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Sodium 4-phenylbutyrate (PB) is a phenyl-substituted fatty acid derivative that is 

clinically used for the treatment of urea cycle disorders by its ammonium scavenging 

activity. PB has many pharmacological activities as an inhibitor of endoplasmic 

reticulum (ER) stress and histone deacetylases (HDACs) and as a regulator of the 

hepatocanalicular transporter, therefore extending its clinical use to the treatment of a 

wider variety of diseases. However, our knowledge of the binding of PB to plasma 

proteins is not extensive. Furthermore at the stage of development of PB as a drug to 

treat described diseases, data from preclinical testing using experimental animals will be 

necessary to verify its efficacy and safety before human use. 

In this study, we characterized the binding of PB to human serum and investigated 

its differences to other species. 

1) Characterization of PB binding to human serum albumin (HSA) 

Binding experiments showed that PB mainly binds to HSA in plasma. PB was also 

found to bind to a single site on HSA, which was identified as site II by fluorescent 

probe displacement experiment. Furthermore, an appropriate alkyl chain length and a 

carboxylic group in the PB structure were required for PB binding to HSA, suggesting 

that hydrophobic (and van der Waals) and electrostatic interactions are involved as 

binding modes. The contributions of hydrogen bonding and/or van der Waals 

interactions were also indicated by thermodynamic analyses. Tyr411 and Arg410 were 

identified as being involved in the binding of PB to site II, based on binding 

experiments using chemically modified- and mutant-HSA preparations. These findings 

were confirmed to be certain by X-ray crystallography. It became clear that PB binds to 

the same binding site as ibuprofen, a typical site II binding drugs and interact with 

competitive binding in site II. In addition, binding of PB is affected by the presence of 



 

 

endogenous compounds (e. g. fatty acid, bilirubin or uremic toxin) suggested that the 

effect must be considered in the diseased state. 

2) Binding properties of PB to mammalians serum albumin 

PB mainly binds to albumin in plasma for all species. PB was also found to interact 

with one high affinity site, which corresponds to site II of human albumin and several 

number of low affinity binding sites in all albumins. The association constants of PB to 

human and bovine albumins were relatively high, compared with those to rabbit and rat 

albumins, and those to rabbit albumin is lowest. Experiments using site probe and 

structurally related compounds, and molecular modeling study suggested that such a 

species differences in the affinities is due to the differences in the structure of binding 

site (e.g. charge, hydrophobicity or size). Furthermore PB and structurally related 

compounds also interact with Tyr411 and Arg410 in albumin species as human. In 

conclusion, microenvironmental analysis of site II suggested that bovine is most similar 

to human serum albumin. 

The results obtained in this study provide useful informations for understanding the 

mechanism of PB and its derivatives binding to human serum albumin and other 

species. 

 



 

 

本論文で使用した略語一覧 

 

AAG α1-酸性糖タンパク質 α1-Acid glycoprotein 

ER 小胞体 Endoplasmic reticulum 

HDACs ヒストン脱アセチル化酵素 Histone deacetyrases 

HNB 2-ヒドロキシ-5-ニトロベンジルブ

ロミド 

2-Hydroxy-5-nitrobenzyl bromide 

HSA ヒト血清アルブミン Human serum albumin 

M-PB フェニル酪酸メチル Methyl 4-phenylbutyrate 

MPD 2-メチル-2, 4-ペンタンジオール 2-methyl-2, 4-pentanediol 

MRP-2 多剤耐性タンパク質 2 Multidrug resistance-associated 

protein 2 

N-AcMet N-アセチル-L-メチオニン N-acetyl-L-methionine 

NPA アントラニル酸 4-ニトロフェニル 4-nitrophenyl anthranilate 

OCT オクタン酸ナトリウム Sodium octanoate 

PA フェニル酢酸 Phenylacetic acid 

PB フェニル酪酸ナトリウム Sodium 4-phenylbutyrate 

PC フェニルカプロン酸 6-Phenylcaproic acid 

PG フェニルアセチルグルタミン Phenylacetylglutamine 

PH フェニルヘプタン酸 7-Phenylheptanoic acid 

PP フェニルプロピオン酸 3-Phenylpropionic acid 

PV フェニル吉草酸 5-Phenylvaleric acid 

SDS-PAGE SDS-ポリアクリルアミドゲル電気

泳動 

Sodium dodecyl 

sulfate-polyaclylamide-gel 

electrophoresis 
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第 1 章 緒論 

 

4-フェニル酪酸ナトリウム（PB）は, 臨床において残余窒素を排泄するというその薬効か

ら尿素サイクル異常症治療に用いられている. その作用機序は, PBが β酸化を受けてフェニ

ル酢酸（PA）へと代謝された後, グルタミン抱合を受けてフェニルアセチルグルタミン（PG）

となり尿中排泄されるというものであり, このとき 2 分子のアンモニアが取り込まれること

で高アンモニア血症を改善させる（Fig. 1）1,2).  

      

 Fig. 1. Scheme of metabolic pathway of PB. 
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最近ではこのアンモニア排泄作用に加えて, 小胞体ストレスによるミスフォールディング

の抑制 3,4)やヒストン脱アセチル化酵素（HDACs）の阻害作用 5,6)（Fig. 2）, さらに, 肝毛細

胆管側膜トランスポーターの調節 7,8)などの新たな機能も報告されている.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 小胞体ストレスは低酸素症, 栄養失調及びアシドーシスなど様々な状態から引き起こされ, 

小胞体におけるタンパク質のフォールディング機構を破綻させる 9). 不可逆的に遷延する小

胞体ストレスはアポトーシスや細胞機能を消失させ, 神経変性病変, 炎症反応, がん及びウ

イルス感染など多様な疾患の誘因となる 9,10). PB は分子シャペロンとして機能することで正

常なタンパク質のフォールディングを補助し, 小胞体ストレスを軽減させる 3,4,11,12). また, 

PB は前立腺がん, 大腸がん, 肝細胞がん及び神経膠腫細胞などのがん細胞において, 分化や

アポトーシスを誘導させる HDACs 阻害剤としても機能する 5). 既に, PB は HDACs 阻害薬

として再発悪性神経膠腫治療の臨床試験が試みられており 13,14), さらに, ハンチントン病や

Fig. 2. Scheme of role of PB its HDACs inhibitor (a) and chemical 

chaperone (b). 
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脊髄性筋萎縮症における神経保護効果も, PBの HDACs阻害に基づく作用であることが示唆

されている 15,16). Hayashiらは, PBに胆管トランスポーターの調節作用があることを報告し

ている 7). すなわち, PB は肝毛細胆管側膜において, トランスポーターである多剤耐性タン

パク質（MRP-2）の発現を増加させ, 胆汁酸塩排泄ポンプから抱合型ビリルビン及び胆汁酸

塩の排泄を促すことが明らかにされている 7,8). このことは, PBが高ビリルビン血症や進行性

家族性肝内胆汁うっ滞症の有効な治療薬になり得る可能性を示唆している. 以上のように

PBの多様な薬理効果のため, 尿素サイクル異常症のみならず, 他の様々な疾患に対する治療

薬としての臨床応用が期待されている.  

 ヒト血清アルブミン（HSA）は, 585個のアミノ酸残基からなる分子量約66,500Daの単量

体のタンパク質である17). HSAは, 全血清タンパク質のうち約60％を占める主要な血漿タン

パク質であり, 膠質浸透圧の調節や抗酸化作用, また, 脂肪酸, ホルモン並びに胆汁酸, ビリ

ルビン及び尿毒症物質のような毒性代謝物など様々な内因性物質の輸送において重要な役割

を果たしている18). さらに, HSAは, 多数の薬物とも結合し, このことが薬物動態や薬理効果

に重大な影響を与える19). HSAには, 2つの独立した主要な薬物結合部位として, サイトIとサ

イトIIが存在し20,21), それぞれサブドメインIIAとIIIAに位置することがX線結晶構造解析に

よって示されている22–24). Yamasakiらは, サイトIが少なくとも3つのサブサイトIa, Ib及びIc

から成り立つ幅広い領域であることを報告している25). 一般的に, サイトIはビリルビン及び

ワルファリンの高親和性結合サイトであり, サイトIIは中鎖脂肪酸, イブプロフェン及びジ

アゼパムの高親和性結合サイトであることが知られている18,26). あるサイトへの薬物の結合

は, 併用される薬物や疾患時に変動する内因性物質の結合の影響を受ける19). 従って, 薬物

結合サイトの同定及びその特性解明は薬物動態及び治療効果を予測することにつながる. し

かながら, PBのタンパク結合, 特に結合様式に関する情報は少なく, 薬物間相互作用を含む

PBの薬物動態を予測するためには, さらなる詳細な検討が必須である.  

ところで , 哺乳動物のアルブミン分子は , ヒトアルブミンと比較して高い配列同一性

（72~82％）及び類似性（83~88％）を有し 27), それらのドメイン構造はヒトアルブミンと類

似していることが示唆されている 28,29). さらにウシ, イヌ, ウマ及びヒツジ由来のアルブミ

ンには, ヒトアルブミンのサイト I 及び II に相当する結合部位が存在し, ラットアルブミン
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の結合部位が他のアルブミンの結合部位とは異なることが示されている 30). また, ヒト, ウ

シ, イヌ, ウサギ及びラットにおける結合部位の構造的差異についてもこれまでに報告され

ている 31). 一般的に, 上市される全ての医薬品は, 前臨床試験として行われる動物実験のデ

ータをヒトへ外挿し, その有効性と安全性を予測することで臨床試験への移行が可能となる. 

つまり, 前臨床試験で用いる動物の薬物動態における種差の解明が不十分な場合は, ヒトに

おける体内動態や薬理作用の予測を誤る恐れがあるため, 薬物動態における種差を解明する

ことは必須であると考えられる. 既に上市されているPBについては, いくつかの疾患への適

応拡大を視野に入れ, 各種病態動物を用いた検討が行われているにも関わらず, PB のタンパ

ク結合に関する情報に加えて種差に関する情報は非常に限られている.  

このような背景の下, 本研究では, 詳細な検討が行われていない PBの血清タンパク質, 特

に HSA との結合を解明することを目的とした. まず, 第 2 章において, 限外濾過法や平衡透

析法を用いて PBのHSAにおける結合特性を評価し, アルブミン化学修飾体や部位特異的変

異体を利用することでアルブミン分子上のPBの結合部位の同定を行なった. 第 3章では, ヒ

トアルブミン同様, これまで研究が盛んに行われてきたウシアルブミンに加えて, 実験動物

として利用されることの多いラット, ウサギを選択し, これらの動物種アルブミンにおける

PBの結合特性評価を試みた. 以下に得られた知見を詳述する.  
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第 2 章 HSAにおける PBの結合サイトの微環境解析 

 

第 1 節 序 

 

ヒト血清中で薬物結合を担っている主要タンパク質は, HSA, α1-酸性糖タンパク質（AAG）, 

リポタンパク質及びグロブリンである 26). なかでもHSAは, 血清中に最も多く存在すること

や多くの酸性薬物がこのタンパク質に結合することから, PBのような酸性薬物の結合タンパ

ク種である可能性が考えられる. 事実, Boudoulasらは, HSA及び AAGへの PBの結合を評

価し, PBがHSAに強く結合することを報告している 32). 一方, 炎症や感染症等によってその

量が大きく変動する AAG やグロブリンが, PB の結合にどの程度影響するかについて詳細に

は検討されていない. さらに, 主要結合分子種と想定されるHSAについても, PBがどのよう

な様式でこのタンパク質に結合するのかに関する報告は少ない. 特に, PB の HSA への結合

に関しては, 平衡透析法や限外濾過法を用いた直接的な結合親和性の評価, 結合サイトや関

与するアミノ酸残基の同定は行われていない. さらに, HSAと PBの X線結晶構造に基づく

結合様式の解明も行われていない. 例えば, HSA 上の同一結合サイトを有する薬物間におい

ては, 競合置換を引き起こして遊離型濃度の増大による薬効及び副作用発現に重大な影響を

与える 33). その影響は薬物間のみならず, 疾患時に変動する内因性物質においても同様であ

り, 例をあげると, 肝疾患時の血漿ビリルビン増加や尿毒症物質の増加, 心不全あるいは交

感神経系の緊張による遊離脂肪酸の増加などは, 薬物の結合親和性を低下させることが知ら

れている 34,35). また, HSA の結合サイト特異的に薬物の結合を変動させる疾患も知られてい

る 36–38). このように, 各種疾患に伴う PB の薬物動態並びに薬理効果の変動を予測するうえ

で, 結合サイトの同定をはじめとするPBのHSAへの結合様式の解明は重要な意義を有する. 

