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界面活性剤の逆ミセル中におけるタンパク質の構造

一逆ミセルに可ii容化した水（waterpoor）の異常`性一
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１界面

「コロイド・界面化学（Colloidandlnterface

Chemistry)」という分野が化学にある。“界面,,とは、

物質の3態、固体、液体、気体の接する面を指し、界面

には固体同士、液体同士、固体と液体の間、固体と気

体の間､液体と気体の間の5種類がある。コップに入れ

た水の表面は、液体と気体（空気）の気一液界面の一

例である。一方、“コロイド”という単語は、’9世紀

半ばに生まれたようで、普通の濾紙の穴は通過するが

半透膜の穴は通過しない程度の大きさで、普通の分子

やイオンほど小さくはないサイズやそのサイズのもの

を指して使われて来ている。今やナノ粒子（,nm=,O~9m）

という単語が日常的に使われているが、この“コロイ

ド”がまさにナノサイズであった。

さて、１cm四角のサイコロは、体積は1cm3で、表面積

は6cm2である。このサイコロを小さくきざんで,辺が，

マイクロメートル（Ｌｕ、=10-6m）の小さなサイコロに

すると、総体積は依然1cm3であるが、総表面積は6,2

（3.7畳）になる。このサイコロをさらに小さくきざん

で、１辺が10nmや1,mの小さなサイコロにすると、総体

積は依然1cm3であるが、総表面積は600,2（370畳）や

6000,2（3700畳）にもなる。小さい粒子というのは、

総体積あるいは総質量は大きくないのに、その総表面

積はとてつもなく広くなり、その粒子の内部より粒子

の表面（すなわち界面）がその粒子を含む溶液の`性質

を決める。そんな事情で、コロイドという概念と界面

という概念には密接な関係があり、コロイド．界面化

学という分野が生まれたようである。触媒などは、あ

る物質の表面でその触媒機能を発揮することが多いの

で、どれだけそういう物質を小さな粒子にして界面を

拡げるかは重要な意味をもつ。ナノサイエンスナノ

テクノロジーはもとより、機能材料、環境化学、生化

学、薬学、農学の分野でもナノサイズの物質を扱い、

それらの多くは“コロイド”状であり、それらの“界

面”は重要な役割を果たしているはずであるが、これ

らの分野で“コロイド，，や“界面”の単語はほとんど

使われていない。“コロイド”は、分子やイオンでも

ないが、それらの結晶とも違い、その実態は２０世紀後

半までベールに包まれていたと思う。タンパク質も２０

世紀に入っても長い間ある種類のコロイド粒子として

扱われていたようである。しかし、この数10年で“コ

ロイド"を覆っていたベールはかなりの程度はがされ、

その実態が明らかになって来た。同時に、“コロイド”

状物質の中身や“界面”の状態もある程度明らかにさ

れて来ている。

拙稿の中心になる界面活性剤は、多くの“界面”で

吸着などユニークな挙動をする。また、界面活性剤は

ミセルというナノサイズの会合体を形成し、油と水の

“界面”を広大に作ることもできる。今回、界面活｣性

剤が油の中で微量の水を含んで作る“逆ミセル”の油

一水界面における水側のnmの世界を中心に述べる。

２界面活性剤の逆ミセル

界面活』性剤は、親水的な親水基と親油的な疎水基を

もつ。したがって、界面活性剤の親水的な性質が強け

れば水によく溶け、親油的な性質が強ければ油によく

溶ける｡家庭で使われる石けんのような界面活性剤は、

水に溶かして使うので親水』性の方が強い界面活性剤で

ある。水に溶けた親水性の強い界面活性剤は、疎水基

を水との接触を避けるために内側に、親水基を外側に

向けた球状のミセルを作る（図１(A)）。通常ミセルと

して知られているのは、このタイプである。これと逆

に、やや疎水』性の方が強い界面活性剤は、油のような

非極性溶媒の中で、この溶媒を嫌う親水基を内側に親

油性の疎水基を外側にした会合体を形成する(図１(B)）。

これを“逆ミセル”と言う'-6)。

逆ミセルの内側の親水基の集まっている場所は少量

の水を含むことができ、この水部分をwaterpoolと呼

ぶ。一般的に、waterpoolの水は界面活性剤の親水基

周辺（waterpoolの外側）の“固定水，，とwaterpool

の中央部分の“自由水”に分けて考えられている'-6)。

多くの研究者が､逆ミセルの作成に疎水基を2本もつ界

面活性剤sodiumｂｉｓ(2-ethylhexyDsulfosuccinate

（AOT）を使用している（図２(A)）。このAOTは、疎水
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が、実際は動き回りながらたまたま近くに来た水分子

と瞬間的な水素結合をしている。それが液体の水の個

性である。この液体の水にものが溶けるということは、

水の個,性とうまく付き合えるということである。

AOTが逆ミセルを作ると､その親水基のマイナスの電

荷とその周囲にあるHzOのHの微量のプラス電荷とが

作用し、付き合っている。したがって、界面活性剤の

親水基周辺の水はこのような荷電の影響を受け、周囲

を水だけに囲まれている水分子のように自由に動けな

いという意味で“固定水，，と呼ばれている。“自由水”

