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　動植物体や 発酵液な どか ら天然物を単離す る際に は，

種 々 の 化合物が 共存す る 複雑 な 組成 の 希薄水溶液か

ら．目的物質の 単離を進 め な けれ ば な らな い 場合が多

い．そ の た め に は 目的物質の 濃度を高 め る こ と と共存

物質との 分別 が基本問題 とな る．

　希薄水溶液中の天然有機成分を濃縮す る に は溶媒 で

あ る水 を 除去する か ， ま たは 目的物質をそ の 揮発性，

溶解性 ， 吸着性 ．
イ オ ン 交換性などの 諸性質を利用 し

て溶液か ら濃厚に 捕集す る方法が と られ る．さ らに 向

流分配法， 種々 の型の クロ マ トグラ フ ィ
ー

， 電気泳動

法，透析法，ゲル 濾過法な どを 併用 して 分別 と濃縮を

進め る．こ こ で は 仕上げの 精製 に は ふ れない．

1． 溶解性 に つ い て

A ，水の 性状
1〜5）　 水は比熱 が 大，融解熱 79．7ca1

／g， 蒸 発 潜熱 540　cal ／g， 誘 電 率 80で あ る．水 の 分 子

構造 に つ いて は ， 気体状態 の 水分子は OH の 原子間

距離0．96A
，
0 の 原子価角 ∠ HOH 　105°．液体の 水 は

氷と似 た 構造で，そ れ が幾分 くずれ た 状態 と考え られ

る．氷の 場合は鱗珪石型の 酸素原子 の 格子を つ くり．
一

つ の 水分子 の 0 は他 の 4 個の 水分子の 0 に 取囲まれ

て い る．一つ の 水分子 の H は 他の 水分子の 0 の 方 に並

ぶ の で O は 直接的 に は 4 個 の H に 取巻か れ て 四面体構

造を な し，うち 2 個は共有結合 で ，他の 2 個は水素結

合で 0 に結 び つ く．OH の 原子間距 離 0．99A
， 0 の 原

子 価角 ∠ HOH は 109°2S’，水素 結合の H …0 間 距

離 1．77A ，し たが っ て O − O の 原 子間隔 は 2。76A で あ

る．液体の 水の 場合 は そ の 融点近 くで は氷 に 準 じた 構

造 を持 つ が，O − O 間隔が 少 し大きくな っ て 2．90A ，

液体 で は分子間の 結合が絶えず
一

方で は切れて ，他方

で は形成されて い る．した が っ て 液体の 水は 固定した

永久結晶構造は と らな い。温度が 上昇すれば そ れだ け

多 く結合 が切 れ るが ，
100°C で も こ の 結 晶類似構造が

相当の 割 に 保持されて い る．そ の 証 拠 に こ の 温度で も

気化潜熱 が 高 い．従来 こ の よ うに 考え られて きたが，

詳細に つ い て は種 々 の 論議 が あ る
5）．い ずれ に して も水

分子 は水素原子 の 方に （＋ ） の 電荷が，酸素原子の 方

に （一）の 電荷が偏 っ た双極子を なす極性溶媒で ある．

B ．溶解現 象
6）　 溶質が溶媒に 溶解す る 時は こ れ ら

の 分 子 間 に作用 す る力 に は 静電力，双極子間力，水素

結合 ，
van 　der　Waals 力な ど が関与す る．

　水に 物質が溶解す る と溶質分子また は イ オ ン と水分

子 と の 間 に親 和 的 な 相互 作 用 が働 い て ， 溶質分 子 ま た

は イ オ ンの 周囲 に 溶媒分子が 引 き っ けられて こ れを取

囲み，常に溶媒を伴 っ て 行動す る よ うに な る．こ れが

溶媒和 s。lvationで ，溶媒 が 水 の 時 は水和 hydration

とい われ る．食塩の よ うな電解質 ， ア ミノ 酸 の よ うな

両性電解質 （Zwitter　 ion）は イ オ ン の 水和 と して 扱

わ れ る．蛋 白質も分子内 に
一COO

曽
，　一一NH …，−COOH ，

−NH2
，

）CO
，

）NH
，

−OH
，

−SH などの 親水性基を持

つ の で水 和 をお こ す．イ オ ン が溶解す る とイ オ ン はそ

の 電荷 の 正 負 に よ っ て ， そ れぞ れ 水の 双極子を 負 ま た

は正 を 内側 に して 静電的引力 に よ っ て そ の 周 囲 に 引き

つ け て水和を お こ す．こ の よ うに 溶媒 で イ ォ ンが 取囲

まれ る と静電 的引力は 緩和 されて 電解質は溶け易 くな
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る．

