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 Electric percolation phenomena in AOT and SDEHP reversed micellar (RM) solution was investigated to improve back-extraction 

process of protein. In AOT RM solution, the percolation temperature was decreased by increasing the water content and AOT 

concentration in RM solution. In AOT-SDEHP mixed RM solution, the increase in ratio of SDEHP brought about the reduction of 

the percolation temperature. It was suggested that the addition of hydrophilic alcohol to AOT RM solution results in enhancement of 

interaction between RMs and the addition of hydrophobic alcohol results in suppression of the interaction. 

 

１．緒言 

 

 近年のタンパク質医薬品の市場の広がりに伴い、大腸菌な

どの宿主細胞で発現させた組み換えタンパク質を工業的に分

離、濃縮、精製するための効率的な方法の開発が期待されて

いる。従来の液体クロマトグラフィーでは、大容量の試料を

分離精製する場合、巨大な分離カラムが必要であり、設備コ

ストが大きな障害となる。また試料をいくつかに分割して操

作を繰り返すことも可能だが、操作時間が分割の回数に比例

するため多大な処理時間を要することが大きな障害となる。

これに対して逆ミセル抽出法は、操作が容易な点や低コスト

で大量連続処理できるという利点から、新規なタンパク質分

離法として注目されている[1-3]。 

 逆ミセルとは、無極性溶媒中で界面活性剤分子が親水基を

内側に、疎水基を外側に向けて形成する分子集合体である。

その中心部は親水性であり、水を可溶化して微小水相を形成

する。ここにタンパク質などの親水性化合物を取りこむこと

で、有機溶媒に親水性の物質を可溶化することができる。逆

ミセル抽出法とは、水相中のタンパク質を変性させずに逆ミ

セル含む有機相中に抽出する分離方法である。 

 これまでの研究で、タンパク質の逆抽出は正抽出に比べて

速度が非常に遅く、その鍵となるのが逆ミセルの界面への衝

突・融合過程であることがわかってきた[4]。逆抽出ではタン

パク質を含んだ逆ミセルが界面と衝突・融合することによっ

て逆ミセル内の微小水相とバルク水相がつながり、タンパク

質の放出、いわゆる逆抽出が起こると推測される。逆ミセル

は有機相中で激しく合一・分散を繰り返しており、それに伴

う逆ミセル間の物質交換はパーコレーションの起こりやすさ

と関係すると考えられる[5]。パーコレーションとは、大域的

な流通度の転移現象に関する確率論的な問題である。逆ミセ

ル溶液の電導度の場合、溶媒は非電導性であるのに対して微

小水相は高濃度電解質溶液であるため、微小水相の体積分率

を増加させていくとある臨界点で急激に電導度が増加する。

逆ミセル溶液の温度を上昇させることによっても、同様の変

化が認められる[6]。この現象が電気的パーコレーションであ

り、逆ミセルがクラスタを形成することによって生じるとさ

れている。すなわち、逆ミセル同士が相互作用によってクラ

スタを形成しやすくなって電導の確率が高まり、ある臨界点

を超えると電導路ができるために急激に電導度が上昇する。 

 そこで本研究は、逆ミセル抽出法におけるタンパク質逆抽

出のメカニズムに関する知見を得、逆抽出速度を改善する方

策を見出すことを目的として、温度上昇による逆ミセル溶液

の電気的パーコレーション現象の基礎データを集めた上で、

添加物として両親媒性化合物がパーコレーションに与える影

響について調べた。 
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２．実験 

 

 陰イオン性界面活性剤を含むイソオクタン溶液に微小量の

水を加えて逆ミセル溶液を調製する。陰イオン性界面活性剤

してはビス(2-エチルヘキシル)スルホコハク酸ナトリウム

（AOT）とジ(2-エチルヘキシル)リン酸ナトリウム（SDEHP）

を用いた。SDEHP は、ジ(2-エチルヘキシル)リン酸を塩酸と

蒸留水で洗浄して精製した後、水酸化ナトリウムで中和して

ナトリウム塩とした。また、添加物として種々のアルコール

を加えた。 

 調製した逆ミセル溶液を試験管に入れ、加熱器（タイテッ

ク DTU-1B）で温度を 0.5～2.0℃ずつ上昇させながら電気伝導

率計（東亜電波 CM-40V）で電導度を測定した。電極（東亜

電波 CT-54101C）の電導度測定範囲は 5×10-6～1 S/m である。 

 逆ミセル溶液中の水分量は、カールフィッシャー式水分自

動測定装置（平沼 AQV-7）を使って実験前後に測定した平均

値を採用した。有機相中の界面活性剤に対する水のモル比を

WO [-]と定義した。 

 WO = CW / CS (1) 

