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研究成果の概要（和文）：本研究では遺伝多型によって生じた薬物代謝酵素変異体タンパク質の立体構造および
動的性質を分子シミュレーションによって明らかにし、アミノ酸残基の変異が活性にどのような影響を与えてい
るかを解明した。静的構造については変異箇所のみならず変異から遠く離れた部位にも影響が現れることがあ
り、水素結合ネットワークの組み替えなどが生じていることが観察された。またタンパク質の動的性質も変異に
よって変化することが示されており、電子伝達タンパク質や水分子、酸素分子など、薬物代謝酵素に影響を与え
る他の分子との相互作用に変化が生じている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, the influence of the genetic polymorphisms on the static 
three-dimensional structures and the structural flexibilities of the drug metabolizing enzymes were 
evaluated by using molecular simulations. The genetic polymorphisms cause the amino acid mutations 
in the gene product proteins, and the mutated residues cause the changes of the static and dynamic 
structural properties of the proteins. In the drug metabolizing enzymes, such as cytochrome P450s, 
the static structures of proteins changed not only around the mutated residues, but also in the 
distant portion of proteins because of the transformation of the hydrogen network. In addition, 
because the structural flexibility of proteins were changed by the mutation, the interaction between
 drug metabolizing enzymes and the other molecules such as water were reduced. 

研究分野： 計算化学
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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 
 薬物代謝酵素の遺伝多型は、薬物相互作用
や代謝の個人差など、医薬品の開発において
重要となる問題と深く関連している。しかし
薬物代謝をミクロな視点から捉えるために
有用となる薬物代謝酵素の立体構造に関し
て、遺伝多型が薬物代謝酵素の立体構造に与
える影響は依然不明な部分が多い。遺伝多型
が重要となる薬物代謝酵素の多くは野生型
あるいは野生型を元に作られた人工変異体
の立体構造のみが報告されているのが現状
である。近年では実験的にタンパク質の立体
構造を解明する技術が発達しつつあるもの
の、膨大な数の変異体すべてに対して実験を
行うのはコスト的に困難であるため、それら
変異体の立体構造の推定において in silico 技
術は有用となる。 
 代謝酵素についての計算化学的研究はい
くつか存在するが、遺伝多型に関する研究は
少数しか存在しない。本研究代表者らのグル
ープではシトクロム P450（CYP）2C19 の遺
伝多型が基質(S)-メフェニトインの認識に与
える影響について検討し、基質認識部位から
遠く離れたアミノ酸変異が基質認識部位の
形状変化に関与している可能性を指摘した。
また N-アセチルトランスフェラーゼ 2
（NAT2）についても、補酵素として補酵素 A
を含む構造が実験的に解析されているが、こ
れをアセチル補酵素 A としたときの構造に
ついて分子動力学 (MD) シミュレーション
を用いて推定した。しかしながらこれらは限
られた分子種のみに留まっており、また静的
な立体構造についての知見しか得られてい
ない状態であった。 
 申請時点までに本研究代表者は CYP につ
いて実験研究者との共同研究も行っており、
CYP2B6 などの遺伝多型が酵素活性に与える
影響について、基質依存性も含めて研究を行
っていた。これまでの多くの研究では、様々
な研究者がそれぞれの環境下で測定を行っ
ていたが、本申請者の行った共同研究では統
一した環境下で酵素活性を測定しているた
め、各遺伝多型についてのデータを容易に比
較できる。このように質の良い実験データを
得ていることは代謝活性のデータと立体構
造とを精度良く対応づける上で有効であり、
遺伝多型によるアミノ酸変異が酵素に与え
る影響を、構造バイオインフォマティクス的
に検討することが可能になると期待してい
る。一方で計算化学手法に関しては、これま
で分子シミュレーションツールの開発と、タ
ンパク質－リガンドドッキングのための手
法の開発を行ってきた。これらはいずれも薬
物代謝酵素が基質を認識し、さらに代謝反応
を進めていく様子をコンピュータ上で再現
するための重要なツールである。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、薬物代謝酵素の遺伝多型が立
体構造に与える影響についてコンピュータ

