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研究成果の概要（和文）： 多孔性中空糸膜の孔表面に取り付けたグラフト鎖に官能基導入反応

の順番を工夫して２種類の官能基を導入した。低分子量イオンとタンパク質の吸着容量との間

に明確な差が出た。グラフト鎖の長さ方向の上部に水酸基の２つ並んだ親水基，下部にイオン

交換基の分布をつけたサイズ排除型グラフト鎖を多孔性膜孔表面に取り付けることに成功した。

この作製法を基に，デュアルアフィニティリガンドやアミノ酸を固定した多孔性膜を作製し，

タンパク精製や水処理の用途を開拓した。 

 
研究成果の概要（英文）：A novel preparation scheme for size-exclusion polymer chain, 

capable of adsorbing low-molecular-mass targets while retarding proteins, was suggested.  

Phosphate ionic species were adsorbed to the resultant porous hollow-fiber membrane, 

whereas bovine serum albumin was not adsorbed to the membrane.  The successive 

addition of the reactants in the modification of the epoxy group of the graft chain provided 

a size exclusion structure for the graft chain. 
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１．研究開始当初の背景 

基材の形状や材質を自由に選べるという，
放射線グラフト重合法の利点の一つを活用
して，私たちは 20 年程前からポリエチレン
製の多孔性中空糸膜を基材にして分離機能
を付与してきた。この多孔性中空糸膜は，内

径 2 mm，膜厚 0.5 mm，空孔率 70％，そし
て孔径約 0.3 μmである。この基材はμmサ
イ ズ の 粒 子 を 濾 過 で き る 精 密 濾 過
（microfiltration，MF）膜として広く利用さ
れている。 

この多孔性中空糸膜に，放射線グラフト重
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合法，なかでも前照射法を適用して，内面か
ら外面まで均一にエポキシ基をもつ高分子
鎖（ポリグリシジルメタクリレート鎖）を接
ぎ木（グラフト）した。その後，エポキシ基
をさまざまな官能基，例えば，イオン交換基，
キレート形成基，疎水性リガンド，アフィニ
ティリガンドに変換した。グラフト重合と官
能基導入の結果，膜厚は 1 mm 程度までに膨
潤し，細孔が拡がり，グラフト高分子鎖（以
後，グラフト鎖）の伸長を適度に抑えると，
元の膜よりも液の透過性がよくなることも
あった。 

 官能基を導入したグラフト鎖，例えば，イ
オン交換グラフト鎖，キレートグラフト鎖，
疎水性グラフト鎖，アフィニティグラフト鎖
は，さまざまな水溶液中から金属イオンやタ
ンパク質を選択的あるいは特異的に捕集す
ることができる。私たちの研究グループは，
これまで超純水中に微量に溶けている金属
イオンの捕集への利用を実現し，最近は培養
液中に溶けているタンパク質の精製への適
用をめざしている。 

 

２．研究の目的 

タンパク質の分離は，静電的，疎水性，あ
るいはアフィニティ相互作用に基づいて行
わ れ る 。 例 え ば ， イ ミ ノ 二 酢 酸 基
（-N(CH2COOH)2）にニッケルイオン（Ni2+）
を固定した官能基（これを固定化金属アフィ
ニティリガンドと呼ぶ）を有するグラフト鎖
を多孔性中空糸膜の細孔表面に付与して，そ
の膜の細孔内にポリヒスチジンタグ付のタ
ンパク質（これを Hisタグ融合タンパク質と

呼ぶ）を含む溶液を透過させることによって， 
タンパク質を特異的に捕集することができ
る。 

 分離の原理の一つとして有用であるのは
“サイズ排除（size exclusion）”という仕組
みである。分子やイオンをその大きさの差を
利用してふるい分ける型式である。血液や尿
といった生体液には，タンパク質という高分
子イオンとともに低分子量の有機化合物や
無機イオンが溶存している。それぞれを分け
つつ定量し，私たちは生体内の情報を得てい
る。 

