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超遠心分離法 / 動的光散乱法による      
顔料インクの分級と粒子径測定

卓上型超遠心機　

 Optima MAX-XP

ゼータ電位･ナノ粒子径測定装置

 DelsaMax PRO

プリンタのインクには顔料インクと染料インクがあり、それぞれの利点を生かして使い分けされています。染料
インクの染料は溶媒に溶けた状態で存在し、用紙にしみ込んで発色します。
一方で顔料インクは用紙の表面に定着して発色するために、小さな粒子が溶媒に分散した状態で存在します。
このため顔料を均一に分散させるための技術が重要な事は言うまでもありません。今回の実験ではマゼンタ（赤色）
顔料インクの粒子径とともに、顔料以外の安定化剤などの正確な粒子径測定を試みました。

遠心前のサンプルでは 5.8 nm、29.1nm、366.9 nmの粒子径が測定されました。遠心後の上清は黄色みがかかった
透明になっており顔料成分はほぼ沈降したと考えられることから、測定された 4.1 nmの粒子は溶媒を構成する顔料以
外の粒子であり、また遠心前の 29.1 nm、366.9 nmが顔料の粒子径と考えられます。
遠心後の 4.1 nmが遠心前には 5.8 nmに測定されています。これは粒子が多分散している場合に小さい方の粒子径値は、
大きい方の粒子径値に近づく傾向にあるためだと思われます。
大きい粒子（366.9 nm）の測定値に近づく傾向にあるためだと思われます。

考察

遠心後サンプル

遠心前サンプル

29.1 nm

366.9 nm

5.8 nm

MLA-150ロータで 150,000 rpm（1,003,000 xg） 0.5hr遠心後
に上清をDelsaMax Proで動的光散乱法により粒子径測定
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考察

これらの測定結果により、超遠心分離法がナノ粒子の分級に有効な手段であることがわかりました。また、この実験では
遠心前の多分散しているサンプルであっても、正確な粒子径が求められていますが、一般的には、単分散しているサン
プルの方が正確な測定ができます。その場合にも超遠心法の分級は有効な手段になると思われます。

超遠心法によりナノ粒子を分級して
正確な粒子径を求める方法

ナノテクノロジー分野の研究においては、金属コロイド、インク、シリカ、ラテックスなどの合成されたナノ粒
子の正確なサイズを知ることが重要な鍵を握ります。
そのサイズの測定方法としては動的光散乱法がよく用いられます。
今回の実験では、超遠心分離法により大きなナノ粒子は沈降させ、より小さなナノ粒子のみを上清サンプルとし
て分級し、そのサンプルをゼータ電位 ナノ粒子径測定システム DelsaMax PROで測定することにより、正確
な粒子径を求めています。

遠心前の測定手順と結果

超純水に 50 nmと 300 nmのラテックス標準
粒子を加えて、DelsaMax PROで粒子径を
測定しました。
39.2 nmと 293.3 nmの 2つピークが検出さ
れています。

遠心後の測定手順と結果

上記のラテックス標準粒子溶液を 100,000 xg
（42,000 rpm）で 10分間遠心した後、その
上清を採って粒子径を測定しました。
300nmの標準粒子は沈降して、小さい粒子の
ピークのみが検出されました。

遠心前の粒子径測定

遠心後の粒子径測定

卓上型超遠心機　

 Optima MAX-XP

ゼータ電位･ナノ粒子径測定装置

 DelsaMax PRO

39.2nm

293.3nm

38.1 nm
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考察

遠心処理前の銀コロイド粒子には、明らかに不純物と凝集粒子が存在しています。遠心 1の 500,000 xg / 30分間
遠心後、不純物と凝集粒子が取り除かれ、精製されたことがDelsaMax PROの測定結果から確認できました。さらに
遠心 2では、遠心 1の上清をさらに 1,000,000 xg / 60分間遠心することよって、高純度の銀コロイドを沈殿させて
います。また、その沈殿物を再分散することによって濃縮することもできました。また、この濃縮された銀コロイドの
粒子径は、ほぼ一次粒子と同じになっています。

超遠心分離法による      
金属コロイド精製と濃縮

金属コロイドは金属ナノ粒子であり、インクジェットの配線技術、触媒、ライフサイエンス分野など、幅広く応
用されています。金属コロイドナノ粒子は、主にアトマイズ法、化学還元法で合成されますが、その際、不純物
や凝集粒子が存在します。
今回の実験では、合成された金属コロイドを超遠心分離により精製、濃縮する方法をご紹介します。