の方は、界面活性剤の親水基の電荷の影響を受けない

距離にあると考えられ、そう呼ばれている。しかし、

界面活性剤の親水基の荷電の影響が消えるほどwater

poolは大きくはなく、著者らはwaterpoolの水は、後

述するように、やはり全体が“異常水”のままだと思

う7,8)。

この逆ミセルについての研究も多い。図２(B)に、細

胞膜の断面の略図を示す｡細胞は､AOTと同じように親

水基が負に帯電し、疎水基を2本もつ界面活性剤の1種

のリン脂質が形成する二重膜、つまり細胞膜で囲まれ

ている。この二重膜は、逆ミセルの外側の疎水基のま

わりにもう1列疎水基が並び､外側に並んだ界面活性剤

の親水基は逆ミセルの内側と同じように水と付き合う

ようになっている。したがって、二重膜の両サイドは

水溶性である。細胞膜に存在するタンパク質を膜タン

パク質と呼び、膜タンパク質によってはその疎水性部

分は膜の中に入り、親水性部分は膜の外に出ている。

細胞膜の外である細胞内は水溶液で、細胞膜の外に出

ているタンパク質の親水性部分は、水とうまく付き合

って水和（後述）している。後述するように、水溶`性

のタンパク質や酵素は細胞膜の近傍に存在し、“自由

水”よりもむしろ“固定水”に近い性質の水に溶けて

いると考えられる。このような事情で､AOTのような界

面活性剤の逆ミセルの内側を擬似細胞内と想定した研

究は多くされて来ている3,9)。

圏定水奮由水

（A）（８）

図１ミセル(A)と逆ミセル(B）

界面活性剤の親水基を白丸で、疎水基を棒で示す。

基を2本もち疎水性で非水系によく溶けるが､親水基が

-SO3-でマイナスの荷電をもつため水にもそれなりに

溶けるイオン性界面活`性剤である。図１(B)には、ＡＯＴ

の逆ミセルを想定して疎水基が2本描かれている｡

そもそも水溶液の溶媒である水H20は、そのH-O-Hの

結合角度が104.5度で､結合の性質からH20の0はごく微

量のマイナス電荷を、２つのHはごく微量のプラス電荷

をもつ。このように水分子自身は弱いながらも電荷を

帯び､Ｏの微量のマイナス電荷は特定の2方向に向き、２

つのHと共に1つの水分子は微量の電荷を4方向に働か

せている。水は、このように生まれつき電気双極子を

もち、極性溶媒である。水の固体である氷は、1つの

水分子がH-0-HのHと0の微量の電荷を4方向に働かせ

てまわりの4つの水分子と水素結合(弱い電気的な相互

作用）で繋がった規則的な構造をしている。液体状態

の水は、その分子がばらばらになっているようである
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３ミセルの触媒機能

ミセルの触媒機能については既に1975年に“ミセル

触媒“の成書'0）が出ているほど研究されている。そも

そも、反応は反応するもの同士が接触・衝突すること

によって起こる。そういう反応場を､通常のミセル(図

ｌ(A)）と逆ミセル（図１(B)）どちらの表面近傍も提供

できる。ミセルが触媒機能をもつことについてもっと

も分かりやすいのは、反応物同士が一方は水溶性、も

う1つは疎水性の場合であろう。疎水性の反応物は、通

常のミセルの場合は内側の疎水性部分に濃縮して存在

し、逆ミセルの場合ミセル外の非極性溶媒中に溶けて

いる。一方、親水性の反応物は、通常のミセルの場合
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リン膳質

AOTの構造(A)と細胞膜(B）

AOTも細胞膜を作るリン脂質も2本の疎水基を、

どちらの親水基もマイナスの電荷をもつ。

図２
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も逆ミセルの場合も、その反応物のイオン性の反対の

荷電をもつ親水基の界面活性剤が作るミセルの親水』性

側表面の周辺に濃縮して存在する。水溶'性の反応物と

疎水性の反応物はいずれのミセルの表面近傍でも濃縮

され、それらの接触・衝突の頻度は上がる。また、い

ずれの場合も、溶媒にとけている反応物は、ミセルの

表面近傍での反応の進行に伴ってその近傍の濃度が下

がれば自然と表面近傍に補給される。反応物同士が共

に水溶性または疎水性でも、反応によっては、ミセ

ルが反応場を提供し、触媒の役目をしていることがあ

る。どちらのミセルの場合も、界面活性剤の親水基が

作る電荷密度の高い表面や疎水基の作る疎水的環境が

反応物を濃縮させる効果を生んでいる。水溶性反応物

同士でも、一方がやや疎水性である場合、反応物は通

常のミセルの親水基に近い疎水性部分に可溶化され、

そのため反応物同士の接触・衝突の頻度が上がり反応

が促進される場合もある。

通常のミセルも逆ミセルも、直径は数nmのコロイド

サイズである。どちらの型のミセルも、小さな試験管

の中でも畳の数100枚､数1000枚の広さの反応場を提供

して、反応物同士が接触・衝突できるように触媒機能
を発揮しているに違いない。
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図３AOTの逆ミセルの平均直径のW･依存性
○：空の逆ミセル、●：BSAを含む逆ミセル

