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研究成果の概要（和文）：室温下、pH に応答して形成可能な自己組織化ナノチューブハイドロ

ゲルの開発に成功した。ナノチューブ同士が形成する三次元網目構造のナノ・マイクロ空間、

ナノチューブ自身の一次元中空シリンダー(ナノチャネル)といった２つの独立した空間を有す

るナノチューブハイドロゲルをキャピラリー内に充填し、バイオ高分子の電気泳動分離を行っ

た。イメージング技術を駆使し、内径約 8 nm のナノチャネルが DNAの高効率分離場として機能

することを実証した。 

 
研究成果の概要（英文）：Novel wedge-shaped amphiphiles self-organized in water to from 
nanotube hydrogels responding on pH stimulus. The nanotube hydrogel possessed two 
independent spaces consisting of three-dimensional meshworks formed between nanotubes 
and one-dimensional hollow cylinder of the nanotube itself. Introduction of the nanotube 
hydrogel as sieves into the capillary electrophoresis allowed to construct a separation 
system for biomacromolecules. Imaging technique showed that the one-dimensional hollow 
cylinder of the nanotube with 8 nm inner diameter acts as a functional space for the DNA 
separation. 
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１．研究開始当初の背景 

生命科学や医療分野では、限られたサンプ
ルや高価な分析試薬に対応した簡易且つ迅
速に行える超微量分析手法の開発が望まれ、
これまで様々なマイクロチップデバイスが
開発されてきた。マイクロチップを用いた電
気泳動による DNA の分離は、マイクロチャ
ネル内に分離媒体として充填した高分子架

橋ハイドロゲルの三次元網目構造からのす
りぬけやすさの違い(分子ふるい効果)を利用
して行われるのが一般的である。しかしなが
ら、マイクロチャネル内へ高粘性の高分子ハ
イドロゲルを充填することが困難であるこ
と、三次元網目構造の空孔サイズに大きなば
らつきがあることなどが、分離効率の低下を
招き、また分子量が異なる DNA の一斉分析
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には不向きである。近年これらの問題点を克
服するため、トップダウンテクノロジーに代
表される半導体微細加工技術により構築し
た数百ナノメートルサイズの柱状構造体(ナ
ノピラー)や異方性障壁、ボトムアップナノテ
クノロジーにより構築した数十ナノメート
ル径の高分子ナノ粒子(ナノボール)や磁性粒
子をマイクロチャネル内に導入した分離デ
バイスが開発された。ナノピラーを用いた系
は、5 万塩基以上の DNA の高速分離を達成で
きたが、ナノピラーの直径や間隔に起因して
分子量が小さなDNAの分離は困難であった。
現在の半導体微細加工技術では、シリコン以
外の材料を 100 nm 以下に加工することは難
しいとされている。一方ナノボールを用いた
系は、数百～1 万塩基の全 DNA の一斉分離を
可能にした。しかしながら、ナノボールの調
製には重合反応を含む多段階のステップ、サ
イズ分画を要するだけでなく、粒系サイズを
数ナノメートル単位で制御することや表面
官能基を均一に配置することは不可能であ
った。 

一方、研究代表者はこれまで、的確な分子
設計を施した両親媒性分子を水中で自己組
織化させることで形成するチューブ状ナノ
構造体(以後ナノチューブと略す)の開発に取
り組んできた。その結果、内径が数ナノメー
トル以内の誤差範囲で制御され、世界に類を
見ない非対称内外表面特性を有したナノチ
ューブの構築に成功している。内表面のみに
カチオン性官能基を導入したナノチューブ
は、タンパク質や二重らせん DNA といった
アニオン性バイオ高分子を静電引力により
その中空シリンダーへ選択的且つ効率的に
包接可能であることを見出している。 

 

２．研究の目的 

ナノチューブの一次元中空シリンダーが、
バイオ高分子の分離場を兼ねたナノ流路と
して機能する可能性を期待した。そこで、ナ
ノチューブの特性を生かしつつ、それらの高
次階層化によって得られるハイドロゲル(世
界初)を「分子ふるい」としてキャピラリー
内に実装したバイオ分離デバイスを構築す
ることを目的とした。先ず、マイルドな条件
下、オンデマンドに形成可能な刺激応答型ナ
ノチューブハイドロゲルの開発を目指した。
均一且つ高密度にナノチューブハイドロゲ
ルをキャピラリー内に充填する手法を確立
し、バイオ高分子の電気泳動分離を試みる。
特にナノチューブの一次元中空シリンダー
におけるバイオ高分子の泳動挙動を解析す
るためのイメージングシステムを構築し、分
離機構について検討した。さらに、ナノチュ
ーブハイドロゲルに束縛された水の物性解
析を行い、バイオ高分子の分離に及ぼす影響
について検討した。 

