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研究目的 

 本研究の目 的 は 、食 品産 業等で主に廃棄されていた、タンパク質高

含 有 バ イ オ マ ス を レ ア メ タ ル の 吸 着 剤 と し て 利 用 す る 新 し い レ ア メ

タルリサ イク ル 基 盤 技 術 の 確立である。対象とするレアメタルは、パ

ラジウム、白 金 、イ ン ジ ウ ム、ロジウム、ルテニウムなど価格が高く、

触媒等に 広く 利 用 さ れ て い る金属とする。これらレアメタルイオンを、

卑 金 属 存 在 下 で タ ン パ ク 質 高 含 有 バ イ オ マ ス が 如 何 に 高 選 択 的 に 吸

着するか を明 ら か に す る。このとき用いるタンパク質高含有バイオマ

ス と し て は 食 品 産 業 で 廃 棄 さ れ る 卵 殻 膜 、 ト ウ モ ロ コ シ タ ン パ ク 質、

羽毛、廃棄 獣 肉 、廃 発 酵 菌 体などを検討し、レアメタル吸着能力に優

れる廃棄 性バ イ オ マ ス を 発 見する。同時に、これらタンパク質バイオ

マスをシ ート 状 や 粒 状 に 成 形することにより、リサイクル現場で利用

しやすい 吸着 剤 に 加 工 す る。これらの検討を通して、廃食品性バイオ

マスによ るレ ア メ タ ル リ サ イクルの実現可能性を検証 した。  
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第一章  序論  
 

1.1 緒言  
 
 人 類 は 便 利 で 豊 か な 生 活 を 送 る た め に 様 々 な 産 業 分 野 に お い て 研

究開発を 進め 、高 度 化 社 会 を生み出した。工業技術において、貴金属・

レアメタ ルは な く て は な ら ない重要な材料である。また将来先端技術

の進歩に 伴い 、さ ら な る 需 要の増加が予想される。しかし我が国にお

いては貴 金属・レ ア メ タ ル の鉱山が極めて少なく、その供給のほとん

どを海外 から の 輸 入 に 頼 っ ている現状であるが、これらの希少金属は

産出地域 が偏 在 し て い る こ とから国際情勢や、投機的要因の影響をう

け価格の 乱高 下 が 続 い て お り、安定した供給が困難である。一方工場

等から廃 棄さ れ て い る 廃 液 にはこれらの貴金属・レアメタルを含有し

ていることが 多 い 。こ れは 焼却・熱分 解処理において難処理化を引き

起こすだ け で な く 、 リ サ イ クル ,  省資 源の観点から非効率であると考

えられる。地 球 環 境 保 全 に 対する関心が高まる中、このような廃液か

らの希少 金属 の 回 収 は 、資 源の安定供給、有効利用といった面で非常

に重要で ある 。 こ の よ う な 背景から近年、工業的に希少金属を分離・

回収する 技術 に 開 発 が 盛 ん に行われており、数種類の手法が実際に工

業的に利 用さ れ て い る。し かしこれらの手法においてもいくつかの課

題が残っ てい る 。  
 
 一方、生 体 内 で は 様 々 な 微量金属が様々な生体分子と複合体を形成

しており、そ れ に よ り 特 異 的な機能を発現している。このことは生体

分子を用 いて 、金 属 を 選 択 的に分離回収しうる可能性を示唆している。

生 体 分 子 の 一 種 で あ る タ ン パ ク 質 は 赤 血 球 中 の ヘ モ グ ロ ビ ン に 代 表

されるよ うに 金 属 と の 親 和 性を有し、生体資源たるバイオマス中にさ

まざまな 形で 含 ま れ て い る。よってバイオマスを用いた貴金属・レア

メタルの リサ イ ク ル が 実 現 できれば、従来の分離・回収 システムと比

較して、 環 境 面 ,  コ ス ト 面 等で非常に有用であるといえる。 これまで

に も 様 々 な バ イ オ マ ス を 用 い て 貴 金 属 イ オ ン の リ サ イ ク ル が 試 み ら

れてきた。し かし な が ら そ の回収メカニズムは未だに不明な部分が多

い。メカニ ズ ム の 解 明 が 進 めばより戦略的な 吸着剤の選定が可能にな

ると考え られ る 。そ こ で 本 研究においては分子論的観点から吸着メカ

ニズムの 解明 を 試 み、ま た 実用化に向けさらなるバイオマスの検討お

よびバイ オマ ス の 加 工 技 術 の開発を行った。  
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1.2 貴金 属 ・ レ ア メ タ ル につ いて  
 
1.2 .1 貴 金 属 ・ レ ア メ タ ル の 用途 1 )  
 貴 金 属 と は 、 金 ( Au) ,  銀 ( A g) ,  白 金 ( P t ) ,  ル テ ニ ウ ム ( Ru ) ,  ロ ジ ウ ム

(Rh) ,  パ ラ ジ ウ ム ( P d) ,  オス ミウム ( Os ) ,  イリジウム ( I r )の 8 種類の元

素をいう。ま た レ ア メ タ ル とは一般に非鉄金属類のうち様々な事由に

より、産 業 界 で の 流 通 量 ,  使用量が少 ない金属の事を指す。また、資

源 エ ネ ル ギ ー 庁 所 管 の 総 合 資 源 エ ネ ル ギ ー 調 査 会 鉱 業 分 科 会 レ ア メ

タル部会 では 、備 蓄 を 行 っ ている 7 鉱種ニッケル (N i ) ,  クロム ( Cr ) ,  コ
バルト ( Co ) ,  マ ン ガ ン (Mn) ,  タングス テ ン (W) ,  モリブ デン ( Mo) ,  バナ

ジウム (V )を は じめ と する 31 種類の金属元素をレアメタルと定義して

いる 2 )。貴 金 属 は そ の 色 の 美しさから古くから宝飾品として利用され

てきた。近 年 では レ ア メ タ ルとともに宝飾品としてだけでなく、様々

な 優 れ た 化 学 的 特 性 か ら エ レ ク ト ロ ニ ク ス を は じ め と す る 産 業 用 か

ら医療用 等幅 広 い 分 野 で 応 用され、現在、我々にとって無くてはなら

な い 材 料 と な っ て い る 。 以 下 に 代 表 的 な 貴 金 属 ・ レ ア メ タ ル で あ る、

金 ,白金  ,パ ラ ジ ウ ム に つ い て述べる。  
 
金につい て  

 金の需要は 宝 飾 用 ,  地 金 ,  金貨以外にも、金の持つ電導性 ,  延性 ,  非
腐食性 ,  抗 酸 ・ ア ル カ リ 性 等優れた特性からハイテク産業用の資源と

して重要 な役 割 を 果 し て い る。また、医療分野においては、結核菌の

発見者で ある コ ッ ホ が 189 0 年、猛毒のシアン化金が結核菌の増殖を

抑制する 効果 が あ る こ と を 発見し、当時は結核の一種だと考えられて

いたリウ マチ 性 関 節 炎 の 治 療にシアン化金を用いる研究がされ、その

後 金 を 含 む 金 チ オ グ ル コ ー ス や 金 チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム が 有 効 で あ る

ことが明 らか と な っ て い る 。  
 人類が始め て 金 を 手 に し たのは今から 6 ,0 00 年前と言われている。

以来、こ れ ま で に 採 掘 さ れ た総量は約 1 47 , 80 0  t である。金は年間 2 , 50 0  
t 前後のペ ー ス で 産 出 さ れ ており、その他市場からの回収等によって

供給され る量 と あ わ せ る こ とで年間約 4 , 000  t 前後の世 界の需要がま

かなわれ てい る 。 現 在 、 地 球に埋蔵されている金は約 7 ,60 0  t 程度と

されてい るが そ の 大 部 分 が 採掘困難な場所にあり、近い将来地上にあ

る 在 庫 を 再 利 用 し 続 け る 以 外 に 供 給 手 段 が な く な る と 予 想 さ れ て い

る。  
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白金につ い て  

 白 金 も 金 と 同 様 に 宝 飾 品 と し て 高 い 人 気 が あ る が 宝 飾 品 以 外 に 約

60%が 工 業 用 と し て 利 用 さ れ て お り 、 応 用 分 野 と し て 科 学 ,  コ ン ピ ュ

ータ ,  医 療 ,  バ イ オ 等 多 岐 にわたる。医療の分野では Ros enb e rg が 1 9  
65 年に白 金 化 合 物 の 抗 ガ ン 作用について発見 3 )して以来、シスプラチ

ンやカル ボプ ラチ ン が 広 く 抗ガン剤として使用されている。また無公

害燃料電 池 ,  自 動 車 の 排 気 ガスを抑える浄化触媒等地球環境を支える

最先端技 術に も 利 用 さ れ 、2 1 世紀の産業に不可欠な「未来の資源」と

して需要 が高 ま っ て い る 。 世界の白金の年間供給量は約 1 85  t で、金

の年間供 給量 の 約 4 ,00 0  t に比べ約 1 /2 1 である。また採掘地も供給量

2001 2002 2003 2004
(見込み)

<供給>

国内生産 155.827 144.687 161.394 163.000
輸入 43.220 84.748 49.442 65.000
その他 133.732 144.290 152.176 160.000
(うち再生金) 19.831 21.160 22.549 23.000
供給合計 332.779 373.725 363.012 388.000

<需要>

① 歯科・医療 20.813 21.765 22.373 22.500
電子・通信 70.916 80.415 85.112 86.500
メッキ用 22.615 22.513 23.512 25.000
金張用 1.118 1.168 1.172 1.000
宝飾用 37.512 37.128 20.489 21.000
勲章・バッジ用 1.474 1.392 1.499 1.500
陶磁器用 0.975 1.149 1.532 1.500
万年筆用 0.014 0.015 0.015 -
時計用 0.778 0.785 0.790 1.000

② 小計 135.402 144.565 134.121 137.500
③ 美術・工芸品 4.893 4.697 4.879 5.000

私的保有金 69.586 85.569 79.481 89.000
その他 31.801 46.587 47.145 51.000

④ 小計 101.387 144.565 134.121 137.500
需要合計(①～④) 262.495 303.183 287.999 305.000

輸出 70.284 70.542 75.013 83.000
政府記念金貨

需要総合計 332.779 373.725 363.012 388.000

Table1.1 日本の金需要(t)
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の約 91%を 南 ア フ リ カ (7 5%)とロシア ( 16%)の 2 カ国で占めており、金

よりもさ らに 特 定 の 地 域 に 偏在している。さらに鉱石内の含有量も原

鉱石 1  t か ら 約 3  g し か 採 取できないという。これらの事由から 希少

価値とし ては 金 を は る か に 上回っている。  
 

 
パラジウ ム に つ い て  

 パラジウム は 白 金 族 グ ル ープの金属であり、白金とともに産出され、

類似した 特性 を 持 っ て い る 。需要としては自動車触媒 ,  電子 ･電気材料

用 ,  歯科 用 等 が あ る 。 こ の パラジウムも埋蔵量が少ない貴金属の一つ

と し て 数 え ら れ て お り 、 主 に ロ シ ア と 南 ア フ リ カ 生 産 さ れ て い る が、

供給はほ ぼロ シ ア 一 国 に 依 存している現状にある。特に近年ロシアで

の 産 出 量 が 激 減 し て い る た め、 非 常 に 入 手 が 困難 と な っ て き て い る 。 
 

2001 2002 2003 2004
(予測)

<供給>

輸入 50.184 50.920 49.026 60.700
回収(自動車) 1.710 1.710 1.866 1.900
その他 0.300 0.300 0.300 0.300
供給合計 52.194 52.930 51.192 62.900
<需要>
宝飾用 23.328 24.261 20.684 18.000
自動車触媒 10.757 13.375 15.863 17.000
電子工業 2.488 1.710 1.866 2.000
化学 0.778 0.933 1.244 1.250
石油 0.156 0.156 0.156 0.200
ガラス 2.644 1.866 1.555 1.700
その他 1.089 1.710 1.711 1.800
小計 41.058 44.011 43.079 41.950
投資 1.400 1.244 -0.311 2.000
輸出 10.201 6.149 7.435 8.000
調製 -0.465 1.526 0.989 10.950
需要総合計 52.194 52.930 51.192 62.900

Table1.2 日本の白金需要(ｔ)
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このよう に、貴 金 属・レアメタルは希少な資源であり、供 給体制が

不安定な 現状 で あ る に も か かわらず、工業的に優れた特性から今後も

コンスタ ント に 需 要 が 伸 び ることが予想される。従ってより一層リサ

イ ク ル す る こ と が 環 境 面 か ら も 資 源 の 安 定 供 給 の 面 か ら も 重 要 な 意

味をもつ と考 え ら れ る 。し かしながら、依然として 2 次回収による供

給 量 は 低 く 、 貴 金 属 イ オ ン の効 率 的 な 回 収 技 術の 開 発 が 切 望 さ れ る 。 
 

 
1.2 .2 貴 金 属 の リ サ イ ク ル に ついて 4 )  
 我々 の 身 近 に あ る 電 子 機 器 ,  電 化製 品 ,  通信 機 器 王 等に は 金や 銀 と

いった有 価金 属 が 使 用 さ れ ている。どの製品も故障や新製品の登場に

よる買い 替え 等 で 廃棄 処 分 される。かつては中古市場やリサイクル市

場 に 回 る 一 部 製 品 を 除 き 、 多 く が そ の ま ま 廃 棄 、 埋 め 立 て 処 分 さ れ、

貴重な資 源を 喪 失 し て い た。しかし昨今の環境意識やリサイクル志向

の高まり によ り 再 資 源 化 が 進み、資源の乏しい我が国での新しい資源

ソースと して 注 目 を 浴 び て きている。採掘する鉱石中にはほんのわず

かな貴金 属し か 含 ま れ て い ないのに対し、我々の身のまわりにある自

動 車 や 電 子 機 器 等 に 使 用 さ れ て い る 貴 金 属 の 割 合 は そ れ 以 上 で あ る。

2001 2002 2003 2004
(予測)

<供給>

輸入 51.238 48.346 59.126 56.700
2次回収 1.244 1.244 1.244 1.300
その他 0.700 0.700 0.700 0.800
供給合計 53.182 50 .290 61.070 58.800
<需要>
電子工業 8.087 4.534 6.824 7.000
自動車触媒 15.707 16.173 16.796 17.200
歯科 14.774 15.707 12.597 13.600
宝飾品 4.354 5.132 4.977 5.000
その他 0.933 0.933 0.933 0.300
(小計) 48.855 42.478 42.147 43.100
輸出 38.164 23.409 12.732 15.000
調製 -28.837 -15.598 6.201 0.700
需要総合計 53.182 50 .290 61.070 58.800

Table1.3 日本のパラジウム需要(ｔ)
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例として あげ る と 、携 帯電 話に含有されている有価金属の量は、もち

ろん種類 によ っ て 異 な る が 、平均して携帯電話 1 台あたり銅 6～ 9  g ,  
金 1 .6～ 5  μ g ,  銀 1 6～ 3 2  μ g ,  パラジウム 0 .8～ 2 .5  μ g ,である。またデス

クトップ 型パ ソ コ ン 本体 1 台当たりには、銅 0 .9 2  kg ,  金 0 .6 5 g,  銀 1 .7  
g 含有して い る 。 ま た 、 こ のような機器はライフサイクルが非常に短

く、 廃棄 量 が 大 量 で あ る た め、 近年 アメ リカ 等で は ｢u r ban  mi ne (都 市

鉱山 )｣と い う 新 語 が 盛 ん に 語られるようになってきている。我が国に

おいても ここ 数 年 で 、各種 リサイクル法が制定され、家電製品等のリ

サイクル が義 務 付 け ら れ 、 2 005 年からは 自動車も そ の 対 象 と な った 。 
 金 属 は 新 地 金 も リ サ イ ク ル さ れ た も の も 化 学 的 特 性 が 全 く 変 わ ら

ないため 、古来 よ り 鉄 ,  銅 を 中心にリサイクルが盛んに行われてきた。

明治以降、非 鉄 精 錬 メ ー カ ーが相次いで設立され、初期から廃銅線 ,  伸
銅品等の リ サ イ ク ル を 行 っ てきた。また銅精錬工程において金 ,  銀等

の貴金属 は銅 と 同 じ 挙 動 を 示すという特性を活かし、20 年以上前から

貴金属を 含 有 す る 電 子 部 品 ,  プリント 基盤等の異種複合材料からの貴

金属の回 収に 取 り 組 ん で き ている。このような電子機器等のリサイク

ルにおい て非 鉄 精 錬 の 技 術 は最適かつ不可欠であることから、昨今非

鉄 金 属 メ ー カ ー が あ い つ で 環 境 リ サ イ ク ル を コ ア ビ ジ ネ ス と す る 傾

向にある 。  
 
1.2 .3 貴 金 属 の 分 離 回 収 法  

前 述 の よ う に 貴 金 属 の リ サ イ ク ル は 環 境 面 か ら も 資 源 の 安 定 供 給

の面でも 非常 に 重 要 で あ る。しかしリサイクルには多大なコストを要

し、また分 離対 象 で あ る 金 属濃度が低いのに対し、非 対象物質が多量

に共存し 対象 金 属 の 分 離 回 収が困難になる等に問題がある。そのため

低コスト 高効 率 分 離 回 収 プ ロセスの開発が大いに望まれている。従来、

白金族金 属の 分 離 は 沈 殿 法 を用いて行われてきた。沈殿法は特別な試

薬や装置 等を用 い て い な い 点で汎用性を有しているが、処理工程の煩

雑さ、回収 率 お よ び 純 度 の 低さ、大量処理の困難さといった問題を抱

えている。そ こ で 現 在 、高 選択的分離法として溶媒抽出による貴金属

の分離が 主流 で あ り、す で にカナダや南アフリカ等の精錬所では商業

的規模で 稼働 し て い る 5 ) , 6 )。例として IN CO 社 (カナダ )の白金族の分離

プロセスを Fi g .  1 .1 に 示 す 。また、越村らは自動車廃触媒からの白金

およびパ ラジ ウ ム の 回 収 に 対し、F i g .1 .2 に示される溶媒抽出プロセス

を提出し てい る 7 )。溶 媒 抽 出法は沈殿法と比較して、選択性に優れる

ことから 工程 数 が 減 少 し、また連続操作が可能であることから時間の
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短 縮 お よ び 製 品 の 均 一 化 が 図 れ る 経 済 性 に 優 れ た 分 離 法 で あ る と 結

論付けら れて い る 。  
 
 
溶媒抽出 にお い て 選 択 的 な金属分離を達成するためには、適切な抽

出剤を選 定す る こ と が 不 可 欠となる。現在白金族イオンの抽出剤とし

て はア ミ ン 系 ,  ジ ア ル キ ル ス ル フ ィ ド 系 ,  ジア ル キ ル モノ チ オリ ン 酸

系等が一 般的 に 用 い ら れ て おり、良好な選択制が示されている。しか

しより高 い選 択 制 の 追 求 の ため、今もなお新規抽出剤の開発に関して

は多くの 研究 が 行 わ れ て いる 8 )。  
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Fi g1 . 1 IN C O 社 (カナダ )の白金族の分離プロセス  

原料

再蒸留吸収蒸留

溶媒抽出

溶媒抽出

溶媒抽出

浸出 Ag

Os

Ru

Au

Pd

Pt

Ir

Rh

溶媒抽出

抽出剤 ジブチカルビトール
逆抽出剤 シュウ酸

抽出剤 ジオクチルスルフィド
逆抽出剤 アンモニア水

抽出剤 トリブチルリン酸エステル
逆抽出剤 アンモニア水

抽出剤 トリブチルリン酸エステル
逆抽出剤 水

還元

酸化
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F i g .  1 . 2 自 動 車 廃 触 媒 からの白金およびパラジウムの回収  

廃触媒

粉砕

酸溶出

電析

再溶出 1

Ex

1

St

Pd抽出

(Pd) 還元

逆抽出液
(NH4OH+NH4Cl)

金属パラジウム

1

Ex

2

Ex

Pt抽出

(Rh)

Rh(NO2)6
3-

(NH4)3Rh(NO2)6

NaOH pH≈5

NaNO3

NH4Cl

1

洗

2

洗

3

洗

水 HClO4

1

St

2

St

3

St

有機相洗浄

逆抽出液
(0.8 M  HClO4)

金属白金

Pt逆抽出

還元 (Pt)

溶媒抽出
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以上述べ たよ う に 溶 媒 抽 出法は高選択的分離法として、多く研究さ

れ 実 用 化 さ れ て き た 。 し か し な が ら こ の 溶 媒 抽 出 法 に お い て も Fi g .  
1 .1 ,  1 . 2 で 示 し た よ う に 分 離工程が複雑で、抽出後に行う逆抽出の困

難さ、さら に 処 理 に 伴 う 薬 品添加による多量の 2 次廃棄物の発生とい

った問題 があ る 。し た が っ て低コスト高効率かつシンプルな分離回収

プロセス の開 発 が 求 め ら れ ており、その解決法としてイオン交換樹脂

を用いた 方法 が 昨 今 注 目 を 集めている。  
 

イオン交 換樹 脂 と は 合 成 樹脂の 1 種で分子構造の一部にイオン基と

して電離 する 構 造 を 有 し、水などの溶媒中のイオンと交換作用を示す。

高分子と して の 性 質 か ら 非 水溶であるため、水に溶けない酸、アルカ

リと考え るこ と も で き る。また高分子の分子鎖が網目構造を取る事で

水やイオ ンの 浸 透 が 容 易 と なり、活性炭などの吸着剤と同様大きな比

表面積を 持つ 。一 定 量 の イ オン交換を行ったイオン交換樹脂はイオン

交換能を 失う が 、交 換 さ せ るイオンを含む水溶液に浸漬することで交

換能力を 再生 す る こ と が で きる。  

最も一般 的な イ オ ン 交 換 樹 脂の構造はスチレン・ジビニルベンゼンの

共重合体 から な る 母 体 を 持 つものである。ポリスチレン長鎖分子がジ

ビニルベ ンゼ ン の架 橋 に よ り立体的網目構造の樹脂を形成する。この

ためイオ ン交 換 樹 脂 は 一 見 してビーズの様な粒状であるが、内部は広

い表面積 を持 つ 。  

 

F i g .  1 . 3 イオン交換樹脂  
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イオン選 択性 は 常 態 で は 価 数が大きく重いイオンほど大きく、イオン

