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Abstract 

In order 句 developa novel bl'O'Od c'Ompatible ma飴rial，zwitteri'Onic p'Olymer， p'Oly(N-E -methacrylamide-L-lysine) 

[p'Oly( E -LysMA)]， was prep訂 'edas f'Oll'Owed.ωN-ε-methacrylamide-N-α・acethyl-vlysinemethylester was 

'Obtained企'Om N-α・acethyl-L-lysinemethylester and methacryl'Oyl chl'Oride.ωthe m'On'Omer was radically 

p'Olymerized with 2，2'-dimethylaz'Obisisobutyrate in abs'Olute ethan'Ol at 60
0

C f'Or 20h.臼:i)After depr'Otec出 gthe 

resulting p'Olymer with NaOHaq， zwitteri'Onic poly( E -LysMA) was neutrized，品alyzedwith cellulose membrane 

against water and企'eeze-driedωgivea white p'Owder. The interacti'On between zwitteri'Onic p'Oly( E -LysMA) 

and b'Ovine serum albumin was als'O examined by畳u'Orescencespec位'Os∞Ipyand using res'Onant mirr'Or 
bi'Osens'Or(IAsys) . 

Key砂'ords; L-lysine / zwitterionic polymer / blood compαtible material / jluorescence宅pecf1・'osc，呼ザ/IAsys I四 onantmI'庁'orbiosensor 

/albumin 

1.緒言

体内に挿入され血管造影などの診断目的に利用されてい

る医療機材カテーテルは，近年，薬剤注入や血管狭窄部の

拡張など血管内治療として先進的な治療に応用が進んでいる.

本技術を支える基盤は生体機能性と生体適合性を両得できる

カテーテル材料および製法である.現在，ポリエチレン，ポリ

ウレタン，ナイロン，テフロンなどの人工ポリマー材料が優れ

た力学的特性や成形加工性あるいは可滅菌性をもつことから，

カテーテルなどの医療用材叫科として利用されている 1-3).一方，

これら材料は生体適合性(抗血栓性)を獲得するため，へ

パリン等生体由来の抗凝固剤が使用されるが，抗凝血作用の

発現には材料表面からの血中への溶出が必要で，しばしば

出血傾向となる副作用を示すの.また，へパリンは血柴タンパ

ク質アンチトロンピンIII(A':百H)との複合体形成によって抗血
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栓性を発現するため，低ATIII血紫では抗凝固能を発現しに

くいなどの問題もある.従って，医療機材としてこれらポリマー

材料をさらに普及・拡大し，先端医療に至る利用を促すには，

適用範囲が広くかっ安全性に優れた安価な生体(血液)適合

性材料の開発が急務とされる 1，2)

材料表面に高し、レベルの抗血栓性を獲得するためには血

柴タンパク質の吸着・変'性の抑制，血小板粘着抑制などの血

液の異物反応を起させない表面の構築が必要で，例えば，細

胞膜の表面を構成する双'性イオン構造をもっ p'Oly[2-(m抽 a-

cryl'Oyl)ethylph'Osph'Orylch'Oline] [p'Oly(l¥在PC)]は血柴タンパク

質の吸着・変性を抑制する等の生体膜類似機能を示し，

p'Oly(MPC)で表面改賞された材料は優れた血液適合性を示

すことが報告された均.一方， p'Oly仏1PC)の双性イオン構造

に類似し，イオンの結合・解離が可能な両性イオン構造をもっ
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ポリマー材料にも同様な血液適合性が期待されることから，両

性イオン構造のアミノ酸 L-Serine を修飾した

poly( Omethacryloyl-L-serine] [poly(SerMA)]が調製され

た.両性イオン構造のSerMAを一成分とするコポリマーは，

血柴タンパク質の吸着抑制のみならず Adenosine-5'-

diphosphateによる血小板凝集を阻害する等の生体親和'性

を示すことを報告している l仏11) さらにpoly(SerMA)はpHに

応答してポリマー側鎖のイオン化状態が変化して鎖全体の正

負荷電が変化する両性電解質ポリマーで，血液の主成分で

吸着により血小板付着を抑制するアルブミンを変性することな

く相互作用することも示された12)

本研究では，両性イオン構造をもっアミノ酸ユニットを担持し

たポリマーの生体適合性に関する研究の一環として

poly(S町MA)の構造類似体で，アミノ酸と重合性官能基との結

合がエステル結合よりも親水性の高いアミド基をもっ poly(品

E -me出制yl叩首de-L・lysine)[poly( E -LysMA)]を新規に調製

し，ウシ血清アルブミン但SA)との相互作用を蛍光分光法なら

びに共鳴ミラー法による生体分子間相互作用解析。Asys)

から検討した.