 ドーピング検査すなわちスポーツ競技で
公正な成績をつけるため選手の血漿中に溶
存する禁止薬物を定量する検査がおこなわ
れている。ドーピングをした選手から採取し
た血液の中には，タンパク質の一種である凝
固因子，血球，禁止薬物，およびタンパク質
が溶存している。凝固因子と血球を除去した
液体が血漿であり，その血漿には禁止薬物お
よびタンパク質が溶存している。ここで，禁
止薬物を分離するとき，禁止薬物だけを固体
材料に吸着させた後，溶出させる。このよう
にドーピング検査には，血漿中に溶存するタ
ンパク質を排除して禁止薬物を吸着できる
材料が必要である。 

 血漿中に溶存するタンパク質と禁止薬物
の例として，それぞれアルブミンとイブプロ
フェンを挙げる。アルブミンは浸透圧を維持
する働きをもち，分子量および分子サイズは，
それぞれ 66,000 および 4 nm × 4 nm × 

12 nm である。その濃度 35 g/Lは，血漿中
に溶存するタンパク質の中で最高値である。



 

 

一方，イブプロフェンは抗解熱作用をもち，
分子量は 206であり，イブプロフェンはアル
ブミンよりも分子サイズが 1桁小さい。 

 ドーピング検査向けには，血漿中に溶存す
るサイズの大きなタンパク質を排除して，サ
イズの小さな禁止薬物を捕集できる材料が
これまで開発されてきた。代表的な従来材料
には，サイズ排除型多孔性ビーズがある。こ
のビーズの粒径は 20 μmであり，表層部に
は水酸基が導入されていて高分子構造とし
て膨潤しないため，サイズの大きなタンパク
質を排除し，サイズの小さな禁止薬物（マイ
ナス電荷をもつイオンとして溶けている）を
通過させる。さらに，ビーズ内部にはイオン
交換基が導入されているため，表層部を通過
してきた禁止薬物を吸着できる。しかしなが
ら，このビーズには，拡散距離が長いため，
禁止薬物を迅速に捕集できないという欠点
がある。そこで，私たちは迅速な捕集を達成
できる新規材料として，“サイズ排除型グラ
フト鎖”搭載多孔性膜を開発することにした。
これまでに報告例のない新規の材料である。 
 

３．研究の方法 

サイズ排除型グラフト鎖のモデルを図１に
示す。このグラフト鎖はその上部に水酸基を
もち，荷電をもたないので膨潤していない。
そのため，サイズの大きなタンパク質を排除
し，サイズの小さな禁止薬物を通過させる。
さらに，下部にイオン交換基をもっているた
め，禁止薬物はイオン交換基に吸着する。グ
ラフト鎖の長さは 0.1 μm 程度であり，先ほ
どのビーズの半径 10 μmの 1/100 に当たる。
拡散時間は拡散距離の２乗に比例するので，

1/100 の２乗なので 1/10000 となる。したが
って，新規材料は禁止薬物の迅速捕集に向い
ている。 
 既往の研究ではグラフト鎖の長さ方向に
官能基の分布をつけることを意識していな
かったのに対して，本研究の材料開発では長
さ方向に２つの官能基の分布をつけること
を意識したグラフト鎖の作製をめざした。グ
ラフト鎖の上下２段に官能基の分布をつけ
る作製経路を図２に示す。水酸基とイオン交
換基を導入する順番に気を配るところがポ
イントである。 
ポリエチレン製の中空糸状多孔性膜に電

子線を照射し，エポキシ基をもつモノマーで
あるグリシジルメタクリレート（GMA）を接
ぎ木重合し，グラフト鎖を膜に付与した。こ
こで，グラフト鎖の重量を基材膜の重量で割
って 100 を掛けた値をグラフト率と定義し，
ここでは材料の強度を考慮して 170%に設定
した。言い換えると，GMA グラフト重合膜（以
後，GMA 膜）の重量を元の膜の重量の 2.7 倍
にしたことになる。 
目標の材料の１段めとして，グラフト鎖中

