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Drug binding sites on HSA
G.Sudlow. et al: The characterization of two specific drug binding sites 
on human serum albumin. Mol. Pharmacol. 11, 824-832. (1975)
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Location of the ligand binding sites on HSALocation of the ligand binding sites on HSA
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C

Site I

Metal binding sites
Cu++, Ni++

SH group containing ligand
NO
Hg++

Cys34

Curry, S. et al. Nat. Struct. Biol. 5, 827-835
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Ketoprofen (KP) と Diazepam (DZ) の各変異体への結合Ketoprofen (KP) と Diazepam (DZ) の各変異体への結合

The sample solutions contained 5µM KP or DZ and 10µM wild type or mutant HSA
in 67mM sodium phosphate buffer (pH7.4). 
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HSA変異体を利用した薬物結合部位予測HSA変異体を利用した薬物結合部位予測

e.g.) Site II Drug A
(binding site unknown)

Binding experiment

Wild-type R410A/Y411A

Decreased binding to mutant

Yes No

Site II Other site



腎疾患

ネフローゼ症候群

肝疾患

糖尿病

心不全

心筋梗塞

外傷

炎症性疾患 1)

妊娠

尿毒症物質 
遊離脂肪酸（透析時）

ビリルビン 
胆汁酸

遊離脂肪酸

グリコシル化H SA  
カルバミル化H SA

グリコシル化H SA

薬物結合

酸性
薬物

塩基性
薬物

蛋白濃度

H SA A G P

内因性蛋白結合阻害
物質の蓄積

遊離脂肪酸 
その他？

1) 関節リウマチ、潰瘍性大腸炎、クローン病

各種病態下での血清蛋白結合の変動とその要因各種病態下での血清蛋白結合の変動とその要因
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HSA bound uremic toxinsHSA bound uremic toxins

Ka = 9.1 x 105 (Site II) Ka = 2.1  x 105 (Site II)
血中濃度；104.3 ± 49.4 (4.1 µM) 血中濃度；26.3 ± 11.7 (1.45 µM)

Ka = 0.1 x 105 (Site II)
血中濃度；270.9 ± 141.2 (13.3  µM)

Ka = 130.5  x 105 (Site I)
血中濃度；183.0 ± 38.0 (15.1  µM)



Drug-uremic toxin-fatty acid interaction

FR-uremic toxins FR-CMPF-oleate CMPF-oleate
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Possible cascade displacement model in fatty acid-uremic
toxin-drug system
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尿毒症物質の腎取り込みに関わる
トランスポーター

Structure of nephron

近位尿細管
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SR-A

AGE-albuminの体内動態特性

SR

PC

LEC

KC

SR

AGE-albumin

SR; スカベンジャー受容体
PC; 肝実質細胞
LEC; 肝内皮細胞
KC; クッパー細胞

メサンギウム細胞

腎臓による取り込みにはメサンギウム細胞

のSR-Aを介したエンドサイトーシスが関与
する．

肝臓による取り込み

には肝内皮細胞のス

カベンジャー受容体

を介したエンドサイ

トーシスが関与する．

AGE-
albumin

AGE-
albumin



Structural Characteristics of 
AGP

Structural Structural Characteristics of of 
AGPAGP
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Binding of warfarin (A) and propranolol (B) to 
AGP 

in the presence of the other ligand
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Staurosporine

Ka (x 106 M-1)
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*Statistically significant compared with native AGP; p<0.01.

Binding of UCNBinding of UCN--01 to AGP01 to AGP



Experimental process of Experimental process of photoaffinityphotoaffinity
labeling techniqueslabeling techniques

[3H]UCN-01

hv Tryptic digestion

AGP

Purification of peptidic
fragments by rHPLC Amino acid analysis by

Edman degradation method

Photoaffinity labeling

Covalent bond

Separation of peptidic
fragments by cHPLC



NN--terminal amino acid sequence analysis terminal amino acid sequence analysis 
by the by the EdmanEdman degradation methoddegradation method
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PhotolabelingPhotolabeling of wild type, W25A, of wild type, W25A, 
W122A and W160A with [W122A and W160A with [33H]UCNH]UCN--0101
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部位特異的変異法部位特異的変異法

rAGP

ラベル部位の同定
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Type I and II docking model of UCN-01 and AGP

Trp160Trp160

Type I

Type II
Hydrophobic amino acids are shown in green.

Trp160Trp160

Type I Type II

Kopecky et al Biochem Biophys Res Commun 300, 41-6 (2003).



Amino acid residues around Trp160 that interacts
with UCN-01 exhibited in type II docking model

UCN-01

Lys135
Trp160

Lys161
Pro131

Ile28

Tyr157
Glu132 Leu138

Electrostatic interaction
Hydrogen bonding
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Relationship of the AGP concentrations 
determined 

by SRID method and by QR method
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QR method SRID method

Measuring time
Operating procedure
Detection range
Operation cost
Coefficient of variation
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Simple
5-500 mg/100ml
Inexpensive
< 3%

Long (50hr)
Complex
12-199 mg/100ml
Expensive
< 10%



Proposed model for AGP-mediated drug 
transport through interaction with biomembrane

Blood Tissue

AGP 

Membrane

Drug

β-sheet structure

AGP

α-helix structure

生体膜との相互作用
による構造転移
（β→α）

構造転移による
薬物放出

AGPのα-helix構造→
生体膜との相互作用の指標
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α-Helixα-Helix

α-Helix Formation of AGP through Binding to 
Membrane

α-Helix Formation of AGP through Binding to 
Membrane

α-Helix formationα-Helix formation

Native state
(β-sheet form)

Binding to MembraneBinding to Membrane



λmax = λmax(PG非存在下)ー λmax(PG存在下)

親水的環境

疎水的環境

Trp (W25, W122, W160) Microenvironment 
of AGP in the Presence of PG-membrane

Trp (W25, W122, W160) Microenvironment 
of AGP in the Presence of PG-membrane
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生体膜との相互作用によ

るα-Helix構造の形成
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るα-Helix構造の形成

薬物結合能の低下

(結合型薬物の遊離)

Ligand Binding vs α-Helix Contents (pH7.4 ～ 4.5)

非結合型薬物濃度の上昇
　　→組織へ

非結合型薬物濃度の上昇
　　→組織へ



Proposed model for interaction of AGP with 
membrane
Proposed model for interaction of AGP with 
membrane

Membrane

Native state
(β-sheet form)

Binding to Membrane
(Electrostatic Interaction)

構造転移 (β→ α)

Trp25:内部、 Trp122:外部、 Trp160:表面
近傍

Ligand Release

Trp122
Trp25

Trp160

Mild Acidic ConditionMild Acidic Condition



結合部位のトポロジー解析
・分光学的手法

・構造活性相関解析

・光アフィニティラベル法

・部位特異的変異法

・ドッキングシュミレーション

病態時での蛋白結合

・蛋白質の量的変動

・蛋白質の質的変動

（コンフォメーション変化，翻訳後修飾）

・内因性物質の蓄積

（脂肪酸，尿毒症物質）

蛋白介在性組織取り込み

・生体膜との相互作用に伴う構造転移
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