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研究成果の概要（和文）：vinylmethylether-maleic acid copolymer(VEMA)の側鎖に上限臨界溶液温度（UCST）
をもつポリスルホベタインメタクリレート（PSBMA）を伸長させたグラフト高分子を合成し、その温度応答性に
おけるPSBMA側鎖のグラフト密度や鎖長の影響を明らかにした。適当な条件で合成されたPSBMA-g-VEMAでは、
UCST未満でVEMACを外層する高分子ミセル様粒子の形成が確認された。本ミセル様粒子表面に固定化したトリプ
シンでは、UCSTより高い温度の溶解状態で触媒活性を示し、系の冷却により不溶性粒子として回収可能であっ
た。また、再利用も可能であった。

研究成果の概要（英文）：We synthesized a thermoresponsive graft-copolymer consisting of 
vinylmethylether-maleic acid copolymer(VEMA) backbone and UCST-type thermoresponsive poly
(sulfobetaine methacrylate)(PSBMA) side chains. The UCST of the graft copolymers was influenced by 
the grafting and polymerization degree of the PSBMA side chains. Below the UCST, the 
graft-copolymers formed micelle-like aggregates with a PSBMA core and a VEMAC outer layer. Trypsin 
as a model enzyme was successfully immobilized onto the aggregates via a multi-point attachment with
 VEMA. The resultant trypsin-immobilized particles are then in solution for use above the UCST. 
Furthermore, by lowering the solution temperature below the UCST, the conjugates can be easily 
collected from the reaction mixture as precipitates to use again.

研究分野：高分子バイオマテリアル

キーワード： 高分子-酵素複合体　バイオコンジュゲーション　温度応答性高分子　原子移動ラジカル重合

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した温度応答性グラフトコポリマーは、酵素の安定性に適した低温環境では親水性の
vinylmethylether-maleic acid copolymer(VEMA)を表面とする100-200 nmの高分子ミセル様粒子を形成し、多く
の酵素活性に適した37℃付近では均一な溶液状態となる。このような温度に応答する溶解特性を持つグラフトコ
ポリマーで修飾された酵素は、反応効率に優れる均一系での使用が可能であり、また、酵素活性の低下を抑制す
る低温では不溶性粒子として反応系から回収可能である。本研究成果は高価、希少な有用酵素を有効活用するた
めの酵素機能化法として有益な知見を提供するものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質医薬品の体内動態改善にポリエチレングリコール（PEG）によるタンパク質の修飾
（PEG化）の有効性が明らかにされている。一方、タンパク質には複数のPEG結合部位があり、
現状、非特異的なPEG化が実施されている。これは、タンパク質医薬品の物性および活性の不均
一性の原因となる。しかしながら、位置特異的および効率的なタンパク質のPEG化は、現状、汎
用的な方法が確立されていない。 
タンパク質の位置特異的な修飾方法の一つとして、酵素の基質特異性を活用した方法がある。
たとえば、transglutaminaseは、タンパク質のGlnのアミノカルボニル基とLysのアミノ基を連結す
る架橋反応を触媒するが、特に、微生物由来のTGase（mTGase）は、タンパク質中のLysに限ら
ず、様々な一級アミン誘導体との反応も触媒するので、末端にアミノ基を導入したPEGを用いて、
タンパク質のPEG化に利用可能である。一方、酵素を利用したタンパク質のPEG化においても、
タンパク質に複数の酵素の認識部位がある場合、均一な修飾が困難となる場合がある。多くの有
用タンパク質が医薬品候補物質として見出されている中、高分子による修飾は、その血中安定性
および保存安定性の改善に有益である。そして、その活性発現や品質管理の観点からタンパク質
の効率的で位置特異的な高分子修飾法の開発が望まれる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、元来基質特異性の高い酵素に高分子修飾を施すことで、高分子により基質の酵素活
性部位へのアクセシビリティを制御し、効率的かつ位置特異的なタンパク質のPEG化法を開発す
るための基盤研究である。その実現のため、本研究では、特に酵素の修飾に用いる機能性高分子
の開発に焦点を置いた。酵素修飾用の機能性高分子のデザインコンセプトは次の通りである。 
①酵素の活性への影響を最小限にする 
②酵素の安定性を改善できる 
③酵素を反応系から回収可能とする 
④修飾高分子により基質の酵素活性部位へのアクセシビリティが制御できる 
①および②を達成することを目的に、酵素の安定性改善に実績のあるvinylmethylether-maleic 

