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研究成果の概要（和文）： 

本研究は, 遺伝子組換え技術及びエマルション技術を駆使して, “新規経口アルブミン製

剤”を開発することを目的として企図された. 部位特異的変異法によりアルブミン変異体を作

製し, 小腸上皮細胞への透過性を評価した結果, ドメインIIIのアミノ酸を変異させたものが

膜透過性は高く , かつ , それを用い調製したナノ粒子においても有意な透過性の増大が

認められた. したがって, 本手法により小腸上皮細胞への透過性に優れたHSA変異体ナノ粒

子の作製が可能になるものと思われる.  

 

研究成果の概要（英文）： 
In this study, we aimed to develop a novel oral albumin formulation with high permeability to the 

intestinal membrane by using a combination of site-directed mutagenesis and emulsion method. It was 

found that domain III mutants showed high permeability from the MDCK cells compared with other 

mutants. In addition, as for the nanoparticles prepared by using the multiple mutated albumins, the 

nanoparticles showed a good permeability compared with control. These results indicate the feasibility 

of preparation of recombinant albumin nanoparticles with high permeability to the intestinal membrane.  
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１．研究開始当初の背景 

アルブミン製剤は出血性や外傷性ショ
ック時の循環血漿量の是正，また熱傷やネフ
ローゼ症候群などのアルブミン漏失亢進に
伴う補充など, 種々の疾患時に汎用されてお
り, 近代医療にとって欠かせない医薬品とな

っている. これらの疾患はいずれも緊急性を
要するため, 実際の臨床の現場においては注
射剤として静脈内投与が行われる. 一方, 慢
性的なアルブミン合成能低下を引き起こす
肝硬変などにおいてもアルブミンの補充を
目的に, アルブミン製剤の静脈内投与が行わ
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れているが, 患者の QOL や医療コスト削減
のためには, 注射回数の低減や非注射化が極
めて重要であり, 経口アルブミン製剤の開発
が切望されている. しかしながら, アルブミ
ンを含め, ペプチド, 核酸, タンパク質など
のバイオ薬物は, 一般にその安定性の低さや
粘膜透過性の低さが問題となり, 経口製剤へ
の応用は極めて難しいと考えられている. 近
年では, オリゴアルギニンをはじめとしたア
ルギニンや疎水性アミノ酸残基ペプチド
（cell-penetrating peptide (CPP) と呼ばれ
る）をバイオ薬物と共有結合することで , 

様々な物質の細胞内への導入を可能にする
ことが報告されてはいるが, 共有結合による
薬物の解離が難しく薬物自身の生物活性の
低下を引き起こすなど, 依然として課題が残
る.  

 

２．研究の目的 

アルブミンの体内動態は, 特異的なアミ
ノ酸残基や部位が大きく影響を及ぼすこと
が考えられており, 遺伝子組換え技術を駆使
することで求める体内挙動を示すアルブミ
ン変異体を意のままに作製できると思われ
る. このことは, 消化管上皮細胞における膜
透過性に関しても同様であり, 膜透過性亢進
に関与するアミノ酸残基の詳細を明らかに
し, その部位にアルギニンや疎水性アミノ酸
残基を導入することができれば , 吸収促進
CPP ペプチドなどを利用せずともアルブミ
ンの吸収を上昇させることが可能となる. す
なわち本研究は，遺伝子組換え技術を基に, 

消化管上皮細胞における膜透過性に優れた
アルブミン変異体を作製し, さらに消化酵素
によるアルブミンの加水分解を抑制するた
め, 粒子径 300 nm 以下のアルブミン変異体
―ナノスフェアを調製する. 調製したナノス
フェアの膜透過性, 放出特性, 構造・体内動
態特性や変異原性の有無を調べ，新規経口ア
ルブミン製剤としての可能性を追求する.  

 

３．研究の方法 

1. アルブミン 変異体の調製と小腸上皮細
胞における膜透過実験 

Yeast-E.coli のシャトルベクターpPIC9
上で AOX1のプロモーター下流にシグナル配
列とポリ A配列を含む HSAcDNA を挿入した. 

これを発現ベクターとし，QuikChange® XL 
site-Directed Mutagenesis kit 
(STRATAGENE)を用いて部位特異的に変異さ
せた後，このベクターで Pichia pastoris 
(GS115株) を形質転換し，BMMY培地培養後，
培地上清より 60％硫安分画により濃縮を行
い，Blue Sepharose CL-6Bを用い，アルブミ
ン変異体を精製した.  
アルブミン変異体[約 40種]の小腸上皮細胞
における膜透過実験を行うために, イヌ腎

臓尿細管上皮細胞 MDCK細胞を用い, 評価を
行った.  
2. アルブミン変異体ナノ粒子の調製と透過
性評価 

脱溶媒和法に従い, 50–100 mg/mL のア
ルブミン溶液にエタノールを持続滴下する
ことで脱溶媒和し, 超高圧乳化分散機
Microfluidizer® M110-E/Hで処理する事で均
一化を行った. その後, 8% グルタルアルデ
ヒドを加え粒子を固化することでナノ粒子
を得た. また, 液中乾燥法により W/O/Wのア
ルブミン変異体―ナノスフェアを作製した. 

