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研究成果の概要（和文）：ある種のアニオン性界面活性剤を含む油相とタンパク質を含む水相

（pH  3.4）との間の界面において，界面活性剤との錯形成によってタンパク質の界面吸着が

促進される。この反応は，油水界面の電位差に依存し，また界面を流れる電流は界面活性剤が

過剰であればタンパク質濃度に比例するので，タンパク質の定性および定量分析が可能になる。

この測定原理に基づき，タンパク質のフロー分離・検出系を開発することができた。 
 
研究成果の概要（英文）：At the interface between an oil phase containing certain anionic 
surfactants and an aqueous phase (pH  3.4) containing proteins, the adsorption of the 
proteins is facilitated by complexation with the surfactants. This reaction is dependent on 
the potential difference of the oil/water interface, and the electric current flowing through 
the interface is proportional to the protein concentration in the presence of excess 
surfactant, suggesting the possibility of qualitative and quantitative analyses of proteins. 
Based on such measurement principles, we could develop a flow separation/detection 
system for proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の分離•検出は，バイオテクノロ
ジーの発展を支える重要な技術要素の一つ
である。これまで，タンパク質の分離法とし
ては，液体クロマトグラフィーが広く用いら
れてきたが，タンパク質がカラムに吸着して
しまうなどの問題があった。一方，タンパク
質の検出法としては，ビウレット反応やロー
リー法などの色素染色法が主に用いられて
きたが，試料溶液の色や濁度による妨害を受

け易いという問題があった。このため，より
信頼性が高く，迅速・簡便なタンパク質の検
出法として電気化学センサーが注目され，多
くの研究が行われたが，従来の電気化学セン
サーは抗原抗体反応や酵素反応を利用して
間接的にタンパク質を定量するものであり，
直接，タンパク質を電極で検出するものは報
告されていなかった。 
 
２．研究の目的 



研究の申請に先立ち，研究代表者の大堺らは，
油水界面を用いてタンパク質を電気化学的
に分離・検出できる原理を見出した[M. 
Shinshi, T. Sugihara, and T. Osakai, 
Langmuir, 22, 5937-5944 (2006)]。この手
法では，水中で多価カチオンとして存在する
タンパク質を油水界面でアニオン性界面活
性剤と錯形成させ，この際にタンパク質が界
面で吸（脱）着反応を行う電流を測定する。
このため，多種多様なタンパク質の検出が可
能であり，また，検出電位がタンパク質によ
って異なるため，選択的なタンパク質の分離
も可能と思われる。本研究では，まず，本手
法のたんぱく質に対する“選択性”に焦点を
当て，基礎的な反応メカニズムを解明するこ
とを第一の目的とした。さらに，近年開発さ
れた多孔質テフロン（PTFE）菅を用いる油水
界面型フロー電解セルを応用して，複数のた
んぱく質を分離・検出できるフロー系の開発
を行った。 

(2)上述の油水界面型フロー電解セルを二連
で結合し，一段目に長め（50 cm）のセルを
用いてタンパク質の分離を行い，二段目に短
め（20 cm）のセルを用いてタンパク質を検
出するフロー系を作製した［図 1(A)参照］。 
 分離および検出セルは，それぞれ溶液抵抗
補償回路を内蔵したポテンショスタット
（PS）を用いて電位制御を行い，電位設定な
どは分離セルでは関数発生器（G），検出セル
ではパソコン（PC）を用いた。なお，各フロ
ーセルの多孔質 PTFE 管は，表面に塩化銀を
電着させた銀線を挿入し，油相中に浸して，
内部に水相溶液を流した。油水界面は PTFE
管の内側の面に作成される［図 1(B)参照］。
予備的検討として，このような二連のフロー
セル系を用いて低分子イオン（アセチルコリ
ンおよびコリン）を分離定量できることを確
かめている[雑誌論文②]。 
 
４．研究成果 

 (1)静止油水界面を用いるイオン移動ボルタ
ンメトリーにより，アニオン性界面活性剤と
し て エ ア ロ ゾ ル -OT (AOT) ， dinonyl- 
naphthalene sulphonate (DNNS)，bis(2,2, 
3,3,4,4,5,5,6,6,7,7-dodecafluoroheptyl)
sulfosuccinate (BDFHS)を油相側に加えた場
合，これらの界面活性剤との錯形成にともな
う各種タンパク質の界面吸（脱）着による明
瞭なボルタンメトリー波を観察することが
できた（図 2）。 

３．研究の方法 
(1)当研究ブループによって確立した油水界
面イオン移動のボルタンメトリー装置を用
いて，数種のアニオン性界面活性剤を油
（1,2-ジクロロエタン; DCE）相に含んだ場
合の各種たんぱく質の界面吸脱着反応をサ
イクリックボルタンメトリー法により詳細
に調べた。タンパク質には，ミオグロビン，
-ラクトアルブミン，リゾチーム，リボヌク
レアーゼ A，シトクローム c，プロタミン，
アルブミンなどを用いた。 

