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ABSTRACT
Securing safe water remains an important global issue.  PoU (Point of Use) water purification technology using 

filter media is promising for treating contaminated water in areas where infrastructure development is difficult.  
In this study, fabrication of a porous hydroxyapatite (HAp) bulk body with a connected pore structure was 
attempted as a filter that has the function of purifying water contaminated with microorganisms.  HAp exhibits 
high adsorption properties for various substances such as proteins, bacteria, and viruses.  In order to introduce a 
continuous pore structure into the porous body, corn starch, a polysaccharide, was used as a pore-forming agent.  
Three-dimensional observation of the internal structure of the porous body using a confocal laser fluorescent 
microscope and liquid immersion technique revealed a shell-like pore structure derived from the starch and the 
continuous pore structure inside the porous material.  A filtration test of a buffer solution containing Escherichia 
coli (E. coli) was conducted and the filtrate did not contain detectable concentrations of E. coli.  A high virus 
removal rate was demonstrated in a filtration test of a buffer solution containing human coronavirus.  It was 
demonstrated that hydroxyapatite porous materials have excellent properties for filter applications to purify water 
contaminated with bacteria and viruses.
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１　緒　　　言
2015年に国連が採択した持続可能な開発目標（SDGs）の

6番目に「安全な水とトイレを世界中に」という目標が掲げ
られているように，安全な水の確保は，依然として世界的に
重要な課題である．WHOの報告書によると，安全に管理さ
れた飲み水を利用できない人口は 2022年時点で世界に 22億
人いたとされ，さらに気候変動や自然災害，社会インフラの
老朽化などによる水問題の深刻化も懸念されている1)．ろ過
材フィルターを利用した PoU（Point of Use）水浄化技術は，
使用時に電気やガスなどのエネルギーを必要とせず，処理操
作が簡便なため，インフラ整備が困難な地域での汚染水処理
に有望である2-4)．

PoUの水浄化フィルターとしては，活性炭5,6)，有機高分子
膜7,8)，セラミックフィルター9-11)が実用化されている．セラ
ミックフィルターの例としては，精密ろ過を目的としたメン
ブレンフィルター12)や，発展途上国において使用実績のある，
粘土鉱物と造孔剤を原料として作られたポット型フィルター
が挙げられる4,13)．多孔質バルクセラミックスの PoUフィル
ターは，機械的強度が高く，洗浄や熱処理による再生が可能
で，耐用年数と経済性に優れる利点がある．しかし一方で，
セラミックフィルターは，ウイルス（サイズ 0.038～1 μm）14)

のような微小な粒子の分離が困難な欠点を持つ4,13,15,16)．フィ
ルターを用いた水の浄化において，原理的に分離可能な有害
物のサイズは，フィルター細孔径のサイズに依存するが，微
小な有害物を分離するために細孔径を小さくすれば圧力損失
が大きくなり，実用に必要な処理速度が得られなくなる11)．
ウイルスの除去のためには，これまで銀イオン4,13,18)や光触
媒の添加による消毒4,19)などの方法が提案されてきた．また，
高比表面積の構造のフィルターでウイルスを吸着除去4,20)で
きるとの報告もある．
本研究では，微小粒子の吸着除去性能を持ち，処理効率の
高い PoUフィルターとして有望な，連通気孔構造のハイド
ロキシアパタイト（HAp）バルク体の作製と評価を試みた．
連通気孔構造の導入により，材料内部での溶液拡散が容易に
なり，原理的に液体の処理量と吸着速度の向上が見込まれ
る．連通気孔構造の作製のために，ネットワーク構造を作る
でんぷんを造孔剤に利用した．植物由来のでんぷんは，直鎖
構造を持つアミロースと分岐構造を持つアミロペクチンとい
う 2種類の高分子多糖類で構成される22,23)．でんぷん粒子を
水とともに加熱すると，アミロースとアミロペクチンの網目
構造に水分子が取り込まれて膨潤し，規則的に配列した構造
が崩壊して，3次元的ネットワーク構造が形成される．さら
に冷却工程を経るとポリマーから離水して，ネットワーク構
造を維持した硬化体となる．このでんぷんの糊化・老化と呼
ばれる現象をセラミックス成形体中における造孔剤の自己連
結過程に応用し，連通気孔構造の導入されたセラミックス多
孔体を作製した20,21)．気孔の連通構造の評価は，共焦点蛍光
顕微鏡による内部構造の 3次元観察で行った21,24)．
多孔体の基材として選定したHApは，六方晶系の結晶構