　次 に溶存す る溶質同士 の 間の 相互作用に つ い て み る

と， 溶質が 荷電す る時は そ の 間 に 働 く静電的作用は

CQUlo皿 b 法 則 に よ り　∫諞91・92／D ・〆 （f…イ オ ン 間

の 力 ；g ！， q2 …イ オ ン の 電荷 ； r …イ オ ン 間距離 ；D
…媒体の誘電率） で 表わ され る．ノ は 厂 の 自乗 に 反比

例 す る の で 距 離 が 増せ ば力 は 著 し く弱 ま るが，他 の カ

は そ れ以上 に 弱くな る の で ， 少 し離れた所で は主と し

て 作用するの は Coulemb 力 とみ る こ とが で きる．イ

オ ン 結晶で は イ オ ン 間 の 空間は 単位 の 誘電率を持 つ に

過 ぎな い か ら force　of　attraction 　lま大きい ．しか しこ

れを水 に入 れ る と食塩 の よ うに容易 に溶解する．水中

で は水 の D が 80とい う大 き い 値を持 つ の で ，fを著し

く弱 め るた め で あ る。そ の 上 イ オ ン の 水和の ため に生

ずる水和層が結晶に お ける程 に イ オ ン の 接近す る こ と

を妨げ る結果，r が 大 とな り，

一層fが 小 さ くな っ て よ

く溶解 す る．食 塩 の 結晶 で は r は 約 2．8A ，1M 溶 液

で は約 10A で あ る，こ の ほか原子や 分子間 に は van

der　Waals カが 作用す るが ， こ れ は 距離が 遠 くなる

と急速 に 弱 まり，
5 〜10A で は ほ とん ど無視 され る．

　物質 が溶解す る の に は 3 っ の energy 　cha ロge が 反

映する．｛1）分子は固体状態 に おい て こ れを取巻 く分子

か ら凝集力 に 打勝 っ て 離 され ね ばならない ．〔2踏 媒分

子 は互 に離れて 溶質分子 を受け入れ る空所を作 らね ば

な らな い ．こ の両過 程 に は エ ネル ギ ーの 投入 が必要 で

ある．  そ の 埋合せ は溶解する分子が 溶媒中の 空所を

埋 め る こ と，す な わ ち溶媒と溶質の 間 の 新 しい force

of 　attraction を生ずる （溶媒和）こ とに よ っ て 満され

る．
齟
こ の よ うに して イオ ン 結晶は イ オ ン ーイ オ ン 問

力， 水一水間力が大きい に も拘らず ，
こ れを補償す る

高度 の水一イ オ ン 間力 の た め に水に溶解す る． これ に

反 し無極性有機化合物はその 分子間 に作用する力 （主

と して vIm 　der　Waals 力）は総 て 小 さ い の で 無極性

溶媒に溶解す る．こ れが水に溶解 しな い の は，相当す

る程高い 水和 の力を持た な い の で ，水一水間力を破 る

こ とがで きな い か らで，よ く
“like　diSsolves　like”と

い われ る．

　有機分子は極牲基 と非極性基を持ち，そ の割合が 溶

解性に 関係す る．分子中に 炭化水素部分が 増す と水に

対 す る 溶解性 が 減 り ， 有機溶媒に 対 す る 溶解性 が増

す．有機化合物 の構造 と 溶解性の 関連に つ い て は 文

献
7・S）を参照された い．

2。 溶媒 の 除去　　希薄水溶液中の 目 的物質の 濃度を

高め る方法の 1 つ は水 の 除去で ，次 の 操作に よ る．

A ． 減圧濃縮 9−11 ）　 一般に は simple 　vacuum 　eva ・

porator ，　flash　evaporator ，　 rotary 　evapOrator な どが

Table　1．　 PolPtPorus　 wersicolor 培養液か らセ ル ラーゼ の 採取

液 量 ml
比 活 性 全 活 性

段　　階
混 合 前 1 勲 備

unit ／ml   it

原　 　液 7500 一 0．532 4000

第 19 と階

　主 画 分

　 1 回洗液

　 2回 洗液

7500300300 3045300274 L2450

。4000

，105

3790

工20

　 29

第 2 段階

　主 画 分

　 1 回 洗液

　 2 回洗液

2930117117 1130122

　 92

3．8162

．1960

．418

4310268

　 39

第 3 段階

　主 画 分

　 工回 洗液

　 2回洗液

　 3 回洗液
　 　 　 　 　 　 亅

ユ020

　 41

　 41

　 41

410343126 8．482

．580
．460

ユ 9

348D
　 88

　 14

　 5

培養液 7．5　1， 3 っ に 分 け，おの お の に 乾燥 Sephadex　G −25750 　g ずつ 計 2250　g
添加，10分間か きまぜ 膨潤，遠心 （3000　rpm ），上 清 と洗液をあわせ ，同様処理，
3 回 の 操作時間は 4 時間以 下 ， 活性当 り15倍濃縮，回収率90％ （実験化学講座続

