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第 1章 序論 

 

 生体内における薬理効果の強弱は、標的組織への遊離形薬物の移行量に大き

く依存する。最近では薬物動態学-薬力学(PK-PD)理論においても蛋白非結合

体で評価する重要性が示唆されており、その主要な調節因子の一つが酸性薬物

と主に結合するアルブミンである。アルブミンは血漿中で多量に存在するタン

パク質で、血漿の全タンパク質の約 60％を占める。ヒトでは 3.5~5.0 g/dL、ラ

ットなどのげっ歯類では 2.7~3.3 g/dL存在すると言われているが 1)、腎障害や

肝障害、リウマチやがんなどの炎症性疾患で低下することが知られている 2)。 

生体内でのアルブミンの役割は多岐に渡り、膠質浸透圧の制御、脂肪酸、ビ

リルビン、尿毒症物質などの内因性化合物、薬物などの外因性化合物の結合と

輸送、各種活性酸素やラジカルに対する抗酸化作用など様々な機能を担ってい

る3)。例えばSudlowらは蛍光プローブを用いて陰イオン性薬物が2種類のサイト

と特異的に結合することを見出し、これらの結合部位をサイトⅠ、Ⅱと称した

4)。これらの機能はアルブミンの構造にも関係があると考えられ、アルブミン

の構造は585個のアミノ酸からなる65 kDaの単純タンパク質で、三次元の基本構

造は相同性の高い3 つのドメインから成り立っている。水溶液中ではこれら３

つのドメインが折り畳まれ近接し、分子全体が“heart shape”の形状を取る

と推察されている(Fig. 1-1)。各ドメインはさらに2つのサブドメインから構成さ

れ、214番目にただ1つのトリプトファン残基を持つ。このトリプトファンはサ

ブドメインⅡAの中心部に位置しているが、サイトⅠはドメインⅡAの疎水性ポ

ケットに存在しており、典型的なリガンドはセファゾリン(以下CEZ)やワーフ

ァリンなどかさ高い複素環のアニオンで分子の中心部に電荷を持つ化合物であ

る。サイトⅡはドメインⅢAに存在しており、典型的なリガンドはイブプロフ

ェン(以下IB)やジアゼパムなどの伸びた構造の芳香族カルボン酸で分子の末端

に電荷を持つ1)。一方でジギトキシンなどSudlowのサイト分類には属さない薬

物もあり、全ての薬物の結合を網羅しているわけではない。 

 がん患者の血漿でワーファリンなどの血漿蛋白非結合形分率(以下 fp)が変動

することが知られているが、その変動がアルブミン濃度と相関があるという検

討に留まっているのが現状である 5)。Liliemarkらはがん患者におけるエトポシ
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ドのタンパク結合率が成人と比較し小児で有意に上昇することを見出した。さ

らにアルブミン濃度に対するエトポシドの遊離形濃度の相関係数が 0.26と低

いことから、アルブミン、ビリルビン以外の別の要因があると考察している 6)。

他の病態で fpが変動する例としては、尿毒症の患者の血漿でサイトⅠ結合型

のフロセミドやサイトⅡ結合型のトリプトファンなど様々な薬物の fpが上昇

する。これもアルブミンの濃度の減少だけでは説明できず、その原因が尿毒症

患者で上昇する 3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropionate (CMPF)、indole-3-

acetate (IA), hippurate (HA)、indoxyl sulfate (IS)などの内因性物質であると報告

されている 7)。また、透析患者の血漿でも fp が上昇する薬物があることが知

られているが、透析患者から精製したアルブミンは、構造に変化が見られ、サ

イトⅡの結合能力が低下していたと報告されている 8)。アルブミンは通常その

ほとんどが還元型で存在しているが酸化型では薬物の結合能が変動することが

最近注目されている。島田らは骨肉腫腫瘍移植ラットを用いてバンコマイシン

の体内動態の変動を検討してきた。バンコマイシンは腫瘍群で全身クリアラン

ス、腎クリアランスが有意に上昇しており、その要因の検討段階で血漿蛋白結

合率を調べたところ、結合率が約 30％と低いバンコマイシンは fpに変化が見

られなかったと報告している 9)。 

そこで本研究ではまず第 2章で骨肉腫腫瘍移植ラットを用いてサイトⅠ結合

型である CEZの蛋白結合実験を行い、腫瘍群とコントロール群における血漿

蛋白結合パラメーターを算出し、比較を行った。第 3章ではサイトⅡ結合型で

ある IBで CEZと同様の検討を行った。第 4 章では腫瘍群の血漿からアルブミ

ンを精製し、その薬物結合能の変動や構造変化などを観察した。また、その構

造変化の要因として第 5章ではサイトカインがアルブミンに与える影響につい

て検討した。さらに第 6章では腫瘍群の血漿を用いて抗酸化能を測定し、様々

な病態で変動すると言われる酸化アルブミンのモデルを調製して構造解析、薬

物結合能を調べ、腫瘍群のアルブミンと比較検討した。 

以上、骨肉腫腫瘍移植ラットを用いてがん病態下における CEZと IBの fp

の変動の検討及びその変動メカニズムの解明を本研究の目的とした。 

 

 



 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 1-1 Crystal structure of HSA
10）. 
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第 2章 骨肉腫腫瘍移植ラットにおける CEZの蛋白結合率についての検討 

 

第 1節 緒言 

 

CEZは第一世代を代表するβラクタム系抗菌薬である。本剤はグラム陽性・

陰性にいたる広域抗菌スペクトルを有し、その作用は殺菌的で、特にブドウ球

菌をはじめとするグラム陽性菌及び大腸菌、肺炎桿菌に対して抗菌力が強い。

また作用機序は、細菌の細胞壁を構成するペプチドグリカン生合成の最終過程

であるペプチド転移酵素反応とＤ－アラニンカルボキシペプチダーゼ反応を阻

害することである。体内ではほとんど代謝されることなく主として腎より

OAT3などの有機アニオントランスポーターで排泄され、一部は胆汁排泄を受

けることも知られている。 

CEZは酸解離定数(以下pKa ) 2.13の弱酸性化合物でその分子の中心部に電荷

を持つ。血漿中で主にアルブミンのサイトⅠに結合し、内因性物質の脂肪酸、

ビリルビンで競合される11)。血漿蛋白結合率はヒト、ラットにおいて約80％と

高く、血漿蛋白結合の飽和により非線形性を示す。薬物動態学-薬力学(以下

PK-PD)理論におけるβラクタム系のPK-PDパラメーターは血漿中濃度が最小発

育阻止濃度を超える時間(time above MIC)とされているが、これは蛋白結合率が

吟味されていないため、感染部位におけるPDを反映していない可能性が指摘さ

れており、正確な薬効評価には遊離形薬物濃度の重要性が示唆されている12)。

またCEZのPKには血漿蛋白結合率の変化が大きく影響すると考えられる。実際

に、OkumuraらはCEZの体内動態には血漿蛋白結合率が胆汁中排泄クリアラン

ス及び尿中排泄クリアランスを決める重要なファクターであることを報告して

いる13)。またNadaiらは、ストレプトゾシン誘発糖尿病ラットにおいて、CEZの

腎クリアランスがコントロール群に比べて88％上昇し、その要因として非結合

型CEZの増加を報告している14)。 

本章では CEZの蛋白結合実験を行い、コントロール群と腫瘍群における血

漿蛋白結合パラメーターを算出し、比較を行った。 
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第 2節 結果 

 

第 1項 CEZの蛋白結合実験 

 

 Fig. 2-1に CEZ 20mg/kgを静脈内投与した血漿中濃度を示した。両群ともに

血漿中濃度は経時的に低下したが、腫瘍群はコントロール群に比べ約 1.8倍の

濃度で推移した。Table 2-1に全身クリアランス、分布容積を示す。腫瘍群は

コントロール群と比べ、全身クリアランス(CLtot)は約 1.8倍、分布容積(Vss)は

約 1.5倍の上昇が見られた。 

 

第 2項 CEZの蛋白結合率の変動 

  

Fig. 2-2に CEZの総濃度に対してプロットした fpを示した。また CEZのイ

ンタビューフォームでは、CEZ 2 gを 30分かけて点滴静注した時の最高血漿

中濃度は約 400 Mと記載されている。そこで Table 2-2に Total濃度 400 M

以下の点を平均したもので示した。さらに、Langmuirの式(１)より、n、Kdを

算出した。400µM以下の fpはコントロール群で 0.157、腫瘍群で 0.37と腫瘍

群の fpはコントロール群に比べ約 2.3倍有意に上昇した。 

 

    
      

     
 

             

ただし、Cb は結合型の薬物濃度を、Cf は遊離型の薬物濃度を、n は血漿蛋白

１分子あたりの結合部位数を、Kd は解離定数を、PTは総蛋白濃度としてアル

ブミン濃度とした。 

 Fig. 2-3には第 2項で得られた fpを用いて、血漿中遊離形 CEZ濃度の血漿中

濃度推移を推定した結果を示した。腫瘍群における血漿中濃度はコントロール

群に比べ全点で有意に上昇していた。上昇の原因としては、コントロール群と

腫瘍群で腎固有クリアランス(以下 CLr,int)を（2）の式より推定すると、コン

トロール群で 25.9 mL/min/kg、腫瘍群 20.8 mL/min/kgと得られ、腫瘍群はコン

 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・（１） 
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トロール群の 80％まで減少していた。CLtotの低下が起こっていることが示唆

