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新薬開発の成功率は，最初の化合物合成の段階から考えて 0.01%以下と言われており，

成功を収めるのは非常に困難である。毎年全世界で米国食品医薬品局（Food and Drug 

Administration，FDA）に承認される新薬の数は約 20個であるが，画期的医薬品と呼ば

れる，アンメットニーズを満たすようなものはたった 3個か 4個程度しか登場していな

い。また，一つの化合物の合成から新薬の上市に至るまでの期間は平均で約 13.5 年か

かり，新薬を上市するまでのコストは平均で約 1千 8百億円と報告されている。さらに，

多くの先進国では医療費抑制のため，現在国策としてジェネリック医薬品の導入を推奨

しており，アメリカでは既に約 7割がジェネリック医薬品の処方にとって代わられてい

る。新薬の特許切れに伴う，ジェネリック医薬品の置換により，米国では 2010–2014年

度に約 10 兆円の売り上げが転換されると試算されている。これらのことから，今後画

期的な新薬開発を成功させるには，開発期間の短縮及び開発コストの低減を目指した，

研究開発の劇的な効率化が急務である。 

新規医薬品の開発過程を考えると，順に化合物シード探索，リード化合物最適化，非

臨床動物試験，臨床試験と続いて行くが，この過程の初期段階では，バーチャルスクリ

ーニング，簡単な化合物合成及び in vitro実験などが主に行われ，必要となるコストは

比較的小さい。一方で，後期の段階になるとそれまでにかかったコストに加え，例えば

臨床試験に必要なコストは莫大であるため，絶対に失敗できないような状況になって行

く。したがって，新薬開発を効率的に行うには、初期段階での正しい研究判断が必要な

ことはもちろんであるが，現実には開発後期の臨床試験における失敗の例が数多く知ら

れている。これについて，薬物動態の観点から見てみると，その原因として薬物による

CYP （Cytochrome P450）阻害，CYP誘導及び CYPが持つ遺伝子多型への影響などが
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考えられ，FDAによる非臨床薬物動態相互作用試験ガイダンスや ICH-E5ガイドライン

には，その回避またはそれに関する十分なデータの提示を求める旨が記載されている。

これらによる新薬開発の失敗を防ぐには，研究開発の初期段階で薬物動態を考慮して候

補化合物を正確に評価し，絞り込むことが重要である。研究の現場では in vitro実験と

して，LogD測定，タンパク質結合測定，ミクロソームまたは肝細胞を用いた薬物代謝

に関する実験及び Caco-2細胞または Parallel Artificial Membrane Permeability Assayを用

いた膜透過性実験などが実施されているが，探索すべき化合物空間は膨大であるため，

これら優れた実験系を用いても十分な数の化合物を評価し切れない。 

そこで，本研究では in silico創薬技術を活用して，まず（1）“薬物の CYP3A4に対す

る阻害作用に関する in silico研究”，次に（2）“薬物の CYP3A4に対する誘導作用に関

する in silico研究”，最後に（3）“薬物の CYP2D6の遺伝子多型に対する阻害作用に関

する in silico 研究”を行い，創薬初期段階における医薬品候補化合物の薬物動態予測手

法の確立を目指した。 

（1）“薬物の CYP3A4 に対する阻害作用に関する in silico 研究”では，薬物による

CYP3A4阻害の定量的な予測を試みた。CYP3A4はほとんどの医薬品の代謝に関与する

ことが知られており，医薬品候補化合物がこの酵素の働きを阻害する場合，併用され得

る既存の医薬品の薬物動態に大きな影響を与えるため，創薬初期段階において可能な限

り CYP3A4 阻害活性を持つ化合物をスクリーンアウトすることが望まれる。しかしな

がら，CYP3A4の基質結合部位は大きくかつ柔軟性に富んでいるため，様々な化学タイ

プの化合物の阻害活性を正確に予測することは難しく，これまでに有効な 3次元定量的

構造活性相関（3D-QSAR）モデルは得られていない。そこで，この研究では分子ドッ

キングを用いた CYP3A4阻害予測のための 3D-QSARモデルの作成を目指した。本研究
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では，CYP3A4阻害活性が定量されている複数の化合物を用いて Glideプログラムによ

るコンピュータドッキングを行い，評価関数として PMF スコアを用いることによって

化合物アライメントを得た。この時，ドッキングには，大きく柔軟な基質結合部位を考

慮して，Protein Data Bankに登録されている，複数のヒトCYP3A4タンパク質を用いた。

ドッキングによって得られた化合物アライメントを用いて，Comparative Molecular Field 

Analysis（CoMFA）を実施した。その結果，q
2値が 0.565，テストデータセットの r

2値

が 0.986の統計的に妥当なモデルを得ることができた。これらの結果から，本研究にお

いて作成されたモデルを用いることによって，多種多様な構造を持った医薬品候補化合

物群であっても，創薬の初期段階で CYP3A4 阻害を定量的に予測することが可能であ

ると考えられた。 

（2）“薬物の CYP3A4 に対する誘導作用に関する in silico 研究”では，薬物による

Pregnane X receptor (PXR) の活性化を介した CYP3A4 誘導の定量的な予測を試みた。

PXRはアゴニストによる活性化によって CYP3A4などの代謝酵素や P-gpなどの排出系

トランスポーターの発現を誘導することが知られている。そのため，医薬品候補化合物

が PXR を活性化する場合，併用され得る既存の医薬品の薬物動態に大きな影響をあた

えるため，創薬初期段階において可能な限り PXR アゴニスト活性を持つ化合物をスク

リーンアウトすることが望まれる。しかしながら，PXR の基質結合部位は柔軟性に富

んでいるため，様々な化学タイプの化合物の CYP3A4 誘導活性を正確に予測すること

は難しく，これまでに有効な 3D-QSARモデルは得られていない。そこで，この研究で

は分子ドッキングを用いたPXR活性化によるCYP3A4誘導活性予測のための 3D-QSAR

モデルの作成を目指した。本研究では，分子動力学（Molecular Dynamics，MD）シミュ

レーションのトラジェクトリからサンプリングした PXR タンパク質構造に対して，
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CYP3A4誘導活性が定量されている複数のリガンドを Glideプログラムによってコンピ

ュータドッキングし，結合自由エネルギーを表す Molecular Mechanics-Generalized 

Born/Surface Area（MM-GB/SA）スコアによって評価，選択されたリガンドアライメン

トを用いて CoMFA を実施した。作成された 3D-QSAR モデルによって予測された

CYP3A4 誘導活性は，実験値と良く一致しており，q
2 値及びテストデータセットの r

2

値はそれぞれ 0.518 及び 0.969 であった。また，化学構造が似ているにも関わらず，

CYP3A4 誘導活性が異なる化合物群に関して，その要因をドッキングポーズと CoMFA

等高線から説明することが可能となった。これらの結果から，本研究で得られた

3D-QSARモデルは多様な構造を持つ化合物の CYP3A4誘導活性を予測することができ，

このモデルを用いることによって，創薬の初期段階において新規な候補化合物の PXR

活性化による CYP3A4誘導の評価を行うことができると考えられた。 

（3）“薬物の CYP2D6の遺伝子多型に対する阻害作用に関する in silico研究”では，

医薬品候補化合物の薬物動態に大きな影響を与える遺伝子多型に注目し，CYP の中で

も特に多くの遺伝子多型を持つことが知られている CYP2D6 に対する薬物の阻害作用

に焦点を当てた。CYP2D6.17 (自然変異体) は主にアフリカ系の人種に多く見られ，

CYP2D6.1 (野生型) に比べて三つのアミノ酸残基の変異 (T107I/R296C/S486T) を持ち，

CYP2D6.17は CYP2D6.1とは異なった，薬物による阻害活性を持つことが知られている。

そこで，この研究ではまず，六つの薬物を用いて，MDシミュレーションのトラジェク

トリからサンプリングした複数の CYP2D6.1構造へ Glideプログラムによるコンピュー

タドッキングを行い，MM-GB/SA スコアを計算した。次に，薬物の CYP2D6.1 阻害を

予測するため，MM-GB/SA スコアに基づく回帰分析を行った。用いた六つの薬物での

回帰式による計算値は実験値とよく一致した（r
2 値：0.81）。さらに，それら薬物の
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CYP2D6.17阻害を CYP2D6.1と同様の手法で解析した。これについても回帰式による計

算値は実験値とよく一致した（r
2値：0.92）。また，本研究では，CYP2D6.1と CYP2D6.17

とで薬物による阻害活性が異なる原因について，タンパク質 3次元構造の違いによって

推測することが可能となった。これらの結果から，本研究の計算手法を用いることによ

って，CYP2D6が持つ遺伝子多型による医薬品候補化合物の薬物動態への影響を，創薬

の初期段階で評価することができると考えられた。 

最後に，本研究によって確立された（1），（2），（3）における計算モデルは，創薬の

初期段階であっても，それぞれ医薬品候補化合物の CYP3A4 阻害，CYP3A4 誘導，

CYP2D6遺伝子多型に対する作用を正確に見積もり，その薬物動態予測を可能にするた

め，効率的な新薬研究開発の実現に大きく貢献するものと考えられる。 
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略号説明 

 

3D ： Three dimensional 

AChE ： Acetylcholinesterase 

AUC ： Area Under the Concentration Curve，薬物血中濃度－時間曲線下面積 

Cmax ： Maximum Concentration，最高血中濃度 

CoMFA ： Comparative Molecular Field Analysis 

CoMSIA ： Comparative Molecular Similarity Index Analysis  

CYP ： Cytochrome P450，チトクローム P450 

DDIs ： Drug-Drug Interactions，薬物間相互作用 

EM ： Extensive Metabolizers 

FDA ： Food and Drug Administration，米国食品医薬品局 

GSK-3 ： glycogen synthase kinase-3 

HNF-α ： hepatocyte nuclear factor α 

ICH ： 

International Conference on Harmonization of Technical Requirements for 

Registration of Pharmaceuticals for Human Use 

IFD ： Induced Fit Docking，インデュースフィットドッキング 

IM ： Intermediate Metabolizers 

JNK-1 ： c-Jun N-terminal kinase-1 

LBD ： Ligand Binding Domain 
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MD ： Molecular Dynamics，分子動力学 

MM-GB/SA ： molecular mechanics-generalized Born/surface area 

MM-PB/SA ： molecular mechanics-Poisson Boltzmann/surface area 

nsec ： nano seconds 

P-gp ： P-glycoprotein 

PAMPA ： Parallel Artificial Membrane Permeability Assay 

PDB ： Protein Data Bank 

PLS ： Partial Least Squares 

PM ： Poor Metabolizers 

PPARγ-1α ： peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator-1α 

psec ： pico seconds 

PXR ： pregnane X receptor 

QSAR ： Quantitative Structure-Activity Relationship，定量的構造活性相関 

RMS ： Root Mean Square 

RMSD ： Root Mean Square Deviation 

RXR ： retinoid X receptor 

SAR ： Structure-Activity Relationship，構造活性相関 

SB ： Structure Based 

SRC-1 ： steroid receptor coactivator-1 

UM ： Ultrarapid Metabolizers  

vdW ： van der Waals 
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VEGFR-2 ： vascular endothelial growth factor receptor tyrosine kinase-2 

XREM ： xenobiotic responsive enhancer molecule 
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  新薬開発の成功率は，化合物合成  (化合物シード探索) の最初の段階から考えて

0.01%以下と言われており，成功に至るには非常に狭き門より入らなければならない。

毎年全世界で米国食品医薬品局 (FDA，Food and Drug Administration) に承認される新薬

の数は 20 個程度であるが，画期的医薬品と呼ばれる，アンメットニーズを満たすよう

なものはたった 3個か 4個程度である。1
 一つの化合物の合成から新薬の上市に至るま

での期間は平均で約 13.5 年かかると言われている。また新薬開発には膨大なコストが

かかり，一つの化合物の上市には平均で約 1千 8百億円かかると試算されている。1
 さ

らに，多くの先進国では医療費抑制のため，現在国策としてジェネリック医薬品の導入

を推奨しており，アメリカでは既に約 7割がジェネリック医薬品の処方にとって代わら

れている。2
 新薬の特許切れに伴うジェネリック医薬品の置換により，米国では

2010–2014年度に約 10兆円の売り上げが転換される。3
 日本国においてもジェネリック

医薬品の推奨が行われており，特許期間を長く保つために迅速な研究開発が求められて

いる。以上より，今後新薬開発に根ざした製薬企業が生き残って行くには，時間及び費

用のかからない，研究開発の劇的な効率化が必要不可欠である。1
 

  まず新薬承認に至るまでのプロセスについて考えてみる。新薬開発は幾つかの段階に

分けて考えられており，順に化合物シード探索，リード化合物最適化，非臨床動物試験，

臨床試験と続く。そして，臨床試験が成功すると晴れて規制当局より販売承認を得るこ

とができる。この新薬開発プロセスの各段階で必要なコストと事業判断について考えて

みると，プロセスの初期段階では，簡単な化合物合成や in vitro実験などが主に行われ，

ここにかかるコストは小さく，仮に成功に至らなかったとしても事業方針の転換をはか

りやすい。一方で，プロセスの後期になるとそれまでの累積コストに加え，臨床研究に
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かかるコストは莫大であり，失敗できないような状況になって行く。いずれの製薬企業

でもこういった認識を持っているにもかかわらず，実際には候補化合物開発後期の臨床

試験及び上市後間もない薬物の失敗は後を絶たない。4, 5
 

この原因について，1990 年代には臨床試験失敗の約四割が薬物動態に起因すると報

告されていたが，その後薬物動態試験の重要性が見直され，製薬企業における創薬の初

期段階には薬物動態探索試験が組み入れられるようになった。現在は徐々に改善されて

きている。6
 今日では，創薬における薬物動態研究は，化合物シード探索に始まり，リ

ード化合物最適化，非臨床動物実験，臨床試験に至る全過程に関わっており，新薬開発

に重要な役割を果たしている。7
 効率的な新薬創出のために，創薬の初期段階に導入さ

れている in vitro実験として，LogD測定8，タンパク質結合率測定9，ミクロソームまた

は肝細胞を用いた薬物代謝に関する実験10
 及び Caco-2 細胞または Parallel Artificial 

Membrane Permeability Assay (PAMPA) を用いた膜透過性に関する実験11
 などがある。

これら in vitro実験を用いることによって，創薬初期段階での候補化合物の薬物動態学

的特性に関するスクリーニングが可能となり，評価できる化合物数が格段に増えた。12
 

しかしながら，探索すべき化合物空間は膨大であるため，これら優れた実験系を用いて

も十分な数の化合物を評価し切れない。事実，依然として開発中止になる候補化合物は

多く，上市後でも販売停止になる薬剤が見られる。この理由の大きな部分を占めるのが，

薬物による代謝酵素阻害及び代謝酵素誘導である。 

  薬物による代謝酵素阻害及び代謝酵素誘導が問題となるのは，それらが近年注目を集

めている薬物間相互作用 (DDIs，Drug-Drug Interactions) を引き起こすためである。DDIs

は，ある薬が自分自身または他の薬の薬物動態に影響を与えるために生じる。そのため，

個々の患者が複数の薬を処方される場合に DDIsを起こす確率が増える。加齢に伴う多
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疾病罹患の増加によって一人の患者に複数の薬を処方する必要が生じており，結果とし

て平均 65歳の患者で同時に五つの薬を処方されている。13
 また，ヨーロッパでは，平

均 81歳の 34%から 68%で六つ以上の薬を同時に処方されている，との報告がある。14
 し

たがって，DDIs は加齢によって，高い確率で起こり得る現象であり，高齢化の進んで

いる日本などでは特に注意が必要である。この DDIsの分子メカニズムのほとんどの場

合は，薬物が cytochrome P450 (CYP) へ影響を与えるために起こる。15
 CYPは様々な生

物種における化合物の代謝過程に大きな役割を担っており，内因的な生物活性分子だけ

ではなく，薬などの外因的な生物活性化合物の代謝にも関わっている。16, 17, 18, 19
 DDIs

のほとんどは薬物による CYP阻害に起因し，一部は CYP誘導に起因することが知られ

ている。これらに関与する代表化合物の一覧を Table 1に示す。ここから，多数の薬剤

が DDIsに関与することが分かる。20
 CYP酵素阻害に関する有名な例としては，抗高血

圧薬であるミベフラジルが知られている。これは医薬品市場から撤退させられた薬物で

あり，この薬物は CYP を阻害し，多くの薬剤と DDIs を引き起こしてしまった。21
 ヒ

ト臨床研究では，単独投与に比べてこのミベフラジル同時投与がトリアゾラムの AUC 

(Area Under the Concentration Curve，薬物血中濃度－時間曲線下面積) を 900%に上昇さ

せている。22
 また，CYP 酵素誘導に関する有名な例として，抗マイコバクテリウム薬

リファンピシンが知られており，リファンピシンが CYP 誘導作用を持つため，抗真菌

薬ボリコナゾールと併用された場合にボリコナゾールの AUC 及び Cmax (Maximum 

Concentration，最高血中濃度) を 90%以上減少させ，その薬効を消失させてしまう。23
 こ

のためリファンピシンとボリコナゾールの併用は禁忌となっている。24
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Table 1 CYPが関連する DDIsに関与する薬剤 