3% w/v poly (D, L-lactic-co-glycolic 
acid)(PLGA)/塩化メチレン溶液中に 10% w/v 
アルブミン変異体を滴下し, sonicator を用
いて O/W エマルションを作製した. 0.5% 
polyvinyl alcohol/水溶液中に滴下し, 
W/O/W のエマルションを作製した. 最後に, 
超遠心機を用いて, 100,000 g で遠心分離す
ることで, 目的とする平均粒子径 300 nm の
ナノスフェアを下層に得た. その後, SEM を
用いたナノスフェア表面の観察や in vitro
放出特性など, 種々の物理化学的特性を詳
細に検討した. 加えて, MDCK 細胞を用い, ア
ルブミン―ナノスフェアの実際の小腸上皮
細胞への透過性を検討した.  
 
3. 液中乾燥法/新規生分解性合成高分子を
用いたマイクロスフェアからの薬物放出挙
動解析 

液中乾燥法により W/O/Wのマイクロスフ
ェアを作製した. 3% w/v poly (D, L-lactic- 
co-glycolic acid)(PLGA)/塩化メチレン溶液
中に 10% w/v アルブミン変異体を滴下し, 
sonicator を用いて O/Wエマルションを作製
した. 0.5% polyvinyl alcohol/水溶液中に滴
下し, W/O/W のエマルションを作製した. 最
後に, 超遠心機を用いて, 100,000 g で遠心
分離することで, 目的とする平均粒子径 300 
nm のナノスフェアを下層に得た. その後, 
SEMを用いた表面の観察や in vitro放出特性
など, 種々の物理化学的特性を詳細に検討
した.  
 
 
４．研究成果 
1. 遺伝子組換え１残基置換アルブミン変異
体の小腸上皮細胞における取り込み解析 

部位特異的変異法により, 薬物結合に
重要なアミノ酸残基をアラニンへ 1残基置換
させた変異体を Pichia 酵母により作製し, 
小腸上皮細胞への透過性を評価した. その結
果, ドメイン Iと IIIのアミノ酸を変異させ
たもの (R410A など)が, 若干ではあるが, 
膜透過性が亢進する傾向にあることが明ら
かとなった.  
 



2. 遺伝子組換えアルブミン変異体を用いた, 
ナノ粒子の調製と評価 
  部位特異的変異法を用い作製したアル
ブミン変異体を用いて, 脱溶媒和法に従い, 
ナノ粒子の調製を行った. ノ粒子を得た. ナ
ノ粒子の平均粒子径は約 300 nm，ゼータ電位
は–5.1 mV であった．どちらも澄明な分散液
として安定しており, 粒子の凝集を抑制す
るために十分なゼータ電位の値であったこ
とが推察された. Colon-26細胞を用いた毒性
試験の結果，両ナノ粒子自身による細胞毒性
の影響は無いことが確認され, 投与した際
の生体への影響は極めて小さいことが示唆
された．MDCK細胞を用いた結果, HSA 変異体 
ナノ粒子ではコントロールと比較し, 有意
な透過性の増大が認められ, 小腸上皮細胞
への透過性に優れた HSA変異体ナノ粒子が作
製できる可能性が示唆された. 今回調製した
ナノ粒子は比較的粒子径が大きく, 透過性
亢進には, その微細化が必須になるものと
思われる. 今回の結果を基に, 統計学的手法
を用いた微細化における製造条件の最適化
が必要になってくるものと思われる. 
 
3. 液中乾燥法/新規生分解性合成高分子を
用いたマイクロスフェアからの薬物放出挙
動解析 

異なる分子量, 分子量分布, 組成を有
する生分解性高分子 (乳酸重合体 (PLA), 
乳酸-グルコール酸重合体 (PLGA), 乳酸-ポ
リエチレングリコールブロック重合体 
(PLAPEG)) 15種を新規に合成し, そのマイク
ロスフェアを調製後, 薬物放出挙動の解析
を行った. その結果, 分子量が 100 kDa と比
較的大きい PLA-3 と分子量が大きく, かつ
PEG組成比が 4％と低い PLAPEG9604が, 最も
徐放性を示す優れた高分子であることが明
らかとなった. 現在, それら結果を基に, 
統計学的手法を用いて, 製造条件の最適化
を行っている. 
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