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I. 序論 

 

フルタミドは進行性の前立腺癌治療において広く用いられる医薬品化合物である 

[1–3]（Scheme ）。前立腺癌の発症には、アンドロゲンの一種であるテストステロンが

関与している。テストステロンは、5α-レダクターゼによる代謝を受けてジヒドロテス

トステロンに変換されたのち、アンドロゲン受容体に結合して前立腺の細胞増殖を引き

起こすことが知られている。フルタミドはプロドラッグであり、肝臓において代謝活性

化を受けて水酸基が導入され、より活性の強い 2-ヒドロキシフルタミドとなる（Scheme 

I-1）。2-ヒドロキシフルタミドは、前立腺に存在するアンドロゲン受容体に結合するこ

とで、アンドロゲンの作用を競合的に阻害する。そのため、フルタミドの代謝活性化は

その薬効を発揮する上で重要となるが、その主代謝酵素として機能しているのはシトク

ロム P450 1A2（CYP1A2）であるとされる [4−5]。 

 

 

Schrme I-1. Metabolic activeaion of flutamide catalyzed by CYP1A2. 

 

フルタミドの臨床使用においては、いくつかの留意すべき問題点が存在する。一つ目

の問題点として、フルタミドにより治療中の患者は、副作用として、光線過敏症を発症

することが挙げられる [6−7]。光線過敏症とは、太陽光の暴露を受けた表皮が発赤、炎

症、搔痒などの症状を起こす皮膚疾患である。光線過敏症発症のメカニズムは未だ解明

に至っていない。しかし、フルタミド服用による光線過敏症の発症は、その光反応性に

因果関係があると考えられ、in vitro で研究が行われている [8−12]。その先行研究にお

いては、フルタミドの光反応はリン酸緩衝液にリポソームやウシ血清アルブミンなど超

分子形成化合物を添加して、それにフルタミドを取り込ませることで、生体内環境を模

した条件下、その光反応が検討されている [8−12]。彼らの研究結果からは、フルタミ

ドは光照射によりニトロ-ニトリト転位を主反応として起こすことが示された。しかし、

本来フルタミドを含む芳香族ニトロ化合物の光反応は、ニトロ-ニトリト転位以外にも

光酸化還元や、光求核置換、光脱離などの多様な光反応を示す化合物である [13−29]。

そこで、第 II-2 節における研究では、アセトニトリルと 2-プロパノールの二種類の溶媒

を用いてフルタミドの光反応性について比較検討を行った。 

芳香族ニトロ化合物の光反応に関する初期の研究において、Chapman らは 9-ニトロ

アントラセンの光反応において、ニトロ-ニトリト転位が進行していることを報告して
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いる [24]。彼らによれば、ニトロ-ニトリト転位の誘因は、芳香族ニトロ化合物のニト

ロ基と芳香環の二面角に関係があるとされている。Sortino らによるフルタミドの光反

応性に関する研究においても、フルタミドは芳香環とニトロ基がなす二面角が同一平面

上になくねじれているため、転位反応が進行しやすいのではないかと考えられている 

[8−11]。そこで、第 II-3 節においては、フルタミドと同じ芳香族ニトロ化合物の一つで

ある 2-ニトロベンゾフランをモデルとしてその光反応性について検討を行った。ニトロ

基と芳香環が同一平面に存在する 2-ニトロベンゾフランと 3-メチル-2-ニトロベンゾフ

ランについて光反応を調べ、ニトロ基と芳香環が作る二面角と、ニトロ-ニトリト転位

の関連性について調べた。 

二つ目の問題点としては、フルタミドの代謝活性化を担う CYP1A2 には複数の遺伝

子多型が存在するために、薬物の体内動態に個人差が生じることが挙げられる  [30]。

遺伝子変異型 CYP1A2の中でも、転写領域に変異を持つ CYP1A2*1C [31]や CYP1A2*1F 

[32]などは十分な検討がなされており、CYP1A2により代謝を受ける薬剤の臨床使用で、

常に留意される存在となっている。一方で、エキソン領域に変異を持ち、アミノ酸変異

を伴う変異体は、遺伝子頻度が低く in vivo での研究が困難であるとされる。さらに、

これらアミノ酸置換を伴う変異体については、これまでに複数の研究グループがそれぞ

れの実験条件で検討を行っており、その酵素活性を厳密に比較することが難しかった 

[33−35]。しかし、第 III-3 節における研究の共同研究者である伊藤らによって、アミノ

酸置換を伴う 20種類の遺伝子変異型 CYP1A2の酵素活性が、統一的な条件下で評価さ

れた [36]。一般に、タンパク質の機能は、その立体構造により発揮される。したがっ

て、遺伝子変異型 CYP1A2 の酵素活性が変化した原因について理解するためには、ま

ず CYP1A2 の構造特性について理解しなければならない。しかし、これまでにアミノ

酸置換を伴う遺伝子変異型 CYP1A2 の立体構造は実験的に解明されておらず、その構

造と活性の相関関係は明らかになっていない。第 III-3 節では、分子動力学（Molecular 

Dynamics; MD）シミュレーションを用いて、複数の遺伝子変異型 CYP1A2 の立体構造

を予測し、野生型との酵素活性の差異の原因について検討を行った。そのなかで、活性

が著しく低下した 6 種類の変異体タンパク質（CYP1A2.4, CYP1A2.6, CYP1A2.8, 

CYP1A2.11, CYP1A2.15, CYP1A2.16）と活性の上昇が確認された 1種類の変異体タンパ

ク質（CYP1A2.14）において野生型に比べて酵素活性に差異が存在する原因を考察した。

また、対照とするため、活性の変化がほとんどみられなかった変異体（CYP1A2.13）に

ついても同様の検討を行った。 

CYP1A2 の結晶構造（PDBID: 2HI4）は阻害剤である α-ナフトフラボン（ANF）との

複合体構造として 2007 年に報告されている [37]。その活性部位ポケットには一分子の

結晶水が存在することが明らかになっている。CYP は、その活性中心であるヘムの第六

配位子として水分子を利用しており、CYP1A2 以外の複数の分子種においてもその活性部位

に結晶水を含んだ結晶構造が報告されている。CYP1A2結晶構造の活性部位に存在する結晶
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水は、CYP1A2 の Iへリックスの Gly316と、リガンドである α-ナフトフラボン（ANF）

の間に水素結合を形成している可能性が示唆されている。本質的に、水分子は小さく可

動性が高いために、実験的にその動きや働きを予測することが難しい。そのため、X線

結晶構造解析により得られた静的構造からは、動きのある水分子の働きを正確に予測す

ることが困難であるとされる。そこで、第 III-4 節における研究では、MD シミュレー

ションを用いて、CYP1A2 と ANF 複合体構造の活性部位に存在する水分子の役割につ

いて検討を行った。さらに、基質である 7-エトキシレゾルフィン（7ER）との複合体構

造をドッキングと MDシミュレーションにより作成し、CYP1A2 の基質認識をより詳細

に検討した。基質である 7ERと阻害剤である ANFとの複合体構造をそれぞれ予測する

ことで、基質と阻害剤における構造的特性や基質認識における違いについて調べた。次

に、第 III-5 節においては、遺伝子変異型 CYP1A2に対しても 7ERを基質にドッキング

と MD シミュレーションを行った。そこで、遺伝子変異型 CYP1A2 において、野生型

と比較して活性に差異が見られた原因を、基質認識や複合体構造の比較から考察した。

さらに、第 III-6 節においては、CYP1A2 とフルタミドとの複合体構造をドッキングに

より予測し、代謝活性化のメカニズムを詳細に理解することを試みた。 
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II.  フルタミドの活性に影響を与える非酵素的反応の物理化学的研究 

 

II-1. 芳香族ニトロ化合物の光反応について 

 

芳香族ニトロ化合物は、光求核置換反応や光酸化還元反応、光脱離、光誘起ニトロ-

ニトリト転位といった多様な光反応を起こすことが知られている [13−29]。光求核置換

や光酸化還元といった反応はこれまでに多くの検討が行われいるが [13−23]、光脱離や

ニトロ-ニトリト転位は反応性が低く反応中間体の観測が困難であるという理由から、

未だ詳細な理解がなされていない [24−29]。Chapmanらにより提唱された、9-ニトロア

ントラセンの光反応において、ニトロ-ニトリト転位は光励起された後にニトロ基と芳

香環の平面が垂直となることで引き起こされると考えられている [24]。Chapman らに

よる反応機構を Scheme II-1-1 に示す。 

 

Scheme II-1-1. Reaction mechanism of nitro−nitrite rearrangement by Chapman et al [24]. 

 

このねじれた構造ではニトロ基と芳香環が脱共役しており、nπ*励起状態を経由して

反応が進行するとされる。Chapmanらによる反応機構では、まず中間体であるオキサジ

リジン環が形成され、この三員環の O−N 結合が解裂することで、ニトリトが形成され

る。最終的には、ニトリトの解裂によりフェノキシラジカルと一酸化窒素ラジカルが生

じる。9-ニトロアントラセンの光反応においては、最終的にアントラキノンが主生成物

として形成され、一酸化窒素ラジカルは反応の系中に拡散するとされている。Chapman

らの反応機構においては、中間体としてオキサジリジンやニトリト、フェノキシラジカ

ルが形成される。ニトロ-ニトリト転位は、ニトロアントラセンの光反応に限らず 

[24−26]、メチル基やヒドロキシ基を導入したニトロアニソールにおいても進行するこ

とが報告されている [27]。 

ニトロ-ニトリト転位の反応中間体の中でも、Heらによりニトロベンゼンの気相中の

光反応においてフェノキシラジカルが形成されることが実験的に確認されている [28]。

しかし、Chapmanらにより考えられているオキサジリジンやニトリトが実際に形成され

ているかどうかは、これまでに証明されていない。一般に、オキサジリジンやニトリト

は反応性が高く、実験的にその存在を確認することが難しいとされている。 

Lippert と Kelmも、4-フルオロニトロベンゼンの光反応においてニトロ基の転位反応

が生じたことを報告している [29]。Lippert と Kelm によって提唱された反応機構を
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Scheme II-1-2 に示す。 

 

 

Scheme II-1-2. Reaction mechanism of the photoreaction of 4-fluoronitrobenzen proposed by 

Lippert and Kelm [29]. 

 

彼らの報告によれば、4-フルオロニトロベンゼンに対して、ベンゼン溶媒中で紫外光を

照射すると、4-フルオロフェノール、4-フルオロニトロフェノール、4-フルオロビフェ

ニルが生成する。この転位反応の反応機構は、前期解離により説明されている。まず、

4-フルオロニトロベンゼンの C−N 結合が励起状態において解裂し、二酸化窒素ラジカ

ルとフルオロフェニルラジカルを生じる。次に、二酸化窒素ラジカルの酸素原子がフル

オロフェニルラジカルに再結合し、4-フルオロニトロソベンゼンが生成される。それか

ら、4-フルオロニトロソベンゼンが解裂し、一酸化窒素ラジカルと 4-フルオロフェノキ

シラジカルが生じる。最終生成物としては、4-フルオロフェノキシラジカルが還元され

た場合には 4-フルオロフェノールが、4-フルオロフェノキシラジカルに一酸化窒素ラジ

カルが再結合し、溶媒中に含まれる酸素により酸化されると 4-フルオロニトロフェノー

ルが形成される。4-フルオロビフェニルの生成については、フルオロフェニルラジカル

が溶媒であるベンゼンと二量体化することで生じると考えられている。Lippert と Kelm

は光反応生成物として 4-フルオロビフェニルが生じていることが、反応中間体としてフ

ェニルラジカルが形成された証拠であるとしている。しかし、同じく反応中間体である

4-フルオロフェノキシラジカルが生成したことの証拠は示されていない。ラジカルは一

般に反応性が高く、拡散により周囲の分子と容易に反応を起こしてしまう。そのため、

二酸化窒素ラジカルが 4-フルオロフェニルラジカルに再結合して 4-フルオロニトロフ

ェノールが生じた、という反応は容易には起こりにくい反応であると考えられる。 
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II-2. フルタミドの光反応における溶媒効果の検討 

 

II-2-1. 序 

 

フルタミドは前立腺癌治療薬として広く用いられている医薬品であり [1−3]、その副

作用に光線過敏症を発症することが知られている [6−7]。光線過敏症との因果関係から、

フルタミドの光反応性を理解するために様々な研究が行われている [8−12]。Sortino ら

によって、フルタミドを対象として、β-シクロデキストリンのような包摂化合物やミセ

ルのような超分子形成化合物を添加した不均一溶媒中における照射実験が行われてい

る [8−11]。宇田川らもフルタミドの光反応について、超分子形成化合物と磁場効果を

利用して研究を行っている [12]。彼らが行った照射実験は、リン酸緩衝液のような水

溶液中で行われており、フルタミドを超分子形成化合物に取り込ませることで溶解させ

ている。Sortino らも宇田川らも、フルタミドの不均一溶媒中の光反応は、光還元反応

のみが進行すると主張している [10−12]。この光還元反応は、フルタミドと超分子形成

化合物との間の水素引き抜きによる二分子反応により進行すると考えられている。さら

に、宇田川らによる研究結果からは、フルタミドの光還元反応は励起三重項状態を経由

して進行することが示唆されている。それに対し、宇田川らの研究結果においては、ニ

トロ-ニトリト転位は、超分子形成化合物を添加しなかったリン酸緩衝液中においての

み観察されたことが報告されている [12]。Sortino らによる研究でも同様の結果が得ら

れており、フルタミドのニトロ-ニトリト転位は、メタノールや 2-プロパノールのよう

な均一溶媒中の照射実験においてしか進行しないことが報告されている [8]。宇田川ら

と Sortinoらの研究結果では、均一溶媒中のフルタミドの光反応は、ニトロ-ニトリト転

位が唯一の光反応として観察されたとしている。しかし、本来、芳香族ニトロ化合物の

光反応はニトロ-ニトリト転位以外にも、光酸化還元、光求核置換、光脱離など多岐に

わたるものである [13−29]。このような様々な光反応が、フルタミドの光反応において

観察されるのかどうかはこれまでに検討されていない。フルタミドの光反応性について

理解するためには、特に均一溶媒中における実験データが十分ではない。本節における

研究では、先行研究において不均一な水溶液中で照射実験を行ったのとは対照的に、有

機溶媒を用いた均一溶媒中で照射実験を行った。様々な種類の光反応が進行するように、

反応性の高い溶媒を選択し、長時間の照射実験を行うこととした。 

光反応性を持つ医薬品は複数知られており、日光の暴露により薬効を失うことが知ら

れている [38]。このような医薬品の光分解は薬効の消失だけでなく、生体内において

有害なフリーラジカルを生じさせることがある。光反応性のある医薬品が生体内でフリ

ーラジカルを生じた場合には、その医薬品はハプテンとなり免疫原性を獲得し、光アレ

ルギーを引き起こすと考えられている。ニトロ基同様、トリフルオロメチル基もまた光

分解性のある官能基である。一般に、C−F結合は結合が強く熱反応においては不活性で
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あることが知られている。しかし、いくつかのベンゾトリフルオライド誘導体は光反応

性が高く、光誘発性の加溶媒分解によりフッ素原子が容易に脱離することが報告されて

いる [39−41]。フルオロベンゼンもまた光分解を起こし、フッ素原子を脱離させること

が報告されている [42]。トリフルオロメチル基は強い電子吸引性を持ち、多くの医薬

品の構造において存在する。フルタミドに限らず、その誘導体のビカルタミド、ランソ

プラゾール、エファビレンツなどに含まれる。これらの医薬品では、服用により光アレ

ルギーが発症したという報告はないが、今後新しく開発される医薬品において光線過敏

症のような光アレルギーが発症しないことが証明されているわけではない。フルタミド

に含まれる、トリフルオロメチル基の光反応性を検討することは、今後の医薬品開発に

おいて有用な情報を与えること期待される。フルタミドの光線過敏症は頻度の低い副作

用であるとされる。そのため、臨床研究において光線過敏症の原因物質を特定すること

は難しい。そこで本節における研究では、フルタミドの光感受性と光線過敏症の原因物

質の特定を試みた。 

先行研究においては、フルタミドの均一溶媒系での光反応は、メタノールや 2-プロパ

ノール、リン酸緩衝液などを用いて検討されている [8,12]。それらの結果では、ニトロ

-ニトリト転位が唯一の光反応として報告されている。それに対し、本節における研究

ではフルタミドの溶解性が水よりも有機溶媒において高いことに着目し、アセトニトリ

ルと 2-プロパノールを反応溶媒として用いた。2-プロパノールはプロトン性の極性溶媒

であり、水素引き抜き反応における水素供与体となることが知られている。それに対し、

アセトニトリルは非プロトン性の極性溶媒である。本研究は先行研究に比較して、反応

性の溶媒を用い長時間の照射実験を行うことで、先行研究では確認されなかったフルタ

ミドの光反応を確認することを目的とした。フルタミドの光反応性について検討を行う

ことは、生体内におけるフルタミドと光線過敏症の因果関係を予測することに役立つと

期待される。 

 

II-2-2. 方法 

II-2-2-1. 試薬 

フルタミドは東京化成株式会社から購入したものをそのまま使用した。フルタミドの

試料溶液（1×10
−3 

M）は、アセトニトリル（高速液体クロマトグラフィー（HPLC）等

級、Nacalai Tesque）と 2-プロパノール（HPLC等級、関東化学）を用いて調製した。2-

プロパノール溶液については、1×10
−4 

M の溶液も調製した。光反応生成物に取り込ま

れた水素原子が何に由来するのかを調べるため、重水素化されたアセトニトリルと 2-

プロパノール溶液も調製した。また、product 4 と product 5の関連を調べるため、product 

4の 2-プロパノール溶液（1×10
−3 

M）を調製した。試料溶液中の溶存酸素は凍結融解法

を三回繰り返すことで取り除き、その後試料溶液を封入した。 
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II-2-2-2. 照射実験 

全ての照射実験は、光源に超高圧水銀灯（UI-501C, ウシオ電機株式会社）を用い、

UV-29（Toshiba）と、赤外線を除くため蒸留水を満たした円筒型セルを通して照射を行

った。 

 

II-2-2-3. 分析機器 

核磁気共鳴（NMR）スペクトルは JOELECS-400を用いて測定した。ガスクロマトグ

ラフ質量分析計（GC–MS）には Hewlett–Packard HP6890/5793 MSD を利用した。赤外分

光（IR）スペクトルには JASCO FT/IR-400を、吸収スペクトルには Hitachi U-2310分光

光度計を用いて測定した。X線結晶構造解析には Mo K 光源 ( = 0.7107 Å)を用いて

Rigaku RAXIS-RAPID を利用した。 

 

II-2-2-4. 生成物の合成と同定 

光生成物の同定は、GC–MS の保持時間とフラグメントパターンを標品となる化合物

と比較することで行った。product 3~6は標品を合成し、NMRと GC–MSによりその化

学構造を決定した（Figure II-2-2-4-1）。product 2 については、試料溶液から直接単離し、

NMR、GC–MS、IR、X線結晶構造解析により構造を決定した。 

 

 

Figure II-2-2-4-1. Chemical structures of flutamide and the photoproducts.  

 

2-Methyl-N-[4-hydroxy(3-trifluoromethyl)phenyl]propaneamide (product 1) の合成 

Product 1は過去に報告されている合成方法 [12] を参考に、次の三段階の合成方法に

より合成した。 

 

 4-Nitro-2-(trifluoromethyl)phenol の合成 

4-Nitro-2-(trifluoromethyl)aniline (502 mg, 2.43 mmol) を濃硫酸 2.5mLに混合さ

せ、ここに亜硝酸ナトリウム (190 mg, 0.36 mmol) を濃硫酸 1.3 mLに溶解させ

たものを徐々に滴下した。室温で一時間反応させた後、反応液を氷水に注ぎ込

み、5分間激しく撹拌させた。油浴上で徐々に温度を上げて、約 100 °Cで 1時

間反応させた。室温に戻した後、アンモニア水で中和し酢酸エチルで抽出した。

これを無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、エバポレーターで溶媒を留去させた。

残留物をカラムクロマトグラフィー (SiO2; 3:7 EtOAc/hexane) で精製したとこ
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ろ、オレンジ色の結晶が 46.5 mg得られた。(0.225 mmol, 9 %) 

1H-NMR (400 MHz, CD3Cl) δ: 8.49 (1H, d, J = 2.6 Hz), 8.34 (1H, dd, J = 2.7, 7.9 Hz), 

7.26 (1H, brs), 7.09 (1H, d, J = 9.0 Hz). 

 

4-Amino-2-(trifluoromethyl)phenol の合成 

4-Nitro-2-(trifluoromethyl)phenol 25 mg (0.12 mmol) と塩化アンモニウム 50 mg 

(0.94 mmol)をメタノール:水＝1:1の混液で溶解させた。そこに、亜鉛末 933 mg 

(14.3 mmol)を加えて約 1 時間撹拌させた。反応液を濾過し、熱湯で洗浄した。

残留物を酢酸エチルで抽出し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させた。これをエバ

ポレーターで溶媒を留去させたところ、精製処理を行うことなく、薄いオレン

ジ色の結晶が 18.2 mg 得られた。(0.10 mmol, 85%) 

 

2-Methyl-N-[4-hydroxy(3-trifluoromethyl)phenyl]propaneamide の合成 

4-Amino-2-(trifluoromethyl)phenol 5.7 mg (32.2 μmol)をピリジンに溶解させ、こ

こにイソ酪酸塩化物 (177 μmol, 27.5 μL ) を滴下して室温で 19時間反応させた。

反応液を酢酸エチルで抽出し、硫酸銅水溶液でピリジンを除去した。濃縮後、

残留物 9.9 mgをカラムクロマトグラフィー (SiO2; 4:6 EtOAc/hexane) で精製し

たところほぼ純粋な目的の生成物が、白い結晶として得られた。 

1
H-NMR (400MHz, CD3OD) δ: 7.72 (1H, d, J = 2.7 Hz), 7.54 (1H, dd, J = 2.7, 8.8 

Hz), 6.88 (1H, d, J = 8.8 Hz), 2.59 (1H, sep, J = 6.8 Hz), 1.09 (6 H, d, J = 6.8 Hz). MS 

(EI) m/z 247 (M
+
), 228 (M

+
-F), 177 (MH

+
-COCH(CH3)2, base peak), 71 

((CH3)2CHCO
+
), 43((CH3)2CH

+
) 

 

2-Methyl-N-[3-(trifluoromethyl)phenyl]propaneamide (product 3) の合成 

3-Aminobenzotrifluoride (0.06 mL, 0.5 mmol) をピリジン溶媒に溶かし、2-methylpropane 

chloride (0.08 mL, 0.75 mmol) を滴下して撹拌させた。1時間後、2-methylpropane chloride 

(0.08 mL, 0.75 mmol) を追加で滴下し、さらに 1時間撹拌させた。反応後、ピリジン溶

媒は硫酸銅水溶液で取り除いて、分液処理を行い、有機相を酢酸エチルで抽出した。有

機相は硫酸ナトリウムを用いて乾燥させ、エバポレーターにより濃縮させた。カラムク

ロマトグラフィー (SiO2; 2:8 EtOAc/hexane) により生成したのち、最終生成物を無色透

明な結晶 (85 mg, 73%) として得た。 

1
H-NMR (400 MHz, CD3Cl) δ: 7.85 (1H, s), 7.72 (1H, d, J = 7.8 Hz), 7.65 (1H, brs), 7.35 (2H, 

m). 
13

C-NMR (100 MHz, CD3Cl) δ: 176.60, 138.56, 130.97 (q, J = 32 Hz), 129.15, 123.7 (q, J = 

271 Hz), 123.21, 120.50 (q, J = 4 Hz), 116.88 (q, J = 4 Hz), 36.18, 19.23. IR (KBr) cm
–1

: 3252, 

1664, 1448, 1337. MS (EI) m/z 231 (M
+
), 212 (M

+
−F), 188 (M

+
−CH(CH3)2), 161 

(MH+−COCH(CH3)2, base peak), 71 ((CH3)2CHCO+), 43 ((CH3)2CH+). 
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N-[4-amino-3-(trifluoromethyl)phenyl]2-methylpropaneamide (product 4) の合成 

フルタミド (0.996 g, 0.36 mmol) と塩化アンモニウム (1.079 g, 20.2 mmol) を 46 mL

のメタノールに溶解させ、粉末銅 (3.56 g, 54.6 mmol) を加え室温で 1時間撹拌した。撹

拌後、濾過して温水で洗い、酢酸エチルで抽出した。抽出した有機相を無水硫酸ナトリ

ウムで乾燥させエバポレーターで濃縮した。その後、精製処理をすることなく目的とす

る生成物を茶色の結晶 (0.896 g, 100%)として得た。 

1
H-NMR (400 MHz, CD3Cl) δ: 7.71 (1H, brs), 7.53 (1H, d, J = 2.3 Hz), 7.41 (1H, dd, J = 2.3, 

8.6 Hz), 6.65 (1H, d, J = 8.6 Hz), 2.49 (1H, sep, J = 6.9 Hz), 1.20 (6H, d, J = 6.9 Hz). 
13

C-NMR 

(100 MHz, CD3Cl) δ: 175.88, 141.22, 128.25, 126.12, 124.40 (q, J = 271 Hz), 118.18 (q, J = 5 

Hz), 117.48, 113.51 (q, J = 30 Hz), 36.01, 19.36. IR (KBr) cm
–1

: 3403, 3273, 1633, 1509, 1102. 

MS (EI) m/z 246 (M
+
), 227 (M

+
−F), 176 (MH

+
−COCH(CH3)2, base peak), 71 ((CH3)2CHCO

+
), 

43 ((CH3)2CH
+
). 

