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本研究の目的および本論文の構成

タンパク質は極性をもち、荷電し得るので、電荷の違いを利用したイオ ン交換

による分離が可能である。イオン交換クロマトグラフィーによるバイオ生産物の

分離締製がさかんにおこなわれている。カラムに充境されるイオン交換ビーズは、

サイズの大きいタンパク質が入り込める締孔精進、および非特奥的な不可逆的吸

着が少ない級水性の表面構造をもっている。タンパク質のビーズ内部での移動は

濃度勾配を駆動力とした拡散である。そのため、総括の吸着速度は、 ビーズ内部

でのタンパク質の抵敬遠度に支配されるという欠点をもっている。これに対し、

タンパク質が通過できる細孔を有する肢の納l孔表面にリガン ドを固定し、そこへ

タンパク質を含む溶液を強制的に透過させる システム、すなわちメンブレンクロ

マトグラフィーが提案された。このとき、タンパク質の拡散移動抵抗が無視でき

るので、クロマ卜グラムが透過流量に依存しないという吸着特性をもち、タンパ

ク質を高速かっ選択的に吸着することができる。

高分子材料を修飾して機能を付与するとき、放射線グラフト霊合法は、適用で

きる基材の形状、材質が広範囲であることから有力な手法である。放射線グラフ

卜重合法を用いて、直径約O.3μ田の純孔を有するポリエチレン製精密泌過践の細

孔表面に、グラフ卜高分子鎖を付与することにより、高性能な分般機能性材料を

開発する研究が進められてきた。キレート形成基やアフィニティリガ ン ドをグラ

フ ト鎖に導入する ことによ って、液中に低様皮で溶存する金属イオンやタンパク

質を細孔内を通過するI聞に捕捉できる。

本研究では、放射線グラフト重合法を適用して、イオン交換基を有するグラフ

ト鎖を精密泌過膜に付与し、タンパク質を分離精製するための新規の肢を開発す

ることを目的としている。従来のイオン交換ビーズでは、架橋構造をもっ高分子

担体に直接イオン交換基が固定されていたのに対し、本研究では、 グラフト鎖と

いう非架続のフレキシプルな高分子鎖にイオン交換基を固定する。この新規な吸

着場にタンパク質がイオン交換吸着するときの吸着平衡や吸着速度についての基

礎研究もおこなう。



本論文は 7章で構成される。構成図を次図に示す。第 1宣言では、本研究の意義

を明確にするために、放射線グラフト重合法、イオン交換体の合成法について述

べ、さらにイオン交換を利用したタンパク質分離精製法の現状についてまとめた。

第 2章では、イオン交換基を有するビニルモノマーを利用した放射線グラフト重

合法によるイオン交換体の新規合成法について述べる。第 3主主では、肢の透水性

能を利用して、イオン交換基を有するグラフト鎖のコンフォメーションについて

考察する。第4章では、スルホン駿基を有するグラフ ト鎖を多孔性践に導入 し、

金属イオンおよびタンパク質の吸着性能を調べ、比較する。第 5主主では、イオン

交換基を有するグラフト鎖へのタンパク質の多層吸着構造〈テンタクル吸着構造)

について実験的解明をおこなう。第 6i立では、テンタクル吸着を発現するグラフ

ト鎖を多孔性践に付与した膜材料( .・Porous& Tentacle"型イオン交換膜〉のタ

ンパク質吸着特性を調べ、実用化への可能性を考察する。第 7章では、本研究会

体の総括および今後の展望を述べる。
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第 1章緒論

本意では、まず放射線グラフト重合法についてその原理および特徴を紹介する。

つぎに、高分子基材に若手入されたグラフト鎖の特性を調べる方法についてまとめ

る。さらに、放射線グラフト重合法によってイオン交換基を基材に導入する方法

を提案し、得られたイオン交換休をタンパク質の分離精製に適用する意義を示す。

1 -1 放射線グラフト霊合法

I)放射線グラフト重合法の特徴

現存する高分子材料に放射線を照射すると、そのエネルギーによって高分子材

料中の C-H結合が切れてラジカルができる。そこへ二重結合をもっモノマ ー(ビ

ニルモノマ )を接触させると、ラジカルを開始点として重合反応が開始し、ポ

リマ ー鎖が成長していく。やがて、ポリマ 鎖聞での水素のやりとりあるいはポ

リマー鎖どうしの結合によってラジカルが消失して重合反応が停止する。

Fig. ]-]にグラフト重合法の模式図を示す。もとの高分子材料を基材あるいは幹

ポリマーとよび、基材に重合したポリマ ーを校ポリマーとよぷ。幹に技をつける

ので、この霊合のさせ方をグラフ 卜(接ぎ木)重合法とよぷ。校ポリマーをグラ

フト鎖ともよぷ。また、政射線を利用してラジカルつくるので、放射線グラフト

重合法という。プラズマ、紫外線あるいは化学物質を刺期してラジカルをつくる

方法もあるが、材料合成の工業化を考えたとき、放射線の利用が有利である。

グラフトとは、もともと農芸手法の一つである。寒さに耐えるしっかりした幹

に、おいしい果実をつける伎を接ぎ木する。こうして寒冷地でもおいしい果実が

なるのである。幹と校のこの役割分担こそグラフト手法の魅力である。形状をも

った強度のある高分子材料、すなわち幹ポリマ ーに、分荷量あるいは反応機能をも

った技ポリマーをグラフトできる。こうして高性能な材料を開発する。
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2〉放射線グラフト重合法の分類

放射線グラフト重合法を分類する基準は、(l)放射線源、 (2)照射時期および(3)

モノマーの相である。まず、基材にラジカルをつくるエネルギー源として、電子

線(EB)とガンマ線(7線〕とがある。つぎに、基材とモノマ を共存させておいて、

そこへ放射線を照射する同時照射法と、~材に放射線を照射した後に、モノマ ー

を接触させる前照射法とがある。同時照射法では、モノマーによっては、基材へ

のグラフト重合と並行して、モノマーどうしの重合が進み、ホモポリマ ーの生成

が起こることがある。一方、前照射法では、照射工程とグラフト重合工程とを分

けられるので実用上、とても便利である。さらに、反応させるモノマーをラヅカ

ルへ液として輸送する液相法と蒸気として給迭する気相法とに分けられる。前照

射気相法なら、照射基材に重合させたい髭のモノマーを用意して、モノマーがな

くなるまで反応をおこなえばよい。ただし、気相のモノマー濃度に分布がないよ

うに反応装置に工夫をしないと、得られるグラフト材料に重合反応家の不均ーな

分布が生じる。一方、前照射液相法では、反応時間、反応温度を制御して霊合反

応率を決定する。ホモポリマーを除去するために、グラフト重合反応後に、グラ

フト材料をよく洗浄する必要がある。ただし、重合反応率の分布は少ないロ

3〕放射線グラフト重合法の利点

放射線グラフト重合法はつぎの点で有利である。

(1)いろいろな材質の高分子材料を基材として利用できる点。例えば、セルロ

ス、ポリオレフィン、ポリテトラフルオロエチレンを利用できる。

(2)いろいろな形状の高分子材料を基材として別府できる点。例えば、フィルム、

中空糸腹、繊維、不織布、ビーズへ適用できる。

(3) ~、ろいろな分布や形般のグラフト鎖を碁材へ付与できる点。フィルムの厚さ

全体に、あるいは表面付近のみにグラフト鎖を付与したり、多孔性材料の内部孔

のまわりに、あるいはそのマトリクス内にグラフト鎖を付与したりできる。

さらに、触媒が不要であること、穏和な反応条件で重合を進行させることがで

きる点が刺点としてあげられる。

これらの刺点を活かして、これまで放射線グラフト重合法により、イオン交換

股 (lshigakiet a1.. 1981; Ellinghorst. 1983)、キレート樹脂 (Omichiet 

r
h
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a1.. 1987)、海水ウラン採取周吸着剤 (Okamotoet a1.. 1985; Saito et aJ.. 

1988; Uezu et a1.. 1988)、生物活性体の固定化材料 (Kaetsu品Kumakura.

1987)、抗血栓性材料 (Hoffmanet a1.. 1983; Hayashi et a1.. 1987)など多

くの搬能材料が研究開発さ れ、このうちイオン交換肢は電池用隔膜として工業化

されている(Tanso.1986)。脱臭材についても企業化されつつある (Ogawara品

Saito. 1993)。

1 -2 グラフト鎖のキャラクタリゼーション

放射線グラフ卜重合法によってきま材に導入されたグラフト高分子鎖の特性を調

べる方法は、直接法と間接法とに分けることができる。直接法とは、グラフ卜鎖

を基材から単離して、その分子畳分布を決定する方法であり 、悶接法とは、基材

に固定された状般でグラフト鎖が示す動的あるいは静的挙動からそのイメ ジを

つくる方法である。ただし、実用材料をつくるときには、もともと化学的に安定

な高分子材料を基材に選ぶことが多いので、グラフト鎖を単離するという直接法

がいつも遜用できるとは限らない。

l)単級法によるグラフト鎖の分子量の測定

Yamagishi et al. (1993)は、セルロ ーストリアセテー ト製の微多孔性践に、

メチルメタク リレー ト (MMA，CH，=CCH，COOCH，)をグラフ卜重合 した。熱硫酸によ

る基材の加水分解によってMMAグラフト鎖を単離し、その分子盆分布をゲルパーミ

エーションク ロマト (GPC)法で調べた。MMAグラフト鎖の重量平均分子量は 10・程

度であった。 MMAモノマーの分子量が100であるので、モノマ ー単位として 10'個分

に相当する。このグラフト鎖が伸長したコンフォメーションをとる場合、 lμm程

度の長さになる。これは精密歯車過用の微多孔性腺の子し径に相当する。

2)透過流東健からのグラフト鎖の特性の推察

Yamagishi et al. (1988)は、気相および液相グラフト霊合法を用いて、多孔

性ポリエチレン践に各種のピニルモノマーをグラフト重合し、それぞれの朕の透
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過流東を比較した。その結果、同一量の グラフ ト鎖をもっ膜同士で比較した場合、

気相でグラフト重合した践の方が液相でグラフ ト重合した膜よりも高い透過流来

を示 した。 これは、気棺中でのモノマーの拡散迷度が滋相中に比べて迷いため、

重合反応中に基材のマトリクス内に形成するグラフト鎖のおl合が多く、細孔を埋

めるグラフト鎖の割合が少ないからである (Yamagishiet a1.. 1990)。前照射

法と同時照射法についても、膜の透過流束値からグラフト鎖の形成部(立が異なる

ことが磁認されている(Yamagishiet a1.. 199 J)。

グラフト鎖に含まれる官能基の種類や密度によっても肢の透過流東は大きく異

なる。これは、グラフ ト鎖のコンフォメーションが異なるためである。特に、イ

オン解離基を有するグラフ ト鎖を多孔性腹に導入した場合、官能まま密度の物加に

ともない朕の透過流東は大きく低下する (Saitoet al.. 1989a)。また、透過流

束は践に透過させる溶液の性質にも大きく依存する。たとえば、リン酸基をもっ

グラフト鎖を導入した膜では、純水の透過流束はほとんど零であるが、211のNaCl

水溶液を透過させると透過疏束は約7倍大きくなる CSaitoet a1.. 1989b)。 こ

のようにグラフト鎖のコンブォメー ションは、 グラフト鎖と透過溶液の両方の性

質に依存する。

1 -3 放射線グラフ ト重合法によるイオン交換体の合成

l)イオ ン交換樹肪の合成法

イオン交換樹脂の用途は、純水製造、破水軟化、 金属回収および触媒である。

最近では、生物学、医学、農学の分野でも使用されている。従来のイオン交換樹

脂の多くはスチレンとジビニルベンゼンの共重合体にイオン交換基を導入したも

のである。カチオン交換基であるスルホン酸基を導入するには、猿硫酸、クロロ

硫酸中での高温、長時間の反応という極めて苛酪な条件が必要である CWheaton 

品Lefevre. 1981; Albright品Yarnell.1987)。そのため基材の化学的劣化、物

理的強度の低下、低分子溶出物の発生などの問題が生 じている。また、スルホン

化反応に耐えることができるように架橋を施された基材は成型が非常に困難であ

るため、その形状は、球状あるいはそれを微細化した粉末状である。
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2)主主射線グラフト重合を利用したイオン交換基の導入法

高分子材料にイオン交換基を付与するとき、放射線グラフ 卜霊合法は、適用で

きる基材の形状、材質が広範囲であることから有力な手法である。成型性がよく、

物理的にも化学的にも安定な高分子であるポリエチレンに、放射線グラフト重合

法を用いてスルホン酸基しSO，II)を導入する方法をFig.1-2に示す。

(a)スチレン (St.CA，'CHC.B，)をポリエチレン基材にグラフト重合し、濃硫酸

を用いてベンゼン潔をスルホン化する (Ishigakiet a1.. [981)。この方法では、

スチレンージピニルベンゼン共重合体からカチオン交換樹脂を製造する場合と悶

じスルホン化反応をおこなう必要がある。

(b)エポキシ基をもっモノマーであるグリシツルメタクリレ ト (GUA.CH，=CC 

U，COOCH， CHOCIl，)を前駆体としてグラフト重合する。そして、エポキシ基と!!p:硫

酸ナトリウム (SS.Na，SO，)との反応によってスルホン酸基をグラフ卜鎖に導入

できる。この方法はエポキシ基の高い反応性を利用しているので、穏和な反応条

件でスルホン酸基を導入できる。

(c) スルホン酸基を もっピニルモノマーであるスチレンスルホン酸ナト リウム

(SSS. CH，=CHC.fl.SO.Na)をポリエチレン基材にグラフト重合する。この方法は

一段階の反応でスルホン酸基を導入できるので、実用的に非常に有別である。

[ -4 イオン交換休によるタンパク質の分離精製

l)バイオ生産物の分離精製

バイオ生産物の工業的生産は、急速に拡大しつつある。とく に医薬品、食品、

化粧品分野でのファインケミカルズの生産は種類が多岐にわたるだけでなく、盤

的にも著しく地大しつつある。バイオ生産物の生産プロセスにおいて、目的物質

の分隊精製を中心としたダウンストリームプロセシングは、製品の質を決めるだ

けでなく、製造コストにも大きく影響する。そのため、 ・分離精製度'が高く、

かっ・分離精製速度.の速い分離操作が要求されている。
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2 )イオン交換クロマトグラフィー

タンパク質の分離精製において最も効率のよい分総手段はクロマトグラフィー

である。よく用いられるクロマトグラフィーの分配機構および特徴をTablel-1に

示す。近年、生体分子の特異的な親和力(アフィニティ)を利用したアフィニテ

ィクロマトグラフィー技術によりタンパク質の分離粉裂がさかんにおこなわれて

いる (Sada. 1990)。これに対し、カチオンやアニオンを分離精製するために広

く利用されているイオン交換作用も、タンパク質の選択的な分離に応用できる

(Church &官hi目na. 1986: Kato et a1.. 1987)。ほとんどのタンパク質は極性

をもち、荷ntし得るので、電荷の違いを利用したイオン交換によるタンパク質の

分総が有効である。荷電基をもっ充填材が溶質分子上の反対符号の荷電基と静電

的に相互作用し保持するのがイオン交換クロマトグラフィーである。概して分際

能が高いため、タンパク質精製の早い段階に用いられることが多い。タンパク質

の分総務製によく用いられるイオン交換体をTablel-2に示す。

イオン交換体はイオン交換基と基材で特徴づけられる。イオン交換基は、カチ

オン交換用として弱酸性のカルボキシメチル(CM)基と強酸性のスルホプロピル

(SP)基が、アニオン交換用と して弱塩基性のジエチルアミノエチル (DEAE)基

と強境基性の第四級アミノエチル(QAE)基が用いられている。

タンパク質のイオン交換クロマトグラフィーに用いる基材は、大きい分子が入

り込める網目構造をもち、非特異的な不可逆的吸着が少ない親水性の表面をもっ

材料がよい。このような特性を保ちながらも物理的強度の高い充填材が開発され

ている(Tsuei& Yang. 1990; King & Pinto. 1992: Li and Spencer. 1992)。

3 )メンブレンクロマ トグラフィーとノマーフュー ジョンクロマトグラフィー

従来のイオン交換およびアフィニティクロマトグラフィーを用いた分離システ

ムでは、ビーズ状の吸着剤を使用するので、タンパク質のビーズ内部での移動は

滋fJt勾配を駆動力とした拡散である。そのため、総括のタンパク質吸着速度は、

ビーズ内部でのタンパク質の拡散速度に支配されるという欠点をもっている。ま

た、操作圧力を上げるとビーズの圧密化が起きるという問題もある。

Brand t et a1. (1988)は、タンパク質が通過できる細孔を有する肢の細孔表面

にリガンドを固定し、そこへタンパク質を含む溶液を強制的に流通させるシステ

-9 -



ム、すなわちメンブレンクロマトグラフィーを提案した。そしてProteinAをリガ

ンドとして免疫グロプリン(IgG)を、あるいはゼラチンをリガンドとしてフィブ

ロネクチン(FN)をアフィニティ 吸着する微多孔性膜材料を開発した。

われわれの研究グループは、敏射線グラフト重合法によって、微多孔性膜の知1

孔表面にアフィニティリガンド(1四 taet a1.. 1991; Ki囚 eta1.. 1991)をも

っポリマー鎖を回定した。合成した膜の内面から外面へタンパク質溶液を透過さ

せると、タンパクttは対流に乗ってアフィニティリガンド近傍まで輸送されるた

め、拡散移動抵抗が無視できる。クロマトグラムが流量に依存しないという吸着

特性をもつので、タンパク質を高速かっ選択的に吸着することができる。実用化

する場合は、デッドスペースや逆混合をなくすように、s1モジュ ールを工夫して

液の流れを制御する必要がある。

朕でなく、あくまでビーズにこだわっても対流に支援された分維を実現できる。

最近、 Afeyanet a1. (1990)は、直径 1μ 回程度の孔 (throughpore，貫通孔とよ

ぷ〉が聞いていて、そのまわりにイオン交換基やアフィニティリガンドを担持で

きる小さな孔をもったビーズを開発した。このビーズは高い操作圧力下でも圧密

化が起きないという特徴をもっ。そして、このビーズを用いたクロマトグラフィ

ー(パーフュージョンクロマトグラフィーとよぷ)によって、従来の高速液体ク

ロマトグラフィー(HPLC)の10倍の流速でタ ンパク質を分般することに成功した。

ここでも、ピース充填カラムのクロマトグラムが流量に依存しないという吸着特

性が磁認された。パーフュージョンクロマト用のビーズをつぶして、平たい践に

すれば、メンブレンクロマト周の材料に変身させることができる。メンブレンク

ロマ卜もre-フュージョンクロマ卜も“Convection-AidedSeparation"である。
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Table 1-1.バイオ生産物分自室に用いられる液体クロ 7 トグラフィー

在買存タロマト γ ノ
ブィー

がふる 分配の生じ
る柱建梼 i溶 出 i法

ゲノレi戸過タロマトグ
ラフィー (GFC)

(ゲノレタロマトグラ

ブイー)

(サイズ排除クロマ

トグラフィー)

分子の大き lsocratlc 

さ・形状 eJution 

特 徴

分配係数が 0-1なの
で，分間世にある程度のカ

ラム長さが必要.

処理条件が穏和.

高回収率.

対象物質

脱遮，緩衝液

交換，タンバ

ク質などの分

子量分函

イオン交換クロマト 静電カ 段階溶出 広い対象に適用可能. 低分子高分

グラフィー(lEC) 勾配溶出 溶出条件によって分離度 子電解質など

調節可能.処理量大. 広範囲

目的画分濃縮.

E車水性タロマトグラ 疎水力 段階溶出 吸着体の吸活力を広範囲 タンバク質.
7ィー (H1C) 勾配溶出 に調節可能. 細胞.コンホ

高イオン強度で汲若. ーメーション

種々の港出法によって分 変化を伴うタ

爾可能 ンバク質

デロマトフォーカシ 等電点差 勾配溶出 高い分自官能(0.05pl差). 7イソザイム

ング 目的商分濃縮度高い， など分離困難

なタンパク質

77イニティクロマ 生物学的親 段階溶出 高い選択性ー 低滋E芝生理活
トグラフィ一 手口カ (勾配議出) 目的画分i農縞度高い. 性物質

処理念大

リガンド.滋離条件の検

討露宴.



Table 1-2_ よく用いられるイオン交換体

荷電基

陰イオン交換体

基材 商品名ロ(会社)"

ジエチル7ミノエチル (DEAE) I セルロー λ I DEAE-Sephacel (Pharmacia) 
ー(CHふN+H(C，Hふ I I DE52など (Whatman)
pK.!I 9-10 I I Cellex D (Bio-Rad) 

第四級アミノエチノレ (QAE)

(CH，)，N+R(C，Hs)， 
pK.>13 

陽イオン交換体

カルポキシメチル (CM)

ーCH，COO-
pK.3-5 

ホ;;<.ホ

ーO-PO，'-
pK.，1-2 
pK.， 6-7 

スルホブロピJレCSP)

ー(CH，)，SO，-
pK.くL

DEAE-Cellulofine (生化学工業〉

デキλ トラソ DEAE-Sephadex (Pharmacia) 

7 ガロ-;;<. I DEAE-Sepharose (Phaπnacia) 
DEAE-Bio】GelA CBio-Rad) 

合成ボリマー I DEAE-Toyopearl (東ソー〉
テ.キストヲ γ I QAE-Sephade又 (Pharmacia)

セルロース ICM52なと (Whatman)

Cellex CM (Bio-Rad) 

CM-Cellulofine (生化学工業〉

デキストラ:/ I CM-Sephadex CPharmac:ia) 
アガロース 10トSepharoseCPha口ηacia)

CM-Bio-GelA (Bio-Rad) 

合成ポリマー I CM-Toyopearl (東ソ 〉
セルロース IP 11 (Whalman) 

Cel1ex P (Bio-Rad) 

デキλ トラ:/ I SP-Sephadex (Pharmac:ia) 
合成ポリマー I SP-Toy叩 earl(東ソー〉

tl ここに示すpK.値はし、ずれもおよその目安.荷電慈の fタロ環境の違いによる広がりが
あるほか，イオY強度などによりかなり変動する.

t2商品の多くはさらに網目の大きさや粒径などの特性を示す記号や数字で区別されている
t3 略称で示した噂正式名称はつぎの通り
Pharmacia: Pharrr、aciaLKs siotechnology AH (Uppsala， ;;<.ウヱーデ:/);国内販売元，
ファノレマシ7 (株).

