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Symbol Definition Unit

a,b Particle radius m

as
H+

Activity of proton at surface mol/L

aH+ Activity of proton mol/L

aeff Effective particle radius m

A Hamaker constant J

Apro Projected area m2

Cdry Fraction of dried mass

Cs , CL Capacitance F/m2

C0
i ,C

0
p Constants which depend on κa

e Elementary charge C

E Electric field Vm−1

Em Scaled electrophoretic mobility

h Minimum separation distance between particle surfaces m

H Distance between particle surfaces m

kB Boltzmann constant JK−1

K Acid dissociation constant mol/L

LB Bjerrum length m

Mw Molecular weight Da

m+,m− Scaled ionic drag coefficient

ni (r) Number density of i th ion at r m−3

ni .b Number density of i th ion at bulk m−3

NA Avogadro’s number mol−1

Np Number of particles

q Charge number

r Position from center of particle m

rd Distance between centers of particles m

T Temperature K

u Electric double layer interaction potential J

U Particle velocity ms−1

x Distance from surface m

y Scaled electric potential

zi Valence of i th ion

Z Effective charge
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Symbol Definition Unit

Γ Adsorbed amount g/g

Γm Maximum adsorbed amount g/g

ΓT Number density of silanol group m−2

Γdry Adsorbed amount with dried state g/m2

Γwet Adsorbed amount with wet state g/m2

ϵr ϵ0 Electric permittivity of solvent Fm−1

ζ Zeta potential V

ζ̃ Scaled zeta potential

ζsp Zeta potential of substrate covered with particles V

ζs Zeta potential of bare substrate V

ζp Zeta potential of particle V

η Viscosity of solvent Pas

θjam Surface coverage at jamming limit

θmax Maximum surface coverage

θ,Θ Surface coverage

1/κ Debye length m

1/κeff Effective Debye length m

λ+, λ− Ionic drag coefficient Sm2mol−1

1/λ Electrophoretic softness m

λc Coefficient related with radial pair correlation function

µ Electrophoretic mobility m2V−1s−1

ρel (r) Charge density at r Cm−3

σ Surface charge density Cm−2

ψ(r) Electric potential at r V

ψ0, ψs Surface potential V

ψap Applied potential V

ψd , ψD Diffuse layer potential V

ψpzc Applied potential at point of zero charge V
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第 1章 序論

1.1 研究の背景と概要

降雨時に発生する濁水や土中を移動する間隙水中には，粘土や鉄酸化物などの無機

物や，腐植や多糖類，タンパク質などの土壌有機物に代表される大きさが数 nmから

数 µmの微細なコロイド画分が無数に存在する．これらのコロイドは環境中で単独で

存在することは稀であり，異符号の荷電を持ち大きさも異なる異種コロイドからなる

ヘテロな複合体・凝集体を形成している [1, 2]．土壌間隙水や表面流出水の流れによる

コロイドの移動は，それ自体が物質の輸送現象であることに加え，コロイドが栄養塩

や汚染物質などの化学物質の輸送担体となるため，環境中の物質動態において重要な

役割を担う．コロイドの移動過程では，凝集体の形成と破壊，再凝集が繰り返される．

この過程で，コロイドが実質的に占める体積分率の増減が起こるため，凝集体が溶媒

の動きを阻害する程度が変化し，懸濁液としてのレオロジー（流動・分離）特性が漸

次変化する．したがって，環境中の物質の輸送挙動を予測・制御することで肥料を効

率よく利用する精密農業や，汚染物質の拡散が適切に封じ込められた持続可能な環境

保全を行うためには，ヘテロなコロイドを含む懸濁液のレオロジー特性を明らかにす

ることが不可欠である．

ヘテロなコロイド懸濁液のレオロジー特性は，凝集体の構造や破壊・再凝集のしや

すさに左右される．したがって，凝集体の破壊・再凝集を支配する相互作用，すなわ

ち，粘土や鉄酸化物などのミクロンオーダーの比較的大きなコロイドにナノオーダー

の土壌有機微粒子が吸着した複合体間の相互作用への理解が重要となる．ここで，複

合体間の相互作用は複合体表面の性質の支配されるため，複合体表面に吸着した土壌

有機微粒子の量や性質に強く影響される．つまり，環境中のコロイドの輸送挙動を予

測し制御するためには，懸濁液を構成する各材料の性質や，それらが複合体を形成し

たものの表面の性質，複合体間の相互作用と凝集分散挙動，さらに凝集体を含む懸濁

液のレオロジーといった，様々な階層の現象を有機的に関連付けて理解することが重

要である．しかしながら，複合体を形成する際の吸着過程やコロイドの凝集分散性な

ど，コロイド輸送に係わる諸過程に着目した研究は多くあるが，比較可能な実験系を

用いて一連の過程を対応付けて研究した例は少ない．

ここで，土壌中で複合体を形成する土壌コロイドと有機微粒子の組み合わせは無数
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に存在するため，土壌の構成物を網羅的に扱い，物理的な性質を明らかにすることは

現実的ではない．このような場合，土壌中の複合体の本質的な要素を残した単純なモ

デル系を設定し，材料や吸着現象の評価を十分に行ったうえで，複合体間の相互作用

や懸濁液のレオロジー特性を議論することが有効であると考える．

ヘテロな環境コロイドのモデル系として，糸まり状の溶存形態をとる線状高分子電

解質が凝集沈降やレオロジーに与える影響を検討した水処理の基礎研究があげられ

る [3–7]．しかしながら，線状高分子電解質は吸着に伴って立体構造を不可逆・非平衡

に変化させるために表面での吸着形態の評価が難しく，線状高分子が吸着した粒子間

の相互作用のメカニズムへの定量的な議論は十分に行えていない．また，環境中の腐

植物質やタンパク質はナノサイズをもつ粒状であることが報告されており，線状の合

成高分子と同様の機能を発現するか否かは十分明らかではない．そこで，立体構造が

安定な粒状のタンパク質をモデル有機微粒子として用いることで，粒状である土壌有

機微粒子の性質を保持しつつ，タンパク質が吸着後も形を保つためにコロイド表面の

性質を十分に評価・制御することが可能となり，コロイド表面の不均一さや帯電挙動

の観点から，複合体間の相互作用およびヘテロなコロイド懸濁液のレオロジー特性を

より詳細に検討できるとの着想を得た．

以上のような観点から，本研究では，立体安定性の高い粒状タンパク質であるリゾ

チームをモデル土壌有機微粒子，球状で単分散性が高く表面の性質がよく調べれられ

ているシリカ粒子をモデル土壌無機コロイドとして用いた．まず，各材料の物理的な

性質のキャラクタライズを行い，その結果を踏まえて，リゾチームのシリカ粒子への

吸着量およびリゾチームが吸着したシリカ粒子の表面の性質の検討した．このとき，

リゾチームとシリカ粒子の質量比を固定することで，懸濁液の濃度が増減してもシリ

カ粒子表面の状態が同様なものとして扱えることを示し，複合体表面の性質を調べる

ために行った実験と，懸濁液のレオロジー量の一つである降伏値の測定結果を，無理

なく比較検討であることを保証した．このような前提のもと，複合体の帯電挙動およ

び表面の不均一さの観点から，リゾチームが吸着したシリカ粒子間の相互作用および

降伏値の大きさに対する考察を行った．さらに，粒子表面の性質と降伏値の大きさに

関する考察を行う過程で，粒子表面に吸着したナノ粒子の最大吸着量が，不均一な表

面を持つ粒子間の相互作用を理解するうえで重要な要素であるとの着想を得た．そこ

で，ナノ粒子の最大吸着量について実験的および理論的な検討を行い，付録としてま

とめた．

1.2 研究の目的

本研究では，環境中のヘテロなコロイド複合体のモデル系として，素性のよくわかっ

ている球状のシリカ粒子と粒状のタンパク質であるリゾチームを用いたモデル系を設

定し，各材料の性質およびリゾチームが吸着したシリカ粒子表面の性質に基づいて．
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リゾチーム・シリカ混合懸濁液の降伏値およびリゾチームが吸着したシリカ粒子間の

相互作用を明らかにすることを全体の目的とした．その過程で以下のことを段階的な

目的とした．

1. リゾチームの帯電挙動を電気泳動移動度の測定と理論解析を通して明らかにす

る．とくに，電気泳動移動度に影響する有効荷電量を定量的に評価する．

2. リゾチームのシリカ粒子への吸着量およびリゾチームに覆われたシリカ粒子の

ゼータ電位の測定と理論解析を行うことで，リゾチームの帯電挙動および吸着

の不可逆性を明らかにする．さらに，測定された最大吸着量に対して理論解析

を行うことで，リゾチームおよびシリカの帯電が最大吸着に与える影響を検討

する．

3. シリカ粒子間の相互作用の指標としてシリカ粒子とリゾチームの混合懸濁液の

降伏値を測定し，リゾチームが吸着したシリカ粒子のゼータ電位および吸着量

と照らし合わせることで，ゼータ電位と吸着量が粒子間相互作用および降伏値

に与える影響を明らかにする．

さらに，本研究を通して，コロイド輸送に係わる一連の過程に対して，よく素性の

調べられた材料を用いた単一の系に対して，実験的・理論的な研究成果を与えること

で，土・水環境中の物質輸送の予測・制御の高度化に資することを目的とした．

1.3 本論文の構成

本論文では，第 1 章で研究の概要と目的についてまとめる．第 2 章と第 3 章では，

研究材料であるリゾチームとシリカ粒子それぞれのキャラクタライズをとくに帯電挙

動に着目して行う．第 4章では，シリカ粒子へのリゾチームの吸着量およびリゾチー

ムが吸着したシリカ粒子のゼータ電位の測定と理論解析の結果と，リゾチームが吸着

したシリカ粒子の帯電挙動および表面の不均一さについて述べる．第 5章では，シリ

カ粒子とリゾチームの混合懸濁液の降伏値とリゾチームが吸着したシリカ粒子表面の

関係について述べる．最後に，第 6章で全体の総括を行う．さらに，第 4章で用いた

3-body random sequential adsorptionモデルの妥当性を実験的に評価した結果を付録 A

としてまとめる．

要約の構成

博士論文提出時点において，第 4章および付録 Aに含まれる内容が未発表であり，

以降の発表することを予定していることから，これらの章の掲載を一時的に遅らせる

こととした．そのため，第 4章および付録 Aは要約を載せることとし，そのほかの章

は論文と同様のものを掲載した．ただし，目次およびページ番号は論文に対応させた．
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第 2章 リゾチームの帯電挙動