そこで本章では, PB の血清中における各種タンパク質への結合を評価するとともに HSA へ

の結合様式の解明を試みた.  
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第 2 節 ヒト血漿における PBの結合タンパク種の同定 

 

2-1 限外濾過法 

 

PB のヒト血漿中での結合タンパク種を同定するため, 代表的な血漿タンパクである HSA, 

AAG 及び γ-グロブリンへの PB の結合をヒト血漿における結合と比較した（Fig. 3）. 限外

濾過法によって得られたHSAにおける PBの遊離型分率は, ヒト血漿中のものと同等であっ

た 39). 一方, AAG及び γ-グロブリンにおける遊離型分率は高く, ヒト血漿においてPBは主に

HSAに結合していることが明らかとなった.  
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Fig. 3. Binding of PB to human plasma, HSA, AAG and γ-globlins examined by 

ultrafiltration at 25 °C. 

The concentrations of HSA, AAG and γ-globlins in pH 7.4 buffer were 600 μM, 45 

μM and 150 μM, respectively, corresponding to the concentrations in human 

plasma. The concentration of PB was 100 μM. Values are expressed as means±S.D. 

(n=3). **, P < 0.01 in comparison with plasma or HSA. 
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第 3 節 PB, その代謝物及び関連構造化合物の結合パラメータ 

 

3-1 限外濾過法  

    

 PBは代謝物として PA及びPGを生成する. まず, これらのHSAに対する親和性を確認す

るため結合定数を算出することとした. 次に, PBの結合様式や結合サイトの構造特性を構造

活性相関的な観点から考察するため, PB の関連構造化合物の結合定数についても算出した. 

Fig. 4に PB, その代謝物及びアルキル側鎖の異なる関連構造化合物の構造を示す.  

 

 

        

  
Fig. 4. Chemical structures of PB, its metabolites (PA and PG) and 

structurally related compounds (PP, PV, PC, PH and M-PB). 
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HSA における PB, その代謝物及び関連構造化合物の結合パラメータの算出には限外濾過

法を用いた. 得られた高親和性サイトにおける結合サイト数ｎ及び結合定数 K を Table 1 及

び 2に示す. PB及び PAの結合サイト数は 1であったが, 代謝物である PA及び PGの HSA

における結合は低く, 特に PG については結合定数の算出ができなかった. また, PA の結合

定数は PBの約 25分の 1に低下していた.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Parameters 

K(×10
5 
M

-1
) 

n 

PB 

PA PG 

13.7±2.12 

0.87±0.03 

0.53±0.35 

1.11±0.35 

Metabolites 

− 
#
 

Table 1. Binding parameters obtained by ultrafiltration for 

binding of PB and its metabolites to HSA at pH 7.4 and 25 °C. 

The results are means ± S.D. (n=3). 

# The affinity to HSA is too low to determine the binding parameters. 

− 
#
 

Table 2. Binding parameters obtained by ultrafiltration for binding of PB and 

structurally related compounds to HSA at pH 7.4 and 25 °C. 

The results are means ± S.D. (n=3). 

Parameters 

K(×10
5 
M

-1
) 

n 

PP PV PC PH M-PB 

4.86±0.64 

1.09±0.12 

20.1±6.93 

0.90±0.08 

29.9±1.73 

1.30±0.10 

25.8±0.44 

0.91±0.03 

0.52±0.22 

1.08±0.18 

Structurally related compounds 
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一方で, PBの関連構造化合物の結果より, PB よりもアルキル側鎖の短い PP及び PBのカ

ルボキシル基をメチル化した M-PB の結合定数は PB と比較し極めて低く, PB の結合には, 

末端のカルボキシル基の存在の重要性が示唆された. PB よりもアルキル側鎖の長い PV, PC

及び PHの結合定数は PBと比較して高かった. さらに, アルキル側鎖数に着目して, PA, PP, 

PB, PV, PC及び PHの結合定数を比較すると, これらの化合物の親和性はフェニル基とカル

ボキシル基間のアルキル側鎖のメチレン数に依存しており, 最も親和性が高かったのはメチ

レン数が 5の PCであった（Fig. 5）. PHは今回用いた化合物において, 最も長いアルキル側

鎖を有するにも関わらず, PCよりも低い結合定数を示した.   
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Fig. 5. Effect of number of methylene in PB and its structurally 

related compounds on their association constants (K) for binding to 

HSA. 

Association constants are the value at pH 7.4 and 25 °C. Each point 

represents the mean±S.D. (n=3).  
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3-2 蛍光プローブ置換実験 

 

Sudlow ら 21)が提唱したワルファリン（サイト I プローブ）及びダンシルサルコシン（サ

イト II プローブ）を蛍光プローブとして利用し, これらの蛍光プローブ置換実験から PB の

結合サイトの推定を行った. Fig. 6に示すように PBの添加量の増加に伴いダンシルサルコシ

ンの蛍光強度は低下したものの, ワルファリンの蛍光強度はわずかに増加した. この結果 PB

は HSAのサイト IIへ結合することが示唆された.  

PBの代謝物及び関連構造化合物である PA, PP, PV, PC 及び PHにおいては, ダンシルサ

ルコシンの蛍光強度を低下させており（Figs. 6b 及び 6d）, これらの化合物も同様に HSA

のサイト II へ結合していることが示唆された. PG 及び M-PB において蛍光強度はほとんど

変化しておらず, その親和性の低さからダンシルサルコシンを置換しなかったと考えられた. 

さらに, PA, PG, PP, PV及びM-PBにおいて, ワルファリンの蛍光強度は変化がないか, ある

いは微増したが（Figs. 6a 及び 6c）, 特に PHにおいては顕著に蛍光強度が増加しており, ワ

ルファリンの結合しているサイト Iに対して, PHがアロステリックな影響を及ぼしているこ

とが示唆された（Figs. 6a及び 6c）.  
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Fig. 6. Effects of PB, its metabolites and structurally related compounds on 

the fluorescence intensity of warfarin (A) and dansylsarcosine (B) bound to 

HSA at pH 7.4 and 25 °C. 

Displacer used are PB (●) and its metabolites, PA (○) and PG (▲), and 

structurally related compounds, PP (△), PV (◆), PC (◇), PH (+) and M-PB (×). 

The following concentrations were used: HSA, 20 μM, warfarin, 2 μM and 

dansylsarcosine, 2 μM. The percentages in parentheses indicate the values at 

displacers to HSA molar ratio of 4.  
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第 4 節 HSA-PBの結合特性評価 

 

4-1 熱力学的解析 

 

HSA-PB の相互作用様式を解明するため, 平衡透析法により, 各温度において算出した結

合パラメータを用いて熱力学的解析を行った. ln Kに対して 1/Tをプロットし van’t Hoffプ

ロットを作成し（Fig. 7）, この直線の傾きと切片から各々ΔH 及び ΔS を算出して得た値を

Table 3に示す. PBの熱力学的解析の結果, HSA-PB複合体の形成は, 発熱反応及びエンタル

ピーが支配的であることが明らかとなった（Fig. 7）. 

 

  

 

 

 

 算出されたすべての熱力学的パラメータ（ΔG, ΔH及び ΔS）は負の値を示し, ΔSは他と比

較してより小さな値であった（Table 3）. これまでに報告されている相互作用と熱力学的パ

ラメータの関係によると 40), 疎水性相互作用に関しては ΔH 及び ΔS は共に正の値を示すが, 

van der Waals相互作用の場合, ΔH及び ΔSは共に負の値となる. 一方, 静電的相互作用は, 

正の ΔS並びに負または小さな正の ΔHを示す. さらに, 結合の際にその結合部位の立体構造

13

14

15

3.2 3.3 3.4 3.5

1 / T (× 10
-3

 K
-1

) 

Fig. 7. van’t Hoff plot for binding of PB to HSA. 

ln
 K

 

) 
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が変化するような場合は, 大きな正の ΔSを示す. HSA-PBの相互作用でみられた大きな負の

ΔHと負の小さな ΔSの値は, 一般的に van der Waals力や水素結合により形成されるものと

解釈される 40,41).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-2 界面活性剤及び電解質の影響 

 

HSAとリガンドとの相互作用に及ぼす, 界面活性剤や電解質添加の影響を検討することに

より, リガンドが結合するサイトの微環境が推定できる 42,43). PBのサイト IIへの結合につい

て確認するため, 非イオン性界面活性剤としてポリオキシエチレンラウリルエーテル（PLE）

及び電解質としてNaClを用いて検討を行った. PBの結合はPLEにより低下し（Fig. 8a）, ま

た, NaCl存在下においても低下することが明らかとなった（Fig. 8b）. このことから, PBの

結合に疎水性相互作用及び静電的相互作用が関与している可能性が示唆された.  

  

Temperature 

(K) 

293 

Table 3. Thermodynamic parameters for HSA-PB interaction at pH 7.4. 

298 

303 

310 

ΔG 

(kJ・mol
-1

) 

ΔH 

(kJ・mol
-1

) 

ΔS 

(kJ・K
-1
・mol

-1
) 

- 34.8 ± 0.3 

- 34.2 ± 0.4 

- 34.0 ± 0.4 

- 33.6 ± 0.4 

- 58.6 ± 5.5 - 0.08 ± 0.02 

The results are means ± S.D. (n=3). 
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4-3 サイト II結合リガンドと PB 間の相互作用 

  

 PB のサイト II における結合様式を解明するため, 代表的サイト II 結合薬物として知られ

るイブプロフェンを用いて, 三成分系（タンパク質, リガンド A, リガンド B）の相互作用を

Kragh-Hansenが提唱したモデルに従って解析を行った（実験の部参照）44,45). このモデルは

リガンド Aと Bのタンパク分子上での相互作用様式を定量的に解析するものであり, 独立及

び競合を仮定した理論曲線と実験値の比較並びに相互作用の指標となるカップリング定数（χ）

の算出及び評価により相互作用を解析するものである. χ=1及び χ=0は独立及び競合結合を意

味し, また, χ>1及び 1>χ>0の場合は各々正の協同的及び負の協同的結合であり, 2種のリガン

ドが異なる部位へ結合しその間のアロステリックな相互作用を意味している.   
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Fig. 8. Effect of PLE(■) and NaCl(●) in PB binding to HSA at pH 7.4 

and 25 °C. 
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with ligands 0µM. 
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Fig. 9で示したようにPB及びイブプロフェンは互いの結合を阻害し, この結合の阻害は競

合を仮定した理論曲線（χ=0）と一致し, PBとイブプロフェンはサイト II内の同一領域に結

合することが示唆された.  

 

4-4 化学修飾体における結合 

 

Fehskeらは, これまでにHSA化学修飾体を用いた研究により, 214Trp及び 411Tyrが各々サ

イト I 及びサイト II に位置することを明らかにしている 46,47). そこで本研究においては, 

214Trp 及び 411Tyr 修飾体をそれぞれ 2-ヒドロキシ-5-ニトロベンジルブロミド（HNB）及び

アントラニル酸 4-ニトロフェニル（NPA）により作成し（実験の部参照）46,48), その遊離型
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Fig. 9. Binding of PB (8-16μM) (a) and ibuprofen (8-16μM) (b) to HSA (40μM) 

in the presence of the other ligands at pH 7.4 and 25 °C. 