のエポキシ基の一部に水を反応させて水酸
基が二つ並んだ官能基（diol 基）を導入し，
２段めとして残りのエポキシ基にトリメチ
ルアミンを反応させてトリメチルアンモニ
ウム基（TMA 基）を導入した。導入の順番に
従って，得られた膜を Diol-TMA 膜と呼ぶ。
導入した TMA 基のモル数を反応前のエポキシ
基のモル数で割って 100を掛けた値をエポキ
シ基から TMA 基へのモル転化率と定義し，こ
こでは 0から 85%の範囲にした。比較の材料
として目標の材料とは順番を入れ替えて，１



 

 

段めに TMA 基を，２段めに diol 基を導入し
た。こちらの膜を TMA-Diol 膜と呼ぶ。 
比較の材料とともに目標の材料が出来上

がったので，いよいよ，グラフト鎖のサイズ
排除能を実証する。ここで，低分子量のモデ
ル物質としてリン酸イオン（分子量 100），高
分子量のモデル物質としてアルブミン（分子
量 66,000 のタンパク質）を用いた。膜へ供
給する液中ではこれらの物質はいずれもマ
イナスに帯電している。 
 膜への物質の吸着容量を測定する実験装
置を図３に示す。シリンジポンプに Diol-TMA
膜または TMA-Diol 膜をつなぎ，リン酸イオ
ンまたはアルブミンを含む緩衝液を一定流
量で透過させた。膜の内面から外面に向かっ
て，孔を液が流れる。膜外面からの流出液を
連続的に採取して流出液中のリン酸イオン
およびアルブミンの濃度を追跡した。流出液
中のこれらモデル物質の濃度と流出液量と
の関係を破過曲線と呼ぶ。図中で色を塗った
面積に相当する吸着量を GMA 膜の重量で割っ
た値が平衡吸着容量である。 
 
４．研究成果 
まず，“捕集すべき”リン酸イオンの平衡

吸着容量を比較する。横軸にエポキシ基から
TMA 基へのモル転化率を，縦軸にリン酸イオ
ン平衡吸着容量をとり，図４(a)に示す。目
標の材料である〇プロットで示す Diol-TMA
膜へのリン酸イオン平衡吸着容量は，モル転

化率に比例した。同様に，比較の材料である
△プロットで示す TMA-Diol 膜へのリン酸イ
オン平衡吸着容量もモル転化率に比例し，
Diol-TMA 膜と結果が一致した。これは，グラ
フト鎖の上部または下部のどちらに TMA 基が
分布していても，リン酸イオンはサイズが小
さいためグラフト鎖内を通って TMA基に吸着
できるからである。 
 つぎに，“排除すべき”アルブミンの平衡
吸着容量を比較する。図４(b)では，横軸に
モル転化率を，左の縦軸にアルブミン平衡吸
着容量を，右の縦軸にアルブミン積層数をと
った。ここで，積層数とは，アルブミンの平
衡吸着容量を理論単層吸着容量で割った値
として定義した。〇プロットで示す目標の材
料である Diol-TMA 膜へは，モル転化率が 60%
まではアルブミンは単層にさえ吸着しなか
った。一方，△プロットで示す比較の材料へ
は，モル転化率の増加に伴い積層数 15 まで
上昇した。これは，目標の材料である
Diol-TMA 膜はグラフト鎖の上部に分布して
いる diol 基がグラフト鎖を膨潤させないた
めアルブミンを排除するからである。一方，
比較の材料である TMA-Diol 膜は上部に TMA
基が分布しているため，タンパク質が吸着し
てグラフト鎖内を拡散移動しながら多層集
積構造を形成するからである。 
 多孔性中空糸膜の孔表面に取り付けたグ
ラフト鎖の長さ方向の上部に diol 基，下部
にアニオン交換基の分布をつけたサイズ排



 

 

除型グラフト鎖を多孔性膜孔表面に取り付
けることに成功した。 
 本研究の研究成果を基にして，デュアルア
フィニティリガンドやアミノ酸を固定した
多孔性膜を作製し，タンパク精製や水処理の
用途を開拓している。デュアルアフィニティ
リガンドを固定した多孔性膜の孔表面の様
子を図５に示す。 
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