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After being distributed in the circulating blood, drugs bind to serum proteins varying degrees. In general, such bind-
ing is reversible, and a dynamic equilibrium exists between the bound and unbound molecular species. It is believed that
unless there is a speciˆc transport system (e.g. receptor-mediated endocytosis, protein-mediated transport), only un-
bound drugs are able to penetrate through biomembranes, are distributed to tissues, and undergo metabolism and
glomerular ˆltration. It is also believed that only unbound molecules present in target tissues can exert their pharmaco-
logical eŠects, and that the concentration of unbound molecules in tissues is in proportion to the drug serum concentra-
tion. Therefore, drug-serum protein binding is critically involved in the manifestation of the pharmacological eŠects of a
drug as well as its pharmacokinetics. Among serum proteins, human serum albumin (HSA) and a1-acid glycoprotein
(AGP) play important roles in protein binding for many drugs, which is of key importance to drug distribution in the
body. In addition, they are widely used in clinical settings as blood preparations and drug delivery system carriers. It is
thus of great importance from the viewpoint of pharmaceutical science to clarify the structure, function, and phar-
maceutical properties of HSA and AGP. Accordingly, since starting my laboratory, the focus of my research has in-
volved molecular pharmaceutical studies on the interactions of drugs and HSA and AGP for the purpose of applying
these ˆndings to clinical ˆelds, such as drug treatment, diagnosis and drug discovery. In this review, the molecular
properties of HSA and AGP will be brie‰y outlined. The static and dynamic topology of drug binding sites on these pro-
teins, investigated by various spectroscopic techniques, X-ray crystallography, quantitative structure-activity relation-
ships, molecular modeling, photo a‹nity labeling, site-directed mutagenesis etc., changes in the serum protein binding
of drugs in pathological conditions, such as liver and kidney failure and various in‰ammation diseases and factors con-
tributing to the changes will then be summarized. Finally, cases in which protein binding displacement can be applied to
medical ˆelds will also be introduced.
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1. はじめに

薬物は循環血液中に移行したのち，薬物物性の差

異を反映して程度の違いはあるものの，血清タンパ

ク質と結合する．この現象を薬物の血清タンパク結

合と言う．一般に，薬物の血清タンパク結合は可逆

的であり，結合型と非結合型分子種の間に動的平衡

が保たれている．薬物の輸送は特殊な輸送系（例え

ば受容体介在性エンドサイトーシスやタンパク介在

性輸送）が存在しない限り，非結合型薬物分子のみ

が生体膜を透過して，組織に移行し，代謝や糸球体

ろ過を受けると考えられている．また，薬理効果を

発揮できるのは薬効発現組織における非結合型の分

子とされているが，この濃度は血清中の非結合型濃

度と比例関係にある．それゆえ，薬物の血清タンパ

ク結合はその体内動態，さらには薬効発現に大きな

係わり合いを有している．17)

近年，疾病治療の標的となる受容体や酵素に対し

て高い親和性を有する薬物の開発が進んでいるが，

通常，薬物は脂溶性が高く，かさ高い構造を有して

いる．一般に，薬物の血清タンパク結合の推進力は

疎水性相互作用であるため，血清タンパク質に対し



hon p.2 [100%]