2.1 はじめに

本章では，本研究において吸着質に当たる，リゾチームの性質について述べる．本

研究が対象とする界面動電特性や粒子間相互作用は材料の帯電挙動に強く依存するた

め，とくにリゾチームの帯電挙動に焦点を絞って研究を行った．

ゾチームは 129個のアミノ酸からなり，4つのジスルフィド（S-S）結合を有するた

めに立体構造が安定したタンパク質である．また，殺菌作用を持ち，タンパク質とし

ては安価に精製することができるなどの利点から，工業的に広く利用されるだけでな

く，モデルタンパク質として広範な研究に用いられている．そのため，リゾチームの

大きさや構造 [8–10]，荷電量 [11–13]などに関するデータは容易に入手することがで

きる．よくキャラクタライズされた粒状の材料を使うという本研究の目的に適したタ

ンパク質である．異符号に帯電した表面に吸着したリゾチームの立体構造についても

調べられており，中性子反射率測定を用いた吸着層の厚さの測定 [14]や，分子動力学

法による吸着後の構造に関する研究 [10, 15]がなされている．そこでは，リゾチーム

は吸着することで内部構造に変化が起こるものの，おおよその外形は保つものと考え

られている．

リゾチームの荷電量もしくは帯電挙動は，主に電位差滴定法および電気泳動法を用

いて調べられる．電位差滴定法は，リゾチーム溶液に酸または塩基を添加した際の pH

変化から，リゾチームへのプロトンの吸脱着量を測定することで，荷電量を測定する

方法である．一方で，電気泳動法は，リゾチーム溶液に外部電場を印加した際のリゾ

チームの泳動速度と電場の大きさの比である電気泳動移動度から，動電学や電気二重

層理論モデルを用いて電荷密度もしくは荷電量を算出する方法である．

既往研究において，電気泳動法を用いて得られた荷電量（有効荷電量）が，電位差

滴定による荷電量の測定値よりも小さくなることが報告されている [9,16]．ここでは，

電気泳動法で与えられる有効荷電量が小さくなる原因として，対イオンがリゾチーム

に吸着することで電荷が打ち消されるためだと考えられている（図 2.1(a)）[8,17]．し

かしながら，既往研究においては，電気泳動移動度から有効荷電量を算出する際に，電

気二重層の影響が考慮されていない過度に単純化された理論モデルが使用されている．

そのため，有効荷電量に対して十分に正確な定量的な議論が行われているとは言い難
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い．また，有効荷電量の減少量に対しての理論的な手法を用いた研究として，Kuehner

ら [13]の研究が挙げられる．しかしながら，Kuehnerらが対イオンの吸着量を計算す

る際に用いた理論モデルでは，リゾチームに吸着している対イオンと，リゾチーム近

傍の拡散電気二重層内に捕縛されている対イオンを区別できていない．したがって，

実験的な研究と理論的な研究の両方において，電気二重層の影響まで考慮して，有効

荷電量の減少量について議論した研究はない．

他方で，剛体球の帯電挙動を調べる際には，電位差滴定により得られた荷電量から

理論モデルを通して電気泳動移動度を算出し，実験値と比較することが行われてい

る [18–24]．ここでも，リゾチームと同様に，電位差滴定の結果から理論的に得られた

電気泳動移動度が，実験値を過大評価することが複数の既往研究で報告されている．

この電気泳動移動の測定値と計算値の差異の原因は，リゾチームの場合には有効荷電

量の減少であると考えられているのに対して，剛体球の場合にはゼータ電位の絶対値

が表面電位の絶対値よりも小さいためだと解釈されがちである（図 2.1(b)）．すなわ

ち，電気泳動移動度を決めるゼータ電位が定義されるすべり面が，表面電位が定義さ

れる面から溶媒方向に幾分移動しているために，ゼータ電位の絶対値が表面電位の絶

対値よりも小さくなっていると解釈される．このような仮定のもと，剛体粒子などで

は，電荷密度から電気泳動移動度を計算する際に，すべり面が粒子表面からサブナノ

メートル程度離れていることを理論モデルに組み込むことで，計算値と測定値が良好

に一致することが報告されている [18–24]．つまり，リゾチームでみられる，電気泳動

法と電位差滴定によって得られた荷電量が一致しない原因には，すべり面と粒子表面

のずれと有効荷電量の減少という二つの現象が考えられる．しかしながら，リゾチー

ムの電気泳動移動度の解析では，すべり面の位置について言及した例はなく，すべり

面と粒子表面のずれについて検討する必要がある．

そこで，本章では，リゾチームの電気泳動移動度を pHおよび KCl濃度を系統的に

変化させながら測定し，電位差滴定により与えられた荷電量から算出した電気泳動移

動度の計算値との比較を行った．電気泳動移動度を計算する際に，電気二重層の存在

やその変形を考慮したモデルと考慮しないモデルの両方を用いて計算し，それぞれの

計算値を測定値と比較することで，リゾチームの電気泳動移動度を解析する適切な手

法を探索した．さらに，有効荷電量の減少割合と，リゾチーム表面からすべり面まで

の距離をフィッティングパラメータとして導入し，測定値と計算値とのフィッティン

グを行うことで，有効荷電量の減少量とすべり面までの距離の定量的な評価を行った．

これにより，リゾチームの帯電挙動を明らかにした．
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図 2.1: Schematic representations of the possible mechanisms to reduce an electrophoretic

mobility.

2.2 実験および理論解析

2.2.1 試料

本研究では鶏の卵白由来のリゾチーム（Sigma Aldrich, L6876-10G, Lot 061M1329V）

を用いた．リゾチームは，立体安定性の高い長球状のタンパク質であり，大きさは 3.0

nm×3.0 nm×4.5 nm である [14, 16]．また，分子量は 14.3 kDa である．本研究では，

理論解析を行う際に，リゾチームが球状であることを仮定し，その代表半径として三

軸方向の半径の三乗平均 3√1.5×1.5×2.25 = 1.7 nmを用いた．リゾチームの使用に際

しては，追加での精製は行わず，購入した粉末状のものをそのまま溶液に溶かして使

用した．また，溶液調製後は冷蔵庫内で保存し，2週間以内に使用した．

電位差的滴定によって測定されたリゾチームの荷電量の報告値をまとめたものを，

図 2.2 に示す．ただし図 2.2 を作成する際，原著のグラフから読み取ったデータを 5

次関数で近似した近似値を用いた．さらに，Tanらの論文では質量あたりの荷電量が

示されているので，分子量 14.3 kDaを用いてリゾチーム 1分子あたりの電荷の数に換

算した [11]．図から，広い pHの範囲でリゾチームは正電荷を有し，pHの増加にした

がって荷電量が減少することがわかる．電荷ゼロ点は pH 10よりも高 pH領域に存在

する．荷電量に対する KCl濃度の影響は小さく，KCl濃度が大きいほど荷電量が増加

する傾向がある．

本研究では付録 A を除くすべての実験で，塩として KCl（JIS special grade, Wako

Pure Chemical Industries）を，pH調整剤として KOHと HClを用いた．また，純水は

電気伝導度がおおよそ 0.07 µS/cmの脱イオン水（Elix Millipore）を用いた．
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図 2.2: The charge amount of lysozyme obtained from proton titration [11–13].

2.2.2 実験方法

はじめにリゾチーム濃度が 5 g/L であり，KCl 濃度が 0.5-250 mM の溶液を調製

し，KOHまたは HClを用いて pHを 3-12の範囲で系統的に変化させた．この溶液の

一部を電気泳動移動度の測定用セルに移し，Zetasizer NANO-ZS （Malvern）を用い

て電気泳動移動度を測定した．さらに，残ったリゾチーム溶液の pH を複合 pH 電極

（6.0234.100, Metrohm）を用いて測定した．

pH調整剤を添加していないリゾチーム 5 g/L溶液は pH 4付近となる．そのため高

pH条件の測定では，添加した KOHによるイオン強度の増加を無視できない．本研究

における，KOH または HCl の添加によるイオン強度の変化は，最大で 50 mM KCl,

pH 11.8の条件のときに 10 mMである．

2.2.3 電気泳動移動度の解析手法

リゾチームの帯電挙動を明らかにするために、電気泳動移動度の測定値と理論モデ

ルによる計算値の比較を行った．計算値は，電位差滴定によって得られた荷電量 [11]

から，複数の理論モデルを組み合わせることで算出した．また，電気二重層の存在や

緩和効果の影響，およびリゾチームを剛体粒子として扱うことの妥当性を明らかにす

るために，4種類の方法で電気泳動移動度を計算し，比較検討した．さらに，理論解析

において，有効荷電量およびリゾチーム表面からすべり面までの距離をフィッティン

グパラメータとして扱うことで，これらの値を定量的に推測した．解析に用いた理論

モデルを以下に示す．
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2.2.3.1 Lorenz-Stokesの式（“Lorenz-Stokes”）

単純かつ既往研究においてよく用いられる理論モデルである Lorenz-Stokes の式

（2.1）を用いて，荷電量 q から電気泳動移動度 µ を算出した．以下に Lorenz-Stokes

の式を示す [8, 25]．
µ =

q
6πηa

(2.1)

ただし，η は溶媒の粘度，a は粒子の半径である．Lorenz-Stokesの式は電気泳動移動

度の解析によく用いられる Huckelの式と同様に，クーロン力とストークス抵抗のつり

合いから求められ，電気二重層の影響や Poisson-Boltzmann（PB）モデルは考慮され

ていない．実際に，表面電位と荷電量の関係 ψ0 = 4πϵ0ϵr a を式（2.1）に代入するこ

とで，Huckelの式 µ = 2ϵ0ϵ r ζ/3η が得られる．ただし，ϵ r ϵ0 は溶媒の誘電率であり，

表面電位 ψ0 とゼータ電位 ζ が等しいものとして扱った．

2.2.3.2 Poisson-Boltzmann（PB）モデルを含む解析（“PB & Henry”，“PB & relaxation”）

電気泳動移動度への電気二重層の影響を考慮した理論モデルとして，PB & Henryと

PB & relaxationの二種類の理論モデルを用いた．どちらの理論モデルにおいても，電

気二重層の影響は PBモデルを導入することで表現した．PB & Henryではゼータ電位

から電気泳動移動度を計算する際に緩和効果を考慮しておらず，PB & relaxationでは

緩和効果を考慮している．

具体的な理論解析の手法として，まず，荷電量をリゾチームの表面積で除すことで

表面電荷密度 σ を得た．このときリゾチームを半径 1.7 nm の球状粒子として扱い，

電荷はすべて粒子表面にあることを仮定した．得られた表面電荷密度から，表面電位

ψ0 を球状粒子に対する PB 方程式の近似的な解析解である式（2.2）を用いて計算し

た [26]．

σ =
2ϵr ϵ0κkBT

e
sinh

(
zeψ0

2kBT

)
×

[
1 +

1
κa

2
cosh2(zeψ0/4kBT )

+
1

(κa)2

8 ln[cosh(zeψ0/4kBT )]
sinh2(zeψ0/2kBT )

]1/2

(2.2)

ここで，kBT は熱エネルギー，e は電気素量，z はイオンの価数をそれぞれ表してい

る．κ はデバイパラメータと言われる長さの逆数の次元持つ量であり，式（2.3）で求

められる．また，κ の逆数の κ−1 はデバイ長と呼ばれ，長さの次元を持つ，電気二重

層の厚さを代表する量である．

κ =


 1
ϵr ϵ0kBT

N∑
i=1

zi2e2ni,b




1
2

　 (2.3)

さらに，表面電位からゼータ電位 ζ を算出するために，球状粒子周囲の電位分布を表
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す式（2.4）-（2.7）を使用した．

ψ(r) =
2kBT

ze
ln



(1 + Bs)


1 + Bs

2κa + 1




(1 − Bs)


1 − Bs

2κa + 1





(2.4)

s =
a
r

e−κ (r−a) (2.5)

B =


1 + κa

κa + 1


 tanh


 y0

4




1 +
1 −

2κa + 1

(κa + 1)2 tanh2


 y0

4




1/2 (2.6)

y0 =
eψ0

kBT
(2.7)

ここでは，粒子の中心からの距離 r を用いて，表面からの距離が r − a で表されるた

め，r の値を変えることでゼータ電位が定義されるすべり面までの距離を変化させた．

“PB & Henry”ではゼータ電位から電気泳動移動度を算出する際に Ohshima [27]

による Henryの式の解析的な近似式（2.8）を用いた．

µ =
2ϵr ϵ0ζ

3η

(
1 +

1
2[1 + 2.5/{κa(1 + 2 exp(−κa))}]3

)
(2.8)

