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研究成果の概要（和文）：生体には、多様なアルブミン受容体が各臓器でそれぞれ発現しており、そのアルブミ
ンに対する認識性には違いがある。我々は、このアルブミン受容体のアルブミン認識性を明らかにすることによ
り 、様々な組織移行性をもつアルブミンの開発が出来ると考え、本研究課題を開始した。結果として、様々な
ストレスをアルブミンに加えたところ、アルブミンが３つのパターンに構造変化し、その構造変化パターン依存
的な臓器移行性を示すことが明らかとなった。例えば、熱処理アルブミンは、脾臓への移行性が顕著に高まるこ
と、酸処理アルブミンではがん組織特異的に集積する性質を獲得していた。今後のワクチン開発や効率的ながん
治療に繋がる成果である。

研究成果の概要（英文）：In human body, various albumin receptors are expressed in each organ, and 
their recognition of difference part in albumin. We started this research project with the idea that
 by clarifying the albumin recognition of these albumin receptors, we may be able to develop 
albumins with various tissue migration properties. As a result, it was revealed that when various 
stresses were applied to albumin, albumin changed structure into three patterns, and showed organ 
migration dependent on the pattern of structural change. For example, heat-treated albumin 
significantly increased its migration to the spleen, and acid-treated albumin acquired the property 
of accumulating specifically in cancer tissue. This result will lead to the development of vaccines 
and efficient cancer treatment in the future.