414414 Vol. 129 (2009)

て高い親和性を有する薬物が多い．事実，上市され

る薬物に占める高タンパク結合型薬物の割合は以前

に比べて大きく増加しており，薬物の中には，血清

タンパク質に対する親和性が著しく強いことが原因

で開発が中止となったものもある．そのため，従前

以上に血清タンパク結合を適確に評価する必要があ

る．

ところで，ヒトにおいて薬物との結合に関与する

血清タンパク質としては，血清アルブミンと a1酸

性糖タンパク質（AGP），リポタンパク質，免疫グ

ロブリンなどが知られているが，中でも最も多くの

薬物と親和性を有しているのが，血清アルブミンと

AGP である．これらのタンパク質は，薬物の体内

分布の鍵を握る血清タンパク結合に重要な役割を果

たすのみならず，医療現場では血液製剤やドラッグ

デリバリーシステムキャリアーとして広く利用され

ている．したがって，これらの血清タンパク質の構

造・機能や製剤学的特性を明らかにすることは，医

療薬学上，極めて意義深い．このような背景の下，

筆者は研究室を主宰した当初から一貫して，基礎か

ら臨床への応用を念頭におき，薬物とアルブミンや

AGP との相互作用に関する分子薬剤学的研究を行

い，これら血清タンパク質の構造と機能に関する基

盤情報を構築するとともに，それらを活用して治療

や診断あるいは創薬・創剤といった医薬への応用を

試みてきた．

本稿では，薬物の血清タンパク結合に関与する血

清タンパク質の特性について簡単に述べ，筆者がこ

れまで行ってきた研究成果のうち，結合サイトの動

的・静的トポロジー解析結果を紹介する．ついで，

病態時における血清タンパク結合の変動とその要因

について紹介し，最後にタンパク結合置換現象を医

療分野に応用した事例について紹介する．

2. 薬物の体内動態に関与する血清タンパク質の

構造と機能に関する基盤情報の構築

2-1. ヒト血清アルブミンと AGP の性状 ヒ

ト血清アルブミン（HSA）は 585 個のアミノ酸残

基からなる分子量約 66500 の単純タンパク質である．

HSA は血清中に約 4 g/dl と多量に存在し，血清タ

ンパク質の約半分を占めている．HSA の生体内半

減期は約 1518 日であり，血管内プールに約 40％

が，血管外プールに約 60％が分布している．HSA

の構造特性として aヘリックス構造からなる 3 つ

のドメインの繰り返し構造を有する．812) HSA は膠

質浸透圧の調節能を有しており，正常血漿の膠質浸

透圧の約 80％を維持しているため，古くから出血

時やネフローゼ症候群に膠質浸透圧維持を目的とし

てアルブミン製剤が汎用されてきた．HSA は，脂

肪酸，ビリルビン，尿毒症物質，一酸化窒素

（NO），カルシウム，ホルモンなどの内因性物質や

薬物，毒劇物や農薬といった外因性物質の血中輸送

担体として働き，また組織への拡散防止としての解

毒作用やエステラーゼ様活性等を有し，これら結合

リガンドの体内動態や生理活性に影響を及ぼしてい

る．また最近では，HSA の抗酸化効果に注目が集

まっており，抗酸化物質の乏しい細胞外液中におけ

る抗酸化物質としての役割が見い出されるようにな

ってきた．1318)このように HSA は生体内の恒常性

維持に必要不可欠な機能を数多く有していることか

ら，各種病態時に伴う HSA の量的・質的変動は，

上述した機能低下ひいては恒常性維持機能の脆弱化

を引き起こすと考えられている．

一方，AGP の場合は 183 個のアミノ酸残基と 5

本の糖鎖からなる分子量約 44100 の血清糖タンパク

質である．AGP の糖鎖含量は分子量の約 45％と他

の糖タンパク質の中でも極めて高く，その糖鎖末端

にシアル酸残基を有しているために，血清中で最も

負に滞電している（pI 値：2.7）．1921)現在までのと

ころ，AGP の生物学的意義は不明であるが，疎水

性化合物の輸送担体として機能しているタンパク質

群，いわゆるリポカリンファミリーの一員として分

類されている．事実，AGP は多くの塩基性薬物や

ステロイドホルモン類の主要結合担体として機能し

ており，結合薬物の体内動態に影響を及ぼしてい

る．14,22,23)また，通常，AGP は血清中に 50100 mg/

dl で存在しているが，ストレス，外傷，炎症，腫

瘍等，生体反応の急性期に合成が亢進し，血中及び

組織中で著しく増加する急性相反応物質の 1 つであ

るため，これらの疾病時には血中濃度が 35 倍増加

する．24,25)また，免疫グロブリンと相同性を有して

いることや多様な糖鎖構造を有していることから，

生体内で抗炎症作用や免疫調節能を発揮しているの

ではないかと考えられている．26)最近では，動物実

験レベルではあるが，AGP 自身を抗炎症剤として

投与する試みも行われている．27)このように AGP

の生物活性については新たな作用が見い出されてい
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る半面，相反する報告も見受けられるため，生理的