CYP1A2 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6

Clozapine NSAIDs Proton pump inhibitors Beta-blockers Macrolide antibiotics Statins

Imipramine Celecoxib Omeprazole Metoprolol Clarithromycin Atorvastatin

Mexiletine Diclofenac Lansoprazole Propafenon Erythromycin Lovastatin

Naproxen Ibuprofen Timolol Simvastatin

Tacrine Naproxen Miscellaneous Benzodiazepines

Theophylline Piroxicam Amitriptyline Antidepressants Alprazolam Anticoagulants

Clomipramine Amitriptyline Diazepam Apixaban

Antidiabetics Clopidogrel Clomipramine Midazolam Rivaroxaban

Glipizide Cyclophosphamide Desipramine Triazolam Phenprocoumon

Tolbutamide Diazepam Duloxetin

Phenytoin Imipramine Calcium channel blockers Miscellaneous

Angiotensin receptor Paroxetine Amlodipine Aripiprazole

blockers Venlafaxine Diltiazem Buspirone

Irbesartan Felodipine Quinidine

Lorsartan Antipsychotics Nifedipine Quinine

Aripiprazole Nisoldipine Ethinylestradiol

Miscellaneous Haloperidol Nitrendipine Imatinib

Cyclophosphamide Risperidone Verapamil Sildenafil

Fluvastatin Thioridazine Tamoxifen

Phenytoin Immunosuppressants Vincristine

Sulfamethoxazole Opioids Ciclosporin

Torasemide Codeine Tacrolimus

Warfarin Dextromethorphan Sirolimus

Tramadol

HIV protease inhibitors

Miscellaneous Indinavir

Ondansetron Ritonavir

Tamoxifen Saquinavir

Fluoroquinolones Amiodarone SSRIs SSRIs HIV protease inhibitors Azole antimycotics

Ciprofloxacin Fluconazole Fluoxetine Duloxetin Indinavir Fluconazole

Ofloxacin Isoniazide Fluvoxamine Fluoxetine Nelfinavir Itraconazole

Levofloxacin Paroxetine Ritonavir Ketoconazole

PPIs Voriconazole

Miscellaneous Lansoprazole Miscellaneous Macrolides

Amiodarone Omeprazole Amiodarone Clarithromycin Miscellaneous

Cimetidine Buproprion Erythromycin Aprepitant

Fluvoxamine Miscellaneous Cimetidine Amiodarone

Ticlopidine Ketoconazole Quinidine Cimetidine

Ticlopidine Chlorphenamine Diltiazem

Clomipramine Naringin

Ritonavir Verapamil

Tobacco smoke Rifampicin Carbamazepine

Omeprazole Efavirenz

Hyperforin

Phenobarbital

Phenytoin

Rifampicin

CYP3A4/5

Substrates

Inhibitors

Inducer

 

 

 

この他にも様々な薬物で CYP 阻害及び誘導について多数の例が報告されている。25, 26, 

27, 28, 29, 30, 31, 32
 

  この時，新薬を開発する製薬企業の立場から考えると，新薬開発において，より後期
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の段階または上市して間もない段階での失敗は事業として致命的な失敗であり，非効率

的な要素を多く含んでいる。本研究では，CYP阻害及び CYP誘導による薬物動態に関

する問題を創薬の初期段階において回避できる方法を考え，新薬開発の効率化を目指す

ことにした。先に挙げた臨床研究の事例から明らかなように，CYP阻害による DDIsは

薬物の血中濃度を極端に上昇させるので，思いもよらぬ毒性発現の機会を与え，このよ

うな薬剤は，時に市場からの撤退を余儀なくされる。したがって，様々な背景で起こる

CYP阻害についての予測を，創薬の初期段階で可能にすることが重要である。そこで，

本論文では既販医薬品の代謝の大半に CYP3A4が関与することを踏まえ33，第 1章では

薬物の CYP3A4阻害についての研究を行った。次に，CYP誘導による DDIsは薬物の血

中濃度を極端に下げ，その有効性を減じる可能性があり，薬剤申請の段階においても酵

素誘導に関するデータは必須とされる。34
 よって，本論文の第 2 章ではヒトにおける

化合物の PXR活性化による CYP3A4誘導についての研究を行った。35
 CYP3A4は，薬

物の結合によって活性化された pregnane X receptor (PXR) が発現を誘導し，これが他の

薬物の動態に影響を与えるので，薬物が PXR に結合するかどうかを予測することで，

DDIs を起こしにくい候補化合物を創薬の初期段階に選ぶことができる。最後に，

CYP3A4 の次に医薬品代謝に大きく関わる CYP2D6 では様々な遺伝子多型が知られて

おり，DDIs との関係においても重要である。36
 例えば，同じ薬剤であっても投薬対象

となる人種によって阻害作用が異なる場合，様々な人種の患者に薬剤が用いられると，

思わぬ DDIs が現れることが考えられる。したがって，第 3 章では特に薬物による

CYP2D6遺伝子多型阻害について深く掘り下げることにした。現在，自国のデータを国

外の申請資料として用いる際に，ICH (International Conference on Harmonization of 

Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) ガイドラインに
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は人種差を調べることが求められており，この点からも新薬開発プロセスにおける人種

間差の検討は重要である。37
  

  これら CYP阻害及び CYP誘導に関する挑戦的な研究課題を，実験によって解決する

場合には，数多くの試験を実施する必要があり，非常に長い年月と多くの費用がかかっ

てしまうので，本研究の目的である新薬開発プロセスの効率化を達成できない。さらに，

一般的に実験で扱える化合物数は，人的及び財政的要因のために限りがある。そこで近

年では，扱える化合物数に制限のない，in silico手法に注目が集まっており，薬物動態

の分野にも同手法が登場してきている。38, 39, 40
 実際，年代と共に発表されている文献

数について文献検索サイト PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) でキーワード

に「(P450 or CYP) and (in silico or computer)」を用いて調べた所，1970，80年代までは

年に 1，2報であったのに対して，1990年代から徐々に増え始め，2000年代には飛躍的

にその数を伸ばし，2012 年には年間に 100 以上の報告がされるようになっている 

(Figure 1)。このことは，計算機自体の性能が向上したこと及び計算手法が発展している

という背景によるものと考えられる。本研究では近年進展し続けている，in silico手法

を駆使して，先に挙げた三つの研究課題に取り組み，CYP 阻害及び誘導に関する問題

の解決を導くことで，劇的な新薬開発プロセスの効率化を目指す。ここで，まず本研究

での中心的な手法となる薬物動態予測に関する in silico手法について Gleesonらの分類

を参考にして，まとめていく。38 
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Figure 1 発表論文数 

 

 

  a) 類似性探索手法： これは最も単純な手法の一つとしてリガンド自身の類似原理を

採用した手法であり，化合物セットの類似性をフィンガープリントやフラグメントベー

ス記述子を用いて計算する。41
 この手法は，化学構造の似ている (例えば，谷本係数で

0.95以上の) 分子は似た活性を示す，という仮説に基づく。この手法の長所は計算の単

純さとそのスピードである。一方で，この手法の欠点はその根幹となる仮説にある。す

なわち，この仮説は似た分子は似た活性を示す，というものであるが，多くのそうでは

ない事例が報告されており，少しの化学構造変化でも劇的に生物活性が変わることがあ

る。この現象はアクティブクリフと呼ばれている。42, 43, 44
 したがって，この手法が適

用可能なのはアクティブクリフの現れないような，単純な生物システムに限られると言

える。 

  b) 質的構造活性相関 (SAR，Structure-Activity Relationship) 手法： 次に質的 SARを
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用いた文字通り質的なリガンドに基づいた手法が挙げられる。これは既知活性化合物を

解析し，活性と不活性を分ける分子特徴を，主観的に同定するという手法である。45
 こ

の手法は，実験的アッセイにて試験されていない化合物の質的なリスク評価に用いられ

る。46, 47
 この手法の長所は，分子特性や置換基またはフラグメントに基づいて解析す

る方法なので，活性と分子構造との関係を理解しやすいことにある。しかしながら，こ

の手法の欠点は，その理論的背景の脆弱性にある。この手法では分子の前後関係情報を

欠いてしまう。すなわち，ある官能基の存在が他の分子特徴との存在下でのみ受け入れ

られるという場合である。43
 また，もちろん定量的な見積もりは難しく，多くの場合

は不可能である。 

  c) 定量的構造活性相関 (QSAR，Quantitative Structure-Activity Relationship) 手法： 

SAR モデルの拡張版として，生物活性レベルの予測を目指した QASR 手法が知られて

いる。48, 49
 この手法によって作成されるモデルは，生物活性値と分子記述子セットと

を関連づける量的志向に基づく。これらモデルは各記述子の値を用いて，線形回帰，PLS 

(Partial Least Squares) 回帰または様々な機械学習アルゴリズムによって，生物活性値を

予測するようにフィッティングされる。QSARモデルには同属の化合物を用いた場合の

ローカルモデルと，多様な化学構造の化合物を用いたグローバルモデルがある。50, 51, 52
 

この手法の長所は，トレーニングデータセットを用いて，統計的なフィッティングを行

うので，予測精度の高いモデルを提唱できることである。さらに，質的 SAR とは異な

り，定量的な値として，生物活性予測値を提供できる。一方で，この手法の短所は，モ

デル作成に用いた化合物と構造の大きく異なる化合物の予測ができないことである。こ

の問題は Applicability Domains (AD) としてよく知られている。53
 また，モデル作成に

おいて機械学習アルゴリズムを用いた場合には，高い精度が期待される反面，予測結果
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と化合物の化学構造との関係を解釈することが困難か，または不可能である。これは機

械学習には多くの分子記述子が用いられ，またその計算アルゴリズムが複雑過ぎること

による。さらに，必要以上に多くの記述子を用いると，オバーフィッティングを起こし

てしまう。54
 したがって，この手法では常に厳密な統計手法によるモデル検証を行う

必要がある。 

  d) Three dimensional-structure based (3D-SB) 手法： 3D-SB手法はタンパク質の 3次元

構造情報を用いる方法であり，代表的な例としてタンパク質構造モデルへのリガンドの

ドッキング研究が挙げられる。55
 この手法の長所は，リガンドとタンパク質の相互作

用を見ることができるので，生物活性と構造の関係を解釈しやすく，ドラッグデザイン

に適していることである。また，タンパク質構造を元にしているので，ある程度多様な

化学構造のリガンド群であってもこの手法を適用することができ，前述した QSAR モ

デルで問題となった ADとは無縁な予測モデルを作成することができる。一方で，この

手法の短所はタンパク質の X 線結晶構造などから得られる 3 次元構造情報がない場合

には，この手法の適用が難しいことが挙げられる。また，タンパク質の 3次元構造情報

が得られている場合でも，薬物動態に関わるタンパク質がしばしばそうであるように，

(1) タンパク質構造が柔軟である場合，すなわちインデュースフィットを起こすような

場合には，正確なドッキング計算をすることが非常に難しくなる。56
 さらに，(2) この

手法で定量的な予測をする多くの場合，すなわち 3D-QSARモデルへと発展させる場合

には，スコア関数から得られるエネルギー値（例えばドッキングスコア）との相関を調

べ利用するが，必ずしも良い相関が得られないことが知られている。57
 

  さてここで，薬物動態予測のため，本研究課題にどういった in silico手法が適するの

かについて，前述の a) 類似性探索手法，b) 質的 SAR手法，c) QSAR手法及び d) 3D-SB
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手法を踏まえて考えてみる。まず，創薬の初期プロセスにおいても，生物活性予測値の

正確性は欠かせないので，アクティブクリフの問題を考えると a) 類似性探索手法は適

していないと考えられる。次に，定量性が化合物の順位を付けるのに役立つ場面が，創

薬の初期プロセスであっても多いため，定量性のない b) 質的 SAR手法も適していない

と考えられた。統計手法は近年様々なものが提案されてきているものの，機械学習アル

ゴリズムの複雑性に変わりはなく，機械学習を用いた c) QSAR 手法は予測結果と化合

物の化学構造との関係を解釈することが困難であるため，化合物デザインの指針となり

にくい。最後に d) 3D-SB手法については，リガンド−タンパク質間の相互作用を視覚的

に得ることができるので，化合物デザインの指針を得ることができ，新薬開発プロセス

では有用な手法と考えられる。また，近年薬物動態に関するタンパク質として CYP や

トランスポーターなどの X 線結晶構造が次々に解かれており，3D-SB 手法を薬物動態

学の分野に適用することがますます可能となってきている。したがって，3D-SB手法の

短所として先に挙げた，(1) タンパク質の柔軟性と，(2) 定量化のためのスコア関数の

問題を解決することができれば，これが薬物動態予測に最も適した in silico手法となり

得るものと考えられた。そこで，次に d) 3D-SB手法の問題 (1)，(2) を解決する方法に

ついて考えた。 

  まず，(1) 3D-SB手法におけるタンパク質の柔軟性の問題に関しては，これを扱うの

にいくつかの方法が提案されている。一つ目は，X線結晶構造が最も確かな生物構造情

報であるので，対象のタンパク質に関して，複数の X 線結晶構造が既に解かれている

場合には，それら総てをそのままドッキング研究に用いる，という方法がある。この手

法を X 線結晶構造に基づく複数タンパク質構造手法と呼ぶ。X 線結晶構造などの実験

的構造を用いる大きな利点は，それらが全タイプのコンフォメーション変化を含んでい
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ることであり，側鎖の小さなものから，ループの大きな動きまで考慮できることにある。

しかしながら，残念なことに多くの臨床的に興味がもたれているタンパク質では，あっ

たとしてもたった一つの実験的構造が得られているのみである。そこで，二つ目として，

普遍的に適用できる手法である，分子動力学 (MD，Molecular Dynamics) シミュレーシ

ョンがタンパク質の動きを研究するのに，広く用いられている。MDは分子 (リガンド，

タンパク質及び水など) の物理的な動きのコンピュータシミュレーションである。ここ

では，分子はある時間の間に他の分子と相互作用することができ，その時の原子の動き

を見ることができる。多くの場合，分子のトラジェクトリは相互作用粒子システムの動

きについてのニュートン方程式を数値的に解くことで得られる。MDトラジェクトリか

ら得られたスナップショットアンサンブルはドッキング研究でのタンパク質構造とし

て直接用いることができる。58
 一般的に MD シミュレーションの結果は，ピコからナ

ノ秒の時間スケールにおいてタンパク質構造変化が実験結果と良く一致する。59, 60
 こ

の方法をMDシミュレーションに基づく複数タンパク質構造サンプリングと呼ぶ。三つ

目としては，インデュースフィットドッキング (IFD，Induced Fit Docking) 手法を用い

る方法がある。61, 62, 63
 これは，ドッキング処理の最中に直接タンパク質とリガンドの

動きの自由度を計算し，それを利用する方法である。一般的に，もしこのタンパク質と

リガンドの全自由度が計算され，正確なスコア関数を利用できたなら，IFDは最も正確

なドッキング手法と言える。しかしながら，実際にはインデュースフィットの効果を小

さなものも含めて総て考慮することはリガンド−タンパク質相互作用の機構が著しく複

雑なために困難であり，インデュースフィットの効果が簡略化されてしまうことにより，

IFDは何も考慮しない単なるリジットドッキングにすら劣ることがある。56
 したがって，

本研究ではタンパク質の柔軟性を考慮するために，IFDは用いず，対象タンパク質の X
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線結晶構造が多数解かれている場合には，X線結晶構造に基づく複数タンパク質構造手

