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研究成果の概要（和文）：本研究は、血清タンパク介在性薬物輸送の存在および輸送機構の解明

を目的として行われた。薬物の血清における主要結合タンパクであるヒト血清アルブミン（HSA）

と組織細胞との相互作用の詳細を検討した結果、組織細胞には HSA を効率的に取り込む機構が

存在し、取り込みの際には薬物を遊離する方向に HSA が構造変化を起こしている可能性が高い

ことを明らかにした。さらに、肝細胞においてはクラスリン介在性エンドサイトーシスにより

HSA が取り込まれていることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）: This study was undertaken to evaluate serum protein-mediated 
drug transport. Through the investigation of the interaction between human serum 
albumin (HSA) and tissue cells, we explored the specific mechanism that HSA is 
incorporated and change its conformation so that the bound drug is released. In addition, 
our data suggests that HSA is incorporated into liver parenchymal cell via 
clathrin-medicated endocytosis.  
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１．研究開始当初の背景 

薬物は血中のタンパク質と結合していな

い遊離型のみが組織へ移行し、その結果、薬

効が発現するという考え方が幅広く受け入

れられてきたが、近年、いくつかの血清タン

パク結合性薬物において、遊離型薬物濃度以

上の組織への取り込みが報告されている。こ

の原因の一つとして、血中において薬物が結

合する主要タンパク質であるヒト血清アル

ブミン（HSA）及びα1-酸性糖タンパク質

（AGP）が、生体膜を介した薬物の組織への

輸送をエスコートしている可能性が示唆さ

れている。一方、この輸送機構の詳細を解明

した研究は現在のところ数少ない。 



２．研究の目的 

本研究は、膜インターフェイスにおける血

清タンパク質介在性の薬物輸送機構の解明

を通して、的確な薬物投与設計へとつながる

薬物動態予測システムを構築することを目

的とする。 

 
３．研究の方法 

（１）生体膜モデルと血清タンパク質との相

互作用をタンパク質の構造変化ならびに薬

物結合性の観点から解明する。 
 

（２）生化学的・細胞生物学的手法を用いて

組織細胞への血清タンパク質の取り込み機

構と薬物放出機構を解明する。 

 

４．研究成果 

（１）生体膜モデルと血清タンパク質との相

互作用の解明 

①円二色性分散計を用い、生体膜モデルであ

るリポソーム（SUV：small unilamellar 

vesicle で検討）、逆相ミセルとの共存下での

血清タンパク質の二次構造変化を確認した。

その結果、HSA はαへリックスの減少を伴い、

二次構造が崩壊する方向に構造変化を起こ

すこと、一方 AGP はβシートからαヘリッ

クス構造に転移することを確認した。 

②蛍光分光光度法を用いた検討の結果、生体

膜モデルと相互作用する結果、各血清タンパ

ク質のトリプトファン残基の置かれている

環境は疎水的環境から親水的環境に変化し

ていることが示唆された。 

③HSAおよび AGPへのリガンド結合性を蛍

光強度の変化を指標に検討した結果、HSA へ

の warfarin の結合性および AGP への

quinardine red の結合性はいずれもリポソ

ーム（SUV で検討）との相互作用によって有

意に低下することを確認した（図１）。一方、

HSA への結合親和性が warfarin と同程度で

ある dansylsarcosine の結合性は、リポソー

ムとの相互作用により warfarin ほど低下し

な か っ た （ 図 １ ）。 warfarin と

dansylsarcosine が、それぞれ HSA 分子上の

サイト I（domain II）およびサイト II（domain 

III）という異なる部位に結合することを考え

ると、HSA と生体膜との相互作用による結合

性の変化には、結合サイト特異性（部位特異

性）がある可能性が示唆された。 
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図１．HSA および AGP へのリガンド結合性 

 

（２）組織細胞への血清タンパク質の取り込

み機構の解明 

①まず肝由来細胞を用いて検討をおこなっ

た。肝由来細胞としてラット初代肝培養細胞

およびHepG2におけるFITC-HSAの取り込

みを 4℃、37℃で検討した。いずれの細胞内

への取り込みも 37℃で高く、60 分まで直線

的 に 取 り 込 み が 増 大 し た 。 さ ら に 、

FITC-HSA 高濃度の条件では取り込みに飽

和が認められた。このように、温度、時間お

よび濃度依存性が示されたことに加えて、

FITC 非修飾 HSA 高濃度の存在下では

FITC-HSA の取り込みが阻害されたことか

ら FITC-HSA がレセプター介在性エンドサ

イトーシス等の特殊な輸送系によって肝由

来細胞内に取り込まれている可能性が示唆

された。次に、輸送機構の詳細を明らかにす



る目的で、各種レセプター介在性エンドサイ

トーシス阻害剤の影響を検討した。その結果、

クラスリン介在性エンドサイトーシス阻害

剤 で あ る chlorpromazine お よ び

phenylarsine oxide 存在下で FITC-HSA の

取り込みが有意に阻害される一方、カベオラ

介在性エンドサイトーシス阻害剤である

methyl-β-cyclodextrin および filipin 存在下

では阻害されなかったことから、FITC-HSA

の輸送にはクラスリン介在性エンドサイト

ーシスが関与している可能性が示唆された。 

②血管内皮細胞として、正常ヒト臍帯静脈内

皮細胞（HUVEC）を用い、FITC-HSA の細

胞内への取り込みを評価した。FITC-HSA は

肝由来細胞同様、HUVEC 内に温度、時間、

濃度依存的に取り込まれたが、その程度は肝

由来細胞と比較して小さかった。FITC 非修

飾 HSA 高濃度存在下で取り込みは抑制され

たことから、HUVEC にも肝細胞に類似した

輸送系が存在する可能性が示唆されたが、こ

の輸送には各種エンドサイトーシス阻害剤

はほとんど影響を与えなかったことから（図

２）、レセプター介在性エンドサイトーシス

とは異なる、何らかの担体が関与する輸送系

が一部機能しているものと考えられた。 

図２． FITC-HSA の細胞取り込みに対する各種

阻害剤の影響 

③薬物（フェニルブタゾン、イブプロフェン）

と HSA の共存系で、HepG2 および HUVEC

における薬物の取り込みを検討し、いずれの

系でも細胞内に薬物の存在を確認したが、

HSA 以外の生体膜中あるいは細胞内タンパ

ク質への薬物結合の影響を排除できず、HSA

が薬物輸送に関与していることを直接的に

明らかにするには至らなかった。 

 
以上の結果から、血管からの薬物の透過お

よび組織細胞への輸送という一連の薬物動

態には、血清タンパク質の効率的な細胞内取

り込みおよび結合型薬物の放出という特殊

な機構が機能している可能性が示唆された 

（図３）。血清タンパク質に結合していな

い遊離型の薬物のみが生体膜を透過すると

いう考えが広く受け入れられている現在、血

清タンパク介在性の薬物の生体膜輸送機構

の存在を示唆した今回の知見は、より正確な

薬物動態予測を行う上で有用な基礎資料に

なるものと思われる。 
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図３． 推定される血清タンパク質の細胞内取り

込みおよび薬物放出機構 
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