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  The extraction of lysozyme from aqueous solution into CB-lecithin reversed micellar solution was investigated. The extraction 

ratio of lysozyme into CB-lecithin/hexane solution was increased with CB concentration. Introduction of CB brought about a size 

increment of reversed micelles and an non-specific interaction with lysozyme. The effect of the concentration of Span80 and CB on 

the stability of emulsion was studied. The formation of stable W/O emulsion needs high concentration of Span 80 and CB. We found 

that the CB-lecithin was effective for the formation of reversed micelles, protein extraction, and emulsion stability. 

 

１．緒言 

 

 タンパク質は化粧品や洗剤、医薬品、食品などに使われ、

私たちの生活に欠かせない物質である。また化成品製造への

利用など化学工業にも使われ、工業的に幅広く利用されてい

る。タンパク質を利用するには、培養液や細胞破壊液から分

離精製する必要がある。現在、タンパク質の工業的分離精製

法として電気泳動や液体クロマトグラフィーによる方法があ

るが、これらは高い分離精度と効率を得ることができる一方、

装置が複雑であり、コストが高い、大型化が困難などの課題

がある[1]。これに対して著者らは、逆ミセル抽出法を乳化液

膜法と組み合わせた新しいタンパク質分離法として逆ミセル

乳化液膜法を提案している[2-4]。逆ミセル抽出法は、有機溶媒

中に形成される逆ミセルを抽出剤としてタンパク質などの親

水的物質を水相中から有機相中に抽出する方法である。乳化

液膜法は、界面活性剤を含む油相と内水相を乳化して作成し

た W/O エマルションを外水相中に分散させて W/O/W エマル

ションとし、外水相に含まれる目的物質を油相を通して内水

相に移動させる方法である。これらを組み合わせることによ

り、タンパク質を経済的かつ省エネルギー的に大量連続処理

できる分離操作が可能となる。 

 逆ミセル抽出には、安定な逆ミセルを形成する、タンパク

質抽出能力に優れるなどの理由から界面活性剤 AOT が広く

用いられてきた。しかし、これまでの研究で AOT を乳化液膜

に応用すると安定したエマルションを形成できず、タンパク

質抽出能力も低下することがわかっている[2,3]。そこで、本研

究では AOT に代わる界面活性剤としてレシチンに注目した。

レシチンは大豆や卵黄などの食品由来の界面活性剤であり、

食品や化粧品の乳化剤として用いられている[5]。そのため毒

性の心配がほとんどない。レシチンは大豆油、遊離脂肪酸、

リン脂質などの混合物であり、リン脂質が界面活性を持って

いて逆ミセルを形成すると考えられる。リン脂質の主成分は

Fig.1 (a)～(c)に示すホスファチジルコリン（PC）、ホスファ

チジルエタノールアミン（PE）、ホスファチジルイノシトー

ル（PI）であり、これらがタンパク質と相互作用すると考え

られる。さらに、リン脂質（主に PE）にタンパク質と親和性

のある色素シバクロンブルーF-3GA（CB）と結合させること

で非特異的相互作用によって抽出能力が高められることがわ

かっている[6]。CB の構造は Fig.1 (d)に示す。 

 本研究では、CB－レシチンによる逆ミセル形成能力とタン

パク質抽出能力を調査し、その最適な条件を検討すること、

さらには Span80 を添加した CB－レシチン逆ミセルでのタン

パク質の抽出、エマルションの乳化安定性を確認することを

目的として実験を行った。 

 

２．実験 

 

 レシチンは大豆由来のものを使用した。100 kg/m3レシチン
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／ヘキサン溶液 100 cm3を分液漏斗に入れ、pH 8.0 リン酸緩

