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逆相 ミセルは,無 極性有機溶媒中で 自発的 に形成 され

るナノメータースケールの界面活性剤会合 コロイ ドであ

る.逆 相 ミセル内に可溶化 された水 は,界 面活性剤分子

によ って外部 の有機溶 媒か らは シール ドされ ているため

に,蛋 白質,酵 素等 の生 体高分子の変性 ・失活 を抑 えて

抽 出させ ることができ る1,6,7).逆相 ミセル内への蛋 白質

の溶解法 と しては,あ らか じめ水相 に溶解 した蛋 白質 を

ミセル相 に分配 させ る従来 よ りの二相分配抽出法お よび

粉末蛋 白質 を直接 ミセル相 に溶解させ る粉末直接抽 出法

な どが ある4).本 研究 では新 規な分離法であ ると同時 に

濃縮法 と しても有望 な後者 の方 法を用いて,逆 相 ミセル

の含水率 および粒径分布 と粉末 蛋自質の ミセルへの溶解

度 の関係 を検討 し,さ らにこれを利用 した蛋 白質混合物

の分離の可能性 について実験 的に検討 した.

1.　実験操作 および方 法

ミセル相にはアニオン性の界面 活性剤bis(2-ethyl-hexyl)

sodium sulfosuccinate (Aerosol OT,以 下AOT)を 所定

量溶解 させ,さ らに含水率Wo(=[H20]/[AOT])を 調整する

ために,塩 濃度,pHを 調整 した水崇加えたiSooctane(試

薬特 級)を 用 いた.AOTは 和 光純薬製,キ シダ化学製

花王製 をその まま,あ るいは和 光 純薬製 のAOTをbem-

zeneに 溶解 し水 と接触 させ 水溶性の不純物 を除去 した も

のを用 いて実験 を行 った.し か しいずれを用 いて も得 ら

れた結果には大 差が な か ったの で以下 は和 光純 薬製 の

AOTを そのまま用 いた.蛋 白質 には,三Lysozyme,α-

Chymotrypsin(和 光純薬製),BSA,Cytochrome-c(SIG

MA製)を 用 いた。 粉末蛋 白質の ミセル相へ の溶解度 の

測定 には,各 粉末蛋 白質 を上述の よ うに調製 した ミセル

相 中に過剰 に加え,マ グネチ ックスター ラーで10min撹

伴 し,溶 解 させた.蛋 白質濃 度 は紫外 可視 分光 光度 計

UV265-FW(島 津製作所製)を 用 い,280nm(Cytochro-

me-cに ついてはさらに540nm)の 吸光度 よ り測定 した.

また分離実験 では,30min撹 伴 し,蛋 白質 を溶解 させた

後,高 速液 体 クロマ トグラフLC-6AとUV分 光光度 計検

出器SPD-6AV(島 津製作所製)を 用 いそれぞれの蛋 白質

を分離検 出 した.ミ セル粒径分布の測定 にはダイナ ミッ

ク光散 乱光度計DLS-700Ar(大 塚電子社製)を 用 いた.

2.　案験結 果欝 よび考察

2.1　 ミセル相の物理的修飾

これまで ミセルサイズの測定 については,Levashovら5)

Zampieriら8)に より超遠心法 に基づ いて行 われた もの,

Zuiaufら9)に よ り動的光散乱法 に基づ いて行われた もの

等が報 告されて いる.し か しいず れの報告 も ミセル平均

径 のみを扱 った もので あり,ま た蛋 白質 を溶 解 した後の

ミセルサイズの変化等 につ いては統一 的な知見 は得 られ

ていない.本 報では動的光散乱法3)に 基づ き ミセル粒径

分布 を測定 した.さ らにZulaufに よる既往 の実験 結果 と

比較す るために,ミ セル粒径分布 を単分散 と仮定 した と

きに得 られる ミセルの流体力学的平均径(Stokes径)dm

を算 出 した9).ま ず所定量の水 を添加 して含水 率を調整

した時(粉 末 直接抽出法)の 有機相 中の逆相 ミセル粒径

分布の測定結 果を 文Fig.1に示す.比 較の ため塩濃度 を調

整 した水相 とAOT濃 度 を調整 した有 機相 とを撹 梓 し両

相 を平衡状態 に した時(従 来の二相分配抽 出法)の 有機

相 中の逆相 ミセル粒径分布 も,文Fig.1に 併せ て示 した.

