
１はじめに
近年，ポリペプチドの構造を組み込んだ高分子材料は

その生体適合性や生分解性などの優れた特徴を示すこ

と，バイオセンサーやドラックデリバリーシステム（DDS）およ

び再生医療の分野で研究されている１）～８）．これまでポリペ

プチドの合成にはα ―アミノ酸N ―カルボン酸無水物（NCA）

が広く用いられてきた９），１０）．しかしながら，NCAの合成に

は極めて毒性の強いホスゲンの使用が必要であること，さ

らにアミノ酸との反応で塩化水素が発生することから，工

業スケールでのNCAの生産は環境および安全面で大きな

課題となってきた１１）～１３）．これらの課題を解決するために，

著者らはこれまでにジフェニルカーボナートを（DPC）をホス

ゲンの代替とした使用するNCAの合成法の開発を行って

きた１４），１５）．アミノ酸とDPCのN ―カルバモイル化によって得ら

れるウレタン誘導体は加熱により，フェノールが脱離しなが

ら環化反応が進行してNCAを与える事が明らかとなっ

た．さらに，ウレタン誘導体をNCA合成の前駆体として利
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polymethionine sulfone, through polycondensation of the corresponding N -phenoxycarbonyl derivatives
along with the elimination of phenol and CO2 in the presence of amines as an initiator has been developed.
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with diphenyl carbonate, followed by the selective oxidation of sulfide into sulfoxide or sulfone by the treat-
ment of hydrogen peroxide. The polycondensation took place under heating urethane derivatives using
amines as an initiator to give the corresponding polypeptide. As a result of the detailed investigation on
polycondensation behavior, we have found that this approach has the following advantages: (1) the success-
ful incorporation of amine residue in the chain end, (2) the control of molecular weight by varying feed ra-
tio of the urethane derivative to amines.

Based on results of our polycodensation method, synthesis of polystyrene bearing oligo (L-methionine
sulfoxide) in the side chain and their possibility to be used as an antifouling polymer against proteins and
cells were investigated. Their polystyrene was readily synthesized through polycondensation of urethane
derivative of L-methionine sulfoxide in the presence of 4-vinylbenzylamine, followed by a radical polymeriza-
tion with water-soluble azo-initiator. The inhibition of proteins (hRP-IgG) adsorption and F9 cells adhesion
were observed on the polymer-coated PS dishes, because of a hydrophilic nature of L-methionine sulfoxide
segment. The result of CCK-8 assay for the resulting polystyrene also appeared a low cytotoxicity against F
9 cell. From these results, this novel polymer are expected to be utilized as a surface-coating material, lead-
ing to antifouling property against biological matters.
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用するだけではなく，アミンの共存下の加熱する事により，