きさだろう。このwaterpoorの大きさはあまりにも小

さく、そこの水は以下で述べるように普通の水とはい
ろいろ違うことになる。

５逆ミセル中の水の異常性

逆ミセル中のwaterpoolの水は界面活性剤の親水基

周辺の“固定水”と中央部分の“自由水”とに一般に

分けられると先に紹介した(図１（B))。ここで言う“固
定水”と“自由水”は、実際は1リットルのビーカーの

中の水にも存在する。ただ、ビーカーの中では、“固
定水”に比べ“自由水，，と呼ぶ概念の水が圧倒的に多
く、“固定水”の存在が問題にならないだけである。

このような場合の“自由水"を"バルク水，'とか呼ぶ。

これに対し、逆ミセルのwaterpoolの場合、直径数nｍ

の世界の話である。このnmの世界の水溶液の特徴を図
４(A)に示す。この図は、ＮａClを溶かした水溶液がAOT

の逆ミセルのマイナスの荷電をもつ内側の壁面に接し

ている状態を想定している。ＮａClは水の中では解離し

てNa+イオンとCl‐イオンになっている（図中では、そ

れぞれ＋、－で示す）。Ｎａ+イオンとCl‐イオンが水に
溶けたとき､水分子の極'性のため､Na+の周囲にはH20の

0の方が、Cl-の周囲にはHzOのHの方が電気的に相互作
用し、先の逆ミセルの“固定水,，をもつような状態に

なっている。この“固定水”の状態は、イオンのまわ

りに水l層だけではなく、２眉目3層目とl層目よりイオ

ンとの相互作用は弱くはなるが、多層に及ぶ。このよ

うな状態のイオンを水和イオンと呼び、水の方は水和
水と呼ぶ。Ｎａ+、Cl-のイオン自身は小さいが、これら
の水和イオンの大きさは０３～0.4nmである｡ちなみに、

pHで表される水素イオンH+の水和状態はこれらの約３

倍も大きい。これは、Ｈ+がもっとも小さいイオンであ

るにも関わらずNa+などと同じようにプラス1荷の電気
量をもち、Ｈ+自身の表面積あたりの電荷密度が大きく

４逆ミセルの大きさ

図3に、著者らが動的光散乱法（DLS）によって測定

したイソオクタン中のAOTの逆ミセルの直径を示す7.8)。

この測定法では、対象物を球体とみなして、そのサイ

ズを評価する｡できる限り水分を除いたAOT単独と思わ

れる逆ミセルの直径は2.5nmである。この直径は、ＡＯＴ

の分子径L2nml1)の約2倍で､AOTがナトリウムイオンを

解離した状態のこの界面活性剤イオンが親水基を内側
に疎水基を外側に球状の逆ミセルを形成しているとし

たら妥当な値である。ちなみに、AOTと同じように親水

基が負に荷電している代表的陰イオン性界面活性剤
sodiumdodecylsulfate（SDS）が水の中で作るミセル

の直径は3.2nmで、dodecylsulfateイオンの長さの大

体2倍である。どちらのタイプのミセルも、界面活性剤

イオンが図lに描かれているように伸びきった状態で
形成していると思われる。

逆ミセルのサイズは、その中に水を含ませることに

よって大きくすることができる｡AOT逆ミセルの水含量

は、水のモル濃度のAOTのモル濃度に対する割合

（W･(=[H20]／[AOT]））で表す。図3は、AOT逆ミセルの

直径のこのW･への依存性を示している78)。水を含む逆

ミセルは上述のwaterpoorをもち、水含量が増えると

逆ミセル全体の直径（○）が大きくなる。waterｐｏｏｒ
は、逆ミセルを作る界面活性剤部分の外周の厚さ相当

の2.5nｍ(無水の逆ミセルの直径相当）を差し引いた大
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るが、水溶液中のイオンの電位も、面というより点と