法を用い，対象タンパク質の X線結晶構造が小数個だけ解かれている場合には，MDシ

ミュレーションに基づく複数構造サンプリング手法を用いることが望ましいと考えた。 

  次に，(2) 3D-SB手法における定量的予測 (3D-QSARモデル化) を可能にするための

スコア関数の問題について考える。多くの分子ドッキング手法において，大抵のスコア

関数はドッキングポーズ生成プログラムに付随しており，二つの目的で用いられる。一

つはリガンドの正しい結合ポーズを同定することであり，もう一つは予測されたスコア 

(相互作用エネルギー) 値を用いてリガンドの結合親和性を順位付け予測することにあ

る。手順は状況に応じて変わり，例えばある計算コストのかからないドッキングプログ

ラムに付随したスコア関数が，リガンドの結合ポーズを予測するために用いられ，その

後でトップスコアのリガンドポーズに与えられたスコア値を，そのまま結合親和性の順

位付け予測に用いる場合がある。また例えば，結合ポーズ予測までは同じ手順であるが，

その後でトップスコアまたはトップ数%以内のスコアを持つリガンドポーズに対して

計算コストのかかる，より正確なスコア関数で再度計算して，結合親和性をこのスコア

値を用いて順位付け予測するのに用いる場合などがある。分子ドッキングにおけるスコ

ア関数は大きくに三つのタイプに分けられ，力場的関数，経験的関数及び知識的関数が

ある。力場的関数は伝統的な力場に基づいて非結合相互作用を計算することで結合親和

性を見積もるもので， DOCK
64

 や Autodock
65

 などがある。経験的関数はファンデルワ

ールスエネルギー，静電エネルギー，溶媒和エネルギーなどの相互作用項をスコアリン

グのための可変パラメータによって経験的に重み付けしたものであり，Ludi
66，FlexX

67，

ChemScore
68，Xscore

69
 及び Glide

70
 などがある。これらパラメータは，結晶複合体セッ

トの実験的結合自由エネルギーからフィッティングによって決定されている。知識的関
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数はリガンド-タンパク質複合体で見られる原子間距離の統計解析から開発されたもの

であり，SMoG
71，PMF

72
 及び DrugScore

73
 などがある。さらに，2000 年前後から分子

力学的エネルギーと露でない溶媒モデルである molecular mechanics-Poisson 

Boltzmann/surface area (MM-PB/SA) 法及び molecular mechanics-generalized Born/surface 

area (MM-GB/SA) 法が自由エネルギー計算と分子ドッキング研究に登場した。74, 75, 76
 

計算コストはかかるが，MM-PB/SA法とMM-GB/SA法は大抵のスコア関数よりも正確

である。多数の研究においてタンパク質-リガンド結合の実験データを用いて，分子ド

ッキングでの多くのスコア関数と MM-GB/SA法を比較した所，結合ポーズ及び結合親

和性予測で，MM-GB/SA法がより優れていることが示されている。77, 78
 しかしながら，

スコア関数として用いた場合の MM-GB/SAスコアを含むドッキングに用いられるスコ

ア関数の不断の改良にも関わらず，それぞれのスコア関数の単独での能力はタンパク質

-リガンドシステム依存性があり必ずしも高いとは言えない。57, 79
 それゆえ近年では，

複数のスコア関数を組み合わせて用いたドッキング研究の成功例が増えている。80, 81, 82, 

83, 84, 85
 この手法によって，共結晶化されたタンパク質中のリガンドの X線結晶構造位

置を高確率で再現できるが，一般的に X 線結晶構造位置の再現よりも結合親和性予測

がはるかに困難であることが知られている。スコア関数の中では，MM-GB/SA 法が最

も結合親和性予測に優れているとの報告があるので，これを用いるのが第一選択である

と思われるが，それでも困難な場合があると言わざるを得ない。77
 

  そのような場合には，ドッキングで得られた複数のリガンドの分子アライメントを用

いて Comparative Molecular Field Analysis (CoMFA) モデルを作成し，結合親和性予測を

行うのが最も信頼のおける方法であると考えられる。しかしながら，CoMFA 法は統計

計算に基づいた手法であり，トレーニングデータセット化合物が 10 個かそれよりもっ
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と多く必要となる。したがって，生物活性値が得られており，トレーニングデータセッ

トとして用いることができる化合物の数が充分である場合にのみ，この手法は適用可能

である。CoMFA 法の詳細は次の通りである。まず対象とする活性化合物群の分子アラ

イメントを，それ囲む三次元格子上に配置し，次にそれぞれの格子点において，プロー

ブ原子 (+1に荷電した sp
3炭素) と各アライメントされた活性化合物との立体相互作用

エネルギー (レナードジョーンズポテンシャル) 及び静電相互作用エネルギーを計算

する。そして，この各格子点のエネルギー値と化合物の活性値を用いて PLS 解析を行

い，化合物の活性値を予測する，という方法である。86
 本研究のように，3D-SB 手法

を用いる場合，この CoMFA法を適用する際，リガンドの分子アライメントは分子ドッ

キングの結果を用いることになる。この時，この手法を SB CoMFA法と呼ぶ。87
 これ

までに，SB CoMFA法では多くの成功例が報告されており，例えば acetylcholinesterase 

(AChE)
88，glycogen synthase kinase-3 (GSK-3)

89，c-Jun N-terminal kinase-1 (JNK-1)
90

 及び

vascular endothelial growth factor receptor tyrosine kinase-2 (VEGFR-2)
91

 などがある。また，

このドッキング計算を用いた，ストラクチャーベースでのリガンドの分子アライメント

の取得は，リガンドベースでの分子アライメントよりも CoMFAモデルの統計結果が優

れたものになると報告されている。92, 93, 94, 95
 さらに，CoMFAモデルはリガンドの位置

について立体及び静電的に好ましい場所と好ましくない場所についての等高線を与え

るので，リガンドデザインに大きく役立つものと考えられる。 

  以上を踏まえて，本論文では，in silico創薬技術を活用して，薬物動態予測を新薬開

発プロセスの初期段階に利用することで，新薬開発期間の短縮及び開発費用の低減によ

る，研究開発の効率化を目指すことにした。具体的な手法として，3D-SB 手法を用い，

タンパク質の柔軟性に対する処置として，対象タンパク質の X 線結晶構造が多数解か
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れている場合には，X線結晶構造に基づく複数タンパク質構造手法を用い，対象タンパ

ク質の X線結晶構造が小数個だけ解かれている場合には，MDシミュレーションに基づ

く複数構造サンプリング手法を用いることにした。また，予測の定量化にともなうスコ

ア関数に対する処置としては，データセット化合物が少ない場合にはスコア関数を組み

合わせて用い，データセット化合物が十分な場合には CoMFA 法を用いることにした。

まず第一章では“薬物の CYP3A4阻害に関する in silico研究”，第二章では“薬物の PXR

活性化による CYP3A4誘導に関する in silico研究”，第三章では“薬物の CYP2D6の遺伝

子多型阻害に関する in silico 研究”を行い，創薬初期段階における医薬品候補化合物の

薬物動態予測手法の確立を目指した。 
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第 1章 薬物の CYP3A4阻害に関する in silico研究 
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1. 1 緒論 

 

 

  CYP3A4は高い発現レベルを保ち，幅広く基質を認識するので，CYPファミリーの中

でも，特に重要な酵素である。96, 97, 98
 また，上市された薬物の約 40%は CYP3A4の代

謝を受けることが知られている。99
 それゆえ，CYP3A4の代謝活性を阻害する化合物は

他の CYP3A4基質の体内動態に影響を与え，DDIsを引き起こし，重篤な副作用を招く

可能性がある。100, 101, 102, 103, 104
 仮に，候補化合物に DDIsを引き起こす疑いがあった場

合には，ヒト臨床試験を行う価値があるかどうかを判断するため，FDAなどの規制当

局からこれに関する試験を求められる。34
 したがって，候補化合物の CYP3A4との相

互作用は創薬の初期段階に調べておくことが懸命であり，これを調べるのにしばしば肝

ミクロソームを用いた CYP阻害実験が実施されている。105
 しかしながら，こういった

実験には費用と人材が要請されるので，試験可能な化合物数には限界がある。この時，

in silico手法を用いて CYP阻害の予測を行うことができれば，評価できる化合物数が飛

躍的に伸びる。実際これまでに，CYP3A4阻害に関する多くの計算予測モデルが発表さ

れている。106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116 

2010年までにヒト CYP3A4の X線結晶構造が既にいくつか解かれており，これら X

線結晶構造の PDB (Protein Data Bank) コードは，1TQN，1W0E，1W0F，1W0G，2J0D, 

2V0M及び 3NXUである。117, 118, 119, 120
 1TQNと 1W0Eの構造はリガンドなしのアポ構

造である。117, 118
 1W0GはMetyraponeが結合した複合体構造であるが，このMetyrapone

は分子量が 226と比較的小さいため，アポ構造とほとんど変わらなかった。118
 1W0Fは
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Progesteroneとの複合体構造であるが，この Progesteroneが結合しているサイトはタン

パク質表面であり，この構造もアポ構造とほとんど変わらなかった。この結合サイトが

真のサイトであるのかアーティファクトであるのかについては議論される所ではある

が，このサイトは代謝反応が起こるヘム上にはないことは確かである。118
 2J0Dは

Erythromycinとの複合体であるが，この Erythromycinの結合ポーズでは代謝されること

が分かっている化合物部分構造は，代謝反応が起こるヘムに向いておらず，この結合ポ

ーズは活性コンフォメーションではないことが示唆されている。119
 2V0Mの構造は

Ketoconazoleとの複合体構造であり，F-G領域及び C末端のループ構造において，リガ

ンドがないアポ構造の CYP3A4に比べて劇的なコンフォメーション変化を起こしてい

た。アポ構造にこの Ketoconazole複合体構造を重ね合わせると，総ての Cα原子に関し

ての RMSD (Root Mean Square Deviation) は 1.6 Åに達した。119
 3NXUの構造は Ritonavir

との複合体構造であり，この構造でも F-G領域及び C末端のループ構造において劇的

なコンフォメーション変化を起こしていた。120
 これら構造のリガンド結合空間を観察

した結果，二つの重要なアミノ酸グループの存在が注目されてきた。一つ目は親水性ア

ミノ酸に関わるものであり，二つ目は Pheに関わるものである。一つ目の親水性アミノ

酸のグループは Tyr53，Asp61，Asp76，Arg106，Arg372及び Glu374から成り，これら

はリガンド結合空間の片側に集中しており，水素結合形成に重要な役割を果たしている

と考えられている。117 ここではこれを”親水性に富んだ領域”と呼ぶ。二つ目のアミノ

酸グループは Phe108，Phe213，Phe215，Phe219，Phe220，Phe241及び Phe304から成り，

これらはリガンド結合空間の天井部分に集中しており，リガンドとの疎水性相互作用に

重要な役割を果たしていると考えられている。118
 ここではこれを”Pheクラスター”と呼

ぶ。 
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  この研究では，薬物によるヒト CYP3A4阻害を予測するために，コンピュータドッ

キングに基づいた SB CoMFA手法により 3D-QSARモデルを作成した。この SB CoMFA

モデルは単に阻害活性値を予測するだけでなく，リガンドの結合ポーズを予測すること

ができるので，CYP3A4阻害回避のための構造展開として広く用いることができる。86
 

しかしながら，今日までに SB CoMFA手法を CYPファミリーに適用した例は非常に少

ない。87
 CYPタンパク質は構造が柔軟性に富んでいるためにドッキング研究を行うこと

が難しく，CYPファミリーに関して発表されている予測モデルはほとんどがリガンド

ベースアプローチである。121, 122, 123, 124, 125
 この CYPの柔軟性の問題を克服するために，

本研究ではドッキングタンパク質として複数の X線結晶構造を用い，いわゆる X線結

晶構造に基づく複数タンパク質構造サンプリング-ドッキング手法を用いた。56
 さらに，

タンパク質-リガンド相互作用エネルギー計算のために，知識的スコア関数である PMF

スコア関数を用いることにした。72
 最後に代表的な化合物のドッキングポーズを観察

することで，CYP3A4で考えられるリガンド‐タンパク質相互作用についての考察を行

った。 
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1. 2 材料と方法 

 

 

  リガンドデータ：ヒト CoMFA モデル作成のために使用したリガンドの化学構造を

Figure 2に示した。これら構造的に多様な化合物は，一つの文献に記載されているもの

から取得した。それぞれの Ki値の自然対数 (pKi値) もまた同じ文献に記載されている

ものを使用した。なお，この実験では肝ミクロソームを用いて Ki 値の測定が行われて

いた。100
 この研究では，CYP3A4 タンパク質には大きすぎてドッキングされなかった

いくつかの化合物 (macrolide antibiotics及び Itraconazole) は用いなかった。得られた 17

個の化合物を二つのグループに分け，一つは CoMFAモデル作成のためのトレーニング

データセットとして用い [Figure 2 (a)]，残りのグループは CoMFAモデル評価のための

テストデータセットとして用いた [Figure 2 (b)]。テストデータセットとして無作為に選

ばれた三つの化合物は，Fluoxetine (弱活性阻害剤), Nifedipine (中程度活性阻害剤) 及び

Saquinavir (強活性阻害剤) である。 

  リガンドの準備：リガンドの二次元化学構造を Ligprepプログラム [Schrödinger Suite 

2010 (Schrödinger Inc), NY, USA] を用いて三次元化学構造に変換した。Ligprepプログラ

ムでは最終的に三次元化学構造を OPLS2005力場によってエネルギー極小化した。化合

物のイオン化状態は ADMET Predictor (Simulations Plus Inc., Lancaster, CA) を用いて決

定し，化合物のコンフォメーション探索は ConfGenプログラム [Schrödinger Suite 2010 

(Schrödinger Inc)] を用いて実施した。 
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Figure 2 研究に用いられた CYP3A4阻害剤 

(a) CYP3A4 阻害剤 CoMFAモデルのトレーニングデータセット，(b) CYP3A4 阻害剤 CoMFAモデルのテス

トデータセット 
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  CYP3A4構造の準備：ヒト CYP3A4の X線結晶構造は 2010年までに複数のものが

PDBに登録されていた (PDBコード 1TQN，1W0E，1W0F，1W0G，2J0D，2V0M及び

3NXU)。117, 118, 119, 120
 活性コンフォメーションではない可能性があるもの (1W0F及び

2J0D) を除き，残った五つの構造をMaestro clustering module [Schrödinger Suite 2010 

(Schrödinger Inc)] にて得られた系統樹を用いてクラスタリングした。この解析には共結

晶阻害剤周辺 4 Å以内に位置するアミノ酸残基を用いて行った。マージ距離 1.5 Åの所

で剪定を行い，各クラスターの平均構造に最も近いものを代表構造として選んだ。選ば

れた構造は 1W0G，2V0M及び 3NXUであった。これら構造から結晶水は取り除いた。

また，アミノ酸配列の内，末端部分の欠損を考慮して，30番目から 496番目までのア

ミノ酸を用い，30番目から 496番目までのアミノ酸で欠損のあるものは Primeプログ

ラム [Schrödinger Suite 2010 (Schrödinger Inc.)] を用いて補った。最終的にこの構造は

OPLS2005力場にてエネルギー極小化を行った。 

コンピュータドッキング：ドッキングには Glide SPドッキングプログラム 

[Schrödinger Suite 2008 (Schrödinger Inc)] を用いた。ドッキングパラメータは，タンパク

質 van der Waals (vdW) 半径スケールを 0.7，リガンド vdW半径スケールを 0.9，グリッ

ドサイズはリガンド周辺 4 Åのアミノ酸に重心を置いた 10 Å
3とした。 
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ポーズ決定プロセス：ポーズ決定のための全プロセスは Figure 3に示した。CoMFAで

用いる分子アライメントを取得するためには，正確なリガンド結合コンフォメーション

が必要である。一つのリガンドに対してドッキング計算によりいくつかのポーズが得ら

れ，そのポーズ数が十分であった場合，それらポーズの中に正しいポーズが含まれてい

ると考えることができる。それぞれの阻害剤のドッキングの結果から真のポーズを同定

するために，ここでは PMFスコア [SYBYL 8.1 (Tripos
 
Inc.), St. Louis, Missouri, USA] を

用いた。つまり，Glideドッキングによって生成された総てのポーズに対して PMFスコ

アを計算し，スコアが最も低かった (最低エネルギー値) ポーズを，それぞれの阻害剤

において真の結合ポーズに最も近い決定ポーズとした。このポーズ決定プロセスの妥当

性を検証するため，X線共結晶構造中のリガンドの決定ポーズを，このプロセスにした

がって生成し，これを X線結晶構造解析での位置と比較した。 

 

 

Figure 3 ポーズ決定プロセス 
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  CoMFAモデリング：分子アライメントは，まずポーズ決定されたリガンド周辺 4 Å

