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研究成果の概要： 
 ナノテクノロジーの進展により、優れたナノ物質が開発され注目を集めているが、高効率な
分離精製法は報告されていなかった。我々は、カーボンナノチューブ（CNT）やアミロイドβ
などのナノ物質の高精度な分離法を開発し、さらに分離したナノ物質 1 個の構造決定に成功し
た。分析法の開発と共に、溶媒に分散しないため分離することが難しい CNT を溶液や乾固し
た状態で安定に孤立分散させる方法を開発した。 
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１．研究開始当初の背景 

2000 年のクリントン元大統領の一般教書
演説と、米国での国家ナノテクノロジーイニ
シアチブの開始以来、ナノテクノロジーが一
躍注目を集め、科学技術の最もホットな話題
の一つになっている。そして現在では、ナノ
テクノロジーを利用した商品が次々と開発
され市販されるようになり、その恩恵を実感
できるようになってきている。しかし現時点
で、実用化されているこれらの商品の中には、

医薬品などの生体内に投与する物質は存在
していない。その原因の一つには、医薬品は
承認までに時間がかかるため、まだ認可が得
られず市場に投入できないという原因以外
にも、ナノメートルサイズの物質（ナノ物質）
の安全性を正確に評価する手法が存在しな
いことも原因であると考えられる。そこで本
研究では、ナノ物質の優れた分離分析法の開
発を行う。 
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２．研究の目的 
現在、医薬品等での実用化を目指し高精度

な手法でナノ物質が調製されている。これら
の上市にあたりナノ物質を分析し、製品の品
質を保証する必要がある。さらに生体内に投
与される医薬品の場合には、動態や安全性の
評価が必要不可欠であることから、生体試料
等の混合試料中に存在するナノ物質の分離
分析法の開発が渇望されている。そこで本研
究では、ナノ物質の分離分析法の開発を行っ
た。 

 
３．研究の方法 
(１)カーボンナノチューブ（CNT）の分散 

 CNT を水に分散させるために新たな分散
剤としてトリフェニレン誘導体に注目した。
分散剤のトリフェニレン骨格が CNTの表面と
π－π相互作用により、また分散剤のアルキ
ル直鎖がπ－アルキル相互作用によって CNT
表面に巻きつくと期待された。分散剤のアル
キル末端にある６個のカルボン酸が水との
分散に利用されると予想される。そこで分散
剤を溶解した水溶液を CNT と混合し、バス型
の超音波発生装置で超音波を照射すること
で分散を行った。バンドル化した CNTを除き、
孤立分散した CNT のみを得るために、さらに
分散溶液を超遠心（396,000g）処理した。分
散した CNT の評価には、吸光もしくは発光分
析を用いた。 
 
(２)CNT の分離 
 CNT の分散液をキャピラリー電気泳動
（P/ACE System MDQ、Beckman Coulter, Inc., 
Fullerton, CA）を用いて分離した。分離に
は、全長 100cm、内径 100mm のフューズドシ
リカキャピラリーを用い、泳動液には
Gly-NaOH緩衝液を、印加電圧は30kVとした。
分離した各フラクションをガラス基板上に
分取し、乾燥後、各フラクションを顕微ラマ
ン分光計（LabRAM HR-800、LabRAM ARAMIS 
systems, HORIBA Jobin Yvon, Villeneuve 
d’Ascq, France ） と プ ロ ー ブ 顕 微 鏡
（ NanoWizard 、 JPK Instrument, Berlin, 
Germany）で測定することで、各フラクショ
ンに存在する CNT を同定した。 
 
(３)アミロイド線維の分離 
 42 アミノ酸よりなるβアミロイドを試料
とし、37℃に加温することで重合反応を進行
させた。泳動液にチオフラビン Tを添加する
ことで、βシート構造を形成した重合体のみ
を選択的に検出した。検出には、レーザー励
起蛍光検出法を用いた。 
 
４．研究成果 
(１)CNT の分散 

CNT は自身の大きなファンデルワールス相

互作用によって凝集し易く、また溶媒和が非
常に困難である。そこでまず始めに、CNT の
水溶液への分散法を検討した。凝集を防いだ
状態で CNT を水溶液に孤立分散するために、
図１に示すトリフェニレン誘導体を開発し
た。本分散剤を用いることで、CNT は水溶液
中で安定に孤立分散した。また、分散溶液を
凍結乾燥や再分散を繰り返しても吸収スペ
クトルに変化が見られなかったことから、本
分散剤によって分散した CNTは乾燥や再分散
により凝集せず、安定に孤立分散状態を維持