された。ただし、CLr = CLtot と近似し、再吸収率(FR) = 0.22
15)、腎血流量(Qr) 

= 45.6 mL/min/kg
16）、GERはコントロール群 1.76 mL/min/kg

9）、腫瘍群 1.73 

mL/min/kg
9）は文献値を用いた。また、CLtot はコントロール群 2.93 mL/min/kg、

腫瘍群 5.13 mL/min/kg (Table 2-1)、fp は第 2 項で求めたコントロール群 0.157、

腫瘍群 0.37を用いた。この結果は腫瘍群において CEZの尿細管分泌を担う

OAT3の変動が起こっている可能性が示唆された。 

 

                  
             

             
        ・・・・・    

 

 

第 3項 血漿蛋白結合に影響する血漿内因性物質の比較 

 

Table 2-3にアルブミン及び血漿蛋白結合に影響する血漿内因性物質の比較

を示した。ビリルビン、グルコース、尿酸値については島田らの値を用いた 9)。

アルブミンは腫瘍群において約 10％有意に減少しており、遊離脂肪酸も約

10％の減少が見られた。また、両群の総蛋白質濃度に変化は見られなかったが、

アルブミン/グロブリン比は腫瘍群で有意に減少していた。ビリルビン、グル

コース、クレアチニン、尿酸については有意な変化は見られなかった。 

 

第 3節 考察 

 

骨肉腫移植ラットの血漿を用いて、CEZの fp の上昇を再現できた。また、

その要因としてまずアルブミン濃度の低下が考えられた。しかし腫瘍群におい

てアルブミン濃度はコントロール群の 3.89 から 3.46g/dLと低下していたもの

の 10％程度の低下に留まった。Langmuir の式(1)は Cfが Kdより十分に小さい

時、式(2)の様に変形できる。コントロール群と腫瘍群で Kd、nが変化しない

とした時、式 （2）にコントロール群の fp (fpcontrol)、腫瘍群の fp (fptumor)、コン

トロール群のアルブミン濃度(Ptcontrol)を当てはめると、コントロール群の fpが
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腫瘍群の fpほどに上昇するには腫瘍群のアルブミン濃度(Pttumor)が 1.21 g/dＬに

まで低下している必要があった。つまり、腫瘍群における fpの上昇は、アル

ブミン濃度の低下だけでは説明できないことが示唆された。 

 

     Kd  >> Cf の時 

 

              

 

また、他の要因としてKdの上昇やnの減少が考えられ、実際に腫瘍群でKdが

約2倍となり、nがわずかに減少していた。Kdの上昇要因としては、アルブミン

の結合に競合阻害する内因性物質の影響が考えられ、nの減少としてはアルブ

ミンの立体構造の変化が考えられる。そこで腫瘍群とコントロール群の内因性

物質の濃度を比較したところCEZと競合すると言われるビリルビンに差はなく、

脂肪酸は腫瘍群で低下している結果となり、腫瘍群のKdの上昇を説明できなか

った。また、腎機能が悪化した状態では様々なアルブミンと結合する尿毒症物

質が上昇すると言われているが、血漿クレアチニン濃度にも差は見られなかっ

た。さらに、糖が結合した状態のアルブミンは構造が変化し、薬物の結合能に

影響を与えることが知られているが、血漿中グルコース濃度にも両群で差は見

られなかった。しかし、ここで検討した以外の内因性物質がCEZのfp上昇に影

響を与えている可能性は否定できない。 

辻本らは透析患者の各種薬物の fp上昇には尿毒症物質が関与していると同

時に、透析患者の血漿を球形吸着炭であるクレメジン○Rで前処理を行うとバル

プロ酸の蛋白結合率が回復傾向を示すものの健常人までに回復することはなか

ったと報告している。また、それが尿毒症物質の蓄積によってアルブミンが修

飾され、構造に変化が生じたからではないかと考察している 17)。 

 また、MingroneらはサイトⅠ結合型のトリプトファンを、尿毒症患者の血

漿を限外濾過した濾液中で競合させたところ、nは変化しなかったが、結合定

数(Ka)が約1/4に減少したと報告しており、内因性物質が関わっていると考察し

ている18)。 

Ｐｔtumor = Ｐｔcontrol × 
fp-1

tumor－1 

fp-1
control－1 

1

 

 

 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・（１） 

・・・・・・・・・・・・・・(2)  
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本章の結果を考えあわせると、CEZの fp上昇には内因性物質の寄与は否定で

きないが、アルブミンの構造の変化が関与していることが示唆された。  
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Pharmacokinetic parameters Control (n = 5) Tumor  (n = 5) 

CLtot （ mL /min/kg) 2.93  ± 0.67 5.13  ± 1.20* 

Vss ( mL /kg) 214  ± 26 314  ± 32* 

Fig. 2-1 Plasma concentration time courses of CEZ 20 mg/kg i.v. bolus injection for 

control or tumor (CSLM) bearing rats.  

Each point with vertical bar represent the mean ± SEM. (n = 5) 

* Significantly difference between control and tumor rats. (p＜0.05）  

Table 2-1 Estimated CEZ pharmacokinetic parameters after CEZ 20 mg/kg i.v. bolus 

injection for control and tumor (CSLM) bearing rats.  

Each value is mean ± SD  

*Significantly different between control and tumor rats. (p＜0.05）  
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Control Tumor 

n 0.64 0.45 

Kd L)  59.9 109.5 

Pt = Albumin (µM) 602.0 591.1 

Fig. 2-2 Comparison of free fraction of CEZ between control and tumor bearing rats.  

* Significantly difference between control and tumor. (p < 0.01) 

※ Total CEZ concentration < 400mM  

Table 2-2 Estimated plasma protein binding parameters of CEZ in control 

and tumor bearing rats.  

The binding parameters were estimated by using KyPlot . 

 

○ Control 

● Tumor 

● Tumor 
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Fig. 2-3 Time courses of calculated free CEZ plasma concentration after 20mg/kg 

i.v. bolus injection for control or tumor bearing rats.  

Each data is mean ± S.D.  (n = ５）  

 * Significantly difference between control and tumor (p < 0.05).  
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Parameters Control（n > 6） Tumor （n > 8） 

Total protein (g/dL) 5.28 ± 0.12 5.33 ± 0.22 

Albumin (g/dL) 3.89 ±0.10 3.46 ± 0.48＊ 

Albumin/globulin 2.83 ± 0.27 1.92 ± 0.37＊ 

Bilirubin (mg/dL) 0.65 ± 0.06 0.69 ± 0.06 

Free fatty acids (mEQ/L) 621 ± 53 551 ± 218 

Uric acid (mg/dL) 2.29 ± 1.37 1.95 ± 0.85 

Glucose (mg/dL) 240 ± 31 213 ± 22 

Creatinine (mg/dL) 0.230 ± 0.047 0.297 ±0.097 

Each value is mean ± S.D. 

* Significantly difference between control and tumor bearing rats. (p < 0.05)  

Table 2-3 Comparison of potentially influential factors in protein binding between 

control and tumor bearing rats. 
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第 3章 骨肉腫腫瘍移植ラットにおける IBの蛋白結合率についての検討 

 

第 1節 緒言 

 

 IBはフェニルプロピオン酸系の非ステロイド系消炎鎮痛薬(NSAIDs)で各診療

科における炎症性疾患、疼痛性疾患、発熱性疾患に対して有効性及び安全性が

確認されている。作用機序は主としてアラキドン酸代謝におけるシクロオキシ

ゲナーゼの活性を阻害することにより、炎症、疼痛等に関与するプロスタグラ

ンジンの生合成を阻害することとされている。また低濃度では非選択性NSAIDs

のうち最も胃腸障害が少なく、広く使用されている。IBは肝臓で主にCYP2C9

によって代謝され2,4’- (2-Hydroxy-2-methylpropyl) phenylpropionic acid (IPH)、も

しくは2,4’- (Carboxyproprl) phenylpropionic acid (IPC)となり、一部は抱合された

後尿中に排泄される。健康成人にIB 200 mgを１日３回経口投与した場合は、24

時間までに約60％が代謝物(IPH、IPC及びそれらの抱合体)として尿中に排泄

され、未変化体は認められていない19)。IBはプロピオン酸部分のα位に不斉炭

素をもつため、鏡像異性体が存在する。薬理活性を持つのはＳ体と言われてい

るが、生体内にＲ体をＳ体に変換する酵素の存在が明らかとなり、市販されて

いるIBはＲ体Ｓ体の混合物であるラセミ体として製造されている。 

 IBはpKa 5.2の化合物で、分子の末端に電荷を持つ。血漿中ではアルブミンの

サイトⅡに主に結合するが、低親和性サイトも存在する。また高濃度のIBの結

合はサイトⅠ結合型のフェニルブタゾン、サイトⅢ結合型のジギトキシンで阻

害されなかったため、この低親和性サイトはサイトⅠ、Ⅲのどちらでもないと

いう報告がある20)。ただし、主たる結合部位はサイトⅡであると考えられる21)。

血漿蛋白結合率はヒトで約97％以上と高く、生体内ではほとんどがアルブミン

に結合して存在しており、ビリルビンで競合される22)。固有クリアランスが小

さく蛋白結合率が顕著に高いため、結合率の僅かな変化でもfpが大きく変動す

る結果となり、クリアランスが変動することが予想される。またヒトでの見か

けの分布容積は0.1 L/kg
23)と比較的小さいため、組織蛋白結合の分布容積への寄

与は、血漿中蛋白結合に比べ小さいことが示唆される。 
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 結合率が変化した例としては、リウマチ患者の血漿でIBの結合力が低下した