３．研究の方法 

(1)ナノチューブハイドロゲルを分離媒体に
用いたバイオ高分子の電気泳動分離 
疎水部メチレン鎖の両端にそれぞれグル

コース残基、オリゴグリシン残基を連結した
両親媒性化合物 1、そしてエチレンジアミン
の両端にそれぞれアゾベンゼン、オリゴグリ
シン残基を連結した両親媒性化合物 2を合成
した(図 1)。化合物１、2 の水中における自
己組織化挙動、ゲル化能、外部刺激応答能を
詳細に検討した。自己組織化体の形態観察及
び分子パッキング解析は、各種電子顕微鏡、
各種分光測定により行った。ナノチューブハ
イドロゲルを溶融シリカキャピラリー(15 cm, 
φ50 μm)に充填し、DNA Ladder (タカラバ
イオ, 20 bp (20－500 bp), 50 bp (50－1500 
bp), 100 bp (100－1500 bp))の電気泳動分
離を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 両親媒性化合物 1, 2の構造式 
 
(2)ナノチューブチャネルにおけるバイオ高
分子の泳動挙動 
 化合物１から成るナノチューブハイドロ
ゲルを凍結乾燥後、水中へ再分散させ、超音
波処理を行い、孤立分散状態のナノチューブ
を調製した。ナノチューブと蛍光ドナー分子
として 4-フルオロ-7-ニトロベンゾフラザン
(NBD-F)を水/アセトニトリル溶液中、60 oC
で 1分間加熱し、ナノチューブ内表面アミノ
基に NBD を共有結合を介して修飾した。NBD
修飾ナノチューブと蛍光アクセプター分子
DABCYL を修飾したオリゴ DNA(Eurogentec, 
20 量体, 25量体, 30 量体)を混合し、蛍光ス
ペクトル測定、時間分解蛍光顕微鏡観察を行
った。 
化合物１から成る孤立分散ナノチューブ

の中空シリンダーに環境応答プローブであ
る 8-アニリノナフタレン-1-スルホン酸
(ANS)を包接し、蛍光スペクトル測定及び蛍
光寿命測定を行った。 
 
４．研究成果 
(1)ナノチューブハイドロゲルを分離媒体に
用いたバイオ高分子の電気泳動分離 
化合物１の弱酸性水分散水溶液に塩基を

添加すると瞬時にハイドロゲルが形成した。
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ハイドロゲル内では、内径約 8 nm の中空シ
リンダーを有し、長さ数～数十 mm に及ぶナ
ノチューブが形成していることが明らかと
なった(図 2)。赤外分光測定により、化合物
１がトリグリシン部位でポリグリシンⅡ型
の多点水素結合ネットワークを形成してい
ること、またオリゴメチレン鎖の副格子構造
が三斜晶系平行型をとることが分かった。こ
れより、ナノチューブは、化合物１が平行に
パッキングした単分子膜構造を有すること、
また電子顕微鏡観察より見積もった膜厚 3 nm
は化合物１の分子長 4.64 nm に近似している
ことから一枚の単分子膜から構成されてい
ることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 化合物１から成る pH応答型ナノチュー
ブハイドロゲル 
 
化合物２を中性 pH付近の水に加熱分散後、

室温まで徐冷することで自己集合を行った
ところ、内径約 20 nm、二分子膜構造から成
るナノチューブが形成することが明らかと
なった(図 3)。ナノチューブに紫外光を照射
すると、アゾベンゼン部位のトランス→シス
構造異性化に伴い、シリンダー状ナノファイ
バーへと形態変化が観察された。そこにさら
に可視光を照射するとアゾベンゼン部位が
完全にトランス体に戻るとともに、ヘリカル
ナノテープへの形態変化がさらに起った。ま
た、このような光照射による形態変化が、ナ
ノチューブの中空シリンダーに包接したゲ
ストのバルク水中への放出を著しく促進で
きることを見出した。 
化合物１の弱酸性水分散水溶液をキャピ

ラリーに充填後、水酸化ナトリウム水溶液を
インジェクションし、光学顕微鏡により、ナ
ノチューブハイドロゲルの形成過程をモニ
タリングした。キャピラリーの端からハイド
ロゲルが形成していく様子が観察されたが、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 化合物２から成る光刺激応答性ナノチ
ューブ 
 
部分的に空隙が生じた。そこで、化合物１の
弱酸性水分散水溶液と化合物２から成るナ
ノチューブの孤立分散水溶液の混合溶液を
キャピラリーに充填後、紫外光及び可視光の
照射を行った。化合物２から成るナノチュー
ブの中空シリンダーには、あらかじめ塩基性 
アミノ酸であるリシンをゲストとして包接
した。その結果、ナノチューブハイドロゲル
を均一且つ高密度にキャピラリーに形成さ
せることに成功した(図 4)。光照射によって、
化合物２から成るナノチューブのヘリカル
ナノテープへの形態変化とそれに伴うリシ
ンの放出、そして塩基性環境になったことで
化合物１がナノチューブハイドロゲルを形
成したものと解釈できる。 
ナノチューブハイドロゲルを実装したキ