衝溶液（0.01 kmol/m3）約 50 cm3で 3 回洗浄した。レシチン

／ヘキサン溶液を三角フラスコに移し、0.2 kmol/m3 NaOH と

0.2 kmol/m3 NaCl を含む 10 kg/m3 CB 水溶液を 10 cm3加えた。

反応速度を高めるため、さらに 85%リン酸を 1 cm3加えた。

ホットスターラーにより 35℃、撹拌速度 170 rpm で 24 時間

撹拌した。30 分静置し、水相を取り除いた後、未反応の CB

を除去するために pH 8.0 リン酸緩衝溶液（0.01 kmol/m3）約

50 cm3で洗浄する操作を 3～5 回繰り返した。洗浄後、640 nm

の吸光度を測定して CB 濃度を定量した。 

 タンパク質は卵白リゾチームを用いた。タンパク質水溶液

とレシチン／ヘキサン溶液または CB－レシチン／ヘキサン

溶液の等量を三角フラスコに仕込み、298 K の恒温水槽中で 1

時間振盪し、抽出平衡に到達させた。平衡に達した溶液を遠

心分離で二相に分相し、水相中のタンパク質濃度は Lowry 法

によって決定した。抽出率 E は次のように定義した。 

  Corg,1Vorg,1 Caq,0Vaq,0 - Caq,1Vaq,1 
 E =           = 
  Caq,0Vaq,0 Caq,0Vaq,0 

ここで C はタンパク質濃度、V は体積、添字 aq は水相、org

は有機相、0 は初期、1 は抽出後である。本実験では振盪前後

で水相と有機相の体積変化は無視できるとした。また、油相

中の水分量をカールフィッシャー滴定法により測定した。 

 乳化実験は乳化剤として Span80 を用いて行った。CB－レ

シチン／ヘキサン溶液に Span80 を添加して調製した有機相

を氷冷した 50 cm3トールビーカーに入れ、ホモジナイザーで

撹拌しているところに純水または NaCl 濃度 0.2 kmol/m3の水

相を注いだ。5 分後に撹拌を止め、静置して乳化状態を観察

した。 

 

３．結果と考察 

 

３－１ レシチン逆ミセルによる抽出 

 レシチン／ヘキサン溶液の有機相可溶化水分量に対するレ

シチン濃度の影響を Fig.2 に示す。レシチン濃度が 0.2 kg/m3

までは水分量はほぼ一定で、レシチンを含まないときと同程

度であったことから、レシチン濃度 0.2 kg/m3以下の水分はヘ

キサンへの物理的溶解によると考えられる。一方、ヘキサン

濃度 0.2 kg/m3以上で水分量の直線的な増加が見られ、逆ミセ

ルを形成して水を可溶化していることが示唆される。すなわ

ち、ヘキサン中のレシチンの臨界ミセル濃度は 0.2 kg/m3であ

る。逆ミセル内に可溶化された水はナノメートルサイズの微

小水滴となり、その大きさは逆ミセルを形成する界面活性剤

に対する可溶化された水のモル比と強い相関がある。Fig.2 に

おいて、水分量の増加はレシチン濃度に比例しており、レシ

チンに対する可溶化された水分量の比は一定であることから、

この濃度範囲での逆ミセル微小水滴のサイズはほぼ一定であ

ると推測される。 

 従来タンパク質抽出に用いられてきた AOTは 0.05 kmol/m3

程度で使用されることが多く、これを 0.05 kmol/m3 の NaCl

水溶液と接触させたときの平衡水分量は 1 kmol/m3 程度であ

る。タンパク質の抽出のために同程度の水分量が必要である

と考えれば、Fig.2 より、レシチン濃度は 100 kg/m3程度が適

当である。したがって、以下の実験はレシチン濃度 100 kg/m3

で行った。レシチンの平均分子量は 780 程度であり[5]、100 

kg/m3レシチンのモル濃度は 0.13 kmol/m3となる。レシチンの

うち逆ミセル形成に関わると考えられるリン脂質の比率は

50～60%程度であることから、その濃度は 0.07～0.08 kmol/m3

であり、物質量基準で AOT の約 1.5 倍必要であることがわか

る。 

 Fig.3 にレシチンによるリゾチームの抽出率を示す。レシチ

ン濃度が高くなると抽出率は向上し、レシチンが抽出剤とし

て機能していることがわかる。しかし、レシチン濃度 100 

kg/m3 でも、抽出率は 20%程度に過ぎなかった。リゾチーム

の等電点は 11 なので、pH 9.0 の水溶液中で正電荷を帯びてい

る。したがって、抽出の推進力としてレシチンのリン酸基の

負電荷との静電的相互作用が考えられる。従来の AOT 逆ミセ

ルによるタンパク質の抽出も、AOT のスルホ基との静電的引

Fig.1  Chemical structure of (a) phosphatidylcholine (PC), (b) 

phosphatidylethanolamine (PE), (c) phosphatidylinositol (PI), and 

Cibacron Blue F-3GA (CB). 
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力が主な推進力であった。しかし、レシチンの場合、PC のコ

リン基や PE のアミノ基は正電荷を持つため、これによって

抽出が阻害されたのかもしれない。また、前述したようにレ

シチン逆ミセルは AOT 逆ミセルに比べて小さいと推定され

ており、これもリゾチームの抽出率が低くなった一因と考え

らえる。 

 