ここで CS [kmol/m3]は全界面活性剤濃度、CW [kmol/m3]は有機

相水分濃度である。AOT と SDEHP との混合系では AOT 濃度

CS1 [kmol/m3]と SDEHP 濃度 CS2 [kmol/m3]の和を CSとした。

この場合の界面活性剤組成 XS [-]は次式で定義した。 

 XS = CS2 / CS (2) 

 

３．結果と考察 

 

３－１ AOT逆ミセルのパーコレーション 

 Fig.1 (a)に、WO値の異なる AOT 逆ミセル溶液の温度 T [K]

と電導度 [S/m]の関係を示す。電導度は始め少しずつ増加し

ていって、ある温度で急激に 4 オーダーほど増加した。この

現象を逆ミセルのパーコレーションという。パーコレーショ

ンが起こる温度をパーコレーション温度と呼び、定量的な検

討を行うためにはその値を求める必要があるが、電導度の増

加は広い温度範囲で生じるためパーコレーション温度の定義

は様々である。本研究では、電導度の変化率の最も大きい点

をパーコレーション温度とした。すなわち、Fig.1 (a)の 2 点間

の傾き(log )/T [1/K]を平均温度 Tav [K]に対してプロット

した結果が Fig.1 (b)であり、最も傾きの大きいピーク値の温

度をパーコレーション温度 TP [K]とした。Fig.2 (a)は、WO値

に対するパーコレーション温度 TP の変化である。WO 値が大

きくなるほど TP値が低下し、パーコレーションが起こりやす

くなることがわかる。WO値は逆ミセル径と比例関係にあるこ

とから[7]、逆ミセル径が大きいほどパーコレーションが起こ

りやすいと推測される。 

 Fig.1 (a)において、パーコレーションが始まるより低い温度

の電導度を比較すると、WO値が大きいほど電導度は低いこと

がわかる。そこで Fig.3 に 300 K における逆ミセル溶液の電

導度を WO値に対してプロットしたところ、電導度は WO値の

-1.8 乗に比例することがわかった。これは電荷のキャリアで

ある逆ミセルの大きさの変化が影響したためと思われる。溶

媒 B 中の溶質 A の拡散係数 DAB [m2/s]は次の Wilke-Chang の

式[8]で与えられる。 

 (MB)1/2T 

 DAB = 1.17×10-16 (3) 
 BvmA

0.6 

ここで [-]、MB [-]、B [Pa･s]はそれぞれ溶媒 B の会合定数、

分子量、粘度、vmA [m3/kmol]は溶質 A のモル体積である。し

たがって、同一溶媒であれば拡散係数 DABは溶質のモル体積

vmAの 0.6 乗に反比例する。逆ミセルのモル体積はその直径の

3 乗に比例すると考えられ、WO値が逆ミセル径と比例するこ

とを踏まえると、拡散係数は WO値の 1.8 乗に反比例すること

になる。これは Fig.3 に示す実験結果とよく一致する。した

がって、パーコレーション温度以下の逆ミセル溶液では、逆

ミセル径が電導度に大きく影響することがが確かめられた。 

 Fig.2 (b)は WO値を一定として、種々の AOT 濃度 CS1でパー

コレーション温度 TP を求めた結果を示す。AOT 濃度が高い

ほど TP 値は小さくなった。AOT 濃度が高くなるほど逆ミセ

ル濃度が増加するため、この結果から逆ミセル濃度の増加に

よってパーコレーションが起こりやすくなることが示唆され
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Fig.1  (a) Electric conductivity, , and (b) differential 

electric conductivity, (log )/T, of AOT reversed 

micellar solution in various WO values. 
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る。また、このときの 300 K における電導度は AOT 濃度によ

らずに一定であった。AOT 濃度が変わっても逆ミセル径は変

化せず、拡散には影響しなかったと考えられる。 

 パーコレーションは、逆ミセル溶液に微量の水を徐々に添

加して逆ミセル滴の体積分率RM [-]を増加させることによっ

ても起きる[5]。WO 値や AOT 濃度の増加は逆ミセルの体積分

率の増加をもたらすので、次式によってRM 値を求め、TP 値

との関係を Fig.4 に示した。 

 RM = vm,S1C S1 + vm,S2C S2+ vm,WCW (4) 