遠心前の銀コロイド粒子。
不純物と凝集粒子が存在している粒子径分布に
なっています。

500,000 xg / 30分間の遠心後、上清を採っ
て粒子径を測定しました。
その結果から、溶液中に浮遊しているコロイド
粒子が一次粒子と思われます。チューブの底に
不純物と凝集粒子が沈降し、  沈殿を形成してい
ます。

遠心１の上清を採って、さらに 1,000,000 xg/ 
60分間遠心しました。
上清は無色透明となり、銀コロイド粒子は存在
しなくなりました。形成した沈降物は、銀コロ
イドの一次粒子です。

上記の沈殿物を含む下層 1/3程を採って再分散
しました。この粒子径分布は、濃縮前とほぼ同
じであり、銀コロイド粒子が濃縮されているこ
とを確認しました。

卓上型超遠心機　

 Optima MAX-XP

ゼータ電位･ナノ粒子径測定装置

 DelsaMax PRO

遠心前サンプル

遠心 1 : 超遠心法による精製

遠心 2 : 超遠心法による濃縮

7.9 nm
124.3 nm

7.6 nm

7.7 nm

凝集粒子
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遠心条件

遠心結果

測定結果

考察

通常のペレッティングおよび密度勾配遠心 ･沈降速度法においては、粒子の大きさが最も大きな分離ファクタになっ
て沈降しますが、この実験では密度が分離ファクタになる密度勾配 ･遠心沈降平衡法を行っています。固定角ロータ
を使用することで、より大きな遠心力が使えるので、スウィングロータを使用する場合と比べて時間も 1/3程度で分
離しています。チューブの中層にバンドを形成している成分の回収は、チューブ側面をシリンジで穿刺して採取し、
DelsaMax PROで測定しました。底に沈殿している成分は、チューブをカットして採取し、Multisizer 4で測定し
ました。この実験結果から、ナノ粒子複合材サンプルの粒子径測定には、密度勾配超遠心・沈降平衡法は、非常に有効
な手段と思われます。

ナノ粒子複合材の粒子径測定
-密度勾配超遠心法と動的光散乱法を用いて -

近年のナノテクノロジーの進歩により、ナノ粒子の正確な径を求める
ことがますます重要になってきています。
ナノ粒子の粒子径測定には、動的光散乱法（光子相関法）が最もよく使われますが、サンプルが複合材である場
合は、それを単一材に分離できれば、より正確な粒子径測定が可能になります。今回の実験では、密度の異なる
３成分からなる複合材を密度勾配遠心法により分離し、粒子径測定した結果を報告します。

使用機器 ：　Optima MAX-XP
使用ロータ ：　固定角ロータ TLA-110
遠心力  ：　543,000 xg（100,000 rpm）
遠心時間 ：　8時間
密度勾配液 ：　5, 10, 15, 20, 25（w/w%）ショ糖溶液
遠心サンプル ：　50 nm標準粒子、300 nm標準粒子、
  　  10.4 µm標準粒子の混合液

卓上型超遠心機　

 Optima MAX-XP

ゼータ電位･ナノ粒子径測定装置

 DelsaMax PRO

精密粒度分布測定装置 

 Multisizer 4

295.2 nm

40.1 nm

10.4 µm

10.4 µmシリカ標準粒子
密度：2.2 g /㎤

50 nmラテックス標準粒子
密度：1.05 g /㎤

300 nmラテックス標準粒子
密度：1.027 g /㎤
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遠心機によるナノセルロースの分級

ナノ化調製した分散液を LS 13 320で測定し
た結果を示しました。
ナノ化処理により生成したナノサイズの粒子が
検出されると同時にナノ化されずに残ったマイ
クロサイズの粒子も検出されました。
この結果から、ナノ化処理後もマイクロサイズ
にとどまる粒子が数多く存在することが示唆さ
れました。

LS 13 320を使うことにより、マイクロとナノ
サイズの粒子を同時に測定でき、量的な比較検
討ができるようになります。

高速冷却遠心機 Avanti JXN‐ 26と固定角
ロータ JA‐ 14.50を用いて、14,000 rpm 
(35,000 xg)で 1時間遠心した後、その上清
を採って粒子径を測定しました。
遠心処理により、ナノサイズの粒子である部分
のみを分離回収することができました。遠心前
の 188 nm が遠心後には 117 nmで測定され
ています。これは粒子が多分散している場合に
小さい方の粒子径値は、大きい方の粒子径値に
近づく傾向にあるためです。

