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研究成果の概要（和文）：リポカリン型プロスタグランジン D 合成酵素（L-PGDS）は，難水

溶性抗不安剤であるジアゼパム（DZP）を可溶化した。DZP/L-PGDS 複合体は，マウス経口投

与により，カルボキシメチルセルロース懸濁 DZP 投与と比較して，ペントバルビタール誘

導麻酔時間を延長した。この結果は，L-PGDS が難水溶性薬剤に対する輸送体として利用

できることを示した。本 DDS の利用により，様々な難水溶性薬剤を臨床応用できる可能性

が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： Lipocalin-type prostaglandin D synthase (L-PGDS) could improve 
the solubility of a poorly water-soluble compound, diazepam (DZP), a major anxiolytic drug in 
aqueous solutions. The oral administration of DZP/L-PGDS complex significantly extended 
the duration of loss of righting reflex in mice under a pentobarbital-induced anesthesia as 
compared with that of DZP in carboxymethylcellulose (CMC). These results demonstrate 
that L-PGDS is a beneficial delivery vehicle for poorly water-soluble compounds. This novel 
DDS will facilitate the pharmaceutical and clinical developments of various 
water-insoluble compounds. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 我々はこれまでに，疎水性低分子輸送蛋
白質群であるリポカリンファミリーにおい
て，L-PGDS の疎水性ポケットが最も大きく，
柔軟な構造を持ち，分子量が 600 程度までの
分子を非選択的，且つ高親和性に結合するこ
とを明らかにしてきた（J. Biochem. in press, J. 

Biol. Chem. 2007, J. Biochem., 2007, Gene, 2006, 
J. Biol. Chem. 2003）。この L-PGDS の性質を利
用し，難水溶性の薬剤を L-PGDS との複合体
（ナノキャリアー蛋白質）として血中投与し，
標的細胞上の受容体に薬剤を輸送するシス
テムを構築する。 
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(2) 準備研究として，L-PGDS による本 DDS
の概念検証を行うために，難水溶性薬剤であ
るジアゼパム (DZP，GABAA 受容体作動薬)
と L-PGDS との複合体（解離定数 Kd = 84 M）
を作製し，ペントバルビタール麻酔下のマウ
ス脳室内投与による麻酔時間延長効果を調
べた。その結果，複合体の濃度依存的に麻酔
時間が延長されることを確認した。さらに，
脳虚血時に神経保護効果を示す難水溶性薬
剤 NBQX（AMPA 型グルタミン酸受容体拮抗
剤）と L-PGDS との複合体（Kd = 5 M）を作
製し，砂ネズミを用いた脳虚血モデルにおい
て静脈内投与を行った結果，複合体の濃度依
存的に虚血性海馬 CA1 錐体神経細胞死抑制
効果が観測された（特願 2007-267395，The 33st 
FEBS Congress, Athens, Greece, 2008）。以上の
結果は，使用困難であった難水溶性薬剤の溶
解度を L-PGDS が改善し，薬剤キャリア蛋白
質として利用できることを示しており，2008
年 9 月東京で行われたイノベーションジャパ
ン2008においても，蛋白質を用いた新規DDS
として高い評価を得た。 
 
(3) 一方，L-PGDS/薬剤複合体の構造を調べる
ために，多次元 NMR 法，及び SPring-8 放射
光を利用した X 線小角散乱実験を行った結
果，L-PGDS は同属分子と同様，8 本の β-strand
と1本のα-helixからなるβ-バレル構造（樽型）
を形成し，その中心に疎水性ポケットを持つ
ことを見出した。また，ポケットの入り口が
大きく開いており，様々なサイズの疎水性低
分子結合に対する「非選択性」を持つことが
示唆された（J. Biol.Chem. 2007）。また，
L-PGDS は難水溶性薬剤である DZP，及び
NBQX との結合により，その慣性半径を減少
させる珍しい蛋白質であることも判明した
（The 33st FEBS Congress, Athens, Greece, 
2008）。さらに，示差走査熱量測定法により，
L-PGDS は高温条件下でも疎水性低分子に対
して高い結合親和性を有することが判明し，
熱安定性の高さを示した（FEBS J. 2008）。 
 