な役割についてはいまだ十分に明らかにされていな

いのが現状である．

2-2. HSA 及び AGP 分子上の薬物結合サイトの

トポロジー解析 HSA や AGP は，非常に多く

の物質を結合するにも係わらず，その分子上におけ

る結合サイトは限定されていることから，分光学的

手法や構造活性相関，光アフィニティラベル法，部

位特異的変異法，X 線結晶解析，分子モデリング

などを駆使して，薬剤学領域では他に先駆け，これ

ら血清タンパク質分子上のリガンド結合部位のトポ

ロジー解析に着手した．

筆者が血清アルブミンの研究に着手した当時，

Sudlow らのグループが一連のダンシル誘導体を用

いた蛍光プローブ置換実験により，HSA 分子上に

2 つの薬物結合サイト，いわゆるサイトⅠ，Ⅱの存

在を見い出した．2830)しかしながら，ジキトキシン

やジゴキシンの結合が 2 つのサイトでは説明できな

いことから，これらの化合物を結合する第 3 のサイ

トが存在するのではないかと考え，クマリン系化合

物をはじめ種々の蛍光プローブを用い，ジギトキシ

ンやジゴキシンなどの薬物が特異的に結合する新た

なサイトの存在を明らかにし，これをサイトⅢと名

付けた．31)また，従来，サイトⅠは単一な結合領域

と考えられてきたが，この点に関して多角的な検討

を行った結果，結合領域はサイトⅡより柔軟で幅広

く，少なくとも 3 つのサブサイトから形成されてい

ることを初めて明らかにした．32,33)さらに，サイト

Ⅰのうち，サイトⅡと境界を接しているサブサイト

Ⅰb だけがサイトⅡと相互作用を引き起こし，サイ

トⅡ結合リガンドの親和性を低下させることや，こ

のサイト間相互作用が pH 依存的な構造転移により

厳密に制御されていることを見い出した．34)

一方，サイトⅡについては，カルボン酸のような

負に強く滞電した化合物が強く結合することから，

従来より結合サイトにおける正電荷の存在が示唆さ

れてきた．そこで，サイトⅡに強く結合する薬物を

ピックアップし，これらの負電荷をマスクした誘導

体を合成して結合性を検討した．その結果，負電荷

の消失はサイトⅡへの親和性を著しく低下させるだ

けでなく，サイト指向性にも大きな影響を及ぼし，

サイトⅡのリガンド結合の認識過程における静電荷

の重要性が実証された．35)この知見がきっかけとな

り，結合過程に関与するアミノ酸残基の同定に関す

る研究がスタートし，後述する部位特異的変異法に

よるアミノ酸残基の同定につながっていった．ま

た，アリルプロピオン酸系消炎鎮痛薬カルプロフェ

ンの HSA 結合性を詳細に検討した結果，本薬物の

高親和性結合サイトがサイトⅡに相当すること，他

方，低親和性結合サイトはサイトⅠであることを同

定した．36)興味深いことに，カルプロフェンを高親

和性サイトのみに結合している条件下でサイトⅡ結

合薬物を共存させても，予想に反して結合率には大

きな影響は生じず，一見，競合置換が起きていない

ように思われる現象を見い出した．そこで，種々の

分光学的手法を駆使して，この機序を検討した結

果，サイトⅡに結合しているカルプロフェン分子が

併用薬によりいったん置換されるものの，その後，

低親和性サイトであるサイトⅠに再結合するという

HSA 分子内におけるサイトサイト移行機構を提唱

した．37,38)薬物結合サイト以外にも，内因性リガン

ドである脂肪酸の結合部位に関する分子マップを作

成し，39)薬物結合サイトとの位置関係を明らかにす

るとともに，種々の条件下で結合サイト間のダイナ

ミクスを網羅的に解析して，HSA 分子上における

リガンド結合サイトの静的プラス動的トポロジーを

構築した（Fig. 1）．

薬物結合に関与するアミノ酸残基を明らかにしよ

うと試みたが，従来の化学修飾方法では特異性が低

く，残念ながら残基と部位の同定には至らなかっ

た．そこで部位特異的変異法を導入して，サイトⅠ

では Arg-218 が，他方，サイトⅡでは Arg-410 と

Tyr-411 が重要であること，40,41)特に Arg-410 のグ

アニジノ基がリガンドの負電荷と静電的相互作用を

していることを明らかにし，これが前述したサイト

Ⅱにおける正電荷であることを実証した．41)また，

Arg-410 と Tyr-411 をいずれもアラニンに二重置換

した変異体（R410A/Y411A）ではリガンド結合性

が著しく低下し，サイトⅡへの指向性が消失するこ

とから，この変異体をサイトⅡノックダウン HSA

と称し，野生型 HSA と組み合わせて結合性を調べ

ることにより，結合サイトを簡便かつ迅速に同定す

る新たな評価法を開発した．14)