セルロースやセルロース誘導体を湿式高圧分散粉砕子したり、湿式摩砕粉砕したナノセルロースは、現在注目さ
れているナノマテリアルです。セルロース誘導体の一つである低置換度ヒドロキシプロピルセルロースを湿式高
圧分散粉砕処理したナノセルロースについてレーザー回折・散乱粒度分布測定装置 LS 13 320を用いて粒度測
定した結果ならびに、遠心機によってナノサイズ領域として計測される部分だけを分離することができた結果に
ついてご紹介いたします。

信越化学工業株式会社製 L-HPC（低置換度ヒドロキシプロピルセルロース）LODICEL LDC-H 2 wt% 分散液をスギノ
マシーン株式会社製スターバースト試験装置にて 150 MPa 圧力で 10パスした分散液を使用しました。

高速冷却遠心機　

 Avantiシリーズ

レーザー回折・散乱法 粒度分布測定装置

 LS 13 320

遠心前の粒子分布

遠心後の粒子分布

188 nm
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高速冷却遠心機　

 Avanti JXN-30密度勾配遠心法による
金ナノロッドの分離精製

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 fluorescence）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 
（ベックマン・コールター）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

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 （ベッ
クマン・コールター）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, ベックマン・コールター）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。

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。
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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。

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。

AuNR  25 nm
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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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超遠心機および自動分注装置を用いた
カーボンナノチューブの調製・精製と
分析用超遠心システムによる解析

要旨

本アプリケーションノートでは、ナノ粒子の精製スケール
アップ時の迅速で確実な方法について、また存在する粒子種
の濃度の定量分析、というナノ粒子に関する 2つの難しい分
野に焦点を当ててご紹介します。
ラボラトリーオートメーションシステムである自動分注装置
Biomek 4000ワークステーションを使用すれば、オペレー
ターによる人為差を抑え、安定的に再現性良く密度勾配を大
量調製することができます。分離用超遠心（Preparative 
Ultracentrifugation）は安定した超遠心性能により極め
て再現性の高い分離手法です。分析用超遠心（Analytical 
Ultracentrifugation：AUC）は低濃度・少サンプル量で
測定ができ、ナノチューブ、量子ドット、グラフェンといっ
たナノ粒子の解析に最適です。また溶液中のナノ粒子の物性
について様々な有用な情報が得られる分析装置です。

序論

単層カーボンナノチューブ（SWCNT）はここ 15年間、半
導体 1、燃料電池 2、および生物医学的応用 3の面から関心
を集めている素材です。しかしながら、どの分野において
も 2つの大きな課題に直面しています。1つめは、合成し
た SWCNTには、たくさんの炭素質不純物と多層カーボ
ンナノチューブ（MWCNT）が混入している可能性がある
点です。加えて、SWCNT以外のカーボンナノチューブの
比率を定量するための確実な手法が存在しない点です 4。2
つめは、SWCNTはその炭素原子の並び方 [カイラリティ

(n,m)として知られています ]が異なる様々なものが混合し
た状態で合成される点です（Fig. 1）5。カイラリティが異な
る SWCNTは光学的性質および電気的性質が大きく異なりま
す 6,7。SWCNT の物性は基本的に基礎となるグラフェンの物
性から導かれるため、カイラル指数と呼ばれる 2つの整数を
用いて、グラフェン骨格から SWCNT の構造を定義します。
SWNT はカイラル指数（n, m）により決定される幾何構造
により、金属性あるいは半導体性となることが知られています。 
n - m = 3 の倍数の場合は金属性 SWNT に、n - m = 3 の
倍数でない場合は半導体性 SWNT となります。このため、
合成後に単一で均一なカイラリティの SWCNTを大量に分離
する手法が求められており、特に半導体（金属性 SWCNTが
混入すると半導体的特性の on/off比は大幅に低下します 8）
および in vivoでのドラッグデリバリーおよびイメージングア
プリケーション 9-11においては重要な課題となっています。溶
液中の SWCNTの不純物を測定しようという初期の試みでは
主に電子顕微鏡が利用されましたが、電子顕微鏡では統計的
な有意性は得られず、観察者の主観による影響を受けること
があり、直径 3 nmの 2層カーボンナノチューブ（DWCNT）
と直径 1 nmの SWCNTを区別することは困難です。この
不純物問題を解決する手段として、紫外可視吸光分光法、近
赤外蛍光分光法、ラマン分光法が研究されてきましたが、残
念ながらこれらの技術にはそれぞれ固有の欠点があるため
SWCNT不純物を定量的に解析する手法としては十分とは
言えません 4。