(a), in the presence of ibuprofen (16μM) (●); (b), in the presence of PB (16μM) 

(○); - - - - , theoretical curves assuming competitive binding between PB and 

ibuprofen(χ=0). 

ν
Ib

u
p

ro
fe

n
 

) 

ν
P

h
en

y
lb

u
ty

ra
te
 

) 



- 16 - 

 

分率を限外濾過法によって解析し, HSAとの比較を行った(Fig. 10). その結果, 411Tyr修飾体

は PBの結合を有意に阻害したが, 214Trp 修飾体における結合は変化がなかった. これらの結

果より, PBがサイト II領域の 411Tyrと相互作用していることが示唆された.  

 

  

 

 

 

 

 

 

また, サイト I 及びサイト II に特異的に結合するリガンドを用いて同様の検討を行ったと

ころ, サイト I リガンドであるワルファリンの遊離型分率は 214Trp 化学修飾体により 3.1 倍

増加したが, 411Tyr化学修飾体においては変化しなかった（Fig. 11a）. これと比較して, サイ

ト IIリガンドであるイブプロフェンの遊離型分率は, 411Tyr化学修飾体によって4.1倍増加し

たが, 214Trp 化学修飾体においてはわずか 1.2倍の増加であった（Fig. 11b）. このことから

も, PBはイブプロフェンと類似の結合様式でサイト IIへ結合していることが示唆された.   

0

5

10

15

20

25

HSA Trp modified Tyr modified

Fig. 10. Binding of PB to native, Trp- and Tyr- modified HSAs examined 

by ultrafiltration at pH 7.4 and 25 °C. 

The concentration of HSA and modified HSAs was 20 μM, and PB 

concentration was 10 μM. Values are expressed as means±S.D. (n=3). **, P < 

0.01 in comparison with native HSA. 
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4-5 部位特異的変異体における結合 

 

サイト II 領域へのリガンド結合には, 前項で示した 411Tyr に加えて, 410Arg が重要な役割

を果たしていることが報告されている 49,50). そこで, これまでの蛍光プローブ置換実験及び

HSA 化学修飾体における結合の結果を確認するため, HSA 部位特異的変異体（Y411A 及び

R410A）を作製し, PBの結合についてさらなる検討を行った（Fig. 12）. 411Tyr及び 410Arg

をアラニンへ置換した部位特異的変異体, それぞれ Y411A及び R410Aにおいて, PBの結合

は低下した. その結果, PBがサイト II領域に位置する 411Tyr及び 410Argと相互作用している

ことが強く示唆された.  
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Fig. 11. Binding of warfarin (a) and ibuprofen (b) to native, Trp- and Tyr- 

modified HSAs examined by ultrafiltration at pH 7.4 and 25 °C. 

The concentration of HSA and modified HSAs was 20 μM, and warfarin and 

ibuprofen concentration was 10 μM. Values are expressed as means±S.D. 

(n=3). **, P < 0.01 in comparison with binding of warfarin to native HSA. ##, 

P < 0.01 in comparison with binding of ibuprofen to native HSA. 
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また, 代表的サイト II結合薬物であるイブプロフェンの Y411A及び R410Aにおける結合

について確認したところ, Y411A及び R410Aいずれにおいても HSAと比較して結合が低下

しており, イブプロフェンも PBと同様に 411Tyr及び 410Arg 相互作用し, サイト IIへ結合し

ていることが示唆された（Fig. 13）. イブプロフェンの Y411A及び R410Aにおける遊離型

分率の増加は, PB と比較して少ない. これは HSA における遊離型分率からも明らかなよう

に, イブプロフェンの HSA への親和性は PB と比較して高い. このことから, 411Tyr 及び

410Arg との静電的相互作用以外にも, PB との構造的差異による疎水性相互作用や van der 

Waals力などが大きく影響しているものと考えられた.  
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Fig. 12. Binding of PB to wild-type HSA and mutant-HSAs (Y411A and 

R410A) examined by ultrafiltration at pH 7.4 and 25 °C. 

The concentration of HSAs was 20 μM, and PB concentration was 10 μM. Values 

are expressed as means±S.D. (n=3). **, P < 0.01 in comparison with wild-type 

HSA. 
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4-6 HSA-PB複合体の結晶化, 構造解析 

 

前項までの結果から, PB が HSA のサイト II 領域に結合することが強く示唆されたため, 

その立体配置についてより詳細に解明すべく, 結晶構造解析を試みた. 構造解析を目的とし

たHSAの単結晶は, 結晶化剤として PEG3350とリン酸緩衝液を用いた条件で得られること

が多い 51). また, Kounoらは HSAとオクタン酸ナトリウム（Oct）, N-アセチル-L-メチオニ

ン（N-AcMet）の共結晶化の際に従来の結晶化条件に 2-メチル-2,4-ペンタンジオール（MPD）

を添加した条件で X 線回折実験が可能な単結晶を得ることに成功した 52). そこで, HSA-PB

複合体の共結晶化は, 多くのHSAの単結晶が得られている PEG3350とリン酸緩衝液を用い

た条件に加えて, MPDを添加した条件を並行して検討した結果, いずれの結晶化条件におい
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Fig. 13. Binding of ibuprofen to wild-type HSA and mutant-HSAs (Y411A 

and R410A) examined by ultrafiltration at pH 7.4 and 25 °C. 

The concentration of HSAs was 20 μM, and ibuprofen concentration was 10 μM. 

Values are expressed as means±S.D. (n=3). **, P < 0.01 in comparison with 

wild-type HSA. 
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ても結晶が得られ（Fig. 14）, これらの結晶について PF BL17Aで X線回折実験を行い, 構

造解析を実施したところ, 両者ともPB由来と考えられる電子密度が観察できた. しかしなが

ら, 従来の結晶化条件で得られた結晶は最大分解能が 3.0 Åだったのに対し, MPD を添加し

た結晶化条件では最大分解能 2.65 Åを示し, 構造解析を目的としたHSA-PB複合体の共結晶

化にはMPDを添加した結晶化条件の方が適しているように考えられた. 従って, 本論文では

最大分解能が高い MPD を添加した結晶化条件で得られた結晶について構造解析した結果を

記す.  

 

 

 

        

 

  

(a)    (b) 

Fig. 14. HSA-PB complex crystals. 

The best crystals of the HSA-PB complex. Crystals were obtained in the 

reservoir condition; (a) 32%(w/v) PEG3350 and 50 mM potassium phosphate 

buffer pH 7.0. (b) 28%(w/v) PEG3350, 50 mM potassium phosphate buffer pH 

7.0 and 10%(v/v) MPD.  
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Data-collection  

Source PF BL17A 

wavelength Å 0.9800 

Space group P21 

Unit-cell parameters 

  length (Å) 

  angle ()  

 

a = 58.5, b = 181.9, c = 59.5, 

 = 105.2 

Resolution range Å 50.0 – 2.65 (2.70 – 2.65) 

No. of observed reflections 232,151 

No. of unique reflections 34,871 

Multiplicity 6.7 (6.4) 

Completeness  99.9(100) 

Rmerge
a
 10.3 (68.8) 

I/(I) 35.7 (2.8) 

  

Refinement  

Resolution Å 45.3 – 2.64 (2.71 – 2.64) 

Reflection used 34,833 (2,547) 

Rwork
b
 

Rfree
c
 

23.3 (28.1) 

25.6 (28.5) 

Completeness  99.5 (95.1) 

Number of non-hydrogen atoms 8,441 

  Protein 

  Ligands 

8,407 

34 

r.m.s.d. from ideality 

 

 

  bond length Å 

  bond angle  

0.002 

0.418 

Average. B-factor 86.1 

  Protein 

  Ligands 

86.1 

79.7 

Ramachandran plot   

favored region  

  allowed region  

  outlier region  

96.2 

3.8 

0.0 

Clashscore 3.2 

Table 4. Data-collection and refinement statistics. 

Values in parentheses are for the highest resolution shell. 

a

R
merge 

 100 ×
hkl 


i
I

i
(hkl) I(hkl) / 

hkl 


i
I

i
(hkl), where I(hkl) is the mean value of I(hkl). 

b

R
work

 100 × 
hkl 
F

o
F

c
 / 

hkl 
F

o
, where F

o
 and F

c
 the observed and calculated structure 

factors, respectively. 
c

R
free

 is calculated as for R
work

, but for the test set comprising 5% reflections 

not used in refinement. 
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4-7 HSA-PB複合体の全体構造および相互作用様式 

 

 本研究で作製した HSA-PB 複合体結晶の X 線回折データおよび構造精密化の統計値を

Table 4に記す. 本研究で作製したHSA-PB複合体の結晶は, 空間群 P21に属し, 格子定数は

a=58.5 Å, b=181.9 Å, c=59.5 Å,  =105.2であることが明らかになった. また, 得られた結晶

の最大分解能は 2.65 Åで, 結晶内の非対称単位中には 2分子の HSA（分子 Aと分子 B）が

含まれていた（Fig. 15）. 非対称単位中に含まれる HSA分子 Aと分子 Bの全体構造を重ね

合わせると, 対応する 557アミノ酸残基の C原子間の r.m.s.d.値は 0.63 Åと計算され, 両者

の全体構造に違いはないことが確認された（Fig. 15b）. HSAの全体構造は, これまでの報告

同様, ヘリックスで形成される相同性の高い 3つのドメイン（I, II, III）から構成されてい

て, それぞれのドメインは, サブドメイン A とサブドメイン B に細分化されていた（Fig. 

15a）. PBの結合サイトはサブドメイン IIIA に存在し, この結合サイトは Sudlow らによっ

て提唱されたサイト IIと一致していた（Fig. 15a）20). PB と HSAの詳細な相互作用様式を

観察すると, PBのカルボキシル基は 410Arg, 411Tyr及び 489Serの側鎖と静電的相互作用し, フ

ェニル基を含むアルキル側鎖は, 387Leu, 388Ile, 391Asn, 392Cys, 403Phe, 407Leu, 410Arg, 411Tyr, 

430Leu, 431Gly, 433Val, 437Cys, 438Cys, 449Ala, 及び 453Leuで形成された疎水性ポケットに van 

der Waals相互作用を介して収まっていることが明らかになった（Fig. 16）. この相互作用

様式は, HSAと Octの相互作用様式と一致しており（Fig. 17a）52), PBと Octが結合したHSA

の全体構造を比較しても, 対応する 555アミノ酸残基のC原子間の r.m.s.d.値が 0.63 Åを示

し, 両者の全体構造はよく似ていることが明らかになった. また, これまでに HSA と脂肪酸

が結合すると, HSAドメイン構造の配向変化を惹起することが報告されていたが 53,54), Octで

はその構造変化が観察されなかったことから 52,55), 脂肪酸のHSAへの結合数や脂肪酸が有す

るアルキル鎖の長さがドメイン構造の配向変化に関与していることが推測された 51–54). PBは
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構造中にフェニル基が存在するため, Octと比較して少しかさ高い構造となっている. よって, 

本研究結果は, 脂肪酸結合によるHSAの構造変化に, フェニル基のかさ高い構造の影響も少

ないことを示し, これまで推察されていた通り, 脂肪酸のアルキル鎖の長さやHSAへの脂肪

酸の結合数が重要であることを支持する結果となった. さらに, サイト II 結合薬物として知

られるジアゼパム（Fig. 17b）及びイブプロフェン（Fig. 17c）の結合様式を比較すると, いず

れもサイト IIにおいて PBと類似の結合様式を示すことが明らかとなった.  

 

 

 

 

 

  

Fig. 15. Overall structure of the HSA-PB complex. 

(a) HSA is shown as cartoon representations, and the subdomain structures are 

colored in blue (IA), cyan (IB), pink (IIA), red (IIB), green (IIIA), and palegreen 

(IIIB). The PB molecule is shown as CPK representations. (b) Comparison of the 

HSA structures in the asymmetric unit.  
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Fig. 16. PB binding at site II. 

(a) Close-up view of PB binding at site II. The PB molecule is shown as a 

ball-and-stick representation. Hydrogen bonds are shown as yellow dashed lines. (b) 

The schematic diagram of the PB binding site at drug site II. The amino acid 

residues involved in hydrogen bonds are surrounded by red boxes.  

