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れ替え操作を 自動的 に 行 う抽 出 流加 培養を試み た ．結

果 を Fig．1 に 示す．図 中の 実線 （グル コ ース 濃度 ，

ブタ ノ
ー

ル 濃度 ， 全 生 成 ブ タ ノ ー
ル 量 ） は，発 生 ガ ス

量 を 指標と して 計算した値を 示 して お り，分析値 と良

い
一

致を 示 した．さ らに ， 発酵液中の ブ タ ノ
ー

ル 濃度

も目的どおり，
29／1 以下 に 維持 さ れ て い るこ とが確

認で きた ．以上 の よ うに ，ア セ トン ・ブ タ ノ
ー

ル 発酵

の 抽出 流加 培養 シ ス テ ム の 開発 に よ り ， 長期間 に わ た

る ブ タ ノ ー
ル の 生産 と分離 ， 回収が達成される もの と

考えられた．

5． おわりに

　通常 の 回分発酵で は ， 発 酵後期 に な る と生産物が 発

酵液中に 蓄積 し，微生物 の 活 性 を低 下 させ る こ と が し

ば しば認 め られる，そ の 代表的な例 が エ タ ノ
ー

ル 発酵

あ る い は ア セ トン ・ブタ ノ
ー

ル 発酵 で ある．した が っ

て ， 発酵生 産物は希薄水溶液 と して 得 られ るた め，そ

の 分 離 精製 に 多大 の エ ネ ル ギーを 要す る場合も多い ．
こ こ で 述べ た 抽 出発酵 は ， 有機溶媒 に よ り生産物を抽

出 し，発酵液系外へ 除去する シ ス テ ム で ある．抽出操

作は ， 省エ ネ ル ギー
的な分離技術で あり，また

， 高沸

点 の 物質や水と共沸をつ くる もの ，さ らに は分子量 の

比較 的 近 い もの で も分離 で き る 可 能 性を も っ て い る ，

した が っ て ， 多 くの 発酵系 に 適用 しうる もの と考え ら

れ ， そ の 有用性 は今後さ ら に 広 が る で あろ う．
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5．　 水性二 相分配法 と そ の 生 体高分 子 分離精製 へ の 応用