して周囲に影響し、反対荷電をもつイオンが周囲にあ

ればそれと相互作用する。ただ、普通の電解質の水溶

液の濃度では、あるイオンもその反対荷電をもつイオ

ンもバルク水の中を水和イオンの状態で動き回りなが

ら瞬間的に静電的相互作用をするだけで、結合するこ

とはない。例外的に、反応することによって沈殿する

ようなイオン同士の場合などは、相互作用が強く働き

両方のイオンの水和水を壊して、結合する。

図４(A)ではイオンは平たい界面の電荷の影響を受け

ているが、waterpoor中の水やイオンは、逆ミセルを

作る界面活性剤の親水基が球状に囲む周囲全体（図

１(B)）からその中心に向かって電荷の影響を受けるこ

とになる。まだ誰も注目していないようであるが、球

状の面をもつ凸レンズが集光するように、逆ミセルの

waterpoor中では壁面からの距離によっては電荷の影

響が壁面近辺より強くなる可能性もあるのではないか

と思われる。これが、著者らがnmサイズの逆ミセル中

に親水基の電荷の影響が消滅する距離はありえず、

“自由水”はないと考える理由の1つでもある。したが

って、何らかの電解質を含むwaterpoor内のイオンの

電気的バランスは崩れたままではなかろうか。また、

waterpoor内で水和イオンを作っているはずの水和水

の状態も普通の水とは当然違っていると思われる。特

に小さいAOTの逆ミセル中の水分子は、AOTの親水基や

この界面活性剤の対イオンに当たるNa+イオンの水和

水として強く束縛され、その並進や回転の運動も制限

され'2)、その内壁近辺の粘度も高くなる')という報告

がある。ｐＨ７０の緩衝溶液が逆ミセルのwaterpoor中で

はpH8.3になるという報告もある13)。ただ、これはｐＨ

が変化するというより、緩衝溶液に使う塩のpKa値が逆

ミセルのwaterpoorの水の異常,性のために変わるため

と考えた方がいいかもしれない。また、逆ミセルの水

の融点は-30℃以下になるとの報告もありＭ)、water

poorの中の水の瞬間的水素結合の在り様も通常の水と

は異質なものになっているに違いない。普通の水も個

性豊かな液体で特有な挙動をしているが、逆ミセルの

waterpoorの水は、普通の水とはかけ離れた挙動をし

ているに違いない。

なるためである。これは、表面電荷の強さ（電位）が

周囲の水に著しく影響することの証でもある｡１リット

ルのビーカーの中のNaCl水溶液のバルクの部分では、

Na+､Ｃｌ~の水和イオンは同数ランダムに存在し（図４(A）

の右端）、プラスとマイナスの電気的バランスもとれ

ている。多くの水溶液の場合、すべてこのような電気

的中性の条件を満たしていると考えて問題ない。

(A） 十
十
十
十
＋
十
十

一
十

十
十 十
二
十
一
十

十
十
一
十

十
一
十
十

(B）

；

０．．

表miiからの距離

界面の表面電位の周囲のイオンへの影響(A）

と電位の距離に伴う減衰の様子(B）

＋：Ｎａ+イオン、－：Ｃｌ-イオン

図４

しかし、数nmの世界の水溶液の場合、この電気的バ

ランスが電位をもつ界面近傍では極端に崩れることを

図４(A)には描いている。マイナスの電荷をもっている

壁面のすぐ傍の第１層目にはプラス電荷をもつNa+の水

和イオンばかりが集まって来る。第２層目には、第１眉

目ほどではないにしても、Ｎａ+の水和イオンが圧倒的に

集まる（図４(A)）。順次、Ｎａ+の水和イオンの優勢さは

減って行くが、壁面の電位の影響する距離は、ｎmの世

界ではとても長い（図４(B)）。ＮａCl水溶液の例で言え
ば、図4のような壁面の電位の影響が約37%まで減衰す

る距離（無くなる距離ではない）は、ＮａCl濃度が０１Ｍ

のとき０９６，，，０．０１Mのとき3.0nm､0.001Mのとき9.6nｍ

と言われている。この距離はNaCl濃度が高いほど明確

に短くなり、それだけ壁面の電位は周囲に影響し、壁

面の電位を電気的に中和するためにその反対電荷をも
つイオンが引き付けられていることの証でもある。壁

面の電位の影響が全く無くなり、Ｎａ+、Cl-の水和イオ

ンが同数ランダムに存在して電気的バランスがとれる

距離はもっと長い。また、先のH+とNa+の水和イオンの

大きさが違うのは、表面電荷密度が高い前者の表面電

位の方が高く、多くの水分子を引き付けているからで

ある。図4の(A)も(B)も、電位をもつ平たい面の話であ

６高分子電解質としてのタンパク質

逆ミセルの中にタンパク質を入れる場合、タンパク

質の大きさだけでなくその電解質としての'性質も大い

に関係する。タンパク質は、DNAに保存されているルー

ルにしたがって20種類のアミノ酸がどういう順番で何

個並ぶかによって、その種類の多様,性を可能にしてい

る。タンパク質のある種のものが酵素で、酵素もタン

パク質である｡多くのタンパク質は大体数100個のアミ
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界面活性剤の逆ミセル中におけるタンパク質の構造 3５

ノ酸が繋がったものであるが、アミノ酸は水に溶け易
いものも水に溶けにくいものもあり、タンパク質もそ
れを構成するアミノ酸の組み合わせによって水に溶け
易いものも水に溶けにくいものもある。水熔性のタン

パク質は、水に溶けにくいアミノ酸をほとんど水に接
しないようにタンパク質内部にたたみ込み、水に溶け
易いアミノ酸を水に接するタンパク質表面の方にうま
く並べるように折りたたまれている（タンパク質の三
次構造）。ある意味、界面活性剤が疎水基を内側に形
成する普通のミセルと似ている。タンパク質表面に並
ぶ水に溶け易いアミノ酸は､一部が電荷を帯びている。
したがって、水に溶けるようなタンパク質は、その分
子表面にプラスとマイナスの電気を帯びた高分子の電
解質と見ることもできる。逆ミセルを形成する界面活
性剤の親水基が“固定水，，をもつのと同様、タンパク
質の表面電荷も“固定水，，を当然もつ。タンパク質の
場合、そういう水をタンパク質の“水和水，?と呼ぶ。
水溶性タンパク質は、このように極』性側鎖をもつア

ミノ酸残基がその表面に出ていることによって、水に
可溶になっている。そういう水溶｣性タンパク質表面に
出ているリジン（Lys）のようなプラス荷電をもってい
るアミノ酸残基に水溶液状態のAOTのような陰イオン

性界面活性剤の親水基が真っ先に静電的に結合する。
続いて、既に親水基でタンパク質のアミノ酸残基に結
合している界面活性剤の疎水基の周囲に別の界面活性
剤が疎水的に結合する。タンパク質が構造変化を起こ
し、疎水性アミノ酸残基が表面に出てくれば、そこに

