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タンパク質のような両性高分子電解質の場合には、 pHによって荷電の状態が異なるので分子

の形状も変化する。したがって、タンパクコロイド溶液の限外濾過分離法においては、溶液の

pH環境によってタンパク質分子の荷電状態が変化するため、分離膜面上に堆積する濾過ケーク

構造はpH環境によって異なり、濾液の透過性に影響を与えることが考えられる。このような観

点から、溶液のpHを変えた場合の限外濾過流束がタンパク質分子の荷電状態を表す一つの因子

であるゼータ電位の影響を著しく受けることを実験的に明らかにした。

緒 戸

タンパク質コロイド溶液の濃縮分離法として限外濾

過法が広く利用されている 。一般に、両性高分子電解

質であるタンパク質分子はpHによって荷電の状態が

異なるので分子の形状が変化すると考えられる。また、

タンパク質粒子がi慮過膜面上にi慮過ケークを形成する

際、 i慮過ケーク層の構造は荷電状態による分子間の静

電的引斥力の影響を受けることが推察される。したがっ

て、タンパクコロイド溶液の限外i慮過法においては、

溶液のpH環境が変化することによって分離膜面上に

堆積する濾過ケーク構造は変化し、.i慮液の透過性に影

響を与えることが考えられる。

ケーク濾過においては、生成ケーク層の濾過比抵抗

が濾過速度を左右する重要な因子である。そして、タ
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ンパク質溶液の限外i慮過ではタンパク粒子がi慮過膜面

上でゲル化するため、ケーク層は極めて大きなi慮過比

抵抗を示す！）。 このi慮過比抵抗は空隙率などのケーク

構造に大きく依存するので、生成ケーク構造を何らか

の方法で制御できるということは濾過操作を行う上で

極めて有意なことになる 。

限外濾過分離法におけるi感過特性を溶液環境や溶質

分子の電荷に関係づける研究はごく最近になってわず

かに報告されるようにな ってきたが2-6)、確立された

成果として認められるまでには至っていないのが現状

のようである。そこで本研究では、入谷ら 5,6) と同様

に、溶液中のタンパク質分子の荷電状態を表す一つの

因子として、界面電気化学における動的現象を支配す

る界面動電位、すなわちゼータ電位に着目し、限外濾

過特性に及ぼす溶質分子のゼータ電位の影響について、

デッド・ エンド型憑過装置を用いて実験的に検討を行っ

tヽヽ
0
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1 . 濾過分離特性と荷電状態の評価

ケーク濾過の場合の基本的濾過特性は、一般にRuth

のケーク濾過理論に基づいて、 i慮過速度を表すRuth

プロットと生成ケークのi慮過比抵抗を用いて評価され

る”。入谷らは主にこのRuthの濾過理論に立脚して

限外濾過特性に及ぽす溶液環境の影響について論じて

いるが2.3、5.6)、限外濾過膜や精密濾過膜、逆浸透膜な

どの分離膜の場合の性能評価は通常、単位濾過面積当

たりの体積流呈である膜透過流束、および溶質の阻止

率で評価されている 7)。したがって、本報では、分離

膜の場合の透過流束および阻止率を用いて限外濾過特

性に及ぽす溶質分子の荷電状態を表すゼータ電位の影

響について考察検討を行った。

限外濾過では濾過の進行とともに溶質は膜面に輸送

されるので膜面での溶質濃度はしだいに増加する。こ

の濃度分極現象8) によって、膜面で阻止された溶質

は原液本体中との濃度差を駆動力として反対に液本体

に向かって拡散するようになる。そして、膜面に向かっ

て運ばれる溶質の移動量と拡散による移動量および膜

を透過する量が等しくなると動的平衡状態になり、定

常状態となる。この定常状態における単位膜面積、単

位時間当たりの透過液量が膜透過流束J,[ m3/(m2. 

s) ]である。

一方、膜の阻止率R[-]は、膜面の溶質濃度を Cm、

透過液濃度を Coとすると

C 
R = 1--―上

C 
(1) 

m 

で表される。しかし、膜面濃度 Cmを実験で求めるこ

とは極めて困難なので、次の見掛けの阻止率 R心が膜

の阻止性能を表すものとして一般に用いられている 8)。

R =1 
C 

- p 

obs Cb 
(2) 

ここに、広はi慮過原液濃度である。

固ー液系の異相界面近傍に形成される電気 2重層中

の可動部分にある電荷に起因して、外部電場によって

電気的に生ずる異相間の相対運動が電気泳動や電気浸

透などの界面動電現象であり、これらの運動速度を大

きく左右するのがゼータ (n電位である 。ゼータ電

位は電気 2重層構造において運動に関与する任意の位

置の電位差であるが、荷電粒子が接近するときの粒子

間距離に影響を与えるものと推定できる。すなわち、

ゼータ電位が大きいほど粒子間の電気的反発作用は大

きく、濾過ケーク層中の粒子間距離、つまり粒子間隙

は大きくなり、空隙率が増大すると推察される 。した

がって、限外濾過特性とタンパクコロイド粒子の荷電

状態の相関を考察する上で、ゼータ電位は粒子の荷電

状態の評価方法の一つとして妥当であると考えられる。

ゼータ電位は次のHelmholtz-Smoluchowskiの式9)