研究分野：薬剤学

キーワード： アルブミン　ドラッグデリバリー　アルブミン受容体　ストレス　がん治療　ワクチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来より薬物の生体内輸送を担っているアルブミンを基盤にして、変性や酸化、化学的修飾を人為的に導入する
臓器ターゲッティング能を付与する技術は、これまでにない研究成果である。特に学術的な意義は、変性や酸
化、あるいは化学的修飾を人為的に導入したアルブミンの体内動態を解明することで、各組織のアルブミン認識
性の理解が深まり、組織網羅的なデータ収集を行うことでドラッグデリバリー研究に大いに貢献できると考え
る。また社会的意義として、本研究成果に基づく製剤開発は、様々な薬の組織選択的移行性を高めることから、
副作用の少ない安全な薬物治療が可能になり、使用する薬剤の投与量の削減による医療経済的効果も期待でき
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
アルブミンのドラッグデリバリーシステム（DDS）キャリアとしての応用研究は、すでに 1970
年代後半から開始されており、50 年近く経過している。しかしながら、アルブミンを活用する
アドバンテージとして、「高い生体適合性」や「長い血中半減期」、あるいは「多様な薬物結合特
性」といったアルブミンそのものの物理学的特性に着眼したものばかりである。事実、アルブミ
ン遺伝子融合技術を用いた成長ホルモンとアルブミンを融合体 Albutropinは、アルブミンの長
い血中半減期を活用したものであり、Abraxane®は、アルブミンの薬物結合特性を活用したもの
である。もちろん、このような アルブミンの物理学的特性が DDS キャリアとして極めて有益
であることは、上述した製剤開 発・臨床使用状況のみならず、現在 1,000を超えるアルブミン
関連の臨床治験が世界中で行われていることからも明らかであり、アルブミン融合化あるいは、
アルブミンを薬物キャリアとして用いる新薬開発は今後益々加熱していくことが期待されてい
る。 
こうした背景の下、本研究はアルブミンの DDS キャリアとしての新たな概念を提唱する。本
概念は、これまでのアルブミン自体の物理学的特性ではなく、アルブミンが作用する「アルブミ
ン受容体」の特性に着目したものであり、これまでのアルブミン DDS研究とは一線を画す。そ
のきっかけとなった研究は、生体内アルブミンの体内動態解析であった。アルブミンは、通常肝 
臓で生合成され、タンパク栄養源として、ほぼ全ての臓器・生体液に循環血中を介して運搬され
る。 ところが、それぞれの臓器や生体液に分布しているアルブミンの質的評価を詳細に行って
みたところ、 大変興味深い知見が得られた。それは、脊髄液中のアルブミンには、酸化修飾体
がほとんど検出されず、非常に質が高く、抗酸化活性が高いアルブミンであった一方で、尿中に
排泄されるアルブミンには、そのほとんどが酸化修飾体であり、抗酸化活性が低いアルブミンで
あった。このことは、中枢である脊髄液には選択的に高品質なアルブミンが分布しており、腎臓
を介して尿中に排泄されたアルブミンは、選択的に低品質なアルブミンが排泄されたことを示
唆している。これらの知見は、生体内にはアルブミンの「質」を見極めるアルブミン受容体の存
在を示唆するものであると考えられる。 
実際に、これまでの申請者らの予備実験に加え、本研究に関連する知見を精査したところ、「ア
ルブミンには多くの受容体が存在すること」や「その受容体の発現には臓器特異性が認められる
こと」、加えて「それぞれの受容体のアルブミン認識性(正常 or 修飾アルブミン)が異なること」
が明らかとなってきた。すなわち、これらのアルブミン受容体による精密な『内因的アルブミン
輸送システム』を詳細に把握することで臓器特異的なアルブミンデリバリーが可能になるとの
発想に至り、本研究課題を着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、「内因的アルブミン輸送システムの理解に基づく次世代型アルブミンドラッ
グデリバリーシステムの構築」である。我々は、この内因的アルブミン輸送システムを制御して
いるものが上述してきた各種アルブミン受容体であると考えており、まずは様々な修飾アルブ
ミンの作製を行い、それらの構造特性並びに物性評価を行う。次に、それら各修飾アルブミンの
体内動態特性を評価する。その動態特性より得られた臓器移行性の結果に従って、その臓器移行
性メカニズムの解明として、その臓器細胞膜上の相互作用タンパク質解析を行う。その後、これ
ら知見を生かした各種アルブミン受容体への高い親和性を有するアルブミンキャリアの創製を
行う。 
アルブミン取り込み解析を行った研究として、血管内皮細胞など単一細胞を用いた細胞特異的
な解析や糖尿病疾患時の腎切片を用いた解析などはすでに報告されているものの、in vivo全体
を対象としたアルブミン受容体の発現解析やそのアルブミン認識性・分布評価は皆無であり、ま
してや、それぞれのアルブミン受容体の親和性を制御したアルブミンを創製し、DDS キャリア
として応用した実施例は全くないことから、本研究は極めて学術的独創性に溢れている。また、
このような アルブミン受容体認識性を高めた臓器特異的移行性を有するアルブミンが創製でき
れば、これまでの DDS原料として用いられてきた正常アルブミンとは異なり、内因的アルブミ
ンの競合的阻害の影響を受けにくいキャリア特性を有し、送達効率の高い画期的な次世代アル
ブミンキャリアとして、アルツハイマー病などの脳疾患や膵がんなどのデリバリー困難な組織
にも送達でき、極めて創造性に富んだ類を見ない DDS研究になると考えられる。 
 
３．研究の方法 
(I) 様々な修飾アルブミンの作製 
・変性剤による変性 
凍結乾燥処理後の FITC-Normal アルブミン (4 mg/mL)を、変性剤 (メタノール、2-プロパノ
ール、硫酸、塩酸、ギ酸、ジチオトレイトール、アセトン、クロロホルム、酢酸エチル、ホルム
アミド、アセトニトリル、クロロホルムとメタノールの混合溶媒)を 1–50v/v%の範囲で混合し、
直ちに常温で30分間激しく攪拌した。その後、4℃ 条件下で変性剤を取り除くため透析を行い、



凍結乾燥した。 
・熱による変性 
凍結乾燥処理後の FITC-Normal アルブミン (4 mg/mL) を、65、70、75、80、85、90、95℃
で 10、20、30、40、50、60 分間加熱した。その後、凍結乾燥した。 
 
(II) 修飾アルブミンの構造特性並びに物性評価 
・蛍光プローブによる薬物結合サイトの解析 
BD140 (3 µM)、DNSA (10 µM)、アルブミン (10 µM)を 10 mM リン酸緩衝液 (pH 7.3) 中で
室温にて全量が 1 mL になるように反応させた。試料をガラスセルに移し、蛍光分光光度計 
(FP-6600、日本分光) を用いて、365 nm で励起した際の蛍光をスキャンモードにて測定した。 
 
