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本稿で用いた省略形  

1) 創薬関連 

CPZ   ChlorPromaZine 

ICH International Conference on Harmonisation of Technical Requirements 

for Registration of Pharmaceuticals for Human Use 

MSD   MeSoriDazine 

SFD  SulForiDazine 

THD  THioriDazine 

 

2)  薬物動態関連 

AUC  Area Under the blood Concentration-time curve 

BA  BioAvailability 

CYP   CYtochrome P450 

Cpd I  ComPounD I (iron-oxo porphyrin cation radical oxidant) 

DDI   Drug−Drug Interaction 

EM  Efficient (rapid) Metabolizer 

FMO  Flavin-containing MonoOxygenase 

PM  Poor Metabolizer 

SOM  Sites Of Metabolism 

 

3)  代謝実験関連 

GSH   Glutathione−SH 

LC  Liquid Chromatography 

MS  Mass Spectrometry 

NADH  −Nicotinamide Adenine Dinucleotide, reduced form 

NADPH  −Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate, reduced form 

 

4) 理論計算関係 

○分子力場法関連 

AMBER Assisted Model Building with Energy Refinement (MM) 

MD  Molecular Dynamics 

MM  Molecular Mechanics 

MM/MD Molecular Mechanics/Molecular Dynamics 

 

○水和自由エネルギー計算関連 

GB/SA  Generalized Born/Surface Area 
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IEFPCM Integral Equation Formalism Polarizable Continuum Model 

TIP3P  Three-point transferable Inter-molecular Potential 

 

○非経験的分子軌道法・密度汎関数法関連 

MO  Molecular Orbital 

QM/MM Quantum Mechanics/Molecular Mechanics 

RESP  Restrained ElectroStatic Potential 

DFT  Density Functional Theory 

Eact  ACTivation Energy 

 

5) その他 

OCpdI  Oxygen atom attached to the iron atom in Compound I 

SRS   Substrate Recognition Site 

TS  Transition State 

TSR  Two−State Reactivity 

vdW  van der Waals 
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Figure 1. THD, Compound I,
and Asp301.   
*: asymmetric carbon 

Figure 2. Calculated equilibrium
binding poses (orange) together
with crystallographic ones (dark).

Short summary 

Molecular dynamics and density functional studies on the metabolic selectivity of 

antipsychotic thioridazine by CYP2D6 
Cytochrome P450s (CYPs) is now known to exist in 
multiple forms and to play important roles in the 
oxidation of endogenous substrates such as androgens 
and  estrogens for biofunctional control (Sasahara K 
et al., J. Neurosci. (2007)) as well as tremendous range 
of drugs (Sasahara K et al., Drug. Metab. Dispos. 
(2015)). In fact, CYPs are involved in the catalysis of 
approximately 75% of drug metabolism reactions, 
suggesting CYPs are most important 
drug-metabolizing enzymes. Therefore it is important 
to clarify the metabolic profiles and mechanism of 
drugs. CYP2D6 is second most responsible for the 
CYP-mediated metabolism. Thioridazine (THD) is one 
of the phenothiazine-type antipsychotics, which 
exhibit dopamine D2 antagonistic activity. THD 
shows characteristic metabolic profiles compared to 
other phenothiazine-type antipsychotics such as chlorpromazine. The sulfur atom 
attached to the phenothiazine ring is preferentially oxidized mainly by CYP2D6, i.e. the 
2-sulfoxide is a major metabolite, and interestingly this metabolite shows more potent 
activity against dopamine D2 receptors than THD. On the other hand, the formation of 
this metabolite causes many serious problems for its clinical use. Recently, Wang et al. 
revealed the crystallographic structure of THD with 
CYP2D6. In the current study, in vitro metabolic 
profiles of THD with CYP2D6 as well as other 
CYP isozymes were experimentally examined 
using LC-UV-MS/MS under experimental 
concentrations closer to the effective blood ones. At 
the same time, the binding and reaction 
mechanisms at the atomic and electronic levels 
were computationally examined based on the 
assumption as to whether or not the different 

crystallographic binding poses correspond to the 
different metabolites. The binding and oxidative 
reaction steps in the whole metabolic process were 
investigated using molecular dynamics (MD) and 
density functional theory (DFT) calculations, respectively. The observed metabolites 
and crystallographic binding poses can be related to each other by means of MD and 
DFT calculations. The results presented here will act as links between crystallographic, 
dynamic, and kinetic pictures, and the observed metabolism of THD with CYP2D6. The 
current study demonstrated the essential importance of the orientation of the substrate in 
the reaction center of CYP2D6 for the metabolic reaction  
(from Sasahara K et al., Bioorg. Med. Chem. (2015).  

Cpd I 
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第1章  諸言 

昨今，創薬初期から化合物の薬物動態特性を評価し，その構造展開に活かす

ことが必須となっている．これは 1990 年頃の臨床試験において，薬物動態が問

題で開発中止になるケースが最も多く，各社が薬物動態改善に取り組むように

なったためである．薬物動態の過程は主に Absorption (吸収)，Distribution (分布)，

Metabolism (代謝)，Excretion (排泄)の 4 つにわけることができ，その頭文字をと

り ADME と呼ぶ．この各過程において例えば結晶型，溶解度，膜透過性，分布

容積，組織内濃度，代謝安定性，CYP 基質性・阻害能，トランスポーター基質

性・阻害能，抱合酵素基質性・阻害能，代謝物検索，GSH (Glutathione−SH)トラ

ッピングの有無などを明らかにする必要があり，多くの試験を実施しなければ

ならない．さらに，新薬の誕生確率は約 3 万分の一といわれており，日々多く

の候補化合物が合成されており，そのすべての化合物に対して ADME 試験を実

施することは不可能に近い．ゆえに，マンパワーやコストとプロジェクトのス

テージや優先度を加味して，ADME 試験を実施していくこととなる．勿論，評

価する化合物数が多いにこしたことはないが，多くなりすぎることで試験作業

に時間を取られ，数値を出すことが目的化し，化合物の ADME 評価やヒト予測

が疎かになれば元も子もないため，評価する化合物数を一定数に絞らざるをえ

ない．そこで，評価する化合物数を増やす手段の一つとして，“in silico”におけ

る研究があげられる．構造ゲノミクス研究の進展により，タンパク質の立体構

造情報が集積されていることに加え，近年の飛躍的なコンピューターの演算能

力の向上により，計算化学分野は急速に発展している．これらの発展により, タ

ンパク質のような大規模分子系に対する高精度かつ迅速な分子科学計算及びシ

ミュレーションが可能となり, 迅速な ADME 評価につながることが期待されて

いる． 

チトクローム P450 (Cytochrome P450; CYP) は医薬品の約 75%の代謝を担う最

も重要な薬物代謝酵素である．CYP 阻害による血中濃度の変化は薬効の欠如や

副作用をもたらすため，ヒトや動物の代謝プロファイルを明らかにすることは

非常に重要である．特に探索初期段階に代謝プロファイルを明らかにすること

は開発候補品の構造展開をするために必要である．その為，CYP を対象として, 

分子科学計算や情報科学的手法によるハイスループットな新しい代謝反応の予

測法の開発が期待されている． 

フェノチアジン化合物の多くはドーパミン D2 受容体アンタゴニストであり，

抗精神病作用を有している．薬効にはフェノチアジン骨格の 2 位 (図 1.1)の置換

基が重要といわれている．実際，2 位が無置換のプロマジンは活性が弱く，(引

用文献 : 1-1) 置換基にそれぞれ Cl 及び S−Met を持つクロルプロマジン 
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(Chlorpromazine; CPZ) と チ オ リ ダ ジ ン  (Thioridazine; THD; CAS Name: 

