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研究成果の概要（和文）：XORはキサンチンを尿酸にする酵素であり、過剰な尿酸の蓄積は痛風の原因となる。XORは細
菌からヒトまで存在し、３次元構造は全ての生物種で酷似していて同じ反応機構により尿酸生成を行う。しかし、日本
で開発された痛風治療薬febuxostatは、哺乳類XORを阻害するが、細菌XORを阻害しないことが酵素学的実験からわかっ
た。このことは、阻害剤と酵素の静的な３次元構造（いわゆる鍵と鍵穴）では簡単に理解できないことを意味している
が、動的な視点に着目し、分子動力学計算を行うことによって説明することに成功した(Sci. Rep. 2, 331; DOI:10.10
38/srep00331 (2012))。

研究成果の概要（英文）：Xanthine oxidoreductase (XOR) catalyzes the oxidation of hypoxanthine to xanthine 
followed by oxidation of xanthine to uric acid. Because having too much uric acid in the body causes a dis
ease, gout, human XOR is a target of drugs to treat gout. XOR is found in a wide range of organisms from b
acteria to man, and the substrate-binding pockets of mammalian and bacterial XOR are well-conserved as reg
ards catalytically important residues and three-dimensional structure. In this research, we found in terms
 of the enzymatic experiments that febuxostat, a drug recently developed in Japan inhibits mammalian XOR, 
but not bacterial XOR. This means that a so-called key-lock system breaks and it is difficult to elucidate
 this functional differences from the view point of static three-dimensional structure of an inhibitor and
 an enzyme. However,we succeeded in reproducing the experimental results using MD calculations from the vi
ew point of dynamics (Sci. Rep. 2, 331; DOI:10.1038/srep00331 (2012)).
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１．研究開始当初の背景 
 複合金属酵素であるキサンチン酸化還元
酵素(XOR)は 2量体からなる分子量 30 万の
巨大タンパク質である。この酵素は体内でプ
リン化合物が分解されたときにできるキサ
ンチンを水酸化して尿酸に変換する機能を
持ち、その変換率が大きすぎると痛風を引き
起こす。よって、そのキサンチン結合部位に
別の低分子をリガンドとして結合させるこ
とができれば、それはキサンチンの阻害剤と
して働き、痛風の薬となる。そのような阻害
作用の分子論的な理解のためには、結合部位
を含めた、XOR の 3 次元構造のデータが必
要となる。2000 年に西野らのグループによ
る X 線結晶解析によって、1.6Åの分解能で
その立体構造が明らかにされた。 
 阻害剤の一つであり、日本発の痛風治療薬
として認可されたばかりのフェブキソスタ
ットは、XORの基質であるキサンチンのよう
に結合部位と共有結合をするのではなく、結
合部位の隙間を埋めるようにしてコンタク
トする（structure-based の阻害剤である）
ことが、本研究分担者の岡本らの哺乳類（ウ
シ）の XORに対する X線結晶解析から分か
っていた。また、バクテリア由来の XOR（ロ
ドバクターXOR）の３次元構造も X線結晶解
析から分かっており、反応中心付近のアミノ
酸残基は全て保存され、３次元構造自体も哺
乳類とバクテリアの XOR は酷似しているこ
とが知られていた。 
ところが、本研究が企画される前の段階で、
「痛風薬フェブキソスタットの阻害効果は
生物の種によって異なる可能性がある」こと
が、岡本らの酵素学的な実験によって指摘さ
れた。この実験結果により、酵素の３次元構
造が酷似しているのにもかかわらず、フェブ
キソスタットに対する阻害効果が異なる科
学的理由が要求されることとなった。 
本研究の準備段階として、タンパク質とリ
ガンドのドッキングの相性を診断するドッ
キングソフトウェアを用いた予備的な計算
を行ってみたところ、哺乳類とバクテリアの
XOR に対するフェブキソスタットの阻害作
用の違いを示す結果は得られなかった。酵素
の静的な３次元構造を反映した従来のドッ
キングソフトウェアによる計算からは、実験
事実を説明することはできなかった。すなわ
ち、それまで教科書などで記述されてきた、
単純な「鍵と鍵穴」の考え方（静的な３次元
構造の考え方）では、XORとフェブキソスタ
ットとの間の結合機構を、単純には理解する
ことができないことを意味していた。 
 
２．研究の目的 
 キサンチン酸化還元酵素(XOR)は、キサン
チンを水酸化して尿酸に変換する酵素であ
り、その過剰な反応は痛風の原因となる。キ
サンチン結合部位の 3次元構造を用いて、「鍵
と鍵穴」の考え方から痛風の新薬をデザイン
することは従来行われてきているが、阻害剤

フェブキソスタットとXORとの間の関係は、
「鍵と鍵穴」の考え方によって理解すること
が単純にはいかない。本研究では、酵素学的
実験と計算機実験によって、フェブキソスタ
ットをはじめ、幾つかの structure-based の
XOR阻害剤の阻害作用機構を、「鍵と鍵穴」
のドグマを越えて、分子レベルにおける動力
学的な視点を導入して明らかにしていく。 
 
３．研究の方法 
（１）酵素学的実験 
①ロドバクターXOR を大腸菌にて発現する
系を構築し、精製を行う。精製した細菌 XOR
に対するフェブキソスタット阻害効果を解
析する。阻害定数の算出と阻害様式の決定を
行う。結果について、ウシ XOR に対するフ
ェブキソスタットの阻害作用の酵素学的解
析結果（Okamoto et al. 2001）と比較検討を行
う。 
②ロドバクターXOR、ウシ XORとフェブキ
ソスタットのドッキングシミュレーション
を行ない、すでに発表した複合体結晶構造
（Okamoto et al. 2001）と比較検討を行う。 
③様々な阻害剤が結合した XOR の結晶を作
成し、その結晶構造をＸ線結晶解析から明ら
かにしていく。 
④計算機実験の結果に応じて、ウシとロドバ
クターの XOR に関して、ポイントミューテ
ーションを行えるように準備する。 
 