・円偏光二色性(CD)スペクトルの測定 
JASCO J-820 型分光偏光計を用いた。タンパク質を PBS (pH 7.4) 中にて 10 µM の濃度にな
るよう調整した。近赤外領域の CDスペクトルは 10 mm セルを、遠赤外領域の CD は 1mm 
セルを用いてそれぞれ測定を行った。ヘリックス含量は Chen らの方法に従い、222 nm にお
ける[q]を用いて、下記式により算出した。 
a-helix contents (%) = -([q]222 nm +2340) / 30300 × 100 
 
・トリプトファン由来の蛍光の測定 
蛍光分光光度計 (日本分光、FP-8200)を用いた。タンパク質を PBS (pH 7.4) 中にて 10 µMの
濃度になるよう調整した。10 mm セルを用いて測定を行った。励起波長 295 nm、蛍光波長 300-
550 nm の蛍光強度を測定した。 
 
・疎水性領域の測定 
蛍光分光光度計 (FP-8200、日本分光)を用いた。タンパク質を PBS (pH 7.4) 中にて 10 µMの
濃度になるよう調整した。さらに疎水領域探索プローブである Sypro orange 溶液を 500倍希
釈になるように加えた。10 mm セルを用いて測定を行った。励起波長 470 nm、蛍光波長 520-
620 nm の蛍光強度を測定した。 
 
(III) 各修飾アルブミンの体内動態特性 
・Alexa750-アルブミン の調製 
凍結乾燥処理後のアルブミンをイオン交換水に溶解させ、20 mg/mL に調整した。近赤外蛍光
標識試薬である Alexa750 NHS Ester (10 mg/mL (in DMSO)) を、アルブミン溶液 1 mL に対
し、50 µL 添加後、遮光条件室温で 1 hr 回転混和した。その後、Amicon Ultra-4 (NMWL：10 
kDa)を用いて、限外ろ過により未反応の Alexa750 を除去した。 
 
・正常マウスにおける各種アルブミンの体内動態解析 
正常マウスに Alexa750-Normal HSA (1 mg /mice)および Alexa750-Abraxane® アルブミン(1 

mg /mice)、Alexa750-酸処理アルブミン (1 mg /mice)、Alexa750-熱処理アルブミン(1 mg /mice)
を静脈内投与した。投与 24 hr 後に各臓器 (心臓、肺、肝臓、脾臓、腎臓)を摘出し、IVIS Spectrum 
により ex vivo imaging を行い、各臓器の蛍光強度の測定を行った。(Ex/Em：745 nm/800 nm) 
 
(IV)脾臓膜上における熱処理アルブミンとの相互作用するアルブミン受容体の同定 
マウスから採取した脾臓細胞 (1x106 cells) をペレットにし、未処理アルブミンまたは 70℃、

30分の熱処理アルブミン溶液 (5 µM 150 µL) に懸濁した。直後に BS3 (8 mM) を加え 4℃で
30分間反応した。その後トリス緩衝液 (pH 7.4) を加え、架橋反応を停止した。遠心分離 (4℃, 
200 g, 7分) により細胞のペレットを作製し RIPAバッファーを添加し、4℃で 15分回転混和さ
せた。その後細胞溶解物を遠心し、上清を回収した(10,000 g, 4℃, 10分)。その後、共免疫沈降
分析では、タンパク質量 2 mg の全細胞溶解物を 1 µg のヒトアルブミン特異的抗体 (A80-
229A、Montgomery、USA) とプロテイン A/G PLUSアガロース (sc-2003、SCB、USA) 4℃
で一晩振盪し反応させた。ビーズを遠心分離により回収した (3000 rpm, 4℃, 30 秒)。HEPES
緩衝液でビーズを 5回洗浄後、還元試薬を含む SDS-PAGE サンプルバッファーに溶解し、SDS-
PAGE で泳動し、銀染色キット (24600、Thermo Scientific、日本) を使用して銀染色した。そ
の後、銀染色で得られたバンドをMS解析によりタンパク質の同定を行った。 
 
