度の影響を調べた場合のについても合一時間のSDはFig.7-7に示す合一時

間が大きいほどSDが大きかった○【AOT]=0.05mol/m3のSDの値は大きくFの

値による変化は小さい｡しかし合一時間はFの増加とともに大きくなるので､

相対的標準偏差は滞が流動することにより小さくなる○このことは(b)イe)の結

果と一致している｡

7.4 結言

多孔板塔での滴合一挙動を詳しく検討するために､逆ミセル系での滴合一時

間を塩の種類､濃度､清流動速度の関数として測定した｡連続水相と分散油滴

125



5〇.

〓
ト
u
､
u
-
些
-
2
d
p
些
堅
謬
l
u
一

Fig.7-9

SyStemS

35 40

10

ら【s】
15

Integratedprofi1efordropcoalescencetimeinNaClandBaC12

126



Table7-1StandaJddeviationsfordrDpCOaiescencetime

(a)sdt押
Saltconcentration 【kmol/m3]

0.1 0.4 0.7

0.1 4.6

0.1 0.2 0.7 0.5

0.1 1.9 1.8 1.3

史U

nフ

5

2

0

2

0

1

7

7

00

4

0
1
0

L

7

つJ

00

0ノ

0

1

0

0

*dropnowrate,たOfbrunsaturatedsystem

(b)KCl【kmol血㌔】

_.-･0
0.卯 2.2 3旦▼_

0･1 2.5 0.6 0.6 0.5

0･3 0.8 0.6 0.2 0.3

0･5 0.4 0.3 0.2 0.3

0･8 0.8 0.8 0.7 0.4

1.0⊥出_-- 0･1 0.4 0.0 0.し
*fbrsabratedsystem

(d) CaCl2[kmolノm3] 鴨【xlO~3m/s】
--_.,.--- 0 0･912.1 3.,㌢
0･1 0.1 0.1 0.0 0.2

0･3 0.3 0.2 0.1 0.1

0･5 1.9 1.1 0.7 0.4

0･8 1.1 0.9 0.5 0.3

1.0 0.8 0.7 0.3 0.5

*丘汀S血m血sys短m

(り

(C) NaCl【kmol

__.
n l_2 2_只 4_3

0.1 0.8 0.6

0.3 7.0 7.6

0.5 1.8 1.3

0.8 5.3 2.4

1.0 2.71.U

_2.7
3.9

*ねrsaturatedsystem

0.5 0.5

4.6 3.7

0.5 0.8

0.6 0.6

1.0 1.0

(e)BaC12[kmol/m3] lち【Ⅹ10~3m/s】

__-･
0 0.912.1.∋!L

O.3 1.0 1.4 0.2 0.4

0.5 0.8 1.0 0.3 0.0

0.8 0.8 0.9 1.0 0.8

1.0 1.0 1.0 0.8 1.3

*forsaturatedsystem

AOT【mol/m山~3Tn/s】
_i

-･0
0･761.8 3.q_

0･01 5.3 5.1 3.8 3.5

0･05 19.016.0 19.0 20.0

0･5 7.3 6.8 4.2 5.9

5 0.7 1.1 0.4 0.8

50⊃U O.8
_0.6

0.2 0.3

*presaturatedwithaqueoussolutionofO.3kmol/m3KCl

127



を相互飽和すると界面のAOTがイオン化し電気的反発を起こし合一時間は長

くなった｡一方､飽和しない場合､ナトリウムイオンがAOTから解離してい

る割合が比較的小さいことから電気的な反発は小さく合一は速かった｡また

NaClを用いた場合は低界面張力系のため小さい滴を形成し､滴の浮力が小さい

ことから特に合一時間は長くなった｡同じ価数のカチオンにおいては､その水

和数が多いほどAOTから解離しやすく合一時間が長くなる結果を示した｡二

