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研究成果の概要（和文）：本研究では、温度変化に応答して親水性/疎水性変化する表面をキャ

ピラリー内表面に構築した。この表面の性質変化を利用して微量な生理活性物質の分析を行う

分離カラムとしての特性を調査した。ポリ（N-イソプロピルアクリルアミド）（PNIPAAm）

とその誘導体の修飾表面で、温度のみを変化させ、ごく微量なステロイド類やタンパク質との

相互作用を制御し、分析、分離を実現するマイクロキャピラリーの設計概念を構築することが

できた。 
 
研究成果の概要（英文）：In the present research, we prepared thermoresponsive soft 
interfaces on capillary luminal surface. Thermoresponsive surface property alteration was 
utilized to the modulated interaction of tiny amount of biomolecules. Steroids and/or 
proteins interaction was regulated by temperature on poly(N-isopropylacrylamide) 
(PNIPAAm) and its derivatives modified surfaces. Thus we proposed the design of 
thermoresponsive surfaces in microcapillary to separate and analyze the tiny amount of 
biomolecules. 
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 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	
 計 
2008 年度 4,500,000	
 1,350,000	
 4,850,000	
 

2009 年度 10,200,000	
 3,060,000	
 13,260,000	
 

2010 年度 10,200,000	
 3,060,000	
 13,260,000	
 

2011 年度 10,200,000	
 3,060,000	
 13,260,000	
 

2012年度 7,100,000	
 2,130,000	
 9,230,000	
 

総	
 計 42,200,000	
 12,660,000	
 54,860,000	
 

 
 
研究分野：新学術領域研究 
科研費の分科・細目：ソフト界面 
キーワード：ソフト界面・ポリ（N-イソプロピルアクリルアミド）(PNIPAAm)・原子移動ラ

ジカル重合・温度応答性・生体分子・分離・固定化金属イオンアフィニティー・モノリスカラ

ム 
 
１．研究開始当初の背景 
	
 クロマトグラフィー法は種々の化合物な
どの分離・分析に重要な手法として広く応
用されている。一方で、生体由来分子、特
にタンパク質や細胞などとの相互作用を制
御する表面（担体）は、タンパク質の変性

や、細胞の生存率を維持するために水系で
用いられることがきわめて重要である。こ
れらの分離を行うカラムは比較的多くのサ
ンプルが必要であり、体内でごく微少量で
活性を示す生理活性物質の分析・分離には
向かない。さらに、1 測定ごとに数十 mL の
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廃液が生じ、これらの処理は環境への影響
が大きいと考えられる。そこで、ごく微少
量の生理活性物質の分離分析を行うための
微小領域の表面機能化を行う必要がある。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、ごく微少量の生理活性物質の
分析・分離を実現するため、温度刺激に応答
して生理活性物質との相互作用が変化する
高分子修飾キャピラリーを構築し、その特性
を評価することを目的にした。 
 
３．研究の方法 
	
 実験に用いたガラス平板はピラニア溶液
（過酸化水素：硫酸=3:7）に浸漬して洗浄し、
超純水で繰り返し洗浄後、減圧乾燥機で乾燥
したものを用いた。フューズドシリカキャピ
ラリーは、1MNaOH、0.05MHCl で順次洗浄後、
超純水を連続的に通液し、排出液の pH が中
性であることを確認後アクリルデシケータ
で減圧乾燥した。	
 
(1)疎水性相互作用制御を目指した感温性高
分子ブラシ修飾キャピラリーの調製：キャピ
ラリー内に m/p-クロロメチルフェニルエチ
ルトリクロロシランを反応し、原子移動ラジ
カル重合（ATRP）開始剤であるクロロメチル
基を導入した。このキャピラリー内に、所定
量の NIPAAm モノマー、CuCl、トリス（N-(N,N-
ジメチルアミノ)エチル）アミン（Me6TREN）
を含む溶液を連続的に通液し、所定時間重合
を行った。重合後のカラムは十分洗浄後ミク
ロ HPLC（JASCO）に接続して実験を行った。
(2)感温性シリカモノリスカラムの調製：感
温性シリカモノリスは以下の様に調製した。
氷浴上 PEG の酢酸溶液にテトラメトキシシラ
ンを加え撹拌し、これをキャピラリー内に通
液した後、ゾルゲル反応を行い、330℃の電
気炉で焼成後、(1)と同様に表面に開始剤を
導入し、NIPAAm の ATRP を行った。	
 (3)(1)
で調製した ATRP 開始剤固定中空キャピラリ
ー内に、NIPAAm、1mol%の t-ブチルアクリレ
ート(tBA)を共重合した。その後、アミノブ
チルニトリロ三酢酸（NTA）を用いてアミノ
加水分解を行い、側鎖に NTA 基を導入した。
NiCl2を NTA に固定後、十分水洗して実験を行
った。リゾチームとウシ血清アルブミン
（BSA）を用いた。	
 
	
 