交換され やす く な る。こ の ため水素イオンと水酸化物イオンで再生し

たイオン 交換 樹 脂 は 様 々 な イオンを水中から取り除く能力を持つ。フ

ッ素イオ ンは 水 酸 化 物 イ オ ンより選択性が小さい ためイオン交換し

にくい。  

ボイラ内 部に 炭 酸 カ ル シ ウ ムなどを主成分とするスケールが生じる

ことを防 ぐ目 的 で 、食 塩 水 で再生したイオン交換樹脂を用いてボイラ

補給水中 の硬 度 成 分 で あ る カルシウムイオンやマグネシウムイオン

等をスケ ール が 生 成 さ れ な い食塩に変換（軟化、軟水化）させる装置

を軟水器 と呼 ぶ 。  

こ の よ う な 特 性 か ら イ オ ン 交 換 樹 脂 は 様 々 な 分 野 に お い て イ オ ン

回収、除去 を 目 的 に 用 い ら れている。その用法の 1 種としてイオン交

換樹脂を 用い た 貴 金 属 イ オ ンを回収する方法がある。これはキレート

樹脂など を 併 用 す る こ と に より、金 ,  ウランなどの重金属から微量希

少金属を 回収 す る 技 術 で あ り、すでに様々な工業施設で利用されてい

る。しかし 、イ オ ン 交 換 樹 脂そのものは石油を原料とする高分子でつ

くられて いる こ と か ら 、石 油化学に依存した技術であり、環境への負

荷、ならび に 石 油 資 源 の 枯 渇などの課題の克服は困難である。そのた

め 循 環 型 社 会 の 形 成 に は さ ら な る 環 境 調 和 型 の 技 術 の 開 発 が 必 須 で

ある。  
 
 

1.3 アミ ノ 酸 と 貴 金 属 イ オン の相互 作用  
 
 金属酵素に 代 表 さ れ る よ うに、生体内の金属イオンはタンパク質と

結 合 し て 生 理 活 性 を 示 す 。 金 属 酵 素 は ア ミ ノ 酸 残 基 側 鎖 の ア ミ ノ 基 ,  
イ ミダ ゾ ー ル 基 ,  カ ル ボ キ シ ル 基 ,  チオ ー ル基 な ど が 生 体 内 に極 微 量

に 存 在 す る 鉄 や 銅 な ど の 遷 移 金 属 イ オ ン を 捕 捉 す る こ と で 機 能 し て

い る。 ま た 内 分 泌 撹 乱 物 質 と し て 知 ら れる カ ド ミ ウ ム ,  鉛 ,  水銀 は チ

オール基 との 親 和 性 が 強 い ことから、細胞内、外の膜や器官に広く存

在する構 造や 機 能 に 重 要 な タンパク質と結合する。その結果多くの酵

素が不活 性化 し 、構 造 タ ン パク質の形成異常や細胞の膜透過性の変化

が お き 、 造 血 系 ,  細 胞 内 伝 達 系 ,  遺 伝 子 系 ,  免 疫 系 な ど あ ら ゆ る 機 能

に影響が 現れ る 9 )。こ の よ うにタンパク質を構成しているアミノ酸は

金属イオンと 高 い 親 和 性 を 示す。遷移金属イオンと同様に生体内には
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ほとんど 存在 し な い 貴 金 属 イオンもまた、アミノ酸と強い相互作用を

示す。した が っ て 医 療 の 分 野においても貴金属イオンは使用されてお

り 、現 在 貴 金 属 イ オ ン と ア ミ ノ 酸 ,  ペ プ チド ,  タ ン パ ク質 と の相 互 作

用に関す る研 究 が 盛 ん に 行 われている。その研究例をいくつか以下で

紹介する 。  
 
 Cra i g ら は 酸 性 領 域 に お いてオブア ルブミンに金イオ ンが吸着され

ることを 明ら か に し た 1 0 )。この中で筆者らはオブアルブミン 1 分子に

吸着した 金イ オ ン の 数 と、オブアルブミン中に存在する塩基 性アミノ

酸 で あ る ア ル ギ ニ ン ( Arg) ,  リ ジ ン ( Lys ) ,  ヒ ス チ ジ ン ( Hi s )の 数 が 非 常

によく一 致す る こ と か ら、塩基性アミノ酸側鎖のアミノ基が金イオン

に 配 位 す る こ と で 金 イ オ ン が オ ブ ア ル ブ ミ ン に 吸 着 し て い る と 推 察

している 。  
アミノ酸 の中 で も 特に His は側鎖のイミダゾール基が様々な金属イ

オンと強 い親 和 性 を 示 す。貴金属イオンもまた His 残基と親和性を示

すことか ら、貴 金 属 イ オ ンと His 残基が形成する錯体構造についての

研究がな され て い る 。Pn eu mat i ka k i s らは、L -ヒスチジンメチルエステ

ル ( Hi s OM e) と パ ラ ジ ウ ム イ オ ン が 形 成 す る P d( Hi s OM) Cl 2 の 構 造 を
1 H -N M R お よ び X -線 結 晶 構 造 解 析 に よ り 明 ら か に し た 1 1 ) 。 同 様 に

Cu adra do ら は 、 1 3 C -お よび 1 H -N MR を用いて金イオンと二つの His に

より形成 され る Au(Ⅲ ) -b i s -L -H i s 錯体の構造について報告している 1 2 )。

これらの 研究 か ら 貴 金 属 イ オンと His の錯体は側鎖のイミダゾール基

お よ び ア ミ ノ 基 の 窒 素 原 子 が 貴 金 属 イ オ ン へ 配 位 結 合 す る こ と に よ

って形成 され て い る こ と が 証明された。  
 

H i s と 貴 金 属 イ オ ン と の 錯 体 形 成 に 関 す る 研 究 が な さ れ る 中 、 Hi s
含有ペプ チド に よ る 錯 体 形 成についても研究されている。 Wi en ken ら

はジペプ チド Gl y -H i s が 1 3 )、 B es t らはトリペプチド Gl y -G l y -H i s が金

Fig. 1.4 Au(Ⅲ)-bis-L-His 錯体の構造  

CH2
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CH C

N NH2
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イオンおよび パ ラ ジ ウ ム イ オンと錯体を形成し、さらに 1 H -N M R およ

び X -線 結 晶 構 造 解 析 に よ りその錯体構造を明らかにした 1 4 )。この場

合も His の イ ミ ダ ゾ ー ル 基 と金属イオンが配位結合しその後、ペプチ

ド主鎖の 窒素 原 子 が 金 属 イ オンに配位して錯体を形成している。  
 
K os t i c ら は 過 去 に 様 々 な パ ラジ ウ ム (Ⅱ )錯体 お よ び白 金 (Ⅱ )錯体 を

用いて、比 較 的 温 和 な 条件 でペプチドやタンパク質を部位特異的に切

断する人 工 プ ロ テ ア ー ゼ の 構築を 可 能とした 1 5 ) - 2 4 )。こ れはパラ ジウ

ムイオン や白 金 イ オ ン が H is ,  Me t ,  C ys と選択的に配位するといった

性質を利 用 し た も の で あ る 。この 研 究ではパ ラジウ ム (Ⅱ )イオン と白

金 (Ⅱ )イオ ン は 化 学 的 に ほ ぼ 同様で あ るにもか かわら ず 、異なる 選択

的加水分 解能 を 有 し て い る ことが明らかとなった。  

 
 
Fig. 1.5 トリペプチド GGH と金イオンおよびパラジウムイオンの結晶構造  
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また H a mac h i ら は 、パ ラ ジウムイオンが H is と強い親和性を有する

ことを利 用し 、 Hi s 残 基 を ターゲットにしたレセプターとしてパラジ

ウム エ チ レ ン ジ ア ミ ン 錯 体 ( [ Pd( en ) ( H N O 3 ) 2 ] )を 用 い、 配 列選 択 的 に ペ

プチドのα -ヘ リ ッ ク ス 構 造 が安定化させることに成功した 2 5 )。この

研究では、ペ プ チ ド 中に 2 つの His を持ち、それらがアミノ酸 3 およ

び 4 残基離れ て い る ペ プ チ ドのみα -ヘリックス構造が安定化され、 1
つの His し か 持 た な い ペ プ チドや Hi s 間の距離が 5 残基以上離れたペ

プ チ ド で 逆 に α -へ リ ッ ク ス 構 造 が 不 安 定 化 さ れ る こ と が あ き ら か に

なった。  
 
近年、ナ ノ テ ク ノ ロ ジ ー の分野において金属ナノワイヤーやナノ粒

子がの開 発に 関 す る 研 究 が 盛んに行われている。その中で、D N A やペ

プ チ ド な ど の 生 体 分 子 を 用 い た ナ ノ マ テ リ ア ル の 調 整 法 が 報 告 さ れ

ている 2 6 ) - 2 9 )。Dj a l a i ら は 金属イオンと高い親和性を示す His を多く含

まれてい るペ プ チ ド 差 を 鋳 型として用い、金イオンを H is と結合させ

Pd
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PyPy
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OH2
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Fig. 1.6 加水分解能を有したパラジウム, 白金錯体  

Fig. 1.7 パラジウム , 白金錯体によるペプチド鎖の部位特異的加水分解 
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た 後 Na B H 4 で 金 イ オ ン 還 元 処理 す る こと で 金ナ ノ ワ イ ヤー を 構築 し

た 3 0 )。さ ら に S as t r y ら は 、酵母菌を用いて金ナノ粒子、銀ナノ粒子の

調整に成 功 し て い る 3 1 ) - 3 4 )。こ の手法 は化学的 な還元 処 理を行わ ず、

生物プロ セス の 中 で 金 属 を 還元することができ、環境調和型の調整法

として興 味深 い。こ の バ イ オプロセスにおける還元のメカニズムにつ

いては非 常に 複 雑 で あ り、詳細についてはまだ明らかになっていない。 

 
上 記 の 菌 体 表 面 で の 貴 金 属 イ オ ン の 還 元 メ カ ニ ズ ム に 関 し て の 詳

細 は 明 ら か に さ れ て い な い が 、 金 イ オ ン は シ ス テ イ ン の チ オ ー ル 基、

メチオニ ンの チ オ エ ー テ ル、ジスルフィドと反応することで還元され

ることが 知ら れ て お り 、 古 くから研究が行われてきた 3 5 ) - 3 7 )。 19 99 年

には Zo u ら が 、金 (Ⅲ )イ オ ンが Gl y を酸化することにより還元される

ことを報 告し て い る 3 8 )。  

Fig. 1.8 His-rich peptide を鋳型とする金ナノワイヤーの調整  
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ここまで 述べ た よ う に、貴金属イオンはアミノ酸と強い相互作用を

示し、反応 性 も 非 常 に 高 い ことから、医療分野でのさらなる応用やナ

ノ テ ク ノ ロ ジ ー に お け る 環 境 調 和 型 の 新 規 合 成 法 と し て の 期 待 か ら

研究がす すめ ら れ て い る 。  
 
1.4 生体 由 来 材 料 を 用 い た貴 金属イ オン回収プ ロセス の現状  
 

生体由来 材 料 (バ イ オ マ ス )の中に は合 成キレー ト樹脂よ りも優れた

重金属イ オン 濃 縮 能 を 持 っ たものもあることから、様々な金属イオン

の吸着剤 とし て の 利 用 が 期 待され、現在も研究が盛んに行われている。

こ の バ イ オ マ ス に よ る 重 金 属 イ オ ン の 回 収 に 関 す る 研 究 で は こ れ ま

で主にバ イオ マ ス と し て 海 藻や菌体が、対象金属としてはカドミウム ,  
クロム ,  水銀 な ど の 有 害 金 属が多く検討されてきた 3 9 ) - 4 2 )。また海水中

のウラン の回 収 を 目 的 と し た例も報告されている 4 3 )。さらに近年では

貴 金 属 イ オ ン 等 の 有 価 希 少 金 属 イ オ ン の 回 収 へ の 応 用 も 検 討 さ れ て

いる。以 下に 貴 金 属 イ オ ン の回収に関する例をいくつか紹介する。  
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筆者  
対 象 金 属 イ

オ ン  
バイオマス  

概要  

Da r na l l ら
4 4 )  

A g + ,  Au 3 +  
Chl ore l l a  
Vu l ga r i s  
(藻類 )  

Chl ore l l a  Vu l ga r i s によ

る吸着実験を 14 種類の

金 属 を 用 い て 行 っ た 。

す べ て の 金 属 イ オ ン に

対 し て 高 い 吸 着 性 能 を

示 し た が 、 特 に A g + ,  
Au 3 + お よ び H g 2 + が 低

pH( p H2 .0 ) に お い て も

吸 着 さ れ る こ と が 明 ら

かとなった。  

An t un es ら
4 5 )  

Au 3 +  

Azo l la  
f i l i cu l o ide s  

(南アの水生植

物 )  

Azo l la  f i l i c u lo i de s を金

イ オ ン の 吸 着 媒 体 と し

て 、 低 濃 度 金 属 イ オ ン

水溶液 (2  p p m)からほぼ

100%の 金イ オ ン を 回 収

できることを示した。  

Gu i ba l 4 6 )  Pd 2 + ,  P t 4 +  キトサン  

グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、

チ ア ウ レ ア 等 を 架 橋 さ

せ た キ ト サ ン 誘 導 体 を

合 成 し 、 そ の 誘 導 体 で

Pd 2 + と Pt 4 + の 競 争 吸 着

実 験 を 行 い 、 競 争 吸 着

の 場 合 単 独 で の 吸 着 と

比 べ 、 吸 着 量 が 減 少 す

ることが分かった。  

Yo n g ら
4 7 ) - 5 1 )  

Pd 2 + ,  P t 4 +  硫酸塩還元菌  

硫 酸 塩 還 元 菌 に よ る 回

収を行い Pd 2 + ,  P t 4 +に対

し 高 い 捕 捉 能 が あ る こ

とを示した。  

Na ka j i ma ら
5 2 )  

Au + ,  A u 3 +  
Pse ud om on as  

ma l t op h i l i a (微
生物 )  

30 種の微生物を用いて

金 を も っ と も 回 収 す る

微 生 物 に つ い て の 検 討

Tab le  1 .1 バ イ オ マ ス に よ る貴金属イオンの吸着に関する研究例  
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を 行 い Ps eud o m ona s  
ma l t op h i l i a が 最 も 高 い

吸 着 能 を 示 し た 。 さ ら

に P ol yac r y l -a mid e に固

定 化 さ れ た

Pse ud om on as 細 胞 に よ

る 吸 着 実 験 は 、 高 い 吸

着 性 能 を 有 し た ま ま 、

繰 り 返 し 実 験 を 行 う こ

とが可能であった。  

 
当 研 究 室 に お い て も 近 年 タ ン パ ク 質 高 含 有 の バ イ オ マ ス を 用 い て 貴

金属イオ ンの 回 収 を 目 指 す 研究を進めてきた。その結果あるバイオマ

スにおい ては 高 い 貴 金 属 吸 着性を示すことが分かってきている。  
 
1.5 本研 究 の 目 的 と 構 成  
 

 これまで述 べ て き た よ う に、生体由来材料を用いた貴金属 イオン回

収 プ ロ セ ス の 研 究 は 多 方 面 か ら 盛 ん に 行 わ れ て い る 。 し か し な が ら、

その吸着 機構 は 未 だ に 不 明 な部分が多い。そこで吸着機構の解明を分

子論的観 点か ら 検 討 を 行 っ た。また未だに実際の工業化に至っていな

いため、 実用 化 に 向 け て の 検討をすすめた。  
第 二 章 で は 、 タ ン パ ク 質 に 対 す る 貴 金 属 イ オ ン の 吸 着 挙 動 を 調 べ 、

金、白金、パ ラ ジ ウ ム イ オ ンが各種タンパク質に吸着することを明ら

かにした 。  
第三章で は、タ ン パ ク 質 の有する貴金属イオン還元能を調べ、貴金

属 イ オ ン 吸 着 操 作 に お け る 貴 金 属 イ オ ン の ナ ノ 粒 子 化 の 可 能 性 を 示

した。  
第四章で は卵 殻 膜 に よ る 吸着メカニズムの解明のため、一度吸 着さ

せた貴金 属イ オ ン を 脱 着 さ せその吸着力を検討し 、透過型電子顕微鏡

によって 貴金 属 イ オ ン を 吸 着させた卵殻膜の観察を行った。さらに貴

金属イオ ンの 状 態 に よ る 影 響をみるため、貴金属イオンの錯体構造を

変 化 さ せ て タ ン パ ク 質 高 含 有 材 料 で あ る 卵 殻 膜 へ 吸 着 さ せ る 実 験 を

行った。  
第 五 章 で は よ り 一 般 的 な 吸 着 メ カ ニ ズ ム の 解 明 を 目 指 し 糖 タ ン パ

ク質にお ける 糖 鎖 の 貴 金 属 イオン吸着への寄与を検討した。具体的 に
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は 酵 素 反 応 を 用 い て 糖 鎖 を 除 去 し た 糖 タ ン パ ク 質 へ の 吸 着 力 の 変 化

を検討し た。ま た タ ン パ ク 質の高次構造の影響をみるため変性剤を用

いてタン パク 質 を 完 全 に 変 性させて検討を行った。  
第 六 章 で は ペ プ チ ド マ ッ ピ ン グ 法 を 利 用 し た 吸 着 サ イ ト の 同 定 を

目指し、そ の基 礎 的 な 実 験 および、精製タンパク質への適用を行った。 
第 七 章 で は タ ン パ ク 質 性 材 料 を 用 い た 貴 金 属 イ オ ン の 分 離 回 収 シ

ステムの 実用 化 を 目 指 し、多種類バイオマスを用いて検討し最適な吸

着剤を検討し た 。ま た ハ ン ドリング性の向上を目指し、シート状への

加工法を 検討 し た 。  
第八章で は本 研 究 の 総 括 を行い、タンパク質高含有 材料を用いた貴

金属イオ ン回 収 シ ス テ ム の 開発の可能性について述べた。  
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第二章   タンパク質に対する貴金属イオン吸着  
 
2 .1 モデルタンパク質に対するレアメタルイオンの吸着実験  
 
①  タンパク質に対する各種金属イオンの吸着実験  

こ こ で は モ デ ル タ ン パ ク 質 に 対 す る 各 種 金 属 イ オ ン が 共 存 し

た 水 溶 液 を 用 い た 競 争 吸 着 に つ い て 評 価 し た 。 実 験 結 果 は Fig .  
2 .1 に示す。いずれのタンパク質を用いても、比較的に Pd ,  Au イ

オンを吸着し、選択的吸着が可能であることが示唆された。共存

する卑金属イオンはあまり吸着されなかった。Pd ,  Au イオンは水

溶液中では塩化物錯体を形成し、負の電荷を帯びており、また多

くのタンパク質が等電点を pH 5 前後に有するため、正に帯電し

て い る タ ン パ ク 質 表 面 と 静 電 的 な 相 互 作 用 に よ っ て 吸 着 さ れ て

いる可能性も考えられる。しかしながら、同じ白金属イオンであ

りながら、Pt イオンはあまり吸着されなかった。従って、単に静

電 的 相 互 作 用 で タ ン パ ク 質 へ 吸 着 さ れ て い る の で は な い こ と が

推察された。  

 
 

Fi g .  2 . 1  金 属 イ オン混合溶液中での精製タンパ

ク 質 に 対 する金属イオンの競争吸着  
（ p H  1 ,  各 種 金 属 イオン 10  p p m,  各種タンパク

質  0 . 2 g/ l）  
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②  精製タンパク質に対する Pd イオンと Au イオンの飽和吸着量  
Pd イオンと Au イオンの精製タンパク質に対する飽和吸着量を

調べた。タンパク質に対して金属イオンが過剰な条件下（吸着率

が 40％以下）で検討し、タンパク質 1 分子あたりに吸着された

Pd イオンと Au イオン数を Tab le  2 .1 に示す。この結果から、タ

ンパク質 1 分子あたりに多くの Pd イオンと Au イオンが吸着され、

タ ン パ ク 質 一 分 子 に 多 数 の 吸 着 サ イ ト が 存 在 す る こ と が 示 唆 さ

れた。  
 

Tab le  2 .1  タンパク質 1 分子あたりの Au,  Pd イオンの吸着量  
 
 
 
 
 
 
③  Pd ,  Au,P t イオン吸着におけるタンパク質濃度依存性  
 吸着媒体であるタンパク質の貴金属イオン（ Au,  Pd ,  P t）に対

する吸着能を評価するためにタンパク質濃度依存性を測定した。

実験条件を Tab le  2 .2 に示す。  
F ig .  2 .2 ,  2 .3 ,  2 .4 に示すように、金イオンおよびパラジウムイ

オ ン の 吸 着 に お い て タ ン パ ク 質 濃 度 が 上 昇 す る に つ れ 吸 着 率 は

増大した。一方、白金イオンについては、金イオンおよびパラジ

ウムイオン同様に、タンパク質濃度の上昇に伴う吸着率の増加が

見られたものの、その吸着量は非常にわずかであり、他の 2 つの

金属イオンに比べ吸着されにくいことが明らかとなった。  
 

Tab l e  2 .2 実験条件  
 
 
 
 

タンパク質  Lysoz yme  BSA Ova lbumin  

Pd イオン吸着量  14±2  65±2  38±3  
Au イオン吸着量  3  25±1  15±2  

金属濃度  10  ppm 
0 .1  M HCl  –  NaOH 水溶液  pH 4 .0  

タンパク質濃度  0 .05  ~  2 .0  g / l  
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F i g .  2 . 2  金 イ オ ン吸着におけるタンパク質濃度依存性  
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F i g .  2 . 3  パ ラ ジ ウ ムイオン吸着におけるタンパク質濃度依存

性  



29 
 

0

20

40

60

80

100

0 0.5 1 1.5 2

Protein concentration (g/l)

Pt
 a

ds
or

pt
io

n 
(%

) Lysozyme
BSA

0

20

40

60

80

100

0 0.5 1 1.5 2

Protein concentration (g/l)

Pt
 a

ds
or

pt
io

n 
(%

) Lysozyme
BSA

 
Fi g .  2 . 4  白 金 イ オン吸着にお けるタンパク質濃度依存性  

 
④  Au イオンおよび Pd イオン吸着における pH 依存性  
 次に、モデルタンパク質による金イオンおよびパラジウムイオ

ンの吸着における pH の影響を評価した。実験条件を Tab le  3 .3 に

示す。  
金イオンは、吸着率は pH 6 .0 以下で 90  %以上の値を得た。一

方、 pH 6 .0 以上では吸着率は減少した（ Fig .  2 .5）。この結果は、

金 イ オ ン の 水 溶 液 中 で の 溶 存 状 態 が 関 与 し て い る も の と 考 え ら

れる。金イオンは、溶液中では塩化物イオンや水酸化物イオンと

錯体を形成したアニオン状態で溶解している。そのため、低 pH
（等電点以下の p H）ではタンパク質はカチオン状態にあるので、

タ ン パ ク 質 と 金 イ オ ン 間 の 静 電 相 互 作 用 に よ っ て 吸 着 さ れ て い

ると推察される。しかしながら、 p I 10 .7 の Lysoz yme と p I 4 .6 の

BSA,  Ova lbumin で吸着挙動に明確な違いが見られなかった。また、

Lysoz yme と BSA は pH 1 .0 ,  2 .0 では吸着率が減少している。つま

り、タンパク質による金イオン吸着はタンパク質の帯電状態に依

存 し た 単 純 な 静 電 相 互 作 用 に よ る も の だ け で は な い こ と が 示 唆

された。従って、この結果が得られたもう一つの要因として、pH
の変化に伴う金イオンの溶存状態の変化が考えられる。本実験に

おいて使用した金イオン水溶液の場合、金イオンは pH 1 .0 では

[AuCl 4 ] -  の状態で溶解しているが、 pH が高くなるにつれ配位子

置換が起こり、最終的に pH 6 .0 以上ではほとんどが [AuOH 4 ] -  状
態で溶解していると考えられる。この [ AuOH 4 ] -状態では、配位子