価のカチオン系では界面でのAOT との相互作用形態がカチオン濃度により変

化し､そのことが合一時間に影響を及ぼした｡AOT濃度の合一時間への影響を

調べたところ､低いAOT濃度ではマランゴニ効果が大きく膜液排除を阻害し

合一時間は長くなり､連続相流れがある場合､滴界面でのAOT濃度勾配増大

によってより合一しにくくなった｡ごく低いAOT濃度では十分なマランゴニ

対流は生じず合一しやすかった｡
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第8章

逆ミセルを用いたタンパク質の抽出におけるカチオン種とpHの影響

8.1緒言

タンパク質がAOT逆ミセルによって内核水に可溶化されることはよく知ら

れている(Luisietal.,1979,Luisi,1985)｡その抽出挙動についての研究が多く行

われており(GoklenandHatton,1985,Dekkeret.al.,1989,Kinugasaet.al.,1991)､

タンパク質抽出を制御するパラメータが解明されつつある｡タンパク質は電荷

を持った比較的大きな分子であるので､タンパク質と界面活性剤分子間の静電

的相互作用､疎水的相互作用に影響を受ける｡著者らは第4章において液膜を

通るリゾチームの透過挙動(Nishiietal.,2001)を調べ､供給相､回収相の両相の

カチオン種が透過挙動に影響を与えるという結果を得た｡カチオンはリゾチー

ムとともに輸送されるので､カチオンー界面活性剤分子間の相互作用は逆ミセ

ルの安定性を変化させると考えられる｡また相互作用の形態はカチオン種や価

数によって変わる｡

Hamadaetal･(2001)はAOT逆ミセル内核水の可溶化状態に及ぼすNaCl､NaNO,､

MgC12､AIC13のイオン強度の影響を調べたところ､その依存性の大きさの順番

はホフマイスター系列と一致した｡これは逆ミセル系の抽出挙動を議論する上

でイオンの水和が重要であることを示している｡

本章では､KCl､BaC12､CaC12の3つの塩の系で､水相のpHを広く変化させ

てリゾチームの抽出率を調べた｡二価カチオン系での抽出挙動を界面における

カチオン､界面活性剤及びリゾチーム間の相互作用から考察した｡BaC12､CaC12
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での挙動の違いは水和数の違いによって議論した｡また高pH条件下において

リゾチーム活性が維持されるかどうかを確かめた｡

8.2 実験

一価カチオンの塵化物としてはKCl､二価としてはCaC12､BaCl2を用いた｡

いずれの試薬も精製せずにそのまま使用した｡有機相は0.05kmol/m3になるよ

うにAOTをイソオクタンに溶解して調製した｡水相にはリゾチームを様々なpH

の塩水溶液に溶解し調製した｡pH調節においては､塩酸と水相に使用した塩

の水酸化物を用いることによって他の金属イオンの混入を防いだ｡

8.2.1抽出平衡実験

10mlのリゾチーム及び塩を含む水相と同体積の油相とを50ml三角フラスコ

に仕込み､297Eの恒温槽で2時間振塗した｡界面または両バルク相において

リゾチームの沈殿は起こらなかった0静置し相分離させた後､水相リゾチーム

濃度をUV-Vis吸光光度計(ShimadzuUV-1600)で280nmの吸光度を測定するこ

とにより決定した｡水相pH値は相接触の前後にpHメーター(HM-20P､TOA

Electronics)によって測定した｡

8･2.2`リゾチームの活性測定

様々なpHに調節した0･3kmol′m3cac12水溶液から抽相へ抽出されたリゾチ

ームを1･Okmol/m3KCl､P==12の逆抽出水相へ移動させた後､水相中のリゾチ

ーム活性をImotoandYagishita(1971)の方法で測定した｡
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8.3 結果及び考察