10-[2-(1-Methyl-2-piperidinyl)ethyl]-2-(methylthio)-10H-phenothiazine)は同程度の薬

効を持つことが報告されている (引用文献: 1-2)． THD の主要代謝物であり，2

位の S−sulfoxideであるメソリダジン (Mesoridazine; MSD, [2−SO])はTHDに比べ

薬効が 10 倍高いことが報告されている (引用文献: 1-3)． フェノチアジン化合

物は塩基性窒素 (3 級アミン)を持ち，代謝には CYP2D6 等の CYP ファミリーが

関与している (引用文献: 1-4 ~ 1-37)．THD の代謝物はフェノチアジンの 2 位お

よび 5 位の S−sulfoxide，2 位の S−sulfone，フェノチアジン骨格のベンゼン環の

hydroxide，側鎖 N−desmethyl 体が認められることが報告されている (引用文献: 

1-4 ~ 1-6, 1-11, 1-18 ~ 1-22)．THD, MSD([2−SO])に特徴的なそれぞれ 2 位置換基

の酸化反応は，主に CYP2D6 によることが報告されている (引用文献: 1-4)．  

 

図 1.1 THD の化学構造 (*は不斉炭素) 

 

CYP2D6 による THD の代謝能低下は，THD の血中濃度の上昇を引き起こし，

THD の血中濃度が高いと重篤な毒性である QT 延長が起こりやすいと報告され

ている (引用文献: 1-37)． 実際，QT 延長の問題で THD は多くの国で撤退して

いる (引用文献: 1-38)．CYP2D6 による THD の代謝能低下の要因として，THD

と CYP2D6 阻害薬との併用による薬物間相互作用 (drug−drug interaction, DDI) 

(引用文献: 1-4 ~ 1-6, 1-37, 1-39)や CYP2D6 の遺伝子多型 (genetic polymorphism) 

(引用文献: 1-37, 1-40 ~ 1-43)が報告されている．THD の代謝能低下はさらに，

MSD ([2−SO])の生成を抑制し，薬効低減を引き起こす可能性がある．同時に未

変化体の血中濃度の増加による QT 延長作用が起こると推測される． 
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THD は主に CYP2D6 で代謝を受けるが，その結果，薬効の低下，CYP2D6 の

薬物間相互作用，遺伝子多型，QT 延長に関する問題が起こる．これらは THD

に特徴的なフェノチアジン骨格 2 位の S−メチル基の代謝特性に起因すると推測

される．そこで本研究では，まず THD の in vitro での代謝特性を LC-UV-MS/MS

で体系的に明らかにし，分子動力学法 (MD)及び密度汎関数法 (DFT)を用いて結

晶結合ポーズと代謝物との対応を調べ，代謝機構を原子・電子レベルで明らか

にすることを目的とした．本研究で用いたアプローチや方法は CYP による薬物

代謝の一般的な非経験的予測法の構築にもつながるであろう． 
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1.1  チトクローム P450 (Cytochrome P450; CYP) 

1.1.1  CYP の概要 

CYP は薬物の代謝反応において Phase I 反応を担う酵素の中で最も重要な

酵素として知られているが，それだけではなく，生体内で様々な一原子酸素

添加反応を触媒し，生命を維持するために必要な酵素である． 

CYP は一酸化炭素と結合し，450 nm に吸収極大をもつものの総称であり，

一次構造の異なる多数の分子種が存在しており，スーパーファミリーを形成

している．分子量は約 50000 で約 450 残基のアミノ酸からなる．そのアミノ

酸残基の類似性から群 (ファミリー) 及び亜群 (サブファミリー) などに分

類される．最初の CYP は動物組織のミクロソーム (小胞体) 中で発見された

が，その後ミトコンドリアにもあることが明らかとなり，さらに酵母，細菌，

植物にも広く分布することが確かめられた．   

 

1.1.2  CYP の生理的意義 

CYP の基質は，生体内基質と生体外基質の大きく二つに分けることがで

きる．生体内基質は主にプロゲステロンやエストラジオールに代表されるス

テロイドホルモン，プロスタグランジンやトロンボキサンに代表される脂肪

酸があげられる (引用文献: 1-44)．さらにレチノイン酸の様な脂溶性生理活

性物質も基質とする．これらは生体の恒常性の維持に必須の生理活性を有す

る物質であり，CYP はこのような生理機能が大きな役割の一つであると考

えられている．これらの生体内基質の酸化反応に関わる CYP は基本的にミ

トコンドリアに存在し，高い基質特異性を示す．一方で，生体外基質は薬物

を含む外来異物であり，この場合 CYP は酸化反応による解毒が主な役割と

考えられている (引用文献: 1-45)．これらの酸化反応に関わる CYP はミクロ

ソームに存在し，基質特異性が低いものが多い．様々な異物に対応するため

に，基質特異性を下げ，生体防御を行っているものと考えられる． 

 

1.1.3  CYP の分子的性質 

  1.1.3.1  立体構造 

CYP の立体構造は 1985 年に Poulos らの CYP101 (P450cam)の X 線結晶構

造解析により初めて明らかにされた (引用文献: 1-46)．それに続き，水溶型
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CYPである細菌 (原核生物)由来の 3種類 (CYP108，CYP102及びCYP107A1)

及びカビ (真核生物)由来の一種類 (CYP55A1) の合計 5 種類の構造が明ら

かにされた．一方，哺乳類等の高等生物由来の膜結合型 CYP は，可溶化プ

ロセス時における変性の問題から結晶化は困難を極めたが，1999 年に

CYP2C5 の X 線結晶構造が解析されたのを皮切りに，膜結合型 CYP の X 線

結晶構造が報告されるようになった (引用文献: 1-47)．最近では，アポタン

パクだけではなく，基質や阻害剤との共結晶構造も報告され (表 1.1)，基質

結合時の基質認識部位の変化についても明らかになってきた． 

 CYP 結晶構造は，一般に一辺約 60 Å 及び厚さが約 30 Å のプリズム型であ

る．立体構造の基本的なフォールディングパターンは CYP 間で酷似してい

る．図 1.2 及び 1.3 のヒト CYP2D6 の X 線結晶構造の様に，多くの部分を
ヘリックスが占め，13 本の各ヘリックス (A，B，B’，C，‥，K，L)は見合

った長さで一次構造上の対応する位置にあり，大まかな立体的相互配置も似

ている (引用文献: 1-48)．酵素反応の活性中心である heme は分子全体のほ

ぼ中央に位置しており，周囲をアミノ酸残基に取り囲まれているため，溶媒

に直接露出をしていない．heme の遠位側に長大な I ヘリックスがあり，そ

れにかぶさるように V 字型をした F，G ヘリックスが存在し，活性ポケット

を形成している． 

Poulos らは細菌由来の CYP の X 線結晶構造を重ね合わせると, 基質の有

無にかかわらず, 大部分の二次構造はほぼ一致するが, B’, F および G−helix

の二次構造に大きな変化が見られることを報告している (引用文献: 1-49, 

1-50)．また CYP 間で B’ヘリックスの向き，F 及び G 両ヘリックスと I ヘリ

ックスとの相対配置の違いを反映して heme ポケットから分子外部への通路

部分に個性が生じている．さらに B’ヘリックスならびに F，G ヘリックス

をつなぐループ構造 (FG ループ)は, 温度因子が高く, 分子構造上の“揺らぎ”

が大きな部位であることが知られている．I ヘリックスと heme との距離に

も CYP 間で相違が認められる．これらより，B’，F および G ヘリックスが

CYP の基質認識の多様性を生んでいると考えられる．一方, CYP を構成して

いる大部分の二次構造は生物種を問わず一定であり, 基質結合の前後にお

いてもほとんど変化しないと考えられる． 
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表 1.1 結晶構造解析された生体外基質を代謝する主なヒト CYP 

 (2016 年 1 月現在) 

