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研究成果の概要（和文）：ポリエチレングリコール（PEG）に対するPEG特異抗体はPEGによって誘導される抗体
であるが、PEG自身に特異的に結合はされない。このPEG特異抗体の結合はPEG誘導体に疎水性部が存在すると、
その非特異的相互作用を効果的に利用し、結合を示す。一方、PEG鎖に親水性アニオンが存在するとPEG特異抗体
との結合が起こりにくいことを見出した。PEG特異抗体との結合を抑制する親水性アニオンを中間種にもつトリ
ブロックコポリマーを作製し、PEGに対する免疫原性を評価した。中間種としてのポリアニオン鎖長に依存して
PEGに対する免疫原性は異なり、十分なポリアニオン鎖長が免疫原性を低減させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Poly(ethylene glycol) is one of the most useful synthetic polymers for 
biopharmaceutics. As well as protein PEGylation, nano-sized drug carriers (nanomedicines) use PEG 
for surface coverages to escape bindings from serum proteins. As a result of PEGylation on the 
surfaces, PEGylated nanomedicines exhibit long blood circulation characteristics. However, IgM 
antibodies against PEG (anti-PEG IgM) have been found in PEGylated nanomedicine, such as 
PEG-liposome- and PEGylated micelle-injected animals. We have found that anti-PEG IgM does not bind 
to the PEG chain, but bind to PEG-conjugates. This unique characteristic of anti-PEG antibodies may 
be a key to suppress antibody responses against PEG, therefore, we synthesized a series of new 
PEG-triblock copolymer possessing polyanion between a PEG and a hydrophobic block to reduce anti-PEG
 Ab responses. Reduction of anti-PEG Ab responses have been observed in a polyanion-chain-length 
dependent manner. 

研究分野：高分子化学

キーワード： ポリエチレングリコール　免疫原性　特異IgM抗体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ポリエチレングリコール（PEG）は汎用性の高い高分子である。特に、医薬品としてのPEGはその水和効果によっ
て、タンパク質やドラッグキャリアの血中半減期の向上やタンパク質の免疫原性の低減など、医薬品にとっての
PEG化はゴールデンスタンダードであり、非常に有効な手段であることが知られている。しかしながら、近年、
PEGに対する抗体（PEG特異抗体）が薬物キャリアによって産生されることが知られている。本研究は、PEGを用
いながらPEGに対する特異抗体が抑制される新たなPEG分子を設計し、作製されたPEG分子を有する薬物キャリア
が免疫原性を低減することを立証した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

(1) 薬物キャリアの一つである高分子ミセルは大きさ 10-100nmであり、内核と外殻という異なる
性質を示す 2 層構造を有している。一般に、内核層には治療薬から診断薬といった様々な薬物封
入が可能であり、かつ薬物は外界との相互作用を親水性外殻によって守られている。この 2 つの
異なる性質によって封入された薬物の薬物動態は適切に制御されている。薬物キャリアの特徴は
親水性外殻の性質に依存するところが大きく、一般には生体親和性に優れたポリエチレングリコ
ール（PEG）が用いられている。PEGは水溶性が高く、かつ有機溶媒にも溶けることから、取り扱
いが容易である。また、生体親和性に優れ、無毒であることが知られており、多くの医薬品・食品
等に用いられている。PEG 化されたたんぱく質は、そのたんぱく質の免疫原性が非常に低減され
ることから、現在、10種以上の PEG化たんぱく質製剤が認可されている。一方で、PEGを用いた
ことで PEGに対する免疫応答の問題が、近年、注目されるようになってきた。元々、PEGは免疫
原性が低く、無毒であることから使用されていたにも関わらず、PEGに対する抗 PEG抗体産生が
報告されたためである。 

(2) 申請者らは PEGに対する抗体（抗 PEG抗体）が PEG鎖に強く結合することができない抗体
であることを報告していた。即ち、抗 PEG抗体は、PEG誘導体の投与によって抗体価があがる抗
体として PEG特異的でありながら、PEG鎖に結合しない抗体であるため、PEGは、一般に言われ
る、抗原としての性質を示さない。この一見、合判する性質は、 

1) PEG鎖自身には強い相互作用を示す化学構造がないこと、 
2) 反発する性質（荷電、立体障害）も少ないこと、 
の 2 つの性質によって互いの分子同士が容易に近づくことのできる性質を PEG が示し、加えて、 

3) PEG 脂質のように、PEG 近傍に脂質のような非特異的に強く働く疎水性相互作用を利用し
てしまうこと 
以上の点を明らかにしてきた。このような非特異的相互作用が生体中において利用されることを
理解すれば、PEG を介した結合を抑える分子設計により、抗 PEG 抗体を産生させない PEG 薬物
キャリアが達成されると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、上記に示したように、PEG の免疫原性は PEG による「特異性」とその近傍
の「結合性」部分によって成立する。即ち、PEG の免疫原性からみれば、いわゆる抗原の本質
的な意味は「特異性」と「結合性」の両要素が近傍に存在することにある。この 2つの要素によ
り免疫応答・抑制が決定されるという概念に基づき、本研究は新たな PEG-ブロック共重合体を
提案し、PEG 免疫応答の抑制制御を行う。即ち、PEG-ブロック共重合体の「特異性」と「結合
性」の距離的解離を基盤とし、PEG に対する免疫原性を抑制を検討する。これにより PEG 免疫
原性問題の根本的解決を目的とし、PEG 製剤開発に大きく貢献する。 