を用いて算出される。

(=  (4冗μ/D)a (3) 

ここに、 tはゼータ電位、μ は分散媒の粘度、 Dは分

散媒の誘電率、 aは電気移動度であり、 aは既知の電

場強度下でのタンパクコロイド粒子の電気泳動速度の

実測値から求めることができる。

2. 実験装置および方法

実験に用いたデッド・エンド型の加圧濾過試験装置

をFig.1に示す。試料であるタンパク質溶液（濃度：

0.8 g/1)①を加圧濾過器②に供給し、ヘリウムガス

③を用いて気体加圧による定圧 （圧力： 196 kPa)濾

過実験を行い、濾液星の経時変化を電子天秤④で、 ま

た濾液中のタンパク質濃度の経時変化を分光光度計で

それぞれ測定した。

タンパク質のゼータ電位の測定は、レーザー・ドッ

プラー法を利用した電気泳動光散乱光度計（大塚電子

（株） ： ELS-800)を使用して行った。なお、測定試料

溶液のpHは、 0.01N塩酸および0.OlN-水酸化ナトリ

ウム水溶液を用いて調整した。

タンパク質試料には、分子量67,000の牛血清アルブ

ミン (BSA)(Merck社製）を用いた。また、限外濾

過膜⑤には、公称分画分子量50,000のポリサルホン系

限外濾過膜（アドバンテック東洋（株）製）を使用し

t・ 、-0

① Proteinaceous solution 

゜
2 Filter vessel 

o・ 3 Helium gas cylinder 

① Electronic balance 

⑤ Membrane (Ultrafilter) 

① Pressure gauge 

⑦ Support plate 

Fig. 1 Experimental apparatus for dead-end 

type pressure filtration 
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3. 結果および考察

3 . 1溶液のpH環境変化による膜透過流束と阻止率の

経時変化

Fig. 2は、 pH=3.62の試料溶液の場合の膜透過流

束Jの経時変化例を示したものである。図の結果は次

のようなことを表している 。i慮過初期において膜面近

傍に形成される濃度分極層の濾過抵抗は膜に比べて小

さいために Jは大きい値を示す。しかし、間もなく膜

面上で溶質分子が濾過抵抗の極めて大きいゲル化濃度

に達してゲル層の成長が始まると Jの値は急激に減少

するようになる。その後、ゲル層の表面近傍に十分発

達した濃度分極層ができ、その濃度勾配に よる溶質分

子の拡散速度と反対に膜面へ向かう移動速度が等しく
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なると、ゲル層の成長は止まって Jがほぽ一定となる

定常過程となる。

Fig. 3には、試料溶液のpHを変えたときの膜透過

流束の経時変化を同様に示した。 pHを変化させた場

合もFig.2と同様な結果が得られることがわかる。こ

のような実験結果から、定常状態と見倣される膜透過

流束Jを Fig.2に示すように図上で近似的に求めた。

溶質の見掛けの阻止率凡いの経時変化について溶液

のpHをパラメータとして示したのがFig.4である 。

図より、 R西は濾過初期に膜だけによる分離機構のた

めかやや小さい値を示すが、前述したように、時間の

経過とともにゲル層が成長するために しだいにほぼ一

定の値に近づくことがわかる 。また、後に詳述するが、

本図からは定常状態での阻止率はpHの値にはほとん

ど依存しないことがわかる。一定となったRぉの値は

約95%程度であり、膜の阻止性能としては十分である

といえる。

3.2膜透過流束およびゼータ電位のpH依存性

実験に使用 したタンパク質：牛血清アルブミン

(BSA)のゼータ電位 tのpH依存性はFig.5のような

実測結果として示される。これより、 BSAタンパク質

は酸性側で正、塩基性側で負の電荷を有することがわ

かる 。また、 t電位が0、すなわち正味の電荷が 0の

所のpHが等電点 (pl)であり、およそpl=4.8となっ

た。したがって、本実験試料の場合、 pHが約4.8付近

でタンパク粒子間の静電的反発作用は最も小さくなり、

van der Waals力による緻密なi慮過ケーク層が形成

される 。また、その正負の極性には依らずに tの絶対
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Fig. 5 Relation between { -potentials of BSA 

