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1.はじめに

近年のバイオテクノロジーの進歩に伴い、高い生理活性を有するタンパク質などのバイオ分

子が大量かつ高純度で入手できるようになり、これらを効果的に広範囲で応用することに大き

な期待がかかっている。応用例の一つ として、バイオ分子に合成ポ リマーを修飾しハイブリッ

ド体を形成することにより、バイオ分子の高機能性を維持したまま安定性および耐久性を高め

ることがある(Figure 1)。

このハイブ リッドタンパク質のポリマーには末端基を含めて構造が明確であること、分子量

分布が小 さいこと、ハイブ リッド体とした際にバイオ分子に対 して悪影響を与えないことが要

求され る。一般にポ リエチレングリコール(PEG)な ど水溶性ポリマーが利用されてきた。一

方で、高度に機能化されたハイブリッド体を創製するためには利用するポ リマーのバ リエーシ

ョンを増やす ことも重要である。(PEGは 分子構造が単純であるためにバ リエーショ ンを増や

す ことが困難であり、ビニルポリマーでは容易である。)そ こで、本研究では様々な化学構造

を有するビニルモノマ

ーに対 して応用するために、ポリマ ー鎖の末端反応性基 とポリマーを構成するモノマーユニッ

トのシークエンスを同時に制御して合成する方法を新たに開拓 し、バイオハイブリッド用ポ リ

マーのバ リエーションを増やすことを目的とする。すなわち、光 リビングラジカル重合法 と固

相重合法を組み合わせ精密に構造が制御 されたポリマーを作製する。バイオ分子を合成ポリマ

ーにより化学修飾し安定性や耐久性などバイオ分子に欠落している性質を付与することができ

れば、高い生理活性を有しているバイオ分子の応用性が飛躍的に高まり、薬学、医学、工学、

農学、バイオ分野全体に大きな福音をもたらすものと思われる。

本研究では、バイオハイブリッド用骨格ポリマーとして、生体適合性に優れた2-メ タクリ

ロイルオキシエチレンホスホリルコリン(MPC)ポ リマーを光 リビングラジカル重合法により合

成 した。そして、モデルタンパク質として加水分解酵素であるパパインを選択 し、MPCポ リ

マーを修飾 したパパインの長期安定性を調べ、MPCポ リマー修飾の効果を検討 した。
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2.報 告事項

2.1イ ニファータの作製

p-ク ロロメチル安息香酸 とN,Nジ エチルジチオカルバミド酸ナ トリウムの縮合反応により

4-N,Nジ エチルジチオカルバミルメチル安息香酸(BDC)を 作製 した。

2.2リ ビングラジカル固相重合

固相担体にキ トサン骨格を有するキ トパールAL-01を 使用した。縮合剤にジシクロヘキシ

ルカルボジイ ミドを用いて固相担体にBDCを 導入 した。次に、MPC溶 液中で光を照射する

ことに固相担体にMPCポ リマーを導入 した。 さらに、水酸化ナ トリウムを用いて、エステル

加水分解により固相担体からMPCポ リマーを回収 した。それぞれの段階における、固相担体

表面解析の結果をFigures2,3に 示す。
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FT-IR測 定より、固相担体にMPCポ リマーを導入することによりメタクリル酸エステルの

ピークが出現 し、固相担体からMPCポ リマーを切断することによりメタクリル酸エステルの

ピークが消失 した。また、ESCA測 定より、固相担体にBDCを 導入することによりSの ピー

クが出現 し、固相担体にMPCポ リマーを導入することによりPのピー クが出現し、固相担体

からMPCポ リマーを切断することにより、Pの ピークが消失 した。これらのことより、本反

応が進行 したことが確認 された。以上 より、キ トパールAL-01を 用いた、光 リビングラジカ

ル重合法が有効であることが分かった。

2.3MPCポ リマーを用いたバイオコンジュゲーション

BDCを 用い、光 リビングラジカル重 合法 に より末端 にカル ボキシル基 を有す る、

Mw=5000-40000のMPCポ リマー(-COOH PMPC)を 得た。 さらに末端のカルボキシル基を

ジシクロヘキシルカルボジイミドとヒドロキシスクシンイ ミドを用いて活性化 し、パパインの

アミノ基と反応 させ、アミド結合を介 してパパインにMPCポ リマーを修飾 した。そ して、40℃

pH6.10の 条件下で、MPC修 飾パパインの活性を評価 した(Figure 4)。MPCポ リマーを修飾

したパパインは40℃ という高温においても、75％ の活性を4週 間以上維持 しつづけた。MPC

ポリマーをパパインに修飾することにより自己消化を抑制 し、二次構造の変化を起こさないこ

と(CD測 定)も確認 された。また、修飾ポ リマーの分子量の増加により修飾酵素の安定性は減

少したが、修飾率を減少させると修飾酵素の安定性の減少は抑制 された。
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