2 ，　p．257 よ り転載）
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用 い られ る．

　蛋 白質 （酵素 な ど）の 減圧濃縮 の た め に 工 夫 され た

装置 もあるが，蛋白質は
一般に熱に不安定な の で 加熱

蒸留 は あまり適当で は な く，次の 方法が あ る
12 ）．

B ．凍結濃縮　　蛋 白質溶 液 を凍結 し， 水を氷 と して

濾別す る．数 回 反復す ればか な り濃縮 され る．

C ．Pervaporation　 試料を 半透膜の 袋 に 入れて ，

送 風 に よ り水分 を蒸発 させ る．

D ．限外濾過
1°・13 μ ）　 半透膜を濾過 剤 と して ， 自重 ，

減圧また は加圧下で 濾過 して 水を除く．同時 に低分子

物質も除 か れ る．

E ．浸透圧 の 利用　　 透析膜内に　CarbOwax 　poly−

ethylene 　glycolの よ うな 水溶性高分子 ポ リマ
ーを満 た

し，こ れ を 希薄溶液中に 挿入 す る と 浸 透圧 に よ り水が

膜内に浸入 して溶液は濃縮され る
10．

F ．ゲ ル 濾過剤の 利用　　Sephadex な どの 膨潤性を

利 用 して 水を 除去す る こ と が で き る．PolyPorns

wersicelor の 培養液からセ ル ラ
ーゼ 採取 の 1例を示す

と Table　1 の 通りで あ る 15），ま た Petterssonら1fi） は

同 酵素調製 の 最 初 の 段階に Sephadex 濃縮を利 用 し，

殆ん ど効力 の 損失な しに 85　t の 培養液 を 315m1 に

濃縮 した．

　 こ の ほ か 完全 に水を除去す る に は 噴霧乾燥，不安定

な 物質，蛋白質な ど に は凍結乾燥
1° sls ）が 適 用 され る．

3． 溶剤抽出法
IT−19〕　 水は 比熱が 大きく， 沸点も

高 く留去しに くい溶媒で ， 殊に 熱に 不安定な物質 の 希

薄 溶 液 を取 扱 う時 は，加熱濃縮 に よ っ て 大量 の 水を除

去 す る こ とは 困難で ある．こ の よ うな場合 に は目的物

質を水 と混和 しない 低沸点 の有機溶媒に転溶 して 濃縮

す る方が遥かに 有利で ，一
般 に こ の 方法が 広 く用 い ら

れ る．そ の 際溶媒 の 種類 と抽出条件，特 に 溶液の pH

を適宜 に選択すれば同時に 分別 もで きる．抽出溶媒と

して は炭化水素 ，
エ
ー

テ ル ，
エ ス テ ル （酢酸 エ チ ル

，

酢酸 ブ チ ル ），ア ル コ ール （ブタ ノ ール ， ア ミル ァ ル

コ ール ）．ケ トン （メ チル エ チル ケ トン ， メ チル イ ソ

ブ チル ケ トン ）， ク ロ ロ ホ ル ム な どが 用 い られ る，

　一物質を完全 に は混和 しな い 二 つ の 溶媒に溶解す る

時，

一定温度で そ の 物質が 両液層 に分配 され る割合は

一定で あ る．こ の濃度比が分配係数 （K ・−C ・／C2； C ・，

C2 は それ ぞ れ 上層液 ， 下 層液中の 溶質 の 濃度）で ，

こ の 値が 大 き な溶媒を選 べ ば能率よ く抽出で き る し，

ま た 数種の溶質が 共存 す る時は そ の差を利用 して 分別

も可能で あ る．向流分配法や分配 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

は こ の 原理 を応 用 した もの で ， 分別手段と して 極め て

効果的で ある．

　水溶液から有機溶媒で 抽出する場合に，前述の 通 り

液 の pH を適宜に 調節 すれば，酸性，中性，塩基性 ，

両性物質 の 分別抽出が で きる．これ を行 なうに は そ の

物質の 酸また は塩基 と して の強さを知 る必要が あ り，

pKa
’＊

が そ の 指標 とな る．こ れ は その 物質の 酸 と して

の 見掛けの 解離指数で ， 値が 小 さ い 程酸性が強 い こ と

を示す．pKa
’

値 は pH メ
ーターを 用 いて 測定 した 滴

定曲線 か ら求め る こ と が で き る．弱酸 HA を強塩基

で 半分中和 （半滴定）した 点で は．残 っ た酸 の 濃度は

生 じた塩 の 濃度 に 等 し く．酸 の 濃度 は不電離 の 酸 の濃

度に ほ とん ど等 しい．滴定の 結果生ずる塩 の 濃度 は陰

イ オ ン の 濃度 に ほ と ん ど 等 しい か ら 〔HA 〕＝〔A
’
〕 と

な り，
Ka＝一〔OH9 ）， ゆ え に pKa ・＝pH と なり半滴定

曙 ［
瑠 ［欝灘驚∴

 

OS 層
N ・HCO ・　ta

　　　　緩 衝 液

　 　 　 　 抽　 　 出

OS…　有機溶媒

＿水層
OS 抽出

　　　 pH 　3

一水層

一〇S 層 ……酸性物質 （有機酸 な ど）

＿OS 層
緩衝液抽出

　　　　　 pHl3

＿水雇
OS 抽出

　　　 pH 　6

一水層

一〇S 層…酸性物質
　　　　 （フ ェ ノ ール な ど）

　　　　　　　　　　　　　　　　　 一〇 S 層…中性物質

Fig．　L 溶媒抽出法 に よ る酸性， 中性 ， 塩基性， 両性物質 の 分別

　　　　　（高橋信孝 ：化学と生物， 5 ．
40 （1967）よ り転載）

　
＊

水溶液中の 弱酸 HA の 解離定数を Ka とする．

HA 十 H20 ＃ A
’
十 〇H ま，　 Kat 〔A〕 〔OH ξ〕／〔HA 〕，

pKa
’

＝ pKa 十 10g〔71
’
／7aa 〕，7nA ，7a

’
は酸お よ び そ

の 共役塩基 A
’

の 活動度係数．
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点 に お ける pH か ら pKa が 判 る．おもな化合物群の

pKa
’

は文献
2の を参照 され た い．

　一般に pH 　3以下の強い 酸性で は 大部分の 酸性物質

は非解離 の 分子 ， 塩基性物質は カ チ オ ン と して 存在す

る．pH 　12 以 上 で は酸性物質は ア ニ オ ン
， 塩基性物質

は非解離分子 と して 存在す る．フ ェ ノール 類の pKa
’