も界面活性剤が結合する。タンパク質に結合する界面
活性剤の大部分は、この後半の疎水性相互作用の協同
的結合によるものである'5-2')｡AOTのようなイオン性界
面活性剤は、水系である濃度以上になるとタンパク質
のポリペプチド鎖の周囲でミセル状の会合体を形成し、
その球状の会合体はそれぞれ独自の曲率半径を当然も
つ。イオン性界面活性剤のミセル状の会合体は、親水
基が同じ電荷をもつため相互に静電的に反発もする。
そういう会合体は、それを形成するイオン性界面活性
剤のごく一部の親水基の静電的結合によってタンパク
質のポリペプチド鎖に強く繋がっている。そのため、
一定の曲率をもち、静電的に反発もし合うミセル状の
会合体の形成は、タンパク質本来の三次元的形態の合
理性を崩し、その構造変化を誘引すると考えられる。
非イオン性界面活性剤の場合、同様の会合体を形成し
てもタンパク質の極性側鎖をもつアミノ酸残基に対し
ての静電的相互作用があまりにも弱いため、タンパク
質の構造は変化せず、マイルドな界面活性剤と呼ばれ
ていると著者らは考えている。このように水溶液中で
界面活性剤の親水基がタンパク質と静電的相互作用を
するか否かは重要である。

イオン性界面活`性剤の水溶液中で、ヘリックス含量
の多いタンパク質ではその構造が－部壊れ、ヘリック
ス含量の少ないタンパク質ではその構造を新たに形成
するような二次構造変化をする15-21)。ＡＯＴと同じよう
に親水基が負に荷電している代表的陰イオン性界面活
性剤のSDS溶液中における種々のタンパク質のヘリッ
クス構造の増減とタンパク質を構成するLys残基の組
成比が興味ある関係を示す15)・タンパク質の全残基数
に対するLys残基の組成比が大体8%を超えるとヘリッ
クス構造はSDSによって壊されるようになり、その組
成比が大きくなるほどさらに壊されやすくなる傾向が
ある。これは、疎水性相互作用によるタンパク質への
結合に比べ、静電的相互作用で結合する量は圧倒的に
少ないにも関わらず、界面活性剤とタンパク質との間
のこの静電的相互作用がタンパク質の構造変化に重大
な効果を発揮することを示している。界面活性剤の親
水基とタンパク質との静電的相互作用は、逆ミセル中
でも起こり、重要な意味をもつ18.19)。

７逆ミセル中のタンパク質

ウシ血清アルブミン（bovineserumalbumin：BSA）
は、物理化学的研究に半世紀以上に渡ってもっとも多
く選ばれて来ているタンパク質である。水系のタンパ
ク質と界面活性剤、特にSDSとの相互作用の研究にも、
このBSAがもっとも多く使われて来ている'5-21)。タンパ

ク質も水溶液中ではその表面が水和されていて、著者
らのDLSの測定結果によると､通常の水溶液中で水和し
ているBSAの平均直径は6.2nmである7.8)。BSAに酷似し
ているhumanserumalbuminは結晶状態で長径8,m、短
径3,mの形状をしているとのＸ線による報告もある22)。
BSAのサイズは、図3のW･の小さいAOTの逆ミセルの直径
よりはるかに大きい。以下、このBSAをその逆ミセル中
のwaterpoolに入れた場合の挙動を見て行く。

すべての測定は､BSA分子の量より逆ミセルの量が圧
倒的に多い条件で行っている。したがって、BSAはすべ
て逆ミセルに入っているが、1つの逆ミセルに複数の
BSAが入っているとは考えられない｡図3のBSAを含む逆
ミセルの直径（●）は、量的にBSAより逆ミセルが圧倒
的に多いため、BSAを含む逆ミセルとBSAが入っていな

い空の逆ミセルの直径を平均したものである。低いW・
では､逆ミセルの直径の方がBSAの大きさより明らかに
小さく、waterpool部分はもっと小さいはずである。
タンパク質が逆ミセルに入る場合、タンパク質がその
周りに逆ミセルを形成し直すと考えられ]Ｌ23)、水溶`性
のBSAも非極性溶媒のイソオクタンには溶けられず､最
低自身が入れる大きさの逆ミセルを作り直して、その
中に入っていると思われる。waterpoolより大きいタ
ンパク質が逆ミセルに入る場合、単にサイズの問題だ
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を受けている液体状態にあると考えられる。このよう

な逆ミセルのwaterpool部分にタンパク質が入ると、

特にw･が低い場合、タンパク質の水和水が逆ミセルを
作るAOTの親水基の水和水､すなわちwaterpoolの“固
定水，，を兼ねざるをえないだろう。これは、逆ミセル

を形成する界面活性剤の親水基の電荷とタンパク質の

表面電荷の双方が水和する水を互いに奪い合っている

状況に違いない。ｗ･が相対的に高い逆ミセル中では、
タンパク質のまわりの水がW･の低い逆ミセル中より増

え、ヘリックス構造の壊される程度は減少するかと予

想されるが、ヘリックス構造は壊れたままである。Ｗ・

が高くなると、球状の逆ミセル内壁の電荷の影響が、

凸レンズの集光のように強くなるため､BSAのヘリック

ス構造は依然壊されているのかもしれない。

AOTのようなイオン性界面活性剤は､その水溶液中で

ヘリックス構造の多いタンパク質のそれは壊し、ヘリ

ックス構造の少ないタンパク質にはその構造を新しく

形成することは、先にも述べた。注目すべきは、この

水溶液中で見られる傾向が､全体としてはAOTの逆ミセ
ル中でも同じように見られることである7,8)。BSAに関
しては、図5の説明で述べた。ヘリックス構造の割合が

