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研究成果の概要（和文）：医薬品として有望なタンパク質などの高分子化合物にPEG (Mw 5-40 kDa) を結合すると、抗
原性の消失，血中安定性の向上などが期待できるため、多くの研究があるが、これらPEG化合物の体内動態を非侵襲的
に解析する方法がなかった。本研究で、PEG鎖の端を蛍光物質や[18F]Fなどで標識したPEG化ペプチドの合成法を開発し
た。また、本法で合成した標識PEG化ペプチドの体内動態をリアルタイムで観察することができ、本法の実用性が実証
された。

研究成果の概要（英文）：The covalent attachment of poly(ethylene glycol) (PEG) with an average molecular 
weight (Mw) of 5-40 kDa to a drug or a therapeutic protein, called PEGylation, is a common strategy to 
evade the host immune system, to enhance its stability in blood, etc. In this study, we have developed a 
synthetic method of PEGylated peptides, possessing a fluorescent moiety at one end of the PEG chain, 
which enabled noninvasive whole-body trafficking of such molecules in living rats.

研究分野：医薬化学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質などの高分子化合物を医薬品
として開発する際に，平均分子量 5～40 kDa
のポリエチレングリコール（PEG）で修飾す
る研究が盛んに行われている。毒性や免疫原
性が低い PEGを高分子化合物に結合すると，
抗原性や免疫原性の消失，血中安定性や水溶
性の向上，血中滞留時間の延長などが期待さ
れる。すでに 10余種の PEG化タンパク質性
医薬品や PEG 化核酸医薬品が市販されてい
るが，過去に開発中止となった医薬品候補化
合物が PEG 修飾によって従来と異なる体内
動態を示す可能性もあり，PEG修飾は医薬品
開発における重要な研究分野の 1つである。 
一方，今日の創薬研究において，臨床試験
段階で新薬候補化合物の約 90%が脱落して
いる。これは動物とヒトとの種差による体内
動態の違いが主原因の１つになっている。こ
の問題を解決すべく，第Ⅰ相臨床試験に入る
前に，ヒトでの体内動態を極低用量で検証す
る「マイクロドーズ臨床試験」が本邦におい
ても実施されつつある。しかし，前述した
PEG 化医薬品の体内動態をリアルタイムで
非侵襲的に解析する方法は未だ報告されて
いない。 
薬物の体内動態を高感度で解析ができる
有効な手段の１つとして，対象化合物に
[18F]Fを導入しポジトロン断層法 (PET)で検
出する方法がある。[18F]Fの半減期が 110分
と短いために，[18F]Fを対象化合物に迅速に
導入する合成技術が必要となる。その基礎研
究として，Contiらの[18F]F-PEG (Mw 3 kDa) 
を結合したペプチド(Eur. J. Nucl. Med. Mol. 
Imaging, 2004, 31, 1081-1089)と，著者らの
[18F]F-PEG (Mw 2 kDa, 10 kDa) (Mol. 
Pharmaceutics, 2011, 8, 302-308; Mol. 
Pharmaceutics, 2013, 10, 2261-2269)（いずれも
PET を用いた体内動態解析）の報告がある。
これらの研究を更に進める為には，より長鎖
の PEG が種々のペプチドに結合した化合物
に於いて，[18F]F導入を可能にする合成法を
開発する必要があった。しかし，ペプチドは
熱に不安定で，かつ多様な極性官能基を有す
ること，PEG鎖が長くなるほど反応性が低下
すること，フッ素アニオンの乏しい求核性な
どが原因して，上記の要件を満たす合成法は
未だ無い。 

 
 
 
 
 

２．研究の目的 
PEG 化医薬品候補化合物のマイクロドー
ズ臨床試験に資する，長鎖 PEG化ペプチドの
[18F]F標識化法を開発する。 
 
 
 
３．研究の方法 
長鎖 PEGは水溶性で，高極性，高分子量で
あるため，合成と精製のどちらも困難である。
さらに，求核性が弱いフッ素アニオンを長鎖
PEG に短時間で結合するためには 80℃以上
に加熱する必要があることが，著者らの以前
の研究 (Mol. Pharmaceutics, 2011, 8, 302-308) 
から分かっている。しかし，熱に不安定なペ
プチドが結合した PEG を加熱条件は適用で
きない。このジレンマを解決する方法として，
クリック化学（Huisgen 反応）を活用する合
成法 (Scheme 1) を考案した。すなわち，標
識部位とアジド基を各末端に有する PEG (1) 
と，ペプチドが結合したシクロオクチン誘導
体 (2) を別々に調製し，銅触媒を用いない温
和な条件下での Huisgen 反応によって，両者
を短時間で連結して目的化合物 (3) を合成
するというアイデアである。本法は，フッ素
化による 1の合成に高温条件が適用できるこ
と特長である。また，3 の PEG 中央部に
Huisgen 反応連結部を配置することで，この
連結部分が 3の動態に及ぼす影響を軽減でき
る利点もある。 
また，放射性同位元素[18F]Fを導入する実
験は，特殊な設備を必要とするので，[18F]F
の代わりに，安定同位体[19F]Fを用いて種々
の予備実験を行う。同時に，より簡便に動態
解析が出来るように，[18F]Fの代わりに蛍光
物質を結合した PEG 化医薬品候補化合物の
合成も併せて検討する。 
本研究では，PEGを結合するタンパク質の
一例として，がん細胞親和性ペプチド RGDfC
を用いて 3 の合成を行う。 
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４．研究成果 
(1) まず，通常の実験室で取り扱い容易な蛍
光物質 AlexaFluorを標識化剤として用い，全
長 2 kDa の PEG 化 RGDfC 3a (peptide = 
RGDfC) の合成を検討した。すなわち，市販
の PEG から末端にアミノ基とアジド基を有
する化合物を合成し，これに AlexaFluorを結
合したアジ化 PEG 1a を合成した。また，ジ
ベンゾアザシクロオクチンにエチニルマレ
イミドを介して RGDfCを結合した化合物 2a
を合成した。次に 1aと 2aを室温で攪拌した。
本条件下，予期した Huisgen 反応が進行し，
3aが得ることができた。同様にして，RGDfC
の代わりに長鎖アルキル基を結合した 3a’ 
(peptide = S-nC12H25) を対照化合物として合
成した。なお，両親媒性で高極性の PEGを含
む全ての化合物は，取扱いや精製が極めて難
しく，本研究当初は種々の課題に遭遇したが，
NMR や HPLC を駆使した反応追跡，イオン
交換樹脂を用いる非水系後処理等によって
これらの問題を克服することができた。 
 
(2) 合成した 3a と 3a’ を各々ヒト肺がん細
胞を移植したラットの尾静脈から投与し，
AlexaFluorの蛍光によって in vivoイメージン
グした。解析の結果，3a は 3a’ よりも，が
ん細胞に多く集積することがわかった。 
 
(3) [18F]Fが結合した 3 (Mw 4 kDa) 合成の
基礎実験として，安定同位体[19F]Fを用いて
1b (Mw 2 kDa) と 2b (Mw 2 kDa) の Huisgen
反応の条件を種々検討した。その結果，1bと

2b の濃度や反応温度などの条件を適宜選択
することでHuisgen反応が10分間で終了する
ことがわかった。この結果から，より分子量
の大きい PEG にも本法が適用できると考え
ている。 
 
(4) JSTの支援を受けて，上記の標識化され
た PEG 化医薬品候補化合物ならびにその合
成法を PCT出願した。 
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