8.3.1KCJ系における抽出率に及ぼすpHの影響

タンパク質の逆ミセル抽出は主にKClを含むタンパク質水溶液を用いて行わ

れている｡また正抽出には比較的低いKCl濃度が適していることが分かってい

る(Dekkeretal･,1989､Kinugasaetal.,199l､Hatton,1989)｡Fig.8-1にKCl系で

の平衡抽出率gに及ぼすpHの影響を示す｡pH増加とともに抽出率は減少し､

リゾチームと界面のAOT間の静電的引力が重要であることが示された｡KCl

濃度の増加と共に抽出率は急激に減少し0に近づいた｡リゾチームの等電点

pI=11･0では静電遮蔽効果及びタンパク質表面正電荷の減少に伴う界面活性剤と

の引力減少によりすべてのKCl濃度において抽出率は0になった｡1.Okm｡1/m3

KClでは全く抽出は起こらずタンパク質一界面活性剤間の引力が存在しないこ

とを示している｡

8･3.2 BaCl2系

Rg･8-2(a)および(b)にBaC12系での結果を示す｡高塩濃度での結果は低塩濃度

での結果と大きく異なることから別の図に分けてプロットした｡Fig.8-2(a)に見

られるように抽出率はpHの増加と共に減少しpIにおいて最小値に達し､PIよ

り高いpHにおいて急激に増加した｡Fig.8-2(b)で示す0.6kmol/m3以上の濃度で

は低い濃度での挙動と全く異なる挙動が観測されたo
pI以上のpHで抽出率は

急激に増加し､塩濃度上昇による違いは観測されなかった｡

pIよりも小さいpHでの塩濃度の抽出率変化への影響を考えてみると､0.3～

0･5加01/m3で抽出率は広いピークを持ち0.6kmol/m3で急激に抽出率は低下しそ

れ以上の塩濃度では一定となっている｡この特異的な挙動はすでに第4章､
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第7章で議論したようにFigs.8-3に模式的に示した界面状態によって説明され

る｡Fig.8-3(a)に示すように低いBaC12濃度では1つのバリウムイオンは2つの

AOTイオンと界面で結合している｡AOTは陰イオン界面活性剤なので､界面

はイオン交換サイトと考えることができる｡TakabasbieJαJ.(1989)はカチオン交

換膜を通してのイオン交換についての研究から二価カチオンのイオン交換サイ

トへの結合速度は一価カチオンと同程度だがイオン交換サイトからの脱離速度

は二価カチオンの方が遅いことを報告している｡バリウムイオンと2つのAOT

が強い架け橋状に結合している場合バリウムイオンとリゾチームとの交換が頻

繁には起こりにくい｡またDunganピーαJ.(1991)が提案しているように､リゾチー

ムが逆ミセルに入り込むのは界面変形によって起こる｡これも考慮に入れると

バリウムイオンとAOT との間に強い相互作用が生じている場合､界面が柔軟

性を失ったことも抽出率が低下した要因と考えられる｡

BaCl2濃度の増加と共に界面に到達可能なバリウムイオンの数も増加する｡

第4章で示したように著者ら(Nishiietal..2001)は塩化物イオンのバリウムイオ

ンヘの相互作用によってAOT-Ba2+-Cl~の結合を生じると提案している(Fig.8-3(b)

参照)｡塩濃度の増加と共にAOT及び塩化物イオンと相互作用するバリウムイ

オンが存在し始める｡AOTとl:lで結合したバリウムイオンはAOTから離れ

易いのでこのタイプの相互作用形態が増加するとバリウムイオンとリゾチーム

とのイオン交換が界面で起こりやすくなる｡BaC12濃度が0.3～0.5bmol/m3でリ

ゾチームの高い抽出率が得られたのはバリウムイオンとAOTとの相互作用の

形態が変化し界面が柔軟になったことも1つの原因と考えられる｡

BaC12濃度が非常に大きいとき､AOT及び塩化物イオンと相互作用するバリ

ウムイオン数はFig.8-3(C)に示されるように顕著に増加する｡バリウムイオン

量がリゾチームよりずっと多いので､正に帯電した高分子であるリゾチームは
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小さいカチオンとの競合の結果､界面に接近できない｡一方pHがpIより大き