との報告があり、これはアルブミン濃度の低下が原因であろうと推察されてい

る24)。また、リウマチ患者の血漿、滑液中でNSAIDsのサリチル酸の結合を見た

ところ、滑液中で結合力が低下しており、滑液中では高親和性サイトが消失し

ていたという報告もある25)。以上の特徴を持つことから、サイトⅡに結合する

モデル薬物としてIBを用いることが適切であると考えられる。 

 本章では、サイトⅡ結合型のIBを用いて骨肉腫ラット血漿におけるfpの比較

を行い、次にIBを単回静注した時の体内動態を比較検討した。 

 

第 2節 結果 

 

第 1項 IBの蛋白結合率の変動 

 

 腫瘍群とコントロール群の血漿を用いて IB の fp を見た結果を示す(Fig. 3-1)。

尚、IBにおいて高親和性サイトの Kdは文献値上 0.3 Mと小さく、ほとんど

が結合形のため、様々な IB総濃度における IBの遊離形濃度を実測することが

難しく、Langmuir plot を引くことは難しいと考えられた。そのため結合実験は

1点で見積もった。コントロール群の fp が 0.026なのに対し、腫瘍群では

0.069と約 2.7倍に有意に上昇していた。 

 

第 2項 IBの体内動態変動 

 

 Fig. 3-2に IB 10 mg/kgを静脈内単回投与した時の血漿中濃度推移を示した。

また、Table 3はその薬物動態パラメーターである。IBの血漿中濃度は

2,5,15,30分においてコントロール群に比べて腫瘍群の方が有意に低下し、

360,480分では有意に上昇していた。また、Vssは腫瘍群において約 1.9倍に有

意に上昇し、t1/2は約 2.8倍に有意に延長した。CLtot、AUCには有意な変化は

見られなかった(Table 3)。 
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 Fig. 3-3には第 1項で得られた fpを用いて、血漿中遊離形 IB濃度の血漿中

濃度推移を推定した結果を示した。腫瘍群における血漿中濃度はコントロール

群に比べ全点で有意に上昇していた。 

 

第 3節 考察 

 

 第 2章でサイトⅠ結合型の CEZの fpは腫瘍群で上昇していた。第 3章では

サイトⅡの結合能変化を見るため、IB をモデル薬物として用いた。その結果、

IBの fpが有意に腫瘍群で上昇することが明らかとなった。 

また、IBの単回静注では 30分まで腫瘍群で有意に血漿中 IB濃度が低く、

120分以降では逆の現象が見られた。さらに、体内動態パラメーターを算出し

たところ腫瘍群で Vssが約 2倍に有意に上昇しており、CEZと同様 fpの上昇

が体内動態に影響を与えていることが示唆された。そして、t 1/2は逆に腫瘍群

で延長しており、fpの上昇が体内動態の変動に寄与しているが、CLtot に変動

が見られなかった点は今後の検討課題である。IBは肝代謝型の薬物であり、

固有クリアランスの変動など様々な因子が関与していると考えられる。 

以上より、サイトⅡのリガンドでもサイトⅠのリガンドと同様に腫瘍群で

fpの上昇が明らかとなった。次章からは主にアルブミンの構造変化の影響に

ついて検討するために、骨肉腫腫瘍移植ラットの血漿からアルブミンを精製し、

その精製したアルブミンについて種々の実験を行うこととした。 
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* Significantly difference between control and tumor (p < 0.01).  

Fig. 3-1 Comparison of free fraction of IB between control and tumor bearing rats. 

Fig. 3-2 Time courses of IB plasma concentration after 10mg/kg i.v. bolus injection 

for control or tumor bearing rats.  

Each data is mean ± S.D.  (n = 3-5) 

* Significantly difference from control (p < 0.05) . 
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Pharmacokinetic parameters Control (n = 3) Tumor (n = 5) 

CLtot (mL/min/kg) 8.05  ± 0.01 6.25  ± 1.24 

Vss   ( mL /kg) 539  ± 66 1015  ± 290 

AUC (     µg / mL ･ min) 5921  ± 141 6642  ± 1004 

t  
1/2 62  ± 18 176  ± 56 

Table 3 Estimated IB pharmacokinetic parameters after IB 10 mg/kg i.v. 

bolus injection for control or tumor bearing rats. 

Each data is mean ± S.D.  (n = 3-5) 

* Significantly difference between control and tumor (p < 0.05).  

* 

* 

○ Control 

● Tumor 

● Tumor 

Fig. 3-3 Time courses of calculated free IB plasma concentration after 10mg/kg i.v. bolus 

injection for control or tumor bearing rats.  

 Each data is mean ± S.D.  (n = 3-5) 

 * Significantly difference between control and tumor (p < 0.05).  
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第 4章 骨肉腫腫瘍移植ラット血漿からのアルブミンの精製とその特徴 

 

第 1節 緒言 

 

 前章までの検討結果でがん病態下の fpの上昇がアルブミン濃度の減少では

説明できないことが示唆された。他の因子としてアルブミンの構造の変化が関

与していることが考えられた。構造の変化の指標としては、遠紫外線領域、近

紫外線領域の CDスペクトルから二次元、三次元構造の変化を評価する方法が

簡便である。また、三次元構造の詳しい検討では、内因性のトリプトファンや

チロシン、疎水性領域に結合する外因性の 4,4’-Dianilino-1,1’-binaphtyl-5,5’-

disulfonic acid dipotassium salt (bis-ANS)とアルブミンの複合体などの蛍光強度

を測定する方法が一般的である。 

前述したようにアルブミンは三つのサブドメインから成る折りたたまれた構

造をしており、内部は疎水性となっている。すなわち薬物結合サイトも疎水性

であるため、疎水性領域の変動は薬物結合能に影響を与える可能性がある。さ

らに 214番目のトリプトファンはサイトⅠの存在するドメインⅡAにあり、溶

媒露出度を制限し、ドメインⅡAとⅢAの疎水性ポケットをより強固に分ける

役割を担っている 26)。そのためトリプトファンの蛍光強度の変動も結合サイ

トの構造の変化を示唆する。 

アルブミンの構造が変化した例としては、透析患者の血漿から単離したアル

ブミンの遠紫外線領域の CDスペクトルが変動し、bis-ANSとアルブミンの複

合体の蛍光強度が増強したという報告がある 8)。がん病態下ではα1-酸性糖タ

ンパクの塩基対及び構造の異なる variant の構成比が悪性中皮腫患者で変化し

たという報告 27)はあるもののアルブミンの構造が変化したという報告はほと

んどなく、Rasheedらが肝細胞がん患者の血漿から精製したアルブミンを解析

したした結果、腫瘍群のアルブミンで遠紫外線領域の CD スペクトルが変動し、

疎水性領域が増加したと報告しているのみである 28)。 

そこで本章ではまずコントロール群、腫瘍群の血漿を用いて疎水性領域の変動

を検討した。次にHitrap Blue HPカラムを用いて血漿からアルブミンを精製し、

精製したアルブミンを用いてCEZ、IBの結合実験を行った。その精製したアル
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ブミンを用いて、CD、蛍光スペクトルを測定し、二次元、三次元構造を観察し

た。 

 

第 2節 結果 

 

第 1項 腫瘍群の血漿を用いた構造変化の検討 

 

 血漿を用いて bis-ANSの蛍光強度の変動を見た結果を Fig. 4-1に示す。bis-

ANSはアルブミンの疎水性領域のマーカーとして汎用されている。腫瘍群の

血漿では bis-ANSの結合が有意に低下し、疎水性領域が減少していることが示

唆された。 

 

第 2項 血漿からのアルブミン精製 

 

アルブミンの精製 

 腫瘍群の血漿で構造が変化していることが示唆された。次にそれがアルブミ

ンの構造変化によるものなのか調べるため Hitrap Blue HP カラムを用いて血

漿からのアルブミンの精製を行った。Fig. 4-2 A にはその過程を示した。始め

に binding バッファーを流してカラムにアルブミンを結合させ、結合しなかっ

たアルブミンとその他のタンパク質を 280 nm での吸収がなくなるまで除去し

た。次に elution バッファーを流しカラムに結合したアルブミンを溶出した。

凍結乾燥した後のアルブミンの収量はコントロール群で約 19 mg/ 1 mL 

column medium、腫瘍群は約 12 mg/ 1 mL column medium でコントロール

群の収率が良かった。 

 

SDS-PAGE 

次に精製したアルブミンの純度を調べるため、SDS-PAGE を行った(Fig. 4-2 

B)。Lane 1 は市販品の HSA、Lane 2 は精製前のコントロールラット血漿、

Lane 3 はコントロールラット血漿精製物、Lane 4 は精製前の骨肉腫腫瘍移植

ラット血漿、Lane 5 は骨肉腫腫瘍移植ラット血漿精製物である。なお、いず
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れのレーンも総蛋白を 4 g に統一した。アルブミンは 65 kDa であり、矢印