acid copolymer (VEMA)を基幹高分子として選択し、酵素との結合点に利用した。① また、③を
達成するために、VEMA側鎖に上限臨界溶液温度（UCST）をもち、かつ、溶液状態では、高い
水溶性を示し生体適合性にも優れるpoly(sulfobetaine methacrylate)をVEMA側鎖に導入したグラ
フト共重合体とすることで、酵素の至適温度では、溶液状態であり、使用後、反応系をUCST未
満の低温とすることで、不溶化した高分子とともに酵素を回収できる系を考えた。そして、④に
ついては、グラフトコポリマーを合成する際、原子移動ラジカル重合（ATRP）法を用いること
で、VEMAから鎖長を制御し
つつPSBMAを伸長させるこ
ととした。実施した高分子の
合成スキームを図1に示す。 
 当初、mTGaseに上記の高分
子修飾を施し、タンパク質医
薬品のPEG化適用について検
討する予定であったが、研究
期間内に十分な結果を得る
ことが出来なかったため、モ
デル酵素として、トリプシン
を本高分子で修飾した際の
機能性付与について報告す
る。 
 
３．研究の方法 
（１）VEMA側鎖への PSBMAの導入（PSBMA-g-VEMAの合成）（図１） 
 市販品の vinylmethylether-maleic anhydride copolymer は、無水マレイン酸の一部が加水分解し
ているため、100℃にて減圧乾燥し、赤外線吸収スペクトルにより、カルボキシル基が脱水縮合
したことを確認して用いた。 
 VEMA 側鎖に導入する ATRP 開始剤となる N-(2-Aminoethyl)-2-bromo-2-methylpropanamide
（AEBPA）は、Liu らの報告に従って合成した。② AEBPA 修飾 VEMA（Initiator-VEMA）は、
triethylamine 存在下アセトン中、VEMA と AEBPA を種々の比率で反応させることで、様々な
AEBPA導入率を持つ Initiator-VEMAを合成した。なお、AEBPA導入率は¹H-NMRにより決定し
た。 

Initiator-VEMA を開始剤として、図１の条件にて[2-(Methacryloyloxy)ethyl] dimethyl-(3-sulfo-
propyl) ammonium hydroxide (SBMA)の ATRP を実施し、PSBMA-g-VEMA を合成した。なお、

図１ PSBMA-g-VEMAの合成
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PSBMAグラフト鎖長は ATRP時間により制御した。また、VEMA側鎖での PSBMAの平均重合
度は、¹H-NMRにより決定した。 
（２）PSBMA-g-VEMAの物性評価 

50 mM リン酸緩衝液（pH 8）を用い、10 mg/mLの PSBMA-g-VEMA溶液を調製し、種々の温
度での 500 nmの光透過性から、PSBMA-g-VEMAの上限臨界溶液温度（UCST）を決定した。 

UCSTを示した PSBMA-g-VEMAについては、Zetasizer nano ZS（malvern Panalytical社）を用
い、5 ℃でのコロイド粒子の粒度分布および表面電荷を測定した。 
（３）PSBMA-g-VEMA修飾トリプシンの合成 
 UCSTを示した PSBMA-g-VEMAを 50 mM リン酸緩衝液（pH 8）に溶解させ、4 ℃に冷却し
てコロイド溶液とした。コロイド粒子表面の VEMA 由来のカルボキシル基を縮合試薬 4-(4,6-
dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chloride（DMT-MM）で活性化後、0.5 mg/mLの
トリプシン溶液を添加し、4 ℃にて 24時間インキュベートした。トリプシン固定化粒子を遠心
分離処理を繰り返し、洗浄、回収後、トリプシン濃度が 0.2mg/mLとした溶液を以降の実験に使
用した。トリプシンの酵素活性は、低分子基質として benzoyl-DL-arginine p-nitroanilide HCl
（BAPNA）、高分子基質としてアゾカゼインを用いて測定した。 
４．研究成果 
（１）PSBMA-g-VEMAの物性評価 