 

1-Methylethyl-2-amino-4-(2-methylpropanamido)benzoate (product5) の合成 

Product 5 に相当する標品は次の三段階の合成方法により合成した。 

 

 4-(2-Methylpropanamido)-2-nitrobenzoic acid の合成 

ピリジン溶媒中で、 5-amino-2-nitrobenzoic acid (1.01 g, 5.55 mmol) に

2-methylpropanoyl chloride (0.70 μL, 6.7 mmol) を滴下し、24時間撹拌させた。ピ

リジンを硫酸銅水溶液で除去し、酢酸エチルで抽出した。抽出物から溶媒をエ

バポレーターで除いたあと、カラムクロマトグラフィーにて精製を試みたが、

目的の生成物を不純物から完全に分離することができなかったため、未生成物

の状態で次の反応に利用した。  

 

1-Methylethyl 2-nitro-4-(2-methylpropanamido)benzoate の合成  

15 mLのジメチルホルムアミドに、4-(2-methylpropanamido)-2-nitrobenzoic acid 

(1.73 g) の未精製物、1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride 

(2.63 g, 13.7 mmol)、 N,N′-dimethyl-4-aminopyridine (1.67 g, 13.7 mmol) を溶解さ

せ、2-プロパノール(1.6 mL, 21 mmol) を徐々に滴下した。反応液を 24時間撹

拌した後、酢酸エチルで抽出した。抽出物は無水硫酸ナトリウムを用いて乾燥

させ、真空条件下エバポレーターで濃縮させた。カラムクロマトグラフィー 

(SiO2; 4:6 EtOAc/hexane) で精製し、目的とする生成物を茶色の固体 (739 mg, 

45%) として得た。 

1
H-NMR (400 MHz, CD3Cl) δ: 8.30 (1H, brs), 7.94 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.83 (1H, dd, 

J = 2.0, 8.8 Hz), 7.79 (1H, d, J = 2.0 Hz), 5.22 (1H, sep, J = 6.4 Hz), 2.53 (1H, sep, J 
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= 6.8 Hz), 1.31 (6H, d, J = 6.4 Hz), 1.19 (6H, d, J = 6.8 Hz). 
13

C-NMR (100 MHz, 

CD3Cl) δ: 176.18, 165.87, 143.23, 141.40, 130.53, 125.62, 120.28, 118.76, 70.70, 

36.49, 21.20, 19.18. .MS (EI) m/z 294 (M
+
), 224 (MH

+
−COCH(CH3)2, base peak), 71 

((CH3)2CHCO
+
), 43 ((CH3)2CH

+
). 

 

1-Methylethyl 2-amino-4-(2-methylpropanamido)benzoate の合成  

1-Methylethyl-2-nitro-4-(2-methylpropanamido)benzoate (739 mg, 2.5 mmol) と塩

化アンモニウム (1.038 g, 19.0 mmol) をメタノールに溶解させて粉末銅 (1.65 g, 

25 mmol) を加え、室温で 19 時間撹拌させた。反応液を酢酸エチルで抽出し、

無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後エバポレーターで濃縮させた。カラムクロ

マトグラフィー (SiO2; 4:6 EtOAc/hexane) により精製し、目的とするアミンを

茶色の固体 (428.5 mg, 65%) として得た。  

1
H-NMR (400 MHz, CD3Cl) δ: 7.79 (1H, d, J = 2.6 Hz), 7.58 (1H, dd, J = 2.6, 8.6 Hz), 

6.97 (1H, brs), 6.65 (1H, d, J = 8.8 Hz), 5.66 (1H, brs) ,5.22 (1H, sep, J = 6.2 Hz), 

2.48 (1H, sep, J = 6.9 Hz), 1.37 (6H, d, J = 6.2 Hz), 1.20 (6H, d, J = 6.9 Hz). 

13
C-NMR (100 MHz, CD3Cl) δ: 175.27, 167.12, 147.36, 127.94, 127.07, 122.81, 

116.98, 110.92, 67.72, 36.09, 21.81, 19.50. IR (KBr) cm
–1

: 3363, 3290, 1656, 1574, 

1239. MS (EI) m/z 264 (M
+
), 221 (M

+
−CH(CH3)2), 152 (MH

+
−COCH(CH3)2, base 

peak). 

 

II-2-2-5. 内部照射実験 

N-[4-hydroxy 3-nitro-5-(trifluoromethyl)phenyl]2-methylpropaneamide  (product 2) の単離 

フルタミドのアセトニトリル溶液 (1.8 × 10
3

 M, 200 mL) を凍結溶解法による処理を

せずに、高圧水銀灯 (UVL-100HA-100P; Riko) を光源として光反応器にて照射実験を行

った。照射後の反応液から、光生成物を酢酸エチルにより抽出し、カラムクロマトグラ

フィー (SiO2; 2:8 EtOAc/hexane) を用いて精製したところ、目的の生成物である product 

2が濃い黄色の固体として得られた (42 mg, 41 %)。 

1
H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 10.96 (1H, s), 8.60 (1H, d, J = 2.8 Hz), 8.10 (1H, d, J = 2.8 

Hz), 7.82 (1H, s), 2.58 (1 H, sep, J = 6.8 Hz) 1.27 (6 H, d, J = 6.8 Hz). 
13

C-NMR (100 MHz, 

CD3OD) δ: 178.64, 149.52, 135.50, 132.06, 127.18 (q, J = 5 Hz), 123.66 (q, J = 271 Hz), 

121.60 (q, J = 31 Hz), 119.76, 36.98, 19.67. IR (KBr) cm
–1

: 3301, 1671, 1538, 1146. HRMS 

(FAB
+
) m/z [M+H]

+
 found: 293.0746, calc: 293.0744. MS (EI) m/z 292 (M

+
), 273 (M

+
−F), 222 

(MH
+
−COCH(CH3)2, base peak), 71 ((CH3)2CHCO

+
), 43 ((CH3)2CH

+
). 

Table II-2-1 に product 2の結晶構造と実験条件のデータを、Figure II-2-1 にオルテップ図

を示す。 
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Table II-2-1. Crystal and experimental data of product 2. 

Chemical formula: C11H11F3N2O4  

Formula weight = 292.22 

T = 296 K  

Crystal system: monoclinic 

Space group: P21/c  Z = 4 

a = 4.9578(4)Å  

b = 12.2784(12)Å  

c = 21.4038(19)Å  

 = 93.308(2)˚ 

V = 1300.8(2)Å
3
  

Dx = 1.492 g/cm
3
  

Radiation: Mo K ( = 0.7107 Å)  

F(0 0 0) = 600.00 

No. of reflections collected = 12350 

No. of independent reflections = 2981 

 range for data collection: 3.31 to 27.48 ˚  

Data/Restraints/Parameters = 2981/0/191 

Goodness-of-fit on F2
 = 1.105  

R indices [I > 2 (I)]: R1 = 0.0604, wR2 = 0.1761  

R indices (all data): R1 = 0.0743, wR2 = 0.1866 

(/)max = 0.000 

()max = 0.321 eÅ
-3

  

()min = -0.214 eÅ
-3

 

Measurement: Rigaku RAXIS-RAPID.  

Program system: Yadokari-XG 

Structure determination: SHELXL-97  

Refinement: full-matrix least-squares on F2 

CCDC deposition number: 945250  

 

II-2-3. 結果と考察 

II-2-3-1. アセトニトリル溶液中の光反応 

フルタミドのアセトニトリル溶液中における吸収スペクトルの経時変化を Figure 

II-2-2に示す。溶存酸素存在下、溶存酸素非存在下の経時変化をそれぞれFigure II-2-2 (a)、

Figure II-2-2 (b) に示している。溶存酸素存在下の吸収スペクトルには複数の等吸収点が

はっきりと存在している。このことから、溶存酸素が存在する条件下では、単一の光反
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応が進行していることが予想された。さらに、二つの吸収スペクトルでは、その経時変

化の度合いが大きく異なっているため、溶存酸素がある場合とない場合では、異なる光

反応が進行していることが考えられた。参考のため光反応生成物の吸収スペクトルを

Figure II-2-3 に示す。 

溶存酸素存在下のアセトニトリル溶液において、光反応生成物は product 1 および

product 2であることがわかった。このうち、主生成物となるのは product 2である。こ

の結果から、溶存酸素が存在する条件下ではニトロ-ニトリト転位反応が優先的に進行

すると予想された。それに対し、溶存酸素が存在しない場合のアセトニトリル溶液では、

光反応生成物として product 1、product 3、product 4が確認され、product 2 の生成は確認

することができなかった。このことから product 2 は反応溶液が酸素を含んでいる条件

でなければ生成しないことが示唆された。予想される product 2 の反応機構を Scheme 

II-2-1 に示す。 

 

 

Scheme II-2-1. Proposed reaction mechanism for the photogenerateion of product 2 in aerated 

acetonitrile solution. 

 

予想された反応機構では、まず始めにニトロ-ニトリト転位が起こり、フェノキシラジ

カルと一酸化窒素ラジカルが生じる。続いて、一酸化窒素ラジカルがフェノキシラジカ

ルのortho位に再結合し、溶存酸素により酸化されることで product 2が生成する。Product 

1の生成においては、一酸化窒素ラジカルは散逸し反応に関与しないことが予想された。

Product 1は、フェノキシラジカルが水素原子を反応の系中から引き抜いた結果生じると

予想される。アセトニトリル溶液中の水素供与体としては、溶質であるフルタミド、溶

媒であるアセトニトリルが考えられる。加えて、アセトニトリルが高い吸湿性を持つた

め、溶媒に混入した水が光反応として関与した可能性が考えられた。 

Product 1の水素原子が何に由来するのかを調べるために、重水素化アセトニトリルを

用いて照射実験を行った。もし、アセトニトリルが水素供与体として働くなら、ヒドロ

キシル基に重水素が導入された product 1 が生じるはずである。しかし、この照射実験

のあとに、フルタミドから生じた product 1と product 2を GC−MSで分析した結果、重
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水素が導入されていないことがわかった。仮に、過剰量の水が重水素化アセトニトリル

に混入していたとしても、フェノールの重水素と軽水素は交換するので、GC−MSでは

フェニル-OHとフェニル-ODの同位体ピークが観察されるはずである。GC−MSの結果

では、フェニル-ODによる同位体ピークは観察されなかったので、重水素と軽水素が交

換していないと考えられる。以上から、product 1のヒドロキシル基の水素原子は、アセ

トニトリル由来ではなく、アセトニトリル溶媒に混入した水を水素供与体として生成し

たと考えられる。 

 

II-2-3-2. 2-プロパノール溶液中の光反応 

2-プロパノール溶液中のフルタミドの吸収スペクトルの経時変化を Figure II-2-4 に示

す。溶存酸素存在下と、溶存酸素非存在下におけるそれぞれの経時変化を Figure II-2-4 

(a)、Figure II-2-4 (b) に示している。2-プロパノール溶液における吸収スペクトルではど

ちらも等吸収点が見られないことから、その光反応は単反応ではなく、複数の光反応が

関与していることが考えられる。この結果からフルタミド以外の物質がその光反応に関

与している可能性が示唆された。さらに、吸収スペクトルの経時変化は、溶存酸素が存

在しない場合の方が、光反応の進行が早いことを暗に示唆された。 

溶存酸素非存在下のフルタミドの 2-プロパノール溶液においては、4種類の光反応生

成物が生じていることがわかった。Scheme II-2-2 に示すように、溶存酸素非存在下の

2-プロパノール溶液では、ニトロ-ニトリト転位由来の生成物（product 1）、光脱離生成

物（product 3）、光還元反応由来の生成物（product 4, 5）が確認された。 

 

 

Scheme II-2-2. Photoproducts in 2-propanol solution of flutamide. 
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2-プロパノール溶液中の溶存酸素存在下では、アセトニトリル溶液中の光反応と同じ

生成物が存在した。ここで、product 5の生成においてはフルタミドからフッ素原子の脱

離が起きているが、先行研究においては、フッ素原子の脱離はアルコールや水が存在す

る場合に起こりやすいと考えられている [39−42]。さらに、トリフルオロメチルベンゼ

ン誘導体の場合は、電子供与基がフェニル基に結合している場合に加溶媒分解が起こり

やすいとされている [39,41]。これらの先行研究の類推から、product 5は、フルタミド

から product 4を経由して生成していると予想された。この仮説を確かめるため、product 

4の 2-プロパノール溶液についても、フルタミドの 2-プロパノール溶液を同じ条件で照

射実験を行った。product 4の 2-プロパノール溶液に対し、溶存酸素存在下と溶存酸素非

存在下でそれぞれ 2分間照射を行い、その生成物を GC−MSで分析した。この時のガス

クトマトグラムを Figure II-2-5 に示す。Figreu II-2-5 (a) に示すように、溶存酸素が存在

する場合には、保持時間 6.24 分の product 4のピークしか見られない。それに対し、溶

存酸素が存在しない場合（Figure II-2-5 (b)）には、保持時間 6.24分の product 4のピー

クに加えて、7.88分に product 5のピークが確認された。この結果は、product 5はフル

タミドから product 4 を経由して生じていることを示している。さらに、この結果から

product 4から product 5への変換は、溶存酸素が存在しない条件で加速されることが示

された。溶存酸素はトリフルオロメチル基の加溶媒分解を抑制している可能性があると

言える。 

先行研究において、2-hydroxy-4-trifluoromethyl-benzoic acid のトリフルオロメチル基

の加溶媒分解は酸素やシクロヘキサジエン、ナフタレンなどの三重項消光剤により影響

を受けるとされており、その加溶媒分解は励起三重項において起きることが示唆されて

いる [40]。本研究においても、product 4 の加溶媒分解は酸素が存在する場合に、その

進行が抑制されている。これらの結果から、トリフルオロメチルベンゼン誘導体の加溶

媒分解は励起三重項状態から起きている可能性が考えられた。Chaignon らは

3,5-diaminobenzotrifluoromethylbenzene に対して、310 nm の光を照射させた場合に脱フ

ッ素化が起きたことを報告した [41]。しかし、3,5-dinitrobenzotrifluoromethylbenzene に

同様に照射実験を行った際には脱フッ素化は起こらなかったとしている。これらのトリ

フルオロメチルベンゼン誘導体の光反応の類推から、トリフルオロメチル基の加溶媒分

解にとって、ニトロ基からアミノ基への変換は必須である可能性が考えられた。 

product 4から product 5生成の予想される反応機構を Scheme II-2-3 に示す。 
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Scheme II-2-3. Proposed reaction mechanism for the generation of product 5 from product 4. 

 

Product 5の予想される反応機構において、まず始めに励起されたトリフルオロメチル基

の炭素が 2-プロパノールからの求核攻撃を受けてフッ素イオンが脱離する。次に、脱離

したフッ素イオンは前の段階で付加した 2-プロパノールに由来するメチル基から水素

原子を引き抜く。この段階では E2 脱離機構により二つ目のフッ素が脱離し、アシルフ

ルオライドが生成する。そのアシルフルオライドは、2-プロパノールにより求核攻撃を

受け、最終的に product 5を生成する。 

Product 1や product 3からもトリフルオロメチル基の加溶媒分解が起こるのか確かめ

るため、フルタミドや product 4に対する照射実験と同じ条件で、product 1と product 3

に対し照射実験を行った。その結果、照射により何らかの光反応が進行していることが

確認されたが、2-プロパノール溶液中における product 1, 3からのトリフルオロメチル基

の加溶媒分解は確認されなかった。Chaignon らはトリフルオロメチルベンゼン誘導体の

光反応において、トリフルオロメチル基の加溶媒分解は第一級アミンのような電子供与

性の置換基がフェニル基に結合していない限り進行しないとしており [41]、彼らの主

張は、本研究において product 3 から加溶媒分解が進行しなかった実験結果と一致して

いる。このことから電子供与性置換基の存在が加溶媒分解の進行に影響している可能性

が高いと予想されるが、ヒドロキシル基を持つ product 1 の照射実験において、加溶媒

分解は観察されなかった。Product 1と product 4は良く似た吸収スペクトルを示してい

るため（Figure II-2-3）、同程度の光エネルギーを吸収していると考えられる。そのため、

product 1と prpduct 4の光反応がどのように進行するのか決めるのは、ヒドロキシ基と

アミノ基の化学的・物理的性質に依存していると考えられた。少なくとも、この研究結

果からは、トリフルオロメチルベンゼン誘導体の加溶媒分解の進行には、アニリン構造
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が必須であり、フェノール構造では不十分であるということが考えられた。このことが、

product 4が生成しやすい 2-プロパノール溶液においてのみ product 5が確認された理由

であると言える。2-プロパノールのヒドロキシル基の水素は解離しやすく、水素引き抜

き反応において効率のよい水素供与体となる。このことが、フルタミドから product 4

の変換を有利にさせていると考えられる。芳香族ニトロ化合物の光還元反応について言

えば、Hurley と Testaによって、2-プロパノール溶液中のニトロベンゼンの光反応につ

いて報告がある [14]。彼らは、ニトロベンゼンに 366 nmの光を照射した場合に、2-プ

ロパノールからの水素引き抜き反応が起きた結果、ニトロ基の還元が起こるとしている。

加えて、彼らは、水素引き抜き反応が進行したことの証拠に、副生成物としてアセトン

が生成していることをガスクロマトグラフィーにより確認している。芳香族ニトロ化合

物の光還元反応は、2-プロパノール以外にもエタノールなどの溶媒においても進行する

ことが報告されている [14−16,23]。 

フルタミドと 2-プロパノールの間に起きた反応について詳細に調べるため、重水素化

2-プロパノールを溶媒として照射実験を行った。しかし、光照射の有無にかかわらず、

フルタミドやその光反応生成物を 2-propanol-d8 に溶解させるとすぐに、アミノ基やヒ

ドロキシ基、アミド基のプロトンの交換が起きた。そのため、product 4のアミノ基に含

まれる二つの水素原子が溶媒由来であるのか確かめることができなかった。しかし、

2-product-d8溶液を用いた照射実験において生成された product 3では、フルタミドにお

いてニトロ基が位置していた場所に、重水素が結合していることがわかった。このこと

は、フルタミドの光脱離により生じたフェニルラジカルが、2-propanol-d8から水素を引

き抜いたことを示している。さらにこの結果は、product 3の生成においては溶媒からの

水素引き抜きの過程が含まれることを示している。product 3は 2-プロパノール溶液にお

いてのみ生成が確認されたのだが、このことは、2-プロパノールがアセトニトリルより

も水素引き抜き反応に有利な特性を持っているからであると考えられる。 

水素引き抜き反応の詳細について調べるため、フルタミドの 2-プロパノール溶液につ

いて、さらに 1×10
−4

 Mの溶液を調製し照射実験を行った。この 1×10
−4

 Mの 2-プロパ

ノール溶液について、照射実験を行ったところ product 3 とピナコールが生成している

ことが確認された。このことは、1×10
−4

 Mの 2-プロパノール溶液においては、フルタ

ミドの光脱離反応が主反応となることを示している。ピナコールは、照射後のフルタミ

ドの 1×10
−3

 Mの 2-プロパノール溶液においてもごくわずかに存在が確認されていたの

が、生成量が GC–MSの検出限界に近く、正確な定性が困難であった。2-プロパノール

溶液を溶媒として用いたことで、水素引き抜き反応が優先的に起こると考えられるが、

1×10
−4

 Mの 2-プロパノール溶液においては、product 4の生成は確認することができな

かった。1×10
−4

 Mの 2-プロパノール溶液においてのみ、光脱離反応が優先的に進行し

た理由は現在検討中である。しかし、この結果からフルタミドの光反応は濃度依存性が

ある反応だという可能性が示唆された。つまり、フルタミドが単分子的に光反応を起こ
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しているのではなく、励起分子と溶媒間の反応が関与している可能性が考えられた。溶

媒など他の分子と相互作用をした結果、フルタミドの励起状態が変化して光反応に多様

性が生じたことが予想される。 

Product 3の予想される反応機構を Scheme II-2-4 に示す。 

 

 

 

Scheme II-2-4. Proposed reaction mechanism for the generation of product 3 and pinacol. 

 

Scheme II-2-4 に示すように、product 3の生成反応はフルタミドが光脱離反応により、フ

ェニルラジカルと二酸化窒素ラジカルを生じさせることで開始される。フェニルラジカ

ルは 2-プロパノールから水素を引き抜き、product 3とケチルラジカルを生成する。ケチ

ルラジカルは異性化を起こして二量体化し、ピナコールを生成する。本節における研究

では、2-プロパノールのどの位置の水素が引き抜かれたのかを同定することはできなか

った。けれども、解離性のプロトンであるヒドロキシル基の水素が最も可能性が高いと

考えられた。この照射実験の結果はから、フルタミドの光反応では溶質と溶媒間の反応

が含まれる可能性が高いことが示された。 

 

II-2-4. 結論 

本節における研究では、アセトニトリルと 2-プロパノールの二つの溶媒を用いてフル

タミドの光反応を比較した。先行研究において、フルタミドの均一溶媒中における光反

応は、ニトロ-ニトリト転位反応生成物が唯一の光反応生成物であるとされていた。し

かし、本節における研究の結果からは、フルタミドのニトロ-ニトリト転位生成物はア

セトニトリル溶液においてのみ優先的に確認された。2-プロパノール溶液中の光反応に

おいては、ニトロ-ニトリト転位反応よりも光還元反応が優先的に進行した。その理由

は、2-プロパノールが光還元反応における水素引き抜き反応を有利にさせたからである

と考えられる。加えて、2-プロパノール溶液中の光反応では、トリフルオロメチル基の

加溶媒分解が進行することが示された。この加溶媒分解が起こるためには、光還元生成

物が形成される必要があると予想された。 

本節における研究の結果から、フルタミドが高い光反応性を持ち、多様な光反応を起
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こすことが示された。フルタミドの副作用である、光線過敏症の原因物質の特定には至

らなかったが、この研究結果は、はっきりとフルタミドが太陽光に含まれる紫外線によ

り光分解を起こすことを示している。フルタミドの光反応は反応中間体としてラジカル

を形成すると予想される。このラジカルが生体内高分子と反応を起こした化合物が、免

疫原性物質となる可能性が考えられる。また、光線過敏症の発症には、光反応により生

じた生成物が原因物質となっている可能性がある。さらに、光により励起されたフルタ

ミドが生体内の酸素分子を活性化することで、炎症反応を惹起した可能性もある。本節

における研究の結果は、フルタミドが高い光反応性と多様な光反応を起こしうることを

示しており、今後の光線過敏症の発症メカニズムの解明に役立つことが期待される。 
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Figure II-2-1. ORTEP structure of  

N-[4-hydroxy-3-nitro-5-(trifluoromethyl)phenyl]-2-methylpropaneamide, showing 50% 

probability ellipsoids. 

 

 

 

 

Figure II-2-2. Time course of absorption spectra for flutamide in (a) aerated acetonitrile and (b) 

deaerated acetonitrile. The photoreactions were monitored at 5 min intervals. The arrows in each 

spectrum represent the direction in which the absorption intensity is changing. 
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Figure II-2-3. Absorption spectra of the photoproducts and flutamide in acetonitrile. The 

maximum absorption wavelengths for products 1, 2, 3, 4, 5 and flutamide were 248, 243, 264, 

227, 228 and 225 nm, respectively. 
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Figure II-2-4. Time course of absorption spectra for flutamide in (a) aerated 2-propanol and (b) 

deaerated 2-propanol. The photoreactions were monitored at 5 min intervals. The arrows in each 

spectrum represent the direction in which the absorption intensity is changing. 
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Figure II-2-5. Gas chromatogram of product 4 in (a) aerated 2-propanol and (b) deaerated 

2-propanol after being irradiated with UV. The peaks at retention times of 6.24 min and 7.88 

min were identified as products 4 and 5, respectively. 
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II-3. 2-nitrobenzofuran と 3-mehyl-2-nitrobenzofuran の光反応についての研究 

 

II-3-1. 序 

芳香族ニトロ化合物の光反応は、光化学・光物理学においてだけでなく、様々な側面

から研究がなされている。代表的な例として、第 II-2 節では前立腺癌治療薬のフルタミ

ドの例を挙げたが、ニトロ多環芳香族炭化水素（Nitropolycyclic aromatic hydrocarbon; 

NPAH）も、環境学的な重要性から研究が行われている [43,44]。NPAHは有害な大気汚

染物質として知られている化合物の総称である。NPAHは強い変異原性と発癌性を有す

るため、NPAH形成の反応機構が研究されている。NPAHの炭化水素骨格には、ピレン

やアントラセン、クリセンなど様々なものが含まれるが、その反応機構は全てラジカル

連鎖反応により進行するとされる。そして、その開始反応は、大気中の硝酸ラジカルや

ヒドロキシルラジカルによる付加反応であると考えられている。様々な種類の NPAH に

ついて、光分解による半減期が見積もられている [44]。 

NPAHに限らず、ニトロ基が置換した様々な多環芳香族化合物の光反応が研究されて

いる [18−29,46,47]。なかでも、複素環骨格を持つ芳香族ニトロ化合物の例として、Hunt

と Reidは 2-ニトロフランや 2-ニトロピロールのような 5員環の芳香族複素環化合物に

ついて研究を行っている。彼らの報告によれば、2-ニトロフランをメタノール溶媒中で

光照射すると、ニトロ基の転位反応が起こり 3-ヒドロキシイミノ-2-オキソ-2,3-ジヒド

ロフランが生成するとしている [46]。同様の光反応生成物が 2-ニトロピロールにおい

ても得られている。加えて、3-メチル-2-ニトロフランの光反応においては、ニトロ基の

転位反応は 5 位炭素で起こり、5-ヒドロキシイミノ-3-メチルイミノ-2-(5H)-オンが生じ

るとされている [47]。これら化合物の光転位反応はニトロオレフィンにおける光反応

に良く似たものであることがわかっている [48−50]。本研究では、ニトロ置換芳香族複

素環化合物の例として、2-ニトロベンゾフラン誘導体を研究対象としてその光反応を検

討した。2-ニトロベンゾフランの構造は、ニトロ基と芳香環平面が共平面に存在する化

合物である。Chapman らにより提唱されたニトロ-ニトリト転位反応では、ニトロ基と

芳香環のねじれが転位反応の誘因になるとされている [24]。また、北村と松浦はニト

ロベンゼンに立体障害のある置換基を導入し、ニトロ基と芳香環の平面が共平面にない

構造を持つニトロベンゼンの光反応を検討している [51]。彼らは、2,6位にアルキル基

を導入したニトロベンゼンに光を照射し、その光反応を Chapmanらが提唱したニトロ-

ニトリト転位により説明している。置換基を持たないニトロベンゼンは、2-プロパノー

ルのような水素供与性の溶媒を用いて光を照射すると、光還元反応が進行するが、北村

と松浦による研究結果では、2,4,6-トリメチルニトロベンゼンの 2-プロパノール溶液に

おける光反応では、光還元反応と同時にニトロ-ニトリト転位反応が観察されている。 

これまでに、ニトロ-ニトリト転位がニトロ基と芳香環が共平面にあったとしても起

こることを明示的に示した研究はない。本研究では、2-ニトロベンゾフランの 3位にメ
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チル基を導入して、立体障害の小さいアルキル基による置換基効果についても検討を行

った（Figure II-3-1-1）。2-ニトロベンゾフランの構造は、ニトロ基と芳香環平面が共平

面に存在する化合物である。2-ニトロベンゾフランとその 3-メチル誘導体の光反応につ

いて検討することは、芳香族ニトロ化合物の二面角とニトロ-ニトリト転位の関連性を

解明することにつながると期待される。さらに、本研究はニトロ置換芳香族複素環化合

物の光反応についても新たな知見を与え、光に安定な芳香族ニトロ化合物を設計するこ

とに役立つと考えられる。 

 

 

Figure II-3-1-1. Chemical structures of 2-nitrobennzofuran 1a and 3-methyl-2-nitorobenzofuran 2a. 