ところで，HSA にはドメインⅠに局在する

Cys-34 が唯一遊離状態で存在しているが，筆者ら

はこの残基と SH 含有化合物との共有結合体の形成
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Fig. 1. Summary of the Ligand Binding Capacity of HSA as
Deˆned by Crystallographic Studies to Date

Fig. 2. Proposed Drug-binding Region on AGP

Fig. 3. Amino Acid Residues in a Surface Cleft around
Trp-160 That Interacts with UCN01 Exhibited in Type II
Docking Model

416 Vol. 129 (2009)

を直接的に定量する方法を開発し，システインやグ

ルタチオンなどの内因性物質やカプトプリル，N-

アセチルシステインといった SH 含有薬物が可逆的

な共有結合体を形成することを見い出すとともに，

この反応に影響を及ぼす要因を明らかにした．42,43)

また，この複合体形成の生理的な意義を明らかにす

るため，免疫学的検討を重ねた結果，反応に伴うハ

プテン形成が薬物の免疫学的な副作用の発現機序に

関与していることを証明した．44)さらに，Cys-34 を

蛍光プローブのアクリロダンでラベル化し，種々の

条件下でその反応性を検討した結果，Cys-34 の反

応性が SH 基の溶媒への露出度や周囲の静電的ポテ

ンシャルといったミクロ環境に依存することを初め

て実証した．45,46)

シグナル伝達分子である NO は多様な活性を有

するものの，その生体内寿命は非常に短く，生体で

はタンパク質などのチオール基と反応し，Sニト

ロソチオールへと変換され，比較的安定な状態を保

っている．そのため，タンパク質の Sニトロソ化

は NO リザーバーとして働き，生体内の NO 濃度

の調節に関与している．47,48)中でも HSA は血漿中

において多量に存在する上に，優れた血中滞留性を

有していることから，NO リザーバーとしての役割

も大きいことが期待される．49)筆者らは，HSA に

おける Sニトロソ化反応や Sニトロソ転移反応が

脂肪酸，銅イオン，ビリルビンなどの内因性結合物

質によって絶妙にコントロールされていることを見

い出した．50,51)これまで数多くの Sニトロソ化タン

パク質が同定されてきたが，結合リガンドにより反

応性が調節されている例は見当たらないことから，

この機序は HSA に特異的なものであるかもしれな

い．これらの内因性結合リガンドは疾病時に大きく

変動するため，リガンド結合による Sニトロソ化

反応の制御は病態時における HSA の新たな役割を

考える上で非常に興味深い．現在，種々の疾病モデ

ル動物を用いて，この反応の生理的意義について追

及している．

一方，AGP の場合，糖鎖含量が極めて高いため，

X 線結晶構造解析や NMR 解析等による立体構造の

解明はなされていない．これまでのところ，円二色

性（CD）スペクトル解析や分子モデリングによる

検討から，水溶液中では bシート構造に富んでい

ることが報告されているだけであり，19,20)薬物結合

サイトのトポロジーについては不明な点が多く残さ
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れている．

研究開始当初，AGP 分子上のリガンド結合サイ

トについては，AGP が塩基性薬物の主要結合タン

パク質であることから，これらリガンドに対する結

合サイトの同定が試みられ，HSA とは対照的にリ

ガンド結合サイトは 1 つであると信じられてき

た．21,22)しかしながら，筆者らは AGP には塩基性

薬物だけでなく，ワルファリンをはじめとするクマ

リン系薬物などの一部の酸性薬物やベンゾジアゼピ

ン系薬物やステロイドホルモンといった疎水性物質

も HSA と同等かそれ以上に強く結合することを見

い出した．52,53)これらの知見に基づき，塩基性薬物

以外の結合サイトも存在するのではないかと考え，

種々の蛍光，CD プローブを用いて薬物結合サイト

のトポロジー解析を行った結果，AGP 分子上の薬

物結合サイトは，塩基性薬物，酸性薬物及びステロ

イドホルモンをはじめとする中性薬物の結合する 3

つのサブサイトから構成され，これらが一部オー

バーラップした位置関係で互いに干渉しているモデ

ルを提唱した（Fig. 2）．5456)