CYP 基質または阻害剤 PDB code 解像度 (Å) 報告年

CYP1A2  7,8−Benzoflavone 2HI4 1.95 2007

CYP1B1  7,8−Benzoflavone 3PM0 2.70 2011

CYP2A6 Coumarin 1Z10 1.90 2005

 Coumarin   1Z11  2.05 2005 

 N,N−dimethyl(5−(pyridin−3−yl)furan−2−yl)methanamine  2FDU  1.85 2006 

 N−methyl−1−(5−pyridin−3−ylfuran−2−yl)methanamine  2FDV  1.65 2006 

 1−(5−pyridin−3−ylfuran−2−yl)methanamine  2FDW  2.05 2006 

 4,4'−disulfanediyldipyridine  2FDY  1.95 2006 

 None  2PG5  1.95 2007 

 None  2PG6  2.53 2007 

 None  2PG7  2.80 2007 

  Pilocarpine    3T3Q  2.10 2012 

 Pilocarpine   3T3R  2.40 2013 

 Nicotine   4EJJ  2.30 2012 

 Phenacetin 3EBS 2.15 2008 

CYP2B6 Cyclohexyl−pentyl−maltoside 3IBD 2.00 2010

 Cyclohexyl−pentyl−maltoside  3QOA  2.10 2011 

 Cyclohexyl−pentyl−maltoside   3QU8  2.80 2011 

 Amlodipine  3UA5  2.80 2012 

CYP2C8 Palmitic Acid 1PQ2 2.70 2004

 Isotretinoin  2NNH  2.60 2008 

  Montelukast    2NNI  2.80 2008 

 Felodipine   2NNJ  2.28 2008 

 Troglitazone  2VN0  2.70 2008 

CYP2C9 None 1OG2 2.60 2003

 Warfarin  1OG5  2.55 2003 

 Flurbiprofen  1R9O  2.00 2004 

 Inhibitor 4NZ2 2.45 2014 

CYP2C19 (4−hydroxy−3,5−dimethylphenyl) 4GQS 2.87 2012

CYP2D6 None 2F9Q 3.00 2006

 Prinomastat   3QM4  2.85 2012 

 Thioridazine 3TBG 2.10 2012 

 Ajmalicine 4WNT 2.60 2015 

 Quinidine 4WNU 2.26 2015 

 Quinine 4WNV 2.35 2015 

 Thioridazine 4WNW 3.30 2015 

 BACE1 Inhibitor 4XRY 2.50 2015 

 BACE1 Inhibitor 4XRZ 2.40 2015 

 Thioridazine 3TBG 2.10 2012 

CYP2E1 Fomepizole 3E4E 2.60 2008

 1H−indazole   3E6I  2.20 2008 

 10−imidazol−1−yldecanoic acid  3GPH  2.70 2010 

 8−imidazol−1−yloctanoic acid  3KOH  2.90 2010 

 12−imidazol−1−yldodecanoic acid  3LC4  3.10 2010 

 Pilocarpine   3T3Z  2.35 2012 
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CYP3A4 None 1TQN 2.05 2004

 Progesterone  1W0E  2.80 2004 

 Progesterone  1W0F  2.65 2004 

 Metyrapone  1W0G  2.73 2004 

  Erythromycin    2J0D  2.75 2006 

 Ketoconazole  2V0M  2.80 2006 

 Ritonavir  3NXU  2.00 2010 

 Desthiazolylmethyloxycarbonyl ritonavir   3TJS  2.25 2012 

 Bromocriptine   3UA1  2.15 2012 

  None  4I3Q  2.60 2013 

 Progesterone 5A1P 2.50 2015 

 Progesterone 5A1R 2.45 2015 

 Imidazole 4D6Z 1.93 2015 

 Inhibitor 4D78 2.80 2015 

 Inhibitor 4D7D 2.76 2015 

 Inhibitor 4D75 2.25 2015 

 Desoxyritonavir analog 4K9T 2.50 2013 

 Desoxyritonavir analog 4K9U 2.85 2013 

 Desoxyritonavir analog 4K9V 2.60 2013 

 Desoxyritonavir analog 4K9W 2.40 2013 

 Desoxyritonavir analog 4K9X 2.76 2013 

 Inhibitor 4NY4 2.95 2014 

 Desoxyritonavir 4I4G 2.72 2013 

 Desoxyritonavir 4I4H 2.90 2013 
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図 1.2 CYP2D6 (PDB code : 3TBG) のアミノ酸配列 (引用文献: 1-51) 
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図 1.3 CYP2D6 (PDB code : 2F9Q) の (a) X 線結晶構造及び (b) 模式図 (引

用文献: 1-52, 1-53) 

I ヘリックス

A ヘリックス

B ヘリックス

B’ヘリックス

C ヘリックス 

D ヘリックス

E ヘリックス

F ヘリックス G ヘリックス

H ヘリックス

J ヘリックス

K ヘリックス

L ヘリックス

heme 

FG ループ 

(b) 

(a) 
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1.1.3.2  CYP の基質認識部位 

Gotoh らは CYP2 ファミリーの配列を比較しの構造中に基質認識に重要な

部位があることを推定し，基質認識部位 (Substrate Recognition Site; SRS)と名

付けた (引用文献: 1-54)．SRS は 6 つ存在し，全アミノ酸領域の約 16%にあ

たる．SRS1 は B ヘリックス及び B’ヘリックス内，SRS2 は F ヘリックス内，

SRS3 は G ヘリックス内，SRS4 は βシート及び I ヘリックス内，SRS5 は K

ヘリックス，β3 シート及び β4 シート内，SRS6 は β5 シート内にある (引用

文献: 1-55)．その後，変異を用いた実験や立体構造において SRS が活性部位

に集中していることが確認されたことから，SRS が基質認識部位として正し

いことが証明された (引用文献: 1-52, 1-53, 1-56 ~ 1-58)．基質は SRS2と SRS6

の間を通るが，CYP2D6 の場合ここに酸性アミノ酸残基である Glu216 があ

り，基質認識に重要な役割を果たしている．また，SRS6 は残基の温度因子

が高く，その構造の柔軟性を発揮している (引用文献: 1-52)．この様に SRS

内の残基の特徴や柔軟性によって，基質認識の多様性が生まれると考えられ

る． 

 

1.1.3.3  鉄ポルフィリンの電子状態   

Heme が CYP の触媒反応サイクルの中心的な役割を担っている (引用文

献: 1-47, 1-59 ~ 1-61)．図 1.4 (a)に示すように heme はポルフィリン環骨格の

中心に Fe 原子 (heme 鉄)を含み, heme 鉄はポルフィリン環内の 4 つの窒素原

子と配位結合を形成している．また, CYP における heme 鉄の第 5 配座はシ

ステインに由来するチオレートアニオン (S−)を軸配位子とし, 第 5 配座の

逆側に位置する第 6 配座が触媒反応の場となる．heme 鉄の第 6 配座は条件

によって様々に変化し, heme の電子状態に大きな影響を与える (引用文献: 

1-62)． 

heme 鉄には酸化型 (Fe3+)と還元型 (Fe2+)が存在し, 酸化型では 5 個, 還元

型では 6 個の d 電子を有しているため, 基底状態についてはそれぞれの型で

3 つの異なるスピン状態を取りえる (図 1.4 (b), (c))．  
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図 1.4 Heme の分子構造とスピン状態 

1.1.4  CYP の触媒反応とそのメカニズム 

表 1.2 に示すように CYP が触媒する反応は多岐に渡っているが，基本的

にはすべて下記の反応式で示した一原子酸素添加反応で表すことができる 

(引用文献: 1-63, 1-64)． 

 

S + O2 + NADPH2  → SO + H2O + NADP 

    または 

S + O2 + 2e + 2H+  → SO + H2O 

S: 基質 

 