2. 実験

2-1. 詐喋

Nα-acethyl-L -lysine methylester hydrochloride仏σ

Lys-OMeo HCl;渡辺化学)は市販品をそのまま使用した.メ

タクリル酸クロリド保京化成， b.p. 38
0

C 190 mmHg} は減

圧蒸留して直ちに反応に使用した.重合開始剤 2，

2-dimethylazobisisobuthyrate仏直BE;和光純薬)は石油

エーテノレから再結品して用いた.Ethanol， N，Ndimethyl-

formamide (DMF)， triethylamine (TEA)などの溶媒類

は常法に従って精製したのち使用した.ウシ血、清アルブ、ミン

は (BSA.;SIGMA)は市販品をそのまま使用した.また，

phosphate buffer saline {PBS，ピアース)は市販の調製キ

ッドを超純水に溶解して作製した.

2-2. poly( ε も~S脳)の合成

塩化カルシウム管を備えた還流冷却管および滴下ロートを

備えた 200mLの 4つ口フラスコに Ac-LysMA-OMe

U3mmoU ，TEA (40mmoUを精製DMF120mLに溶解し

た.氷冷下で30mLのDMFに溶解したメタクリル酸クロリド

(20mmoUを約1時聞かけて滴下した後，さらに室温で約 5

時間反応した.生成したトリエチルアミン塩酸塩をろ過後，ろ

液を減圧下に濃縮乾固した.残直に 50mLのヘキサンを加

えて得た白色粉末結晶をろ過，真空乾燥後α・アミノ基および

カルボキシル基が保護されたモノマー，N-α-acethyl-N-ε 

-methacrylamide-L-Lysine methyl ester (Ac-Lys-MA-

OMe)を得た.収率:81.31%. m.p. 70.1-72.5
0

C， [α]D25= 

15.2
0 

.1H NMR (CDCh) 0 (ppm): 1.4 [s， 2H，・CH2・]， 1.6 

[s， 2H， -CH2・]， 1.8 [d， 2H， -CH2・]， 1.9 [s， 3H， -CH3]， 2.0 [s， 

3H， -CH3]， 3.3 [d， 2H，・CH2・]，3.8[s， 3H， -CH3]， 4.5 [s， 1H， 

-CH<]， 5.4 [s， 2H， =CH21， 5.8 [s， 2H， =CH21， 6.1[br， 1H， 

-NH-]， 6.5 [s， 1H，ーCONH-].元素分析:C19N2H34としての

計算値;C : N : H = 57.79% : 8.14% : 10.37%，実測値;C:

N: H = 57.10%: 8.32%: 9.63%. 

次に， Ac-LysMA-OMeU3mmoUと阻BE(0.13mmoU

を15mLの無水エタノールに溶解し， 60
0

Cで20h振り混ぜな

がら重合した.減圧下に溶媒を留去して得た残澄から熱ヘキ

サンを用いて未反応モノマーを抽出したのち，ろ過，真空乾

燥して，白色粉末状のポリマーを得た.得られたポリマーは

2NNaOH水溶液に加えてかき混ぜながら室温で24時間反

応して脱保護した.さらに，ポリマーの等電点付近まで、 0.1N

塩酸で中和した後，アセチルセルロース製透析膜(分画分子

量 3500，Cell-SepTM MWCO: 3500， Membrane 

Filtration Products， Inc.)で超純水を用いて，溺斤外液の

電気伝導度がほぼ超純水の値になるまで14日間溺斤したの

ち，凍結乾燥して白色粉末のpoly(E -LysMA)を得た.

2-3.相転移温度

1wt.%のポリマー水溶液をガラス製キュベット(光路長

10mm)に入れ，温度調整器を備えた紫外可視分光光度計

(Shimadzu製紫外可視分光光度計UV160A)に静置した.

測定は室温付近から 0.5
0

Cづっ昇温させ，各温度で 10min

間保持した後， 600nmの透過率測定から下限臨界共溶温度

(LCST)を求めた.

2・4. 蛍光測定

0.05 wt.%の BSAを含む PBS械にpoly(E -LysMA) 

0.05wt.%のPBS溶液(pH=5.7)を加えたのち，温度調整

器を備えた Shimadzu製蛍光分光光度計RF-1500を用い

て， 37
0

Cで28印加1の励起光による蛍光 (350nm)強度変化

を追跡した.