８２%と高いミオグロビン'5)も、AOTの水溶液中でもAOT

逆ミセル中でもその割合は約60%程度まで減少する｡一

方、リゾチーム、α-キモトリプシンやトリプシンは陰
イオン性界面活性剤水溶液中でヘリックス構造を形成

するタイプのタンパク質で１５)､AOT逆ミセル中でもヘリ

ックス構造を同程度形成する。

この類似性は､タンパク質がAOT水溶液中においてそ

の親水基と静電的相互作用するように､AOT逆ミセル中

でもその内壁のAOTの親水基と同じように相互作用す

るためと考えざるをえない。例えば、Ｗ･が22の逆ミセ

ルの直径は8,mであるが（図3）、AOTの分子長Ｌ２ｎｍを

考慮すると、waterpoorの直径は5.6nmと見積もられる。

上述したように、BSAの平均直径は水溶液状態で6.2nｍ

である。この大きさのBSAがW･が22の逆ミセルに入って

いるとき、逆ミセルの平均直径はllnmで（図3）、water

poorの直径は計算上８６nmになり、サイズ的にはBSAは
入れるはずである。さらに､Ｗ･が30を超えてwaterｐｏｏｒ

の直径が9,m以上になれば､逆ミセルは膨らむ必要はな
いはずであるが､BSAを含む逆ミセルの直径(厳密には、

BSAを含む逆ミセルと空の逆ミセルの直径の平均）は、

高いw･でも緩衝溶液だけを含むものに比べわずかに大
きくなっている。

逆ミセル中に入るBSAは水和水として最低限必要な

水を取り込んでいる。逆ミセルのサイズくらいでは、

図4で説明した電荷をもつ壁面の影響が及ばなくなる
場所はなく、タンパク質が逆ミセル中に入ると高いWo
でも“固定水”と呼ばれる水は不十分で、そこにある

けでなく、そのタンパク質の表面電荷に合う逆ミセル

を構成する界面活性剤の親水基の増加と共存する水分
子の増加も必要になるはずである4)。図3において、同

じW･でもBSAを含む逆ミセルの平均直径（●）の方が含
まないもの（○）よりわずかに大きい。BSAを含む逆ミ

セルの直径は当然空のものより大きくなり、その実際

の直径は図3に示す空の逆ミセルも含め平均した直径
（●）よりかなり大きいと思われる。

7-1逆ミセル中のタンパク質の二次構造変化

円偏光二色性(CD)測定によるAOTの逆ミセル中のBSA
のヘリックス構造の割合を図５(A)に示す。BSAがAOTの

逆ミセル中に入ると､66%あったヘリックス構造の割合
は47～48%まで減少し､Ｗ･が大きくなってもヘリックス

構造は壊れたままである7,8)。これは、このタンパク質
を構成する583個のアミノ酸の内へリックス構造を形
成しているアミノ酸の数がその水溶液状態では約385
個であるのに対し、逆ミセル中では275～280個まで減
少することを示している。一方､BSAのヘリックス構造
はAOT水溶液中でも壊れ、その割合は51%まで減少する

（図５(B)）ｚ８)。注目すべきは、BSAのヘリックス構造
がAOTの逆ミセル中でAOT水溶液中とほぼ同じように壊

れることである。

Ｗ･が低いAOTの逆ミセル中の水分子は、AOTの親水基
やこの界面活性剤の対イオンであるNa+イオンに強く
束縛される'2)。小さい逆ミセル中では、水分子は普通
の水のようには動けず、水自体も固体の氷に近い束縛
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AOT逆ミセル中(A)とAOT水溶液中のBSAのヘ

リックス構造の割合の変化

図５
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水を内壁の親水基の電荷とタンパク質の表面電荷とが

奪い合う状況にあると思われる。むしろ、Ｗ･が高い逆

ミセル中の方がwaterｐｏｏｒの水の流動'性が上がり、こ

の奪い合いは強くなるかもしれない。上述のミオグロ

ビンなどは､BSAに比べれば小さいタンパク質であるが、

逆ミセルの内壁の親水基とタンパク質の表面電荷が競

合して水を束縛していることは変わらないであろう。

逆ミセルがタンパク質を取り込むとき、特に大きいタ

ンパク質の場合、waterｐｏｏｒのpHがタンパク質のｐｌ

（等電点）より大きく、かつ逆ミセルを作る界面活性

剤はタンパク質の正味電荷の反対荷電を帯びている必

要があるという報告もある24)。これは、タンパク質の

大小に関係なく、AOTの逆ミセル中でも、AOTの水溶液

中で生じるその親水基とタンパク質との間の静電的相

互作用が同じように起こっていることの証である。

したがって、逆ミセルのwaterpoorが少々大きくな

っても、水溶性タンパク質は逆ミセルの内壁近くに存

在すると思われる。しかも、waterpoorには、図4で述

べた逆ミセル内壁の電荷のみならず、タンパク質表面

の電荷の影響から逃れられない水しかなく、したがっ

て“自由水”はなく、多分氷に近いであろう“異常水”

しかないと思われる。このような"異常水"の中でも、

タンパク質は逆ミセルを構成する界面活性剤の親水基

の電荷の影響を受け、その結果水溶液中と似たような

二次構造変化Z8)をすると考えられる。
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ＢＳＡの八ｍxのAOT逆ミセル中（A）とAOT水溶液