を用いて予測することを目的とする。また、
代謝酵素単独の立体構造だけではなく、基質
や補酵素などを含めた複合体構造について
も解析する。さらに単なる平衡構造の変化を
見るだけに留まらず、タンパク質の柔らかさ
や induced fit の様子など、動的な性質に対し
て遺伝多型の影響が現れるかどうかを評価
する。代謝酵素は基質との結合だけではなく
補酵素や他のタンパク質（たとえば電子伝達
系など）との相互作用も重要であるが、変異
残基周辺のみならずタンパク質全体の動的
な構造変化を見ることでそれら様々な分子
との相互作用を詳細に検討する。対象として
は遺伝多型が特に重要視されている CYP お
よび NAT を扱う。そして複数の薬物代謝酵素
について遺伝多型の影響を予測することで、
何らかの統一的な傾向が存在するのか、また
遺伝多型による立体構造の変化を分類でき
るのかといった、薬物代謝酵素の遺伝多型全
体を取り扱うための指針を得ることを目指
す。また、代謝酵素は複数の段階を経て薬物
代謝を行うことが知られているが、代謝反応
の各段階を模したモデルをそれぞれ作成し
た上で遺伝多型の影響を予測し、遺伝多型の
影響が最も大きいのは代謝反応のどの段階
であるのかを解明する。 
 
３．研究の方法 
 まず、残基に変異が生じた場合の代謝酵素
の立体構造について、その平衡構造（静的構
造）を予測する。これまでにもいくつかの酵
素について既に立体構造の予測を行ってい
るが、それを様々な分子種に拡張する。実験
で得られた野生型あるいは人工変異体の立
体構造を元にコンピュータ上で配列を修正
して野生型・変異型タンパク質を作成する。
このようにして作成した立体構造に対して
生体内環境（溶媒和、温度など）を模した
MD シミュレーションを行うことで、生体内
での分子構造を再現する。これによって、遺
伝多型によるアミノ酸残基の変異がタンパ
ク質立体構造に与える影響を評価する。 
 また、単なる静的構造だけではなく、温度
による構造の揺らぎがタンパク質の各部位
（リガンド結合部位や他のタンパク質との
相互作用部位など）で異なるのかといった動
的性質についても評価する。本研究は常温下
でのシミュレーションであるため熱的揺ら
ぎが観察されることになるが、タンパク質全
体が一様に揺らぐわけではなく、揺らぎやす
い部分と揺らぎにくい部分とが存在する。タ
ンパク質の構造柔軟性はタンパク質の機能
と関連しているが、遺伝多型によって「柔ら
かさ」に変化が現れるかどうかをシミュレー
ションによって明らかにする。具体的には、
長時間にわたるシミュレーション全体での
平均構造を求め、タンパク質を構成する各原
子がその平均構造からどれだけ揺らいでい
るか、根平均二乗揺らぎ（RMSF、標準偏差
と類似した概念）を算出する。これによって



どの原子が（ひいてはどの残基が）タンパク
質中で特に揺らぎやすいかが求められる。
RMSF の値を安定して算出できるようにする
ため、構造の揺らぎを観察しつつシミュレー
ション時間を長くしていき、単なる誤差を誤
って検出しないようサンプリング点を増や
していくことで失敗を回避することができ
る。 
 遺伝多型によって構造変化が起こる部位
の同定は、遺伝多型の影響が基質によって異
なるか否かといった評価にもつながる。代謝
酵素においては、遺伝多型の影響であらゆる
基質に対して代謝活性が低下してしまう例
も多いが、一部の基質に対する活性のみが低
下するような変異体も存在する。たとえば動
的性質には変化がない、すなわち代謝酵素と
しての基本的な機能は保っているが、一方で
静的構造には何らかの変化があるような場
合、遺伝多型の影響が基質によって異なる
（代謝できる基質とできない基質がある）こ
とも考えられる。そこで、それぞれの変異体
がどのような基質を認識できてどのような
基質を認識できないかを調べるため、各変異
体の予測構造に対して様々な基質をコンピ
ュータによってドッキングさせる。ドッキン
グでうまく複合体を作れる基質と作れない
基質とを判別することで、変異が起こっても
認識できる基質と認識できなくなる基質と
に分類する。これは創薬の過程におけるヴァ
ーチャルスクリーニングと同じ操作であり、
創薬初期で代謝酵素の遺伝多型の影響を見
積もるための方法論の確立にもつながる。ま
た得られた複合体構造に対してもMDシミュ
レーションを行い、「一見結合したように見
えるが熱的揺らぎに負けて外れてしまう基
質」と「強固に認識されている基質」とを判
別する。さらにシミュレーションを通じて保
たれている相互作用（水素結合・イオン結
合・疎水性効果など）と保たれていない相互
作用とを見分けることが可能であり、酵素と
基質の複合体形成において真に重要な相互
作用はどの部分に存在するのかを推定する
ことができる。また、基質結合に伴った構造
変化（induced fit）も観察できるため、遺伝多
型の影響が induced fit にも現れるかを比較検
討する。 
 上述の計算を、タンパク質の特定の状態だ
けではなく、代謝過程における複数の段階を
対象として行う。たとえば NAT であればアセ
チル基が補酵素 A に結合した状態とシステ
インに結合した状態の両方について、計算を
行う。これによって遺伝多型によるアミノ酸
残基の変異が、代謝反応の各段階における基
質認識機構にどのような影響を与えるのか
を評価することができる。 
 