Whatman: Whatman Ltd. (Maidstone， I<ent，英国);国内販売元，ワットマ:/(妹).
Bio-Rad: Bio-Rad Laboratories Chemical Division (Richrnond， Califomia，米国); 
園内販売元，日本パイオ・ラ y ドラポラ 1.~ーズ(徐). 東ソー:耳f:tー(株)
生化学工業:生化学工業〈株); Cellulofineの製造元はチッソ(株).
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叫I 、11

基材

グラフト鎖

1M' 、11

.物理的強度

.化学的耐久性

-分離機能
.触媒機能
・表面改質

Fig.1-1. 放射線グラフト重合法の模式図
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trunk polymer 

H2S04 
一一一一歩ー

/、号、
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OH 

Fig. 1-2 放射線グラフト重合法によるスルホン酸基の導入法
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第 2章

スルホン酸基を有するグラフト鎖の

高分子基材への付与

2 -1 緒言

スルホン酸基を有するビニルモノマーであるスチレンスルホン酸ナトリウム

CSSS. Cn，=CHC.H，SO，Na)を放射線グラフト重合法により高分子基材にグラフト

重合すれば、用途に適した形状や材質をもっ強酸性カチオン交換材料を従来より

穏和な条件で簡単に合成できる。

ShkoJnik晶Behar(1982)は、放射線グラフト重合法によるポリエチレンフィ

ルムへのsssの重合を試みた。まずアクリル酸をグラ フト重合し、つづいてsssを

グラフト重合するというこ段グラフト重合法を適用することによって、 sssのグラ

フト重合速度を域大させた。 sssのグラフト重合速度を上げるためには基材の親水

化が必要であると報告している。 しかしながら、親水性あるいは疎水性という点

で性質の巣なる種々のモノマーを一段目に用いて、 二段目のsssグラフト重合速度

を制御するという系統的な検討がされていない。また、二段グラフト重合法を舟

いることは、照射と重合反応をそれぞれ 2回繰り返すことになり、基材の物理的

強度の低下やクラフ ト鎖の脱税といった問題が生 じるだけでな く、製造コストの

点からも不利である。

本章では、 sssと親水性モノマーの混合モノマー液中でグラフト重合反応をおこ

なう共グラフト重合法を提案し、 l回の!照射と反応によってさまざまな材質およ

び形状をもっ高分子基材に強酸性カチオン交換基であるスルホン駿基を導入でき

ることを示す。この手法により、高分子基材の親水化とスルホン酸基の導入を同

時に一段階でおこなうことができ、イオン交換体の合成プロセスを従来のそれに

比べて簡素化できる。単独グラフト重合法、二段グラフト重合法、および共グラ

フト重合法について比較し、 Fjg.2-]にまとめた。
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2-2 実験

1)基材と試薬

高分子基材として、多孔性ポリエチレン(PE)中空糸膜(旭化成工業(株)製〉、

および多孔性酢酸セルロース(CTA)平膜(富士写真フィルム(株)製)を用いた。

各基材の物性をTable2-1にまとめた。モノマーとして、市販特級のアクリル酸

(AAc. CH，三CHCOOH)、アクリロニトリル (AN.CH z =CHCN)、グリシヅJレメタク リ

レート (GI!A.CH，=CCH，COOCH，CsOCH，)、 2ーヒドロキシエチルメタクリレート

(HEI!A. CH，=CCs，COOCH，CH，OIl)、メタクリル酸メチル (IIMA.CH，=CCH，COOCH，)、

酢酸ビニル (VAc.cn， =CHOCOCH，)およびスチレンスルホン酸ナトリウム (SSS.

CIl，=CHC.H.SO.Na)をそのまま使用した。精製水および l級のメタノールを溶媒と

して用いた。

2〉放射線グラフト重合

放射線グラフト重合反応は、以下の手順によりおこなった。カスケード型包子

加迷器(1JJJj車電圧1.5MeV、電子線電流lmA)を用いて、基材に常温、盆索雰閉気下

で所定量の電子線を照射した。その後、モノマー溶液と照射基材を気相あるいは

液相中で接触させ、グラフト重合反応をおこなった。このときのグラフト重合反

応条件をTable2-2にまとめた。照射した基材はガラスアンプルに投入する前に、

実験の操作の都合から、約 3分間空気に接触させた。

液相グラフト霊合法では、あらかじめ窒素パプリングにより脱酸素しておいた

モノマーを満たしたガラスアンプル中に照射基材を投入し、所定温度で所定時間

反応をおこなった (Yamagishiet a1.. 1991)。また、水を溶媒とするモノマー

液中で多孔性PE製中空糸政へグラフト重合する場合には、細孔内にモノマーが侵

入し、グラフト重合反応が開始するように、照射した基材をメタノールに 5分間

浸し、ただちに水で置換した後、グラフト霊合反応をおこなった。

気相グラフト重合法では、ガラスアンプル中であらかじめ凍結と溶解を 3回繰

り返すことによって脱気したモノマーを減圧状怨にして蒸発させ、その蒸気と照
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射基材を接触させて反応をおこなった。このとき、アンプル中のモノマーがすべ

て消費された時点で反応を終了させた (Saitoet a1.. 1989)。

反応終了後、肢を80'Cの洗浄液中で 3回洗浄することによって、残ったモノマ

ーやホモポリマーを除去した。洗浄後、膜を真空乾燥し、反応後のE英霊訟を測定

した。

3〉単独グラフ ト重合

SSSを水に溶かし、詰重度を 1Mに調整したモノマー液中でPE朕およびCTA朕のグラ

フト重合反応をおこなった。グラフ ト重合により基材に導入されたSSSiii:は、以下

のような方法で中性複分解容量を測定することによって求めた。まず、グラフト

重合膜を 1Mの塩酸に浸し、グラフ ト鎖中のスルホ ン酸基をNa型からH型に変換した。

つぎに、膜を十分に水洗し、 5wtliのNaCl水溶液に2時間浸した。グラフト鎖中のス

ルホン酸基によってNaClが分解され、 Na+が吸着される。このとき逃総してきた

HClを1/50MのNaOIl水溶液で滴定し、スルホン酸基盤を求めた。さらに、その値を

基材の重量で ~J ることにより、スルホン酸基密度[mol(kg-TP]を求めた。ここで、

TPはTrunkPolymer (基材)の絡である。

4)二段グラフト重合

まず、 AAc 、 AN 、 GMA 、印刷、 MMAおよび VAcを PE製中~糸践にグラフ ト 重合した 。

一段目グラフ ト重合後、 GMA重合践については、 80.CのO.5M硫酸中でエポキシ基を

閲環させてジオール基に変換し、またVAc重合肢については、80.Cの 1M水散化カリ

ウム水溶液中でケン化反応によってアルコール性水徴基に変換した。一段目グラ

フト重合後、あるいは官能基変換後、肢を洗浄した。乾燥後、重量を測定した。

一段目のグラフ ト重合によって基材に導入された各モノマーの基材重畳当たり

のグラフ ト重合量は、以下の式で定義する。

Q 0 [(W，-官。)(MmJ(官。[皿ol/kg-TPJ (2-1) 

ここで、れは基材の霊盤、れは一段目グラフト重合後の重量である。また、Mmは

GMAとVAc以外のモノマーの分子量である。ヅオール基導入後のGMAのしは 142+18、

ケン化反応後のVAcのMmは86+18-60である。ここで、 142、86、60および 18という

値はそれぞれGMA，VAc、酢酸および水の分子量である。
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つづいて、二段目の照射後、 SSSのグラフト重合反応をおこなった。 SSSのグラ

7ト重合量は、中性塩分解容量を測定することによって求めた。

5〉共グラフト重合

AAcとSSS、あるいはHEMAとSSSを混合したモノマー液中に照射器材を投入し、共

グラフト重合反応をおこなった。 SSSのモノマー浪度を1Mに国定し、 AAcのSSSに対

する濃度をO.1~10、また HEMAの SSSに対する濃度を 0.1~5まで変化させた。反応

前に仕込むSSSのモル数が、基材に導入されたSSSのモル数の 100倍以上という十分

過剰な量になるようにした。

共グラフト重合によって基材に導入された全グラフト重合量は肢の重量変化よ

り、 SSSの導入盈は中性塩分解容量を測定することによってそれぞれ求めた。また

AAcおよび印刷の導入量は、会グラフト重合:lli:からSSS導入i誌を差引くことにより

算出した。

6) ESR測定

単独グラフト重合において、各基材の重合開始ラジカル種を同定するため、電

子スピン共鳴(ESR)測定装置 (JEOL製 JES-FE3X型〉を用いて、電子線照射後に

生成したラジカルのESRスペクトルを測定した。200kGyの電子線を照射し、 3分間

空気に曝した基材を試料管に入れ、シリコン栓で封をした。グラフ卜霊合反応前

に操作上やむを得ず基材を空気と 3分間ほど接触させることを考慮に入れ、グラ

フト重合に寄与する初期ラクカル濃度を正確に祖IJ定するために、 ESR測定前にも!被

射基材を 3分間空気と接触させた。この試料管をTEo11円筒形キャビティーに婦人

し、 Xバンド (9GHz帯)のマイク ロ放を用いて、出力10-'ml，100kHz磁場変調の

条件で測定した。iJlIJ ~ は、空気中、液体重素混度(77K)でおこなった。

二段グラフト重合に寄与したラジカルを同定するために (0田ichi& Araki. 

1977; Ogiwara et a1.. 1985)、AAcを一段目にグラフ 卜重合したPE践のESRスペ

クトルを測定した。二段目のSSSグラフト重合反応初期のラジカル濃度をほぼ正確

に測定するに、 ESR測定前に以下のような前処理をおこなった。 (I)AAcグラフト重

合肢に 100kGyの電子線を照射する。 (2)朕をメタノールに 5分間浸潰し、ただちに

水で位換する。 (3)践を 6時間真空乾燥する。ここで(1)と(2)の操作は、グラフト
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霊合のときと同様な前処理操作である。また、 (3)の操作をおこなった理由は、サ

ンプル中に水分が含まれているとESRスペクトルのノイズの原因となるからである。

得られたESRスペクトルには二種類のラジカルが含まれている。幹ポリマー(PE) 

上に生成したラジカル、および妓ポリマー鎖 (AAcグラフト鎖)上に生成したラジ

カルである。 これらのラジカルの分総法の説明をAppendixに示した。

7)膨潤度の測定

AAcおよびANを一段目にグラフト重合したPE肢を純水に浸したときの膜の膨潤度

を測定した。乾燥したAAcおよびANグラフト重合肢をメタノール中に 5分間漫し、

ただちに水で置換した。乾燥状証書と湿潤状線での膜の内径と外径を顕微鏡で、長

さを定規で測定し、商状慾での肢体積を算出した。膨潤度は以下の式で定義した。

膨潤皮 =V./Vd (2-2) 

ここで、九およびにはそれぞれ乾燥状態および湿潤状般での政体績である。

2 -3 結果と考察

I)単独グラフト重合

多孔性ポリエチレン(PE)膜および多孔性酢酸セルロース(CTA)膜へスチレン

スルホン酸ナトリウム (SSS)の単独グラフト重合反応をおこなったときに導入さ

れたSSS密度 〈基材1kgあたりのSSSモル数〉の経時変化をFig.2-2に示した。5時間

後のSSS密度を比較すると、 CTA朕の場合は5mol/kgを越えているのに対して、 PE膜

の場合はl田ol/kgであった。これは、親水性の高いCTA膜へのおSのグラフト重合迷

度が大きいことを示している。 Mey-Maro田晶 Shkolnik(1990)は、エチレンーピ

ニルアルコール共重合体 (EVAL)を基材として用いた場合、ポリエチレンよりも

基材の親水位が高いので、スチレンスルホ ン酸カリウムが容易にグラフト重合で

きると報告 している。

放射線前照射グラフ ト重合反応においては、照射によって高分子基材に生成す

るラジカルがグラフト重合反応の開始点となる。ESR測定によって求められた初期

ラジカル獲度は、 PE肢がト 1x 10'・spin/g、CTA膜が2.6x 10"spin/gであった。C
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TAは結晶化度が日程度と低く、また結晶サイズが小さいために、電子線照射によ

って生成したほとんどのラジカルは結晶表面で空気と接触し、パーオキシラジカ

ルとなり消滅する。これに対し、本研究で使用したPE基材は高密度ポリエチレン

であり、 CTAIこ比べて高い結晶化度(55幻をもっ。PEの結晶中には酸素が拡散で

きないため、アルキルおよびアリルラジカルが結晶中に保存される (Uezuet a1.. 

1992)。反応初期のグラフト重合速度とラジカル濃度との関係をPEとCTAで比較

した場合、ラジカル濃度はPEがCTAの40倍もあるにもかかわらず、 SSSのグラフト

重合速度はPEがCTAの1/5である。一般に、グラフト重合迷皮は、(1)高分子基材中

のラジカル濃度、および(2)ラジカルへのモノマーの拡散速度に支配される。 PEと

CTAでSSSグラフト重合速度が大きく築なった現由は、 SSSグラフト重合迷度が(1 ) 

の因子よりもむしろ (2)の因子によって支配されるからである。

2〕二段グラフ ト重合

多孔性ポリエチレン(PE)肢に、種々のモノマーをグラフト重合して肢の物性

を変え、続いてSSSをグラフト重合するというこ段グラフト重合法によっておSを

導入する方法について検討した。 Shkoloik& Behar (1982)は、 PEにSSSをグラフ

ト重合するためにはAAcをあらかじめグラフト霊合する必要があると報告している。

しかしながら、その理由の考察をしていないし、他のモノマーの使用についての

後討もおこなっていない。また、彼らの実験によるSSS導入品は]田口1/同ーTP以下で、

実用的に十分なスルホン酸基鼠とはいえない。

一段目のモノマーのグラフト重合訟を変化させて、二段目に導入されたsss密度

を調べ、 Fig.2-3に示す。メタクリル政メチル(MMA)やアクリロニトリル(AN) 

のような疎水性モノマーを一段目にグラフ ト重合させた場合、二段目に導入され

たSSS密度は全く向上せず、逆にPE基材よりも低い値を示した。

一方、親水基であるカルボキシル基(-COOH)を有するアクリル殴 (AAc)、お

よびアルコール性水政基(-Oll)を有するヒドロキシエチルメタクリレート(HEM 

A)を一段自 にグラフト重合させた場合、一段目グラフト重合訟の楠加に伴って二

段目のSSS密度も増大した。また、グリシジルメタクリレート (GMA)をグラフト

重合し、エポキシ基を二つの隣接する水酸基(ジオール基〉に変換した場合、お

よび酢鍛ピニル(VAc)をグラフト重合し、加水分解によってアルコール性水酸基
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に変換した場合もまた、一段目グラフト霊合盆の増加に伴って二段目のsss密度も

増大した。一段目のAAcグラフト重合量が12mol/kg-TPの場合、 二段自に導入され

たsss密度は反応時間3時間で約6mol/kg-TPに逮する。これはSSS単独グラフト重合

のときの約6倍の若手入量である。

二段グラフト重合によってSSSのグラフト重合速度が促進された理由として、

(l) SSSのグラフト重合に寄与するラジカル濃度が地加したこと、および(2)基材

の構造が変化し、 SSSモノマーがPEの結晶表面に拡散しやすくなったことがあげら

れる。

まず、(1)の要因についての可能性を調べるために、 二段目のSSSグラフ卜重合

に寄与するラジカルの種類および浪度を測定した。 一段目にアクリル酸 (AAc)を

グラフト重合したPE膜にさらに lOOkGyの屯子線を照射した後、 ESRを用いて、生成

した初期ラジカルのスペクトルを測定した。得られた積分型ESRスペクトルをPE基

材上に生成したラジカルのスペクトルとAAcグラフト鎖上に生成したラヅカルのス

ペクトルとに分離し、それぞれのラヅカル綾度を求め、 Fig.2-4に示した。 AAcグ

ラフト鎖上のラジカルは、照射後、空気に曝すことによって消減する割合が高い

ので、 AAcグラフト鎖上に残存するラジカル訟はAAcグラフト重合長によらずほと

んど一定である。これに対し、 AAcグラフ 卜重合量が高い態ほどPE基材上に生成す

るラクカル量は少なくなっている。これは、 AAcグラフ卜鎖がポリエチレンの結晶

領域の構造をゆるめ、結品前lに捕捉されたラジカルの再結合を促進するからであ

る。

つぎに、 (2)の要因についての可能性を検討するために、 一段目 グラフト重合後

の肢の水中での膨潤皮をilllj定し、膜の毅水性の度合を調べた。 Fig.2-5にAAcおよ

びAN重合膜の水中膨潤度、すなわち湿潤重量と乾燥霊1置との比を示す。 AAc嚢合膜

の膨潤度はAAcグラフト重合量の増加に伴って増加した。一方、 AN重合膜の場合、

ANのグラフ ト重合最にかかわらず、ほとんど膨潤しなかった。

これより、一段目に親水性モノマーをグラフ 卜重合した場合、カルボキシル基

やアルコール性水酸基が膜に導入されたため、肢の鋭水位が憎し、7]<.の侵入によ

って肢の 7 トリクスが押し広げられる。そのため、二段目グラフト重合反応時に

SSSモノマーがPEのマ トリ クス内に侵入しやすくなり、 SSSのグラフト重合速度も

大きくなる。一方、疎水性モノマーを一段目にグラフト重合した場合、膜は全く
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膨潤しないのでSSSのPEマトリクス内への侵入が阻害される。 二段グラフト重合に

よってSSSの重合が促進されるメカニズムをFig.2-6に示す。

3)共グラフト重合

二段グラフト重合法は、照射と重合反応をそれぞれ2回ずつ繰り返すことにな

り、基材の物理ー的強度の低下やグラフト鎖の脱離といった問題が生じるだけでな

く、製造コストの点からも不利である。そこで、SSSと親水性モノマーである AAc

や印刷との共グラフト重合法を提案した。

共グラフト重合法は、二種類のモノマーを同時に基材と接触させ、グラフト重

合反応をおこなう手法である。これによって、基材に二つの機能を同時に付与で

きる。 Uenoyama& Hoffman (1988)は、イソプロピルアクリルアミド(NIPAA 回〉と

アク リルアミド (AAm)の重合比で共重合体の体積相転移点が決まることを利用し

て、生体環境温度 (37.C)に体積相転移点をもっ高分子材料を合成し、タンパク

質吸着や細胞付着のモデル材料を得た。また、 Sreenivasan島 Rao(1992)は、親

水性モノマーであるヒドロキシエチルメタクリレート(H EMA) と疎水性モノマー

であるアクリル酸ブチル(sA)を重合比を変えてポリウレタンにグラフト重合し、

抗血栓性材料として段通な性質を表面にもたせることを検討している。さらに、

Chenら(1992)は、ピニレンカーボネート(VCA)を酵素や抗原を固定化するための

リガンドとして、また、ビニルメチルアセトアミド (VIMA)を基材を綴水化する

ためのモノマーとして、それぞれグラフト重合し、 二積類のモノマーに機能を分

担させている。

内政に、 AAc/SSSおよびHEMA/SSSの共グラフ卜重合反応をおこなったときグラフ

卜重合量の経時変化をFig.2-7に示した。AAcと印刷をそれぞれ1Mずつ混合したモ

ノマー液中で共グラフト重合反応をおこなった場合、 12時間後のSSSグラフト重合

盆は、 9mol/kg-TPで、これはSSS単独グラフト重合のときの約 9倍の重合置である。

また、最大で2.5mol/kg-productの中性塩分解量を有するイオン交換体を合成でき

た。これは、市販のマクロポーラス裂強酸性カチオン交換樹脂 (Amberlite200) 

の約半分のイオン交換容量に相当する。これらの結果より、 SSSと親水性モノマー

であるAAcおよびHEMAとの共グラフト重合反応により、 E車水性高分子基材の親水化

とスルホン酸基の導入を同時1こ一段階でおこなうことができることが示された。
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つぎに、共グラフト重合反応速度のそノマー組成比依存性について誠べた。モ