の変化

図６

中（B）

境の変化を反映していると考えられる｡AOT水溶液の低

濃度からTrpI34の近傍のLys残基にAOTが結合するため、

Trpl34の入,naxはその濃度にほぼ無関係に332nm付近まで

シフトすると考えられる。一方、逆ミセル中のTrpl34

の入、xはW･が低いところでは325nm以下までシフトし、

この残基周囲の極`性の低下を示すが、ｗ･の増加に伴い

330nm付近まで逆シフトする。いずれのW･の逆ミセル中
でもTrpl34の環境は､タンパク質単独の水溶液中の状態

ではなく、陰イオン性界面活性剤のAOTが水溶液中で結

合している状態に近い。つまり、AOTの逆ミセル中でも

Trpl34がAOTの親水基の傍にあることを示している。

図７(A)に、逆ミセル中のBSAのCys34に結合させた蛍

光プローブの丁のWo依存』性を示す。このｒは、ｐＨ7.0

の普通の水溶液中では21.2nsである｡BSAが逆ミセルに

入ると、ｒはW･が低いところで19ns付近まで速くなり、

W･が20を超えると、この残基の回転の自由度がさらに

大きくなるためか、18.1nsまで速くなる。AOT水溶液中

のては､AOT濃度の増加と共に19.4nsまで速くなる（図

7(B)）。これは、Cys34周辺の環境がW･の小さい逆ミセ
ル中ではAOT水溶液中の状態に近づくが､Ｗ･の大きい逆
ミセル中ではその環境はAOT水溶液中とも違うことを

示している。ｗ･の変化に伴い逆ミセル中の水の融点'4)、

極性9)、粘度'）等が変わるため、ｒは逆ミセル中の水

の分子間相互作用の変化に伴うタンパク質の微妙な三

7-2逆ミセル中のタンパク質の三次構造変化

BSAの全体的な構造である三次構造を、著者らは、こ

のタンパク質に2個含まれるトリプトファン（Trp）残

基の蛍光と1つだけS-S架橋をしていない34番目のシス

テイン残基（Cys34）に結合させた蛍光プローブの

N-iodoacetyl-N'一(5-sulfo-1-naphthyl)ethylenedi

amineの蛍光寿命（て）の測定で検討しているZ8)。

逆ミセル中のBSAのTrpの最大蛍光波長（入,max）のW・

依存性を図6(A)に示す｡この入maxはpH7.0の普通の水溶
液中では340nmである。BSAが逆ミセルに入ると、その

入、xは低波長側にシフトし、Ｗ･が大きくなると330nm近

辺まで逆シフトする。比較のために、図６(B)にAOT水溶

液中の入maxの変化を示す｡AOTは水溶液中では陰イオン

性界面活性剤としてBSAに結合し､BSAの入、xはAOT低濃
度で330nm付近まで急にシフトする。

BSAはTrpをトータル583個のアミノ酸中134番目

（Trpl34）と213番目（Trp213）に2個もち、立体構造上

Trpl34方がTrp213より溶媒に露出している。さらに、先

に述べたように､AOTのような負に荷電した親水基と強

く相互作用するLys残基を、Ｔｒｐ２ｌ３は近辺に1個しかも

たないのに対して、TrPl34は近傍の131,132,136番目

に3個もつ。したがって、入maxのシフトは、Trpl34の環
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2０ ンのCDスペクトルが-20℃でも測定され､二次構造は室

温付近と変わらないと報告されている27)。酵素によっ

ては､逆ミセル中の酵素活性はW･が10くらいが最適で、

W･が高くなるとタンパク質のまわりの強く結びついた

水が希釈されて低下すると解釈されているが27)、希釈

が問題になるほど酵素を入れた逆ミセル中に水は多く

ないと思われる。上述したように、逆ミセル中の水の

粘度、極性、ＰＨは緩衝溶液中のものとは違い、これら

はW･によっても変化し、酵素活性の変化もこういう水

自身の変化の影響も受けているだろう。酵素によって

は、陽イオン性界面活性剤の逆ミセル中では活性化す

るが､陰イオン性のAOTの逆ミセル中では活性を失うと

いう報告もあり28)、これも逆ミセルを構成する界面活

性剤の親水基の電荷が酵素活性にも強く影響すること

を示している。

実際､ここで述べて来たBSAの逆ミセル中の挙動を見

ただけでも、waterpoorの水の状態がW･によってもは

っきり変わっていることが分かる。逆ミセル中の酵素

活性は、こういうwaterpoorの水自身の変化による影

響も受ける上､AOTのようなイオン性界面活性剤のミセ

ルがある種の酵素と同じ基質に対して触媒活性をもつ

こと'o)も影響するに違いない。逆ミセル中の酵素活性

に注目するとき、酵素と基質の濃度を、逆ミセル中と

比較するバルク水中の濃度（ブランクテスト）とどこ

まで同一にできるか、実際は難しい。逆ミセル中の酵

素活性が水溶液中より高くなるとか水溶液中と変わら

ないというような報告を目にするが、酵素活性の強弱

は、酵素と基質の濃度決定の問題やW･に伴うwater

poorの水自身の変化も考慮に入れなければ、明確な評

価はできないだろう。
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図７BSAのｒのAOT逆ミセル中（A）とAOT水溶液中

(B）の変化

次構造の変化を反映していると考えられる。

逆ミセルのwaterpoolの水は“固定水”と“自由水”