で示したバンドの純度は HSA で約 75％、コントロール血漿で約 56％、コン

トロール血漿精製後で約 88％、腫瘍血漿で約 42％、腫瘍血漿精製後で約

75％であった。精製群では血漿よりも 30％以上アルブミンの純度が上がり、

さらには市販品 HSA よりも高いことが確認でき、以下の実験で使用した。ま

た、コントロール群と腫瘍群を比べると、コントロール群の方が 65 kDa 付近

のバンドの純度が血漿、精製品共に高く、腫瘍群ではコントロール群よりも多

くのバンドが確認された。またその傾向は高分子側の方が顕著であった。 

 

第 3項 精製アルブミンの薬物結合特性 

 

 精製したアルブミンを用いた CEZの蛋白結合の結果を Fig. 4-3に示した。総

濃度の低濃度においては CEZの fpは腫瘍群で上昇傾向が見られ、高濃度では

コントロール群と腫瘍群でほぼ同等であった。また IBでは腫瘍群において fp

が約 2.7倍に有意に上昇しており、血漿と同様な結果が得られた(Fig.4-4)。 

 

第 4項 腫瘍群のアルブミンの構造変化についての検討 

 

CDスペクトル 

 まず精製アルブミンの遠紫外及び近紫外領域におけるCDスペクトルを測定し、

二次構造及び三次構造変化を調べた。その結果、遠紫外線領域においてはCDス

ペクトルが有意に変化し、αへリックスが減少していることが明らかとなった

(Fig. 4-5A)。また近紫外線領域もほぼ全点において有意な変化が見られ、三次

構造にも変化が起こっていることが示唆された(Fig. 4-5B)。 

 

蛍光スペクトル 

 280 nmで励起した場合の蛍光はアルブミン中の芳香族アミノ酸（トリプト

ファン、チロシン）に由来すると言われている 29)。Fig. 4-6 Aに腫瘍群、コン

トロール群の精製アルブミン溶液を 280 nmで励起した場合の蛍光強度を示し

た。腫瘍群において、全点で蛍光強度は有意に上昇しており、340  nm付近の
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ピーク波長に変化は見られなかった。また、295  nmで励起した場合の蛍光は

アルブミン中のトリプトファンにのみ由来すると言われている 29)。Fig. 4-6 B

に 295 nmで励起した場合の蛍光強度を示した。その結果、腫瘍群において全

点で蛍光強度は有意に上昇していた。ピーク波長に変化は見られなかった。 

 さらに、bis-ANSと精製アルブミンの結合スペクトルを検討した結果を示し

た(Fig. 4-7)。腫瘍群が有意に低下しており、疎水性領域の減少が示唆された。

これは、精製前の血漿の傾向と類似していた。 

 

第 3節 考察 

 

 コントロール群、腫瘍群の血漿ではbis-ANSとの複合体の蛍光強度は腫瘍群

で有意に低下していた。このことから腫瘍群の血漿では疎水性領域が減少して

いることが示唆された。しかし、血漿中には様々な蛋白質が含まれておりその

変化がアルブミンのみに由来するのか不明であった。そこで血漿からアルブミ

ンを単離し構造変化を検討した。 

精製に用いたHitrap Blue HPカラムはアフィニティーカラムの一種で、血漿か

らアルブミンを除去するためのカラムであり、リガンドはCibacron Blue FG3A

で、純度の高い精製が期待できる。Carrieらはアルキル化された構造変化のあ

るアルブミンでも88％の純度で回収できたと報告している30)。このカラムを用

いてコントロール群、腫瘍群の血漿からアルブミンを精製した収率はコントロ

ール群の方が良好であった。その原因としてはリガンドへのアルブミンの結合

性が変化している可能性が考えられた。 

また、単離したものがアルブミンであるか確認するために、血漿、血漿精製

物、市販HSAのSDS-PAGEを行った。その結果、精製物で75％以上のアルブミ

ンを確認でき、以降の実験に用いた。また両群の血漿の泳動では腫瘍群の方が

多くのバンド数が確認でき、同じ分子量でもコントロールと比較して濃いバン

ドもあった。血漿には数千種類のタンパク質が含まれており、主にアルブミン、

グロブリン、フィブリノーゲン分画から成る。グロブリン分画はさらに1、2、

、分画に大別できる。Mehdiらはがん患者の血漿蛋白の泳動パターンを解析

し、1、2、分画ががん患者で有意に上昇したと報告している。また、第2
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章の結果でも、腫瘍群のアルブミン濃度は有意に減少していたもののコントロ

ール群と腫瘍群で総蛋白質濃度は変化がなく、グロブリン分画が腫瘍群で有意

に上昇しているという結果を得ている。血漿精製物では高い純度のアルブミン

が確認されたものの、アルブミンより高分子量側、低分子量側両方に不純バン

ドが確認できた。この不純バンドは腫瘍群の方が多い傾向が見られた。この原

因としては、Cibacron Blue F3GAはアルブミンだけでなくリポ蛋白、一部のIgG

やIgAも吸着することが報告されており32)、さらにIgGはがん病態下で増加する

ことが知られているので、IgGが一つの要因ではないかと考えられた。IgGの分

子量は約156 kDaであり、Lane 4の精製前の骨肉腫腫瘍移植ラット血漿の結果と

矛盾しなった。しかしながらSDS-PAGEは予めタンパク質のジスルフィド結合

を解いて二次元構造にするためheavy chain（MW : 55 kDa）とlight chain（MW :  

25  kDa）に分解されるため、65 kDaのアルブミンより高分子量側のバンドとし

ては、アルブミンが重合したものが候補として挙げられるが、詳細は不明であ

る。 

次にこの血漿精製アルブミンを用いて、CEZ、IBの結合特性を検討した。そ

の結果、両薬物で腫瘍群のfpが上昇しており、血漿を用いた結合実験と同様の

傾向を示した。このことから少なくともアルブミン自体の変化が結合特性に影

響を与えていることが明らかとなった。 

Halfman、Nishidaらはトリプトファン蛍光強度の増強は周囲がより疎水性に

なったことを意味していると考察している33),34)。また、Eftinkらは蛋白質がよ

り強固な構造となりトリプトファンのインドール側鎖が挟まれた状態になって

いることが要因であると述べている35)。このことから、腫瘍群のアルブミンで

はサブドメインⅡA周囲の構造の柔軟性が減少しているとも考えられた。 

 また、疎水性領域に主に結合するbis-ANSとアルブミンの複合体の蛍光強度

は腫瘍群において有意に低下していた。元来水溶性であるアルブミンの疎水性

領域は内部に折りたたまれ疎水性ポケットを形成している。そのため疎水性領

域が増大することは内部構造の露出に繋がる。実際に三次元構造が一部保持さ

れた柔軟性の高いモルテン・グロビュールと呼ばれる状態ではbis-ANSとの結

合能は増強すると言われている36)。これらのことから、腫瘍群のアルブミンで
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は逆の傾向、すなわちより柔軟性の低い強固な構造になっていることが推察で

き、これはトリプトファンの蛍光強度の考察とも一致する。 

 以上から、腫瘍群のアルブミンでは疎水性領域が減少し、より柔軟性の低い

状態となった結果、サイトⅠ結合型のCEZ、サイトⅡ結合型のIBの結合能が低

下したことが推察できた。しかし、この構造の変化の原因は不明である。よっ

て次章からは構造変化の原因を検討した。 
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Fig. 4-1 Fluorescence of albumin-bound bis-ANS in control and tumor 

bearing rat’s plasma. 
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Fig. 4-4 IB binding to purified albumin from control or tumor bearing rat’s plasma. 

Each data is mean ± S.D. (n = 3)  

* Significantly difference between control and tumor (p < 0.05).  

※Free fraction is calculated from predicted value.  
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control or tumor bearing rat’s plasma. 

Each value is mean ± S.D. and estimated from K2d analysis. (n = 3) 

* : Significantly difference between control and tumor (p < 0.05). 
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Fig. 4-6 Spectroscopic analysis of purified albumin from control and tumor bearing rat’s 

plasma. －Fluorescence intensity of aromatic series (A) and Trp (B)－ 

Each value is mean ± S.D.  (n = 3) 

* Significantly difference between control and tumor (p < 0.05). 

■Control 

■Tumor 
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Fig. 4-7 Fluorescence of purified albumin bound bis-ANS. 