PSBMA-g-VEMA の UCST における PSBMA グラフト密度および鎖長の影響を評価する目的
で、種々の PSBMAグラフト密度およびグラフト鎖長を持つ PSBMA-g-VEMAを合成した。その
溶液の可視光透過性を測定した結果を図 2に示す。なお、PSBMA-g-VEMAにおける PSBMAグ
ラフト密度は、Initiator-VEMA における VEMA の無水マレイン酸部位への AEBPA 導入率とし
た。各 PSBMA-g-VEMAのグラフト密度およびグラフト鎖長は、G（グラフト密度（%））-P（PSBMA
の平均重合度）として表記した。PSBMA ホモポリマーの UCST が 44.0℃であったのに対し、
PSBMA-g-VEMA では、UCST が低温側にシフトした。また、PSBMA 側鎖のグラフト密度およ
び平均重合度の増加に伴い、UCSTが上昇する傾向が認められた。したがって、PSBMA-g-VEMA
では、PSBMAグラフト密度および鎖長を制御することで、その UCSTを調整できることが示さ
れた。また、トリプシンの至適温度は 37℃付近で
あることから、トリプシンとのコンジュゲート
後、均一の溶液状態で使用可能であると考えた。 
表１は、PSBMA-g-VEMA 溶液の 5℃における
コロイド粒子の粒子径およびゼータ電位測定結
果を、図２より決定した UCSTとともににまとめ
たものである。ゼータ電位はマイナスの値を示し
ており、これらのコロイド粒子は、VEMAを表面
に配していることが示唆された。また、評価した
PSBMA-g-VEMAのうち、G15-P58、G15-71、G25-
P39 および G45-P3 については、比較的多分散度
が小さく、130-230nmのコロイド粒子であった。
また、5 ℃において、安定なコロイド溶液を維持
することが確認されたため、これらを酵素固定化
に利用した。 

（２）PSBMA-g-VEMA修飾トリプシンの活性評価 
基質に BAPNAを用いて、酵素活性の温度依存性を評価した結果を図３に示す。なお、いずれ
の PSBMA-g-VEMA 修飾トリプシン溶液も 30℃以上において、500nm の可視光を 100％透過す
ることを確認しており、均一な溶液状態として溶解していることが示唆された。いずれの
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図２ PSBMA-g-VEMAの温度応答性

*Measurement at 5 ºC, **PDI : Polydispersity index

polymer UCST (ºC)* ζ-potential (mV)* diameter (nm)* PDI*,**

PSBMA homopolymer 44.0 ― ― ―

G15-P31 19.0 -17.8 ― ―

G15-P58 24.5 -15.3 136.2 0.212

G15-P71 26.0 -14.0 189.5 0.093

G25-P39 20.6 -10.3 153.5 0.160

G25-P57 29.6 -13.3 ― ―

G25-P71 38.0 -10.5 ― ―

G45-P33 27.4 -16.8 223.0 0.216

G45-P55 32.2 -12.3 ― ―

G45-P71 43.0 -10.4 ― ―

表１ PSBMA-g-VEMAのUCSTおよび粒子物性



PSBMA-g-VEMA 修飾トリプシンにおいても最大
活性を示す温度が未修飾トリプシンより高温側に
シフトしており、また活性値が増大した。これら
は、VEMA 修飾トリプシンと同様の結果であり、
トリプシン 1分子が多点で VEMAと結合している
こと、そして、トリプシンの自己消化が強く抑制さ
れていることが示唆された。①  
高分子基質であるアゾカゼインを用いた酵素活
性の測定結果を図４に示す。なお、未修飾トリプシ
ンは 37℃、および、高分子修飾トリプシンは、50 ℃
での活性測定結果を示している。未修飾トリプシ
ンと比較して、VEMA 修飾トリプシンでは大幅に
活性が低下しているのに対し、PSBMA-g-VEMA修
飾トリプシンについては、37 ℃でのトリプシン活
性と同等の活性が認められた。この結果は、
PSBMA-g-VEMAによるトリプシン修飾は、
不均一系でPSBMA-g-VEMA粒子表面にトリ
プシンを固定化しているものであり、その結
果、高分子修飾後もトリプシン活性部位への
基質のアクセシビリティがある程度維持さ
れるためと考察している。 
以上の結果より、不均一系での PSBMA-g-

VEMAによる酵素修飾は、酵素の安定性を改
善し、かつ、高分子を基質とする酵素への適
用も可能であると期待される。 
活性評価後のPSBMA-g-VEMA修飾トリプ
シンについて、反応系を 5 ℃に冷却後、不溶
性成分として回収、再利用についても検討し
た。その結果、回収成分は 5回の再利用まで酵素活性を保持していた。一方、回収率が使用毎に
大きく低下した。この結果については、使用後、反応系を冷却しても、一部は、凝集せず、溶液
の相に分布しているためと考えている。 
（３）mTGaseへの適用 
トリプシンで確立した条件をmTGaseの修飾にも適用し、PSBMA-g-VEMA修飾mTGaseを調製
した。その酵素活性を評価したところ、低分子基質であるbenzyloxy-carbonyl-L-glutaminylglycine
およびhydroxamineを用いた酵素活性評価系においても大幅な活性の低下が確認された。その結
果を踏まえ、使用するPSBMA-g-VEMAの最適化およびmTGaseの高分子修飾条件について、現在、
最適化している。 
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図３ PSBMA-g-VEMA修飾トリプシンの
酵素活性の温度依存性
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