Arg410 

Tyr411 

Leu407 

2.6 Å 

Leu387 

Ile388 

Asn391 

Cys392 

Phe403 

Leu430 

Val433 

Gly431 
Cys437 

Cys438 

Ala449 

Leu453 2.7 Å 

2.9 Å 

Ser489 

Arg410 

Ser489 

Tyr411 

Leu387 

Asn391 

Phe403 

Leu407 



- 25 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17. Comparisons of the binding sites of Oct, diazepam and ibuprofen. 

The structures of the HSA-Oct-N-AcMet complex (a, PDB code 5x52
55)

), the 

HSA-diazepam complex (b, PDB code 2bxf 
56)

) and the HSA-ibuprofen complex (c, 

PDB code 2bxg
56)

) are superimposed on the HSA-PB complex. The HSA-PB complex, 

the HSA-Oct-N-AcMet complex, the HSA-diazepam complex and the HSA-ibuprofen 

complex structures are shown as ribbon representations colored green, pink, orange, and 

yellow, respectively. The PB, Oct, diazepam and ibuprofen molecules are shown as stick 

representations, and their carbon atoms are colored gray, pink, orange and yellow, 

respectively. Hydrogen bondsare shown as yellow (between HSA and PB) or orange 

(between HSA and the other ligands) dashed lines.  
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第 5 節 PBの結合におけるリガンドの影響 

 

5-1 内因性物質と PB間の相互作用 

 

血漿中のHSA濃度は, 肝疾患, ネフローゼ及び慢性腎臓病などの病態時には減少し 17), 遊

離脂肪酸, ビリルビン及び尿毒症物質などは増加する. このような状況下では, PBのHSAへ

の結合性が変化し, 薬物動態並びに薬理効果が変動する可能性が考えられる. そこで内因性

物質として脂肪酸, ビリルビン及び尿毒症物質として知られるインドキシル硫酸について, 

PBの HSAへの結合に与える影響を検討した.  

中鎖脂肪酸であるオクタン酸は, PBの結合を低濃度から阻害したのに対して, 長鎖脂肪酸

であるミリスチン酸及びオレイン酸は, 低濃度における阻害作用がオクタン酸と比較して低

く, 濃度上昇に伴い PB の結合を阻害することが明らかとなった（Fig. 18）. これは X 線結

晶構造解析からも明らかなように, 中鎖脂肪酸であるオクタン酸がサイト IIに結合し, PBの

結合を競合的に阻害しているのに対して（Fig. 17a）, 長鎖脂肪酸は, サイト I及びサイト II

以外の脂肪酸結合サイトに優先的に結合することで 57,58), HSAのコンフォメーション変化を

惹起して結合サイトの微環境に影響を及ぼすためと考えられる 59,60). また, ビリルビンは高

濃度において PBの結合を阻害し（Fig. 19a）, 尿毒症物質であるインドキシル硫酸について

も PBの結合を阻害した（Fig. 19b）. これらの結果より, 病態時においては, 内因性物質の

増加により PBの遊離型分率が変化し, その結合特性に変化を及ぼす可能性が示唆された.  
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Fig. 18. Effect of octanoic acid (◇), oleic acid (△) and myristic acid (■) in PB 

binding to HSA at pH 7.4 and 25 °C. 

Each point represents the mean±S.D. (n=3). *, P < 0.05 in comparison with ligands 

0µM. **, P < 0.01 in comparison with ligands 0µM. 

Bilirubin concentration (μM) Indoxyl sulfate concentration (μM) 

(a) (b) 

Fig. 19. Effect of bilirubin (◇) and indoxyl sulfate (●) in PB binding to HSA at pH 

7.4 and 25 °C. 

Each point represents the mean±S.D. (n=3). **, P < 0.01 in comparison with ligands 0µM. 
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第 6 節 考察 

 

 ヒト血清中での薬物結合を担っている主要タンパク質である HSA は, 血清中に最も多く

存在し, 主に酸性薬物を結合することから, PBの結合タンパク種である可能性が考えられる. 

しかし, 主要結合分子種と想定される HSA において, PB がどのような様式で結合するのか

に関する報告は少なく, 結合サイトの同定をはじめとするPBのHSAへの結合様式の解明は, 

PB の薬物動態並びに薬理効果を検討するうえで意義深い. そこで本章では, PB の血清中に

おける各種タンパク質への結合を評価するとともに HSA への結合様式の解明行った. ヒト

血漿及びその主要タンパク質を用いた結果より, PBはAAGや γ-グロブリンではなくHSAに

結合していることが示された（Fig. 3）. これらのデータは Boudalasらの報告と一致してお

り 32), γ-グロブリンの寄与については新たな知見であった. PBは HSAと高い親和性で 1：1

の複合体を形成していることが明らかとなった. 一方, PAは主にHSAへ結合していたが, そ

の結合は低く, PGはいずれのタンパク質へも結合していなかった(Table 1). PBは PAに代謝

された後, グルタミンと結合して PG となり, 残余窒素の排泄が可能となる（Fig. 1）. それ

故に PA及び PGの低い親和性はグルタミン抱合体の形成やその排泄につながり, PB の尿素

サイクル異常症に対する薬理効果に寄与しているのかもしれない.  

 蛍光プローブ置換実験より, PBは HSA のサイト IIに結合していると考えられた. この結

合様式並びに結合サイトの構造を明らかにするために, まず, PBの関連構造化合物を用いた

検討を行った. その結果, M-PB において結合が低下したことから, 結合には PB のカルボキ

シル基の静電的相互作用の関与が示唆された. また, PBのフェニル基とカルボキシル基間の

アルキル側鎖数に応じて, 結合定数が明らかに変化し, さらに, アルキル側鎖のメチレン数

を 5（PC）まで増加させるとそれに伴い結合定数も増加していた(Tables 1, 2 及び Fig. 5). ア

ルキル側鎖の長さは, 分子サイズ及び分子の疎水性と密接に関係している. 従って, PB のサ

イト IIへの結合には, 疎水性相互作用または/及び van der Waals力が関与していること, さ

らには, サイト II が PC に相当するサイズの分子を許容する至適サイズを持ち合わせている

ことが示唆された. これらの結果は, Wanwimolruk らが, 脂肪酸を用いた実験に基づいて報

告した知見とよく一致している 57). Royらは, 分光学的及び分子動力学的手法を使用して, PB
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のサイト IIへの結合は, サイト I近傍に存在する 214Trp周辺の疎水性を増加させることを報

告している 61). 今回の研究においては, サイト Iに結合するワルファリンの蛍光強度が PC及

び PHほどではないが, PB添加時に増大していた（Fig. 6c）. このことから, PB, PC及び PH

のサイト II への結合は, サイト I に結合するリガンド近傍の環境を変化させるという, アロ

ステリックな影響が示唆された. 以上のように, PB の結合によって HSA における結合部位

の構造変化が引き起こされ, また, その結合には, 複数の相互作用が関与しており, 水素結合, 

van der Waals力, 疎水性相互作用及び静電的相互作用などが寄与していると推察された. さ

らに, これらの相互作用に関与しているHSA分子上のアミノ酸残基を特定するため, 化学修

飾体や部位特異的変異体を用いた検討を行った結果, PB はサイト IIの 410Arg 及び 411Tyrと

相互作用していることが示唆された. HSAの構造において, サイト IIはその大半が無極性の

ポケットであり, 410Arg 及び 411Tyr の側鎖が極性部分としてポケットの入り口付近に存在し

ている 51). PBの構造とサイト II領域の構築から推定すると, PBのカルボキシル基のカルボ

ニル部分は 411Tyr のフェノール性水酸基と水素結合を形成し, カルボキシル基のイオン化酸

素は 410Argのグアニジノ部分と静電的に相互作用しているものと考えられた. 一方, PBのフ

ェニル基及びアルキル側鎖はサイト IIの非極性領域に疎水性相互作用や van der Waals力に

より配位していると考えられたが, この推論は, HSA-PB 複合体の X 線結晶構造解析により

実証された. （Figs. 16a 及び b）. また, サイト IIに結合することが知られるジアゼパムと

相互作用様式を比較すると, PBのフェニル基はジアゼパムのベンゾジアゼピン骨格の六員環

部分と重なっていた（Fig. 17b）. 同様に, サイト IIに結合するイブプロフェンと相互作用様

式を比較すると, PBとイブプロフェンに存在するカルボキシル基は, 共に 410Argと 411Tyrに

水素結合しており, さらにアルキル側鎖もほぼ同じ部位に結合していた（Fig. 17c）. よって, 

PBは, これまでに報告されているサイト II結合薬物, 特にイブプロフェンと同様の相互作用

様式で HSAに結合していることが明らかとなった.  

 以上のようなサイト II への PB の特異的結合は, 併用薬や各種疾患時に蓄積された内因性

物質あるいはタンパク質修飾に影響される. イブプロフェン, ジクロフェナク, ジアゼパム

及びクロフィブラートは, いずれもサイト II に強く結合し 19), PB を置換する可能性がある. 

特にイブプロフェンは, 本研究でもサイト IIにおいて, PBの結合を競合的に阻害することが
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明らかとなった（Figs. 9a及び b）. また, 腎疾患患者の体内に蓄積した複数の尿毒症物質及

び遊離脂肪酸も, サイト II へのリガンドの結合阻害作用を示す 57,62,63). 本研究において, PB

の結合に対するこれらの阻害作用が明らかとなった（Figs. 18及び 19）. なかでも脂肪酸に

おける検討では, PBの結合阻害の様式が脂肪酸のアルキル側鎖数により異なっていた（Fig. 

18）. 脂肪酸結合サイトは, HSA分子上に複数存在している. 中鎖脂肪酸は, PBが結合する

サブドメイン IIIAの高親和性サイトへ優先的に結合するが, 長鎖脂肪酸は, HSAに対して 2

倍量の濃度まではサブドメイン IIIA以外に高親和性サイトを有していることが知られている

64). 従って, 長鎖脂肪酸による PB の結合の阻害は, 長鎖脂肪酸が主にドメイン I に存在する

脂肪酸結合サイトへ結合することによるアロステリックなものであると考えられる 65). 生体

内にはオレイン酸, パルミチン酸などの長鎖脂肪酸が主に存在している 66). 一般に, 血中で

HSA に対して 0.1~2.0 倍量のモル濃度で存在している脂肪酸は 67), 過度な運動, 糖尿病や循

環器系疾患によって 6 倍程度にまで上昇することが知られている 68–71). また, ビリルビンは

肝炎や胆汁うっ滞症により血中濃度が上昇し, 特に先天性疾患である Crigler-Najjar 症候群

においては, 非抱合型ビリルビン濃度が約 100 倍まで上昇する 72,73). ビリルビンの高親和性

サイトはサイト I であるが 74), 長鎖脂肪酸同様, 高濃度において, PB の結合を阻害すること

が本章の結果より明らかとなった（Fig. 19a）. 一方, 透析患者においては, インドキシル硫

酸の血中濃度が 60 倍程度まで上昇することが報告されており 75), これらによって, PB の血

清タンパク結合が影響を受ける可能性は十分に考えられる. 以上のようなリガンドによる影

響に加えて, HSA の変化による影響も考慮する必要がある. 例えば, 透析患者では, HSA の

酸化によるサイト II薬物の結合の低下 36)や肝障害患者においても, サイト IIへのリガンド結

合に対して顕著な阻害が報告されている 37,38). さらに, 疾患に伴う血漿タンパク質の濃度変

化によっても PB のタンパク結合は変化する. AAG は血漿中における PB のタンパク結合へ

の寄与は, さほど大きくないが（Fig. 4）, 全身的な組織障害, 炎症あるいは感染状態の場合

は AAGの血漿中濃度が正常値と比較して 10倍にまで上昇するため 76,77), このような状態に

おいては, HSAのみならず AAGに対する結合についても検討が必要となる. このように, 今

回得られたPBのヒト血漿タンパク結合に関する知見は, 様々な臨床状態におけるPBの薬物

動態及び薬理学的な影響の解明に有用であると考えられる.   
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第 7 節 小括 

 

本章では, HSAにおける PB, その代謝物及び関連構造化合物の結合特性を限外濾過法, 蛍

光プローブ置換実験及び X 線結晶構造解析により解析し, 臨床応用の際に重要な相互作用に

ついても検討を行った. 以下に得られた結果を要約する.  