Each value is mean ± S.D.  (n = 3) 

* Significantly difference between control and tumor (p < 0.05). 
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第 5章 サイトカインの影響 

 

第 1節 緒言 

 

 がん病態下では様々な炎症性サイトカインが上昇することが知られている。

がん細胞は免疫細胞に非自己と認識されてサイトカインの遊離を促し、中には

がん細胞自身がサイトカインを産生するものもある。その結果、がん病態下で

はサイトカインの増加が生じる。サイトカインは、分子量が 1万～数万程度の

蛋白質であり、種々の細胞より産生され生体の防御反応機構である細胞性免疫

において重要な働きを示し、細胞の増殖、分化、細胞機能の発現、停止や死な

どの細胞間の情報伝達に関わっている。またその作用形態は一種類で多様な機

能を示し、相互に影響し合い、複雑な細胞間のネットワーク作用を形成してい

る。島田らによりコントロール群と腫瘍群のラットにおいて、腫瘍群で IL-1､

IL-6の有意な上昇が確認されている 9)。また、リポポリサッカライド(以下

LPS)刺激によってサイトカインは上昇すると言われているが 37)、Nadaiらは

LPS 250 g/kgをラットに投与したところ、投与 2時間後に CEZの体内動態、

結合パラメーターが変動し、解離定数は変化なかったが結合部位数である nが

減少したと報告している 38)。nが変化したことから LPSがアルブミンの構造

を変化させたとも考えられる。 

第 4章で腫瘍群ではアルブミンの構造が変化していることが明らかとなった。

本章ではその要因として、腫瘍群で増加しているサイトカインによって、CEZ

の結合能が変動するか検討を行った。 

 

第 2節 結果 

 

第 1項 サイトカイン血漿中濃度の比較 

 

 Table 5に島田らが測定した骨肉腫腫瘍移植ラットの血漿中サイトカイン濃

度を示した 9）。IL-1では腫瘍群はコントロール群と比較し 10倍以上増加し、
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IL-6 も 2.5 倍の上昇が見られた。また、TNF-は有意な変化は見られなかった。

よって以下の検討では腫瘍群と同濃度の IL-1、IL-6を作用させた。 

 

第 2項 結合パラメーターについての検討 

 

 Fig. 5-1にサイトカインの間接的な作用を見る目的でコントロール群血漿中

に IL-1、IL-6を作用させた時の CEZの結合パラメーターを示した。その結果、

サイトカインによる結合パラメーターへの影響は確認できなかった。 

 次にサイトカインの直接的な作用を見るために、市販品 HSAにサイトカイ

ンを作用させた時の結合パラメーターを示した(Fig. 5-2)。IL-1で Kdの減少と

nの減少傾向があるものの、HSAに対してもサイトカインの結合パラメーター

への影響は確認できなかった。 

 

第 3節 考察 

 

 サイトカインはそれ自体様々な働きを有するが、細胞間のネットワークを構

築しており二次的に様々な反応を起す可能性がある。よって本章の実験では血

漿をアルブミンに対するサイトカインの間接作用を見る目的で用いた。直接作

用を見るために市販 HSAを用いた。その結果、血漿中では CEZの結合パラメ

ーターはほとんど変動しないことが明らかになった。また、HSA 溶液中では、

IL-1刺激によってコントロール群と比較し Kd、nは共に減少傾向を示した。

しかし、fpはコントロール群 0.76、IL-1群であり、fp自体にはほとんど

影響はなく、腫瘍群における Kd上昇とは相反する結果であった。 

  

 以上より、腫瘍群の血漿で上昇が見られた IL-1、IL-6刺激によるアルブミ

ンに対する薬物結合能、構造変化への影響は小さく、腫瘍群のアルブミンの特

徴とは異なることが示唆された。原因としては、本実験で用いたサイトカイン

濃度が低いためとも考えられるが、実測のがん病態下での濃度を用いたためそ

の可能性は低い。また、インキュベーション時間は Nadaiらの報告 38)を参考と

したが、本実験は in vitroで行っており vivoの現象を正確に再現しているとは
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断言できない。先に述べたようにサイトカインは様々な細胞間ネットワークの

中で相乗的に効果を発揮するため in vitroの実験では再現できないのかもしれ

ない。また血漿のインキュベーション時間は 2時間と設定したが、HSA溶液

は 30分であり、インキュベーション時間が適切でなかった可能性も否定でき

ず、今後の検討課題である。 

次章では腫瘍群で上昇すると考えられる酸化ストレスによる影響を検討する

こととした。 

 

  



 36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Control 

(n = 9 - 13) 

Tumor 

(n = 10 - 13) 

Normal value  

in human 

IL-1β(pg/mL) ＜ 2.0 24.3  ± 6.77＊ ＜ 3 ～ 8 

IL-6 (pg/mL)   - 106 ± 15 268 ± 147＊ 80 ～ 100 

TNF-α(pg/mL) 10.3 ± 3.19 12.2 ± 2.90 ＜ 0.7 

Table 5 Comparison of concentration of cytokines between control and 

tumor bearing rats. 
9） 

Each data is mean ± S.D.  

* Significantly difference from control (p < 0.05).  

Fig. 5-1 Langmuir plot for CEZ binding to cytokine treated rat’s plasma. 
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Fig. 5-2 Langmuir plot for CEZ binding to cytokine treated HSA. 
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第 6章 酸化アルブミンの影響 

 

第 1節 緒言 

 

 生体内では、常に酸素を利用する過程において種々の活性酸素種が生成して

いる。しかし、生体はこの活性酸素種を消去する防御機構を充分に備えている

ため、生理的条件下では酸素代謝の副産物である活性酸素種やフリーラジカル

の産生はそれほど重要視するものではない。ところが何らかの理由で、これら

の防御能を上回る量の活性酸素種が生じるとDNAや蛋白質、生体分子が損傷し、

がんや心臓病などを含む重篤な病態を惹起する39)。 

血漿中でこの活性酸素を補足して抗酸化作用を示すものとして、細胞外液で

は尿酸やアスコルビン酸などが挙げられるが、近年では血漿中に多量に存在す

るアルブミンの抗酸化作用が注目されている。実際にin vitroでアルブミンが金

属を介したLDLの酸化を防いだという報告があり40).41)、血漿中ではアルブミン

がラジカル補足剤として働くと同時にアルブミン自身が酸化された状態となる

42)。このHSA自身の抗酸化能効果として、34番目に唯一遊離状態で存在するシ

ステイン残基(34 Cys)の酸化還元作用が認められており、この34 Cysは血漿中の

総遊離システインの80％を占める43)。また、アルブミン中に6つ存在するメチオ

ニン残基も酸化を受けやすく、低濃度のクロラミンT (CT)でメチオニンのみを

酸化したアルブミンでは抗酸化能は低下したという報告があり、E.Bourdonらは、

システインとメチオニンはアルブミンの抗酸化能の40-80％を占めると考察して

いる44)。 

血漿中には酸化型、還元型のアルブミンが存在する。健常人ではHSAの約70-

80％が34 Cys のSH基にいかなる物質も結合していないヒトメルカプトアルブ

ミン(HMA・還元型)であり、約25％が血液中のグルタチオンやCysなどと共有

結合しているヒトノンメルカプトアルブミン(HNA・酸化型)であると言われて

いる45)。また、諸研究者によってこの酸化型、還元型アルブミンの割合が様々

な病態によって変動することが報告されており、腎障害、肝障害、冠動脈疾患、

糖尿病、老人性白内障、侵襲性の高い手術、加齢などで酸化型アルブミンは上

昇する45-51)。 
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一方で、酸化型となったアルブミンは還元型のアルブミンとは異なる構造を

持つことが諸研究者によって報告されている。さらに機能面でも異なる挙動を

示す可能性があり、Bitoらは、酸化アルブミンは体内から還元型に比べより速

く消失すると述べている52)。また、in vitroにおいて酸化アルブミンでは薬物結

合能が変動するという数々の報告がある。Meucciらはアルブミンをアスコルビ

ン酸で処理した酸化アルブミンでは未処理のものと比較し、ブロモクレゾール

グリーンとの結合能が上昇したと報告しており53)、Muramotoらは、酸化アルブ

ミンはブロモクレゾールパープルとの結合能が上昇し、SH含量が低いほど定量

されるアルブミン濃度が高くなると述べている54)。このことは日常的なアルブ

ミンの定量が、酸化型の有無で影響を受けている可能性を示唆している。また、

Anrakuらは様々な方法で酸化アルブミンを調製しており、アスコルビン酸及び

塩化鉄で酸化したアルブミンはサイトⅠのリガンドであるワーファリンの結合

に影響を与えなかったが55)、CTで処理した酸化アルブミン及び透析患者から精

製しカルボニル含量が上昇していたアルブミンはワーファリンの結合能が低下

していたと報告している56),57)。一方で、サイトⅡのリガンドであるケトプロフ

ェンは全ての酸化モデルにおいて結合能が低下していた。このことは、酸化モ

デルによって結合能に差があり、必ずしも生体内の条件を反映しているとは限

らないこと、またサイトⅠのリガンドに比べサイトⅡのリガンドの方が酸化ア

ルブミンの影響を受けやすいことを示唆している。 

本章では、まず腫瘍群の血漿がコントロール群の血漿と比べ、ジヒドロロー

ダミンがローダミンに酸化される速度に与える影響を検討して抗酸化能を比較

した。次に、酸化ストレスによる薬物結合能を調べ腫瘍群の結果と比較検討し

た。 

 

第 2節 結果 

 

第 1項 抗酸化能の比較 

 

 アルブミンの役割の一つとして、血漿中での活性酸素に対する抗酸化効果が

挙げられる。そこでアルブミン自体の酸化の程度の指標として、血漿を用いて
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抗酸化効果を調べた。ジヒドロローダミン123 (以下DRD)を用い、希釈した血