　生化学 ， 生物学研究の 進歩は効率の 良い 分離分析方

法 ・装 置の 発展 に 負 う面が 大きい が，バ イ オ テ ク ノ ロ

ジー
の 効果が実用化 ・工 業 化 の 段 階 に 達 した 現 在 ， 経

済 的で 効率 の 良 い 大量分離製法の 開発 が要 望 されて い

る．研究 室 レ ベ ル で は ， ク ロ マ ト グ ラフ ィ
ー

， 電 気泳

動 ， 超遠心 分離等が 日常の 分離精製，分 析 の 主 な 手法

と して 用 い られ て い るが ，ス ケール ァ ッ プ ・工 業化 の

段 階に な る と こ ろ らの 手法 が必 ず し も万 能で はな い し，
技術的 ・経済的 に も未解決の 問題 が残されて い る ，

1・　 水性二 相分配 法

　化学工 学 の 分野で は ， 溶媒抽出法が一般的な精製工

程として 用 い られ て い る し，多段液液分 間 法 （向流分

配 分画法）も実 験室 か ら工 場ま で 適用 され る分離精製

法 と して 古 くか ら知 られて い る．しか しな が ら，生 体

高分子 ， 細胞を有機溶媒 を用 い る こ れ らの 方法 で 分 画

精製す る こ と は特殊な場合を 除 い て一般 に不可 能で あ

る．

　ポ リエ チ レ ン グ リ コ ー
ル ，デ キ ス ト ラ ン 等 の 水 溶 性

高分子，無機塩の 混 合 水 溶 液 が 適当な濃度範囲で 自発

的相分離を生 じる 現象は良 く知 られ て い る が，こ の 二

相間に お ける生体高分子 ・細胞の 分配係数の 差 を 利用

して 分画精製す る 方法が Albertssonらに よ っ て 提 唱

され た．i） 水性二 相分配 液中で は一般 に 生体試料 は安

定 で あ り，抽出ま た は 多段分配操作に よ り分画精製す

る こ と が可能に な る ．水牲二 相分配液系を形成す る溶

質の 例を Table　1 に 示す．溶質 A と溶質 B の 組 み合

わせ で 二 相分配液 が 調 合 さ れ る が，軽液（上層液）に は

溶質 A の 濃度が高 く重液（下層液）に は溶質 B の 濃度が

高くなる ．す な わ ち，軽液 は 重液 に 比 べ て よ り疎水的

な 環境と な り，水性二 相液の 両相 の 間で の 分配係数 を

決 め る 第 1 の 要因 は，生体高分 子，細胞等の 表面 の 親

水基 ，疎水 基 の バ ラ ン ス で あ る と考 え られ て い る．　2’
　・“

リエ チ レ ン グ リコ ー
ル と デ キ ス トラ ン 水溶液の 相平衡

お よ び重液，軽液中の各溶質濃度を Fig．1 に 示す，

2．　水性 二 相分配液 に お け る生 体高 分 子の 分配

水性二 相分配液中に無機塩が 共存する と き，塩素 イ

N 工工
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Table　1．　Solutes　for　aqueous 　two 　phase 　sQlutioll ．