造をとる．c面には負に帯電したリン酸イオンと水酸基が，

a(b)面には正に帯電したカルシウムイオンが豊富に存在し，
タンパク質，細菌，ウイルスなど，様々な物質に対して高い
吸着性を示す25)．その吸着特性を利用し，タンパク質分離の
カラムクロマトグラフィーの充填剤26-28)や，不織布マスクの
添加剤29)などに用いられてきた．人体への安全性の高さも水
浄化フィルターとして適する材料である．作製したHAp多
孔質バルク体を用い，液中からの大腸菌およびヒトコロナウ
イルスの分離試験を行い，気孔構造との関係を考察した．

２　実 験 方 法
原料として，粒長さ 1.0～1.5 μm，径 0.15～0.30 μmのロッド
形状を有する，市販のハイドロキシアパタイト粉末（HAP-200， 
太平化学産業株式会社）を使用した．分散剤としてポリエチ
レンイミン（エポミン SP-200，分子量 10000,日本触媒）を原
料粉末重量に対し 2 wt%添加し，ポリエチレンボトルおよび
ジルコニアボール（直径 2～10 mm）を使用して，24時間ボー
ルミル混合し，固形分 40 vol%の水系スラリーを調製した．
次に，原料粉末重量に対し 40 wt%の粒径約 10～20 μmので
んぷん粉末（Corn Starch，日本食品化工）を，造孔剤として
スラリーに添加した．遊星式撹拌脱泡機（ARE-310, THINKY） 
を使用し，2000 rpmで 5分間，でんぷん粉末とスラリーを混
合した．スラリーを直径 35 mmのアクリル型に流し込み，
90°Cの水蒸気中で 20分間加熱してでんぷんを糊化した．加
熱後，スラリーを室温で 10日間乾燥させ，成形体を作製し
た．成形体を，500°Cで 5時間加熱してでんぷんを除去し，
次に 1050°Cで 3時間焼結して，バルク多孔体を作製した．
試料の寸法変化から焼結前後の収縮率を算出し，またアル
キメデス法により試料の密度を測定した．試料の微細構造は
走査型電子顕微鏡（SEM）による破面観察で評価した．試料
内部の気孔構造は，浸液透光法と共焦点レーザー蛍光顕微鏡
（CLFM）を組み合わせた 3次元構造観察により評価した21)．
観察試料に，試料の素材と同程度の屈折率を持つ液体（浸
液）を含浸させると，観察試料組織と内部気孔界面での光の
散乱が起こらなくなり，試料が透光するため，光学顕微鏡を
使って内部構造を観察できる．浸液に蛍光剤を添加すると，
CLFMで多孔体の内部断面構造が観察されるため，観察深さ
を変えながら取得した内部断面像をスタックすると 3次元構
造を構築できる．3次元観察の浸液には，HAp原料に屈折率
（n = 1.63～1.64）30)が近い 1-ブロモナフタレン（n = 1.66）31) 