２．研究の目的 
 L-PGDS/難水溶性薬剤の結合親和性と薬剤
/標的受容体の結合親和性差が薬効に及ぼす
効果の解析，及び L-PGDS/難水溶性薬剤の複
合体の構造を明らかにする。具体的な実践目
標を以下に示す。 
(1) 薬剤に対する結合親和性の異なる変異体
L-PGDS を遺伝子操作により作製し，最も効
果的な DDS を可能にする結合親和性差を，
DZP，及び NBQX を用いて決定する。また， 
薬剤と L-PGDS の複合体をマウス経口投与し，
その効果を調べる。さらに，必要最低限の構
造を有した変異体 L-PGDS を設計し，輸送蛋
白質の分子量の軽減を行う。 
 

(2) 多次元 NMR 法を用いた構造解析により，
L-PGDS，及び変異体 L-PGDS と難水溶性薬
剤との結合様式を決定する。また，SPring-8
を利用した X 線溶液散乱法により，溶液中で
の薬剤結合による L-PGDS の慣性半径の変化，
及び構造変化を調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) 薬剤に対する結合親和性の異なる変異体
L-PGDS の作製 
 L-PGDS がテーラメード・ナノキャリア蛋
白質の鋳型蛋白質として適していること，及
び in vivo において本 DDS が有効であること
を確認した（The 33st FEBS Congress, Athens, 
Greece, 2008）。そこで，L-PGDS の構造情報
をもとに，疎水性ポケット内部（特に疎水性
低分子結合に関与しているアミノ酸）の電気
的な環境（極性）を変える変異体 L-PGDS を
作製し，その変異体L-PGDSに対するDZP, 及
び NBQX の結合親和性を，蛍光消光作用の測
定（J. Biol. Chem., 2003, Gene, 2006），及び示
差走査熱量計を用いて決定する。 
 
(2) 変異体 L-PGDS/薬剤複合体を用いた in 
vivo における薬理学的評価 
 In vivo における本 DDS の効果を調べるた
めの簡便な方法として，L-PGDS/DZP 複合体
のマウス脳室内投与による麻酔時間延長効
果を成功指標にしてきた。本研究においても
本方法を用い，DZP との結合親和性を変えた
種々の変異体L-PGDSとDZPとの複合体の薬
剤活性を確認する。また，NBQX に関しては，
砂ネズミを用いた脳虚血モデルにおいて，海
馬 CA1 錐体神経細胞死に対する保護効果を
測定することにより，本 DDS の効果を確認
できる（図１）。種々の変異体 L-PGDS/NBQX

複合体を静脈内投与し，その薬剤活性を虚血
性海馬 CA1 錐体神経細胞死抑制効果により
確認する。DZP の GABAA 受容体に対する阻
害定数（Ki）は 10-30 nM（Mol Pharmacol., 
2001）, NBQX の AMPA 型グルタミン酸受容
体に対する Ki 値は 60 nM（J. Med. Chem., 
1996）であることが報告されている。本実験
により得られた結合親和性と薬剤効果の相
関関係を調べ，上記 Ki値と比較検討し，最も
効果的な DDS を可能にする結合親和性比を
決定する。 
 
(3) 変異体 L-PGDS と薬剤との複合体の構造
解析 
 難水溶性薬剤とキャリア蛋白質の複合体
としての創薬を目指すためには，複合体の構



 

 

造解析は必須である。難水溶性薬剤である
DZP, 及び NBQX は，L-PGDS との解離定数
はそれぞれ，84 μM，及び 5 μM であり，多次
元 NMR 法による構造解析が可能な領域であ
る。すでに多次元 NMR 法を用いて，L-PGDS
の構造は明らかにしており（J. Biol. Chem., 
2007），複合体の構造解析も半年から１年で
可能であるが，多次元 NMR 法による構造解
析が困難な場合は，SPring-8 を利用した X 線
溶液散乱法，及び円偏光二色性分光法（CD）
を用いて，L-PGDS と DZP, 及び NBQX との
複合体の立体構造の変化や結合様式を調べ
る。  
 