 

 

 
 

 

 
図 2 各種タンパク質の E/水界面でのサイクリ

パク波”と呼ぶ）

DC

ックボルタモグラム．DCE 相は 1.0 mM DNNS を含

む．pH = 3.2．掃引速度 100 mV/s．(a) 0.1 mM Cyt 

c，(b) 0.1 mM プロタミン，(c)0.1 mM ミオグロ

ビン，(d) 0.1 mM リゾチーム，(e) 0.1 mM リボ

ヌクレアーゼ，(f) 0.05 mM アルブミン，(g) 0.1 

mM α-ラクトアルブミン． 

 
 この波（ここでは“ タン
の界面吸着による電流は，界面活性剤が十分
高濃度に存在するときには，タンパク質の濃
度に比例し，定量分析が可能であることを示

図 1 (A)油水界面型フローセル系と(B)銀線を挿

入した多孔質 PTFE 管の断面図． 



した。また，タンパク波が現れる電位（foot 
potential; Efoot）は，タンパク質や界面活性
剤の種類に依存し，原理的に定性分析が可能
であることが分かった。さらに，異なるタン
パク質と界面活性剤で測定されたEfootの値に
対して多変量解析を行ったところ，本法のタ
ンパク質選択性は，タンパク質分子の荷電性
（charged），極性（polar），および非極性
（nonpolar）の表面積に依存することが明ら
かになった（図 3）。 

 

 

 
図 3 タンパク質のアニオン性界面活性剤による

水界面吸着のモデル．Sc：荷電表面，Sp：極性

)(1)のボルタンメトリーによる基礎的検
結果を踏まえ，上述のフロー系を用いて二

オグロビンとリゾチーム

チーム濃度に依存する電流ピークが

油

表面，Sn：非極性表面． 

 
 
(2
討
種類のタンパク質を分離•検出するシステム
の構築を試みた。 
 分離対象のタンパク質としては，Efootの値
が約 60 mV異なるミ
を選んだ。これら二種のタンパク質を含む試
料溶液をサンプルインジェクター（SI）より
フロー系に導入して測定した結果を図 4に示
す。 
 試料溶液を注入後約 3 min に，試料溶液中
のリゾ
得られた。ただし，リゾチームが含まれない
試料においてもミオグロビンによる若干の
電流応答が観察された。このように，分離セ
ルの印加電圧をミオグロビンが優先的に界
面吸着するように 250 mV に設定すると，二
つのタンパク質をある程度分離できること
が分かった。次に，図 4の t = 6 min の時点
で，分離セルの電圧を 100 mV に切り替えた
ところ，分離セル内の界面に吸着トラップさ
れていたミオグロビンが界面から脱離し，図
のように検出セルにミオグロビンによる電
流ピークを与えた。得られた二つの電流ピー
クの面積（電気量）を用いて，二つのタンパ

ク質の濃度を計算で求めたところ，10%の実
験誤差でタンパク質を同時定量できること
が示された。 
 

 
 
図 4 油水界面型フローセル系を用いて測定した

出セルの電流応答．試料溶液（pH 3.4）には 20 

め
，雑誌論文③として報告した。 

モデル実
として，人工尿中のタンパク質の分析を試

究と密接に関連する研究として，生
膜において重要な役割りを担ったいる膜

る当
の研究目的は概ね達成され，新たな応用的

検

μMのミオグロビンおよび(a) 0, (b) 20, (c) 50 

μM のリゾチームを含む．t = 6 min の時点で分離

セルの印加電圧を 250 mV から 100 mV に切換え．

検出セルの電圧は 300 mV．流速 6.0 mL/h． 

 
 以上の(1)と(2)の主な研究成果をまと
て
 
(3)上記の研究成果の実際的応用の
験
みた。人尿中のタンパク質は主としてアルブ
ミンであることから，単独のフローセルを用
いて測定を行ったところ，人工尿中に含まれ
る低分子イオン（クレアチニンなど）がアル
ブミンと同様の大きな電流応答を示すこと
が分かった。そこで，透析膜を用いて試料溶
液中の低分子イオンを予め除去したところ，
タンパク質のみによると思われる電流応答
を得ることができた。標準添加法により人工
尿中のアルブミン濃度を求めたところ，他の
含有タンパク質の影響のため表示値より一
桁高い値（3.0 μM）となったが，尿タンパ
ク陽性の患者のアルブミン濃度は十分高い
ので，臨床的応用の可能性は大きいと思われ
る。 
 
(4)本研
体
結合型酵素（フルクトースデヒドロゲナー
ゼ）および酸化還元タンパク質（Cyt c）の
油水界面での電子移動の研究を実施し，その
成果を学会発表（⑩〜⑬）している。 
 
 以上述べたように，本研究計画におけ
初



ならびに基礎的研究の進展に繋がる成果が
得られた。 
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