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研究成果の概要（和文）： 

本研究は，遺伝子組換え技術を基に, 血中滞留型多量化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。まず, アルブミンの体内寿命に影響を及ぼすアミノ酸残基の基礎的情報
を得るために, 26 種類の異形アルブミンバリアント及び種々の酸化・糖化修飾アルブミンを用
いて, 体内動態及び抗酸化能などを詳細に解析した。その結果, ドメインⅢに位置する 570 番
目のグルタミン酸残基や 573 番目のリジン残基を変異させること, N 末端に一つアルギニン残
基を付加させること, さらにドメイン IIに糖鎖を付加させることで, 血中滞留性に優れたアル
ブミンが作製できる可能性が示唆された。そこで, これらアミノ酸残基を多重変異させ, さら
に重合化した多量体化アルブミンを作製した。多量体化アルブミン変異体はその二次構造や三
次構造などに変化はなく, 動態特性はモノマーのものと比較し, 極めて長い血中半減期を示す
ことが明らかとなった。 加えて, ラットに対し浮腫を惹起させ，多量体化アルブミンによる改
善効果を調べたが, 多量化に伴う分子量の増大によって, 高い浮腫改善効果も認められた。今
回の結果は, 血中貯留型多量化アルブミンプロドラッグとしての可能性を示唆するものである
が, 今後より安全性など詳細な検討が必要であろう。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

   In this study, we aim to develop a novel polymeric albumin preparation with prolonged half-life by 

using site-directed mutagenesis and redox reaction. First, to obtain fundamental information regarding 

which amino acid residues in albumin are involved in its elimination, the pharmacokinetics and 

antioxidant activity of 26 genetic variants of albumin, as well as oxidized and glycated albumins were 

examined. As a result, we found that when two amino acid residues, namely, Glu 570 and Lys 573, in 

domain III were mutated to Arg, one Arg was added to the N-terminal and domain II were glycosylated, 

the half-life of albumin was increased. On the basis of these results, we performed multiple mutations to 

albumin and the mutant was further polymerized. The polymeric recombinant albumin mutant was 

correctly folded, as evidenced by the similarity of the patterns in the far- and near-UV circular dichroism 

spectra of mutant and native albumin. In addition, the plasma levels of the polymeric albumin mutant 

after intravenous bolus injection to rats exhibited two-phase profiles, and the half-life was longer than 

that of native albumin. Furthermore, the polymeric albumin showed a reduction in edema against paw 

edema mouse models because of its high molecular weight. These results indicate the potential for 

development of the new polymeric recombinant albumin preparation with prolonged half-life, but 

further investigation is needed to ensure the safety of the albumin preparation. 
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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及び
肝硬変症などのアルブミン合成能低下に伴
う低アルブミン血症時の膠質浸透圧の改善
をはじめとする種々の疾患に繁用されてお
り，近代医療にとって欠かせない医薬品とな
っている。しかし，血液を原料とするため，
HIV やクロイツフェルト・ヤコブ病病原物質
をはじめとする未知の有害なウィルスや夾
雑蛋白質の混入する可能性がつきまとう。そ
のため，2008 年に遺伝子組換えによるアル
ブミン製剤が上市されたが，これは野生型に
限られており，むしろ高医療コストという側
面を否定することはできず，安全性，有効性
かつ経済性に優れたアルブミン製剤の開発
が切望されている。 

 

２．研究の目的 

本研究は，遺伝子組換え技術を基に, 血中
滞留型多量化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。まず一残基置換
ミュータントを作製し，その抗酸化能や動態
特性を詳細に検討する。同時に、アルブミン
異形バリアントや種々の化学修飾アルブミ
ンの体内動態解析及び抗酸化能も検討する。
それらの結果から，アルブミンの体内寿命に
影響を及ぼすアミノ酸残基をピックアップ
し，そのダブルあるいはトリプルといった，
多重変異をかけた優れたアルブミンモノマ
ーを作製する。次いで，このアルブミンモノ
マーをジスルフィド架橋化後，重合化して，
多量体化アルブミンを作製する。次いで，そ
の体内動態特性や変異原性の有無を調べ，未
修飾アルブミンと比較検討し，血中貯留型多
量化アルブミンプロドラッグとしての可能
性を追求する。 

 

３．研究の方法 

1) 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，
QuikChange® XL site-Directed Mutagenesis kit 

(STRATAGENE)を用いて部位特異的に（機能
に重要なアミノ酸残基に対して）変異させる。
その後，Pichia pastoris (GS115 株) を形質転換
し，アルブミンミュータントを精製する。 
 
2) アルブミンミュータントの抗酸化能及び
体内動態特性を検討する。また, アルブミン
異形バリアントや種々の化学修飾アルブミ
ンについても同様の検討を行う。この中で，
抗酸化能が上昇し，さらに体内寿命が延長し
た変異体をピックアップし，それらの変異型
をすべて網羅するような，ダブル, トリプル
あるいはポリメリックミュータントを作製
する。作製後，再度，抗酸化能及び体内動態
特性を検討する。 

 
3) メルカプトアルキルイミデートまたは 2-

イミノチオランを用いることによって HSA

分子上のアミノ基をチオール基に変換し，そ
の後-SH と-SS-の交換反応を行い，ジスルフ
ィド架橋を形成させる 。次に，反応混合物
をセファデックス G-150 にてゲル濾過し，
SDS-PAGE を用いて重合度のチェックをする
とともに各多量体を分離精製する。また，UV