また，抗がん薬 UCN-01 は AGP に 108 M－1 とい

う非常に高い親和性を有しているが，光アフィニテ

ィラベル法，部位特異的変異法，構造活性相関，ド

ッキングシュミレーションなどのアプローチを駆使

することにより，この強固な結合が UCN-01 のイ

ンドカルバゾール環と Trp-160 のスタッキングによ

ることを明らかにした（Fig. 3）．57,58)これまでも，

化学修飾法や蛍光スペクトル法の検討結果から，

AGP と薬物の結合における Trp 残基の重要性は示

唆されてきたものの，特定の残基は明らかにされて

いなかったため，本研究で初めて Trp-160 の関与を

同定できたことは，AGP の薬物結合サイトのマッ

ピングを作成する上で有用な基礎資料になるものと

考えられる．

AGP には 2 つのバリアント（F1S 体と A 体）

が存在し，薬物によってはいずれかのバリアントに

選択的に結合する．5961)例えば，F1S 体にはワル

ファリン，ジピリダモールなどが，他方，A 体に

はプロパフェノン，ジソピラミドなどが選択的に結

合する．この興味深い現象は今から約 10 年前に見

い出されたものの，その機序については明らかにさ

れていない．そこで筆者らは，これまで構築した薬

物結合サイトに関するトポロジーデータとリポカリ

ンファミリーの立体構造モデルを精査し，薬物結合

に関与するアミノ酸残基を絞り込み，さらに部位特

異的変異法により両バリアント間でアミノ酸残基を

スイッチさせ，結合選択性の変化を調べた．その結

果，92 番目のアミノ酸残基（F1S 体では Val, A

体では Glu）をバリアント間でスイッチすることに

より，薬物選択性が逆転したことから，この残基が

AGP バリアント間の薬物結合選択性に関与してい

ることを実証した．62)本知見は AGP の薬物結合選

択性に関与するアミノ酸残基の存在を初めて明らか

にしたものであり，今後，AGP のリガンド結合及

び結合サイトのトポロジーを構築する上での重要な

基礎情報になるだろう．

ところで，医薬品開発過程では，種々の実験動物

を用いて体内動態における種差が検討され，その結

果に基づきヒトへの外挿が試みられている．従来よ

り，血清タンパク結合においても種差の存在が明ら

かにされていたが，その機序については不明であっ

た．そこで，これらの差異がアルブミン及び AGP

分子上の薬物結合サイトの違いに起因すると考え，

上述の手法を用いて結合サイトのトポロジー解析を

試みた．その結果，いずれのタンパク質においても

ヒトと全く同等なトポロジーを有するものは存在せ

ず，動物種間で若干異なっていた．例えば，アルブ

ミンの場合，ラットはヒトのサイトⅠに酷似した部

位を保持しており，ウサギもサブサイトの重なり度

合いは多少異なるもののヒトに類似した構造を有し

ていた．しかし，ウシではサブサイトが独立してい

た．63)イヌの場合は，サイトⅠに相当する結合部位

の存在を見い出すことができなかった．対照的に，

サイトⅡではヒトとイヌが 2 つの重なり合ったサブ

サイトから構成されており，非常に類似したトポロ

ジーを有していることが判明した．一方，ウシ，ラ

ット，ウサギではサイトⅡの存在はあるものの，ヒ

トに比べると不完全な形であった．最近，このモデ

ルの妥当性が光アフィニティラベル実験により裏付

けられた．64)また，これらアルブミン種における構

造の熱安定性を示差熱量計で検討した結果，ヒト，

ウシ，ラットでは 1 成分ピークによる 2 状態転移を

取るが，イヌやウサギは 2 成分ピークで多状態転移

を示すことを明らかにした．65)一方，AGP の場

合，ヒトと同様，ウシやイヌでは塩基性薬物及びス

テロイドホルモンの結合サイトが互いに重なり合っ
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ているものの，ヒトに存在する酸性薬物結合サイト

は認められなかった．66)