 

II-3-2. 方法 

II-3-2-1. 試薬 

合成反応に用いた試薬と溶媒は全て試薬等級で、購入したままの状態で用いた。照射

実験には、HPLC等級のアセトニトリル（Nacalai Tesque）を用いた。2-ニトロベンゾフ

ラン 1a、3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a、オキシム生成物 1gは過去の文献を参考に

して合成した [52,53]。 

 

II-3-2-2. 分析機器 

光反応生成物の単離を目的とした内部照射実験では、高圧水銀灯（UVL-100HA-100P, 

Riko）を光源として用いた。定性実験と量子収率の決定には、超高圧水銀灯（UI-501C, 

Ushio 電気株式会社）を用いた。1
H-NMR および 13

C-NMR の測定には、JOEL-ECS-400

を利用した。IRスペクトルには JASCO FT/IR-400を用いた。GC–MSにはHewlett–Packard 

HP6890/5793 MSD を利用した。吸収スペクトルには Hitachi U-2310分光光度計を用いて

測定した。X 線結晶構造解析には Mo K 光源  ( = 0.7107 Å)を用いて Rigaku 

RAXIS-RAPID を利用した。 

定性実験に用いた HPLC には Shimadzu LC-6AD を用いて、順相カラム（関東化学, 

Mightysil Si60, 250 mm × 4.6 mm × 5 μm）で分析を行った。検出器には紫外可視分光光度

計（Shimadzu, SPD-10A UV–Vis detector）を用いた。検出波長は 313 nmとし、流速は 1 

mL/min とした。移動相には、ヘキサンと酢酸エチルを 4:1 の比率の溶液を用いた。ラ

セミ化合物の分離にはキラルカラム（Daicel, CHIRAL OJ-H, 250 mm × 4.6 mm × 5 μm）

を用い、検出波長を 270 nmとした。 
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II-3-2-3. 合成と同定 

出発物質である 2-ニトロベンゾフラン 1a と 3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a は下

記の合成法により、合成したものを照射実験に用いた。 

 

2-Nitrobenzofuran 1a の合成 

2-ニトロベンゾフランの合成は過去の論文に記載された合成法を参考に合成した 

[52]。ベンゾフラン (10.72 g, 90.86 mmol) を 50 mL の溶液に無水酢酸に溶かし、

ammonium cerium (III) nitrate tetrahydrate (16.91 g, 30.29 mmol) を加え 5日間撹拌させた。

反応終了後、反応液を酢酸エチルで抽出した。有機相を無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、

エバポレーターで溶媒を除去し濃縮させた。カラムクロマトグラフィー (SiO2; 5:95 

EtOAc/hexane) で精製し、水とエタノールから再結晶した後、目的とする 2-ニトロベン

ゾフラン 1aを得た (460 mg, 3%)。副生成物として 4-ニトロベンゾフラン (59 mg, below 

1%) と 6-ニトロベンゾフラン (142 mg, 1%) を得た。  

 

Spectra data of 2-nitrobenzofuran 1a:  

1
H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.78 (1H, ddd, J = 7.9, 1.2, 0.8 Hz), 7.69 (1H, d, J = 0.8 Hz), 

7.64 (1H, ddd, J = 8.5, 1.6, 0.8 Hz), 7.61 (1H, ddd, J = 8.5, 6.5, 1.2 Hz), 7.43 (1H, ddd, J=8.0, 

6.5, 1.6 Hz). MS (EI) m/z 163 (M
+
, base peak), 147, 133, 117, 105, 89, 63.  

 

Spectra data of 4-nitrobenzofuran: 

1
H-NMR (400 MHz CDCl3) δ: 8.2 (1H, dd, J = 8.2, 0.9 Hz), 7.86 (1H, d, J = 2.3 Hz), 7.84 (1H, 

ddd, J = 8.2, 0.9, 0.9 Hz), 7.52 (1H, dd, J = 2.3, 0.9, 1.2 Hz), 7.43 (1H, dd, J = 8.2, 8.2 Hz). MS 

(EI) m/z 163 (M
+
, base peak), 147, 133, 117, 105, 89, 63.  

 

Spectra data of 6-nitrobenzofuran:  

1
H-NMR (400 MHz CDCl3) δ: 8.43 (1H, dd, J = 2.3, 0.9 Hz), 8.19 (1H, dd, J = 8.7, 2.3 Hz), 

7.89 (1H, d, J = 2.3 Hz), 7.71 (1H, d, J = 8.7 Hz), 6.91 (1H, dd, J = 2.2, 1.0 Hz). MS (EI) m/z 

163 (M
+
, base peak), 147, 33, 117, 105, 89, 63. 

 

3-Methyl-2-nitrobenzofuran 2a の合成 

2 mL の発煙硝酸  (5 mmol) と 4.8 mL の無水酢酸の混液に、窒素雰囲気下

3-methylbenzofuran (500 mg, 3.79 mg) を滴下し、90分間撹拌させた。反応終了後、酢酸

エチルと水で分液し、有機相を無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、エバポレーターで濃縮

させた。カラムクロマトグラフィー (SiO2; 1:16 EtOAc/hexane) により精製し、メタノー

ルと水から再結晶したところ、目的とする 3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a を得た 

(70 mg, 10%)。 
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1
H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.73 (1H, ddd, J = 8.0, 1.3, 0.8 Hz), 7.61 (1H, ddd, J = 8.3, 6.2, 

1.3 Hz), 7.58 (1H, ddd, J = 8.3, 2.1, 0.8 Hz), 7.42 (1H, ddd, J = 8.0, 6.2, 2.1 Hz), 2.72 (3H, s). 

MS (EI) m/z 177 (M
+
, base peak), 160, 147, 132, 103, 91, 77. 

 

3-(Hydroxyimino)benzofuran-2(3H)-one (oxim product 1g) の合成 

3-(Hydroxyimino)benzofuran-2(3H)-one は過去の文献に記載された合成法を参考に合

成した [53]。 

 

II-3-2-4. 内部照射実験 

光反応生成物の単離と同定のため、内部照射実験を行った。試料（2-ニトロベンゾフ

ラン 1aもしくは 3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a）をアセトニトリルに溶解させ、陰

圧下、超音波処理により溶存酸素を除去した。Pyrex 製の反応容器に試料溶液を入れ、

酸素が試料溶液に混入するのを防ぐため、反応開始直前と反応の全体を通して、絶えず

窒素バブリングを行った。照射実験では、290 nm より長波長の光を当てた。反応終了

後に、試料溶液からエバポレーターで溶媒を除去し、カラムクロマトグラフィー（SiO2; 

1:4 EtOAc/hexane）で精製処理を行った。2-二トロベンゾフラン 1aと 3-メチル-2-ニトロ

ベンゾフラン 2aに対するそれぞれの照射条件について Table II-3-1 に示す。 

 

 Table II-3-1. Irradiation conditions for preparative experiments.  

* time for irradiation experiments 

 

照射実験の結果、光反応生成物 1g、2f、2g の単離に成功し、各種分析機により同定し

た。同定に利用したスペクトルデータを下記に示す。 

 

Spectra data of 3-(hydroxyimino)benzofuran-2(3H)-one (oxime photoproduct 1g): 

1
H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ: 8.10 (1H, dd, J = 7.8, 1.5 Hz), 7.52 (1H, ddd, J = 8.1, 7.8, 1.5 

Hz), 7.25 (1H, ddd, J = 7.8, 7.8, 1.0 Hz), 7.17 (1H, dd, J = 8.1, 1.0 Hz). 
13

C-NMR (400 MHz, 

CDCl3), δ: 162.9, 154.8, 141.4, 133.9, 127.8, 125.0, 117.0, 111.5. IR (KBr) cm
−1

: 3176, 3059, 

2854, 1797, 1609, 1455, 1357, 1034, 977, 875, 757. MS HRMS (FAB
+
) C8H6NO3 obsd 

164.0359, calcd 163.0345. MS (EI) m/z 163 (M
+
, base peak), 135, 118, 105, 90. 

 

Sample quantity/mg concentration/M time*/min product 
yield/mg 

(yield/%) 

1a 33 2.0 × 10
–2

 50 1g 15.7 (48) 

2a 18 1.0 × 10
−2

 15 2f 3.5 (24) 

    
2g 5.0 (34) 
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Spectra date of 3,3′-dimethyl-3,3′-bibenzofuran-2,2′(3H,3′H)-dione (3R, 3′R and 3S, 3′S) 

(racemic photoproduct 2f): 

1
H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.21 (1H, ddd, J = 7.6, 1.5, 0.6 Hz), 7.11 (1H, ddd, J = 8.0, 7.6, 

1.5 Hz), 7.01 (1H, ddd, J = 7.6, 7.6, 1.1 Hz), 6.79 (1H, ddd, J = 8.0, 1.1, 0.6 Hz), 1.86 (3H, s). 

13
C-NMR (400 MHz, CDCl3), δ: 176.6, 152.8, 130.0, 128.4, 124.08, 124.06, 111.7, 51.2, 18.4. 

IR (KBr) cm
−1

: 2925, 1796, 1620, 1478, 1464, 1454, 1050, 900, 751. HRMS (FAB
+
) C18H15O4 

obsd. 295.0961, calcd. 295.0966. 

 

Spectra data of 3,3′-dimethyl-3,3′-bibenzofuran-2,2′(3H,3′H)-dione (3R, 3′S or 3S 3′R) (meso 

photoproduct 2g): 

1
H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.34 (1H, ddd, J = 8.2, 7.6, 1.4 Hz), 7.07 (1H, ddd, J = 8.2, 1.1, 

0.7 Hz), 7.05 (1H, ddd, J = 7.6, 7.6, 1.1 Hz), 6.71 (1H, ddd, J = 7.6, 1.4, 0.7 Hz), 1.78 (3H, s). 

13
C-NMR (400 MHz, CDCl3), δ: 176.9, 151.8, 129.5, 128.6, 124.5, 123.1, 110.3, 50.9, 17.5. IR 

(KBr): cm
−1

 2925, 1805, 1617, 1477, 1462, 1454, 1041, 900, 754. HRMS (FAB
+
) C18H15O4 obsd. 

295.0975, calcd. 295.0966. 

 

II-3-2-5. 定性実験 

光反応生成物の定性のため、310 nm の短波長を用いて照射実験を行い、吸収スペク

トルを測定することで光反応の経時変化をモニターした。 

試料溶液の溶媒にはアセトニトリル（HPLC 等級、Nacalai Tesque）を用い、試料溶液

に含まれる溶存酸素は凍結融解法により除去した。その際、試料溶液を封入する前に凍

結と融解を 3回繰り返した。照射実験においては、UV-31（Toshiba）と赤外線を除去す

るために、蒸留水を満たした円筒型セルを介して照射を行った。光源のレンズから試料

溶液までの距離を 30 cmとし、光反応の経時変化を、紫外可視分光光度計を用いてモニ

ターした。照射実験終了後に HPLCを用いて試料溶液を分析した。 

2-ニトロベンゾフラン 1aの光分解の量子収率は、シュウ酸鉄（II）化学光量計を用い

た [54,55]。超高圧水銀ランプ (USHIO, UI-501C) を光源として、UV-31 (TOSHIBA)、

U340 (HOYA) をフィルターとして用いた。さらに、ピーク波長が 313 nmとなるように

硫酸ニッケル水溶液を満たした円筒型セルを介して照射を行った。試料溶液に流入した

光量は約 3 × 10
16

 quanta s
−1だった。313 nm における 2-ニトロベンゾフラン 1aの光分解

の量子収率は、次の式を用いて計算した [27]。 

 

Φ = (d[X]/dt)v/FI 

 

ここで、d[X]/dtは出発物質分解の初速度、v は試料溶液の体積、F は 313 nmにおいて

出発物質に吸収された光子の数である。また、Fは吸収波長（A）に依存し、F = 1 − 10−A
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で表すことができる。Iは光の強度（mol of photons min
−1）である。2-ニトロベンゾフラ

ン 1a の量子収率は 60 秒の照射後の試料溶液を用いて決定した。量子収率決定の照射

実験において、ほとんどの光反応生成物の生成量は検出限界以下であった。唯一、2-

ニトベンゾフラン 1a から生じた 3-(hydroxyimino)benzofuran-2(3H)-one （オキシム化合

物 1g） の生成が HPLCで確認されたものの、定量をすることはできなかった。 

 

II-3-2-6. X線結晶構造解析 

2-ニトロベンゾフラン 1aと 3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2aの、芳香環とニトロ基

の平面間の二面角を測定するため、X線結晶構造解析を行った。その結晶データと実験

条件を Table II-3-2,II-3-3に示す。さらに、オルテップ図と結晶格子における配置を Figure 

II-3-1, II-3-2 に示す。 
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Table II-3-2. Crystal and experimental data of 2-nitorobenzofuran 1a. 

Chemical formula: C8H5NO3  

Formula weight = 163.13 

T = 170 K  

Crystal system: triclinic 

Space group: P-1 Z = 1 

a = 6.7279(7) Å  

b = 7.3791(8) Å  

c = 7.9859(9) Å  

 = 90.656(3) ˚ 

V = 357.71(7) Å
3
  

Dx = 0.757 g/cm
3
  

Radiation: Mo K ( = 0.7107 Å)  

F(0 0 0) = 84 

No. of reflections collected = 3446 

No. of independent reflections = 1620 

 range for data collection: 3.060 to 27.435 ˚ 

Data/Restraints/Parameters = 1620/0/109 

Goodness-of-fit on F2
 = 1.137 

R indices [I > 2 (I)]: R1 = 0.0461, wR2 = 0.1743  

(/)max = 0.000 

()max = 0.239 eÅ
-3

  

()min = -0.257 eÅ
-3

 

Measurement: Rigaku RAXIS-RAPID.  

Program system: CrystalStructure 4.0, CRYSTALS 

Structure determination: SHELXL-97  

Refinement: full-matrix least-squares on F2 
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Table II-3-3. Crystal and experimental data of 3-methyl-2-nitorobenzofuran 2a.  

Chemical formula: C9H7NO3  

Formula weight = 177.16 

T = 103 K  

Crystal system: triclinic 

Space group: P-1 Z = 1 

a = 6.3286(5) Å  

b = 7.3922(7) Å  

c = 9.4614(10) Å  

 = 73.733(4)° 

V = 396.68(7) Å
3
  

Dx = 0.742 g/cm
3
  

Radiation: Mo K ( = 0.7107 Å)  

F(0 0 0) = 92 

No. of reflections collected = 3892 

No. of independent reflections = 1797 

 range for data collection: 3.17 to 27.50°  

Data/Restraints/Parameters = 1797/0/118 

Goodness-of-fit on F2
 = 1.070 

R indices [I > 2 (I)]: R1 = 0.0343, wR2 = 0.1240 

(/)max = 0.000 

()max = 0.270 eÅ
−3

  

()min = −0.280 eÅ
−3

 

Measurement: Rigaku RAXIS-RAPID.  

Program system: CrystalStructure 4.0, CRYSTALS 

Structure determination: SHELXL-97  

Refinement: full-matrix least squares on F2 
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II-3-3. 結果と考察 

II-3-3-1. 2-ニトロベンゾフランに対する内部照射実験 

2-ニトロベンゾフラン 1aに対する内部照射実験の結果、

3-(hydroxyimino)benzofuran-2(3H)-one (オキシム化合物 1g) を 48 %の収率で得た。同様

の光反応生成物が 2-ニトロフランや 3-メチル-2-ニトロフランにおいても得られている

ことから [46−47]、ベンゼンの置換は 2-ニトロフランの光反応性にさほど影響を与えな

いことが示唆された。オキシム化合物 1gの予想される反応機構を Scheme II-3-1に示す。 

 

 

 

Scheme II-3-1. Proposed reaction mechanism of the photoreaction of 2-nitrobezofuran 1a.  

 

2-ニトロベンゾフラン 1aの光反応は、ニトロ-ニトリト転位により開始されると予想さ

れる。まず、出発物質である 2-ニトロベンゾフラン 1aはビラジカルである 1bを経由し

てニトリトである 1cを形成する。そして、1cの N−O結合が解裂することで 1dが形成

され、それと同時に一酸化窒素ラジカルが生成される。1dは、1eに異性化して一酸化

窒素ラジカルと結合し、1fが形成される。1fが異性化することで最終生成物である 1g

が形成される。 

 

II-3-3-2. 3-メチル-2-ニトロベンゾフランに対する内部照射実験 

3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a は二量体化生成物である 2f と 2g が生成されるこ
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とがわかった。ラセミ化合物 2fとメソ化合物 2gの化学収率はそれぞれ、24 %と 34 %

だった。3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a の光反においても、2-ニトロベンゾフラン

1a と同様に、ニトロ-ニトリト転位が進行したと考えられた。予想される反応機構を

Scheme II-3-2 に示す。 

 

 

 

Scheme II-3-2. Proposed photoreaction steps of 3-methyl-2-nitrobenzofuran 2a. 

 

3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2aの光反応では、Scheme II-3-1 と同様に出発物質であ

る 2a がニトロ-ニトリト転位を起こすと考えられた。2a はニトロニトリト転位により、

2bを経由して、ニトリトである 2cを形成する。2cのニトリトの NO結合が解裂するこ

とで、2d が形成される。この時、同時に一酸化窒素ラジカルが放出される。2d は 2e

に異性化した後、二量体化を起こし、ラセミ体である 2f とメソ体である 2dを最終生成

物として生成する。 

3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2aの光反応と 2-ニトロベンゾフラン 1aの光反応との

違いは、2-ニトロベンゾフラン 1a は一酸化窒素ラジカルの再結合によりオキシム化合

物 1g を形成したのに対し、3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a は、中間体 2e の二量体
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化により最終生成物 2f、2gを形成した点にある。3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2aの

光反応においては、最終生成物は 2f と 2g 以外に確認されなかった。そのため、NO 結

合の解裂で生じた一酸化窒素ラジカルは再結合を起こさず、反応の系中に拡散したと考

えられた。3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2aの中間体である 2eが、もし一酸化窒素ラ

ジカルとの再結合をしたことができたとしても、2-ニトロベンゾフラン 1a の最終生成

物である 1g のように安定な構造をとることはできないと考えられる。そのため、3-メ

チル-2-ニトロベンゾフラン 2aの光反応では、一酸化窒素ラジカルの再結合は起こらか

った、もしくは再結合したとしても可逆反応として再び解裂してしまったと考えられた。 

 

II-3-3-3. 2-ニトロベンゾフランの光反応における定性実験 

2-ニトロベンゾフラン 1aの吸収スペクトルの経時変化を Figure II-3-3 に示す。120 秒

の照射後の吸収スペクトルにおいて、290 nm付近の吸収が上昇している。この 290 nm

付近の吸収は、最終生成物であるオキシム化合物 1g の吸収によると考えられる。比較

のため、出発物質 1aと最終生成物 1gの吸収スペクトルを Figure II-3-4 に示す。 

2-ニトロベンゾフラン 1aの 60 秒、120秒照射後の試料溶液について、HPLCにより

分析した結果のクロマトグラムを Figure II-3-5 に示す。Figure II-3-5 の HPLCクロマト

グラムにおいて、2.7分と 4.1分のピークはそれぞれ 2-ニトロベンゾフラン 1aとその生

成物である 1gに由来している。これら二つのピークは 60秒後（Figure II-3-5 (a)）でも

120秒後（Figure II-3-5 (b)）でも見られた。ここで、120秒の照射後の試料においてのみ、

4.7 分に別のピークが見られた。このことは 1g 以外にも、同定できていない光反応生

成物が形成されている可能性を示唆している。長時間の照射により、ニトロ-ニトリト

転位の競争反応や二次反応が引き起こされた可能性が考えられる。 

2-ニトロベンゾフラン 1a の X 線結晶構造解析の結果から、芳香環とニトロ基の平面

が作る二面角は 0.78°であることがわかった。しかし、Chapman らにより提唱されたニ

トロ-ニトリト転位の反応機構では、9-ニトロアントラセンは芳香環平面に対しニトロ

基がねじれているために転位反応が進行したと考えられている [24]。一方で、Lippert

と Kelm は、4-フルオロニトロベンゼンの照射実験におけるニトロ基の光転位反応では、

4-フルオロフェニルラジカルが生じると主張しており、芳香環とニトロ基の二面角につ

いては議論していない [29]。本研究において、4-フルオロニトロベンゼンの最適化構造

を密度汎関数 B3LYP/6-311+G(d)で求めたところ、芳香環とニトロ基の平面はほとんど

同一平面にあることがわかった。これらの結果は、芳香環とニトロ基がねじれておらず、

同一平面上にあったとしてもニトロ-ニトリト転位が起こりうることを示している。さ

らに、Lepprt と Kelm は 4-フルオロフェニルラジカルが生成した証拠として、4-フルオ

ロビフェニルが生成したことを述べている。Lippertと Kelmが提唱した反応機構が正し

いとするなら、ニトロ基の転位反応においてビフェニルのようなフェニルラジカルに由

来する生成物が生成されるはずである。けれども、本節における研究結果では、2-ニト
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ロベンゾフラン 1a や 3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a の光反応において、フェニル

ラジカルに由来するような生成物は確認されなかった。一方で、Chapman らによる反応

機構もオキサジリジンのような中間体の構造が証明されていないため、確固たるもので

はないと言える。しかし、本節における研究の結果により、芳香族ニトロ化合物の芳香

環とニトロ基の平面が共平面にあったとしてもニトロ基の転位反応が起こりうること

をはっきりと示すことができた。本研究では、2-ニトロベンゾフランや 4-フルオロニト

ロベンゼンについて、基底状態の化学構造について議論してきたが、励起状態において

はその化学構造や電子状態が変化する可能性がある。励起状態における変化によって、

芳香環とニトロ基の間に変化が生じ、Chapman らによる反応機構において提唱されたオ

キサジリジンが形成されやすくなることが考えられる。本研究の課題として、時間依存

DFT計算により、これら化合物の励起状態における物理学的性質を予測することを計画

している。 

 

II-3-3-4. 3-メチル-2-ニトロベンゾフランの光反応における定性実験 

3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a の照射実験における吸収スペクトルの経時変化を

Figure II-3-6 に示す。2-ニトロベンゾフラン 1aの照射実験における吸収スペクトルの経

時変化（Figure II-3-3）と比較すると、3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2aの光反応の方

が 2-ニトロベンゾフラン 1a の光反応よりも早いことがわかる。さらに、2-ニトロベン

ゾフラン 1aと 3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2aの分解の量子収率は、それぞれ 0.065

と 0.27であり、3-メチル-2-ニトロベンゾフランの方が 4倍ほど大きいことがわかった。

量子収率の結果は、3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2aの方が 2-ニトロベンゾフラン 1a

よりも光反応性が高いことを示している。このことは、2-ニトロベンゼンの 3位にメチ

ル基を導入した場合、その光反応性を高められることを示している。 

3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a の照射実験後の試料溶液を HPLC で分析した際の

クロマトグラムを Figure II-3-7 に示す。2.4、2.6、4.1分において見られるピークはそれ

ぞれ、ラセミ化合物 2f、3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a、メソ化合物 2gであること

がわかった。この照射実験において確認された生成物は、3-メチル-2-ニトロベンゾフラ

ン 2aの内部照射実験において得られた化合物と同じものであった。しかし、Figure II-3-7

には、同定できていない化合物のピークも見られるため、3-メチル-2-ニトロベンゾフラ

ン 2aの光反応においても、同定できていない光反応生成物が生じている可能性がある。

2-ニトロベンゾフラン 1a の光反応と同様に、複数の光反応が同時に起きている可能性

が考えられた。 

 

II-3-4. 結論 

本研究の結果から、2-ニトロベンゾフラン 1aの光反応においてはニトロ-ニトリト転

位が主反応となることがわかった。また、その光反応は 2-ニトロフラン [46，47] やニ
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トロオレフィン [48−50] の光反応と同じであることが示された。さらに、3-メチル-2-

ニトロベンゾフラン 2aもニトロ-ニトリト転位が主反応となっている可能性が示唆され

た。3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a の分解の量子収率は、2-ニトロベンゾフランの

分解の量子収率よりもおよそ 4倍大きく、3位のメチル基が 2-ニトロベンゾフランの光

反応性を高めたことを示唆している。これらの結果から、2-ニトロベンゾフランの光反

応において、芳香環とニトロ基が共平面にあったとしてもニトロ-ニトリト転位が進行

することが示された。この結果はヘテロ原子を含む芳香族ニトロ化合物の光反応を理解

する上で有用な情報を与えるものであると期待される。 
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Figure II-3-1. ORTEP structures of 2-nitrobenzofuran 1a (left) and 3-mehyl-2-nitrobenzofuran 

2a (right) showing 50% probability ellipsoids. 

 

 

 

Figure II-3-2. Arrangement of 2-nitrobenzofuran 1a (left) and 3-methyl-2-nitrobenzofuran 2a 

(right) in the unit cell. 
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Figure II-3-3. Time course of the absorption spectra for 2-nitrobenzofuran 1a in acetonitrile. 

The photoreactions were monitored at 60 s intervals. The absorption spectra at 0, 60, and 120 s 

are drawn in solid, dashed, and dotted lines, respectively. The arrows in each spectrum represent 

the direction of the changes in absorption intensity. 

 

 

 

Figure II-3-4. Absorption spectra of 2-nitorobenzofuran 1a (solid line) and oxim product 1g (dashed 

line). The maximum absorption wavelengths for products 1a and 2a were 328 and 234 nm, 

respectively. 
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Figure II-3-5. HPLC chromatograms of 2-nitrobenzofuran 1a analyzed after (a) 60 s and (b) 120 

s irradiation. The peaks at the retention times of 2.7 and 4.1 min were identified as 

2-nitrobenzofuran 1a and the final compound 1e, respectively.  

