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研究成果の概要（和文）：本研究では標的分子をBRに絞り込み、BR捕獲型HSAドメインの設計
と新規BR除去療法としての有用性を評価するため、以下の検討を行った。得られた知見を要約
する。 
① 進化工学的手法であるファージディスプレイ法を駆使して BRの詳細な結合部位の同定を可
能にし、さらに 1.6×105個の変異体の中からBR高親和性 HSAドメインⅡ変異体を拾い上げる
ことに成功した。 
② 今回作製した新規 BR尿中排泄促進剤 pan3_3-13は、抗体製剤よりも製造コストが低く、従
来の血液浄化法の基盤を成す血液透析に替わり、侵襲性の低い新たな血液浄化法の道を拓くこ
とが大いに期待される。 
研究成果の概要（英文）：This study was undertaken to design and evaluate recombinant 
albumin mutant( specially, domain II mutant)with high bilirubin (BR) binding affinity 
via phage display technology. 
The results obtained here identified the amino acid residues that interact carboxylates 
of BR in HSA, and also produces HSA domain II mutants with high BR binding affinity. 
To our knowledge, this is the first finding on HSA mutant with enhanced binding affinity 
to BR. This approach could be applied to other HSA bound toxic compounds that responsible 
for the progression of disease and thereby it will pave the way for the development of 
minimally invasive and low cost blood clarification method. 
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１．研究開始当初の背景 
血液浄化療法の発展・普及により、従来は致

命的と考えられた疾患も病態の著名な改善や

救命が可能となったが、その反面、重篤な臓

器障害を伴う病態や複合障害を呈する症状の

改善は十分ではない。例えば、血液透析患者

では、尿毒症物質の体外排除法として血液浄

化療法が繁用されているが、HSAと堅固に結合

するものに対しては除去できないものも多い。

また、アミロイドのように分子サイズが大き

い毒素は既存の浄化方法の適応範囲外である。

つまり、現行の血液浄化療法の改善は、ヘル

スケア対策において緊急かつ最重要課題の一

つであり、そのためには①病原毒素の除去効
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率の向上、②標的毒素の適応拡大が必須であ

る。 

 
２．研究の目的 
本研究は、安全、安価かつ有効な革新的血

液浄化療法を開発するために、病原毒素に

対して高い親和性を有する毒素中和型HSA

変異体の創製と臨床応用である。特に、本

研究では標的分子をBRに絞り込み、BR捕獲

型HSAドメインの設計と新規BR除去療法と

しての有用性を評価することを目的とした。 

 
３． 研究の方法 
（１）我々がHSA変異体作製用に改良したフ

ァージ表面提示法を用い、毒素に対してよ

り高い親和性を有するHSA変異体を作製す

る。すなわち、ファージ表面上に提示され

た膨大かつ多様なHSA変異体ライブラリー

の中から特定のターゲットに親和性を持つ

HSA変異体を結合力に基づいて検索する網

羅的変異体を作製する。具体的には、BRの

場合、ドメインⅡの14 残基 (211Phe、

214Trp、218Arg、222Arg、234Leu、238Leu、

242His、257Arg、260Leu、264Ile、284Leu、

287Ser、290Ile、292Glu)を、あるいはFAP の

発症因子である異型TTR では、ドメインⅢ

の8 残基を20 種のアミノ酸残基へランダ

ムに変異させファージライブラリーを作製

する。これを用い、毒素に対して特異的に

結合するファージの回収・増幅を行う。こ

のサイクルを数回行うことにより、結合性

のより強いファージをスクリーニングした

後、回収したファージの提示するHSA変異体

の配列をシーケンス解析により同定する。 

（２）作成したHSA 変異体と各種標的毒素

との結合性をBiacoreにより評価し、結合パ

ラメータ（結合サイト数、結合定数）を算

出した。 

（３）高BR血症マウスを作製し、saline、

HSA、ドメインⅡ、およびドメインⅡ変異体

を静注して、血中BR量と尿中BR量を測定し

た。 

 
４． 研究成果 

（１）進化工学的手法であるファージディ

スプレイ法によるランダムスクリーニング

により、HSA分子上におけるBR結合に関わる

残基が195Lysおよび199Lysであること、特に

199LysはBR結合における立体選択性に関与

していることを初めて明らかにした。 

（２）4残基変異ドメインⅡファージライブ

ラリーを用いたバイオパンニングにより、

BR高親和性ドメインⅡ変異体をスクリーニ

ングした。ラウンド3で得られたpan3_3-13

およびラウンド6で得られたpan6_4は、WT

ドメインⅡと比べてBR結合活性が有意に高

かった。中でもpan3_3-13は、WTドメインⅡ

と比較し約7倍高いBR結合活性を有してい

ることがBiacore○Rによる評価にて明らか

になった。 

（３）BR結合活性が有意に高かったドメイ

ンⅡ変異体であるpan3_3-13を用い、胆管結

紮による高BR血症マウスにてBR除去効果を

評価した。Saline、WTドメインⅡ、pan3_3-13

投与群の3群間で、血中BR減少効果を比較し

たことろ、pan3_3-13＞WTドメインⅡ＞

saline投与群の順であった。他方、BRの尿

中排泄量は、saline＜WTドメインⅡ＜

pan3_3-13投与群の順に増加していたこと

から、pan3_3-13がBRの尿中排泄促進剤とし

て機能していることが実証された。 

これらの知見から、新たなバイオパンニン

グで設計されたpan3_3-13は、in vitro、in 

vivo両系において、WTドメインⅡよりも高

いBR結合能を示したことから、優れたBR除

去治療薬として適用できる可能性が示され

た。 
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