この式は κa の値によってゼータ電位の係数が変化するが，本研究の実験条件では κa

は十分に小さく Huckelの式とほぼ等しい．

“PB & relaxation”では，ゼータ電位の絶対値が大きすぎない条件（|ζ | < 75 mV）

で任意の κaで使用できる緩和効果を含む Ohshimaの近似式（2.9）

µ =
2ϵ r ϵ0ζ

3η

(
1 +

1
2[1 + 2.5/{κa(1 + exp(−κa))}]3

)
−2ϵr ϵ0ζ

3η
(

zeζ
kBT

)2
[
κa{κa + 1.3 exp(−0.18κa) + 2.5}
2{κa + 1.2 exp(−7.4κa) + 4.8}3

+

(m+ + m−
2

) 9κa2.92.9{κa + 5.2 exp(−3.9κa) + 5.6}
8{κa − 1.55 exp(−0.32κa) + 6.02}3

]
　 (2.9)

を用いた [28]．ただし，m+ と m− はそれぞれ陽イオンと陰イオンの無次元化された

抵抗係数であり，陽イオンと陰イオンの抵抗係数 λ+, λ− を用いて

m± =
2ϵ r ϵ0kBT

3ηz2e2 λ± (2.10)

として求められる．式（2.9）は第 1項が式（2.8）と等しく，第 2項以降が緩和効果を

表している．
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2.2.3.3 Hermans-Fujitaの式（“Hermans-Fujita”）

これまでの解析はすべてリゾチームが剛体球であることを仮定していた．しかしな

がら，リゾチームはタンパク質であることから，剛体球として仮定することの妥当性

は明らかではない．そこで，リゾチーム内の溶媒とイオンの透過性の影響を検討す

るために，電荷が一様に分布した球状高分子電解質の電気泳動移動度を表現できる

Hemans-Fujitaの式（2.11）を用いて荷電量から電気泳動移動度を算出した [26]．

µ =
ZeN
ηλ2

1 +
1
3

(
λ

κ

)2 (
1 + e−κb − 1 − e−κb

κb

)
+

1
3

(
λ

κ

)2 1 + 1/κb
(λ/κ)2 − 1

×
{(
λ

κ

)
1 + e−κb − (1 − e−κb )/κb

(1 + e−2λb )/(1 − e−2λb ) − 1/λb
− (1 − e−2κb )

}]
(2.11)

このとき，電荷密度を表すフィッティングパラメーターである N は，荷電量をリゾ

チームの体積で除した値を使用した．λ はやわらかさのパラメーターと呼ばれ，長さ

の逆数の次元を持ち粒子への水の透過しやすさを表す値であり，本研究では純粋な

フィッティングパラメーターとして扱った．

2.3 結果と考察

2.3.1 実験結果

リゾチームの電気泳動移動度の測定値を図 2.3 に示す．グラフから，広い pH の範

囲でリゾチームは正に帯電しており，pH が大きくなるにつれて電気泳動移動度が小

さくなることがわかる．この傾向は，pHの増加にしたがってリゾチームの荷電量が減

少することに対応している（図 2.2）．また，KCl濃度が大きくなるにしたがって電気

泳動移動度が小さくなる．これは，溶液のイオン強度が大きくなるにつれて拡散電気

二重層が圧縮され，粒子表面近傍の電位が遮蔽されるためである．しかし，本研究の

実験条件の範囲では，KCl濃度が大きな条件においても電気泳動移動度が 0 m2/Vsに

なっていない．このような高イオン強度においても電気泳動移動が 0 m2/Vsとならな

い性質は、やわらかい粒子にみられる性質である．

電気泳動移動度の測定結果からは等電点は pH 10付近であり，KCl濃度が大きくな

るのにしたがって等電点が低 pH側に移動する傾向がみられる．この等電点の KCl濃

度依存性は電位差滴定では見られない傾向である（図 2.2）．等電点の KCl濃度依存性

の原因としては，対イオンの吸着による有効荷電量の減少が考えられる．

2.3.2 Hermans-Fujitaの式の適用についての検討

図 2.4に 10 mM KClにおける Hermans-Fujitaの式（2.11）を用いた 1/λ のフィッ

ティングの様子を示す．1/λ が小さいほど計算値が測定値に近づいていき，1/λ がさ
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らに小さくなると解析値が一定の値に漸近し，大きく変化しなくなることがわかる．

さらに、この漸近値が測定値に最も近い値を取っている．ここで，1/λ はリゾチーム

中の溶媒の透過しやすさを表す値であることから，1/λ が十分に小さく解析値が変化

しなくなる条件で計算値が測定値を最もよく予測できることは，リゾチームが溶媒を

ほとんど透過しないことを表していると考えられる．
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図 2.3: Experimental electrophoretic mobility of lysozyme as a function of pH at various

KCl concentrations. The error bars show the standard deviations.
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図 2.4: Comparison between experimental and theoretical electrophoretic mobilities of

lysozyme calculated by Hermans-Fujita formula with various λ at 10 mM KCl.
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2.3.3 フィッティングパラメーターを含まない解析

10 mM KClにおける，リゾチームの電気泳動移動度の測定値と計算値を比較したグ

ラフを図 2.5に示す．すべり面は粒子表面に一致し，有効荷電量は電位差滴定で得ら

れる正味の荷電量と等しいことを仮定した．
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図 2.5: Comparison between experimental and theoretical electrophoretic mobilities of

lysozyme at 10 mM KCl.

“Lorenz-Stokes”と“PB & Henry”の差は，主に，PB方程式によって拡散電気二

重層の影響を考慮しているか否かである．“Lorenz-Stokes”は電気泳動移動度を非常

に過大評価していること，“PB & Henry”の計算値が“Lorenz-Stokes”に比べて実験

値に近いことから，リゾチームの電気泳動移動の解析において，PB方程式を用いて電

気二重層の影響を含める必要があることがわかる．

図 2.5における“Hermans-Fujita”は 1/λ = 0.000001 nmのとき，つまり最もよく測

定値を再現している条件における計算値を表している．グラフから，“Hermans-Fujita”

は広い pHの範囲で“PB & relaxation”と近い値を取っているが，低 pH条件において

“Hermans-Fujita”は“PB & relaxation”に比べて実験値を過大評価している．これは，

“Hermans-Fujita”では，リゾチームを溶媒が透過しない粒子であると仮定しているこ

とに加えて，緩和効果が考慮していないためである．また，Hermans-Fujitaの理論モ

デルでは，電荷は高分子電解質中に一様に分布していることを仮定している．しかし

ながら，リゾチームのようなタンパク質では電荷が表面付近に分布していることが多

く，この意味でも Hermans-Fujitaの理論モデルはリゾチームの電気泳動移動度の解析

に適していないものと考えられる．
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“PB & Henry”と“PB & relaxation”を比較すると，リゾチームの荷電量が小さい

高 pH条件では緩和効果の影響が小さく，両者がほとんど重なっている．一方で，pH

が低く荷電量が大きい条件では，緩和効果の影響が現れるために，“PB & relaxation”

の方が“PB & Henry”に比べ小さい．また，実験および解析を行った pHの範囲では，

“PB & relaxation”がもっとも実験値に近い値を取っていることから，リゾチームの電

気泳動移動度の解析においては，PBモデルおよび緩和効果を含む理論モデルを用いる

ことが妥当であると考えられる．

以上の結果から電気泳動移動度の解析では，リゾチームを剛体球として扱い，PB方

程式と緩和効果を含めた解析を行うことが適切であることが示された．しかしながら，

依然として全ての理論モデルは測定値を過大評価している．リゾチームの電気泳動移

動度の解析を行った既往研究においては，この過大評価の原因として，電気泳動移動

度を決定する有効荷電量が，電位差滴定で得られる正味の荷電量に比べて小さいため

であると説明された [8, 17]．他方で，ラテックス粒子などのような疎水性コロイドの

電気泳動移動においても，理論モデルによる計算値が測定値を過大評価することが報

告されている [18–24]．ここでは，計算値が過大になる理由として，粒子表面とすべり

面がずれているために，ゼータ電位の絶対値が表面電位の絶対値に比べて小さいため

であると解釈される．つまり，計算値が実験値を過大評価する原因として，異なる二

つの理由が考えられる（図 2.1）．そこで，計算値が実験値を過大評価する原因を明ら

かにするために，有荷電量の減少とすべり面のずれの影響を組み込んださらなる理論

解析を行った．

2.3.4 リゾチーム表面とすべり面の距離

リゾチームの電気泳動移動度の測定値は，表面電位ではなく，すべり面の電位であ

るゼータ電位に由来する．これまでに示した計算値はすべて，ゼータ電位が表面電位

と等しいことを仮定して計算されたものである，しかしながら，すべり面が粒子表面

から離れている場合には，ゼータ電位の絶対値は表面電位の絶対値に比べ小さくなる．

したがって，粒子表面からすべり面が離れるほど，ゼータ電位の絶対値が減少するこ

とで，電気泳動移動度が小さくなる．

これまでの解析において計算値が測定値を過大評価する原因を粒子表面とすべり面

のずれにあると仮定し，すべり面までの距離をフィッティングパラメータとして理論

モデルに導入することで，表面とすべり面までの距離を推測した．解析では，“PB &

relaxation"と同様の式を用い，粒子周囲の電位分布を表す式（2.5）における粒子の中

心からの距離 r を変化させることで，粒子表面からすべり面までの距離を変化させな

がら，表面電位をゼータ電位に変換した．

10 mM KClにおいて，粒子表面とすべり面までの距離をフィッティングした際の様

子を，図 2.6に示す．グラフから，粒子表面からすべり面までの距離が離れるほど，電
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気泳動移動度の計算値が小さくなることがわかる．すべり面が粒子表面から 0.5 nmか

ら 1.4 nm 離れているときに計算値と測定値が良好に一致した．この結果は，10 mM

KCl溶液中でリゾチームが電気泳動する際，すべり面は粒子表面から 0.5 nmから 1.4

nm離れていることを示唆している．
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図 2.6: Electrophoretic mobility of lysozyme in 10 mM KCl solution for several values

of shifts of slipping plane from the surface.

同様の解析を異なる KCl濃度で行うことで得られたすべり面までの距離を表 2.1に

まとめた．KCl濃度によって粒子表面とすべり面までの距離は異なるが，系統的な変

化は見られなかった．

すべての KCl濃度での結果を総合すると，リゾチーム表面からすべり面までの距離

は 0.5-2.0 nmであることが推測された．しかしながら，帯電挙動がよく調べられてい

るラッテクス粒子やシリカ粒子などを用いた既往研究では，粒子表面からすべり面ま

での距離は 0 nmからサブナノメートル程度であることが報告されている [18–24]．こ

のすべり面のサブナノメートルの移動は，水分子 1つあたりの大きさが約 0.3 nmであ

ることを考慮すれば，妥当な値であると考えられる．一方で，本研究で推測されたリ

ゾチーム表面からすべり面までの距離は 0.5-2.0 nmと大きく，妥当な値であるとは考

えにくい．また，ラテックス粒子などを用いた既往研究において，すべり面までの距

離は pHに依らず一定の値として扱われる．しかし，図 2.6から読み取れるように，本

研究では，pHによってすべり面までの距離が変化しており，この点においても推測さ

れたすべり面のまでの距離が妥当であるとは考えにくい．以上の議論から，電気泳動

移動度の計算値が測定値を過大評価する理由が，リゾチームの表面とすべり面までの

距離だけであるとは考えにくく，対イオンの吸着など他の要因を考慮することが妥当

である．
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表 2.1: Adjustable parameters at various KCl concentrations.