清中に活性酸素である過酸化水素を添加することにより、DRDからローダミン

123 (以下RD)への酸化速度を蛍光スペクトルでモニターして測定した(Fig. 6-1)。

その結果、腫瘍群の血漿を添加した方が、有意に酸化速度が速く抗酸化能の低

下が示唆された。まず血漿を用いて蛋白質の酸化ストレスマーカーの一つであ

るAdvanced Oxidation Protein Products (AOPP)を測定した結果をFig. 6-2に示した。

AOPPの濃度は代表的な酸化物質であるCT当量として換算し、蛋白濃度で補正

した。その結果コントロール群で15.1 M/mg protein、腫瘍群で32.5 M/mg 

proteinと腫瘍群において約2倍に有意に上昇していた。次に、血漿より精製した

アルブミンのAOPPを測定したところコントロール群で2.1 M/mg protein、腫瘍

群で14.0 M/mg proteinと腫瘍群で約7倍に有意に上昇していた。さらに、別の

蛋白質酸化ストレスマーカーであるカルボニル(CO)含量を精製アルブミンで測

定したところ、コントロール群で1.3 nmol/mg protein、腫瘍群で3.0 nmol/mg 

proteinと腫瘍群で約2.3倍に有意に上昇していた(Fig. 6-3A)。また、CT 10 mMで

調製した酸化アルブミンのCO含量はコントロール群で2.3 nmol/mg protein、

腫瘍群で21.7 nmol/mg proteinと約10倍に上昇していた(Fig. 6-3B)。 

 

第 2項 CT処理による CEZ、IB蛋白結合率の変動 

 

 酸化アルブミンでは、二次元、三次元構造の変化が示唆された。次に実際に

その構造変化が蛋白結合率に与える影響を検討した。 

 Fig. 6-4に CT 50 mM処理 HSAに対する IBの結合率を示した。IBの fpはコ

ントロール群で 0.05、CT 50 mM処理で 0.89と顕著に上昇し、ほぼ全てが遊離

形となった。そこで、CTを 10 mMとして蛋白結合を検討した。Fig. 6-5Aは

IBの fpである。IBの fpはコントロール群で 0.1、CT 10 mM処理で 0.4と約 4

倍に有意に上昇し、vivoの結果と類似していた。また Fig.6-5Bは横軸に CEZ

の総濃度、縦軸に fpをとったものである。CT 10 mM処理で CEZの fpが上昇

する傾向が見られた。 
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第 3節 考察 

 

 Hayashiらは、血漿中ではカルボニルグループ存在下で、アルブミンとフィブ

リノゲンが酸化ストレスの主なターゲットとなると報告している45)。本章では

DRDを含む希釈した血漿中に活性酸素である過酸化水素を加え、DRDからRD

に酸化される速度をRDの蛍光強度をモニターすることで測定した。Anrakuらは

腎透析患者の血漿で同様の検討を行い、健常人にくらべ酸化型アルブミンの多

い腎透析患者で抗酸化効果の有意な低下が観察されたと報告している40).41)。腫

瘍群の血漿ではコントロールに比べ、RDへの酸化速度が有意に速いことが明ら

かとなった。このことは、腫瘍群の血漿の抗酸化効果が弱まっていることを意

味しており、血漿中で主な抗酸化効果を示すアルブミンが既に酸化された状態

にある可能性を示唆している。 

また、近年蛋白質の蛋白質の酸化ストレスマーカーとしAOPPが注目されて

いる。AOPPは次亜塩素酸(HOCl)が血漿中の蛋白質と反応して形成される酸化

損傷生成物の総称である。AOPPは尿毒症の患者において酸化ストレスのメデ

ィエーターであることが示されている58)他、乳がんの進行した患者で有意に上

昇することが報告されている59)。また、肺がん患者においても有意に上昇する

ことが報告されている60）。AOPPを酸化物質のクロラミンT当量として測定した

ところ、腫瘍群の血漿で有意な上昇が見られた。しかし、血漿中にはアルブミ

ン以外にも様々な蛋白が含まれる。そこで血漿から精製したアルブミンにおい

てもAOPPを測定したところ腫瘍群で有意な上昇が見られた。よって、血漿で

観察された酸化ストレスは、アルブミンの酸化が寄与していることが考えられ

る。また、蛋白質の酸化には多くの場合CO含量の増大が伴い、がん病態下でも

CO含量が増大したとの報告がある28)。そこで、精製アルブミンにおいてCO含

量を測定したところ、コントロール群に比べ約2倍の有意な上昇がみられた。

以上より、腫瘍群のアルブミンはコントロール群に比べより酸化された状態に

あることが明らかとなった。 

 骨肉腫腫瘍ラットの血漿から精製されたアルブミンの構造変化の要因として、

酸化アルブミンが増大している可能性が考えられた。Kawakamiらは血漿を18時

間インキュベートして精製したアルブミンはコントロールに比べて還元型の割



 42 

合が78.5％から54.4％に減少し、サイトⅠのリガンドであるCEZの遊離形がコン

トロールに比べ約3.5倍に上昇し、サイトⅡのリガンドであるＬ－トリプトファ

ンの遊離形も約1.3上昇したと報告している61)。 

別の酸化方法としては、IwaoらはHSAをCT 100 mMで処理した酸化アルブミ

ンにおいてαへリックスの含量低下及び疎水性領域の減少、ジチロシン含量の

上昇を確認している。さらに様々な濃度のCTを処理して酸化アルブミンを調製

し、CT濃度依存的にサイトⅠリガンドのワーファリン、サイトⅡリガンドのケ

トプロフェンのfpが上昇することを確認している62)。そこで、10,50  mMのCT処

理したHSAを用いて薬物結合能を検討した。まず、50 mMのCTで処理した酸化

アルブミンを用いてIBの結合実験を行ったところ、ほぼ全てが遊離形となった。

一方で10 mMではコントロール群に比べ腫瘍群ではIBのfpが約4倍に上昇してい

た。さらに、CT 10 mMで処理したアルブミンは、CEZにおいてもコントロール

群と比較し上昇傾向を示した。 

 腫瘍群の血漿では抗酸化能が減少していること、酸化ストレスマーカーが腫

瘍群より精製したアルブミンで有意に上昇していることから、腫瘍群のアルブ

ミンはより酸化ストレスがかかった状態にあることが明らかとなった。また、

CT 10mMを用いて調製した酸化アルブミンと腫瘍群から精製したアルブミンは、

どちらもCEZ、IBの結合率が低下しており、構造も一部類似していた。これら

のことから、腫瘍群のアルブミンの構造が変化していた要因として、酸化アル

ブミンが候補の一つに挙げられる可能性が示唆された。しかし、先に述べた様

に酸化アルブミンはその調製方法によって挙動が違い、腫瘍群から精製したア

ルブミンと人為的に調製した酸化アルブミンとを間接的に比較しているので注

意が必要である。Eraらは、Asahipack GS-502Nという特殊なカラムを用いるこ

とにより、血漿中のアルブミンを酸化型、還元型アルブミンに分離することに

成功しており63)、さらに詳細な検討が期待される。 
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Fig. 6-1 Effect of control or tumor bearing rat’s plasma in oxidative rate from 

dihydroRho 123 to Rho 123. –Relative antioxidant activity- 

            Each data is mean ± S.D.  * Significantly difference from control (p < 0.05).  
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Fig. 6-2 AOPP level of plasma (A) and purified albumin from control and tumor bearing 

rat’s plasma (B).  

            Each data is mean ± S.D.  * Significantly difference from control (p < 0.05).  
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Fig. 6-3 Carbonyl level of purified albumin from control and tumor bearing rat’s serum (A) 

and  human serum albumin oxidized by 10 mM chloramineT (B).  

Each data is mean ± S.D. (n = 3). * Significantly difference from control (p < 0.05).  
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Fig. 6-4 Comparison of free fraction of IB between control and 50 mM  CT treated HSA. 

Fig. 6-5 Comparison of free fraction of IB (A) and CEZ (B) between control and 10 mM CT 

treated HSA. 

* Significantly difference between control and tumor (p < 0.01).  
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第 7章 結論 

 

 本研究では骨肉腫腫瘍移植ラットの血漿を用いて、サイトⅠ高親和性である

CEZの fpの上昇を確認した。また、サイトⅡに高親和性の IBについても同様

な現象が観察された。 

 そこで、腫瘍群の血漿からアルブミンを精製し、精製アルブミンにおいても

コントロールと比較し CEZ、IBの fpが上昇傾向にあることを確認できた。ア

ルブミン濃度が等しく、内因性物質が全くない状態でも fp の上昇が確認でき、

かつ分光学的特徴を合わせると、腫瘍群における CEZ、IBの fpの上昇が、ア

ルブミン構造的な変化も関与していることが示唆された。さらに、腫瘍群にお

けるアルブミンの構造変化の原因候補として、本研究では CTで調製した酸化

アルブミンと腫瘍から精製したアルブミンについて検討を行った。その結果ど

ちらも疎水性領域及びαへリックス含量の低下や CEZ、 IBの fp上昇が確認で

き、構造面の特徴が類似していることが分かった。よって、がん病態下におけ

fp上昇機構として、アルブミン濃度の減少、及び酸化ストレスによるアルブ

ミンの構造変化が複合して起こったものと推察された。 
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実験の部 

 

試薬および機器 

以下特に断らない限りは、試薬は特級をそのまま用いた。 

 