は pH 　9〜11 な の で ，重 ソ ウ 溶液で ほ とん ど解離 しな

い が ，普通 の 有機酸 は 解離す る．．解離 した もの は イ オ

ン 性を 有 し水に 溶け易 い が，非解離分子 は有機溶媒に

溶け易 く，こ の 性質を 利用 すれ ば F三g．1 の ように分

別 抽 出 を行 な う こ と が で き る．

　有機溶媒抽出液を濃縮すれば容易に 目的物質 の 濃縮

液が 得 られ る．ペ ニ シ リン は pH 　2．5 で 遊離酸として

酢酸 ブ チ ル に 移 り，
つ い で 中性 （pH 　6．5〜7．0）で 塩

とな っ て 水に 再び転溶 され る．こ の 操作を 2 回反復す

る とブ 1コ ス の 1／700〜1／1000 に濃縮 され る
21 ・21）．また

有機溶媒 に 転溶 し難 い 物質 の 場合に carrier として 適
．

当な酸 ま た は塩基を加 え て
， 有機溶媒 に 転溶 させ る こ

ともで き る．ス トレ プ トマ イ シ ン は ラ ウ リ ン 酸 ，
ス テ

ァ リン 酸，ま た は p 一トル エ ン ス ル ホ ン 酸を 加 え て pH

6．5〜7．0で ブ タ ノ
ール に 移 さ れ ， pH 　3 以下で 再 び 水

に転溶さ れ る．こ の 操作 を 2 ， 3 回繰返 して 1／100〜

1／1000量 に 濃縮す る こ とが で き る
2t）．

　Soxhlet型連続液体抽出装置 で，低沸点有機溶媒を

用 いて 抽出操作を行なえば，抽出と同時 に 濃縮 もで き

る．大量 の 培養液を処 理 す る に は 混合器 エ ジ ェ クター

と 遠 心 器 （ド ラバ ール ， シ ャ
ープ レ ス ） を 組合せ た

り，POdbielniakの よ うな連続向流抽出器が 用 い られ

る
21）．

4． 沈殿 法　　溶存す る物質の 溶解度を下 げて 析出沈

殿 させ れば， 目的 物質を 濃厚 に 捕集 す る こ とが で き

る．ま た は同様に して 共存物質を除去 し，以後の
・
分離

操作を有利 に す る こ と もで きる．目 的物質を選択的 に

析出させ る こ とが で きれ ば 捕集上 効果的で あ る，

　用い られ る試薬は物質 に よ っ て 区 々 で ある が．一般

に 低分子化合物の 場合， 酸性基に 対 して は Cu，　 Ag，

Zn
，
　Pb

，
　 Ba

，
　 Ca な ど の 金属塩の 形成，塩基 性 基 に 対

して は ピ ク リン 酸，ピ ク ロ ロ ン 酸 ， フ ラ ビ ア ン 酸 ，
ヘ

リァ ン ト酸 な どの 有機酸塩 また は燐 タ ン グス テ ン 酸，

燐 ウ ォ ル フ ラ ム 酸，燐 モ リブデ ン 酸 ，ラ イ ネ ケートな

どの 無機酸 塩の 形成 が 利 用 され る
】7）．沈殿物か ら目 的

物質 の 回収に は前者の場合は硫化水素で 金属を除き，

後者の 場合は 鉱酸 で 酸性 として エ ーテ ル の よ うな有機

溶媒 で 酸成 分 を除 く．

　多価金属 イ オ ン の 組合せ に よ る沈殿 も行な わ れ る．

オ キ シ テ トラ サ イ ク リン （Otc．）は pH 　8．　1−・9．　0で ，

Ba
，
　Sr，　Ca の 組 と Mg ，　Zn ，　Be，　Cd，　Hg の 組を 適当

に組合せ て cemplex と して 沈殿 され る．　 Ca −Mg
，
　Ba −

Mg
，
　 Ba−Zn の 紐合せ が良い 結果を与え る

Zl ＞．例え ば

プロ ス を 硫酸 で pH 　2．5 とし， 菌体を 濾別 した後，

0tc．1部に 対し BaClt・2H2015 ．5 部 ，
　 MgCl2・6H20

2．07部を加 え て 30分撹拌す る．10％ NaOH で pH を

8．5 とし，生 じた Ba−Mg −Otc．　 complex を濾過助剤

を加え て 濾取す る．こ れ を 硫酸で 分解 して Otc．の 濃

縮物が得 られ る
2！）．バ ィ オ マ ィ シ ン は イ オ ン 交換樹脂

IRC 　50 に pH 　8．0 で 吸着，0．　l　n −HC1 で溶出後ヘ リ

ア ン テート，フ ラ ビ ア ン 酸 塩 と して 沈 殿 され る
21 ）．

　 トリプ トフ ァ ン は HgSO ， と難溶性化合物を 作 り，

ア ミノ 酸 の 選択的 沈殿 に は potassiu皿 trioxalat   hro−

rniate （グ リシ ン ），　 a   onium 　 Re洫eckate （プ ロ リ

ン ，オ キ シ プ ロ リン ，ベ タ ィ ン ），ammoniu 皿 rhoda −

nilate （プ ロ リン ） な どの 錯塩 が利用 され る
23 ・24＞．

　蛋白質は次の 処 理 に よ っ て 沈殿する
12）．1）加熱 に よ

る凝 固．2）有機酸 （ピ ク リ ン 酸， トリク ロ ル 酢酸）や

無機酸 （メ タ燐酸 ， タ ン グス テ ン 酸）に よ る沈殿，3）

金属塩 また は 水酸化物 （水銀塩，酢酸鉛 ， 水酸化亜

鉛，水酸化 カ ド ミ ウ ム ，水酸化銅）に よ る 沈殿，4）有

機溶媒 （ア ル コ ール
， ク ロ ロ ホ ル ム ー

ア ミル ァ ル コ ー

ル 混 液，フ ェ ノ
ール ）に よ る沈殿．こ の よ うな 処理 は

除 蛋 白に 利用 され る が，金属塩 や諸種 の 沈殿剤が 蛋 白

質の 分離精製に 用 い られ る こ と もあ る．例 え ば水銀塩

（エ ノ ラ
ーゼ

， 乳酸 脱水素酵素）， 核酸 （エ ノ ラーゼ ，

ジ ホ ス ホ グ リセ ル ァ ル デ ヒ ド 脱水素酵素）， タ ン ニ ン

酸 （α一ア ミ ラーゼ ），
ピ ク リン 酸 （プ ロ タ ミン

，
ペ ル

オキ シ ダ
ーゼ ）， リバ ノ ール （a 一ア ミ ラーゼ ） な どで

ある
2D ．

　蛋 白質の 分 離濃 縮を 目的 とす る 沈殿法 と して は 等電

点沈殿 と塩析の 利 用 が 効果的 で あ る．一般 に 蛋 白質 の

溶解性に は種 々 の 因子が影響す る
6・2‘）．

1）　ア ミノ 酸組成　　蛋 白質構成 ア ミノ 酸 に イ オ ン 性

＋ 極性 ア ミノ 酸 の 割合が 多 け れ ば 水 に対 す る溶解性 が

増 し，非極性 ア ミノ 酸の 割合 が 多けれ ば ア ル コ ール の

よ うな 低誘電率 の 溶媒に 対す る溶解性 が 増す．

2） pH の 影響　　蛋 白質 は 等 電 点に お い て 実効電荷

は 0 と な り， 水 に 対す る溶解度は最 も小 さ い．こ の 性

質 に 基づ き溶液 の pH を 調節 して 蛋白質の 析出を 行な

うの が 等電点沈殿法で あ る．

3） 塩濃度 の 影響 （塩析）　　 一般 に 蛋 白質 の 水に 対

す る溶解度 は 塩濃度 が 低 い 時は イ オ ン 強度 μ に 比例

して 増加 し，塩溶効果が 現れ る （μ 0〜1）．塩濃度が

さ らに 増加す る と溶解度は極大点を通 っ て 減少 し ， 塩

析効果が現われて 蛋 白質 は析出沈殿 す る （μ 2〜10）．
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塩析 に 対 して は式 log　S ＝　P− Ks μ が適用 され る．

