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研究成果の概要（和文）：本研究では、大腸菌を宿主として糖鎖を持たない α1-酸性糖タンパ

ク質（AGP）を作製し、AGP アポ体及び AGP/薬物複合体の X線結晶構造解析を行い、AGP の薬物

結合サイトのトポロジー及び variant 間における結合選択機構を解明した。加えて、AGP の肝

取り込み経路について検討した結果、 AGP が  hemoglobin beta-subunit を介した

caveolae/lipid rafts 介在性エンドサイトーシスによって取り込まれること、それに伴い結合

薬物の体内動態にも影響を及ぼす可能性を初めて見出した。 

研究成果の概要（英文）：We determined the crystal structures of complexes of the A variant 

AGP with some drugs. Comparison of our results with the structure of F1*S variant provides 

important new insights into the mechanism of the drug-binding selectivity of AGP variants. 

In addition, we explored the mechanism involved in hepatic cellular uptake of AGP. The 

findings indicate that hemoglobin beta-subunit contributes to the hepatocellular uptake 

of AGP, and AGP is incorporated via caveolae/lipid rafts pathway. 
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１．研究開始当初の背景 

 薬物の体内動態における個体差の全貌を明

らかにするためには、吸収・分布・代謝・排

泄（ADME）に関与する機能タンパク質の多型

情報を把握する必要がある。そのうち、血中

薬物輸送タンパク質は薬物の組織への分布や

薬物血中濃度すなわち薬理効果を左右する重

要な機能タンパク質であるが、最近では、ア

ルブミンやα1-酸性糖タンパク質（AGP）など

の代表的な輸送タンパク質にも遺伝的あるい

は翻訳後修飾化多型が多種存在すること、ま

たそれが原因で薬物のタンパク結合特性に個

体差を生じることが見出されている。そのた

め、タンパク結合性の極めて高い薬物の個別

化投薬を実現するには、結合過程における個

体差の全貌を明らかにし、その情報を適切に

把握しておくことが重要である。 
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２．研究の目的 

本研究は薬物の個別化投薬を実践する上

で必要な体内動態での個体差のうち、基盤情

報が不足しているα1-酸性糖タンパク質

（AGP）の多型情報と薬物結合特性の関係か

ら、結合過程における個体差を明らかにし、

個別化投薬における基盤情報を構築する。 

 

３．研究の方法 

（1）AGP アポ体及び AGP 結合性リガンドとの

複合体の X 線結晶構造解析を行い、AGP 分子

上のリガンド結合サイトのトポロジー解析、

並びに、それを基盤としたバリアント間の薬

物結合選択機構の解明を行う。 

（2）AGP の主要移行臓器である肝臓における

細胞内取り込み機構の解明を目的として, 

生化学的及び細胞生物学的手法により検討

を行う。 

 
４．研究成果 
（1）ヒト1-酸性糖タンパク質バリアントに
関する構造生物学的研究 

1) バリアント間の薬物結合選択機構におい

て重要と考えられる A体の構造決定を行うた

め、糖鎖を持たない組換え型 A体 (rA) の作

製を試みた。しかしながら、作製した rA は、

遊離の Cys149 が高い反応性を示し、分子が

不均一となっていたため、A 体の Cys149 を

F1*S体の149位のアミノ酸残基であるArgに

置換した変異体 C149R を作製したところ、均

一なサンプルの調製に成功した。また、作製

した C149R が血清由来の A体と同等の構造及

びリガンド結合特性を保持していることを

確認した。 

2) PEG4000 を沈殿剤とする結晶化条件で

C149R の結晶が得られ、多波長異常分散法 

(MAD 法) を行うために、セレノメチオニル化

C149R (SeMet C149R) を作製し、その結晶化

も行った。さらに、A 体に選択的に結合する

ジソピラミド (DSP) を用いて、C149R/DSP 複

合体の結晶を調製し、これらの結晶を用いて

X 線回折実験を行った。MAD 法による C149R

の構造解析中に F1*S 体の構造が報告された

ため、その構造を用いた分子置換法により構

造を決定した。また、C149R/DSP 複合体の構

造から A体による DSP の結合様式を明らかに

した。 

3) 今回明らかにした A 体 (C149R) と、F1*S

体の構造を比較したところ、バリアント間に

おける 112-117 位と 156 位のアミノ酸残基の

置換が引き金となり、A 体は F1*S 体に比べて

結合ポケットの入り口が狭くなっているこ

とが判明した。また、このことがバリアント

間における薬物結合選択機構に関与してい

るものと推察された(Fig.1)。 

4) C149R/DSP 複合体の結晶構造から、DSP の

結合に関与するアミノ酸残基を同定した。中

でも、A 体が DSP に対する強い親和性を持つ

には、Phe112 と Ser114 が重要であることが

示唆された(Fig.2)。 

Fig.1 Comparison of ligand-binding 

pockets between AGP variants. 