CYP が触媒する反応には，分子状酸素と還元力 (電子)が必要となる．こ

の電子はhemeを還元してCYPに結合した酸素分子を活性化するために必要

となる．基質一分子に対して酸素原子を一つ付加するのに二個の電子が必要

となる．酸素原子一つは基質に取り込まれ，一方は水分子に還元される． 

酸化反応は図 1.5 に示すように，① 酸化型 CYP へ基質が結合し，複合体

を形成する．② 複合体が一つ目の電子を受け取り heme 鉄が還元される．③ 

還元型の heme 鉄へ酸素が結合して酸素型 CYP となる．④ 二個目の電子を

受け取り，酸素が活性化される．この様に形成された活性種である“iron–oxo 

porphyrin −cation radical”を Compound I (Cpd I)と呼ぶ．⑤ Cpd I は基質の酸

化を行い，一原子酸素が基質へ取り込まれる．他方は水分子となる．⑥ 酸

素の付加された基質を遊離して，CYP は酸化型 CYP へ戻る (引用文献: 1-65 

~ 1-69)．高い酸化力を有するCpd Iは，CYPが高い代謝能を持つ一因である． 
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Cpd I は低スピン状態の doublet と高スピン状態の quartet がある．CYP が

酸化反応を行う際に，doublet と quartet の状態交換が起こると考えられてお

り，これを two−state reactivity (TSR)機構という (引用文献: 1-70 ~ 1-72)． 
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表 1.2 CYP による代表的酸化反応  
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図 1.5 CYP の酸化還元サイクル 

1.1.5  CYP による薬物の代謝 

CYP は 75%の治療薬の代謝を担う最も重要な薬物代謝酵素である (引用

文献: 1-64)．動物のミクロソーム型 CYP の大部分は薬物代謝活性を持ってい

る．薬物代謝活性を持つ CYP は主に CYP1，CYP2，CYP3 及び CYP4 に属

している (引用文献: 1-73 ~ 1-74)． CYP1 は A と B の二つのサブファミリー

を持ち，CYP1A2 がよりヒトで薬物代謝に関わる分子種である．気管支拡張

剤であるテオフィリンや非ピリン系解熱鎮痛薬フェナセチンなどの代謝が

知られている．CYP1A2 は平面構造を持つ弱塩基性化合物を基質とする．

CYP2 は哺乳類では 13 種類のサブファミリーが存在する．ヒトでは，CYP2B6，

CYP2C9，CYP2C19 及び CYP2D6 が主要な酵素である．CYP2B6 は，平面構

造を持たず，中性または弱塩基性でさらに脂溶性で水素結合受容体を一つか

二つもつ基質を代謝する．麻酔薬のケタミンや抗がん剤のシクロフォスファ

ミドなどを代謝する．CYP2C サブファミリーでは CYP2C9 の発現量が一番

高い．CYP2C9 は水素結合受容体を持ち弱酸性化合物で，血漿タンパク結合

率が高い薬物を基質とする場合が多い．抗てんかん薬フェニトインや抗凝固

薬ワルファリンなどを代謝する．CYP2D6 は塩基性で芳香環を持つ薬物を代

謝する．イミプラミンやミアンセリンの抗うつ薬及びハルペリドールなどの

抗精神病薬などの主に中枢薬の代謝に関わる．CYP3 ファミリーでは CYP3A

サブファミリーのみが報告されている．その中で CYP3A4 により代謝される

薬物は最も多く，基質選択性が非常に広いことが特徴である．図 1.6 に示す
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ように，CYP で代謝される臨床薬の 30.2%が CYP3A4 で代謝され，ついで

CYP2D6 (20.0%)，CYP2C9 (12.8%)，CYP1A2 (8.9%)，CYP2B6 (7.2%)，CYP2C19 

(6.8%)の順であり，この 6 分子種で 9 割近い薬物の代謝が説明できる (引用

文献: 1-75 ~ 1-77)．  

 

表 1.3 薬物代謝に関わる主なヒト CYP の特徴 

CYP 基質の特徴 基質例 

CYP1A2 平面構造を持つ 

弱塩基性 

テオフィリン 

フェナセチン 

CYP2B6 平面構造を持たない 

中性または弱塩基性 

脂溶性 

水素結合受容体を持つ 

ケタミン 

シクロフォスファミド 

CYP2C9 弱酸性 

血漿タンパク結合率が高い 

水素結合受容体を持つ 

フェニトイン 

ワルファリン 

CYP2C19 中性または弱塩基性 

脂溶性 

水素結合受容体または供与体を持つ 

オメプラゾール 

ジアゼパム 

CYP2D6 塩基性 

芳香環を持つ 

疎水性 

THD 

イミプラミン 

ハルペリドール 

CYP3A4 基質選択性が非常に広い 

分子量が大きい 

脂溶性 

トリアゾラム 

ニフェジピン 

ミダゾラム 
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図 1.6 CYP で代謝される薬物の割合 (引用文献: 1-75 ~ 1-77) 

 

  

CYP3A4
30.2%

CYP2D6
20.0%

CYP2C9 
12.8%

CYP1A2
8.9%

CYP2B6
7.2%

CYP2C19
6.8%

Others
14.1%
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 複数の薬物を併用した場合，代謝の競合が起こることがある．これを薬物

間相互作用と呼ぶが，この際，薬物が有効血中濃度より高くなった場合は副

作用が，下回った場合は薬効が欠如する危険性がある．主に一つの CYP 分

子種の代謝寄与率が高い薬物 (主に単代謝酵素薬物) は，その酵素が阻害さ

れると薬物の血中濃度が著しく増加する．一方で，複数の CYP 分子種でバ

ランスよく代謝される薬物 (多代謝酵素薬物) は，一つの CYP 分子種が阻害

されても，他 CYP 分子種による代謝により，薬物の血中濃度は上昇しにく

い． 

 1988 年に CYP2D6 の代謝異常を持つヒトが確認され，初めて CYP の遺伝

子多型が報告された (引用文献: 1-78)．一方，CYP2D6 において遺伝子増幅

により著しい代謝亢進も報告され (引用文献: 1-79)，遺伝子多型の問題は薬

物動態分野で大きな関心事となった．遺伝子多型が原因で個人により薬物の

代謝速度が大きく変わり，それが薬物の血中濃度の個体差を招く．これまで

酵素活性にまで影響を及ぼす変異は CYP2 ファミリーについてのみ報告が

されており CYP2D6 がその数が多い (表 1.4) (引用文献: 1-64)．遺伝子多型は

フェノタイプとゲノタイプに区別される．フェノタイプは実際の酵素活性と

して現れる型で，実際の生体を反映していることから，実用的であるが，タ

イプの決定は容易にできない欠点もある．逆に，ゲノタイプは遺伝子解析か

ら分類される型で，タイプの決定は遺伝子診断で容易にできるものの，生体

機能との関わりは明らかではない． 
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表 1.4  CYP2D6 の遺伝子多型と酵素活性 

