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研究成果の概要（和文）：強いウレアーゼ阻害能を示すハロゲノ-3－ホルミルクロモンの構造活性相関解析を計
画した。6位にハロゲン原子を持つ3－ホルミルクロモンと比較し、8位にハロゲン原子を持つ3－ホルミルクロモ
ンは40倍程度強いウレアーゼ活性を示した。これは8位のハロゲン原子となた豆由来ウレアーゼの635番目のグル
タミンの主鎖の酸素原子との間のハロゲン結合を伴う強い分子間相互作用に起因することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We planed analysis of structure-activity relationship among halogenated 
3-formylchromones showing urease activity. The 3-formylchromones with a halogen atom at 8-position 
shows 40 times more potent inhibitory activity than ones with a halogen atom at 6-position. The 
analysis of potential energy maps of the halogenated 3-formylchromones and molecular docking studies
 suggest that the potent urease activity should be due to the strong interaction with the halogen 
bonding between the halogen atom at 8-position of the 3-formylchromones and the backbone carbonyl 
oxygen atom of Gln635 of Jack bean urease.

研究分野： 物理化学

キーワード： ハロゲン結合　金属酵素　ウレアーゼ　阻害剤　クロモン　構造活性相関　静電ポテンシャル　分子ド
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究の学術的意義は、ウレアーゼ阻害剤のドラッグデザインにおいて、新しい原子間相互作用形態の一つで
あるハロゲン結合に着目した物理化学的アプローチによる方法論である。
　近年、ヘリコバクター・ピロリ菌や尿路感染菌の耐性株が発見されており臨床上問題となっている。本研究に
より開発されたハロゲン化クロモン誘導体は、ヘリコバクター・ピロリ菌や尿路感染菌が産生するウレアーゼを
強く阻害することにより除菌できることが期待でき、そのような新規薬物の開発は社会的意義が極めた高い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1）ハロゲン結合は X 線結晶構造解析により見いだされる新しい原子間相互作用形態の一つ

であり、塩素、臭素、ヨウ素といったハロゲン原子（X）と、酸素あるいは窒素のような
電気陰性度の大きな原子（B）との間の距離が、それら 2 原子のファンデルワールス（vdW）
半径の和より短く、X···B 間の相互作用がとりわけ強い時にハロゲン結合有りとみなされ
る。タンパク質–阻害剤複合体等の X 線結晶構造データ解析から、ハロゲン結合はハロゲ
ン原子を含む薬物が強い薬効を示す理由の一つとして捉えられている。ハロゲン結合はハ
ロゲン原子の結合軸延長線上の表面に存在する正の電荷と、酸素原子の表面の負の電荷と
の静電的相互作用に起因することが、近年の量子計算化学的な解析から明らかになりつつ
ある。 

 
（2）ウレアーゼは尿素を二酸化炭素とアンモニアへと加水分解する含金属酵素であり、活性中

心に 2 つの Ni イオンを含む。マメ科の植物やバクテリアにウレアーゼが存在するが、胃
潰瘍の原因となるヘリコバクター・ピロリ菌はウレアーゼを発現してアンモニアを産生し、
局所的に胃酸を中和することで胃内での生息を可能としている。さらに、ヘリコバクタ
ー・ピロリ菌の感染は胃潰瘍だけでなく、ヒト悪性腫瘍の原因となりうることが明らかに
なっており、β ラクタム剤、クラリスロマイシン、プロトンポンプ阻害剤の３剤併用療法
による除菌が臨床で行われている。ウレアーゼはヘリコバクター・ピロリ菌の胃内定着に
必須の酵素であるので、ウレアーゼは新規抗潰瘍薬開発のターゲットとして広く認識され
ている。 

 
（3）クロモンはベンゾピラン誘導体であり、クロモグリク酸ナトリウムの基本骨格になってい

るなど、多数の誘導体や医薬品が合成されている縮合複素環である。2007 年 Kawase らに
より、6 位と 8 位の両方に塩素あるいは臭素原子を持つ 6,8-ジハロゲノ-3-ホルミルクロモ
ンが強くウレアーゼを阻害すること、一方、8 位にハロゲン原子をもたない 6-ハロゲノ-3-
ホルミルクロモンはウレアーゼを阻害しないことが報告された。その阻害活性の大きさは
1000 倍以上異なり、阻害活性の強弱は、単に電気陰性度の高い２つのハロゲン原子による
電子的効果が原因ではない、と推測した。 

 
（4）なぜ 8 位のハロゲン原子の有無でウレアーゼ阻害能が大きく異なるのか？に興味を持ち、

これらの X 線結晶構造解析を試みた。すると、ウレアーゼを阻害し 8 位にハロゲン原子を
もつ 3-ホルミルクロモンにおいては、塩素–ホルミル酸素そして臭素–ホルミル酸素の原子
間距離がそれらの vdW 半径の和よりも著しく短く、8 位のハロゲン原子はハロゲン結合を
形成することが明らかとなった。一方、ウレアーゼを阻害せず 8 位にハロゲン原子をもた
ない 3-ホルミルクロモンではハロゲン結合は観測されなかった。このように、強いウレア
ーゼ阻害は、8 位のハロゲン原子とウレアーゼのアクセプター原子間のハロゲン結合形成
によるエンタルピーゲインに起因する、と推測した。 