SWCNTの単一のカイラリティ分離に関して、現在のとこ
ろ最も有効な手法の 1つが密度勾配超遠心分離（Density 
Gradient Ultracentrifugation；DGU）法です 12,13。
DGU法では純度99%の (6,5) SWCNTを得ることができ、
これは非常に望ましい純度と言えます。しかし、DGU法で
は溶媒のグラージェント作成は従来手作業で行われており、
これがスケールアップ、つまり数十本という多検体を作成す
る際の大きな妨げとなっています。

単層および 2層カーボンナノチューブを定量的に評価するため
の効果的な方法

Fig. 1  単層カーボンナノチューブの模式図

SWCNTの単一のカイラリティ分離に
関して、現在のところ最も有効な手法
の 1つが密度勾配超遠心分離法です

超遠心機　

 Optima  MAX-XP / XPN

分析用超遠心システム

 ProteomeLab XL-A

ラボラトリーオートメーション 

 Biomek 4000
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本アプリケーションノートでは、不均一な大量の SWCNT
を迅速かつ高い再現性で単一の(6,5)カイラリティに分離し、
紫外可視吸光分光法で確認するワークフローを提案します。
本ワークフローの主な特徴として、3分間の超遠心分離処理
（Optima MAX-XP）によりサイズの大きい凝集カーボン
ナノチューブを取り除き、自動分注装置 Biomek 4000で
密度勾配を調製後、超遠心機Optima Xシリーズを使用し、
密度勾配超遠心分離法により SWCNTとDWCNTを精製
します。密度勾配調製を自動化することで、手作業に比べて
密度勾配の精度および再現性が向上します。SWCNTの分
離では、スタート時の濃度勾配ステップが± 1% g/mL程度
しか違わないため、密度勾配用の溶媒調製の精度は重要にな
ります。手作業の場合、勾配を乱してしまう可能性がありま
すが、自動化した場合その心配はありません。本アプリケー

ションノートの後半では、分析用超遠心システム（AUC）に
よって、SWCNTと長さで分離したDWCNTとを定量的に
識別できる方法を示します。これまでAUCは主にタンパク
質の解析に用いられてきましたが、AUCの解析性能はナノ粒
子の特性解析に適しています。AUCは様々な溶媒条件下でナ
ノ粒子の沈降係数、拡散係数、摩擦係数を求めることができ
るため、AUCはナノマテリアル解析において電子顕微鏡や光
学分光分析法では得られない情報をもたらしてくれます 14,15。 

実験手順

密度勾配のためのグラジエント作成
Biomek 4000により、P-1000SLシングルピペッターツー
ルおよび P1000ワイドボアチップを使用し、密度勾配を作製
しました。柔軟性の高いコントロールソフトウエアを採用して
おり、作製したいチューブの本数だけではなく、各勾配の容量
を簡単に設定することができます。遠心チューブ（ベックマン・
コールター、製品番号 331372）は、24穴チューブラックにセッ
トしたものをBiomekのデッキ上に配置しました。勾配作成
時の界面の乱れを最小限に抑えるためにツールの液面検知機能
を使い、非常に遅いスピードで溶液の分注を行いました。今回
は table. 1に示すような、勾配層を作成しました。

table. 1  単一カイラリティ分離のための密度勾配の構成
Layer in 
Gradient

Density
(g/mL)

%OP
1st Iteration 
Volume (µL)

SC
 (% w/v)

SDS
(% w/v)

1 1.160 30 900 0.75 0.175
2 1.147 27.5 756 0.75 0.175
3 1.133 25 972 0.75 0.175
4 1.120 22.5 1,188 0.75 0.175
5 1.107 20 1,188 0.75 0.175
6 1.093 17.5 1,305 0.75 0.175

SWCNT 1.133 25 1,800 2 0

AUCはナノマテリアル解析において
電子顕微鏡や光学分光分析法では得
られない情報をもたらしてくれます

Fig. 2  Biomek 4000ワークステーションのデッキレイアウト

密度勾配遠心用溶液の調製に必要なツールを示しました。
（1）24ポジションチューブラック 1個配置：遠心管は既存の 24
ポジションチューブラックに配置しソフトウエア上で新規ラブ
ウェアを登録。（2）P1000ワイドボアチップラック 1個配置。
（3）液体搬送用の P1000SLシングルピペッターツール 1個配置。
（4）リザーバモジュラー容器に分注元溶液を配置。