 

 

 

Figure II-3-6. Time course of the absorption spectra for 3-methyl-2-nitrobenzofuran 2a in 

acetonitrile. The photoreactions were monitored at 10 s intervals. The absorption spectra at 0, 10, 

and 20 s are drawn in solid, dashed, and dotted lines, respectively. The arrows in each spectrum 

represent the direction of the changes in absorption intensity.  
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Figure II-3-7. HPLC chromatogram of 3-methyl-2-nitrobenzofuran 2a analyzed after 10 s 

irradiation. The peaks at the retention times of 2.4, 2.6, and 4.1 min were identified as 

3-methyl-2-nitrobenzofuran 2a, meso compound 2d, and racemic compound 2e, respectively. 
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III. フルタミドの活性に影響を与える酵素的反応に対する物理化学的研究 

 

III-1. 創薬におけるタンパク質計算化学 [56−58] 

 

III-1-1. in silico 創薬 

新薬の開発には、一般に、1万種類以上の化合物が検討されると言われている。その

中から数百から数千種類の化合物が実際合成され、そのうちの百数十種類が in vitro 

screening を通過する。動物実験等でさらに十数種類が絞り込まれ、最終的にわずか 1

種類が臨床試験を通過するとされる。新薬開発において、その開発期間の長さは 8年か

ら 15年と長く、開発費は 100億から 150億と莫大な額が費やされる。in silico創薬とは、

計算機を利用した合理的医薬品分子設計であり、医薬品開発の効率を上げることで、開

発期間とコストの削減を目的に利用される。 

 

III-1-2. タンパク質-医薬品化合物間の相互作用 

医薬品が薬効を発揮するには、投与後に吸収・輸送の過程を経て、酵素や受容体など

の標的分子と結合する必要がある。一般に、化合物と標的タンパク質との相互作用は in 

vitro screening において実験的に調べられる。そこで、合成された化合物のうち 70~90 %

は除外される。この過程は、コンピュータを利用して化合物-標的分子間の相互作用を

予測することで、80~95 %の確率で予測できるとされている。 

タンパク質と医薬品化合物の相互作用は、鍵と鍵穴の関係に例えられるように、立体

相補性がある。それに加え、分子間相互作用においては、分子を構成する原子団の間で

電気的性質が相補的に合う必要がある（静電的相補性）。また、生体内において標的分

子であるタンパク質は水に取り囲まれている。化合物のアルキル基やベンゾン環などの

疎水性官能基の周囲は、水分子が密な水素結合ネットワークを形成することで、動きの

鈍いクラスターを構成している。この疎水性水和水は、タンパク質と医薬品化合物の疎

水性官能基の周りに存在する。タンパク質と医薬品分子の疎水性相補性が合えば、水分

子のクラスター構造は解放され、エントロピーが増大し、自由エネルギーが低下する。

このように、標的分子と化合物間の相互作用には、立体相補性、静電的相補性、疎水的

相補性の 3つの相補性が存在し、そのうち 2つの相補性を満たすものが有効な医薬品化

合物になると考えられている。したがって、これら相補性に関わる化合物の原子団の空

間配置（3次元ファーマコフォア）を決定することが、合理的な医薬品分子設計におい

て重要である。 

 

III-1-3. Structure-Based Drug Design と Ligand-Based Drug Design 

3次元ファーマコフォアを決定し医薬品の分子設計を進める方法として、医薬品の標

的分子（受容体などのタンパク質）が未知の場合には Ligand-Based Drug Design (LBDD) 
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の方法がとられる。一方で、標的分子が既知の場合には Structure-Based Drug Design 

(SBDD) の方法がとられる。LBDD は、標的分子の立体構造が得られていないため、

SBDDに比べ合理的医薬品設計が難しいとされる。現在、リガンドとなる化合物の配座

探索 [59]やその活性配座の効率的な抽出 [60] など、有効な手法が開発・研究されてお

り、今後の創薬における展開が期待されている。LBDD で最も有効とされる方法では、

同一のタンパク質に結合する化合物の立体構造を調べ、それらの原子団空間配置に共通

する特徴を抽出して、3次元ファーマコフォアが決定される。 

SBDDにおいては、相補性を満たすように化合物の原子団を配置して、医薬品分子を

構築する。さらに、標的分子と化合物間の相互作用エネルギーを計算することで、でき

るだけ相互作用エネルギーの強い化合物を作りだすことができる。SBDDが実際の医薬

品開発に貢献した例としては、HIV プロテアーゼ阻害薬であるネルフィナビル、分子標

的治療薬であるイマチニブ、ゲフィチニブがある。イマチニブはフィラデルフィア染色

体産物である Bcr-Abl を標的として、慢性骨髄性白血病などの適応を持つ。ゲフィチニ

ブは、上皮成長因子受容体のチロシンキナーゼ阻害剤として非小細胞肺癌に奏功する。

これらに加え、インフルエンザ特効薬として知られるノイラミニダーゼ阻害剤のオセル

タミビルが標的タンパク質の立体構造に基づいて開発されている。 

本節における計算研究では、SBDDの概念に基づいて医薬品の標的であるタンパク質

の立体構造を予測している。次節に SBDD の対象であるタンパク質の立体構造と機能

について、さらに、それを予測する際に有効な手段の一つである分子動力学シミュレー

ションについて述べる。 

 

III-1-4. タンパク質の立体構造と機能 

タンパク質の機能の多くは、特定の分子を認識し結合することで、触媒反応や輸送、

情報伝達を行うことにある。この分子認識メカニズムは、分子表面での立体的な相補性

と電気的な相補性に基づいて、「鍵と鍵穴」モデルで説明されてきた。特殊な形を持つ

鍵穴（タンパク質の結合サイト）に、それに合う形を持つ鍵（分子）が入り込んで、強

く結合することで複合体が形成されるという考え方である。 

これまで、医薬品化合物の標的であるタンパク質は固い構造を持つと考えられていた。

しかし、観測手段の高度化に伴い、タンパク質は本質的に柔らかい物質であり、その生

物学的機能にはダイナミックな性質が大きく関与することが明らかになっている。この

ことは、多くのタンパク質がリガンドと結合する際に、柔軟に構造を変形させることで

強く結合をすることを意味している。このリガンド分子の形に合わせて構造を変え、強

い認識をするメカニズムは誘導適合（induced fit）と呼ばれる。これにより、タンパク

質の分子認識メカニズムは、「鍵と鍵穴」モデルの概念を基本として、誘導適合を考慮

して説明されるようになった。 
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III-1-5. 分子動力学シミュレーションの歴史 

分子動力学（Molecular Dynamics; MD）シミュレーションは、1950 年代後半、Alder

と Wainwright により「剛体球の分子動力学計算」として開発された。剛体球系では複

数の粒子が存在するが、衝突するイベントを除けば粒子間に相互作用はなく直線運動を

するだけであるため、時間刻みを決めてニュートンの運動方程式を解く必要がない。こ

のように、当初の分子動力学計算は現在のものとは異なり、単純なシミュレーションと

して始まったのだが、彼らの功績があったからこそ、その後の分子動力学法を大きく発

展することとなった。 

1960年代から 1970年代には、分子動力学法は質点型、剛体系、高速系へと拡張され

た。これらの方法論は現在の分子動力学計算においても用いられている方法である。さ

らに、1970 年には、分子動力学計算がタンパク質に応用され、Karplus と McCammon

によって、ウシ膵臓トリプシン阻害剤の真空中 9.2 psの分子動力学計算が行われた。彼

らの業績により、それまでの「タンパク質は固い」という概念が覆され、「タンパク質

は動的に系である」という概念が提唱された。彼らの業績を転機として、現在の生体高

分子を対象とした分子動力学計算は発展を遂げることとなった。 

1980 年以降は、温度、圧力、化学ポテンシャルを制御する方法が導入され、より実

験系に近いシミュレーションが可能となった。これまでの分子動力学法は古典論に基づ

くものであったが、1985 年にはカー−パリネロ（Car−Parrinelo）法が発表され、量子論

に基づくものも登場している。 

 

III-1-6. 分子動力学計算の応用範囲 

分子動力学計算は、X線結晶構造解析や NMRにおける構造精密化や、タンパク質な

ど生体内高分子の構造や動力学の予測などにおいて利用されている。まず、X線や NMR

では分子の電子密度や原子間距離といった情報を得ることができる。しかし、これらの

分光法は原子位置を直接的に観測した結果ではないので、その電子密度や原子間距離と

矛盾がないように原子を空間に配置するよう作業が必要となる。この時、分子動力学計

算を用いた構造精密化により、化学的に妥当な結合距離や結合角を持つようにフィッテ

ィングが行われている。また、分子動力学計算が立体構造の予測を行う範囲としては、

タンパク質およびペプチドの立体構造、タンパク質-リガンドの複合体構造、ペプチド

のフォールディングなどがある。さらに、タンパク質の構造の揺らぎを予測することが

できるため、タンパク質の動的性質を予測する上でも有用である。本章における計算研

究は、実験的に解明されていないタンパク質の立体構造を予測するために分子動力学法

を利用している。分子動力学計算は古典力学に基づいており、ニュートンの運動方程式

を解くことでタンパク質を構成する原子の座標を決定することができる。第 III-1-7 節

以降には、分子動力学計算とニュートンの運動方程式について概説する。 
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III-1-7. 分子動力学計算 

III-1-7-1.ニュートンの運動方程式  

分子動力学計算とは、原子間に働く力と時間変異をニュートンの運動方程式を解くこ

とで時間変化に対応した原子座標を予測する手法である。ニュートンの運動方程式（ニ

ュートンの第二法則）は、原子を、質量を持つ粒子（質点）としてみなしている。質点

が受ける力は、質量と位置の時間に関する 2次微分の積、または質点と加速度の積とし

て次式のように表される。 

 

     
    

         

 

Fi, mi, ri, aiはそれぞれ、i番目の質点（質点 i）が受け取る力、質点 iの質量、位置、加

速度である。また、力、位置、加速度はベクトル量であり、質点 i が受ける力 Fi は周

りの質点から受ける力の合力として表される。質点にかかる力は、ポテンシャルエネル

ギーを与える関数である、分子力場から求めることができる。次に、エネルギーと力の

関係を使うと、分子力場から力が求めることを示す。原子のエネルギーEi と力 Fi の関

係は、次式のように表される。 

 

            

 

ここで、grad（グラディエント）は勾配を表し、次式の関係がある。 

 

     ＝  

 

   
   

 

   
   

 

   
 

 

  、  、  は、x、y、z軸方向の単位ベクトルである。一般に、グラディエントはエネ

ルギー局面の勾配として差分法で求められる。しかし、分子力場のエネルギー項は全て

微分可能な関数であるため、エネルギー関数を微分した結果を用いれば力を求めること

ができる。 

ここで、例として原子 i の結合エネルギーEbondiから原子にかかる結合の力 Fbondiを求

める。原子 i と原子 j が結合距離 r で結合し、原子 i から原子 j に向かうベクトルを rij

とする。原子 i の結合エネルギーは               
 で表されるが（III-1-7-2.分子力

場参照）、これを rで微分すると、次式になる。 
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ベクトル rijの単位ベクトルは rij/rであるので、原子 iにかかる結合の力は次のように求

めることができる。 

                 
   

 
 

 

分子動力学計算では、時間変異の最小単位を時間刻み（time step）、各ステップの全原

子の座標をつなぎ合わせたものを軌跡またはトラジェクトリ（trajectory）と呼ぶ。そし

て、計算の対象とする系を構成する全原子の座標をつなぎ合わせたものが立体構造とし

て表される。タンパク質構造予測においては、1ステップの立体構造のスナップショッ

トをつなぎ合わせることで時系列に沿ったタンパク質の構造変化を得ることができる。 

 

III-1-7-2.分子力場 

分子動力学計算では、古典論に基づき、計算対象とする座標を関数に代入することで

ポテンシャルエネルギーを求めることができる。分子のポテンシャルエネルギーを与え

る関数とその係数を分子力場と呼ぶ。ポテンシャルエネルギーEは複数のエネルギーの

和として表される。分子力場の種類により、扱うエネルギー項は異なるが、ここでは、

本章における計算研究で用いた AMBER分子力場（AMBER力場と略される）の表記を

示す。 

 

                                                                        

 

     は結合長 rの関数、      は結合角 θの関数で、        と                 は、それ

ぞ れ 二 面 角  と improper torsion    の エ ネ ル ギ ー で あ る 。

     、       、         、                 は原子間の結合に関係する項で、結合項と呼ば

れる。一方、              は静電エネルギーで、              はファンデルワールスエネ

ルギーである。              、              は結合の有無に関わらず生じる項であり、非

結合項と呼ばれる。 

     は調和ポテンシャルとして、次式のように表される。 

 

              
  

 

調和ポテンシャルとは、2 乗に比例するエネルギー関数をさす。ここで、  は平衡結合

距離であり、  は力の定数である。原子間距離が平衡結合距離に近づくほど安定で、平

衡結合距離から離れるほど不安定であることを意味する。 

      は結合角 θの関数であり、次式のように表される。 
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ここで、  は平衡結合角であり、  は力の定数である。前式と同様に調和ポテンシャル

として表されるため、原子間の結合角が平衡結合角に近づくほど安定で、離れるほど不

安定となる。平衡結合距離や平衡結合角は分子軌道計算による低分子の構造最適化や、

X線や中性子線回折実験から決められている。また、結合や結合角のエネルギー定数に

ついては、分子軌道計算により構造最適化された構造を基準振動解析することで決めら

れている。 

        と                 は、それぞれ二面角と improper torsion   のエネルギーであ

り次式のように表される。 

 

         
 

 
                 

                  
 

 
                 

 

  と  はそれぞれ、二面角と improper torsion の定数である。 は二面角を作る 4原子の

対称性を、 は位相を表している。この二式は、周期性があり回転ポテンシャルと呼ば

れる。周期性は対称性と関係し、回転に対し 2 回対称であれば周期は 1/2、3 回対称で

あれば周期は 1/3となる。二面角のパラメータは、量子化学計算により求められた回転

ポテンシャルをフィッティングして決められている。 

              は静電エネルギーであり、電荷を持つ原子の相互作用を表している。 

 

              ＝
    

      
 

 

    、    はそれぞれ原子 i, jの部分原子電荷、 は誘電率、   は原子 i, j間の距離であ

る。               には距離依存性があり、原子 i, j間の符号が等しければ不安定な、符号

が異なれば安定な相互作用となる。 

計算系全体の静電エネルギーは、系を構成する全原子のペアに対する、クーロン・エ

ネルギーのペアとして、次式で表される。 

 

              ＝ 
    

      
   

 

 

静電エネルギーは、原子間距離の逆 1乗のオーダーで減衰するが、距離に対する減衰が
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遅いために、遠距離の相互作用も寄与する。ある原子から見て、至近距離の原子数より

も遠距離の原子数が膨大な数存在する。そのため、静電相互作用の計算のなかでも、遠

距離の相互作用は計算に時間がかかる。計算系が大きくなるほど原子のペア数は膨大に

増加するため、静電エネルギーの計算には多くの時間が必要となる。 

ファンデルワールスエネルギー               は 2原子間の引力と斥力から生じ、次式

で表される。 

 

              ＝
   

   
   

   

   
  

 

この式は、ファンデルワールス・ポテンシャル、もしくはレナード -ジョーンズ

（Lennard-Jones）・ポテンシャルと呼ばれる。右辺第一項はファンデルワールス斥力か

ら生じる項であり、距離の逆 12 乗に比例する。対し、右辺の第二項はファンデルワー

ルス引力から生じる項で、距離の逆 6乗に比例する。 

   は原子   間の距離で、   ,    は係数で、それぞれ次のように表される。 

 

          
 

         
   

           
 

         
  

 

ここで、  ,   はそれぞれ原子 i, jのファンデルワールスエネルギーの深さ、  ,   はそれ

ぞれ原子 i, jのファンデルワールス半径である。              には距離依存性があり、原

子間距離が非常に近い領域では距離の逆 12 乗に比例する斥力項が優位となり原子は反

発しあう。原子間距離が大きくなると斥力項が減衰し始め、距離の逆 6乗に比例する引

力項の寄与が大きくなって、原子が引き合う。 

計算系全体のファンデルワールスエネルギーも、次式のように系を構成する全原子の

ペアからの寄与の和で表される。 

 

              ＝ 
   

   
   

   

   
 

   

 

 

ファンデルワールスエネルギーも系が大きくなるにつれ、原子のペア数が増加するため、

計算に多くの時間が必要となる。しかし、ファンデルワールスエネルギーの計算は、距

離の逆 1乗に比例する静電相互作用の計算に比べて減衰が速いため、大きな問題とはな

らないとされる。 
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III-1-7-3.遠距離の静電相互作用の計算方法 

分子動力学計算では、多くのエネルギーや力の項は分子力場で 2体間の相互作用とし

て定義される。そのため、原子数 Nの 2乗に比例して計算時間が増大する。第 III-1-7-2

節において、静電相互作用エネルギーの計算には多くの時間がかかるとした。計算時間

を短縮するために多くの静電エネルギー計算が提案されているが、最も簡単な方法とし

てカットオフ（cut-off）法がある。カットオフ法では原子のペア数を減らすために、あ

る原子から見てカットオフ距離以内のペアの静電相互作用のみを計算して遠距離の静

電相互作用を 0としている。しかし、カットオフ法で遠距離の静電相互作用を無視すれ

ば、計算精度が低下することになる。カットオフ法以外の遠距離の静電相互作用の計算

法としては、周期境界条件や Ewald 法などの高速計算アルゴリズムがある。次節から、

周期境界条件、Ewald法、Ewald 法を高速化させた Particle Mesh Ewald（PME）法につ

いて順に示す。 

 

III-1-7-4.周期境界条件 

周期境界条件の基本的な考え方は、計算系に周期性を取り入れることで、実験系より

も取り扱う原子数が圧倒的に少なくてもマクロな系の性質を求めようとするものであ

る。 

周期境界条件では、計算対象を取り扱う際に周期的な箱（セル）の中で分子を扱う。

ここでは Figure III-1 に示すように、タンパク質や溶媒などを入れたセルの周りにイメ

ージセルを配置する。セルには周期性があるため、分子がシミュレーション中に拡散し

てセルの下面に出たとしても、セルの上面に戻ることができる。周期境界条件の注意点

としては、周期性があるために同一分子の離れた場所同士が相互作用してしまうことが

ある。これを防ぐために、セルの大きさを考慮して、溶質分子と境界の間に距離を取ら

せる必要がある。 

 

III-1-7-5.Ewald 法 

Ewald 法とは、周期境界条件で良く使われる静電相互作用の拘束計算法の一つである。

Ewald 法では、系に周期性があることを利用して、エネルギーや力を級数展開する方法

をとる。無限遠のイメージセルからの寄与を考慮することができるため、精度が高い。

Ewald 法における周期境界条件下の静電相互作用は、次式で表される。 

 

                          ＝
 

 
   

    

            
  

 

 

 

 

ここでは、系は N個の原子で構成されるとして、その原子 1から Nまでの座標を

            とする。  ,   が原子 i, jの電荷、 が誘電率であり、  ,   が原子 i, jの座
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標である。  
 は、周期的なセルのベクトルの、 ＝               (      

  は整数  の和であり、和をとる際に、   ,    を除外することを意味する。前式

は距離の逆 1乗に比例するため収束が遅い。Ewald 法では、前式を次のようなエネルギ

ー項の和で表すことで、計算を高速化している。 

 

                  ＝     ＋     ＋      

 

     は実空間、     は波動関数、     は自己のエネルギーであり、それぞれ次式で表さ

れる。 

 

     ＝
 

 
   

                    

            
  

 

 

 

     ＝
  

 
 

               

    
  

    

   
     

               

        
  

 

   

 

  
 

 

 

ここで、erfc( )は補誤差関数であり、誤差関数         
 

  
            

 

 
 との間に

                 
 

  
            

 

 
 の関係が成り立つ。  は電荷の広がりを表す

パラメータで、  は基本セルの体積、  は波動関数におけるセルのベクトル 

 ＝               (        は整数) である。このように、補誤差関数を使い

収束の速い        の式と、収束の速い       の式、さらに定数である       の式に分け

たことで、静電相互作用計算の高速化が可能になる。      の式の収束が速いため、実空

間の計算にカットオフ法を用いても精度の低下はない。 

 

III-1-7-6.Particle Mesh Ewald 法 

PME 法は、Ewald 法の波動関数の式       を、電荷分布をグリッド上に内挿する形

に書き換えて、高速フーリエ変換（Fast Fourier Transform; FFT）することで計算を高速

化させている。PME法では Ewald 法における実空間のエネルギー       の式と自己エネ

ルギー       の式はそのまま用いて、Ewald法の波動関数       の式を次のように書き

換えている。 
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     ＝
  

 
 

              

    
  

    

   
     

               

＝
 

   
 

              

    
                

     

            

＝
 

   
              

   

 

 

                    は構造因子と呼ばれ、電荷密度のフーリエ変換に対応する。u

を、セルを分割してできた格子点の位置ベクトルし、exp(imu) のフーリエ級数展開の

形にすると次式のようになる。 

 

                            
    

  
 

    

  
 

    

  
  

    

    

    

    

    

    

 

 

            はグリッド点に内装された電荷である。電荷に近い格子点ほど大きな値が

割り振られている。S(m) の式により高速フーリエ変換が可能となり、計算が高速化さ

れる。静電相互作用の計算は原子数 Nの 2乗に比例するが、PME法により NlogN にま

で短縮することが可能である。 

 

III-1-7-7.SHAKE  

計算時間の短縮や、分子の立体構造に何らかの条件を加えて計算を行うことを目的と

して、様々な束縛法（または拘束法）が用いられている。SHAKE は、原子間距離を一

定値（標準値）に束縛する方法の一つである。通常、水素原子と重原子の結合距離や、

水素原子-水素原子間の原子環間距離の束縛に用いられる。束縛の対象には、水分子を

含め計算系の全原子が対象となる。 

水素結合が関係する運動は高速運動であり、この運動を計算するためには時間刻みを

短くする必要がある。しかし、時間刻みを短くすると計算時間が長くなり、時間刻みを

長くすると計算が破たんする可能性がある。SHAKEでは原子間距離を一定値に束縛し、

ユニット化することで高速運動を考えなくても良いようにしている。 

 

III-1-8. ドッキング [57,61] 

ドッキングは、タンパク質の立体構造に対し、化合物を計算機上で結合させて、その

複合体構造と結合エネルギーを予測する方法である。分子を標的タンパク質表面に配置

し、結合エネルギーを計算する操作は、数十万回から数百万回行われ、最も良いスコア

（結合エネルギー）の構造が複合体モデルとして出力される。以下にドッキングの手順
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を概説する。 

ドッキングの第一段階として、まず、標的分子構造の原子座標が必要となる。多くの

場合、この原子座標は X線結晶構造解析により得られたものが利用される。NMR解析

やホモロジーモデリングにより得られた座標が用いられる場合もあるが、一般に精度が

低いとされており、慎重に評価する必要がある。得られた原子座標が X 線結晶構造解

析で得られたものである場合、水素原子の位置を推定する必要がある。多くの水素原子

の位置は、隣接する非水素原子の位置に基づいて幾何学的に計算することができる。し

かし、ヒドロキシル基などの水素原子は幾何学的に計算することができないので、適当

な位置に水素原子を配置させたあと、構造最適化を行う必要がある。 

第二段階として、得られた標的分子の原子座標から、リガンドの結合部位を決める必

要がある。適当なリガンド分子を標的分子の複合体構造が X 線結晶構造解析に得られ

ていて、結合部位が明らかな場合には、その情報を活用することができる。もし、複合

体構造が得られていない場合には、結合部位を予測する必要がある。 

第三段階として、標的部位の結合部位に適したリガンド分子の立体配座を推定する必

要がある。リガンド分子は、標的分子に結合したとき、非常に不安定な配座をとること

はできない。しかし、標的分子に結合することで、ある程度安定化されるので、最安定

な立体配座である必要はないとされる。リガンドが標的分子に結合した際にどのような

立体配座をとるか予測することは難しいとされている。 

第四段階として、立体配座が得られたリガンド分子を標的分子の結合部位に配置して、

結合部位でのリガンド分子の構造最適化を行う。この操作が「ドッキング」である。構

造最適化においては、分子力場計算によってリガンドのひずみエネルギーと、標的分子

とリガンド分子間の相互作用エネルギーを極小化する。ここで、結合部位との相互作用

が不利であった場合には、リガンド分子は結合部位に結合できずに結合部位の外に出さ

れてしまう。ドッキングでは、リガンド分子だけでなく標的分子の構造最適化も同時に

行われることもある。 

最終段階として、ドッキングの結果に対して評価を行う。標的分子をリガンドの結合

親和性を評価するために、結合に伴う自由エネルギー変化を計算する必要がある。しか

し、エントロピー項の計算が事実上できないことや水や対イオンの影響を見積もれない

こと、ポテンシャル関数に不確かさがあることなどの理由から、自由エネルギー変化を

正確に求めることができない。また、ドッキングでは用いる標的分子の構造の正確さに

大きく依存するため、適切な系に十分注意して計算をすることが求められている。 
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Figure III-1-1. 周期境界条件の模式図。黄色い球がタンパク質で、赤と白の球が水分子であ

る。中心部に基本セルが存在し、その周囲にイメージセルが配置されている。 
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III-2. Cytochrome P450 とは 

シトクロム P450（CYP）は、自然界に広く存在する、ヘム含有スーパーファミリー

の総称である [62]。その機能は、生理活性物質の生成や変異原性物質の代謝活性化、

外因性化学物質の解毒代謝など、生体内恒常性の維持に重要な役割を担っている 

[63−65]。CYP により生合成される生理活性物質には、ステロイド、脂肪酸、脂溶性ビ

タミン、エイコサノイドなどが含まれており、生体内機能を維持する上でなくてはなら

ない酵素として認識されている。それだけでなく、CYP は薬物代謝において最も寄与

の大きい酵素として、薬物治療において重要視されている [64,65]。薬物の代謝は、phase 

I（酸化、還元、水酸化反応）と phase II（抱合反応）の大きく二相に分けられる。CYP

は phase I の酸化反応において、分子状酸素を利用して薬物の一原子酸素添加反応を触

媒している。 

 

