
密度勾配遠心法による
金ナノロッドの分離精製

高速冷却遠心機　

Avanti  JXN-30

ナノテク高速冷却遠心機アプリケーションノート

要旨

金ナノ粒子は、バイオメディカルサインス分野、特に腫

瘍イメージング 1、光熱がん療法 2,3、金属増強蛍光（metal-

enhanced fl uorescence）4 において、ここ十年間で注目を集

めるようになりました。サイズやアスペクト比の揃った単

分散である高品質な金ナノ粒子が、これらのアプリケーショ

ンでは求められます。本アプリケーションノートにおいて、

高速冷却遠心機の中でも高速タイプである Avanti JXN-30

を用いた密度勾配遠心法による、多分散のサンプルから単

分散の金ナノロッドの精製する方法をご紹介します。

序論

金ナノロッド (Gold Nanorods, 以下 AuNR と略します ) は、

バイオメディカルイメージングにおいて大きな役割を果た

しています。AuNR は、プラズモン効果により可視光と近

赤外領域に非常に強い吸収を示し、AuNR のアスペクト比

は直接この吸収波長のピークに影響することが知られてい

ます。このため、バイオメディカルイメージングにおい

て、金ナノロッドの光学的な純度は、物理的な純度と同

様に重要となります。しかしながら、通常、AuNR の合成

過程において、長くならなかった球形の金ナノ粒子 (gold 

nanospheres, 以下 AuNS と略します ) や僅かに異なるアス

ペクト比を持った最適でない AuNR が不純物として合成さ

れます。AuNR と AuNS は同じ構成成分・表面コーティン

グ（多くの場合は界面活性剤の CTAB）で同様のサイズのた

め、その分離が主な問題となっています。これらのナノ粒

子は同じようなサイズだが、表面面積 / 体積比がわずかに

異なるため密度が異なります。このような特性を持つナノ

粒子の分離には、密度勾配遠心法が高い分離能力を発揮し

ます。本アプリケーションノートでは、2種類の AuNR の

標品サンプルを用いました。1つ目はアスペクト比 4.1（10 

nm x 41 nm）で吸収波長 808 nm、2つ目はアスペクト比 2.4

（25 nm x 60 nm）で吸収波長650 nmのAuNRを用いました。

2つのサンプルを混合し、Avanti JXN-30 とスウィングロー

タ JS-24.15 を用いて一回の密度勾配遠心により分離しまし

た。分離した AuNR サンプルは、分光光度計により分析し

た結果、オリジナルサンプルと変わらない精製度を示しま

した。

プロトコール

直径 10 nmの AuNR（吸収波長ピーク 808 nm、以下 AuNR 

10 nm と表記）と直径 25 nm の AuNR（650 nm、以下

AuNR 25 nm と表記）の密度勾配遠心用のサンプル調整の

ために、それぞれのサンプル 3 mLをMicrofuge 16 (Beckman 

Coulter, Inc.) で 10,000 xg, 5 分間遠心し、得られたペレット

を 0.01M CTAB 水溶液 0.05 mL に再懸濁し、濃縮しました。

密度勾配は、15 mL ポリアロマー（PA）チューブ ( 製品番

号 361707、￥31,000) 内に、下記の表のようにマニュアル

で作製しました。

濃度勾配順 組成 容量 (mL)