Adjustable parameter 5mM 10mM 50mM

Shift of slipping plane (nm) 0.6-2.0 0.5-1.4 0.6-1.5

Fraction of the remaining charge (%) 30-60 30-60 20-40

2.3.5 対イオンの吸着によるリゾチームの有効荷電の減少

本研究では，理論モデル計算における荷電量として，電位差滴定による測定値を用

いた．電位差滴定では，リゾチームの電荷がプロトンの吸脱着に起因するものと考え，

リゾチーム溶液に酸やアルカリを添加した際のプロトンの吸脱着量を測定することで

荷電量を求める．他方，電気泳動移動度から予測される有効荷電量は，プロトン以外

のイオンの吸脱着の影響も反映される．そのため，リゾチームへの対イオンの吸着が

起こり，電荷が打ち消されることで，有効荷電量が減少していることが考えられる．

そこで，電気泳動移動度の計算値が測定値を過大評価した原因が，対イオンの吸着に

よる有効荷電量の減少であるものと仮定して，改めて解析を行った．解析では，電位

差滴定によって得られた荷電量に対する残存している有効荷電量の割合をフィッティ

ングパラメータとして導入し，計算値を測定値にフィッティングすることで，有効荷

電量を推測した．

10 mM KClの条件において，有効荷電量の残存割合を変化させながら，計算値を測

定値にフィッティングした際の様子を図 2.7に示す．グラフから，有効荷電量の割合

が減少すると電気泳動移動度が小さくなっている．また，10 mM KCl中では，有効荷

電量として電位差滴定によって得られた正味の荷電量の 30 %から 60 %残っていると

きに，計算値が測定値をよく再現することがわかる．

KCl濃度が異なる条件において，同様のフィッティングを行った結果を表 2.1に示

す．Jachimskaら [8]は，電気泳動移動度の測定値から Lorenz-Stokesの式を用いて求

めた荷電量と，質量作用の法則を用いて求めた荷電量の計算値を比較した．その結果

から，有効荷電量は本来の荷電量の 20-30 %まで減少していると述べており，本研究

で得られた有効荷電量の残存割合に比べ小さい．この差異の原因は，電気二重層の影

響を考慮したか否かであると考えられ，二重層の影響を考慮した本研究ではより精度

の高い有効荷電量の割合を推測できたものと考えられる．
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図 2.7: Electrophoretic mobility of lysozyme in 10 mM KCl solution with different frac-

tions of remaining effective charges.

2.3.6 対イオンの吸着による一定の荷電量の減少

図 2.7から，pHが低いほど残存している有効荷電量の割合が大きいことが読み取れ

る．また，図 2.2 に示したようにリゾチームの荷電量は pH が減少するのにしたがっ

て増加する．これらの傾向は，リゾチームの有効荷電量が pHによらず一定の数だけ

減少している可能性を示している．そこで，リゾチームの電荷の数が，一定の割合で

はなく，一定の数だけ減少していることを仮定して電気泳動移動度を計算し，測定値

との比較を行った．結果を図 2.8に示す．

グラフより，すべての KCl濃度において pH 7以下の領域では，素電荷が 4-5個減

少していると仮定することで計算値が測定値をよく再現している．したがって，解析

を行った KCl濃度の範囲では，pH 7以下の条件において，pHに依らず 4-5個の電荷

が対イオンの吸着により減少しており，そのために有効荷電量の残存割合が変化して

いることが示唆された．つまり，pHが減少し荷電量が増加しているにも関わらず，対

イオンの吸着量は変化していないことが予測された．この結果は，リゾチームに対イ

オンが特異的に吸着する可能性を示しており，リゾチーム内に対イオンが特異的に吸

着する官能基が存在することを示唆している．
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(a) 5 mM KCl (b) 10 mM KCl (c) 50 mM KCl

図 2.8: The comparisons between theoretical electrophoretic mobilities of lysozyme with

constant charge number reduction and experimental data at (a) 5 mM, (b) 10 mM, and (c)

50 mM KCl.

2.4 章のまとめ

本章では電気泳動移動度の測定と解析を行い，リゾチームの帯電挙動について考察

した．その過程で以下のことを明らかにした．

1. 電気泳動移動度の解析ではリゾチームを剛体球とみなすことができ，PBモデル

および緩和効果を含む式で解析する必要がある．

2. 電気泳動移動度の計算値と測定値のフィッティングにより推測された表面から

すべり面までの距離は 0.5-2.0 nm と大きく，pH 依存性が観察された．この解

析で推測されたすべり面までの距離が妥当であるとは言えず，対イオンの吸着

などが起こっているものと考えられる．

3. 対イオンの吸着による有効荷電量の減少を考慮した計算値と測定値のフィッ

ティングから，電位差滴定の測定値に対する有効荷電量の残存割合は 20-60

%であることが示唆された．また，pH 7以下では，正味の電荷が素電荷 4-5個

分打ち消されていることが示唆された．
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第 3章 シリカ粒子のキャラクタ
リゼーション

3.1 はじめに

前章では，主に，吸着質であるリゾチームの帯電挙動を調べた．本章では，吸着媒

であるシリカ粒子のキャラクタライズを行う．

シリカ粒子は，大きさのそろった球状粒子を安価に安定して大量に合成することが

できる．そのため，モデルコロイドとして多くの研究に用いられるだけでなく，工業

的にも欠かすことのできない材料である．シリカ粒子の帯電挙動は広く研究がなされ

ている [18,29,30]．その一つに，Kobayashiら [18,30]が行った，シリカ粒子の帯電挙

動と凝集分散挙動についての系統的な研究があげられる．その中で，Kobayashiらは，

実験と理論モデルによる解析を通して，熱処理後のシリカ粒子の荷電量は 1pK basic

Sternモデルにより記述できることを示した．

本章では，まず，透過型電子顕微鏡（TEM）による顕微鏡写真から粒径および幾何学

的な比表面積の測定した．加えて，BET法によって微細構造を含む比表面積の測定を

行い，幾何学的な比表面積と BET比表面積の比較を行った．さらに，1pK basic Stern

モデルを用いて算出した電荷密度から電気泳動移動度を算出し，計算値と測定値を比

較することでシリカ粒子の帯電挙動を調べた．

3.2 実験および理論解析

3.2.1 試料

日本触媒より購入したシリカ粒子（シーホースター KE-P30, Lot No. 3A15）を用い

た．シリカ粒子は 800℃で 24時間以上焼成してから使用した．Kobayashiら [18]は

この熱処理により粒子内部の細孔が減少するとしている．焼成後のシリカ粒子は粉の

状態のまま乾燥剤とともにデシケーター内で保存し，懸濁液調製後はその保存期間を

2週間以内とした．焼成後の密度は既往研究の報告値より 2.2 Mg/m3 と与えられてい

る [18]．
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3.2.2 実験方法

3.2.2.1 透過型電子顕微鏡（TEM）による粒径および比表面積の測定

シリカ粒子の粒径と幾何学的な比表面積を調べるため，透過型電子顕微鏡 H7650

（日立ハイテクノテクノロジーズ）を用いて電子顕微鏡写真を撮影した．画像処理ソフ

ト Image Jを用いて，顕微鏡写真からシリカ粒子 800個の投影面積を求めた．シリカ

粒子が球状であるという仮定のもと，投影面積を用いて粒子半径の統計平均<a>およ

び標準偏差を算出した．さらに，幾何学的な比表面積を (3/ρ) < a2 > / < a3 >を用い

て求めた．ただし，ρはシリカ粒子の密度である．

3.2.2.2 BETによる比表面積の測定

シリカ粒子の BET 比表面積を比表面積・細孔分布測定装置 SA 3100 （Beckman

Coulter社）を用いて BET法で測定した．この方法では，窒素ガスの吸着量から比表

面積を求めており，粒子表面の微細構造まで含めた比表面積の測定が可能である．

3.2.2.3 電気泳動移動度の測定

シリカ粒子濃度を 1 g/L，10 mM KCl または 0.1 mM KCl になる懸濁液を調製し，

KOH または HCl を用いて pH を 3-11 の範囲で系統的に変化させた．この懸濁液を

用いて，シリカ粒子の電気泳動移動度を Zetasizer NANO-ZS（Malvern）により測定

した．

3.2.3 電荷密度および電気泳動移動度の理論解析

3.2.3.1 1pK basic Sternモデル

シリカ粒子の電荷密度は 1pK basic Sternモデルを用いて予測できることが報告され

ている [18, 23]．この理論モデルでは 1 つの酸解離定数と電気二重層理論から帯電挙

動を記述する．

水溶液中では，シリカ粒子表面において，次式で表されるシラノール基の脱プロト

ン化反応が起こる．

−SiOH↔−SiO− + HS
+ (3.1)

下付きの添え字 Sは粒子表面での反応であることを示す．プロトン化したシラノール

基の表面濃度 [−SiOH]，脱プロトン化したシラノール基の表面濃度 [SiO−]，粒子表面

でのプロトンの活量 as
H+ の関係は，質量作用の法則により

as
H+ [−SiO−]
[−SiOH]

= K = 10−pK (3.2)
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と与えられる．ここで，K = 10−pK は酸解離定数であり，プロトンの解離のしやすさ

を示す．

最大電荷密度は表面の全シラノール基の濃度 ΓT によって決まる．全シラノール基

の濃度はプロトン化したシラノール基の濃度と脱プロトン化したシラノール基の濃度

の和として求まる．

ΓT = [−SiO−] + [SiOH] (3.3)

また，表面電荷密度 σ は，脱プロトン化したシラノール基に起因するため，電気素量

eを用いて

σ = −e[−SiO−] (3.4)

と表される．

表面電位 ψ0 を持つ表面近傍のプロトンの活量 as
H+ は静電エネルギー eψ0 の影響を

受けるため，バルクのプロトンの活量 aH+ = 10−pH とは異なる．ここで，Boltzmann

分布を仮定することで，以下のように両者を結びつけることができる．

as
H+ = aH+ exp

(
−eψ0

kBT

)
(3.5)

表面電位と表面電荷密度には Sternの提案した電気二重層モデルを適用する．Stern層

をキャパシタンス Csを持つコンデンサーとして扱うことで，式（3.6）を得る．

σ = CS (ψo − ψd ) (3.6)

ここで，ψd は Stern層外縁の電位であり，拡散層電位と呼ばれる．ここから拡散電気

二重層が発達するものと考える．溶液中のイオンを 1:1型とすれば，Stern層外縁の電

位 ψd と表面電荷密度 σ の関係は PBモデルの帰結を適用することで，

σ = −σd =

(
2ϵr ϵ0κkBT

e

)
sinh

(
eψd

2kBT

)
(3.7)

と表現される．ただし式（2.3）より，

κ =

√
2e2n

ϵr ϵ0kBT
(3.8)

である．

pK，ΓT，CS を決定し，式（3.2）から式（3.7）の 6式を連立して数値的に解くこと

で，任意の pHと電解質濃度における表面電荷密度 σ，拡散層内の電荷密度 σd，表面

電位 ψ0，拡散層電位 ψd を算出することができる．

本研究では ΓT = 8 /nm2，pK = 7.5，Cs = 2.9 F/m2 を用いた．これらの値は既往研

究 [18, 23, 29, 30]で報告された値と同じ値である．
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3.2.3.2 電気泳動移動度の算出

1pK basic Sternモデルにより算出された拡散層電位から，平板に対する PB方程式

の解析解（式（3.9））を用いてゼータ電位を算出した．このとき拡散層電位が定義され

る面からすべり面までの距離は 0.25 nmであることを仮定した [23]．以下に孤立平板

に対する PB方程式の解析解を示す．

ψ(x) =
2kBT

ze
ln

(
1 + γe−κx

1 − γe−κx

)
(3.9)

ここで，

γ = tanh
(

zeψ0

4kBT

)
=

exp(zeψ0/2kBT ) − 1
exp(zeψ0/2kBT ) + 1

(3.10)

10 mM KCl の条件では，Ohshima ら [31] の緩和効果を含む近似式（3.11）を用いて

ゼータ電位から電気泳動移動度を算出した．以下に κaが大きい（κa>10）ときに任意

の電位について使用できる緩和効果を含む Ohshimaらの解析的な近似式を示す．

Em =
3
2
ζ̃ − 3F

1 + F
H − 18

κa
I +

1
κa

[
3F

2(1 + F)

