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研究成果の概要（和文）：本研究では、分子量・分子量分布・分子構造が限りなく均一なペプチド結合性の多官能性高
分子（モノクローナルプラスチック抗体）を調製する方法を確立する事を目的とした。始めにリビングラジカル重合法
により多官能性の高分子ライブラリーを調製し、標的ペプチドであるメリチンと相互作用する為に最低限必要な官能基
の数および種類を特定した。次にアフィニテイー精製法によりメリチンと強く結合する構造を有する高分子のみを分離
できる事を明らかにした。最後に、ブロック共重合体ライブラリーを調製し、メリチンと強く結合する配列を有する高
分子を同定した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we aimed to establish procedures to prepare uniform polymer liga
nds that interact with target peptide. We first identified the minimum number and combination of functiona
l group on the polymer ligands to capture target peptide melittin. We next showed that polymers with stron
g affinity to melittin can be isolated by affinity purification procedure. As a final step, library of blo
ck copolymers were prepared and optimum sequence to capture melittin was assigned.
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１．研究開始当初の背景 

（１）分子認識高分子材料の開発 

 抗体と同等の標的分子認識能を有する合成
ナノ材料を調製することができれば、安価で
安定な新規の分指標的材料として様々な応用
が期待される。合成高分子から成る分子認識
材料開発の歴史は古く、1970年代には低分子
化合物を鋳型として高分子材料内に標的認識
サイトを埋め込む分子インプリント重合法が
提案されている。2000年代に入るといくつか
のグループが分子インプリト法のターゲット
を低分子化合物からペプチド等の生体高分子
に拡張した。一方、分子インプリント重合を
行わなくても機能性モノマーの組合せと含量
比を最適化する事でターゲット分子を多点認
識する多官能性の水溶性高分子やハイドロゲ
ルを合成できる事も示されている。 

（２）プラスチック抗体の開発と医薬応用 

 我々は近年、モノマー最適化法をナノサイ
ズの高分子微粒子に適用し、特定の生体高分
子（毒ペプチド；メリチン）を大容量で吸着
する材料を開発した。このナノ粒子は、沢山
のペプチド結合サイトを持つが、それぞれの
結合サイトのペプチドとの結合力がそれほど
強くないという課題があった。そこで申請者
は、モノマー最適化法と分子インプリント法
を組合せる事で抗体同様の結合容量と結合強
度を併持ったナノ粒子“プラスチック抗体”
を合成した。このプラスチック抗体は抗体と
同等のサイズで水中で安定なため、動物に静
脈注射可能であり動物体内でも標的ペプチド
を認識、結合し、その機能を中和できる事を
見いだした。 

（３）ナノ粒子のアフィニティー精製 

 ペプチド認識ナノ粒子の重合に用いられ
たフリーラジカル重合法は簡便な一工程反
応で、安価に大量の材料を合成できる。しか
し、開始、成長、停止反応が溶液内で同時に
起こるため、合成される高分子の分子量や分
子構造を制御するのが難しい。よって、ナノ
粒子は様々な分子量、構造の混合物で、ペプ
チド認識サイトの結合定数も不均一である。
多様な結合能を持つナノ粒子の中から均一
な結合力を持つナノ粒子を単離するために、
筆者は、タンパク質のアフィニティー精製法
を合成ナノ粒子に適用できる事を見いだし
た。 

 
２．研究の目的 

 以上の様に、モノマー最適化法、分子イン
プリント法とアフィニティー精製法の組合
せで医薬応用可能なナノ粒子を合成できる。

しかし、アフィニティー精製で単離したナノ
粒子も、フリーラジカル法で重合される限り、
分子量や分子構造が不均一であった。そこで
本研究は、フリーラジカル法からリビングラ
ジカル法へ重合法を変更して、分子量/分
布・分子構造と分子認識能限りなく均一なモ
ノクローナルプラスチック抗体を調製する
方法を確立することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

（１）リビング重合ライブラリー合成と評価 

リビング重合法により多官能性の高分子ラ
イブラリーを調製し、標的ペプチドであるメ
リチンとの相互作用を解析する。 

（２）多官能性高分子の最小化 

標的ペプチドと相互作用する為に最小限必
要な官能基の種類、官能基数および分子量を
特定する。 

（３）ブロック共重合ライブラリ合成と評価 

リビング重合法によりメリチンとの結合に
最小限必要な官能基および分子量を有する
高分子をブロック共重合し、メリチンとの相
互作用を解析する。 

（４）多官能性高分子のアフィニテイー精製 

メリチンと相互作用する高分子をアフィニ
テイー精製し、分子量、配列、分子認識能が
できる限り均一な高分子を単離する。 

 