1．試薬 

1-1）蛋白結合実験に使用した試薬 

セファゾリンナトリウム水和物            アステラス製薬(株) 

イブプロフェン                                     Sigma Chemical Co                    

ワーファリン                    Sigma Chemical Co 

バルプロ酸ナトリウム                Sigma Chemical Co 

クロラミン T                    ナカライテスク(株) 

Albumin from human serum, Essentially fatty acid free     Sigma Chemical Co 

human IL-1β PEPRO TECH EC 

human IL-6 PEPRO TECH EC 

human TNF-α PEPRO TECH EC 

 

2．薬物の定量に使用した試薬 

2-1）CEZの定量 

アセトニトリル HPLC用 ナカライテスク(株) 

酢酸アンモニウム 和光純薬工業(株) 

 

2-2）IBの定量 

ケトプロフェン                     Sigma Chemical Co 

過塩素酸(70％) 和光純薬工業(株) 

イソオクタン ナカライテスク(株) 

2-プロパノール HPLC用                和光純薬工業(株) 

アセトニトリル HPLC用              ナカライテスク(株) 

リン酸二水素ナトリウム二水和物 ナカライテスク(株) 

リン酸水素二ナトリウム 12水塩 和光純薬工業(株) 
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2-3）蛍光に使用した試薬 

4,4’-Dianilino-1,1’-binaphtyl-5,5’-disulfonic acid dipotassium salt (bis-ANS) 

Sigma Chemical Co 

過酸化水素 和光純薬工業(株) 

ジヒドロローダミン 123                                     Sigma Chemical Co 

 

2-4）緩衝液に使用した試薬 

リン酸二水素ナトリウム二水和物 ナカライテスク(株) 

リン酸水素二ナトリウム 12水塩 和光純薬工業(株) 

水酸化ナトリウム 和光純薬工業(株) 

 

2-5）アルブミンの定量に使用した試薬 

アルブミン-B テストワコー 和光純薬工業(株) 

牛血清アルブミン                                            Sigma Chemical Co 

 

2-6）蛋白定量に使用した試薬 

Bio Rad Dc Protein Assay Reagent A      バイオ･ラッド ラボラトリーズ(株) 

Bio Rad Dc Protein Assay Reagent B     バイオ･ラッド ラボラトリーズ(株) 

Bio Rad Dc Protein Assay Reagent S     バイオ･ラッド ラボラトリーズ(株) 

 

2-7）SDS-PAGEに使用した試薬 

SDS-PAGE 10×Running Buffer             ニッポンジーン(株) 

Sample Buffer Solution(2ME+)(×4)    和光純薬工業(株) 

Bio-Safe
TM Coomassie (G-250 Stain)        バイオ･ラッド ラボラトリーズ(株) 

Precision Plus Protein Standards              バイオ･ラッド ラボラトリーズ(株) 

e・パジェル(5-20％)       アトー(株) 

DEPC treated water                   ニッポンジーン(株) 

 

2-8）AOPPの測定に使用した試薬 
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ヨウ化カリウム                    ナカライテスク(株) 

 

2-9）COの測定に使用した試薬 

2,4-ジニトロフェニルヒドラジン             ナカライテスク(株) 

グアニジン塩酸塩（生化用）   和光純薬工業(株) 

 

3．麻酔に使用した薬物 

ジエチルエーテル                    ナカライテスク(株) 

 

4．その他 

塩化ナトリウム                      和光純薬工業(株) 

フタル酸塩 pH 標準緩衝液 (pH 4.01)             和光純薬工業(株) 

中性リン酸 pH 標準緩衝液 (pH 6.86)                                           和光純薬工業(株) 

イソジン液                               明治製菓(株) 

ヘパリンナトリウム                  ナカライテスク(株) 

 

5．機器  

5-1．蛋白結合実験 

限外濾過ユニット：Centrifree YM-30 Amicon, C.A. 

SHAKER： BIO-SHAKER BR-15 TAITEC 

遠心器：KUBOTA7820 KUBOTA 

 

5-2．HPLC による CEZ及び IBの定量に使用した機器 

カラム：COSMOSIL/COSMOGEL 5C18-MS-Ⅱ4.6 mm × 15 cm 

ナカライテスク(株) 

UV 検出器：SPD-６A                                               島津製作所(株) 

ポンプ：LC-9A                                                 島津製作所(株) 

オートサンプラー：SIL-6B                                        島津製作所(株) 

カラムオーブン：Model 557             ジーエルサイエンス(株) 

データ処理装置：C-R4A                                            島津製作所(株) 
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SHAKER:：MK200D                    Yamato 

 

5-3．CD測定 

円二色性分散計：J-820     日本分光(株) 

 

5-4．蛍光測定 

FP7700     日本分光(株) 

 

5-5．アルブミン分離 

脱塩カラム：PD-10 Desalting column GEヘルスケア(株) 

分離カラム：Hitrap Blue HP 1mL GEヘルスケア(株) 

分光光度計：U-2001 Spectrophotometer      日立ハイテクノロジーズ(株) 

真空凍結乾燥機：FD-81     東京理化器(株) 

 

5-6．蛋白定量 

Labsystems Multiskan BICHROMATIC      大日本製薬(株) 

MICROTUBE MIXER EM-36                  TAITEC 

 

5-7．SDS-PAGE 

DOUBLE ALUMI BATH ALB-301       IWAKI 

電気泳動槽：AE-6530    アトー(株) 

電圧器：AE-8500    アトー(株) 

 

5-8．AOPP 

解析装置:CS-9300PC   島津製作所(株) 

 

6．実験方法 

 

6-1）骨肉腫モデルラットの作成 
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6-1-1）腫瘍の摘出 

背部皮下に腫瘍を持った Fisher344/NSlc雄ラットを麻酔瓶に入れ、ジエチル

エーテルで吸入麻酔にてと殺した。切開部から腫瘍組織まで皮下にはさみをい

れ、きれいに腫瘍組織を摘出した。外側の組織から腫瘍組織を切り取り、2～5 

mm画に分割した。分割した腫瘍片は生理食塩液に保存しておいた。 

 

6-1-2）腫瘍細胞の移植 

7週齢の Fisher344/NSlc 雄ラットをジエチルエーテルで吸入麻酔した。ラッ

トの背部または大腿部をイソジン液で消毒し、ピンセットで背部または大腿部

の皮膚、1 cm 程度切開した。皮下腫瘍群においては、切開部から背部皮下に

沿わせてポケットをつくった。筋肉内腫瘍群においては、大腿部筋肉を大腿骨

の辺りまで切開した。ポケットに腫瘍片を入れ、切開部をホチキスで閉じた。

腫瘍サイズが 1000 ｍｍ３（11-12週齢）に達したラットを実験に用いた。コン

トロール群は疑似手術を行った。 

 

6-2）蛋白結合実験 

 

6-2-1）ラットを用いた CEZ単回静注実験 

 11-12週齢骨肉腫瘍移植ラット及び、コントロール群ラットにジエチルエー

テルで麻酔をかけた。その後、頚静脈を露出、CEZ 20㎎/kgを右頚静脈より投

与し、投与後、2,5,15,30,60,90,120分にあらかじめヘパリン処理した１mL 注射

筒を用いて、左頚動脈より血液約 0.45mLを採取した。血液サンプルは 15,000 

rpm、4℃で 10分遠心して血漿をとり、分析まで-30℃で保存した。CEZ濃度は

HPLCを用いて測定した。 

 

6-2-2）ラット血漿を用いた蛋白結合実験 

11-12週齢の腫瘍群及びコントロール群のラットにジエチルエーテルで麻酔

をかけた。その後、頚動脈を露出し、一時的に血流を止め、頚動脈にカテーテ

ル(Polyethylene Tube, SP45 夏目製作所)を挿入した。再び血液を流し、あらか
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じめヘパリン処理した試験管に全血液を採取した。採取した血液は、 3,500 

rpm で 10 分間遠心して血漿を取った。 

CEZ蛋白結合実験では 3,6,12,24,48 mMの CEZ標準液、IBでは 70 mMの IB

標準液を作製しその 7 L ずつを血漿 700 Lに加え、血漿中 CEZ濃度

30,60,120,240,480 µM、IB濃度 700 Mの血漿サンプルを作製した。これらの

血漿サンプルをアミコンキットに 500 µLずつ分注し、37℃で 20分間放置した

後、2600 ppmで 5分間遠心し、濾液を遊離形薬物濃度サンプルとした。遊離

形薬物濃度サンプルともに分析まで-30℃で保存した。CEZ及び IB濃度は

HPLCを用いて測定した。 

サイトカイン刺激実験でも上記実験に準じて行った。ただし、血漿に IL-1

β、IL-6をそれぞれ最終濃度 25 pg/mL、250 pg/mLとなるように添加し、2時

間 37℃でインキュベートした後、CEZ標準液を加えた。 

 

6-2-3）HSAを用いた蛋白結合実験 

市販 HSAを 66 mMリン酸バッファーに溶解し 60 Mとした。CEZ標準液

(3,6,12,18,24,36 mM)を添加し 30,60,120,180,240,360 Mのサンプルとした。サ

イトカイン刺激実験では IL-1β、IL-6をそれぞれ最終濃度 25 pg/mL、250 

pg/mLとなるように添加し、37℃で 30分インキュベートした。IBは 70 Mの

HSA溶液 700 Lに 7 mM標準液を添加し 70 Mのサンプルとした。 

 