Electrostatic surface representation of 

F1*S variant (a) and A variant (b). 

Fig. 2 Binding mode of DSP to A variant 

S114

F112

(c)



5）A 体については、既に構造解析された薬物 

(アミトリプチリン、クロルプロマジン) と

類似した骨格を持つイミプラミン及びチオ

リダジンの複合体結晶構造を決定し、それら

の結合様式を明らかにした。イミプラミンの

芳香環部分は、既存の結合部位で認識されて

いたのに対し、チオリダジンの芳香環部分は、

この結合部位の他に、Phe32、Ser114 といっ

た新たな部位で認識されていることが分か

った。このことから、A 体は、今回明らかに

なったチオリダジン結合部位を含めた領域

で、Phe49、Arg90、Phe112 残基を中心とした

相互作用を形成し、類似骨格を持つ薬物を認

識することが明らかとなった(Fig.3)。 

Fig. 3  Binding modes of the aromatic 
rings to the A variant. (a) Binding modes 
of the A-specific drugs to the A variant. 
AMT, DSP, IMP1 and IMP3 are depicted as 
blue, purple, yellow and orange sticks, 
respectively. The protein residues 
involved in the interactions are shown as 
sticks. (b) Binding modes of the 
non-specific drugs to the A variant. CPZ 
and TRZ are depicted as green and pink 
sticks, respectively. 

 

 以上、本研究では新たな A 体/薬物複合体

の X 線結晶構造解析により、A 体における類

似骨格を持つ薬物の認識部位を詳細にマッ

ピングすることに成功した。これらの知見は、

AGP 結合型薬物の体内動態や臨床効果の予測、

in silico での AGP 結合特性を考慮した医薬

品開発、及び AGP の生理学的機能を解明する

上で有益な基礎資料になるものと考えられ

る。 

 

（2）1-酸性糖タンパク質の肝細胞取り込み

機構の解明 

1）HepG2 細胞における FITC-AGP の取り込み

をフローサイトメーター及び蛍光顕微鏡を

用いて評価した結果, 濃度及び時間依存的

な細胞内取り込みが観察された。また, 4℃

条件下及び 100 倍量の非標識 AGP 共存下で、

FITC-AGP の取り込みが著しく阻害されたこ

とから, 本蛍光ラベル体はエンドサイトー

シスによって特異的に細胞内へ取り込まれ

る可能性が強く示唆された。 

2）FITC-AGP のエンドサイトーシス経路の解

明を目的として, 種々の阻害剤に対する影

響 を 検 討 し た と こ ろ 、

methyl--cyclodextrin及びfilipin存在下

では FITC-AGP の有意な取り込み阻害が観察

された。一方、 chlorpromazine 添加時には, 

阻害効果が見いだされなかったことから、

FITC-AGP は clathrin 経 路 で は な く 、 

caveolae/lipid raftsを介した経路でエンド

サイトーシスされるものと推察された。 

3）ヘモグロビン鎖 (HBB) の HepG2 細胞に

おける局在を, 抗HBB抗体を用いた免疫蛍光

染色法により検討した結果, HBB が細胞膜表

面に発現していることが判明した。さらに、

二重免疫染色法により HBB の一部は

caveolin-1 と共局在している可能性が強く

示唆された。 

4） AGP とヘモグロビン (Hb) のプルダウン

アッセイに加え, 外因的に Hb を培地中に共

存させたところ, Hb の濃度に依存して

FITC-AGP の有意な取り込み阻害が観察され

た。このことから, AGP の細胞内取り込み過

程において、細胞膜表面に発現する HBB との

相互作用が重要な役割を果たしている可能

性が示唆された。 

Fig.4 Proposed three endocytic models of 
AGP into liver parenchymal cells 
 

 AGP の肝細胞への取り込み機構には, 細胞



膜に発現する HBB との相互作用を介した

caveolae/lipid rafts介在性エンドサイトー

シスが関与する可能性を見出した. 今回得

られた知見は, AGP 結合薬物、中でも結合性

の堅固な分子標的治療薬の体内動態におけ

る個人間差の解明、引いては個別化治療戦略

を構築する上での有用な基礎資料になるも

のと思われる(Fig.4)。 
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