４．研究成果 
 本研究では、CYP1A2、CYP2D6 と NAT2
について、野生型および変異型の MD シミュ
レーションを行った。 

 まず CYP1A2 については、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。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する可能性が
示唆された。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。さらに
MD シミュレーションにより、CYP1A2 結晶
構造の活性部位に存在する水分子の役割に
ついても検討を行った。その際には、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。阻害剤である ANF との複
合体と、基質である 7ER との複合体をそれぞ
れ予測することで、基質と阻害剤における複
合体構造の違いについて調べた。その結果、
CYP1A2 と ANF との複合体については、活性
部位に存在した水分子は少なくとも基質認
識には働いておらず、複合体形成において必
須ではない可能性が示唆された。また、
CYP1A2と 7ERとの複合体構造予測において
は、7ER の酸化部位であるエトキシ基が活性
中心のヘムに近く、酵素反応に矛盾しない複
合体構造を得ることができた。さらに、
CYP1A2 と 7ER との複合体については、200 
ns の MD シミュレーションを行うことで、活
性部位に複数の水分子が入り込み、7ER と残
基の間の水素結合を仲介している可能性が
示唆された。さらに遺伝子変異型 CYP1A2 で
は基質認識が野生型とは異なる可能性が MD
シミュレーションによって示された。例とし
て、CYP1A2.4 では、Ile486Phe のアミノ酸置
換により活性部位に多数存在するフェニル
アラニン残基による π-π 相互作用（図 1）が
乱されて、活性部位の環境や基質認識が野生
型とは異なっている可能性が示唆された。ま
た、CYP1A2.16 においては、7ER の酸化部位
から活性中心のヘム鉄までの距離が、野生型
に比べて 2 倍近く離れてしまい酵素反応が起
こりにくい構造になった。さらに、CYP1A2.16
については、基質認識において働く残基が野
生型とは異なっていた。このように、
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。これらの結果から、
CYP1A2 変異体では変異が入る場所は様々で
はあるものの、遠い位置にある変異が活性部
位の形状や相互作用に影響を与える様子が



観察された。 
 

図 1 CYP1A2 活性部位のフェニルアラニン 
 
 CYP2D6 については、野生型の CYP2D6.1
と変異型 CYP2D6.2, .10, .14A, .33, .36, .51, .53
について MD シミュレーションを行った。構
造柔軟性の指標として RMSF)を計算したが、
野生型CYP2D6ではF-Gループを構成する残
基に大きなピークが見られた。先行研究にお
いて、F-G ループは、基質が CYP2D6 の外か
ら活性部位に移動するための通り道（チャネ
ル）の形成に関与していることなどから、
CYP2D6 の基質特異性、基質代謝活性に関わ
っていると考えられている。野生型と変異型
CYP2D6 における F-G ループ部分の RMSF ピ
ーク値を比較したところ、CYP2D6.10 では野
生型 CYP2D6 に比べ 1 Å を超える低下が見ら
れた。CYP2D6.14A、CYP2D6.33、CYP2D6.36、
CYP2D6.51、CYP2D6.53 ではおよそ 0.6 ~ 0.7 
Å 低下していた。CYP2D6.2 は野生型 CYP2D6
とほとんど変わりなかった。すなわち、
CYP2D6.2 を除く変異型 CYP2D6 の F-G ルー
プは野生型CYP2D6に比べて柔軟性が低下す
ることがわかった。 
 NAT2 に対しては、野生型である NAT2 4
に加え、変異型 NAT2 5A, 6A, 7A, 12A, 14A に
ついて計算を行った。また、反応の各段階に
応じて、アセチル CoA を補酵素として含んだ
状態の酵素と、Cys68 がアセチル化した状態
の酵素の両方について計算を行った。NAT2
の触媒活性部位は Cys68、His107、Asp122 か
ら成っているが、NAT2 5A ではこれらの残基
の配向が変化しており、His107、Asp122 間の
原子間距離の減少、水素結合頻度の増加が確
認できた。この変化により Cys68 と His107
との相互作用が減少し、酵素活性の低下につ
ながるのではないかと考えられる。また、
NAT2 6A でも触媒活性部位の残基において
同様の変化がみられた。NAT2 14A のアミノ
酸変異は触媒活性部位付近に存在しており、
変異した残基と周辺残基との水素結合が見

られなくなった。また、基質結合ポケットの
体積が大幅に増加しており、水素結合様式の
変化が基質結合ポケットに影響を与えた可
能性が示唆された。変異体におけるこれらの
変化が酵素活性の減少に関与しているので
はないかと考えられる。 
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