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研究成果の概要（和文）：薬物代謝酵素を用いて、薬物および薬物候補化合物の代謝率を計測することは、薬物
投与設計や医薬品開発において重要であり、より効率的な計測法の開発が望まれている。これまでに当該酵素の
薬物代謝反応が電極上で進行する現象を見出し、電気化学検出法による高効率な新規アッセイ法の可能性が示さ
れている。本研究では、この現象を解明することを目的とし、当該計測に有用な電極界面の化学的および物理的
性質を明らかにした。また、得られた知見を基にして計測システムを構築し、薬物代謝反応の迅速な計測が可能
であること示した。

研究成果の概要（英文）：Highly efficient assay of drug metabolism reaction with drug metabolism 
enzyme such as cytochrome P450 is very important to develop drug discovery and well-personalized 
drug administration. However, the current assay system is time-consuming and low sensitive. Hence, 
the rapid and sensitive technique is desired to achieve more efficient assay systems for drug 
metabolism reactions, and an electrochemical method to drive and detect the enzyme reaction 
simultaneously is promising. In the present study, we found the effective electrode surface in terms
 of both chemical and physical senses to immobilize and drive the corresponding enzymes, and to 
detect the drug metabolism reaction. 

研究分野：電気化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）シトクロム P450(CYP)による薬物代謝
反応は副作用に大きく関与することから、膨
大な薬候補化合物のCYP代謝計測が行われて
いる。また、CYP には基質特異性の異なる複
数の分子種が存在し、それぞれの一塩基多型
による活性の相違や、異なる薬物或いは薬物
と食品の飲み合わせによる代謝活性阻害(副
作用)に関する情報は、医薬品開発や薬物投
与設計において極めて重要であり、CYP の活
性計測には大きな需要がある。しかしながら、
現在のCYP代謝反応の評価法は光学的に検出
する手法であり、貴重な CYP 試料を多量に要
する、酵素を活性化するための電子供給系試
薬が高価である、生成物を蓄積して検出する
ため評価に時間を要する、といった課題を有
している。 
（２）そこで、より迅速で低コストな CYP 活
性計測法として、該酵素分子を電極上に固定
し、電圧を印加することで電極から CYP に電
子を注入して、酵素反応をアッセイする方法
が注目されている。この方法では、高価な酵
素活性化試薬が不要で、得られる電流から迅
速に代謝活性を評価でき、必要な酵素量も少
ないという利点を有する。電極から CYP 酵素
に直接電子を供給することは、通常困難であ
るが、これまでにナノ凹凸金属界面を有機分
子でコーティングした電極を用いると、該酵
素分子に電極から電子を供給でき、電極上で
同酵素反応が進行することを見出している。
しかしながら、どのような界面構造がどのよ
うな理由により有効であるかの詳細は未解
明のままとなっている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記背景に鑑みて下記２点を
明らかにすることを目的とした。 
（１）CYP の電気化学アッセイに、どのよう
な電極界面が有用であるかを明確にする。 
（２）（１）にて明確にした電極を用いて、
CYP による薬物代謝反応を迅速に計測可能で
あることを実証する。 
 
３．研究の方法 
（１）電極界面のコーティング分子の影響：
これまでに芳香族系分子をコーティング剤
として用いると、CYP−電極間の直接電子移動
に有効であることを見出している。そこで、 
種々の置換基を導入した様々な芳香族分子
や、これらおよび他の有機分子との混合薄膜
を電極界面上に作製し、CYP−電極間の電子移
動反応を調査した。清浄化した電極界面をコ
ーティング剤の溶液に浸漬することで有機
薄膜を被覆した。コンタクトアングル法、高
感度反射赤外分光法等により得られた界面
の性質を評価した。P450 酵素の固定化は、水
晶振動子マイクロバランス法（QCM 法）によ
り見積もった。電気化学計測は主にサイクリ
ックボルタンメトリー法を用いた。 
（２）電極界面のナノ構造の影響：これまで

にスパッタリング法、酸化還元サイクル法や
金属鋳型法により調製したナノ凹凸を有す
る界面が有用であることが明らかになって
いる。そこで、ナノ凹凸の大きさの異なる界
面や他のナノ構造体を作製し、それらを用い
て電極界面の構造と CYP−電極間の電子移動
反応効率の関係を調べた。ナノ構造体の評価
は走査型プローブ顕微鏡や走査型電子顕微
鏡を用いて評価した。 
（３）電気化学流路システムでの CYP 触媒反
応の実証：高効率なアッセイを指向して、チ
ップ電極を用いた電気化学流路システムを
構築し、前記で得られた知見を基に CYP 触媒
反応を迅速に計測可能かどうか検証した。 
 
