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【1.緒言】
ナノ微粒子とゲルの特性を持つナノゲル微粒子は、新しい機能性材料として注目されつつある。秋

吉らはプルランなどの水溶性高分子にコレステロール基など疎水性の高い分子をわずかに導入した

Fig.1 のような疎水化高分子(コレステロール置換プルラン(CHP : CHolesterol-bearing Pullulan))が、疎
水基による疎水性相互作用により水溶液中で自己組織的に会合し、粒径 20-30 nm のサイズのそろっ
た微粒子（ナノゲル）を形成することを見出した 1)。また秋吉らはこのナノゲルにMethyl-β-cyclodextrin
(CD)を加えるとコレステリル基と CD との間で錯体を形成しナノゲルが水に可溶となること、さら
にこのナノゲルはインスリン、BSA (Bovine Serum Albumin：ウシ血清アルブミン) などの水溶性タ
ンパク質を包み込むように相互作用し、タンパクの熱変性による凝集を防ぐ分子シャペロンのよう

な振る舞いをすることを見出している 2), 3) (Fig.2)。

我々はこれらの現象をナノスケールで観測するべく、動的光散乱 (DLS) および小角中性子散乱
(SANS) による構造解析を行った。まず卵白および卵白＋ナノゲルの加熱実験においてナノゲルが
シャペロンとして機能していることを視覚的に確認した後、ナノゲル単体の構造を解析し、続いて

ナノゲルとタンパク質の相互作用、及びナノゲルへの CD添加による効果について検証した。

【2.実験】
小角中性子散乱測定は日本原子力研究開発機構内に設置され

ている東大物性研の小角中性子散乱装置 SANA-Uを、動的光
散乱測定は ALV 社製光散乱装置 ALV-5000 を用いて行った。
実験はリン酸緩衝溶液中で CHPに BSAまたは CDを作用さ
せて行った。 　　　　　　　　　　　　　

　　　　　
【3.結果・考察】
(A) ナノゲルの分子シャペロン機能
卵白（鶏卵）を 300 倍に希釈して、７5℃で 5 分間保温する
と、Fig.3 の左のように白く濁る。一方、事前に CHP ナノゲ
ルを加えておくと右のように加熱しても透明のままである。
左が白濁しているのは、熱ストレスを受けた卵白のタンパク質成分が変性し、凝集したことによる(ゆ
で卵の白身の状態)。それに対し右が白濁しなかったのは、CHP ナノゲルが変性しかかったタンパ
ク質を捕らえ、凝集するのを防いだ（=分子シャペロン機能が働いた）ためと考えられる。
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Fig.1 Structure of CHP (CHolesterol bearing
Pullulan).

Fig.3 Egg white with (left) or
without (right) CHP nanogel. Egg
white was diluted 300-fold by
adding buffer. Both samples were
incubated at 75ºC for 5 min.

Fig.2 Schematic representation of interaction between
hydrogel and BSA and CD.



(B) ナノゲルの測定
　Fig.4 に、SANS 測定により得られた CHP ナノ
ゲル、及び疎水基のない直鎖状多糖(プルラン)
の弾性散乱強度を示す。CHP からの散乱は、プ
ルランからのものより一桁以上強い強度を示し、

CHP がプルランの会合体である事を明確に示し
ている。また散乱強度を理論散乱関数でモデル

フィッティングすることにより、半径(R)が 70Å
程度の会合体を形成していることも分かった。

(C) ナノゲル+CDの測定
・SANS結果
　Fig.5は CHP、CHP+CD、及びプルランの SANS
結果である（図中の比は、ナノゲル中の疎水基

1mol に対する CD の mol 比を表す）。CD 添加量
の増加に伴い CHP の散乱強度が減少しているが、
これは CHP ナノゲルが崩壊し、散乱強度が下が
ったためと考えられる。また、Low q 側におい
て CHP+CD の強度が プルランに比べ立ち上が
りを保っているのは、CD 添加によって CHP ナ
ノゲルは崩壊しつつあるものの、部分的な会合

構造を未だ保っていることを示唆している。文

献値と比較して CD をナノゲルの疎水基に対し
大過剰(50 当量)加えた場合でも、この傾向は同
様であった。

・DLS結果
　次に DLS 測定によりナノゲルと CD との相互
作用を評価した。Fig.6 に CHP、CHP+CD の粒
径分布関数 G(Γ−1)を示す。横軸Γ−1は緩和時間で、