ここで vm,S1（= 0.390 m3/kmol）、vm,S2（= 0.310 m3/kmol）、vm,W

（= 0.018 m3/kmol）はそれぞれ AOT、SDEHP、水のモル体積

である[7]。パーコレーション温度 TP は、WO 値を変化させた

ときの方が AOT 濃度を変化させたときよりも、逆ミセルの体

積分率RM の影響を強く受けることがわかった。このことか

ら、逆ミセル濃度よりも逆ミセル径の方がパーコレーション

に強い影響を持ち、逆ミセル間相互作用を大きく変化させる

ことが示唆される。ただし、定量的な評価のためには、さら

なる実験データの取得と検討が必要となる。 

 

３－２ AOT－SDEHP混合逆ミセルのパーコレーション 

 Fig.5 に、AOT－SDEHP 混合逆ミセルのパーコレーション

温度 TPを、界面活性剤組成 XSに対してプロットした。XSが

大きくなり、SDEHP の割合が増えるにつれてパーコレーショ

ンが起こりやすくなり、ついには室温でも起こるほどであっ

た。AOT－SDEHP 混合逆ミセルは、XS が大きくなると球形

から楕円体形に変形し、その長軸と短軸の比は XS = 0.2 で 2.4

に達することが報告されている[7]。このことから XSの増加に

よるパーコレーション温度 TPの低下は、楕円体形になること

で電導路が生じやすくなったためと考えられる。 

 また、XSが高いほどパーコレーション前の電導度は低かっ

た。AOT－SDEHP 混合逆ミセルは、XS が大きくなり、球形

から楕円体形に変形すると、溶液粘度が高くなる。粘性の増

大は逆ミセルの拡散速度の低下につながり、その結果、電導

度が低くなったと考えられる。 

 

３－３ アルコール添加の影響 

 逆ミセル溶液にアルコールを添加することで逆抽出が促進

されることが報告されている[9]。そこで、アルコール添加と

パーコレーション現象の関係を調べるために、AOT 逆ミセル

溶液に、添加物としてメタノールから 1-オクタノールまでの

直鎖アルコールを加えてパーコレーション温度 TP を測定し

た。その結果を Fig.6 に示す。アルコール濃度 CAが高くなる

と直線的に TP値は変化した。 

 メタノールから 1-プロパノールまでは CA の増加に伴って

Tp値は低下した。これらは水と任意に混合する親水性の高い

アルコールであり、逆ミセルの微小水相により分配しやすい

Fig.2  Percolation temperature, TP, of AOT reversed 

micellar solution in (a) various WO values and (b) 

various AOT concentrations. 
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Fig.4  Effect of volume ratio of reversed micelles, RM, 

on percolation temperature, TP, in various conditions. 
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と考えられる。そこで添加したアルコールがすべて微小水相

に分配したと仮定して逆ミセルの体積分率RMを求めて Fig.4

にプロットした。親水性アルコールの添加による TP値の低下

は、体積分率の増加から予測されるよりも大きかった。した

がって、親水性アルコールは微小水相の体積分率を増加させ

るだけでなく、逆ミセルを形成する AOT 層にも入り込んで、

逆ミセル間相互作用を強くする効果をもつと推測される。 

 一方、1-ブタノールから 1-オクタノールまでは水への溶解

度が小さく、微小水相にはほとんど分配しないと考えられる。

1-ブタノールの添加はわずかに TP値を低下させたが、1-ヘキ

サノールと 1-オクタノールは CAの増加に伴って TP値は上昇

した。これより、疎水性アルコールは逆ミセル間相互作用を

弱くするはたらきをもつことがわかった。以上より、添加す

るアルコールの鎖長を変えることで逆ミセル間相互作用を制

御できることが示唆される。 

 

４．結論 

 

 逆ミセル溶液の電気的パーコレーション現象を種々の条件

で検討し、以下の結論を得た。 

(1) AOT 逆ミセルは WO値や AOT 濃度の増加によってパーコ

レーションが起こりやすくなり、特に逆ミセル径の増加の効

果が大きいことが示唆された。 

(2) AOT－SDEHP 混合逆ミセルは、SDEHP の割合が高くなる

ほど TP値が低下した。その原因は、逆ミセルの形状の変化に

よって説明された。 

(3) AOT 逆ミセルへの親水性アルコールの添加は逆ミセル間

相互作用を強め、疎水性アルコールの添加は逆ミセル間相互

作用を弱める効果があることが示唆された。 

 以上、逆ミセルからのタンパク質の逆抽出現象を分析し、

逆抽出の効率や速度を改善する方策を検討するための知見が

得られた。 
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