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研究成果の概要（和文）：ヒト 1-酸性糖蛋白質 (AGP) は，体内に投与された薬物と結合して

その体内動態に影響を与える．AGP には薬物結合特異性の異なる 2 つのバリアントが存在する

（A体および F1*S 体）．本研究では，A 体と 2 種類の三環系薬物との複合体結晶構造を決定し，

これら薬物の結合様式を明らかにした．さらに，構造から明らかになった薬物選択性に関わる

アミノ酸残基の変異体を調製し，これらの残基が薬物結合特異性に与える影響を評価した．  

 
研究成果の概要（英文）：Human 1-acid glycoprotein binds to a variety of drugs and thereby 
regulates their tissue distribution. AGP exists as a mixture of two genetic variants, 
the A and F1*S variants, which bind drugs with different selectivities. In this study, 
we determined crystal structures of the A variant in complex with two types of tricyclic 
drugs, and revealed their binding modes in the pocket of the A variant. Also, we mutated 
the amino acid residues which are involved in drug binding, and examined the binding 
properties of the mutants. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト1-酸性糖蛋白質 (AGP) は，塩基性薬

物やステロイドホルモンなどと強く結合す

る血清蛋白質であり，血清アルブミンほど血

中に多量に存在しないものの，生体反応の急

性期（ストレス，外傷，炎症，腫瘍等）に血

中および組織中で著しい増加が見られるこ

とから，炎症・疾患時に投与された薬物の体

内動態，薬理発現を左右する重要な因子であ

る．実際，AGP は臨床で用いられている実に

多くの薬物と結合することが知られており，

近年の代表的な分子標的薬も AGP と強く結合

して，その薬物動態に大きな影響をうけるこ

とが報告されている．この様に，AGP は炎症・

疾患時の薬物結合の主要因子の 1 つであり，

AGP の薬物結合の研究は，薬物の体内動態，

薬理発現を考える上で重要である． 

 AGP には，2 つのバリアント (F1*S 体と A

体) が存在し，これらのアミノ酸配列は 88%

という高い相同性を示すが，F1*S 体と A 体と

の薬物に対する結合特異性は大きく異なり，

薬物結合の選択性がみられる．その一例とし
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て，A 体は，主に三環系抗うつ薬としての共

通骨格を持つアミトリプチリン，イミプラミ

ンなどに対して高い親和性を有する．一方，

F1*S 体は，抗血液凝固薬ワルファリンや血管

拡張薬ジピリダモール，最近の知見として分

子標的抗がん薬イマチニブなどに対して高

い親和性を示すことがわかっているが，これ

らの構造には類似性が見られず，非常に幅広

い薬物結合性を有する．さらに，生体内では

F1*S体とA体が約2：1の割合で存在するが，

この割合には，個体差および急性期における

著しい変化が認められている． 

 この様に，急性期の発現量の変動に加え，

バリアント間での薬物結合選択性がみられ

る AGP の生体内での薬物結合を理解するには，

バリアントそれぞれの薬物結合機構を解明

することが必要不可欠である．AGP の薬物結

合様式や結合部位に関する研究は，アミノ酸

化学修飾法や光アフィニティラベル法など

により行われてきたが，AGP の薬物結合の詳

細は未だ不明であった． 

 我々は，AGP の薬物結合様式を原子レベル

で解明することを目的に，AGP の構造生物学

研究を立ちあげた．そして，A 体について，

単独および 3 種の薬物 (アミトリプチリン，

クロルプロマジン，ジソピラミド) との複合

体の構造解析に成功し，A 体による，類似骨

格を持つこれら薬物の認識機構を初めて明

らかにした． Schönfeld らにより，もう１つ

のバリアントである F1*S 体の単独の結晶構

造が決定されていたが，A体と F1*S 体の薬物

結合ポケットの構造は大きく異なり，我々が

明らかにした A体と薬物との複合体の構造情

報を合わせても，F1*S 体の薬物結合を予測す

ることは不可能であった．これらの研究経過

から，AGP の薬物結合機構の詳細を理解する

には，A体および F1*S 体の両バリアントの薬

物複合体のさらなる構造学的知見を積み上

げることが必要であると考えた． 

 

