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The separation of proteins, lysozyme and ribonuclease A, was attempted by using the precipitate formation of surfactants, sodium 

di(2-ethylhexyl) sulfosuccinate (AOT), and proteins in an aqueous solution. The AOT molecules bonded to the protein surface by 

electrostatic interaction to form the water insoluble complex, and then the complexes were aggregated and precipitated. The ratio of 

precipitation was decreased with an increase in salt concentration because of the electrostatic screening effect, and increased with an 

increase in AOT concentration. No precipitate was formed in the pH range above the isoelectric point of protein, because the protein 

was electrostatically repulsed with the AOT molecules. The precipitate was dissolved in acetone and the surfactant-free-protein was 

recovered by addition of a small amount of salt solution into the acetone phase. The ratio of protein recovery was influenced by the 

salt concentration in the feed protein solution. The conformation and enzyme activity of lysozyme recovered were kept with the 

native ones. Ribonuclease-A retained its original conformation in the range of an AOT concentration below 0.05 kmol/m3. 

 

１．緒言 

 

 酵素をはじめとするタンパク質は、化学合成、食品、医

薬品、洗剤、環境、エネルギーなどの分野で広く用いられ

ている。一般に、タンパク質は微生物細胞や植物抽出物な

どから回収され、その精製にはクロマトグラフィや電気泳

動が利用される。しかし、これらの方法は高価であり、ス

ケールアップが難しい。そのため新しいタンパク質分離法

の開発が求められている。 

 近年、これらに代わる方法として逆ミセル抽出法が提案

されている[1-3]。逆ミセルは無極性溶媒中で微小量の水をコ

アとして界面活性剤が会合したナノスケールの自発的分子

集合体である。この微小水相は界面活性剤分子によって有

機溶媒から隔離されているため、タンパク質が変性するこ

となく逆ミセルの内部に取り込まれる。通常、逆ミセル抽

出法ではタンパク質水溶液と逆ミセルを形成した有機溶液

を接触させることで、タンパク質を逆ミセル溶液へと抽出

する。多くの研究において、逆ミセルへのタンパク質抽出 

 

の推進力がタンパク質と界面活性剤親水基との静電的相互

作用であることが示唆されている[4-7]。抽出されたタンパク

質を逆ミセル内に取り込んだまま利用することはほとんど

なく、逆ミセル溶液から回収しなければならない。回収の

ためには逆抽出法がよく用いられる。すなわち、タンパク

質を含む逆ミセル溶液を新たな水溶液と接触させ、界面活

性剤との相互作用を弱くして水相へ移動させる。しかし、

タンパク質の逆抽出率は低いことが多く、逆抽出速度も小

さい[6,8]。そのため、タンパク質回収のための別の方法が試

みられてきた[9-12]。 

 Shin ら[13,14]は、逆ミセル抽出法の原理を応用して界面活

性剤との沈殿形成および極性有機溶媒による回収という方

法を提案した。タンパク質は水中でイオン性界面活性剤と

不溶性の複合体を形成し、凝集して沈殿する。この沈殿は

極性有機溶媒に溶解し、これに電解質水溶液を極少量添加

することでタンパク質の結晶が極性有機溶媒から沈殿分離

し、界面活性剤は極性有機溶媒に残る。この方法は、逆ミ

セル抽出法に比べて、低い界面活性剤濃度で分離が可能 
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あり、かつ無極性溶媒を使用しない点が特徴である。Shin

らの研究では、タンパク質と界面活性剤との沈殿形成につ

いては論じているが、アセトンによる沈殿の回収に関して

は詳しくない。逆ミセル抽出法においても回収過程がキー

ポイントであったように、回収法の確立が非常に重要であ

る。そこで本研究では、この界面活性剤を用いた沈殿分離

法を利用してリゾチームとリボヌクレアーゼ-A の分離を試

み、沈殿回収についても詳細に検討する。 

 

２．実験 

 