 

1） ヒト血漿において PBの主要結合タンパク分子種はアルブミンであった. PB, その代謝物

及び関連構造化合物は, HSA においてサイト II へ特異的に結合しており, その親和性は

フェニル基とカルボキシル基間のアルキル側鎖長に依存し, また, 結合には至適サイズの

存在が判明した.  

2） HSA-PB結合は, 発熱的でエンタルピーの寄与が大きく, 水素結合や van der Waals相互

作用が重要な役割を果たしていると推察された.  

3） PBの結合は, 非イオン性界面活性剤である PLE及びNaCl存在下で阻害されることから

疎水性相互作用及び静電的相互作用の関与が示唆された.  

4） PB のカルボキシル基は HSA におけるサイト II 領域の 411Tyr, 410Arg 及び 489Ser の側鎖

と静電的相互作用し, フェニル基及びアルキル側鎖は疎水性ポケットとvan der Waals相

互作用しており, また, イブプロフェンと類似の様式で結合していることが明らかとなっ

た.  

5） PB の結合は, 脂肪酸, ビリルビン及びインドキシル硫酸によって阻害され, 病態時にお

ける PBの薬物動態及び薬理効果に影響を及ぼす可能性が示唆された.  

以上の結果からPBの結合サイトの微環境が解明され, 各種疾患に対する臨床応用の際, 薬

効及び副作用発現について検討する基礎的情報が示された.    
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第 3 章 動物種アルブミンにおける PBの結合解析 

 

第 1 節 序 

 

前章では, PB のヒト血漿における結合特性を詳細に検討し, PB がサイト IIに結合するこ

とやその結果, 各種疾患において, PBの薬物動態及び薬理効果が変動する可能性が示唆され

た. 前述の通り, PB は, その多様な薬効から様々な疾患への臨床応用が期待されている 5,14). 

今後, PB を新たな疾患に適応する場合, ヒトにおける基礎データのみならず, 各種病態動物

を用いた検討が必要になり, その際には, 薬物動態を考慮した開発が必要である. 哺乳動物

のアルブミンには, ヒトアルブミンのサイト I 及びサイト II に相当する結合部位の存在が示

唆されている 30). しかしながら, 動物種によって結合部位の構造的差異も報告されており 31), 

ヒトにおける結合特性のみではなく, 利用する動物種毎の検討が不可欠である.  

そこで本章では, ウシ, ウサギ及びラット由来のアルブミンにおけるPBの結合特性を評価

し, さらに, ドッキングシミュレーションを用いて, PB 結合部位における相互作用様式を確

認し, PBの結合における種差の解明を試みた.  

 

 

第 2 節 哺乳動物の血漿における PB の結合タンパク種の同定 

 

2-1 限外濾過法 

 

前章の検討と同様に, 今回用いたウシ, ウサギ及びラットの血漿において, PB の結合タン

パク種がアルブミンであるかを限外濾過法により確認した. 各動物の血漿及びアルブミンに

対する PBの結合率を, 前章にて得られたヒトアルブミンにおけるものと比較した（Table 5）. 

その結果, いずれの動物種においてもPBは, 血漿中で主にアルブミンに結合していると考え

られた.  
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Species 
Bound fraction (%) 

Plasma Albumin 

Human 98.15±1.20 99.68±0.60 

Bovine 98.57±0.08 99.65±0.05 

Rabbit 98.43±0.02 99.60±0.04 

Rat 97.52±0.25 99.65±0.13 

 

 

 

 

第 3 節 PB, その代謝物及び関連構造化合物の結合パラメータ 

 

3-1 限外濾過法 

 

 動物種アルブミンにおける PB の結合パラメータを算出するために Scatchard 解析を行っ

た（Fig. 20）. 本章では, 高親和性及び低親和性サイトの両方について検討し, その結果を

Table 6 に示した. PB の高親和性サイト数（n1）は, すべての動物種アルブミンにおいて 1

であり, 低親和性サイト数（n2）は, 動物種間で差異がみられた. ヒト及びウシにおける高親

和性サイトに対する結合定数（K1）は, ウサギ及びラットアルブミンと比較して高く, また, 

ウサギアルブミンが最も低値を示した. このように, PBのアルブミンへの結合において種差

の存在が示唆された.  

  

Table 5. Binding of PB to plasma and albumin at pH 7.4 and 25 °C. 

The concentration of albumin in the pH 7.4 buffer was 600 μM, 

corresponding to the concentration in plasma. 

The results are means ± S.D. (n=3). 
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さらに, 動物種アルブミンにおける PB, その代謝物及び関連構造化合物の高親和性サイト

の結合パラメータについても確認を行った. 代謝物である PG は, 前章のヒトアルブミン同

様に, いずれの動物種アルブミンにおいても親和性が低く, 結合定数の算出が不可能であっ

たため, PG以外について比較を行った（Table 7）. その結果, これらの化合物は, いずれの

動物種アルブミンにおいてもPB同様, 高親和性サイト数は 1であることが確認された. 一方, 

アルブミンへの親和性は各々異なり, PA, PP及びM-PBは, PBよりも低い結合定数を示した

が, PV, PC及び PHは, PBより高い結合定数を示した. PA, PP, PB, PV, PC及び PHにおけ

る結合定数を比較すると, ヒトアルブミン同様に分子のフェニル基とカルボキシル基間のメ

チレン数に依存しており, 疎水性相互作用の関与が示唆された. また, ヒト及びウシアルブ

ミンにおいて結合定数が最も高かったのは, メチレン数が 5の PCであったが（Fig. 21）, ウ

サギ及びラットアルブミンにおいては, このような明確な値の違いは確認できなかった. 

M-PB は, いずれの動物種アルブミンにおいても PB より親和性が著しく低下していたこと

から, ヒトアルブミン同様に, PBのカルボキシル基が静電的相互作用していることが示唆さ

れた（Table 7）.  

  

Species n1 
K1 

(×10
5 
M

-1
)  

n2 
K2 

(×10
3 
M

-1
) 

Human 1.00±0.04 13.9±0.7 
 

4.49±0.83 8.15±2.35 

Bovine 1.02±0.03 12.8±1.7 
 

5.74±0.58 6.45±1.07 

Rabbit 1.26±0.05 4.11±0.72 
 

5.38±0.58 8.33±1.59 

Rat 1.16±0.05 8.94±2.15 
 

6.18±0.25 6.93±0.29 

Table 6. Binding parameters of PB to albumins at pH 7.4 and 25 °C. 

The results are means ± S.D. (n=3). 
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Parameters Human Bovine Rabbit Rat 

PB 
n1 0.87±0.03 1.02±0.10 1.17±0.04 1.20±0.10 

K1(×10
5 

M
-1

) 13.7±2.1 13.2±1.5 4.01±0.70 8.42±2.05 

PA 
n1 1.11±0.35 1.12±0.11 1.03±0.18 1.05±0.18 

K1(×10
5 

M
-1

) 0.53±0.35 0.45±0.17 0.42±0.12 0.49±0.27 

PP 
n1 1.09±0.12 1.17±0.05 1.04±0.20 1.16±0.04 

K1(×10
5 

M
-1

) 4.86±0.64 3.91±0.56 3.01±0.18 4.76±0.31 

PV 
n1 0.90±0.08 0.94±0.02 1.24±0.10 0.96±0.09 

K1(×10
5 

M
-1

) 20.1±6.9 16.4±1.36 12.1±1.9 16.1±3.9 

PC 
n1 1.30±0.10 1.16±0.05 1.26±0.03 1.21±0.03 

K1(×10
5 

M
-1

) 29.9±1.7 26.9±2.3 18.3±1.3 20.2±2.0 

PH 
n1 0.91±0.03 1.22±0.10 1.25±0.09 1.28±0.17 

K1(×10
5 

M
-1

) 25.8±0.4 21.8±2.9 17.6±1.3 18.4±1.8 

M-PB 
n1 

K1(×10
5 

M
-1

) 

1.08±0.18 

0.52±0.22 

1.12±0.15 

0.44±0.17 

1.11±0.21 

0.46±0.19 

1.10±0.13 

0.34±0.15 

Table 7. Binding parameters of PB and structurally related compounds 

to HSA at pH 7.4 and 25 °C. 

The results are means ± S.D. (n=3). 
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Fig. 21. Effect of the number of methylene units in PB and its structurally related 

compounds on their association constants (K) for binding to human (●), bovine 

(○), rabbit (▲) and rat (△) albumins. 

Association constants are the value at pH 7.4 and 25 °C. Each point represents the 

mean ± S.D. (n=3). 
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3-2 蛍光プローブ置換実験 

 

これまでの研究から動物種アルブミンにおいて, ワルファリン及びダンシルサルコシンは, 

それぞれヒトアルブミンにおけるサイト I及びサイト IIに相当する部位への結合が確認され

ている 30,31,78). 前章のヒトアルブミンにおける検討と同様に, これらを蛍光プローブとして

利用し, 動物種アルブミンにおける PB, その代謝物及び関連構造化合物の結合サイトの比較

を行った（Figs. 22及び 23）.  

PB は, いずれの動物種アルブミンにおいてもダンシルサルコシンの蛍光強度を減少させ

る一方で, ワルファリンの蛍光強度は, わずかに増加あるいは変化させなかった. これより, 

ウシ, ウサギ及びラットアルブミンにおけるPBの結合部位は, ヒトアルブミンにおけるサイ

ト IIに相当する領域であることが示唆された. PBの関連構造化合物である PA, PP, PV, PC

及び PH もいずれの動物種アルブミンにおいて, ダンシルサルコシンの蛍光強度を減少させ

ており（Fig. 22）, これらの化合物もヒトアルブミンにおけるサイト IIに相当する部位への

結合が示唆された. また, ダンシルサルコシンの蛍光強度減少の程度は, ヒトとウシアルブ

ミン, ウサギとラットアルブミンがそれぞれ類似していた. PA, PP, PB, PV及び PCの場合, 

動物種アルブミンにおけるワルファリンの蛍光強度は微増あるいは変化がなかった. 一方, 

PH はヒト及びウシアルブミンにおいて, ワルファリンの蛍光強度を著しく増加させており

（Figs. 23A及び B）, PHの結合によりアルブミンの広範囲な構造変化によるものと推察さ

れた. また, PB の結合特性は, ウシアルブミンが最もヒトアルブミンに類似していることが

示された.    
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Fig. 22. Effects of PB and structurally related compounds on the fluorescence 

intensity of dansylsarcosine bound to human (A), bovine (B), rabbit (C), rat (D) 

albumins at pH 7.4 and 25 °C. 

Displacers used were PB (●), PA (○), PP (▲), PV (△), PC (◆) and PH (◇). The 

following concentrations were used: albumin, 20 μM and dansylsarcosine, 2 μM. 
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Fig. 23. Effects of PB and structurally related compounds on the fluorescence 

intensity of warfarin bound to human (A), bovine (B), rabbit (C), rat (D) albumins 

at pH 7.4 and 25 °C. 

Displacers used were PB (●), PA (○), PP (▲), PV (△), PC (◆) and PH (◇). The 

following concentrations were used: albumin, 20 μM and warfarin, 2 μM. 
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3-3 ドッキングシミュレーション 

  

 分子ドッキングシミュレーションにより, アルブミン-リガンド複合体の結合部位における

相互作用に関する情報を得ることができる 79). 今回用いた動物種アルブミンのなかで, ラッ

トアルブミンの X 線結晶構造は明らかとなっていないため, X 線結晶構造が解明されている

ヒト, ウシ及びウサギ由来のアルブミンを用いて検討を行った. また, 蛍光プローブ置換実

験の結果より, いずれの動物種アルブミンにおいても PB, その代謝物及び関連構造化合物は, 

ヒトアルブミンのサイト II に相当する特定部位へ結合していることが示されたことから, サ

イト II の位置するサブドメイン IIIA の結合領域におけるドッキングシミュレーションを行

った（Fig. 24）.  