アリル 遺伝子変異 アミノ酸変異 酵素活性

CYP2D6*1 野生型 野生型 野生型 

CYP2D6*2 2850 C → T, 4180 G → C R296C, S486T 減少型 

CYP2D6*3 2549 A → del フレームシフト 不活性型

CYP2D6*4 1846 G → A スプライシング欠損 不活性型

CYP2D6*5 全欠損 全欠損 不活性型

CYP2D6*6 1707 T → del フレームシフト 不活性型

CYP2D6*7 2935 A → C H324P 不活性型

CYP2D6*8 1758 G < T 終止コドン 不活性型

CYP2D6*9 2613−2615 del AGA K218 del 減少型 

CYP2D6*10 100 C → T P34S 減少型 

CYP2D6*11 883 G → C スプライシング欠損 不活性型

CYP2D6*12 124 G → A G42R 不活性型

CYP2D6*13 CYP2D7P/2D6 hybrid フレームシフト 不活性型

CYP2D6*14 1758 G → A G169R 不活性型

CYP2D6*15 138 ins T フレームシフト 不活性型

CYP2D6*16 CYP2D7P/2D6 hybrid フレームシフト 不活性型

CYP2D6*17 1023 C → T, 2850 C → T T107I, R296C 減少型 

CYP2D6*18 9 bp ins. In exon 9  減少型 

CYP2D6*19 2539−2542 del AACT フレームシフト 不活性型

CYP2D6*20 1973 ins G フレームシフト 不活性型

CYP2D6*36 100 C → T, gene conversion to 

CYP2D7 in exon 9 

P34S 減少型 

CYP2D6*38 2587−2590 del GACT フレームシフト 不活性型

CYP2D6*40 1023 C → T, 1661 G → C, 1863 

ins 2, 2850 C → T, 4180 G → C 

T107I, 172−174 

(FRP) 3, R296C, 

S486T 

不活性型

CYP2D6*41 –1548C, –1235 A → G, –740 C → 

T, –678 G → A, CYP2D7 gene 

conversion in intron 1, 1661 G → 

C, 2850 C → T, 4180 G → C 

R296C, S486T 減少型 

CYP2D6*42 –1548C, 1661 G → C, 2850 C → 

T, 3259 ins GT, 4180 G → C 

R296C, S486T, フレ

ームシフト 

不活性型

del: delete, ins: insert 
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1.2  分子科学計算を用いた CYP 代謝予測の意義 

1.2.1 薬物の開発における代謝プロファイルの評価の位置づけ 

探索段階ではマウスやラットなどの動物を用いて薬効や副作用の評価を

実施し，薬としてのポテンシャルを見極める．その後，前臨床試験を経て，

ヒトでの薬効や副作用を確かめる臨床試験に移行する．1990 年代に，例え

ば薬物のヒト血中濃度が動物から推定される有効血中濃度よりも著しく低

く薬効が発現しないなど，薬物動態が問題となり，臨床試験が中止となるケ

ースが続発した．図 1.7 に 1991 年における開発中止の原因を示す (引用文献: 

1-80)． 

 

図 1.7 開発中止の原因 (引用文献: 1-80) 

 
薬物動態を明らかにするための試験は多くあり，例えば，結晶型，溶解度，

膜透過性，分布容積，組織内濃度，代謝安定性，CYP 基質性・阻害能，ト

ランスポーター基質性・阻害能，抱合酵素基質性・阻害能，GSH トラッピ

ングの有無及び代謝物検索試験などがある． 

薬効や副作用を評価した動物とヒトにおいて，薬物動態の種差が認められ

た場合，動物の評価結果をヒトに外挿することは難しい．これは臨床試験に

おいて予想外に薬効が認められなかったり，副作用が発現したりすることを

意味する．その為，数多くある薬物動態試験の中で，各動物種及びヒトにお
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いて代謝プロファイル及びタンパク結合の程度を明らかにするような“種差

を明らかにする試験”は特に重要である．これは日米 EU 医薬品規制調和国

際会議 (International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for 

Registration of Pharmaceuticals for Human Use; ICH) M3 ガイドラインにも明確

に記載がなされている． 

これらより，早い段階から動物とヒトの代謝安定性や代謝物検索を中心と

した代謝プロファイルを明らかにする試験を実施し，薬物動態的観点から構

造展開することは，昨今必須となっており，探索初期から評価を行うことも

多い．しかしながら，新薬の誕生確率は約 3 万分の一と極めて低く，開発期

間は 9 年～17 年といわれており (引用文献: 1-81)，日々多くの候補化合物が

合成されているものの，そのすべての化合物に対してこの様な試験を実施す

ることは不可能に近い． 

ゆえに，マンパワーやコストとプロジェクトのステージや優先度を加味し

て，試験を実施していくこととなる．また代謝プロファイルを評価する際に

は，薬物の約 75%の代謝を担う CYP に関するデータを優先的に取得する．

この様に化合物数や試験数を絞り込んでも，“評価する化合物数が多いにこ

したことはない”との思いから作業量は多くなりがちである．作業量の多さ

から，数値を出すことが目的化し，化合物のポテンシャル評価が疎かになれ

ば元も子もない． 

 

1.2.2 分子科学計算を用いた CYP 代謝予測の重要性 

評価する化合物数を増やす手段の一つとして，“in silico”における研究があ

げられる．構造ゲノミクス研究の進展により，タンパク質の立体構造情報が

集積されていることに加え，近年の飛躍的なコンピューターの演算能力の向

上により，計算化学分野は急速に発展している．これらの発展により, タン

パク質のような大規模分子系に対する高精度かつ迅速な分子科学計算及び

シミュレーションが可能となり, 迅速な ADME 評価につながることが期待

されている． 

特に，CYP を対象として, 分子科学計算や情報科学的手法によるハイスル

ープットな新しい代謝反応の予測法の開発が期待されている．これまでに代

謝過程を結合過程 (アクセシビリティ)と酸化反応過程を分割し，これらを用

いて代謝反応の予測やメカニズムの理解が行われてきた．CYP に対する化

合物のアクセシビリティ評価としては，ホモロジーモデリング法や

Chemo−Informatics 手法 (引用文献: 1-82, 1-83)を用いた化合物の代謝部位 

(Site of Metabolism, SOM)予測, docking (引用文献: 1-84, 1-85)や分子動力学法 
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(molecular dynamics; MD) (引用文献: 1-86, 1-87)を用いたものが報告されてい

る．また, 酸化反応過程では理論化学計算法，非経験的分子軌道法 (molecular 

orbital; MO)及び密度汎関数法 (density functional theory; DFT) (引用文献: 1-88 

~ 1-91)を用いた化合物の酸化反応の活性化エネルギー評価などが報告され

ている．   
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1.3  精神病と抗精神病薬 

 1.3.1 精神病 

精神病とはヒトの知的能力・現実を認識する能力・他の人と情報を伝え合

ったり関係を持ったりする能力が障害された状態をいう．診断の際に，この

様な精神病症状が必要な疾患は統合失調症と薬物誘発性精神病性障害が主

に知られており，統合失調症については最も多い精神病の原因の一つである．

広義には躁病やうつ病，アルツハイマー型痴呆なども含むが，これらの疾患

には精神病症状がある場合とない場合がある (引用文献: 1-81)． 

統合失調症は思春期後期あるいは成人期早期に症状の発現をみる生物学

的脳障害である．この疾患は重い人格障害と思考過程の分裂によって特徴づ

けられる．統合失調症に伴う症状は大まかに陽性症状 (妄想，幻覚，概念の

解体，誇大的，敵意，被害念慮，疑い深さ，興奮)と陰性症状 (平板な感情，

自閉，乏しい親密感，社会的引きこもり，抽象的思考能力の障害，コミュニ

ケーション障害)に分けられる (引用文献: 1-92)． 

統合失調症の生物学的基礎はいまだにわかっていない．しかし，陽性症状

の生物学的な基礎はドーパミン神経，特に中脳辺縁系経路の過剰な活動に関

係していると信じられている．これをドーパミン仮説と呼ぶが，以下のこと

から支持されている．① ドーパミン作動性薬物は精神病症状を引き起こす，

② 臨床的に効果のある抗精神病薬は D2 受容体の約 70～80%を占有する，

③ 統合失調症患者の剖検はドーパミン受容体レベルの上昇を明らかにして

いること．ドーパミン受容体は D1 類 (D1，D5 受容体)及び D2 類 (D2，D3，

D4 受容体)に分類される．ほとんどの抗精神病薬は D2 受容体を遮断するこ

とから，力価評価は D2 受容体の拮抗作用に基づいている (引用文献: 1-81, 

1-92)．  

 1.3.2 抗精神病薬 

フェノチアジン化合物である CPZ (chlorpromazine)の抗精神病効果の発見

はペニシリンにも匹敵する医学的，科学的な一大事件であった．統合失調症

を始めとした精神病症状に対して 1950 年代の CPZ 発見以前には有効な治療

は事実上存在しなかった．その様な状況下において CPZ は顕著な効果をも

たらしたのである．発見以来の 15 年間で精神病院の長期入院患者数は 3 分

の 2 に減少した (引用文献: 1-93)．CPZ の発見後，フェノチアジン化合物を

主として上市された化合物は D2 受容体拮抗作用による治療効果だけではな

く，ヒスタミン受容体遮断作用による体重増加や眠気，αアドレナリン受容
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体遮断によるふらつきや血圧の低下，ムスカリン性受容体遮断作用による眠