吸収，蛍光，CD 及び NMR スペクトルなどの
各種スペクトル法を駆使して，立体構造を調
べる。 
 
4)常法により，125

I あるいは 111
I により多量体

化 HSA をラベル化し，これらラベル化多量
体化 HSA をラットおよびマウスに静脈内投
与して血中濃度を調べ，native HSA と比較検



討する。 

 
5)  多量体化 HSA 及び native HSA の肝取り
込み速度を調べるとともに，肝レセプター
（スカベンジャー受容体）への関与を比較検
討する。 
 
6)ラットに対し浮腫を惹起させ，多量体化
HSA による改善効果を調べ，native HSA と比
較検討する。 
 
7）免疫学的，動態学的性質に加え，機能性
面で優れた多量体化 HSA に対し，カプリル
酸や N-アセチル-L-トリプトファンなどを添
加して，安定性の向上を試みる。 

 
４．研究成果 
1) ヒト血清アルブミンバリアントの構造・体
内動態解析 
 
現在，60 種類以上のアルブミンバリアント

が存在するが，その構造・動態特性の詳細を
把握できれば，網羅的に個々のアミノ酸残基
の役割を考えることができ，優れた機能性ア
ルブミンを設計する上で非常に重要な基礎
的情報となる。そこで，17 種類の一残基置換
バリアント及び 3種のC末端欠損体, 3種の糖
鎖付加体及び 3種の N末端プロペプチド付加
体の構造・動態特性を検討し，その関連性を
検討した。その結果，二次構造の指標である
α-ヘリックスを増大させることがアルブミ
ンの血中滞留性を上昇させることが明らか
となり，特にドメインⅢへの変異が有用であ
ることが示唆された。加えて，C 末端が欠損
することでアルブミンの半減期が有意に減
尐すること，逆に N 末端に一つアミノ酸が付
加されると半減期が上昇すること，さらにド
メイン IIに糖鎖を付加すると血中滞留性が上
昇することが示唆された。 
 
2)糖化・酸化修飾アルブミンの体内動態解析
と近位尿細管上皮細胞に対する影響 
 
血中における翻訳後修飾はアルブミンの

体内動態に影響を与える重要な因子の一つ
であり，翻訳後修飾の中でも酸化・糖化はア
ルブミンの生体内からの消失を促進させる。
そこで，軽度・過度の糖化修飾を施したアル
ブミンの構造特性や，マウスにおける動態解
析及び種々のレセプターの強制発現細胞で
の取り込み実験などを詳細に検討したが，修
飾の程度の違いによりその動態特性・取り込
み活性が大きく変化すること，またドメイン
Ⅲのリジン，アルギニンなどの塩基性アミノ
酸残基が糖化修飾を受けやすく，その特異的
構造体（AGEs）が種々の病態の発症・進展に
関与する可能性が示唆された。また，慢性腎
臓病時を反映する過度の酸化修飾アルブミ

ンに着目し，その構造・機能・動態解析を行
った結果，酸化修飾アルブミンは，含硫黄ア
ミノ酸残基や塩基性アミノ酸残基が有意に
酸化修飾を受けること，さらにその修飾体は
近位尿細管上皮細胞上のスカベンジャー受
容体 CD36 を介して，尿細管間質障害を引き
起こすことが明らかとなった。 

 
3) 遺伝子組換えマンノース付加アルブミン
の肝ターゲティングへの応用 
 
ヒト血清アルブミンは通常糖鎖を持たな

い単純蛋白質であるが，Asn-X-Thr/Ser という
N 型糖鎖修飾のコンセンサス配列を遺伝子組
換えにより導入することで，高マンノース付
加アルブミンの作製が可能となる。そこで， 

この高マンノース付加アルブミンを作製し， 

肝臓へのターゲッティングを試みたが，本変
異体は肝クッパー細胞へ選択的に取り込ま
れること，さらに NO 付加高マンノースアル
ブミン変異体が，肝虚血再還流障害に対し， 

有益な作用を示すことが初めて明らかとな
った。 

 
4) 血中滞留性多量化アルブミン変異体の基
礎的な構造・機能・体内動態特性 
 
上記 1～3）の検討により，ドメインⅢに位置
する 570 番目のグルタミン酸残基や 573 番目
のリジン残基を変異させること，N 末端に一
つアルギニン残基を付加させること，さらに
ドメイン II に糖鎖を付加させることで，酸化
や糖化などの翻訳後修飾にも抵抗性を示し， 

血中滞留性に優れたアルブミンが作製でき
る可能性が示唆された。そこで，これらアミ
ノ酸残基を多重変異させ（図 1），さらに 2-

イミノチオランにより重合化した多量体化
アルブミンを作製した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. アルブミン変異部位 

 

その結果，多量体化アルブミン変異体の二次
構造や三次構造など構造特性に変化はなく，
その動態特性はモノマーのものと比較し，極



めて長い血中半減期を示すことが，またそれ
に伴い，肝臓・腎臓への移行性が極めて抑制
されることが明らかとなった。加えて，ラッ
トに対し浮腫を惹起させ，多量体化アルブミ
ンによる改善効果を調べたが，多量化に伴う
分子量の増大によって， 高い浮腫改善効果
も認められた。  

 

今後，臨床応用に際し，安定性の向上など
更なる検討を加えることで，血中貯留型多量
化アルブミンプロドラッグとしての可能性
を追求できるものと思われる。   
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