４．研究成果	
 

(1)疎水性相互作用制御を目指した感温性高

分子ブラシ修飾キャピラリーの調製：水中で

温度変化に応答して生理活性物質との相互

作用制御を実現する HPLC カラムの設計はす

でに Kanazawa,	
 Kikuchi,	
 Okano らによって

実現されている。（1-3）一方で、微少量の生

理活性物質の分離には、従来の HPLC カラム

では、担体への非特異吸着や検出シグナルの

微小化とブロードニングなどが生起しうる

ため必ずしも十分な機能を果たせるわけで

はない。はじめに、水中で表面開始(SI-)	
 ATRP

により PNIPAAm 修飾表面をキャピラリー内に

構築した。仕込み NIPAAm 濃度の増加、ある

いは重合時間の増加に伴って、PNIPAAm 鎖長

が増大し、かつステロイド類（テストステロ

ン(tes:	
 logP=3.32)、酢酸ヒドロコルチゾン

(hca:	
 logP=2.30) 、 コ ル チ ゾ ン （ cor:	
 

logP=1.47））の保持係数がより大きくなるこ

とが明らかとなった。保持係数の変化は、

PNIPAAm の転移温度である 32℃近傍で急激に

増大したことから、ステロイド類の相互作用

の駆動力は疎水性相互作用であり、用いたス

テロイドの疎水性度を示す水／1-オクタノ

ール系の分配係数の対数値である logP 値が

大きいステロイドほど高温での保持係数は

より増大することが明らかとなった。一方、

クロマトグラムから、ピーク形状とピークの

分離を検討すると、ステロイド混合物を用い

た分離では、モノマー濃度 500mM で調製し

た PNIPAAm 表面で疎水性相互作用が強くな

る結果、カラム温度が変化しても複数のステ

ロイドの溶出ピークが重なってしまった。一

方で、300mMで調製したPNIPAAm表面では、

コルチゾンとテストステロンを昇温ととも

に分離できる可能性が示され、これは、すで

に報告している結果と類似したものである

ことがわかった。 

 
 
Fig. 1. Chromatograms of steroids on 
P(NIPAAm-co-BMA)-grafted fused silica 
capillary with step-temperature gradient 
at flow rate of 5 µL/min and 2.5 µL/min. 