という従来の概念で考えれば､ｗ･の増加と共に“自由

水，，が増え、タンパク質の環境は単なるその水溶液の

状態に接近するはずである。しかし、実際はそうでは

ない。AOT逆ミセル中のTrpl34とCys34周辺の環境は、タ

ンパク質単独溶液中とは大きく違い、マクロに見れば

AOTの水溶液中の環境に類似していることは明らかで

ある。

Trpl34もCys34も、３つあるBSAのドメインの第1番目の

ドメインに属する'619)。ここで見た三次構造の変化の

様子は第１ドメインのそれを検証したことになるが、

BSAのドメインは相互によく似ていて、第１ドメインの

挙動は､第２第３ドメインの挙動でもあり、BSA分子全体

の挙動と考えてもいいだろう。したがって、逆ミセル

中でもそれを構成する界面活性剤の親水基の電荷の影

響を強く受けている“固定水”の中にタンパク質全体

が存在すると考えられる。図１(B)の逆ミセルの“自由

水”の中にタンパク質や酵素を入れたスケッチをたま

に目にするが、そのイメージは間違いである。

８おわりに

逆ミセルの中は、チラコイド（葉緑体の内膜系の袋

状構造で、その膜はタンパク質と脂質から成る）のモ

デル系としても選ばれ、そこでの光化学反応やエネル

ギー転移の研究も行われている4)。冒頭でも述べたよ

うに、生物の細胞膜はある種の界面活性剤（リン脂質）

で作られている。このような膜に囲まれる細胞やチラ

コイド内のタンパク質や酵素は生命維持のために活動

してくれているが、決して普通の水“自由水”に溶け

ているような状態ではない環境におかれているに違い

ない。多くの研究者がタンパク質や酵素の研究を、上

述した“バルク水，，の“自由水”の中で行っている。

無水の結晶状態のタンパク質を研究している人もいる。

しかし、これらの研究条件は、実際にタンパク質や酵

素が働いている条件とはかなり違う。“バルク水，，に

比べると、逆ミセルの中の水は細胞の中の水に近いと

思われる。“バルク水”の中や無水条件で行われてい

7-3逆ミセル中の酵素反応

逆ミセル中のタンパク質の研究は、逆ミセル中に入

れた酵素の活性への興味から始まったようである。酵

素として､α-キモトリプシンがもっともよく選ばれて

いる25.26)。逆ミセル中のα_キモトリプシンやトリプシ
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るタンパク質や酵素の研究を実際の生体細胞中の液相

状態におけるそれらの挙動と相関させるために、界面

活性剤の逆ミセルを使った研究はもっと注目されても

いいのではないかと思われる。

冒頭に、“コロイド”や“界面”の実態がこの数１０

年でかなりの程度明らかになって来たと述べたが、今

回見てきたように逆ミセルについても明らかになった

こともあるが、まだまだ不明な点もある。waterｐｏｏｒ

の水に入れる電解質の種類を変えたりイオン強度には

注目したりしているが、waterpoorの水中のイオンの

活量係数にまで言及した論文はまだ発表されてないよ

うである。ここまでの検討は、現状ではまだ無理なの

であろう。

一方で、逆ミセルは、タンパク質の抽出や精製にも

利用されたり、薬物輸送の容器、あるいは化学触媒や

物質合成などのマイクロ反応器としても研究されたり

している，)。ナノサイズのミセルが非常に広い“界面，，

を提供することによる触媒機能もこれらのプロセスに

関わっていると思われる。このような逆ミセルの反応

器としての活用などは、逆ミセル中の水の異常性はと

りあえず別にして、さらに活用が拡がることが望まれ

る。これら逆ミセルのwaterｐｏｏｒの応用研究と並行し

て、waterｐｏｏｒの水自身についての研究がさらに必要

であることは言うまでもない。waterpoorの水だけに

限定せず、waterpoorに入れたタンパク質や酵素の挙

動からも、そこの水の異常性や物性がさらに見えて来

ることもあるだろう。

逆ミセルの膨らんだ､いわゆる､Ｗ/０(water-in-oil）

型マイクロエマルションはたしかに大きいwaterｐｏｏｒ

をもつ。Ｗ/0型マイクロエマルションは、どの程度の大

きさになると“自由水，，の存在が確認できるか興味が

ある。また、この“自由水，，の存在やその量はマイク

ロエマルションのwaterpoorに入れたタンパク質やイ

オンの種類、大きさ、濃度などにどのように影響され

るか、興味は尽きない。
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Thesecondarystructuralchangeandthetertiarystructuralchangeofbovineserumalbumm(BSA)ｍthe

reversencellesofsodiumbis(Z-ethylhexyl)sulfbsuccinate(AOT）havebeenexalninedmainlybytllemeas-

urementsofcirculardichroism,time-resolvedfluorescence,tryptophannuorescence,anddynamiclightscatter-

mg・ThediameterofthereversemiceUemcreaseswithanmcreaseofwatercontent(Ｗｏ=[H20]/[AOT]).The

diameterofthereversemicelle,contaimngBSA,islargerthantheemptyreversemicelleateachWo､UPonthe

mcolporationofBSAintothereversemicelles,tllehelicalstructuresaredisrupted,tlleUuorescencelifetimeof

N-iodoacetyl-N,-(5-sulfb-1-naphthyl)ethylenediamneboundtoCys3４shortenMndthemaximalwavelengthof

tryptophanUuorescenceshiftｓＥｏｍ３４０ｔｏ３３０ｎｍ・Thesechangessubstantiallyagreewiththoseobservedmthe
aqUeousAOTsolution,indicatmgthattheinteractionbetweenthehydrophilicgroUpsofAOTandtheoppositely

chargedaminoacidresiduesofBSAplaysanimportantroleinthereversemicelleaswellastheabnormalityof
water．

Keywords:surfactant;reversemicelle;proteinstrucmre;Sodiumbis(2-ethylhexyl)sulfbsuccmate;Bovineserum

albumin;circulardichroism;dynamiclightscattering．
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