に，蛍光剤であるローダミン Bを少量溶解して使用した．
断面観察は，128 µm角の視野を，深さ方向に 0.25 µmステッ
プで 59 µmまで撮影した．気孔の連通構造を 3次元画像から
評価した．
多孔体試料表面のゼータポテンシャルを電気泳動光散乱
法で測定した．測定には，ゼータポテンシャル測定システ
ム（ELSZneo，大塚電子）と平板状サンプル用の平板セルユ
ニットを使用した．試料に pH 4.1～10.7に調製した 10 mM
のNaCl溶液を浸透させた状態で，モニター粒子を用いた試
料表面での電気浸透流の解析を行い，多孔体の表面ゼータ電
位を求めた．
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HApバルク多孔体を使用して微生物を含む水のろ過試験
を実施し，微生物除去フィルターとしての性能を評価した．
Fig. 1にろ過試験装置を示す．蒸留水で洗浄した円盤形状の
多孔体試料を，60°Cのオーブンで 1日乾燥させ，冷却後に
試料表面全体をパラフィルム（PM-996, Bemis Manufacturing 
Company）で覆った．次に，試料をプラスチック型の中心
に置き，ポリジメチルシロキサン（以下 PDMS, SYLGARD 
TM184, Dow Chemical Company）をプラスチック型に注入し
て試料を封入した．PDMSを 60°Cのオーブンで 1日間硬化
させた後，円盤形状試料の上面と底面部の PDMSおよびパ
ラフィルムを円形に切除した．円盤側面部がパラフィルムと
PDMSに覆われた試料を，オートクレーブで滅菌し，滅菌済
みのガラス製吸引ろ過装置に固定した．微生物のろ過を行う
前に，5 mLの滅菌水を試料の上部に注ぎ，試料下部を減圧
して，試料内部を洗浄した．滅菌水の透過の開始時間と終了
時間を記録しながら，同様の洗浄操作を 3回繰り返した．吸
引ろ過びんに回収された洗浄後の水は，滅菌済みのピペット
で取り除いた．
微生物のろ過試験には大腸菌およびヒトコロナウイルスを
使用した．
ろ過を実施する液体試料として，大腸菌を含む緩衝液を調
整した．ろ過前に含まれる大腸菌の濃度は吸光度計を用い
て，波長 600 nmのレーザー光を用い，透過率（T%）から換
算される光学濃度（optical density: OD = -log(T/100)）である
OD60032)で評価した．OD600が 0.3となるよう緩衝液中の大
腸菌の濃度を調製し，さらにその緩衝液を 10倍に希釈した．
この濃度は，大腸菌の個数で換算すると，2.4 × 107個/mLの
濃度である．大腸菌を含む緩衝液 5 mLを多孔体試料上に注
ぎ，吸引する操作を 4回繰り返し，5 mLの緩衝液をろ過す
るのに必要な時間を記録した．ろ過後の液体は，5 mLのろ
過が終わる毎に，ピペットで吸引ボトルから取り出した．次

に，ろ過前の緩衝液とろ過後の液を 0～106倍に希釈し，寒
天培地で培養した．滅菌シャーレ内の寒天培地の領域を 6等
分し，それぞれの領域に各希釈液を 9点滴下した．シャーレ
を 60°Cの恒温槽内に 1日間放置し，寒天培地上で培養した
菌コロニーにより緩衝液中の大腸菌の存在有無を調査した．
ウイルス除去濾過試験には，ヒトコロナウイルス 229E33)

を使用した．ウイルスは緩衝液や寒天培地で培養できないた
め，ヒト肝がん細胞（Huh7）34)を使用して培養した．始めに，
凍結Huh7細胞を T75フラスコで，37°C，CO2濃度 5%の環
境中にて 1日培養した．培養環境におけるCO2の濃度は，細
胞の代謝による培地の酸化を防ぎ，培地の pHを最適な状態
に保つ目的で，一般的に体内のCO2分圧に近い 5%程度に保
たれる．次にヒトコロナウイルス 229Eを細胞に感染させ，
20°Cで保管してウイルスを培養した．培養したウイルス粒
子を，リン酸緩衝生理食塩水（PBS緩衝液）に，濃度が約
105個/mLになるよう加えた．次に，ウイルスを含む PBS緩
衝液 5 mLを多孔体試料上に注いで吸引する，大腸菌のろ過
試験と同様の操作を，2回繰り返した．ろ過前後の緩衝液を
10～107倍に希釈し，各希釈液を細胞培養用プレート（ウェ
ル）内のHuh7細胞に感染させ，4～6日間培養した．対照と
してウイルス感染なしの細胞も同時に培養した．ろ過前後
の液に含まれるウイルスの量は，ウイルス感染価（TCID50：
50%培養細胞感染価）35)で評価した．まず培養後の各ウェル
から液体を除去し，PBS緩衝液で 1回洗浄した．2.5%のパ
ラホルムアルデヒド（PFA）を含む PBS緩衝液 100 μlを加
え，4°Cで一晩置いて，細胞組織を固定した．細胞組織の固
定後，緩衝液を除去し，5 μlの死細胞染色色素（DAPI）を
加え，暗所で 30分間染色した．DAPIフィルターを備えた
蛍光顕微鏡（EVOSTM Imaging System, Thermo Fisher Scientific 
Inc.）を使用して，青色で観察される生存細胞の数，および
黒色で観察される，ウイルスに感染し死滅した細胞の数を計