（２）計算機実験 
①XOR の補酵素であるモリブドプテリンに
関して、動力学的計算に必要な力場パラメー
タを、量子化学計算を行うことによって決定
していく。 
②XOR の反応中心を含むチャネル内におけ
る阻害剤の安定構造を求める。安定構造が決
定したら、その安定度を既存のドッキングソ
フトウェアで評価する。 
③阻害剤フェブキソスタットが XOR と結合
している状態を初期構造として、分子動力学
計算を行う。XORのモデルは、ウシとロドバ
クターの３次元構造を利用する。 
④分子動力学計算結果を基にして、結合自由
エネルギー計算を行う。また、より精度の高
い結合自由エネルギー計算を行うための方
法論も模索する。 
⑤XOR とフェブキソスタットとの反応に関
する分子動力学計算の結果、生物種で違いが
見出された場合、その違いに関してアミノ酸
残基を単位とする議論を行う。場合によって
は、特定のアミノ酸残基を別のアミノ酸残基
に置換して、その置換モデルにおいて分子動
力学計算を行う等をして、反応の違いの原因
をアミノ酸残基の違いに見出す。 
⑥フェブキソスタット以外の阻害剤に関し
ても、上記と同様の計算を行う。 
 
４．研究成果 
（１）フェブキソスタットの阻害作用が、哺



乳類とバクテリアの XOR とでは大きく異な
っていた。ウシ XOR に対しては阻害定数が
１０－１０M と極めて強い阻害を示し、阻害様
式は混合型の阻害であるのに対して、ロドバ
クターXOR に対しては阻害定数１０－５ M と
弱い阻害作用しかなく、阻害様式も非競合阻
害であり、ウシ XOR に対するものとは異な
っていた。両 XOR に対する結合様式は大き
く異なっていることが予想された。 
 
（２）フェブキソスタットの阻害作用が、哺
乳類とバクテリアの XOR とでは大きく異な
っていることに関して、静的な３次元構造を
基に計算する既存のドッキングソフトウェ
アでは、阻害作用の違いを説明することは出
来なかったが、動力学的な視点が考慮される
分子動力学計算を行ったところ、実験事実を
再現するような結果が得られた。フェブキソ
スタットのXORに対する阻害作用に関して、
単に静的な３次元構造だけで説明するのは
難しく、動力学的な視点を持つことが重要で
あることがわかった。 
 
（３）フェブキソスタットの阻害作用が、哺
乳類とバクテリアで違っていたことの原因
は、本来の基質と結合する反応中心付近のア
ミノ酸残基の影響ではないことがわかった。
また、その違いの原因が、XORのチャネル（酵
素側の「鍵穴」部分）の入り口付近の疎水性
アミノ酸残基によるものであることが予想
された。 
 
（４）分子動力学計算の結果を解析する際に、
阻害剤と XOR の結合自由エネルギーの計算
を、MM-PBSA法や GB-SA法を用いている
が、共同研究者の藤崎は、反応の前後の状態
だけから自動的に反応経路を計算する手法
であるパスサンプリング法を発展させ、簡単
なリガンド結合の系を例にして計算するこ
とに成功した。今後、XORとフェブキソスタ
ットの系にも適応させる新たな目標が生ま
れた。 
 
（５）フェブキソスタット以外に、FYX-051
という XORの阻害剤がある。XORの生体中
の機構は、補酵素モリブドプテリンが、基質
キサンチンと共有結合で結合して電子を奪
うが、阻害剤 FYX-051 は、基質キサンチン
のようにモリブドプテリンと共有結合をす
ると同時に、フェブキソスタットのように
XORの鍵穴を埋め尽くすという、XORへの
２つの結合方法を伴って阻害作用を行って
いる。この FYX-051 がモリブドプテリンに
共有結合をして電子が奪われる際の化学反
応の機序に関して、研究分担者の岡本は、Ｘ
線結晶構造解析を基にしてモデルを提唱し
た。 
 
（６）フェブキソスタット以外に、BOFとい
う XORの阻害剤がある。BOFは薬としてま

だ認可されておらず、哺乳類 XOR に対して
はフェブキソスタットより若干阻害作用が
弱く、バクテリア XOR に対してはフェブキ
ソスタットよりも若干阻害作用が強い性質
をもつ。この BOFが結合したウシ XORの結
晶構造が共同研究者の岡本によって決定さ
れた。 
 
（７）阻害剤BOFが結合したXORに関して、
その状態を初期構造として分子動力学計算
を 100ns行ったところ、ウシ XORの場合に
は３次元構造の変化が見出されなかった一
方、バクテリア XOR に関しては、BOF が
XORから外れる動きを示し、更にその動きと
共役して、XORの鍵穴入り口付近を形成して
いる一つのペプチドループが、XORの外側に
ゲートを開くような動きを示した。XORを構
成している部分の動きとして、これまで知ら
れていないものであり、基質や阻害剤が XOR
の鍵穴に出入りする際のキーとなる現象で
ある可能性がある。異なる初期条件で分子動
力学計算を更に行い、この動きが再現される
かどうかを確認する必要があるが、次の研究
につながる重要な成果の一つとなった。 
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