両性イオン構造のしリジンを側鎖にもつポリメタクリルアミドの調製とアルブミンとの相互作用 9 

2・5. 生体分子間相互作用解析 3. 結果と考察

poly(ε-LysMA)と BSAとの相互作用は共鳴ミラー法を用 8・1.poly( E -LysMA)の調製とキャラクタリゼーション

いる生体分子間相互作用解析装置(IAsys: A盟国.ty poly( E -LysMA)の合成経路をScheme1に示す.α・アミノ

Sensors， Saxon 回11Cambrige， UK)を用いて25
0

Cで検討 基をアセチル基，カルボキシル基をメチルエステルとして保

したゆ.0.1MのNhydroxysu∞inimide(NHS)と0.4Mの

1-ethyl-3-(dimethyl-aminopropyucarbodiimide (EDC)で

カノレボ、キシメチルデ、キストランキュベットのカルボ、キシル基を

活性化した後， 10mMのギ酸緩衝液(pH=5.ω に溶解した

BSA(200μg/ ml)を50μl添加してBSAのN末端による

固定化を行なった.BSA固定化における共鳴角変化から、表

面に約1ng/mm2のBSAを固定化したカノレボ、キシメチルデ、

キストランセンサーを得た.次にLysMAユニットに対して 5，

10， 20， 40mM濃度のpoly(E -LysMA)をBSA固定化キュ

ベット上に加えて，共鳴角の変化を追跡した.相互作用解析

後、 100mMの glycine-HCl (pH = 4.0)溶液を添加して

poly( E -LysMA)を解離させた.結合・解離パラメータは

Fast Fit so氏ware仏伍nitySensors)を用いて求めた.

2-6. 機器分析

元素分析は acetanilide(WAKO)を標準試料として

SiberHenger製 VarioELで測定した.ゲ〉レ浸透クロマトグラ

フィー (GPC)はTOSOHα4000，3000， 2500カラムを用

いて酢酸・酢酸ナトリウム緩衝液(pH= 5.5)を移動相として

polyethyleneglycol換算で分子量を求めた.pHはガラス電

極を用いてMettlerTOLEDOMA235 pH / ionアナライザ

で測定した.比旋光度[α]D25は Jas∞，P-1020を用いて測定

した.

H今o [A] 
[1;3] 

98765432  
o / ppm 
。

HP 

98765432  0 
o / ppm 
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50 

in water. A: Poly(Ac-LysMA-OMe)， B: Poly( εLysMA) 

護したL-Lysineとmethacryloylchlorideを反応してモノマ

ーを得た後，エステル系アゾ開始剤阻BEを用し、てラジカル

重合して収率97.44%で、ポリマーを得た.次に生成ポリマーを

NaOH水提訴夜で、脱保護した.ポリマーのlH-NMRスペクトノレ

(Fig.l)から，メチル基および、アセチル基の保護基に由来する

ピークが脱保護後には消失した.また，脱保護前ポリマーは

水，エタノール，クロロホルム，テトラヒドロフラン， DMF等の

有機溶媒に可溶で、ヘキサンに不溶で、あったが，脱保護後は

水のみに可溶で、あった.脱保護後のポリマ一分子量は

123，000でpH滴定から， poly( E -LysMA)はpH6.6に等電

0.4 

0.3 

。
弘司

ょ0.2
。
同

0.1 

60 120 180 240 300 360 

Time /min 

Fig.4 Tnne vs. Fo・FlForelations in the p悶 enceofpoly( f -LysMA) or 

PEG; Fo釦 dF r，叩'resentthe fluorescence in蜘 sityb出吋 onBSA 

wi血outpol戸nぽ orthat wi血pol戸n民 r白pe到ctivelyin PBS at 37
0

C. 

[Polymぽ]=0.05wr>1O， [BSA]=O.05wr>1O， at pH 5.7，λロ=28仇lfl1.

点をもっ両'性電解質ポリマーであることを認めた(Fig.2). 

poly( E -LysMA)は光学活性をもっ両性イオン構造のポリマ

ーで，遊離アミノ酸と同様に等電点付近で [α]D25が変化す

るpH応答性の光学活性ポリマーであった 1の.なお，脱保護

前のポリメタクリルアミドは水中約 40
0Cで下限臨界共溶温度

(LSCT)を示す温度応答性ポリマーで、あった(Fig.3).