Step 1
粉末状の SWCNTとDWCNT（シグマ社）を
界面活性剤溶液に入れ、超音波処理により分散

Step 2
分離用超遠心機（Optima MAX-XP）による

SWCNTおよびDWCNT溶液からの凝集塊の除去

Step 3
自動分注装置 Biomek 4000による

密度勾配遠心用のイオジキサノール勾配の作成

Step 4
分離用超遠心機Optima XPNで密度勾配超遠心を行い

特定のカイラリティの SWCNTを分離 
および、長さによるDWCNTを分離

Step 5
プレートリーダー Paradigmで

各 SWCNT画分の吸収スペクトルを測定し純度を確認

Step 6
10 kDa MWCO遠心フィルター（ミリポア社）を
小型微量高速遠心機Microfuge 20にセットし

SWCNTおよびDWCNT溶液の濃縮

Step 7
光散乱測定装置DelsaMax PROでの
SWCNTとDWCNTのサイズ決定

Step 8
分析用超遠心機 XL-Aで SWCNTおよびDWCNTを定量
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単層カーボンナノチューブ（SWCNT）の精製 16

20 mgのSWCNTを、2%コール酸ナトリウム（SC）水溶液（脱
イオン水）の入った 20 mLのガラスバイアル中で、Branson 
M1800H超音波洗浄機を用いて 1時間超音波処理しました。こ
の SWCNT溶液から大きな凝集塊を沈殿して取り除くため、
オープントップ肉厚ポリカーボネート遠心チューブ（ベック
マン・コールター、製品番号 362305）に入れて、Optima 
MAX-XP卓上型超遠心機で TLA 110ロータを用いて 22℃、
55,000 rpm（約164,000 xg）で3分間遠心分離を行いました。
ペレットを崩さないように 1,100 µLの上清を注意深く回収し、
密度勾配遠心に使用しました。2% SC＋Optiprep (OP)で1.13 
g/mL（25%OP）の密度に調整した SWCNT溶液 1.8 mL
を、あらかじめ充填した密度勾配チューブの 27.5%と 25%の
Optiprep層（AXIS-SHIELD社、国内販売店：コスモバイオ社）
の間に注入しました。これらの遠心チューブのバランスを合わ
せるため、Optiprepと同じ界面活性濃度の脱イオン水をチュー
ブ上端から 2～ 3 mm以内になるまで満たしました。その後、
Optima XPNで SW 41 Tiロータを用いて、22℃、41,000 
rpm（約 288,000 xg）で32時間遠心しました。最低の加速
度および減速度を用いて行いました。遠心後、下層を乱さない
ように注意しながら、シリンジを用いて最上部 2 mLを除去し
ました。（6,5）SWCNTを含む残りの部分は、150 µLごとの
フラクションに分けました（Fig. 5）。

2層カーボンナノチューブ（DWCNT）の精製
20 mgのDWCNTを、2%コール酸ナトリウム（SC）水溶
液（脱イオン水）の入った 20 mLのガラスバイアルに入れ、
Branson M1800H超音波洗浄機を用いて 1時間超音波処理
しました。次に、このDWCNT溶液から大きな凝集物を沈殿
して取り除くため、オープントップ肉厚ポリカーボネート遠心
チューブ（ベックマン・コールター、製品番号 362305）に入
れて、Optima MAX-XP超遠心機で TLA 110ロータを用い
て 22℃、27,000 rpm（約40,000 xg）で 3分間遠心分離
を行いました。ペレットを崩さないように 1,300 µLの上清を
注意深く回収し、密度勾配遠心に使用しました。DWCNTを長
さの違いで分画するため、table. 2に示すような密度勾配をポ
リアロマー遠心チューブ（ベックマン・コールター、製品番号
331372）中に作製しました。得られた勾配上に先に回収した
DWCNT溶液 1,300 µLを重層しました。これらの遠心チュー
ブのバランスを取るため、2% SC水溶液（脱イオン水）をチュー
ブ上端から 2～ 3 mm以内になるまで満たしました。その後、
Optima XPNでSW 41 Tiロータを用いて、2ステッププロ
グラムにより、まず 22℃で 15,000 rpm（約38,500 xg）で
1時間、次に 30,500 rpm（約 159,500 xg）で 1時間遠心し
ました。ロータの加速および減速度は最小で行いました。遠心後、
上から下まで各600 µLのフラクションを回収し、フラクショ
ン4～6を使用しました（Fig. 6）。

table. 2  2層カーボンナノチューブ分離用密度勾配の構成
Layer in 

Gradient

Density

(g/mL)
%OP

1st Iteration 

Volume (µL)

