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研究成果の概要（和文）： 
修飾アルブミンを疾患や投与量個別化に利用できるバイオマーカー群と位置付け、これらを選

択的に検出可能な蛍光プローブとアルブミン群を精密分離可能なキャピラリーカラムを開発し

た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Albumin with minor modification (i.e. Mercapto-albumin) are thought to be a target in 
fishing biomarker for several diseases and personalized medicine.  A novel fluorescence 
probe specifically binding to human serum albumin and a polymer-monolithic capillary 
column for separation of the modified albumin were developed. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、翻訳後修飾を受けたアルブミン (修

飾アルブミン) が本来の機能を変化させる
ことが明らかにされている。例えば、酸化型
アルブミンは抗酸化能が著しく減少し、肝硬
変、糖尿病、腎不全、虚血性心疾患で増大す
ることが報告されている 。また、糖化アル
ブミン、S-ニトロソアルブミンや酸化型では
薬物、L-Trp、長鎖脂肪酸との結合能が大幅
に低下し、修飾型が増加する疾患では、薬物
結合能低下による薬物動態への影響も懸念
される。よって、既知・未知を含む全ての修

飾アルブミンが多岐にわたる疾患だけでな
く、疾患時の投与量個別化にも利用可能なバ
イオマーカー群になると期待できる。しかし、
相同性の高い全ての修飾アルブミンを一斉
に測定できる分析法が開発されていない。 

既存のアルブミン測定法は抗原抗体反応
を利用する免疫学的測定法と、HPLCによる分
離分析法に大別される。免疫学的測定法は特
定のアルブミンを特異的に検出できる反面、
未知な修飾型を検出できない。一方、HPLC 法
は対象ごとに分離検出することができ、酸
化・還元型アルブミンの解析に利用されてき
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たが、バイオマーカーの網羅的探索では多数
の微量な修飾アルブミンが対象となるため、
HPLC では分離能・感度ともに不十分である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、圧倒的な分離能を示すキャピ

ラリー電気泳動装置 (CE)、アルブミンを選
択的に認識する蛍光プローブ、超高感度検出
が可能なレーザー誘導蛍光検出器 (LIF)、高
分子化合物の分子量を決定できるエレクト
ロスプレーイオン化質量分析装置 (ESI-MS) 
を 連 結 し た 総 合 分 析 シ ス テ ム 
(CE-LIF-ESI-MS) を開発し、修飾アルブミン
の超高感度精密一斉分析を行う。具体的には、
CE-LIF を健常人-患者間の差異解析や薬物
血中濃度の高濃度-低濃度患者間の差異解析
などに用い、差異解析にて検出された未知の
修飾アルブミンは、CE-LIF に連結している 
ESI-MS で修飾形態を特定する。アルブミン
を起源とするバイオマーカー (アルブミン
バイオマーカー) の網羅的探索により、疾患
において変動する修飾アルブミンや疾患時
の薬物動態に関わる修飾アルブミンを特定
することが本研究の目的である。 

 
３．研究の方法 
本研究ではまず、(1) DAPIM により認識され
た修飾アルブミンの分離・検出条件を最適化
し、CE-LIF による一斉分析を実現する。次
に、(2) 血清試料を用いた各修飾アルブミン
の定量試験を行い、分析に必要な感度・精度
などの基本的性能を明らかにする。引き続き、
(3) CE-LIF-ESI-MS システムを構築し、血清
中の未知修飾アルブミンの修飾形態を特定
する。(4) 健常人及び患者血清を用いて、病
態や薬物動態と関連するアルブミンバイオ
マーカーの探索を行う。なお、(2) において
測定感度が不十分と考えられた場合には、
DAPIM とアルブミンの結合様式を明らかにし
た上で、DAPIM 構造の一部改変を行い、結合
能を改善し感度向上を図る。 

 
４．研究成果 
平成 22 年度は開発した蛍光プローブ

4-[4-(4-dimethylaminophenyl)-5-phenyl-1
H-imidazol-2-yl]benzoic acid methyl ester 
(DAPIM) がヒト血清アルブミンとの特異的
な結合でその蛍光が著しく増大する蛍光特
性を見出し、酸化・還元アルブミンの定量に
有効であることを確認した。さらに現在、
DAPIM-アルブミン複合体の X線結晶構造解析
を継続中であり、結合様式の解明を通じて
DAPIM の構造改変により結合能の向上を図っ
ている。また、修飾アルブミンの一斉分離を
目的にモノリス型キャピラリーカラムを新
たに調製し、キャピラリー電気クロマトグラ
フィーを用いて評価した。ここでは、タンパ

ク質分離でしばしば問題となる塩基性タン
パク質の分離能改善を目的に、弱酸性の
methacrylic acid (MAA) を用いてモノリスカ
ラムを調製し、分離能・ピーク形状について
調べた。まず、カラム性能を調べたところ、
MAA で高い分離能が認められた（thiourea, 
49,000 plate/m; aniline, 31,000 plate/m）。
さらに MAA 含量を 10 倍、50 倍と変化させた
ところ、50倍の MAA を用いた際に最大の分離
能（thiourea, 126,000 plate/m; aniline, 
89,000 plate/m）が得られた。 
平成 23 年度は、先に開発した蛍光プローブ
DAPIMのヒト血清アルブミン（HSA）への特異
性を検証するため、競合結合試験及び
Scatchard plotにより結合サイトの特定及び
結合定数の算出を行った。その結果、DAPIM
はHSAのsite IIに結合し、結合定数は 3.65 x 
106 M-1であった。特に結合定数は、これまで
に報告されている HSA用プローブに比べ
10-100 倍以上高く、DAPIMが極めて特異性の
高いプローブであることが明らかとなった。
次に、アルブミンバイオマーカーの探索では
蛍光プローブの定量性が極めて重要である
ことから、DAPIMを用いてHSAの定量を行った。
HSA標品を対象に定量性を確認した後、ヒト
血清試料中のHSAを定量し、従来法であるブ
ロモクレゾールグリーン法（BCG法）と比較
した。DAPIMを用いた定量結果は、BCG法で得
られた結果と良好な相関性を示した。このこ
とから、DAPIMが血清中でも選択的にHSAと結
合し、その結合量がHSA量に依存的であるこ
とが明らかとなり、アルブミンバイオマーカ
ー探索においてDAPIMが有用であることが明
らかとなった。しかし、今回得られた検出感
度は、DAPIMの高い結合定数から想定してい
た感度に比べ低かったため、極微量のマーカ
ーを探索対象とするには現在進行中のDAPIM
のX線構造解析の結果を基にした、DAPIMの構
造改変が必要と思われる。一方、前年度にア
ルブミンバイオマーカーの精密分離を目的
に調製したポリマーモノリスカラムについ
て、作製条件（モノマー種類・反応時間等）
の最適化を行い、分離能が約 2 倍改善した。
以上の研究成果から、アルブミンバイオマー
カーを特異的に検出可能な蛍光プローブと
多種類のアルブミンを分離可能と予想され
る高性能モノリスカラムが得られ、両者を備
えたアルブミンバイオマーカー探索用分析
システムの開発につながる成果となった。 
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