(4) DZP と L-PGDS 複合体のマウス経口投
与における効果 
 これまでの薬理実験により，DDS 効果を
確認しているDZPとL-PGDS複合体のマウ
ス経口投与による，ペントバルビタール麻
酔時間への影響を調べる。また，DZP に対
する結合親和性の異なる変異体 L-PGDS を
部位特異的変異の導入により作製し，薬剤
複合体の静脈内投与による薬剤活性を評価
する。 
 
４．研究成果 

DZP は疎水性化合物であり，水系溶媒に
は極めて溶けにくく，動物へ適用する際に
はセルロース溶媒に懸濁させて使用されて
いる。一方，等量の DZP でも，L-PGDS 溶
液を用いると，完全に可溶化することがで
きる（図 1）。DZP の薬理活性はペントバル

ビタール麻酔時間延長作用として検出でき
るので，DZP/L-PGDS 複合体のマウス経口
投与による，ペントバルビタール麻酔時間
への影響を調べた。その結果，DZP とカル

ボキシメチルセルロース(CMC)の懸濁液投
与群と比較して，DZP /L-PGDS 複合体投与
群は，L-PGDS の濃度依存的に麻酔時間が
延長された（図 2）。また，DZP/L-PGD 複
合体を投与してから 1 時間後にマウスの血
液を採取し，血漿中，及び脳内の DZP 代謝
物濃度を HPLC により分析した。その結果，
DZP/L-PGDS 複合体の投与群は，DZP の主
な活性代謝物であるオキサゼパムとノルジ
アゼパムの濃度が，DZP/CMC 懸濁液投与
群と比較して有意に増加した（図 3）。以上
の結果から，L-PGDS 存在下において DZP

の溶液中の濃度を上昇させることにより，
bioavailability が上昇したことが示唆された。 

さらに，L-PGDS と DZP の結合親和性と
薬効との関係を調べるために，DZP/変異型
L-PGDS 複合体マウス静脈内投与の影響を
調べた。まず，NMR 法を用いた L-PGDS
に対する DZP の滴定実験の結果から，DZP
と相互作用すると考えられるアミノ酸残基
を選択し，部位特異的アミノ酸置換法によ
り，それらのアミノ酸残基に変異を導入し，
21 種類の変異型 L-PGDS を作製した。各変
異型L-PGDSとDZPとの結合親和性を調べ
るために，L-PGDS の内因性トリプトファ
ンの蛍光消光実験を行い（λex = 290 nm，λem 
= 334 nm），解離定数（Kd）を求めた。その
結果，L-PGDS と DZP の Kd値は 83.8 M で
あるのに対して，作製した 21 種類の変異体
の中で，83 番目の Phe 残基を Ala 残基に置



 

 

換した F83A 変異体は最も低い結合親和性
を示し（Kd = 340 M），81 番目の Ser 残基
を Phe 残基に置換した S81F 変異体は最も
高い結合親和性を示した（Kd = 2.1 M）。 
これらの変異体を用い，ペントバルビタ

ール麻酔時間に対する， DZP/ 変異型
L-PGDS 複合体の静脈内投与の影響を調べ
た。DZP の濃度を 500 μM に統一したとこ
ろ，DZP/L-PGDS，DZP/F83A 変異体複合体
の投与群は，DZP/PBS 投与群と比較して，
麻酔時間がそれぞれ，1.4 倍，1.7 倍に延長

された（図 4）。一方，S81F 変異体複合体
の投与群は，有意な差が見られなかった。 
この結果から，DZP に対する Kd 値が高

いほど，薬効が上昇することが判明した。
これらの結果から，L-PGDS に変異を導入
することにより，薬剤に応じたテーラメー
ドキャリアタンパク質の作製が可能である
ことが明らかになった。 
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