protein and pH of solution 

値が大きくなるほど静電反発力が増加するため、より

粗な構造のケーク層が形成されるものと推察される。

このことは、入谷らが独特な濾過実験装置を用いて濾

過ケーク層の平均空隙率や平均濾過比抵抗を測定する

ことによって既に実証している 2,5)。入谷らは、酸化

チタンのような微粒子の精密i慮過の場合は等電点近傍

で粒子の凝集作用によってケーク層の平均空隙率が最

も大きくなって濾過しやすくなるのに対して、タンパ

ク質粒子の限外i慮過の場合はタンパク質が親水コロイ

ドであるために凝集作用が起こらず、まったく反対に

等電点付近で濾過しにくくなる＇という興味ある実験結

果の報告をしている囚

Fig. 6は定常状態における膜透過流束JtのpH依存

性について示したものである。 Fig.5の結果で得られ

たpI=4.8の等電点付近で生成ケーク層は最も緻密に

なる、すなわち最小の空隙率になるために濾過しにく

く、 Jは最小の値をとるものと推定できる。しかし、

pHが強酸性側および塩基性側で Jtは大きな値を示し

ており、前述のように、:電位の極性には関係なくそ

の絶対値の大きさに J; の値は依存すると理解できる。

このような結果はゼラチンコロイド溶液の場合にも得

られている I)。

Fig. 7はFig.4で示された定常状態における阻止率

凡“のpH依存性を詳細に示したものである 。Fig.4 

において凡ははpHの変化にほとんど影響を受けない

ように見られたが、 Fig.7の結果からは、考慮するま

での必要がないかもしれないものの、厳密にはpHの

増加とともにやや減少する傾向があることがわかる 。

この理由については明確にな っていないが、タンパク

質分子の形状が荷電の状態だけでなく、強酸性や強塩
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基性におけるイオン強度に影響されることが考えられ

る。また、分離膜のゼータ電位とタンパク質粒子の電

気的相互作用の影響も考慮しなければならない一因に

なっているかもしれない。

3.3膜透過流束とゼータ電位の相関

Figs. 5および 6の結果に基づいて、定常流束],と

t電位の関係を示したのがFig.8である。図中の曲線

は実測値のプロットに基づいてフィッティング法で求

めた],とtの関係である 。曲線は t電位が 0の所を

軸にしたほとんど対称の放物線で表され、実測値は放

物線に対してほぼ良好な一致を示していることがわか

る。これより、 t電位の絶対値をとり、],とIs Iの
関係を示したのがFig.9である 。図中のOのプロット

はt電位が負のとき、●のプロットは t電位が正のと

きの測定値である。図から、 t電位の正負の極性には
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ほとんど関係なく、 t電位の絶対値 Ir Iの値が大き

くなると].は増大することがわかる。この ことは、

前述したように、〈電位が大きくなるとタンパク質粒

子間の静電的反発力が増強して粒子間空隙の大きい、

すなわち空隙率の大きなゲル状ケーク 層が形成さ れ、

濾過流束が増加するということを示唆する。したがっ

て、 J,とt電位の絶対値は相関づけられるといえる 。

Figs. 8および9の結果より、本実験で使用した限外

濾．過膜の場合のBSA商分子溶液に対する定常流束 Jt 

とt電位の絶対値 IrIの相関関係は近似的に次の実

験式で表されることがわかった。

+ l.OOX 10―9 I r12 

ここに、]'およびtの単位はそれぞれ[m3/(m2.s)]、

[mV]である。なお、（の適用範囲は約士32mVの範

囲内である。また、上式は実測値に対して約士 10%の

誤差範囲内で一致する。

結言

タンパク コロ イド溶液の限外濾過法における定常状

態での膜透過流束ば溶液のpH環境の影響を受け、定

常i慮過流束は、 pHに依存するタンパク質粒子の荷電

状態を表すゼータ電位の大きさと相関づけられること

を実験的に明らかにした。すなわち、粒子間の静電的

反発力によるi慮過ケーク層構造に基づいて、ゼータ電

位が0の等電点において最小濾過流束となり、ゼータ

電位の絶対値の大きさが増加するとともにi慮過流束は

増大するようになる。したがって、タンパク質溶質の

種類が決まればゼータ電位と pHの関係は一意的に決

まるので、この関係を測定しておけば、溶液のpH環

境を変化させることによって定常濾過流束を制御した

り、推定することができることがわかった。

［謝辞］ 本研究は、 一般設備経費による電気泳動光

散乱光度計の利用によるところが大きく、また、研究

内容については名古屋大学工学部分子化学工学科入

谷英司助教授に助言を頂いた。ここに記して謝意を表
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Cb 

Cm 

c. 

D

J

 

H
 

J
t
p
P
R
 

使用記号

= concentration of solute in bulk 

=concentration of solute at 

membrane surf ace [ kg/ m汀

= concentration of solute in permeate 

[kg/m汀

[F/m] 

[kg/ rr1汀

= dielectric constant 

=volume flux through membrane 

日/(m2.s)] 

= terminal value of J [ mゾ (m2.s)] 

= filtration pressure [kPa] 

= potential of hydrogen [ - ] 

=solute rejection of membrane defined by 

Eq.(l) [ - ] 

凡 =observedvalue of R defined by Eq.(2) 

[ -
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t =filtration time 

a = electrophoretic mobility 

μ=  viscosity of liquid 

t; = Zeta potential 
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