ャピラリーを用いて DNAの電気泳動分離を行
った。50 bp 以下の DNA については、分離の
再現性が得られたが、100 bp 以上の DNA につ
いては再現性が全く得られなかった。分離操
作後、キャピラリー内の状態を調べたところ、
ナノチューブ自身の形態に変化は見られな
かったものの、ハイドロゲルの収縮・相分離
が起っていること、即ちナノチューブ同士が 
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図 4. ナノチューブハイドロゲルを実装した
キャピラリー(上図、ハイドロゲルはキャピ
ラリーから溶出させた)とナノチューブの電
子顕微鏡像(下図、リンタングステン酸によ
って黒色に染まった箇所がナノチャネル) 
 
形成する三次元網目構造が大きく変化して
いることが明らかとなった。ナノチューブハ
イドロゲルは、pHや塩に対しては非常に安定
なことから、印加電圧が収縮・相分離の要因
であることが示唆された。分子ふるいとして
機能すべきナノチューブ同士が形成する三
次元網目構造の均一性及び空孔サイズに変
化が生じたため、特に 100 bp 以上の長い DNA
の分離再現性が得られなかったと考えられ
る。一方、分離再現性が得られた 50 bp 以下
の短い DNAについては、ナノチューブ自身の
内径約 8 nm の中空シリンダーを泳動するこ
とが可能であったと考えられる。 
 
(2)ナノチューブの一次元中空シリンダー
（ナノチューブチャネル）におけるバイオ高
分子の泳動挙動 
NBD修飾ナノチューブ分散水溶液に DABCYL

修飾オリゴ DNA分散水溶液を添加した直後の
時間分解蛍光顕微鏡像を示す(図 5)。時間経
過に従い、ナノチューブの NBDに由来する直
線状蛍光イメージが、その端から消光してい
く様子が観察された。蛍光スペクトル解析に
より、この現象がナノチューブチャネルに包
接された DABCYL 修飾オリゴ DNA とナノチュ
ーブ内表面に修飾された NBD間の蛍光共鳴エ
ネルギー移動(FRET)に起因することが明ら
かとなった。即ち FRET と時間分解蛍光顕微
鏡観察を組み合わせることにより、ナノチュ
ーブチャネルにおける DNAの泳動挙動を可視
化することに成功した。 
 DABCYL修飾オリゴ DNAのナノチューブチャ
ネル内を移動した距離の二乗(X2)をそれに要
した時間(⊿t)に対してプロットしたところ、
拡散係数(D)の一般式(X2 = 4D⊿t)を表わす一
次の直線関係を示した。傾きから算出した D
は、動的光散乱測定により別に求めたバルク
水中のそれよりも著しく小さく、制限空間に 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. DABCYL 修飾オリゴ DNA 添加直後の NBD
修飾ナノチューブの時間分解蛍光顕微鏡像
と FRET機構 
 
おいては物質の拡散が抑制されるという理
論を反映していた。また、ナノチューブチャ
ネルのプロトン化した内表面アミノ基はカ
チオン性を帯びており、アニオン性の DNA と
の静電相互作用も Dの減尐要因と考えられる。 
ナノチューブチャネルに包接した ANSの蛍光
寿命及びスペクトルシフトの解析より、ナノ
チューブチャネル内の水が、バルク水と比較
して、10%程度極性が低下、2 倍程度粘性が増
大していることが明らかとなった。このよう
な束縛水の存在も Dの減尐要因と考えられる。
バルク水中におけるオリゴ DNAの Dは、塩基
数に依存せずほとんど同じ値を示した。一方、
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ナノチューブチャネルにおけるオリゴ DNAの
D は、塩基数が大きくなるほど、小さくなっ
ていった。これは、ナノチューブチャネルを
拡散泳動させることで 5塩基数の差しかない
DNAを分離できることを示している。  

以上の結果より、ナノチューブチャネルと
いった超微小空間を利用した新たなる DNAの
分離デバイス創出の可能性を提示すること
ができた。今後、ナノチューブ 1本を基盤上
に配置し、検出システムを組み合わせること
で、DNA の一塩基差分離、単一分子分析の実
現が期待できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. ナノチューブチャネルにおける DNA(25 
量体)の泳動距離とそれに要した時間の関係 
 
表 1 ナノチューブチャネル及びバルク水中
における DNAの拡散係数 
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