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研究成果の概要：

ヒト血清アルブミン（HSA）は、免疫原性や変異原性が少なく、長い血中滞留性を有するため、

近年薬物のドラッグデリバリーシステム（DDS）の担体として期待されている。本研究により、

HSA を用いた細胞保護・血管新生のシグナル分子である一酸化窒素（NO）の優れた生体内デリ

バリーに成功し、虚血再灌流障害での保護効果や抗癌効果も認められた。さらに、抗酸化タン

パク質であるチオレドキシン（Trx）を HSA へ融合させ、高い血中滞留性と敗血症モデルマウス

での生存率改善を見出した。本知見は、担体としての HSA の臨床応用を目指す上で重要な基礎

資料になり得る。 
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2007 年度 4,200,000 1,260,000 5,460,000
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１．研究開始当初の背景
(1)HSA は古くから血漿増量剤として臨床現
場で繁用されてきた一方で、生体分解性や免
疫原性、変異原性が少なく、比較的長い血中
滞留性を有しているため、薬物の DDS 担体と
しての可能性が追求されてきた。
(2)当研究室は、HSA の薬物結合サイトの同定
や、抗酸化能やエステラーゼ能評価などの研
究に従事しており、その研究方法として遺伝

子組換え技術を有している。すなわち、HSA
の変異体と異種タンパク質とを融合させる
ことが可能である。

２．研究の目的
本研究は、近年、アルブミンのリガンド結合
能や抗酸化能に着目して、アルブミン自身を
医薬品に活用する新しい試みの一環として、
当研究室において構築された遺伝子組換え
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技術を基に、高いリガンド結合能や血中滞留
性などが付与された、安全性、有効性かつ経
済性に優れた機能性アルブミンを設計し、
DDS へ応用することを目的としている。

３．研究の方法
(1)まず、HSA の構造活性相関を遺伝子組換え
技術を基に解析する。これにより、薬物結合
能や抗酸化能、NO 付加能等の活性に重要な残
基の同定を行う。 
(2)次に、重要な残基を考慮し、新たな変異
を導入することで、様々な活性を増強させる
ことを試みる。例えば、NO の付加部位を新た
に導入し強力な活性を有する NO 付加 HSA を
作製する。
(3)異種タンパク質融合技術を活かし、半減
期の短い機能性タンパク質を HSA に融合させ
ることで、持続型融合タンパク質の作製を行
う。 
(4)これら(2)、(3)で作製したタンパク質の
in vivo 生物活性評価を行う。 

４．研究成果
(1)遺伝子組換え技術を基に HSA の様々な機
能に重要な残基の同定を試みた。

①リガンド結合能に関して、これまで同定さ
れていなかったビリルビンの結合サイトに
おいて 192 位と 199 位が重要であることを明
らかにした。
②抗酸化能に関して、各種活性酸素種を用い、
網羅的に解析したところ、34 位に位置する
Cys の寄与が最も大きく、ついで分子内に 6
残基存在する Metの寄与が大きいことが示唆
された。
③NO の付加部位に関して、34 位の Cys 残基
であることが分かった。さらに、異形アルブ
ミンのデータベースを基に 410位に凝集する
ことなく Cys 残基を導入することにも成功し
た (Fig.1)。

Fig.1 HSA R410C の構造モデル

(2)Pichia 酵母にて機能性タンパク質を大量
発現させ、それらの生物活性評価を in vitro
ならびに in vivo にて評価した。

①ビリルビンの結合サイトにおいて 192 位と

199 位の変異体を用いて結合実験ならびに配
向性評価を行ったところ、192 位はビリルビ
ン親和性に、199 位は結合配向性に重要であ
ることが明らかとなった。
②今回明らかとなった HSAの抗酸化能に重要
な Cys が存在する HSA の Domain I を 3 つ融
合させた Triple Domain I を作製し、抗酸化
能評価を行ったところ、本来の HSA に比べ有
意に高い活性を有することが明らかとなっ
た。
③410 位に新たに Cys を導入した R410C は高
い NO 付加効率を有し、抗菌活性や抗アポト
ーシス活性が HSAに比して増強していること
が明らかとなった。また、in vivo での虚血
再灌流障害モデルラットにおいて、NO を付加
した R410Cは有意に高い臓器保護効果を示し
た。
④生体内での血中半減期の短い Trx を HSA に
融合させた HSA-Trx は、Trx 本来の生物活性
を保持したまま、高い循環血中での安定性と
滞留性を有し、さらに敗血症モデルマウスに
おいて、Trx では成し遂げることができない
生存率の延長が可能となった(Fig.2)。

Fig.2 HSA-Trx Fusion の構造モデル
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