ノマ一波中のSSS濃度を一定(1M)にして、親水性モノマーであるAAcおよびHEMA

の濃度を変化させ、共グラフト重合反応をおこなった。反応時間5hで践に導入さ

れた両モノマーのグラフト重合量と混合モノマー液中での荷モノマーの組成比と

の関係をFig.2-8に示す。 AAcとSSSの共グラフ ト重合の場合、モノマーをAAc/SSS

= 1/3の割合で混合したときに、肢に導入されるSSSのグラフト重合盆が最も高く、

その値は7.lmol/kg-TPて'あった。一方、印刷とSSSの共グラフト重合の場合、 SSS

グラフト重合盆は、両モノマーの組成比にはほとんど依存せず、一定の値 (7.4

四ol/kg-TP)を示した。この値は、 AAc/SSS共グラフト重合系でのSSSグラフ ト重合

量の最大値とほぼ等しい。 BEMA/SSSの共グラフ ト重合系では、 HEMA/SSS= 1/10で

も十分なSSSグラフト重合意を得られることがわかった。

つぎに、親水性モノマーのグラフト重合量に着目すると、 AAcのグラフト重合量

は、 AAcモノマー濃度には必ずしも比例せず、 SSSと等モル量以上のAAcを入れた場

合、逆にグラフト重合量は減少することがわかった。一方、 HEMAのグラフト重合

最は、 HEMAモノマー護度の増加と共に単調に増加した。 AAcはカルポキシル基をも

っモノマーであり、その解離状鰻が重合のしやすさに大きく影響する。AAc/SSS混

合モノマーのpllは、モノマー組成比によって大きく変化するので、これがAAcのグ

ラフト重合量の変化に寄与したと考えられる (Grabiel& Decker， 1962) 0 AAcグ

ラフト重合量の最も大きかっ た混合モノマーは、 AAc/SSS= 1/1の場合で、このと

きpH= 2.9である。これに対 し、 HEMAは中性モノマーであるために重合速度はが!に

依存しなL、。これが、モノマー組成比とグラフ卜重合盆との関係がAAcとI1E則前モ

ノマー|剖で典なった理由である。

4)いろいろな形状の基材への適用

材質および形状の異なる 4種類の高分子基材、すなわちポ リエチレン(PE)製

多孔性中空糸践、ポ リプロピレン(PP)製チューブ、 PEおよびPPからなる不織布、

およびポ リテ トラフルオロエチ レン(PTFE)製フィルムについてスルホン酸基の

導入をおこなった。各基材の外侮iおよびサイズをFig.2-9に示した。

各基材へスチレンスルホン酸ナ トリ ウム (SSS)とアクリル酸(AAc)の共グラ

フ卜重合をおこなったときのSSSグラフ卜重合量の経時変化をFig.2-10に示した。
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反応時間20時間での基材lkgあたりのSSSグラフト重合盆は、中3l?糸肢が13.5mol、

チューブが3.4回01、不織布が4.7mol、フィルムが1.9molであった。こうして得ら

れたイオン交換体の応用として、中空糸肢は泌過を伴うイオンやタンパク質の分

離精製、チューブはイオン交換カラム用の充填材、不織布はダストとガスを同時

に吸着除去するフィルタ 一、そしてフィルムは有機溶媒用イオン交換膜がある。

2 -4 結言

放射線グラフト重合法により、スチレンスルホン酸ナトリウム (SSS)を既存の

汎用性高分子にグラフト重合し、スチレン(St) ジビニルベンゼン (DVB)共重

合体を母体とする従来のカチオン交換樹脂に代わる新しいイオン交換体を筒厳に

合成する方法について検討し、以下の知見を得た。

(1)親水性のポ リマ一、たとえばセルロースト リアセテート (CTA)艇には、 SSS

は容易にグラフト重合した。

(2)疎水性のポリマー、 たとえばポリエチレン (PE)肢の場合、まず親水性のモ

ノマーを一段目にグラフト重合して肢を級水化した後、 SSSをグラフト霊合する手

法、すなわち二段グラフト重合法によってSSSを導入できた。これは、肢の親水性

があがったため、肢のマト リクスを押し広げるように水が侵入し、SSSモノ マ が

PE結晶表面へ拡散しやすくなったからである。

(3)アクリル酸(AAc)やヒドロキシエチルメタクリレート (HEMA)のような親水

性モノマーとsssとを混合したモノマー中で共グラフト重合反応をおこなうことに

よって、ポリエチレン(PE)、ポ リプロピレン (PP)およびテトラフルオロエチ

レン (PTFむなどの汎用性高分子にsssを容易に導入することができた。PE製中3l?

糸肢を基材にした場合、導入されたスルホン酸基量は2.5mol/kg-productで、実用

的に十分な交換容量を有するイオン交換休を合成できた。



• 
本章では、放射線共グラフト重合法を用いてカチオン交換基であるスルホン酸

基を導入する方法について倹討してきた。問機の手法で、第四紋アンモニウム底

基を有するピニルモノマーであるピニルぺンテルトリメチルアンモニウムクロラ

イド (VBTAC. CH，=CHC.H.CH，N(CH，)，Cl)を碁材に簡単に重合させることができる

CLee et a1.. 1993: Nho et a1.. 1994)。

スルホン殴基をもっ従来のカチオン交換樹脂の骨格はスチレン ジピニルベン

ゼン(DVB)共重合体であるので、酸触媒として用いると、分子サイズの大きな反

応物質に対しては、 DVB架橋による立体障害でその活性が均一系(硫酸や模酸〉に

比べて低い。これに対し、本研究で合成したスルホン酸基をもっグラフト高分子

鎖は架橋されていないので酸触煤としての活性が高い(Mizotaet a].. 1994)。



Appendix 

ラグカル濃度の分般

ポリエチレン (PE)膜、ポリアクリル酸 (po1yAAc)、およびアクリル酸重合政

(PE-AAc膜〕に100kGyの電子線を照射し、メタノール処理、水置換操作をおこな

った後、 6時間真空乾燥させた。つぎに、これらの高分子中に生成したラジカルの

ESRスペク トルを測定した。それぞれの桜分裂ESRスペクトルをFig.2-11に示した。

PE-AAc膜のスペクトルはPEおよびpo1yAAcのスペクトルが重なったものである

(C1ay品Charlesby. 1975) 0 PE-AAc肢のスペク卜ルのうちS.部はPE由来のアル

キルラグカルのピークであり、 po1yAAc由来のピークとは重なっていない。

PEに電子線を照射した場合に生成するラジカルは、アルキルラツカルとアリル

ラジカルである。また、アルキルラジカルスペクトルの強度はS.の32倍であるこ

とが報告されている (Uezuet a1.. 19S2)。アリルラジカル浪度は、スペクトル

全体の面積から、アルキルラジカル濃度を差し百|いた濃度とした。このとき、ア

リルラジカルの浪度はS.の9.5倍であることがわかった。 したがって、 PE-AAc膜の

ESRスペク トルのうち、 PE由来のピークは、 S，の41.5倍である。また、 AAcグラフ

ト鎖由来のピークは、全体のピーク面積から、 PE由来のピーク面積を差し号|いた

値である。
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Table 2-1. Physical Properties of Trunk POlymers 

CTA PE 

shape flat sheet hollow fiber 

slze diameter 47 mm i. d. 1. 95 mm 
thickness 0.135 mm o.d. 3.01 mm 

avarage pore diameter 0.22μm 0.34μ 田

porosity 75主 71% 

degree of crystallini tya 5 % 55 j旨

a deterrnined by differential scanning calorimetry (DSC). 



Table 2-2. Reaction Conditions and Washings of Radiation-Induced Graft-
ing of SSS onto PE and CTA 

dose， phase" monomer conc. solvent telllp， wash 
kGy K 

one-step grafting / one llIono田er

SSS 200 L 1 M water 323 wat巴r

two-step grafting / two monomers 

AAc-SSS 1st 100 E 4 wt屯 water 323 water 
2nd 100 L 1 ~1 water 323 water 

AN-SSS 1st 100 V 100 % 313 
2nd 100 L 1 M water 323 water 

G~IA-SSS 1st 100 L 10 vol克 llIethanol 313 DMF 
2nd 100 L 1 ~1 water 323 water 

H E~IA- SSS 1st 100 L 2 wt屯 water 323 water 
2nd 100 L 1 ~1 water 323 water 

~l~lA-SSS 1st 100 V 100 % 313 
2nd 100 L 1 ~I wateI 323 water 

VAc-SSS 1st 200 V 100 % 313 
2nd 100 L 1 ~1 water 323 water 

AAc-SSSb 1st 50 L 20 wt% water 343 water 
2nd 100 L 10 wt胃 water 343 water 

one-step grafting / two monomers (co-grafting) 

AAC/SSS 200 SSS 1 M water 323 water 
AAc 0.1 10 ~I 

HE~IA/SSS 200 L SSS 1 ~1 water 323 water 
HE阿A0.1 5 ~1 

a L: liquid phase; V: vapor phase. b Shkolnik and Behar (1982). 
Abbreviation of monomers: AAc = acrylic acid， AN = acrylonitrile， 
G~1A = glycidyl methacrylate， HE~lA = hydroxyethYl methacryla te， 
IlllA =田ethYlmethacrylate， VAc = vinyl acetate， SSS = sodlum styrene 
suHonate. 
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Fig. 2-9. Appearances and dimensions of trunk polymers in hollow fiber， 
tube， nonwoven fabric and film forms. 
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第 3章

イオン交換基を有するグラフト鎖の

コンフォメーションの実験的解明

3 -1 緒言

新規の分離機能材料を開発するために、放射線グラフト重合法を適用して、多

孔性腺基材にキレート形成基 (Tsunedaet a1.. 1991; Konishi et a1.. 1992; 

Yamagishi et a1.. 1991)およびアフィニティリガンド(lwataet a1.. 1991b; 

Ki皿eta1.. 1991a. b)をもっグラフト鎖を導入することができる。合成された

材料の分離性能はグラフト高分子鎖のコンフォメーションに大きく依存する。グ

ラフト鎮のコンフォメーションは、グラフト鎖の性質(内部ノfラメータ)と透過

溶液の性質(外部パラメータ)によって決まる。内部パラメータとして、モノマ

ーの種類、グラフト鎖の長さ、グラフト鎖密度および官能基密度がある。また、

外部パラメータとして、溶媒の種類や組成、 pH、イオン強度および温度がある。

多孔性朕基材にグラフ ト鎖を導入して、水や有機溶媒の透過流束、溶質の拡散係

数および限止率を測定する。それによって、多孔性膜基材の絢i孔内に形成された

グラフ ト鎖の特性を推察することができる。グラフト重合法を用いて多孔性膜基

材を修甜¥iし、その透水性能について検討した既往の研究をTable3-1にまとめた。

Itoeta1. (1990)は、プラズマ重合法を用いて、多孔性ポリカーポネート践

にカルボキシル基(-COOH)を有するアクリル酸およびメタクリル酸を重合した。

グラフ ト重合量を変化させ、践の透過流東を測定した結果、透過させる溶液のpH

が低いほど透過流束が大きいことがわかった。アクリル酸重合政はpll=3付近で、

メタクリル酸重合践はpH=4付近で、それぞれ肢の透過流東に大きな変化が見られ

た。彼らは、グラフト重合反応という一段階の反応で、グラフト鎖にカルボキシ

ル基を導入しているので、カルボキシル基密度が変化することは、グラフト鎖密

度が変わることに相当する。 したがって、グラフト鎖の伸縮における官能基密度
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依存性およびグラフト鎖密度依存性を区別して考察することができない。また、

プラズマをラジカル生成の励起源として用いているために、グラフト鎖は基材の

外部表面にのみ形成し、基材の内部孔表面には形成しない (Fig.3-j(c))。

本章では、放射線グラフ卜重合法を用いて、多孔性ポリエチレン膜にエポキ シ

基を有するグリシヅルメタクリレート(GMA)をグラフト重合し、ひき続きジエチ

ルアミノ (DEA)基 (-NH(CH，CH，)，)に変換した。このようにグラフト重合反応と

イオン交換基導入反応というこ段階の反応によって、グラフト鎖密度を一定に保

ちながら、イオン交換基密度を広い範闘で変えることができるという点に特色が

ある。また、電子線というエネルギー密度の非常に高い励起源を用いて高分子恭

材にラジカルを生成させるので、グラフト鎖は基材の絢孔内まで均一に分布する

(Fig.3-j(d))。

本章で使用した多孔性ポリエチレン肢は、マトリクスと細孔から成っている。

マトリクスは、さらに結晶部とアモルファス部に分けられる。放射線グラフト重

合をおこなった場合、グラフト鎖は結晶表lfiiから成長する。このうち、アモルフ

ァス部の中で成長していくものもあれば、絢孔内に向かつて成長するものもある。

給巣的にグラフト鎖が位置する場はアモルファス部内部と細孔表面部に分類でき

る。ここでは、政の体積膨張は、アモルファス部にあるグラフト鎖が膨潤するた

めに起こり、透水性能の低下は細孔表面部にあるグラフト鎖が膨潤し、細孔をm

ぐために起こると考えた。そして、グラフト鎖の挙動は、その形成部位によって

異なるとして、肢の体積変化からマトリクスに形成したグラフト鎖の挙動を、膜

の透過流東から細孔部に形成したグラフ卜鎖の挙動を考察した。

本軍の目的は次の 2点である。(l)放射線グラフト重合法によって、多孔性E真に

ジエチルアミノ基をもっグラフト鎖を導入する。このとき、グラフト鎖密度が一

定で、 DEA基密度が異なるグラフト鎖を有する肢を合成すること、および(2)水お

よびアセトンという性質の異なる溶媒を透過させたときの膜の透過流東および体

積膨張率を測定し、グラフト鎖の伸縮挙動について考察することである。
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3-2 実験

I) DEA基を有する多孔性肢の合成

基材として内径1.95岡田、外径3.01mm、平均孔径O.34μ皿、空孔率71%のポリエチ

レン製中空糸状精密減過膜(旭化成工業(株)製〉を用いた。放射線グラフト重

合法を適用して、基材にグリシフルメタクリレート (GMA)をグラフ卜重合した。

さらに、ジエチルアミンとの反応により、 GMAグラフト鎖中のエポキシ基の一部を

ヅエチルアミノ(DEA)基に変換した。この反応経路をFig.3-2に示す。 GMAのグラ

フト重合反応は前照射液相法を適用し、以下のような手順でおこなった。まず、

長さ 10c田の基材に窒素雰閥気下で電子線を照射してラツカルを生成させた。電子

線照射は、カスケード型電子加速器(ダイナミトロン製 IEA-300-25・2型)を用い、

加速電圧2MeV、電子線電流l田Aの条件で、 200kGy照射した。その後、照射した基材

をガラスアンプルに入れ、アンプル内を真空に保った。窒素ガスのパプリングに

より溶存酸素をあらかじめ除去しておいた5.10. 40v/v耳のGMA/メタノール液をア

ンプル内に注入した。アンプルを40'Cの恒温槽中に置いて反応をおこなった。こ

こで、反応時間を君主えて、膜のグラフト事を変化させた。グラフ卜率は以下の式

で定義される。

グラフト率(dg)=IOO[(れーし)/れ1 [耳] (3-1) 

ここで、 W。、れはそれぞれ基材、グラフト重合後の膜の霊長である。グラフト重

合後、肢をジメチルホルムアミド(DMF)溶液に浸してGMAのホモポリマーを除去

した 。 メタノ ー ルで洗浄後、真空乾燥をおこない、重量を mlJ~宣した 。 以後、 GMAを

グラフ卜重合した肢をGMA(dg)肢と表記する。( )内の数字はグラフト Z容を表す。

GYA膜へのDEA基の導入反応は、 50v/v耳ジエチルアミン水溶液にGMA肢を投入して、

30'Cでおこなった。反応時間を変えてDEA基密度を変化させた。 DEA&車中のDEA基密

度およびGIIA膜中のエポキシ基からDEA基への転化率Xを以下の式で定義した。

x= 100[142(Y，-官，)/73(1，ー官。)1 [百]

DEA基密度 =X(I，-I，)/142/W， [mol/kg-TPl 

(3-2) 

(3-3) 

ここで、しはDEA基導入後の肢の重量、 142および73という数値はGMAおよびジエチ

ルアミンの分子量である。ここで、 TPはTrunkPoly皿er(基材)の意味である。肢

を水で洗浄した後、真空乾燥し、重量を測定した。以後、 GMA腹中のエポキシ基を
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OEA基に変換した膜をOEA(dg/X)肢と表記する。( )内の前、後の数字はそれぞれ

グラフト率、転化&1を表す。さらに、架縫したグラフト鎖を有するDEA践を合成す

る場合、乾燥したDEA!真に窒素雰閤気下で500kGyの電子線を照射した。

2) OEA肢の物性

GMA(dg)膝およびOEA基導入後のOEA(lOO/X)膜の内径、外径および長さを水およ

びアセトンに濡らした状飯で測定した。内径および外径の測定には光学顕微鏡、

長さの測定には定規を用いた。

つぎに、 OEA(100/30.60.95)践の断面を走査型電子顕微鏡 (SEM)により観察し

た。さらに、膜厚方向におけるOEA基の分布を調べるために、 DEA(IOO/95)践を1M

極酸中に一昼夜浸すことによって、 OEA基にClイオンを吸着させ、その分布を X線

マイクロアナライザー (JEOL製. JXA-733)により測定した。

3) OEA肢の透過流東

DEA践の透過流東測定装置をFig.3-3に示す。 30.Cに保たれた恒温槽中で、 U字

型に張った中空糸膜にO.IMPaの透過圧力で液を膜の内面から外商に透過させた。

所定時間内に透過した液の体磁をiJllJ定して、 I莫内面積基準の透過流東を算出した。

践の目づまりによる透過流束の低下を防ぐために、透過させる液は、水の場合は

限外減過モヅュール(旭化成工業(株〉製. SIP1013)で歯車過した水、アセトンの

場合は平均孔径0.22μ田の精密滅過政(旭化成工業(株)製. PS303)で泌過した

液を用いた。また、透過流束を測定する前に、つぎのように肢の前処迎をおこな

った。まず、乾燥した膜を室温でメタノールに 10分間浸したのち、水で置換した。

次に、膜に 1MのNaCl水溶液を 10分間透過させ、初期のグラフト鎖のコンフォメー

ンョンを一定に笠えた。

4) DEA肢の見かけの絢孔径の推算法

肢の透過流東とグラフト鎖のコンフォメーションとの関係について考察するた

めにHagen-Poiseuilleの式を用いた。モデルを単純化するため、中空糸践の細孔

は一定の絢孔径をもつまっすぐな円筒であると仮定した。実際の細孔は、政内で

三次元の網目状構造を形成している。したがって、見かけの絢孔径は屈曲率を含
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んだ値となっている。基材およびグラフ卜重合後の肢の透過流東は以下のように

表される。

F，=目。πr，'/!，. P/8μDT.， [田Isecl

F = n 11" r・/!，.P/8μDT [m!sec] 

よって、

F/F， = (日/目。)(r/r，)‘(DT../DT) [ー]

(3-4) 

(3-5) 

(3-6) 

ここで、 nは膜内面積あたりの細孔数、 rは細孔相当半径、 DTは膜厚、 μは液の粘

度、 /!"Pは肢の透過圧力を示す。グラフト重合の前後で、全細孔数が一定であると

仮定すると、

n.d，. ，L，=nd，L [ー] (3-7) 

ここで、 d，は中&:糸肢の内径、 Lは中&:糸肢の長さである。無次元化した細孔相当

半径、すなわち基材に対するグラフト重合政の細孔相当半径の比は以下の式で与

えられる。

r/r， = [(F/F，)(d，L/d，. ，L，)(DT/DT. ，)]'ノ. [ー] (3-8) 

(3-8)式の右辺は実験的に求められるので、これより r/roの値が算出できる。

3 -3 結果と考察

1) DEA践の合成

多孔性ポ リエチレン膜へのGMAグラフト 重合反応における グラフト率の経時変化

をFig.3-4に示した。メタノ ール溶媒中のGMAモノマー濃度が高いほどグラフト重

合速度が大きかった。 GWAモノ マー濃度10v/v%でグラフト重合をおこない、グラフ

ト率10側、すなわちグラフト鎖密度7.0mollkg-TPを有するGMA(100)朕を以下の実

験に用いた。

多子Lj生ポ リエチレン践に導入したGMAグラフ ト鎖中のエポキシ基からヅエチルア

ミノ (DEA)基への変換反応における転化率の経時変化をFig.3-5に示す。エポキ

シ基からDEA基への変換反応の最終転化率は10時間で95%まで逮した。また、変換

反応時聞を変える ことに よって、グラフ ト鎖密度を一定に保ちながら、 DEA基の密

度を0-6.7田ollkg-TPという広い範囲で変えることができた。
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Fig.3-6は総イオン交換容量から求めたDEA基密度と(3-3)式から求めたDEA基密

度との比較である。両者は非常によく一致していることがわかる。これより、グ

エチルアミンによるエポキシ基の関環反応にともなう践の重量変化は、導入され

たDEA基盤に相当することが確認された。

Fig.3-1はDEA肢の断面のSEH写真である。白い部分がマトリクス、，¥1¥い部分が細

孔である。乾燥した状態では、グラフ卜率一定のDEA膜は、 DEA基の密度が増加し

ても肢の細孔径はほとんど変化していないことがわかった。すなわち、 DEA膜の透

水性能は、細孔表面部に形成したグラフト鎖の液中でのコンフォメーションに依

存することが錐察される。

Fig.3-8はDEA(lOO/95)肢のグラフト鎖に吸着したClイオンの吸着盆分布をX線

マイクロアナライザーで測定した結果である。 Cl-イオンは膜厚方向に一様に分布

していた。すなわち、腹中でDEA基の分布は膜厚方向に一様であった。

2)アモルファス部に形成したグラフト鎖の性質

多孔性ポリエチレン基材は、平均直径O.34μ皿の細孔がポリエチレンマトリクス

に閉まれた構造をしている。さらにポリエチレンマトリクスは、給品部とアモル

77ス部に分けることができる。結品部はポリエチレンの高分子鎖がラメラ状に

重なってできている。アモルファス部は結晶悶に存在する。放射線グラフト重合

法によってグラフト鎖が形成する部位は、アモルファス部と細孔表面部である。

Fig.3-9はGHAグラフト重合反応後の践の基材に対する湿潤状般での体積比を示

したものである。グラフト率の増加とともにGMA肢の体積は直線的に均大した。納

孔表海部に形成したグラフト鎖の体積排除による圧力は、続全体を膨潤させるた

めの圧カにはなり得ないので、膜の体積膨張はおもにアモルファス部にグラフト

鎖が形成するために起こる。

Fig.3-10は水およびアセトン中でのDEA(100/X)膜の基材に対する体積比を示し

たものである。転化率0%のDEA膜、すなわちGMA膜の体積は、アセトン中では水中

の1.3倍である。これはアセトンが、アモル77ス相にあるGMAグラフト鎖を膨潤

させる作用、すなわち省溶媒作用をもっていることを示している。

水中でのDEA!葉の体積は転化率の増大とともに直線的に増加している。この体積

膨張は、アモルファス部にあるグラフト鎖中のエポキシ基にDEA基が導入されたこ
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とによって起こる。一方、アセトン中のDEA践の体績は、転化率20%までは減少し、