3 …蛋 白質の溶解度，Ks …
各種 の 塩 の 塩析効果 を 示す

塩 析 係 数 ， β
…
塩濃度 0 の 時の 蛋 白質 の 仮想 溶解度．

塩類として は （NH4 ）2SO4
，
　 Na2SO4

，
　 MgSO4 な どが

用 い られ る．塩析は また 低分子化合物の溶液か ら溶質

を析出させ るの に も利 用 され る．ブ タ ノ
ール

， ア セ ト

ン などの 塩析に は K ，CO ， が ，
エ ーテ ル

， 脂肪酸 の 塩

析 に は NaC1 が用 い られる．また 溶媒抽出の 際に 水

層 に 塩を加え る と抽出効果が 大 とな る．

4） 有機溶媒 の 影響 （誘電率の 低下）　　 蛋 白質水溶

液に有機溶媒を加 え る と媒体の 誘電率が下 っ て 蛋白質

の 溶解性が 減少す る．有機溶媒 は 蛋白質 の 変性を お こ

し易 い の で ，で き るだ け低 温 で 行 な う．pH の 調節 と

組合せ る と蛋 白質混 合物の 分別がで きる．

5．　吸着法　　溶液中の 不純物の 除去，脱色や脱臭 に

吸着現象が利 用 され て い るが ，
こ の 方法は ま た 処理 し

難 い 大量 の 水溶液中に少量含 ま れ る物質を取 り出すの

に も極めて 有効な手段で ， 後 の 分別操作 に 適 した濃縮

物が 容易に 得 られ る．種々 の 生 理 活性物質 や 抗生物質

などの 分離精製 に 当 っ て ， 水の 多い 抽出液や 培養濾液

か ら活性炭 に 目的物質を吸着 させ ， 次 い で 有機溶媒で

溶出して 分離濃縮が 行 な わ れ た例 が多い
17・1ε・21・2 ：冫．ス

ト レ プ トマ イ シ ン の 吸着法で は培養濾液の pH を 7．0

〜8．0 に 調節 し， 活性炭 1％ を加えて 吸着濾過す る．

洗滌後10倍量 の 95％ メ タ ノール を加え ， 塩酸で pH

2．0 と して 溶出す る．溶出液を pH 　4．0 に 調節して メ

タ ノ ール を 留去す る と濃縮液 が 得 られ る
IT ）．

　吸着剤として は活性炭
as）

の ほ か，シ リカ ゲル ，ア ル

ミナ，セ ラ イ トな どが ある．活性炭 は水 の よ うな極性

溶媒 か ら溶質を 吸 着す るの に適 し，溶 出 に は メ タ ノ ー

ル や ア セ トン が 用 い られ る．シ リカ ゲル や セ ライ トは

水 に対す る 親和 性が 強 く ， 水 の存在下で は他 の物質 に

対 して はほ とんど吸着性を示さない ．

　 吸着 現 象を利用 す る 方法 と して は バ
ッ チ法の ほ か ，

今 日で は 吸着 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーが 種 々 の 物質の 分離

精製に 広 く用い られて い る．

6． イ オ ン 交換樹脂 法
tS・26”’2s）　　 イ オ ン 交換樹脂 は

網 目構造 を した 高分子化合物で ， 分子内 に 一SO3H
，

−COOH ，−OH （陽 イ ォ ン 交換樹脂） ま た は 一NH2
，

−CH2N ＋R （OH ）
一

（陰イ オ ン 交換樹脂） な どの 解離基

を含み，こ れを電解質の 水溶液中 に 浸漬すると樹脂の

解離基 と溶液中の イ オ ン の 間で 次の よ うに 交換が行 な

わ れ て イ オ ン の 分 配 平衡 が 成立 す る．

　R ｛n −SO3H ｝十 nA
＋

＃ R ｛n −SO3A｝nH
＋

　　　　　　　　　　　　　　　陽 イ オ ン 交換

　R ’

｛n −NRsOH ｝十 nB
−
＃ R ’

〔n −NRsB ｝十 nOH
冒

　　　　　　　　　　　　　　　陰 イ オ ン交換

水溶液中に少量含ま れ る酸性 ， 塩基性 お よ び 両性な ど

の イ オ ン 性化合物を捕え る の に 有効で ある．

　 イ オ ン 交換樹脂 に は解離基 の 強弱に よ っ て 強酸型，

弱酸型．強塩基型，弱塩基型 の 種類があ り，
Table　2

の よ う な pKa
’

を 有す る の で ，
この 性質を利用 して 先

の 溶媒抽出の 時 の ように 酸性，中性，塩基性および 両

性物質の 分画を行 な う こ と が で き る （Fig．2 参照 ）．

　米国特許に よ る ス トレ プ トマ イ シ ン の イ オ ン 交換濃

縮の 例 で は
22 ｝，divinyl　benzene　5 ％を 含む methacry −

1ic　acid 十 divinyl　benzeneの cepolymer 樹 脂 を 50　g

ず つ 2 本 の 塔に っ め ，
10％ NaOH 液を 流 して Na 型

に し，水洗後 series に連結す る．別 に 1ml 中 360単

位の ス トレ プ トマ イ シ ン 含有プ ロ ス M ．8t を燐酸 で

pH 　2 と して 濾過，　 NaOH で pH 　7 に 中和後再濾過 し

た もの を樹脂塔に 通す．ス トレプ トマ イ シ ン は大部分

Table　2．イオ ン 交換樹脂の 解離基 と見 か けの pKa 値

陽 イ オ ン 交 換 樹 脂 陰 イ オ ン 交 換 樹 脂

解　離　基 pKa 解　 離 　 基 pKa

強

酸

型

弱

酸

型

一SO ，H

一PO3H

一COOH

一／
一

丶
　 　 　 一〇 H
＼＝／

く 2

｛
2〜37
〜84

〜6

9−vlO

強
塩
基
型

弱

塩

基

型

一N （CH3）3

−N （CH ，OH ）（CHs ）2

一NH2

一NH 一

《｝ NH ・

＞ 11

＞ 11

7〜9

7〜9

5・S6

（鈴木昭憲 ：化学と生物， 5 ，162 （1967） よ り転載）
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NaOH に よ る