30 
 

置 換 が 起 こ り に く い た め 吸 着 さ れ な い の で は な い か と 推 察 さ れ

る。実際、金属酸化物への金イオンの吸着挙動が、 p H や塩化物

イオン濃度に依存するという結果が報告されており 1 )、溶存種の

吸着へ与える影響が示唆されている。  
 同様の実験をパラジウムイオンでも行った。 Fig .  2 .6 で示すよ

うに、 pH が高くなるにつれ、吸着率も増大し、 pH 4 .0 以上でほ

ぼ 100 %吸着した。 pH 8 .0 以上ではタンパク質を添加しなくても

遠 心 限 外 ろ 過 す る こ と で パ ラ ジ ウ ム イ オ ン が ほ と ん ど 除 去 さ れ

ていまい、測定することができなかった。これは高 pH 領域では、

パラジウムイオン同士が結合し、微粒子を形成したためではない

かと思われる。パラジウムイオンも金イオンと同様に水溶液中で

はアニオン状態で溶解している。そして、低 pH 領域での [ PdCl 4 ] 2 ̶

が 、 pH が 高 く な る に つ れ 配 位 子 置 換 が 起 こ り 、 最 終 的 に  
[PdOH 4 ] 2 ̶になる。パラジウムイオンは、溶媒抽出や吸着に関する

研究が数多くなされて中で、Kondo らは、ジアルキルモノチオリ

ン酸を用いて、種々の塩酸酸性溶液からのパラジウムイオンの抽

出を行っている。彼らは水溶液中に存在する 4 種のパラジウム錯

体種（ PdCl 4
2 ̶ ,  PdCl 3

- ,  PdCl 2 ,  PdCl +）のそれぞれの抽出反応を考慮

して抽出速度解析を行い、パラジウム -クロロ錯体の配位子置換

反 応 に 対 す る 活 性 順 位 が PdCl +  ＞ PdCl 2  ＞ PdCl 3
-  ＞ PdCl 4

2 ̶で あ

り、PdCl 4
2 ̶は置換不活性のため抽出速度が減少することを報告し

ている 2 ) ,  3 )。本実験において得られた結果は、この報告と合致す

るものと考えられる。従って、貴金属イオンのタンパク質への吸

着において、貴金属イオンの溶存状態は大きく影響することが示

唆される。  
Tab le  2 .3  実 験条 件  

 
 
 
 

金属 濃 度  10  pp m  

0 .1  M  H C l  –  N aO H 水

溶液  

pH  1 .0  ~  8 .0  

タン パ ク 質濃 度  1 . 0  g / l  
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Fi g .  2 . 5  金 イオ ン 吸 着に お ける pH 依 存 性  
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Fi g .  2 . 6  パ ラジ ウ ム イオ ン 吸 着に お け る pH 依 存性  

 
⑤ Pd イオンと Au イオン吸着における塩濃度の影響  

タ ン パ ク 質 に よ る 貴 金 属 イ オ ン の 吸 着 に お け る 静 電 的 相 互 作

用 に つ い て 検 討 す る た め 、 金 イ オ ン お よ び パ ラ ジ ウ ム イ オ ン の

Lysoz yme への吸着における塩濃度の影響について示した。塩と

して NaCl と NaCl 4 O を選定した。実験条件は Table  3 .4 に示す。

まず NaCl については、NaCl 濃度が高くなるにつれ吸着率は減少

し、金イオンは 57  %、パラジウムイオンは 18  %まで吸着が抑制

された（ Fig .  2 .7 左）。吸着が抑えられた要因として、タンパク質



32 
 

を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 と 金 属 イ オ ン 間 の 静 電 相 互 作 用 が 抑 え ら れ

たことと塩化物イオン濃度が増加により、金属イオンが置換不活

性錯体を形成したことの二つが考えられる。そこで、塩化物イオ

ン濃度を一定にするために塩を NaCl 4 O に替えて同様の実験を行

った。その結果、 NaCl 4 O 濃度が増加しても金イオンおよびパラ

ジウムイオンともに吸着率に影響が見られなかった（ Fig .  2 .7 右）。

この結果から、タンパク質による貴金属イオンの吸着は、タンパ

ク質と貴金属イオンが配位結合することにより吸着され、その際

の 貴 金 属 イ オ ン の 溶 存 種 に よ り 吸 着 挙 動 が 大 き く 変 化 す る こ と

が明らかとなった。また、吸着において、タンパク質と貴金属イ

オン間の静電相互作用はあまり影響しないことも示唆された。  
 

Tab le  2 .4  実験条件  
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

F i g .  2 . 7  金 属 吸 着 に 及 ぼす N aCl 濃度の影響（左）と Na Cl 4 O 濃度の

影響（右）  

 

金属濃度  各 10  ppm 

0 .1  M HCl  –  NaOH 水溶液  pH 4 .0  

塩濃度  0 .05  ~  1 .0  M 

タンパク質濃度  0 .2  g / l  
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2.2  モデルペプチドによる金イオン吸着サイトの同定  
 

モデルペプチド配列の選定  
 

 第 1 章で述べたとおり、今まで多

くの研究が貴金属イオンと His の強

い親 和性 を報 告 し てい る。 また His
残基のイミダゾール環の窒素原子が

金 イ オ ン に 配 位 し 、 金 イ オ ン と

G-G-H の ト リ ペ プ チ ド が 錯 体 を 形

成するという報告もある。これより、

吸着 サイ トの 同定 が し や すい ためモ

デルペプチド配列は Lysoz yme（ Fig .  
2 .8）中の His 残基を含んだ配列を選

定し、この配列を樹脂上に合成して

吸着実験を行った。  
 
KVFGR  CELA A  AMKRH  GLDNY  RGYSL  GNW VC 

AAKFE  SNFNT  QATNR  NTDGS  TDYG I  LQ IN S  RWWCN 

DGRTP  GSRNL  CN IPC  SA LLS  SD ITA  SVNCA  KK IVS 
DGNGM NAW VA W RNRC KGTDV QAW IR GCRL 
 
S ch e me  2 . 1  Lys o z ym e の アミ ノ酸 1 次 配 列 (太 字 ・下 線 が モ デル と し て選

定し た 配 列 )  

 
 
N 末 端ア セ チ ル 化 ト リペ プ チ ド 樹 脂 を 用い た 金 イ オ ン の 吸着 実

験  
 
His -Gly -Leu  で吸着における His 残基の影響を比較するため、

N 末端アミノ酸 (X )が異なるトリペプチド X-Gly -Leu を樹脂上に

10 種類合成した。しかし、N 末端がアミノ基であるため、N 末端

アミノ基に金イオンが吸着することが考えられる。ここで固相合

成における側鎖の脱保護操作の前に無水酢酸処理を施し、N 末端

のアミノ基をアセチル化することで、Ac-X -Gly -Leu-res in を得た。

実験条件を Tab le  2 .5 に示す。  

Fi g .  2 . 8  Lysoz yme の

分子構造  
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実験結果を Fig .  2 .9 に示す。 His を含むペプチドが金イオン、

パラジウムイオン及び白金イオンに対して強い吸着能を示した。

これは、His 残基側鎖にあるイミダゾール環の N 原子が貴金属イ

オンへの配位し錯体を形成することによるものと考えられる。こ

の結果は、1956 年の金イオンのオブアルブミンへの吸着における

Cra ig らの報告と合致する。一方、他のアミノ酸を含むペプチド

については Lys 残基を含むペプチドが金イオンに対して高い吸着

率を示しただけであった。以上より、金、パラジウム及び白金イ

オンに対して吸着能を有するのは His を含むペプチドで、 Lys を

含むペプチドは金イオンのみを吸着することが明らかになった。 
 

Tab le  2 .5  実験条件  

貴金属イオン濃度  10  ppm 
0 .1  M NaCl 水溶液  pH 4 .0  
ペプチド添加量  0 .7  μ mol 分  
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Fi g .  2 . 9  N 末 端 ア セ チル 化 ト リペ プ チ ド 樹脂 に よ る金 イ オ ン の吸 着 実 験  
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2.3 タ ン パ ク 質 性 バ イ オ マ ス の レ ア メ タ ル イ オ ン 吸 着 剤 と し て

の利用  
 

①  バイオマスに対する各種金属イオンの競争吸着  
吸着実験の結果を Fig .  2 .10 に示す。このグラフよりいずれのバ

イオマスにおいても金属の吸着性能を有することが分かった。い

ずれのバイオマスに関しても Pd イオンを多く吸着する傾向にあ

り、その中でも卵殻膜 ,  鶏挽肉 , 明太子の皮 ,  羽毛粉末、鰹節は

Au,  Pd ,  P t などの貴金属類を吸着し、 Cu,  Zn などの卑金属類をご

く わ ず か し か 吸 着 し な い こ と か ら 選 択 的 に 貴 金 属 を 吸 着 す る 能

力を有していることが予想される。 4 種類の中でもとくに卵殻膜

は高い吸着量と高い選択性を有していることが分かった。また粗

タンパク質量と吸着量や選択性に関連性が見られないことから、

タ ン パ ク 質 そ の も の 量 は 吸 着 性 能 に お お き な 影 響 を 与 え て な い

ことが確認された。  

 

②単独吸着に お け る タ ン パ ク質バイオマスの吸着能力の比較  
 前 述 の 検 討 で は 比 較 的 薄 い 金 属 イ オ ン 濃 度 か つ 金 属 イ オ ン 混 合 溶

液からの 選択 的 吸 着 を 検 討 したが、ここでは、 P d ,  P t ,  Au イオンそれ

ぞれに対 する 各 種 バ イ オ マ スの吸着能力を個別に調査した。比較的高

濃度で個 別の 金 属 イ オ ン 水 溶液を調製し、バイオマスを添加、24 時間

後の減少 量を 測 定 し た 。 結 果を Fi g .  2 .11 に示す。 Pd ,  P t ,  Au イオンを

比較した 結果 、競 争 吸 着 と 同様単独吸着においても、どのバイオマス

Fi g .  2 . 10  混合モデル溶液からの競争吸着  
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も Au イ オ ン に 対 し て 高 い 吸着能力を示すことがわかった。なかでも

卵殻膜が最も 高 い 吸 着 能 力 を示し、次に鰹節、鶏挽肉という順で吸着

能が高か った 。Pd や Pt イ オンの吸着能力に関しては、A u イオンの吸

着能力と 若干 違 う 順 序 に な った。それぞれのバイオマスにおいて含ま

れ る タ ン パ ク 質 成 分 の 違 い や タ ン パ ク 質 以 外 の 微 量 成 分 の 違 い の た

めに、金 属イ オ ン 種 間 で 吸 着挙動に差が出たものと思われる。  

③  金属イオンの飽和吸着量  
 得られた吸着等温線を Fig .  2 .12 に示す。この図よりおおよそ

ではあるが卵殻膜の飽和貴金属イオン吸着量が得ることができ、

Au,  P t は約 120 mg-金属 / g -卵殻膜、 Pd は約 275mg-金属 / g -卵殻膜

であることがわかった。   

Fi g .  2 . 11  P d ,  P t ,  A u イオ ン 単 独吸 着 に お ける バ イ オマ ス の 吸 着能 力  
（バ イ オ マス 0 .4  g / l ,  金属 イ オ ン  2 00p p m、 pH～ 0 . 6、 室温 2 4  h）  
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 本 項 に お け る 実 験 に よ り 特 定 の バ イ オ マ ス を 用 い る こ と に よ

って貴金属・レアメタルを選択的に吸着、回収することが可能で

あることが示唆された。選択性が得られる原因として、混合溶液

に お け る 吸 着 量 お よ び 選 択 性 と 粗 タ ン パ ク 質 量 に 相 関 性 が 見 ら

れ な い こ と か ら 単 純 な タ ン パ ク 質 量 だ け で は な く 別 の 要 因 が 考

えられ、序論でも紹介したようにタンパク質の特定のアミノ酸配

列による特異的な吸着サイトの存在が予想される。卵殻膜におい

ては卵殻膜内にジスルフィド結合 (S -S 結合 )が豊富であることが

知られている。そのため卵殻膜は高い機械的強度を有し、耐薬品

性に優れていると言われている。この S-S 結合に用いられる硫黄

原子は金属元素、とくに貴金属元素と高い親和性を有する。その

ため高い貴金属吸着量、選択性を有するものと考えられる。また

貴金属類が還元されやすいことも影響していると考えられる。タ

ンパク質は低 pH では一般に弱い還元剤として作用するため、イ

オン化傾向が小さく、還元を受けやすい貴金属イオンは還元され

タンパク質表面に吸着していることが予想される。一方卑金属イ

オンはイオン化傾向が高いため、タンパク質の弱い還元能では還

元されずイオンとして液中に残存する。そのため貴金属類と卑金

属類が分離できるものと考えられる。  
 
 卵 殻 膜 の 飽 和 吸 着 量 の 導 出 の 試 み は 今 後 ど れ だ け 卵 殻 膜 に 吸

着が可能であるのか、理想状態と実在状態の差異を検討するため

にも有用なものである考えられる。吸着等温線の完成にはさらな

る試行の必要性がある。しかし、現在一般的に貴金属リサイクル

に用いられているイオン交換樹脂の性能が 1  リットルにつきお

およそ 100  g 程度で金属を回収できると言われるため、卵殻膜を

用いる手法は高効率な手法であると考えられる。  
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2.4 タ ン パ ク 質 性 バ イ オ マ ス を 用 い た 実 在 廃 液 か ら の レ ア メ タ

ルの回収  
 

実際の金属精錬液およびメッキ廃液を企業 2 社から頂き、卵殻

膜 を 用 い て 精 錬 液 お よ び メ ッ キ 廃 液 か ら レ ア メ タ ル を 回 収 可 能

かどうか検討した。結果を Tables  2 .7 ,  2 .8 にまとめた。まず金属

精錬液は、Ag,  Pd ,  P t ,  Cu ,  Pb が含まれている。興味深いことに Pd
と Pt の吸着率が選択的に顕著であり、しかも卵殻膜投入量に応

じ、吸着率が上昇している。 A g はわずかに吸着し、 Cu と Pb は

ほとんど吸着していない様子がわかる。条件にもよるが、 Pd イ

オン吸着量から概算すると卵殻膜 1  kg でおよそ 140 g 程度のパラ

ジウムが回収可能であり、パラジウム価格にしておよそ 16 万円

相当が 1000 円程度のバイオマスで回収可能であることを意味す

る。この計算は、材料費のみの計算であるため、実際はエネルギ

ーコスト、人件費等をさらに考慮する必要がある。  
一方、頂いたメッキ廃液 3 種は Pd ,  P t ,  Au をそれぞれ含有して

おり、こちらも卵殻膜によりこれら金属イオンが吸着されている

ことがわかった。メッキ廃液 3 種は、液性（ pH）が大幅に違うも

のである。このことから、吸着能に差はあるが、広い pH 条件下

で卵殻膜を用いて Pd,  P t ,  Au の金属イオンを吸着回収可能である

ことがあきらかになった。  
この 3 種のメッキ廃液中の金属を吸着したバイオマスを濾別、

洗浄したのち、 600℃で二時間炭化させ、得られた灰を王水にて

再溶解させた。得られた溶液中の金属イオンを測定したところ、

吸着した Pd および Pd を全て回収することに成功した。 Au は吸

着したものの 30％程度の回収率であった。これは王水による再溶

解時間が不足していたためと考えられる。  
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Tab le  2 .7  頂 いた 金 属精錬液の金属濃度および吸着率  

   卵殻膜  
  7 .5mg/ml  15mg/ml  30mg/ml  60mg/ml  

  
原液濃度

[ppm]  
吸着率

[%]  
吸着率

[%]  
吸着率

[%]  
吸着率

[%]  
Ag 35000  1 .7  1 .5  4 .3  10 .0  
Pd  4800  25 .8  47 .6  82 .6  99 .7  
P t  1500  1 .0  4 .9  17 .0  32 .0  
Cu  7400  0 .4  0 .0  0 .0  0 .0  
Pb  450  0 .0  0 .0  0 .0  2 .5  

*7  M HNO 3 を含む。  
 

Tab l e  2 .8  頂 いたメッキ廃液の金属濃度  

 対象金属イ

オン  
初濃度 (g / l )  吸着率

(％ )  
pH 

①  P t  5 .7  85  0 .7  
②  Pd  100  94  10 .3  
③  Au  5 .3  71  6 .2  
*300  mg の卵殻膜を 5 ml の溶液に添加  
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第三章  タンパク質による金属イオン還元に関する検討  
 

3.1  緒言  
 

これまでの検討結果から、タンパク質およびタンパク質バイオ

マスに多くの金イオン、パラジウムイオン、白金イオンが吸着し

ていることがわかった。また、ペプチドを用いた検討からいくつ

か の ア ミ ノ 酸 あ る い は ペ プ チ ド 配 列 が こ れ ら 金 属 イ オ ン 吸 着 に

重要な役割を果たしていることが判明した。しかしながら、パラ

ジウムや金イオンの吸着量は、タンパク質を構成するアミノ酸残

基に比して大幅に多く、アミノ酸やペプチドによる金属イオンの

キレートで全てを説明することができない。吸着金属イオンの多

さを考えると、これら金属イオンがタンパク質上で還元している

可能性が考えられる。そこで本章では、タンパク質によるこれら

金属イオンの還元を検討した。  
 金を例にとると、金イオンを還元し金マイクロあるいはナノプ

レートを作製する報告例がみられる。この金マイクロプレート調

製 法 の 中 に 、 生 体 分 子 を 利 用 し た 例 が 、 数 例 報 告 さ れ て い る 。

Sas t r y らは、アロエの抽出物 1 )、 Le e らは海藻の抽出物 2 )を用い

て金ナノプレートを合成した（ Fig .  3 .1）。また、Dong らは、アミ

ノ 酸 の 一 種 で あ る ア ス パ ラ ギ ン 酸 を 用 い て マ イ ク ロ サ イ ズ の 金

プレートを合成に成功している 3 )。  
そこで本章では、タンパク質を利用して金イオンを還元し、金

マイクロプレート調製ができるかどうかの検討を行った。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fi g .  3 . 1 生 体 分 子 を 利用して調製された金ナノプレート  
左 ： ア ロ エの 抽 出 物を利用、右：海草の抽出物を利用  
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3.2   実験  
試薬  
 

原子吸光用金標準溶液（ 5  mM HAuCl 4  i n  2  M HCl）はメルク株

式会社から購入した。塩化金（４水和物）、ピペリジン、アセト

ン は キ シ ダ 化 学 株 式 会 社 か ら 購 入 し た 。 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン

（ BSA）、西洋わさび由来ペルオキシダーゼ（ HRP）、アミノ酸は、

和光純薬工業株式会社から購入した。カゼイン、リゾチーム、リ

パーゼ（ Cand ida  rugosa 由来、 Type  V II）、リボヌクレアーゼ A
（ RNase  A）は、シグマ‐アルドリッチから購入した。  
 
実験操作  
 
タンパク質を利用した金マイクロプレートの調製  
 主な金マイクロプレート調製方法を以下に示す。 5  mM 原子吸

光用金標準液（ HAuCl 4  i n  2  M HCl）  0 .1  ml に、 2 .5  mg/ml ウシ

血清アルブミン（ BSA）溶液 0 .4  ml を混合し、 100℃において 3
時間反応させた（終濃度：金イオン 1 mM、 BSA 2  mg/ml）。反応

後に、金色光沢を有する結晶の生成が目視により確認された。調

製したサンプルを室温まで冷却後、 8000  rpm で 60 秒間遠心分離

して上澄みを除去した。ここに、 1  M NaOH 水溶液を 0.5  ml 添加

して数分間攪拌した後、再び遠心分離して上澄みを除去した。こ

の操作は 3 回繰り返し行った。続いて、 Mil l i -Q 水を 0 .5  ml 添加

して数分間攪拌した後、遠心分離して上澄みを除去した。この操

作も 3 回繰り返し行い、BSA が除去された金マイクロプレートを

得た。  
 
金マイクロプレートのモルフォロジー観察  
 走査型電子顕微鏡（ SEM、 SS-550、島津製作所）測定及びエネ

ルギー分散型 X 線（ EDX）測定には、 Mil l i -Q 水によく分散させ

た金マイクロプレートを、カーボンフィルム上に滴下して真空中

で 1 晩乾燥させたものを用いた。観察は、加速電圧 15  kV で行っ

た。  
 原子間力顕微鏡（ AFM）測定には、 Mil l i -Q 水によく分散させ

た金マイクロプレートを、マイカ壁開面上に滴下して真空中で 1
晩乾燥させたものを用いた。測定はダンピングモードで行った。 
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 X 線回折（ XRD）測定には、エタノール中によく分散させた金