3-2. poly(ε-LysMA)とBSAとの相互作用

生体親和性を認めたpoly(SerMA)はBSAと結合性を示す

両性電解質ポリマーで、あったことからゆ， p卯01)砂刷机yメ外rベ点(心ωS伽q

して繰り返し単位あたりにアミノ:基基とカルボ、キシル基を同時に

含む p卯01砂y(れε-Ly戸r氾sMA必)の BSAとの相互作用を検討した.所

定量のBSAを含むPBS溶;液夜にp卯01吻ly刷yメrバ(E匂 sMA必)を諸糊効日時

の時問と蛍光強度の変化を p卯01刷yメ(E -もLys渇sMA必)無添加

(control)および同濃度の polyethyleneglycol(PEG; Mw: 

5000ω 相生下と比較してFig.4に示す.ここで， FおよびFo

は測定開始から 60min毎に測定した蛍光強度を示す.図か

ら BSA中の芳香族置換基の存在する環境変化を示す

Fo・FlFoは PEG，poly(ε ・LysMA)の添加により増大し，そ

の後ほぼ一定となっている.蛍光強度変化の増大は添加ポリ

マーと BSAが相互作用を示したためと考えられ， PEGよりも

poly( E -LysMA)は BSAとの相互作用が強いと考えられる.

BSAと相互作用をより詳しく検討するため，共鳴ミラーによる

生体分子間相互作用解析装置(IAsys)による検討を行なっ
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at pH 7.4 in PBS at 2S
o
C. 

た.poly( E -LysMA)中の LysMAユニット濃度として 5"'"'-'

40mMのpoly(E -LysMA)を BSA固定化カルボキシメチル

デ、キストランキュベットに添加すると，時間経過に伴う共鳴角

の変化が認められ，共鳴角は poly(ε-LysMA)濃度の増大と

ともに大きくなった.一方， 100mMの PEG添加では共鳴角

が徐々に増加する特異的相互作用は認められなかった.また，

結合解析後に PBSを加えて解離挙動を検討した結果，共鳴

角は急激に減少した(Fig.5).共鳴角の増大は BSAと

poly( E -LysMNが特異的相互作用することを示し， PBS置

換にともなう急激な共鳴角の減少は結合解離と対応し，結合

が非共有結合的に生起していることも示す.カーブフィッティ

ングによって求めた結合・解離ノ号ラメータは結合定数(Kaa)

3.0X 10・4伽喝・1)，解離定数(KmsJ1.6 x 10・2(S-l) ，アフィ

ニティ定数は5.2X101仙ので、あった.アルブミンには血小板

を粘着させるレセプターがないこと，コロイド化学的反発によ

って血小板や他の分子を粘着・吸着しない性質が知られてお

る 15，16).血柴中に多量に存在するアルブミンは材料との接触

により瞬時に付着することにより材料に生体親和性が発現す

ると考えられる.BSAとの有意な相互作用を示す両性イオン

構造の poly(SerMA)は BSAの三次元構造の変化(変性)を

認めていなし、ことから， poly(SerMA)と構造が類似しエステ

ル結合よりも親水性の高いアミド結合をもっ poly(ε-LysMA)

にも poly(SerMA)同等あるいはそれ以上の生体親和性ポリ

マーとしての高い機能を発現が期待される. poly(ε 

-LysMA)の生体(血液)適合性の評価は構造異性体である

poly(Nα・methacrylamide-L-Lysine)も含めて包括的に検

討を進めている.

4 結論

両性イオン構造のしリジンを側鎖にもつポリメタクリルアミド

poly(N E -methacrylamide-L-lysine) [poly( E -LysMA)] 

をα・アミノ基をアセチル基，カルボキシル基をメチル基で保

護したL-!Jジンを出発原料としてメタクリノレアミドとしてラジカル

重合によってポリマーを得た.ポリマーを塩基触媒存在下で

脱保護して，両性イオン構造の L-リジンをもっ poly(E 

-LysMA)を得た.poly( E -LysMA)の等電長はpH6.6のほぼ

中性付近で、あった.生体適合性材料としての基礎的知見を得

るために poly(E -LysMA)と選択的吸着によって抗血栓性を

発現するアルブ、ミン (BSA)との相互作用を蛍光分光法およ

び生体分子間相互作用解析装置(IAsys)を用いて検討した

結果， poly( E -LysMA)がBSAと相互作用することを認めた.
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