III-2-1. CYPの遺伝子多型 

CYP が薬物代謝に寄与する割合は高く、Williams らによる報告によれば、2002 年に

アメリカの臨床で使用された上位 200 種類の薬剤のうち 4 分の 3 が CYP による代謝を

受けるとされる [66]。そのため、CYP の遺伝子多型は薬物の体内動態における個人差

の原因の一つとして問題視されている [67,68]。遺伝子変異が薬物の臨床使用に与える

影響として、CYP の酵素機能が低下した場合には、クリアランスの減少や薬物血漿中

濃度の増加が引き起こされる。また、薬物の血漿中濃度の上昇により、用量依存的に薬

物の毒性が発現することもありうる。逆に、酵素機能が亢進した場合には、薬効の低下

により、効率的な薬物治療が妨げられることが考えられる。また、代謝活性化を受ける

薬剤を投与された場合にも、期待される薬効は得られない。代薬物代謝に大きく寄与す

るCYPの中で、特に遺伝子多型が問題視されているものには、CYP2C9、2C19、CYP2D6、

CYP3A4/5などがある [68,69]。それらに加え、CYP1A2もまた重要な薬物代謝酵素であ

り、多くの遺伝子多型が存在する。 

 

III-2-2. CYP1A2 の遺伝子多型 

CYP1A2 は、臨床で使用される薬物のうち 8.9 %の代謝に関与するとされる [68]。

CYP1A2 が代謝する薬物には、喘息治療薬（テオフィリン）や抗精神病薬（アミトリプ

チリン、イミプラミン、オランザピン）、抗不整脈薬（メキシレチン、プロプラノロー

ル）などが薬物治療において重要なものが多く含まれる。CYP1A2の遺伝子多型は、こ

れまでに 40種類のバリアントが知られており [30]、その遺伝子多型はこれらの薬物の

体内動態に影響を及ぼす可能性がある。CYP1A2は、様々な化合物により誘導を受ける

ことが知られており [70]、その中でも、タバコの煙に含まれる多環芳香族炭化水素によ

る誘導が注目されている[71]。そのため、喫煙者を対象に転写調節領域における遺伝子

多型が盛んに検討された。有名なものとして、3860G>A （CYP1A2*1C）は 5’上流の一
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塩基多型であり、誘導の低下により、日本人の喫煙者におけるカフェインの脱メチル化

活性の低下が報告されている [31]。また、−163C>A（CYP1A2*1F）はイントロン 1に

おける変異であり、ドイツ人 [32] において誘導が上昇していることが報告されている。

一方で、エキソン領域における遺伝子多型はこれまでに 20種類が報告されており、タ

ンパク質構造にアミノ酸置換を伴う。しかし、いずれもアレル頻度が 1 %未満と低く、

in vivo での研究が難しい。in vitro 研究では、これまでに複数の研究グループがその酵

素活性の評価しており、アミノ酸置換を伴ういくつかのバリアントで酵素活性が変化し

ていることが明らかにされている [33−35]。これらの in vitro 研究は実験条件が統一され

ておらず、厳密な比較ができないという問題点があったが、その後、本節における研究

の共同研究者である伊藤らにより統一的な条件下でその酵素活性が評価されている 

[36]。 

 

III-2-3. CYPの構造  

CYPの全体構造は、βシートに富む領域と αへリックスに富む領域で構成されている 

[72]（Figure III-2-3-1）。活性中心のヘムは分子のほぼ中央に位置し、溶媒には直接接し

ていない。そして、ヘム鉄の第五配位子の Cys チオレートがヘムから見て近位表面

（provimal surface）に位置し、Cysから C末端に続くループが硫黄原子を取り囲むよう

に存在している。また、ヘムの近位表面には塩基性残基が多く存在する。さらに、CYP

の全体構造を横切るように長い I へリックスが存在している。I へリックスにはかぶさ

るように F、Gへリックスが存在する。これらの領域は生物種に関わらず共通してみら

れており、”P450基本構造”（P450-fold）と呼ばれる。 CYP の一次配列において

も、分子種間で共通する配列が存在することが知られている。中でも最も保存された領

域がヘム結合ドメイン（heme-binding domain）である[73−75]。このヘム結合ドメインは、

第五配位子の Cys周辺のアミノ酸配列（FXXGERXCXG）として、最も保存されている 

[75]。さらに、ミクロソーム型 CYP では小胞体膜に結合する領域から 30~40 残基後に

Proに富む領域（proline-rich region）がある [72]。この領域は CYP三次構造のフォール

ディングに関与すると考えられている [76]。 

CYP は多様な基質を代謝することが知られているが、その触媒反応は基質結合部位

の構造で決まると考えられている。後藤らは CYP の一次配列を比較することで、基質

認識において共通するアミノ酸配列が存在することを示している [73]。これらのアミ

ノ酸配列は SRS-1~6 (Substrate Recognition Site) と呼ばれ、X線結晶構造解析により明ら

かにされた CYP の立体構造において確かめられている。特に、B’へリックスとその周

辺、F へリックスの C 末端側、G へリックスの N 末端側などにおいて対応が見られて

いる。また、B’へリックス、Fへリックスと Gへリックスをつなぐループ（FGループ）

は温度因子が高く、構造的揺らぎが大きな領域であることが分かっている [72]。これ

らの部位は基質認識、基質の結合の際の構造変化に関与すると考えられている。 
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実験的に CYP タンパク質が構造柔軟性を持つことが示された例として、CYP2B4 の

X線結晶構造解析の結果が挙げられる。Scott らは、CYP2B4 の基質非結合型の結晶構造

と、4-(4-chlorophenyl)imidazole が結合した結晶構造について比較を行った結果、B’から

C へリックスと F から G へリックスにおいて構造的差異が存在することを報告してい

る [77,78]。彼らの研究によれば、基質非結合型 CYP2B4 は“開いた構造”をとってい

るのに対し [77]、リガンドが結合した構造は“閉じた構造”をとっている [78]。彼ら

の研究は、CYP タンパク質の立体構造はリガンドの結合により構造的変化が引き起こ

されることを示唆している。このような構造変化を示した X線結晶構造解析の結果は、

哺乳類の CYP [77−81] だけでなくバクテリアの CYP [82−85] においても共通して確認

されている。 

 

Figure III-2-3-1. Overall structure of CYP1A2 ditermined by X-ray crystal analysis [37]  

 

III-2-4. CYPの触媒サイクル 

大部分の CYP は分子状酸素から 1 原子の酸素を基質に添加する、一原子酸素添加反

応を触媒する。この反応は、基質と分子状酸素に加え、ヘム鉄を還元するためにシトク

ロム P450レドックスパートナーから電子の供給を受ける必要がある [86]。 

CYPの触媒サイクル [87]の簡略図を Scheme III-2-1 に示す。 
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Scheme III-2-1. Catalytic cycle of monooxygenation by CYP. [87] 

 

触媒サイクルは CYP（Fe
3+）に基質（RH）が結合することで開始反応が始まる。基

質との複合体が形成されることで、第六配位子である水分子がヘム鉄（Fe
3+）から解離

し、ヘム鉄の電子状態がロースピンからハイスピンの状態へと切り替わる。この時、ヘ

ムの酸化還元電位が上がり、電子を受け取りやすくなる。次に、電子供与体から電子 1

つが渡されて、還元型のヘム鉄（Fe
2+）と基質との複合体（Fe

2+
−RH）が形成される。

この還元型のヘムに対し、すぐに分子状酸素（O2）が結合して三者複合体（O2−Fe
2+

−RH）

が形成される。この三者複合体はオキシ体と呼ばれ、Fe
2+の状態から Fe

3+の状態へと自

動酸化を起こす。続いて、この三者複合体が 2個目の電子を受け取ると、複合体内で分

子状酸素の活性化が起こる。このとき、Fe
3+

-O-O-H を経て酸化活性種である O=Fe
4+ポ

ルフィリンπ-カチオンラジカルが形成されると考えられている。その後、基質に酸素

が添加されると、生成物（ROH）と水が解離し、ヘムは休止状態（Fe
3+、ロースピン）

に戻る。このように、一原子酸素添加反応においては、二電子還元とそれに伴うプロト

ン移動が必要である。多くの場合、この二電子は還元型ニコチンアミドアデニンジヌク

レオチドリン酸（Reduced Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate; NADPH2）に由来す

ることが多いが、P450cam のようなバクテリア CYP では、還元型ニコチンアミドアデ

ニンジヌクレオチド（Reduced Nicotinamide Adenine Dinucleotide; NADH2）が利用される

場合もある。 

CYP の還元系は、複数存在することが知られているが [88]、ここでは、真核細胞の

小胞体における電子の流れを Scheme III-2-2 に示す。 

http://www.weblio.jp/content/nicotinamide+adenine+dinucleotide+phosphate


57 
 

 

 

 

Scheme III-2-2. Electron transfer to microsomal cytochrome P450 [88]. 

 

NADPHからの経路では、電子は NADPH-シトクロム P450還元酵素（Cytochrome P450 

Reductase）を経由して CYPへと渡される。一方で、NADHからの経路では、シトクロ

ム b5還元酵素（Cytochrome b5 Reductase）からシトクロム b5（Cytochrome b5）を経由し

て CYPへと渡される。さらに、この二つの電子伝達経路は互いに交差しあい、NADPH-

シトクロム P450 還元酵素からシトクロム b5、シトクロム b5から CYP への電子の流れ

も存在する。CYP はこれらレドックスパートナーと同じ部位で結合して電子を受け取

るとされる。CYP とそのレドックスパートナーとの結合部位は、これまでに実験研究

や計算研究により検討がなされている [89−92]。Chang らは、CYP2B4 のレドックスパ

ートナーとの結合部位を、遺伝的アルゴリズムを用いた計算研究により予測し[89]、そ

の予測結果は Bridgesらにより実験的に検証されている [90]。彼らの結果によれば、そ

の結合部位はヘムのポルフィリン環平面近くの（基質結合部位とは反対側）、KLループ、

Cへリックス、Lへリックスに囲まれた領域であるとされる。この予想された結合部位

には Lys や Arg のような塩基性残基が複数存在しており、CYP とレドックスパートナ

ーとの間に塩橋を形成し、分子内電子伝達において機能すると考えられている [91,92]。 

CYP の触媒サイクルの調節において、水分子は重要な役割を担うと考えられている 

[86]。多くの CYPにおいて、水分子はヘムの第六配位子として機能し、ヘムを不活性化

することで“休止状態”に留めている。基質が活性部位に結合し、基質とヘムの距離が

近づくと、CYP タンパク質は誘導適合と呼ばれる構造変化を引き起こし、複合体構造

へと変化する。基質の結合は、タンパク質の構造変化と同時にヘムの電子状態も切り替

える。ヘムは不活性な状態では、水分分子が結合することで六配位の五重項状態（ロー

スピン）を保っている。基質の結合は、ヘム鉄から水分子が解離させることで、鉄の電

子状態を活性の高い五配位の六重項状態（ハイスピン）に切り替える。また、活性部位

の水分子には、ヘムの電子状態の調節以外にも機能があることが示唆されている。

P450-BM3 の結晶構造解析の結果から、P450-BM3 の活性部位には複数の水分子が存在

することが報告されており、水酸化反応におけるプロトン移動の役割があると考えられ

ている [93]。また、P450camとその基質である camphorとの複合体の結晶構造解析の結

果からは、P450camのいくつかの残基と水分子が水素結合ネットワークを形成している
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ことが明らかになっている [94]。さらに、P450camによる camphorの水酸化反応につい

ては、Parasad らが NMRを用いて camphor に付加された水素原子が溶媒の水分子に由来

することを確かめている [95]。バクテリア CYPに限らず、哺乳類 CYPの結晶構造にお

いても活性部位に水分子が存在するものがあり、CYP2C19 (PDB ID: 4GQS) や CYP3A4 

(PDB ID: 4I3Q) などがその例である。このように水分子が CYPの活性部位に存在し、

何らかの役割を持っていることは強く示唆されているが、水分子は小さく可動性が高い

ため、実験的にその機能を調べることは難しいとされている。 
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III-3. 分子動力学計算を用いた遺伝子変異型シトクロム P450 1A2 の三次構造

及び構造柔軟性の予測 

 

III-3-1. 序 

CYP1A2 は重要な薬物代謝酵素の一つとして認識されており、これまでに遺伝子変異

型 CYP1A2 の酵素活性を評価した実験研究が複数の研究グループにより行われている 

[33−35]。彼らは異なる実験条件下で検討を行っていたため、遺伝子変異型 CYP1A2 の

酵素活性を厳密に比較することはできなかったが、その後、伊藤らによって、アミノ酸

変異を伴う遺伝子変異型 CYP1A2 について、統一的な条件下、その酵素活性が評価さ

れた [36]。 

近年、CYP の三次構造におけるアミノ酸置換の影響が、計算化学的手法を用いて研

究されている [96−105]。小田らは CYP2C19の野生型と遺伝子変異型の立体構造をホモ

ロジーモデリングと分子動力学計算（MD）シミュレーションにより予測している [96]。

彼らの計算結果によれば、野生型 CYP2C19 で、基質である (S)-メフェニトインとアミ

ノ酸残基との間に水素結合が形成されるが、変異型 CYP2C19 においてはこの水素結合

が形成されなかった。また、小林らによって、CYP2B6 における一塩基多型（Single 

Nucreotide Polymirphism; SNIP）の影響をドッキングと MDシミュレーションを用いて

検討している [97]。彼らの計算結果からは、遺伝子変異型 CYP2B6 は 1 つのアミノ酸

残基の置換により立体構造だけでなく、構造柔軟性においても野生型 CYP2B6 とは差異

が存在することが示唆された。これら立体構造と構造柔軟性の差異を原因として、遺伝

子変異型 CYP2B6では野生型 CYP2B6の基質である artemetherが認識できなくなってい

る可能性があることが示された。CYP1A2の遺伝子多型に関しては、CYP1A2.11 の変異

である Phe186Leuについて計算研究がなされている [98]。Phe186Leuは、野生型CYP1A2

の触媒部位からは離れた位置に存在する変異である。Zhang らは、Phe186Leu が

CYP1A2.11の酵素活性に及ぼす影響を 20 nsのMDシミュレーションにより検討してい

る。彼らの計算結果は、Phe186Leuはタンパク質の柔軟性と動きを変化させ、基質の触

媒部位への通り道をほとんど閉じた状態にしてしまう可能性があることを示した。これ

までに、遺伝子変異型 CYP1A2 の立体構造は実験的に解明されておらず、CYP1A2.11

の立体構造だけが計算的手法により予想されているにすぎない。CYP1A2.11 を除いたア

ミノ酸置換を伴う遺伝子変異型 CYP1A2 に関しては、その酵素活性が野生型とは異な

る原因が未だ説明されていない。 

本節における研究では、遺伝子変異が CYP1A2 の立体構造と構造柔軟性に及ぼす影

響を、MDシミュレーションを用いて検討した。研究対象とした野生型および遺伝子変

異型 CYP1A2 の酵素活性は、以前に伊藤らによって決定された酵素活性 [36] を参考と

した。本節における研究で行った MD シミュレーションは 100 ns を超えており、従来

の CYPを対象とした計算研究より長時間なものとなる [95−104]。長時間の計算研究を



60 
 

行うことで、CYP の動的な性質を予測できると期待される。CYP の動的性質はその酵

素機能にとって重要であることから、この研究で得られた結果は CYP の代謝メカニズ

ムの理解につながることと考えられる。また、本節における研究から得られた、タンパ

ク質構造や機能の予測は構造に基づく医薬品設計（Structural-based drag design: SBDD）

の発展に役立つと期待される [106,107]。 

 

III-3-2. 方法 

本節における研究で用いた野生型および遺伝子変異型 CYP1A2を Table 1 に示す。加

えて、Table 1 には、アミノ酸残基の置換と、伊藤らによって決定された酵素活性 [36]、

MDシミュレーションを行った時間を合わせて示した。 

 

Table III-3-1. Wild-type and mutant CYP1A2 used in the current study and the experimentally 

determined enzymatic activities [36]. 

Gene Protein Mutation Activity 
a)

 Time/ns
c)

 

CYP1A2*1 CYP1A2.1 − Normal 100 

CYP1A2*4 CYP1A2.4 Ile386Phe N. D. 
b)

 100 

CYP1A2*6 CYP1A2.6 Arg431Trp N. D. 
b)

 100 

CYP1A2*8 CYP1A2.8 Arg456His N. D. 
b)

 175 

CYP1A2*11 CYP1A2.11 Phe186Leu Decreased 175 

CYP1A2*13 CYP1A2.13 Gly299Ser Normal 100 

CYP1A2*14 CYP1A2.14 Thr438Ile Increased 100 

CYP1A2*15 CYP1A2.15 Pro42Arg Decreased 150 

CYP1A2*16 CYP1A2.16 Arg377Gln N. D. 
b)

 150 

a) 7-ethoxyresorufin O-deethylation activities 

b) not detectable  

c) time taken 

 

野生型 CYP1A2（CYP1A2.1）の構造は、実験的に解明され Protein Data Bank に登録

された構造（PDB ID: 2HI4）を基に作成した [37]。CYP1A2の結晶構造に関しては、2HI4

はこれまでに Protein Data Bank に登録されている唯一の構造である。2HI4 は N末端の

膜結合ドメインを除く Arg34 から Arg503 までの残基が 1.6 Å の分解能で観測されてい

る。2HI4 は阻害剤である α-ナフトフラボン（ANF）との複合体でありリガンド結合に

よるコンフォメーション変化が構造中に含まれる可能性がある。そこで、まず結晶構造

に含まれる結晶水と ANF を全て除いたものを CYP1A2.1 の初期構造として、構造最適

化を行った。続いて、昇温 MDシミュレーションと 100 ns の MDシミュレーションを

行った。8種類の遺伝子変異型 CYP1A2 の初期構造は、MDシミュレーション後に構造
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最適化した CYP1A2.1 の構造を基に作成した。 

それぞれのタンパク質について、少なくとも 100 ns 以上の MD シミュレーションを

行った。昇温シミュレーションは 20 ps行い、その間、温度を 0 Kから 300 Kに上昇さ

せた。それから平衡状態の MDシミュレーションを 300 K、定圧下で行った。系を TIP3P

モデルで溶媒和し、周期境界条件を用いて計算を行った。周期境界はタンパク質表面か

ら少なくとも 8 Åの幅をもたせた。van der Waals 力の cut off 距離は 10 Åとし、静電的

相互作用の計算には Particle Mesh Ewald 法を使用した。系を中性にするため塩化物イオ

ンを配置した。ヘム鉄周辺のパラメータには、小田らにより決定されたパラメータを使

用した [108]。このヘム鉄の状態は、五配位の六重項状態の鉄(III)を表しており、CYP

が基質を認識して、触媒反応が引き起こされる時の状態に対応している。ヘム鉄以外の

領域には Giammona らによって決定されたパラメータを使用した。最適化と MDシミュ

レーションには AMBER ff12SB 力場を用いた [109]。AmberToolsの tleap を用いて水素

原子を添加し、遺伝子変異型 CYP1A2 の初期構造を作成した。全ての MD シミュレー

ションのタイムステップは 2 fs とした。水素原子による結合の伸縮を制限するために

SHAKE アルゴリズムを使用した。 

MDシミュレーションにより計算された野生型・遺伝子変異型 CYP1A2の立体構造を

評価するため、MDトラジェクトリに沿ってペプチド主鎖の root mean square deviations 

(RMSDs) を計算した。RMSD 計算の参照構造には、昇温 MD シミュレーション後の構

造を用いた。アミノ酸残基の柔軟性を評価するためにペプチド主鎖の Cα原子に対して

Root mean square fluctuations (RMSFs) を計算した。RMSF計算の参照構造には、MDト

ラジェクトリのうち最後の 10 ns の平均構造を用いた。RMSD と RMSF の計算には

AmberTools12 の cpptraj を使用した。 

 

III-3-3. 結果と考察 

CYP1A2.1 については 100 nsの MDシミュレーションを行った。その RMSDを Figure 

III-3-1Aに示す。CYP1A2.1 の RMSDは 60 nsの MDシミュレーション以降、収束して

いることから、CYP1A2.1 の立体構造は 100 nsの MDシミュレーションにより平衡構造

が得られたものと考えられた。CYP1A2.1 の MD シミュレーション後の最適化構造を

Figure III-3-2 に示す。 

CYP1A2.4、CYP1A2.6、CYP1A2.13、CYP1A2.14 についても 100 ns の MD シミュレ

ーションによりその RMSD が収束しているため、平衡構造が得られたと考えられた。

一方で、CYP1A2.8、CYP1A2.11、CYP1A2.15、CYP1A2.16 については、RMSD が収束

するまでに 100 ns以上の時間を要し（Table III-3-1）、これらの変異体におけるアミノ酸

置換は全体構造に与える影響が大きいことが示唆された。ここで、各変異体の立体構造

において、CYP1A2.6、CYP1A2.11、CYP1A2.13、CYP1A2.14、CYP1A2.15 の変異は活

性部位から離れた位置に存在するが、CYP1A2.4、CYP1A2.8、CYP1A2.16の変異は比較
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的ヘムから近い位置に存在することがわかっている（Figure III-3-3 and III-3-4）。このこ

とから、遺伝子変異が全体構造に与える影響はアミノ酸置換があった位置に依存しない、

ということが考えられる。 

CYP1A2.8 に対し 175 ns の MD シミュレーションを行った。その RMSD を Figure 

III-3-1Bに示す。100~145 nsの間に、RMSDが過渡的に上昇している。CYP1A2.8の RMSD

は他の変異体の RMSDに比べさほど大きいというわけではない。この RMSDの結果か

ら、100~145 ns の間、一時的に RMSD が上昇した瞬間には CYP1A2.8 の準安定状態が

存在しているのではないかと予想された。この予想を検証するために、CYP1A2.8 につ

いて、300 ns の MDシミュレーションを行った。その 300 ns の MDトラジェクトリを

用いて、RMSD を計算したところ、200~250 ns において、再び一時的に RMSD の数値

が上昇した（Figure III-3-5）。これらの結果から、175 ns と 300 nsの MDシミュレーシ

ョンを行った二つの結果に矛盾はないこと、CYP1A2.8 の立体構造を予測するには 175 

nsの MDシミュレーションで十分であることが示唆された。CYP1A2.8 の活性低下の原

因の一つとして、触媒反応に不利な準安定状態が存在するからではないかと考えられた。

しかし、300 nsの MDシミュレーションだけでは、CYP1A2.8 の RMSD がまだ収束して

いないという可能性も残されている。いずれにせよ、これらの結果は CYP1A2.8 の変異

（Arg456His）が全体構造に大きな影響を及ぼすことを示唆している。 

CYPの全体構造の中で、Iへリックスの中心付近には多くの種で保存された Thrが存

在する [72]。CYP1A2と ANFの結晶構造においては Thr320がその保存された残基であ

る。この結晶構造と計算により予測された基質非結合型 CYP1A2 の立体構造における

違いはほとんど見られなかったが（Figure III-3-6A）、活性部位周辺の Iへリックスにお

いて構造的差異が存在した。結晶構造において Iへリックスはまっすぐな αへリックス

を形成しているが、計算により予想された基質非結合型 CYP1A2においては、Iへリッ

クスが部分的にループを形成していた（Figure III-3-6B）。このループは Asp320 と Thr321

の間に位置している。I へリックスは活性部位を構成する部分構造のひとつであり、基

質認識に関与すると考えられている [73]。結晶構造においては Asp320の近くに Gly316

が存在していて、結晶水を介して ANF と水素結合を形成している可能性が示唆されて

いる [37]。この水分子が介した水素結合は基質の結合による構造変化の一つであり、

リガンド結合型とリガンド非結合型構造における重要な構造的差異の一つであると考

えられた。 

CYP1A2.1 の RMSFを Figure III-3-7 に示す。CYP1A2.1 の RMSFにおいて、N末端を

除けば CD ループの Ser156、FG ループの Pro246、HIループの Gly299 において数値が

高い。CYP1A2 の結晶構造においては、BCループ、Fへリックス、Iへリックスが活性

部位を囲んでいて、ANF との相互作用に関与していると考えられている [37]。また、

これら部分構造は、後藤により提唱された SRSに含まれる部分構造でもあり[73]、基質

認識に関与すると考えられている。RMSF において数値の高かった FG ループと HI ル
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ープは、それぞれ Fへリックス、Iへリックスに続くループである。これらの構造柔軟

性は、基質の結合による構造変化や基質認識において重要な役割を持つと考えられる。

また、CDループはヘムのポルフィリン環と相互作用する Cへリックスに続くループで

ある。そのため、CDループの構造柔軟性は Cへリックスの構造に影響を及ぼすことで、

ヘムの触媒機能にも影響する可能性があると考えられる。 

いくつかの遺伝子変異型 CYP1A2 の RMSF は野生型とは異なる特徴を示した。野生

型と遺伝子変異型 CYP1A2 の RMSFの重ね合わせを Figure III-3-8 に示す。CYP1A2.1 の

RMSFと比較すると、CYP1A2.4 と CYP1A2.6 では、CDループの構造柔軟性において差

異が見られた（Figure III-3-8A and III-3-8B）。CYP1A2.4と CYP1A2.6の変異はそれぞれ

Ile386Phe と Arg431Trp で、どちらも KL ループの存在している（Figure III-3-8B and 

III-3-8D）。CYP1A2.1と CYP1A2.4 との RMSFの差は、CDループの Ser156において 0.68 

Åであった。一方で、CYP1A2.6 との RMSFの差は CDループの Ser156において 0.81 Å

であった。さらに、CYP1A2.4 と CYP1A2.6 の立体構造は、どちらも Cヘリックスがヘ

ムに近づくような構造をとり CYP1A2.1 と比べて構造的差異が見られた（Figure III-3-9）。

CYP1A2.4 と CYP1A2.6 における、CD ループの構造柔軟性と C へリックスの位置は、

ヘムの環境を変えてその触媒活性を変化させた可能性がある。 

CYP1A2.8 の RMSFは BCループの Gly102 において、CYP1A2.1より 1.31 Å高く、H

へリックスの Lys292においても 0.85 Å高かった（Figure III-3-8C）。BCループは基質認

識に関与すると考えられており  [73]、BC ループにおける構造柔軟性の違いは

CYP1A2.8 の触媒機能に影響を及ぼす可能性がある。CYP1A2.8 の変異である Arg456His

は L へリックス近くの KLループに位置しており、BC ループからは空間的に距離があ

る（Figure III-3-3C and III-3-4F）。この結果は、Aeg456Hisの変異が、遠く離れた BCル

ープにおける基質認識に影響を及ぼす可能性があることを示唆している。 

CYP1A2.11 の変異は DE ループの Phe186Leu である（Fig. III-3-3D）。CYP1A2.11 の

RMSFは、FGループのほぼ中央に位置する Lys221において、CYP1A2.1 より 0.73 Å高

かった（Fig.III-3-8D）。CYP1A2 の結晶構造において、F へリックスの Phe226 は ANF

と π-π スタッキングにより相互作用しており、基質認識に関与している可能性がある 

[73]。CYP1A2.11 は活性の低下が報告された変異体である。MDシミュレーションの結

果から、CYP1A2.11の活性低下の原因は、Fへリックス周辺の構造柔軟性の低下により

基質との親和性が低下したからではないかと考えられた。それに加え、Fへリックスは、

計算研究の結果から基質の通り道を形成していると考えられており[110]、特に Lys221

はその入り口に相当する場所のすぐ近くに位置している。実験研究の結果から、

CYP1A2.11 には基質特異性があることが報告されており、7-エトキシレゾルフィンに対

する活性（野生型に対して 24 %）がフェナセチンに対する活性（野生型に対して 8 %）

よりも 3 倍高いとされる [36]。この基質特異性の原因は、本節における基質非結合型

構造の予測だけでは得ることができなかった。基質特異性の原因について探るためには、
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その基質認識について理解する必要があると考えられる。野生型と遺伝子変異体におけ