マイクロプレートを、シリカ基板上に数回滴下した後、エタノー

ルを 蒸発 さ せた も のを 用い た 。測 定 は、 CuK 線（ =1 .5406Å、

40  kV、 40 mA）により行った。  

 
金マイクロプレートの成長過程の観察  
 倒立型システム顕微鏡（ IX  701、オリンパス）を用いた金マイ

クロプレートの観察には、5  mM HAuCl 4 水溶液に BSA を 20  mg/ml
になるよう添加して、よく撹拌したものをスライドガラス上に滴

下したものを用いた。  
 動的光散乱（ D LS）測定（ナノゼータサイザー、マルバーン）

には、 BSA 未洗浄のサンプルを用い、石英セル（光路長 10  mm）

中で測定した。  
 
金マイクロプレートの光学特性評価  
 UV-vi s -N IR スペクトル（ V-570、島津製作所）には、 BSA 未洗

浄のサンプルを用い、石英セル（光路長 10  mm）中で測定した。

また、塩化金水溶液（ HAuCl 4）を用いて調製した金粒子について

も測定した。  
 蛍光スペクトル測定には、金マイクロプレート調製後冷却した

サンプル、 BSA 洗浄を行った金マイクロプレートを Mil l i -Q 水に

分 散 さ せ た サ ン プ ル 、 そ れ ぞ れ の 溶 液 を 0 .8  m フ ィ ル タ ー

（ Mil l ipo re）ろ過したサンプルを用いた。また、 HAuCl 4 水溶液

を用いて調製した金粒子についても測定した。  
 
アミノ酸を利用した金マイクロプレートの調製  

原子吸光用金標準液（ HAuCl 4  i n  2  M HCl）または塩化金水溶液

（ HAuCl 4）  0 .5  mL に、アミノ酸を添加した。必要に応じて、少

量の有機溶媒の添加や窒素置換を行った。溶液を加熱して反応さ

せた後、光学顕微鏡を用いて観察することにより金マイクロプレ

ートの有無を確認した。  
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3.3   結果及び考察  
 
ウシ血清アルブミン（ BSA）により調製した金マイクロプレート

の構造特性評価  
 

調製した金マイクロプレートの SEM 写真を Fig .  3 .2 に示す。こ

の写真から、三角形や六角形の金マイクロプレートの生成が確認

された。金マイクロプレートのサイズは数  m であり、マイクロ

サイズの金プレートとしては、比較的サイズのばらつきが少なか

った。同時に、100-200  nm のサイズの金粒子も生成している様子

が観察された。また、 SEM 付属の EDX により金マイクロプレー

トの分析を行った結果を、 Fig .  3 .3 に示す。これにより、金のピ

ークが検出されたため、マイクロプレートが確かに金で構成され

ていることが確認できた。EDX では、金の他に、炭素、窒素、酸

素などのピークも検出され、BSA は洗浄操作では完全に除去しき

れなかったことが示唆された。  
AFM による測定結果を、 Fig .  3 .4 に示す。これにより、金マイ

クロプレートの厚さは 70-100  nm 程度であることが明らかになっ

た。厚さは、形状やサイズに依存した傾向は見られなかった。  
金マイクロプレートの XRD 測定を行った結果を、Fig .  3 .5 に示

す。この結果からも、マイクロプレートが確かに金で構成されて

いることが確認され、面心立方晶系の金結晶の回折パターンが観

測された 4 ,  5 )。 (111)面と (200)面のピーク強度比は 0 .25 対 0 .12、
(111)面と (220)面は 0.25 対 0 .069 であり、参照ファイルと比べる

と、他の面に対する (111)面のピーク強度が大きかった。このこと

は、(111)面の多くが測定用基盤表面と平行にキャストされている

ことを示しており、金マイクロプレートの底面が (111)面であると

考えられる 6 ,  7 )。  
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2 m

105 nm

2 m

105 nm

Fi g .  3 . 2 金 マ イクロプレートの SEM 写真  
    左： 10 00 倍、右： 5 000 倍  

F i g .  3 . 3  金 マ イクロプレートの ED X スペクトル  

F i g .  3 . 4  金マイクロプレートの AF M 像  
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金マイクロプレート調製における反応条件の検討  
①金イオン濃度の影響  
 

BSA 濃度が 2  mg/ml、金イオン濃度が 0.25、0 .5、1、2、3、5  ｍ
Ｍになるよう両者を混合したものを、それぞれ 100℃において 3
時間反応させた。 冷却後、 BSA 洗浄を行ったサンプ ルについて

SEM 観察を行った。  
結果を Fig .  3 .6 に示す。金イオン濃度が 0 .25、 0 .5、 1、2、 3  ｍ

Ｍの場合に金プレートの生成が確認された。いずれの場合もプレ

ートのサイズは不均一であり、直径が 10  m 前後のものが多く見

られた。金イオン濃度 0 .25‐ 2 mM のサンプルの場合、金イオン

濃度が増加するにつれて、金プレートの厚みが増すことが示唆さ

れた。金イオン濃度 0.25  mM で調製した金プレートは非常に薄く、

X 線が金マイクロプレートを透過して、重なり部分の下にあるプ

レートが透けて見えるような SEM 写真が得られた。一方で、2  mM
の場合では、厚みのある金マイクロプレートが観察された。この

ことから、金プレートの結晶は底面方向より側面方向に成長しや

すいことが示唆される。金イオン濃度が 3  mM の場合では、非常

に大きな金プレートが得られ、数十‐ 150  m サイズのものが多

く観察された。この場合は、金イオン量に対する BSA 濃度が少

なく、核生成段階に使われる金イオンは限られており、多くの金

イオンが結晶成長のために残されているため、大きな結晶が得ら

れたと考えられる。また、金イオン濃度が 5  mM の場合では、金

プレートはまったく生成せず、金プレート生成には金イオン濃度
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Fi g .  3 . 5 金 マ イ ク ロプレートの X RD 回折パターン  
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に対して十分な BSA 量が必要であると考えられる。  
 
     a       b   

 
 
   c      d  

 
 
  e       f  

 
 
 
 
 
 
 
② B SA 濃 度 の 影 響  
 

金イオ ンを 1  mM、 BS A を 0 .2、 1、 2、 5、 10  mg/ ml になるよう両者

を混合し たも の を 、 そ れ ぞ れ 1 00℃において 3 時間反応させた。室温

まで冷却 後、BS A 洗 浄 を 行 ったサンプルについて SEM 観察を行った。

結果を Fi g .  3 . 7 に示 す 。 BS A 濃度が 0 . 2  mg/ ml の場合では、金マイク

4 m20 m 4 m4 m4 m20 m20 m20 m 4 m20 m 4 m4 m4 m20 m20 m20 m

4 m20 m 4 m4 m4 m20 m20 m20 m 4 m20 m 4 m4 m4 m20 m20 m20 m

200 m 40 m200 m200 m200 m 40 m40 m40 m 20 m 4 m20 m20 m20 m 4 m4 m4 m

Fi g .  3 .6 金 イ オ ン 濃 度 が 金 マイ クロ プレ ート の生 成に 与え る影 響に つ

いての検 討  
金イオン 濃度： a=0 . 25  mM、 b= 0 . 5  mM、 c=1  mM、 d =2  mM、 e=3  mM、 f= 5  
mM、 BS A 濃 度 はい ず れも 2  mg/ ml  
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ロプレー トは 確 認 さ れ ず、B SA 濃度が十分ではないことが示唆さ れた。

BS A 濃度が 1、 2、 5、 1 0  mg/ ml の場合では、いずれの場合も金プレー

トが確認 され た 。 B SA 濃 度 が、 1、 2  mg/ ml の場合では、 数 m の金マ

イ ク ロ プ レ ー ト が 観 察 さ れ 、 サ イ ズ の ば ら つ き が 比 較 的 少 な か っ た。

BS A の濃度 が高 く な る と、より大きなサイズの金マイクロプレートが

観察され た。 ま た 、 BS A 濃 度が 10  mg/ ml の場合では、角がとれて丸

み を 帯 び た プ レ ー ト が 多 数 観 察 さ れ た 。 し た が っ て 、 高 す ぎ る BS A
濃度は金 プレ ー ト 調 製 に は 不適切と言える。  
 
 
 

4 m4 m20 m 4 m4 m4 m4 m4 m4 m20 m20 m20 m 4 m20 m 4 m4 m4 m20 m20 m20 m

4 m20 m 4 m4 m4 m20 m20 m20 m 4 m20 m 4 m4 m4 m20 m20 m20 m

4 m20 m 4 m4 m4 m20 m20 m20 m

Fi g .  3 . 7  BS A 濃 度 が 金 マ イクロプレートの生成に与える影響についての検

討  
  BS A 濃 度：a=0 . 2  mg/ ml、b= 1  mg/ ml、c= 2  mg/ ml、d= 5  mg/ ml、e=1 0  mg/ ml  
       ※ 金 イ オ ン 濃度はいずれも 1  mM  
       ※ a は 、 BS A 洗浄操作なし  

(a )  (b)  

(d)  (c )  

(e )  
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③反応温度 の 影 響  
 
 金イオン濃 度 1  mM、 BS A 濃度 2  mg/ ml になるよう両者を混合した

ものを、 室温 、 40、 6 0、 8 0、 10 0℃において 3 時間反応させた。これ

らを室温 まで 冷 却 後 、 SEM 観察を行った。結果を Fi g .  3 .8 に示す。室

温で反応 させ た も の は、反 応後の溶液の色が黄色から透明に変化して

おり、金 イオ ン （ 3 価 ）が B SA により還元されたことが示唆された。

しかし、目視 に よ る 金 色 光 沢の結晶の生成は確認できなかった。 S EM
による観 察を 行 う と 、ご く わずかではあるが Fi g .  4 -3 a のような金結晶

が観察さ れた 。 40℃ の 場 合 も、目視による観察結果は室温の場合と同

様であっ たが 、SE M に よ る観察された金結晶の数が増え、金結晶のサ

イズも大 きか っ た 。6 0℃以 上で反応させたサンプルについては、いず

れも目視 によ り 金 色 光 沢 の 金結晶が確認でき、温度が高くなるほど生

成量が多 くな る 様 子 が 観 察 された。 Fi g .  3 -8 を見ると、 6 0℃の場合は

サイズの ばら つ き が 大 き く、金粒子の会合体のようなものも多数観察

さ れ た 。 8 0℃ の 場 合 も 、 1 00℃ の 場 合 に 比 べ る と 金 マ イ ク ロ プ レ ー ト

のサイズ のば ら つ き が 大 き かった。  

 
 
 
 
 

 
 
 
     

20 m 2 m20 m20 m20 m 2 m2 m 20 m 4 m20 m20 m20 m 4 m4 m4 m

20 m 4 m20 m20 m20 m 4 m4 m 4 m20 m 4 m4 m20 m20 m20 m

4 m20 m 4 m4 m20 m20 m20 m

Fi g .  3 .8 反 応 温 度 が 金 マ イ ク ロプレートの生成に与える影響についての検討  
    反応 温 度 ： a =室 温 、 b=4 0℃、 c =60℃、 d=8 0℃、 e =10 0℃  
    金イ オ ン 濃 度 は い ずれも 1  mM、 BS A 濃度はいずれも 2  mg/ ml  

(a )  

(c )  

(e )  

(d)  

(b)  
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④ pH の影 響  
 
 1  mM 原 子 吸 光 用 金 標 準 溶液（ H Au Cl 4  i n  0 .4M  HC l）と 1  mM 塩化金

水溶液（ H A uC l 4） の p H は 、それぞれ 0 . 2 7 と 3 .2 2 である。この 2 種

類の金イ オン 溶 液 を 用 い て 、金マイクロプレート調製時の p H 条件に

ついて検 討し た 。 金イ オ ン 濃度 1  mM、 B S A 濃 度 2  mg / ml にな る よ う両

者を 混 合 した 溶 液 を 10 0℃に お いて 3 時間 加 熱 した 。 そ れ ぞれ の 溶 液の

加 熱 前と 加 熱 後 の 写 真 を 、 Fi g .  3 . 9 に示 す 。 加熱 前 は 両 方 の 溶 液 とも 、

黄 色 溶 液 で あ っ た 。 加 熱 後 は 、 塩 化 金 水 溶 液 を 用 い た 溶 液 は 紫 色 を 呈

し 、 原 子 吸 光 用 金 標 準 液 を 用い た 溶 液 は 金 色 光沢 の 沈 殿 が 生 成 し た 。 
F i g .  3 . 10 に 、反 応 後 の 2 種類の溶液について、UV-v i s -N IR スペクト

ル を 測 定 し た 結 果 を 示 す 。 塩 化 金 水 溶 液 を 用 い た 溶 液 の 場 合 は 、 5 4 0  
n m と 5 95  n m に 極 大 値 を 持 つ吸収が観測され、金ナノ粒子の生成が示

唆された。一 方 、原 子 吸 光 用金標準液を用いた溶液の場合は、近赤外

領域に金 マイ ク ロ プ レ ー トの SP R に由来する吸収が観測された。  
F i g .  3 .11 には 、塩 化 金 水 溶液を用いた溶液について D LS 測定を行っ

た結果を 示す 。こ の 結 果 よ り、塩化金水溶液を用いた場合で は、12 0  n m
程度のサ イズ の 金 ナ ノ 粒 子 が生成したことが示唆された。  

これらの 結果 よ り 、 金 マ イクロプレートは非常に低い p H 条件下に

おいて生 成し 、 高 い p H 条 件下では金粒子が生成することが明らかに

なった。 金イ オ ン は 、 低 p H 条件下では塩化物イオンが配位した四配

位錯 体で 水 中 に 溶 存 し て お り、 p H が 高く なる につ れ配 位子 が水 酸 化

物イ オン に 置 換 さ れ る こ と が知 られ てい る。 その ため 、 p H が 低 い方

が金イオ ンは 還 元 さ れ に く いと推測され 8 )、塩化金水溶液を用いた場

合に比べ て原 子 吸 光 標 準 液 を用いた場合の方が、金イオンはゆっくり

還元されると 考 え ら れ る。このことが金の結晶成長に有利に働いたた

め、原子吸 光 用 金 標 準 液 を 用いた場合では、金マイクロプレートが生

成したと 考察 し た 。  
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Fi g .  3 . 9  10 0℃ 、 3 時間加熱前後の溶液状態の変化  
右 ：過熱前、左：加熱後   

        ( a )塩化金水溶液、 (b )原子吸光用金標準液  

F i g .  3 . 10   反 応 後の溶液の UV-v i s -N IR スペクトル  

F i g .  3 .11   塩 化 金水溶液を用いた場合の溶液の D LS  

(a
)  

(a
)  

(b
)  

(b
)  
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⑤タンパク 質 の 種 類 に よ る 影 響  
 

B S A の代 わ りに カ ゼ イン 、 H R P、 リパ ー ゼ、 リ ゾ チー ム 、 R N ase  A を

用い て 金 マイ ク ロ プ レー ト の 調製 を 試 み た。 金 イ オン 濃 度 1  mM、 タン

パク 質 濃度 2  mg / ml（ l ys oz yme の み 6  mg / ml）に なる よ う両 者 を混 合 し た

溶液 を 1 00℃で 3 時 間反 応 さ せた 後 、S E M に よる 観 察 を行 っ た 。結 果 を、

Fi g .  3 . 12 に示 す 。  

F i g .  3 . 12a は カ ゼイ ンに よ り 調製 し た 金 マイ ク ロ プレ ー ト で あり 、丸 み

を帯 び た 金マ イ ク ロ プレ ー ト が多 数 観 測 され た 。 また 、 金 粒 子の 生 成量

も多 く 、 反応 後 の 溶 液の 色 は 赤色 で あ っ た。 Fi g .  3 . 12b は H R P を用い て

調製 し た 金マ イ ク ロ プレ ー トの S E M 写 真で あ る。こ の 場合 は、三 角形 や

六 角 形の 金 マ イ ク ロ プ レ ート が 多 数 生 成 し て いた が 、 Fi g .  3 . 12 b の 右 の

写真 の よ うに 金 粒 子 も多 数 観 察さ れ た 。 観察 さ れ た金 マ イ ク ロプ レ ート

の多 く は 10 -2 0  m 程度 の サ イズ で あ っ た。 Fi g .  3 . 12  c は リ パー ゼ に より

調製 し た 金マ イ ク ロ プレ ー ト の写 真 で あ る。 こ の 場合 に は 、 少量 の 金マ

イク ロ プ レー ト が 観 察さ れ 、 金粒 子 の 生 成量 の 方 が多 か っ た 。目 視 によ

る観 察 結 果で は 、 全 体と し て の金 構 造 体 （金 マ イ クロ プ レ ー ト、 金 粒子

など を 全 て含 む ） の 生成 量 も 少な か っ た 。他 の タ ンパ ク 質 の 場合 と 比較

して 大 き く異 な る 点 とし て 、 リパ ー ゼ 溶 液と 金 イ オン 溶 液 を 混合 し た溶

液は 懸 濁 して い る こ とが 挙 げ られ 、 金 マ イク ロ プ レー ト の 生 成に は タン

パ ク 質 ‐ 金 イ オ ン 複 合 体 が 水 に 溶 解 す る こ と が 必 要 と 考 え ら れ る 。 Fi g .  

3 . 1 2d はリ ゾ チ ーム を用 い て 調製 し た 金 マイ ク ロ プレ ー ト の S E M 写 真 で

あり 、 B S A の 場 合 と同 様 に 、数 m の サイ ズ の 比較 的 サ イ ズの そ ろ った

金マ イ ク ロプ レ ー ト が観 察 さ れた 。 Fi g .  3 . 1 2  e は R N a se  A を 用い て 調製

し た 金 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 写 真 で あ る 。 こ の 場 合 に も 、 数 m の サ イ ズ

の 比 較 的 サ イ ズ の そ ろ っ た 金 マ イ ク ロ プ レ ー ト が 得 ら れ た が 、 B S A、リ

ゾチ ー ム の場 合 に 比 べて 薄 い プレ ー ト が 観察 さ れ た。  

今回 用 いた 6 種 類（ B S A を含 む ）の 全て のタ ン パ ク質 を 用 い て金 マ イ

クロ プ レ ート の 調 製 が可 能 で あっ た が 、 生成 す る 金マ イ ク ロ プレ ー トの

形状 及 び 生成 量 は タ ンパ ク 質 によ り 異 な って い た。10 0℃ に お いて 反 応さ

せる 際 に はタ ン パ ク 質は 変 性 して い る と 考え ら れ るた め 、 タ ンパ ク 質の

立体 構 造 は金 マ イ ク ロプ レ ー ト生 成 に 特 別な 影 響 を与 え な い と考 え られ

る。 そ こ で、 金 マ イ クロ プ レ ート 生 成 量 に影 響 を 与え る 因 子 とし て は、

上述 し た タン パ ク 質 ‐金 イ オ ン複 合 体 の 水へ の 溶 解性 、 タ ン パク 質 の種

類に よ り 金イ オ ン 吸 着能 力 の 違い な ど が ある と 考 察し て い る 。ま た 、タ
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ンパ ク 質 の種 類 に よ り、最 適な 濃 度 条件 など が 異 なる と 考 え られ る た め、

反応 条 件 の最 適 化 を 行え ば 、B S A の 場 合 と同 程 度 のサ イ ズ の 均一 性 及び

生成 量 が 得ら れ る と 期待 で き る。  
 

 
 
 
 
 
 

 4 .3 .3   金 マ イ ク ロ プ レ ー ト生 成過程 の観察  
 
  

4 m20 m 4 m4 m20 m20 m 20 m 4 m20 m20 m20 m 4 m4 m

10 m 4 m10 m10 m 4 m4 m 20 m 4 m20 m20 m 4 m4 m

20 m 4 m20 m20 m 4 m4 m

Fi g .  3 .12 タンパク質の種類が金マイクロプレートの生成に与える影響につ

いての検討  
タンパク質： a=カゼイン、 b =H R P、 c =リパーゼ、

金イオン濃度はいずれも 1  mM、  
タンパク質濃度は 2  mg/ ml（リゾチームのみ 6  m

(a )  

(d)  

(b)  
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走査型電 子 顕 微 鏡 に よ る 観 察  
 

金イ オ ン 濃度 1  mM、 B S A 濃度 2  mg / ml にな る よ う両 者 を 混 合し た 溶

液を 100℃ に 加熱 し 、 10、 30、 60、 120、 18 0 分 ご と にサ ン プリ ン グ した

もの に つ いて S E M 観察 を 行 った 。 結 果 を、 Fi g .  3 . 13 に 示 す 。  

反応 時 間 が 1 0 分 の 場合 は 、 ごく わ ず か な量 の 金 マイ ク ロ プ レー トが

観察 さ れ た。形状 は Fi g .  3 . 13  a に 示す よ うに 三 角 形や 六 角 形 をし て お り、

サイ ズ は 1 -3  m で あっ た 。 反応 時 間 3 0 分 では 、 観察 さ れ た金 マ イ クロ

プレ ー ト の数 が 多 く なり 、5  m 以 下 の サ イズ の 小 さな 金 マ イ クロ プ レー

トが 見 ら れた 。反応 時間 60 分 で は、金 マ イク ロ プ レー ト の 生 成量 が 増 え、

5  m ほ ど の サ イズ の金 マ イ クロ プ レ ー トが 多 数 観察 さ れ た 。12 0 分 で は、

60 分 で 観察 さ れ た 金マ イ ク ロプ レ ー ト に比 べ て 、サ イズ が 大き く な って

いた 。1 80 分 の 場 合 では 、1 20 分 で 観 察 され た 、金 マ イク ロ プレ ー ト とあ

まり 変 わ らな い サ イ ズの 金 マ イク ロ プ レ ート が 得 られ 、 金 マ イク ロ プレ

ート の 成 長は 1 20 分 程度 で 終 息す る こ と が示 唆 さ れた 。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fi g .  3 . 13   反 応 時 間 が 金 マイクロプレートに与える影響  
反応時間 ： a= 10 分 、 b =30 分、 c =60 分、 d =1 20 分、 e= 180 分  
金イオン 濃度 は い ず れも 1  mM、 B SA 質濃度はいずれも 2  mg/ ml  

20 m 4 m20 m20 m20 m 4 m4 m

(a )  

20 m 4 m20 m20 m20 m 4 m4 m

(e )  

20 m 4 m20 m20 m20 m 4 m4 m

(c )  

20 m 4 m20 m20 m20 m 4 m4 m

(d)  

20 m 4 m20 m20 m20 m 4 m4 m

(b)  
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光学顕微 鏡 に よ る 観 察  
 

金イオン 濃度 5  mM、 B S A 濃 度 20  mg / m l に な る よう 両 者を 混合 し て、

よく 撹 拌 した も の を スラ イ ド ガラ ス 上 に 滴下 し て 、光 学 顕 微 鏡を 用 いて

観察 し た 。六 角 形 、 三角 形 の プレ ー ト の 成長 過 程 を観 察 し た 結果 を 、そ

れぞ れ Fi g .  3 . 14、3 .1 5 に 示す 。金 イオ ン と B S A を 混合 し た とき を 0 分と

して 、 30 分 ご と に 観察 を 続 けた と こ ろ 、 2 時間 経 過 した と きに 金 マ イク

ロプ レ ー トの 核 が 確 認さ れ た 。そ の 後 も 観察 を 続 ける と 、 金 結晶 が 徐々

に成 長 し て大 き く な って い く 様子 が 観 察 され た 。 結晶 成 長 過 程で 、 金結

晶は 初 め の形 状 を 保 った ま ま 成長 し て お り、 金 マ イク ロ プ レ ート の 形状

を決 定 づ ける の は 、 核形 成 段 階で あ る こ とが 明 ら かに な っ た 。  

 

2 h0.5 h 3 h

10 m 10 m 10 m

2 h0.5 h0.5 h 3 h3 h

10 m 10 m 10 m

4 h 5 h 6 h

10 m 10 m

4 h4 h 5 h5 h 6 h

10 m 10 m10 m10 m

7 h

10 m

8 h 10 h

10 m 10 m

7 h

10 m10 m

8 h8 h 10 h10 h

10 m 10 m

Fi g .  3 . 14   光 学 顕 微 鏡 に よる金マイクロプレートの成長過程の観察  
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Fi g .  3 . 15   光 学 顕 微 鏡 に よ る金マイクロプレートの成長過程の観察  