 
２．研究の目的 
  本研究の目的は、強いハロゲン結合形成能とウレアーゼ阻害能を示すハロゲン化クロモン

の化学合成と、X 線結晶構造解析及び量子化学計算による構造活性相関解析であった。上
述の本研究の背景とこれまでの知見をふまえ、以下の３項目を骨子として研究を遂行した。 

 
（1）すでに化学合成し結晶構造を明らかにしているハロゲノ-3-ホルミルクロモンのウレアー

ゼ阻害能の評価を行い、8 位のハロゲン原子の有無とウレアーゼ阻害能との相関解析を行
う。また構造最適化として、3 位のホルミル基をカルバモイル基に置換した 8-ハロゲノク
ロモンの合成を行い、ウレアーゼ阻害能の評価を行う。 

 
（2）最終生成物の単結晶化とその X 線結晶構造解析による化学構造の同定、及びハロゲン結

合に注目した分子パッキング間相互作用解析を行う。 
 
（3）量子化学計算による静電ポテンシャルエネルギー計算を行い、ハロゲン化クロモン誘導体

のハロゲン原子表面上の電荷とウレアーゼ阻害能との構造活性相関解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）ハロゲノ-3-ホルミルクロモンは既報に準じて合成した。6,8-ジクロロ-3-カルバモイルクロ

モンは 6,8-ジクロロ-3-ホルミルクロモンを四塩化炭素中で光照射により N-ブロモスクシ
ンイミドと反応させた後にアンモニア水で処理して得た。 

 
（2）8-ヨード-3-ホルミルクロモンの単結晶化を酢酸エチルエステルを用いて行い、単結晶 X

線自動回折計と構造解析支援ソフトウェア CrystalStructure を用いて結晶構造解析と分子
パッキング相互作用解析を行った。 

 



（3）ハロゲン化クロモンの阻害能評価はマイクロプレート分光光度計を用いたフェノールレッ
ド法で行った。ナタ豆由来のウレアーゼとクロモン誘導体を 3 時間インキュベートするこ
とで相互作用させ、そこにフェノールレッドと基質である尿素を含むリン酸緩衝液を加え、
アンモニアの生成による pH 上昇に伴う 550 nm の吸光度変化を経時的に測定した。クロモ
ン誘導体の濃度に対する初速度のプロットのシグモイド曲線から阻害活性（IC50）を算出
した。 

 
（4）非経験的分子軌道計算プログラム Gaussian09 を用いた密度汎関数法によりハロゲン化ク

ロモンの構造最適化を行い、最適化構造の静電ポテンシャルマップの作成を行った。また
分子ドッキングプログラム idock を用いて原子レベルでのインシリコ相互作用解析を行っ
た。 

 
４．研究成果 
（1）6-ハロゲノ-3-ホルミルクロモン、7-ハロゲノ-3-ホルミルクロモン、8-ハロゲノ-3-ホルミル

クロモン、6,8-ジハロゲノ-3-ホルミルクロモンを合成し、8-ヨード-3-ホルミルクロモンの
結晶構造解析にも成功した。予想通り、8-ヨード-3-ホルミルクロモンはハロゲン結合を形
成することがわかった。 

 
（2）3-ホルミルクロモン誘導体はすべて濃度依存的なウレアーゼ阻害能を示した。6 位にハロ

ゲン原子を持つ 3−ホルミルクロモンと比較し、8 位にハロゲン原子を持つ 3−ホルミルク
ロモンは 40 倍程度強いウレアーゼ活性を示した。また、アッセイを施した 3-ホルミルク
ロモン誘導体のうち、ハロゲン結合を形成する 6,8-ジヨード-3-ホルミルクロモンが最も強
い阻害活性を示した。一方、6,8-ジメチル-3-ホルミルクロモンは 6,8-ジヨード-3-ホルミル
クロモンと比較し阻害能に 30 倍程度の大きな差がみられた。静電ポテンシャルマップか
らは、8 位の炭素-ハロゲン結合軸延長線上の表面に正電荷が存在することが判明し、8 位
のハロゲン原子の存在がウレアーゼ阻害能に強く影響することが示唆された。このことか
ら、8 位にハロゲン原子を持つ 3-ホルミルクロモンの強いウレアーゼ阻害活性は、ハロゲ
ン結合が強く関していることが示唆された。 

 
（3）ナタ豆由来のウレアーゼの結晶構造を用いた分子ドッキングから、ホルミル基の酸素原子

は Ni イオンに配位し、8 位のハロゲン原子は 635 番目のグルタミンの主鎖のカルボニル酸
素の近傍に位置することでハロゲン結合を形成することが示唆された。このように、強い
ウレアーゼ阻害は、8 位のハロゲン原子と 635 番目のグルタミンの主鎖のカルボニル酸素
間のハロゲン結合形成によるエンタルピーゲインに起因する可能性がある。 

 
（4）3 位をカルバモイル基に置換した 6,8-ジクロロクロモン-3-カルボキサミドは 3-ホルミルク

ロモンと比較して 10 倍程度高い阻害能を示し、代表的なウレアーゼ阻害剤であるヒドロ
キシ尿素と同程度であった。このことから、3 位の置換基もウレアーゼ阻害能に重要な働
きをしていると考えられた。 

 
（5）今後は、クロモン誘導体の Kiを算出し、さらに、異なる温度での Kiを算出することから

得られる van't Hoff プロットからH とS を求め、熱力学的な視点からの詳細の阻害様式
の解析を行う予定である。 
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