	
 次に、疎水性基の導入効果を検討した。こ

こでは、DMF 中でブチルメタクリレート

(BMA)を ATRP で NIPAAm と共重合した。

BMA を仕込み濃度 1mol%で調製した場合、

転移温度はホモポリマーの 32℃から 24℃ま

で低下した。そこで、このポリマーを修飾し

たミクロカラムを調製し、ステロイドの分離

挙動を調べた。疎水性温度応答性高分子修飾

表面では、PNIPAAm に比して低温でステロ

イド類との相互作用が大きくなったが、ピー

ク面積は温度に依らず一定だったことから

不可逆的吸着は起こらなかった。これは、密

度高くポリマー鎖がキャピラリー内表面に

導入された結果と考えられた。さらに、混合

サンプルの分離特性を明らかにするために

実験を行い、図 1 の結果を得た。25 ℃、

5µL/min の条件では、アデノシン(ade)と cor
のピーク分離は不十分であり、かつテストス

テロン(tes)のピークブロード化が無視できな

い。ここで、25℃で ade、cor が溶出後カラム

温を 5℃にすると、tes のピークが狭く高くな

った。さらに流速を 2.5µL/min に下げると、

ade、cor の分離が改善し、25℃、5µL/min に

おける分離係数 0.66 から 0.91 に向上した。

さらに、cor と tes の分離は、25℃、5µL/min
で分離係数が 0.77 だったのに対し、流速を

2.5µL/min、カラム温度を 25℃から 5℃に下げ

ることで分離係数が 2.67 にまで向上した。 
	
 これらの結果は、温度応答性高分子を導入

した表面の特性であり、分離中に温度グラジ

ェントを与えることで、分離特性が向上する

ことが確認できた。 
(2)	
 相互作用部位の増大を目指した感温性

シリカモノリスキャピラリーの調製: 内径

の細いキャピラリーでは、比表面積は大きく

なるものの相互作用点である表面積は必ず

しも十分ではない。一方、シリカ担体の最密

充填は分離特性を向上させられるが、キャピ

ラリーの場合背圧の著しい増大をまねく。一

方、シリカモノリスは比較的大きな連通孔を

有し、シリカ担体の細密充填に比して低背圧

で送液可能であることが知られ(4)、近年分離

担体としての特性が検討されている（5,6）。
しかし、これまで検討されていたモノリスは

ほとんどが逆相クロマトカラムとして応用

されており、水系で感温性高分子を固定した

例はない。そこで、キャピラリー内でゾルゲ

ル法によりモノリスシリカを調製後、この表

面で表面開始 ATRP を行い、PNIPAAm 修飾

表面を構築した。調製後のキャピラリー断面

解析から、PNIPAAm 修飾前後でシリカモノ

リスの形状に変化はなく、比較的大きな貫通

孔が空いていた。中空キャピラリーに比して

比表面積は増大する一方、実際に背圧は修飾

前後で変化がなかったことから、流路は十分

維持されたことが実証された。次に、

PNIPAAm修飾モノリスカラムをµHPLCに接

続し、ステロイド類の溶出変化を解析した。

1M NIPAAm、反応時間 3h で PNIPAAm を修

飾した中空キャピラリー（10cm、100cm 長）

とモノリス（10cm 長）におけるテストステ

ロンの保持挙動を調べた。10cm 長の中空キ

ャピラリーでは、テストステロンの保持係数

変化は温度変化と共にごくわずかに上昇す

るのみで、PNIPAAm が修飾された表面でも

その比表面積の小ささからテストステロン

と疎水性化 PNIPAAm 表面との相互作用はき

わめて小さいと考えられた。一方、PNIPAAm
修飾モノリスシリカキャピラリーの場合は、

中空キャピラリー（1m 長）と同様の温度変

化に応答した保持係数変化を示した。すなわ

ち、低温ではテストステロンとほとんど相互

作用しなかったが、32℃以上で疎水性相互作

用によりテストステロンの保持係数は増大

した。モノリス(10cm 長)では中空キャピラリ

ーのデータに匹敵する値が示された。このこ

とは、カラム長が短くてもテストステロンと

十分相互作用しうる表面積をもつ PNIPAAm
修飾表面を構築できたことを示している。今

後さらに詳細な検討を行う必要があるが、微

小領域で生理活性物質との相互作用を増幅

させることが可能な温度応答性ソフト界面

の設計概念が構築できたと考えられる。 
 (3)	
 タンパク質との親和性制御を目指した

感温性固定化金属イオンアフィニティー

(IMAC)表面の調製:固定化金属イオンアフィ

ニティーリガンドの位置を制御することは

タンパク質との相互作用制御に重要である

と考えられる。そこで、本研究では、重合初

期に NIPAAm と tBA との共重合を 3h、続け



て NIPAAm のみを ATRP し（さらに 3-6h）、

tBA 側鎖のアミノ加水分解により NTA 基を

導入したキャピラリー（カラム長 100cm、内

径 100µm）を作製した。ここに、ウシ血清ア

ルブミン（BSA）を通液し、タンパク質の温

度変化に伴う溶出挙動を調べた。3~9h ランダ

ム共重合を行った。ランダム共重合表面では、

温度変化によらず BSA は吸着し、これらは温

度変化のみでの脱着はできなかった。初期に

共重合を行い、その後、PNIPAAm の重合を

行うと、図 2 に示したように、PNIPAAm の

重合時間に伴い、4℃での BSA の吸着が低下

し、3h-R で 70％の吸着が、6h-P では 28％、

9h-P では 4％にまで低下した。一方、37℃で

の BSA 吸着は、60〜70％で変化しなかった。

この結果は、37℃でポリマーが脱水和すると

NTA-Ni2+リガンドが露出し、タンパク質が固

定化金属イオンとの親和性に基づいて吸着

する一方、4℃では PNIPAAm が水和してポリ

マー下部に存在するリガンドを遮蔽するた

めタンパク質とリガンドとの相互作用が小

さくなったものと考えられる。さらに、この

遮蔽効果は PNIPAAm 鎖延長とともに増大す

ることが示唆された。Ni2+を配位していない

PNIPAAm 表面では、温度変化に依らず BSA
はまったく吸着しなかった。以上の結果は、

PNIPAAm 鎖によるリガンド露出・遮蔽変化

によるタンパク質の吸着制御であることを

示している。すなわち、リガンドの位置と

PNIPAAm 鎖長の制御により、温度変化のみ

で、目的のタンパク質のキャッチ・アンド・

リリースが可能な表面であることが明らか

となった。固定化金属イオンアフィニティー

(7)は、近年のバイオテクノロジーの発展に伴

う遺伝子産物としてのヒスチジンタグ

(His-tag)タンパク質の精製に応用されている

(8-10)が、タンパク質の回収には、イミダゾ

ールなどの競合剤やEDTAなどのキレート剤、

あるいは溶離液の pH やイオン強度を変化さ

せる必要がある。一方で、今回提案した手法

は目的タンパク質の吸脱着制御を実現でき

る世界で初めての例である。今後、His-tag タ

ンパク質の精製の可能性を検討する必要が

あるが、今回得られた結果は非常に有益なも

のと思われる。 
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Fig. 2. Effect of polymerization condition 
on thermoresponsive BSA interaction on 
thermoresponsive immobilized metal ion 
affinity surfaces. 



	
 以上、本研究では、キャピラリー内に

PNIPAAm とその誘導体からなるソフト界面

を構築し、その構築条件を検討することで、

疎水性相互作用、ならびに固定化金属イオン

アフィニティー相互作用により生体分子の

認識制御をできることを明らかにした。この

成果は、微少量で高活性な生理活性物質や、

薬物代謝物等の分析・分離を行うことが可能

な微小分離システムとして応用可能になる

と考えられる。 
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