４．研究成果 
(I)各種修飾アルブミンの構造特性並びに物性評価 
様々な物理化学的な処理を行い、アルブミンを修飾した後、各修飾アルブミンの構造特性並び
に物性を評価した。まず、CD スペクトルを測定し、二次構造を反映する遠紫外領域スペクトル
の変化を観察した。210−230 nm 付近のスペクトル変化から、酸処理アルブミンおよび熱処理 
アルブミンでは Normal アルブミンに比べ aヘリックス含有量の減少が観察された (data not 
shown)。次に、構造の変化を調査すべく アルブミン内部のトリプトファンの蛍光測定したとこ
ろ、酸および熱処理により蛍光の消失が観察され、トリプトファンの露出が確認された。次に、



疎水面に結合して
蛍光を示すプロー
ブである  Sypro 
orange を用いて
評価した。Normal
アルブミンおよび
酸処理アルブミ
ン、熱処理アルブ
ミ ン と Sypro 
orange を反応さ
せ た と こ ろ 、
Normal アルブミ
ンと反応した際の
蛍光に対し、酸処
理アルブミンおよ
び熱処理アルブミ
ンとの反応により
得られた蛍光が低
かったことから
も、疎水面の被覆
が示唆された。以
後、詳細データは
割愛するが、アル
ブミンの２つの薬
物結合サイトの構
造変化を測定し、
すべての構造変化
特性データをレー
ダー解析したとこ
ろ、以下の 3 つの
構造変化パターン
が存在することを
初めて明らかにし
た（図 1）。以後、
アルカリ処理と酸
処理アルブミンの
構 造 変 化 を
Category 1、酸化
と脂肪酸付加アル
ブミンの構造変化
を Category 2、熱
処理の構造変化を
Category 3 とす
る。 
 
(II)各修飾アルブミンの体内動態特性 
 次に、これら修飾アルブミンの体内動態特性を解析したところ、Normalアルブミンと比較し、
Category 1のアルブミンの臓器移行性に有意な差はなかった一方で、Category 2のアルブミン
の臓器移行性は、肝臓と腎臓への有意な移行性が観察された。また、Category 3 のアルブミン
の臓器移行性は、肝臓と脾臓移行性に有意な差が観察された（図 2）。この結果より、修飾アル
ブミンの Category 別に異なる臓器移行性があることを初めて突き止めた。また、結果は示さな
いが、Category 1 のアルブミンは、担がんモデルマウスにて同様の体内動態実験を行ったとこ
ろ、がん局所への集積性が有意に高いことも突き止めている。今後、これらの Category 別のア
ルブミンを活用し、それぞれの臓器キャリアとしての有用性をモデル動物にて検証していく予
定としている。 
 
(II)脾臓膜上における熱処理アルブミンとの相互作用するアルブミン受容体の同定 
 特に脾臓集積性の高い Category 3のアルブミンである熱処理アルブミンを用いて、脾臓膜上
における相互作用するアルブミン受容体の探索を試みた。その結果、Normalアルブミンとは相
互作用しない複数のタンパク質が検出され、その一つは、Ezrinというタンパク質であることを
MS解析より同定した。興味深いことに、この Ezrinは糖化HSAとN 末端ドメインで結合する
ことが報告されており、構造変化が起きたHSA認識能を持つことがすでに報告されており、熱
処理HSAの脾臓への取り込みに関与した可能性は十分に起こり得ると推察される。今後、この
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図1 各種修飾アルブミンの構造変化パターン解析



Ezrinを含む相互作用するアルブミン受容体の解析を継続し、それらアルブミン受容体の寄与率
を算出していく予定としている。 
 上述の結果より、様々なアルブミン受容体による修飾アルブミンの体内動態特性の制御が起
こり得ることを実証できたと考えられる。今後、それぞれのターゲット臓器別に疾患モデルを構
築し、各修飾アルブミンキャリアを用いた効率的かつ副作用のない画期的な治療薬の開発が望
まれる。 

図2 各種修飾アルブミンの体内動態解析
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