1 0.01M CTAB, 10% ショ糖 2

2 0.01M CTAB, 15% ショ糖 4

3 0.01M CTAB, 20% ショ糖 4

4 0.01M CTAB, 25% ショ糖 4

密度がわずかにでも異なれば、
密度勾配遠心法は有効な分離手段と
なりえます。



Step 1

購入時、金ナノロッドは 0.1M CTAB に懸濁されている。

Step 2

Microfuge 16 を用いて購入した金ナノロッドを遠心し、
少量の溶媒に再懸濁させ濃縮し、混合した。

Step 3

Avanti JXN-30 を用いて密度勾配遠心を行った。

Step 4

フラクション分けし、吸光度により取り分けた。

Step 5

集めたフラクションをMicrofure 16 を用いて
金ナノロッドを濃縮した。

Step 6

サンプルの吸光スペクトルを測定した。

2 つの濃縮した AuNR サンプルを 5 分間超音波処理し

(Branson M1800 sonicator)、その後混和し、作製した密度

勾配の上に重層しました。これらのサンプルを、高速

冷却遠心機 Avanti JXN-30 とスウィングロータ JS-24.15 

(Beckman Coulter, Inc.) を用いて 25℃、10,750 xg で 15 分

間遠心処理しました。この際に加速と減速の設定を3にセッ

トしました。遠心後、300 µLずつフラクションに分けました。

各フラクションをマイクロプレートリーダーにより吸光度

を測定し、808 nmまたは650 nmにピークを持つフラクショ

ンをそれぞれに集めました。溶媒置換するために、それぞ

れの集めたフラクションをMicrofuge 16 により 10,000 xg, 

5 分間遠心し、AuNR をペレッティングさせ、0.01M CTAB

で再懸濁させました。このステップを 3回行い、ペレット

を洗浄し、最終的に0.01M CTAB　250 µLに懸濁させました。

分光光度計（DU 800, Beckman Coulter, Inc.）を用いて、標品、

混合したサンプル、精製後のサンプルの吸収スペクトルを

測定しました。

Fig.1a   AuNR 25 nmと AuNR 10 nmの標品の吸光スペクトル

Fig.1b   AuNR 25 nmと 10 nmを混合したサンプルの吸光スペクトル

Fig.2   密度勾配遠心法で精製したサンプルの吸光スペクトル

AuNR 25 nmと10 nmの混合サンプルを密度勾配遠心法で分離し、精製
後の各 AuNR のフラクションの吸光スペクトルを測定しました。
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Fig.3   密度勾配遠心前と後の写真

AuNR 25 nmと 10 nmの混合サンプルの A) 密度勾配遠心前、
B) 密度勾配遠心後の写真

 
結果・考察

Fig. 1a には標品の吸収スペクトル、Fig. 1b には混合した

サンプルの吸収スペクトルを示しました。AuNR 10 nmは、

理論通りにメインピークは 800 nm、セカンドピークは 515 

nmに吸収を示しました。また、 AuNR 25 nmは、それぞれ

理論通りの 650 nm, 515 nmを示しました。AuNR 10 nmの

800 nm と 515 nm のピーク比は、3.85 であり、AuNR 25 

nmの 650 nmと 515 nmのピーク比は 2.32 でした。Fig. 2

には、密度勾配遠心により精製し、光学的に同一のフラク

ションを集め濃縮したサンプルの吸収スペクトルを示しま

した。650 nmに吸収があったフラクションから濃縮したサ

ンプルの 650 nm /515 nm比は 1.91 で、標品とほぼ同じ値

でした。また、興味深いことに 800 nm に吸収があったフ

ラクションから濃縮したサンプルの 800 nm/515 nm 比は

4.54 で、標品よりも高い値を示しました。これは、標品と

した AuNR サンプルの中にも不純物が含まれており、密度

勾配遠心後より精製されたことを示しています。

試薬

試薬 メーカー 製品番号

Gold nanorods, 10 nm Sigma 716820

Gold nanorods, 25 nm Sigma 771686

Sucrose Sigma 84097

CTAB Sigma H9151
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使用機器および消耗品

製品番号 製品名 価格（税別）

B34193 Avanti JXN-30 ¥4,180,000 

362396 スウィングロータ JS-24.15 ¥1,550,000 

361707 PA チューブ、15 mL、50 本入、16 × 96 mm ¥31,000 

A46472 Microfuge 16 ¥185,000 

Avanti JXN-30
最高回転数：30,000 rpm
最大遠心力：110,500 xg
最大容量：4ｘ 1,000 mL

JS-24.15
最高回転数：24,000 rpm
最大遠心力：110,500 xg
最大容量：6ｘ 15 mL

Microfuge 16
最高回転数：14,800 rpm
最大遠心力：16,163 xg
最大容量：24ｘ 1.5/2.0 mL

JS 24 15
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