2 h 2.5 h

3 h 4 h 5 h

1.5 h 2 h 2.5 h

3 h 4 h 5 h

1.5 h

10 m 

10 m 10 m 10 m 

10 m 10 m 

2 h 2.5 h

3 h 4 h 5 h

1.5 h 2 h 2.5 h

3 h 4 h 5 h

1.5 h

10 m 10 m 

10 m 10 m 10 m 10 m 10 m 10 m 

10 m 10 m 10 m 10 m 
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金マイク ロ プ レ ー ト 形 成 初 期 段階に おける D L S の変化  
 
 金 イオ ン 濃度 2  mM、 B S A 濃度 2  mg / ml に なる よ う 両者 を混 合 し た溶

液を 100℃ に加 熱 し 、5、10、15、20、3 0 分 ごと に サン プ リ ング し た もの

につ い て D LS 測 定 を行 っ た 。結果 を Fi g .  3 . 16 に示 す 。加熱 前（ 0 分 ）の

場合 で は 15  n m の 位 置に ピ ー クが 観 測 さ れ、 こ れは B S A -A u 複合 体 に よ

るピ ー ク であ る と 考 えら れ る 。加 熱後 1 5 分 まで は 、こ のピ ーク の 粒 径が

徐々 に 大 きく な り 、粒径 分 布 が広 が っ て いっ た 。20 分 後 の グ ラフ で はブ

ロ ー ド し た ピ ー ク が 観 測 さ れ 、 B S A -A u 複 合 体 に 劇 的 な 変 化 が 起 こ っ た

こと が 示 唆さ れ た 。 この こ と より 、 金 マ イク ロ プ レー ト の 核 の大 部 分が

加熱 後 1 5 -20 分の 間 に形 成 す るの で は な いか と 考 えら れ る。また 、 30 分

後に は 9 1、 128 0  n m にピ ー ク が観 測 さ れ 、溶 液 中 に加 熱 前 よ り大 き なサ

イズ の 物 質が 存 在 す るこ と が 示さ れ た 。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fi g .  3 . 16   金 マ イ ク ロ プ レート形成初期段階における DL S の測定  
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金マイクロプレート生成メカニズムの考察  
 

ここでは、こ れ ま で の 検 討により得られた知見及び過去の金マイク

ロプレー トに 関 す る 報 告例 6 ,  7 )などを基に、金マイクロプレートの生

成メカニ ズム に 関 す る 考 察 を行った。金マイクロプレートの生成過程

は、次の よう に 進 行 す る と 考察している。金イオンと BS A を混合す

ると、金イ オ ンが B SA に 吸 着される（第一段階）。この溶液を加熱す

ることに より 、 B S A に よ る 金イオンの還元が起こる（第二段階）。そ

の 後 あ る 段 階 で 核 生 成 が 起 こ り （ 第 三 段 階 ）、 続 い て 結 晶 が 成 長 し て

（第四段階）マ イ ク ロ サ イ ズの金プレートが生成する。考察した金マ

イクロプ レー ト 生 成 過 程を Fi g .  3 . 24 に示す。  
反応の第 一段 階 は 、 BS A と金イオンを混合することによる BS A へ

の金イオ ンの 吸 着 で あ る 。 主な実験条件（ B SA 濃度： 2  mg/ ml、金イ

オン濃度： 1  mM）に お い て は、金イオンは B SA に対して 33 倍モル等

量存在す る。 金 イ オ ンは B SA 1 分子につき約 18 個吸着することがで

きるため 8 )、存 在 す る 金 イ オンのうち約半数が B SA に吸着すると考え

られる。  
この溶液 を加 熱 す る と、反応の第二段階である金イオンの還元が 起

こると考 えら れ る 。 Fi g .  3 .1 7 の UV-v i s -N IR スペクトル の結果に示す

ように、 1 00℃ 加 熱 開 始 から 5 分後には塩化金溶液に見られる 32 0  n m
のピーク が消 失 し た 。この ことから、金イオンの還元は加熱開始から

5 分以内に 起 こる こ と が 示 唆された。また、F i g .  3 . 13 に示した S EM に

よる観察 結果 を 見 る と 、 加 熱開始から 10 分後には小さな金プレート

の生成が 確認 さ れ た 。した がって、反応の第三段階と考えられる、核

生成は金 イオ ン の 還 元 後 即 座に起こると考えられる。  
さらに加 熱を 続 け る と 、 Fi g .  3 .1 6 に示すよう に 2 0 分後には劇的な

粒径の変 化が 見 ら れ た 。 ま た、 Fi g .  3 .1 7 の UV-v i s -N IR スペクトルの

結果を見 ると 、 加 熱 開 始 か ら約 3 0 分で金マイクロプレートの S P R に

よる近赤 外領 域 の 吸 収 が 観 測された。このことより、加熱開始から約

20 分後に は 大 部 分 が 結 晶 成 長段階に入っており、Fi g .  3 . 1 3 に示すよう

に 3 時間加熱 す る 間 、 結 晶 成長を続けると考えられる。  



59 
 

また、光学 顕 微 鏡 に よ る 結晶成長観察で示したように、金マイクロ

プレート は初 期 の 形 状 を 保 ったまま結晶成長する。金マイクロプレー

トの (111 )面は 、他 の 面 に 比 べて表面自由エネルギーが低いことが知ら

れている 1 ,  9 , 1 0 )。こ の た め 金結晶成長段階において、BS A は、Fi g .  3 . 17
に示すよ うに 、金 マ イ ク ロ プレートの (111)面に吸着した状態で存在す

ると考え られ る 。そ の た め 、(111)面では結晶の成長が抑制され、二次

元的に結 晶成 長 が 進 行 す る と推測される（ Fi g .  3 .1 8）。  
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-
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-
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Fi g .  3 . 17 金マ イ ク ロプ レ ー ト成 長 過 程 の考 察  
       Ste p  1： 金 イオ ンの B S A への 吸 着  
       Ste p  2： B S A 上で の 金 イ オン の 還 元  
       Ste p  3： 金 結晶 の 核 生成  
       Ste p  4： 金 結晶 の 成 長  

(111)面(111)面

Fi g .  3 . 18  金 マ イ クロ プ レ ート の (111 )面  
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アミノ酸 を 利 用 し た 金 マ イ ク ロプレ ートの調製 法の検 討  
 

①原子吸 光 用 金 標 準 溶 液 （ H Au Cl 4  i n  2M H Cl）を 用いた 場合  
 
原子吸光 用金 標 準 溶 液 と アミノ酸を用いて、金マイクロプレートの

調製が可 能で あ る か に つ い て検討した。その結果、 5  mM 金イオン溶

液に 0 .4  M Ph e、 10 0  l / ml  ピペリジンを添加し、 10 0℃で 6 時間加熱

すること によ り 、 Fi g .  3 .19 (a )のような金マイクロプレートが得られた。

この金マ イ ク ロ プ レ ー ト は サイズが 数十 m と 非常に大 きく、同時に

棒状の金 ロッ ド も 生 成 し て いた。また、金イオン濃度が 1  mM の場合

は、Fi g .  3 .1 9  (b )に 示 す よ う に、ごくわずかの金プレートや金ロッドが

生成した が、生 成 物 の 多 く は金コロイドの凝集体であった。こ のよう

に、 P he を 用 い た 場 合 で も 、ピペリジンを添加することにより金マイ

クロプレ ート の 調 製 は 可 能 であったが、B SA を用いた場合に比べると、

金マイク ロプ レ ー ト の 生 成 量は非常に少なく、サイズのばらつきも大

きかった。 ま た、 他 の ア ミ ノ酸（ His、 Gl y、 Tyr、 L eu、 Met、 Trp）を

用いて、 P he と 同 様 の 反 応 を行っても金マイクロプレートは生成しな

かった。Fi g .  3 .20 に 示 す よ うに、Gl y と Leu では何も観察されず、H is、
Tyr、 Met、 Trp で は 金 コ ロ イドの凝集体が観察された。  

ピペリジ ンの 代 わ り に 、アセトン、ジメチルホルムアミド、ベンジ

ルアルコ ール 、ベ ン ズ ア ル デヒド、ジエチルエーテル、ジエチルアミ

ン、エタノ ー ル を 用 い て 反 応を行った場合、アセトンを用いた場合に

のみ、Fi g .  3 . 21  ( a )に 示 す よ うな金マイクロプレートが生成した。しか

し、 P he を 添 加 せ ず 、 ア セ トンと原子吸光用金標準液を混合して加熱

した場合 でも 、 Fi g .  3 . 21  (b )のような金マイクロプレート が 生 成 し た。 
 

 
 
 

20 m20 m20 m

HAuCl4 1 mMHAuCl4 5 mM

20 m

HAuCl4 5 mM

20 m20 m

Phe            0.5 M
Piperidine 50 L
Volume 0.5 mL
Temp.        100℃
Time        6 h

(a )  (b)  

Fi g .  3 . 19   P he と 金 イ オ ン を混合し、加熱して得られた溶液の顕微鏡写真  
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20 m20 m20 m

Met 

20 m20 m20 m

Met 
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Trp  
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Trp  

HAuCl4 5 mM
amino acid      0.5 M
piperidine        50 L
Volume 0.5 mL
Temp.       100℃
Time        6 h

20 m20 m 20 m20 m20 m20 m20 m20 m 20 m20 m20 m20 m

Fi g .  3 . 20   6 種 類 の ア ミ ノ 酸と金イオンを混合後、加熱して得られた溶液

の顕微 鏡 写真  

F i g .  3 . 21   ( a ) Ph e、 ア セ トンにより調製した金マイクロプレート  
( b )ア セト ン に よ り調製した金マイクロプレート  

(a )  (b)  
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②塩化金水 溶 液 （ H Au Cl 4） を用いた 場 合  

 
 原子吸光用 金 標 準 溶 液 の 代わりに、塩化金を Mil l i -Q 水に溶かした

溶液を用 いて 金 マ イ ク ロ プ レートの調製が可能であるか検討した。塩

化金水溶 液を 用 い た 場 合 に は、ピペリジンなどの有機溶媒を添加した

り、反応 温 度 を 1 00℃ ま で 上 昇させたりすると、黒色沈殿が生成した。

したがっ て、こ こ で は 有 機 溶媒を添加せず、より低温条件下で反応を

行った。アミ ノ 酸 は 、 P he、 Gl y、 Tyr、 Leu、 Gl u、 A sn、 Met、 A rg の 8
種類を用 いて 、 塩 化 金 水 溶 液  5  mM、反応温度 60、 80℃の条件下で 6
時間反応 させ る こ と に よ り、金マイクロプレートを調製可能であるか

検討した。金 マ イ ク ロ プ レ ートが得られた反応条件と生成した金マイ

クロプレ ート の 顕 微 鏡 写 真を Fi g .  3 .2 2 に示す。 Fi g .  3 . 22( a )は、 Gl y を

用いて 8 0℃に お い て 反 応 を 行った場合で、数 m の少量 の金マイクロ

プレート が生 成 し た。 Fi g .  3 .2 2(b )は、Leu を用いて 80℃で加熱した場

合で 20  m 程 度 の 金 マ イ ク ロプレートが生成した。Glu を用いて 60℃
で加熱し た場 合 に お い て も、極めて少量ではあるが Fi g .  3 .22 (c )に示し

たような 金マ イ ク ロ プ レ ー トが観察された。他の条件の場合では金マ

イクロプ レー ト は 生 成 せ ず、多くの場合で褐色沈殿が生成するか溶液

状態のま まで あ っ た 。  
 また、塩化 金 水 溶 液 の 濃 度が 1  mM の場合は、いずれの条件におい

ても金マ イク ロ プ レ ー ト は 生成しなかった。ほとんどの条件において

茶褐色も しく は 黒 色 の 沈 殿 が生成したが、いくつかの条件において有

色の溶液 が得 ら れ た。有 色 溶液が得られた条件及び有色溶液の性質に

ついては 、次 節 で 述 べ る 。  
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塩化金水 溶 液 （ H A uC l 4） と B S A 混合 溶液の加熱 による 金ナノ粒子 の

生成  
 

 1  mM 塩 化 金 、 0 .1  M Hi s 混 合溶液を 8 0℃において、 30 分加熱すると

Fi g .  4 -30 の 左 端 に 示 す よ う な紫色溶液が得られた。また、 1  mM 塩化

金水溶液と 0 . 1  M Hi s、Arg、Met を混合して 3 時間加熱すると、Fi g .  3 .2 3
に順に示 した 薄 紅 色 、薄青 色、黄色の溶液が得られた。これらの溶液

が着色し たこ と か ら、加 熱 により塩化金が還元されて 金ナノ粒子が生

成した可 能 性 が 考 え ら れ る 。そこで、それぞれの溶液について、 D LS
測定と UV-v i s ス ペ ク ト ル 測 定を行った。  
 Fi g .  3 . 24 に、 D L S 測 定 の 結果を示す。 His を用いて 8 0℃で反応させ

た場合は 、5 30  n m 付 近 に 単 一のピークが得られた。His を用いて 60℃
で反応さ せた 場 合 に は 、 1 7  n m 付近のピークに加え、 5 000  n m 付近に

20 m20 m20 m20 m

20 m20 m20 m20 m

20 m20 m20 m20 m

HAuCl4 5 mM
Gly 0.1 M
Volume 0.5 mL
Temp.       80℃
Time                 6 h

HAuCl4 5 mM
Leu                  0.1 M
Volume 0.5 mL
Temp.       80℃
Time                 6 h

HAuCl4 5 mM
Glu                   0.1 M
Volume 0.5 mL
Temp.       60℃
Time               6 h

(a )  

(b)  

反応条件  

反応条件  

反応条件  (c )  

Fi g .  3 .2 2   5  mM 塩 化 金 水 溶液を用いた場合に金 マ イ クロ プレ ー ト が

得ら れ た 反応 条 件 と 生成 し た 金マ イ ク ロ プレ ー ト の顕 微 鏡 写 真  
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ブロード した ピ ー ク が 観 測 された。A rg を用いて 60℃で反応させた場

合は、1 80 n m 付 近 と 6 00  n m 付近にピークが見られた。また、Met を用

いて 60℃ で 反 応 さ せ た 場 合は 14 9  n m 付近に単一のピークが見られた。 

 Fi g .  3 .2 5 に 、UV-v i s ス ペ クトルの結果を示す。His を用いて 80℃で

反応させ た場 合 は 、金 ナ ノ 粒子の SP R に由来すると考えられる 57 0  n m
付近の吸 収が 観 測 さ れ た。Hi s を用いて 60℃で反応させた場合にも 5 20  
n m 付近 に わ ず か な ピ ー ク が 見ら れ、 この場合 も金 ナノ 粒子の存 在が

示唆され た 。 Arg と Met の 場合は、金ナノ粒子特有のピークは観測さ

れず、発 色は 別 の 要 因 に よ るものと考えられる。  
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Fi g .  3 . 23   1  mM 塩 化 金 水 溶 液とアミノ酸を混合後、加熱して得られ た溶

液  
用 い た ア ミノ 酸 と 反応温度：左から、 His  8 0℃、 Hi s  60℃、 Arg  
60℃ 、 Met  6 0℃  

F i g .  3 . 24   F i g .  3 .2 3 の溶液の D LS  
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3 .4   結言  
 
 本章では、タ ン パ ク 質 を 利用した金マイクロプレートの開発を行い、

金イオンと B SA を そ れ ぞれ 1  mM、2  mg/ ml になるように混合し、10 0℃
において 3 時 間 反 応 さ せ る ことにより、金イオンが還元され、金マイ

クロプレ ート が 生 成 す る こ とを明らかにした。このとき得られた金マ

イクロプ レー ト の サ イ ズ は 数 m、厚 さは 70 -10 0  n m であ った。金イオ

ン濃度が 低く な る 程 金 マ イ クロプレートの厚みは薄くなり、金イオン

濃度が高 すぎ る と 金 マ イ ク ロプレートは生成しなかった。また、 BS A
濃度が低 すぎ る と 金 マ イ ク ロプレートは生成せず、BS A 濃度が高くな

るとサイ ズが 大 き く な り、丸みを帯びた金マイクロプレートが生成し

た。さらに 、金 マ イ ク ロ プ レートは極めて低い条件下で生成すること

が明らか にな っ た 。  
 BS A 以 外 の タ ン パ ク 質 を 用 い た 場 合 に お い て も 金 マ イ ク ロ プ レ ー

トは生成 した が 、タ ン パ ク 質によって金マイクロプレートよりも金粒

子の方が 多く 生 成 す る も の もあった。また、アミノ酸である P he を用

いた場合 には 、少 量 の ピ ペ リジンまたはアセトンを添加することによ

り金マイ クロ プ レ ー ト を 得 ることに成功した。  
 これらの検 討 結 果 か ら、バイオマスを用いた金属イオン吸着実験に
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Fi g .  3 . 25  F i g .  3 .23 の溶液の UV-v i s スペクトル  
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おいても、金 や パ ラ ジ ウ ム あるいは白金イオンの還元が生じている可

能性が示 唆さ れ た 。  
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第四章  卵殻膜における貴金属イオン吸着現象の機構解明  
 
4.1 緒言  
 
 第一章でも 述 べ た よ う に 貴金属イオンを生体由来材料、バイオマス

で回収す る技 術 の 確 立 は 多 方面において盛んに行われている。当研究

室におい ても バ イ オ マ ス、特にタンパク質を多く含有するタンパク質

性 材 料 を 用 い て 貴 金 属 イ オ ン を 回 収 す る 検 討 を 行 っ て き た 。 Fi g .  4 .1  
に示すよ うに 、鶏 卵 の 卵 殻 膜が貴金属イオンの吸着量、選択性ともに

最も優れ た能 力 を 有 す る こ とが分かっている。また卵殻膜を用いるこ

と で 実 際 に 工 業 廃 液 か ら 貴 金 属 イ オ ン を 分 離 回 収 す る こ と も 可 能 で

あることを既 に 報 告 し て い る。 (F i g .  4 .2 ) 1 )  
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しか し な がら 、 卵 殻 膜に よ る 吸着 が 可 能 であ る こ とは 分 か っ てい る が、

どの よ う な条 件 下 に おい て ど のよ う に 吸 着し て い るか は 未 だ 不明 確 であ

る。 一 方 で微 生 物 な どの 生 体 材料 を 用 い た貴 金 属 イオ ン 回 収 では 貴 金属

イオ ン は 還元 さ れ て いる と い う報 告 も あ る 2 )。 そ こ で、 本 章 では 貴 金属

イオ ン を 吸着 さ せ た 卵殻 膜 か ら還 元 さ れ た貴 金 属 微粒 子 あ る いは 貴 金属

イオ ン の 脱着 が 可 能 か試 み 、 さら に 貴 金 属イ オ ン を吸 着 し た 卵殻 膜 を透

過型 電 子 顕微 鏡 で 観 察し 、 金 属微 粒 子 が 存在 し な いか 検 討 し た。 ま た貴

金属 イ オ ン は 溶 液 中 で様 々 な 錯体 構 造 を 形成 し て 存在 す る 。 これ ま で特

定の 錯 体 種の み し か 検討 さ れ てい な い こ とか ら 、 錯体 種 の 違 いが 吸 着に

及ぼ す 影 響も 検 討 し た。  

 
4.2 チオ 尿 素 に よ る 金 イ オン の脱着  
 
4.2 .1 試 薬  
 吸着させる Au 3 +は H A uC l 4 を用い、 Merc k(株 )からも購入した 1 , 00 0  
pp m 原子 吸 光光 度 計 測 定用 標準溶液を希釈して用いた。脱着剤として

和光純薬 工 業 (株 )か ら 購 入 した 試薬特 級のチオ尿 素を用 いた。 吸着剤

としてキ ュ ー ピ ー (株 )か ら 提供し てい ただいた卵 殻膜を 用いた。 卵殻

膜の特徴 を以 下 に 示 す 。  
 

卵殻膜  

 卵殻膜 (F i g .  4 . 3 )は 卵 殻 の 内側に存在する薄膜のことで、その構造は

厚い外膜 と薄 い 内 膜 か ら 成 り、それぞれ網目状になった繊維から構成

されてい る。こ の 卵 殻 膜 は 様々な卵加工品の製造過程において大量に

発生する 。主 な 成 分 は約 9 4％を占める水に不溶なタンパク質であり 、

コ ラ ー ゲ ン な ど の 細 胞 間 基 質 の よ う な も の で あ る と 考 え ら れ て い る。

卵殻膜は 多く の 架 橋 ア ミ ノ 酸 (プロリン ,  シスチン )を含有、S -S 結合で

繊維同士 が絡 ま っ て い る。これまで大量に発生する卵殻膜のほとんど

が廃棄処 理さ れ て き た が、近年様々な用途開発がすすめ られ、生体親

和性が良 い な ど の 特 性 を 持 つことが明らかとなり、健康補助食 ,  化粧

品 ,  ヘア ケア 製 品 ,  衣 類 な どですでに製品化されている。  
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4.2 .2 実 験 方 法  
 Au 3 +が 10 0  p p m と な る よ うに希釈した A u 3 +溶液 1 0  ml に卵殻膜を

100  mg 加 え 、吸 着 時 間を 10  分 ,  1 時間 ,  24 時間と変化させて、卵殻膜

に A u 3 +を 吸 着 さ せた 。そ の 後遠心分離し 、上澄みを別の容器に分け 濃

度測定を 行い、吸 着 量 を 計 算した。分離した 卵殻膜は純水で 3 回洗浄

したのち 、 10 0  mM の チ オ 尿素水溶液に 1  時間浸漬し、 Au 3 +を脱着さ

せ濃度分 析を 行 い 、吸 着量との比から脱着率を算出した。また脱着液

の粒径測定を 行 い 、 金 属 微 粒子が存在しないか検討した。  
濃度分析 には 誘 導 結 合 プ ラズマ発光分光機 ( IC P -O E S ,  SP S -3 10 0  ,  エ

スアイア イ・ナ ノ テ ク ノ ロ ジー (株 ) )を用いて定量分析を行った。また

粒径測定 には 動 的 光 散 乱 計 ( DL S,  E L S Z -2 ,  大塚電子 (株 ) )を用いた。  
 

4.2 .3 結 果 と 考 察  

 チ オ 尿 素は 金 (Ⅲ )イオ ン を 金 (Ⅰ )イオ ンに 還 元 し Fi g .  4 . 4 のよ う な 錯体

構造 を 形 成し て 溶 液 中に 分 散 させ る こ と が知 ら れ てい る 3 )。 本実 験 では

卵殻 膜 に 吸着 し て い る金 元 素 の脱 着 が 可 能か 、 ま たど の よ う な状 態 で吸

着し て い るか 検 討 し た。  

 チオ尿素に よ る 金 元 素の 脱着率を F i g .  4 .5 に示す。吸着時間の増加

に伴いわ ずか に 脱 着 率 の 減 少が見られた。しかし吸着に 24 時間吸着

させても 80％ 以 上の 金 元 素が卵殻膜から脱着したことが分かった。  

F i g .  4 . 3 卵殻膜  

Fi g .  4 .4 金 イ オ ン と チ オ 尿 素 の
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こ の こ と か ら チ オ 尿 素 を 用 い て Au 3 +を 卵 殻 膜 か ら 脱 着 で き る こ と が