系中でNCAの生成しながらフェノールと二酸化炭素の脱

離を伴う重縮合が進行し，直接ポリペプチドを合成するこ

と事も可能であった１６）～１９）．詳細な重合挙動の解析から，

これらの重縮合では（１）添加したアミンがポリペプチドの末

端に導入されること，（２）ウレタン誘導体とアミンの仕込み

比を変化させることでポリペプチドの重合度を制御できるこ

と，（３）大気中で不安定なNCAを使用しないことから，工

業スケールでポリペプチドが合成できるなどの特徴があっ

た．本手法を用いてたんぱく質を構成する２０種類のアミノ

酸に適応したところ，いずれのアミノ酸の場合もウレタン誘

導体の合成と重縮合によるポリペプチドの合成が可能であ

る事がわかった．

本研究では，生体適合性の材料として期待されるポリメ

チオニンオキシドに着目し，それらのホスゲンフリー法によ

る簡便な合成法の確立を目指した．さらに，これらを

“Building block”として用いて，生体物質（たんぱく質や

細胞）に対する非接着性を有する新規表面コート剤の合成

を行った．

２結果と考察
２．１ウレタン誘導体の合成

L―メチオニンのウレタン誘導体は既報に従って合成し

た１７）．合成ルートをScheme１に示す．まず，L―メチオニ

ンをメタノール中で水酸化テトラブチルアンモニウムを作用

させる事により，第四級アンモニウム塩を調製した．次

に，このアンモニウム塩をアセトニトリルに溶解させ，室温

でDPCを作用させたところ，N ―カルバモイル化が速やか

に進行し数時間でDPCが完全に消失した．反応後，希

塩酸で処理し精製することで対応するL―メチオニンのウレ

タン誘導体が合成できた．さらに，過酸化水素を用いて適

切な条件で酸化反応させることにより，スルフィドを酸化し

てメチオニンスルホキシドおよびメチオニンスルホンのウレタ

ン誘導体はそれぞれ合成した（Scheme２）．まず，メチオ

ニンのウレタン誘導体をメタノール中で等モル量の過酸化

水素を作用させることにより合成した．１H NMRスペクトル

からスルホンに由来するシグナルを観測できないことから，

選択的にスルホキシドへ変換されることを確認した．ま

た，酢酸溶媒中で過剰量の過酸化水素（５等量）を５０℃

で数時間反応させることでスルフィドからスルホンまで定量

的に変換することができた．いずれの酸化反応もウレタン

結合の分解などは観察されず，高い収率で目的の化合

物を得ることができた（９０％以上）．また得られたウレタン

誘導体は大気中で安定であり，長期間の保存が可能であった．

２．２ウレタン誘導体の重縮合によるポリペプチドの合成

上記のように得られたL―メチオニンオキシドのウレタン誘

Scheme１ Synthetic route to urethane derivative of L-methionine.

Scheme２ Selective oxidation of sulfide into sulfoxide

and sulfone using hydrogen peroxide.
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導体（L-1）をN，N ―ジメチルアセトアミド（DMAc，０．５

mol／L）に溶解させ，n―ブチルアミン（n -BuNH２）の共存

下，６０℃で２４時間加熱を行なった．反応後はわずかに

沈殿物の生成が確認された．反応溶液の１H NMRスペク

トルの解析から，ウレタン誘導体に由来するシグナルは完

全に消失し，かわりにフェノールの生成が確認された．こ

のことからウレタン誘導体の重縮合が進行し，ポリL―メチ

オニンスルホシキシドが生成したことが示唆された

（Scheme３）．反応溶液をジエチルエーテルの中で再沈

殿精製することにより，高い収率でポリペプチド回収でき

た．得られたポリペプチドは水やアルコール溶媒に高い溶

解性を示した．サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）を用い

て分子量を測定したところ，比較的単分散なピークが確認

された．さらに，n―BuNH２の添加量を変化させたところ，

分子量を制御することが可能であった（Table１）．同様の

重合をDL体のウレタン誘導体（DL-1）で行ったところ，沈

殿が生じることなく反応が均一系で進行した．この違いは

L体のポリペプチドと比較して，DL体の方がポリマー鎖間

の相互作用（水素結合）が弱いためDMAcに高い溶解性

を示すためだと考えられる．また，重合過程で沈殿が起こ

らないため，分散度もL体に比べて低くなる傾向が見られ

た．マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質

量分析計（MALDI-TOF mass）および１H NMRスペクトル

を用いて，より詳細にポリマーの末端基構造を解析したとこ

ろ，開始末端には添加したn -BuNH２由来の構造が導入さ

れており、停止末端はアミノ基が存在することが明らかと

なった．これらの結果はn―BuNH２が重合初期に開始剤と

して作用している事を示唆している．

Table１ Synthesis of polymethionine oxides by polycondensation of its urethane derivative in the presence of

n -BuNH２ as an initiator.