 タンパク質として、ニワトリ卵白リゾチーム（分子量

14,300、等電点 11）とウシ膵臓リボヌクレアーゼ-A（分子

量 13,700、等電点 9.6）、界面活性剤としてビス(2-エチルヘ

キシル)スルホコハク酸ナトリウム（AOT）を用いた。 

 タンパク質－界面活性剤複合体の沈殿形成と極性有機溶

媒によるタンパク質回収は次の手順で行った（Fig.1）。 

Step 1 0.5 kg/m3タンパク質水溶液 5 mL に様々な濃度 CSの

AOT 水溶液 0.5 mL を加え、5 秒間振り混ぜた後、し

ばらく静置する。このときタンパク質－界面活性剤

複合体が形成される。 

Step 2 これを遠心分離して沈殿と上澄みに分け、上澄みを

取り除いた後、沈殿を蒸留水で洗浄する。 

Step 3 沈殿に極性有機溶媒 5 mL を加えて溶解させると透

明な液を得る。 

Step 4 これに 0.1 kmol/m3の NaCl 水溶液 10 L を加えると、

タンパク質が沈殿する。 

Step 5 静置後、遠心分離して沈殿と上澄みに分け、上澄み

を取り除いた後、沈殿を極性有機溶媒で洗浄する。 

Step 6 極性有機溶媒を完全に除去した後、沈殿に蒸留水 5 

mLを加えて溶解し、回収タンパク質水溶液を得る。 

 原料タンパク質濃度 CF、Step 2 の上澄み水溶液中のタン

パク質濃度 CCL、回収タンパク質濃度 CR は紫外分光光度計

（島津 UV-1600）で測定された。沈殿生成率 P、沈殿溶解率

S、タンパク質回収率 R をそれぞれ次式で定義した。 

  CFVF - CCLVCL 
 P = ――――――― (1) 
  CFVF 

  CRVR 
 S = ――――――― (2) 
  CFVF - CCLVCL 

  CRVR 
 R = P×S = ――― (3) 
  CFVF 

ただし、VF、VCL、VRはそれぞれ原料水溶液、Step 2 の上澄

み水層、Step 6 の回収水溶液の体積である。タンパク質混合

物の分析は液体クロマトグラフィ（日立 L-2130，L-4250，

D-2500）によって、陽イオン交換カラム（東ソーTSKgel 

BioAssist S）を用いて行った。 

 タンパク質の CD スペクトルは円二色性分散計（日本分光

J-805）によって測定し、アミノ酸残基当たりのモル楕円率

を求めた。また、水溶液中の AOT の濃度はローダミン 6G

色素法によって測定した[15]。 

 

３．結果と考察 

 

３－１ 回収溶媒の選択 

 Step 3 で沈殿溶解に用いる適切な極性有機溶媒を選定す

るために 5 種類の溶媒を試した。その結果を Table 1 に示す。

Step 3 において、リゾチーム－AOT 複合体の沈殿は 1-プロ

パノール、2-プロパノール、アセトンには溶解したが、エタ

ノールには少量のみが溶け、エチレングリコールにはほと

んど溶けなかった。複合体の沈殿はオクタノール／水分配

係数 POW が大きく、親水性の低い溶媒の方が溶けやすかっ

た。リゾチームは AOT で疎水化されて水中で沈殿すると考

Table 1 Effect of kind of polar solvents on solubilization and 

precipitation of lysozyme. 

―――――――――――――――――――――――――――― 

 solvent solubilization precipitation log POW
[16] 

―――――――――――――――――――――――――――― 

 1-propanol ○ × 0.25 

 2-propanol ○ × 0.02 

 acetone ○ ○ -0.24 

 ethanol △ － -0.32 

 ethylene glycol × － -1.93 

―――――――――――――――――――――――――――― 

※ POW : octanol/water partition coefficient 

Fig.1 Schematic procedure of the protein recovery method 

performed in this study [13,14]. 
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えられるので、親水性の高い溶媒には溶けにくいと推測で

きる。また、複合体の沈殿が溶解した 3 種類の溶媒の中で、

Step 4 においてリゾチームの沈殿が確認されたのはアセト

ンのみであった。この理由は明確ではないが、アセトン以

外では NaCl 水溶液の添加による静電遮蔽効果が小さく、

AOT がリゾチームから離れなかったと考えるべきであろう。

以上より、アセトンが最も適切であるとわかった。 

 