３－２ CB－レシチン逆ミセルによる抽出 

 レシチン系ではタンパク質の抽出率が低かったので、タン

パク質と非特異的な親和力をもつ CB を結合した系について

検討した。CB－レシチンが調製できているか確認するために

CB濃度を 640 nmの吸光度測定によって定量したところ、0.42 

mol/m3であった。CB は PE と結合すると考えられている。レ

シチン中の PE の含有量はおよそ 10%であることから、CB は

PE の約 3%と結合していることになる。文献の報告値もほぼ

同様であった[6]。水分量 1 kmol/m3の AOT 逆ミセルの会合数

は 350 個程度と見積もられる[7]。レシチンは混合物であり、

AOT と構造が異なるので推定は困難であるが、CB－レシチ

ン逆ミセルがリン脂質で構成され、AOT と同じ会合数である

と考えれば、逆ミセル 1 個当たり PE は 50～60 個、CB はお

よそ 2 個と推定される。この程度の CB によってタンパク質

の抽出が促進されるかどうかが本研究の注目点である。 

 Fig.4 (a)は、総レシチン濃度 100 kg/m3で CB 導入濃度を変

えたときの有機相水分量を表す。CB 濃度が高くなると、0.2 

mol/m3まで水分量はほぼ一定だったが、それ以上でわずかに

増加した。これは CB 濃度 0.2 mol/m3以上で逆ミセルサイズ

が大きくなったことを示唆する。CB の分子量は 840 であり、

かなり嵩高い構造をしており、さらにスルホ基による静電的

な反発力が働くことから、CB の導入につれて逆ミセルサイ

ズが大きくなったと考えられる。ただし、会合数 350 個の逆

ミセルに 2 個の CB が導入されたくらいで水分量が 25%も増

加するとは考えにくいので、CB は逆ミセル溶液中に偏在し

ている可能性が高い。 

 Fig.4 (b)は CB 濃度に対するリゾチーム抽出率の影響を示

す。抽出率は CB 濃度の増加とともに向上し、レシチンのみ

の場合の約 3 倍に改善された。CB は静電的相互作用と疎水

的相互作用の両方の効果によってタンパク質との親和性を高

める機能がある[8]。特にリゾチームとは強く相互作用するこ

とが知られており、本実験でもそれを支持する結果を得た。

CB濃度0.4 mol/m3のときのリゾチームの抽出率は 60%であり、

CB なしのときに比べて増加したリゾチームの抽出量はおよ

そ 5×10-3 mol/m3になる。これはリゾチーム 1 分子あたり CB

が約 80 分子必要であったことを意味する。Denizli らは、CB

を導入した高分子膜へのリゾチームの吸着平衡を調べ、リゾ

チーム 1 分子に対して 114 分子の CB が吸着に関わっている

と報告した[9]。CB は、膜面吸着よりも逆ミセル抽出の方が効

率よくリゾチームとのリガンドとして機能していることがわ

かった。この結果も CB が逆ミセル溶液中で偏在しているこ

とを支持する。 

 Fig.5 (a)は、CB－レシチン／ヘキサン溶液の有機相水分量

に及ぼす水相 NaCl 濃度の影響を表す。NaCl 濃度の増加とと

もに水分量は若干低下した。レシチンの主成分である PC と

PE は両性イオン、PI はアニオンであり、さらに CB もスルホ

基を有しているため、塩濃度の増加とともに親水基間の静電
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Fig.4  Effect of CB concentration on (a) water content and (b) 

extraction ratio of lysozyme in CB-lecithin/hexane solution. 
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遮蔽効果が強くなり、逆ミセルサイズが減少したと考えられ

る。ただし、水分量減少の程度は AOT 系に比べるとそれほど

顕著ではない[10]。 

 リゾチームの抽出率に及ぼす NaCl 濃度の影響を Fig.5 (b)

に示す。抽出率は NaCl 濃度 0.05 kmol/m3のときが最大であっ

た。塩濃度が高いと静電遮蔽効果によりリゾチームと CB と

の静電的相互作用が低下したためと考えられる。一方、NaCl

濃度を 0.05 kmol/m3以下にすると抽出率は低下した。この原

因は定かではない。 

 Fig.6 はリゾチームの抽出に及ぼす pH の影響を示す。pH 8

～10 の範囲で最も抽出率が高く、それ以上でもそれ以下でも

抽出率は急激に減少した。CB 導入高分子膜へのリゾチーム

の吸着では pH 7 でピークになり、その理由は明確ではないが、

疎水的作用や静電的作用、水素結合などが複合的に働いたた

めと報告している[9]。本研究ではレシチンが共存しているた

め、最適 pH に差異が生じたと考えられるが、詳細は不明で

ある。 

 