Scheme３ Polycondensation of urethane derivative of L-methionine sulfoxide（L-1）in
the presence of n -BuNH２ as an initiator along with elimination of phenol
and CO２.

entry
urethane
derivative

feed ratio
［M］０／［amine］０

reaction
time（h）

conversion
（％）a

yield
（％）b

Mn
c Mw／Mn

c

１ L-1 ５ ５ ＞９９ ９５ ５３０ ２．３０

２ L-1 １０ １２ ＞９９ ９２ １，３００ １．５１

３ L-1 ２５ ２０ ＞９９ ９７ １，９００ １．５０

４ L-1 ５０ ２４ ＞９９ ９６ ３，２００ １．８９

５ DL-1 ５ ５ ＞９９ ９０ ５１０ １．７５

６ DL-1 １０ １２ ＞９９ ９１ １，２１０ １．２２

７ DL-1 ２５ ２０ ＞９９ ９７ ２，０００ １．１７

８ DL-1 ５０ ２４ ＞９９ ９１ ３，０００ １．２３

９ L-2 ５ ５ ＞９９ ９４ NDd NDd

１０ L-2 １０ １２ ＞９９ ９６ NDd NDd

１１ DL-2 ５ ５ ＞９９ ９５ １，４００ １．４１

１２ DL-2 １０ １２ ＞９９ ９３ ２，５００ １．３６

１３ DL-2 ２５ ２０ ＞９９ ９８ ７，３００ １．３１

１４ DL-2 ５０ ２４ ＞９９ ９２ １５，０００ １．１４

１５ DL-2 １００ ４８ ＞９９ ９５ ２８，０００ １．２１
a Calculated by １H NMR spectra, b Ether-insoluble parts, c Estimated by SEC, d ND ＝ not determined because of
poor solubility for eluents.
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L―メチオニンスルホキシドのウレタン誘導体（L-2）も同様

の手法で重合を行った．L体を用いた場合は，得られてく

るポリペプチドの溶解性が低いため，重合過程における沈

殿のため分子量の制御が困難であった．一方でDL体

（DL-2）を用いた場合では，反応は均一系で進行し，高

い溶解性を示すポリペプチドが得られた．さらに，SEC解

析の結果から単分散で且つ分子量制御されたポリペプチ

ドの生成が確認された．また、本重合系において，n―ブ

チルアミンの代わりに末端にアミノ基を有するポリエチレング

リコール（PEG-NH２）を開始剤に用いることにより，ブロック

共重合体の合成も検討した（Table２）．溶解性の高いDL

体のウレタン誘導体にPEG-NH２（Mn＝５３００，Mw／Mn＝

１．０４）の共存下で加熱した．SECから本来のPEG-NH２の

ピークが高分子量側へシフトしたことからブロックポリマーの

合成が確認された（Figure１）．さらに１H NMRからペプ

チドの重合度はアミンとウレタン誘導体の仕込み比によって

任意の値に制御することが可能であった（Table２）．

Table２ Synthesis of polymethionine oxides by polycondensation of its urethane derivative（DL-1 and DL-2）
in the presence of PEG-NH２ as an initiator.

Figure１ SEC traces of poly（DL-methionine sulfoxide）by

polycondensation of DL-1 in the presence of PEG-
NH２ as an initiator.

entry
urethane
derivative

feed ratio
［M］０／［amine］０

reaction
time（h）

conversion
（％）a

yield
（％）b

Mn
c Mw／Mn

c

１ DL-1 １０ １０ ＞９９ ９０ ５，６００ １．１７

２ DL-1 ２５ ２０ ＞９９ ９１ ６，４６０ １．２１

３ DL-1 ５０ ２４ ＞９９ ９３ ８，２００ １．３２

４ DL-2 １０ １０ ＞９９ ８９ １２，８００ １．１２

５ DL-2 ２５ １５ ＞９９ ９３ ２２，０００ １．１２

６ DL-2 ５０ ２４ ＞９９ ９５ ２９，０００ １．１４
a Calculated by １H NMR spectra, b Ether-insoluble parts, c Estimated by SEC
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２．３オリゴ―L―メチオンニンスルホキシド―graft ―ポリ