6-2-4）結合パラメーターの算出 

結合パラメーターは下記の Langmuir plot もしくは Kloz  plot 式に実測値を当

てはめ算出した。 

 

Langmuir plot： 

 

Kloz plot： 

 

  n：結合サイト数  Pt：アルブミン濃度  Kd：解離定数 

 阻害定数(Ki)は下記の式により求めた。 

Cb = 
nPt・Cf 

Kd + Cf 

Cb 

1 
= 

nPt・Cf 

Kd 
+ 

nPt 

1 



 55 

   Ki = Kd・[ I ] / ( Kd’ – Kd ) 

      I：阻害剤濃度 

   Kd：阻害剤を添加しない時の CEZの解離定数 

   Kd’：阻害剤を添加した時の CEZの解離定数 

 

6-3）HSAの酸化法 

HSAを 66 mMリン酸緩衝液に溶解し、好気的条件下 37℃恒温槽で 18時間

インキュベートした。 

CT処理HSAの調製はAnrakuらの方法に従って以下の様に行った55)。 

 HSA300 Mと 1、10、50 mMの CTを 66 mMリン酸バッファーに溶解後、

好気的条件下、37℃で 1時間インキュベートした。反応後サンプルを氷冷し、

66 Mリン酸緩衝液で 24時間透析後、凍結乾燥を行った。 

 

6-4）CEZの測定 

Deguchi Y.らの方法で測定をおこなった 64)。 

 

6-4-1）HPLCの条件 

移動層：13 ％ アセトニトリル in 10 mM 酢酸アンモニウム 

測定波長：270 nm 

流速：1.0 mL/min 

 

6-4-2）蛋白結合サンプルの調製 

血漿サンプルでは、2倍に希釈し、その 80 Lずつをとり、生理食塩液 80 

L、アセトニトリル 160 Lを加えてボルテックスした。検量線用として、

200,100,50,25,12.5,6.25,3.13 M の濃度の CEZ 標準液を調製し、その 80 Lずつ

をとり、2倍希釈にしたコントロール血漿 80 L 、アセトニトリル 160 Lを

加えて撹拌した。これらのサンプルを、15,000 rpm で 10 分間遠心して、その

上清の 80 μL を HPLC に注入した。 

 遊離型濃度測定用のサンプルは、3倍に希釈し、これら 60 Lをそのまま

HPLCに注入した。 
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6-5）IBの測定 

Juria H.らの方法で測定をおこなった 65)。 

 

6-5-1）HPLCの条件 

移動層：27 ％ アセトニトリル in 0.04 M リン酸バッファー 

測定波長：223 nm 

流速：1.1 mL/min 

 

6-5-2）蛋白結合サンプルの調製 

血漿サンプルでは、700 Mに調製したサンプルでは 10倍に、70Mに調製

したサンプルでは 2倍に希釈し、その 50Lずつをとり、生食 50 Lを加えた。

検量線用として、200,100,50, 25,2.5,6.25,3.13 Mの IB標準液 50 Lをとり、10

倍もしくは 2倍に希釈した血漿を 50 L加えた。それぞれに ISとしてケトプ

ロフェン(10g/mL in 0.01M リン酸バッファー pH 6.0) 30Lを共栓付試験管に

入れた後 50 Lの 4.0 M 過塩素酸を加え、撹拌した。さらに pH 2.0の 0.5 Mリ

ン酸バッファーを加え 2 mLとし撹拌した。イソオクタン-イソプロパノール

(90:10;v/v) 5 mLを加えて栓をして撹拌し、15 分間高速度で振とう後 2,500 rpm

で 10分間遠心した。 

上層をできるだけ細試験管に移し、窒素ガス気流下で乾固した後、移動相 300 

µLを加え撹拌した 80 Lを HPLCに注入した。 

 遊離型濃度測定用のサンプルでは、3倍に希釈し、これら 60 Lをそのまま

HPLCに注入した。 

 

6-6）血漿中アルブミン濃度の測定 

アルブミン B-テストワコーを用いて測定した。  

分光光度計（U-2001 Spectrophotometer HITACHI)。 

 

6-7）蛍光スペクトルの測定 

6-7-1）抗酸化能の測定 

血漿抗酸化能は Mera Kらの方法によって測定した 41)。 
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H2O2 50 mMに対して血漿 25 Lを含む 66 mMリン酸バッファー中に DRD

を添加後、DRDから RDの酸化速度を、525 nmの蛍光スペクトルを 3分間モ

ニターすることにより、抗酸化能を評価した。 

 

6-7-2）bis-ANSによるアルブミンの疎水性評価 

Anrakuらの方法に従って測定した 40)。 

 血漿を用いた検討では血漿 4 Lを含む 2 mLの 66 mMリン酸バッファーに

bis-ANS を 10 Mとなるように添加した。HSAを用いた検討では HAS 1 Mを

含むリン酸バッファーに bis-ANSを 10 Mとなるように添加した。これらの

サンプルを遮光条件下 37℃で 20分インキュベートした。蛍光スペクトルは励

起波長を 394 nmに設定し、400～600 nmにおける蛍光を測定した。 

 

6-8）血漿中からのアルブミン分離 

6-8-1）前処理 

PD-10カラムを 25 mLの Binding Bufferで平衡化し、血漿を 2.5 mLまで

Binding Bufferでスケールアップして加え、その通過液は捨てた。さらに

3.5.mLの Binding Bufferを加え、溶出液を集めた後、0.45 Mのフィルターに

通した。 

 

6-8-2）アフィニティークロマトグラフィー 

流速:1 mL/minで５mLの Binding Bufferを流し、平衡化した後、前処理した

サンプルを加えた。約 10 mLの Binding Bufferで洗い流し、UV 280 nmでモニ

ターし吸収がなくなった後約 10 mL の Elution Buffer でアルブミンを溶出した。

溶出したサンプルは再び PD-10カラムで脱塩し、凍結乾燥を行った。 

 

6-9）蛋白定量 

Bio Rad Dc Protein Assay Reagent Aと Bio Rad Dc Protein Assay Reagent Sを

50：1の割合で混合し、A’とした。A’25 Lとサンプル 5 L、Bio Rad Dc 

Protein Assay Reagent B 200 Lを混合し、15分攪拌し、690 nmの吸光度を測定



 58 

した。検量線はサンプルの替わりに標準アルブミン溶液 0,0.25,0.5,1,2  mg/mL

を加えた。 

また、A/G比は A/Gテストワコーを用いて測定した。  

 

6-10）SDS-PAGE 

 泳動蛋白量が 4 gもしくは 8 gとなるように 4×サンプルバッファー、サ

ンプル、超純水を加え、95℃で 5分加熱した後氷冷した。

1,10,15,20,25,37,50,75,100,150,250 kDaの分子量マーカーを使用し、5-20％のグ

ラジエントゲルにそれぞれ 12 µLずつアプライし、130 V で約 2 時間泳動した。 

 

6-11）CBB染色 

 泳動したゲルを超純水で 5分洗浄を 3回行った後、Bio-Safe
TM Coomassie 

(G-250 Stain)に浸して約 40分浸透させた。超純水で 30分洗浄して脱色し、染

色されたゲルを撮影した。   

 

6-12）AOPPの測定 

 Witkko-Sarsat V.らの方法に従った 58)。 

  

血漿を PBSで 5倍希釈し、その 200 µLを 96 ウェルプレートに入れ 340 nm

の吸光度を測定した後、20 µLの酢酸を加えた。また、検量線として、0-100μ

Mのクロラミン T溶液 200 µLに 20 µLの酢酸を加えた。その後検量線、サン

プル両方に 10 μLの 1.16 Mヨウ化カリウムを加え、30秒攪拌後直ちに 340 

nmでプレートリーダーで測定した。ブランクとして、200 µLの PBS+10 μL

ヨウ化カリウム+20 µL酢酸を用いた。また、吸光度は反応後の値から反応前

の値を差し引き補正した。値はクロラミン T当量として表した。また、精製

物は 10 mg/mLとしてその 200 µL を用いた。 

 

6-13）カルボニルの測定 

 Revine R. L.らの方法に従った 66)。 
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血漿 50 µLを 2.5 Mの塩酸に溶かした 10 ｍMの DNPH 0.5 mL と室温で 1時

間反応させた。等量の 20 ％(w/v)TCAを加え、5分氷冷し、3分 11,000 gで遠

心した。ペレットを１mL のエタノール/酢酸エチル(1:1,v/v)で 3 回洗浄した後、

6 Mのグアニジン溶液１ mLに溶解した。37℃で 10分振投した。370 nmでカ

ルボニル濃度を測定した(DNPHのモル吸光係数を 22 mM
-1

cm-
1とした)。ブラ

ンクとして、2.5 Mの塩酸のみで処理したサンプルを使用した。また、蛋白濃

度は 280 nmで測定し、6 Mグアニジン溶液に溶かした BSAを検量線として見

積した。また、精製物は 750 µM に調製し、その 10 µLを DNPH溶液 0.5 mL

と混合した。 

 

7．統計処理 

各データの検定は、Microsoft Excelを用いた対応のない t 検定により行った。  
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