20"を越えると増加した。これは、転化率の低い肢は残存しているエポキシ基の密

度が高いので、 GMA膜と同じようにアモルファス部にあるグラフト鎖がアセト ン中

で膨張するためである。このように、転化率20"以下のDEA!真は、水およびアセト

ンという異なった務媒中で、アモルファス部にあるグラフト鎖の膨澗度が異なる

ために、同ーの肢であっても体積膨濃lに差が生じた。これに対し、転化率20耳以上

のDEA&真は、水およびアセトン中での体積に差は見られなかった。

3〉細孔表面部に形成したグラフト鎖の性質

GMA膜において、純水透過流東のグラフト率依存性をFig.3-11に示す。グラフト

率が200%を越えても透過流東の低下はほとんど見られなかった。また、グラフト

率と(3-8)式から算出されるr/r。値との関係もプロットした。これより、以下の考

察が導かれる。グラフト率の地加とともにグラフト鎖は細孔を埋めていくけれど

も、 Fig.3-10で示されたようにアモルファス相に形成したグラフト鎖による体積

膨張があるため、細孔を埋める効果が相殺され、結果的に基材よりも細孔径の大

きいグラフト霊合肢を得ることができた。さらに、基材と同程度の透過流東が維

持されたということは、実用的見地から非常に望ましい。メタノールを溶媒とす

るグラフト重合法が有効であることを確認した。

まま材にアセ トンおよび水を透過させた ときの透過流東の比は、 (3-4)式から予怨

されように両被の粘皮の比の逆数に一致した。ただし、 30"Cにおける粘J3rはアセ

トンが2.7x 10-'Pa-sec、水が8.0xI0-叩a-secである。これに対し、 GIIA肢の透過

流東は粘J3rt.ごけからでは説明できなL、。 DEA(IOO/X)膜に純水およびアセトンを透

過させたときの透過流東の転化率依存性をFig.3-1 2(a)に示す。転化率の地加に伴

い、純水の透過流束は低下した。アセトンの場合、転化率20耳付近まで透過流東は

いったん上昇し、その後低下した。

DEA膜の基材に対する絢孔相当半径比r/r.の転化率依存性をFig・3-12(b)に示す。

純水を透過させたときの r/ r.1直は、転化率40~60耳の範囲で大きく低下した 。 これ

は、純水中でDEHまが解離するために、絢孔表面部のグラフト鎖が自身のもつ同種

の電荷(+)の反発作用によって膨潤し、細孔を塞ぐからである。一方、アセトン

を透過させたときのrlr.値は、転化率によらず1-1.2という値を示した。

-52 -



E事里里ーーー『

4〉架犠構造をもったグラフト鎖の性質

一般に、高分子鎖に放射線を照射すると、ラジカルの生成により、高分子鎖に

対して、架橋や分解などの効果を引き起こす。電子線によってグラフト鎖に架僑

精進をもたせたDEA&真の純水透過流東をFig.3-13に示し、非架橋のDEA肢の透過流

束と比較した。グラフト鎖を架橋することによってDEA肢の透過流束は向上した。

これは、細孔表面部にあるグラフト鎖の伸縮速動が制限されたためである。特に、

転化率10"以上のDEA肢では、梨栂によって純水透過流束が10倍以上向上すること

がわかった。 Saito et a1. (1989a)は、リン酸基を導入した膜に放射線架橋をす

ることによって、透過流束が向上することを示した。また、架縫剤であるジピニ

ルベンゼン(DVB)を共グラフト重合することによって、透過流束をさらに向上でき

るとも報告している (Saito et a1.. 1989b)。

5)グラフト鎖の伸縮の可逆性

GMA!葉およびDEA(l00/95)膜にアセトンと水を交互に透過させときの透過流束を

Fig.3-14に示す。ここでは溶液の粘度を補正するために、GMA政およびDEA膜の透

過流束を、同じ液を基材に透過させたときの透過流東で割り、基準化した。GMAs莫

の場合、アセトンよりも純水を透過させたときの透過流東の方が高い。これに対

し、 DEA肢の場合、純水を透過させたときの透過流東は、アセトンのときの1/10以

下である。しかしながら、いずれの場合も 5図の繰り返しで透過流束の変化は可

逆的であ った。

Okaha ta e t a]. (1981)は、グラフト膜のスイッチ機能性について検討してい

る。彼らは、多孔性ナイロンカプセルに、ビニルピリジンおよびメタクリル酸を

グラフ ト重合 し、得られるカプセルのNaCl透過性は、 pllの値によ って大きく変化

することを見いだした。また、このカプセルをpH=2とpH=9の外部環境に交互に

置いたとき、 NaCl透過性は 4回の繰り返しでも可逆的に変化した。

透過B花束の変化は細孔表面部にめるグラフト鎖の伸縮運動に起因することから、

グラフト鎖のやjl紛運動は可逆的であるといえる。このような可逆的な伸縮速動性

は、高分子宮豆島幸質溶液中の高分子鎖や、イオン性のゲルを織成する高分子鎖にも

見られる現象である。高分子溶液中の高分子鎖が、両端が自由な高分子鎖である
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とすると、グラフト鎖は一端を悶定された高分子鎖であり、ゲル中の百草分子鎖は

両総を固定された高分子鎖である。高分子鎖の可逆的なf41織運動性は、高分子鎖

の拘束状悠に依存しない共通の性質であることが磁認された。

このように、多孔性基材に導入したグラフト鎖が、透過させる溶液の性質によ

って、可逆的にコンフォメーションを変える現象は、溶液や溶質の透過性を制御

できるという点で応用範囲が広〈、ドラッグデリパリーシステム(DDS)(Okahata 

et al.， 1987)やスイッチ綴能膜(Tsujiet al.， 1990; lto et al.， 1990)な

どに応用できる。

3 -4 結言

放射線グラフト重合法を適用して、多孔性ポリエチレン肢にグリシジルメタク

リレー ト (GMA)をグラフ ト重合し、続くジエチルアミンとの反応でGMAグラフト

鎖中のエポキシ基をヲエチルアミノ(DEA)基に変換した。グラフト鎖は、朕の釧

孔表面部およびマ トリ クスのアモルファス内部に形成する。細孔表面部に形成し

たグラフ ト鎖の伸縮挙動は肢の透過流束を決定し、一方、アモルファス部内に形

成したグラフ ト鎮の伸紛挙動は肢の体積を決定する。本章では、グラフト鎖密度

を一定に保ち、グラフ ト鎖中のDEA基密度を広い範囲 (0-6.7田ol/kg-TP)で変え

て膜を合成した。肢の透過流東および体積を測定し、グラフ ト鎖の伸縮について

考察した結果、以下の知見を得た。

([) 水およびアセト ンの透過流東は、 DEA基筏度に大きく依存した。水の場合、

転化率40-60耳付近で透過流束は急激に低下した。アセトンの場合、転化率20%付

近まで透過流束はいっ たん上昇し、その後、低下した。

(2) Hagen-Poiseuilleの式を用いて、 DEA膜の基材に対する細孔相当径の比r/r。

を求めた。水を透過させた場合、 r/roは転化率40-60百で急激に減少し、転化事9

5~では O . 33であった。一方、アセトンを透過させた場合、 r/roの値は1-1.2を維

持し、転化率にはほとんど依存しなかった。
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(3) DEA肢にさらに500kGyの電子線を照射した。グラフト鎖の架犠により、その

伸長が制限され、透過流東は向上することがわかった。

(4) DEA膝に水とアセトンを交互に透過させた。 5回の繰り返しでも水およびア

セトンの透過統束はそれぞれ一定値を保った。グラフト鎖の伸縮は可逆的に起こ

ることがわかった。

使用記号

DT 中空糸膜の朕厚 [皿]

d I 中~糸肢の内径 [m] 

dg G M Aグラフト~ [%] 

F GMA!真およびDEA&草の透過流東 [m/sec] 

中~糸膜の長さ [m] 

膜内面積あたりの細孔数 [田-'] 

l'IP 透過圧力 [Pa] 

践の紙孔相当半径 [mJ 

GMA膜およびDEA膜の肢体積

唱. 基材の重量 [kg] 

官1 GMA膝の重量 [kg] 

f， DEA肢の重量 [kg] 

エポキシ基からDEA基への転化率 [覧]

μ 溶液の粘度 [Pa-sec] 

添字

基材

P
内
J
U5
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(a) 、‘‘，，，
h
u
 

，，，‘‘、

Increase In 
degree of 
grafting 与

(c) 

Increase In 
converslon 

当ー

Fig.3-1. Schematic illustration 01 th巴polymerchains gralted onto porous materials. 
(a) Porous hollow liber， (b) Idealized porous structure~ (c) Previous studies: (1) the 
variation in the density 01 the lunctional group correspond to that in the density 01 the 
gralt chains， and (2) the gralted polymer branches are located near the membrane 
suバace，(d) This study: (1) the variatio円 inthe density 01 the functional group is 
attainable at a constant graft chain density， and (2) the grafted polymer branch巴sare 
unilormly distributed throughout the membrane. 

(d) 
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3 

1 Feed tank 

2 Flow controller 

3 Pressure gauge 

4 Hollow fiber 

5 Measuring cylinder 

Fig. 3-3. Experimental apparatus for flux measurement. 
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Fig. 3-4. Degree of GMA grafting vs reaction time of gra削ngIn a 
GMNmethanol solution. 
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Fig. 3-5. Conversion of the epoxide group into a DEA group as a function 
of reaction time. 
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DEA(100/95)-T fiber 

Inner ou↑er 

Fig. 3-8. XMA prolile 01 chloride ion sorbed 10 Ihe DEA group across Ihe 
DEA(1 OO/95)-T liber. 
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GMA-grafted hollow fiber 
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Fig.3-9. Volume change accompanied by GMA gra制ng.Vo is the volume 

01 the starting hollow fiber. 
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Fig. 3-10. Swelling ratio of the DEA(100!X)ーTfiber in water and acetone. 

Vo is the volume of the starting hollow fiber in water or acetone. 
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第 4章

スルホン酸基を有するグラフト鎖の

金属イオンおよびタンパク質吸着特性

4 -1 緒言

放射線グラフト重合法は基材の形状、化学的安定性を保ちながらさまざまな官

能基を付与できるので、機能性材料をつくるときに有効な方法である。分離機能

性を有する精密滋過践を用いると、液中の目的物質を肢の細孔内を通過する聞に

つかまえることができる。われわれの研究グループは、放射線グラフト重合法に

より、金属イオンを鋪集できるアミドキシム基 (Saitoet a1.， 1987)やイミノ

ジ酢酸基(Tsunedaet al" 1991; Konishi et a].， 1992)などのキレ ト形成

基をポリエチレン製精密泌過膜に導入した。この膜を使って、拡散移動抵抗の無

視できる金属イオン捕集が達成された (Yamagishiet a1.， 1991)。また、践の

細孔表面にアフィニティリガンドを固定した分離材料を用いて、拡散移動抵抗の

無視できるタンパク質の鋪集もおこなうことができる (Brandtet a1.， 1988: 

Iwata et a1.， 1991; Ki田 eta1.， 1991a)。

本意では、放射線グラフト重合法を適用して、イオン交換基を有するグラフト

鎖を精密滋i品肢に固定し、タンパク質を分離精製するための新規の肢を側発する。

このとき、イオン交換基を有するグラフト鎖に、金属イオンに比べてサイズの大

きいタンパク質がどのような速度でどのような容量で捕捉されるかという点は非

常に興味深い。

本章では、ポリエチレン製精宿泊過践にスルホン酸基を導入し、 金属イオンと

タンパク質の吸着特性を比較検討する。本主主の目的はつぎの 2点である。

(1)スルホン酸基をポリエチレ ン製精密減過朕へ付与し、その物性(透水性能、

比表荷積およびイオン交換容量〉を測定する。

(2)金属イオンおよびタンパク質の吸着容量や吸着破過特性を比較する。
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4 -2 実験

l)基材と試薬

市販のポリエチレン製中空糸状精密泌過膜(旭化成工業(株〉製〉をグラフト

重合周の基材に用いた。この肢の物性は、内径].95mm、外径3.01回、公称孔径

O. 34.μ田および空孔率71克である。試薬には東京化成 (株)製の特級グリシジルメ

タクリレート (CH，~CCH .COOCH， CHOCII，・ GMA)および2-ヒドロキシエチルメタクリ

レート (CH，=CCH，COOCH，CH，OH. HEMA)、和光純薬工業 (株〉製の特級プロパンス

ルトン (CH，CH. CH， OSO，)および亜硫酸ナトリウム (Na，SO..SS)、東ソー(株〉

製のスチレンスルホン酸ナトリウム (CH，=ClIC.H.SO，Na. SSS)をそのまま用いた。

タンパク質には、リゾチーム〈和光純薬工業(株) ; Cat.No. 126-02671)を用い

た。

2)基材へのスルホン酸基導入法

Fig.4-1に示す 3i盈りの経路で、ポリエチレン製精密主主過肢にスルホ ン酸基を導

入した。いずれの場合も 10c田の中空糸肢に常温、窒素雰囲気下で電子線を200kGy

照射してラジカルを生成させ、その後グラフト重合反応をおこなった。

まず、第 1の方法について説明する。照射した中空糸肢をあらかじめ脱気して

おいた 10v/v克のGMA/Meon溶液に投入し、 40"Cでグラフト重合反応をおこなった。

GMAグラフト重合反応の詳細は、第 3j震に記述した。基材に導入したGMAのグラフ

ト霊合f立をグラフ ト率で定義した。

GMAグラフト率 (dg) = 100[(W，-W，)/官。J [出] (4-1) 

ここで、 W。とれはそれぞれ基材の重量およびGMAグラフト重合政の重量である。こ

こでは、グラフト重合反応を10分間おこなうことにより、 GMAグラフ卜率を150耳に

設定した。この肢をO.5Mの硫酸中に投入し、問。Cで2時間反応をおこない、 グラフ

ト鎖中のエポキシ基を隣接した二つの水酸基、すなわちジオール (Diol)基に変

換した (Hrudkovaet a1.. 1977)。この践をジオール (Diol)膜とよぶことにす

る。つづいて、プロパンスルトンとの反応により、ジオール肢の水酸基をスルホ

プロピル(SP)基(ー(CH，).SO，I1)に変換した (Ribeiroet al.. 1980; Azanova 

et a1.. 1990 ) 。符ら れた膜をSP~ とよぶことにする 。
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第 2の方法は、 GMAグラフト重合践を亜硫酸ナトリウム (SS) とイソプロパノー

ル (1PA)の混合水溶液 (SSIIPA/H，O=10/15175)に投入し、 80.Cで所定時間反応

をおこない、グラフト鎖中のエポキシ基をスルホン酸基 (-SO，8)に変換するとい

う方法である。反応後、この肢をO.5Mの抗酸中に投入し、 80.Cで2時間反応をおこ

ない、グラフト鎖中に残存していたエポキシ基をジオール基に変換した。こうし

て待られた膜をss践とよぶことにする。

第3の方法は、照射した中空糸膜にスチレンスルホン酸ナトリウム(SSS) と2

-ヒドロキシエチルメタクリレート (HEMA)の共グラフト重合をおこなうことによ

り、スルホン酸基を導入する方法である。この方法の詳細は第 2主主に記述した。

この方法で合成された膜をsss肢とよぶことにする。

いずれの場合も、導入されたスルホン酸基の密度 (dsp.dssおよびdsssと記す)

は膜の中性担分解容量を測定することによって求めた。この測定法については、

第2J1tで述べた。

3)スルホン酸基を有する膜の物性

湿潤状般のSP、ssおよびsss肢の内径 (d， )および外径 (d.)を顕微鏡で、長さ

( L)を定規で測定した。これらの測定値より、膜体積(Y m)を求めた。

また、 SP、SSおよびSSS肢に純水を透過させたときの透過疏束を測定した。測定

法については第 3章で記述した。

さらに、各政を真空乾燥後、比表面積計 (Quantasorb. Yuasa Ionics Co. )を

用いて、~素吸着法により、 E真の比表国務 (a.)を測定した。

4)透過法によるタンパク質の吸着実験

Fig.4-2(a)に示すような装置を用いて、スルホン酸基を有する肢にリゾチーム

を含む溶液を透過させ、イオン交換によるタンパク質吸着実験をおこなった。

O. 0211リン酸バッファー (plf=6)にリゾチームを溶かし、 0.5mg-Lysozyme/mLに

調製した液を供給用のタンパク質溶液として用いた。室温で、輸注ポンプ(ATOM 

-235. ATOl! Co.)を用いて、膜にリゾチーム溶液を透過させた。 長さ約 6cmの中

空糸膜を l字状にセットし、タンパク質溶液を翰注ポンプの圧力で銀内面から外

商に一定流盆(10-100田L/h)で透過させた。膝外面から透過してきた液をフラク
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ションコレクターによって分取し、各フラクションのリゾチーム濃度を2800mの吸

光度を測定して求めた。 透過液中のリゾチーム浪~が供給液中の濃度と等しくな

ったことを篠認した後、肢にパッファーを10田L透過させ、 I真細孔内の洗浄をおこ

なった。つぎに溶出液を透過させ、 I真に吸着していたリゾチームを溶出させた。

溶出液として、 0.5M迫化ナトリウムを含むリン駿バッファーを用いた。ここで、

溶出率を以下の式で定義した。

員事出率= (溶出したリゾチーム量)/ C吸着したリゾチーム盆

一洗浄によって流出したりゾチーム量) x 100 [百1 (4-2) 

5)透過法による銅イオンの吸着実験

Fig.4-2Cb)に示すような装鐙を用いて、SP肢に銅イオンを含む溶液を透過させ、

イオン交換による銅イオンの吸着実験をおこなった。

J1.j;化銅 CCuCl，)を水に溶かし、 5四g-Cu/Lに調製した液 CplJ=3. 3)を供給用の鋼

イオン溶液として用いた。フローコントローラー (FC-I03.Chuo Rika Co.)を用

いて一定の透過圧力 C0.025-O. IMPa)のもとで、肢に銅イオン溶液を透過させた。

透過液中の銅イオンを原子吸光光度法により定量した。洗浄液として純水、溶出

液として、 O.1 MJ1.l;酸を用いた。

4 -3 結果と考察

l)スルホン酸基を有する膜の物性

SP、SSおよびSSS膜の物性をTable4-1にまとめた。 SSS/llEMAの共グラフト重合に

よって合成されたSSS践の純水透過流束はほとんどゼロであった。これに対しSP政

およびSS肢の場合は、 GMAグラフト鎖中のエポキシ基をスルホン酸基に変換すると

きの反応時間を制御し、スルホン}酸基密度を抑えることによって肢の透過流束を

維持することができる。このとき、 SP践の場合は0.08-0.84mol/kg-product、SS

肢の場合は0.14-0.77田口l/kg-productの範囲でスルホン酸基密度を変えられる。

また、 SPI真におけるスルホン酸基密度O.84回ol/kgは、 0.36田ol/L-wetvo1u回eに相

当し、これは市販のカチオン交換ピース CTSKgelSP-Toyopearl 550. Tosoh Co.) 
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のスルホン酸基密度O.L5mol/Lと同等な値である。

2) SP肢によるリゾチームおよび銅イオンの吸着

Fig.4-3(a)は、 SP践に流.:Iitを変えてリゾチーム溶液を透過させたときに得られ

た磁過曲線と溶出曲線である。横輸は無次元化した透過液量 (DEV)である。ここ

でDEVは、透過液量 (V.)を肢体積(Vm)で割った値である。

DEV = V.lV m [ー] (4-3) 

縦軸は、供給液中のタンパク質濃度 (C，)に対する透過液中のタンパク質綾度

( C)の比である。また、以下の式を用いることによって、流量 (F)を膜内滞留

時間 (t，)に変換することができる。

tr =επL(d，'-d， ')/(4F) [sl (4-4) 

ここで εは膜の空孔率であり、含水率の剖1)定により、 SP!莫の場合は ε=0.52であ

った。 (4-4)式より、流量F=IO-IOOmL/hは、滞留時間t，=87-ι7secに相当する。

この範囲の滞留時間では破過曲線も溶出曲線も流量によらず一致した。これは、

総括のイオン交換速度が拡散過程にもイオン交換反応過渡にも支配されないこと

を示している。また、政に吸着したリゾチームは、括主出液を3Dr:V透過させること

によってほlま100%溶出できた。

一方、 SP践に透過圧力を変えて銅イオン溶液を透過させた場合も、滞留時間

0.51-24secの範聞で磁過幽線が一致した (Fig.4-3(b))。

Fig.4-4は、 SPd真にリゾチームおよび鋼イオン溶液を透過させたときの破過曲線

である。ここでは、 SP肢のスルホン酸基按度を0.21-O. 84.mol/kgの範囲で変化 さ

せた。リゾチームを吸着させた場合、スルホン酸基密度によらず破過曲線は一致

した。一方、銅イオンを吸着させた場合、スルホン酸基密度の増加とともに破過

点 (C/C，= 0.05となるDEV)が伸びた。得られた破過曲線を積分することによっ

て、リゾチームおよび銅イオンの吸着容量(q)を求めた。

イι-C川川 [g/kgl (4づ)