いときリゾチームは負に帯電するので､リゾチームはバリウムイオンと結合し

ている界面近傍の塩化物イオンとイオン交換可能なので抽出されると考えられ

る｡

8.3.3 CaCl2系

Fig.8-4にCaC12系セの結果を示す｡抽出率はCaC12濃度の増加と共に減少し

た｡0.5kmol/m3以上の塩濃度において､pIより低いpHで抽出率は最小値を持

った｡KClやBaC12の系ではこのようなpIシフトは観測されなかった｡リゾチ

ームの逆ミセル抽出ではリゾチームとAOTとの静電的相互作用がその主な推

進力なので､抽出率が最小値を示すpHにおいてタンパク質が正味電荷0にな

っていることを示す｡これはカルシウムイオンとリゾチームとの間に特異的な

相互作用があることを示す｡KCl系でTanfbrdandWagner(1954)はリゾチーム

のpIはイオン強度に依存しないことを報告している｡カルシウムイオンとリゾ

チームとの相互作用を議論するために､平衡到達の前後での水溶液のpHつま

り水素イオン濃度変化を調べた｡Fig.8-5に溶液の初期pHに対する放出された

水素イオン濃度のプロットを示す｡リゾチームのpIであるpH11においてCaC12

の系ではBaC12の系に比べ300倍の水素イオンが放出された｡これはカルシウ

ムイオンと分子内のプロトンとのイオン交換が多く起こっていることを示し､

カルシウムのリゾチームへの強い親和性によってリゾチーム等電点の低pHへ

のシフトが起こったと考えられる｡

CaC12系の抽出率をBaC12の場合と比較するとCaC12での抽出率は同じ濃度の

BaC12の場合と比べて非常に大きいことが分かる｡Fig･8-2(a)とFig.8-4の結果

を比較すると低い塩濃度域において大きな違いが認められる｡この差異はカチ
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オン交換速度の違いが原因と考えられる｡Fig.8-3(b)に示されるように中濃度域

ではAOT-二価カチオンーアニオンという相互作用形態が多くなり､カチオン

の交換が起こりやすくなる｡水相中のカチオンは水和しており水和数はカチオ

ン種により違いがあるので､イオン交換頻度はカルシウムイオン､バリウムイ

オンで違うはずである｡活動度に基づいたBaC12､CaC12の水和数はそれぞれ4.2

と5･9である(化学便覧1993)｡カルシウムイオンの方が水和数が大きいのでカ

ルシウムイオンとAOTとの相互作用はバリウムイオンのそれより弱く､バリ

ウムイオンよりもバルク水相のカチオンとも交換し易いと考えられる｡一価カ

チオンでは､第2章において著者ら(Okadaetal.,2001)はAOT界面の柔軟性は

カチオン種の水和数の違いによって変化することを示している｡このことから

カルシウムイオンの交換頻度はバリウムイオンより大きいと考えられる｡

Fig･8L4に示されるようにCaC12濃度が0･3kmol′m3の時､実験したpH額域で

ほぼ100%のリゾチームが抽出された｡Shiomorietal･(1998)はCaCl2濃度0.1

血01/m3において同様の結果を報告している｡これは低い塩濃度では静電遮蔽

効果が小さいことから説明できる0タンパク質はたとえpIにおいても正と負の

電荷分布を持っておりAOTはカルシウムイオンの助けを借りて負荷電部分と

相互作用する｡それがタンパク質-Ca2･-AOT結合を生じさせる｡このような

AOTのリゾチームへの吸着によってすべてのpH範囲で抽出が促進されたと考

えられる｡

8･3･4 抽出及び逆抽出における活性変化

Fig･8-6に1･Okmol/m3KCl､PH=12の水相へ逆抽出した後のリゾチーム活性

変化と正抽出時のpHの関係を示すopH7～12のすべてのpHにおいて90%以

上の活性が保たれた｡pI以上においても活性変化は観測されなかった｡この結
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果は本逆ミセル抽出系において､高いpHでも活性を損なうことなく抽出､逆