のアミノ酸でリガンド−タンパク質複合体を重ね合わせ，次にヘムとタンパク質を取り

除くことで取得した。計算は CoMFA module [SYBYL 8.1 (Tripos Inc.)] を用いた。ここで

の CoMFAはすべて標準的な初期パラメータを用いた。QSARモデルは pKi値に対する

CoMFA静電場と立体場の PLS解析によって得られる。126
 得られた CoMFAモデルには

トレーニングデータセットの交雑検定及びテストデータセットの外部検証を実施した。 
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1. 3 結果 

 

 

  ポーズ決定プロセスの妥当性検証：ポーズ決定プロセスが妥当であることを検証する

ため，CYP3A4の X線構造中に含まれる共結晶リガンドであるMetyrapone，Ketoconazole

及び Ritonavirの決定ポーズをポーズ決定プロセス (Figure 3) にしたがって生成した。

その結果，X線結晶構造解析によって決定されている位置とのずれが，いずれも RMSD

で 2Å以内であったので，本研究で用いたポーズ決定プロセスは妥当であると判断した 

(Figure 4)。  

 

 

Figure 4 ポーズ決定プロセスの妥当性検証 

共結晶リガンドはMetyrapone (a), Ketoconazole (b) 及び Ritonavir (c) であり，灰色が X線結晶構造解析によ

って決定されたリガンド位置，緑色がポーズ決定プロセスにしたがって得られたリガンド位置。赤点線は

水素結合。 
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  CoMFAモデル：CoMFA法に基づく 3D-QSARモデル作成のために必要なリガンドの

分子アライメントは，ポーズ決定プロセス (Figure 3) にしたがって決定した。決定ポー

ズからなる分子アライメントはいずれもヘム上に配置され，台形状の構造を示した 

(Figure 5)。次に，この分子アライメントを用いて CoMFAモデルを作成した。このモデ

ルの統計結果を Table 2，予測結果を Table 3，そして実験値に対して予測値をプロット

したものを Figure 6に示した。これらの結果より，作成された CoMFAモデルから得ら

れる予測値は実験値と良く一致していた。 

Table 2 CYP3A4阻害 CoMFAモデルの統計結果 

 

Table 3 CYP3A4阻害実験値と CoMFAモデルによる予測値 
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Figure 5 分子アライメント 

 

 

Figure 6 CYP3A4阻害実験値と CoMFAモデルによる予測値 



 44 

CoMFA立体及び静電場等高線の様子を Figure 7に示した。なお，CoMFA等高線では

等高線の色によって，リガンドが阻害活性へ果たす役割が以下のように決まっている。

緑色はリガンドに立体的に嵩高い置換基がある場合に活性が高くなる領域，黄色はリガ

ンドに立体的に嵩高い置換基がある場合に活性が低くなる領域，赤色はリガンドに負の

電荷をもつ置換基がある場合または水素原子受容基がある場合に活性が高くなる領域，

青色はリガンドに正の電荷をもつ置換基がある場合または水素原子供与基がある場合

に活性が高くなる領域である。これら等高線図では，大きな緑の等高線がリガンド結合

空間の親水性に富んだ領域及び Pheクラスターを含む領域の近くに見られ，黄色の等高

線がヘム周辺及びタンパク質と衝突し得るような領域に見られた [Figure 7 (a), (b)]。ま

た，赤色の等高線は正に帯電しているアミノ酸の近くに見られ，青色の等高線は負に帯

電しているアミノ酸の近くに見られた [Figure 7 (c), (d)]。したがって，CYP3A4のリガ

ンド結合空間における環境が，CoMFA等高線によく反映されていると考えられた。 

  代表的な化合物の決定ポーズ比較：本研究で作成した CoMFAモデルのデータセット

に含まれている，阻害活性の異なる代表的な化合物の決定ポーズを観察して，CYP3A4

の相互作用点の解析を行った。阻害活性の低い化合物として Quinidine，阻害活性中程

度の化合物として Nefazodone，阻害活性が高い化合物として Ketoconazoleを調べ，これ

ら 3化合物の決定ポーズを比較した。その結果，阻害活性の低い Quinidineはヘム上に

位置したものの，vdW相互作用及び静電相互作用の他には，周りのアミノ酸と大きな

疎水性相互作用及び水素結合は見られなかった [Figure 8 (a)]。一方で，阻害活性中程度

である Nefazodoneでは，vdW相互作用及び静電相互作用の他に，Arg372と Nefazodone

のエーテル基との間で水素結合が観察された [Figure 8 (b)]。また，阻害活性が高い

Ketoconazoleでは，vdW相互作用及び静電相互作用の他に，Nefaodoneと同様に Arg372



 45 

との間に Ketoconazoleのカルボニル基が水素結合を持っており，さらに Ketoconazole

のジクロロベンゼン環が Phe108，Phe304などと疎水性相互作用を持っていた [Figure 8 

(c)]。 

 

 

 

Figure 7 CoMFA等高線とリガンド結合部位周辺のアミノ酸の様子 

(a) 立体場，(b) 立体場とリガンド結合部位周辺アミノ酸の表面，(c) 静電場及び (d) 静電場とリガンド結

合部位周辺アミノ酸の静電表示。(a)，(b) では Pheクラスター (Phe108, Phe213, Phe215, Phe219, Phe220, 

Phe241及び Phe304) と親水性に富んだ領域 (Tyr53, Asp61, Asp76, Arg106, Arg372及び Glu374) が線画で示

されている。(d)では紫は負，赤は正により帯電していることを示している。 
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Figure 8 CYP3A4代表阻害剤の決定ポーズ 
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Figure 8 続き 



 48 

 

 

Figure 8 続き 
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1. 4 考察 

 

 

  ドッキングプログラム及びスコア関数：最も良いドッキングプログラム及びスコア関

数の選択は，適用する系に大きく依存する。一般的に，着目する系に対してドッキング

プログラムとスコア関数の様々な組み合わせを試して，最適なプロトコルを探すことが

望ましい。56, 57
 本研究では，CYP タンパク質の柔軟性を考慮するために，ドッキング

レセプターとして複数のタンパク質構造を用意した。また，リガンドドッキングポーズ

の決定には，Glideドッキングプログラムと PMFスコア関数を組み合わせて用いた。作

成された CoMFAモデルは良好な統計結果を示したので (Table 2)，X線結晶構造に基づ

いた複数タンパク質構造サンプリング-ドッキング手法及び Glide ドッキングプログラ

ムとPMFスコア関数の組み合わせは，CYP3A4の研究に適しているものと考えられた。

PMF スコア関数は水素原子を総て考慮しないため，相対的に疎水性相互作用に重点を

置いたスコア関数であり，この特徴が CoMFAに良好な結果をもたらす理由の一つであ

ると考えられた。127
 CYP酵素の基本的な機能は，疎水性化合物を極性化合物に変換し

て，化合物を水溶性にし，腎臓から体外に排泄しやすくさせることであると考えられ，

これは PMFスコア関数が CYPのドッキング研究に適していることに矛盾しない。16, 99
  

  CoMFAモデルの予測性能：Table 2に示したように，CYP3A4阻害予測のための

CoMFAモデルでは統計的に良好な結果が得られた。Table 3に示した pKi予測値を実験

値に対してプロットすると，予測値と実測値との間には強い相関が見られた (Figure 6)。

さらに，CYP3A4リガンド結合空間の環境は CoMFA等高線図に良く反映されていた 
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(Figure 7)。 

  本章の研究では，モノトロピックな競合阻害の場合，すなわち CYP3A4の阻害剤と

して一つの化合物だけが働く場面を対象とした。したがって，Pheクラスターが位置す

るリガンド結合空間の真上の天井には等高線が現れなかったが，ヘテロトロピックの場

合，すなわち CYP3A4の阻害剤として複数の化合物が同時に働く場面で CoMFAモデル

を作成できたならば，この部分にも等高線が現れてくる可能性が高い。128
 また，本研

究では扱わなかったが，近年では競合阻害とは異なる機構で酵素を阻害するMechanism 

based inhibitionにも注目が集まっている。129
 現段階では，その詳細な阻害機構が総ての

化合物で明らかではないので，これを計算モデル化することは非常に困難ではあるが，

近い将来この機構の解明がさらに進むことで，これに関する計算予測モデルの作成も重

要な課題となってくるであろう。 

  CoMFAモデルに関する結果をまとめると，本研究で作成したヒト CYP3A4阻害剤

3D-QSAR (SB CoMFA) モデルは様々な化合物に対して pKiを正確に予測することが可

能であり，このモデルを用いることによって，創薬の初期段階において化合物の

CYP3A4阻害活性を評価することができると考えられた。 

    CYP3A4阻害相互作用点の解析：代表的な化合物 (阻害活性の低い化合物：

Quinidine，阻害活性中程度の化合物：Nefazodone，阻害活性が高い化合物：Ketoconazole) 

の決定ポーズを比較したところ，まず Quinidineでは vdW相互作用及び静電相互作用以

外の疎水性相互作用及び水素結合のいずれも見られなかった。この時，CoMFA等高線

との重なりを調べても，やはり大きな重なりは見られなかった。これらのことから，

Quinidineはアミノ酸との相互作用が多くないため，CYP3A4阻害活性が強くないと考

えられた [Figure 8 (a)]。次に，Nefazodoneでは vdW相互作用及び静電相互作用以外に



 51 

水素結合が見られており，この時 CoMFA等高線との位置の重なりを見ると，水素結合

を持つ Nefaodoneのエーテル部分は、立体場では緑色の (リガンドに立体的に嵩高い置

換基がある場合に活性が高くなる) 領域に重なりが見られ，同様に静電場では赤色の 

(リガンドに負の電荷をもつ置換基がある場合または水素原子受容基がある場合に活性

が高くなる) 領域に近い配置が見られた。これらのことから，Nefazodoneはこの水素結

合を持つため，CYP3A4阻害が中程度にまで達していると考えられた。また，この水素

結合を担うアミノ酸は Arg372であったが，これは“親水性に富んだ領域”に位置して

おり，これまでに提唱されている，この部分との相互作用が CYP3A4とリガンドとの

結合親和性を決める一要因である，という仮説を支持するものであった [Figure 8 (b)]。

117
 最後に，Ketoconazoleでは，Nefazodoneと同様に“親水性に富んだ領域”に位置し

た Arg372との間で Ketoconazoleのカルボニル基が水素結合を持っており，この時

CoMFA等高線との重なりを見ると，立体場では緑色の領域に重なりが見られ，静電場

では赤色の領域に重なりが見られた。さらに，Ketoconazoleではジクロロベンゼン環が

Phe108，Phe304との間に疎水性相互作用を持っていたが，この Phe108，Phe304は基質

結合部位の天井部分に存在する“Pheクラスター“の一部であり，これまでに提唱され

ているこの部分との相互作用が CYP3A4とリガンドとの結合親和性を決める一要因で

ある，という仮説を支持するものであった [Figure 8 (c)]。118 

以上より，本研究では CoMFA等高線とリガンド結合空間にあるアミノ酸との様子か

ら，阻害剤の活性の強弱は，親水性に富んだ領域にあるアミノ酸 (Arg106, Arg373及び

Glu374) との水素結合及びPheクラスター (Phe108, Phe215, Phe241及びPhe304) を含む

リガンド結合空間の天井部分にあるアミノ酸との疎水性相互作用によって，大部分が決

定されるものと考えられた。なお，この考察はこれまでに発表されている研究結果と一
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致している。117, 118
 

 

結論として，本研究ではコンピュータドッキングに基づき，予測精度の高い CYP3A4

に対する阻害活性予測 3D-QSAR (SB CoMFA) モデルを作成することができた。また，

異なる阻害活性を持つ代表化合物の決定ポーズの比較から，“親水性に富んだ領域”に

あるアミノ酸との水素結合及び“Pheクラスター”を含むリガンド結合空間にあるアミ

ノ酸との疎水性相互作用が，化合物の CYP3A4酵素の阻害活性の強弱に重要であるこ

とが示唆された。本研究で構築したヒト CYP3A4阻害剤 3D-QSARモデルは pKiを正確

に予測することが可能であり，このモデルを用いることによって，創薬の初期段階にお

いて薬物阻害を評価することが可能となり，効率的な創薬に貢献できるものと考えられ

た。 
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第 2章 薬物の PXR活性化による CYP3A4誘導に関

する in silico研究 
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2. 1 緒論 

 

 

  PXR (NR1I2) は化合物によって活性化され，CYP3A4や P-glycoprotein (P-gp) などの

化合物の代謝やトランスポーターの発現を誘導する核内受容体である。130, 131
 CYP酵素

は薬物の代謝に重要な役割を果たしており，市販薬剤の約 40%は CYP3A4によって代

謝される。99
 また，P-gpは重要な多剤排出トランスポーターとして知られている。132

 製

薬企業や規制当局は，候補薬物である新規化合物が PXRを活性化させることを望まな

い。なぜならば，そのような化合物は DDIsを引き起こす可能性が高いからである。実

際，候補化合物に PXRの活性化による酵素誘導を起こす可能性が考えられた場合，引

き続きヒト臨床試験を継続実施することが妥当かどうかを評価するため，FDAなどの

規制当局から追加の試験を求められる。34
 それゆえ，新薬開発の初期段階では酵素誘

導活性を調べることが重要である。 

  PXRのアゴニストは化学構造的に広い多様性を持つことが良く知られており，プレ

グナン化合物，抗真菌薬及び糖質グルココルチコイド群などがある。133
 酵素誘導の詳

細な機構は次の通りである。まず，リガンドが PXRに結合し，核内へ移動する。次に，

リガンド-PXR複合体は retinoid X receptor (RXR) に結合する。さらに，リガンド

-PXR-RXR複合体は steroid receptor coactivator-1 (SRC-1)，hepatocyte nuclear factor α 

(HNF-α) 及び peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator-1α (PPARγ-1α) などの

コアクチベーターによって安定化される。最後に，リガンド-PXR-RXR-コアクチベータ

ー複合体が，CYP3A4上流の xenobiotic responsive enhancer molecule (XREM) プロモータ
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ー領域に結合することで酵素誘導を開始する。134, 135, 136
 これまでに PXRリガンド結合

領域 (LBD，Ligand Binding Domain) のX線結晶構造は多数解かれている。化合物の PDB

コードを以下に列挙する。PXR LBD構造では，1ILG (アポ構造)
137，1ILH (SR12813と

の共結晶構造)
137，1M13 (Hyperforinとの共結晶構造)

138，1SKX (Rifampicinとの共結晶構

造)
139

 及び 3R8D (PNU142721との共結晶構造)
140

 がある。PXR LBD-SRC-1複合体構造

では，1NRL (SR12813との共結晶構造)
141，2O9I (T-1317との共結晶構造)

142
 及び 3CTB 

(アポ構造)
143

 がある。また，PXRのリガンド結合空間はほとんどが疎水的なアミノ酸

によって構成されており 137，ほとんどの PXRアゴニストは高い脂溶性を示すことが知

られている。144
 この事実は，CYP3A酵素の基本的な機能が，疎水性化合物を極性化合

物に変換して，化合物を水溶性にし，腎臓から体外に排泄しやすくさせると考えられる

ことに一致しており，その CYP3A酵素をアゴニストによって活性化された PXRが発現

誘導するのであるから，この機構は理にかなっている。16, 99
 

  現在，候補化合物の PXR活性化による酵素誘導は，レポーター遺伝子アッセイや肝

細胞を用いた in vitro実験を用いて調べられている。145, 146, 147
 しかしながら，これら実

験には財政的及び人材的コストがかかるため，この実験で評価できる化合物の数は限ら

れている。それゆえ，候補化合物の PXR活性化による酵素誘導を予測する in silico手

法は，評価できる化合物の数に制限がなく，創薬に有用であるものと考えられる。今日

では，PXR-リガンド親和性に関するコンピュータ研究がますます注目されつつある。

あるドッキング研究では，リガンドと疎水性相互作用を持つ重要なアミノ酸として

Phe288，Trp299及び Tyr306が示唆されており，またリガンドと水素結合を持つアミノ

酸として Gln285が示唆されている。148
 さらに，漢方薬を用いたドッキング研究では，

リガンドとの水素結合に Ser247，Gln285，His407及び Arg410が重要な役割を果たすこ
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とが示唆されている。149
 いくつかの研究では，化合物の PXR活性化による酵素誘導活