ここで、 cおよびC。はそれぞれ供給液および透過液中の濃度、 V.は透過液晶、れは

CがC，に途したときの透過液量である。SP践におけるスルホン重量基密度とリゾチー

ムおよび鋼イオン吸着容量との関係をFig.4-5に示す。 リゾチーム吸着容盆はこの

範囲のスルホン酸基密度では、一定の値であった。これに対し、鋼イオンの吸着
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容量はスルホン酸11~昔度にほぼ比例した。

放射線グラフト重合法によってグラフト鎖が形成する部位は、肢のアモルファ

ス相内部と細孔表面部である。銅イオンは 2~箇の陽イオンであること、およびSP

膜のスルホン酸基密度と錯イオン吸着量のモル比が、 d..:Q= 2:1に近いことから、

グラフト鎖の形成部位に関係なくすべてのスルホン酸基が鋪イオンの吸着に使わ

れることがわかる。一方、銅イオンに比べてサイズの大きいリゾチームは、アモ

ルファス根内部に侵入できないため、細孔表面部にあるグラフト鎖中のスルホン

酸基のみがリゾチームの吸者に関与している (Fig.4-6)。

3) SP股およびss践のリゾチーム吸着性能の比較

Fig.4-7は、 spa真およびss践にリゾチーム溶液を透過させたときの破過曲線およ

び溶出曲線を比較したものである。ここでは、 SP膜のスルホン酸基密度をO.08 ~ 

0.84田ol/kgの範闘で、 ss肢のスルホン敵基密度をO.14-O. 77mollkgの範囲で変化

させた。 SP!真の破過曲線および溶出曲線がスルホン酸基密度によらず一致してい

るのに対し、 SSs真の破過曲線は、スルホン酸基密度の地加とともに破過点が伸び、

吸着終了までのDEVが地大することがわかった。また、 SS!真の溶出曲線はスルホン

酸基密度の増加とともにピーク高さ、半値稿ともに増大することがわかった。

Fig.4-8にSP膜およびSS践におけるスルホン隊基密度とリゾチーム吸着容量との

関係を示す。 SP肢の場合、スルホン酸基密度が0.2mol/kgを越えると、吸着容量は

頭打ちになった。それに対しSS膜の場合、スルホン酸基密度の地方日とともに吸着

容最は直線的に増大した。

膜の細孔表面にリゾチームがend-on結合で単層吸着すると仮定したときの吸着

容量 (Q，)を計算した。この値は次式で計算される。

q‘= a.YJ(aNA) [g/kg] (4-6) 

札はリゾチームの分子量 (14，300)、NAはアボガドロ数である。また、 aは楕円球

の形をしたリゾチーム分子 (3.0x3.0x4.5n田〉の長軸に対して垂直に切ったとき

の断面積9x IO-"m'である (Blakeet a1.， 1965) 0 SP膜の場合は Q，=17. 3g/旬、

SS肢の場合はQ，= 18. Og/kgと算出される。SP践の Q，をFig.4-8中に点線で示した。

これより、リゾチームはSP膜には単層吸着するが、 SS肢には多層吸着することが

わかる。スルホン隊基密度O.77mol/kgを有するお肢のリゾチーム吸着容量は200
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g/はであり、単届吸着量Q，の11倍である。 SP肢とss膜は同一グラフト率のGMA!真、

すなわち同じグラフト鎖長およびグラフト鎖密度をもっGMA肢から合成している。

しかしながら、異なる試薬でGWAグラフト鎖中のエポキシ基をスルホン酸基に変換

したことによって、リゾチームの吸着形鍛に大きな差が生じた。以上の結果から、

SP膜およびss膜のグラフト鎖にリゾチームが吸着する形悠を推察し、 Fig.4-9に示

す。 SP膜の場合、リゾチームはグラフト鎖上に乗るように吸着する。これに対し、

ss肢の場合、リゾチームはグラフト鎖の聞にもぐりこむように吸着する。

Kim et a1. (199Ia)は、放射線グラフト重合法を用いて、ポリエチレン製精密

減過肢にアフィニティーリガンドを有するグラフト鎖を導入した。この膜に牛瓜l

消7 グロプリン(BGG)をノfッチ法で選択的に吸着させた場合、その吸着容量は

比表面積によって決まり、 BGGがarm-collapsed型とarm-extended裂というこつの

構造をとったときの理論吸着量の聞の値になった。

Muller (1990)は、化学的グラフト重合法を用いて、叙水性ポリマービーズに

スルホン酸基を有するグラフト鎖を導入した。このイオン交換体のタンパク質吸

着容量は、担体の比表面積に依存しないことを見いだした。この現象について彼

は、イオン交換基をもっ非架橋高分子鎖が、タンパク質に触毛 (Tentacle)のよ

うにからみついて吸着するためであると考察し、この新しいイオン交換体をテン

タクル型イオン交換休と名付けた。本研究で合成したss駿もこのテンタクル型イ

オン交換体のひとつである。

4)肢の親水化による非選択的吸着の抑制

本研究で使用した高分子基材はポリエチレン製である。ポリエチレン表面は疎

水性であり、タンパク質が接触すると非選択的な吸着が起きる。ここでいう ~Iõ 選

択的吸着とは溶出液によっても溶出できない吸着のことである。この非選択的吸

着を防ぐために、基材に水酸基を導入し、毅水化するという手法が有効である

(Okano & Kataoka， 1982: Kim et aJ.. 1991b)。本研究においては、まずsss膜

の合成の場合、スルホン酸基を有するモノマーであるsssと水酸基を有するモノマ

ーであるHEMAをポリエチレン基材に共グラフト霊合させることによってスルホン

化と級水化を同時におこなっている。また、 SP膜およびss践を合成する過程では、

GMAグラフト重合膜のスルホンイヒ前あるいは後にジオール基を導入している。この
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とき、膜の綴水化が十分おこなわれていることを確認するために、 GMAグラフト重

合膜のエポキシ基をすべてヅオール基に変換したツオール肢のリゾチーム吸着特

性を調べ、基材の場合と比較した。基材およびジオール肢にリゾチーム溶液を透

過させたときの破過曲線および溶出曲線をFig.十10に示す。基材の場合、吸着し

たリゾチームは溶出液の透過によっても溶出できないので、このリゾチームは非

選択的に吸着している。一方、ジオール膜の場合、吸着したリゾチームは溶出液

によって 100~溶出できた。これより 、 肢の細孔表面がジオール基をもったグラフ

ト鎖で額われることによって、タンパク質の非選択的吸着が抑制されたことが確

認された。

4 -4 結言

放射線グラフト重合法を用いて、ポリエチレン製精密減過膜に 3;mりの方法で

スルホン酸基を導入した。得られた肢にリゾチームを含む溶液を透過させ、リゾ

チーム吸着速度および吸着容量を測定した。また、銅イオンを含む溶液を透過さ

せたときの吸着特性も調べ、 リゾチームの場合と比較した。つぎの知見が得られ

(1) SSS/HEMAの共グラフト重合によって合成されたSSS肢の純水透過流東はほとん

どゼロであった。一方、 SP膜やSS膜の場合は、 GMAグラフト鎖中のエポキシ基から

スルホン酸基への転化率を制御することによって肢の透過流束を維持できた。

(2) SP朕の鋭イオン吸着容量はスルホン酸基密度にほぼ比例したが、リゾチーム

吸着容量はスルホン酸基密度に依存せず、一定の値であった。高分子量のタンパ

ク質は、践のアモルファス格内部に侵入できないため、細孔表面部にあるグラフ

ト鎖にのみ吸着する。

(3) SP膜の場合、 リゾチームはグラフト鎖上に乗るように単層で吸着するので、

吸着容量は肢の比表面積で決まる。これに対しSS肢の場合、リゾチームはグラフ
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卜鎖の聞にも ぐりこむように吸着 し、スルホ ン酸基密度の増加とともに吸着容量

も増大する。

(4) SP膜およびSS膜の合成時にジオール基を導入することによって、膜へのタン

パク質の非選択的吸着が抑制された。選択的に吸着したリゾチームを溶出液によ

って100克溶出させることができた。

使用記号

8 リゾチーム分子の断面積 [m'] 

8. 膜の比表蘭積 [田'/kg]

C 透過液中のリゾチームあるいは銅イオン濃度 [g/ド]

C。 供給液中のリゾチームあるいは銅イオン濃度 比/m']

d I 肢の内径 [m] 

d. 践の外径 [m] 

dSf SP!真のスルホン酸基密度 [皿ol/kg]

d" SS膜のスルホン酸基密度 [mo1/kg] 

SSS膜のスルホン徴基密度 [mo1/kg] 

dg GMAグラフト率 [克]

DEV 無次元化した透過液量 [ー]

F 体積流盆 [田'/s]

L 膜の長さ [m] 

M， リゾチームの分子量 [ー]

N. アボガドロ数 [ー]

吸着容盤 [g/kg] 

Q， 単厨吸着量 [g/kg] 

t， 液の膜内滞留時間 [s] 

V. 透過減益 [m' ] 

V旬 膜体積 [回']
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Y. CがC。に達したときの透過液量 [m'] 

官。 基材の重量 [kg] 

" GMAグラフト重合絞の重量 [kg] 

れ スルホン厳基導入後の膜の重量 [kg] 

践の空孔率 [-] 
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Tab1e 4-1. Properties of the問icroporous問e皿branesContaining the S03H Group 

SSS-T SP-T SS-，]， startlng hollow 

fiber 

degree of grafting (鬼) 110 150 150 

dimensions 10 wet state 

inner dia皿 (mm) 2.4 2.3 2.3 1.95 

outer dia皿(皿m) 4.0 3.9 3.9 3.01 

tota1 ion-exchange capacity 1.01 0.21 0.14 

{皿ol/kga) 0.84 1.14 

pure water fluxb (m/h) 0.0 2.7 2.2 2.85 

sp巴c1ficsurfac巴 areac(m2/g) 6.8 6.9 7.2 14.0 

a Kg of Iトfor胆nlembrane.

b flltration pressure ~ 0.1 ~IPa. temp.~ 3031{. 

C BET surface al'ea. 
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、、.，
，，
b
 (a) 

(c) (d) 

Fig. 4-6. Schematic illustration 01 ion exchange 0円thegrafted polymer branches. 
(a) Porous hollow liber， (b) idealized porous struct~~ ， (c)adsorption 01 Iysozyme: 
Biomacromolecular Iysozyme can only access the SP groups 01 polymer branches 
grafted on the pore surfaee. (d) sorption 01 Cu ion: A simple copper ion can also 
i-nvade the depths 01 the polymer branches lormed in the polymer matrix. 
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Fig. 4-8. Binding capacity of Iysozyme to the S03卜jgroup on the grafted polymer branches 

qIls a theoretical saturation capacity of lysozyme onto the SP-T fiber on the assumption that 
Iysozyme covers the pore .surface area as a monolayer with an end-on orientation. 
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(a) 

(c) 

、、，，，，
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(d) 

Fig. 4-9. Schematic illustration of Iysozyme binding to the grafted branches. 
(a) porous hollow fib.er， (b) idealized porous structure， (c) Iysozyme binding to 
the SP group: The Iysozyme adheres on the SP-group-containing grafted branches 
(d) Iysozyme binding to the SS group: The SS-group-containing grafted branches 

hold the Iysozyme 
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第 5章

イオン交換基を有するグラフト鎖への

タンパク質の Tentacle吸着

5 -1 緒言

培養液中から有用なタンパク質を回収する場合 (Hochuli. 1988)、あるいは血

しょう中から有害なタンパク質を除去する場合 (Yamazakiet a1.. 1987)、現状

ではイオン交換基あるいはアフィニティーリガンドを有するビーズを充填したカ

ラムが利用されている。このとき、タンパク質の吸着容量は吸着担体の比表面積

によって決まっている (Reynaudet a1.. 1986)。

MERCK社では、化学的グラフ卜重合法を用いて、 2-アクリルアミドヲーメチルプ

ロパンスルホン酸 (CB，=CHCONUC(CH，)，CB，SO，B. AMPS)およびジエチルアミノエ

チルアクリルアミド (CH2 =CHCONII(CII，) 2 NC CH， CB.) z. DEAEAAm)を親水性のポリマ

ービーズにグラフト重合し、担体の比表面積によらずタンパク質が多屑吸着する

イオン交換ビーズを開発した CMuller. 1990; Janzen et a1.. 1990)。これは、

イオン交換基をもっ互いに架橋されていないポリ 7-鎖が、タンパク質に触毛

CTentacle)のようにからみついて吸着するためで、テンタクル型イオン交換体

と名付けられた。こ れまで、担休、イオン交換基およびタンパク質の種類を変え

て吸着容盆が調べられている。 しかしながら、単)I!i吸着量に対する吸着容量の比

や、グラフト鎖中のイオン交換基笹u支と吸着容量との関係は明らかにされてなL、。

前章では、放射線グラフト霊合法を用いて、多孔性ポリエチレン践にグリシジ

ルメタクリレート(GMA)をグラフト重合し、亜硫酸ナトリウムとの反応により、

スルホン酸葉を導入する手法を提案した。そして、この朕のリゾチーム吸着容量

が、単庖吸着1立を越えていることから、テンタクル吸着を起こしていることを見

いだした。本主主では、スルホン酸基を有するテンタクル型カチオン交換膜および

ジエチルアミノ(DEA)基を有するテンタクル型アニオ ン交換膜の合成法をまず磁
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立する。そして、この践にタンパク質務液を透過させたときの吸着性能を調べ、

テンタクル吸着の発現特性について考察する。本主主の目的は次の 3点である。

(1) グラフト鎖中のイオン交換基密度を変化させたときの股の吸着破過特性を調

べ、テンタクル吸着を起こすタンパク質の量を比較する。

(2 )膜の透過圧力変化を測定し、その流動特性からタンパク質のグラフト鎖への

テンタクル吸着を磁認する。

(3)タンパク質のサイズや性質を変えたとき吸着盈を調べ、テンタクル吸着の一

般性を調べる。
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5 - 2 実験

l)まま材と試薬

市販のポリエチレン製中空糸状精密漉過政(旭化成工業(株)製)を基材に用

いた。この肢の物性は、内径1.95回目、外径 3.01mm、公称孔径 0.34μmおよび~孔率

71出である。試薬には、グリシジルメタクリレート (CH，=CCH，COOCH.CHOCH..GMA)、

特級亙硫酸ナトリウム(Na.SO，・SS)、ジエチルアミン (NH(CH，CH，)，)およびエ

タノールアミン (NH，CH，CH，OH)を用いた。タンパク質は、ラクトグロプリン

(Sigma: Cat. No. L-0130)、牛血消アルブミン (Sigma:Cat.No. L-7030)、牛I血

清7ーグロプリン (Sig田a:Cat.No.G-5009)、キモトリプシノーゲンA(Sigma: 

Cat.No.C-4879)、チトクローム C(Sigma: Cat.No.C-2506)およびリゾチーム

(和光純薬工業(株) Cat.No.126-02671)を用いた。

2〉テンタクル型イオン交換膜の合成法。

a)放射線グラフト霊合

テンタクル型イオン交換膝の合成経路をFig.5-1に示す。10cmの中空糸肢に常海、

塗素雰囲気下で電子線を200kGy)照射した。照射した中空糸膜をあらかじめ脱気し

ておいた10v/叫のGMA/メタノール溶液に投入し、 40'Cでグラフト重合反応をおこ

なった。 GMAグラフト重合反応の詳細は、第3j主に記述した。 2走材に導入したGMA

のグラフ卜重合長をグラフト率で定義した。

G!lAグラフト率 (dg)=!OO[(W，-W，)/官。1 [出] (5 -1 ) 

ここで、官。とれはそれぞれ基材およびGMAグラフト重合膜の重量である。本研究で

は、グラフト霊合反応を10-12分間おこなうことにより、 GMAグラフトE容を150-

200%に調節した。

b)テンタクル型カチオン交換践の合成

GMAグラフト重合朕を亜硫酸ナトリウム (SS)とイソプロパノール(rPA)の混

合水溶液 (SS/IPA/H，O= 10/15/75)に投入し、 80'Cで所定時間反応をおこない、

グラフト鎖中のエポキシ基をスルホン酸基(-SO，H)に変換した。反応後、践を純

水で数回洗浄し、真空乾燥して重量を測定した。導入されたスルホン酸基の基材

重量あたりの密度 (ds5)は肢の中性塩分解答i1を測定することによって求めた。
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つぎに、この撲をO.5Mの硫酸中に投入し、 80.Cで2時間反応をおこない、グラフ

卜鎖中に残存していたエポキシ基をジオール (Dio1)基に変換した(Ilrndkova 

et a].， 1977)。これによって肢が親水化され、タンパク質の非選択的吸着を防

ぐことができるはimet a1.， 1991a)。反応後、肢を純水で数回洗浄し、真空乾

燥して重量を測定した。導入されたDi01基の基材重量あたりの密度は以下の式よ

り求めた。

Di01 碁密度 (do，.，)=(W，-W，)ハ8/W0 [mol/kg] (5-2) 

ここで、しはスルホン酸基導入後の膜の霊量、W，はDi01基導入後の肢の霊1託、ま

た18という数字は、水の分子起を表す。

こうして得られた朕を以後、 SS(田55)-DiolA真とよぶことにする。( )内の数値

は次式で定義されるスルホン酸基のモル分率を表す。

スルホン酸基モル分率(田55) =dss/(d55tdo，.，) [-J (5-3) 

c)テンタクル型アニオン交換膜の合成

GMAグラフト重合肢を50v/v自のジエチルアミン水溶液に投入し、 SO.Cで所定時間

反応をおこない、グラフト鎖中のエポキシ基をジエチルアミノ (DEA)基 (-N(C

II，CII，)，)に変換した。反応後、政を純水で数回洗浄し、真空乾燥 して霊琵を測定

した。導入されたジエチルアミノ (DEA)基の基材重量あたりの密度は次式より求

めた。

DEA基密度 (dOEA) =(W，-W，)/73/官。[田ol/kg] (5-4) 

ここで、しはDEA基を有する肢の霊品、また73という数字は、ヅエチルアミンの分

子訟である。

次に、 DEA基噂入後の肢を lOO%エタノールアミン中に投入し、 30"Cで6時間反応

をおこない、グラフト鎖中に残存していたエポキシ基をエタノ ールアミノ(EA) 

基(-NCll，CH，OH)に変換した CPharmaciaLKB Biotech.， 1990)。アルコール性

水酸基が導入されることによって肢が親水化され、タンパク質の非選択的吸着を

防ぐことができる。反応後、肢を純水で数回i洗浄し、真空乾燥して重量を測定し

た。導入されたエタノールアミノ(EA)碁の基材重量あたりの密度は次式より求

めた。

EAlI lt' J.支 (dEA) =(しーし)/61/官。 [mo1/kg] (5-5) 

ここで、 W，はEA碁導入後の肢の重量、また61という数字は、エタノールアミンの
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分子量である。

こうして得られた践を以後、 DEA(mDEA)-EA践とよぶことにする。( )内の数値

は次式で定義されるDEA'li1iのモル分率を表す。

DEA基モル分率(田DEA) = dDEA/(dDEA+dEA) [ー] (5-6) 

3〉テンタクル型イオン交換肢の物性

乾燥した88-Dio1股およびDEA-EA肢をメタノールに J0分間浸し、続いて純水置換

して媒綿孔内を水で満iたした。そのときの内径 (d，)および外径 (d.)を顕微鏡

で、長さ(L) を定規で、さらに湿潤重量(官.)を天秤で測定した。こ れらの測定

値を用いて、膜体積(V.)および細孔容積 (V.)を求めた。

V~=πL(d.'-d ， ')/4 [m'J 

V.= (W.-W，)/ρ. [m'] 

ただし ρ.は25.Cにおける水の密度である。

(5-7) 

(5-8) 

また、 88-Dio1膜およびDEA-EA肢にバッファーを透過させたときの透過流来をiJIIJ

定した。世IIJ定法については第 3章に記述した。

さらに、 88-Diol膜およびDEA-EA肢を真空乾燥後、比表面積計(Quantasorb. 