Fig. 1  Schematic illustration of the filtration test apparatus.
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測した．各条件で計測された生存細胞数（ウイルス感染価）
から，式 (1)で表される減少率および式 (2)の対数減少値に
より，ろ過前後でのウイルス除去の効果を評価した．

(減少率) = (A – B) × 100 / A	 ―　式 (1)
(対数減少値) = log10 (A) – log10 (B)	 ―　式 (2)

ここで，Aは処理前のウイルス感染価，Bは処理後のウイ
ルス感染価である．

３　実験結果及び考察
焼結後のHApフィルターは直径約 30 mm，高さ約 5 mm
の白色円盤形状であり，目視では，表面に亀裂は確認されな
かった．焼成前後の寸法変化から算出した収縮率は 8～10%
で，アルキメデス法による密度測定から求めた気孔率は 57
～59%だった．作製された多孔体は，ろ過試験のためのハン
ドリングが十分な程度の機械的強度を有していた．

Fig. 2に SEMで観察したHApフィルター破面の微構造お
よび原料粉体とでんぷん粉末を示す．Fig. 2 (a)に示す焼成後
の試料破面の微構造観察では，焼成による粒子間のネッキン
グ形成が確認された．一方で，焼結が完全には進んでおらず，
Fig. 2 (c)に示す原料粒子程度のサイズの構造が残され，サブ
ミクロンサイズの細孔が存在する構造が確認された．低倍率
で破面を観察した Fig. 2 (b)では，直径 10 μm程度の球形の
細孔が多数確認された．これは，造孔剤であるでんぷん粒子
（Fig. 2 (d)）のサイズと形状に由来する細孔である．作製し
たフィルターは，部分焼結法と気孔形成材除去法の 2種類の
形成メカニズム36)による気孔を有していた．

HApフィルターの内部構造の CLFM観察像を Fig. 3に示

す．試料表面から深さ 20 μmの xy断面観察像である．同様
の観察像を深さ方向（z方向）の位置を変えながら 0.25 μm
ステップで連続して 236枚取得した．Fig. 3では，蛍光剤が
HAp表面に吸着して結像し，気孔が黒色で観察された．電
子顕微鏡観察でも確認された直径 10 μm程度の球形に近い気
孔構造が，CLFMにより断面像として得られ，一部の球形気
孔内部に，破面では観察が難しかった二重のシェル状の気孔
構造が確認された．CLFM観察で得られるのは，光学的な断
面像であるため，試料の加工方法の影響を受けずに内部構造
を非破壊で観察できる利点がある．形成されたシェル状の気
孔構造は，でんぷん粒の構造に由来すると考えられる．でん
ぷんの構造の模式図を Fig. 4に示す．でんぷんの粒の内部は，

Fig. 2 � SEM images of the raw material and porous body: a) fractured surface of HAp porous body, b) fractured surface of HAp porous body at low 
magnification, c) HAp raw powder and d) Corn stach raw powder.