性の定量的計算予測に挑戦しており，機械学習を用いた手法や，化学構造の似た同属の

化合物のみを対象にした場合の定量的予測では成功が収められているが，様々な化学構

造を持つ化合物を対象とした CoMFA法や Comparative Molecular Similarity Index 

Analysis (CoMSIA) 法などの 3D-QSARモデルでは，全く良好な結果が得られていない。

150, 151, 152, 153 研究者らは PXRへのドッキングは，PXRタンパク質の柔軟性，幅広いリ

ガンド選択性のため困難であると主張している。153
 しかしながら，創薬プロセスでは

有望な薬剤候補化合物を得るために，ある程度幅広い化学構造を持つ化合物を取り扱わ

ねばならない。 

  本研究の目的は，多様な化学構造を持つ化合物の PXR 活性化による酵素誘導活性を

定量的に予測し，効率的な創薬に貢献することである。ここでは，PXR へのリガンド

結合による酵素誘導活性を予測するため，第 1章で用いた手法と同様に，コンピュータ

ドッキングに基づいた CoMFA法による 3D-QSARモデルを作成した。SB CoMFAモデ

ルでは酵素誘導活性を予測するだけでなく，リガンドの結合ポーズを得ることもでき，

また化学構造の似た同属の化合物だけでなく，様々な化学構造を持つ化合物を扱うこと

ができる。86, 87
  

先行研究から，PXR LBD-SRC-1のコンフォメーションは PXR LBDとは異なること

が示唆されている。154
 そこで本章の研究では，PXR LBDへのリガンド結合が酵素誘導

活性を決めることから，ドッキングに用いるタンパク質構造として PXR LBD-SRC-1で

はなく，PXR LBDのみを用いることにした。131, 136
 まず，これまでに構造が解かれて

いる PXR LBDのリガンド結合部位を重ね合わせた所，いくつかのアミノ酸で構造にず

れがあることが分かった (Figure 9)。このアミノ酸のずれは，X線の結晶化プロセスで
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生じたものであるか，またはリガンドのインデュースフィットによるものかのいずれか

であると考えられる。これらの影響を考慮して，ドッキング研究には水中でのMDシミ

ュレーションのトラジェクトリからサンプリングした，複数のタンパク質構造を用いた。

すなわち，このMDシミュレーションに基づく複数タンパク質構造サンプリングによっ

て，タンパク質構造の柔軟性をドッキングに考慮した。56 さらにここで，正しいドッキ

ングポーズを選択するため，リガンド-PXR 複合体の結合自由エネルギーを表す，

MM-GB/SA スコアの計算を行った。次に，決定されたリガンドドッキングポーズの分

子アライメントを用いて，3D-QSAR (SB CoMFA) モデルを作成した。最後に，二次元

化学構造が似ているにも関わらず，酵素誘導活性の異なる化合物について，それらのド

ッキングポーズを比較することにした。その結果から，酵素誘導活性の差の原因につい

て考察した。 

 

 

Figure 9 PXR LBD リガンド周辺アミノ酸 X線結晶構造の重ね合わせ図 

水色：1ILG (apo-type)，オレンジ：1ILH (holo-type)，緑色：1M13 (holo-type) 及び黄色：3R8D (holo-type) 
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2. 2 材料と方法 

 

 

  リガンドデータ：CoMFAモデル作成のために用いたリガンドの化学構造を Figure 10

に示し，酵素誘導活性 (レポーター遺伝子アッセイでの pEC50値) を Table 4に示した。

これら化合物は構造的多様性を持ち，一つの論文から選んだ [この研究では，同文献に

おいて検出限界のために EC50値が 200 µM以上であったものは，EC50値を 200 µMであ

るものとして取り扱った (pEC50値：3.70)]。154
 また，いくつかのマクロライド系化合

物は用意した PXR タンパク質構造へドッキングするには大き過ぎたので用いなかった。

まず，34個の化合物を酵素誘導活性実験値にしたがって，順に六つのグループに分け

た。次に，各グループの中央付近の酵素誘導活性値を持つ化合物をテストデータセット

に選んだ。すなわち，CoMFAモデル作成のために，トレーニングデータセットとして

28化合物を用意し，テストデータセットとして 6化合物を用意した (Table 4)。 

  リガンドの準備：リガンドの二次元化学構造を Ligprepプログラム [Schrödinger Suite 

2010 (Schrödinger Inc)] を用いて三次元化学構造に変換した。Ligprepプログラムでは最

終的に三次元化学構造を OPLS2005力場によってエネルギー極小化した。化合物のイオ

ン化状態は ADMET Predictor (Simulations Plus Inc.) を用いて決定し，化合物のコンフォ

メーション探索は ConfGenプログラム [Schrödinger Suite 2010 (Schrödinger Inc)] を用い

て実施した。 
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Figure 10 研究に用いられた PXRリガンド 



 61 

Table 4 実験的 pEC50値と CoMFAデータセットカテゴリー 
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  PXRタンパク質構造の準備：本章の研究で用いた PXR LBDの X線結晶構造の PDB

コードは 1ILG，1ILH，1M13及び 3R8Dである。まず，結晶水を総て取り除き，これら

構造のアミノ酸配列の内，末端部分の欠損を考慮して，198 から 420番目までのアミノ

酸を使用した。次に，198 から 420番目までのアミノ酸の間で欠損のあるものは Prime

プログラム [Schrödinger Suite 2010 (Schrödinger Inc)] を用いて補った。最終的にこの構

造は OPLS2005力場にてエネルギー極小化を行った。 

  分子動力学シミュレーション：水中での活性コンフォメーションを得るため，準備し

た PXRタンパク質構造 [1ILG (アポ構造)，1ILH (SR12813との共結晶構造)，1M13 

(hyperforinとの共結晶構造) 及び 3R8D (PNU142721との共結晶構造)] を用いてMDシ

ミュレーションを実施した。計算は OPLS2005力場を用いた露な溶媒下で実施され，

Desmondプログラム [Schrödinger Suite 2010 (Schrödinger Inc)] の初期パラメータを用い

て実施した。水分子モデルは TIP3Pモデルとし，系は Cl−で中和した。周期境界条件及

び非結合相互作用のカットオフ値 9.0 Åを，許容誤差 10
-8の Particle Mesh Ewald法を用

いた静電相互作用の下で用いた。MDシミュレーションの実施前に Desmondの初期緩

和プロトコルを用い，それに引き続き，4.5 nsec (nano seconds) のシミュレーションを

NPT条件の下で Nosé-Hoover thermostat及びMartyna-Tobias-Klein barostatを用いて実施

した [T = 310.5 K, thermostat relaxation time = 1.0 psec (pico seconds); P = 1 atm; barostat 

relaxation time = 2.0 psec]。原子座標トラジェクトリデータは 20 psec毎に記録した。リ

ガンド結合空間 (リガンドの周囲 4 Å) のアミノ酸のコンフォメーションの 3.5から 4.5 

nsecのトラジェクトリを，Maestro clustering module [Schrödinger Suite 2010 (Schrödinger 

Inc)] で得られた距離マトリクスを用いてクラスタリングした。次に，距離マトリクス

でそれぞれのクラスターサイズを視覚的に判断し，クラスター領域内の平均 RMS (Root 
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Mean Square) 値に最も近いものを，それぞれのクラスターの代表構造として選んだ。

最後に，これら代表構造を Desmondプログラムにおいて極小化し，リガンド，Cl−及び

水分子を除いた後に，コンピュータドッキングに用いた。 

  コンピュータドッキング：ドッキングには Glide SPドッキングプログラム 

[Schrödinger Suite 2010 (Schrödinger Inc)] を用いた。ドッキングパラメータは，タンパク

質 vdW半径スケールを 1.0，リガンド vdW半径スケールを 0.8，グリッドサイズはリガ

ンド周辺 4 Åのアミノ酸に重心を置いた 10 Å
3とした。 

  MM-GB/SAスコアによるポーズ決定：ポーズ決定プロセスは Figure 11に示した。第

1章で述べたのと同様に，一つのリガンドに対してドッキング計算でいくつかのポーズ

が得られ，そのポーズ数が十分であった場合，それらのポーズの中に正しいポーズが含

まれていると考えることができる。それぞれのリガンドのドッキングの結果から，真の

ポーズを同定するため，リガンド−タンパク質複合体の結合自由エネルギーの一点計算

を表すMM-GB/SAスコアを利用すべく，Prime/MM-GB/SAプログラム [Schrödinger 

Suite 2010 (Schrödinger Inc)] を用いて計算を行った。ここでは，それぞれのリガンドで，

ドッキングポーズの Glideスコア上位 10ポーズについて，MM-GB/SAスコア計算を実

施した。155
 OPLS2005力場及び generalized-Born surface area (GBSA) continuum solvent

モデルを用いて複合体のエネルギー計算を行った。結合自由エネルギー (∆Gbind) は次

の式を用いて推定した。 

∆Gbind = ∆EMM + ∆Gsolv + ∆GSA 

∆EMMはOPLS2005力場を用いて計算された，リガンド-タンパク質複合体エネルギーと，

リガンドとリガンドなしのタンパク質のエネルギー合計の差である。∆Gsolvはリガンド-

タンパク質複合体の GBSA溶媒和エネルギーと，リガンドとリガンドなしのタンパク
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質の溶媒和エネルギー合計の差である。∆GSAはリガンド-タンパク質複合体の表面積エ

ネルギーと，リガンドとリガンドなしのタンパク質の合計表面積エネルギーの差である。

なお，エントロピー補正は行わなかった。誘電率は 1.0とし，最も低いエネルギーのポ

ーズを決定ポーズとした。このポーズ決定プロセスの妥当性を検証するため，X線共結

晶構造中のリガンドの決定ポーズを，このプロセスにしたがって生成し，これを X線

結晶構造解析での位置と比較した。 

 

 

Figure 11 ポーズ決定プロセス. 
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  CoMFAモデリング：分子アライメントは，まずリガンド周辺 4 Åのアミノ酸でリガ

ンド−タンパク質複合体を重ね合わせ，次に，タンパク質を取り除くことで取得した。

計算は CoMFA module [SYBYL 8.1 (Tripos Inc.)] を用いた。ここでの CoMFAは，すべて

標準的な初期パラメータを用いた。QSARモデルは pEC50値に対する CoMFA静電場と

立体場の PLS解析によって得られる。126
 得られた CoMFAモデルにはトレーニングデ

ータセットの交雑検定及びテストデータセットの外部検証を実施した。 
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2. 3 結果 

 

 

  PXRタンパク質構造コンフォメーション：MDシミュレーションの初期構造にある

重原子に対する RMSDのトラジェクトリを調べた所，構造の変動が 3.5から 4.5 nsecで

平衡に達している様子が観察された (Figure 12)。 

 

 

 

Figure 12 MDシミュレーションでの初期構造からの重原子のずれ 

MDシミュレーション初期構造の PDB code は 1ILG (a), 1ILH (b), 1M13 (c) 及び 3R8D (d)である。 
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MDシミュレーション時間 3.5から 4.5 nsecにおける，各タンパク質構造のリガンド

結合空間のアミノ酸コンフォメーションについてのトラジェクトリをMaestro clustering 

of conformers module (Schrödinger Suite 2010) にてクラスタリングし，クラスタリングに

よって得られた距離マトリクスを Figure 13に示した。距離マトリクスを視覚的に判断

し，1ILG，1ILH，1M13及び 3R8Dの構造スナップショットをそれぞれ 2，3，2及び 2

個のクラスターに分けた。それぞれのクラスターから選ばれた代表構造のMDシミュレ

ーション経過時間は，1ILGでは 3.60及び 4.40 nsec，1ILHでは 3.66，4.16及び 4.50 nsec，

1M13では 3.88及び 4.32 nsec，3R8Dでは 3.62及び 3.92 nsecであった。 

 

 

Figure 13 距離マトリクス 

MDシミュレーション初期構造の PDB code は 1ILG (a), 1ILH (b), 1M13 (c) 及び 3R8D (d)である。矢印はク

ラスターの境界。○は代表構造。 
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次に，これらMDシミュレーションのトラジェクトリから選ばれた，PXR代表構造

のリガンド結合空間を Figure 14に示す。この様子から，代表 PXRタンパク質構造のリ

ガンド結合空間は，多様性に富んでいることが分かった。 

 

 

 

Figure 14 MDシミュレーション代表構造のリガンド結合部位表面 

MDシミュレーションの初期構造は 1ILG [(a) and (b)]，1ILH [(c–e)]，1M13 [(f) and (g)]及び 3R8D [(h) and (i)] 

であり，MDシミュレーション経過時間は 3.60 (a)，4.40 (b)，3.56 (c)，4.16 (d)，4.50 (e)，3.88 (f)，4.32 (g)，

3.52 (h) 及び 3.92 ns (i) である。 
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ポーズ決定プロセスの妥当性検証：Figure 11で示したポーズ決定プロセスが妥当で

あることを検証するため，用いた PXR X線結晶構造中に含まれる共結晶リガンドであ

る SR12813 (PDB, 1ILH)，Hyperforin (PDB, 1M13) 及び PNU-142721 (PDB, 3R8D) をポー

ズ決定プロセスにしたがって，その決定ポーズを生成した。このポーズと X線結晶構

造解析での位置を比較した。その結果，いずれの共結晶リガンドも X線結晶構造解析

での位置を RMSD 2Å以内で再現したので，このポーズ決定プロセスは妥当であると判

断した (Figure 15)。 

 

 

 

Figure 15 ポーズ決定プロセスの妥当性検証 

X線共結晶リガンドは SR12813 (a)，Hyperforin (b) 及び PNU-142721 (c)であり，緑色が X線結晶構造解析

で決定された位置，灰色がポーズ決定プロセスによって決定されたポーズである。黄色点線は水素結合。 

 

  PXR CoMFAモデル：タンパク質構造に基づいた分子アライメントがポーズ決定プロ

セス (Figure 11) にしたがって生成された。得られたアライメントは Figure 16 (a) に示

した。この分子アライメントを用いて，CoMFAモデルを作成した。得られたモデルの
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統計結果を Table 5，予測 pEC50値を Table 6，この予測値を実験値に対してプロットし

た図を Figure 17に示した。これらの結果より，作成した CoMFAモデルでの予測値は実

験値と良く一致していた。CoMFA等高線と分子アライメントの様子を Figure 16 (b) – (e)，

CoMFA等高線とリガンド結合空間周辺のタンパク質 (PDBコード1ILG, 3.60 nsec) 表面

の様子をキャビティーとして Figure 16 (f)，(g) に示した。なお，第 1章でも述べたが，

CoMFA等高線は等高線の色によって，リガンドが阻害活性へ果たす役割が以下のよう

に決まっている。緑色はリガンドに立体的に嵩高い置換基がある場合に活性が高くなる

領域，黄色はリガンドに立体的に嵩高い置換基がある場合に活性が低くなる領域，赤色

はリガンドに負の電荷をもつ置換基がある場合または水素原子受容基がある場合に活

性が高くなる領域，青色はリガンドに正の電荷をもつ置換基がある場合または水素原子

供与基がある場合に活性が高くなる領域である。本研究で得られた CoMFAモデルの等

高線図では，緑色の等高線がキャビティーの内側にあり，黄色の等高線がキャビティー

の外側に存在した [Figure 16 (f)]。また，赤色の等高線は正に帯電しているアミノ酸の

近くに見られ，青色の等高線は負に帯電しているアミノ酸の近くに見られた [Figure 16 

(g)]。したがって，PXRのリガンド結合空間における環境が CoMFA等高線によく反映

されていると考えられた。 
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Figure 16 分子アライメントと CoMFA等高線 

(a) 分子アライメント，(b) CoMFA等高線立体場，(c) 分子アライメントと CoMFA等高線立体場，(d) CoMFA

等高線静電場，(e) 分子アライメントと CoMFA等高線静電場，(f) CoMFA等高線立体場とリガンド周辺ア

ミノ酸脂溶性キャビティー，(g) CoMFA等高線静電場とリガンド周辺アミノ静電キャビティー 
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Table 5 PXR CoMFAモデルの統計結果 

 

 

Table 6 実験的 pEC50値と CoMFAによる pEC50予測値 
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Figure 17 実験的 pEC50値と CoMFAモデルによる予測値 

 

 

  ドッキングポーズの観察とリガンド‐タンパク質相互作用：この研究で用いたリガン

ドと PXRタンパク質のアミノ酸との相互作用について，いくつかのリガンドを取り上

げる。この研究では構造が多様な化合物を用いたので，ドッキングポーズを観察した所，

その相互作用様式も多様であった (Figure 18)。先行研究では，PXRのリガンドとの疎

水性相互作用には Phe288，Trp299及び Tyr306重要な役割を果たし，水素結合には Ser247，

Gln285，His407及び Arg410が重要な役割を果たすことが示唆されていた。148, 149
 この

研究によって，様々なリガンドで疎水性相互作用に関しては，Phe288，Trp299及びTyr306

だけではなく，Leu209, Val211, Met243, Met246, Leu308, Met323, Leu324, His327, His407, 

Leu411及び Phe420など多くのアミノ酸がリガンドと相互作用することが示唆された 
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(Table 7)。また，水素結合に関しても，Ser247，Gln285，His407及び Arg410に加えて，