抽出されることを示している｡

8.4 結言

AOT逆ミセル抽出系におけるリゾチームの抽出平衡に及ぼすカチオン種の影

響をKCl､BaCl2､CaC12系で調べた｡BaC12とCaC12系において特異的な抽出挙

動が観測され､これはAOTと二価カチオンとの相互作用形態によって説明さ

れた｡AOTと二価カチオンとの相互作用形態はイオン強度によって変化した｡

BaC12系とCaC12系の違いは水和数によって解釈された｡すなわちカルシウムイ

オンの水和数はバリウムより大きいので界面の柔軟性が増しカチオン交換頻度

が大きくなったことが要因と考えられる○またCaC12系において7～12の広い

pH範囲で正抽出した結果リゾチームの活性変化は起こらず原液の活性を保っ

た｡
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第9章 総括

ポストゲノム時代に対応してタンパク質生産が益々盛んになるであろう将来

において､タンパク質分離技術の更なる効率化は急務である｡本論文では溶媒

抽出の一つである逆ミセル抽出法を用いてタンパク質分離を行い､その抽出機

構の解明､さらに新しい抽出装置の開発を目指した｡

第2章では界面変化のしやすさと逆ミセル抽出速度との関係を調べるために

AOT逆ミセル系の界面張力に及ぼす水相条件を調べた｡

1.リゾチームはそれ自体界面活性を持ち､界面を不安定にし逆ミセル形成

を促進することが分かった｡

2･3つの塩系の界面柔軟性はNaCl>cac12>KClであることが分かった｡

3･界面の柔軟性が高いほどリゾチームは抽出しやすくなることが分かった｡

第3章では逆ミセル溶液の粘度を測定することによってAOT系及びAOT-

SDEHRA混合系逆ミセルの特性を詳しく調べた｡

1･AOT系において､粘度から求めたミセル径と油相含水率は直線関係を持

つことが分った｡

2･AOT会合数､AOTの界面占有面積を粘度測定より計算し､文献値と良好

な一致を示した｡

3･AOT-SDEHP系逆ミセルはSDEHPのモル分率の増加と共に楕円形になる

ことが分かった｡
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第4章では液膜のキャリアとして逆ミセルを用いてタンパク質の透過挙動を

調べた｡

1.水相と油相聞のイオン交換速度及びミセルの開閉速度を求めることがで

きた｡

2.バリウムイオンは界面のAOTと特異的に相互作用しミセル界面の性質を

大きく変化させ､タンパク質を再抽出させることが分かった｡

3.両水相にKClを溶解した系では膜液中にタンパク質が蓄積するものの､

液膜操作という観点からは最もリゾチーム透過に適した系であることが分か

った｡

4.カチオン移動､含水率変化､タンパク質移動の結果よりそれぞれの3つ

の系でのタンパク質透過機構を提案した｡

第5章では塔型抽出装置として充填塔を採用し､逆ミセルによるタンパク質

の連続抽出装置の開発を行った｡

1.本実験条件ではタンパク質移動が可溶化律速であることを示した｡

2.充填塔操作では抽出率､総括物質移動係数ともスプレー塔より約3倍大

きかった｡

3.充填物材質の界面積への影響は小さく､塔内で分散滴はほとんど変形･

分裂しないことが示された｡

4.操作前後のタンパク質活性は変化せず､充填塔はタンパク質に対して穏

和な条件で抽出できる抽出塔であることが示された｡

第6章では分散接触且つ塔型の抽出塔として多孔板塔をタンパク質逆ミセル

抽出へ適用し抽出性能を調べた｡
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1.段間で連続相の循環流れが分散浦上昇速度の減少及びホールドアップの

増加をもたらすことが分かった｡

2.総括物質移動係数は充填塔での値より10倍大きく､多孔板塔内の分散､

合一現象が界面での抽出速度に大きく影響することが分かった｡

3.充填塔及びスプレー塔との性能を比較したところ､多孔板塔は大量処理

に有効であることが示された｡

4.操作前後のリゾチーム活性を測定した結果､活性損失がなかったことか

らタンパク質抽出に適した抽出塔であることが示された｡

第7章では液液抽出装置設計の重要な因子である液滴合一挙動をAOT逆ミ

セル系で測定した｡

1.界面での電荷状態が薄膜液排除過程に大きく影響していることが分かっ

た｡

2.滴の界面への衝突速度及び水相に含まれるカチオンの水和数によって合

一挙動が変化することが分かった｡

3.二価カチオンでの挙動は界面でのAOTとの相互作用形態によって説明さ

れた｡

4.AOT濃度による合一時間の変化は界面でのマランゴニ効果が影響してい

ることが分かった｡

第8章では水相に含まれるカチオン種のタンパク質抽出挙動への影響を広く

水相pHを変化させて調べた｡

1.二価カチオンを用いると等電点以上でも抽出され､これは界面での界面

活性剤との相互作用の形態から説明できた｡
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2･バリウムイオンとカルシウムイオンでの挙動の違いは水和数の違いから

説明できた｡

全体として､界面の性質及び状態､界面活性剤と水相内容物との相互作用が

ミセルの形成しやすさ､ミセルの開閉挙動及びタンパク質の界面への接近挙動

に影響を及ぼすことが明らかになった｡逆ミセルを用いたタンパク質の抽出装

置の検討として､平界面でのバルク液膜によるタンパク質の透過実験を行い透

過機構を解明することができた｡充填塔､多孔板塔ではより実用的な装置を提

案し､界面積増大が重要であること､界面の変形を促す分散･合一は大幅な移

動速度の増大をもたらすことが分かった｡しかし､本研究の目標であった､よ

り効率的な抽出､逆抽出方法に関する知見､逆ミセル抽出法の工業的装置への

適用は実現しなかった｡今後､本研究成果を踏まえてより実用に結びつく研究

を遂行していきたい｡
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