（A ） （B）

Polyethylene　glycol
Polyp ：opylene 　glycol
Polyvinylalcohol
Polyvinylpyrrelidone

Methy 】cellulose

DextranDextran

　 sulfate

DEAE 　dextran

GIucoseGlycerol

Phosphate　salts

Sulfate　 salts

オ ン 等
一

価の ア ニ オ ン は両相 に 等濃度で 分布す る の に

対し ， 硫酸 イオ ン ，リン 酸 イ オ ン 等の 多価 ア ニ オ ン は

重液中に よ り高濃度で 分布する．すな わ ち，硫酸塩 ，

リン 酸塩 を添加する こ と に よ り二 相閲 に イ オ ン 強度 の

差 （ゼ ー
タ ポ テ ン シ ャ ル 差）を生 じる こ とに よ り，タ ン

パ ク質 の電荷 （net 　charge ）がそ の 分 配係数 に 大 きな 影

響を与え る．例 え ば，デ キ ス ト ラ ン ／ポ リエ チ レ ン グ

リコ ール 水性二 相 系に お い て ，ウ シ 血 清 ア ル ブ ミン の

分配係数 は塩化 ナ トリウ ム が 存在する とき， 系の pH

の 影響を ほ とん ど受けない が，硫酸 ナ トリ ウム 共存下

で は pH に よ っ て 大 き く変化 し，両 者 は ウ シ 血 清 ア ル

ブ ミ ン の 等電点で
一

致する こ とが示され た，3）

　ポ リエ チ レ ン グ リコ
ー

ル 水溶液 に硫酸塩 ， リン 酸 塩

を添加する と，塩析作用 に よ りポ リエ チ レ ン グ リ コ ー

ル が 軽液相として 分離する．こ の 二 相液中で タ ン パ タ

質も塩析効果 に よ り上層へ 分 配 さ れ るが ， そ の 分配係

数は使用 した ポ リエ チ レ ン グ r）コ
ー

ル の 分 子 量 に よ り

大 きく変化す る （Fig．2＞．

　水性二 相分配法 に よ り生体高分子 ， 細胞 の分画精製

を行 う場合，目的とする物質と他の 成分との 分配係 数

の 差 を で き る だ け大 き くす る必要 が あ る が，使用す る

水溶性高分子 の 分子量 ， 二 相液系の pH ， 共存す る 無

機イオ ン の 種類と濃度な どの組み合わせ で 望ましい 条

件を 設定す る こ とが 可能 で あ る．

　膜結合タ ン パ ク質 な ど，疎水的相互作用 の 著しい 生

体高分子は デ キ ス ト ラ ン ／ ポ リエ チ レ ン グ リ コ
ー

ル 水

性二 相 系で 軽液相 （ボ リエ チ レ ン グ リゴ ール 相） に優

先的 に 分配され ， 1回ない し数回 の分配抽出操作で 相

当程 度の 精製効果 を上 げ る こ とが で き る ．分離精製 の

初期段 階で 水性 二 相抽出を適 用 した 例を Table　2 に 示

す．

　Kula らは ポ リエ チ レ ン グ リコ
ー

ル に 補酵素，基質 ，

基質 ア ナ ロ グ等 を結合し， 特異的相互作用 に よ り酵

素を水性 二 相分配液の 軽液相に抽出す る方法 を 発 表 し

た．4》 例 えば，ポ リヱ チ レ ン グ リコ ール ーN6一ア ミノ エ

チ ル ーNADH を二 相分配液 の 1成分 とし， ホ ル ム ア ル

デ ヒ ドデ ヒ ド ロ ゲ ナーゼ
， ホル メ

ー
トデ ヒ ドロ ゲ ナー

ゼ が抽出精製 され て い る．市販 の 工 業用連続遠心 分 離

機 を 用 い て 大量処理 が可能 に な る 点 で 興 味あ る方法 で

あ るが ， 補酵素結合 ポ リエ チ レ ン グ リコ
ー

ル と酵素と

の 分離，補 酵 素結合 ポ リエ チ レ ン グ リコ
ー

ル の 回収再

使用 な ど，工 業的に 実施す る に は ま だ 多 くの 問題 点 が

0
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Fig．1．　 Phase　diagram　of 　dextran　D68 −PEG 　6000・
　 　 wate 「 temar アsystem ，
　　（P．A ．　Albertsson，　Partition　of 　Cell　PalticIes　 and

　　Macromolecules
，
　Second 　Ed ．，　JohnWiley＆ Sons

　　Inc，，　 New 　York
，
1960）
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Fig．2．　Partltion　coefficient 　of 　proteins　in　PEG 　6000・

　　PEG 　100D−KPB （0，6M ，
　pH 　7．2）aqueous 　two

　　phase ．
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Table　2．　Separation　of 　enzyrnes 　and 　proteins　by

　　aqueous 　two 　phase　distribution．
CPC 　Sy51 ε m

Enzymes　or 　prOteins Referenee

Phospholipase　A 　　　　　　　　（5）
S・23mye 】omaprotein 　　　　　　　　（6＞
Steroid　oxidase ，　steroid 　esterase 　　　　　（7）
Leucy1・tRNA 　synthetase 　　　　　　 （8）
Glutamyl・tRNA 　synthetase 　　　　　　（9）
DNA 　polγmerase 　　　　　　　　　（10−12）
RNA 　polymerase　　　　　　　　　 （13，

14）
Peptide　chain 　elongation 　factor　　　　（15）

残 され て い る よ うに思 われ る．しか しな が ら，抗原抗

体反 応 の利用 な ど特異的分離法（ア フ ィ
ニ テ ィ 抽出法）

として今後 の発展が期待 され る．

3． 遠心液液分 配 クロ マ トグラ フ の 応 用

　 水性二 相分配法を よ り汎用性の あ る分 離精製手法 と

して 定着，普及 させ る た め に は ， 効率 ・操作性 に す ぐ

れた 多段液液分 配 分画装置の 開発が 不可欠 に な る．水
性二 相 分 配 液は 粘度が 高 く ， 重液 ・

軽液 間 の 比重差が

少 な い ため ， 古 くか ら知 られて い る 向流分配分画装置，
天 然物化学等 の 分野で よ く用 い られ て い る 液滴向流分

配 装 置 な どを 用 い る こ と はで きな い ， Albertss。 n ら

は，水性二 相分配液に使用す る装置と して 薄層向流分
配分画装置を 製作した が，　

i）
操作性，処 理 時間，処理

量 な どの 点で 広 く普及す る 装 置 に は な っ て い な い ．

　著者 らは，遠 心 力を利用す る連続液液分配 分画装置

（遠 心 液液分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ）を 開発 し，天然有機

化合物，各種生理 活性物質，生体 高分子等の 分離精 製

へ の 応用 を 試み て きた．16 ）

こ の 装置は ， 有機溶媒を用

い る一
般的な液液分配分画 に も用 い られ る が，遠心 力

を 利用す る点 で水性二 相分配液を用 い る 連続多段 分配

分 画 装置と して ，他 の 装置 よ り有利 に な る．装置の 原

理 ・基 本 フ ロ
ー

シ
ー

トを Fig．3 に示す．遠 心 ロ
ー

タ
ー
上 に 数百〜数千 の 分配管を配列 し， 固定相 と して 使

用す る 液相を充て ん，遠心 力 で 保持させ る．他方 の 液

相を 移動相 と して ロ
ー

タ
ー
軸 の一

端か ら連続送液 し，

固定相液中へ 送 り込む．移動相液 は 固 定相液中を 遠 心

力の 作用を受けて 微細な 液滴 とな っ て 順 次通 過 し，回

転軸 の 他端 よ り流出す る，こ の 間 に，移動相 中に 注入

され た試料成 分 は液 液 分配 に よ り分離 さ れ，分 画採集

され る．移動相 の 送液方向を切 り換え る こ とに よ り，

二 相分離液の 重液 ・軽液 い ずれを固定相 と して 使 用す

　 　 　 　 」

凵幽 ノ
　 　 　 　 　 　 　 　 W ヒ　　　　　 F

　　　　　　Fig．3．　 cpe 　system ．
SP　Stationary　phase　　PConstant 　How 　pump
MP 　Mobile　phase　　　 JRotarア joint
Ws 　Washings 　　　　 RRotor
Wt 　Waste 　　　　　　 CPartition　 tubes