 得られたドッキングポーズより, いずれの動物種アルブミンにおいても PB のフェニル基

及びアルキル側鎖は, Leu, Ile, Phe及びValなどで構成された疎水性領域に位置しており, PB

のカルボキシル基は, 疎水性ポケット入口の Arg や Tyr, Lys 付近に位置していた. 前章の

HSA-PB 複合体から得られた X 線結晶構造解析の結果同様に, ヒトアルブミンにおいて PB

のカルボキシル基は, 410Arg/411Tyrに近接していた（Fig. 24A）. ウシ及びウサギアルブミン

において, PBのカルボキシル基はそれぞれ 409Arg/410Tyr/422Lys及び 410Arg/414Lysに隣接して

いた（Figs. 24B及び C）. 関連構造化合物である PA, PP, PV, PC及び PHのカルボキシル

基の位置は, PB のカルボキシル基の位置と類似していたが, 一方で, 側鎖の延長に伴いアル

キル側鎖並びにフェニル基は, PBとは異なる位置で相互作用していることが明らかとなった. 

また, PC及び PHのようなアルキル側鎖の長い化合物においては, その構造に著しいねじれ

がみられた.  
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Fig. 24. Molecular docking of PB and structurally related compounds at the site in 

subdomain IIIA. 

Albumin species are shown human (A, a), bovine (B, b) and rabbit (C, c). Docking poses 

of PB (green stick) and structurally related compounds (PA; cyan, PP; magenta, PV; 

yellow, PC; slate, PH; orange) are shown in A-C and a-c, respectively. Hydrophilic and 

hydrophobic amino acid residues mentioned were depicted in white and gray sticks, 

respectively. Oxygen and nitrogen atoms of the ligands and hydrophilic residues are 

color-coded in red and blue, respectively. The illustrations were made by Pymol. 
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Fig. 25に, 得られたドッキングエネルギーの結果を示す. 化合物間のドッキングエネルギ

ーは, アルキル側鎖数に依存していた. ヒト及びウシアルブミンにおいて, 最もエネルギー

が低く安定な構造を示していたのは, メチレン数 4 の PV であり, よりアルキル側鎖の長い

PC及び PHのドッキングエネルギーは, PVと比較して明らかに増加していた. また, ウサギ

アルブミンにおいては, このような明確なドッキングエネルギーの変化は確認できなかった. 

さらに, ドッキングエネルギーを動物種アルブミン間で比較すると, ウサギアルブミンが最

も高く, ヒトとウシアルブミンの値が類似しており, これは, ウサギアルブミンへの PBの親

和性が, ウシ及びヒトアルブミンへの親和性よりも低いという限外濾過法の結果と一致して

いた.  
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Fig. 25. Effect of the number of methylene units in PB and structurally 

related compounds on their docking energy for binding to human (●), 

bovine (○) and rabbit (▲) albumins. 
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第 4 節 考察 

 

 各動物種アルブミンは, 高い相同性や類似性があるにも関わらず 27), その薬物結合特性に

は種差が報告されている 30,31,80). このようなタンパク結合における動物種間の差異は, 薬物

動態において種差を引き起こす要因になり得る. 前章では, PBのヒトアルブミンにおける結

合特性を解明した. PB は, その多様な薬理作用が細胞及び動物レベルで確認されている. 各

種疾患への PB の臨床応用を視野に入れた場合, 動物におけるデータを薬物動態と関連付け

て解釈する必要性が生じる. そこで本章では, PBのタンパク結合における種差について詳細

な検討を行った. ヒトアルブミン同様に, PBは今回用いた各動物種の血漿中でアルブミンに

結合しており（Table 5）, いずれの動物種アルブミンも高親和性サイトと, 複数の低親和性

サイトを有していることが示唆された. 高親和性サイトにおける結合定数は, ヒトに次いで

ウシアルブミンが高く, ウサギアルブミンが最も低かった. さらに蛍光プローブ置換実験よ

り, ウシ, ウサギ及びラットアルブミンにおける PBの高親和性サイトは, ヒトアルブミンに

おけるサイト IIに相当することが示唆された. Kosaらは, これまでに 5つの動物種アルブミ

ン（ヒト, ウシ, イヌ, ウサギ及びラット）へのサイト II薬物であるイブプロフェン及びジア

ゼパムの結合について報告している（Fig. 26）31).   

Fig. 26. Proposed model of drug binding sites on different albumins 

modified from Kosa et al. (1997). 

□ ; warfarin biding site, ■ ; phenylbutazone binding site,   ; ibuprofen 

binding site,   ; diazepam binding site. 

Rat Human 

Rabbit Bovine 
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彼らは, サイト II に相当するイブプロフェンの高親和性サイトは, すべてのアルブミンに存

在しているが, ジアゼパムの高親和性サイトは, ウシ, ウサギ及びラットアルブミンにおい

て欠落していることを見出している 31). 今回の検討で, いずれの動物種アルブミンも PB の

高親和性サイトを有しており, 前章の X 線結晶構造解析の結果を踏まえると, すべての動物

種アルブミンにおいて, PBはイブプロフェンと同様に, ヒトアルブミンのサイト IIに相当す

るサイトで 411Tyr及び 410Argと相互作用していると推察された.  

ところで, ウシ, ウサギ及びラットアルブミンのヒトアルブミンとの相同性は, それぞれ

75.6%, 74.2%及び 73.2%であり 27), PBの結合部位が位置するサブドメイン IIIA領域（ヒト, 

ウサギ及びラットでは 384-485 位, ウシでは 383-484 位）におけるウシ, ウサギ及びラット

の相同性は, それぞれ 82%, 85%及び 77%と高い（Table 8）.  

 

 

 

        

Table 8. Alignment of the amino acid sequences of subdomain IIIA of albumin species. 

The identity of rabbit, rat and bovine to human albumin is 85, 77 and 82%, respectively. 

Data was analyzed using the BLAST. 
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従って, PBのアルブミンへの結合における種差を, 結合サイトの一次構造のみを基に解釈す

ることは困難であり, 結合部位の立体構造を踏まえた解釈が必要と考えられた. そこで, 分

子ドッキングシミュレーションによる検討を行った結果, PB のカルボキシル基は, ヒト, ウ

シ及びウサギアルブミンのいずれにおいても Arg, Tyr及び Lys付近に位置し, これらのアミ

ノ酸残基と静電的相互作用していることが示唆された（Figs. 24A, B 及び C）. 一方, 相互作

用しているアミノ酸残基の組み合わせは, ヒト, ウシ及びウサギアルブミン各々で異なって

おり, それぞれ 410Arg/411Tyr, 409Arg/410Tyr/413Lys及び 410Arg/414Lysであった. また, PBのフ

ェニル基及びアルキル側鎖は Leu, Ile, Phe及び Valで構成される疎水性領域に位置している

が, 動物種によってその立体構造には違いが確認された. 以上のことから, カルボキシル基

と相互作用するアミノ酸残基の組み合わせや疎水性ポケットの立体構造の差異が, PBの結合

における種差を引き起こしていると推察された. ドッキングエネルギーは, アルキル側鎖の

増加に伴い低下したが, 特に PC 及び PH において,ドッキングエネルギーは増大した（Fig. 

25）. これは, 分子のねじれを表す U_strain が, ドッキングエネルギーにネガティブな寄与

をしたためと考えられた. すなわち, PC や PH のような大きな分子が, あるサイズを有する

ポケットに結合しようとする際に生じる分子のねじれが原因と考えられる. この考察に基づ

けば, ヒト及びウシアルブミン上の PB 結合サイトは, PV に相当するサイズの分子を許容す

るサイズを有すると考えられた. 一方, Fig. 24 で確認できるように, ウサギアルブミンにお

ける結合部位の空間的範囲は, 他のアルブミンよりも明らかに狭く, このため, 比較的低分

子であっても分子のねじれが生じ, ドッキングエネルギーがヒト及びウシアルブミンよりも

高くなったものと推察された. ラットアルブミンの X 線結晶構造は未だ得られておらず, 本

研究ではドッキングシミュレーションを行うことができなかった. しかしながら, 動物種間

における PB 及び関連構造化合物の結合定数に基づいて考察すれば, ウシ及びウサギアルブ

ミンの中間であり（Fig. 21）, ラットアルブミンの PB結合部位は, ウシ及びウサギアルブミ

ンの中間のサイズを有しているかもしれない. 本章の検討で, アルブミンへの親和性が最も

高い関連構造化合物は, 結合定数及びドッキングエネルギーで比較するとそれぞれ PC 及び

PVと異なった結果となった（Figs. 21及び 25）. これは, 多くの機能性タンパク質は, ドッ

キングシミュレーションにおける解析とは異なり, リガンドが結合する際に立体構造の変化
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を伴うような柔軟な構造を有しているためであると考えられる 81).  

 本章での検討から, ヒト及びウシアルブミンへの PB の結合における親和性並びに結合部

位の構造的特徴に関する類似性が明らかとなった. また, 今回得られたPBのアルブミン結合

における種差のデータに基づけば, PBの薬物動態学的及び薬力学的データをウサギ及びラッ

トを用いて取得した場合, そのデータの解釈には, ウサギ及びラットアルブミンに対するそ

の結合特性の差異を考慮する必要があると考えられる. 第 2 章でも述べた通り, ヒトアルブ

ミンにおいて, 腎及び肝不全並びに酸化ストレスに関連する疾患の場合, サイト II の結合へ

特異的影響を及ぼすいくつかの因子が同定されている 36–38,62,63). 従って, 各種病態動物を用

いた薬物動態学的及び薬力学的解析を行う場合は, このような結合部位に特異的な因子の存

在に関する問題を考慮しなければならない. さらに最近では, PB のみならず, その誘導体の

薬理効果に関する研究も報告されている. Entin-Meer らは, 一連の PB プロドラッグの中で

も（ブチルオキシ）メチル PBが神経膠腫細胞株において, 強力な抗腫瘍活性を有することを

明らかにした 82). また, Mimoriらは, PB誘導体としてフェニル基の代わりに異なるアルキル

側鎖数, p-置換体及びナフタレンを有する化合物を使用している 12,83,84). 彼らは, PB誘導体が

主にその化学シャペロン活性によって, 神経細胞死を誘発する ER ストレスを軽減させ, ナ

フタレン誘導体は, PBよりも強い活性を有することを報告している. 以上のことから, PB同

様に各種疾患治療の可能性を有する候補として, これらの誘導体を用いて病態動物における

研究及び開発が進められると予想される. その際に, 本研究で得られたPB及びその関連構造

化合物（PA, PP, PV, PC, PH 及び M-PB）のタンパク結合特性並びに種差に関する知見は, 当

然のことながら, 有用な基礎データになり得るだろう.  
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第 5 節 小括 

 本章では, PB及び関連構造化合物の動物種アルブミンにおける結合特性について詳細な検

討を行った. 以下に得られた結果を要約する.  

1） PB は哺乳動物（ウシ, ウサギ及びラット）の血漿において, ヒト血漿中と同様にアルブ

ミンが主要結合タンパク質であることが明らかとなった.  

2） PB 及び関連構造化合物は, すべての動物種アルブミンにおいて, ヒトアルブミン分子上

のサイト II に相当する部位へ結合しており, ヒトアルブミン同様に疎水性相互作用及び

静電的相互作用が関与していることが示唆された. また, その親和性はヒトとウシ, ウサ

ギとラットアルブミンが, それぞれ類似していることが判明した.  

3） ドッキングポーズからPBのカルボキシル基は, Arg, Tyr及びLysと相互作用していたが, 

その組み合わせは動物種により異なっていた. また, アルキル側鎖及びフェニル基は, 

Leu, Ile, Phe及びValで構成される疎水性領域に位置しており, その立体構造には動物種

により差異が確認された. 