Yuasa Ionics Co.)を用いて、窒素吸着法により、膜の比表商務 Ca.)を測定し

た。

4〕透過法によるタンパク質の吸着実験

Fig.5-2に示すような装置を用いて、 88-Diol肢およびDEA-EA膜にタンパク質を

含む熔液を透過させ、タンパク質の吸着実験をおこなった。室温で、輸注ポンプ

CATOM-235. ATOM Co.)を用いて一定流量で、膜にタンパク質溶液を透過させた。

吸着実験の供給液として用いたタンパク質溶液の調製条件をTab1e5-1にまとめた。

長さ約13c田の中空糸朕を I字状にセットし、倫注ポンプの圧力で膜内面から外面

にタンパク質溶液を一定流誌で透過させた。朕外函から透過してきた液をフラク

ションコレクターによって分取し、各7ラクションのタンパク質浪度を28Dnmの吸

光度を測定して求めた。また、タンパク質吸着にともなう透過圧力の変化も圧力

センサー CP8-2K8. Aiko E口gineeringCo.)により同時に測定した。透過液中の

タンパク質濃度が供給液中の濃度と等しくなったことを確認した後、践にパッフ
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ァーを10由L透過させ、 I真細孔内の洗浄をおこなった。

5 -3 結果と考察

l) SS-Diol膜およびDEA-EA膜の合成

イオン交換基の導入反応、すなわちエポキン基からスルホン酸基への変換反応

あるいはエポキシ基地、らジエチルアミノ(DEA)基への変換反応におけるイオン交

換基導入量の経時変化をFig.5-3に示す。ただし、ここでは水酸基導入後の膜のス

ルホン酸基およびDEA碁モル分率をそれぞれ算出し、これを縦軸とした。反応時聞

を制御して、スルホン酸碁モル分惑は0-0 . 20の範囲で、また DEA基モル分率は O~

0.89の範闘で変えることができる。

2) SS-Diol膜およびDEA-EA肢の物性

イオン交換基モル分率の異なるSS-DioH真およびDEA-EA践にパッファーを透過さ

せたときの透過流束をFig.5-4に示す。イオン交換基モル分率の地加とともに透過

流東が低下 していることがわかる。これは、水溶液中でイオン交換基が解除する

ために、細孔表面部のグラフト鎖が自身のもつ同積の電荷 (SS-Diol肢の場合は負

包務、 DEA-EA朕の場合は正電荷)の反発作用によって伸長し、細孔をふさぐから

である。細孔表面部にあるグラ フ卜鎖のイオ ン交換基モル分率の地加にともない

グラ フト鎖の伸長度は地大し、肢の透過流来の低下を引き起こしたと考えられる

(第3章〉。特に、 SS-Diol肢において透過流東の低下が著しい。

BET法による比表面積測定により、 SS-Diol腹およびDEA-EA膜の比表面積a.はイ

オン交換基盤に依存せずほとんど一定であることがわかった (Fig.5-5)。

3) SS-Diol膜およびDEA-EA肢によるタンパク質の吸着

Fig.5-6は、 SS-Diol膜およびDEA-EA肢にリゾチーム溶液およびBSA溶液をそれぞ

れ透過させたときの破過曲線である。横軸は量~次元化した透過液量(DEV)である。

ここでDEVは、次式のように透過液量(V.)を肢体積 (Vm)で割った値である。

DEV=V./Vm ト) (5-9) 
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縦軸は、供給液中のタンパク質浪度(C.)に対する透過液中のタンパク質浪度

( C)の比である。イオン交換基モル分率の増加とともに破過点 (C/C.= O. 05と

なるDEV)が{申ぴ、吸着終了ま でのDEVが増大することがわかった。

この破過曲線を積分することによって、タンパク質の吸着容量を求めた。
，民

q=¥eC.-C)dV.IW. [g/同] (5-10) 
向。

ここで、 qはタンパク質吸着量、 Cおよびらはそれぞれ供給波および透過液中のタ

ンパク質濃度、 V.は透過液量、V.はCがC.に逮したときの透過液量である。

また、あらかじめそれぞれの肢の細孔表面にタンパク質がend-on結合で単庖吸

着したときの吸着容量 (q，)を計算した。 この値は次式で計算される。

q， = a.M，/(aN.) [g/kg] (5-11) 

M，はタンパク質の分子虫、れはアポガドロ数である。aはタンパク質分子の長制lに

対して垂直に切ったときの断面積で、

a=π z'/4 [m'J (5-12) 

である。ただし、 zはタンパク質分子の短軸直径である。 (5-11).(5-12)式より、

SS-Diol朕にリゾチームが単居吸着した場合はし=18g/旬、 DEA-EA肢にBSAが単厨吸

着した場合はふさ45g/kgと算出された。

つぎに、透過実験によって得られたタンパク質の吸着容量の単層吸着最に対す

る比をーテンタクル結合J3r'と定義した。

テンタクル結合度=q/q， [-] (5-13) 

Fig.5-7にイオン交換基モル分事とテンタクル結合度との関係を示す。イオン交

換基モル分率の増加とともにタンパク質のテンタクル結合度は地大した。スルホ

ン酸基モル分率0.20を有するSS-Diol膜のリゾチーム吸着容量が200g/旬、 DEA基モ

ル分率0.89を有するDEA-EA膜のsSA吸着容f立が490g/kgであり、いずれもテンタク

ル結合度が10を越える値であることがわかった。

4)圧力損失によるテンタクル吸着の検証

DEA -EA膜に一定流量でBSA溶液を透過させたときの透過圧力は、 BSAの吸着が進

むにつれて増大する。

楕円球の形をしたBSA分子がグラフト鎖に最空白充填的に吸着していると仮定する

と、 BSAの全占有体積V，は、
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V. = q1f，π(z'h!6)N，!(M，XO.74) [回，] (5-14) 

ただし、 zおよびhはBSA分子を梢円球としたときの短軸および長軌直径、 0.74とい

う定数は楕円球が六方最密充填構造をとったときの充填率である。れはアポガド

ロ数、 ILはBSAの分子量である。一方、吸着したBSAの全占有体積が膜細孔容積の

減少分と等しいと仮定すると、次式が成り立つ。

V. = nπ(r.'-r')DT [田'1 (5-15) 

ここで、 nは金細孔数、 f.はBSA吸着前の膜絢孔半径、 rはBSA吸着平衡時の朕細孔

半径、 DTは煤厚である。

BSAの吸着によって被の透過できる細孔径が減少したとすると、 sSA吸着平衡時

の肢の透過圧カをltt算できる。Hagen-Poiseille式によって、多孔性中空糸膜の透

過圧力を次のように記述できる(第 31主)。

L'l P.= 81"μDr!(nπf.・) [PaJ 

L'l P = 8FμDr!(nπr') [Pal 

(5-16) 

(5-17) 

ただし、モデルを単純化するため、中空糸肢の細孔は、一定の半径を有するまっ

すぐな円筒が均一に分布していると仮定する。ここで、L'lP。はDEA-EA膜にBSA溶液

を透過させたときの初期の透過圧力、L'lPはBSA吸着平衡時の透過圧力である。ま

た、 Fは体積流量、 μはBSA溶液の枯皮である。全細孔数、膜厚、透過液粘度およ

び体積流量が一定あるとすれば、 (5-15)，(5-16)， (5-17)式より、L'lP! L'l P.は

L'l P! L'l P.= 1 / (I-V，/V，)' [ー] (5-18) 

と表すことができる。ここで、人 (=nπf.'DT) はBSA吸着前の践の細孔容積であ

り、膜の含7/<.i査を測定することによ って(5-8)式か ら求め られる。また、破i品曲線

より求められたBSAの吸着容量 (q)を(5-14)式に代入することによって、 V.が求

められる。よって、L'lP/ L'l p。を理論的に予測できる。

(5-18)式より得られたL'lP/ L'l P。と実iJllJしたL'lP/ L'l P。とを比較し、 Fig.5-8に示す。

DEA基モル分率の異なるいずれの膜においても、実験値と理論値はよく一致してい

る。これより、吸着容盆から推測したBSAのDEA-EA朕へのテンタクル吸着構造の妥

当性が、抗体力学的側面からも裏付けられた。

吸着容量および透過圧力の実験結呆より、イオン交換基を有するグラフ卜鎖に

タンパク質が吸着するときの形態を推測し、 Fig，5-9に示す。イオン交換基モル分

率の符I1J1lとともに、グラフト鎖中の電荷が互いに反発してグラフト鎖が伸長し、
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タンパク質をより多く抱き込む形態をとると考えられる。

Kim et a1. (199Ib)は、多孔性ポリエチレン肢にGMAをグラフト重合し、グラ

フト鎖中のエポキシ基に疎水性アミノ酸(トリプトファンやフェニルアラニン〉

をカップリングさせた。得られた肢は、仮生物特果的リガンドをもっアフィニテ

ィー践であり、牛血清r-グロプリンなどのタンパク質を選択的に吸着する。 しか

しながら、この践はグラフ卜鎖に電荷をもたないので、 Fig.5-9(a)のようにグラ

フト鎖が縮んだ形態をとり、タンパタ質の吸着:w:は単庖吸着髭と一致した。

5〉各種タンパク質のテンタクルl段着

チトクローム C、リゾチームおよびキモトリプシノーゲン AをSS(0.20)一Oiol肢

に、隠れ BGGおよびラクトグロプリンをOEA(0.47)-EA践に吸着させた。それぞれ

のタンパク質の性質 (Squire& Himmel 1979; Wahlgren et a1.. 1993; Baszkio 

& Lyman. 1980; Bagchi & Birnbaum. 1981)、および吸着容量をTable5-2にまと

めた。各タンパク質のサイズから単厨吸着したときの吸着容還を求め、実測した

吸着容量と比較した。SS】Oio1肢およびOEA-EA談はいずれのタンパク質に対しても

単庖吸着量の数倍の吸着容量を示し、テンタクル吸着を起こすことが確認された。

しかしながら、ここで基準にした単庖吸着量は、タンパク質のサイズと肢の表

面積から型論的に計算した儀であり、もともと凝集しやすいタンパク質の場合、

この単層吸着盈の値を基準にしてテンタクル結合度を求め、朕の性能評価をおこ

なうことは無意味である。そこで、本研究で用いたすべてのタンパク質について、

①ポリ エチ レン基材の疎水性表面への吸着盆、および②水酸基を もっ政 (Oi口l股)

の親水性表面への吸器訟をそれぞれ透過法によってiJllj定し、単厨吸着盤と比較す

ることによってタンパク質の凝集しやすさの指標とした。結果をTable5-3にまと

めた。すべてのタンパク質において、1)親水性表面への殴若量は疎水性表面への

吸器lli:の115-1 / 3 ~昔という低い値を示 し たこと、および 2)親水性表面へ吸着した

タンパク質は洗浄液および塩濃度の高い溶出液を透過させることによ って90%以上

溶出することができたのに対し、疎水性表面へ吸着したタンパク質はほとんど溶

出できないことがわかった。

この結果から、タンパク質の疎水性表面への吸着は不可逆的な非選択的吸着で

あり、鋭水性表面への吸着は可逆的な巡択的吸着であることが確認された。また、
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疎水性および毅水性どちらの性質をもっ表面においても、キモトリプシノーゲン

Aを除いたすべてのタンパク質の吸着量が、 end-onの形織で吸着したと考えた場

合の単庖吸着盆以下の値を示した。キモトリプシノーゲンAについても疎水性表

面への吸着盆はend-on単庖吸着盈を上回る値(1.3倍〉を示したが、親水性表蘭へ

の吸着f置はe口d-on単層吸着量以下であることから、 SS-Dlol肢に凝集した状悠で吸

着していることはないことが確認できた。

5 -4 結言

放射線グラフト重合法を用いて、多孔性ポ リエチレン製中空糸膜にグリシヅル

メタクリレート(GIIA)を重合し、続くジエチルアミンとの反応でジエチルアミノ

(DEA)基を、亜硫酸ナトリウムとの反応でスルホン酸基をそれぞれ導入した。こ

の膜を親水化 した後、タンパク質主主液を透過させ、その吸着性能を検討した。膜

の細孔表面にタンパク質が単厨吸着したときの吸着量を基準にして、テンタクル

結合度を求め、以下のような結論を得た。

(1 )グラフ ト鎖中のイオン交換基密度が大きいほどタンパク質のテンタクル結合

度は明大した。スルホン酸基モル分率O.20を有するSS-DioH莫の リゾチーム吸着容

量が200g(kg、DEA基モル分率0.89を有するDEA-EA朕のBSA吸着容量が490g/kgであ

り、いずれも単周吸着量の約 11倍の吸着容最をもつことがわかった。

(2) BSAの吸着で細孔が埋められるために生じる践の圧力損失をAagen-Poi se i lle 

式を用いて推算し、実測値と比較した。その結果、 BSAが肢の絢孔壁からグラフト

鎖に沿って最密充填的に吸着しているというモデルが妥当であることを確認 した。

(3) SS-DioH英およびDEA-EA膜は、タンパク質の積類や分子量によらず、テンタク

ル吸着を起こすことを確認 した。
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使用記号

a タンパク質分子の断面積 [m'J 

ι 肢の比表面積 [m'/kg] 

C 透過液のタンパク質浪度 [g/田'J

C， 供給液のタンパク質濃度 [g/m'J 

dDEA DEA基密度 [mol/同]

dD 10 t ジオール基密度 [mollkgJ 

d，̂ EA基密度 [mollkg] 

d I 肢の内径 [mJ 

d， H聖の外径 [田]

d.. スルホン酸基密度 [皿ol/kg]

dg GMAグラフ卜率 [克]

DEV 無次元イヒした透過液量 [ー]

D1 膜厚 [皿]

F 体積流量 [m' /s] 

F， 吸着前の体積流量 [m'/s] 

タンパク質分子の長軸 [m] 

L 肢の長さ [田]

mD'̂ DEA;1i!iモル分率 [ー]

mss スルホン殴基モル分率 [ー]

l¥， タンパク質の分子量 [ -] 

n 全細孔数 [ー]

N̂ アポガドロ数 [ー]

sP タンパク質吸着平衡時の透過圧力 [Pa] 

sP。 タンパク質吸着前の透過圧力 [Pa] 

吸着容量 [g/kgJ 

q， 単庖吸着誌 [g/kg] 

r 細孔半径 [mJ 

r， 吸着前の細孔半径 [田]

ー 108



V. 吸着したタンパク質の占有体積 [田'/gJ

V. 透過液量 [田'J

V. 肢体積 [m' J 

V， 細孔容積 [田'J

V. CがC。に逮したときの透過液量 [血っ

し 基材の乾燥重量 [kg]

れ GMAグラフト重合肢の乾燥霊髭 [kgJ 

れ スルホン酸基あるいはDEA基導入後の肢の乾燥霊長 [kg] 

れ ジオール2まあるいはEA基導入後の肢の乾燥重量 [kg] 

れ ジオール基あるいはEA基導入後の肢の湿潤霊髭 [kg] 

タンパク質分子の短剥I [田]

μ 供給液の粘度 [ Pa's] 
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Table 5-1. Properties 01 protein solution lor permeation across the 
ion-exchange-group-containing hollow-fiber membran巴

Prot巴ln Buffer 

SS-Diol-T fiber Lysozym巴 (Co= 0.5 mg/mL) Phosphate buffl巴r(0.02 M， pH=6.0) 

DEA-EA-T fiber BSA (Co = 5.0 mg/mL) Tris-HCJ buffer (0.02 M， pH=8.0) 

Table 5-2. Prope口iesand degree 01 tentacle binding 01 various proteins. 

molecular pI dimensions d巴greeof 

W巴ight tentacl巴binding

SS(O.20)-Diol-T fiber 

Cylochrome C 12，400 10.1 2.5 x 2.5 x 3.7 nm 14 

Lysozyme 14，300 11.0 4.0 x 4.0 x 5.0 nm 
11 

Chymotrypsinog巴nA 25，700 9.5 
4.0 x 4.0 x 11.5 nm 22 

DEA(0.47)-EA-T fiber 
ホ 10 

Lactoglobulin 18，000 5.0 3.6 nm 

BSA 67，500 4.9 4.0 x 4.0 x 11.5 nm 
6 

BGG 169，000 5.8-7.3 
4.4 x 4.4 x 23.5 nm 4 

* Slok巴sdiam巴ler
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Table 5-3. Binding capacity and elution ratio for various proteins onto polyethylene 
hollow fiber and dioトgroup-containinghollow fiber 

BinCEnE 1t q f*qt elution ratio 
capacuy 

(g/kg) 巴nd-on side-on (%) 

Polyethyl巴n巴hollowfiber 

Cytochrome C 61.3 1.04 1.54 10 

Lysozym巴 16.8 0.64 0.79 6 

Chymo甘ypsinogenA 61.2 1.29 3.70 30 

Lactoglobulin 32.0 0.78 0.78 46 

BSA 33.3 0.27 0.77 11 

BGG 92.6 0.36 1.91 20 

Diol-T fiber 

Cytochrome C 15.8 0.50 0.74 90 

Lysozyme 3.2 0.22 0.28 97 

Chymo甘ypsinogenA 17.6 0.69 1.99 98 

Lactoglobulin 10.0 0.46 0.46 96 

BSA 10.8 0.16 0.46 90 

BGG 16.6 0.12 0.64 96 

* Th巴Orelicalbl I1ding lD capacity forEach proleln adsorbed as an10110layer WIth an巴nd-on
or side-on orientation on to th巴hollowfiber 

113 -



-』由

D
一F

ト
E

〈
凶
・
〈
出

o
-
o
o
E由
工
U
的

C
O
一戸
U
岡
山
江
・
て
旧
白
一
h
L

』

ωgh
ト
，
d
司
凶
，
d
司
凶
白

E
O
 

N(mENU)Z
I
l
-
-「
l

出
O

N(町出
NU
)
Z
I
l
-
-「
l

ー 114

o
m
Z
N
U
E
|
同巴

出
O

N(町田
N
U
)
Z
I
l
-
-「
L

N(町民
N
U
)
Z
l

h

ピ

z
o
 

z
o
m出
刊
ハ
)
出

Z
I
l
-
-「」
ハ
出

u
j叫
|

計
h
M
V」

ハ
凶
)



4 

6 

I， Syringe infusion pump; 2， Hollow fiber; 
3， Fraction collector; 4， Pressure sensor; 
5， Amplifier; 6， Recorder 

Fig. 5-2. Experimental app.aratus lor determination 01 the breakthrough curve 01 the 
protein for the microporous ion-exchange membrane and lor measurement 01 the 
permeation pressure change across th日membraneinduced by the protein binding. 
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(a) monolayer (b) tentacle binding 

(at lower mole fraction) (at higher mole fraction) 

Fig. 5-9. Structure 01 protein binding to the graft chain for different mole Iractions 01 
ion-exchange group 
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第 6章

Tentacle吸着の物理化学的特性および

実用性

6 -1 緒言

前主主では、放射線グラフト重合法を用いて、多孔性ポリエチレン肢にグリシヅ

ルメタクリレート(GIfA)を導入し、亜硫酸ナトリウムとの反応によりエポキシ基

をスルホン酸基に、ジエチルアミンとの反応によりエポキシ基をジエチルアミノ

(DEA)基に変換した。得られた膜はタンパク質を多層吸着するテンタクル型イオ

ン交換朕であることを見いだ した。多孔性践の絢孔表面に、テンタクル吸着を発

現するイオン交換性ポリマー鎖を固定した材料はこれまでのところ報告されてい

なし、。本研究で開発したこの新規な膜を“Porous& Tentacle.型イオン交換践と

よぶことにする。 “Porous品Tentacle"型イオン交換肢にタンパク質溶液を透過

させたときの分離の原理をFig.6-1に示す。朕の内面から外面ヘタンパク質溶液を

透過させると、タンパク質は対流に乗ってイオン交換基近傍まで輸送されるため、

拡散移動抵抗が無視できる。さらにタンパク質の吸着容量は肢の表面積に依存し

ないという特長も併せもつ。このような践を利用することによって、従来のイオ

ン交換ビーズでは笑現できなかったタンパク質溶液の高速、大詰吸着分艇が可能

になる。

本主主では、放射線グラフト霊合法を用いて、多孔性ポリエチレン製中空糸朕に

ツエチルアミノ(DEA)基を導入し、 “Porous品Tentacle"型アニオ ン交換践を

合成する。本主主の目的はつぎの 3点である。

( 1 )タンパク質浪度、 pH、担濃度および温度などのパラメータを変えてこの践にタ

ンパク質溶液を透過させ、平衡吸着誌を測定する。

(2)タンパク質吸着特性から、グラフト鎖のコンフォメーションについて考察する。

(3)本研究で開発した“Porous& Tentacle"型イオン交換朕のモジュールと従来



のイオン交換ビーズ充填カラムについて、タンパク質吸着分離処理速度の比較を

おこなう 。



6 -2 実験

1〕基材と試薬

市販のポリエチレン製中空糸状精密滋過膝(旭化成工業(株)製〉を基材に用

いた。この践の物性は、内径1.95回目、外径3.01rn田、公称孔径0.34μmおよび空孔率

71%である。試薬にはグリシジルメタクリレート (CH ， ~CCH ， COOCH ， CHOCll ，・ GMA) 、

ジエチルアミン (NB(CH，Cn，)，・DEA)およびエタノ ールアミン(NH，CH，CIl，OH. 

EA)を用いた。タンパク質には、牛血清アルブミン (Sigma;Cat. No.レ7030)を

用いた。

2) DEA-EA肢の合成および物性測定

DEA-EA膜の合成法については第5章で詳述したので、ここでは省略する。 G!lAグ

ラフト率を 20日目に設定し、 DEA基モル分率がO~0.89の践を合成した。

乾燥したDEA-EA肢をメタノールに10分間浸し、続いて純水置換して朕細孔内に

純水を満たした。そのときの内径 (d;)および外径 (d，)を顕微鏡で、長さ(L) 

を定規で~1I1 定した 。 これらの測定値より、 DEA - EA践の肢体積 (Vm)を求めた。

また、 DEA-EA践を真空乾燥後、比表面積計 (Quantasorb.Yuasa Ionics Co.) 

を用いて、窒素吸着法により、比表面積 (a，)を測定した。

3〉透過法によるBSAの吸着および溶出実験

DEA -EA肢にBSA熔液を透過させ、吸着実験をお こなった。吸若実験装置は第 5主主

で説明したものと同じものを用いた。室温で、輸注ポンプ (ATOIト235.ATOM Co.) 