２．研究の目的 

 本研究では，Ｘ線結晶構造解析による AGP

の 2つのバリアントと様々な薬物との複合体

構造の決定に加え，薬物結合に重要なアミノ

酸残基変異体を用いて薬物結合特性の変化

を調べることで，AGP の薬物の結合様式と親

和性の相関を理解することを目的とする． 

 A 体については，既に構造を決定している

アミトリプチリンやクロルプロマジンと類

似した三環系骨格を持った薬物との複合体

構造を決定し，これらの薬物結合の共通性お

よび多様性の構造学的知見を得る．F1*S 体の

構造解析では，体内動態を理解する上で重要

な薬物の結合様式を明らかにする． 

 AGP の薬物認識機構から，A体と F1*S 体の

薬物結合選択性に関わるアミノ酸残基を明

らかにする．これらアミノ酸残基を A 体と

F1*S 体間でスイッチさせた変異体を調製し

て，薬物結合特性の変化を調べることにより，

AGP の薬物結合，特にバリアント間の薬物結

合選択性を理解する．これらの知見を集積す

ることは，その他の AGP 結合薬物の結合様式

の予測のみならず，化学構造式からの AGP へ

の結合予測に役立つと考えており，本研究を

AGP 結合薬物の構造活性相関の研究へと展開

することを目指す． 

 

３．研究の方法 

(1)AGP-薬物複合体の X線結晶構造解析 

 AGP の A 体および F1*S 体は，それぞれ大腸

菌を用いて糖鎖非結合型として発現させ，精

製を行う．得られた A 体および F1*S 体の薬

物複合体の結晶化は，これまで結晶が得られ

ている条件で行う．また，従来の条件で結晶

が得られない場合は，微量結晶化装置を用い

て新たな結晶化条件を探索する．X線回折実

験は，大型放射光施設のビームラインで行い，

高分解能の回折強度データを収集する．構造

解析は，既に決定している A 体および F1*S

体の構造をサーチモデルとした分子置換法

により行う． 

 

(2)AGP 変異体を用いた薬物結合の評価 

 決定した薬物複合体の構造から，A体およ

び F1*S 体の薬物選択性に関わるアミノ酸残

基を明らかにする．そして，それら残基を A

体と F1*S 体間でスイッチさせた変異体を作

製し，野生型 AGP の精製法を用いて大量調製

を行う．AGP 変異体の薬物結合は，誘起 CD ス

ペクトル測定により評価する． 

 

４．研究成果 



 

 

(1) 糖鎖非結合型 A体および F1*S 体は，大

腸菌を用いた系で発現させ，種々のカラムに

より，結晶化実験に適した純度で精製した．

A 体と薬物複合体の結晶化は，従来の結晶化

条件で行った．この条件で結晶が得られなか

ったものについては，微量結晶化装置を用い

て結晶化条件のスクリーニングを行った．最

終的に，A 体とイミプラミンの複合体，A 体

とチオリダジンの複合体の結晶を得て（図 1，

2），大型放射光施設において X線回折強度デ

ータを収集した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 A 体とイミプラミン複合体結晶 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 A 体とチオリダジン複合体結晶 

 

 構造解析は，既に決定している A 体の構造

をサーチモデルとして PHASER を用いた分子

置換法により行った．構造の精密化には，CNS

と PHENIX を用いた．A体とイミプラミンの複

合 体 は ， 1.49 Å 分 解 能  (Rcryst/Rfree = 

0.159/0.199) で，A 体とチオリダジンの複合

体 は ， 1.58 Å 分 解 能  (Rcryst/Rfree = 

0.166/0.180) で構造の精密化を完了した．

構造解析の結果，イミプラミンの芳香環部分

は，これまでの薬物と同様，A 体の既存の結

合部位で認識されていた．一方，チオリダジ

ンの芳香環部分は，この既存の結合部位を含

むさらに広範な領域で認識され，A 体による

芳香環部位の認識に多様性が見られた．これ

らの結果から，A 体は，これまで考えていた

よりも広い結合領域で，その他の三環系薬物

の芳香環部位を認識する可能性が示唆され

た．これらの立体構造情報をあわせることで，

A体および F1*S 体の薬物結合ポケット内の 4

つのアミノ酸残基の違いが，両バリアントの

薬物結合特異性に寄与していることを明ら

かにした． 

 F1*S体については，三環系薬物および F1*S

体との強い結合が知られる分子標的薬を用

いて結晶化条件のスクリーニングを進めて

いる． 

 

(2) 上述した 4 つの残基を A 体および F1*S

体間で交換した変異体を調製し (M1：1 残基

置換〜M4：4 残基置換)，薬物結合性を誘起

CD スペクトル測定により評価した．その結果，

A 体 M1 および F1*S 体 M1 では，薬物結合にほ

とんど変化が見られなかったため，1 残基の

みでは薬物結合特異性に寄与しないことが

考えられた．そこで，A 体 M4 および F1*S 体

M4 を調製したが，CD 測定から両変異体とも

正しい立体構造をとっていないことが明ら

かになったため，現在，A体および F1*S 体の

M2，M3 変異体を用いて薬物結合を評価し，バ

リアント間の特異性を明らかにしようとし

ている． 
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