図 より逆相 ミセル粒径は比較的 シャープな分布 を してい

ることがわか る.二 相 分配抽出法で は ミセルサイズは,

水相の塩濃度 および ミセル相 のAOT濃 度 に よ って間接

的 に制御す る必要 があるが,こ れ に対 して本実験 で用 い

た粉末直接抽 出法 では所定 量の水を添加す ることで ミセ

ルサ イズを直接 的に制御可能 であ る.ま た添加す る水 の

塩濃度 を増加 させ ると,ミ セル相への水の溶解度 は二相

分配系 と同様 に減少 す るが,そ の溶解度範囲内で は,イ

オン強度 と独立 に ミセルサイズは制御でき る.

次 に ミセル相の含水率 既 と ミセル平均径dmの 関係 を

Fig.2に 示す.併 せてZulaufら,Zampieriら の実験結果

お よびZulaufら の同心 球殻 モデルか ら算出 され る計算値

(た だ し,AOT分 子長=1.2nm)をFig.2に 示す.図 よ

り本実験 デー タは,Wo=10でdm=3.5-5.5nm,賜=25

でdm=7-10.5nm程 度 の ば らつ きが あ り,全 体 と して,

Zuiaufら の実測値 と類似 の傾 向を示 しているが,絶 対値

はWo<30で,約40%小 さくな ってい ることが分か る.

また蛋白質濃度が最大40μm程 度 の本実験条件 下では蛋

白質の溶解に より ミセルサ イズはほとんど影 響 されず,

一方 ,含 水率 既 も殆 ど変 化 しなか った.こ れは見かけ

上,Wo<11.6の 条件 下で も蛋 白質 の可溶 化によ って ミ
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セル平均径 は変化 しないとい う先 のLevashovら の報 告

と対応 して いる.Levashovら の結 果 は,平 均径 のみ に

基づ いて いるため に,蛋 白質 の可溶化機 構や蛋白質の可

溶化 によ って,ミ セルサイズや含 水率 既 が 殆 ど変 化 し

な いという結果 を合理 的に説 明す る ことが困難であ る.

しか し,ミ セル粒径分布 に関する本実験結果 によれば,

その分布 はシャープであるび,Wo<11.6の 様 な条件下

にお いて も,蛋 白質 に比べ て大きな内水相を もつ逆相 ミ

セル(dm>dp+2.4,た だ し,AOT分 子長=1.2nm)が

充分な数存在 して おり,こ のよ うな大 きさの ミセル は蛋

白質 を可溶化 して もその大 き さの変 化は小 さいと考え ら

れ る.ま た,ミ セル粒径 分布 の測定 結果よ り計算す ると

(Appendix),Wo=10に おいて α-Chymotrypsinで 飽 和

された ミセル相で は,α-Chymotrypsinを トラップ した

ミセルの個数は全 ミセル個数 の約1.5%で あ り,ま た 内

水相体積で は約15%に しか過 ぎない.し たが って,蛋 白

質 の可溶化 によって も平均径 や,粒 径 分布お よび含水率

に大 きな変化のな いことが矛盾 な く説明でき る.こ の よ

うに,蛋 白質の可溶化 によ って ミセル粒径 分布や含水率

が殆 ど変化 しな いため に,こ れを蛋 白質 の大き さに よる

分画に利用で きると考え られる.

2.2　 粉末蛋 白質の ミセル 相への溶解特 性

純 水を用 いてあ らか じめ含水率 協 を調整 した ミセル

相 への粉末蛋 白質の溶解度 を 文Fig.3に示 す.さ らに各 賜

でFig.1の ミセル粒径分布 を もとに計算 されたLysozy-

me,α-Chymotrypsinを 溶解 しうるのに充 分な大き さを

持 つ ミセル(dm-2.4>dp)の 濃度(個 数密度)(Appeu

dix)を 示 した.実 測 した溶解度 の含水率依存性 は,Le-

sozyme,Cytochrome-c,BSAの よ うに比較 的低含 水率

において極 大値 を持つ場合 と,α-Chymotrypsinの よ う

に含 水率の増加に伴 い溶解度 も増加す る場 合がみ られる.