(
10(I + J) + tanh2 ζ̃

4

)
− 6(1 + 3m+)(1 − exp(−ζ̃/2))G +

12F
(1 + F)2 H +

9ζ̃
1 + F

(m+G + m−H)

− 36F
1 + F

(
m+G2 +

m−
1 + F

H2
)]

(3.11)

ただし，ζ̃ は次式で表される無次元化されたゼータ電位であり，

ζ̃ =
zeζ
kBT

(3.12)

と表される．また，そのほかの無次元数は

F=
2
κa

(1 + 3m− )(eζ̃/2 − 1) (3.13)

G= ln
1 + e−ζ̃/2

2
(3.14)

H= ln
1 + eζ̃/2

2
(3.15)

I =
∞∑
n=1

1
(2n − 1)2 tanh2n−1 ζ̃

4
(3.16)

J =
∞∑
n=1

1
(2n)2 tanh2n ζ̃

4
(3.17)

と定義される．さらに，Em は無次元化された電気泳動移動度であり
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Em =
3ηze

2ϵr ϵ0kBT
U
E

(3.18)

で表される．

0.1 mM KClの条件では，電気二重層が厚くなるために κa が小さく，式（3.11）を

用いることができない．そのため，ゼータ電位が小さい（|ζ | < 75 mV）ときに任意の

κa で使用できる Ohshimaの緩和効果を含む近似式（2.9）を用いて，ゼータ電位から

電気泳動移動度を計算した．

3.3 結果と考察

3.3.1 粒径と表面積

シリカ粒子の代表的な透過型電子顕微鏡写真を図 3.1に示す．写真からシリカ粒子

がきれいな球状かつ粒径が揃っていることがわかる．電子顕微鏡写真から求められた

粒径は 302 nm であり，標準偏差は 20 nm であった．また，顕微鏡写真から，粒子

が球状で滑らかな表面をもつことを仮定することで算出した幾何学的な比表面積は

8.96 × 103 m2/kgであった．それに対して，粒子表面の微細構造の面積を含めた BET

比表面積の測定値は 1.25 × 104 m2/kgであった．この値は幾何学的な比表面積の 1.40

倍である．したがってシリカ粒子表面には微細構造が存在するものと考えられる．

図 3.1: TEM micrographs of the silica particles.

3.3.2 帯電挙動

1pK basic Stern モデルにより算出したシリカ粒子の電荷密度 σ および拡散層電位

ψd をそれぞれ図 3.2，図 3.3に示す．

図 3.2 から pH の増加にしたがって電荷密度が増加することがわかる．これは，シ

リカ粒子周囲のプロトン濃度の減少に伴い，シラノール基がプロトンを放出するため

である．また，KCl濃度が増加することで電荷密度が増加している．これは，KCl濃
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度の増加によって電気二重層による電位の遮蔽効果が増大するが，その影響を打ち消

す方向に平衡が移動するためである．

図 3.3では，pHの増加に伴う電荷密度の増加にしたがって，拡散層電位の絶対値が

増加している．また，KCl濃度が増加するのにしたがって，拡散層電位の絶対値は減

少している．この KCl濃度の増加に伴う拡散層電位の減少は，電気二重層が圧縮され

ることで，二重層による電位の遮蔽効果が増大するためである．
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図 3.2: Surface charge density of a silica

calculated by the 1pK basic Stern model.
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図 3.3: Diffuse double layer potential of

a silica calculated by the 1pK basic Stern

model.

図 3.4に，1pK basic Sternモデルおよび PBモデルを用いて算出された，シリカ粒

子のゼータ電位を示す．ゼータ電位は，KCl濃度や pHの変化に対して，拡散層電位

と同様の傾向を示した．ただし，すべり面を拡散層電位が定義される面（Stern 層外

縁）から 0.25 nm離れたところに取っているため，ゼータ電位の絶対値は拡散層電位

の絶対値より小さい．またゼータ電位の絶対値の減少は，電気二重層による電位の遮

蔽効果が大きい高 KCl濃度において顕著に現れている．

電気泳動移動度の測定値と計算値を図 3.5に示す．グラフから，電気泳動移動度は

負の値を取り，pHの増加にしたがって電気泳動移動度が減少することがわかる．これ

は，pHの増加にしたがって，シリカ粒子の表面電荷密度が増加することに対応してい

る．Smolchowskiの式を用いた計算値と緩和効果を考慮した計算値の比較から，いず

れの KCl 濃度においても，高 pH 領域で緩和効果が働くことがわかる．とくに，0.1

mM KClでは，シリカ粒子のゼータ電位が大きいため，緩和効果の影響が顕著である．

そのため，pH 7付近を境に高 pH領域で，0.1 mM KClのときの方が 10 mM KClに比

べ電気泳動移動度の絶対値が小さくなっている．

測定値と緩和効果を考慮した計算値が良好に一致することから，シリカ粒子の帯電

挙動は 1pK basic Sternモデルおよび PBモデルを用いて記述できることが示された．
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同様の結果が Kobayashiら [18]によって報告されており，本研究で用いたシリカ粒子

にも適用可能であることが確認された．
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図 3.4: Zeta potential of a silica calculated by the 1pK basic Stern model. The slip-

ping plane is assumed to be 0.25 nm away from the plane where the diffuse double layer

potential is defined.
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3.4 章のまとめ

本章ではシリカ粒子のキャラクタライズを行った．その過程で本研究で使用したシ

リカ粒子について以下のことを示した．

1. 粒径 302±20 nmの単分散の球形粒子である

2. BET 比表面積は幾何学的な比表面積の 1.40 倍であることから，シリカ粒子表

面には微細構造が存在する

3. 帯電挙動が 1pK basic Sternモデルおよび PBモデルを用いて記述できる
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第 4 章 シリカ粒子へのリゾチームの吸着と帯電挙動の要約 

 

第 4 章では，リゾチームが吸着したシリカ粒子表面の性質を明らかにするため，リゾチー

ムの吸着量およびリゾチームが吸着したシリカ粒子のゼータ電位についての研究を行った． 

 

まず，組成の同じリゾチームとシリカ粒子の混合懸濁液について，吸着量とゼータ電位の測

定を行った．さらに，この結果に対して，3D electrokinetics モデルを用いた理論解析を行

った．これにより，リゾチームが吸着したシリカ粒子のゼータ電位を，3D electrokinetics モ

デルを用いることで，リゾチームとシリカ粒子のそれぞれのゼータ電位と吸着量から予測

できることを示した． 

 

さらに，リゾチームとシリカ粒子の質量比を変化させずに，シリカ粒子濃度を変化させた懸

濁液を用いてリゾチームが吸着したシリカ粒子のゼータ電位を測定した．Langmuir の吸着

モデルと 3D electrokinetics モデルを組み合わせることで，各実験条件におけるゼータ電位

を予測し測定値と比較した．この計算値と実験値が定量的に一致しないことと，ゼータ電位

の実験値がリゾチームとシリカ粒子の質量比に対しておおよそ同じ曲線状に乗ることから，

リゾチームのシリカ粒子への吸着においては Langmuir の吸着モデルは適応できないこと，

リゾチームが不可逆に近い形で吸着していることを指摘した．ここで新たに提案した吸着

理論モデルと 3D electrokinetics モデルを組み合わせることでゼータ電位を指標として吸着

量を予測する解析手法は，広い粒子濃度の範囲で吸着量や吸着機構の議論を可能とする手

法である． 

 

リゾチームの吸着が不可逆に近いことを受けて，リゾチームの最大吸着量を予測するため

に，3-body random sequential adsorption（RSA）モデルによる理論モデル解析を行った．

ここでは，最大吸着量の測定値から算出した最大被覆率と，3-body RSA モデルを用いてリ

ゾチームの荷電量とシリカ粒子の拡散層電位から計算した最大被覆率を比較検討した．そ

の結果，3-body RSA モデルは，低 pH におけるリゾチームの最大吸着量の KCl 濃度依存性

を定性的に表現できることを示した．ただし，定量的には差異が大きいことから，リゾチー

ム上の電荷の不均一性などが影響することが推察された． 
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第 5章 シリカとリゾチームの混
合懸濁液の降伏値

5.1 はじめに

本章では，リゾチームとシリカ粒子の混合懸濁液の降伏値を測定することで，リゾ

チームが吸着したシリカ粒子間の相互作用について調べた．さらに，第 2章から第 4

章で述べたリゾチームとシリカ粒子，およびリゾチームが吸着したシリカ粒子の性質

に基づいて，粒子間相互作用の起源を考察した．

コロイド粒子間の相互作用は，しばしば Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek

（DLVO）理論を用いて議論される [60, 61]．DLVO理論に基づけば，粒子間相互作用

は van der Waals 力と電気二重層相互作用力の和として求められる．DLVO 理論の正

当性は，粒子間力の直接測定 [62, 63] や凝集速度の測定 [64, 65] によって示されてい

る．同様に，単一の粒子からなる懸濁液の降伏値は，DLVO理論に基づいてある程度

説明が可能である [66, 67]．それに対して，リゾチームとシリカ粒子の混合系のよう

な，二種類以上の材料が混在する懸濁液中では，架橋作用，パッチ引力，立体安定効

果などに代表される，DLVO理論では考慮されていない，追加的な非 DLVO力がしば

しば観察される [3, 24, 68, 69]．

架橋作用は，一つの吸着質が複数のより大きな粒子にまたがって吸着することで，

凝集が促進される効果である．Smellieと La Merは [70]，架橋が起こる条件は，吸着

質に覆われている部分と覆われていない部分の割合によって決まると考えた．すなわ

ち，架橋が起こる確率は被覆率 θ と被覆されていない部分の割合 (1 − θ) の積である

θ(1− θ)に比例する，と考察した．Zhaoら [71]は大きなポリスチレン粒子と小さなポ

リ（N-イソプロピルアミド）（PNIPAM）マイクロゲルの混合懸濁液のレオロジーと，

ポリスチレン粒子のフロックの大きさの測定を行った．この実験から，マイクロゲル

を最大吸着量の半分程度添加した際に，ポリスチレン粒子のフロックの形成が最も促

進されることを指摘した．この結果は，Smellieと La Merの考察において，最も架橋

が起こる確率が大きい θ = 0.5の条件に対応しているものと考えられる．Zhaoらの研

究では疎水性相互作用の役割に着目しており，各材料の帯電の影響は考慮していない．

また，直接的な吸着量の測定が行われておらず，吸着量の決め方に不確実性が残る．
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しかしながら，Zhaoらの研究は，粒子間相互作用に吸着量が影響することを明らかに