Ser208が重要な役割を果たしている可能性が示唆された (Table 7)。 

 

 

Figure 18 PXRリガンドとアミノ酸の相互作用の様子 

リガンドは Lacidipine (a)，Amlodipine (b)，Haloperidol (c) 及び Rosiglitazone (d) である。 

 

Table 7 PXRリガンドと相互作用するアミノ酸 
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2. 4 考察 

 

 

  PXR代表タンパク質構造の多様性：PXR LBDの X線構造を比較した所，X線結晶

化プロセスでのひずみまたはリガンドのインデュースフィットによる，アミノ酸のずれ

を認めた (Figure 9)。そこで，水中での PXR LBDの活性コンフォメーションを得るた

め，MDシミュレーションを実施した。MDシミュレーションから得られた PXRの代

表構造は多様性に富んでいることが，リガンド結合部位の表面表示から明らかであり

(Figure 14)，さらにそのキャビティー表面を観察すると一目瞭然であった (Figure 19)。

このことは，タンパク質の柔軟性がこの研究では十分に考慮されており，たとえリガン

ドの化学構造が多様であったとしても，正確なドッキングポーズを生成できる可能性が

高いことを示唆していた。56
 

  3D-QSAR (SB CoMFA) モデルの予測性能：Table 5に示したように，本研究にて構築

された CoMFAモデルの統計結果は良好であった。予測 pEC50値を実験値に対してプロ

ットすると，これら二つの間に強い相関性が見られた (Figure 17)。さらに，PXRリガ

ンド結合空間の環境が CoMFA等高線によく反映されていると考えられた [Figure 16 (f)，

(g)]。これらをまとめると，本研究で得られた 3D-QSARモデルは，多様な構造を持つ

化合物の酵素誘導活性を予測することができ，このモデルを用いることによって，創薬

の初期段階で新規な候補化合物の，PXR活性化による酵素誘導の評価を行うことがで

きると考えられた。 
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Figure 19 MDシミュレーション代表 PXR構造の基質結合部位キャビティー 

(a) 及び (b) の初期構造：PDB code 1ILG (緑色)，(c–e) の初期構造：PDB code 1ILH (水色)，(f) 及び (g) の

初期構造：PDB code 1M13 (オレンジ)，(h) 及び (i) の初期構造：PDB code 3R8D (紫色). MDシミュレーシ

ョン経過時間は 3.60 (a), 4.40 (b), 3.56 (c), 4.16 (d), 4.50 (e), 3.88 (f), 4.32 (g), 3.52 (h)及び 3.92 ns (i)である。 
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  同属化合物のドッキングポーズ解析：本研究にて作成された 3D-QSARモデルを用い

て，二次元化学構造が似ているにも関わらず，酵素誘導活性の異なる化合物について，

それらのドッキングポーズを比較した。この結果から，酵素誘導活性の差の原因につい

て考察を行うことにした。以下に示す，二つのデータセットについて，ドッキングポー

ズとCoMFA等高線またはMOLCADプログラム [SYBYL8.1 (Tripos
 
Inc.)] によって作成

したリガンド結合空間周辺のタンパク質表面とを合わせて観察した。 

(1) ステロイド系化合物：一つ目のデータセットとして，Dexamethasone，Pregnenolone

及び Mifepristone から成るステロイド系化合物を用いた。これらの化合物は本研究の

CoMFA トレーニングデータセットに含まれており，決定ポーズはポーズ決定プロセス 

(Figure 11) にしたがって生成した [Figure 20 (a) – (i)]。これら化合物の酵素誘導活性

pEC50 実験値の順番は次の通りである。Dexamethasone (pEC50: 3.70) < Pregnenolone 

(pEC50: 4.00) < Mifepristone (pEC50: 5.51)。この時，本研究で作成された CoMFAモデルに

よる，これら化合物の予測 pEC50値は，Dexamethasone (pEC50: 3.99) < Pregnenolone (pEC50: 

4.23) < Mifepristone (pEC50: 5.39) であった (Table 6)。 これら化合物の決定ポーズを観察

すると，二つの主要なリガンド-タンパク質相互作用部位が存在することが分かった。

第一の部位は，Leu209，Leu240及びMet243の疎水性アミノ酸残基から成っていた。こ

れらのアミノ酸は Dexamethasone ではリガンド-タンパク質相互作用に用いられていな

かったが，Pregnenolone及びMifepristoneでは用いられていた [Figure 20 (g) – (i)]。この

部位の相互作用は，CoMFA 等高線図における大きな緑色の等高線 (リガンドに立体的

に嵩高い置換基がある場合に活性が高くなる領域) に反映されているものと考えられ

た [Figure 20 (d) – (f)]。第二の部位は，Phe288，Trp299，Leu308，Met323，Leu324及び

His327 の疎水性アミノ酸残基から成っていた。これらアミノ酸は Dexamethasone 及び
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Pregnenoloneではリガンド-タンパク質相互作用に用いられていなかったが，Mifepristone

では用いられていた [Figure 20 (g) – (i)]。この部位の相互作用は，CoMFA等高線図にお

ける小さな緑色の等高線に反映されているものと考えられた [Figure 20 (d) – (f)]。これ

らの結果から，本研究で用いた三つのステロイド系化合物の酵素誘導活性の差異は，こ

の二つの疎水性相互作用の有無によるものであるという可能性が示唆された。 

 

 

Figure 20 ステロイド系化合物の決定ポーズ 

リガンドは，(a)，(d)，(g) Dexamethasone，(b)，(e)，(h) Pregnenolone，(c)，(f)，(i) Mifepristoneである。 
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(2) Tropane 同属化合物：二つ目のデータセットとして，Schering-Plough社により開

発された，ノシセプチンフルアゴニストを目指した，四つの二次元化学構造の似た

Tropane同属化合物を用いた。156
 これら化合物は本研究の CoMFAモデルのデータセッ

トには含まれていない。また pEC50値のデータは得られていないが，Rifampicin 1 µM に

よる PXR活性化に対する相対的な PXR活性値が得られている。化合物 24番 [8 – 

benzhydryl – 3 – phenyl – 8 – azabicyclo [3. 2. 1] octane – 3 – carboxamide] はノシセプチン

受容体に対する親和性を持つヒット化合物であるが，PXR活性化による酵素誘導活性

も同時に持っていた。そこで開発者らは，ノシセプチン受容体親和性を保ちながら，PXR

活性の弱い，新規な Tropane同属化合物として，化合物 33番 [8 – benzhydryl – 3 – (4 – 

chlorophenyl) – 8 – azabicyclo [3. 2. 1] octane – 3 – carboxamide]，化合物 34番 [8 – 

benzhydryl – 3 – (4 – bromophenyl) – 8 – azabicyclo [3. 2. 1] octane – 3 – carboxamide] 及び

化合物 35番 [8 – benzhydryl – 3 – (4 – methoxyphenyl) – 8 – azabicyclo [3. 2. 1] octane – 3 – 

carboxamide] を，化合物 24番のフェニル基への化学官能基の導入によって開発した。

本研究では，これら化合物のポーズをポーズ決定プロセス (Figure 11) にしたがって生

成した [Figure 21 (a) – (l)]。これら化合物の CoMFAモデルによる予測 pEC50値は，pEC50

値の実験データがないので，値それ自体の検証はできない。しかしながら，予測 pEC50

値は実測されたこれら化合物の PXR活性の順番を反映したものであった (Figure 21)。 
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Figure 21 Tropan化合物の決定ポーズ 

リガンドは，(a)，(e)，(i) 化合物 24番，(b)，(f)，(j) 化合物 33番，(c)，(g)，(k) 化合物 34番，(d)，(h)，

(l) 化合物 35番である。 
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まず，化合物 24番の決定ポーズでは，化合物のフェニル基とMet323及び His327と

の特異的な疎水性相互作用が見られた [Figure 21 (i)]。この相互作用は CoMFA等高線に

おける小さな緑色の等高線に反映されているものと考えられた [Figure 21 (e)]。一方で，

化合物 33，34及び 35番のドッキングポーズの配向は化合物 24番と大きく異なり，化

合物 33，34及び 35番はこの疎水性相互作用を持たず，大きな黄色の等高線 (リガンド

に立体的に嵩高い置換基がある場合に活性が低くなる領域) との重なりを持っていた 

[Figure 21 (f) – (h), (j) – (l)]。この結果から，Tropane 同属化合物で PXR活性化の程度が

異なっていたのは，化合物 24番のフェニル基への新たな化学官能基の導入によってド

ッキングポーズ配向の変化が引き起こされ，リガンド-タンパク質相互作用に変化を起

こした，という可能性が示唆された。さらに，この結果は，本研究にて作成された CoMFA

モデルが，外部の様々なデータセットの予測に対しても信頼が置けるということも示唆

した。 

 

  結論として，本章の研究によって，MDシミュレーションに基づく複数タンパク質構

造サンプリング手法と，ドッキングポーズのMM-GB/SAスコアによる再スコア化によ

って，統計結果に優れた，酵素誘導活性を予測するための CoMFAモデルを構築するこ

とができた。また，ドッキング結果から，リガンド-タンパク質相互作用にとって重要

と考えられる多くのアミノ酸が示唆された。さらに，決定ポーズと CoMFA等高線図と

の観察から，二次元化学構造が良く似ている同属化合物の酵素誘導活性の差異を説明す

ることができた。最後に，本研究で得られた 3D-QSARモデルは多様な構造を持つ化合

物の酵素誘導活性を予測することができ，このモデルを用いることによって，創薬の初

期段階で新規な候補化合物の PXR活性化による酵素誘導の評価を行うことができると
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考えられた。したがって，この手法は酵素誘導に起因する特別な薬物動態の予測を可能

とした，効率的な新薬開発プロセスに貢献するものと考えられる。 
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第 3章 薬物のCYP2D6の遺伝子多型阻害に関する in 

silico研究 
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3. 1 緒論 

 

 

  今日，製薬企業にとって機能的な変化を引き起こす遺伝子多型を理解することは，個

人毎の DDIsへの対応が可能となるであろうオーダーメード医療を見据えると，ますま

す重要になってきている。したがって，遺伝子多型を考慮した薬剤開発が必要になって

くることは間違いない。本章では，薬物代謝に関して CYP3A4に次いで二番目に重要

な役割を果たしている CYP2D6の遺伝子多型に焦点を当てた。 

  CYP酵素は薬物の約 90%の代謝に関与しており，それぞれのタンパク質アイソフォ

ームの代謝寄与率 (全 CYP寄与に対する%) は，CYP1A2，CYP2A6，CYP2C9，CYP2C19，

CYP2E1，CYP2D6及び CYP3A4においてそれぞれ 4%，2%，10%，2%，2%，30%及び

50%である。19
 肝臓の CYP2D6は肝 CYPタンパク質の全量に対してたった 1–2%しか

存在していないにも関わらず，多くの薬物でその代謝に大きな寄与を果たしている。157
 

CYP2D6はその基質に対して高い親和性を持っている一方で，小さな受け入れ体積しか

持っていないと考えられており，比較的低い濃度であっても代謝の飽和を迎える。その

ため，CYP2D6は多くの薬物によって競争的な阻害を受けやすく，結果として臨床での

重篤な DDIsを引き起こす。158
 DDIsを正しく見積もるためには，総ての関連する代謝

酵素の能力を把握することが重要である。これらを考慮に入れなかった場合，ある薬物

の臨床試験では極端に低い血中濃度のために有効性が得られない，または極端に高い血

中濃度のために毒性が発現してしまうことなどが考えられる。ここで，CYP2D6遺伝子

多型のフェノタイプを分類すると，Ultrarapid Metabolizers (UM)，Extensive Metabolizers 
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(EM)，Intermediate Metabolizers (IM) 及び Poor Metabolizers (PM) の四つのグループに分

類される。UMのフェノタイプは CYP2D6遺伝子の複数コピーが原因であり，PMのフ

ェノタイプは二つとも機能を失ったヌルアリルの存在が原因である。また，EMは一つ

または二つの正常なアリルが存在している。一方で，IMのフェノタイプは大抵一つの

ヌルアリルともう一つの機能が減弱したアリルが原因である。158
 例えば PMのように

完全に機能を失った酵素での代謝及びその阻害の場合には，酵素の能力を単にゼロと考

えれば良い。しかし，IMのように部分的に機能を失った酵素の代謝及びその阻害の場

合には，その酵素活性能力の程度を正確に見積もらなければ，DDIsを正しく評価する

ことはできない。IMの遺伝子多型は人種によって大きく異なることが知られており，

主要な二つの遺伝子多型 CYP2D6.10及び CYP2D6.17がある。CYP2D6.10は日本人，中

国人及び韓国人などのアジア人に見られる二つのアミノ酸変異 (P34S/S486T) を持つ

多型である。158, 159
 しかしながら，CYP2D6.10は高温で不安定であることが知られてい

るため，単純に CYP2D6.1 (野生体型) と CYP2D6.10を構造とフェノタイプで比較する

ことはできない。160
 一方で，CYP2D6.17は正常に発現しており，構造モデル解析の研

究対象となり得るものと考えた。CYP2D6.17はアフリカ人に分布しており，三つのア

ミノ酸変異 (T107I/R296C/S486T) を持つ多型である。158, 159
 CYP2D6.17のそれぞれのア

フリカの国々での正確な分布は次の通り (各国における CYP2D6.17をもつ国民の割合

を示す)，ジンバブエで 34%
161，エチオピアで 9%

162，タンザニアで 18%
163，ガボンで

24%
164

 及びガーナで 28%
165

 である。また，CYP2D6.17の基質特異性は CYP2D6.1とは

異なることが良く知られており，多くの場合，CYP2D6.17の代謝能力は CYP2D6.1に劣

ることが示されている。166, 167, 168, 169
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  最近では，新薬の開発はしばしば世界中で行われており，臨床試験は様々な地域で実

施されている。得られた臨床データは，そのデータが得られた国への申請資料としてだ

けでなく，それ以外の国への申請資料として用いることができる。このデータの外挿性

についてのガイドラインは ICHから発表されており，ICH-E5ガイドラインとして知ら

れている。37
 ICH-E5ガイドラインは基本的に三つのステップを踏むことで，国外デー

タの受け入れ可能性の判断を行うことを提案している。第一ステップとして，治療薬の

臨床データパッケージの完全性を評価し，もし臨床データパッケージが完全であれば，

次に第二ステップとして，人種に関する因子への治療薬の感受性を評価する。そして第

三ステップとして，治療薬の人種に関する因子への感受性が治療薬の安全性，有効性及

び用量反応性に与える影響の確率に基づいた橋渡し試験の必要性を判断する。37, 170, 171, 

172, 173, 174, 175, 176
 したがって，医薬品の代謝が人種の影響を受けやすいかどうかを見積

もることは，国外の臨床データが受け入れられるものかどうかを判断するのに重要であ

る。 

  ここでは，薬物動態予測のための CYP2D6.1及び CYP2D6.17に対する阻害作用の計

算を通して，人種の薬物阻害への影響についての研究を行った。ある研究では，CYP2D6

阻害剤 [(S)-Fluoxetine，(S)-Norfluoxetine，Imipramine，Cocain，Quinidine及び Thioridazine] 

の CYP2D6.1及び CYP2D6.17の阻害定数 (Ki 値) が，スーパーソーム発現系を用いて

報告されている。177
 この研究では，これら阻害剤の阻害活性は，CYP2D6.1阻害の方が

CYP2D6.17阻害よりも大きかった。しかしながら，阻害の程度には差があり，これら

阻害剤は二つのグループに分けることができた。一つのグループは，(S)-Fluoxetine及び 

(S)-Norfluoxetineを含む，CYP2D6.1阻害と CYP2D6.17阻害とで，あまり大きな差が見

られなかったものである。もう一つのグループは，Imipramine，Cocaine，Quinidine及



 88 

び Thioridazineを含む，CYP2D6.1阻害と CYP2D6.17阻害とで，大きな差が見られたも

のである。このような CYP阻害の変異体間の差については，CYP3A4自然変異体に関

する別の研究で，タンパク質発現量が野生体型と比べて変わらない場合，こういった差

の原因はリガンドの酵素中での結合ポーズの違いによるのではないか，と示唆されてい

る。178
 ここで，変異アミノ酸による CYP2D6タンパク質構造の違いに着目すると，あ

る研究では in vitro代謝実験及び変異導入実験の結果から，T107I及び R296Cは阻害に

差をもたらすのに大きな役割を果たしているが，一方で S486Tは影響を与えていない

と報告している。179
 この報告の中で，著者らは S486Tの位置はリガンド結合部位から

遠いのに対し，T107I及び R296Cの位置はリガンド結合部位に近いためである，と結論

づけていた。これらアミノ酸変異箇所以外では，CYP2D6の基質認識にいくつかのアミ

ノ酸が重要であると考えられており，ドッキング研究及び変異導入実験の結果から，

Phe120及び Phe483がリガンドの π-π相互作用などの疎水性相互作用に重要であり，

Glu216，Asp301及び Ser304がリガンドの水素結合に重要であると主張されている。180, 

181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188
 しかしながら，これらの研究ではドッキング方法に CYP2D6.1