スチレンの合成とたんぱく質および細胞の非接着

材料への応用

ポリメチオンニンスルホキシドは高い親水性と優れた生体

適合性を有する事が知られている２０）～２２）．Pithaら２３）は，疎

水性の薬剤の水中への可溶化剤として用いて，細胞内へ

のドラックのデリバリーについて検討している．本研究では

これらの特徴に着目し，生体物質の非接着性の表面コー

ト材料としての応用を検討した．これらを調査するため

に，高分子を以下のように設計した．まず主鎖には疎水性

の基盤への接着を促す為にポリスチレン構造を用いた．さ

らに，側鎖には生体適合性と親水性を付与するために，メ

チオンニンスルホキシドのオリゴペプチドをグラフトしたポリ

マーを設計した．合成ルートをScheme４に示している．ま

ず，重合性のスチリル基を末端に導入するために，４―ビ

ニルベンジルアミン（４‐VBA）とL-1（［L-1］０／［４‐VBA］０＝

３）を用いて重縮合を行なった．末端に残存するアミンはた

んぱく質の吸着を引き起こす事が懸念さるため，反応後の

溶液に過剰量の無水酢酸を作用させて，末端アミノ基の

保護を行った．得られたスチレンモノマーはFigure２にあ

るようにMALDI-TOF massの解析から，目的とする重合

度３―５量体のオリゴペプチドの合成できていることを確認し

Scheme４ Synthesis of polystyrene bearing oligo（L-methionine sulfoxide）in the side

chain through polycondensation of urethane derivative （L-1）with ４-
vinylbenzylamine as an initiator and subsequent radical polymerization

with water-soluble azo-initiator.

Figure２ MALDI-TOF mass result of oligo（L-methionine sulfoxide）with styrene

group at the terminal end.
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た（Mn＝６３０，Mw／Mn＝１．５６，SECから算出）．このスチレ

ンモノマーを水溶液中でラジカル重合することよって目的の

ポリスチレン（Mn＝８４，０００，Mw／Mn＝１．３０，SECから算

出）を合成した．任意の濃度で水に溶解させ，ポリスチレ

ン（PS）シャーレ上にキャストした．ポリマーで被覆された

PSシャーレの表面は，水の接触角が８９．９°から５０°程度

まで減少しており，高い濡れ性を示した．次に，この

シャーレを用いてたんぱく質（hRP-IgG）の吸着実験を行っ

た．表面をポリマーでコートしていないシャーレ上では，

hRP-IgGの吸着が見られたが，ポリマーで被覆された

シャーレでは，ポリマー濃度が０．０１wt ％の水溶液を用い

た場合であっても吸着の抑制効果が見られた（Figure

３）．さらに，F９細胞を用いて細胞接着試験を行ったとこ

ろ，ポリマーで被覆された場合では細胞の接着が見られ

ずに２４時間培養を行ったあとも細胞の増殖がほとんど確認

されなかった（Figure４）．以上の結果から、側鎖にグラフ

Figure４ Morphology of F９cells cultured on PS dishes as a control for

４h（a）and２４h（b）, and on PS plate modified with a synthe-

sized polymer for４h（c）and２４h（d）.

Figure３ Adsorbed amount of hRP-IgG on the surface of

PS dishes modified with various concentrations

of a synthesized polymer aqueous solution

（０．０１－１．０wt％）.
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トされた親水性のL―メチオニンスルホキシドのオリゴペプチ

ド鎖が生体物質の非接着部位として機能していることが示

唆された．また，CCK‐８アッセイからF９細胞に対する毒

性を評価したところ，０．１wt％のポリマー水溶液の場合でも

細胞の毒性は見られなかった．このことから，合成したポ

リマーは高い生体適合性を有していることが確認された．

３おわりに
メチオニンを出発原料としてジフェニルカーボネート

（DPC）との反応から合成したウレタン誘導体は，アミン類

を開始剤として共存下で加熱による重縮合で，ホスゲンフ

リーで且つ簡便にポリメチオニンオキシドを生成することが

分かった．本手法は従来のNCAの開環重と同様に分子

量や末端基構造を容易に制御することが可能である．ま

た，メチオンニンスルホキシドのオリゴペプチドを側鎖に有

するポリスチレンは，生体物質（たんぱく質や細胞）に対す

る非接着性を有する表面コート剤として有用であることが分

かった．得られた結果は，ポリペプチドの特徴を活かした

高分子材料の創製，特にドラックデリバリーシステム，バイ

オセンサーおよび再生医療分野の材料への展開が期待で

きる．
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