４．研究成果 
 前記方法により研究を進行させ、主に以下
の成果を得ることができた。 
 
（１）電極界面のコーティング分子の効果 
 様々な有機分子を電極界面のコーティン
グ（修飾）剤として用い、各修飾電極の界面
特性や酵素固定特性等と電気化学酵素反応
特性とを比較しながら、コーティング剤の役
割を調査し、以下の知見を得た。芳香族環に
親水性を有する官能基を付与したコーティ
ング剤を用いることで酵素反応の持続性が
向上したことから、親水的な修飾電極界面が
安定性に寄与することが示唆された。更に、
酵素活性がより安定に発現される界面と酵
素活性の失活が早い界面を比較すると、後者
においては、溶存酸素の還元で生じる活性酸
素種が比較的安定に存在することが示され、
同活性種が酵素失活の要因であると推察で
きた。この結果は、活性酸素種が疎水的な界
面で安定であることに起因していると考え
られた。また、電極—酵素間の電子移動速度
は、アミノ基を有する芳香族分子を用いた場
合に他の官能基と比べて大きく、同官能基と
酵素分子との相互作用が重要であることが
示唆された。親水的なアミノ基と疎水的な芳
香環による界面の性質が酵素の電極界面上
での配向に大きく影響していると考えられ
た。以上から、電極界面上での CYP 触媒反応
の進行に有用な該界面の化学的性質・コーテ
ィング法を明らかにすることができた。 
 
（２）電極界面のナノ構造の効果 
 これまでのスパッタリング法や酸化還元
サイクル法により作製されるナノ凹凸/くぼ
み構造とは異なる、ナノポーラス構造に着目
しその調製を試みた。種々条件下でのアノー
ド溶解法による検討を行ったところ、35 mM 
塩酸中での 1.218 V の電圧印加により、ピ
ラーサイズが 20 nm 程度の明瞭なナノポー
ラス構造を得ることができた（図１）。塩化
物イオン濃度により得られるナノ構造（ピラ
ーサイズ等）が異なることも明らかになり、
ナノ構造制御に重要な因子であることが示
唆された。また、電圧印加時間を長くすると、



得られる電極の表面積が増大し、より多くの
ナノ構造体が構築されることがわかった（図
２）。 

 
図１ アノード溶解により得られたナノ構
造電極 

 

 
図２ 電圧印加（溶解）時間と得られる電極
面積（ラフネスファクター）の関係 

 
 上記方法により得られたナノ構造界面を
用いて、上記（１）で見出したコーティング
を行い、ヒトシトクロム P450 酵素を該電極
上に固定して電気化学計測を行ったところ、
明瞭な該酵素分子—電極間の電子移動が観測
された（図３, 実線）。得られた電位−電流曲
線から適切な電位（P450 の酸化還元電位に近
い電位）で電子移動が生じていることがわか
った。また、基質である薬物を添加すると該
電位がポジティブ方向にシフトし（図３,点
線）、P450 による基質変換反応機構に合致す
る結果がえられた。更に、大変興味深いこと
に、該機能電極上に固定化した P450 酵素分
子の約7割が電極と電子授受可能な状態にあ
ることがわかった。これは従来のナノ凹凸構
造を用いた場合の７倍大きな値であり、本研
究にて作製したナノ構造の有用性が示唆さ
れた。 
 

 
図３ アノード溶解により得られたナノ構
造上にヒト P450 を固定した電極の電気
化学応答（実線:薬物添加なし, 点線: 
薬物添加あり） 

 
（３）流路システムでの実証 
 上記より得られた知見を基に、有用な機能
電極界面を有する流路システムを構築し、電
気化学P450薬物代謝反応を検討したところ、
薬物濃度に依存した電流応答を計測するこ
とができた。しかしながら、反応生成物の確
認には至っておらず今後の課題となった。ま
た、薬物は一般に水への溶解度が低いため、
薬物を適切に電極反応部へ送達する方法や
流路システムの素材の開発も今後の重要な
課題と考えている。 
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