 Fig.  1 Reverse micelle size distribution

Fig. 2 Average diameter of reverse micelle as a 

function of ratio of water and AOT molecules

(Proteinused:α-Chymotrypsin,Lysozyme.)

a) observed value by  M.  Zulauf et al.9) 

b) observed value by G.G. Zampieri et al.8) 

c) calculated value by the equipartition 
model of M.Zulauf et al.9) (The length 

of AOT : 1.2 nm )

Fig. 3 Solmilization of Lysozyme, αn-Chymotrypsin

and BSA in 50mM AOT/isooctane reverse mi-

cell.日,○Concentration of micdles available

for solubilization of respective Lysozymeand

α-Chymotrypsin estimated from micelle size

distribution
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Lysozymeと α-Chymotrypsinに つ いての溶解 度 と含水

率 の関係 につ いて はLeserら4)に よって も同様 の結果が報

告 されてい る.こ の差異 につ いて彼 らは,ミ セル内の水

には ミセル内壁 に束縛 され た水 と,バ ル クの フ リーな水

とに大別 され,Lysozymeの 溶 解 は主 として前者に よる

ものであ り,α-Chymotrypsinは 後者 によ るもの と説明

して いる.し か しFig.3に 示 されたLysozyme,α-Chy-

motrypsinを 溶解 しうるのに充分な大き さを持つ ミセル

の濃度 を見 ると,Lysozyme(dp=2.0nm2))に つ いて は

Wo=10程 度 で極大値 を もち,α-Chymotrypsin(dp=

3.0nm)に ついては 既 の増加 とともに増加 す る傾向がみ

られ,こ れ らは絶対値 こそ異 な るものの先の両蛋 白質の

ミセル相への溶解度 の含水 率依存性 とよく対応 している.

したが ってLysozymeに ついても α-Chymotrypsinに つ

いて も,ミ セル 内へ の溶 解は ミセル ー蛋 白質問の立体 的

な効果が支 配的であ り,両 蛋 白質の ミセル 内へ の可溶化

の割合 の違 いは蛋 白質 の大き さの差 に依存 している もの

と考 えること もでき る.し か し,BSAの ような蛋 白質 に

つ いては,こ のよ うな考 え方 だ けで は説明で きない場 合

もあるので,よ り一 般的 には粉末蛋 白質の ミセル相へ の

溶解 には複数 の異 な る機構が存在 しており,蛋 白質 の大

きさや高次構造,ミ セル内の水相の特異性が深 く関わ っ

ている もの と考 え られ る.こ れ に対 しては,今 後 さらに

検討が必要 と考 え られ る.