 
３．研究の方法 
1) 新たな PEG-ブロック共重合体の合成 
 始めに、PEG-NH2を高分子重合開始剤として鎖長が制御された 3 種類のブロックコポリマー
PEG-b-poly(benzyl L-aspartate) block copolymer (PEG-PBLA)を合成した。重合の際に、BLA 鎖を
10~90の間で 3段階合成することを目指し、重合を行った。重合後、再沈殿精製から得られた白
色粉末を 1H NMRにて構造解析を行い、重合度を決定した。次に、得られた PEG-PBLAの末端
NH2から再重合を行い、PEG-PBLA-b-poly(L-phenylalanine) (PEG-PBLA-PPhe)を合成した。フェニ
ルアラニンは疎水性が高いため、トリブロック共重合体の水溶性を考慮して、重合数を 15~50に
設定し、合成を行った。PEG-PBLAと同様に、1H NMRにて構造解析を行い、重合度を決定した。
得られたトリブロック共重合体をアルカリ存在下において、PBLA ユニットの加水分解を行い、
PEG-b-poly(aspartic acid)-b-P(Phe) (PEG-P(Asp)-PPhe)を合成した。完全な加水分解の進行を重
DMSO中の 1H NMRにて確認し、構造、及び重合数を決定した。得られた 3種類の PEG-P(Asp)-
PPheは生理食塩水中で自己会合させミセル化し、その会合挙動を動的光散乱法(DLS)によって評
価した。 
 
2) PEG-ブロック共重合体の生体安定性評価 
 3 種類の得られた PEG-P(Asp)-PPhe のアスパラギン鎖の一部のカルボキシル基を活性化し、
AlexaFluor647 にて蛍光標識化し、PEG-P(Asp)-PPhe-Alexa647 を作製し、自己会合を形成させた
AlexaFlor647 標識化ミセルを作製した。作製した PEG-P(Asp)-PPhe-Alexa647 ミセルをマウス美
静脈より投与し、0―24時間まで経時的に採血を行い、血液中の PEG-P(Asp)-PPhe-Alexa647濃度
を評価した。 
 
3) PEG-ブロック共重合体の免疫原性評価 
 得られた 3種類の PEG-P(Asp)-P(Phe)を各投与量（0.001, 0.01, 0.1, 1.0 mg/kg, n=3）にてマウス
尾静脈より投与し、7 日後に採血をし、得られた血清中の IgM 抗体を Enzyme-Linked Immuno 
Sorbent Assay（ELISA）法によって評価した。3種の PEG-P(Asp)-PPhe とともに、ポジティブコ



ントロールとして抗 PEG IgM抗体産生の最適化がなされている P(Asp)鎖を有さない PEG-PBLA
を用いた。ELISAにおいては PEG-PBLAをプレート上にコーティングし、コートされた PEG上
への抗体結合を確認する直接法によって評価を行った。 
 
４．研究成果 
1)  PEG-ブロック共重合体の合成結果、及び水中会合挙動の評価 
 得られた 3種類の PEG-P(Asp)-P(Phe)を生理食塩水中で自己会合させ、その会合挙動を動的光
散乱法(DLS)によって評価した。表 1に示すように、疎水性の高いフェニルアラニンの重合度が
高くなることで、粒子サイズは大きくなる傾向が得られた。 
 

表 1. PEG-P(Asp)-P(Phe)の各重合度と会合における粒子サイズ 

Run ポリマー Asp鎖 
/N 

Phe鎖 
/N 

粒子サイズ 
/nm 

1 PEG-P(Asp)-PPhe 13 17 60 

2 PEG-P(Asp)-PPhe 39 32 103 

3 PEG-P(Asp)-PPhe 87 43 118 

Ref PEG-PBLA 0 31 
(BLA鎖) 

90 

 
2)  PEG-ブロック共重合体の血液中安定評価及び AUC 

3 種類の PEG-P(Asp)-P(Phe)の血液中における安定性評価を行った。Run1 から Run3 における
3種類ともに PEGの効果による長期滞留性を示した（図 1）。血中濃度の経時変化から得られた
AUCの比較を行った（図 2）。その結果、Run1が最も安定に存在できることが明らかとなった
が、Run2、Run3も十分に長い血中滞留性を示した。これまでに、PEGの免疫原性が示された PEG-
疎水性ブロックコポリマーからなる高分子ミセル（1600 g/mLhr）と同等の AUCであった。 
 

   
図 1 PEG-P(Asp)-P(Phe)の血中濃度の変化 図 2  PEG-P(Asp)-P(Phe)の AUC 
 
2)  PEG-ブロック共重合体の免疫原性評価 
 3種類の PEG-P(Asp)-P(Phe)を各投与量（0.001, 0.01, 0.1, 1.0 mg/kg, n=3）にて得られた血清中の
抗 PEG IgM抗体を ELISAにて評価した。抗 PEG IgM抗体産生に最適化しており、ポジティブ
コントロールとして用いた PEG-PBLAは 0.01mg/kgで投与した。3種の PEG-P(Asp)-P(Phe)にお
いて、抗 PEG IgM抗体産生に P(Asp)鎖の影響が現れた。即ち、P(Asp)鎖長の観点からすれば、
ポジティブコントロールとして用いた PEG-PBLAは P(Asp)鎖長がなく、免疫原性が最も高く顕
著に抗 PEG IgM抗体を産生し、次に、P(Asp)鎖が 13ユニットと短い鎖長を有する PEG-P(Asp)-
PPhe はわずかに低い免疫原性を示す傾向にみえるが同等といえる。一方、P(Asp)鎖を長くした
39、87ユニット有する PEG-P(Asp)-PPheは今回の投与範囲において、抗 PEG IgM抗体産生が十
分低く抑えられていることが明らかとなった。 
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図 3 PEG-P(Asp)-P(Phe)の抗 PEG IgM抗体産生評価 
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