SC (% w/v)

1 1.320 60 1,500 2
2 1,160 30 1,500 2
3 1,133 25 1,500 2
4 1,107 20 1,500 2
5 1,08 15 1,500 2
6 1,053 10 1,500 2

DWCNT 1 0 1,500 2

フラクション分析
各 SWCNTの画分について、紫外・可視・近赤外の吸収を確
認するためにモレキュラーデバイス社Paradigmプレートリー
ダーを用いて400～ 1,000 nmの波長範囲を測定しました。
570 nmおよび990 nmの吸収ピークが最大で、その他の波
長での吸収ピークが最小であったフラクションを以降の実験で
用いることとしました。
 
透析
SWCNT：分画後、分離された各 (6,5)カイラリティSWCNT
分画を、SWCNT溶液からイオジキサノール（Optiprep）お
よびドデシル硫酸ナトリウムを除き、SWCNTを界面活性剤で
再度コーティングするために、1% SC中でセルロース膜（3.5 
kDa MWCO）を用いて透析しました。外液は、4時間以上
の間隔で8回交換しました。透析後、得られた溶液を、小型微
量高速遠心機Microfuge 20（ベックマン・コールター）で
Amiconウルトラ遠心式フィルター（ミリポア）を用いて濃縮
しました。
DWCNT：同じ手順を用いて、分画したDWCNT溶液を処理
しました。

Fig. 3  密度勾配作成のためのメソッド画面

勾配作成時に界面の乱れを防ぐよう新規に分注テクニックを作成。
遠心管への分注は 0.1mm単位で高さを指定。

Fig. 4  食用色素で色づけしたイオジキサノールによる
 勾配調製の確認

マニュアル作製（左）とBiomek 4000ワークステーションによる
作製（右）を比較しました。勾配の各層がはっきりと確認できました。
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Fig. 5  カイラリティに基づく (6,5) SWCNTの分離

SWCNTサンプルの密度勾配超遠心分離前（5A）および後（5B）
の写真。紫色の部分（矢印）から 0.2 mLを回収し、吸光分析を行い、
575 nmにおける吸光度ピークを持つことを確認しました。

Before After

沈降測定実験（超遠心分析）
SWCNTおよびDWCNT溶液は分析用超遠心システム
ProteomeLab XL-Aで測定しました。濃縮した (6,5) カイ
ラリティSWCNTサンプルは 570 nmでの吸光度が0.85あ
り、12 mmエポンチャコールフィルダブルセクターセンター
ピースおよび石英ウィンドウを持つ測定用セルにサンプルを注
入しました。リファレンス溶液として 1 % SC水溶液（透析時
の外液）を使用しました。サンプルの容量は 370 µL、リファ
レンスの容量は 380 µLとしました。2つ目のセルには長さ
で分画したDWCNTサンプル（570 nm、吸光度0.85）を
注入し、3つ目のセルには 570 nmで吸収がある SWCNT/
DWCNT(50%/50%)混合物のものを注入しました。遠心条
件は 22°C、27,000 rpm、4時間で 17、最初、濃度の依存性
を確認するために 570 nmでの吸光度が0.6のサンプルを用
いて実験を行いました。

沈降測定解析（超遠心分析）
解析は Lammの方程式に基づいたモデルフィッティングがで
きる解析ソフトウエアである SEDFITを用いて行いました。
Arnoldらの研究にもあるように、Lammの方程式を用いた解
析は拡散も考慮したうえでの成分評価が可能となります 17。
SWCNTとDWCNTの沈降係数を比較し、分析用超遠心によっ
て溶液中のSWCNTとDWCNTが区別可能かについても確認
しました。

動的光散乱法による粒度分布解析
ナノ粒子径測定システムDelsaMax CORE（動的光散乱法お
よび静的光散乱法による同時測定システム）（ベックマン・コー
ルター）を用いて、長さで分画したDWCNTおよび (6,5)カ
イラリティSWCNTをそれぞれ解析しました。約 10 µLを石
英キュベットに入れ、25℃で 1回5秒の測定を 10回行いました。