る基質認識の違いについては、第 III-5 節において、MD シミュレーションとドッキン

グにより基質との複合体構造を予測することで検討を試みた。 

実験研究から、CYP1A2.13 は、CYP1A2.1 に比較し 70 %の酵素活性を保持している

ことが分かっている [36]。CYP1A2.1 と CYP1A2.13 と RMSF を比較したところ、大き

な違いは見られなかった（Figure III-3-8E）。さらに、CYP1A2.13 の三次構造は CYP1A2.1

と良く似ており、ヘムや基質認識にとって重要な部分構造が良く重なることがわかった

（Figure III-3-10）。これらのことから、CYP1A2.13において酵素機能が維持された原因

は、その三次構造や構造柔軟性が CYP1A2.1 に類似していることにあるのではないかと

考えられた。CYP1A2.13 の変異である Gly299Ser は、HI ループの中間に位置し、溶媒

露出面に存在する。このことから、Gly299Ser が酵素活性に大きな影響を与えなかった

原因は、変異の場所がタンパク質のコアから離れていて、三次構造に影響しなかったた

めではないかと考えられた。 

CYP1A2.14 の RMSFについては、KLループの Gly486 が 0.51 Åだけ高かったことを

除けば、CYP1A2.1と良く似た結果が得られた（Figure III-3-8F）。CYP1A2.13 と同様に、

CYP1A2.14 も三次構造や構造柔軟性において CYP1A2.1 に比べ大きな違いは見られな

かった。CYP1A2.14の変異である Thr438Ileも溶媒露出面に存在している（Figure III-3-3F 

and III-3-4B）。CYP1A2.14 は酵素活性の上昇が報告されている変異体である。本節にお

ける研究結果からは、CYP1A2.14 の活性が上昇した原因について予測することはでき

なかったが、RMSF や構造柔軟性の予測から Thr438Ile が構造柔軟性や三次構造に大き

く影響しないために、CYP1A2.14 の酵素活性が保持されているということが示唆され

た。本節における研究では、MDシミュレーションのみを用いて遺伝子変異体における

酵素活性の変化を予測しようとしたが、活性上昇の原因としては反応メカニズムが関与

している可能性が高い。CYP1A2.14における活性上昇の原因を探るためには、CYP1A2

の電子状態を考慮した、量子力学計算をとりいれて検討を行う必要がある。量子力学計

算を用いて CYP の触媒サイクルを詳細に理解することを、今後の課題として考えてい

る。 

CYP1A2.15 は酵素活性の低下が報告されている変異体である [36]。CYP1A2.15 の変

異である Pro42Argは、その三次構造において N末端膜結合ドメインに続くループに位

置している（Figure III-3-3G）。真核生物の CYPは膜結合型であり、その N末端側のプ

ロリンが豊富に存在する領域は良く保存された領域の一つである [72]。このプロリン

リッチドメインは CYP タンパク質のフォールディングに関与していると考えられてい

る [73]。MD シミュレーションにより予測された CYP1A2.1 において、Pro42 は周辺残

基と相互作用せずに、N 末端ドメインはフリーな状態であった。しかし、CYP1A2.15

では、Arg42が Val75と Tyr400の間で水素結合を形成し、N末端ドメインとタンパク質

コアの間に相互作用が存在することが示唆された（Figure III-3-11）。CYP1A2.15 の RMSF
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については、Ser213において 0.71 Å、Ser233 において 0.76 Å、CYP1A2.1 よりも RMSF

が高かった（Figure III-3-8G）。Pro42Arg はタンパク質コアからは十分な距離があるのだ

が、このような構造柔軟性における差異も、Pro42Arg が引き起こしたものであると考

えられる。これらの結果から、CYP1A2.15 において酵素活性が低下した原因は、Pro42Arg

がタンパク質コアと相互作用することで、そのフォールディングを変えてしまったため

であると考えられる。 

CYP1A2.16 は活性が検出限界以下まで低下した変異体である。本節において予測さ

れた変異体タンパク質のうち、CYP1A2.16 は三次構造においても構造柔軟性において

も最も顕著な特徴を示した。まず三次構造について CYP1A2.1 と比較すると、ヘムのポ

ルフィリン環平面のすぐ傍に存在する KL ループが CYP1A2.16 においては部分的に β

シートを形成していることがわかった（Figure III-3-12）。KLループにおける構造的差異

がヘムの位置や向きを変えてしまうことで、その触媒機能に低下させた可能性が考えら

れる。それに加え、CYP1A2.16 の RMSF は、CD ループの Ala154 において CYP1A2.1

に比べて 4.8 Å高かった。CYP1A2.16の変異である Arg377Gluは、Kループの C末端側

に存在し（Figure III-3-3H and III-3-4H）、Ala154 からは遠く離れている。Cへリックス

はヘムと相互作用のある領域である。そのため、その Cへリックスに続く CDループの

構造柔軟性の差異は、ヘムの安定性に影響する可能性あると考えられる。これらの結果

は、Arg377Glu が三次構造と構造柔軟性の両方を変化させたことで、ヘムの安定性を低

下させた可能性があることを示唆している。 

本研究において検討した 8 種類の変異体のうち、Ile386Leu、Arg456His、Arg377Glu

はタンパク質のコア、ヘムの周辺に存在する変異である。この 3種類の変異体は全て活

性が検出限界以下まで低下している。なかでも CYP1A2.16 （Arg377Glu） は三次構造

と構造柔軟性の両方において、CYP1A2.1 に比べ大きな違いを持つことが示唆された。

また、CYP1A2.8 （Arg456His） は準安定構造が存在する可能性が示唆された。Arg377

や Arg456は空間的にヘムの近くに存在するものの、ヘムとの直接的な相互作用はない。

しかし、Arg456Hisや Arg377Glu の変異は側鎖の静電的性質が大きく変化するため、ヘ

ム周辺の静電ポテンシャルに大きな影響を与える可能性がある。これらのことから、

CYP1A2.8 や CYP1A2.16 の酵素活性が大きく低下した原因は、Arg456His と Arg377Glu

の変異がタンパク質の中心部において静電的環境を大きく変えたことにあると予想さ

れた。また、ヘム周辺の静電相互作用の変化はヘムの電子状態に影響し、その触媒サイ

クルを乱した可能性も考えられる。それに対して、CYP1A2.4 の変異である Ile386Phe

は側鎖の静電的性質はほとんど変化がない。しかし、Phe386 側鎖の空間的嵩高さは

Ile386に比べ大きく、三次構造と構造柔軟性を大きく変化させる可能性がある。このこ

とが CYP1A2.4 の活性が大きく低下した主たる原因であると考えられる。加えて、

Phe386 の π電子による相互作用がヘムの環境を乱した可能性も考えられる。 

遺伝子変異型 CYP1A2 において、シトクロム P450レドックスパートナーの結合部位
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周辺における塩基性残基の変異は、CYP1A2.6（Arg431Trp）、CYP1A2（Arg456His）、

CYP1A2.16（Arg377Glu）で存在する。これらの変異体の酵素活性は、CYP1A2.1 に比べ

て 10 %以下まで低下していることが報告されている [36]。このことから、これらの変

異体において活性が低下した原因の一つには電子伝達において重要な機能を持つ Arg

が存在しないからではないか、ということが可能性として考えられた。一方で、KL ル

ープにおいて変異を持つ遺伝子変異型 CYP1A2には、CYP1A2.14（Thr438Ile）があるが、

この変異体では活性が大幅に上昇していることが報告されている  [36]。しかし、

Thr438Ile については、Arg456Hisや Arg377Glu とは異なり、電荷の変化は無視できるほ

ど小さいのでレドックスパートナーとの相互作用表面にほとんど影響しないと予想さ

れる。本節において予測された CYP1A2.14 モデルは、シトクロム P450レドックスパー

トナーとの予想された結合領域において、三次構造についても構造柔軟性においても

CYP1A2.1 と比べて大きな違いが見られなかった。そのため、CYP1A2.14で活性が上昇

した原因としては、タンパク質の構造や性質にあるのではなく、ヘムの触媒機能自体に

あるのではないかと考えられた。ヘムの電子状態を明らかにし、その触媒サイクルを理

解することは、古典力学を用いた MD シミュレーションでは検討することができない。

CYP1A2.14 のように遺伝子変異により活性が上昇した原因について探るため、本研究

に量子化学計算を取り入れて、QM/MM （Quantum Mechanics / Molecular Mechanics 

method）法を利用することを計画している。本研究の結果からは、少なくとも CYP1A2.14

は CYP1A2.1 と同等の触媒機能を有している、ということを示唆することができた。 

 

III-3-4. 結論 

本節における研究では、遺伝子変異型 CYP1A2の三次構造と構造柔軟性を、MDシミ

ュレーションを用いて予測した。その結果から、一つのアミノ酸残基の変異がその周辺

の立体構造だけでなく、離れた部位の立体構造にも影響を及ぼすことが示唆された。さ

らに、そのアミノ酸残基の変異は、構造柔軟性を変化させることが示唆された。CYP

は基質の結合により大きな構造変化を引き起こすため、構造柔軟性は基質の結合に対応

して複合体を形成するための重要な性質である。遺伝子変異が、立体構造や構造柔軟性

を変化させるという結果は、CYP2B6を対象とした小林らによる計算研究においても得

られているが、本節における研究ではより長時間の MDシミュレーションを行ったこと

で先行研究よりも大きな構造的差異や動的性質における違いを見ることができた。本節

における結果から、遺伝子変異型 CYP1A2 の酵素活性低下の原因について理解するた

めには、その立体構造だけでなく構造柔軟性についても検討する必要があることが示唆

された。このことは、CYP に限らず、基質との結合により構造変化が必要となるそれ

以外のタンパク質についても同じことが言えると考えられる。本節の研究で用いた手法

は、CYP を含む多くの機能性タンパク質の構造と機能を予測する際に有用であると考

えられる。  
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Figure III-3-1. Root mean square deviations of (A) CYP1A2.1 and (B) CYP1A2.8 
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Figure III-3-2. Optimized structure of wild-type CYP1A2. (A) CD, FG and HI loops are circled. 

(B) BC loop, F and I helices are shown in blue and the other region is shown in gray. 
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Figure III-3-3. Overall structures of (A) CYP1A2.4, (B) CYP1A2.6, (C) CYP1A2.8, (D) 

CYP1A2.11, (E) CYP1A2.13, (F) CYP1A2.14, (G) CYP1A2.15, and (H) CYP1A2.16. The 

mutation positions are presented as spheres.  

  

CYP1A2.1 
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Figure III-3-4. Position of the substituted residues for wild-type and mutant CYP1A2. 

(A)(C)(E)(G) CYP1A2.1, (B) CYP1A2.14, (D) CYP1A2.4, (F) CYP1A2.8, (H) CYP1A2.16. 

The mutation positions are presented as spheres (A)(B) and ball-and-stick model 

(C)(D)(E)(F)(G)(H).  

  

CYP1A2.1 
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Figure III-3-5. Root mean square deviations of CYP1A2.8 calculated using 300 ns MD 

simulation. 

 

 

 

 

Figure III-3-6. Superimposition of the 2HI4 crystal structure and the predicted ligand-free 

CYP1A2.1 structure. (A) Overall structures and (B) partial structure of the hemes and I helices. 
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Figure III-3-7. Root mean square fluctuations of the cα carbon atom of wild-type CYP1A2. The 

flexibility of amino acid residues was high in the CD loop, FG loop, and HI loop. They are 

indicated by arrows.  
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Figure III-3-8. Superposition of root mean square fluctuations of the cα carbon atom of 

wild-type CYP1A2 (gray) and mutant CYP1A2 (magenta). Amino acid residues which have 

higher flexibilities over 0.6 Å than that of wild-type are pointed by arrows. The mutation 

positions are also pointed by arrows.  
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Figure III-3-9. Relative position of the hemes and peptide main chains, including the C helix for 

CYP1A2.1 (gray) and CYP1A2.4 (blue).  

 

 

 

 

Figure III-3-10. Overall structures of CYP1A2.1 (gray) and CYP1A2.13 (blue). 

  



75 
 

 

 

Figure III-3-11. Hydrogen bonds between the 42
th
 residue and Val75 and Tyr400 in the 3D 

structure of CYP1A2.1 (left) and CYP1A2.15 (right) 

 

 

 

 

Figure III-3-12. Relative position of the hemes, KL loops, and L helices for CYP1A2.1 (gray) 

and CYP1A2.16 (blue).  
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III-4. ドッキングと MD シミュレーションを用いたシトクロム P450 1A2 の水

分子が仲介する基質認識についての研究 

 

III-4-1. 序 

CYP1A2 の結晶構造（PDB ID: 2HI4）において、活性部位に水分子が存在することが

報告されている（Figure III-4-1A）[37]。この水分子はリガンドである ANFのカルボニ

ル基酸素と Gly316 のカルボニル基酸素の間に存在して、水素結合を形成しているとさ

れる（Figure III-4-1B）。CYP1A2の結晶構造だけでなく、それと相同性の高い CYP1A1

（PDB ID: 4I8V）や CYP1B1（PDB ID: 3PM0）においても ANFとの複合体構造が得ら

れている。これらの結晶構造においても水分子は ANF のすぐに存在するのが、水素結

合ネットワークは形成されていなかった。水分子は小さく可動性が高いため、実験的に

その機能を調べることは難しく、CYP1A2 の結晶構造における水分子の役割は十分に理

解されていなかった。 

量子力学計算により、活性部位に存在する水分子の機能やエネルギー状態、ヘムとの

相互作用が調べられているが [111−113]、その詳細について明らかにされていない。そ

こで、本節における研究では、ドッキングと MD シミュレーションにより CYP1A2 と

その基質である 7-エトキシレゾルフィン（7ER）（Figure III-4-2A）との複合体構造を予

測し、活性部位に存在する水分子の役割について調べた。さらに、基質との複合体構造

に比較して、阻害剤である ANF（Figure. III-4-2B）との複合体構造も作成し、基質と阻

害剤におけるリガンド認識の違いについても検討を行った。 

CYP は薬物動態において最も重要な酵素の一つであり、その反応メカニズムについ

ての理解は、医薬品開発において有用であると期待される。さらに、本研究における水

分子が介したリガンド認識に関する知見は、CYP に限らず、多くのタンパク質を対象

とした Structure-Based Drug Design (SBDD) に役立つことができると期待される。 

 

III-4-2. 方法 

基質非結合型の CYP1A2 の三次構造は、第 III-3 節において予測した構造を用いた。

7ER との複合体構造はドッキングと 200 ns の MD シミュレーションにより作成した。

まず、ドッキングの対象として、第 III-3 節における基質非結合型の CYP1A2 の 100 ns

の MDトラジェクトリから、5 ns毎に 21個の構造を抽出した。この複数の構造を抽出

する操作は熱による構造の揺らぎを考慮するために行っている。これらの構造に対し、

疎水性空間を HBOP/HBSITE [114,115] により探し出し、リガンド結合部位とした。こ

の疎水性空間に対してドッキングを行い、それぞれの構造に対し 10 個ずつポーズを得

た。得られたドッキングポーズのうち、7ERの酸化部位であるエトキシ基がヘムに向い

ており、かつドッキングスコアが最も高いものを 7ER との複合体 （CYP1A2-7ER）の

初期構造とした。一方で、ANFとの複合体の初期構造は、タンパク質と ANFの構造を
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結晶構造から抽出して利用した。ただし、活性部位で観測された水分子の役割について

調べるため、ANF との複合体初期構造は二種類作成した。一つは結晶構造から結晶水

を全て除いたもの（CYP1A2-ANF）であり、もう一つは活性部位に存在する水分子だけ

を残したもの（CYP1A2-ANF-WAT）である。これら三種類の複合体は、その平衡構造

を得るため少なくとも 200 ns 以上の MD シミュレーションを行った。ドッキングプロ

グラムには GOLD 5.2.2 [116] を用い、それ以外の計算条件は第 III-3 節における研究と

同じ条件下行った。 

MDシミュレーションにより予測された CYP1A2の三次構造を評価するため、ペプチ

ド主鎖の RMSD とリガンドの RMSD を算出した。RMSD の参照構造としては、昇温

MDシミュレーション後の構造を用いた。また、残基の構造柔軟性を評価するため、Cα

原子のRMSFを算出した。RMSF計算の参照構造には 180-200 nsの平均構造を利用した。

RMSDと RMSFの計算には、AmberTools12 の cpptraj モジュールを用いた。また、ヘム

と Arg456の間の相互作用を評価するために、ヘムのプロピオン酸酸素から、Arg456の

グアニジノ基の最も近い窒素までの距離を測定した。活性部位における水分子の役割に

ついて調べるため、180-200 nsの MDトラジェクトリから 200 ps毎に 100個の構造を抽

出して、活性部位における水素結合ネットワークを調べた。CYP1A2-7ER、CYP1A2-ANF

については 200 nsの MDシミュレーションを行ったが、CYP1A2-ANF-WATのみは、500 

ns の MD シミュレーションを行った。条件を統一させるため、RMSF と水素結合頻度

の計算には 200 nsまでのMDトラジェクトリを用いている。同じ理由で、CYP1A2-7ER、

CYP1A2-ANF、CYP1A2-ANF-WAT全ての最適化構造は、200 nsの MDシミュレーショ

ン後に最適化したものを示した。 

 

III-4-3. 結果と考察 

CYP1A2-7ER については、200 ns の MD シミュレーションを行った。そのタンパク

質とリガンドの RMSDはほぼ収束しており（Figure III-4-3A and III-4-3B）、CYP1A2-7ER

の平衡構造が得ることができたと考えられた。また、200 ns の MDシミュレーション後

の最適化構造において、7ERの周囲には基質認識に関与すると考えられている BCルー

プ、Fへリックス、Iへリックスが存在した。基質である 7ERはエトキシ基の 1位炭素

が酸化部位となる。活性部位内の 7ER は、エトキシ基がヘム鉄に近いポーズをとって

いた（Figure III-4-4A）。さらに、100-200 ns の MDトラジェクトリで、7ERの 1位炭素

からヘム鉄までの距離を測ったところ、4~6 Åの一定の距離を保っていることがわかっ

た（Figure III-4-5）。これらの結果から、CYP1A2-7ERについては酵素反応に矛盾しない

構造を得ることができたと考えられた。 

CYP1A2-7ER 最適化構造の活性部位には、複数の水分子が存在することがわかった

（Figure. III-4-6）。水はヘムの第六配位子としてその触媒反応に関与していると考えら

れており [86]、水が CYP の活性部位に到達できるかどうかは重要な問題である。本節
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における研究で、CYP1A2-7ERの初期構造に対して TIP3Pモデルを溶媒として置いた時

点では、活性部位に水分子は存在していなかった。しかし、200 nsの MDシミュレーシ

ョンを行い、構造最適化をしたところ、その活性部位には三つの水分子が存在した。そ

のうちの一つは Iへリックスの Asp320と C末端ループの Thr498との間に水素結合を形

成し、これらの残基と 7ER の窒素との水素結合を仲介していた。さらに、残りの二つ

についても BC ループの Thr124 と 7ER の間に位置して、水素結合を形成していた。こ

れらの水素結合ネットワークが MD シミュレーションの間にも形成されているのかど

うか調べるため、180-200 ns のトラジェクトリから 200 ps毎に 100個の構造を抽出し、

リガンド周辺の水素結合ネットワークを調べた。その結果、Asp320-WAT-7ER と

Thr498-WAT-7ERにおいて形成される水素結合は、それぞれ 52 %と 45 %で確認された。

さらに、Asp320-WAT-7ER と Thr498-WAT-7ERの水素結合が同時に形成される確率は、

41 %であることがわかった。CYP1A2-7ERの活性部位における水素結合ネットワークの

ダイアグラムを Figure III-4-7 に示す。 

CYP1A2-7ERの MDシミュレーションの最後 180-200 nsの間、活性部位には複数の水

分子が存在しているのだが、Asp320-WAT-7ER と Thr498-WAT-7ER の間で水素結合を形

成しているのは、一つの水分子であることがわかった。このことは、基質と残基との間

で水素結合を仲介する水分子が、20 ns の間、活性部位の同じ位置に留まっていること

を表している。その理由として、Asp320-WAT と Thr498-WAT の間の水素結合は、それ

ぞれ 95 %と 86 %の頻度で形成されていた。この結果から、Asp320と Thr498による強

い相互作用が特定の水分子を同じ場所に留めていると予想された。これらの結果は、

CYP1A2 の基質認識には、水分子が働いている可能性を示唆している。さらに、その基

質認識には Asp320 と Thr498 が関与している可能性が示唆された。CYP1A2 と 7ER と

の複合体構造は、先行研究においても予想されているのだが、活性部位における水分子

の関与については議論されていなかった [98,99,104]。 

CYP1A2-7ER の最適化構造において、Thr124 は二つの水分子を介して 7ER と水素結

合を形成していた。しかし、180-200 nsのトラジェクトリにおいては、水素結合の形成

は見られなかった。その原因としては、これらの水分子が活性部位内で動き回るためで

あると考えられる。Thr124 は Asp320や Thr498に比べて 7ERから距離があるため、7ER

との相互作用が難しいと考えられる。本節において予測された結果からは Thr124 が基

質認識に関与しているかどうか判断できないが、7ERよりも大きな基質が活性部位に結

合した場合には、Thr124も基質認識に関与する可能性がある。 

CYP1A2-ANF についても、200 ns の MD シミュレーションを行うことでタンパク質

主鎖とリガンドの RMSDが収束しており（Figure III-4-2C and III-4-2D）、CYP1A2-ANF

の平衡構造を得ることができたと考えられた。このことは、ANF が CYP1A2 の活性部

位に安定な状態で結合できることを示唆しており、ANF が競合阻害剤であるという事

実に矛盾しない。けれども、150 ns の MD シミュレーション以降、そのタンパク質の
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RMSDは 2.5 Åを超えており、結晶構造からは大きく構造が変化していることが考えら

れた。このことから、結晶構造に何らかのひずみが存在しており、平衡構造からずれて

いる可能性が示唆された。一般に、タンパク質の結晶化は、結晶化を容易にするために

生体内環境からかけ離れた実験条件下で行われている。CYP1A2 と ANF の結晶構造に

ついても、実験条件によるひずみが存在する可能性が考えられた。また、基質と阻害剤

の違いについて検討するため、CYP1A2-ANFと CYP1A2-7ERのリガンドの RMSDを比

較した。その結果、7ERは 3 Å以上で推移していたのに対し、ANFは 1 Å以下とかな

り小さいことがわかった（Figure III-4-2B and III-4-2D）。このことから、活性部位におけ

る ANFの挙動の 7ERとは異なっていることが示唆された。このことは、ANFのリガン

ド周辺残基との相互作用が、7ERとは異なっている可能性が示唆している。 

200 nsの MDシミュレーション後の CYP1A2-ANF最適化構造において、活性部位に

は水分子が存在しなかった（Figure III-4-6B）。180-200 nsの MDトラジェクトリにおい

て ANF 周辺の水素結合を調べたところ、水分子は活性部位の中に入り込んでいたが、

ANF と残基間の水素結合を仲介していないことがわかった。CYP1A2-ANF では、

CYP1A2-7ER のように水分子が介した水素結合は存在しなかったが、その代わりに、F

へリックスの Thr223が ANFと水素結合を形成していた（Figure III-4-7B）。この水素結

合は Thr223のヒドロキシ基水素と、ANFのカルボニル基酸素の間に形成され、180-200 

nsの MDトラジェクトリの間、41 %の頻度で見られた（Figure III-4-8B）。Thr223は、

活性部位に覆いかぶさるように存在する Fへリックスの残基の一つである。この Thr223

との相互作用については、CYP1A2-7ER では確認されなかった。このことから、

CYP1A2-ANFでは基質認識に水分子を必要とせず、Thr223が ANFの基質認識において

機能すると考えられた。また、ANF の場合は、水分子を介することなく周辺残基と相

互作用するため、比較的揺らぎが少ない状態で活性部位内に存在すると考えられた。こ

のことが、ANF の RMSD が 7ER の RMSD よりも数値が小さかった原因であると考え

られた。 

CYP1A2-ANF-WATは、200 nsの MDシミュレーションでは、タンパク質とリガンド

の RMSDが共に収束しなかったため、500 ns の MDシミュレーションを行った（Figure 

III-4-3E and III-4-3F）。CYP1A2-ANFと CYP1A2-ANF-WATは同じ ANFとの複合体であ

るのに、RMSD の特徴が大きく異なっている。特に、ANF の RMSD に着目すると、

CYP1A2-ANFでは 2 Å以下という低い数値で推移しているのに、CYP1A2-ANF-WATで

は、1~4 Åで大きく変動を繰り返していた。このことから、CYP1A2-ANF-WATは 500 ns

の MDシミュレーションでは平衡構造が得られていない可能性が示唆された。 

200 ns の MDシミュレーション後の CYP1A2-ANF-WATの最適化構造において、活性

部位に水分子が存在することがわかった。その水分子は、ANF のカルボニル酸素と

Asp320 と Thr498の間に水素結合を形成しており、CYP1A2-7ERの活性部位における水

素結合ネットワークに類似していた。180-200 nsの MDトラジェクトリにおいて、それ
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らの水素結合頻度を調べたところ、 Asp320-WAT-ANF の水素結合は 31 %、