　溶　　　出

　　試 料

。。毳。 型
溶

　　　↓麗 液

酸性，中性物質
　　　↓
強塩基性 OH 型

　　　↓通過液

　 中性物質

NH40H に よ る

　↓
酸性物質

　 出

　　　↓
塩基性 ， 両性物質
　　　 ↓
強塩基性 OH 型

　　　↓通 過 液

　塩基性物質

HCI に．よ る

溶　　出

　↓
両性物質

F三g．2．イオ ン 交換樹脂 に よ る 酸性，中性，塩基性，両性物質の 分別

　　　　　（鈴木昭憲 ：化学と生物， 5 ， 163 （1967） よ り転載）

吸着 さ れる．塔を水洗後 1000m1 の 0．1N 　HCI で 溶

出す る と，第 1 塔か らは 25，000単位／ml の 濃厚液 が

670ml
， 第 2 塔か らは 28，000単位／ml の 濃厚液 が 235

ml 得 られ，ス トレ プ トマ イ シ ン の 回収率も ほ とんど

100％で ， 著 し く濃縮され る．

　樹脂は 通 常塔に つ め て 使 用 す るが，今 日 で は カ ラ ム

型 イ オ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーと して 特に近似物質

問の 分別 に 大 きな効果をあげて い る．

7． 蒸留法
9・ll・IS ・ie）　　溶存 す る 目的物質 が 揮発性物

質で あ る時は 分 別 蒸留 に よ っ て こ れを濃厚に 捕集す る

こ とがで きる．比較的沸点 の 高 い 物質 ， 高級ア ル コ ー

ル ，高級脂肪酸 ， 芳香族化合物などの 分離 に は水蒸気

蒸留 ， 熱 に 不安定 な物質の 精製に は 分子蒸留
19 ）

が適用

され る．

8。 透析法
la・14・26 ｝　 半透膜を利用 した 透析法は蛋白

質，核酸，多糖類 な どの 高分子物質 と低分子物質 の 分

別 ， 例え ば 蛋白質塩析後 の 脱塩などに 利用 されて き

た．低分子 物質が 電解質の 場合に は電気透析も利用 さ

れ る．

　 普通 の 透析で は浸透圧 の た め に 膜内液 はか え っ て 増

加す る が，内液 に 加圧す る か，外液を減圧す ると内液

は 濃縮さ れ る．また蛋白液を ア ル コ ール や ア セ トン 水

溶液に対して 透析する と内液 が 濃縮で き る12）．

　 こ の よ うな 諸種の方法を併用す る こ とに よ っ て 多量

の 希薄 水溶液 か ら目 的 物質 を か な り濃厚 に 捕集す る こ

と が で き る．さ らに異種物質 との 分別 や 類縁物質問の

分別を し，目的物質 の 濃 縮分離 を行 な うに は次 の よ う

な 分 別方法 が 適 用 さ れる．本稿 は希 薄 溶液 か らの 濃 縮

を主 眼 と す るの で こ れ らに つ い て は 簡略 に 述べ た い．

9．　向流分配法
11・ls・29“’31 ）　 こ れは 2 つ の 溶媒系に対

す る分配係数の 差を 利用 して 2 溶媒系を 順次向流的 に

接触 させ て 分別 操作 を 繰返 す 方法 で ，比 較的 多 い 量 を

処理 したい 時 は多数 の分液漏斗を 用 い て 効果を あ げる

こ と もで き る が ， 普通 に は 自動化 された装置 が 用 い ら

れ る．

　こ の 方法は条件が 温和 で ，従来困難で あっ た 生体成

分や代謝産物中の 近縁物質の 分離に 有効で ， 比較的多

量の物質 の 分離精製に も用 い られ応用範囲が広い．ア

ミノ 酸 ，ホ ル モ ン ，抗生物質などペ プ チ ド， 蛋白質 そ

の 他の 分離精製に 効果 が あり， 純度検定 ， 分子量の 測

定
tg ）に も応 用 さ れ る．

10． クロ マ トグラ フ ィ
ーls ，ZG ・

3 °）　 固定した 吸着剤

（固定相）に 溶媒ま た は 気体を しみ 込ませ た分散系の

一
端 に 混合試料をおき， 溶媒または気体 （展開剤ま た

は移動相）を移動させ．試料成分の 分配係数 の 差 ， 被

吸着性 の 差 ， 解 離 性の 差 な ど に よ る移動速度 の 差を利

用 して 分離を行 な うもの で ， 種 々 の 型 が ある．物質 の

分離調製 に 用い られ る ほ か，最近で は分析定量 へ の 応

用 に 著 しい 進歩が み られ る．

A ．分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー19・25・30 ）　 カ ラ ム の 固定

相の 水相と その 中を 移動す る溶媒相との 間 で分配が 繰

返 さ れて 混合物が分離さ れ る．ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー，ク ロ マ トパ イル

， 逆 相 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーな

ど種 々 の 方式があるが，分離精製の た め比較的量を こ

なせ るの は シ リカゲル や セ ル ロ ース パ ウ ダーなどを水

の 保持体 とす る カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーで ，比較的

極姓 が強く親水姓の物質 に適用 され る．

B ．吸着 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー　　ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー

として は 最も早 く考案され た もの で ， カ ロ チ ノ イ ド色

素 な どの 分別に 効果を あげた ．分離すべ き物質を含む

液を ，吸 着剤 を っ め た カ ラ ム に 流 して 吸着 させ ，展開溶

媒で 展 開して ，吸着剤 に 対す る被吸着性 の 差 を 利用 し

て 分別 す る．比 較的 極 性 の 少 な い 物質の 分別 に 適す る．

　吸着剤の 種類 と 吸着性，物質の 構造 ・置換基 の 種類

と被吸着性の 関係，溶媒の 溶出力や eluotropic 　 so1 ・

vent 　ser 三es に っ い て は 文献
19 ・30・S2 ）を 参照 され た い．

C ．イ オ ン 交換型 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー　　H 型 の 強 酸

性樹脂の カ ラ ム に食塩溶液を 流す と ， 液は降下す るに

っ れ新しい HR 層に 接 し，
　 HR ＋ Na’＃ NaR ＋H “

の
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Table 　3．イ ォ ン 交換セ ル ロ
ース

1 交 換 体　名　称 1
セ

ル

ロ

ー

ス

陽
イ

オ
ン

交
換

セ

ル

ロ

ー

ス

陰
イ

オ

ン

交
換

CM （carboxymethyl ）− cellulose

P （phospho）
−

SM （su1fomethyl ）
−

SE 　（sulfoethyl ）一

PAB 　（p・aminobenzyl ）−

AE （aminoethyl ）−

DEAE （diethylam…皿 oethyl ）
−

TEAE （t：iethylam三nDethyl ）
−

GE （guanidinoethy1）−

ECTEOLA （ecteola ）一

交　　換　　基 i pk

一〇・CH2COOH
−0 ・PO3H2
−0 ・CH ，SO ，H
−0 ・CH2CH2SO3H

一〇・CH ，C ，H4NH ，

−0 ・CH2CH2NH2
−O ・CH2CH2N （CtHs）2

−O ・CHeCH ・N ＋

（C・H5）3

℃ ・C既 C 珊 酣 C《欝
組　成　不　明

4．2ム

，　3．5b
6．7n

，　6．5b
　 2，5b

　 2．5

　 4．0

弱塩基性

　 ユOb

強塩基性

5，9風

，　7．4b

（実験化学講座続 2
， p．363 よ り抜 粋） a は水中，b は 0．5M 食塩水中．

Table　4．イ オ ン 交換 Sephadex

Sephadex の タイ プ 交 　　換 　　基 備 考

DEAECMSE
　 　 十

一C2H ‘NH （C2H5 ）2

−CH2COO
−

−C2H4SO20
一

pK 　9．5と5．7

pH 　 6以上で 完全解離

pH 　3．5以上で 完全解離

交換平衡 は 右に 進 み ， 液相の Na’
と当量の H ＋

が 液

相 に 出て くる．樹脂層 の 上端 は交換基 が Na ’

の み で

古 め られ，Na’
の 吸着帯 が で き る．2 種以上の 陽 イ オ

ン を含む液を通す と樹脂層の 上端か ら選 択係 数 の 大 き

・い もの から小さ い もの の順に 吸着帯が で き る。こ れ に

他 の 比較的濃度の 高 い 電解質溶液 （溶離剤）を 通 す

と，樹脂層 に 固定 されて い た イオ ン と加 え られ た イ オ

ン の 間で 交換平衡の移動が お こ っ て 吸着帯の 降下すな

・
わち溶離 が お こ る．混合溶質の 分別 に 当 っ て は step ・

wise 　elutien や 9Tadient 　elution が適用 され る．

　 イ オ ン交換体 と して は樹脂 の ほ か に セ ル ロ ース に 種

々 の 解離性置換基を 導入 した セ ル ロ ース イ オ ン 交換

aSI4・19・so）（Table　3）がある．こ の 場合 は交換基は セ ル

U 一ス 分子の 表面 に 存在す るの で 交換 速 度が 速 く，交

換容量 も大きい．蛋白質，核酸 ， ウ ィ ル ス な ど高分子物

質 の 分離精製 に 適 して い る．ま た最近 で はゲ ル 濾過剤

の Sephadex に イ オ ン 交換 基 を 入 れ た もの
19・s7 ）

（Table

4）もある ．こ れは デ キ ス ト ラ ン ゲル に 官能基を導入 し

た もの で，そ の 作用は 主 に イ オ ン 交換とみ られる．

　 イ オ ン 交換 ク ロ マ bグ ラ フ ィ
ーは酸 ， 塩基 ， ア ミノ

酸，ペ プ チ ド，糖，核酸関連物質などの 分別調製 の ほ

か 定量分析 に広 く用 い られて い る．具体例 は文 ma19・28）

を参照 さ れた い ．

正）．薄層ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー！9・33）　 ガ ラス 板 に 吸着

剤 の 薄 い 層を つ け固定相 と した もの で
， 固定相 の 種類

に よ っ て 吸着 の ほ か分配，イオ ン 交換型 の ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ーと して も用 い られ る．最近 は ポ リエ ス テ ル フ