結果

Fig. 5から、DGU法によってSWCNTの分離が容易に行える
ことがわかります。超遠心分離の前（Fig. 5a）では、SWCNT
は黒い溶液として確認されます。これは、可視範囲にわたり吸
収ピークを持つ様々なカイラリティが混ざり合っているためで
す。超遠心分離後には、個々のカイラリティが色つきのバンド（帯
状の縞）として出現しています（Fig. 5b）。トップの紫色のバ
ンドは (6,5) SWCNTを含んでおり、AUC分析用に回収しま
した。SWCNTには近赤外および可視領域にファン・ホーブ特
異点があり、SC溶液中の界面活性剤コーティングされた (6,5) 
SWCNTは理論上 570～ 580 nmおよび 980～ 990 nm
にピークが生じます 16。Fig. 7の吸光度スペクトルは、1% SC
溶液中での (6,5) SWCNTの透析および濃縮後のサンプルを測
定したものです。571 nmと990 nmに大きなピークがあり、
他の波長では強い吸収が見られないことから、(6,5)カイラリ
ティが濃縮されたSWCNTの純度を確認できます。DWCNT
は、SWCNTと同様の手順で処理した後、長さで分画しました
18。Fig. 6bの最上層のフラクションには、大部分が結束してい
ないDWCNTが含まれていると考えられます。動的光散乱法
のデータ（Fig. 8）より、DWCNTは、拡散係数が 2.1× 10-8 
cm2/sであることから、平均長が約 200 nmであることがわ
かります。

DelsaMax COREで行った動的光散乱法では、単層カーボン
ナノチューブと二層カーボンナノチューブを区別することが難
しいこともわかりました（Fig. 8）。DWCNTとSWCNTでは、
吸光（Fig. 7）および蛍光などの光学特性は非常に異なってい
ますが 19、物理的な直径や密度は非常に似ています。どちらと
も長さは 100～ 1,000 nmの間にあり、直径も近くなってい
ます（SWCNTは約 1 nm、DWCNTは約 2～ 3.5 nm19）。
このため、光散乱法のような技術では両者を識別することが
難しくなっています。さらに、電子顕微鏡でも SWCNTと
DWCNTを正確に識別するのに必要な高さ方向の分解能を得る
ことは困難であり、また 1018個を超えるナノチューブを含む溶
液において数百個の粒子を計測しても代表値とはなりません。
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分析用超遠心法では、SWCNTとDWCNTを簡単に区別
することができます（Fig. 9）。DWCNTは、コール酸ナ
トリウムによる界面活性剤でコーティングされにくいため、
SC緩衝液中では超遠心分離中に非常に速く沈降し、沈降
係数は 80.4± 25.6 Sを示しました（Fig. 9b、10b）。
対照的に、SWCNTは、過去に文献で報告されているよ
うに 17,20、ゆっくりと沈降し、沈降係数は 11.3 Sを示しま
した（Fig. 9a、10a）。AUCの分解能力を確認するため
に、SWCNTとDWCNTの混合溶液を作製しそれぞれが
分離できるかを試しました。570 nmで吸光度 0.894の
SWCNT溶液とDWCNT溶液を、各 175 µLずつを混合し、
AUCで分析しました（Fig. 9c）。(6,5)SWCNTのみの場
合は、沈降係数が 5～ 30 Sであるのに対し（Fig. 10a）、
長さで分画したDWCNTの沈降係数は 30～ 140 Sでし
た（Fig. 10b）。このため 30 Sをカットオフ値として沈降
係数分布プロット（Fig. 10c）から、この 50%/50%で混
合した溶液には 50.4%の SWCNTと 49.6%のDWCNT
が含まれていることが定量的に示されました。SWCNTお
よびDWCNTをこのように定量評価することが可能な分
析技術は他にはありません。AUCの定量能力を確認する
ために、別の 2種類の SWCNTとDWCNTの混合溶液
を試しました。吸光度で 29% SWCNT/71% DWCNTの
溶液は、沈降係数分布より 28.3%/71.7%の割合であるこ
とがわかりました（Fig. 10d）。同様に、吸光度で 71.4% 
SWCNT/28.6% DWCNTの溶液は、沈降係数分布より
64.7%/35.3%の割合であることがわかりました（データ
未掲載）。

分析用超遠心法では、SWCNTと
DWCNTを簡単に区別することが
できます

Fig. 6   DWCNTの長さによる分離

DWCNTサンプルの密度勾配超遠心分離前（6a）および後（6b）
の写真。0.6 mLずつのフラクションに分け、フラクション 4～ 6
を解析に使用しました。フラクション 4～ 6のおおよその位置を波
括弧（}）で示しています。