分かり、ま た卵 殻 膜 と 金元 素の相互作用はチオ尿素と金 元素の相互作

用にくら べ弱 い こ と が 分 か った。  

 ま た チ オ 尿 素 に よ り 卵 殻 膜 か ら 金 属 微 粒 子 も 脱 着 で き る こ と を 期

待して D LS に て 粒 径 測 定 を 行ったが、測定は不可能であった。このこ

と か ら チ オ 尿 素 で は 金 属 微 粒 子 を 脱 着 す る こ と は で き な い と 考 え ら

れる。し かし Fi g .  4 .5 に 示した通り、金元素は検出している。 チオ尿

素では 0 価の 金 を イ オ ン に 酸化しないと考えられるため、金元素は卵

殻膜にイ オンの 状 態 で 吸 着 していると考えられる。  

 
4 .3 金属 イ オ ン を 吸 着 さ せた 卵殻膜 の TEM 観 察  
 

4.3 .1 試 薬  
 吸着させ る 金 属 イ オ ンは H Au Cl 4 ,  H 2 Pt Cl 6 ,  P d ( N O 3 )を用い、すべて

Merc k(株 )か ら 購 入 し た 標 準 溶液を希釈して用いた。吸着剤としてキュ

ーピー (株 )か ら 提供 し て い ただいた卵殻膜を用いた。  
 
4.3 .2 実 験 方 法  
 初期金属イ オ ン濃 度 200  pp m の溶 液 20  ml に卵殻膜を 20  mg 加え 2 4
時間撹拌 を行 っ た 後 、 ろ 過 分離後、ろ紙上に残った卵殻膜を純水で 3
回洗浄し 、3 0˚ C で 乾 燥 さ せ た。乾燥した卵殻膜を高分解能透過型電子

顕微鏡 ( H RT EM ,  J E M -20 10 ,  日本電子 (株 )  )を用いて観察した。  
 
4.3 .3 結 果 と 考 察  
 A u 3 + ,  P d 2 + ,  P t 4 +を 吸 着 さ せた卵殻膜の H RT E M 画像をそれぞれ F i g .  
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4 .6 ‒8 に示 す 。  
 

 
 
 

Fi g .  4 . 6  卵 殻 膜 に よ っ て 還 元 さ

Fi g .  4 . 7 卵 殻 膜 によって還元された パラジウム  

F i g .  4 . 8 卵 殻 膜 によって還元された 白金  



73 
 

  
 

観察 の 結 果卵 殻 膜 上 に金 で は 10 ‒10 0  n m 程度 の 、 白金 と パ ラ ジウ ムで

は 10  n m 程 度の 金 属 微粒 子 が 確認 さ れ た 。こ の こ とか ら 貴 金 属イ オ ンは

卵殻 膜 に よっ て 還 元 され て い るも の と 考 えら れ る 。一 方 、 前 項で 示 した

通り A u 3 +は イ オ ンの 状態 で も 吸着 し て い るこ と が 分か っ て い る 。この こ

とか ら 貴 金属 イ オ ン は卵 殻 膜 上に イ オ ン と金 属 、 両方 の 状 態 で吸 着 して

いる と 考 えら れ る 。 また 前 項 での 吸 着 時 間に 伴 う 脱着 率 の 低 下は 金 属微

粒子 へ の 還元 が 時 間 経過 と と もに 進 行 し てい る か らと 予 想 さ れる 。  

 
4.4 金属 の 錯 体 種 に よ る 影響  
 

4.4 .1 試 薬  
 本実験では 以 下 の 試 薬 使 用し実験を行った。  
 

Tab l e  4 .1  実験試薬  

試 薬 名  購入元  等級 (規格 )  備考  

1 ,0 00  p p m 金 標 準 溶 液  Merc k(株 )  
原子吸光用

標準溶液  
塩化物錯体  

1 ,0 00  p p m 白 金 標 準 溶 液  Merc k(株 )  
原子吸光用

標準溶液  
塩化物錯体  

1 ,0 00  p p m パ ラ ジ ウ ム 標

準 溶 液  
Merc k(株 )  

原子吸光用

標準溶液  
硝酸塩  

1 ,0 00  p p m パ ラ ジ ウ ム 標

準 溶 液  
和光純薬  
工業 (株 )  

原子吸光用

標準溶液  
塩化物錯体  

テトラ ア ンミ ンパ ラ ジ

ウム (Ⅱ )塩 化 物  
和光純薬  
工業 (株 )  

 アンミン錯体  

過塩素酸 銀一 水 和 物  
A l f a  

Aes a l (株 )  
  

2  M 水酸化 ナ ト リ ウ ム 水

溶 液  
和光純薬  
工業 (株 )  

容量分析用   
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4.4 .2 実 験 方 法  
 用いた錯体 種 を 中 心 と な る金属イオンごとに下記に記す。  
金  
金は 2 種類の 錯 体 種 で 検 討 した。Me rc k(株 )製の標準溶液には塩化物錯

体が使用 され て い る の で 、 2 00  pp m に 希釈して 用いた。また水酸化物

錯体を得 るた め 、 1  M に 希 釈した水酸化ナトリウム水溶液に標準溶液

を加え、 A u 3 +が 2 00  pp m と なるように混合し て用いた。  
 
パラジウ ム  
パラジウ ムは 5 種 類 の 錯 体 種で検討した。Merc k(株 )製と和光純薬工業

(株 )の標 準 溶 液 に は 硝 酸 塩 と塩 化物錯 体がそれぞ れ使用 されているの

で、20 0  pp m に 希 釈 し て 用 いた。またまた水酸化物錯体を得るため、1  
M に希釈し た 水 酸 化 ナ ト リ ウム水溶液に Merc k(株 )製の標準溶液を加

え、 P d 2 +が 2 00  pp m と な る ように混合して 用いた。また過塩素酸塩を

得るため 、 10 0  pp m に 希 釈 した和光純薬工業 (株 )製の標準液 5 0  ml に

過塩素酸 銀一 水 和 物を 1 . 22  g 塩化物イオンを銀イオン と接触させるこ

とにより 塩化 銀 と し て 沈 殿 させた。この溶液をろ過によ り沈殿とろ液

に分離し ろ液を 過 塩 素 酸 パ ラジウム水溶液として実験に用いた。また

テトラア ンミ ン パ ラ ジ ウ ム (Ⅱ )塩化物は P d 2 +が 2 00  p p m となるよう純

水に溶解 して 実 験 に 用 い た 。  
 
白金  
白金は 2 種類 の 錯 体 種 で 検 討した。Me rc k(株 )製の標準溶液には塩化物

錯体が使 用さ れ て い る の で 、 20 0  pp m に希釈して用いた。また水酸化

物錯体を 得る た め 、 1  M に 希釈した水酸化ナトリウム水溶液に標準溶

液を加え 、 Pt 3 +が 20 0  p p m となるように混合して 用いた。  
 

吸 着 剤 と し て は 卵 殻 膜 を 用 い た 。 金 属 イ オ ン 濃 度 [ pp m]が 卵 殻 膜 濃

度 [ pp m]に 対 し て 1 . 2 倍 と なるよう卵 殻膜の質量 と金属 イオン溶液の

体積を定 め、実 験 を 行 っ た。この実験条件では金属イオンが大過剰で

あると 考 え ら れ る 。 24 時 間 撹拌し た 後ろ過 分離 し、ろ 液を IC P -O E S
もしくは 原子 吸 光 光 度 計 ( AA S ,  Z -2 31 0 ,  (株 )日立ハイテクノロジーズ )
を用いて 金属 濃 度 を 測 定 し 、吸着量を算出した。  

 
4.4 .3 結 果 と 考 察  
 Au 3 +の 錯 体 種 に よ る 影 響を Fi g .  4 . 9 に、溶液の pH と吸着せずに溶
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液中に残存し て い た A u 3 +の 比 (残存率 [ %] )とを Tab le  4 .2 に示す。  

 

 pH  残存率  [%]  

[Au Cl 4 ] −  0 .4 7  92 . 9  
[Au (O H) 4 ] −  13 . 8  96 . 9  

 
検 討 の 結 果 A u 3 +で は 錯 体 種 を 水 酸 化 物 錯 体 に す る と 塩 化 物 錯 体 に く

らべ大幅 に低 下 し た。溶 液 中の p H が 13 にまで上昇しているため、一

概 に は 言 え な い が 錯 体 種 が 大き く 影 響 を 及 ぼ して い る と 予 想 さ れ る 。 
 
 パラジウム イ オ ン の 錯 体 種の影響を Fi g .  4 .1 0 に、溶液の p H と残存

していた Pd 2 +の残 存 率を Tab l e  4 .3 に示す。  

 

Fi g .  4 .9 金 の 錯 体 種の 影 響  

吸
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Tab le  2 .2  金 溶液 の p H と残 存率  

F i g .  4 .10 パラ ジ ウ ムの 錯 体 種の 影 響  
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検討の結 果、硝 酸 塩 と ア ン ミン錯体が最も吸着量が高いことが分かっ

た。塩化物 錯 体 と 過 塩 素 酸 塩 , 水酸化物錯体ではあまり 吸着量に 変化

はなかった。  

 

白金イオ ンの 錯 体 種 の 影 響を Fi g .  4 .11 に、溶液の pH と残存してい

た Pt 4 +の残 存 率を Tab le  4 .4 に示す。  

 
 
 
 

 pH  残存率  [%]  

[P t Cl 6 ] 2 −  0 .4 5  92 . 2  
[P t ( O H) 6 ] 2 −  13 . 5  91 . 9  

 
錯体種の組み 合 わ せ と し て は Au 3 +と同様であるが Au 3 +程顕著な変化

 pH  残存率  [%]  

Pd( N O 3 ) 2  0 .7 8  85 . 1  
[Pd Cl 4 ] 2 −  0 .6 0  92 . 8  

Pd( Cl O 4 ) 2 −  1 .1 0  91 . 9  
[Pd( O H) 4 ] 2 −  14 . 0  91 . 3  
[Pd( N H 3 ) 4 ] 2 +  8 .11  75 . 2  

Fi g .  4 .11  白 金 の錯 体種 の 影 響  

Tab le  4 .4  白 金 溶液 の pH  と残 存 率  

Tab le  4 .4  パ ラ ジウ ム溶 液 の pH  と 残存 率  
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は見られ なか っ た 。こ の こ とから Au 3 +と Pt 4 +とでは吸着機構に違いが

あること が示 唆 さ れ る 。  
 

 
 
4.5 結言  
 

 本 章 で は タ ン パ ク 質 性 材 料 で あ る 卵 殻 膜 を 用 い て 貴 金 属 イ オ ン 吸

着にかか わる 因 子 を 検 討 し た。その結果、卵殻膜に対して A u 3 +はイオ

ン の 状 態 と 還 元 さ れ た 金 属 の 状 態 両 方 で 存 在 し て い る こ と が 分 か っ

た。またパ ラ ジ ウ ム や 白 金 でも同様に還元された金属微粒子を表面上

に観察す るこ と が 出 来 た 。また Au 3 +と P d 2 +ではイオンの錯体種により

大きくそ の吸 着 性 能 は 変 化 しており、今後詳細な検討を進める必要が

あると考 えら れ る 。一方 Pt 4 +ではあまり変化が見られなかった。この

ことから 同じ 貴 金 属 で も 吸 着機構に違いがあることが示唆された。  
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第五章  精製タンパク質における吸着メカニズムの解明  
 
5.1 緒言  
 

 第 四 章 で は タ ン パ ク 質 性 材 料 で あ る 卵 殻 膜 に 特 化 し て 検 討 を 進 め

てきたが、卵 殻 膜 は 単 一 の タンパク質から構成されておらず、分子論

的な検討 は困 難 で あ る。そ こで本章では精製タンパク質を検討対象と

してメカ ニズ ム 解 明 を 目 指 し、特にタンパク質の糖鎖、および高次構

造に注目 した 。こ こ で ま ず、生体における糖鎖と糖鎖を有する糖たん

ぱく質の役割 に つ い て 述 べ る。  
 
生体にお け る 糖 鎖  
 糖鎖とは Fi g .  5 .1 に 示 す ような単糖がグリコシド結合することによ

り連なっ た一 群 の 化 合 物 を さす。糖鎖を構成する糖はアミノ酸やデオ

キシリボ 核酸 と 違 い 、反応 点が複数あることから、その化合物である

糖鎖は複 雑 で 立体 的 に 多 様 な構造を形成し、 DN A ,  タンパク質に続く

生体を構 成す る 第 三 の 鎖 と 呼ばれる。糖鎖はタンパク質とも結合する

ことがで き、ア ミ ノ 酸 の セ リンやスレオニンのヒドロキシル基と結合

した糖鎖を O -型 、 ア ス パ ラギンのアミンに結合した糖鎖を N -型で結

合してい る糖 鎖 と 称 す 1 )。  

 
 
 
糖タンパ ク 質  
 糖タンパク 質 と は 分 子 中 に糖鎖を有するタンパク質である。先にも

述べたと おり 糖 鎖 は そ の 複 雑で多様な立体構造を有するため、糖タン

パ ク 質 は 糖 鎖 を 利 用 し て わ ず か に 異 な る 構 造 を 精 密 に 認 識 さ せ る こ

とにより 様々 な 生 理 現 象 を 司るタンパク質である。糖鎖はその構造中

に 金 属 イ オ ン を 配 位 さ せ る こ と が で き る ヒ ド ロ キ シ ル 基 や カ ル ボ ニ

ル基、自 身 が 酸 化 さ れ る こ とにより還元することができる アルデヒド

A B C

Fi g .  3 . 1 糖 鎖 を構 成す る 代 表的 な 担 当  

    A :  グ ルコ ース ,  B :  マ ン ノ ース ,   

C :  N -ア セ チ ル グ ル コサ ミ ン  
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が存在す るた め 金 属 吸 着 因 子である可能性がある。  
 
またタン パク 質 の 高 次 構 造 について説明する。  
 
タンパク 質 の 高 次 構 造  
 タンパク質 と は 約 20 種 類の α -アミ ノ酸が直列にアミド結合を繰り

返すこと によ り 構 成 さ れ る 高分子である。しかし、ただアミノ酸が鎖

状に連な っ て い る 構 造 (一 次構造 )では 生体特有の 機能は 発揮されな い。

タンパク 質は 分 子 中 で 水 素 結合や S -S 結合を形成し折りたたまれ、ま

た複数の 分子 が 会 合 す る こ とにより特有の機能を発揮する。高次構造

が崩壊し たり 、正 確 に 構 成 されなかったりする場合は機能が発揮され

ないばか りか 、狂 牛 病 や ア ルツハイマーなどに代表されるフォールデ

ィング病 を引 き 起 こ す こ と があると言われている 2 )。金属イオンを吸

着 さ せ る と き そ の 吸 着 サ イ ト が 立 体 的 に 近 傍 に 存 在 す る と き よ り 効

果的な吸 着がお こ り う る と 考えられ、高次構造も金属イオンの吸着因

子として 考え ら れ る。  
 
以上のよ うに タ ン パ ク 質 に 含まれる糖鎖や、タンパク質の高次構造は

金属吸着 に関 係 し て い る と 予想される。そこで糖鎖の影響を酵素反応

を利用し て検 討 し た。ま た 高次構造の影響を変性剤を用いて検討を行

った。  
 
5.2 糖タ ン パ ク 質 に お け る糖 鎖の影 響  
 
5.2 .1 試 薬  

モデル糖 タ ン パ ク 質 と し て シグマア ルドリッ チジャパ ン (株 )から購

入した  卵 白 由 来 ア ル ブ ミ ン ( OVA )、和光純薬工 業 (株 )から購入した 西

洋わさび 由来ペ ル オ キ シ ダ ーゼ (H R P)、ナカライテスク (株 )から購入し

た As perg i l l u s  n i ge r 由 来グ ルコースオキシダーゼ (G O D)、対照実験と

し て 糖 鎖 を 有 さ な い タ ン パ ク 質 であ る 牛 血 清 ア ル ブミ ン ( BS A)を 和 光

純薬工業 (株 )か ら 購 入 し た もの を用い た。また糖 鎖をタ ンパク質から

切除する た め 、ニ ュ ー ・ イ ン グラン ド・バイオ ラボ・ ジャパン (株 )か
ら購入した En do -α -N -a ce t y l ga l ac to sa mi n ida se を用いた。また緩衝液に

用いるた め和 光 純 薬 工 業 (株 )から購入した試薬特級のリン酸水素 2 ナ

ト リ ウ ム と リ ン 酸 2 水 素 ナ ト リ ウ ム ,  
2 -A mi no -2 -h yd rox y met h yl -p ro pa ne -1 , 3 -d io l  ( t r i s ) ,  塩化 ナ トリウ ムと 容
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量分析用 1  M 塩 酸 を 用 い た 。吸着させる金属は M erc k(株 )から購入し

た金標準 液を 用 い た 。  
 
5.2 .2 実 験 方 法  

 まず購入し た En d o -α -N -a ce t y l ga l ac t os a mi n id ase 水溶液を pH  7 .5 に調

製した 20  mM  t r i s -H Cl ,  50  mM  N aCl 水溶液で 1 , 00 0 , 000 倍に希釈する。

タンパク 質を pH  6 . 0 に 調 製した 0 . 2  M リン酸緩衝液 10  ml に 1 . 5  mg
程度溶解 させ た 後 、1 ,0 00 ,0 00 倍酵素溶液を 10  μ l 加え 37˚C で 16 時間

振とうし た 。 そ の 後 サ ン プ ル 液をス ペクトラム ラボラ トリーズ (株 )製
の分画分子量 10 ,00 0 の 透 析 チューブ (S pec t r a /P or  7  me mb ra ne )に移し、

純 水 で 一 晩 透 析 し た 。 そ の 後 透 析 し た 溶 液 を サ ン プ ル 瓶 に 移 し た 後

1 ,0 00  p p m の 金 標 準 液 を 5  ml 加えたのち 24 時間攪拌し、 日本ミリポ

ア ( 株 ) か ら 購 入 し た 分 画 分 子 量 10 ,0 00 の 遠 心 限 外 ろ 過 膜 ( A mico n  
Ul t r a ) を 用 い て タ ン パ ク 質 と 溶 液 を 分 離 し 、 溶 液 の A u 3 + 濃 度 を

IC P -O ES で 測 定 し て吸 着 量 を算出した。  
 
5.2 .3 結 果 と 考 察  
 検討の結果 を Fi g .  5 .2 に 示す。糖タンパク質である OVA,  H RP は酵

素反応後、 A u 3 +の 吸 着 性 が 低下することが分かった。一方、糖タンパ

ク質であ る G O D お よ び 糖 鎖を有さないタンパク質である B S A は吸着

性にあま り変 化 は 見 ら れ な かった。今回用いた酵素は O -型で結合して

いる糖鎖 をタ ン パ ク 質 か ら 切断する酵素である。 G O D は O -型ではな

く N -型で 結 合 し て い る た め 酵素反応が進行せず、糖鎖が切 除されなか

ったため 吸着 性 に 変 化 が 表 れなかったと考えられる。また B SA は分

子中に糖 鎖が 存 在 し な い た め、酵素反応の影響は受けず当然吸着性に

変化は表 れな か っ た 。 以 上より OVA と H R P では糖鎖を切除されると

Au 3 +の 吸 着 性 が 低 下 し て い る こ と か ら 糖 鎖 も A u 3 +吸 着 に 関 与 し て い

るものと 示唆 さ れ た 。  
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5.3 タン パ ク 質 の 高 次 構 造の 影響  
 
5.3 .1 試 薬  
 モデルタ ン パ ク 質 と し て和 光純薬 工業 (株 )から購入し た牛血清アル

ブミン ( BS A)を 用 い た。ま た 変性剤として和光純薬工業 (株 )から購入し

た試薬特 級の 尿 素 を 用 い、還元剤としてサーモフィッシャーサイエン

テ ィ フ ィ ッ ク ( 株 ) か ら 購 入 し た 固 定 化 t r i s (2 -c a rb ox ye t h y l )p hos ph i ne  
(T CE P) ゲ ル を 用 い た 。 ま た 緩 衝 液 に 生 化 学 用 2 -A mi no -2 - 
h ydr ox y met h yl -p ro pa ne -1 ,3 -d io l  ( t r i s )と容量分析用 1  M 塩酸を用いた。

吸着させ る金 属 は Merc k(株 )から購入した金標準液を用いた。  
 
5.3 .2 実 験 方 法  
 p H  7 .5 に 調 製 し た 1 00  mM t r i s -H Cl 緩衝液に 尿素を濃度が 8  M とな

るよう溶 解さ せ 、 変 性 液 と した。変性液 10  ml に BS A 1 0  mg 溶解させ

1 .0  mg/ ml の B S A 溶 液 を 作 成した。また固定化 T CE P ゲルスラリーは

一 度 等 量 の 純 水 を 加 え 洗 浄 し た の ち 遠 心 分 離 に よ り 上 澄 み を 除 去 し

た。 BS A 溶液 1  ml に 対 し てスラリー基準で 1  ml の固定化 T C EP ゲル

を 3 時間接触 さ せ 、BS A を 完全変性した。変性後固定化 T C EP ゲルは

遠心分離 およ び ろ 過 に よ り 完全に分離した。その後分離液 1  ml に対

して 8M 尿 素 ,  5 00  p p m Au 3 +溶液を 2 . 4  ml 加え 24 時間室温で攪拌し、

日 本 ミ リ ポ ア (株 )か ら 購 入 し た 分 画 分 子 量 1 0 , 000 の 遠 心 限 外 ろ 過 膜

(A mic on  Ul t r a )に よ り B S A を分離した。ろ液は IC P -O E S により濃度分

析を行い、吸 着 量 を 算 出 し た。対照実験として変性作業を行わなかっ

Fi g .  3 . 2  糖 鎖切 除 に よる A u 3 +の 吸 着 性  
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た B S A で も 同 様 の 検 討 を 行 った。  
 
5.3 .3 結 果 と 考 察  
 実験結果を Fi g .  5 .3 に 示す。検討の結果変性させることにより B S A
の A u 3 +の 吸 着 性 能 は 低 下 す ることがわかった。このことより高次構造