気，口渇，かすみ目や便秘等の副作用を起こす (図 1.8)．これらの副作用は

on−target (特異的)であり，化合物が変わっても“定型的に”同様の薬効及び副

作用を持っていたため定型抗精神病薬と呼ばれた．その後，この定型的な副

作用を軽減した薬物が開発され，非定型抗精神病薬と呼ばれるようになった 

(引用文献: 1-81)． 

 
 
 

 

図 1.8 定型抗精神病薬の薬効と副作用 

  1.3.3  フェノチアジン化合物の構造，薬効及び副作用 

フェノチアジン化合物は CPZ が上市されて以来，多くの亜種が創られ，

定型抗精神病薬の中心的な化合物群となった．フェノチアジン化合物は共通
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して，フェノチアジン骨格を持ち，その 10 位の窒素からプロピル鎖及びそ

の末端にアミンを持つ (図 1.9 及び図 1.10)．10 位の側鎖は脂肪族，ピペラジ

ン及びピペリジンタイプの主に 3 つに分けられる．さらに 2 位に置換基を持

つものが多いが，これが薬効発現に重要であるといわれており，2 位置換基

の構造は多種多様である．実際，2 位が無置換のプロマジンは活性が 2 位の

置換基にそれぞれ S−Met を持つ THD に比べて弱い (図 1−11 (a)) (引用文献: 

1-1, 1-2)．THD の主要代謝物であり，2 位の S−sulfoxide である MSD ([2−SO])

は THD に比べ薬効が 10 倍高く，さらに MSD ([2−SO])の S−sulfone であるス

ルフォリダジン (sulforidazine; SFD, [2−SO2])は MSD ([2−SO])より薬効が強

いと報告されている (図 1−11 (b)) (引用文献: 1-3)．2 位置換基の構造を薬効

順に並べると次のようになると報告がある (引用文献: 1-94)． 

OH < H ≈ CONHNH2 ≈ OCH3 < C(CH3)3 < CH3 ≈ CH(CH3)2 < COCH3 ≈ CO2CH3 

≈ SO2N(CH3)2 ≈ SCH3 ≈ Br ≈ Cl ≈ SCF3 < SCH3 < SO2CH3  

副作用は，ヒスタミン受容体，αアドレナリン受容体及びムスカリン性受

容体遮断作用による定型抗精神病薬に特有の副作用が発現する． 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1.9 フェノチアジン化合物の一般的な化学構造 
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図 1.10 フェノチアジン化合物  
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(a)       

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(b) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1.11 フェノチアジン化合物の薬効比較 (引用文献: 1-1 ~ 1-3) 

(a) THD とプロマジン，(b) THD と代謝物である MSD ([2−SO])及び SFD ([2−SO2]) 
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  1.3.4  チオリダジン (THD) の構造，薬効及び副作用 

THD は 10 位の側鎖がピペリジンタイプで，2 位に SMe基を持つ (図 1.10)．

THD は分子量 370.6 (フリー体)，窒素原子を持つ塩基性化合物で，脂溶性で

ある (表 1.5)． 

 
表 1.5 THD の物性 (引用文献: 1-95) 

IUPAC Name: 10−[2−(1−methylpiperidin−2−yl)ethyl]−2− 

(methylsulfanyl)−10H−phenothiazine 

Chemical Formula:   C21H26N2S2 ·HCl 

Molecular Weight (free base): 407.0 (370.6) 

pKa:  9.5 

Log P: 5.66 

Log P: n−Octanol/water partition coefficient 

 
THD はシナプス後ろに存在する D2 受容体への拮抗作用を持ち，主にこの

作用で他の抗精神病薬同様に効果を発揮していると考えられる．その作用は

R 体 (C15 不斉炭素) の方が S 体よりも強いと報告されている (引用文献: 

1-96, 1-97)． 

また他にも薬理作用があり，(第 4 脳室に接する脳幹領域に存在し，薬物

や毒物に反応して嘔吐中枢に刺激を送り，嘔吐を誘発する) 化学受容器引き

金帯においてドーパミンを阻害することで薬の嘔吐作用を弱めている (引

用文献: 1-95, 1-98)．また，プロラクチンの分泌促進や D1 受容体の拮抗作用

を持つが，これらの重要性は不明である． 

THD は突然心停止という生活を脅かすレベルの重篤な副作用を持つ．こ

れは不整脈や心不全に起因し，突然死に至るというものである (引用文献: 

1-99)．QT 延長に関連した心室性不整脈は THD で多くの報告がなされ，他

の抗精神病薬よりも関連性が高いと考えられている (引用文献: 1-100)．臨床

研究で抗精神病薬を服用中に突然死した 49 人の内 28 人が THD を服用して

いた (引用文献: 1-101)．また THD を過剰摂取した際，他の抗精神病薬に比

べて，心室性不整脈をより引き起こすことが報告されている．これは QT 延

長として心電図に現れる (引用文献: 1-102)．さらにラットやイヌにおいても

THD の心毒性は報告されている (引用文献: 1-95)．THD は他の定型抗精神病

薬同様のヒスタミン受容体，αアドレナリン受容体及びムスカリン性受容体

遮断作用によるに副作用を発現するが，それ以上に上述した心毒性に注意が

必要な化合物である． 
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  1.3.5  フェノチアジン化合物の薬物動態 

フェノチアジン化合物は分布容積及び血漿中タンパク結合率が高く，分布

しやすい化合物群であるといえる．これはフェノチアジン化合物の高い脂溶

性に起因すると推測している．代謝に関してはフェノチアジン骨格のＳ原子

の酸化，芳香環の水酸化や 10 位側鎖末端のアミン周辺が主なターゲットで

ある．また，フェノチアジン化合物は塩基性窒素 (3 級アミン)を持ち，代謝

にはCYP2D6等のCYPファミリーが関与している (図 1.12) (引用文献: 1-4 ~ 

1-37, 1-103)． 
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図 1.12 フェノチアジン化合物の代謝部位 (Site of metabolism, SOM) 
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  1.3.6  THD の薬物動態 