右に行くほど大きい構造に対応する。G(Γ−1)は、
どの緩和モードがどの程度存在しているかを相

対的に表したものである。この結果から、CD
添加量の増加に伴って CHP のピークが減少して
いくことが分かる（この変化は速やかに進行し、

時間変化は少ない）。これは CD によってナノゲ
ルが崩壊したためと考えられる。また CD 添加
後、新たに現れた右側のピークは、CD 添加に
よって何らかの大きな構造が形成されたことを

示唆する。考えられる一つの可能性としては、

CD によって部分的に CHP 内の疎水基が露出し、
それらがナノゲル分子間で疎水性相互作用によ

って会合し、より大きな会合体が形成した、な

どの可能性が考えられる(Fig.7)。

(D) ナノゲル+タンパク質の測定
　最後に、ナノゲルとタンパク質の相互作用を
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Fig.4 SANS results of CHP nanogel and pullulan.
A fitting curve calculated with a form factor of
sphere is also shown.
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Fig.5 SANS intensity curves for CHP nanogel,
CHP+CD (5equiv., and 25 equiv.) and pullulan.

100x10-3

80

60

40

20

0

G
 (Γ

−1
 )

10-2 10-1 100 101

Γ-1 / ms

 Nanogel
 Nanoge+CD ( 5equiv)
 Nanoge+CD (25equiv)

Fig.6 Time distribution functions obtained by
CONTIN analyses. DLS measurements were
performed at scattering angle 90º. The samples
were CHP nanogel (○), mixture of CHP and 5
equiv. β-CD (□), and mixture of CHP and 25
equiv. β-CD (●).

Fig.7 Schematic representation of intermolecular
association.



評価した。最初にナノゲルと BSAの相互作用を DLS、SANS
で評価したが、ナノゲルと BSA との相互作用前後で違い
がほとんど見られなかった（よって、構造的な変化は小さ

いと思われる）。だがここで、Fig.3 において変化の見られ
たナノゲルと卵白を希釈した系において DLS 測定を試みた
ところ、興味深い結果が得られた。

　Fig.8(a)に卵白、CHP ナノゲル＋卵白の加熱前後の粒径分
布関数を示す(卵白はリン酸緩衝溶液で 350 倍に希釈してあ
る)。この濃度では試験管の見た目に大きな区別は付かない
が、DLS 結果から卵白を加熱すると緩和の遅い領域に大き
なピークが現れることがわかった。このピークは卵白の熱

変性による凝集を表していると考えられ、他方 CHP ナノ
ゲルを加えた卵白は加熱しても大きなピークは現れなかっ

た。これらから、CHP ナノゲルの存在が卵白(タンパク)の
熱変性を妨げていることが強く示唆される。また、ナノゲ

ルに対する卵白の濃度依存性を測定したところ、ナノゲル

のシャペロン機能が働くと思われるのは卵白濃度がナノゲ

ルに対しある一定量までであった。これよりも卵白の濃度

が高いと、Fig.8b のように巨大なピークが現れてしまう。
これはナノゲルの「シャペロン機能」を超えた分の卵白が

凝集したためであると考えられ、DLS 結果より、これらの
Rh(流体力学的半径)は加熱後の巨大ピークで 170~180nm, 卵
白＋CHPナノゲルを加熱したものは 14nmと求められた。 　
　　　　　　　　　　　　　　　
【4.まとめ】
以上により、本研究では

・ CHPナノゲルが、タンパクの熱変性による凝集を妨げていること
・ CHPナノゲルにCDを添加すると、ナノゲルの会合構造が分解すること
をDLS、SANSにより確認することができた。今後はシクロデキストリンにより崩壊したナノゲルの
構造や、ナノゲルによるタンパク質取り込みのより詳しいメカニズムの解明を進めていく必要がある。
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Fig.8 Time distribution functions
obtained by CONTIN analyses. DLS
measurements were performed at
scattering angle 90º. The samples were
egg white (dotted line), heated egg
white (▽), heated mixture of egg white
and CHP nanogel (▼ ), and CHP
nanogel (○). (a) the molar ratio to
nanogel of egg white is 11.(b) the
molar ratio of egg white is 18.