また，代謝過程に種差が存在し，親薬物と代謝物

の結合サイトが同一な場合，例え親薬物のタンパク

結合性が動物種間で同等であったとしても，結合過

程に種差を生じさせることが理論的には起こり得

る．言い換えれば，in vitro 系では代謝物が存在し

ないため，見掛け上種差が存在しなくても， in

vivo では代謝物を介してタンパク結合に種差が認

められるようになる．このことを，筆者らは種々の

実験動物にスルファジメトキシンを投与した in

vivo 評価系で実証した．スルファジメトキシンと

フェニルブタゾンを併用投与すると，イヌやラット

では主要代謝物である N 4アセチル体による影響が

無視できるため，in vitro から予測される結果を in

vivo においても再現することができた．ところ

が，ウサギの場合，フェニルブタゾンを併用すると

予想以上にスルファジメトキシンの非結合型濃度が

増加していたため，その機序について検討した結

果，フェニルブタゾンが N4アセチル体の結合を阻

害し，遊離した代謝物が親薬物の結合を置換する間

接的な結合阻害であることが判明した．67)

2-3. 膜水相界面における血清タンパク質の構

造機能変化 近年，薬物の組織移行過程におい

て，タンパク介在性のリガンド組織移行機構の存在

する可能性が提唱されている．これは，細胞表面に

結合した一部の血中タンパク質が生体膜との相互作

用により構造変化を惹起し，ついで結合しているリ

ガンドを解離・放出するというものである．AGP

の場合も，一部の AGP 結合型塩基性薬物において

in vivo での結合性が in vitro での結合性よりも小さ

くなることが知られており，AGP 介在性のリガン

ド組織移行機構の存在する可能性が示唆されている

ものの，その機序についてはほとんど明らかにされ

ていない．6871)筆者らは，種々の生体膜モデルを用

いて AGP が生体膜と相互作用した際，本来の b

シート構造から aヘリックスに富んだ構造へ転移

し，それに伴ってリガンド結合サイトも影響を受け

る結果，リガンドの解離・放出が促進されることを

明らかにした．72,73)また，部位特異的変異法と化学

修飾法を組み合わせた検討から，このユニークな構

造転移に AGP のジスルフィド結合と His-172 が関

与していることや，74)その推進力として疎水的及び

静電的相互作用が協同的に寄与していることを見い

出した（Fig. 4）．75) HSA においても AGP のように

顕著でないものの，膜水相界面において aヘリッ

クス構造の一部崩壊とそれに伴いリガンド結合が低

下する現象を見い出すとともに，この変化に種差が

認められ，ラットアルブミンが HSA と類似した挙

動を示すことを報告した．76)

3. 病態時における血清タンパク結合の変動とそ

の要因

病態時に血清タンパク結合が変動する現象は古く

から知られていたが，その機序として，1)血清タン

パク質の量的変動，2)血清タンパク質の翻訳後修飾

による質的変動，3)タンパク結合阻害作用を有する

内因性物質の蓄積などが推定されてきたが，これら

を系統的に検討した例はほとんどなかった．筆者ら

は，これらの 3 つの機序について検討し，HSA の

場合は 1)3)が関与していること，一方，AGP の

場合は 1)が主たる機序であることを明らかにした．

3-1. 内因性物質の蓄積と血清タンパク結合への

影響 腎障害時には種々の代謝産物が血中に蓄積

してくる．当時，その存在が見い出されてきた尿毒

症物質に注目し，血清タンパク結合性を定量的に評

価して，HSA が主たる結合タンパク質であること

を明らかにした．77)ついで，これらの物質のうち結

合性が強い，インドキシル硫酸，インドール酢酸，

フランジカルボン酸化合物（3-carboxy-4-methyl-5-
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propyl-2-furanpropanate; CMPF），馬尿酸について，

HSA 分子上の結合サイトを結合置換実験及び X 線

結晶解析により同定した．7880)また，これらの情報

を基盤として，薬物結合阻害能とその機序を明らか

にした．例えば，インドール化合物はサブドメイン

ⅡB に存在するサイトⅡに結合し，ベンゾジアゼピ

ン系薬物，非ステロイド系抗炎症薬やトリプトファ

ン，中鎖脂肪酸などの内因性物質の結合を競合的に

阻害するが，一方，CMPF と馬尿酸はサブドメイ

ンⅡB に局在するサイトⅠに結合し，ワルファリン

のように同一サイトに親和性を有する薬物の結合を

強力に阻害する．80)興味深いことに，ジカルボン酸

化合物である CMPF は同じくジカルボン酸物質で

あるビリルビンと結合サイトが共通しており，2 つ

のカルボン酸が同じアルギニン残基の陽電荷と静電

的相互作用をしている可能性を示すとともに，この

内因性物質同士の相互作用が尿毒症患者における高

ビリルビン血症の一因であることを示唆した．81)