している．

Smellieと La Merの考察は，暗に被覆率が 1に届くことを仮定している．つまり，

吸着質が吸着媒全面を覆うことができることを仮定している．しかしながら，第 4章

（および付録 A）で述べたように，吸着質が帯電している場合には，吸着質間に静電的

な反発力が働くために，最大被覆率は 1 よりも大幅に小さい．このような場合には，

Smellieと La Merの考察が妥当であるかは明らかではない．

異符号に帯電した粒子の混合系における粒子間相互作用の研究として，粒子と異符

号に帯電した高分子電解質を用いた研究が挙げられる [3–6,24,69]．ここでは，第 4章

で述べたように，高分子電解質の吸着量が増加することで，荷電中和や荷電反転が起

こる．粒子間相互作用は，粒子の荷電量が減少すると粒子間の反発力が抑えられ，荷

電反転が起こったのちは荷電量が増加するのに伴って反発力が大きくなる．さらに，

架橋作用やパッチ引力，立体安定効果が表れる．Smellieと La Merによる考察が行わ

れた架橋作用に限らず，粒子表面の正に帯電した部分と負に帯電した部分の組み合わ

せによって起こるパッチ引力や，高分子間の重なりによって生じる立体安定効果も高

分子電解質の吸着量に依存することが予測される．しかしながら，帯電した吸着質の

吸着量と相互作用の大きさの関係に対する，定量的な研究は十分になされていない．

リゾチームとシリカ粒子の混合懸濁液における粒子間相互作用についても，複数の

報告がなされている [39, 48, 72–75]．Lercheと Sobisch [73]は遠心沈降法を用いた実

験を行い，低 pH条件では，リゾチームが吸着したシリカ粒子のゼータ電位が小さい

にも関わらず，シリカ粒子が凝集しないことを指摘した．一方で，Huang [73] らは，

吸着したリゾチームの存在によりシリカ粒子表面の電荷の分布が不均一になることを

考慮することで，DLVO理論を用いて凝集速度とゼータ電位の関係を一部定性的に説

明できることを示した．しかしながら，働いている非 DLVO力とリゾチームの吸着量

の関係など，リゾチームとシリカ粒子の混合系における粒子間相互作用に対する定量

的な研究は十分とは言えず，一層の研究が必要である．

粒子間相互作用を評価する方法の一つに，降伏値の測定が挙げられる．懸濁液が流

れ出すために最低限必要なせん断応力である降伏値は，懸濁液中の粒子間相互作用に

加えて，粒子の体積分率や粒径分布，凝集体の構造に依存する [76–78]．そのため，降

伏値を測定する際に，懸濁液の組成と取り扱いの適切な制御を行い，粒子の体積分率

や粒径分布，凝集体の構造を一定に保つことで，粒子間相互作用に関する情報を取得

できる．

以上の背景を踏まえて，本章では，リゾチームの添加量を系統的に変化させながら，

リゾチームとシリカ粒子の混合懸濁液の降伏値を測定した．この降伏値と，第 4章で

述べた，リゾチームが吸着したシリカ粒子表面のゼータ電位やリゾチームの吸着量の

データを突き合わせることで，降伏値の大きさおよび粒子間相互作用のメカニズムに

対する考察を行った．
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5.2 実験方法

5.2.1 リゾチームの添加量を変化させた際の降伏値

降伏値の測定はベーン試験法によった．ベーン試験では，四刃（ベーン型）のスピ

ンドルを懸濁液に差し込み，非常に低い角速度で回転させながらトルクを測定する．

懸濁液が降伏値を示す場合には，懸濁液がすぐには流動を開始しないため，スピンド

ルを回転させ始めるとトルクが増加していく．さらにトルクが増加し，懸濁液にかか

るせん断応力が降伏値を上回ると，懸濁液が流動を開始し，トルクが減少する．した

がって，トルクが最大になったときの，せん断応力を降伏値とみなすことができる．

ここで，測定される最大トルク Tm と降伏値 τy の関係は，スピンドルの直径 Dと高さ

H を用いて式（5.1）で与えられる．

Tm =
πD3

2
(

H
D
+

1
3

)τy (5.1)

実験に際しては，シリカ粒子濃度 50 wt%，KCl濃度 10 mM，リゾチームとシリカ

粒子の質量比 0.0001-0.012の条件で懸濁液を調製し，pH 調整剤を用いて pH を 5 ま

たは 7に調整した．懸濁液調製時には，まず，シリカ粒子に純水のみを添加し一晩以

上振とう攪拌することで，シリカ粒子を濡らした．その後，超音波分散器を用いてシ

リカ粒子を分散させたのち，KCl 溶液，リゾチーム溶液，および pH 調整剤（KOH，

HCl）を添加した．このとき，あらかじめ pH調整剤の添加量を予測することで，pH

調整剤を含めて懸濁液全体のイオン強度が 10 mM となるようにした．調製した懸濁

液を振盪機MMS（EYELA TOKYO RIKAKIKAI CO., LTD）を用いて 24時間以上振

とう攪拌した．

降伏値は粒子間相互作用のみでなく，フロックの構造などにも依存するため，測定

前の操作に影響される．そこで，各測定の前に次のような手順を行うことで，測定前

の操作を一定にし，懸濁液ごとのフロックの構造の違いを小さくした．まず，調製し

た懸濁液をミキサー（MFG No.6087546, TAITEC）で 20秒間振とう攪拌したのち，2

分間静置した．懸濁液にスピンドルを差し込み，3分間静置したのち測定を開始した．

測定後にスピンドルを抜き，懸濁液を 10分以上静置した．同様の操作を繰り返すこと

で，1つのサンプルに付き 5回以上降伏値を測定した．降伏値の測定には Viscometer

LVDV-ll+Pro （BROOKFIELD）または Viscometer HADV-ll+Pro （BROOKFIELD）

を使用し，スピンドルは V-74を用いた．測定条件は，ベーンの回転速度を 0.1 rpmと

し，測定値の記録間隔は 1 秒とした．また，本実験に使用した懸濁液の容器は Dzuy

と Bogerが示した条件を満たすものである [79]．
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5.2.2 シリカ懸濁液の降伏値の pH依存性

リゾチームを添加していない裸のシリカ懸濁液の降伏値を，pHを系統的に変化させ

ながら測定した．シリカ懸濁液の KCl濃度は 10 mMまたは 0.5 Mとした．その他の

シリカ懸濁液の調製および降伏値の測定手法は 5.2.1で述べた方法によった．

5.3 結果と考察

5.3.1 降伏値とゼータ電位の関係

リゾチームとシリカ粒子の質量比を変化させたときの混合懸濁液の降伏値を図 5.1

に示す．図中の実線はそれぞれ pH 7, 0.5 M KCl と pH 5, 0.5 M KCl における降伏値

を示している．いずれの pHにおいても，はじめはリゾチームの添加量の増加にした

がって降伏値が大きくなる．さらにリゾチームの添加量が増加すると降伏値が最大値

を取り，その後はリゾチームの添加量の増加にしたがって降伏値が減少する．また，

降伏値が存在するリゾチームの添加量は pH 5 のときの方が pH 7 のときに比べ小さ

く，濃度範囲も狭い．降伏値の最大値は pHによって異なり，pH 5のときに比べ pH 7

のときの方が大きい．

pH 5

pH 7

図 5.1: Yield stress of mixed suspension of silica particles and lysozymes vs. lysozyme

dose/mass of silica at 10 mM KCl and at pH 5 and pH 7. Holizontal lines represent the

yield stresses of the bare silica suspensions at 0.5 M KCl where the electric repulsion

shoud not work significantly.

DLVO 理論に基づけば，粒子間相互作用は van der Waals 力と電気二重層相互作用

力によって決まるため，降伏値はゼータ電位のみを指標として評価できる．したがっ
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て，降伏値をゼータ電位に対してプロットすると，等電点で最大値をとり，等電点に

対して対称な一本の曲線上に乗るはずである．そこで，図 5.2にリゾチームとシリカ

粒子の混合懸濁液の降伏値をゼータ電位に対してプロットしたグラフを示す．図中の

ゼータ電位はコロイド振動電流法の測定値（図 4.6）を内挿した近似値を用いた．

pH 5

pH 7

図 5.2: Yield stress of mixed suspension of silica particles and lysozymes vs. zeta po-

tential of silica particles covered by lysozymes at 10 mM KCl and at pH 5 and pH 7.

Holizontal lines represent the yield stresses of bare silica suspensions at 0.5 M KCl where

the electric repulsion shoud not work significantly.

図 5.2 から，いずれの pH においても等電点の付近で降伏値が最大値となり，ゼー

タ電位の絶対値が増加するのにしたがって降伏値が減少していることがわかる．この

結果は，DLVO理論に基づいて説明することができる．すなわち，ゼータ電位の絶対

値が増加するにつれて，シリカ粒子間の静電的な反発力が増加するため，降伏値が減

少する．ゼータ電位の影響が降伏値に顕著に表れることは，ゼータ電位が懸濁液の降

伏値およびシリカ粒子間の相互作用を支配する重要なパラメータであることを示して

いる．

降伏値とゼータ電位の関係について，一部の傾向が DLVO理論に基づいて説明でき

る一方で，非 DLVO力を仮定しないと説明できない傾向も観察された．すなわち，グ

ラフは等電点に対して完全には左右対称とはなっておらず，ゼータ電位の絶対値が同

じであっても降伏値が異なる．また，pH が異なると同じゼータ電位であっても，降

伏値が異なる．とくに，pH 7 の降伏値の最大値は，pH 5 の時に比べて大きい．さら

に，pH 5と pH 7いずれにおいても，リゾチームとシリカ粒子の混合懸濁液の降伏値

の最大値は，静電的な反発力が働かないと考えられる 0.5 M KClの条件における，シ

リカ懸濁液の降伏値に比べて大きい．これらの結果は，DLVO理論に基づいてゼータ
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電位のみを用いて説明することはできず，リゾチームが吸着したシリカ粒子間には非

DLVO力が働くことを示している．

5.3.2 シリカ粒子の凝集挙動と非 DLVO力

pH 5と pH 7ではゼータ電位が同じであっても降伏値が異なる理由として，シリカ

粒子の特異的な凝集挙動が影響していることが考えられる．図 5.3に，0.5 M KClにお

けるリゾチームを添加していない裸のシリカ懸濁液の降伏値を示す．降伏値が高 pH

条件に比べて低 pH 条件で小さくなっている．シリカ粒子の表面電荷密度は高 pH の

ときに比べて低 pHのときの方が小さい．また，実験を行った 0.5 M KClにおいては，

シリカ粒子間の静電的な反発力が十分に弱められていると考えられる [73]．したがっ

て，降伏値が低 pH条件で小さくなる理由は DLVO理論に基づいて説明することはで

きず，シリカ粒子に特有な挙動であると言える．
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図 5.3: Yield stress of bare silica suspension without lysozyme at 0.5 M KCl vs. pH.

Kobayashiら [18,30]は，シリカ粒子の初期凝集速度を測定し，低 pH条件において

荷電量が小さいにも関わらず凝集が阻害されること，粒径が小さいシリカ粒子の凝集

速度が小さくなることを見出した．さらに，粉末状のシリカ粒子を焼成することで，

この特異的な凝集の阻害効果が軽減されることを報告した．Kobayashi らは，この特

異的な凝集の阻害効果はシリカ粒子表面に存在する微細な毛状構造によるものと考察

した．他方で，Franks [80]は，シリカ懸濁液の降伏値の pHおよびイオン強度依存性

について研究し，低 pHでは降伏値が小さくなること，イオン強度が増加すると降伏

値が増加するもしくは変化しないことを示した．さらに，この理由として，粒子表面

に存在する対イオンの影響を考察した．すなわち，高 pHや高イオン強度の条件では，

シリカ粒子表面に対イオンが多く存在するために正と負の荷電が不均一に存在し，異
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符号に帯電した表面間に引力が働くようになり，降伏値が大きくなると考察した．本