2.3　 粉 末 直 接 抽 出 法 を 用 い た 蛋 白 質 混 合 物 の 分 離

粉 末 蛋 白質 の ミセ ル相 へ の 溶 解度 の 差 を 利 用 す る蛋 白

質 分 離 法 が 考 え られ る.こ こで は一 例 と してChytochro-

me-c,α-Chymotrypsin,BSA各20μMを 混 合 した 系 に

お け る模 擬 分 離 実 験 を,Fig.4の ス キ ー ム に従 って行 っ

た.ま ずstep1で はWo=5でChytochrome-cの み を 選

択 的 に ミセル 相 に 溶 解 させ る こ と が 期 待 さ れ る.続 く

step2で はWo=30と し,step1で ミセル相 へ 溶 解 せ ず に

残 った α-ChymotrypsinとBSAの うち前 者 の み を 選択 的

に ミセ ル相 に溶 解 させ,結 局 これ ら3種 の 蛋 白質 の 分 離

が 可 能 で あ ると期 待 され る.分 離 実 験 の結 果 と して,各

ス テ ップ で得 られ た ミセ ル 相 ま た は水 相 のUVの280nm

に お け る 吸 光度,お よ び こ こで 用 い た3種 類 の 蛋 白 質 の

うち でCytochrome-cに つ いてのみ 特 異 な吸 収 を示 す540

nmに お け る吸 光 度 の 実 測 値 をTmle1に 示 す.併 せ て

Fig.3で 示 され た 溶 解 度 ま で は各 蛋 白 質 いず れ も溶 解 す

る と考 え た 時 に 得 られ る 吸 光 度 の 計 算 値 を 比 較 の た め

Table1に 示 す.ま たstep1とstep2で 得 られ た ミセル

相 か ら蛋 白 質 を 逆 抽 出 した 後 の 水 相 お よ びstep3で 得 ら

れ た 水相 は 高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フで 分析 し,Fig.4に

示 さ れ た よ うに 分 離 され て い る こ と を確 認 した.ま ず,

step1で はTable1に 示 した540nmに おけ る吸 光 度 お よ

び クロマ トグラム より,予 想 通 りCytrochrome-cの み が ミ

セ ル相 に 溶 解 し他 の2種 類 の蛋 白質 と分離 され て い る こ

とが わ か る.次 にstep2で はTable1に 爪 した280nmに

 Fig.  4 Procedure for separation of Cytochrome-c,

α-Chymotrypsin and BSA

Table 1 Comparison of observed absorption and calculated 

for each separation step (Cyto. = Cytochrome-c,
α-Chy. = α-Chymotrypsin )
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お け る吸光度お よびクロマ トグラムより,,α-Chymotryp-

sinの みが ミセル 相 に溶解 し予想 通りBSAと 分離 されて

いる ことが わか る.step3で 得 られた水 相 をHPLCで 分

析 した結果では予想通 りの ピー クは得 られなか っ左が,

これはBSAが 非常 に変性 しやす いため,分 離過程で有機

溶媒 や界面活性剤 と接す る ことによ り変性 したため と考

えちれ る.以 上の結果 よ り,BSAに ついては分離回收 さ

れ てはい るものの変性 して いるが,他 の2種 類の蛋 白質

について ほぼ予想通 りの分離が可能 である ことが判明 し

た.

Appendix

蛋 白質 を溶解でき る ミセル濃度(個 数 密度)の 算 出法

Fig.1に 示 された ミ性セ ル粒 径の個数分布確 率 をf(dmi),ミ

セル相で の水の全 体積 を 脇(Karl-Fischer滴 定 法 により測定),

ミセル総数 をNtotと し,ま た ミセル お よび ミセ ル 内 水 相 を

同心球殻 モデルで近似 しミセル内水 相の径 をdmi-2.4と 考えた

とき次 式が成 り立 づ.

Vw=Σ{(π/6)・(dmi-2.4)3 Ntot・f(dmi)}⊿(dm)

これよ り

Ntot=Vw/Σ{(π/6)・(dmi-2.4)3・f(dm)}⊿(dm)

また各蛋 白質 を溶解 し得 るのに充分な大 きさを持つ ミセルは,

ミセル内水 相の径(dm-2.4)>dpを 満 たすと考えた とき, .そ

のよ うな ミセ ル内水相の全体積Vw ,effお よびミセル 個数Neff

は,次 の様 に表 される.
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Nomenclature 

dm = diameter of reverse micelles [nm]

d = Stqkes diameter of reverse micelles [nm]
dp = diameter of protein [nm]

dp = average diameter of protein [nm]

f (dm) = probability density of diameter of

reverse micelles, dm [-]

Neff = number of reverse micelles effective

for protein solubilization [-]

Ntot = total number of reverse micelles [-]

Vw = volume of water in reverse micelle

phase [nm3]

Vw,eff = voiume of reverse micells effective

for Protein solubilization [nm3]

Wo (=[H2O]/[AOT])=molecular ratio of H2O

to AOT [-]
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Solubilization and Separation of Powder Protein 

by Reverse Micelles Extraction 

Ryoichi Kuboi, Yoshiaki Mori and Isao Komasawa
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celle Size Distribution 

A tailored reverse micelle solution was prepared by adding a fixed amount of pure 

or salt water to a mixture of isooctane and Aerosol OT. The water content and size
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of the resulting micelle  cosuld be controlled independently of the concentration of salt 

and AOT. 

The micelle size distributions were measured by the dynamic light scattering meth-

od. The solubilities of several powdered proteins of different size were measured and 

found to be related to the size of the protein and the water-pool containing the pro-

tein. Separation of α-Chymotrypsin, Cytochrome-c and BSA by the selective solubiliza-

tion was successfully carried out,  although BSA was denatured in the process.
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