4） ヒト及びウシアルブミンにおいては, 結合定数及びドッキングエネルギーから明確な結

合サイトの至適サイズの存在が示唆された. また, 動物種アルブミンの結合サイトにおけ

るサイズや電荷, 疎水性などの微環境が PBの結合の種差の要因であると推察された.  

 以上より, PBのアルブミン結合には種差の存在が認められ, 本研究で用いた動物種におい

てはウシアルブミンが, 構造及びタンパク結合の点で最もヒトアルブミンに類似していると

推察された.  
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第 4 章 総括 

 

PB は現在, 尿素サイクル異常症の治療に用いられているが, HDACs 阻害作用や小胞体ス

トレスの改善など多様な薬効により, さらなる臨床応用が期待されている. しかしながら, 

そのタンパク結合に関する情報は少なく, PBのヒトにおける薬物動態及び薬効・副作用との

関係を考えるうえで, また, 各種実験動物における薬物動態学的及び薬力学的データをヒト

に外挿するうえで, タンパク結合の詳細を把握しておくことが重要となる. そこで本研究で

は, PB の HSA における結合特性並びに結合サイト構造の解明を行い, 各種病態時に変動す

る内因性物質が PB の結合に及ぼす影響についても検討した. さらに, PB の動物種アルブミ

ンにおける結合について検討し, その種差の解明を行った. 以下に得られた知見を総括する.  

 

1）HSAにおける PBの結合サイトの微環境解析（第 2章） 

 ヒト血漿における PB の主要結合タンパク種を検討した結果, PB は主に HSA に結合して

おり, 他の血漿タンパク質への結合はほとんど確認できなかった. PB, その代謝物及び関連

構造化合物を用いた検討より, いずれも HSA において, サイト II へ特異的に結合しており, 

その親和性は, フェニル基とカルボキシル基間のアルキル側鎖長に依存していた. また, サ

イト IIの構造には, 許容できる分子の至適サイズが存在していることが判明した. HSA にお

けるPBの結合特性を解明するため, 熱力学的解析や関連構造化合物, 界面活性剤及び電解質

を用いた検討の結果, PB の結合には複数の相互作用が関与しており , 水素結合, van der 

Waals 力, 疎水性相互作用及び静電的相互作用などが寄与していると推察された. これらに

関与しているアミノ酸残基を特定するため, HSA化学修飾体及び部位特異的変異体を用いた

検討の結果, 411Tyr 及び 410Arg が重要であることが明らかとなった. さらに HSA-PB 複合体

のX線結晶構造解析の結果より, PBのカルボキシル基はHSAにおけるサイト II領域の 411Tyr, 

410Arg 及び 489Ser の側鎖と静電的相互作用し, フェニル基及びアルキル側鎖は疎水性ポケッ

トと van der Waals相互作用しており, イブプロフェンやジアゼパムと類似の様式で結合し

ていることが明らかとなった. 特にイブプロフェンは, 相互作用様式の検討からPBの結合を
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競合阻害することが明らかとなった. さらに, 腎及び肝疾患時に変動する内因性物質である

脂肪酸（特に中鎖脂肪酸）, ビリルビン及びインドキシル硫酸によっても PBの結合が阻害さ

れることが判明した. 以上の結果より, PB の HSA における結合特性並びに結合サイトの構

造が解明された. また, 疾患状態や併用薬などによって PBの遊離型分率が上昇し, その薬物

動態に影響を及ぼす可能性が示唆された.  

2）動物種アルブミンにおける PB の結合解析（第 3章） 

PBの哺乳動物（ウシ, ウサギ及びラット）の血漿における結合タンパク分子種の同定を行

った結果, ヒト血漿中と同様に いずれの動物種においてもアルブミンが主要結合タンパク

質であることが明らかとなった. 限外濾過法及び蛍光プローブ置換実験の結果より, PB及び

関連構造化合物は, すべての動物種アルブミンでヒトアルブミン分子上のサイト II に相当す

る部位へ結合しており, ヒトアルブミン同様に, 疎水性相互作用及び静電的相互作用が関与

していることが示唆された. また, その親和性は, ヒトとウシ, ウサギとラットアルブミンが

それぞれ類似していることが判明した. PBのドッキングポーズから, カルボキシル基は, Arg, 

Tyr及び Lysと相互作用していたが, その組み合わせは動物種により異なっていた. また, ア

ルキル側鎖及びフェニル基は, Leu, Ile, Phe及び Valで構成される疎水性領域に位置してい

た. ヒト及びウシアルブミンにおいては, 結合定数及びドッキングエネルギーより, 明確な

結合サイトの至適サイズの存在が示唆された. これらの結果から, 動物種アルブミンにおけ

る結合サイトのサイズや電荷, 疎水性など, いわゆるミクロ環境の差異が, PB の結合におけ

る種差の要因であると推察された. 以上の結果より, PBのアルブミン結合には種差の存在が

認められ, 本研究で用いた動物種においては, PBの結合するサイトの構造やタンパク結合の

観点から, ウシアルブミンが最もヒトアルブミンに類似していることが示唆された.  

 

以上のように, アルブミンのサイト II における PB の結合様式, さらにその結合特性を含

む’’静的及び動的情報’’が本研究によって解明された. また, PB のタンパク結合における種差

についても明らかとなり, 適応拡大を視野に入れた動物実験データの解釈やヒトへの外挿の

際に有益な情報を得ることができた. しかしながら, PB の代謝における種差や PB 誘導体の
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代謝経路についての情報は限られており, これらに関する新たな知見が得られれば, PB 及び

その誘導体の臨床応用の可能性がより拡がるであろう. 本研究は, 多様な薬効を有するPB及

びその誘導体のヒトにおける薬物動態及び薬理効果の理解という点で, 様々な疾患治療へ臨

床応用される際の有用な基礎資料になると考えられる.  
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実験の部 

 

実験試料 

ヒト, ウシ, ウサギ及びラット血清アルブミン, AAG, γ-グロブリン, ワルファリン, ダンシ

ルサルコシン, ビリルビン及び HNBは, Sigma Chemical Company（St. Louis, MO, U.S.A.）

から購入した. Chen85)が報告した方法を改変した手順を用いて, アルブミンを 0℃で活性炭

を加え, H2SO4で pH3に調整して脂肪酸除去（脱脂）した溶液を透析後, 凍結乾燥させた. 脱

脂したアルブミンは, SDS-PAGE において単一のバンドが得られ, それらの分子量はモル濃

度計算により66kDaと想定された. インドキシル硫酸及びPLEは, ナカライテスク株式会社

より入手した. PBは, LKT Laboratories社（St. Paul, MN, U.S.A.）から入手した. PA, PP,

オクタン酸, オレイン酸, ミリスチン酸及びイブプロフェンは, 和光ケミカルより購入した. 

M-PBは, Frinton Laboratories社（Hainesport, NJ, U.S.A.）から入手した. PV, PC 及び

NPAは, 東京化成工業株式会社より購入した. PHは, Santa Cruz Biotechnology社（Dallas, 

TX, U.S.A.）より入手した . ヒト及びウシ血清は, それぞれ Interstate Blood Bank 社

（Memphis, TN, U.S.A.）及びダード株式会社より購入した. ウサギ及びラット血漿は, 雄の

それぞれ日本白色種及び SD ラットから採血して遠心分離したものを使用した. その他, 試

薬, 溶媒類は市販特級品を使用し, 溶媒としての水はイオン交換水を使用した. タンパク結

合実験においては 67 mMリン酸緩衝液（pH 7.4）を使用した.  

 

統計解析 

 実験データは平均値±標準偏差で示した. 有意差検定ついては一方向分散分析後の複数比

較のための Dunnett’s検定を用いて行った. 危険値が 0.05以下であるときに統計学的に有意

であると評価した.  

 

限外濾過法及び平衡透析法 

限外濾過は Ultracel®-30 を遠心式フィルターユニットとして備えた Amicon® Ultra-0.5 

mL（Merck Millipore社）を使用した. 500μLのサンプルを 25℃, 2,500gで 5分間遠心分離
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し, 濾液中の遊離型リガンド濃度（Cf）を HPLCにより測定した.  

平衡透析実験は, 2mLの Sankoプラスチック透析セルを用いて行った.  2つのセル分画を

Viskingセルロース膜で分離した. サンプルに対して等量（1.5mL）のリン酸緩衝液を用いて

12時間平衡透析を行い, その後, リン酸緩衝液区分の遊離型リガンド濃度をHPLCで測定し

た. アルブミン非存在下での限外濾過及び平衡透析実験においては, 膜または器具へのリガ

ンドの吸着は無視できるほどの低濃度であった . さらに , 平衡透析後の体積シフトは

Giacominiらの方法 86)に従って補正した.  

 

結合データ解析 

限外濾過法により得られたデータから下記の（1）式を用いて遊離型分率を算出した. また, 

結合率（Bound fraction）は, 100から（1）式で得られた値を引くことにより算出した.  

 

 

 

 

Cfは HPLCにより算出された遊離型濃度である. Cbは結合型濃度であり, 限外濾過前の総

リガンド濃度（Ct）から Cf を引くことにより, また, 平衡透析では平衡透析前の総リガンド

濃度（Ct）から 2×Cfを引くことにより Cbを求めた. 限外濾過及び平衡透析のデータを用い

てリガンドのアルブミンにおける結合パラメータを算出した. 実験データは, GraphPad 

PRISM® Version 4（GraphPad Software社）を用いて（2）式により解析した.  

 

  

 

 

 

ここで, rはタンパク質 1モルあたりに結合するリガンドのモル数であり, Ptはタンパク質

濃度である. niは i番目の結合成分における結合サイト数, Kiは i番目の結合成分における結
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合定数である. 高親和性及び低親和性サイトへの結合は, m=2 を用いて分析を行った. 高親

和性サイトに対する結合についての実験及び解析は, 低親和性サイトへのリガンド結合を最

小にするために r<0.4となる条件で行い, この場合は m=1を用いた.  

 

熱力学的解析 

熱力学的パラメータは, 15℃, 25℃, 30℃及び 37℃の 4 つの温度における測定値により

van't Hoffプロットを使用してPedersonらの方法 87)によって算出した. 本実験では恒温振盪

装置を用いて平衡透析を行った. 平衡透析から得られた 25℃における PB の結合パラメータ

は, 限外濾過実験で得られた値と同一であることを確認した. 平衡透析によって得られた結

合定数の温度依存性から結合過程に関与する熱力学的パラメータを算出することが可能であ

る. エンタルピー変化 ΔHが実験温度範囲において大きく変化しない場合, ΔH とエントロピ

ー変化 ΔSは, 以下の van't Hoff式（3）によって求めることができる.  

 

 

 

K は温度 T（絶対温度）における結合定数であり, R は気体定数である. ΔHおよび ΔSは算

出された結合定数をプロットすることによって得られ, 自由エネルギー変化 ΔG は, 以下の

（4）式から計算された.  

 

 

 

HPLC測定条件 

本研究において HPLC は HITACHI 製 D-2000 Elite HPLC system を使用した . 

YMCPACKODS AM-303（粒径 5-mm, 長さ 250 mm×内径 4.6 mm, YMC社）を固定相と

して使用し温度は 40℃で設定した. 溶媒 A（50mM リン酸二水素ナトリウム）及び溶媒 B

（50mMリン酸二水素ナトリウム及びアセトニトリル, 30：70vol / vol）の 2つの溶媒を移動

相として使用した. ピークの分離のために利用したグラジエントは化合物毎に下記に示す通

ΔH 
ln K =－ 

RT 

ΔS 

R 
＋ （3） 

ΔG = ΔH－TΔS （4） 
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りである. PB, PA, PG, PP 及び M-PB: 0-7分（30％-100％B）, 7-10分（100％B）, 10-15分

（100％-30％B）, および 15-20分（30％B）. PV, PC及び PH: 0-6分（50-100％B）, 6-10

分（100％B）, 10-15分（100-50％B）及び 15-20分（50％B）. 移動相の流速は 0.9mL /分

で一定とし, 検出波長は 210nmに固定して各サンプルについて 20分間測定した.  