を用いて一定流量で、 DEA-EA践にBSA格液を透過させた。 BSAはパッファー(O. 02 

1I Tris-HCl. pH ~ 7. 0~9. 0)に溶かし、濃度がO.2~ 10mg/皿Lになるように調製した。

長さ約13cmのDEA-EA膜を I字状にセットし、 BSA協液を膝内面から外面に一定流量

で透過させた。膜外面から透過してきた液をフラクションコレクターによって分

取し、各フラクションのBSA濃度を280n皿の吸光度を測定して求めた。 BSA熔液の透

過流量は 20~100rnL/hの範囲でおこなった。BSAの吸着量は破過曲線の積分値より

求めた。
，Vs 
Q=¥(C，-C)dV./w， [g/g] (6-1) 

'0 
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ここで、 qはBSA吸着量、 Cおよびらはそれぞれ供給波および透過液中のBSA濃度、

しは透過液量、れはCがしに逮 したときの透過液量である。また、膜の比表面積

(a. )より、細孔表面にタンパク質がend-on結合で単庖吸着したときの吸着容

(q，)を計算 した。DEA-EA膜にBSAが単庖吸着した場合はq，=45g/kgと算出された。

そしてテンタクル結合度、すなわち吸着容量 (q)の単届吸着.:Iil:(q，) に対する比

を求めた。

テンタクル結合度=q/q， [-] (6-2) 

透過液中のBSA濃度が供給液中の濃度と等 しくな ったことを確認 した後、践にパ

ッファーを10田L透過させ、膜細孔内の洗浄をおこなった。次に溶出液を透過させ、

政に吸着していたBSAを主主出させた。括主出液として、 O.511塩化ナトリウムを含むノf

ッファーを用いた。 ここで、溶出率を以下の式で定義した。

溶出率 =100 [ (総出したBSA髭)/ (吸着したBSA盆

一洗停によって流出したBSA量) ] [児] (6-3) 

6 -3 結果と考察

1) DEA-EA肢によるsSAの吸着および溶出挙動

DEA(0.49)-EA朕に、 20-100田L/hの範囲で流量を変えてBSA溶液を透過させたと

きの破過曲線をFig.6-2に示す。縦軸は、供給液中のB8A濃度に対する透過液中の

sSA濃度の比である。検軸は無次元イヒした透過液量 (DEV)である。こ こでDEVは、

次式のように透過液盆 (V.) を朕体積 (V m)で釦lった値である。

DEV = v. / V. [ー] (6-4) 

体積流量20-100田L/hは、滞留時間165-33secに相当する。破過曲線は滞留時間に

よらず一致した。これは、 BSAが対抗によってDEA基近傍まで輸送されるので、拡

散移動抵抗が無視できることを示している。また、溶出曲線のピークは鋭く、流

産50田L/hの場合、 1DEVで溶出率91%、原液濃度に対する濃縮率は20倍であった。さ

らに10DEVで、肢に吸着したBSAをほぼ100屈を回収することができ、テー リングは

なかった。
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2) DEA-EA膝によるBSAの繰り返し吸着

Fig.6-3は、 DEA(O.49トEA膜を用いて、吸着および溶出操作を繰り返しおこなっ

たときのテンタクル結合度および溶出率を示したものである。 5回の繰り返し使

用においても、膜の吸着性能は変化せず、物理的強度は十分であることが磁かめ

られた。また、総出率がほぼ100%であることから、エタノールアミノ(EA)基に

よるタンパク質の非選択的吸着の抑制効果も十分であることが示された。

ここで、タンパク質の吸着や溶出の前後におけるグラフト鎮のコンフォメーシ

ョンは、つぎのような変化を起こす (Fig.6-4)0 (1)まず、タンパク質溶液透過

前のグラフト鎖は、イオン交換基がもっ電荷同士の反発力によって伸長した形態

をとっている。 (2)そこへ、対流によって速ばれたタンパク質が、イオン交換基を

もっグラフト鎖に捕らえられ、積層していく。 (3)次に、 jg濃度の高い溶出液を透

過することによって、対イオンがグラフト鎖中の有効電荷を遮断する。それによ

って吸着していたタンパク質が溶出するとともに、グラフト鎖が収縦した形態に

変化する。 (4)洗浄液として、塩濃度の低いパッファーを透過させると、再びグラ

フト鎖中の有効電荷が増すので、伸長した形怨にもどる (Saitoet a1;， 1989)。

このようにグラフト鎖のコンフォメーションが可逆的に変化できるという特性を

もつこともグラフト重合肢の繰り返し使用に必要な条件である (Okahata et a1.， 

1987)。第 3j章で述べたように、本研究で合成したグラフト鎖は、高分子電解質

や高分子ゲルと同じように外部環境の変化にともなって可逆的な コンフォメーシ

ョン変化を起こすことが確認されている。

3) DEA-EAH莫のBSA吸着吸着平衡関係

11<なったDEA基モル分率を有するDEA-EA肢に、 0.2-IOmg/田Lの範囲で供給液中の

BSA濃度 (Co) を変化させて透過させ、平衡吸着量を測定した。それぞれの膜の吸

着平衡関係をFig.6-5に示す。いずれの肢においても、平衡吸着琵より算出したテ

ンタクル結合度は、この濃度範聞ではBSA濃度 (Co)によらず、一定であった。

一般にイオン交換体へのタンパク質の吸着平衡関係は、ラングミュア式によっ

て盤理できる(Whitleyet a1.. 1989; lIuang et a1.， 1991; James & Do. 1991 

Bowen品f1ughes. 1993)。これに対し、テンタクル型イオン交換体へのタンパ

ク質の吸着平衡関係は、 Hill吸着等温線に従うと報告されている (Janzen et a1.， 
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1990)。本研究の場合、阪透過法によって平衡吸着訟を求めたので、 O.2mg-sSA

/mL以下の低猿度での実験は不可能である。しかしながら、 0.2-1皿g/田Lという実

用的な滋度範簡では、平衡吸着量が飽和吸着盆に一致することがわかった。これ

より、 “Porous & Tentacle"型イオン交換践によって、低設度の溶液中からも

sSAを効率よく回収できることが示された。

4) DEA-EA肢のBSA吸着性能における外部パラメータ依存性

DEA-EA膜に透過するBSA溶液のpH、NaCl浪度および温度を変え、吸着性能に及ぼ

す影響を調べた。梨綴された高分子担体に直接イオン交換基が固定されている場

合は、イオン交換基とタンパク質との静電的相互作用の強さがそのまま 平衡吸着

震に反映される。これに対し、グラフト鎖という架検されていないフレキ シブル

な高分子鎖にイオン交換基が固定されている場合は、外部ノ守ラメータ(pA、塩濃

度、温度〉の変化にともないグラフ ト鎖のコ ンフォメーションにも変化が生じる。

したがって、平衡吸着f置は①タンパク質の吸着できるスペース、および盈三之と

交換基とタンパク質との静電的相互作用という 2つのファクターによって決まる。

①は、肢の透過流東から紺孔相当径 (r/r.)を算出することによって、定性的に

吉平価できる。ここでは、 pH= 8.0、NaCl浪度=側、温度=30'Cのパッファーを標準

バッファーとし、この液を膜に透過させたときの細孔径(r.)を基単にとった。

そして、外部パラメータ(pH、NaCl濃度、温度〉を変化させたパッファーを膜に

透過させたときの絢孔径(r)を測定し、 r/.r，を算出した。 r/r，の導出法について

はAppendixで説明した。一方、②は、従来のイオン交換体の平衡吸着訟を調べる

ことによって定性的ではあるが評価できる。これらの値とDEA-EA肢におけるBSA平

衡吸着量の実測値との相関関係を考察した。

タンパク質溶液中のNaCl濃度とBSAの平衡吸着益および肢の細孔相当径との関係

をFig.6-6(a)に示す。 NaCl濃度の増加とともに、 BSAの平衡吸着震は減少した。ま

た、肢の細孔相当径の測定結果から、 NaCl濃度の増加とともにグラフト鎖が収縮

し、 BSAの吸着スペースが減少することがわかった。さら に、 Fig.6-6(b)に示すよ

うに、 DEA基を有する市販のアニオン交換体でもイオン強度の増加とともにBSAの

吸着量は大きく減少することが確かめられている (Houand Mandaro. 1986)。こ

れは、対イオンがイオン交換慈の有効電荷を遮断するためである。以上の結果か

ー 128-



ら、 NaCl濃度の増加とともに、①と②の両方のファクターがBSAの平衡吸着量を減

少させる方向に作用したと結論できる。

タンパク質溶液のpHとBSAの平衡吸着量および朕の細孔相当径との関係をFig.6

-7(a)に示す。 pHの地加とともに、 BSAの平衡吸着量は減少した。また、朕の細孔

相当径の測定結果から、 pBの地加とともにグラフト鎖が収納し、 BSAの吸着スペー

スが減少することがわかった。さらに、 Fig.6-7(b)に示すように、 DEA基を有する

市販のアニオン交換体でもplI>7の場合、 pBの増加とともにBSAの吸着琵I:l:減少する

ことが確かめられている (Houand Mandaro. 1986)。これは、担体に固定された

DEA基のpKaが6-8付近にあり、高いp日中ほどDEA基がイオン化している割合が少な

いからである。以上の結果から、 pllの地加とともに、①と②の両方のファクター

がBSAの平衡吸着盈を減少させる方向に作用したと結論できる。

iAa度とBSAの平衡吸着量および膜の細孔相当径との関係をFig.6-8に示す。温度

が低下した場合、 sSAの平衡吸岩盤はやや低下した。これに対し、この温度範囲

(5-30"C)では、グラフ ト鎖のコ ンフォメーションは一定であることが膜の細孔

相当穫の値から明らかになった。 DEA基を有する市販のアニオン交換体を用いて温

度とBSAの吸着盆との関係を調べた既往の研究を見つけることができなかった。し

かしながら少なくとも、本研究の結果から、地度の低下によってBSAの平衡吸着誌

が減少した原因は、①BSAの吸着できるスペースが減少したのではなく、②BSAと

DEH正の静電的相互作用が弱くなったことによると推iJllJできる。

5) "Porous & Tentac)e"型イオン交換肢とイオン交換ビーズの比較

本研究で合成した中空糸状“Porous品Tentacle"型イオン交換膜 (DEA-EA絞〉

のモジュールと、テンタクル型イオン交換ビーズ充境カラムを用いて、 BSAの吸着

分離操作をおこなったときの処理速肢を推算して比較した。推算方法についての

詳細はAppendixに示す。ここでは、膜モジュールおよびビーズ充填カラムにBSA溶

液を透過させ、 BSAが破過するまでの過程に限って処理速度を比較したので、それ

ぞれのBSA吸着容量については考慮していない。

中空糸股モジュールおよびビーズ充域カラムの容積を1000cm'に統ーした。透過

圧力O.1 MPaのもとで、中~糸膜モジュールの体積流量は 200cm' /sであり、このと

きのカラム内での液の滞留時間はJ.5sである。 一方、BSAの拡散距般を膜の細孔径
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に近似した場合の拡散時間は1.5田Sである。このf直は滞留時間の約1/1000なのでほ

とんど無視できるほど小さL、。したがってBSA吸着処理速度は流速に比例すると考

えてよい。

ビーズ充填カラムの場合、ビーズ内部でのBSAの拡散時間が、カラム内での液の

滞留時間のlハ00になるように液の流速を設定した。 このとき、脱モ ジュールの場
合と同じようにBSAの吸着処理速度は流速に比例する。なお、BSAの拡散距離はビ

ーズ直径に等 しいと仮定した。これらの条件および仮定のもとでは、ビーズ直径

(d p) と体積流量 (Q) との関係はFig.6-10に示すような関係になる。

ビーズ充填カラムの操作圧力(d P)をO.IMPaにした場合、 Kozeny-Carmanの式

を用いて、この体積流1立を実現させるためのカラムの高さを決定できる。 ビーズ

直径 (d>)とカラム高さ (L.)およびカラム直径(d.)との凶係をFig. 6-11に示

す。カラム体積1000cm'、操作圧力O.UIPaという条件下で、 DEA-EA朕と同じ処理速

度 (200cm'/s)でBSAの吸着分隊操作をおこなうためには直径1.36μ 田のイオン交

換ビーズを直径112cm、高さO.102c田のカラムに充填しなければな らない。これは、

ビーズをつぶして、直径約l目、厚さ約Immの平たい肢に した場合とほとんど同じで

ある。多孔性ビーズと多孔性肢が、高分子マトリクス内にサブミクロンの孔が三

次元的につながって聞いているという点で似たような物理構造をしていると考え

れば当然の結果である。

市販のテンタクル型イオン交換ビーズ (LiChrospher-TMAE. MERCK)はビーズ直

径5μm、細孔径O.1μ皿の多孔性シリカビーズに水酸基を導入し、さらにトリメチ

ルアミノエチル(TMAE)基を有するポリマー鎖を導入することによってつくられ

る Oluller. 1990) 0 DEA-EA践のモジュール容積当たりの吸着容量は14.0g/L、

LiChrospher-TMAEビーズのカラム容積当たりの吸着容量は61.2g/Lであった。吸着

容益の算出法についての詳細はAppendixで示した。ビーズ充填カラムで 1回の吸

着ー溶出操作で回収できる量のBSAを朕モジュールを用いて回収するためには、吸

着と溶出操作を4.5 回繰り返す必~がある 。

DEA-EA膜とLiChrospher-TMAEビーズの表面積当たりのBSA吸若蕊が等しいと仮定

すると、モヅュー/レおよびカラム全体での膜およびビーズ表面積が吸着容量を決

めるといえる。 ビーズをカラムに充領したときの空隙率は0.4であるのに対し、肢

をモジュール化したときの空隊寧は0.6であるので、充1真率の低さという点で娘モ
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ヅュールは不利である。また、ピーズの細孔径が約O.1μ田であるのに対し、肢の

細孔径は約O.3μmであるので、同じ空孔率をもっていてもBSAが吸着できる細孔表

面部の面積は肢の方が小さく、この点でも膜モジュールは不利である。しかしな

がら、ビーズ充境カラムを用いてDEA-EA膜モジュールと同じ処理速度でBSAを吸着

分続するためには、直径1.36μmという小さい粒径でありながら滋滅的強度の高い

多孔性ビーズをつくらなければならないこと、あるいは直径約l田という広い面積

をもっカラムの断面方向に均一にBSAを分散させなければならないことなどの課題

をクリアする必要があり、実用的には非常に困難である。これに対し、中~糸膜

モジュールを耳IJ}有した場合は、コンパクトな装置で済ませることができるので、

実用的にも非常に操作性がよい。

6 -4 結言

放射線グラフ卜重合法を用いて、多孔性ポリエチレン製中空糸朕にグリシジル

メタクリレート (GIlA)をグラフト重合し、続いてこのグラフト鎖にジエチルアミ

ノ(DEA)基およびエタノールアミノ(EA)基を導入して“Porous& Tentacle" 

型イオン交換膜を合成した。この膜 (DEA-EA膜)に牛胤清アルブミン(BSA)を含

む溶液を透過させ、その吸着性能を検討した結果、以下のような結論を得た。

(1 )滞留l時間33-165secの範聞で日SAの破過 ctli線は滞留時間によらず一致し、BSA

がDEA基にl段着されるまでの拡散移動抵抗が無視できることが示された。

(2) DEA-EA肢に吸着したBSAは100%回収することができ、エタノールアミノ (EA)

基によってBSAの非選択的吸着が完全に抑制されていることが示された。また、吸

活fと溶出操作を 5回ずつ繰り返しでも、 E英の吸着性能は変化しなかった。これよ

り、膜が十分な物理的強度をもつこと、およびグラフト鎖のコンフォメーション

変化が可逆的であることが隊認された。
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(3) BSA濃度 0.2-10田g /田 Lの範囲で、 DEA-EA膜の ßSA平衡吸着盆はBSA~皇度によらず

一定であった。これより、 DEA-EA朕によって低浪度の溶液中からもBSAを効率よく

捕築できることが示された。

(4) pHおよびNaCl濃度の場加とともにグラフ ト鎖は収縮し、テンタクル結合度は

低下した。温度の低下とともにテンタクル結合度はわずかに低下したがグラフト

鎖のコンフォメーションは変化しなかった。

(5 )モジュール容積10QOcm'、操作圧力O.lMPaという条件で、DEA-EA膜モジュール

を用いた場合のBSA吸着処理速度は20Qcm'/sであった。イオン交換ビーズ充填カラ

ムを用いてこの朕モジュールと同 じ処理迷度を得るためには、直径1.36μ 田のビー

ズを内径112c田、高さ O.102cmのカラムに充填する必要があり、実用的に困難であ

ることがわかった。
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Appendix 

l〉外部パラメータを変化させたときの細孔径推算式の議出法

pH = 8.0、NaCl濃度=側、温度=30.Cの標準ノぜッファー溶液を基材およびDEA-

EA膜に透過させたときの透過流束をそれぞれF，.。およびれとすると、

F，.， =目。πr，'dP/8μ DT.， [c田/s]

F，=n7fr，'dP/8μDT [c田/s]

よって、

F./F..， = (n/ o, )( r ./ r , )' (DT• ，/DT) [ー]

(6-5) 

(6-6) 

(6-7) 

ここで、 nは膜内面積あたりの細孔数、 r'ま細孔相当半径、 DT'立政序、 μは液の粘

度、 dPは肢の透過圧力を示す。また、添字Oは基材の物性償、添字nはBSA標準法

液 (pH=8.0、NaClU程度=側、温度 =30"C)を透過させたときの物性値を表す。

一方、外部パラメータ (pH、NaCl濃度、温度〉を変えたBSA溶液を基材およびDEA

-EA肢に透過させたときの透過流束をそれぞれF，およびFとすると、

F ，=目。 π r ， ' ðP/ 8 μD T • ， [crn/s] 

F = nπr' d P/8μD了 [c田/s]

よって

F/F， = (口/n，)(r/r，)‘(DT.，/DT) [ー]

( 6-7)および(6-10)式より、

r/r.= [(F/F，)/(人。/F.)]I内[ー]

(6-8) 

(6-9) 

(6-10) 

( 6-11) 

(6-1])式の右辺はすべて透過流東のiJllJ定値なので、これらを使って制孔径比r/r.

を求めることができる。

2)膜モジュールとビーズ充填カラムでのBSA吸着処理速度の比較

(1 )膜モヅュール

モジュールの直径 (d<)を8.0c回、高さ (L)を19.9cmとすれば、モヅュール容

積 (V<)は約1000cm'になる。
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V， = 1/4・71: . d，'・ L，

= O. 25x 3.14x 8. Ox8. OX 19.9 

= 1000 [cm'] 

内径 (d，)が0.28cm、外径 (d.)が0.45cmのDEA(0.47)-EA肢を200:本充填すること

によって、前に述べたサイズのモヅュールをつくることができる。膜の内面から

外商にllSAを含む溶液を透過させた場合を考える。このとき、膜の内1JIIJ (供給液側〉

に存在する空間のモジュール容積基準の空隊率 (ε ，)は、

ε1= (N・1/4・π・d，'. L.)/V， 

= (200 x O. 25 x 3. 14x O. 28' x 19.9)/1000 

= O. 24 [ー]

一方、膜の外明IJ (透過液側)に存在する空間のモジュール容積基準の空隙率は、

ε。=1-((N・1/4・π・d.'. L，)/V，) 

= 1-((200 x O. 25 x 3. 14 x O. 45' x 19. 9)/1 000) 

= O. 37 [ー]

全空隙率 (ε 〕は、

ε= t ， +ε。

=0.24 + 0.37 

=0.61 [-] 

したがって、液の流動に必要な空隙は十分に備わっている。

透過圧力(t:. P)がO.lllPaのとき、 DEA-EA膜の膜内面積 (S)基準の線流速 (u)

は5.68x 10-'cm/sであるから、モジュール全体での体積書記誌は

Q=N.u'S 

= 200x (5. 68x 10-')x (3. 14x O. 28x 19.9) 

= 199 [c皿'/s]

BSAの液中での拡散係数は6.15X 10-'cm'/sである (Horiikeet a].. 1983)。

BSAがイオン交換基に到達するまでの拡散距鍛 CLD) を膝の細孔径(約0.3μ皿〉に

近似した場合、納孔内でのBSAの拡散時間 (to)に対する膜内での液の滞留時間

(t， )の比(Pe. ペクレ数)は、次のように計算できる。

tD= LD'/D 

=CO.3x 10ベ )'/(6.15x 10-') 
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=1.47xl0-' [6] 

t， = (N・1/4・π・(d0' -d 1')・L，・ ε)/0

= (200 x O. 25 x 3. 14 x (0.45' -O. 28') x 19. 9 x O. 77)/199 

=1.50 [6] 

Pe= tD/t， 

=(l.47x10→)/1.50 

=9.80xl0-' [一]

このペクレ数は十分小さいので、 BSAの拡散過程は総括の処理速度には全く影響し

ない。ただし、肢の3l'.孔率〈 εm)は含水主幹の測定値から求め、 DEA(0.47)ーEA朕の

場合、 εm= O. 77であった。

(2) ビーズ充填カラム

カラム容積(V，)を一定(1000cm')にして、カラム直径 (d，)およびカラム高

さ (L，)を変化させることができるとする。この円筒型カラムにいろいろなサイ

ズのテンタクル型イオン交換ビーズを充填する場合を考える。 ビーズ綿孔内では、

BSAが拡散によってイオン交換基まで到達する。 BSAの拡散距離 (LD)をビーズ直

径 (d.)に近似する。カラム内での液の滞留時間(t，)に対するBSAの拡散時間

( tD)の比、すなわちペクレ数(Pe)が0.01になるように体積流量 (0)を決めた。

空隙率〈 ε)は既往の文献に従い、ε=0.4に設定する (Arnoldset a1.. 1985)。

Pe= to/t， 

= (d.'/D)/(L・(1ーε)/Q)

Q=Pe' V，・(1-ε)・D/ d.' 

=0.01Xl000xO.6x(6.15X 10-')/d.' 