によって、吸 着 サ イ ト 同 士 の微妙な距離感が吸着に影響を及ぼすとい

うことが 分か っ た 。だ が 一 方で完全に変性を行ってもある程度の吸着

がみられ てい る 。 8  M の 尿 素水溶液中ではタンパク質はその高次構造

は完全に 崩壊 、直 鎖 状 に 存 在すると言われる。今回はさらに S -S 結合

も還元剤 によ り 切 断 し て お り、一次構造のみが吸着性に寄与すると考

えられる。こ れ に よ り 特 定 のアミノ酸、もしくはアミノ酸配列が吸着

に影響を 及ぼ す こ と が 示 唆 された。  
 

 
5.4 結言  
 
 本 章 で は 精 製 タ ン パ ク 質 に 対 し て Au 3 +吸 着 に お け る 糖 鎖 の 影 響 と

高 次 構 造 の 影 響 を 検 討 し た 。 結 果 、 糖 鎖 お よ び 高 次 構 造 は い ず れ も

Au 3 +吸着に 寄 与 し て お り 、今後タンパク質性材料を貴金属吸着剤とし

て用いる とき の 指 針 と な る と考えられる。また一方で高次構造が崩壊

し て も A u 3 +吸 着 性 能 を 保 持 し て い る こ と か ら ア ミ ノ 酸 配 列 に も 吸 着

の因子が 存在 す る こ と が 示 唆された。  
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第六章  ペプチドマッピング法を利用した吸着サイトの同定を

目指した基礎的検討および精製タンパク質への適用  
 
6.1 緒言  
 

 第五章で述 べ た と お り、タンパク質において金属イオン吸着には一

次構造も 関与 し てい る と 考 えられる。アミノ酸配列への金属イオン吸

着 の 検 討 は 多 方 面 で 進 め ら れ て い る 。 丸 山  ら は 合 成 ペ プ チ ド を 表 面

上に生や した 樹 脂 に 対 し て 貴金属イオンを吸着させ、その配列によっ

て吸着量 に差 異 が あ る こ と を突き止めている 1 )。  

 
これまで の検 討で は ペ プ チ ドを合成し、検討を進 めるボトムアップ型

の検討で ある 。そ こ で 本 章 ではペプチドマッピング法を利用してトッ

プ ダ ウ ン 的 な 手 法 に よ り 精 製 タ ン パ ク 質 の 吸 着 サ イ ト の 同 定 を 試 み

た。ここで ペ プ チ ド マ ッ ピ ング法および酵素消化に用いた酵素である

トリプシ ンに つ い て 説 明 す る。  
 
ペプチド マ ッ ピ ン グ 法  

 タンパク質 の 一 次 構 造 を 決定する方法として用いられる。酵素消化

や 化 学 消 化 に よ っ て 断 片 化 さ せ た ペ プ チ ド 混 合 物 を 分 離 し そ の 分 解

特 異 性 を 考 慮 し て 理 論 的 に 考 え ら れ る 断 片 と の 比 較 か ら ア ミ ノ 酸 配

アミノ酸(X)

吸
着

率
(%

)

His Met Trp Tyr Asn Ser CysLys Arg Gly Ala

Fi g .  6 . 1 N 末 端を ア セチ ル 化 した X -G l y - Le u ト リ ペ プチ ド を

表面 に は やし た 樹 脂 の貴 金 属 イオ ン 吸 着  
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列 を 決 定 す る 方 法 で あ る 。 か つ て は 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ( H PL C)
な ど が 分 離 に 用 い ら れ て き た が 近 年 は 質 量 分 析 法 が 発 達 し て き て お

り、多種類 の サ ン プ ル を 短 時間で検出できるマトリックス支援レーザ

ー 脱 離 イ オ ン 化 法 -飛 行 時 型 質 量 分 析 法 (M AL D I-TO F/M S)も 利 用 さ れ

てきている 2 )。  

 
トリプシ ン  
 膵 臓 か ら 分 泌 さ れ る ト リ プ シ ノ ー ゲ ン か ら 生 成 さ れ る タ ン パ ク 質

消化酵素 の一 種 で あ る 。C 末端側にプロリンが結合していない塩基性

アミノ酸 (リ ジン と ア ル ギ ニ ン )の C 末端側のアミド結合を加水分解す

ることに より 消 化 反 応 を 進 行させる 3 )。膵臓からは 、同じくタンパク

質 消 化 酵 素 で あ る キ モ ト リ プ シ ン の 誘 導 体 も 同 時 に 精 製 さ れ る た め、

完全な分 離は 困 難 で あ る。よって厳密な基質特異的消化を行うために

キ モ ト リ プ シ ン の 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 必 要 が あ る 。 近 年 は

L -1 - t os y l a mid o -2 -p h en yl e th y l  c h lo r o me t h y l  ke to ne  (T P CK )によってキモ

トリプシ ンを 不 活 性 化 し た トリプシンも販売されており、大いに活用

されてい る。  
 
ま ず 本 検 討 が 可 能 な の か 確 認 す る た め に 予 備 実 験 と し て グ リ シ ン ( G)
とヒスチ ジン (H )に よ っ て GG H G G H という配列に固相合成法 で合成し

たキサペ プチ ド を 用 い て検 討を行った。また実際にトリプシンを用い

て牛由来の Ri bon uc l ease  A ( R Nas e  A)を分解して実験を行った。  
 
6.2 合成 ヘ キ サ ペ プ チ ド での 検討  
 
6.2 .1 試 薬  
 固 相 合 成 用 の 樹 脂 と し て す で に ヒ ス チ ジ ン が 表 面 上 に 固 定 化 さ れ

ている H -H i s (Tr t ) -Tr t (2 -C l ) -R es in  ( Hi s - r e s in )、アミノ末端が F mo c によ

り 保 護 さ れ て い る F moc -H i s (Tr t ) -O H ,  F moc -G l y -O H ,  お よ び ジ メ チ ル

ホ ル ム ア ミ ド ( DM F )  ,  ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (T FA)、 O -( 1 H -Be n zo t r i a zo l - 
1 -y l ) -N , N , N ' , N ' - t e t r a me t h yl u ro n iu m h exa f l uo r op hos ph a t e  (H BT U ) ,  
1 -H ydr ox y -1 H -b e n zo t r i a zo l e  H ydra t e  ( H OBt ∙H 2 O) ,  Tr i i so p rop y l s i l a ne  
(T IP S )を 渡 辺 化 学 よ り 、 N , N -d i i so pr op yl e th yl a mine  (D IE A )を 東 京 化 成

(株 )から、ジ ク ロロ メ タ ン ( DC M) ,  試薬一級メタノール ,  ジエチルエー

テルおよ び カ イ ザ ー テ ス ト キ ットを 和光純薬工 業 (株 )より購入して用

いた。また 吸 着 さ せ る 金 属 イオンとして Merc k(株 )から購入した金標
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準液を用 いた 。  
 
 
6.2 .2 実 験 方 法  
GGHGGH の 合 成  
 今回は固相 合 成 法 の 一 種 である F moc 法を用いてヘキサペプチドを

以下の手 順で 合 成 し た 。  
 
H BT U  3 .0 5  g ,  DM F 1 6  ml ,  H O Bt ∙ H 2 O  1 . 25  g を混合し、反応液 A とする。  
D IE A 2 .7 5  ml ,  DM F 14 . 25  ml を混合し、反応液 B とする。  
 
1 .  カラムに Hi s - r e s i n を 0 .4 61  g  (0 .3  mmo l 相当 )充填する。  
2 .  D CM 約 5  ml で 三回 洗 浄 する。  
3 .  DMF 約 5  ml で三 回 洗 浄 する。  
4 .  3 倍量 F mo c  ア ミ ノ 酸 ( G:  0 . 29 7  g ,  H:  0 . 620  g)をカラムに加える。  
5 .  反応液 A ,  反 応 液 B を 2 . 1  ml ず つ 加 え 、 1 時 間 ボ ル テッ ク ス す る。 
6 .  溶液を 捨 て、 重 合 を 確 認 するためカイザーテストを行う 。  

 この と きポ ジ テ ィ ブ で あったら 2 からの作業を繰り返す。  
 ネガ テ ィブ で あ っ た ら 次の作業に移る。  

7 .  D CM で 三 回 洗 浄 す る 。  
8 .  DMF で 三 回 洗 浄 す る 。  
9 .  F moc を 切 り 離 すた め 2 0%ピペリジン / DMF を 5  ml 加え 1 分ボルテ

ックス す る。  
10 .  溶液を 捨 て再 度 2 0 %ピ ペ リジン /D MF を 5  ml 加え 45 分ボルテック

スする 。  
11 .  溶液を 捨 て、 DM F で 三 回洗浄する。  
12 .  任意の 配 列を 形 成 す る まで 2 -11 の作業を繰り返す。  
13 .  メタノ ー ルで 三 回 洗 浄 す る。  
14 .  24 時間 真 空 乾 燥 す る 。  
15 .  樹脂か ら 切り 離 す た めに T FA 2 .8  ml ,  T IP S  0 . 1  ml ,  純水 0 . 1  ml 加え

2 時間攪 拌 す る。  
16 .  溶液を 回 収し 、切 り 出 し きれなかったペプチドを回収するためさら

に 0 .1  ml の T FA を 加 え 溶液を回収する。この作業を 3 回繰り返す。  
17 .  回収し た 溶液 に 過 剰 量 の ジエチルエーテルを加え析出させる。  
18 .  遠心分 離 し上 澄 み を 廃 棄 する。  
19 .  16 -1 7 の作 業 を 4 回 繰 り 返し、完全にペプチドを析出させ、さらに
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有機溶 媒 を除 去 す る 。  
20 .  一晩真 空 乾燥 す る 。  
 
以上の操 作よ り G G H GG H(分子量 5 20 .5 )の配列を有するヘキサペプチ

ドを合成 した 。  
合 成 し た ヘ キ サ ペ プ チ ド は 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ シ ス テ ム

(R P -H P LC ,  島 津 製 作 所 ( 株 ) ) を 用 い て 10 × 3 0  mm の O DS カ ラ ム

( Ine r t s i l ® O D S -3 ,  ジ ー エ ル サ イ エ ン ス (株 ) )に よ り 精 製 を 行 っ た 。 精 製

の際に 0 . 1  wt%  T FA /水 溶 液を A 液、 0 .1  wt%  T FA/アセトニトリル溶液

を B 液と し て サ ン プ ルを A 液に 1 . 0  mg/ ml となるよう溶解させ H PL C
に投入し、Tab l e  6 .1 に し め すプログラムにより B 液のグラジエントを

かけ、波長 230  n m の 吸 光 度を測定することによりクロマトグラムを

得るとと もに 、 サ ン プ ル を分取した。  
 

時 間  
[分 ]  

B 液濃度  
[ vo l%]  

0  0  
5  0  

5 .0 1  40  
15  80  

 
ま た 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 法 -飛 行 時 型 質 量 分

析装置 (M AL D I/TO F -M S,  Vo ya ge r -D E  PR O -F L O ,  Ap p l i e db i os ys t e ms(株 ) )
お よ び プ ロ ト ン 核 磁 気 共 鳴 装 置 ( 1 H  N MR ,  Uni t y  IN OVA -40 0 ,  
Var i an (株 ) )を 用 い て 同 定を 行った。M A LD I/TO F -M S の際にはマトリッ

クスとして α -シ ア ノ -4 -ヒ ド ロキシケイ皮酸を用い、1 H  N MR の際の重

溶媒とし ては 重水 を 用 い た 。  
 
GGHGGH の Au 3 +吸 着 性 能  

合成した G G H G GH の Au 3 +吸着性能を検討した。 G G H G G H を A 液、

もしくは A u 3 +  10 0  p p m/ A 液 ( Au 3 + :  0 . 508  µmol / l )に 0 .5  mg/ ml ( G GH G G H:  
0 .9 62  µmo l / l )と な る よ う 溶 解し 5 分以上接触させ、HP L C に投入した。

Tab le  6 .1 に 示 す グ ラ ジ エ ン トプログラムを用い、ピークを分取したの

ち、凍結乾 燥器 に て 溶 媒 を 除去し 2  M 塩酸 10  ml に溶解した。この溶

Tab le  6 .1 グ ラ ジ エ ント プ ロ グラ ム  
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液を原子吸光 光 度 計 ( A AS)にて A u 3 +の濃度を測定し G GH G G H が A u 3 +

を吸着す るか 検 討 し た 。  
 
6.2 .3 結 果 と 考 察  
 G G H G G H の構造 を Fi g .  6 . 2 に示 す 。  

 

 
 M AL D I-TO F/MS の ス ペ ク トルを Fi g .  6 .3 に示す。  

 
予想され る分 子 量 5 20 .5 に わずかに少ない分子量 519 .2 の位置にピー

クが得ら れた こ と か ら 合 成 に成功したと考えられる。観測された分子

量 と 予 想 値 の 差 は 脱 プ ロ ト ン に よ っ て 起 き た と 考 え ら れ る 。 ま た 1 H 
NM R によ っ て も イ ミ ダ ゾ ール環中のプロトンおよびグリシンの α 位
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Fi g .  6 . 3 MA LD I-TO F/ M S に よ る 同定 (n e ga t i ve )  

F i g .  6 . 2  G G H G G H の 構造  
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に あ る プ ロ ト ン 由 来 の 特 徴 的 な ピ ー ク が 観 測 さ れ て お り 合 成 の 成 功

を支持してい る ( F i g .  6 .4 )。  
 
 

 
 

合成した GG H G G H お よ び Au 3 +を吸着させた GG H G G H の HP L C クラ

マトグラ ムを Fi g .  6 .5 に 示す。今回は波長 2 30  n m の光の吸光度を観測

すること によ り ク ロ マ ト グ ラムを得た。  
 
HP L C の結 果 か ら A u 3 +の 存在によらず保持時間に変化が起きないこと

が分かっ た。ま た こ の 保 持 時間約 9 分の鋭いピークが得られた部分を

5  ml 分取 し、凍 結 乾 燥 後 A AS によって Au 3 +の濃度を測定すると Tab l e  
6 .2 のよう に な っ た 。 比 較 対象として保持時間約 7 分も同様に分取し

て検討し た。  
 
 
 
 

Fi g .  6 . 4  1 H  N MR の 結果  

0128 7 6 5 4 39
δ/ppm

1

1

2

2

3

3 3

3

31 2



91 
 

 

 

保 持 時 間  測 定 A u 3 +濃度  [µmo l / l ]*  Au 3 +物質量  [ n mo l ]  

7 分  0 .1 0  1 .0 2  
9 分  1 .8 8  18 . 79  

 
今回は粗 成生 物 を 用 い て 実 験しており正確な G G H GG H の物質量は計

算できな いが 、吸 光 ピ ー ク が得られるフラクションと得られないフラ

クションで 10 以上 Au 3 +の 物質量に違いがあることから、G GH G G H が

Au 3 +を吸 着 し て い る と 考 え られ、また H P LC と Au 3 +濃度分析を併用す

る こ と に よ り Au 3 +が 吸 着 し て い る ペ プ チ ド と し て い な い ペ プ チ ド を

識 別 す る こ と が で き 、 吸 着 サイ ト の 同 定 に 利 用で き る と 考 え ら れ る 。 
 
6.3 精製 タ ン パ ク 質 RNase A で吸 着 サイトの同 定  
 
6.3 .1 試 薬  
 実験対象の ウ シ 由 来 R Na se  A はナカライテスク (株 )から購入したも

のを用い た。ま た 酸 化 反 応 に用いるために 99%ギ酸をナカライテスク

(株 )から、脱 水 メ タ ノ ー ル 、30%過酸化水素水を和光純薬工業 (株 )から

購入して 用い た 。消 化 反 応 の際にはサーモフィッシャーサイエンティ

フィクス (株 )か ら購 入 し た T P CK 処理済み ウシ膵臓由来 トリプシンを
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Tab le  6 .2 G G H G G H によ る A u 3 +吸 着  

F i g .  6 . 5 A :  G G H G G H のク ロマ ト グ ラム ,   

B :  A u 3 +を 吸着 さ せ た G G H G G H のクロ マト グ ラ ム  

*再 溶 解 さ せた 10  ml 中 の 濃 度  
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用い、反 応場 と し て 試 薬 特 級単酸アンモニウムと 容量分析用 2M 塩酸

を用いた 。ま た 吸 着 さ せ る 金属イオンとして Merc k(株 )から購入した

金標準液 を用 い た 。  
 

6.3 .2 実 験 方 法  
 RN ase  A を 消 化 す る 為 に 酸化反応によって分子内 S -S 結合を切断し

た。タン パ ク 質 中の S -S 結 合は過ギ酸酸化により スルホン化され開裂

される。過ギ 酸 酸 化 は Hi r s らの手法を参考に行った 4 )。  
 
1 .  2 .3 75  ml の 99%ギ 酸 に 0 .12 5  ml の 3 0 %過酸化水素水を加え過ギ酸

を生 成 し 、 2 時間 室 温 で 放置し過ギ酸溶液とし た。  
2 .  R Nase  A 5 0  mg を ギ 酸  1 . 25  ml ,  脱水メタノ ール  0 .2 5  ml の混合液

に溶 解 さ せた 。  
3 .  タ ン パ ク 質 溶 液 と 過 ギ 酸 溶 液を 3 0 分 間 氷 冷 し 、そ の 後 混 合 し た 。 
4 .  混合 液 を 2 時 間 3 0 分 氷 冷した後、 90  ml の氷冷水で希釈し、凍結

乾燥 し た 。  
5 .  乾燥 し た サン プ ル を 20  ml の純水に溶解させ再度凍結乾燥するこ

とで 完 全 に有 機 溶 媒 を 除去し酸化 R N ase  A を得た。  
 
生成した 酸 化 R Na s e  A は Alo nso らの手法を元に以下のような方法で

トリプシ ン消 化 、 お よび H PL C での分離を行った。  
 
1 .  0 .1  M 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 水溶液および 1  mM 塩酸水溶液を調整する。 
2 .  1  mg/ ml と なる よ う ト リ プシンを 1  mM 塩酸水溶液に溶解する。  
3 .  酸化 R Na se  A 11  mg を 1 .6  ml の炭酸アンモニウム水溶液に溶解し、

そこに 53 .4 5  μ l のト リ プ シン溶液を加え 37 ˚ C で 2 時間振とうした。 
4 .  さら に 53 .4 5  μ l の ト リ プシン溶液を加え 4 時間 3 7 ˚C で振とうし、

その 後 凍 結乾 燥 し 消 化 物を得た。  
 
消化物の 分離 に 際 し て 0 .1  wt%  T FA/水溶液を A 液、 0 .1  wt% T FA/アセ

トニトリ ル溶 液 を B 液 と し てサンプルを A 液に 1 . 0  mg/ ml となるよう

溶解させ H PL C に 投 入 し 、Tab le  6 .3 にしめすプログラムにより B 液濃

度を変化させ、 波 長 2 14  n m の吸光度を測定し、分離を行っ た。  
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時 間  
[分 ]  

B 液濃度  
[ vo l%]  

0  0  
5  0  

85  32  

 
トリプシ ン 消 化 物 の Au 3 +吸 着性能  

消化物の Au 3 +吸 着 性 能 を 検討した。トリプシン消化物を A 液、も

しくは A u 3 +  1 00  pp m/ A 液 に 2 . 0  mg/ ml となるよう溶解し 5 分以上接触

させた後 、H P LC に 投 入 し た 。Tab le  6 .3 に示す濃度プログラムを用い、

ピークを 分取 し た の ち 、 凍 結乾燥器にて溶媒を除去し 1  M 塩酸 2  ml
に溶解し た。 この 溶 液 を IC P -O E S にて Au 3 +の濃度を測定し トリプシ

ン消化物が A u 3 +を 吸 着 す る か検討した。  
 
6.3 .3 結 果 と 考 察  
 RN ase  A の ア ミ ノ 酸 配 列 を下に記す 5 )。  
 
K ETAA AK   F E R QH MD SST S A A  S S SN Y CN QMMK   S R  N LT K   D R  
CK PV NT FV HE SL A D V Q AV C S QK   NVA C K   GQT N CY Q S YST MS IT D C R  
ET G SSK   YP N CAY K   T T Q ANK   H I IVA CE G NP YV PV H F D ASV  
 
R Nase  A は 分 子 中 に 4 つの S -S 結合を有するため、変性が難しく消化

反応を効 率的 に 進 め る た め には S -S 結合の開裂が必要である。そのた

め今回は 過ギ 酸 酸 化 法 に よ り開裂を行った。  
 
消化物の クロ マ ト グ ラ ムを Fi g  6 .6 に示す。  
 
 
 
 
 
 

Tab le  6 .3 H P LC グ ラジ エ ン トプ ロ グ ラ ム  
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 参照し た Al ons o ら の H PL C の結果とは保持時間の変動は見られたが

ピーク数 が同 数 で あ っ た た め同様に消化できた考え、Al onso らの検討

結 果 を 元 に ピ ー ク 中 に 含 ま れ る ペ プ チ ド 構 造 を 考 え る と 以 下 の よ う

になる。  
 

ピ ー ク 番号  ペプチド配列  

1  Se r -3 2 ‒ Arg -3 3  
2  As p -3 8‒ Arg -3 9  
3  Glu -8 6 ‒Lys -9 1  
4  T hr -99 ‒Lys -1 0 4  
5  Lys -1 ‒ Lys -7  
6  As n -6 2‒ Lys -6 6  
7  As n -3 4‒ Lys -3 7  
8  Phe -8 ‒ A rg -1 0  
9  Gln -11‒ Lys -3 1  

10  Se r -7 7 ‒ Arg -8 5  
11  Tyr -9 2‒ Lys -9 8  
12  As n -6 7‒Tyr -7 6  
13  As n -6 7‒ Arg -8 5  
14  C ys -4 0‒ Lys -6 1  
15  Hi s -1 0 5‒Va l -1 2 4  

Fi g .  6 . 6  ト リプ シ ン 消化 物 の クロ マ ト グ ラム  

Tab le  6 . 4 H P LC の ピー ク と ペプ チ ド 配 列  
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 ト リ プ シ ン 消 化 物 に A u 3 +を 吸 着 さ せ た 後 の ク ロ マ ト グ ラ ムを Fi g .  
6 .7 に示 す 。  

G GH G G H に お け る 検 討 同 様 Au 3 +の存在によらず保持時間に大きな変

化が起き なか っ た 。ま た ピ ークが得られた部分を 5  ml 分取し、IC P -O E S
によって A u 3 +の 濃 度 を 測 定 すると Tab le  6 .5 のようになった。  

ピーク番号  測 定 A u 3 +濃 度  [ µmo l / l ] *  Au 3 +物質量 [ n mol ]  アミノ酸数  

1  0 .0 65  0 .1 3  2  
2  0 .0 43  0 .0 9  2  
3  0 .0 58  0 .1 2  6  
4  0 .0 70  0 .1 4  6  
5  0 .0 49  0 .1 0  6  
6  0 .0 38  0 .0 8  5  
7  0 .0 41  0 .0 8  4  
8  0 .0 42  0 .0 8  3  
9  0 .0 55  0 .1 0  21  