1.3.6.1 薬物動態全般 

THD を 50 mg/body で経口投与すると，THD は消化管より速やかに吸収さ

れ，投与後 3 時間に最高血漿中濃度 (Cmax)を迎え，その後，6.5 時間の消失

半減期 (t1/2)で比較的速やかに消失する (表1.6及び図1.13) (引用文献: 1-104)．

THD の分布容積は 10 L/kg と非常に大きく，広くに体内に分布する (引用文

献: 1-95)． 

放射能ラベル体を用いたラット組織内分布試験より，放射能は肺に最も多

く分布し，次いで肝，脳の順であった (引用文献: 1-103)．血漿中タンパク結

合率も 96.5%から 99.3%と高かった．非結合型 THD の脳脊髄液中濃度は血

漿中濃度の 2 倍である (引用文献: 1-106)． 

代謝は受けやすく，定量対象である MSD ([2−SO])，SFD ([2−SO2])及び

5−SO体 ([5−SO])のCmaxはTHDのCmaxに対してそれぞれ 2.33，0.41及び 0.97

倍とすべてにおいて高いが，特に MSD ([2−SO])で高い (引用文献: 1-104)． 

未変化体の尿中排泄は 4%以下と非常に少なく，ほとんどが代謝物として

排泄される．代謝物の胆汁排泄は 50%で，尿排泄は 34%である． 

THD は統合失調症治療に用いられる場合，推奨投与量が 150 mg～600 mg

である．投与量と Cmax や血中濃度−時間曲線下面積 (area under the blood 

concentration-time curve; AUC)に線形性があると仮定すると推奨投与量で治

療した際の Cmax 及び AUC はそれぞれ 0.8～3.3 μmol/L 及び 6.8～27.2 

μmol/L·hr となる．In vitro 代謝試験では 10 μmol/L を基質濃度に設定した．

生物学的利用能 (bioavailability; BA)は 60%といわれているが，バラツキが大

きいことが報告されている (引用文献: 1-95)．Cmax 及び AUC についてもバラ

ツキは大きい (表 1.6) (引用文献: 1-104)．主要代謝物である MSD ([2−SO])や

SFD ([2−SO2])は主に CYP2D6 で生成すると報告されており，BA，Cmax 及び

AUCのバラツキはCYP2D6の遺伝子多型を反映しているものと推察される． 

表 1.6 THD の薬物動態パラメータ (引用文献: 1-104) 

Parameter THD 

MSD 

([2−SO]) 

SFD 

([2−SO2]) [5−SO] 

Cmax (nmol/L) 278 ± 132 649 ± 103 115 ± 29 270 ± 107 

tmax (hr) 3.0 ± 1.6 3.6 ± 1.3 5.6 ± 1.3 5.3 ± 2.0 

t1/2 (hr) 6.5 ± 1.3 8.7 ± 1.5 9.6 ± 1.9 18.4 ± 3.8 

AUC (nmol/L∙hr) 2270 ± 1148 9709 ± 1940 2149 ± 540 8896 ± 4759

THD dose: 50 mg tmax: 最高血漿中濃度到達時間 
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         Time (hr) 

図 1.13 50 mgのTHDを経口投与した後のTHD及び代謝物の血漿中濃度推移 

(引用文献: 1-104) 

 

1.3.6.2 CYP による代謝 

THD の代謝物は MSD ([2−SO])，SFD ([2−SO2])，[5−SO]，フェノチアジン

骨格のベンゼン環の hydroxide，N−desmethyl 体 ([N−desMe])が認められるこ

とが報告されている (図 1.14)  (引用文献: 1-4 ~ 1-6, 1-11, 1-18 ~ 1-22, 1-103)．

上述したが，in vivo において，Cmax が最も高いのは MSD ([2−SO])で(未変化

体の 2.33 倍)，次いで SFD ([2−SO2])及び[5−SO]の順であった (hydroxide 及び

[N−desMe]は定量対象外，表 1.6 及び図 1.14) (引用文献: 1-104)．ヒト肝ミク

ロソームを用いた in vitro 代謝試験でも，MSD ([2−SO])が最も生成し，次い

で，[5−SO]，[N−desMe]及び SFD ([2−SO2])の順であった (hydroxide は定量対

象外) (引用文献: 1-4)．これらの文献調査の結果から THD の主要代謝物は

MSD ([2−SO])であると考えられる．フェノチアジン化合物の薬効発現には 2
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位の置換基が重要であるが，THD はこの 2 位が主に代謝され，より薬効が

強い MSD ([2−SO])が生成する． 

In vivo において，CYP2D6 の代謝能が THD の血漿中濃度に影響を与える

との報告がある (引用文献: 1-43, 1-107)．さらに in vitro での実験より，THD, 

MSD ([2−SO])に特徴的なそれぞれ 2−SMe, 2−SOMe の代謝は，主に CYP2D6

によることが報告されている (図 1.14 及び表 1.7) (引用文献: 1-4)．[5−SO]の

生成は主に CYP1A2 と CYP3A4 が関わっており，CYP2D6 も生成に寄与し

ている  (図 1.14 及び表 1.7) (引用文献 : 1-4)．[N−desMe]の生成は主に

flavin-containing monooxygenase (FMO)，CYP1A2 及び CYP3A4 が関わってお

り，CYP2D6 も生成に寄与している  (図 1.14 及び表 1.7) (引用文献: 1-4, 

1-108)．Hydroxide の生成に関わる CYP 分子種の報告はないが，CPZ の主要

代謝物である 7−hydroxide は主に CYP2D6 で生成することから(引用文献: 

1-10)，THD の hydroxide 生成には CYP2D6 が関わっているものと推測され

る． 

これらより THD の主要代謝物は MSD ([2−SO])であり，THD の代謝には

CYP2D6 の寄与が大きいことが推察される．しかしながら，hydroxide の生

成に関して in vivo 及び in vitro のどちらにおいても定量的な報告なく，THD

の代謝における hydroxide の寄与率は不明である．さらに網羅的に血漿や肝

臓中の THD の代謝物を検索した報告も見つけられなかった．従って，他に

重要な代謝物が存在する可能性，すなわち，MSD ([2−SO])に匹敵する主要代

謝物が存在する懸念も捨てきれない． 
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図 1.14 THD の推定代謝経路 

太字は主要代謝経路 
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  1.3.7  THD の代謝上の問題点 

CYP2D6 による THD の代謝能低下は，THD の血中濃度の上昇を引き起こ

す．THD の血中濃度が高いと重篤な毒性である QT 延長が起こりやすいと報

告されている (引用文献: 1-37)．実際，THD は QT 延長が多く発現し，多く

の国で撤退している (引用文献: 1-38)． 

CYP2D6 による THD の代謝能低下の要因として，まず THD と CYP2D6

阻害薬との併用による DDI が挙げられる．主に一つの CYP 分子種の代謝寄

与率が高い薬物は，その酵素が阻害されると薬物の血中濃度が著しく増加す

るが，上述した通り，THD の代謝には CYP2D6 が大きく関与しており，DDI

による血漿中濃度の上昇が起こると考えられる (引用文献: 1-4 ~ 1-6, 1-37, 

1-39)．従って，THD と多剤の併用には十分に注意が必要である． 

また THD の代謝能低下のもう一つの要因として遺伝子多型があげられる 

(引用文献: 1-37, 1-40 ~ 1-43)．例えば，遺伝子多型によって CYP2D6 の poor 

metabolizer (PM)と efficient (rapid) metabolizer (EM) が存在し，THD を同じ投

与量で投与しても，Cmax で約 3 倍の違いがでる (図 1.15) (引用文献: 1-109)．

この様に PM と EM では大きく血漿中濃度が違い，個体のバラツキにつなが

っている．THD の投与時には遺伝子多型の影響を十分に考慮して投与すべ

きで，慎重な投与が必要とされる． 

 

 

             Time (hr) 

図 1.15  THD (25 mg)を単回経口投与した後の THD の血漿中濃度 (引用文献: 

1-109) 
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CYP2D6 による THD の代謝能低下が起こると，MSD ([2−SO])の生成が阻

害されると考えられる．THD より MSD ([2−SO])の方が薬効が高いことから，

MSD ([2−SO])の阻害は，薬効低減を引き起こす可能性がある．同時に未変化

体の血中濃度の増加による QT 延長作用が起こると推測される． 
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1.4  本研究の目的 

ドーパミン D2 受容体アンタゴニスト作用を持つフェノチアジン系抗精神

病薬であるチオリダジン (THD)は，類薬と異なり，主に CYP2D6 でフェノ

チアジン環 2 位の S-メチル基が主に代謝される．この代謝反応が薬効や副作

用に影響を及ぼす．近年，THD と CYP2D6 の共結晶構造が複数報告された．

本研究では，まず第 2 章で THD の in vitro での代謝特性を LC-UV-MS/MS で

体系的に明らかにし，第 3 章以降で分子動力学法 (MD)及び密度汎関数法 

(DFT)を用いて結晶結合ポーズと代謝物との対応を調べ，代謝機構を原子・

電子レベルで明らかにすることを目的とした． 
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第 2 章 in vitro での THD の代謝 