ィ ル ム 上 に シ リカ を塗布 した製品 も出て い る．主 な 吸

着剤 は シ リカ ， ア ル ミナ な どで あるが ， フ ェ ノ
ール 成

分 に は ポ リァ ミ ドが 有効で ある
34 ）．フ ェ ノ

ール 性水酸

基 は ポ リァ ミ ドの ペ プ チ ド結合 と の 間 に 可 逆 的 な 水素

結合をつ くる が ， フ ェ ノール よ り強 い 水素結合を つ く

り易い 極性溶媒で 溶出され る．

11．　ゲル 漉 過 法 “ ・19 ・36
”“3s）　　最近 で は 分子 篩 とい う

新 しい 原 理 を 利用 した分離法が普及 した．こ れ はデ キ

ス トラ ン を エ ピ クロ ル ヒ ド リン で 架橋 して 三 次元 の 網

目構造 を もたせ た もの で ，商品名 Sephadex 　とい わ

れ，架橋度 の 差 に よ り種 々 の 網目の もの が ある．使用

目的 は広い．例え ば

1） 高分子 物質溶液の 脱塩，低分子物質 との 分離．

2） 溶液 の 濃縮　　 Sephadex は水を吸収 して 膨潤す

るが ， 高分子物質 は 取込 ま な い の で 溶液の 濃縮を行 な

うこ とが で き る （前出）．な お 濃縮へ の 応用例 に つ い

て は 文 maSS）を 参照．

3）　同族物質 また は混合物か らの 分離　　蛋白質，酵

素 ，
ペ プチ ド， ア ミノ 酸 ， ホ ル モ ン

， 多糖類，オ リ

ゴ 糖類 ， ヌ ク レ オチ ド， ヌ ク レ オ シ ド， 核酸塩基，ビ

タ ミ ン な どの 分離．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

648 滝野　慶則 〔醸 ユニ　第48巻，　1970年

4） 薄層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー　　Sephadex を担体 と

して 使用す る と ， 分子篩と して の 機能も発揮される．

5）　ゾーン 電気泳動　薄層に し たゲ ル を担体と して 電

気泳動 を行 な う．

　従来の Sephadex は水性溶媒中で 使用 され るが ， 最

近 有機溶媒中で 使 用 可 能 な Sephadex 　LH −20 が 作 ら

れ，疎水性化 合物 の 分 別 に適 用 され る．

12．　電気泳動法
11・14・19・2fi・39 ）　 溶質の 解離性に 基い

た もの で，電場の 中で 電荷をもっ た溶質 の 泳動現象を

利用す る，操 作上 （1夥 動 界 面法 （Tiselius型）と ゾー

ン 電気泳動法の 別 が あり， 前者は定量分析に ， 後者は

主と して 分離精製に適する．ゾーン 電気泳動法で は適

当な 支持体 の 中で 泳 動を行な っ て 分離す る．簡便 な の

は濾紙電気泳動法で あ るが ， 支持体と して は こ の 他デ

ン 粉，Sephadex，寒天ゲ ル ，ポ リァ ク リル ァ ミ ドな

どが ある．ゲ ル 内の 泳動で は 適当な濃度 の ゲル を用い

る と，あ る程 度以 上 の 大 き さの 溶質 が ゲ ル 内を 通 過 し

に くく， 分子篩の 効果 が で て，移動度の 差 が小さくて

も分子 の 大 きさに 差 が あれば分離 が可能 となる．

　 分離 を 目的 と した 装置 に は次の よ うなもの があ る．

1）　濾紙を支持体 とした 連続電気泳動法
z6）．

2） Kirkwood の electrepheresiS ・convection 法
19） 対

流現象を利用 した もの で ， 上下 の 貯蔵槽に 成分が濃縮

捕集 され る．

3） Porath の 垂 直カ ラ ム 型ゾーン 電気泳動装置切

エ チ ル エ ス テル 化した セ ル ロ
ース 粉末を支持体として

泳 動 が行 な わ れ る．試料 数 mg か ら 109 程度まで 適

用 で きる．電気泳動終了後 ， 新 しい 緩衝液で 溶出を行

な い ， 溶 出液 を フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク ターに分取す る こ

とが で きる．

13．　そ の 他 の方法　　イ オ ン 交換膜 電気透析法は 電

解質の 濃縮と脱塩 に効果的 で あるが ， イオ ン 交換膜は

糖類 の 脱塩 ，
ビ タ ミ ン Bn の精製， ア ミノ 酸の 精製 に

応用される le）．

　 遠心法は比重の 異な っ た相を含む エ マ ル シ ョ
ン の 分

別 （牛乳 の 脱 脂）に，超遠心法は蛋白質の 分析 に 用 い

られて い るが，最近密度勾配遠心分画法が開発 され，

生体高分子，ウ ィ ル ス ，核酸 ， 蛋 白質 ， 生体顆粒の 分

画 に 利用されて い る 19＞．

　 起 泡分離法は気液界面を 利用 す る もの で，こ れ に属

す る もの と して は古 くか ら浮遊選鉱法が 知 られ て い る

が ， 今 日 で は 可 溶性 物質の 気 泡 に よ る分 離 濃縮 に も こ

の 原理 が応用 され，界面活性 な捕集剤を用 い て 無機 イ

オ ン の 捕集がで きる．多量の 希薄溶液の 処理 に適する

便が あ る．有機イ オ ン の時は特別な捕集剤を加えず に

泡沫浮選を行なう こ ともで きる．時 に は水溶液上 に イ

ソ ア ミル ア ル コ ール ，オ ク チル ア ル コ ール な ど の層を

お い て 消泡 と同時に 浮選物質を 有機溶媒中に 捕集す
．

る．こ れ が溶媒浮選 で ，溶媒抽出に 似て い る が，使用

溶媒量 が 少なくて すみ ，
エ マ ル ジ ョ ン が 生ず る心配の

な い 点が 便利 で あ る，大規模な装置もあ る．起泡分離

の 対象 に なる もの に は染料，ピ ク リン 酸塩 ， 没食子酸

塩，ア ル カ ロ イ ド，抗生物質，合成洗剤な どが あげら．

れ る 19）．

　 ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーSO・4°）は微量な揮発性物質の

分 別 に有効 で あ るが ， 水酸基 の 多 い 揮発 性 の 乏 しい 物

質 （糖類，ス テ ロ イ ド， フ ェ ノ
ール 性化合物） も トリ

メ チ ル シ リル エ
ーテ ル 化す る こ とに よ っ て 適用可能 と

なり，応 用範 囲 が 拡大 しつ つ あ る。分 取 装置 を 取 りつ

ける と純粋な 成分 の 分取 もで き る
19）．
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