Thr498-WAT-ANFの水素結合は 20 %と CYP1A2-7ERに比べて、20 %ほど低いことがわ

かった。さらに、Asp320-WAT-ANFと Thr498-WAT-ANFの水素結合が同時に形成される

頻度を調べたところ、わずか 7 %であった。これは、CYP1A2-7ERにおける 41 %に比

べ 30 %以上低い。CYP1A2-ANF-WAT が CYP1A2-7ER に比べ、水素結合頻度が低かっ

た理由としては、CYP1A2-ANF-WAT の水素結合ネットワークでは、水分子の入れ替わ

りが起きていることが挙げられる。CYP1A2-7ERにおいては、1個の水分子がリガンド

と残基間の水素結合を仲介していたのが、CYP1A2-ANF-WAT では、6 個の水分子が入

れ替わり水素結合を形成していた。これらの結果から、CYP1A2-ANF-WAT ではリガン

ド周辺の水素結合ネットワークが切れやすく、ANF が活性部位内で不安定な状態であ

るということが考えられた。 

基質の結合による、CYP1A2 の構造柔軟性について比較するため、基質非結合型の

CYP1A2 と CYP1A2-7ER の RMSF を比較した （Figure III-4-8A）。CD ループの構造柔

軟性において最も大きな違いが見られ、基質非結合型 CYP1A2では 1.56 Åであったが、

CYP1A2-7ERでは 2.00 Åであった。CDループはヘムと相互作用のある Cヘリックスに

続くループである。そのため、CD ループにおける構造的差異は、C へリックスにおけ

るヘムとの相互作用に関係していると予想される。ヘムと相互作用のある C へリック

ス付近の領域で動的性質が大きく変化したことは、ヘムの状態に合わせて CYP タンパ

ク質が構造変化を起こしている可能性を示唆している。加えて、Cへリックスはシトク

ロム P450 レドックスパートナーとの相互作用部位であると考えられている。CD ルー

プにおける構造柔軟性の差異はそのレドックスパートナーとの相互作用に関係してい

る可能性がある。したがって、CD ループにおける構造柔軟性の低下は、基質の結合に

よりそのレドックスパートナーとの相互作用に有利な構造変化を起こしていることを

可能性が考えられた。 

CYP1A2-ANF の RMSF は CYP1A2-7ER の RMSF と良く似ていることがわかった

（Figure III-4-5B）。この結果は、CYP1A2-ANF と CYP1A2-7ER は、良く似た動的性質

を持つことが示唆している。このことから、ANF は CYP1A2 に対して阻害剤として働

くが、構造変化には影響を及ぼさない可能性が高いことが考えられた。それに対し、

CYP1A2-ANF-WAT の構造柔軟性については、CYP1A2-7ER の結果と比較して、CD ル

ープにおける RMSFが 0.81 Å高かった（Figure III-4-5C）。加えて、CYP1A2-ANFの RMSF

と比較しても、CD ループにおいて 0.8 Å の差があった。これらの結果から、

CYP1A2-ANF-WAT の活性部位に存在した水分子は、リガンド周辺の水素結合ネットワ

ークを変化させることで、複合体の動的性質にも影響することが示唆された。 

CYPのヘム結合ドメインは最も保存された領域であり、ヘムの第六配位子である Cys

周辺のアミノ酸配列（FXXGERXCXG）は全ての CYP において広く保存されている 

[73−75]。特に、Cysから一残基離れた Argはヘムのプロピオン酸と静電的相互作用する
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ことでヘムの配置に関与していると考えられている [74]。CYP1A2の結晶構造において

も Cys458 のそばに Arg456が位置し、ヘムのプロピオン酸の酸素原子と相互作用しうる

距離にある（Figure III-4-9）。本節における複合体モデルにおいて、Arg456 とヘムの相

互作用を検討するため、Arg456 のグアニジノ基窒素からヘムのプロピオン酸酸素まで

の距離を調べた（Figure III-4-10）。まず、CYP1A2-7ERにおいては、200 nsの MDシミ

ュレーション全体で、2.85 Å という一定の距離を保っていることがわかった（Figure 

III-4-10A）。この結果から、CYP1A2-7ERにおいては Arg456 とヘムの間に十分な相互作

用が存在するということが示唆された。それに対し、CYP1A2-ANFでは、200 nsの MD

シミュレーションの間で Arg456からヘムまでの距離が 2.55 Åから 5.89 Åまで離れるこ

とがわかった（Figure III-4-10B）。特に 150 ns 以降は、距離が 5 Åを超えており、ヘム

と Arg456 の間の相互作用が弱くなっていることが示唆された。また、

CYP1A2-ANF-WATにおいても、Arg456からヘムまでの距離は、かなり離れていること

がわかった（Figure III-4-10C）。CYP1A2-ANF-WATでは、200 nsから 400 ns、400 ns か

ら 550 nsの間に段階的に距離が変化しており、最終的に 470 ns以降は 2.87 Åから 5.29 Å

で推移している。これらの結果から、ANF をリガンドとして結合させた時には、いず

れもヘムから Arg456までの距離が遠く、基質である 7ERとの複合体に比べて相互作用

が弱くなっていることがわかった。CYP1A2-7ER における Arg456 とヘムプロピオン酸

の相互作用を予測した結果から、Arg456はヘムを CYPタンパク質に固定する役割を持

つと考えられた。対して、CYP1A2-ANF や CYP1A2-ANF-WAT は、Arg456 とヘムプロ

ピオン酸との相互作用が弱く、酵素反応に適した複合体構造が形成されていない可能性

が示唆された。適切な複合体構造が形成できないことが、ANF が阻害剤として働く理

由である可能性が考えられた。 

ANFとの複合体モデルにおいて Arg456とヘムの相互作用が弱まっている原因を探す

ため、Arg456 と相互作用している残基を調べた。それぞれの複合体の 200 ns の MDシ

ミュレーション後の最適化構造において Arg456 と相互作用をしている残基を確認した

ところ（Figure III-4-11）、CYP1A2-7ERにおいては、Arg456 はヘムのプロピオン酸酸素

以外に、Lys106や Asp128とも相互作用をしていることがわかった（Figure III-4-11A）。

それに対し、CYP1A2-ANFでは、Arg456は Lys106と Asp128に加え、Ser126との間の

相互作用が存在することがわかった（Figure III-4-11B）。また、CYP1A2-ANF-WAT では

200 nsの MDシミュレーションでは平衡構造に至っていないが、その最適化構造では、

Arg456はヘムに加えて、Lys106とも近い距離にあることがわかった（Figure. III-4-11C）。

Lys106、Ser126、Asp128はいずれも BCループに存在する残基である。これらの相互作

用が MD シミュレーションにおいても保たれているのか調べるため、Arg456 の側鎖窒

素原子（NH2）からLys106、Ser126、Asp128の酸素原子までの距離を調べた（Figure III-4-12, 

III-4-13, and III-4-14）。まず、Lys106との距離は、CYP1A2-7ERにおいて MDシミュレ

ーション全体でほぼ一定の距離を保っていることがわかった（Figure III-4-12A）。平均
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すると 2.92 Åであり、十分な相互作用が存在すると考えられた。CYP1A2-ANFにおい

ても、平衡構造が得られた 170 ns 以降は平均 2.85 Å の距離を保っていた（Figure 

III-4-12B）。一方で、CYP1A2-ANF-WAT では、500 nsの MDシミュレーションを行って

も Arg456 から Lys106 までの距離が一定ではないことがわかった（Figure III-4-12C）。

次に、Ser126 と Arg456 との距離は、CYP1A2-7ER では、MD シミュレーションを通し

て一定であり、5.05Å の距離を保っていた（Figure III-4-13A）。そのため CYP1A2-7ER

においては、Arg456 と Ser126 の間の相互作用は弱いと考えられた。それに対し、

CYP1A2-ANFでは、CYP1A2-7ERよりも距離が近く、170 ns以降は、平均 2.85 Åの距

離を保っていることがわかった（Figure III-4-13B）。CYP1A2-ANF-WAT においては、

Ser126からArg456までの距離は2.6~6.0 Åで大きく変動していることがわかった（Figure 

III-4-13C）。最後に、Asp128 から Arg456 までの距離については、CYP1A2-7ER では、

平衡構造が得られた 170 ns 以降は平均 3.14 Åの距離を保っており、相互作用が存在し

うると考えられた（Figure III-4-14A）。CYP1A2-ANFにおいても、170 ns以降の平均距

離は 2.82 Å であり、Asp128 と Arg456 の間に十分な相互作用が存在すると考えられた

（Figure III-4-14B）。一方で、CYP1A2-ANF-WATでは、200 nsから 500 nsで Asp128か

ら Arg456までの距離が 2.5~6.7 Åの範囲で変動しており、500 nsの MDシミュレーショ

ンを終えたあとでも距離が定まらないことがわかった（Figure III-4-14C）。以上から、

Arg456と Lys106、Ser126、Asp128との相互作用についてまとめると、CYP1A2-7ERで

は Arg456と Lys106、Asp128 との間には十分な相互作用があると予想された。このこと

から、CYP1A2-7ERにでは Lys106と Asp128との相互作用により Arg456の側鎖が固定

されるため、Arg456 とヘムの間に十分な相互作用が存在したと考えられた。それに対

し、CYP1A2-7ERにおいて、Arg456と Ser126 との間に相互作用は見られなかったが、

CYP1A2-ANF では Arg456 と Ser126 の間に相互作用が存在した。CYP1A2-ANF では、

CYP1A2-7ERと同様にAsp456とLys106やAsp128との間に相互作用が存在したものの、

ヘムからは少し離れた Ser126 と相互作用しているために、Arg456がヘムから遠くなっ

てしまったと考えられる。一方で、CYP1A2-ANF-WATでは、Arg456からLys106、Ser126、

Asp128 までの距離は一定ではなく、相互作用が弱い可能性が示唆された。したがって、

CYP1A2-ANF-WAT においてヘムと Arg456 との間の相互作用が弱い原因は、Arg456 の

側鎖を固定している残基が周辺に存在しないためだと考えられた。加えて、

CYP1A2-7ERにおいては、KLループに位置するArg456がBCループの Lys106やAsp128

と相互作用することで、ヘムのポルフィリン環をタンパク質に結び付ける役割を担って

いるのではないかと考えられた。 

以上の結果から、CYP1A2 と ANF の複合体構造における水分子の存在理由について

考察する。CYP1A2-ANF は活性部位に結晶水を持たないが、平衡構造を得ることがで

きた。それに対し、CYP1A2-ANF-WAT は平衡構造が得られず、かつリガンドと残基間

の水素結合が弱いことがわかった。これらの結果から、結晶構造の活性部位において観
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測された結晶水は CYP1A2 と ANFの複合体形成において必須ではない可能性が示唆さ

れた。特に、CYP1A2-ANF において ANF と残基間の相互作用が弱くなったことから、

結晶構造の活性部位に存在した水分子は、基質認識には関与していない可能性が考えら

れた。この予想に対応して、CYP1A2-ANF の基質認識では、水分子を介することなく

ANF と残基間に十分な水素結合が存在した。CYP1A2 の結晶構造で活性部位に水分子

が存在した理由として、CYPは活性部位の空間が広く、CYP1A2 に限らず複数の分子種

で水分子が活性部位に存在することが知られている。そのため、CYP1A2 の結晶構造で

見られた水分子は、実験操作により偶然、活性部位に入り込んだ可能性が考えられた。

活性部位に存在する水分子の役割としては、水酸化反応におけるプロトン移動など基質

認識以外の役割を有している可能性がある [93−95]。ヘムの触媒サイクルに関与する水

分子について検討することは古典論に基づいた研究手法で扱える範疇を超えており、今

後、量子化学計算により検討を行うことを計画している。 

 

III-4-4. 結論 

本研究では、200 ns 以上の MD シミュレーションを行い、基質である 7ER と阻害剤

である ANFをリガンドとして CYP1A2の複合体構造を予測した。さらに、ANFとの複

合体構造については、その結晶構造で活性部位に存在した水分子の役割について検討す

るため、活性部位に水分子を含む構造と含まない構造の二種類を作成した。その結果か

ら、基質である 7ERとの複合体では、MDシミュレーションにより水分子が活性部位に

入り込み、基質認識において働いていることが示唆された。それに対し、CYP1A2 と

ANF との複合体では、基質認識に水分子を必要としない可能性が示唆された。水分子

の役割としては、水酸化反応におけるプロトン移動やヘムの活性化状態の調節など基質

認識以外の働きを持つ可能性がある。今後は、CYP の構造だけでなく量子化学計算な

どを用いて CYPの触媒サイクルについても検討を行う予定である。 
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Figure III-4-1. Crystal structure of CYP1A2 complex with ANF (PDB ID: 2HI4) (A) overall 

structure (B) The enlarged figure of the active site. Heme, ANF, and Gly316 were shown in ball 

and stick diagram. The crystal water was shown in red sphere.  

 

 

 

 

Figure III-4-2. Chemical structures of (A) 7-ethoxyresorufin and (B) ANF. 
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Figure III-4-3. RMSDs of (A,B) CYP1A2-7ER, (C,D) CYP1A2-ANF, and (E,F) 

CYP1A2-ANF-WAT. The RMSDs for the main chain atoms are shown in left and the RMSDs 

for the ligands are shown in right. 

  



86 
 

 

 

Figure III-4-4. Optimised complex structure with 7-ethoxyresorufin after MD simulation. (A) 

The overall structure. (B) Heme and 7ER in the active site. The substrate and heme was drawn 

in ball and stick diagram. BC loop, F and I helices were shown in black and the other resion was 

shown in gray.  

 

 

 

Figure III-4-5. Distance from heme iron to the carbon of the catalytic site for 7ER during 200 ns 

MD simulations for CYP1A2-7ER 
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Figure III-4-6. Optimized structures of (A) CYP1A2-7ER, (B) CYP1A2-ANF, and (C) 

CYP1A2-ANF-WAT. Water molecules were circled. Residues involved in the hydrogen bonds 

network were labeled. 

  



88 
 

 

 

Figure III-4-7. Diagram of hydrogen bonds network in the active sites of (A) CYP1A2-7ER, (B) 

CYP1A2-ANF, and (C) CYP1A2-ANF-WAT.  
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Figure III-4-8. Superposition of root mean square fluctuations of the cα carbon atom of 

CYP1A2-7ER (blue) with (A) ligand-free CYP1A2 (magenta), (B) CYP1A2-ANF (magenta), 

(C) CYP1A2-ANF-WAT (magenta). 
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Figure III-4-9 Interaction between Arg456 and heme of the crystal structure for CYP1A2 with 

ANF. 
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Figure III-4-10. Distance between the nitrogen atom of Arg456 and the oxygen atom of 

propionate of heme in CYP1A2 complex structures. (A) CYP1A2-7ER, (B) CYP1A2-ANF, and 

(C) CYP1A2-ANF-WAT. 
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Figure III-4-11. Optimized structures of (A) CYP1A2-7ER, (B) CYP1A2-ANF, (C) 

CYP1A2-ANF-WAT. Residues interacting with Arg456, Lys106, Ser126, and Asp128 were 

labeled. Hemes, Lignds, and Residues were shown in stick and ball diagram. 
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Figure III-4-12. Distance from the nitrogen atoms (NH2) of Arg456 to the oxygen atoms of 

Lys106 for (A) CYP1A2-7ER, (B) CYP1A2-ANF, and (C) CYP1A2-ANF-WAT. 
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Figure III-4-13. Distance from the nitrogen atoms (NH2) of Arg456 to the oxygen atoms of 

Ser126 for (A) CYP1A2-7ER, (B) CYP1A2-ANF, and (C) CYP1A2-ANF-WAT. 
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Figure III-4-14. Distance from the nitrogen atoms (NH2) of Arg456 to the oxygen atoms of 

Asp128 for (A) CYP1A2-7ER, (B) CYP1A2-ANF, and (C) CYP1A2-ANF-WAT. 
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III-5. 野生型と遺伝子変異型CYP1A2と7-エトキシレゾルフィンとの複合体構

造における基質認識様式の違いに関する検討 

 

III-5-1 序 

第 III-3 節において一つのアミノ酸残基の置換がタンパク質の三次構造や構造柔軟性

に影響を及ぼすことを示した。しかし、遺伝子変異の影響としては、立体構造や動的性

質だけでなく、基質との複合体構造の形成や基質認識においても違いが生じることが予

想される。一般に、疎水性の医薬品化合物が酵素の活性部位に結合する時には、疎水性

相互作用が主な駆動力となる。一方で、その基質認識や基質選択性には、水素結合が大

きく寄与する。既に、CYP2C19 や CYP2B6 では計算化学的手法により遺伝子変異によ

り基質認識が失われる可能性が示唆されている [96,97]。いずれの研究においても、遺

伝子変異型タンパク質では基質と残基との間の水素結合が野生型とは異なる可能性が

示唆されている。本節における研究では遺伝子変異型 CYP1A2の複合体構造を予測し、

野生型 CYP1A2 複合体との基質認識における違いを調べた。本節における研究は既に

得られている基質非結合型の遺伝子変異型 CYP1A2 の構造を利用し、基質との複合体

構造を作成している。基質との結合が起こる時、CYP タンパク質は誘導適合により構

造が大きく変化しつつある状態にある。基質非結合型の遺伝子変異型 CYP1A2 の MD

トラジェクトリには、熱により揺らいだ状態が記録されている。この MDトラジェクト

リに含まれる構造を複合体構造の初期構造として利用することで、より複合体構造に適

したタンパク質構造を得ることができると期待した。本節における研究の結果は、遺伝

子変異型 CYP1A2の構造活性相関をより詳細に理解することにつながると期待される。 
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III-5-2. 方法 

本節で研究対象とした遺伝子変異型 CYP1A2 を Table III-5-1 に示す。 

 

Table III-5-1. Wild-type and mutant CYP1A2 used for prediction of complex structures with 

7-ethoxyresorufin and the experimentally determined enzymatic activities [36]. 

Gene Protein Mutation Activity 
a)

 Time/ns
c)

 

CYP1A2*1 CYP1A2.1 − Normal 200 

CYP1A2*4 CYP1A2.4 Ile386Phe N. D. 
b)

 100 

CYP1A2*6 CYP1A2.6 Arg431Trp N. D. 
b)

 150 

CYP1A2*8 CYP1A2.8 Arg456His N. D. 
b)

 100 

CYP1A2*11 CYP1A2.11 Phe186Leu Decreased 100 

CYP1A2*13 CYP1A2.13 Gly299Ser Normal 100 

CYP1A2*14 CYP1A2.14 Thr438Ile Increased 100 

CYP1A2*15 CYP1A2.15 Pro42Arg Decreased 150 

CYP1A2*16 CYP1A2.16 Arg377Gln N. D. 
b)

 100 

a) 7-ethoxyresorufin O-deethylation activities 

b) not detectable  

c) time taken for MD simulations 

 

野生型である CYP1A2.1 に加え、CYP1A2.4、CYP1A2.6、CYP1A2.8、CYP1A2.11、

CYP1A2.13、CYP1A2.14、CYP1A2.15、CYP1A2.16 に対してドッキングと MDシミュレ

ーションを行った。Table III-5-1 には、それぞれの変異体におけるアミノ酸残基の置換

と MDシミュレーション時間も示した。 

遺伝子変異型 CYP1A2 の複合体構造の初期構造はドッキングにより作成した。ドッ

キングの対象には第 III-3節における基質非結合型構造のMDトラジェクトリを用いた。

遺伝子変異型 CYP1A2の中には 100 ns 以上の MDシミュレーションを行ったものもあ

るが、条件を統一させるため 0~100 ns の MD トラジェクトリを用いた。ドッキングの

操作としては、まず 100 nsの MDトラジェクトリから 5 ns 毎に 21個の構造を抽出して

初期構造の候補とした。これらに対し、7ERを基質として GOLDでドッキングを行い、

それぞれ 10 個ずつドッキングポーズを得た。そのなかから、7ER の酸化部位であるエ

トキシ基がヘムに近く、かつドッキングスコアが最も高いものを複合体構造の初期構造

とした。それぞれの複合体に対して、300 Kの定圧下、100 ns 以上の MDシミュレーシ

ョンを行った。ドッキングプログラムには GOLD 5.2.2 [114]を用い、それ以外の計算条

件は第 III-3 節における計算方法と同じ条件を用いた。 

MD シミュレーションにより予測されたそれぞれの複合体の三次構造を評価するた

め、ペプチド主鎖の RMSDとリガンドの RMSD を算出した。RMSDの参照構造として
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は、昇温 MDシミュレーション後の構造を用いた。また、残基の構造柔軟性を評価する

ため、Cα 原子の RMSF を算出した。RMSF 計算の参照構造には、MD トラジェクトリ

の最後の 20 nsの平均構造を用いた。RMSDとRMSFの計算には、AmberTools12の cpptraj

モジュールを用いた。 

 

III-5-3. 結果と考察 

野生型である CYP1A2.1 と 7ERとの複合体は 200 nsの MDシミュレーションによっ

て、酵素反応に矛盾しない立体構造を得ることができた。一方で、遺伝子変異型 CYP1A2

と 7ER との複合体については、CYP1A2.4、CYP1A2.8、CYP1A2.11、CYP1A2.13、

CYP1A2.14、CYP1A2.16 の 6種類には 100 ns の MDシミュレーションを、CYP1A2.6と

CYP1A2.15 の 2種類には 150 ns の MDシミュレーションを行った。これら 8種類の遺

伝子変異型 CYP1A2複合体の RMSDを Figure III-5-1 に示す。また、それぞれの MDト

ラジェクトリを用いて、ヘム鉄から 7ER のエトキシ基の酸化部位炭素までの距離を測

ったものを Figure III-5-2 に示す。加えて、MDシミュレーション後に算出した RMSFを

Figure III-5-3 に示す。 

CYP1A2.4 と 7ER複合体については、100 nsの MDシミュレーションにより、 

タンパク質とリガンド共に、RMSD が収束していた（Figure III-5-1A）。このことから、

CYP1A2.4 と 7ERの複合体は平衡構造が得られたと考えられた。CYP1A2.4 は活性の低

下が報告されている変異体であるが、ヘム鉄から 7ER の酸化部位までの距離も 4~6 Å

であり、酵素反応の進行に有利な構造であると考えられた（Figure III-5-2A）。加えて、

構造柔軟性も野生型である CYP1A2.1 に比べ大きな違いが見られなかった（Figure 

III-5-3A）。MDシミュレーション後に最適化を行った際のCYP1A2.4複合体構造を Figure 

III-5-4 に示す。CYP1A2.4 の活性部位には、一つの水分子が存在し、Asp313の側鎖カル

ボニル基酸素と 7ER のカルボニル基酸素の間に水素結合を形成していた。また、7ER

のカルボニル基酸素と Thr118が水素結合を形成していた。Thr118は BCループ、Asp313

は Iへリックスの残基であるため、どちらも基質認識部位として考えられている領域に

存在する。けれども、野生型である CYP1A2.1 と 7ER の複合体においては、基質認識

に働く残基は Asp320と Thr498であったため、基質認識において働く残基に違いが見ら

れる（第 III-4 節 Figure III-4-6A）。このような違いが生じた原因として、CYP1A2.4 の変

異である Ile386Phe が活性部位に空間的に近いことが考えられる（第 III-3 節 Figure 

III-3-3A and III-3-4D）。CYP1A2 は、多環芳香族炭化水素を代表としてテオフィリンやプ

ロプラノロール、フルタミドなど芳香環を持つ基質を多く代謝する。それに対応するよ

うに、CYP1A2 の活性部位も芳香環を持つフェニルアラニンが多く存在する（Figure 

III-5-5）。CYP1A2.1複合体においては、Phe125、Phe226、Phe253、Phe256、Phe260、Phe319

の 6 種類のフェニルアラニンが活性部位を構成している。そのうち、Phe226 と Phe319

は 7ERの芳香環の一つを挟み込むように位置するため、π-π相互作用が存在する可能性
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が考えられる。この Phe226 と Phe319による相互作用は CYP1A2.4 複合体においては存

在しなかった（Figure III-5-6）。その代わりに、CYP1A2.4 複合体では変異箇所である

Phe386とPhe125との間に π-π相互作用が存在する可能性が示唆された（Figure III-5-7）。

立体的に嵩高い Phe386が Phe125と相互作用することで活性部位の空間が押されたため

に、基質の結合様式に差異が生じたと考えられた。これらのことから、CYP1A2.4 の活

性低下の原因の一つには、Ile386Phe の変異が周辺残基との相互作用を通して活性部位

の環境を変えてしまったことにあるのではないかと考えられた。Ile386Pheの変異が、π

電子による相互作用を介して活性部位の空間のサイズや形を変えた可能性がある。これ

らのことから、CYP1A2.4 が複合体を形成するためには野生型とは異なる相互作用が存

在する必要があることが示された。そのため、CYP1A2.4 では野生型に比べ複合体形成

が困難である可能性が考えられた。 

CYP1A2.6 複合体には 150 nsの MDシミュレーションを行った。その結果、タンパク

質とリガンドの RMSDが収束しており、平衡構造が得られたものと考えられた（Figure 

III-5-1B）。ヘム鉄から酸化部位のエトキシ基炭素までの距離は平衡構造が得られた

130~150 nsの間で平均 5.47 Åであった（Figure III-5-2B）。CYP1A2.1と 7ER複合体の距

離は平均 4.68 Å であったため、ヘム鉄から酸化部位までの距離がやや離れていること

がわかった。さらに、CYP1A2.6 複合体の MD シミュレーション後の最適化構造では、

7ERのカルボニル基酸素と Gへリックスの Asn257が水素結合を形成していることがわ

かった（Figure III-5-8A）。7ERと Asn257 の間に形成された水素結合の出現率を、平衡

構造が得られている 130-150 ns の MDトラジェクトリを用いて求めたところ、83 %の

確率で水素結合が形成されていることがわかった。野生型である CYP1A2.1 複合体にで

は Asp320と Thr498との間に水分子を介して 41 %の確率で水素結合が形成されていた。

そのため、CYP1A2.6複合体における 81 %という頻度は野生型に比べてかなり高く、7ER

が活性部位に強く結合していることが考えられる。Asn257との水素結合は、CYP1A2.6

だけでなく、CYP1A2.15複合体や CYP1A2.16複合体においても存在した（Figure III-5-8B 

and III-5-8C）。CYP1A2.15 複合体と CYP1A2.16 複合体はそれぞれ 150 ns、100 nsの MD

シミュレーションを行った。これらの複合体についてもリガンドとタンパク質の RMSD

が収束していることから、平衡構造が得られていると考えられた（Figure III-5-1G and 

III-5-1H）。CYP1A2.15 複合体と CYP1A2.16 複合体についても Asn257 と 7ER の間の水

素結合を最後の 20 nsで求めると、CYP1A2.15 複合体において 81 %、CYP1A2.16 複合

体において 70 %といずれも高いことがわかった。さらに、MD トラジェクトリの最後

の 20 nsでヘム鉄から酸化部位の炭素までの距離を調べたところ、CYP1A2.15 複合体で

は 6.29 Åと距離が離れていることがわかった（Figure III-5-2G）。CYP1A2.16 複合体にお

いては MDシミュレーション開始直後から 10 Åを超えており、酵素反応が起こり得な

い可能性が示唆された（Figure III-5-2H）。Asn257 が存在する G へリックスは、活性部

位の真上に存在する Fへリックスの上に覆いかぶさるように位置しているため、Gへリ
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ックスの Asn257と相互作用することで 7ERがヘムから遠ざかってしまった可能性があ