研究において，低 pHのときにくらべ高 pHで降伏値が大きくなった理由として，毛状

の構造と粒子表面の対イオンの存在が考えられる．

シリカ粒子に特有な凝集挙動についてもう一点述べる．Huangら [73]は，本研究と

同様のシリカ粒子を用いて初期凝集速度の測定を行い，焼成後のシリカ粒子では，pH

5 と pH 7 で急速凝集領域における凝集速度が等しくなることを示した．一方で，本

研究では，Huangらの研究において急速凝集領域にあたる 0.5 M KClにおける降伏値

を測定したのにもかかわらず，シリカ粒子に特有な凝集挙動が観察された．この理由

としては，降伏値と初期凝集速度では，これらの値を支配する代表的な粒子間距離が

異なることが考えられる [81]．具体的には，凝集速度は粒子同士の衝突過程に依存す

るが，降伏値はすでに凝集体となっているものを破壊する過程によって決まる．した

がって，降伏値の方が凝集速度に比べ，粒子間が近距離にあるときの相互作用に影響

されるために，粒子表面の微細な毛状構造や対イオンの存在に影響されやすいことが

考えられる．

リゾチームとシリカ粒子の混合懸濁液の降伏値が，同じゼータ電位であっても pH

によって異なる理由として，これまで議論してきたシリカ粒子に特有な凝集挙動の影

響が考えられる．加えて，リゾチームとシリカ粒子の混合懸濁液内では，リゾチーム

が吸着することでシリカ粒子の表面で，正に帯電したリゾチームと負に帯電したシリ

カ表面がモザイク状に存在している．そのため，リゾチームが吸着したシリカ粒子同

士が向かい合うことで，リゾチームが複数のシリカ粒子にまたがって吸着する架橋作

用や，吸着したリゾチームと裸のシリカ表面間に働くパッチ引力，吸着したリゾチー

ム間に働く水平方向の反発力などの，非 DLVO力が作用していることが予測される．

懸濁液の pHが異なる場合には，リゾチームが吸着したシリカ粒子のゼータ電位が等

しい条件であっても，リゾチームやシリカ粒子それぞれの荷電量や，リゾチームの吸

着量が異なる．そのため，架橋作用やパッチ引力のような個々の非 DLVO力の大きさ

が pHによって異なり，同じゼータ電位であっても pHによって降伏値が異なったと考

えられる．とくに，同じゼータ電位であれば pH 5のときに比べ pH 7のときの方が吸

着量が大きいために，pH 7のときの方が華僑作用やパッチ引力の影響が大きく，降伏

値が大きくなったことが考えられる．

また，いずれの pHにおいても，リゾチームとシリカ粒子の混合懸濁液の降伏値の

最大値は，0.5 M KClにおける裸のシリカ懸濁液の降伏値に比べて大きい．この結果

は，高 pHおよび高 KCl濃度において降伏値が大きくなるシリカ粒子に特有な凝集挙

動からは説明できない．したがって，架橋作用やパッチ引力などに代表される，なん

らかの追加的な引力の存在を示している．
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5.3.3 降伏値と相対的な吸着量

ここまでは，リゾチームとシリカ粒子の混合懸濁液の降伏値と pHの関係について

述べた．図 5.2で示した実験結果は，pHの影響のみでなく，同じ pHであってもゼー

タ電位の符号によって降伏値が異なることを示している．この結果は，シリカ粒子に

特異的な凝集挙動や，pHの変化によるリゾチームとシリカ粒子それぞれの材料の荷電

量の変化のみでは説明できず，リゾチームの吸着量の違いによるものだと考えられる．

そこで新たに，Smellieと La Merの考察を帯電した吸着質に拡張した相対的な吸着量

を導入することで，吸着量の影響を考察することを図った．

図 5.4に相対的な吸着量の概念図を示す．リゾチームが最大吸着量に達した状態で

は，リゾチーム間の反発力が働く領域まで含めると，新たなリゾチームが吸着するの

に十分なスペースは残っていないものとみなせる．そのため，相対的な吸着量 θrel と

して，吸着量を同様の溶液条件における最大吸着量で除した値 θrel = θ/θmax を導入

することで，リゾチーム間の反発力が働く範囲まで含めた既に埋まっている領域の

割合を表すことができるものと考えられる．ここで，リゾチームが吸着したシリカ表

面間の相互作用を考える際には，対象とする 2 つの粒子間のギャップが重要となる．

ギャップに存在するリゾチームの量は，2つのシリカ粒子に吸着しているリゾチーム

の合計となる．したがって，θrel = 0.5において，2つのシリカ粒子間のギャップに存

在するリゾチームの量が１つのシリカ表面における最大吸着量と等しくなる．そのた

め，θrel > 0.5ではリゾチーム間の重なりが避けられず，吸着しているリゾチーム間に

反発力が働くことが予想される．この領域では，リゾチームの吸着量が増加するほど

リゾチーム間の反発力が強くなり，シリカ粒子同士の相互作用は徐々に反発的になっ

ていくことが考えられる．一方で，θrel < 0.5のときには，リゾチーム間の重なりは

生じにくく，リゾチーム間の反発力が抑えられるだけでなく，吸着量が大きいほど異

符号に帯電したリゾチームとシリカ粒子表面が向かい合い，その間に追加的な引力が

働くと考えられる．

図 5.5に降伏値と相対的な吸着量の関係を示す．図中の実線は等電点のときの相対

的な吸着量を示している．グラフから，相対的な吸着量に対する考察で予測されるよ

うな，θrel = 0.5 において降伏値が最大となるというようなことはなく，等電点付近

で最大値となっていることがわかる．つまり，降伏値の大きさには，相対的な吸着量

の影響に比べて，ゼータ電位の影響が強く現れる．しかしながら，相対的な吸着量は，

次のようにして，降伏値をゼータ電位に対してプロットしたグラフが等電点に対して

対称にならない理由を説明できる．

図 5.6に降伏値とゼータ電位の関係を改めて示す．図中の実線は θrel = 0.5となる

ときのゼータ電位を示している．また，降伏値のデータは図 5.2と同様のものを用い

ている．
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At  𝜃𝑟𝑒𝑙 < 0.5   (face to face) 

At  𝜃𝑟𝑒𝑙 > 0.5   (face to face, overlap) 

When adsorption reaches to saturation, 

there are no space to adsorb. (at 𝜃𝑟𝑒𝑙 = 1) 

図 5.4: Schematic representation of relative adsorbed amount θrel , which is defined as

adsorbed amount/ maximum adsorbed amount at the same solvent condition.

pH 7

pH 5

図 5.5: Yield stress vs. relative adsorbed amount at 10 mM KCl. Vertical lines represent

the relative adsorbed amounts corresponding to the isoelectric points.

pH 5 では，ゼータ電位が正の領域で負の領域に比べ広い範囲で降伏値が現れてい

る．この理由として，θrel = 0.5となる点が +10 mV付近にあり，ゼータ電位が正で

あっても広い範囲で非 DLVO 力が引力として働いたためであると考えられる．ただ

し，pH 5では降伏値が現れるゼータ電位の範囲が狭く，正と負のときとで降伏値が観

察される範囲に有意な差があるかについては議論の余地がある．

pH 7 では，ゼータ電位が負の領域で正の領域に比べ広い範囲で降伏値が現れてい

る．この理由として，θrel = 0.5 となる点が等電点付近に位置しており，ゼータ電位

が負の領域では非 DLVO 力による引力が強く働き，ゼータ電位が正の領域ではリゾ

チーム同士の重なりが生じ，引力が弱まった，もしくは反発力が働いたためだと考え
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られる．

以上の議論から，降伏値はゼータ電位に強く影響されるものと考えられるが，相対

的な吸着量の概念を導入することで，ゼータ電位のみでは説明できない降伏値のリゾ

チームの吸着量依存性を説明することができた．したがって，相対的な吸着量が，非

DLVO力が働く条件を捉えており，降伏値に影響を与えるパラメータの一つであるこ

とが示唆された．

(a) pH 5 (b) pH 7

図 5.6: Yield stress vs. zeta potential. Colored vertical lines represent the zeta potentials

where the relative adsorbed amounts equal to 0.5.

既往研究において，粒子間相互作用が DLVO理論で仮定されるように van der Waals

力と電気二重層相互作用力のみからなる系では，降伏値がゼータ電位の二乗に比例す

ることが理論的に予測されている [82,83]．これは，降伏値が現れるような低ゼータ電

位の条件においては，電気二重層相互作用力がゼータ電位の二乗に比例するためであ

る．この降伏値がゼータ電位の二乗に比例する関係が成り立つことは，単一の粒子か

らなる懸濁液 [66,67,76]およびコロイドと高分子電解質の混合懸濁液 [84]を用いた実

験で報告されている．そこで，リゾチームとシリカ粒子の混合懸濁液の降伏値をゼー

タ電位の二乗に対してプロットしたグラフを図 5.7に示す．図中では，降伏値が最大

値をとったリゾチームの添加量を境にして，添加量の大小で色分けしている．グラフ

から，同じ pHであっても降伏値のピークを境に添加量が低濃度な条件と高濃度な条

件で曲線の形が異なることがわかる．

pH 5の低濃度な条件と pH 7の高濃度の条件においてはグラフが直線に近い．これ

は，粒子間力として DLVO 力が支配的であることを示している．pH 5 の低濃度の条

件では吸着量が小さくリゾチームの影響が小さいため，pH 7の高濃度な条件では吸着

量が大きくリゾチームによって一様な表面が形成されるため，非 DLVO力の影響が小

さいことが考えられる．

pH 5の高濃度な条件と pH 7の低濃度の条件においてはグラフが直線になっておら
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ず，非 DLVO 力が働くことを示している．非 DLVO 力が働く理由として，これらの

濃度域では，リゾチームがシリカ粒子表面に吸着したことで，シリカ粒子表面の荷電

分布および立体構造が不均一になり，パッチ引力や架橋作用が働いたためだと考えら

れる．

これらの結果と考察は，相対的な吸着量を用いた非 DLVO力の働きについての考察

と矛盾がなく，互いの考察を補強するものである．
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図 5.7: Yield stress of mixed suspension of silica particles and lysozymes vs. square of

zeta potential of silica particles covered with lysozymes at 10 mM KCl and pH 5 and pH

7. The yield stresses at lower and higher lysozyme dose than the dose at the maximum

yield stress are shown with different symbols.

5.4 章のまとめ

本章では，リゾチームとシリカ粒子の混合懸濁液の降伏値を測定することで，リゾ

チームに覆われたシリカ粒子間の相互作用ついて考察した．本章での主な結論は以下

のとおりである．

1. リゾチームの混合懸濁液の降伏値，およびリゾチームが吸着したシリカ粒子間

の相互作用にはゼータ電位が強く影響することが示された．

2. 一方で，降伏値の大きさはゼータ電位のみでは説明されず，非 DLVO力が働く

ことが示された．

3. 非 DLVO力が働く条件の一つの指標として，相対的な吸着量が使用できること

が示唆された．
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第 6章 総括

土・水環境中における物質の輸送挙動への理解を深めるため，環境中に無数に存在す

る異種コロイドからなるヘテロな複合体・凝集体の帯電挙動や分散系の流動特性に関

する一連の研究を行った．具体的には，土壌有機微粒子のモデルとして正に帯電した

粒状タンパク質であるリゾチームを，土壌無機コロイドのモデルとしてシリカ粒子を

用いて，各材料のキャラクタライズ，混合後のリゾチームの吸着挙動およびリゾチー

ム吸着後のシリカ表面の帯電挙動，混合懸濁液の粒子間相互作用および降伏値に対し

て，実験と理論モデル解析を組み合わせた系統的かつ丹念な研究を行った．本研究で

得られた主な成果を章立てに沿って以下にまとめた．

第 2章と第 3章では，リゾチームおよびシリカ粒子のキャラクタライズを帯電挙動

に着目して行った．とくに，リゾチームの電気泳動移動度の測定と理論モデル解析を

行った．その過程で，リゾチームの電気泳動移動度の適切な解析手法として PBモデ

ルと緩和効果含む解析手法を提案し，測定値と理論モデルの差異を見出した．この差

異の原因として，すべり面の移動と有効荷電量の減少について検討し，すべり面の移

動だけでなく有効荷電量の減少を考慮すべきであることを改めて指摘した．さらに，

既往研究に比べてより適切な理論モデルを用いることで，有効荷電量の残存量を精度

よく予測した．

第 4 章では，リゾチームのシリカ粒子への吸着量ならびにリゾチームの吸着した

シリカ粒子の帯電挙動についての研究を行った．リゾチームの吸着量とシリカ粒子の

ゼータ電位の測定を行い，理論モデルとの比較を行うことで，3D electrokineticsモデ

ルはリゾチームが吸着したシリカ粒子のゼータ電位を定量的に予測できること，リ

ゾームはシリカ粒子に不可逆に近い形で吸着すること，3-body RSAモデルは低 pHに

おけるリゾチームの最大吸着量の KCl濃度依存性を定性的に表現できること示した．

リゾチームの吸着挙動を検討する際に導入した，吸着理論モデルと 3D electrokinetics

モデルを組み合わせることでゼータ電位を吸着量の指標として用いる手法は，吸着挙

動を広い濃度域で調べることを可能にする手法である．

第 5章では，リゾチームとシリカ粒子の混合懸濁液の降伏値を測定し，リゾチームが

吸着したシリカ粒子間の相互作用の観点から考察を行った．降伏値の大きさが DLVO

力のみでは説明できないことを指摘し，架橋作用やパッチ引力などの非 DLVO力が働

くことを示した．さらに，非 DLVO力の働く条件を表す新たな指標として，相対的な
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吸着量が使用できる可能性を指摘した．