Fig. 3 � Cross-sectional observation image of HAp porous body by CLFM 
at a depth of 20 μm from the sample surface.
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同心円状に半結晶性領域とアモルファス領域が繰り返す構造
をとり，各領域は‘ブロックレット’と呼ばれる，アミロー
スとアミロペクチンが組織化した粒から成る．22,23,36-40)．でん
ぷんの結晶性は，主に規則的に配列したアミロペクチンに由
来し，糊化の過程においては，まずアミロペクチンの網目状
構造に水分子が取り込まれる膨潤と，アミロースの遊離が起
こり，粒の構造の崩壊が進むと考えられている22,23)．でんぷ
ん粒の階層構造は複雑で，アミロペクチンとアミロースの存
在領域や，結晶性領域とアモルファス領域の境界を明確に区
別はできないが，糊化における崩壊の過程を考慮すると，糊
化の初期には，アミロペクチンが規則的に並んでいる半結晶
性の外殻を残して，構造が不規則な，内側のアモルファス領
域が先に崩壊を始めると推測される．Fig. 5に，でんぷん粒
の崩壊過程を観察するために，造孔剤に使用したでんぷん粉
末の約 10 wt%の水分散液を，約 60°Cおよび 70°Cで 1時間
加熱し，その後凍結乾燥して得た構造を示す．60°Cで加熱
した Fig. 5 (a)では，まだ個々のでんぷん粒が区別できるが，
遊離を初めたアミロースおよびアミロペクチンと考えられる
細い網目状ネットワーク構造が見られ始める．また，でんぷ
ん粒の表面が陥没して全体の形がゆがむ．この時，でんぷん
粒は，陥没した内部の構造が，結晶性の外殻より先に崩壊し
ていると考えられる．70°Cで加熱した Fig. 5 (b)では，でん
ぷん粒の崩壊が進み，個々の粒子の区別が困難になる．今

回作製した多孔体では，スラリー中ででんぷん粒子が Fig. 5 
(a)のような状態となり，最外殻を残して崩壊を始めたでん
ぷん粒子の内部にスラリーが入り込んだために，Fig. 3で見
られたシェル状の構造が形成したと考える．したがって，
造孔剤として添加したでんぷんは，完全に崩壊した Fig. 5 (b)
のようなネットワーク構造にはなっていないが，一部のアミ
ロースとアミロペクチンが遊離して Fig. 5 (a)のようなネッ
トワーク構造となり，連通気孔が形成していると推測される．

CLFM観察像から作成した気孔の 3次元画像から，連通気
孔構造の評価を試みた．CLFM観察像の二値化とスタッキン
グ処理により作成した，気孔の 3次元像を Fig. 6 (a)に示す．
画像のボクセルサイズは 0.25 μm3とした．画像の気孔体積
から気孔率を見積もった結果，51.8%だった．アルキメデス
法から算出した気孔率よりも 5～7%小さいのは，解像度の
点で結像できない気孔が存在したためと考えられる．気孔体
積を着色し，連通した気孔を同色で表示したところ，観察範
囲の気孔は，表面に露出した一部の気孔を除き，ほぼ連通し
ていることが確認された．気孔の繋がり方を確認するため，
Fig. 6 (a)から，色の異なる独立気孔を取り除き，気孔のネッ
トワーク構造をスケルトン表示した構造を Fig. 6 (b)に示す．
ここでは，連通気孔構造のうち，気孔にくびれが生じて繋が
りが細くなる箇所で気孔を分割し，分割された各球状気孔と
同体積の球が，気孔構造の重心位置に中心を持って存在する

Fig. 5  SEM images of the starch after heating with water: a) after 1 hr at 60°C and b) after 1 hr at 70°C.

Fig. 4  Schematic illustration of starch grain structure.
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と仮定した．次に，球と仮定された気孔をつなぐ，気孔間
のくびれ箇所（Throat）の構造を，その平均断面積と等しい
底面積をもった円柱構造であると仮定した．Fig. 6 (b)から，
観察体積全体にネットワーク構造が広がり，多孔体が連通
気孔構造を持つことが確認された．Fig. 7 (a)および (b)に，
Fig. 6 (b)の構造から見積もった気孔径とくびれ構造断面の平
均径をそれぞれ示す．Fig. 6 (b)からカウントされた構造の数
は，気孔は 566個，くびれ構造は 1415個で，Fig. 7のグラフ
では縦軸を正規化した．気孔径は，観察された構造の通り，
10 μm前後で頻度が高かった．また気孔間を繋ぐ，くびれ部
分の断面径の分布は，2～3 μmで最も頻度が高くなり，それ
以上のサイズでは断面積径が大きくなるほど頻度が下がった． 
この解析は，観察範囲の表面に接触した気孔を含んで解析さ
れた点で，正確さにやや欠けるが，3次元構造解析によって，
造孔剤によって作製された気孔が連通構造であり，気孔間の
繋がりが数ミクロンのサイズを持つことが確認された．