のアポ構造 (PDBコード 2F9Q) を用いていた。189
 最近，CYP2D6の Prinomastatとの共

結晶 (PDBコード 3QM4) が解かれ，リガンドによって CYP2D6は大きなコンフォメー

ション変化を起こすことが明らかとなり，また新たに F’へリックスの存在が明らかと

なっている。190
 

  この研究の目的は，化合物の薬物動態予測のために CYP2D6薬物阻害の人種差を

CYP2D6.1と CYP2D6.17との 3次元構造の差異とともに見積もることである。この研究

では，ドッキング用タンパク質構造としてCYP2D6の Prinomastatとの共結晶 (PDB code 

3QM4) を用いることとし，CYP2D6.1及び CYP2D6.17の水中での活性コンフォメーシ
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ョンを得るために，MDシミュレーションのトラジェクトリからいくつかの構造をサン

プリングした。このMDシミュレーションに基づく複数タンパク質構造サンプリング手

法により，本研究のドッキングではタンパク質の柔軟性が考慮できるものと考えた。ま

ず，六つの薬物をMDシミュレーションのトラジェクトリからサンプリングした複数の

CYP2D6.1構造にドッキングし，結合自由エネルギーを表すMM-GB/SAスコアの計算

を行った。次に，薬物の CYP2D6.1阻害を予測するために，MM-GB/SAスコアに基づ

く回帰分析を行った。さらに，CYP2D6.1と同様の方法で CYP2D6.17阻害の解析を行っ

た。 
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3. 2 材料と方法 

 

 

  CYP2D6.1構造の準備：PDBコード 3QM4の X線 (Prinomastat共) 結晶構造を用い，

まず結晶水を取り除いた。次に，アミノ酸配列の内，末端部分の欠損を考慮して，34

番目から 497番目までのアミノ酸を用い，34番目から 497番目までのアミノ酸で欠損

のあるものは Primeプログラム [Schrödinger Suite 2010 (Schrödinger Inc)] を用いて補っ

た。最終的にこの構造は OPLS2005力場にてエネルギー極小化を行った。 

  CYP2D6.1へのコンピュータドッキング：ドッキングには Glide SPドッキングプログ

ラム [Schrödinger Suite 2010 (Schrödinger Inc)] を用いた。ドッキングパラメータは，タ

ンパク質 vdW半径スケールを 1.0，リガンド vdW半径スケールを 0.8，グリッドサイズ

はリガンド周辺 4 Åのアミノ酸に重心を置いた 10 Å
3とした。 

  CYP2D6.17構造の準備：PDB code 3QM4の X線 (Prinomastat共) 結晶構造にアミノ

酸変異 (T107I/R296C/S486T) をMaestro fragment tool [Schrödinger Suite 2010 

(Schrödinger Inc)] を用いて導入した。また，CYP2D6.1構造の準備にしたがい，アミノ

酸配列の内，末端部分の欠損を考慮して，34番目から 497番目までのアミノ酸を用い，

34番目から 497番目までのアミノ酸で欠損のあるものは Primeプログラム [Schrödinger 

Suite 2010 (Schrödinger Inc)] を用いて補った。最終的にこの構造は OPLS2005力場にて

エネルギー極小化を行った。 

  CYP2D6.17へのコンピュータドッキング：ドッキングには Glide SPドッキングプロ

グラム [Schrödinger Suite 2010 (Schrödinger Inc)] を用いた。ドッキングパラメータは，
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タンパク質 vdW半径スケールを 1.0，リガンド vdW半径スケールを 0.75，グリッドサ

イズはリガンド周辺 4 Åのアミノ酸に重心を置いた 10 Å
3とした。 

  分子動力学シミュレーション：水中での活性コンフォメーションを得るため，準備し

た Prinomastat結合 CYP2D6.1複合体及び Prinomastat結合 CYP2D6.17複合体を用いて，

MDシミュレーションを実施した。計算はOPLS2005力場を用いた露な溶媒下で実施し，

Desmondプログラム [Schrödinger Suite 2010 (Schrödinger Inc)] の初期パラメータを用い

て実施した。水分子モデルは TIP3Pモデルとし，系は Na+で中和した。周期境界条件及

び非結合相互作用のカットオフ値 9.0 Åを，許容誤差 10
-8の Particle Mesh Ewald法を用

いた静電相互作用の下で用いた。MDシミュレーションの実施前に Desmondの初期緩

和プロトコルを用い，それに引き続き，5 nsecのシミュレーションを NPT条件の下で

Nosé-Hoover thermostat及びMartyna-Tobias-Klein barostatを用いて実施した (T = 310.5 K, 

thermostat relaxation time = 1.0 psec; P = 1 atm; barostat relaxation time = 2.0 psec)。原子座標

トラジェクトリデータは 20 psec毎に記録した。リガンド結合空間 (リガンドである

Prinomastatの周囲 4 Å) のアミノ酸のコンフォメーションの 4から 5 nsecのトラジェク

トリを，Maestro clustering module [Schrödinger Suite 2010 (Schrödinger Inc)] にて得られた

距離マトリクスを用いてクラスタリングした。次に，距離マトリクスでそれぞれのクラ

スターサイズを視覚的に判断し，クラスター領域内の平均 RMS値に最も近いものを，

それぞれのクラスターの代表構造として選んだ。最後に，これら代表構造を Desmond

プログラムで極小化し，Prinomastat，Na+及び水分子を除いた後に，コンピュータドッ

キングに用いた。 

  リガンドデータセット：用いたリガンドの化学構造は Figure 22に示し，それらの阻

害活性を Table 8に示した。これら化合物は全体的に構造的多様性に富んでおり，これ
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ら化合物の構造及びCYP2CD6.1とCYP2D6.17に対する阻害活性は一つの文献から取得

した。177 

 

 

 

 

Figure 22 研究に用いた CYP2D6阻害剤 
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Table 8 CYP2D6.1及び CYP2D6.17に対する各阻害剤の実験的 pKi値. 

 

  リガンドの準備：リガンドの二次元化学構造を Ligprepプログラム [Schrödinger Suite 

2010 (Schrödinger Inc)] を用いて三次元化学構造に変換した。Ligprepプログラムでは最

終的に三次元化学構造を OPLS2005力場によってエネルギー極小化した。化合物のイオ

ン化状態は ADMET Predictor (Simulations Plus Inc) を用いて決定し，化合物のコンフォ

メーション探索は ConfGenプログラム [Schrödinger Suite 2010 (Schrödinger Inc)] を用い

て実施した。 

  MM-GB/SAスコアによるポーズ決定：ポーズ決定プロセスは Figure 23に示した。第

1，2章で述べたのと同様に，通常一つのリガンドに対してドッキング計算でいくつか

のポーズが得られ，そのポーズ数が十分であった場合，それらのポーズの中に正しいポ

ーズが含まれていると考えることができる。それぞれの阻害剤のドッキングの結果から

真のポーズを同定するため，リガンド−タンパク質複合体の結合自由エネルギーの一点

計算を表すMM-GB/SAスコアを利用すべく，Prime/MM-GB/SAプログラム [Schrödinger 

Suite 2010 (Schrödinger Inc)] を用いて計算を行った。ここでは，それぞれのリガンドで，

ドッキングポーズの Glideスコア上位 30%についてMM-GB/SAスコアの計算を実施し
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た。155
 ドッキングポーズは Primeプログラムを用いてリガンド周辺 101個のアミノ酸

のエネルギー極小化を行い，OPLS2005力場及び GBSA continuum solventモデルを用い

て複合体のエネルギー計算を行った。結合自由エネルギー (∆Gbind) は次の式を用いて

推定した。 

∆Gbind = ∆EMM + ∆Gsolv + ∆GSA 

∆EMMはOPLS2005力場を用いて計算された，リガンド-タンパク質複合体エネルギーと，

リガンドとリガンドなしのタンパク質のエネルギー合計の差である。∆Gsolvはリガンド-

タンパク質複合体の GBSA溶媒和エネルギーと，リガンドとリガンドなしのタンパク

質の溶媒和エネルギー合計の差である。∆GSAはリガンド-タンパク質複合体の表面積エ

ネルギーと，リガンドとリガンドなしのタンパク質の合計表面積エネルギーの差である。

なお，エントロピー補正は行わなかった。誘電率は 1.0とし，最も低いエネルギーのポ

ーズを決定ポーズとした。 

  ポーズ決定プロセスの検証：決定ポーズの妥当性を検証するため，ポーズ決定プロセ

ス (Figure 23) にしたがって決定した Prinomastat (PDBコード 3QM4の共結晶リガンド) 

の決定ポーズの位置と，CYP2D6.1複合体の X線結晶構造 (PDBコード 3QM4) 解析か

ら得られている Prinomastat の位置を比較した。190
 さらに，CYP2D6.17には X線結晶

構造が得られていないので，参照化合物の CYP2D6.1及び CYP2D6.17における決定ポ

ーズを比較した。この参照化合物には Debrisoquineを用いた。Debrisoquineは CYP2D6.1

と CYP2D6.17における代謝速度論パラメータに大きな差異がなく，それぞれの代謝サ

イトも同一であることが知られている。177
 それゆえ，もし Debrisoquineの CYP2D6.1

と CYP2D6.17における決定ポーズに差異がなければ，CYP2D6.17での決定ポーズは，

CYP2D6.1における決定ポーズの妥当性と同等であると言える。 
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  MM-GB/SAスコアを用いた薬物のCYP2D6.1及びCYP2D6.17阻害予測のための回帰

分析：本研究で扱えるリガンドの数は六つであり，CoMFAを行える程充分な数ではな

い。そこで，薬物の CYP2D6.1及び CYP2D6.17阻害予測のため，阻害活性に対するそ

れぞれのリガンドのMM-GB/SAスコアの回帰分析 (Microsoft
®
 Excel

®
 for Mac 2011) を

行った。 

  MDシミュレーションのトラジェクトリからサンプリングした代表構造の解析：薬物

の CYP2D6.1と CYP2D6.17との阻害活性の差異について調べるため，MDシミュレー

ションのトラジェクトリからサンプリングした CYP2D6.1及び CYP2D6.17の代表構造

のリガンド結合部位周辺について，タンパク質脂溶性表面をMOLCADプログラム 

(SYBYL8.1) にて作成し，表示した。 
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3. 3 結果 

 

 

  CYP2D6.1での決定ポーズの妥当性検証：CYP2D6.1のドッキング研究での，ポーズ

決定プロセスの妥当性を検証するため，ポーズ決定プロセス (Figure 23) にしたがって

決定された Prinomastat (PDBコード 3Q4Mの共結晶) のポーズ位置と，X線結晶構造 

(PDBコード 3Q4M) 解析によって決定されている Prinomastatの位置を比較した [Figure 

24 (a)]。 

 

Figure 23 ポーズ決定プロセス 
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その結果，決定ポーズの位置は X線結晶構造中の位置とほぼ同様であり [リガンド重原

子の RMSD: 1.23 Å]，リガンドとアミノ酸の相互作用部位はお互いにほぼ同様であった 

[Figure 24 (b)]。 

  CYP2D6.1に対する阻害活性計算：CYP2D6.1のMDシミュレーションの初期構造重

原子に対する RMSDに関するトラジェクトリを見ると，構造の変動が 4から 5 nsecで

平衡に達している様子が観察された [Figure 25 (a)]。そこで，4から 5 nsecでのリガン

ド結合部位のアミノ酸コンフォメーションに関するトラジェクトリを，Maestro 

clustering of conformers module [Schrödinger Suite 2010 (Schrödinger Inc)] にてクラスター

解析した。クラスタリングにより得られた距離マトリクスを Figure 26 (a) に示した。距

離マトリクスを視覚的に判断して，構造スナップショットを二つのクラスターに分けた。

それぞれのクラスターから選ばれた代表構造のMDシミュレーション経過時間は，4.24

及び 4.84 nsecであった。検証されたポーズ決定プロセス (Figure 23) にしたがって，六

つの阻害剤をMDシミュレーションのトラジェクトリからサンプリングされた

CYP2D6.1代表構造へドッキングし，MM-GB/SAスコアを計算した [Table 9 (a)]。

MM-GB/SAスコアが薬物の CYP2D6.1阻害活性評価に妥当かどうかを調べるため， 

MM-GB/SAスコアに対する実験的 pKi [= −log(Ki)] 値をプロットした [Figure 27 (a)]。

ここで，MM-GB/SAスコアに対する阻害活性の回帰式を作成した。得られた回帰式は

次の通り [Table 9 (a)]。 
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Predicted pKi in CYP2D6.1  

= −0.11 × MM-GB/SA score (kcal/mol) + 1.07   (n=6, r
2
 = 0.81)   

 

CYP2D6.17での決定ポーズの妥当性検証：CYP2D6.17のドッキング研究において，ポ

ーズ決定プロセスの妥当性を検証するため，ポーズ決定プロセス (Figure 23) にしたが

って決定された Debrisoquineの，CYP2D6.1と CYP2D6.17での決定ポーズの位置の違い

を比較した [Figure 24 (c)]。既に述べたように，Debrisoquineの代謝速度論的パラメータ

は CYP2D6.1と CYP2D6.17で大きな差はなく，代謝サイトは互いに一致している。177
 結

果として，Debrisoquineの CYP2D6.17での決定ポーズは，CYP2D6.1での決定ポーズと

ほぼ同様であり (リガンド重原子の RMSD: 1.88 Å)，リガンドとアミノ酸の相互作用部

位もほぼ同様であった。また，Debrisoquineの代謝サイトはヘム鉄に対する距離が

CYP2D6.1 (6.57 Å) 及び CYP2D6.17 (7.07 Å) と，いずれにおいても代謝反応が十分に起

こりうる近さであった [Figure 24 (d)]。 

  CYP2D6.17に対する阻害活性計算：薬物の CYP2D6.1に対する阻害活性計算にした

がい，同じ六つの薬物の CYP2D6.17に対する阻害活性計算を行った。まず，MDシミ

ュレーションで平衡に達した 4から 5 nsecの CYP2D6.17リガンド結合部位のアミノ酸

コンフォメーションのトラジェクトリを，三つのクラスターに分けた [Figure 25 (b)，

Figure 26 (b)]。それぞれのクラスターから選ばれた代表構造のMDシミュレーション経

過時間は，4.50，4.72及び 4.88 nsecであった。ポーズ決定プロセス (Figure 23) にした

がって，六つの阻害剤をMDシミュレーションのトラジェクトリからサンプリングされ

た CYP2D6.17の代表構造へドッキングし，MM-GB/SAスコアを計算した [Table 9 (b)]。
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MM-GB/SAスコアが薬物の CYP2D6.17阻害活性評価に妥当かどうかを調べるため， 

MM-GB/SAスコアに対する実験的 pKi値をプロットした [Figure 27(b)]。ここで，

MM-GB/SAスコアに対する阻害活性の回帰式を作成した。得られた回帰式は次の通り 

[Table 9 (b)]。 

 

Predicted pKi in CYP2D6.17  

= −0.09 × MM-GB/SA score (kcal/mol) + 0.81   (n=6, r
2
 = 0.92) 
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Figure 24 ポーズ決定プロセスの妥当性検証 

(a) Prinomastat (co-crystal of PDB code 3QM4)，(b) Prinomastatの X線結晶構造解析 (3QM4) によって決定さ

れた位置 (緑色)とポーズ決定プロセスにしたがって得られた決定ポーズ (オレンジ)，(c) Debrisoquine，(d) 

ポーズ決定プロセスにしたがって得られた Debrisoquineの CYP2D6.1での決定ポーズ (ピンク)と

CYP2D6.17での決定ポーズ (黄色) が示されている。なお，Debrisoquineの薬物動態速度論パラメータは次

の通り。CYP2D6.1; Km: 73.7 ± 7.0 (μM)，Vmax: 1.32 ± 0.04 (pmol/min/pmol P450)，CLint (= Vmax/Km): 0.0179，