V14 −Way 　rotary 　valve 　 T　Connecting　tubes

V26 −Way 　 valve 　 　 MFIow −cell　 monitor

V34 −Way 　valve 　　　 Rc　 Recorder
V44 −Way 　rotary　vaIve 　 F　Fraction　 collector

SI／Salnple　so ］n ．100P

る こ と も可 能で ある．

　 こ の 装置を 用 い て 酵素の 精製 を行 っ た 例を以 下 に 述

べ る．微生物 （B．sPhaericus ）菌体 よ り得られ る L一ロ イ

シ ン 脱水素酵素が 左右 田 らに よ り報告 さ れて い る．11）

わ れ わ れ は，同じ酵素を 水性 二 相分配法に よ り抽出 ・

精製す る こ と を試みた．ポ リエ チ レ ン グ リコ
ー

ル 6000
7・6％（w ／w ），リ ン 酸 カ リウ ム （L2M ，

　pH 　7．5），2一メ ル

カプ トエ タ ノ
ー

ル 0．1％ の 二 相液中で 菌体を超音波破

砕する と， 菌体破片，大部分 の 挾雑タ ンパ ク質 は重液

へ 除去 され，酵素は 軽液中へ 抽出され る．酵素抽 出液

をさらに 同 じ二 相分配液を用 い る 遠 心 液液 分 配 ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ
ー

に よ っ て 分画 し ， 酵素活性 ピークを得 た．
最 終 的 に 得 られた 酵素分画 の 比活性は 従来法 と同程度，
活性収率 は従来法 の 約 2倍で あ っ た．得 られ た ク ロ マ

トグ ラム を Fig．4 に 示す．

　水 性二 相分配 法 が Albertsson らに よ っ て 提 唱さ れ

て 以来，約30年が経過 して い る．由来，特異的 な分離

精製法と して 期待されなが ら，な お一
部 の 研 究 者 に よ

っ て 実行 され て い る に す ぎ な い ，そ の 理 由は 多 々 あ る

が，こ の 方法が 有効 に 適用で きる 分離精製装置の 開発

が 遅れて い る の も一つ の 原因で あ る ．今後 と も， 生 化
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学分野 の 研究者と協力 して 装置の 開発
・
応用 を精力的

に 進 め て ゆ く必要が あ る．
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6．　 等速電 気泳動法の タ ン パ ク質 分 離 へ の 応 用

1．　 緒　言

　等速電気 泳動法 は 次の よ うな特徴を有して い る．1）
分離に 及ぼ す拡散 の 影響が，通 常 の 電気泳動法 に 比べ

て 小 さ い ．2） 等電 点付 近 で 不安 定 に な る タ ン パ ク 質

に対して も，そ の pH を避 けて 泳 動で き る， 3） 先

導液 の濃度 を 上 げ る こ とに よ っ て ， 濃縮も可 能で あ る．

4） 適 当 な両性物質を 泳動物質 問 の ス ペ ー
サ
ーと して

用 い る こ と に よ り， 目的物質を高純度で 分離す る こ と

が で きる．

　 こ の よ うな 特 徴 か ら，無機イオ ン
， 有機酸，ア ミノ

酸 お よ びペ プ チ ドな どの 低分子量 の 物質の 定性定量分

析 に 応用され，さ ら に タ ン パ ク質等の 高分子 化合物 に

もそ の 応 用 が 試 み られて い る．1”4｝

ま た 最近 で は，特

にわ が 国 に お い て，医薬品 お よ び 臨床試験 へ の 応 用 も

報告 され て い る．S’6，

　しか し，こ の 電 気 泳 動法 は，こ れま で 主 に分析用 と

して 用 い られ ， タ ン パ ク 質 の 分離精製用 として の 利 用

は 非常に少 な い．t’7） こ れは，緩衝液の 組成 お よ び 目的

タ ン パ ク質 の 分離 に 適 し た ス ペ ー
サ
ー

の 選定が困 難 で
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