= (3. 69 x 10・)/d.' [cm'/s] 
Kozeny-Carmanの式より、

(6-12) 

ムP=(36・K・(1-ε)'・μ ・u・L，)/(ε，. d.') [Pa] (6 -13) 

操作圧力(LI P)をO.1I1Paに設定して、ある決まった線流速 (u)を得るためには

カラム高さ(L，)を調節しなければならな L、。ここで、線流速(u) と体積流量

(Q)との関係は、
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u/L. = Q/V. 

u = Q /V.・L.

=(Pe. V.・(1-ε)・D/d.')/V.・ L.

=Pe ・(1-ε)・D・L./ d.' [cm/sl 

であるから、これを(6-13)に代入して、

d. P= (36・K・(1-ε)'.μ ・Pe.D. L.')/(ε3・d.・)

(6-14) 

L.=((d.P. e')/(36・K・(1-ε)'.μ ・Pe.D)) 1/'・d.' [cml (6-15) 

Kの値はビーズの配列によって異なるが通常 K=5である。 BSA溶液の粘度 (μ)

は8.8x 10-'Pa's'・であった。これらの値を(6-15)式に代入して、

L. = (( O. 1 x 10') x O. 43) /( 36 x 5 x (1-0. 4)' x (8. 8 x 10-・)x O. 01 

x(6.15X 10-7)))I/'xd.' 

=(5.51x10')Xd.' [cml (6-16) 

したがって、ビーズ直径 (d.)を与えると、 (6-12)および(6寸6)式より、体積流

量 (Q)およびカラム高さ(L.)が決定される。さらに、カラム高さ (L.)が決ま

ると、次式を用いてカラム直径 (d.)も決まる。

V.=1/4'1( .d.'・L.

d.=(VJ(1/4・π・L.))1ノ2

= (1000/(0.25 x 3.14 x L.)) 1ノ2

= 35. 7 / L包 1/' [cmJ (6-17) 

カラム容積1000cm'、操作圧力O.1 MPaという条件下で、 DEA-EA政モジュールを用い

た場合と同じBSA吸禁処理速度 (Q=200cm'/s)を得るためには、直径l.36μmのイ

オン交換ビーズを直径112cm、高さO.102c田のカラムに充填しなければならない。

"多孔性ポリエチレン肢に一定の透過圧力下で水およびBSA溶液を透過させたとき

の透過流束をそれぞれにおよびFとすると、 Hagen-Poiseuilleの式より、

Fw=o1(r'ilP/8μ.DT [cm/sJ 

F =口πr‘d.P /8μDT [c皿/sl

(6-18) 

(6-19) 



F./F =μ/μ. [ー] (6-20) 

水の枯度 (μ.)は8.Ox 10-'Pa.s (30'C)であるから、これと透過流束のilIlj定値

より、 BSA溶液の粘皮 (μ)8. 8x 10-'Pa.sを得た。

3) DEA-EA膜モジュールとLiChrospher-TIIAEビーズ充填カラムのBSA吸着容量

0) }t.墜

肢の有効長(L)が6.Oc目、有効重量 (W，)がO.1969のDEA(0.47)ーEA肢のsSA飽和

吸着益 (q)は0.108g/g-fiberである。ただしこの値は、 BSAを0.02MのTris-BClパ

ッファー (pH=8.0、NaCl濃度=0.511、温度'30'C)に溶か し、朕に透過させたとき

に得られた飽和吸着量である。 DEA(0.47)-EA股を200本充填した直径 (do)8.0cm、

高さ (Lo)19.9c回、容積 (V，) I Lであるモジュールの場合、モジュール容積当た

りのBSA吸着容量 (q0)は次のように計算できる。

qo=N.q.W，・ CL/L)/ V， 

= 200xO.108xO.196xCl9.9/6.0)1l 

= 14.0 [g!L] 

一方、市販のテンタクル型イオン交換ビーズ (LiChrospher-TMAE.IIERCK)のBSA

吸着容量 (q)は102g/Lである(Janzenet a1.. 1990)。ただしこの値は、 sSAを

O. 0211のTris-HClバッファー (pH'8.3、NaCl濃度=0.511、温度=25'C)に溶かし、ビ

ーズ充填カラムに流したときに得られた飽和l吸若益である。容積 (V，)がILであ

る円筒裂カラムに、~~水率 (ε) が 0.4になるようにこのイオン交換ビーズを充填

した場合、カラム容積当たりのBSA吸着容量 Cq 0 )は次のように計算できる。

qo = q . vo・(1-ε) / V， 

J02x(I-0.4) 

=61.2 [g/L] 



使用記号

a. 膜の比表面積 [cm'/gJ 

C 透過液のタンパク質滋度 [g/cm'] 

Co 供給液のタンパク質濃度 [g/cm'] 

d， カラムおよびモジュールの直径 [cmJ 

d， 肢の内径 [cm] 

d. 朕の外径 [c田]

d
p ビーズの粒径 [c田]

D タンパク質の拡散係数 [cm'/sJ 

DEV 無次元化した透過液盈 [ー]

DT 朕j享 [cmJ

F 朕透過流束 [cm/sJ 

L 般の長さ [cmJ 

L カラムおよびモジュールの高さ [cmJ 

L
D タンパク質の細孔内拡散距総 [cml 

n 全細子L数 [ー]

N モジュール化した中空糸朕の本数 [ー]

oP 透過圧力 [PaJ 

q 平衡吸着最 [g/g] 

q， カラムおよびモジュール答者自基準のl段着容量 [g/cm'] 

Q， 単屑吸着量 [g/g] 

Q 体積流盆 [cm'/s] 

了 知i孔半径 [c田]

S 朕内面積 [cm '] 

t
D 細孔内でのタンパク質の拡散時間 [s] 

t， カラム内および朕内での液の滞留時間 [sJ 

カラム内およびモジュール内での液の線流速 [c田/sl

V カラムおよびモヅュール容積 [cm'J 

V. 透過液量 [cm'J 



V. 膜体積 [cm') 

V. CがC。に達したときの透過液量 [cm' 1 

W， DEA-EA践の重畳 [gJ 

カラムおよびモジュール内の全空隙率 ト]

&， 中空糸膜内側の!l':隙率 [ー]

ε. 中空糸膝外側の空隙率 [-J 

εm 朕の笠孔率 [ー]

μ 供給放の粘度 [Pa.sJ 

添字

2左材

n 標準ノ〈ッファー (pll=8.0、NaCl濃度=側、温度=30'C)透過11寺の物性値

w 純水透過時の物性値
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第 7章 本研究の総括と今後の展望

7 - 1 各主主の要約

以下に第 2章から第 6章までの各章の内容をまとめた。

第 2章 スルホンrili基を有するグラフト鎖の高分子基材への付与

スルホン酸基を有するピニルモノマーであるスチレンスルホン酸ナトリウム

(SSS， CH，=CIiC，Il，SO，Na)を、放射線グラフ卜重合法を適用して、 t凡用の高分子

にグラフト重合する手法を提案し、用途に適した形状や材質をもっ強酸性カチオ

ン交換材料を簡単に合成できることを示した。

ポリエチレンを基材として用いる場合、まず親水性モノマーを一段目にグラフ

ト重合して膜を鋭水化した後、 SSSをグラフト重合する手法、すなわち二段グラフ

ト重合法によってSSSを導入できた。これは、朕の親水性の向上により、マトリク

スを抑し広げるように水が侵入し、ポリエチレン結晶表商へのおSモノマーの拡散

が促進されたからである。

さらに、この知見をもとに、アクリル敵やヒドロキシエチルメタクリレートの

ような毅水性モノマーとSSSとを混合したモノマー中でグラフト重合反応をおこな

う手法、すなわち共グラフト重合法を提案した。この手法によって、さまざまな

形状(中空糸娘、不織布、フィルム)をもっポリエチレン、ポリ プロピレンおよ

びテトラフルオロエチレンという高分子にスルホン酸基を容易に導入できること

を示した。多孔性ポリエチレン製中空糸肢を基材にした場合、導入されたスルホ

ン酸基量は2.5rnol/kg-productで、実用的に十分な交換容量を有するイオン交換体

であった。

第 3主主 イオン交換基を有するグラフト鎖のコンフォメーションの実験的解明

多子L性朕に導入されたグラフト鎖のコンフォメーションは、グラフト鎖の性質

(内部パラメータ〉と透過溶液の性質(外部パラメータ〉によって決まる。内部
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パラメータとして、グラフト鎖の長さ、グラフト鋲密度および官能纂密度がある。

また、外部パラメータとして、溶媒の種類、 pH、イオン強度および温度がある。

本章では、放射線グラフト重合法を適用して、多孔性ポリエチレン肢にグリシ

グルメタクリレート (GMA)をグラフト霊合し、続くジエチルアミンとの反応でグ

ラフト鎖中のエポキシ基をジエチルアミノ(DEA)基 (-NH(CH，CH，)，)に変換した。

このとき、グラフト鎖密度を一定に保ち、グラフト鎖中エポキシ基からDEA基への

転化率を変えることによって、 DEA基密度 0-6.7[四ol/kg-trunkpolymer]を有す

る肢を得た。グラフト鎖が形成する部位は、政の細孔表而部およびアモルファス

内部に分類できる。絢孔表面部に形成したグラフト鎖の仰繍挙動を朕の透水性能

から推察し、また、アモルファス部内に形成したグラフト鎖の伸縮挙動を肢の体

積膨張から推察した。

水およびアセトンを朕に透過させたときの透過流東値をHagen-Poiseuilleの式

に代入して、 DEA基を有する肢の基材に対する細孔径の比 r/r，を求めた。水を透

過させた場合、 r/r，Iま転化率40-60耳で急車tに減少し、転化率95見では0.33であっ

た。これは、水中でDEA基が解除するために、細孔表面昔1Iのグラフ 卜鎖が自身のも

つ同種の正電荷の反発によって膨潤し、細孔を塞ぐからである。一方、アセトン

を透過させた場合、 r/r，の値は [-[.2を維持し、転化E容にはほとんど依存しなか

っ7こ。

I英の透水性能の副IJ:JEから、さらにグラフト鎖のコンフォメーションを調べた結

果、グラフト鎖は放射線架橋によってその伸長が制限されること、およびグラフ

ト鎖の伸縮は可逆的に起こることがわかった。

第 4章 スルホン酸基を有するグラフ卜鎖の金属イオンおよびタンパク質E及活特

盤

本主主では、放射線グラフト重合法を適用して、多孔性ポリエチレン肢に 3通り

の反応経路でスルホン酸基を導入し、それぞれの肢の物性(透水性能、比表面積

およびイオン交換容髭)、および金属イオン〈銅イオン〉とタンパク質 〈リゾチ

ーム)の吸着特性を調べ、比較した。

スチレンスルホン酸ナトリウム(SSS)をグラフト重合することによって得られ

る膜 (SSS膜とよぶ)の純水透過流束はほとんどゼロであった。一方、グリシグル
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メタクリレート(GMA)をグラフト重合し、プロパンスルトンおよび亜硫酸ナトリ

ウムとの反応によって得られるスルホン酸基を有する膜(それぞれSP朕およびSS

肢とよぶ〕の場合は、 GMAグラフト鎖中のエポキシ基からスルホン酸基への転化率

を制御することによって膜の透過流束の低下を防ぐことができた。

SP肢の銅イオン吸着容量はスルホン酸基密度にほぼ比例したのに対し、リゾチ

ーム吸着容量はスルホン駿基密度に依存せず、一定であった。これより、金属イ

オンに比べて分子量が高いタンパク質は、膜のアモルファス内部に侵入できない

ため、細孔表面部にあるグラフト鎖にのみ吸着し、その吸着容誌は比表面積をタ

ンパク質の占有面積で釦lりふって算出される単周吸着f互に等しいことがわかった。

これに対し、 SS膜のりゾチーム吸着容量は、スルホン酸基密度の場加とともに増

大し、多庖吸着を起こすことがわかった。イオン交換基をもっ互いに架橋されて

いないポリマー鎖が、タンパク質に触毛(Teotacle)のようにからみついて吸着

する形態を見いだした。

第 5章 イオン交換基を有するグラフト鎖へのタンパク質のTeotacler段着

放射線グラフ ト霊合法を用いて、多孔性ポリエチ レン製中空糸肢に、エポキシ

基をもっ前駆体モノマーとしてグリシジルメタクリレー ト (GMA)をグラフ ト重合

し、続くヅエチルアミンとの反応でヅエチルアミノ(DEA)基を、亜硫酸ナ トリウ

ム (SS)との反応でスルホン酸基をそれぞれ場入した。さらに、タンパク質の非

選択的吸着を抑制するために、残存するエポキシ基に水酸基を導入し、毅水化し

た。得られた肢をそれぞれSS-Dioll!莫およびDEA-EA朕とよぷ。

それぞれの肢にリゾチームおよび牛血清アルブミン(sSA)溶液を透過させ、そ

の吸着容量を調べた結果、いずれもタンパク質を多層吸着するテンタクル型イオ

ン交換肢であることがわかった。朕の細孔表面にタンパク質が単庖吸着したとき

の吸器盆を基準にして、タンパク質の吸積層数(テンタクル結合度)を求めた。

いずれの朕もグラフ ト鎖中のイオン交換基密度が大きいほどタンパク質のテンタ

クル結合度は増大することがわかった。 SS-Diol絞のリゾチーム吸着容量は最大で

200g/kg、DEA-EA膜のBSA吸着容量は最大で490g/はであり、いずれも単層吸着量の

約lH音の吸着容量をもつことがわかった。

タンパク質の吸着にともなって細孔が埋められるために生じる膝の圧力損失を



Hagen-Poiseille式を用いて推算し、実抑If車と比較した。その結果、タンパク質が

膜の細孔主主からグラフト鎖に沿って最密充境的に近い形で吸着しているというモ

デルが妥当であることを実証した。さらに、 SS-Diol膜およびDEA-EA践は、タンパ

ク質の積類や分子量によらず、テンタクル吸着を起こすことを磁認した。

第 6章 Tentacle吸着の物理化学的特性および実用性

本意では、ジエチルアミノ(DEA)基を有するTentacle型アニオン交換膜(DEA 

-EA膜〕に牛血清アルブミン (BSA)を含む溶液をさまざまな条件下で透過させ、

その吸着特性を調べるとともに、実用化への可能性について考察 した。滞留時間

33~ 165sの範闘でBSAの破過幽線は滞留時間によらず一致し、 BSAがDEA基に吸着さ

れるまでの拡散移動抵抗が無視できることが示された。DEA-EA践に吸着費したBSAは

100%回収することができ、グラフト鎖中の水酸基に よってBSAの非選択的吸着が完

全に抑制されている ことがわかった。ま た、吸着と溶出操作を 5回ずつ繰り返し

でも、膜の吸着性能は変化しなかった。BSA濃度O.2~ 10rng/mLの範闘で、 DEA-EA践

のBSA平衡吸着1置はsSA濃度によらず一定であり、低濃度の溶液中からもBSAを効率

よく邦i集できることを示した。

つぎに、践に透過させる溶液の条件(外部パラメータ)を変えたと きにグラフ

ト鎖のコンフォメーションが践の吸着性能に及ぼす影響について調べた。pllおよ

びNaCl濃度の地1JI1とともにグラフ ト鎖は収縮し、 BSAの吸着品は低下した。

さらに、 Tentacle型イオン交換膜 (DEA-EA膜)からなるモジュールと、従来の

イオン交換ビーズを充製したカラムについて、タンパク質吸着処混迷度の比較を

おこなった。モジュール容積1000cm'、操作圧力O.IMPaという条件で、 DEA-EA朕モ

ジュ ールによる吸着処理速度は200cm'/sであると推算された。一方、イオン交換

ビーズ充填カラムを用いてこの膜モジュールと同じ処理速度を得るためには、直

径1.4μmのビーズを内径110cm、高さO.10c田のカラムに充填する必要があり、工業

化は困難であると判断した。以上の折u:r.結果より、本研究で開発したTentacle型

イオン交換朕を用いれば、従来のイオン交換体では実現できなかった高速、高容

量分慨が可能であることが確認された。
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7 -2 本研究の総指

放射線グラフト重合法を用いて、既存の高分子基材にイオン交換基を有するグ

ラフト高分子鎖を導入し、新規の分離機能性材料を開発することを目的に研究を

おこなった。まず、共グラフト重合法によって、イオン交換基を有するモノマー

を基材にグラフト重合する新手法を提案し、従来のスチレンージピニルベンゼン

共重合体を母体とするイオン交換樹脂に比べて、穏和な反応条件で、簡単にイ オ

ン交換体を合成できることを示した。

つぎに、グラフト鎖のコンフォメーションが、得られる材料の分離機能に大き

な影響を及ぼすと考え、多孔性基材の細孔にグラフトiJ!iを導入し、その透水性能

を調べることによってグラフト鎖のコンフォメーションを推察した。グラフト鎖

中のイオン交換基密度の地加とともに、透過流東は低下し、 Uagen-Poiseuilleの

式から算出される却l孔径も減少した。これは、グラフト鎖中のイオン交換基が互

いに反発し合うために、グラフト鎖が伸長し、細孔を塞いでいるためである。

伸長したグラフト鎖中のイオン交換碁にタンパク質がイオン交換吸着するとき、

その吸着容量は単厨吸着sを越える値であることがわかった。これは、グラフト

鎖が触毛(TentacJe)のごとくタンパク質を包みこむような形で捕捉する (テン

タクル吸着〉からである。これらの知見をもとに、多孔性 (Porous)践の細孔表

面に、テンタクル(・feロtacle)吸着を発現するイオン交換性グラフト鎖を固定し

た材料を開発した。 このような族材料(・・Porous& Tentacle"型イオン交換肢と

よぷ)についてはこれまでのところ報告がない。この“Porous& Tentacle"型イ

オン交換艇にタンパク質溶液を透過させると、タンパク質は対流に乗ってイオン

交換基近傍まで輸送されるため、拡散移動抵抗が無視できる ことを実証した。ま

た、タンパク質の吸着容量は膝の表面積に依存せず、イオン交換基密度の増加と

ともに増大すること がわかった。さらに、践に導入された叙水基の効果でタンパ

ク質の非選択的吸着が起こらないこと、および繰り返し使用が可能であることも

隊認された。これらの結果から、 “Porous & Tentacle"型イオン交換膜をモジュ

ール化して利用すれば、従来のイオン交換ビーズ充境カラムでは実現が困難であ

ったタンパク質溶液の高速、高容量吸着分総が可能になることがモデルを用いた

推定により明らかになった。このように、放射線グラフト重合法を用いて、高性
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能なタンパク質分音量膜を開発したことが本研究の特色のひとつである。

本研究のもうひとつの特色は、溶媒およびタンパク質という 2つのプロープを

用いてグラフト高分子鎖のキャラクタリゼーションを間接的におこなったことで

ある。水やアセトンの透過流東という・dlt勤特性'から、あるいは、タンパク質

溶液の透過に伴うイオン交換吸着という‘物質移動特性'から、単離が困難なグ

ラフト鎖のコンフォメーションを推察した。水とアセトンを交互に多孔性肢に透

過させると、透過流束が可逆的に変化した。これよ り、イオン交換基を有するグ

ラフト鎖の伸縮は可逆的であることがわかった。また、グラフト鎖中のイオン交

換基密度が高くなると、グラフト鎖が互いに反発しあって伸びることを践の透過

流東およびタンパク質吸着容量の両市から確認した。本研究で合成 した膜への牛

瓜l消アルブミン(BSA)の最大吸着量は単層吸着盈のII倍である。タンパク質がグ

ラフト鎖の間に入り込んで積み重なるとしたとき、 BSAII厨分の厚みは約130n皿で

あり、グラフト鎖の長さもこれと間程度であると推察できる。

7 - 3 今後の展望

本研究では笠.&の肢に皇盛金のタンパク質を吸着させ、その吸着特性を調べて

きた。しかしながら、実際のバイオプロダクトの分離精製に本研究で開発した艇

を利用する場合、三三主二)V化した朕を用いて乏盛金のタンパク質を溶出分離す

る必要がある。イオ ン交換クロマトグラフィーにおいて最も一般的な溶出分離方

法は、塩浪度上昇法、すなわち勾配法で僅濃度を連続的に高め、各タンパク質と

イオン交換基との静電的相互作用の差を利用して溶出分離する方法である。今後

は、モジュール化した膜に笑用的に使われる多成分のタンパク質溶液を透過させ

る実験、そしてそのときグラフト鎖に悶定するイオン交換基密度や溶出液の温濃

度勾配の傾きを調箆することによって、最適な1容出分線条件を採る実験などが必

望書である。

本研究で開発した“Porous& Tentacle"製イオン交換肢は、酵素を大盤に吸着

でき、しかも吸着サイトがフレキシブルな高分子鎖であるために酵素活性を維持

したまま吸着できると考えられる。したがって固定化醇索践としての応用も期待
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できる。また、抗原あるいは抗体をグラフト鎖に高密度に固定することによって、

高性能イムノアッセイを実現できる可能性がある。

イオン交換基を有するグラフト鎖は、片織を固定された荷電uまをもっ高分子鎖
とみなすことができるので、両端が自由な高分子電解質と、両端が図定されたイ

オン性高分子ゲルとの聞に位置づけられる。グラフ ト鎖のコンフォメーションに

ついては、高分子物理のポリマーブラッシュ理論を用いた理論研究がさかんであ

る。しかしながら、イオン交換基を有するグラフト鎖のポリマーブラッシュ理論

は複雑であり、まだ始まったばかりである。本研究では、透水性能や吸着性能と

いったマクロな現象からグラフト高分子鎖のキャ ラクタリゼーションをおこな っ

てきた。今後は、 NMRや蛍光プロープ法を用いて、高分子のミクロな分子運動

性を担u定することによってグラフト鎖のキャラクタ リゼーションをおこない、そ

こで得られる知見を活かして、さらに精密なグラフ ト鎖の制御にフィードパック

することが望まれる。
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