Fig. 7 長さで分画し濃縮した2層カーボンナノチューブ（DWCNT、
赤色の曲線）とカイラリティ濃縮した単層カーボンナノ
チューブ（SWCNT、黒色の曲線）の吸収プロット

写真はAUCセルのもので、左側のセクターにリファレンス、右側
のセクターにサンプル溶液が入っています。（a）はDWCNTのみ
が入っています。（b）は主に (6,5) SWCNTが入っており、これ
は 570および 980 nmの高いピークにより示されています。（c）
はDWCNTと SWCNTを 50%/50%で調整した混合溶液が入っ
ています。

Fig. 9  SEDFITによるAUC測定データの解析

（9a）(6,5) SWCNTの生データとフィッティング結果です。（9b）
長さで分画した DWCNTの生データとフィッティング結果です。
（9c）(6,5) SWCNTとDWCNTの混合溶液の生データとフィッ
ティング結果です。

Fig. 8  DelsaMax COREで得られた代表的な動的光散乱データ

直径 100 nm超のあたりにはカーボンナノチューブによるピーク
があり、直径 10 nm近くのピークは界面活性剤ミセルのものです。
動的光散乱法では SWCNTとDWCNTを区別することはできませ
んでした。
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Fig. 10  沈降係数分布プロット

（10a） (6,5) カイラリティSWCNT： (6,5) カイラリティSWCNTの沈降係数は 11.3 Sで、文献値とよく一致しています。基本的に、(6,5)
SWCNT溶液に含まれる粒子の沈降係数は 30 S未満でした。

（10b） 長さで分画したDWCNT：長さで分画したDWCNTの沈降係数は 80.4± 25.6 Sでした。大きく広がっていることより一部の
DWCNTはバンドルしている可能性が考えられます。DWCNTサンプル中のほぼすべての沈降した粒子の沈降係数は 30 S以上
でした。

（10c）DWCNTおよび (6,5)SWCNTの 50/50混合溶液：DWCNT溶液と (6,5)SWCNT溶液を、570 nmの吸光度が等しいもの
を等量で混合しました。沈降係数分布より、全体のうちの50.4%は沈降係数が5～30 Sの間にあり平均値が 11.2±5.2 Sであり、
49.6%は沈降係数が 30～ 140 Sの間にあり平均値が 70.2± 21.3 Sでした。

（10d）  DWCNTおよび (6,5)SWCNTの 71/29混合溶液：DWCNT溶液と（6,5）SWCNT溶液は、570 nmの吸光度が等しい、
DWCNT：(6,5)SWCNT を 71：29の割合で混合しました。沈降係数分布より、全体のうちの 28.3%は、沈降係数が 2～ 30 
Sの間にあり平均値が 12.5± 3.9 Sであり、71.7%は、沈降係数が 30～ 120 Sの間にあり平均値が 80.0± 21.0 Sでした。
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卓上型超遠心機 Optima MAX-XP

最高回転数 : 150,000 rpm
最大遠心力 : 1,019,000xg

ゼータ電位・ナノ粒子径測定装置　DelsaMax PRO

粒子径測定範囲 : 0.4 nm～ 10 µm
測定原理 ： 動的光散乱法
測定時間 ： 1秒～
最少サンプル容量 ： 45 µL

高速冷却遠心機　Avanti JXN-26

最高回転数 : 26,000 rpm
最大遠心力 : 81,770 xg
最大容量 : 6 x 1,000 mL

高速冷却遠心機　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

レーザー回折・散乱法 粒度分布測定装置　LS 13 320

粒度分布測定範囲 : 0.017～ 2,000 µm 
ディテクタ数 : 133個
  （レーザ回折・散乱 +PIDS用）
粒子径測定チャネル数 : 116チャネル

使用装置
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小型微量高速遠心機　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

分析用超遠心システム　Optima AUC

最高回転数 ：　60,000 rpm
最大遠心力 ：　290,000 xg
重量 ：　508.5 kg

ラボラトリーオートメーションシステム　Biomek 4000

寸法 : 1,225（W）ｘ505（D）ｘ675（H）mm 
重量 : 40 kg
電源 : 100V、50/60Hz、8A

m 
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検 索詳細はベックマン・コールターWebサイトへ　　ベックマン粒子