CYP2D6.17; Km: 108 ± 8 (μM) (1.47)，Vmax: 1.24 ± 0.03 (pmol/min/pmol P450) (0.94)，CLint: 0.0115, (0.64)，(): 

ratio of CYP2D6.17/CYP2D6.1.177 
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Figure 25 MDシミュレーションでの初期構造からの重原子のずれ 

(a) CYP2D6.1，(b) CYP2D6.17 

 

 

 

Figure 26距離マトリクス 

(a) CYP2D6.1，(b) CYP2D6.17 

点線は各クラスター，○はクラスター中の代表構造を示している。 
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Table 9 MM-GB/SAスコアと回帰式 

 

 

 

 

Figure 27 MM-GB/SAスコアと実験的 pKi値 

(a) CYP2D6.1，(b) CYP2D6.17 
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  代表阻害剤のドッキングポーズ：CYP2D6.1と CYP2D6.17での薬物による阻害活性

の違いについて調べるため，二つの代表化合物のドッキングポーズを調べた。

(S)-Fluoxetineはこの研究で用いられた化合物の中で，CYP2D6.1と CYP2D6.17に対す

る阻害活性の差が最も少ない化合物であり，これを一つ目の代表化合物とした。次に，

Cocaineはこの研究で用いられた化合物の中で，CYP2D6.1と CYP2D6.17に対する阻害

活性の差が最も大きい化合物であり，これを二つ目の代表化合物とした。その他の化合

物 [(S)-Norfluoxetine，Imipramine，Quinidine及び Thioridazine] も含めた全決定ポーズは

Figure 28に示した。 

 

  Fluoxetine：CYP2D6.1及び CYP2D6.17に対する Fluoxetineのドッキングポーズの配

向はお互いに良く似ていた [Figure 28 (a)]。CYP2D6.1と CYP2D6.17の両方に対して，

水素結合は Fluoxetineのアミン基 (Figure 28a1) と Asp301/Ser304との間で形成された。

また，CYP2D6.1ではトリフルオロメチルフェニル基 (Figure 28a2) と Gln244の間でも

水素結合が形成された。CYP2D6.1と CYP2D6.17の両方に対して，疎水性相互作用は

Fluoxetineの二つのフェニル基 (Figure 28a2, a3) において観察された。CYP2D6.1と

CYP2D6.17の両方に対して，一つのフェニル基 (Figure 28a2) はリガンド結合空間の天

井部分に隣接しており，もう一つのフェニル基 (Figure 28a3) はヘムに隣接していた。 

 

  Cocaine：CYP2D6.1に対する Cocaineのドッキングポーズの配向は，CYP2D6.17に対

するドッキングポーズの配向と大きく異なっていた [Figure 28 (b)]。CYP2D6.1では，水

素結合はアザビシクロオクタン基 (Figure 28b1) と Ser304の間に形成され，疎水性相互

作用はアザビシクロオクタン基 (Figure 28b1) 及びフェニル基 (Figure 28b2) で観察さ
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れた。アザビシクロオクタン基 (Figure 28b1) とフェニル基 (Figure 28b2) の位置は，そ

れぞれリガンド結合空間の天井部分とヘムに隣接していた。CYP2D6.17では，水素結

合は見られなかったが，疎水性相互作用はアザビシクロオクタン基 (Figure 28b1) とフ

ェニル基 (Figure 28b2) で観察された。しかしながら，CYP2D6.17でのフェニル基 

(Figure 28b2) の位置は，CYP2D6.1での位置よりもヘムに近接していなかった。また，

CYP2D6.17でのフェニル基 (Figure 28b2) とアミノ酸との疎水性相互作用の数は，

CYP2D6.1よりも少なかった。 
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Figure 28 CYP2D6阻害剤の CYP2D6.1と 1CYP2D6.17とでの決定ポーズ 
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Figure 28 続き 
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Figure 28 続き 
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3. 4 考察 

 

 

  MM-GB/SA スコアに基づく阻害活性計算：Prinomastat と Debrisoquine を用いた

ポーズ決定プロセスの妥当性検証結果から，ポーズ決定プロセス (Figure 23) は妥当で

あると考えられ，この研究に用いられたリガンドの決定ポーズは，CYP2D6.1 及び

CYP2D6.17 のいずれにおいても活性コンフォメーションに近いものと考えられた 

(Figure 24)。また，このドッキング研究で用いられた六つのリガンドの Ki値は同一の

スーパーソームを用いた実験から得られており，CYP2D6.1及び CYP2D6.17に対する

阻害の比較に適したものであると考えられた (Table 8)。177 

  MM-GB/SAスコアと実験による pKi値が高い相関を示したことは，MM-GB/SAスコ

アが実験による pKi値を反映していることを示唆している。しかしながら，CYP2D6.1

及びCYP2D6.17におけるMM-GB/SAスコアの絶対値は，実験値と一致していなかった。

すなわち，CYP2D6.17での絶対値が CYP2D6.1での絶対値よりも大きくなる傾向があっ

た (Table 9)。そこには二つの理由が考えられる。第一に，Prime/MM-GB/SA計算は高速

であるものの，さらに高い精度を持つスコア関数となるためには，まだ依然として改善

される必要がある，ということである。191
 第二としては，MM-GB/SAスコアの絶対値

の不一致は，CYP2D6.1と CYP2D6.17では，アミノ酸組成 (すなわち，

T107I/R296C/S486T) が異なるために，正味の電荷が両者で異なっており，結合自由エ

ネルギー計算の比較が困難になるためと考えられた。それゆえ，現時点において，

MM-GB/SAスコアの絶対値のこのような不一致は避けられないものと考えられる。そ
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こで本研究では，薬物の CYP2D6.1及び CYP2D6.17に対する阻害活性の回帰式をそれ

ぞれに立てた所，良好な回帰式が得られた (Table 9)。最終的に，この研究で実施された

回帰分析により，候補薬物のMM-GB/SAスコアを計算するだけで人種毎に異なる代謝

阻害活性を推定することができるものと考えられた。 

  決定ポーズとその阻害活性との関係：この研究で用いられたリガンドの決定ポーズを

解析した所，CYP2D6.1と CYP2D6.17に対する阻害活性の差異の程度は，それぞれのリ

ガンドの決定ポーズに大きく依存することが示唆された。178
 

  Fluoxetine及びNorfluoxetineはCYP2D6.1及びCYP2D6.17に対する阻害活性にほとん

ど差が見られない化合物であり (Table 8)，その阻害活性の類似は決定ポーズに

CYP2D6.1と CYP2D6.17とで差異がないことに由来するものと考えられた [Figure 28 

(a), (c)]。 

  CYP2D6.1と CYP2D6.17に対する阻害活性が大きく異なる Cocaineでは (Table 8)，

Cocaineの決定ポーズの配向が CYP2D6.1と CYP2D6.17とで異なっていた。すなわち，

CYP2D6.1でのフェニル基 (Figure 28b2) の位置が，CYP2D6.17での位置と異なってい

た [Figure 28 (b)]。CYP2D6.1では，水素結合があり，Val370や Val374のような多くの

疎水性アミノ酸との疎水性相互作用が見られた。一方で，CYP2D6.17では，Val370及

び Val374との疎水性相互作用は見られなかった。したがって，Cocaineの CYP2D6.17

阻害よりも強い CYP2D6.1阻害は，Val370や Val374のような疎水性アミノ酸との疎水

性相互作用による可能性が考えられた。Cocaineと同様に CYP2D6.1阻害と CYP2D6.17

阻害に大きな差のある Imipramine，Quinidine及び Thioridazineにおいても，CYP2D6.1

と CYP2D6.17での決定ポーズに大きな差が認められた [Figure 28 (d), (e), (f)]。さらに，
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Impramineでも CYP2D6.17では見られなかった，CYP2D6.1に特異的な Val370と Val374

との疎水性相互作用が，Cocaineと同様に認められた [Figure 28 (d)]。 

  また，この研究で用いた化合物の全体的な決定ポーズから，Gln244，Asp301及び

Ser304が水素結合に重要な役割を果たしており，Phe120及び Phe483が疎水性相互作用

に重要な役割を果たしていることが観察された (Table 10)。この結果は，以前に実施さ

れた研究の結果と一致していた。180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187 

 

Table 10 CYP2D6.1と CYP2D6.17の代表構造の比較 

 

 

 

  MDシミュレーションのトラジェクトリからサンプリングしたタンパク質代表構造

の解析：薬物による CYP2D6.1及び CYP2D6.17に対する，阻害活性の差を引き起こす

タンパク質構造について理解するために，MDシミュレーションのトラジェクトリから

サンプリングした代表構造の解析を行った。それぞれの代表構造のリガンド結合空間の

タンパク質表面を，Figure 29に示した。ここで，CYP2D6.1と CYP2D6.17とでは大き

な構造的差異があることを発見した。それぞれの代表構造のタンパク質表面を見ると，
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ヘム周辺のアミノ酸は，CYP2D6.1の代表構造ではリガンド結合空間を囲んでいたが 

[Figure 29 (a) – (c)]，CYP2D6.17の代表構造では，リガンド結合空間表面に溝が形成さ

れていた [Figure 29 (d) – (g)]。 

  まず，CYP2D6.1から CYP2D6.17への変異に関与する三つのアミノ酸の位置を調べた。

第一に，T107Iは αB’ヘリックスに属しており，CYP2D6.1では Thr107と B’-Cループに

属する Leu110/Gly111/Phe112との水素結合，また Thr107と αB’ヘリックスに属する

Val104との水素結合が見られた [Figure 30 (a), (b)]。一方で，CYP2D6.17では Ile107と

Gly111/Phe112との水素結合が見られた [Figure 30 (c) – (e)]。第二に，R296Cは αIヘリ

ックスに属しており，CYP2D6.1では Arg296と αGヘリックスに属する Asp252との間

に水素結合が見られた [Figure 30 (a), (b)]。一方で，CYP2D6.17では Cys296との間に水

素結合は見られなかった [Figure 30 (c) – (e)]。第三に， S486Tは β4-2シートに属して

おり，CYP2D6.1と CYP2D6.17においてそれぞれ Ser486と Thr486とで，β4-1シートに

属する Val480との水素結合が見られた [Figure 30 (a) – (e)]。これらをまとめると，

CYP2D6.1ではCYP2D6.17で変異を受ける三つのアミノ酸 (Thr107，Arg296及びSer486) 

の総てが水素結合を形成していた [Figure 30 (a), (b)]。一方で，CYP2D6.17では Cys296

では水素結合が見られず，Ile107は CYP2D6.1の Thr107と比較すると水素結合の数が

少なくなっていた [Figure 30 (c) – (e)]。これとは逆に，S486Tでは CYP2D6.1及び

CYP2D6.17のいずれにおいても，Val480との水素結合が認められた。これらの結果は，

T107I及び R296Cが CYP2D6.1から CYP2D6.17へのコンフォメーション変化に大きな

役割を果たしており，S486Tはそうではない，ということを示唆しており，これは以前

に実施されている in vitro代謝実験及び変異導入実験の結果と良く一致していた。179
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  さらに，MDシミュレーションのトラジェクトリからサンプリングされた CYP2D6.17

の代表構造で見られた溝を形成するアミノ酸は，B’-Cループ，K-β1-4ループ及び αF’

ヘリックスに属しており，これら二次構造のコンフォメーションは CYP2D6.1の代表構

造と CYP2D6.17の代表構造とで異なっていた [Table 10 (a), Figure 30 (f)]。次に，

CYP2D6.1において溝を形成したアミノ酸のコンフォメーションを調べると，Phe219と

Val374のコンフォメーションが，CYP2D6.1の代表構造と CYP2D6.17の代表構造とで

異なっていた [Table 10 (b), Figure 30 (g)]。また，この溝を形成していたアミノ酸はほと

んどが疎水的なものであった (Val119，Phe120，Leu121，Phe219，Leu220，Arg221，Val370，

Pro371，Leu372，Gly373及び Val374)。Cocaineのドッキングポーズで見られたように，

Val370及び Val374は CYP2D6.1においてリガンドとの相互作用に大きな役割を果たし

ていたが，CYP2D6.17ではこれらアミノ酸は相互作用に関与しないものと考えられた 

[Figure 28 (b)]。すなわち，これらアミノ酸は CYP2D6.17では溝を形成する程遠く離れ

ているので，CYP2D6.1ではリガンド−タンパク質の疎水性相互作用に寄与するが，

CYP2D6.17では寄与しないのであろう。これらの結果は，それぞれの化合物の阻害活

性が CYP2D6.17よりも CYP2D6.1で高いという事実を反映している。177
 また，CYP2D6

のPrinomastat共結晶が発表されるまでαF’ヘリックスの存在は知られていなかったので，

この新規なヘリックスの発見はこの溝の発見に必要なものであったと言える。190 
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Figure 29 CYP2D6.1と CYP2D6.17の代表構造の脂溶性表面表示 

それぞれMDシミュレーション経過時間は，(a) CYP2D6.1，0 nsec (初期構造), (b) CYP2D6.1，4.24 nsec，(c) 

CYP2D6.1，4.84 nsec，(d) CYP2D6.17，0 nsec (初期構造)，(e) CYP2D6.17，4.50 nsec，(f) CYP2D6.17，4.72 nsec

及び(g) CYP2D6.17，4.88 nsec。 ボール表示は (a) から (c) で，T107, R296, S486，(d) から(g) で I107, C296, 

T486である。 
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Figure 30 CYP2D6.1と CYP2D6.17の代表構造の基質結合部位二次構造 
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Figure 30 続き 

リボンの色は次の通り。水色：CYP2D6.1代表構造 (MDシミュレーション経過時間：4.24 nsec), オレンジ：

CYP2D6.1代表構造 (MDシミュレーション経過時間：4.84 nsec), 緑色：CYP2D6.17代表構造 (MDシミュ

レーション経過時間：4.50 nsec), 黄色： CYP2D6.17代表構造 (MDシミュレーション経過時間：4.72 nsec)，

桃色： CYP2D6.17代表構造 (MDシミュレーション経過時間：4.88 nsec)。ボール表示は (a)，(b) で T107, 

R296, S486であり (c) から (e) で I107, C296, T486ある。赤色点線は水素結合を示している。 
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  結論として，本研究では，人種差の薬物阻害への影響を CYP2D6.1と CYP2D6.17の 3

次元構造の違いとともに解析することに成功した。まず，MDシミュレーションのトラ

ジェクトリからの複数タンパク質構造サンプリングを行った。次に，コンピュータドッ

キングの後に，六つの薬物の阻害活性をMM-GB/SAスコアに基づく回帰式から計算し

た。計算された値は実験値と良く一致していた (r
2
 = 0.81)。さらに，それら薬物の

CYP2D6.17に対する阻害活性を CYP2D6.1と同じ方法で計算した。計算された値は実験

値と良く一致していた (r
2
 = 0.92)。最後に，この手法は，人種間差が原因で起こる

CYP2D6阻害を，創薬の初期段階で評価することができ，効率的な新薬開発プロセスの

実現に貢献するものと考えられた。 
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  本論文では，in silico創薬技術を活用して，酵素阻害及び酵素誘導に関する薬物動態

予測を新薬開発プロセスの初期段階に適用することで，新薬開発期間の短縮及び開発費

用の低減による，研究開発の劇的な効率化を目指した。第 1章において薬物の CYP3A4

阻害に関する in silico研究，第 2章においては薬物の PXR活性化による CYP3A4誘導

に関する in silico研究，第 3章では薬物の CYP2D6の遺伝子多型阻害に関する in silico

研究を行った。いずれの研究もターゲットタンパク質の構造を考慮した 3D-SB 手法，

CoMFA 法及び各種組み合わせのスコア関数用いることによって，創薬初期のスクリー

ニングに適用可能な手法を確立できた。計算手法に関しては，第 3章のMM-GB/SAス

コアの絶対値が活性値を必ずしも反映しなかったことを考えると，化合物データセット

が十分に得られる場合には，第 1，2章で行った SB CoMFA法がより正確な予測には適

していると考えられた。本研究によって確立された，これら手法によって得られる活性

値を，これまでに提案されている様々な薬剤との評価が可能な一般式や生理学的モデル

とともに用いることによって，さらに臨床面で実践的なものになるであろう。192, 193, 194
 

最後に，本研究の成果によって，医薬品研究開発の効率化を推進できるものと考えられ

る。 
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