３－２ リゾチームの沈殿生成と回収 

 Fig.2(a)は、様々な NaCl 濃度 CEにおけるリゾチームの沈

殿生成率 P を AOT 濃度 CSに対してプロットしたものであ

る。CSはタンパク質水溶液に添加する前の AOT 水溶液の濃

度であることに注意する必要がある。これによると、AOT

濃度が高くなるにつれて沈殿生成率は高くなっており、

AOT がリゾチームに結合して沈殿を生成していることがわ

かる。また、NaCl 濃度が高いほど沈殿生成率は低くなって

いる。高い NaCl 濃度では、静電遮蔽効果によって AOT と

タンパク質の間の静電的引力が弱くなったためと考えられ

る。Fig.2(a)より、NaCl を含まないとき、CS = 4 mol/m3で沈

殿生成率が 100%に達した。このとき、リゾチーム 1 分子当

たりに結合している AOT の分子数は 11.4 個である。この値

は、Shin ら[13]が求めたリゾチームの沈殿生成に最小限必要

な AOT 分子数 10 にほぼ一致する。中性付近のリゾチーム

表面の正電荷は 18 であり、その約 6 割に AOT が結合する

ことにより、リゾチームの水への溶解性が低下して沈殿生

成したと考えられる。 

 Fig.2(b)は、リゾチームの沈殿溶解率 S を AOT 濃度 CSに

対してプロットしている。NaCl を含まないとき沈殿溶解率

はかなり小さく、NaCl 濃度が高くなるにつれて大きくなり、

1.0 kmol/m3のとき、AOT 濃度 3 mol/m3以上の範囲で 90%に

達した。NaCl はタンパク質と AOT の静電的引力を弱めるの

に寄与する。そのため、Step 1 で沈殿が生成するときに共沈

した NaCl が Step 3 の沈殿溶解を促進したと考えられる。ま

た、NaCl 濃度 0 および 1.0 kmol/m3のとき、AOT 濃度の増加

につれて沈殿溶解率は単調に増加したが、NaCl 濃度 0.1 

kmol/m3では AOT 濃度 4 mol/m3付近で最大となった。AOT

が少ないと沈殿の疎水性が小さく、Step 3 でアセトンに溶解

しにくかったと考えられる。一方、AOT が多すぎると Step 4

で余分な AOT が完全にタンパク質から離れず、アセトン中

でタンパク質の沈殿が生成しにくかったと推測される。 

 Fig.2(c)は、リゾチームの回収率 R を示す。NaCl 濃度 0.1 

kmol/ｍ3、AOT濃度 4～5 mol/ｍ3のときが最も回収率が高く、

90％以上となった。 

 Fig.3 は、NaCl 濃度がリゾチームの沈殿生成率および回収

率に及ぼす影響を示している。上で述べたように、NaCl 濃

度が高くなるほど静電遮蔽効果によって沈殿生成率は低く

なった。回収率は NaCl 濃度 0.1～0.2 kmol/m3のときが最も

高くなり、これ以上の NaCl 濃度では沈殿生成率と回収率は

ほぼ等しくなった。沈殿生成率 P と回収率 R の差は、沈殿

がアセトンに溶解する過程（Step 3）や NaCl 水溶液の添加

で再沈殿する過程（Step 4）において回収されずに損失した

タンパク質の割合を示す。すなわち、NaCl 濃度 0.1 kmol/m3

以上では、沈殿したタンパク質のほとんどが回収可能であ

ることがわかる。しかし、NaCl を含まないときは AOT とタ

ンパク質の静電的引力が強すぎて沈殿からタンパク質を回

C
S
 [mol/m

3
]

0 2 4 6 8 10

S
 [

-]

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Keys are the same

 as in Fig.2(a).

(b)

C
S
 [mol/m

3
]

0 2 4 6 8 10

P
 [

-]

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

: 0

: 0.1

: 1.0

C
E
 [kmol/m

3
]lysozyme

 

C
P

0
=0.5kg/m

3

no buffer

(a)

C
S
 [mol/m

3
]

0 2 4 6 8 10

R
 [

-]

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0 Keys are the same

 as in Fig.2(a).