していることが示唆された。さらにリンカー
部位のアルキル鎖長を変化させることで、分
散され易い CNT の太さが変化した。例えば、
アルキル鎖長を短くすると細い CNT の方が、
逆にアルキル鎖長を長くすると太い CNTの方
が分散され易かった。以上より、本分散剤を
用いることで、溶液や固体状態で CNT を安定
に孤立分散させることが可能であり、アルキ
ル鎖長を調節することで分散され易い CNTの
太さを制御することができた。 
 

(２)CNT の分離 
我々は、ナノファイバー類を分析するため

に、高分離能を有するキャピラリー電気泳動
（CE）で分離した超微量な試料を正確に分取
し、評価するシステムを構築した。分取には、
多数の円形の親水部（直径１mm）を持つ撥水
性のスライドガラス（図２）を用いることで、
数 100nLのフラクションの分取を可能にした。
分取したフラクションをスライドガラス上
で乾固した後、ラマン分光やプローブ顕微鏡
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図１ CNT の分散剤 



 

 

でナノファイバー類を分析した。乾燥の過程
でナノファイバー類は濃縮されるため、微量
の試料を高感度に検出することができた。 

CEで分離したCNTをラマン分光やプローブ
顕微鏡で分析した結果、CNT１本に由来する
信号が検出され、さらにそれぞれの太さ、長
さ、キラル指数等の同定が可能であった。本
分離条件では CNTは太さに基づいて分離され、
細い CNT ほど早く泳動される傾向が見られ、
直径が僅か 0.02nm 異なる CNT が分離された。 

以上より、ナノファイバーを微細な構造の
違いに基づいて分離し、さらに分離されたナ
ノファーバー１本の構造を正確に決定する
ことが可能な手法を開発した。本手法は、試
料の構造をナノメートルスケールで正確に
決定できることから、ナノファイバーを始め
とした各種ナノ物質の高精度な分離分析へ
の応用が期待される。 
 
(３)アミロイド線維の分離 
 アルツハイマー病、プリオン病、ハンチン
トン病、パーキンソン病などの重要な神経変
性疾患や各種の全身性アミロイドーシスで
は、タンパク質が本来の生理的構造から逸脱
し、異常あるいは病的構造をとり、細胞内で
の凝集体や細胞外でのアミロイド線維を形
成することによって、細胞機能に様々な不都
合がもたらされるという共通した病態を呈
する。これらの異常構造を形成したタンパク
質の大きさは、ナノからマイクロメートルサ
イズであり、既存の手法では迅速にその微細
構造の違いで分離分析することが難しかっ
た。 
 アミロイド線維は、CNT と同様にナノサイ
ズのファイバー構造を有することから、上記
の検討で開発した CNTの分離法を用いてアミ
ロイド重合体の分離を試みた。アミロイド重
合体を高感度に検出するために蛍光試薬で
ある Thioflavin T(ThT)とレーザー光源を用
いた。ThT は、βシート構造を有するタンパク
質重合体と結合すると蛍光波長が変化する
ため、本手法を用いることでアルツハイマー
病との関連で注目を集めているアミロイド
重合体を選択的、高感度かつ短時間（10分以

内）に分析することができた（図３）。開発
した手法で重合反応を追跡すると、重合反応
の進行に伴い検出されるピークの泳動時間
や強度が変化した。そこで検出されたピーク
を(2)の検討で開発した分取装置を用いて分
取し、さらにプローブ顕微鏡で構造を解析し
た。その結果、図４に示すようなアミロイド
線維や、中間体のプロトフィブリルなどが分
離されていることがわかった。 

 次に本分析法をアミロイドの重合反応の
阻害剤の探索に利用した。アミロイドのモノ
マー溶液を調製し、候補化合物を添加し、重
合反応を解析し、反応を阻害する化合物が探
索することで、アルツハイマー病患者の脳内
に蓄積する老人斑の生成を抑制する化合物、
つまりアルツハイマー病の予防や治療に有
効な化合物が見出されると予想した。アミロ
イドのモノマー溶液に既知の重合阻害剤を
添加し、重合体の生成を解析した結果、阻害
効果が強い化合物を添加するほど、重合体の
生成が抑制された。つまり、本分析法は抗ア
ルツハイマー病薬の探索にも利用できるこ
とが示唆された。既存の重合体の分析法では、
重合体の総量しか測定できないのに対し、今
回開発した手法では、重合の過程で生じる各
種中間体を分離し、測定できることから、重
合の初期段階で生成する中間体や、重合の末
期で生成する中間体など、標的の中間体に対
して選択的な阻害作用を示す医薬品の開発
に有効であると考えられる。 
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図４ 分取したアミロイド重合体 

図３ アミロイド重合体の分離 
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