３－３ 乳化剤の抽出および乳化安定性への影響 

 CB－レシチンを逆ミセル乳化液膜に適用するためには、乳

化剤 Span80 の添加による影響を調べる必要がある。Fig.7 は

リゾチームの抽出率に及ぼす Span80 濃度の影響を示す。Span 

80 濃度が高くなると抽出率は低下した。Span80 は非イオン性

の界面活性剤であり、レシチンとともに逆ミセルの形成に寄

与すると考えらえる。しかし、リゾチームとの相互作用はほ

とんどないため、希釈効果によって CB によるリゾチームの

抽出能力を阻害したと考えられる。同様の結果は AOT 系でも

確認されている[2]。 

 CB－レシチンが乳化液膜として利用できるかを確認する

ために、レシチン濃度 100 kg/m3で乳化実験を行った。その結

果を Table 1 に示す。まず CB 濃度 0.42 mol/m3、Span80 濃度 5 

wt%で油相と水相の体積比の影響を調べた。体積比 1：1 では、

乳化後すぐに W/O エマルションから油相が分離し始め、1 時

間後には油相の 30%程度が分離した。これは油相が過剰であ

ることを示しているので、油相と水相の体積比を 1：2 に変え

たところ、1 時間後でも安定したエマルションを得ることが

できた。水相として純水を用いた場合と 0.2 kmol/m3 NaCl 水

溶液を用いた場合では、分相の程度は同程度であったが、純

水のときの方は油相が濁っていたのに対して、NaCl 水溶液で
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は透明であった。 

 次に Span80 濃度の影響を調べた。Span80 濃度を 2 wt%に

下げると 1 時間後には、純水では約 80%が、NaCl 水溶液で

はほぼ完全に水相と油相に分離し、エマルションはほとんど

観察されなかった。Span80 濃度 3 wt%では、純水のときは安

定なエマルションは形成されるが、NaCl 水溶液では油相の

10%程度が分離した。したがって、水相に NaCl を含む方が

エマルションは不安定になることがわかった。 

 CB 濃度の影響は純水の場合についてのみ調べた。CB 濃度

0.03 mol/m3では、乳化操作直後でも安定したエマルションが

形成できず、エマルション内に水滴があり、時間が経つと油

相と水相に完全に分離した。CB 濃度 0.08 mol/m3では、乳化

操作直後は安定なエマルションを形成していたが、時間が経

つとほとんど水相と油相に分離した。CB 濃度 0.15 mol/m3で

は、時間が経つにつれてエマルションから一部濁った油相が

分離した。CB 濃度 0.42 mol/m3で安定なエマルションが形成

されたことも合わせて、CB 濃度が高くなるとエマルション

の安定性が増すことがわかった。 

 

４．結論 

 

 CB－レシチンを界面活性剤、Span80 を乳化剤とした逆ミ

セル乳化液膜の開発を目的として、リゾチームの抽出率とエ

マルションの乳化安定性を検討し、以下の結論を得た。 

(1) CB－レシチン逆ミセルは、CB 濃度の増加とともに可溶化

水分量が増加し、逆ミセルサイズが大きくなった。 

(2) CB－レシチンによるリゾチームの抽出率は、CB を導入す

ることで 3 倍程度まで高めることができた。 

(3) CB 導入量が高いほど、W/O エマルションの乳化安定性が

高いことがわかった。 

 以上の結果から、CB－レシチンは逆ミセル乳化液膜操作の

ために有効な界面活性剤であることが明らかになった。 
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Table 1  Effect of Span80 and CB concentration on emulsion 

stabilization. 
 

org./aq. 

volume 

ratio [-] 

Span80 

conc. 

[wt%] 

CB conc. 

[mol/m3] 
emulsion stabilization 

aq. phase : water 

1 / 1 5 0.42 30 % org. phase separation 

1 / 2 5 0.42 stable W/O emulsion 

1 / 2 2 0.42 80 % two phase separation 

1 / 2 3 0.42 stable W/O emulsion 

1 / 2 3 0.03 perfect two phase separation 

1 / 2 3 0.08 perfect two phase separation 

1 / 2 3 0.15 10 % org. phase separation 

aq. phase : 0.2 kmol/m3 NaClaq. 

1 / 1 5 0.42 30 % org. phase separation 

1 / 2 5 0.42 stable W/O emulsion 

1 / 2 2 0.42 perfect two phase separation 

1 / 2 3 0.42 10 % org. phase separation 
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