る。CYP1A2.6、CYP1A2.15、CYP1A2.16 の三つの複合体について Asn257 以外の周辺残

基との相互作用を調べると、Phe260 が 7ER の芳香環と π-π 相互作用をしている可能性

が示唆された。例として、CYP1A2.16 複合体の MD シミュレーション後の最適化構造

を Figure III-5-9 に示す。Phe260は Gへリックスに存在する残基であり、Phe260による

相互作用は野生型である CYP1A2.1 複合体では存在しなかった。また、野生型において

見られた Phe226 との相互作用は存在していたが、Phe319 からの距離は離れていた。

Ph260による相互作用も、CYP1A2.6 と CYP1A2.15、CYP1A2.16 の複合体における特殊

な 7ER の配向に寄与していると考えられた。これら三つの複合体の中で、CYP1A2.16

複合体では 7ER からヘムまでの距離が特に離れている。その原因として、CYP1A2.16

複合体では Ile386 の側鎖が 7ER のエトキシ基がヘムに近づくことを妨げている可能性

が考えられた（Figure III-5-9）。野生型の CYP1A2.1複合体にでは Ile386は活性部位のす

ぐそばに存在するが、その側鎖は 7ER のエトキシ基のアルキル部分と疎水性の相互作

用をしているだけで立体障害にはならなかった。CYP1A2.16 複合体の 7ER の結合様式

が野生型の結合様式に比べて大きくずれていたために、CYP1A2.16 複合体では Ile386

の側鎖が立体障害となったと考えられた。さらに、CYP1A2.16 複合体では、ヘムと 7ER

の間に複数の水分子が入り込んでいた。ヘムの触媒サイクルにおいて、水分子は不活化

状態にあるヘムの第六配位子として機能するが、活性化状態のヘムに対しては水分子自

体が基質となることで触媒反応を妨げる可能性がある。これらの結果から、CYP1A2.6、

CYP1A2.15、CYP1A2.16 は、複合体を形成するためには野生型とは異なる相互作用や基

質認識が存在する必要があると考えられ、そのため複合体形成が困難なのではないかと

いう可能性が示唆された。加えて、CYP1A2.16 複合体においては、ヘムの触媒機能も

正常に働かない可能性が示唆された。 

CYP1A2.6（Arg431Trp）、CYP1A2.15（Pro42Arg）、CYP1A2.16（Arg377Gln）の三つ

の複合体について RMSFを求めたところ、CYP1A2.1 複合体の RMSFとは異なっている

ことがわかった。CYP1A2.1 複合体の RMSF に比較すると、CYP1A2.6 複合体において

は、CDループの Ser156 で 0.75 Å、C末端ループの Lys487で 1.14 Å高いことがわかっ

た（Figure III-5-3B）。加えて、CYP1A2.15 複合体においては、Gly102 において 1.00 Å

高く（Figure III-5-3G）、CYP1A2.16複合体においては、Ser212において 2.02 Å高かっ

た（Figure III-5-3H）。CYP1A2.6 複合体、CYP1A2.15 複合体、CYP1A2.16 複合体に共通

することとして、その遺伝子変異によりアミノ酸の極性が大きく変わっていることが挙

げられる。これら三つの遺伝子変異はいずれもアルギニンが関与した変異である。アル

ギニンのグアニジノ基が形成する水素結合が大きく変化した結果として、複合体構造全

体が影響を受けたと考えられた。構造柔軟性の差異もアミノ酸残基の変異により変化し

た水素結合が、全体構造に伝播した結果ではないかと考えられた。CYP1A2.6（Arg431Trp）

と CYP1A2.15（Pro42Arg）の変異は比較的溶媒露出面のループに存在しており、アミノ
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酸残基の変異が立体障害となってタンパク質の構造や柔軟性に影響したとは考えにく

い。さらに、CYP1A2.16（Arg377Gln）の変異はタンパク質コアに位置するものの、立

体的に小さな残基に置換しているため残基の嵩高さによるタンパク質の構造変化は考

えにくい。以上から、CYP1A2.6 複合体、CYP1A2.15 複合体、CYP1A2.16 複合体におい

ては、アルギニンの変異により周辺残基との水素結合が大きく変わったことが、複合体

形成や動的性質に差異をもたらした一番の原因であると考えられた。 

CYP1A2.8複合体は 100 nsのMDシミュレーションにより平衡構造が得られた（Figure 

III-5-1C）。CYP1A2.8複合体の MDシミュレーション後の最適化構造では 7ERの酸化部

位であるエトキシ基はヘム鉄の方に向いており、酵素反応に有利な複合体構造であると

考えられた（Figure III-5-10）。しかし、その MDシミュレーション後の CYP1A2.8 複合

体の最適化構造では、7ERと水素結合を形成している残基が存在しなかった。このこと

は、CYP1A2.8 複合体の構造は 7ER を基質として認識できない可能性を示唆している。

また、CYP1A2.8 複合体の構造柔軟性については Ser156の RMSFが CYP1A2.1 複合体に

比べ 1.61 Å高い（Figure III-5-3C）。CDループはヘムと相互作用のある Cへリックスに

続くループであるので、CD ループの構造柔軟性の変化は、レドックスパートナーとの

相互作用に影響があるのではないかと考えられた。野生型の CYP1A2.1 と 7ER との複

合体では、Arg456 はヘムのプロピオン酸だけでなく BC ループの Lys106 と Asp128 と

も相互作用することでヘムをタンパク質に結び付ける役割を担っていると考えられた

（第 III-4節参照）。しかし、CYP1A2.8複合体では、Arg456Hisの変異によりヘムと His456

の間の相互作用がないだけでなく、Asp128と Lys106との間の相互作用は存在しない可

能性が示唆された（Figure III-5-11）。このことからも、CYP1A2.8 複合体においてヘム

が固定されずに不安定な状態にある可能性が示唆された。 

CYP1A2.11 複合体は、7ERに対する酵素活性が野生型に比べ 24 %まで低下している

ことが報告されている [36]。7ER を基質としてドッキングを行った結果、CYP1A2.11

複合体では 7ER の酸化部位であるエトキシ基がヘム鉄の真上に位置しており、酵素反

応に矛盾しないドッキングポーズが得られた（Figure III-5-12）。この複合体構造を初期

構造として 100 ns の MD シミュレーションを行ったところ、タンパク質とリガンドと

もに RMSD が収束しており、複合体構造の平衡状態が得られたと考えられた（Figure 

III-5-1D）。しかし、MDシミュレーション後の最適化構造では 7ERの配向が初期構造か

ら大きくずれて、エトキシ基からヘムまでの距離が離れていることがわかった（Figure 

III-5-13）。CYP1A2.11 複合体で 7ER が特異的な配向となった原因としては、Asn312 が

7ERと相互作用することで安定化に寄与していると考えられた。また、MDトラジェク

トリの全体で、ヘムからエトキシ基までの距離を測ったところ、その距離は MDシミュ

レーションの開始直後から 10 Å を超えており、MD シミュレーション全体で酵素反応

が進行しにくい複合体構造となっている可能性が考えられた。これらの計算結果は、

CYP1A2.11 は基質との適切な複合体を形成できない可能性を示している。しかし、実験
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的には CYP1A2.11 は 7ERに対する活性を 24 %保持しているため、実験結果に対応する

計算結果を得ることができなかった。CYP1A2.11 複合体は、MDシミュレーション開始

直後において、既に 7ER の配向が初期構造からずれてしまっていた。このことから、

CYP1A2.11 の複合体構造を予測することができなかった原因としては、初期構造の選択

を誤った可能性が考えられる。複合体構造の初期構造は、基質非結合型の CYP1A2.11

の 100 ns のトラジェクトリを用いて作成している。基質非結合型の CYP1A2.11 は平衡

構造を得るまでに 175 ns の MD シミュレーションを必要とした。そのため、そのうち

の 0~100 ns のトラジェクトリでは、基質非結合型 CYP1A2.11 の平衡構造は得られてお

らず、野生型 CYP1A2 のタンパク質にアミノ酸置換を加えたことによるひずみが解消

されていなかった可能性が考えられる。ひずみのある構造を初期構造として利用とした

ことが、7ERとの複合体構造に影響したのではないかと考えられる。 

CYP1A2.13複合体はタンパク質の RMSDが 100 nsの MDシミュレーションを行って

も上昇を続けており、平衡構造を得ることができなかった（Figure III-5-1E）。CYP1A2.13

複合体は、活性が野生型に比べ 70 %保持していることが報告されている  [36]。

CYP1A2.13 複合体の初期構造作成で 7ER を基質にドッキングを行った際には、7ER の

エトキシ基がヘム鉄の方に向いており、酵素反応に矛盾しない複合体構造が得られてい

た（Figure III-5-14）。しかし、この CYP1A2.13 と 7ER複合体について構造最適化と MD

シミュレーションを行ったところ、基質の配向が初期構造と大きく異なっていることが

わかった（Figure III-5-15）。CYP1A2.13 複合体構造では Asp320が 7ERとの間に水素結

合を形成しており、基質認識に働いていると考えられた。しかし 7ER は活性部位内部

に収まっているものの、その結合様式は酸化部位であるエトキシ基がヘムから大きく離

れおり、酵素反応が進行するには適さない構造であった。この CYP1A2.13 複合体構造

は平衡構造が得られていないことから、ドッキングにより予測した初期構造が酵素反応

の進行に有利な構造ではなかった可能性が考えられた。第 III-4 節の研究結果からは、

野生型である CYP1A2.1 は基質認識において水分子を利用する可能性が示唆されたが、

複合体の初期構造を作成するために行ったドッキングでは水分子について考慮してい

なかったために 7ER のドッキングポーズを正確に予測することが難しかったのではな

いかと予想された。リガンドとタンパク質間の相互作用を水分子が仲介している場合に、

どのように複合体構造を予測すべきか、ドッキング手法の改善を今後の課題としたい。 

CYP1A2.14 複合体には 100 nsの MDシミュレーションを行った（Figure III-5-1F）。そ

の結果、タンパク質とリガンドの RMSD が収束していたため、平衡構造が得られたと

考えられた。ヘム鉄から 7ER の酸化部位炭素までの距離も MD シミュレーション全体

で一定であり（Figure III-5-2F）、その最適化構造も酵素反応が進行しうる複合体構造で

あった（Figure III-5-16）。CYP1A2.14の最適化構造では、BCループの Thr118の側鎖の

ヒドロキシ基水素と 7ER のカルボニル基酸素の間に水素結合が形成されていた。さら

に、I へリックスの Gly316 のカルボニル基酸素と 7ER の窒素が水分子を介して水素結
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合を形成していることがわかった。このことから、CYPA2.14 複合体においては、Thr118

と Gly316 が基質認識において働くと考えられた。野生型である CYP1A2.1 複合体にお

いても Iへリックスの Asp320 と、BC ループの Thr124 が基質認識に関与しる可能性が

示唆されたため、CYP1A2.14 複合体の基質認識は野生型に似ていると考えられた。さ

らに、CYP1A2.14 複合体は RMSF についても CYP1A2.1 複合体に良く似ていることが

わかった（Figure III-5-3F）。CYP1A2.14 は酵素活性の上昇が報告されている変異体であ

る。本節における複合体構造の予測からは、CYP1A2.14 で活性が上昇した原因を予測

することができなかった。しかし、CYP1A2.14 複合体は、少なくとも野生型と同等の

酵素活性を有している可能性が示唆された。今後、ヘムの電子状態やレドックスパート

ナーからの電子伝達について量子力学計算により CYP1A2.14 の活性上昇の原因検討す

る予定である。 

  

III-5-4. 結論 

本節における研究では、8 種類の遺伝子変異型 CYP1A2 と 7ER の複合体構造の予測

を行った。その結果、活性の低下が報告された遺伝子変異型 CYP1A2 では、酵素反応

に適する複合体構造が得られないという結果が得られた。例として、CYP1A2.4 複合体

構造では 7ER と残基間に水素結合が形成されておらず、基質認識が働いていない可能

性が示唆された。CYP1A2.16 複合体では活性部位内の 7ER がヘムから大きく離れ、酵

素反応が起こりにくい構造となっていることが示唆された。また、CYP1A2.16 複合体

の活性部位では基質とヘムの間に水分子が存在しており、7ERの代謝反応が水分子によ

り妨げられる可能性が示唆された。CYP1A2.4 や CYP1A2.16 といった酵素活性が著しく

低下している変異体では、複合体を形成するためには野生型とは異なる相互作用や基質

認識が存在する必要があり、そのため複合体形成が困難なのではないかという可能性が

示唆された。本節における研究の結果から、一つのアミノ酸残基の変異が活性部位の周

辺の環境を変え、基質の配向や基質認識に影響することが示唆された。一方で、

CYP1A2.13 複合体は活性低下がほとんどない変異体だが、酵素反応に適した複合体構

造が得られなかった。CYP1A2 は基質認識において水分子を利用する可能性があること

から、ドッキングを利用した初期構造の作成において水分子の影響を考慮する必要があ

るのではないかと考えられた。また、CYP1A2.14 複合体は活性の上昇が報告されてい

る変異体であるが、その活性が上昇する明確な理由は立体構造や構造柔軟性の比較から

は予測することができなかった。これらのことから、基質認識において働く水分子を考

慮に入れたドッキングを行うことと、ヘムの電子状態を理解するために量子力学計算の

手法を取り入れることを今後の課題として計画している。 
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Figure III-5-1. RMSDs for the complex of mutant CYP1A2 with 7ER. (A) CYP1A2.4 (B) 

CYP1A2.6 (C) CYP1A2.8 (D) CYP1A2.11 (E) CYP1A2.13 (F) CYP1A2.14 (G) CYP1A2.15 

(H) CYP1A2.16. The RMSDs for protein were shown in left column and the RMSDs for ligand 

were shown in right column. It continued on the next page. 
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Figure III-5-2. Distance from heme iron to the carbon of the catalytic site for 7ER in the 

complex structures for (A) CYP1A2.4, (B) CYP1A2.6, (C) CYP1A2.8, (D) CYP1A2.11, (E) 

CYP1A2.13, (F) CYP1A2.14, (G) CYP1A2.15, (H) CYP1A2.16. 
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Figure III-5-3. Superposition of root mean square fluctuations of the cα carbon atom of 

CYP1A2.1 complex (blue) with mutant CYP1A2 complex (magenta). (A) CYP1A2.4, (B) 

CYP1A2.6, (C) CYP1A2.8, (D) CYP1A2.11, (E) CYP1A2.13, (F) CYP1A2.14, (G) 

CYP1A2.15, (H) CYP1A2.16. Amino acid residues which have higher flexibilities over 0.6 Å 

than that of wild-type are pointed by arrows. The mutation positions are also pointed by arrows.  
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Figure III-5-4. Optimized structure of CYP1A2.4 complex. Water molecule was circled. 

Residues forming the hydrogen bonds network were shown and labeled. 

 

 

 

Figure III-5-5. Phenylalanines sorrouding 7ER in the active site of CYP1A2.1 complex.  
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Figure III-5-6. Comparison of the phenylalanines around the active site of CYP1A2.1 complex 

(left) and CYP1A2.4 complex (rihgt).  

 

 

 

Figure III-5-7. Comparison of the 386
th
 residues and phe125 in CYP1A2.1 complex (left) and 

CYP1A2.4 complex (rihgt).  
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Figure III-5-8. Optimized structure of (A) CYP1A2.6 complexe, (B) CYP1A2.15 complex, (C) 

CYP1A2.16 complex. Residues forming the hydrogen bonds network were shown and labeled. 
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Figure III-5-9. Optimized structure of CYP1A2.16 complex. Water molecules were circled. 

Residues forming the hydrogen bonds network were shown and labeled. 

 

 

 

 

Figure III-5-10. Optimized structure of CYP1A2.8 complex. 
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Figure III-5-11. Optimized structure of CYP1A2.8 complex with 7ER. Residues surrounding 

His456, Lys106, Ser126, and Asp128 were labeled. Hemes, Lignds, and Residues were shown 

in stick and ball diagram. 

 

 

 

Figure III-5-12. Initial structure of CYP1A2.11 complex obtained after docking. (A) overall 

structure and (B) the enlarged view of heme and 7ER. 
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Figure III-5-13. Optimized structure of CYP1A2.11 complex after 100 ns MD simulation. 

 

 

 

 

Figure III-5-14. Initial structure of CYP1A2.13 complex obtained after docking. (A) overall 

structure and (B) the enlarged view of heme and 7ER. 
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Figure III-5-15. Optimized structure of CYP1A2.13 complex after 100 ns MD simulation. 

 

 

 

 

Figure III-5-16. Optimized structure of CYP1A2.14 complex. 
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III-6. ドッキングと分子動力学シミュレーションによるシトクロム P450 1A2

とフルタミドの複合体構造の予測 

 

III-6-1. 序 

前立腺癌治療薬であるフルタミドの薬理活性が十分に発揮されるためには、CYP1A2

による代謝活性化を受ける必要がある。この代謝活性化において、フルタミドはイソプ

ロピル基の炭素に水酸基が導入され、2-ヒドロキシフルタミドとなる。しかし、CYP1A2

とフルタミドとの複合体構造はこれまでに実験的に明らかにされておらず、その代謝活

性化のメカニズムは詳細に理解されていない。本節における研究の目的は、CYP1A2 と

フルタミドの複合体構造をドッキングにより予測し、CYP1A2 による代謝活性化のメカ

ニズムを詳細に理解することである。CYP1A2 だけでなく、CYPによる代謝活性化を受

ける薬剤は数多く存在する。例を挙げると、麻薬性鎮痛薬コデイン、抗不安薬ジアゼパ

ム、抗てんかん薬プリミドン、高尿酸血症治療薬アロプリノールがある。本節の研究結

果が、CYP による代謝活性化を受ける新規プロドラッグの設計に役立つことが期待さ

れる。 

 

III-6-2. 方法 

CYP1A2 とフルタミドの複合体構造はドッキングにより作成した。ドッキングの対象

としたタンパク質は、第 III-3 節において得られた基質非結合型の CYP1A2 の構造と、

第 III-4 節において得られた CYP1A2と 7ERの複合体構造から選択した。まず、基質非

結合型の CYP1A2の 100 ns の MDトラジェクトリから、5 ns毎に 21個の構造を抽出し

た。さらに、CYP1A2と 7ERとの複合体の 200 nsの MDトラジェクトリから 10 ns毎に

21個の構造を抽出した。これらの構造に対し、疎水性空間を HBOP/HBSITE [114,115] に

より探し出してリガンド結合部位とした。次に、リガンド結合部位に対しドッキングを

行い、それぞれの構造に対し 10 個ずつポーズを得た。得られたドッキングポーズのう

ちフルタミドの酸化部位であるイソプロピル基がヘムに向いており、かつドッキングス

コアが最も高いものを複合体の初期構造とした。ドッキングプログラムにはGOLD 5.2.2 

[116] を用い、それ以外の計算条件は第 III-3 節と同じ条件下行った。 

 

III-6-3. 結果と考察 

ドッキングにより作成した、CYP1A2とフルタミド複合体の初期構造を Figure III-6-1

に示す。この初期構造では、フルタミドのイソプロピル基がヘムに向いており、酵素反

応が進行しうると予想された。しかし、この構造を構造最適化し、昇温 MDシミュレー

ションを行ったところ、フルタミドの構造が反転してしまい、酵素反応が進行しえない

複合体構造となっていることがわかった（Figure III-6-2）。Figure III-6-2 の構造において、

フルタミドのトリフルオロメチル基がヘムの方に向いており、酸化部位はヘムから最も
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遠ざかる構造となっていた。構造最適化と昇温 MDシミュレーションによりこのような

構造が得られた原因については、現在検討中である。考えられる可能性としては、フル

タミドのドッキング構造に基質が結合するのに適さないタンパク質構造を用いてしま

ったことが考えられる。MDシミュレーションは一般に、初期構造に大きく依存するこ

とが知られている。不適切な複合体構造を初期構造とした場合、ひずみが大きく、その

ひずみがその後の構造最適化の過程で初期構造から構造を大きく変化させた原因では

ないかと考えられた。このことから、ドッキングにより複合体構造を作成する際には、

基質とその周辺残基の相互作用のみで複合体の初期構造を選択するのではなく、複合体

構造に適したタンパク質構造を抽出する必要もあると考えられた。複合体構造に適した

タンパク質構造を得るためには、まず、基質非結合型の構造と、基質結合型の構造で明

確な構造的差異を見出す必要がある。今後、構造変化の影響を考慮してドッキングを行

い、複合体構造を作成する予定である。 

 

III-6-4. 結論 

本節における研究では、ドッキングにより CYP1A2 とフルタミドの複合体構造の予

測を行った。そのドッキングにより予測された複合体構造は酵素反応に矛盾しない構造

であったが、その後構造最適化と昇温 MD シミュレーションにより構造変化を起こし、

フルタミドの酸化部位がヘムから離れて酵素反応が進行しえない複合体構造となって

しまった。このような酵素反応に適さない複合体構造が得られた原因としては、基質が

結合するのに適さないタンパク質構造に対しドッキングを行ってしまったことが考え

られる。今後は、構造変化を考慮したドッキング手法により複合体構造を作成すること

を計画している。 
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Figure III-6-1. Initial structure of CYP1A2 complex with flutamide obtained after docking. (A) 

the overall structure, (B) the enlarged view of flutamide and heme, and (C) the enlarged view 

rotated by 90°. 

 

 

 

Figure III-6-2. Complex structure CYP1A2 with flutamde obtained after temperature-increasing 

MD simulation. (A) the overall structure and (B) the enlarged view of flutamide and heme. 
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IV. 総括 

 

本研究では、フルタミドの活性に影響を及ぼす非酵素的反応・酵素的反応について、

それぞれ実験的手法と計算化学的手法により検討した。まず、第 II章においては、フ

ルタミドの非酵素的反応としてその光反応性に注目し、フルタミドを含む芳香族ニトロ

化合物の光反応性について実験的手法により検討した。第 II-2 節においては、フルタミ

ドの光反応性と、副作用の一つである光線過敏症との因果関係について調べた。そこで、

フルタミドの光反応性に関わる溶媒効果について検討した。その結果、光線過敏症の原

因物質の特定には至らなかったが、フルタミドが多様な光反応を起こし、その中間体で

あるラジカルが光線過敏症を引き起こす原因となる可能性を示した。また、フルタミド

を含む芳香族ニトロ化合物は多様な光反応を示すことが知られているが、フルタミドは

ニトロ-ニトリト転位を優先的に起こすことが報告されている。そこで、第 II-3 節では、

芳香族ニトロ化合物の一つである、2-ニトロベンゾフラン誘導体をモデルとして、ニト

ロ-ニトリト転位の反応機構について詳細に調べた。これまで、ニトロ-ニトリト転位は

芳香族ニトロ化合物のニトロ基と芳香環がなす二面角の角度が大きい場合に起こると

考えられていた [24]。しかし、第 II-3 節における研究の結果、ニトロ-ニトリト転位は

ニトロ基と芳香環が共平面にある場合でも起こりうることを明示的に示した。第 II 章

では、フルタミドを含む芳香族ニトロ化合物が高い光反応性を持ち、ラジカル中間体に

由来する多くの光反応生成物を生じさせることを示すことができた。次に、第 III章に

おいては、フルタミドの活性に影響を与える酵素的反応として、フルタミドの代謝活性

化を行う CYP1A2に着目し、計算化学的手法によりその立体構造と酵素活性の相関関

係について調べた。第 III-3 節においては、アミノ酸置換を伴う遺伝子変異型 CYP1A2

の立体構造を予測し、その酵素活性が野生型と比べ異なる原因について調べた。その結

果、遺伝子変異によるアミノ酸置換は、その周辺の立体構造だけでなく離れた領域の立

体構造にも影響を及ぼす可能性があることが示された。また、アミノ酸置換は、タンパ

ク質の立体構造だけでなく構造柔軟性にも変化をもたらす可能性が示唆された。次に、

第 III-4 節では、CYP1A2 とその阻害剤である ANFとの結晶構造において、活性部位に

存在した水分子の役割について検討を行った。その結果、CYP1A2と ANFの複合体構

造において、活性部位の水分子は必須ではない可能性が示唆された。加えて、CYP1A2

の基質である 7ERとの複合体構造を予測し、CYP1A2は 7ERの基質認識に水分子を利

用している可能性があることを示した。第 III-5 節では、遺伝子変異型 CYP1A2と 7ER

の複合体構造を予測し、第 III-4 節で得られた野生型 CYP1A2 と 7ERとの複合体構造と

の違いを調べた。その結果、いくつかの遺伝子変異型 CYP1A2 では基質認識が野生型

とは異なることが示された。しかし、二つの遺伝子変異型 CYP1A2では、予測された

複合体構造が実験結果に対応するものではなかった。さらに、第 III-6 節においてフル

タミドをリガンドとして複合体構造の予測を試みたが、酵素反応に矛盾しない複合体構
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造を予測することができなかった。これらの結果から、ドッキングの手法の改善が今後

の課題として残った。 

 本研究では、抗癌剤であるフルタミドを対象として、その薬理活性に影響を及

ばす酵素反応・非酵素反応について検討を行った。第 II章における実験研究で得られ

た結果は、フルタミドによる光線過敏症の原因物質の特定につながることが期待される

とともに、光に対し安定な芳香族ニトロ化合物を開発する際に有用な情報となることが

期待される。第 III章における計算研究では、薬物代謝酵素の一つである CYP1A2の生

体内環境における三次構造を予測し、基質との複合体構造を得ることができた。そして、

CYP1A2 と基質との複合体は活性部位に複数の水分子を含み、その水分子は基質認識に

おいて働く可能性があることが示唆された。これらの立体構造や基質認識に関する情報

は、今後の CYPを対象としたドラッグデザインの発展に大きく貢献することが期待さ

れる。 
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