 

蛍光プローブ置換実験 

HSAのサイト I及びサイト IIの蛍光プローブとしてワルファリン及びダンシルサルコシン

を各々用いた. 蛍光強度は HITACHI製 F-2500蛍光分光光度計にて測定した. 25℃において

励起及び放出スリット幅は 5nm とし, ワルファリン及びダンシルサルコシンの励起波長は

各々320 nm及び 350nmに設定した. 蛍光強度はワルファリン及びダンシルサルコシン各々

350-450 nm及び 400-600 nmの範囲の最大ピークを測定した. また, 蛍光プローブの非特異

的結合の影響を最小限にするため, プローブ－アルブミン比を 1：10に維持し, PB及び関連

構造化合物をその溶液へ添加して測定を行った. 蛍光プローブの置換の程度は以下の（5）式

を用いて評価した.  

 

 

 

 

F1及びF2は, 蛍光プローブとアルブミンのみ及びそれに置換物質を添加した場合に測定さ

れた蛍光強度を各々示している.  

  

F
2
 

F
1
 

× 100 （5） 
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リガンド間の相互作用の検討 

2種のリガンド間のタンパク分子上における相互作用の検討は Kragh-Hansenのモデルに

従い行った 44)45). リガンド A及び Bがタンパク質 Pに結合する場合, その平衡系は Fig. 27

に示すモデルで表わされる.  

 

 

 

リガンド A及び Bが蛋白分子上に結合すると過程すると  
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Fig. 27. Scheme of interaction models 

P: protein; A, B: ligands; K: association constant 

of ligand. 
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ここで, 総タンパク濃度当たりの結合リガンド濃度は次式で示すことができる.  

 

 

 

 

 

 

このようなモデルで示される平衝系においては 

 

 

 

 

の関係が成立する. ここで χ の値はカップリング定数と呼ばれるものである. この関係を用

いると次式で表すことができる.  

 

 

 

 

 

 

χの値はその相互作用を評価するために重要な値であり, χ=1 及び χ=0は独立及び競合結合を

各々意味し, また, χ>1及び 1>χ>0の場合は正の協同的及び負の協同的結合であり, 異なる結

合サイトに結合した 2 種のリガンド間のアロステリックな相互作用を意味する. なお, 低親
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和性サイトの影響を最小限にするため, Kragh-Hansen の実験・解析法に基づきリガンド結合濃

度は ν<0.4 で実験を行った 44,45).  

 

HSAの化学修飾 

HSAに唯一存在する 214Trpは, Fehskeらの方法 46)に従って修飾された. 1gのHSAを 10M

尿素溶液 200mL に溶解し, 酢酸を添加し pH4.4 に調整した. 次いで, HNB のメタノール溶

液 25mL を添加し, 得られた溶液を撹拌しながら 2時間反応させた後, 上清を水に対して 60

時間透析して凍結乾燥した. 分光光度的 46)に求めた 214Trpの修飾率は 93％であり, HSAにお

ける 214Trpはほぼ完全に修飾されていると考えられた. HSAの 411Tyrの選択的修飾は, Hagag

らの方法 48)を改変して行った. アセトニトリルを溶媒として調整した 20mM  NPA 375mL

を 0.1Mリン酸ナトリウム緩衝液（pH8.0）に溶解した 100mM HSA溶液 60mLへ連続的に

添加しながら攪拌した. 7時間反応させた溶液を水に対して60時間透析し, 凍結乾燥した. こ

の方法では, アントラニロイル構造がHSAの 411Tyrに選択的に取り込まれることが知られて

いる 48). 分光光度形を用いて修飾率を測定したところ 48), Tyrの 5.7％が修飾されていること

が示された. これにより, HSAの 18個の Tyrのうちの約 1個, つまり, 411Tyrの修飾が示唆

された.  

 

HSAコード領域への突然変異の導入 

組換え野生型 HSA（WT-HSA）並びに単一残基変異体 Y411A及び R410Aを合成するため

にWatanabeらの方法に従い作成した 49,50). シグナル配列（L10）を含む HSAcDNAを EcoRI

で処理された pKF19kベクター（TakaraShuzo Co.）のアルコールオキシダーゼ 1（AOX1）

プロモーター下流に接続して変異導入を行った. R410A及びY411Aの変異導入の際に用いた

プライマーは下記の通りである（下線はミスマッチを示す）.  

 

5’-CTATTAGTTGCTTACACCAAG-3’ for R410A 

5’-CTATTAGTTCGTGCCACCAAG-3’ for Y411A 
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この変異導入は, Perkin-Elmer ABI Prism 310 Genetic Analyzerを用いて, HSAコード領域

全体の DNA 配列決定によって確認した. 野生型及び突然変異誘発された挿入物を放出させ,  

メタノール誘導性 pHIL-D2ベクター（Invitrogen）に再クローニングして HSA発現ベクタ

ーpHIL-D2-HSAを構築した.  

 

rHSA の発現 

 特定のrHSA突然変異体をコードするpHIL-D2-HSA発現ベクターを, 塩化リチウム法によ

りPichia 酵母（GS115株）に導入した. それぞれ染色体DNAに安定して組み込まれた発現カ

セットを含む酵母クローンを単離した . 100mLのbuffered glycerol-comprex medium

（BMGY）（growth phase）で培養を行い, その後, 誘導炭素源であるメタノールを含む1L

のbuffered methanol-complex medium（BMMY）（induction phase）に再懸濁し, 細胞を

さらに96時間増殖させた. 発現の誘導を維持するために, メタノールを最終濃度が0.5%とな

るよう24時間毎に添加した.  

 

rHSA の精製 

分泌された rHSA を増殖培地から以下のように単離した. 培地を 60％飽和させ, 硫酸アン

モニウムで室温にした. 次いで, 温度を 4℃に下げてHSAの等電点である pH4.4に調整した

88). 沈殿したタンパク質を遠心分離（10000g, 20分, 4℃）により回収し, 蒸留水中に再懸濁

させ, 4℃で 48時間透析行った. 続いて 200mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.5）でさらに 24

時間撹拌した. その後, ブルーセファロース CL-6B（アマシャムファルマシア社）のカラム

に添加し, カラムを約 10℃で洗浄した. 200mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.5）で洗浄し, 1M 

NaCl及び 10％（v / v）エタノールを含む 20mM酢酸ナトリウム緩衝液, pH6.5で rHSAを

溶出した. 溶出された rHSAを脱イオン化し, Chenの方法に従い活性炭処理にて脱脂した 85). 

得られたタンパク質は, SDS-PAGE上に単一のバンドを示した. 試料純度は, SDS-PAGE上

のクマシーブリリアントブルー染色タンパク質バンドの密度分析により推定した. 各タンパ

ク質サンプルは純度97％であった.  タンパク質のN末端アミノ酸配列をPerkin-Elmer ABI 

477Aタンパク質シーケンサーで決定した.  
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結晶化用 HSA溶液の調製, HSA-PB複合体の共結晶化 

 結晶化に使用する HSA溶液は, -80℃に保存した脱脂済みの HSA凍結乾燥品を秤量し, ゲ

ルろ過精製用溶液（50 mMリン酸カリウム緩衝液 pH7.0, 150 mM KCl）で約 20 mg/mLと

なるように溶解した. その後, 2量体の HSAを除去するため, Hiload 16/60 Superdex 75pg

カラム（GE Healthcare）を用いて精製した. 精製した HSAは, Vivaspin 15（Sartorius, 分

画分子量：10,000）と 50 mM リン酸カリウム緩衝液 pH7.0 を用いて, 濃縮と希釈を繰り返

すことで脱塩処理を行い, 最終的に HSAの濃度が約 200 mg/mLになるまで濃縮した. 濃縮

した HSA溶液は結晶化に使用するまで－80℃で保存した.  

 HSA-PB複合体の共結晶化は, Table 9に記した結晶化条件でハンギングドロップ蒸気拡散

法を用いて行い, ストリークシーディング法により結晶化を促進することで HSA-PB 複合体

の単結晶を析出させることに成功した.  

 

X 線回折データの収集, 構造解析, 構造精密化 

  Table 9 condition 1で得られた HSA-PB複合体の共結晶は, 結晶化溶液にグリセロール

を終濃度が 10%になるように加えた. この溶液中からHSA-PB複合体の共結晶をクライオル

ープですくい, そのまま液体窒素に浸すことでガラス状に凍結した. Table 9 condition 2で得

られた HSA-PB複合体の共結晶は, 結晶が得られた溶液からクライオループで結晶をすくい, 

そのまま液体窒素中に浸すことでガラス状に凍結した. この凍結した結晶は液体窒素中に保

存した状態で PF BL-17Aへ輸送し, 波長 0.9800 Å, 温度 100 Kの条件で, Pilatus 3 S6M検

出器（DECTRIS）を用いて X 線回折データを収集した. 得られた X 線回折データの処理は

プログラムパッケージ HKL2000 89)を使用した.  

 構造決定は分子置換法で行った. サーチモデルには河野らが解析した HSA-Oct-N-AcMet

複合体の結晶構造 52)を用いて, 回転および並進探索の計算にはプログラムパッケージ CCP4 
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90)内のプログラム Molrep 91)を使用した. 構造精密化, 及び, TLS（Translation Libration 

Screw-rotation）グループの設定は, プログラムパッケージ PHENIX 92)内のプログラム

phenix.refine 93), プログラム phenix.find_tls_groups を使用した. 分子モデルの構築及び修

正はプログラム COOT 94)を使用した. また, 最終構造の妥当性はプログラム MolProbity 95)

を用いて確認し, 分子構造図の作成はプログラム PyMOL 96)を使用した.   
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ドッキングシミュレーション 

PB 及び関連構造化合物の動物種アルブミンへの分子ドッキングは, 分子設計支援ソフト

ウェア MOE（Chemical Computing Group 社）の ASEDock97)を用いて行った.  MMFF94

力場をエネルギー最小化に使用した. ヒト, ウシ及びウサギアルブミン（PDB entry code 

1E7A, 3V03及び 3V09）の結晶構造を Protein Data Bankから入手し, 分子ドッキングに使

用した 29,98). ドッキングシミュレーションため, PDB 構造中のすべての水分子及びリガンド

分子を排除し, 水素原子を付加した. MOEの Alpha Site Finderを用いてアルブミン構造の

可能性のある結合部位を探索した後, 各アルブミン構造のサブドメイン IIIA において, ヒト

アルブミンのサイト II に相当する最適な結合部位を選択した. 選択された部位へのリガンド

Condition 1  

Droplet: Total 3.0 L 

 HSA-PB mixture 
#1

 

Reservoir solution 

1.5 L 

1.5 L 

Reservoir: Total 0.4 mL 

 32%(w/v) PEG3350 

50 mM potassium phosphate buffer pH 7.0 

 

Temperature:  4℃ 

 

Condition 2  

Droplet: Total 3.0 L 

 HSA-PB mixture 
#1

 

reservoir solution 

1.5 L 

1.5 L 

Reservoir: Total 0.4 mL 

 28%(w/v) PEG3350 

10%(v/v) MPD 

50 mM potassium phosphate buffer pH 7.0 

 

Temperature:  15℃ 

#1
 contained 1.4 mM HSA, 14 mM PB, and 50 mM potassium phosphate buffer pH 7.0. 

Table 9. Crystallization conditions of the HSA-PB complex 
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のドッキングは, パラメータのデフォルト値を用いて行った. ドッキングスコアは, 静電相

互作用（U_ele）, van der Waals 相互作用（U_vdw）またはリガンドの歪みエネルギー

（U_strain）の総和であるパラメータ（U_dock）によってランク付けした. 最適なドッキン

グポーズとして最も高いドッキングスコア（すなわち, 最も低い U_dock）を有するポーズを

選択し, さらなる分析のために使用した.   
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