また，血液透析患者の場合，尿毒症物質による薬

物の結合阻害の機序は両者が同一サイト上で競合置

換を引き起こすという，単純なメカ二ズムでなく，

透析時の抗凝固薬として汎用されるヘパリンが脂肪

酸の遊離を促進し，まずこの増加した脂肪酸が競合

あるいはアロステリックな機序により，サイトⅠあ

るいはⅡに結合している尿毒症物質を追い出し，つ

いで，この遊離した尿毒症物質が最終的に薬物の結

合を阻害するという，ユニークな阻害機構（脂肪酸

→尿毒症物質→薬物），いわゆるカスケード様式が

関与することを定量的に評価した（Fig. 5）．78,82)そ

の後，尿毒症物質に関する検討は寺崎教授及び杉山

教授との共同研究により，これら尿毒症物質の臓器

移行に有機酸トランスポータ OAT 1 及び OAT 3

が関与していることが実証された．8387)

3-2. 血清タンパク質の翻訳後修飾がタンパク結

合に及ぼす影響 病態時には尿毒症物質のような

内因性代謝産物の蓄積だけでなく，非酵素的糖化反

応であるグリケーションや酸化といった翻訳後修飾

も生じてくる．そこで，各種翻訳後修飾アルブミン

を in vitro で調製，あるいは患者血清から単離・精

製して，それら修飾体の構造，機能及び動態特性を

解析した結果，aヘリックス構造の部分的な崩壊

が引き起こされ，これがリガンド結合ポケットにも

波及することにより，修飾体ではリガンド結合の低

下，特にサイトⅠよりもサイトⅡにおけるリガンド

結合性の低下が顕著であることを明らかにし

た．8890)また，修飾アルブミンでは肝臓や腎臓への

選択的移行が促進される結果，血中からの消失が速

くなること，特に，糖化によるアルブミン動態の変

化には，肝臓実質細胞及び腎臓のメサンギウム細胞

の表面に局在するスカベンジャー受容体が関与して

いることを，受容体欠損のトランスジェニックマウ

スを用いて実証した．91,92)

3-3. 病態時における AGP 濃度の変動とタンパ

ク結合への影響 AGP は急性期反応タンパク質

の 1 つであるため，炎症時に顕著な誘導が観察され

るが，その一方でフェノバルビタールやリファンピ

シンといったシトクローム P450 の誘導剤の反復投

与時にも血中濃度が上昇する．筆者らは，クラリス

ロマイシンやエリスロマイシンのようなマクロライ

ド系薬物の反復投与によっても AGP が誘導される

現象を見い出した．93)また，その発現制御機構を遺

伝子レベルで初めて検討し，糖質コルチコイド反応

性部位と転写因子 NFkB の関与を明らかにし

た．94,95)さらに，誘導された AGP が好中球の活性

化やプロスタグランジン E2 生成を抑制し，抗炎症

効果を示すことや，赤血球の安定性や機能にも影響

を及ぼすことを in vitro 実験及び炎症モデルラット

を用いた系で実証した．27)

また，種々の病態時において，AGP の濃度が変

動することはよく知られているものの，簡便・迅速

かつ高感度に AGP 濃度を測定する方法が確立され
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ていなかったことから，蛍光色素による新たな

AGP 定量方法の開発に着手した．100 種類以上の

蛍光色素をスクリーニングした結果，紫色素である

キナルジンレッドが AGP と結合すると著しい発蛍

光性を示す現象を活用して，新たな AGP の定量方

法を開発した．96,97)