４．研究成果 

（１）初年度 

 メリチンと結合する合成高分子ナノ粒子の
設計法を再検討し、負電荷を有するアクリル
酸（AAc）と疎水性を有するt-ブチルアクリル
アミド（TBAm）を共重合したN-イソプロリル
アクリルアミド（NIPAm）ナノ粒子がメリチン
を静電的および疎水性相互作用により多点で
結合することを証明した。さらに、両モノマ
ーの共重合比を変化させたナノ粒子ライブラ
リーを調製し、モノマーの含有量とメリチン
の結合容量および結合定数の相関を明らかに
した。 

 さらにここで得られた情報を基に、AACと
TBAmをNIPAmと共に共重合した分子量分散の
小さい高分子の合成法を検討し、連鎖移動剤
を用いた紫外線開始重合により分子量分散が
比較的小さい共重合を得ることが出来ること
を明らかにした。本重合法によりポリNIPAm
を主原料とした分子量分散の狭い多官能性高
分子のライブラリーを調製した。初めに
1000merと300merのライブラリーを構築し、メ
リチンを標的分子として、多官能性高分子と



の相互作用をスクリーニングしたところ、疎
水性の強いTBAmと負電荷を有するAAcの両方
を有する高分子だけがメリチンと相互作用す
ることが明らかになった。また、メリチンの
相対的結合容量は、分子量に依らず機能性モ
ノマーの共重合比に依存することがわかった。
この結果は、ナノ粒子の結果と一致した。し
かし、高分子の単位質量あたりの結合容量は
ナノ粒子の結合容量よりも大きいことがわか
った。これはナノ粒子に比べ高分子鎖内の立
体障害が少ないためだと考えられた。 

（２）二年度 

 メリチンと相互作用する事が明らかとなっ
た300merの多官能性高分子溶液の中には、メ
リチンと強く結合する高分子と結合しない高
分子が存在する事を予想し、メリチン固定化
樹脂を用いた多官能性高分子のアフィニテイ
ー精製を行った。バッチ法による精製の結果、
精製前の高分子よりも遥かに相互作用が強い
高分子を単離する事に成功した。また、環境
に応じて蛍光スペクトルが変化するダンシル
基を導入した多官能性高分子をアフィニテイ
ー精製し、精製前と精製後で相転移温度やメ
リチンとの相互作用に伴った高分子構造変化
の挙動が異なる事を明らかにした。 

 次に、可逆的不可解裂連鎖移動重合法（RAFT
重合法）により30merと15merの高分子ライブ
ラリーを調製し、メリチンとの相互作用を調
べた。その結果、1000merや300merの結果と同
様に疎水性の強いTBAmと負電荷を有するAAc
の両方を有する高分子だけがメリチンと相互
作用することが明らかになった。しかし、
1000merや300merの結果と異なりモノマーの
共重合比ではなく、導入数がメリチン結合挙
動に大きな影響を与えると言うことが明らか
になった。また、分子量や官能基数が小さく
なるに従ってメリチンとの結合の強さが劇的
に低下し、メリチンとの相互作用をする為に
は、最低30merの高分子量を有し、アクリル酸
を3mer、TBAmを6mer有している必要があるこ
とがわかった。 

（３）三年度 

 メリチンと相互作用する事が明らかとなっ
た30merの多官能性高分子溶液の中には、メリ
チンと強く結合する高分子と結合しない高分
子が存在する事を予想し、メリチン固定化樹
脂を用いた多官能性高分子のアフィニテイー
クロマトグラフィーを行った。中圧クロマト
グラフィーによる精製の結果、温度変化をト
リガーとすると再現性よくメリチン高結合性
の高分子を溶出できる事が明らかになった。
また、精製前後の高分子をNMRにより分析した
ところ精製前後で高分子の分子量や官能基組

成に変化がないことを明らかにした。以上の
結果から、アフィニテイークロマトグラフィ
ーにより30merのランダム共重合体の中から
メリチンと強く相互作用する配列や立体構造
を有する高分子を単離できたことがわかった。 

 次に、多官能性高分子が有する配列の多様
性を低減する為に、RAFT重合法によりブロッ
ク共重合体のライブラリーを作成した。官能
基組成としては30merのランダム共重合体の
分析で明らかになったメリチンと相互作用す
るために必要な最小限の官能基数（アクリル
酸3mer、TBAm6mer）を導入した。ブロック共
重合体とランダム共重合体のメリチン結合能
を比較したところ、アクリル酸3merのブロッ
クあるいはTBAm6merのブロックを有する高分
子であれば分子量が9merと小さくてもメリチ
ンと強く相互作用することがわかった。また、
アクリル酸ブロックやTBAmブロック、NIPAm
ブロックの順を変えるとメリチンとの相互作
用の強さは変化する事が明らかになった。以
上よりアクリル酸3mer、TBAm6merを有する
9merのジブロック共重合体がメリチンと強く
相互作用し配列がほぼ均一な高分子リガンド
として同定された。 

 

図１ a.本研究で用いたモノマー。b.本研究で用いた連鎖
移動剤。c.本研究で合成した多官能性高分子ライブラリ
ーの模式図。d.最終的に得られたメリチン結合性高分子
とメリチンとの相互作用模式図。 
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