(c)

Fig.2 Effect of AOT concentration on (a) the precipitation 

ratio, (b) solubilization ratio, and (c) recovery ratio of 

lysozyme. 



12 

新居浜工業高等専門学校 第 51号 （2014） 

収できない。Shin ら[13]は、アセトンによる回収率について

詳細なデータを提示しておらず、単に NaCl を含む場合につ

いて完全に回収できたと報告しているが、本研究の結果と

は一致しない。 

 Fig.4 は、様々な pH におけるリゾチームの沈殿生成率、

沈殿溶解率、回収率を示す。沈殿生成率は、pH 12 ではほぼ

0 だが、pH 4～11 の広い範囲でほとんど同じであった。リ

ゾチームの等電点は 11 なので、それより高い pH ではリゾ

チームの表面電荷は負となり、AOT と静電的に反発してタ

ンパク質－AOT 複合体を形成できないため、沈殿が生成し

なかったと考えられる。等電点以下の pH では pH が低いほ

ど AOT との相互作用が強いと推測されるが、沈殿生成率に

差は見られなかった。沈殿溶解率はある AOT 濃度で最大値

を示し、その値は pH が低いほど大きかった。この理由は明

らかでない。回収率は沈殿溶解率と似た傾向になり、pH 4、

AOT 濃度 3～4 mol/ｍ3のときが最も回収率が高く、約 90％

となった。なお、CS = 8 mol/m3以上でやや沈殿生成率が低下

した結果については、タンパク質－AOT 複合体が形成され

た後、その疎水性表面に過剰の AOT の疎水基が結合するこ

とで、複合体が親水化することが原因と推測される。 

 

３－３ リボヌクレアーゼ-Aの沈殿生成と回収 

 Fig.5 には、様々な NaCl 濃度 CEの系におけるリボヌクレ

アーゼ-A の沈殿生成率、沈殿溶解率、回収率を示す。NaCl

を含まない場合に、AOT 濃度 6 mol/m3以上のデータがない

のは、沈殿ができずに上澄み相が濁ってしまい吸光光度法

によるタンパク質濃度測定ができなかったためである。こ

の原因としてタンパク質－AOT 複合体の凝集度が小さいこ

とが考えらえるが、24 時間経過しても改善されなかった。

リボヌクレアーゼ-A の沈殿生成率は、AOT 濃度が高くなる

ほど高く、NaCl 濃度が高い方が小さくなった。これはリゾ

チームと同様の傾向である。また、リゾチームに比べてリ

ボヌクレアーゼ-A の方が全般に沈殿生成率は小さかった。

リボヌクレアーゼ-A の等電点は 9.6 はリゾチームの等電点

11 より小さく、同じ pH においてリボヌクレアーゼ-A の方

がリゾチームに比べて表面の正電荷が少ないためと考えら

れる。逆ミセル抽出法においても、リボヌクレアーゼ-A の

抽出率はリゾチームに比べて小さく、その原因のひとつに
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AOT との静電的相互作用が弱いことが挙げられている[6]。 

 リボヌクレアーゼ-A の沈殿溶解率は、NaCl を含まないと

きはほとんど 0 であり、1.0 kmol/m3 のときは AOT 濃度 2 

mol/m3 以上でばらつきはあるものの 40～70%の範囲にあっ

た。リゾチームと比べて全般的な低い値となったが、AOT

との静電的相互作用が小さいとすれば、リボヌクレアーゼ

-A の沈殿溶解率の方が高くなると推測される。この不一致

の原因は明らかでない。以上の結果としてリボヌクレアー

ゼ-A の回収率は 20%に満たなかった。なお、Shin ら[14]はリ

ボヌクレアーゼ-A について沈殿からの回収率が 50～100%

であったと報告しているが、回収率に与える操作パラメー

タの影響については触れていない。 

 リボヌクレアーゼ-A の沈殿生成率に及ぼす pH の影響を

調べたところ、AOT 濃度 5 mol/m3、緩衝液濃度 0.01 kmol/m3

のとき、pH 9.4～10.4 の範囲でそれぞれ沈殿生成率は約 7%

の一定値であった。リボヌクレアーゼ-A の等電点 9.6 に近

い、あるいはこれより高い pH であるため、AOT が静電的

に結合しなかったためと考えらえる。 

 