4. タンパク結合置換現象の医療薬学への応用

筆者らは，上述の血清タンパク結合に関する知見

を基盤として医療薬学への応用を試みてきたが，こ

こではタンパク結合置換現象を活用した臨床応用例

の中，1)血液吸着法の適正使用，2)フロセミドの利

尿耐性克服について紹介する．

4-1. 血清タンパク結合を指標とした血液吸着法

の適正使用の確立 現在，社会問題化している薬

物中毒による自殺に対して，活性炭を用いた血液吸

着法は数少ない有効法の 1 つとして位置付けられて

いる．本治療法は血液中に蓄積した薬物の除去であ

るため，その有効性を左右する因子としては薬物の

血清タンパク結合性と分布容積を挙げることができ

る．6,7,98)ところが，前者の場合，科学的根拠がない

にも係わらず，血清タンパク結合率の高い薬物の場

合には有益性が乏しく，本治療法は適さないと信じ

られており，明確な判断基準が設けられていなかっ

た．筆者らは，本治療法による除去効率は薬物と血

清タンパク質あるいは活性炭との 3 者の親和性の力

関係により左右されると考え，熊本赤十字病院と共

同で，救急に搬送された薬物中毒患者の血清タンパ

ク結合率と救命率との関係を精査し，その機序を

in vitro 実験で明らかにした．その結果，結合率が

90％以下の薬物であれば血液吸着法による効果が期

待できることを実証した（Fig. 6）．99,100)現在，本知

見は全国の救急部門で活用されている．

4-2. 結合置換現象を活用したフロセミドの利尿

耐性克服戦略 フロセミドは優れた利尿効果を有

するため，ネフローゼ症候群をはじめ多くの疾患で

汎用されているが，連投すると利尿耐性が生じるた

め臨床使用における問題点となっている．筆者ら

は，この現象がネフローゼにより尿中へ排泄されて

くる大量の HSA に起因していることを突き止め

た．具体的には，尿中に存在する HSA にフロセミ

ドが結合する結果，尿中での非結合型薬物濃度が低

下し，作用部位である Na＋K＋ATPase に利用され

なくなることで耐性が生じる．言い換えれば，尿中

での HSA とフロセミドの結合を効率よく阻害する

ことができれば，利尿耐性を克服できると考え，既

存薬物の中から阻害薬の検索を行った．その結果，

抗炎症薬ブコロームは両者の結合を最も効率よく阻

害できる上，投与量も多く，腎排泄を受けることか

ら阻害薬として必要な条件を満たしていた．そこ

で，ラット及びヒトにおける検討を行い，ブコロー

ム併用療法がフロセミドの利尿耐性の克服に有用で

あることを実証した（Fig. 7）．101,102)近年，定常状

態における非結合型薬物濃度がタンパク結合率変動

の影響を受けるのは高クリアランス薬物の場合であ

り，低クリアランス薬物の場合にはタンパク結合置

換に基づく相互作用の臨床的な影響は少ないことか

ら，血中でのタンパク結合置換に基づく薬物間相互

作用の臨床的影響が見直され，一部の薬剤を除き臨

床上問題になることは少ないと考えられるようにな

ってきた．しかしながら，本ケースではフロセミド

の薬理作用部位である尿細管でのタンパク結合置換

であるため，血中での結合阻害とは異なり，阻害に

よる遊離型フロセミド濃度の増加が直接薬理効果の

増大，すなわち，利尿耐性の克服につながったもの

と考えられる．また，本併用療法は，従来問題視さ

れがちな薬物間相互作用をうまく活用することによ

り，既存薬剤の有用性を向上させる新たな治療戦略

となり，今後の投薬設計での貴重なデータになるも

のと考えられる．

5. おわりに

以上，筆者らの研究成果を中心に，血清タンパク



hon p.9 [100%]

421
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結合研究とその臨床応用を過去から現在まで振り返

ってみた．アルブミンの発見は 1945 年と古く，医

療現場での活用と相まって，多くの研究がなされて

きた．しかしながら，遺伝子組換え法のような新た

な技術の開発や分析機器の進歩に伴い，アルブミン

に関する新たな知見の報告は跡を絶たない．本邦に

おいても，今年からアルブミンの遺伝子組換え型製

剤が上市される運びとなり，この古くて新しいタン

パク質の研究も新局面を迎えたと言えるだろう．一

方，AGP についても疾病との関連性や新たな生理

活性が次々と見い出されているものの，立体構造が

明らかにされていないこともあり，依然不明な点も

多く残されていた．しかしごく最近，脱糖化 AGP

の X 線結晶構造が発表された．103)著者らも大腸菌

での発現系を確立し，目下，組換え型 AGP と薬物

との複合体の X 線結晶構造を解析中であり，長年

明らかにされなかった構造と機能との相関の解明が

待ち望まれる．
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