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【目的】
　本研 究 は、チ トク ロ ーム P450 （CYP ）多型を例

に と り、立 体 構 造 解析 に よ っ て、活性部位や そ の

他 の 機能領域 に お け る各種 ア ミノ 酸の 変化 に よる

構 造 上 の 変化 と、薬物代謝活性の 関係を解析 し、
動物実験代替法 として ヒ トに お け る薬物代謝 ・薬
物動 態予測 を行う方法を開発す る こ とを目的 とす

る。

【背景】CYP は 生 体内 に存在 し薬物代 謝や 生理 活

性物質 の 生 合成 に関 与 す る酵素群 の 総称 で ある。
自然 に 存在 す る化 合 物 代 謝 を 行 う ほ か、薬物代 謝

酵素 と して 現存す る薬物の 約 8 割 に関与 し、薬効

め発 現 に重 要 な 役 割 を 果 た す。…一
方、プロ モ ベ ン

ゼ ン な ど一・
部 の 化 学物質 に つ い て は 代謝 に よ っ て

毒性発現す る こ とも知 られ て い る。個 々 の 薬物 に

対応 す る CYP 分子種 の 性質 と存在量 は 動物の 種類

に よ っ て 異なり、同じ薬物 を投与 した場合 で も代

謝速度 ・薬効発現 ・活性 ・憑受性 に お い て 種差 が

見 られ る。こ の こ とか ら、動物実験から ヒ トに お

け る薬 物 代 謝 、薬物動態や薬効 ・毒性発現 の 予測

は 容易で な く、実験動物を使 っ て 得られた情報 は、
そ の ま ま ヒ トに 当て は め る こ とが 出来ない とい う

問題が 生 じて い る。近年、コ ン ピ ュ
ーター技術 の

発展に よ り
’
、遺伝子上で の 配列比較や立体構造予

測が 可能 と な っ て き て い る た め、コ ン ピ ュ
ータ 上

で の 解析 か ら、上 記 の よ うな種差 に よる 問題 に と

らわ れ ず 、 直接 ヒ トで の 機能予測 が 可能 と なる と

考え る 。

【方法】

　既 に立 体 構造が 決定 された 3 種類の ヒ トの CYP
（CYP2C8 、　 CYP2C9 、　 CYP3A4 ）及びウサギの

CYP （CYP2B4 、　 CYP2C5 ）を 鋳型 と し、相 同性
を考慮 した 上 で 薬物代謝酵素 と して 主 要 な 16 種 類

の CYP 分子 （CYPIAI 、　 CYPIA2 、
　 CYPIBI 、

CYP2A6 、　 CYP2Al3 、
「
CYP2B6 、　 CYP2Cl8 、

CYP2C 　l9、　CYP2D6 、　CYP2 　E　1、　CYP2J2 、

CYP2Sl 、　CYP3A5 、　CYP3A7 、　CYP3A43 、　CYP4
BD の 立体構造モ デ リン グを行 っ た。こ れに 基づ

き、正 常 な 活性 を変化 さ せ る原因とな？ た 遺伝子

多型 に つ い て 立体構造上 の 位 t を同定 し、構造変

化 と、機能へ の 影響 の 点か ら解析を行 っ た。すな

わ ち 、 ア ミノ酸変異 に よる塞質親和性や酵素活性、
電荷分 布、ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ

ー
変化、親和性

変化、及び墓質結合候補部位 に つ い て 、各変異 に

よっ て 引き起 こ され る 立 体構造変化や物理 化学的

性質の 解析 と文献情報等か ら得 られる in　 vitro で

の 薬物投与に お け る Km 値 ・Vmax 値の 変動 に つ

い て の 関連性を調べ た。

【結果】

　CYP2B6 や CYP2D6 などの 分子種 で は、遺伝

子多型変異の 1 ヘ リッ クス 付近などへ の 局所集中が

見られた。CYP2C9 の 場合、ワ ル フ ァ リン （抗凝

固薬）や トル ブタ ミ ド （糖尿病治療薬）の 薬物 に

よ り薬物代謝活性 の 変化をもたらす変異 は 現在ま

で に 6種類 が 知 られ て い る。こ の 中で CYP2C9 ＊

8 に う い て は、文献より代謝能力 の 向上とい っ た酵

素活性．ヒ昇 が 示 され て い る。こ の 活性 上 昇 に 結び

つ く立体構造上 の 物理化学的な理由を明らか に す

るた め、基質 が 結合 し得 る空 洞部位 の 探索 を 行 っ

た。す る と、こ の CYP2C9 ＊ 8 で は ア ミ ノ酸 の 変

化 に よ っ て 疎水性 埜 質が 結合可能 な 空 洞部位の体

積が 拡 大 して い る こ とが わ か っ た 。 他 の 5 種 類 の

変異体 で は、種 々 の 薬物 との 反応 に お い て 大 部分

の 反応速度定数 （Km ）の 上 昇 と、最 大 反 応速度

（Vmax ）の 低下な ど酵素活性 の低下が 示 され て い

た。CYP2C9 ＊ 8 で 拡大 し て い た 空洞部位の 体積

に 大きな変化 は 見られな か っ た が 、
ヘ ム と相互作

用する と考えられ る部位 に お い て 突洞部位の 大 き

さに 変化が 見られた。こ の 他、変異に よ り CYP2C9
＊ 2 と CYP2C9 ＊ 3 に おい て 新 た な空 洞部位が 生

じて い た。

【考察】
　酵素活性が 上 昇 して い た CYP2C9 ＊ 8 に お い て

空 潤部位 の 体積 の 拡大が 見 ら れ た。 こ の こ とは、
棊質 の 結合

・通 過 が 容易 に な っ た こ とを 示 唆す る

と考 え られ る。CYP2C9 ＊2 と CYP2C9 ＊ 3 で は、
変 異 に よ っ て 新 た に 出現 した空洞部位 は 碁質 ポ ケ

ッ ト また は 基質 の 移行を阻害す る 障害物 とな り、
酵 素 活性 に 影 響 を 及 ぼ した 可能性 が あ る。また、
新た な薬物 、 未同定 の 薬物の 代謝 に寄与 して い る

可能性 が あ る。こ の よ うに 遺伝子多型 に よ る変異

部分を中心 と した 、 ．CYP 分子の 酵素活性 の 変動を

立 体構造
・物理 化学的観点か ら解析 し、シ ミ ュ レ

ー
シ ョ ン に よる検証を加 え る こ と に よ っ て薬物代

謝反応 の 予測を高精度 に 行 え る よ う に な り、これ

まで に 比べ 動 物 実 験 の 数 を 大 幅 に 削 減 出来 る よ う

に な るだ ろ う。
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