Fig. 8に多孔体表面のゼータポテンシャル測定の結果を示
す．測定した pHの範囲では，多孔質体表面のゼータポテン
シャルは負の値で，中性付近で -13.6 ± 0.9 mVだった．HAp
粒子のゼータポテンシャルは，一般的に負の値であり，測定
された値は，過去の文献25)で報告された値（-15.62 ± 2.22 mV
～−26.16 ± 1.41 mV）に近い．a(b)面には正に帯電したカル

シウムイオンが存在するため，a(b)面の露出が大きくなるほ
ど，相対的に正の電荷が強くなる．HApの結晶構造に由来
し帯電状態の異なる表面が共存する複合表面特性は，HAp
が様々な物質に吸着性を示す理由の 1つとされており，本研
究で作製したHAp多孔体も，正に帯電した結晶面部位が負
の電荷を持つ細菌やウイルスに対して有効な吸着特性を示す
と考えられる．
次に，ろ過による大腸菌の除去試験の結果を示す．5 mL

Fig. 6 � Three-dimensional images of the pore structure inside the HAp porous body modified from CLFM observation images: a) three-dimensional image of 
pores and b) network structure of pores.

Fig. 7 � Pore diameter and average diameter of the pore throat cross section estimated from the three-dimensional image of the pore: a) histogram of pore 
diameter and b) histogram of average diameter of pore throat.

Fig. 8 � Zeta potential of raw powder and the surface of sintered HAp 
porous body.
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の緩衝液のろ過には約 8-12分を要した．ろ過前の緩衝液を
培養した寒天培地を Fig. 9 (a)に示す．また 5 mLの緩衝液
のろ過を連続して 4回繰り返した，つまり緩衝液 20 mLの
ろ過をおこなった後のろ液を培養した培地を Fig. 9 (b)に示
す．Fig. 9 (a)の培地で大腸菌のコロニーが確認された一方，
Fig. 9 (b)では大腸菌のコロニーは観察されなかった．作製し
た多孔質体フィルターにより細菌が除去された．大腸菌は，
長さ約 20 μm，直径約 5 μmの細長い形状をもった細菌であ
る40)．大腸菌のサイズと多孔体の細孔構造から考えて，大腸
菌については，細孔径とのサイズ差による物理的な除去が行
われたと推察される．
最後に，ろ過によるウイルスの除去試験の結果を述べる．
ウイルス感染価の評価から，ろ過前後の緩衝液中のウイル
スの除去率を算出した．ろ過前の緩衝液のウイルス感染価
は 1.8 × 105 TCID50/mLだったのに対し，5 mLの緩衝液を 2回
連続してろ過した際のろ液中のウイルス感染価は，1回目，
2回目のろ過のどちらでも，3.16 TCID50/mLだった．ウイル
スの減少率 99.998%，対数減少値 4.8という非常に高い除去
性能が確認された．ヒトコロナウイルスの大きさは約 0.1～
0.2 μm33)であり，多孔体が数ミクロンサイズの細孔構造を有
する点を考慮すると，物理的にウイルスを除去することは困
難である．ウイルスはHAp表面に電気化学的に吸着されて
除去されたと説明できる．

４　結　　　論
ハイドロキシアパタイト原料粉と，ネットワーク構造を作
るでんぷん造孔剤を用いて，汚染水浄化フィルター用途のセ
ラミックバルク多孔体を作製した．共焦点レーザー顕微鏡に
よる非破壊 3次元構造観察により，作製の過程ででんぷん造
孔剤がネットワーク構造を作り，多孔体がサイズ数ミクロン
程度の連通気孔構造を有することが確認された．多孔体の表
面電位は，過去に報告されたHAp粉末と同程度の値であり，
HApが有する吸着特性は焼結後も保持されることが示唆さ
れた．微生物汚染水のろ過性能を，大腸菌およびヒトコロナ
ウイルス 229Eを含む緩衝液のろ過により検証し，ろ液に検
出可能な濃度の大腸菌が含まれないことと，高いウイルス除
去率を確認した．ハイドロキシアパタイト多孔体は熱処理に

よる再生が可能であり，汚染水浄化 PoUフィルターとして
の適用に有効である．
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