第 5章で導入した相対的な吸着量は，リゾチームの最大吸着量が粒子間相互作用を

理解するうえで重要な要素であること示唆している．しかしながら，リゾチームのよ

うなナノ粒子の最大吸着量に対する，粒子と基板それぞれの帯電の影響は十分に明ら

かではない．そこで，リゾチームよりも単純な球状高分子電解質である PAMAMデン

ドリマーを用いて，ナノ粒子の最大吸着量における，ナノ粒子および吸着媒の帯電の

影響を調べた．ここでは，PAMAMの最大吸着量に対する金表面の電位の影響を示し

た学術的に重要な実験データを取得した．さらに，3-body RSAモデルが PAMAMの

最大吸着量をある程度は定量的に予測できることを示した．以上の内容は付録 Aにま

とめた．

本研究では，リゾチームとシリカ粒子それぞれの性質，リゾチームが吸着したシリ

カ粒子の表面の性質を丁寧に調べたうえで，粒子間相互作用および降伏値についての

考察を行った．材料の性質や吸着挙動までが調べられた素性の十分に明らかな系にお

いて，降伏値やゼータ電位に関する実験や理論モデル解析を行った例は少なく，本研

究は，異符号帯電粒子の混合懸濁液中における不均一な表面の帯電挙動および粒子間

相互作用や流動特性を明らかにするうえで，汎用性が高く貴重なデータを与えた．

55



参考文献

[1] J. Buffle and G. G. Leppard. Characterization of aquatic colloids and macro-

molecules. 1. Structure and behavior of colloidal material. Environmental Science

& Technology, Vol. 29, No. 9, pp. 2169–2175, 1995.

[2] J. Buffle, K. J. Wilkinson, S. Stoll, M. Filella, and J. Zhang. A generalized de-

scription of aquatic colloidal interactions: The three- culloidal component approach.

Environmental Science and Technology, Vol. 32, No. 19, pp. 2887–2899, 1998.

[3] J. Gregory. Rates of flocculation of latex particles by cationic polymers. Journal of

Colloid and Interface Science, Vol. 42, No. 2, pp. 448–456, 1973.

[4] B. C. Ong, Y. K. Leong, and S. B. Chen. Interparticle forces in spherical monodis-

persed silica dispersions: Effects of branched polyethylenimine and molecular

weight. Journal of Colloid and Interface Science, Vol. 337, No. 1, pp. 24–31, 2009.

[5] L. Feng, Y. Adachi, and A. Kobayashi. Kinetics of Brownian flocculation of

polystyrene latex by cationic polyelectrolyte as a function of ionic strength. Colloids

and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, Vol. 440, pp. 155–160,

2014.

[6] L. Feng and Y. Adachi. Brownian flocculation of negatively charged latex particles

with low charge density polycation at various ionic strengths. Colloids and Surfaces

A: Physicochemical and Engineering Aspects, Vol. 454, No. 1, pp. 128–134, 2014.

[7] Y. Adachi. Aspects of colloid and interface in the engineering science of soil and

water with emphasis on the flocculation behavior of model particles. Paddy and

Water Environment, Vol. 17, No. 2, pp. 203–210, 2019.

[8] B. Jachimska, A. Kozlowska, and A. Pajor-Swierzy. Protonation of lysozymes and

its consequences for the adsorption onto a mica surface. Langmuir, Vol. 28, No. 31,

pp. 11502–11510, 2012.

[9] J. Y. Kim, S. H. Ahn, S. T. Kang, and B. J. Yoon. Electrophoretic mobility equation

for protein with molecular shape and charge multipole effects. Journal of Colloid

and Interface Science, Vol. 299, pp. 486–492, 2006.

[10] K. Kubiak-Ossowska, M. Cwieka, A. Kaczynska, B. Jachimska, and P. A. Mulheran.

Lysozyme adsorption at a silica surface using simulation and experiment: effects of

56



pH on protein layer structure. Physical Chemistry Chemical Physics, Vol. 17, No. 37,

pp. 24070–24077, 2015.

[11] W. F. Tan, L. K. Koopal, L. P. Weng, W. H. van Riemsdijk, and W. Norde. Humic

acid protein complexation. Geochimica et Cosmochimica Acta, Vol. 72, No. 8, pp.

2090–2099, 2008.

[12] W. Norde, F. G. Gonzalez, and C. A. Haynes. Protein adsorption on polystyrene

latex particles. Polymers for Advanced Technologies, Vol. 6, No. 7, pp. 518–525,

1995.

[13] D. E. Kuehner, J. Engmann, F. Fergg, M. Wernick, H. W. Blanch, and J. M. Praus-

nitz. Lysozyme Net Charge and Ion Binding in Concentrated Aqueous Electrolyte

Solutions. The Journal of Physical Chemistry B, Vol. 103, No. 8, pp. 1368–1374,

1999.

[14] T. Su, J. Lu, R. Thomas, Z. Cui, and J. Penfold. The Adsorption of Lysozyme at

the Silica-Water Interface: A Neutron Reflection Study. Journal of Colloid and

Interface Science, Vol. 203, No. 2, pp. 419–429, 1998.

[15] K. Kubiak and P. A. Mulheran. Molecular dynamics simulations of hen egg white

lysozyme adsorption at a charged solid surface. The journal of physical chemistry.

B, Vol. 113, No. 36, pp. 12189–12200, 2009.

[16] S. A. Allison, M. Potter, and J. A. McCammon. Modeling the electrophoresis of

lysozyme. II. Inclusion of ion relaxation. Biophysical Journal, Vol. 73, No. 1, pp.

133–140, 1997.

[17] Y. R. Gokarn, R. M. Fesinmeyer, A. Saluja, V. Razinkov, S. F. Chase, T. M. Laue,

and D. N. Brems. Effective charge measurements reveal selective and preferential

accumulation of anions, but not cations, at the protein surface in dilute salt solutions.

Protein Science, Vol. 20, No. 3, pp. 580–587, 2011.

[18] M. Kobayashi, M. Skarba, P. Galletto, D. Cakara, and M. Borkovec. Effects of heat

treatment on the aggregation and charging of Stober-type silica. Journal of Colloid

and Interface Science, Vol. 292, pp. 139–147, 2005.

[19] T. Sugimoto, M. Kobayashi, and Y. Adachi. The effect of double layer repulsion on

the rate of turbulent and Brownian aggregation: Experimental consideration. Col-

loids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, Vol. 443, pp. 418–

424, 2014.

[20] M. Borkovec, S. H. Behrens, and M. Semmler. Observation of the Mobility Maxi-

mum Predicted by the Standard Electrokinetic Model for Highly Charged Amidine

Latex Particles. Langmuir, Vol. 16, No. 11, pp. 5209–5212, 2000.

[21] M. Kobayashi. Electrophoretic mobility of latex spheres in the presence of divalent

ions: experiments and modeling. Colloid and Polymer Science, Vol. 286, No. 8-9,

57



pp. 935–940, 2008.

[22] C. Chassagne and M. Ibanez. Electrophoretic mobility of latex nanospheres in elec-

trolytes: Experimental challenges. Pure and Applied Chemistry, Vol. 85, No. 1, pp.

41–51, 2012.

[23] 小林幹佳. 土壌と界面電気現象 4.表面電荷の測定とモデル. 日本土壌肥料学会誌,

Vol. 85, No. 3, pp. 258–263, 2014.

[24] W. Lin, P. Galletto, and M. Borkovec. Charging and aggregation of latex particles by

oppositely charged dendrimers. Langmuir, Vol. 20, No. 18, pp. 7465–7473, 2004.
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付録 A: Poly(amidoamine)(PAMAM)デンドリマーの最大吸着量の要約 

 

付録 A では，ナノ粒子の最大吸着量に対する吸着媒の帯電の影響を明らかにすることを目

的に，実験と解析を用いた研究を行った． 

 

粒子が基板に吸着するとき，互いに異符号に帯電しており静電的な引力が働く場合や，粒子

と基板の間に疎水性相互作用が働く場合などには，粒子と基板の間に十分な引力が働き，吸

着した粒子がその場に固定されることがある．このような場合には，粒子の最大吸着量は粒

子と基板の相互作用ではなく，粒子同士の相互作用によって決まる．すなわち，粒子が帯電

していることで粒子間に静電的な反発力が働き，互いに近づいて吸着することができない

ために，最大吸着が減少する．このとき，吸着する粒子の半径が二重層の厚さに比して大き

い場合には基板の帯電の影響は無視できるが，粒子半径が二重層と同程度もしくは小さい

場合には，吸着した粒子が基板周囲の二重層に入り込む形になるため，基板の帯電の影響が

無視できない． 

 

既存の理論モデルの中で最も新しいモデルの一つである 3-body random sequential 

adsorption（RSA）モデルは，基板の帯電の影響を考慮した粒子間の静電反発ポテンシャル

を RSA モデルの枠組みに組み込むことで，帯電した基板へのナノ粒子の最大吸着量を予測

する理論モデルである．しかしながら，3-body RSA モデルを適用した実験の報告例は不足

しており，ナノ粒子の最大吸着量への基板の帯電の影響および 3-body RSA モデルの妥当性

は十分に明らかであるとは言えない． 

 

そこで，本研究では，外部から電位差を与えることで金表面の電位を制御しながら吸着量を

測定できる電気化学水晶振動子マイクロバランス（EQCM）を用いて，球状高分子電解質で

あるPoly(Amidoamine)(PAMAM)デンドリマーの最大吸着量を金の表面電位の関数として

測定した．さらに，この実験結果と 3-body RSA モデルによる計算値を比較検討した． 

 

結果として，，3-body RSA モデルが，金表面の帯電により PAMAM 間の反発力が弱められ，

最大吸着量が増加する現象を定性的に表現できること，最大吸着量を定量的にある程度予

測できることを明らかにした．さらに，PAMAM に対して金表面が異符号に強く帯電して

いる際には PAMAM 間の反発力が十分に弱められることで，最大吸着量がジャミングリミ

ット付近を推移することを見出した．一方で，PAMAM と金表面が同符号に帯電している

際には，はじめは金の拡散層電位の絶対値の増加につれて，PAMAM 間の反発力が弱めら

れることで最大吸着量が増加していき，さらに拡散層電位が大きくなると，もはや吸着が不

可逆ではなく可逆となるために最大吸着量が減少することが観察された． 



この研究で与えられた実験および理論解析の結果は，PAMAM の最大吸着量に対する金の

表面電位の影響のみを評価することが可能なものであり，今後，ナノ粒子の最大吸着量に対

する基板の帯電の影響を議論するうえで基礎となる重要なデータである． 
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