３－４ リゾチームとリボヌクレアーゼ-Aの分離 

 これらの結果から、リゾチームとリボヌクレアーゼ-A の

分離の可能性が示された。そこで、リゾチームとリボヌク

レアーゼ-A 混合液に対して分離実験を行った。いくつかの

条件で試みた結果、AOT 濃度 5 mol/m3、緩衝液濃度 0.01 

kmol/m3、pH 9.6 のとき、リゾチームの沈殿生成率 98.4%、
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Fig.6 Effect of AOT concentration on CD spectra for (a) 

lysozyme and (b) ribonuclease-A recovered. 
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Fig.5 Effect of AOT concentration on (a) the precipitation 

ratio, (b) solubilization ratio, and (c) recovery ratio of 

ribonuclease-A. 
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リボヌクレアーゼ-A の沈殿生成率 4.4%、分離度 1.3×103の

最もよい値を得た。これにより、沈殿生成率の違いを利用

したリゾチームとリボヌクレアーゼ-A の分離が可能である

ことが示された。しかし、実用的には分離度は一般に 104

以上が必要とされるので、リボヌクレアーゼ-A の沈殿率を

さらに下げるための検討が必要である。 

 

３－５ 回収されたタンパク質の構造 

 Fig.6 は、それぞれ様々な AOT 濃度で沈殿された後、回収

されたリゾチームとリボヌクレアーゼの CD スペクトルで

ある。回収されたリゾチームの CD スペクトルは、いずれも

ネイティブなリゾチームとよく一致し、構造変化がないこ

とが明らかになった。一方、回収されたリボヌクレアーゼ-A

の CD スペクトルは、AOT 濃度 5 mol/m3以下のときはネイ

ティブなリボヌクレアーゼ-A とほぼ一致した。AOT 濃度 7 

mol/m3のときは、ネイティブな構造から少しずれた。202 nm

付近の負のピークが長波長側にシフトし、ピークが小さく

なっており、α－ヘリックス含有量が減少しているように

見える。したがって、AOT 濃度は 5 mol/m3以下で操作する

必要がある。 

 また、回収後のタンパク質水溶液中に残存する AOT 濃度

はいずれも測定限界以下であり、AOT はほぼ完全に除去さ

れていることがわかった。 

 

４．結論 

 

 界面活性剤 AOTを用いたタンパク質の沈殿生成およびア

セトンによるタンパク質回収法について、特に沈殿溶解に

関して詳しく検討し、以下の結論を得た。 

(1) 界面活性剤として AOT を用いた水溶液中でのタンパク

質の沈殿生成は、AOT-タンパク質間の静電的相互作用によ

って生じることがわかった。沈殿生成率は添加塩による静

電遮蔽効果に影響された。 

(2) タンパク質－AOT 複合体の沈殿は、アセトンを用いて溶

解・回収できた。沈殿溶解率は、原料タンパク質溶液中の

塩濃度が低いと小さくなり、沈殿生成時に共沈した塩が沈

殿溶解に寄与していることが示唆された。 

(3) リゾチームの回収率は、沈殿生成と沈殿溶解のバランス

に適した塩濃度が存在し、NaCl 濃度 0.1～0.2 kmol/m3のとき

が最も高かった。 

(4) リボヌクレアーゼ-A はリゾチームに比べて沈殿生成率

も沈殿溶解率も低かった。沈殿生成率が低かった原因は

AOT との静電的相互作用が弱いためだと考えられるが、沈

殿溶解率が低くなった理由は明らかでない。 

(5) リゾチームとリボヌクレアーゼ-A の沈殿生成挙動の違

いを利用して、相互分離が可能であった。 

(6) 回収されたリゾチームはネイティブなコンフォメーシ

ョンを維持していた。リボヌクレアーゼ-A は、AOT 濃度が

5 mol/m3以下では構造変化が観測されなかったが、それ以上

では若干の変化が見られた。 
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