10  0 .0 47  0 .1 0  9  
11  0 .0 50  0 .2 0  7  
12  0 .1 74  0 .3 5  10  
13  0 .2 30  0 .4 6  19  
14  0 .2 41  0 .4 8  22  
15  0 .2 46  0 .4 9  20  

 
 
 

Fi g .  6 . 7  A u 3 +を吸 着 させ た ト リプ シ ン 消 化物 の ク ロマ ト グ ラ ム  

Tab le  6 . 5 ト リ プ シ ン消 化 物の A u 3 +吸着  
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*再 溶 解 さ せた 2  ml 中の 濃 度  
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ペプチド 鎖長 が 増 え る ほ ど 吸着量が上昇している傾向が見られた。ま

た、ペプ チ ド 鎖 中 に C ys ま たは His を 2 つ以上含むペプチドの 吸着量

が上昇し てい る 。し か し 単 純な結論を得ることは難しく 、より詳細な

検討が必 要で あ る と 考 え ら れる。  
 
6.4 結言  
 

 本 章 で は ペ プ チ ド マ ッ ピ ン グ 法 を 応 用 し た 精 製 タ ン パ ク 質 の 吸 着

サ イ ト の 同 定 を 目 指 し た 。 合 成 ヘ キ サ ペ プ チ ド を 用 い た 検 討 に よ り

HP L C と金 属 濃 度 測 定 法 を 併用することにより Au 3 +吸着フラクション

の検知が 可能 で あ る こ と を 示し、また実際に精製タンパク質であるウ

シ由来 R Na se  A を 用 い て 吸 着サイトの同定を試みた。タンパク質は複

雑な因子 がそ れ ぞ れ 関 わ り あうため、単純に吸着サイトを決定するこ

とは困難 であ っ た が、本 手 法を用いて精彩な検討を進めることでタン

パク質の吸着 サ イ ト の 同 定 が可能であると示唆される。  
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第七章  タンパク質性材料を用いた貴金属イオン分離回収  
システムの実用化に向けての検討  

 
7.1 緒言  
 
 第一章で述 べ た と お り、様々な研究が進められているにもかかわら

ず、バイオ マ ス を 用 い た 貴 金属イオン分離回収システムは実用化に至

っ て い な い 。 そ こ で 実 用 化 に 向 け さ ら な る バ イ オ マ ス の 探 索 を 行 い、

より吸着剤と し て 適 切 な バ イマスの発見を 目指した。また、バイオマ

スのハン ドリ ン グ 性 向 上 を 目指し、シート上への新規な加工法の開発

を行った 。  
 
7.2 多種 類 の バ イ オ マ ス の検 討  
 
7.2 .1 試 薬  

吸 着さ せ る 金 属 イ オ ン と し て Merc k(株 )か ら購 入 し た 金 ,  パ ラ ジ ウ

ム ,  白金 標 準 液 を 用 い た 。貴金属イオンを希釈する溶液には和光純薬

工業 (株 )か ら 購 入し た 容 量 分析用 1  M 塩酸を用いた。 競争吸着実験の

際には非 金属 イ オ ン と し て 鉄、ニッケル、銅の 1 , 00 0  pp m 原子吸光用

標準溶液を M erc k(株 )か ら 購入し、用いた 。また本実験では 吸着剤と

していず れも タ ン パ ク質性 材料である 11 種類のバイオマスを用いた。

それぞれ紹介 す る 。  
 
卵殻膜  

 卵殻膜は第 二 章 と お な じ ものを用いた。  
 
羽毛粉末  

 鳥 類 か ら 得 ら れ る 羽 毛 ( F i g .  7 .1 )は そ の 構 造 か ら 空 気 を 多 く 保 持 す

ることが 可能 な た め 保 温 機 能が高く、古来より布団や上着などの防寒

用具とし て用 い ら れ て き た。また、その形状や色合いにより装飾品と

して用い られ た り 、筆 記具 などに用いられたりしてきた。しかし、個

体 数 と し て 最 も 多 く 飼 育 さ れ て い る 鶏 の 羽 毛 に 関 し て は 廃 棄 さ れ て

いるもの もあ る 。  
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明太子の 皮  

 明 太 子 の 皮 (F i g .  7 .2 )と は 産 卵 前 の メ ス の ス ケ ト ウ ダ ラ の 腹 か ら と

れた「タラ コ 」を 塩 漬 け に して調味液で味付け熟成したもので、明太

子の主な 成分 は 水 分 と タ ン パク質である。明太子の皮は明太子の加工

過程で大 量に 産 出 さ れ る た め、近年再利用が模索されている。  

 
鶏挽肉  

 挽肉 (F i g .  7 . 3 )と は 十 分 に 細かく切断されていたり、すりつぶされて

いたりす るも の を さ す 。食 用品として用いられる場合、各種の鳥獣類

の肉のう ち見 た 目 に 難 が あ ったり、採取された量がごく微量であった

り し た と き に 混 合 し て 挽 肉 と し て 用 い る こ と が 多 い た め 非 常 に 食 用

肉として は安 価 な もの に な る。とくに鶏のものは生産量や需要の関係

上非常に 安く 、市 販 の も の では 10 0  g で 100 円を切ることがままある。

一方で食 用品 で あ っ て も、実際の市場では売り残りや食べ残しなどに

よって廃 棄さ れ て い る こ と が多いが、活用方法は堆肥として用いる程

度しかな いの が 現 状 で あ る 。  
 
 
 
 

Fi g .  7 . 2 凍結乾燥した明太子の皮  

F i g .  7 . 1 羽毛粉末  
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羊腸  

 羊腸 (F i g .  7 . 4 )と は 羊 の 内 臓のうちの腸であり、かつてはスポーツ用

品の繊維 とし て 用 い ら れ て いた。現在は工業的にソーセージなどの肉

詰め用の 袋と し て 用 い ら れ ている。ソーセージとして内部に各種鳥獣

類の挽肉 を味 付 け し た も の を詰めるため、腸壁に欠陥や空孔があると

食品加工 に用 い る こ と は で きない。そのため欠陥や空孔があるものは

活用され ない ま ま 廃 棄 さ れ ている。  

 
牛皮  

 牛皮 (F i g .  7 . 5 )  は 牛 の 皮 革で あり 、 牛皮製 品と して 広 く鞄や 小物 な

ど用いら れて い る 。牛 皮は 一度おおまかにはぎとられたのち、なめし

処理を施 し、各 製 品 別 に 厚 さを一定にする必要がある。そのため必ず

廃棄物と して 削 り ぶ し が 発 生し、このような廃棄物の活用方法はいま

だ確立さ れて い な い 。  

F i g .  7 . 4 凍結乾燥した羊腸  

F i g .  7 . 3 凍結乾燥した鶏挽肉  
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大豆タン パ ク  

 大豆タンパ ク ( F i g .  7 . 6 )は 乳化性、保水性、結着性などに 優れており、

ハム ,  ソ ー セ ージ な ど の 畜 肉加工品や蒲鉾などの水産練り製品の品質

強化およ び安 定 目 的 に 利 用 されている。近年その優れた栄養バランス

から健康 医療 食 品 な ど に 利 用されているほか、新たな利用分野の開拓

が注目さ れて い る 材 料 で あ る。  

 
卵黄タン パ ク  

 鶏 卵 の 卵 黄 か ら 生 成 さ れ る タ ン パ ク 質 ( F i g .  7 . 7 )で 必 須 ア ミ ノ 酸 の

バ ラ ン ス が 良 い こ と か ら 近 年 健 康 食 品 材 料 と し て 注 目 を 集 め 始 め て

いる。しか し 、適 切 な 活 用 法がいまだ確立されておらず、新規な活用

法が望まれて い る 。  

F i g .  7 . 5  凍結乾燥した牛皮  

F i g .  7 . 6  大豆タンパク  

F i g .  7 . 7  卵黄タンパク  
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ゼイン  

 ゼインとは ト ウ モ ロ コ シ 由来のタンパク質である ( F i g .  7 . 8 )。トウモ

ロコシは 食用 か ら 家 畜 用 飼 料として幅広く使用されており、大量に生

産されて いる 。プ ラ ス チ ッ クに近い性質を持つといわれ、タンパク質

で あ る こ と を 活 か し た 生 分 解 性 プ ラ ス チ ッ ク と し て も 検 討 さ れ て い

る。  

つみれ  

 つ み れ (F i g .  7 . 9 )と は 魚 肉 な ど を 鶏 卵 や で ん ぷ ん な ど の つ な ぎ を 加

えた練り 物で あ る 。こ れ ま での検討では用いてこなかった魚肉の代表

の一つと して 本 実 験 で は 市 販のイワシのつみれを湯通しした後、凍結

乾燥して 用い た 。  

 
鰹節  

 鰹節とはカ ツ オ の 肉 を 加 熱した後乾燥させたもの をさす。加工工程

によって はた だ 干 す だ け で なく燻製にしたり、カビを着けることによ

り熟成さ せた り す る こ と も ある。乾燥品を薄く削った削り節は日本食

の出汁の 素材 と し て 欠 か せ ない材料である。しかし出汁を取った後の

出汁がら は廃 棄 さ れ て し ま っている。本実験では出汁がらを凍結乾燥

し用いた (F i g .  7 .1 0 )。  

F i g .  7 . 8  ゼイン  

Fi g .  7 .9 凍 結 乾 燥 した つ み れ  
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粗タンパ ク 質 量  

 各 バ イ オ マ ス 中 に ど の 程 度 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ て い る か を 確 認 す

るために 粗タ ン パ ク 質 量 を 算出した。粗タンパク質量とは元素分析に

よって得 ら れ る 窒 素 元 素 質 量比に窒 素係数 6 .25 をかけることにより

得られる。こ の 値 に よ り そ の物質に含まれるおおよそのタンパク質の

量がわか り、本 研 究の 一 つ の指標となると考えられる。今回株式会社

シ ス テ ム ズ エ ン ジ ニ ア リ ン グ に 依 頼 し 各 バ イ オ マ ス の 元 素 分 析 を 行

った。元 素 分 析 の結 果 と 粗 タンパク質量の計算値を Tab le  7 .1 に示す。  
 

バ イ オ マ ス  N 元 素  [ wt%]  S 元素  [ wt%]  粗タンパク質量  

卵 殻 膜  15 . 1  2 .7  94 . 2  
羽 毛  11 .7  1 .7  73 . 2  

明 太 子 の 皮  13 . 6  0 .5  85 . 0  
鶏 挽 肉  13 . 6  0 .6  85 . 3  
羊 腸  14 . 3  0  89 . 3  
牛 皮  15 . 6  0  97 . 6  

大豆 タ ン パク  12 . 8  0  79 . 9  
卵黄 タ ン パク  10 . 6  0 .3  66 . 1  

ゼ イ ン  14 . 7  1 .4  91 . 8  
つ み れ  6 .7 6  0 .6  42 . 3  
鰹 節  13 . 9  0 .7  87 . 1  

 
計 算 の 結 果 い ず れ の バ イ オ マ ス に 関 し て も 高 い タ ン パ ク 質 量 が 含

まれてい るこ と が わ か っ た。よってこれらのバイオマスを用いること

で貴金属 の吸 着 が 可 能 で あ ると期待される。  
 

Fi g .  7 .10 凍結 乾 燥 した 鰹 節  

Tab le  7 .1 バ イ オ マ スの 元 素 分析 結 果 と 粗タ ン パ ク質 量  
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7.2 .2 実験 方 法  
 標準溶液を 0 . 1M の 塩 酸 で金属イオン濃度 2 00  pp m に なるよう希釈

した金属 水溶 液を Au 3 + ,  P d 2 + ,  P t 4 +それ ぞれ 別 々 に作 製 。 金 属水 溶 液 1 0  

ml に 対 し て 各バ イ オマ ス を 4  mg 加 え 、24 時 間室 温 で撹 拌 した 。ろ過 後 、

ろ液 の 金 属イ オ ン 濃 度を IC P -O E S も し くは 原 子 吸光 光 度 計 (A A S )で 測定

し、 吸 着 量を 算 出 し た。 ま た 、吸 着 性 の 高か っ た バイ オ マ ス に関 し ては

金、 パ ラ ジウ ム 、 白 金、 鉄 、 ニッ ケ ル 、 銅の 混 合 溶液 に て 競 争吸 着 実験

も以 下 の 手順 で 行 っ た。各 金属 が 10  p p m とな る よう 0 .1  M 塩 酸で 希 釈 し、

その 溶 液 10  ml に バ イオ マ スを 10  mg 加 え 24 時間 室 温 で撹 拌し た 。ろ過

後、 ろ 液 の金 属 イ オ ン濃 度 を IC P -O E S もし く は A A S で 測 定し 、 吸 着量

を算 出 し た。  

 
7.2 .3  結 果 と 考 察  
 各バイオマ ス の 貴 金 属 イ オン吸着実験の結果を Fi g .  7 .11 に示す。  

 
検討の結 果卵 殻 膜 が 高 い 貴 金属イオン吸着性能を示した。また鰹節も

高い吸着 性能 を 示 し た。一 般に使用されている金属リサイクル用のイ

オン交換 樹脂 が 1  g で 1 00  mg 程度の金 属イオンを吸着するといわれて

いること から 卵 殻 膜 は 実 用 的な吸着材であるといえる。  
また卵殻 膜と 鰹 節 で 競 争 吸 着実験を行ったところ Fi g .  7 .1 2 のように

なった。  

卵殻膜 卵黄
タンパク

ゼイン つみれ 鰹節
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Fi g .  7 .11 多 種 類 の バイ オ マ スで の 貴 金 属イ オ ン 吸着  
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Fe 3 +等の卑 金 属 イ オン が ほ とんど吸着していないのに比べ A u 3 +等の貴

金属イオ ンは 高 い 吸 着 性 を 示した。このことからバイオマスを用いて

選択的に 貴金 属 イ オ ン を 吸 着回収できると考えられる。  
 
7.3 新規 バ イ オ マ ス 加 工 法の 開発  
 
 前項で極め て 高 い 吸 着 性 能を示した卵殻膜であるが、卵殻膜はその

ままだと Fi g .  4 .3 に 示 し た 通りひらひらの状態であり、実用化を考え

た際ハン ドリ ン グ 性 に 問 題 があるといえる。そこで本稿では卵殻膜の

吸 着 性 を 損 な う こ と な く バ イ オ マ ス を 用 い て 卵 殻 膜 を シ ー ト 状 に 加

工する技 術の 開 発 を 試 み た 。  
 
7.3 .1 試 薬  
 キューピ ー (株 )か ら い た だい た卵殻 膜を粉末状 にした ものを用い た。

ま た 卵 殻 膜 単 体 で は 加 工 が 難 し い の で バ イ ン ダ ー と し て ト ウ モ ロ コ

シ由来タ ン パ ク 質 で あ る ゼ イ ンを和 光純薬工業 (株 )から 購入して用い

た。また架 橋 剤 と し て ヘ キ サメチレンジイソシアネート ( HM D I)を、溶

媒として 試 薬 特 級 エ タ ノ ー ル を和光 純薬工業 (株 )から購 入して用い た。 
また吸着 性能 評 価 す る 為 に Au 3 + ,  Pd 2 + ,  Pt 4 +の標準溶液を M erc k(株 )から

購入して 用 い た 。 貴 金 属 イ オ ンを希 釈する溶液 には和 光純薬工業 (株 )
から購入 した 容 量 分 析用 1  M 塩酸を用いた。  

卵殻膜 鰹節
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Fi g .  7 .12 卵殻 膜 と 鰹節 の 競 争吸 着  
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7.3 .2 実 験 方 法  
バイオマ ス シ ー ト の 作 製  
 まず HM D I と エ タ ノ ー ル を任意の比率で混合し、反応液とした。ゼ

イン 2  g と 卵 殻膜 粉 末  3  g と反応液 1 00  ml を混合し、混練しながら純

水 1  ml と 卵 殻 膜 粉 末 1  g を さらに加えた。一定の粘度が得られたら一

定の厚み とな る よ う 伸 ば し 、一晩ドラフト中で乾燥した。  
 
吸着性能 の 評 価  
 標準溶液を 0 . 1  M の 塩 酸 で金属イオン濃度が 20 0  p p m となるよう希

釈した。 その 溶 液 1 0  ml に 15  mg の作 製したシートをいれ 24 時間室

温で撹拌 した 。 ろ 過 後 、 ろ 液を IC P -O ES もしくは AA S で金属イオン

濃度を測 定し 、 吸 着 量 を 算 出した。対照実験として卵殻膜粉末 10  mg
とゼイン 5  mg の 混 合 粉 末 も同様に検討した。  
 
7.3 .3 結 果 と 考 察  
バイオマ ス シ ー ト の 作 製  
HM D I の 組 成 を バ イ オ マ ス に対して 0~8 .3  wt%の間で変化させて検討

を行った。HM D I は Fi g .  7 .1 3 のような構造を有しており、両末端のイ

ソ シ ア ネ ー ト 基 が タ ン パ ク 質 の ア ミ ン と ア ミ ド 結 合 を 形 成 す る こ と

により架 橋反 応 を 進 行 さ せ ると考えられる (F i g .  7 .1 4 )。  

 
 

 

Fi g .  7 .13 H MD I の 構造  

C
O

N
H2N+

N NC
O HH

Fi g .  7 .14 H MD I と タン パ ク 質の 架 橋 反 応  
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作製した バイ オ マ ス シ ー トを Fi g .  7 . 1 5 に示す。  

どの HM D I の 濃 度 で も バ イ オマスシートの作製に成功した。バインダ

ーに用い たゼ イ ン は 単 体 で もシート状に形成できるため、HM D I 0  wt%
でも加工 でき た と 考 え ら れ る。ただし、架橋剤を加えないと水中に入

れるとも ろく な る 傾 向 が 見 られた。  
 
貴金属イ オ ン 吸 着 性 能 の 評 価  

貴金属イ オン 吸 着 実 験 の 結果を Fi g .  7 .16 に示す。  

Fi g .  7 .15 作製 し た バイ オ マ スシ ー ト  

     A :  H MD I  0  w t% ,  B :  0 . 83  w t %,   

C :  4 . 2  w t% ,  D :  8 . 3  w t %  
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C D
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架 橋 剤 の 比 率 を 増 加 さ せ る と 貴 金 属 イ オ ン 吸 着 性 能 が 上 昇 し て お り、

HM D I が 4 .2  wt%あ た り か ら未加工のものと変わらない Au 3 +吸着性能

を示すこ とが わ か っ た 。し かし、 Pt 4 +や P d 2 +は吸着量が低下すること

が分かっ た。こ れ は シ ー ト 化する際に架橋剤を用いているが架橋剤が

タンパク 質の ア ミ ン を ア ミ ド結合に使ってしまうため、吸着サイトが

減少した ため で は な い か と 考えられる。  
 
7.4 結言  
 バイオマス を 用 い た 貴 金 属イオン回収プロセスの実用化に向け、11
種類のバ イオ マ ス を 検 討 し た結果、卵殻膜が最も高い吸着性能を示す

ことが分 かっ た 。ま た 卵 殻 膜は市販のイオン交換樹脂に匹敵する吸着

量を示す こと も 分 か っ た。またトウモロコシ由来タンパク質であるゼ

インと架 橋剤 を 用 い て 、A u 3 +の吸着性能を維持して 卵殻膜をシート状

に加工す る新 規 な 加 工 法 の 開発に成功した。  
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第八章  結論  
 
 本 研 究 で は タ ン パ ク 質 性 材 料 を 用 い て 貴 金 属 イ オ ン 吸 着 回 収 プ ロ

セスの開 発を 目 指 し 、その吸着機構の解明を試み、また実用化に向け

ての検討 を行 っ た 。 以 下 に得られた知見を示す。  
 
1 .  貴 金 属 イ オ ン は バ イ オ マ ス に イ オ ン の 状 態 と 還 元 さ れ た 金 属 の状

態の 両 方 で吸 着 し て い ることを明らかにした。  
 

2 .  バ イ オ マ ス へ の 貴 金 属 イ オ ン 吸 着 性 は そ の 貴 金 属 イ オ ン の 錯 体種

に よ っ て 変 化 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 た だ し 錯 体 種 の 影 響 力 は各

貴金 属 イ オン で 異 な る ことが示唆された。  
 

3 .  糖 タ ン パ ク 質 に お い て は 糖 鎖 が 貴 金 属 イ オ ン 吸 着 に 関 与 し て いる

こと が 示 され た 。  
 

4 .  タ ン パ ク 質 の 高 次 構 造 が 貴 金 属 イ オ ン の 吸 着 性 に 関 与 し て い るこ

とが 示 さ れた 。  
 

5 .  高 次 構 造 が 完 全 に 崩 壊 し て も 吸 着 性 能 が あ る 程 度 あ る こ と か ら一

次構造 も 貴金 属 イ オ ン 吸着にかかわっていることが示唆された。  
 

6 .  合成 ヘ キ サペ プ チ ド を 用いた検討により HP L C と濃度分析法を併

用 す る こ と で 貴 金 属 吸 着 部 位 を 検 知 す る こ と が 可 能 で あ る こ とを

示し た 。  
 

7 .  精製 タ ン パク 質 で あ る R Nase  A に対してトリプシン消化を行い検

討し た 結 果、 Hi s や C ys を複数有するペプチ ド鎖が多く A u 3 +を吸

着さ せ る 傾向 が あ る こ とが示唆された。  
 

8 .  11 種 類 の バ イ オ マ ス を 検討した結果、卵殻膜が最も高い貴金属イ

オ ン 吸 着 性 能 を 有 す る こ と が 示 さ れ 、 そ の 吸 着 量 は 市 販 の イ オン

交換 樹 脂 に匹 敵 す る こ とが示された。  
 

9 .  ゼイ ン と 架橋 剤 を 用 い ることで Au 3 +吸着性能を維持したまま卵殻

膜を シ ー ト状 に 加 工 す る新規な手法を開発した。  
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10 .  加工 し た シー ト で は P d 2 +や Pt 4 +の吸着量が低下したことから、A u 3 +

とは 吸 着 機構 が 異 な る ことが示された。  
 
以 上 の こ と か ら タ ン パ ク 質 性 材 料 の 貴 金 属 イ オ ン 吸 着 は 多 様 な 因 子

が複雑に 影響し あ っ て い る ことが示唆された。今後アミノ 酸配列の影

響を精査 して い く こ と で 吸 着サイトの同定ができると予想され、さら

なる吸着 機構 の 解 明 が 期 待 される。また加工技術の確立により実用化

がより現 実的 に な っ た と 考 えられ、今後の本研究の発展により環境調

和型・循 環型 社 会 の 実 現 が 大いに期待される。  
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