2.1  序論 

文献調査から THD (thioridazine)の主要代謝物は mesoridazine (MSD，

[2−SO])であり， THD の代謝には CYP2D6 の寄与が大きいことが推察され

る．(引用文献: 2-1) しかしながら，7 位 hydroxide ([7−OH])の生成に関して

in vivo 及び in vitro のどちらにおいても定量的な報告はなく，THD の代謝に

おける[7−OH]の寄与率は不明である．さらに網羅的に血漿や肝臓中の THD

の代謝物を検索した報告も見つけられなかった．従って，他に重要な代謝物

が存在する可能性，すなわち，[2−SO]に匹敵する主要代謝物が存在する懸念

も捨てきれない． 

そこで本章では，ヒト肝ミクロソーム及び CYP2D6 発現系ミクロソームを

用いた in vitro 代謝を実施し，THD，その既知代謝物及び未知代謝物を liquid 

chromatography–ultra violet–tandem mass spectrometry (LC−UV–MS/MS) を用

いて網羅的に分析し，その生成量から反応速度定数を求め，THD の代謝特

性を明らかにすることとした．また，THD の代謝特性との比較目的で，THD

と同じフェノチアジン骨格を有する chlorpromazine (CPZ)に関しても代謝試

験を実施した． 

 

2.2  方法 

2.2.1  基質 

表 2.1 から表 2.5 に示す各基質をそれぞれ dimethyl sulfoxide (DMSO) で溶解

した．さらに DMSO で適宜混合・希釈し，基質調製液とした．10C 以下，遮

光下で保存した． 

 

表 2.1 基質 1 

名称 THD (hydrochloride, racemic mixture)  

供給源 Sigma−Aldrich Co. 

保管条件 室温，遮光 

 

 

 

 

S

N

N
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表 2.2 基質 2 

名称 CPZ (hydrochloride) 

供給源 Sigma−Aldrich Co. 

保管条件 室温，遮光 

 

 

 

 

表 2.3 基質 3 

名称 MSD (besylate) ([2−SO]) 

供給源 Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

保管条件 室温，遮光 

 

 

表 2.4 基質 4 

名称 Sulforidazine (SFD) [2−SO2]  

供給源 Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

保管条件 冷蔵，遮光 

 

 

表 2.5 基質 5 

名称 5S−sulfoxide of THD [5−SO]   

供給源 Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

保管条件 冷凍，遮光 

 

 

2.2.2  酵素 

THD, −Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, reduced form (NADPH), 

及 び −Nicotinamide adenine dinucleotide, reduced form (NADH) は

Sigma−Aldrich Co.から購入した．MSD besylate  ([2−SO]), SFD 及び 5−SO は

Santa Cruz Biotechnology, Inc から購入した．バキュロウイルス細胞株を用い

たヒト CYP1A2, CYP2D6 及び CYP3A4 発現系ミクロソーム及びヒト肝ミク

ロソームは Corning Japan K.K.から得た．リン酸緩衝液 (pH 7.4)は Nakarai 

tesque, Inc.から購入した．他の試薬や溶媒は特級または HPLC グレードのも

のを用いた． 
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2.2.3  試験系 

基本反応系を表 2.6 及び表 2.7 に示す．反応は基質調製液以外を混合し，

37°C 温浴中で pre−incubation を 5 分行った後，基質調製液を添加することで

開始した．各規定時間に一部を分取し，アセトニトリルと混合することで，

反応を停止した．ヒト肝ミクロソームを使用したときは 0，10，30 及び 120

分に反応停止した．ヒト CYP 発現系ミクロソーム使用の際は，0, 5, 10, 20, 40, 

60, 120 及び 180 分に反応停止した．THD の中心基質濃度を 10 mol/L に設

定した．理由は次の 3 つである；① [2−SO] 生成の Kmは 62 mol/L であり，

(引用文献: 2-1) 反応速度と基質濃度が比例する一次反応の条件下となる 62 

mol/L 以下に設定すること，② 推奨投与量で治療した際の Cmax は 0.8～3.3 

μmol/Lであること，(引用文献: 2-2) ③ 代謝物が検出可能な濃度であること． 

  

表 2.6 基本反応系 1 (ヒト肝ミクロソーム) 
名称 最終濃度 

Potassium phosphate buffer 0.1 mol/L 

Human liver microsomes 1 mg protein/mL 

NADPH 2.5 mmol/L 

NADH 2.5 mmol/L 

Substrate 10 mol/L  

 

表 2.7 基本反応系 2  (ヒト CYP 発現系ミクロソーム) 
名称 最終濃度 

Potassium phosphate buffer 0.1 mol/L 

Recombinant microsomes 100 nmol/L (P450 量) 

NADPH 2.5 mmol/L 

NADH 2.5 mmol/L 

Substrate 1～300 mol/L の間で設定 

 

反応 (37°C)停止後，遠心分離した上清を測定サンプルとした．上清を保

存は−15°C 以下で行った． 

 

2.2.4  分析 

測定サンプルは LC−UV−MS/MS で分析した． 
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2.2.4.1 標準溶液 

標準物質は，THD hydrochloride 及び CPZ hydrochloride を Sigma−Aldrich 

Co.から，MSD besylate  ([2−SO])，SFD 及び 5−SO 体を Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.から入手した．標準溶液は各標準物質を適宜 DMSO 及び

メタノールに溶解して調製した．必要に応じて混合した．標準溶液は 10C
以下，遮光下で保存した．その他の試薬は特級以上のものを使用した． 

 

2.2.4.2 分析方法 

Shimadzu Prominence HPLC ， Orbitrap Fusion LC−UV−MS/MS 及び

4000QTRAP LC−UV−MS/MS を使用した．表 2.8 及び表 2.9 の条件で分析し

た． 
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表 2.8 HPLC 条件 

Column Cadenza CD−C18  

(3 m, 2.0 mmID  100 mm, Imtakt Corp.) 

Column temperature 40C 

Autosampler 

temperature 

10C 

Injection volume 10 L 

Detection UV 260 nm 

Mobile 

phase 

Pump A 10aまたは 20 mmol/L  

Ammonium acetate aq. Solution  

Pump B Acetonitrile 

Time program 

 Time 

(min) 

Pump A 

(%) 

Pump B 

(%) 

Flow rate 

 (mL/min) 

 

Initial 90 10 0.25 

20.0 10 90 0.25 

24.0 10 90 0.25 

24.1 0 100 0.35 

28.0 0 100 0.35 

28.1 90 10 0.25 

36.0 90 10 0.25  

Gradient curve: Linear 

 

a. CYP2D6 発現系ミクロソームにおける THD 及び CPZ の代謝物検索に使用   

  

表 2.9 MS/MS 条件 

Ionization method Electrospray ionization (ESI) 

Ionization mode Positive or Negative 

Detection mode Full scan and Product ion scan 

 

2.2.5  解析 

UV クロマトグラム及び質量分析スペクトルはそれぞれ Empower 

(Waters Co.)及び Xcalibur (Thermo Fisher Scientific Inc.)を用いて解析した．

THD とその代謝物の分析の際は，反応サンプルの UV クロマトグラム及び
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質量分析スペクトルにおける代謝物ピークと THD, [2−SO], [2−SO2]の

[5−SO]混合標準溶液の各ピークの溶出時間，親及びフラグメントイオンを

比較し，同定した．CPZ の際は CPZ 標準溶液を使用した．他の代謝物は

親及びフラグメントイオンから構造を推定した．未変化体とその代謝物の

生成量は各時点 (0, 5, 10, 20, 40, 60, 120 及び 180 分) の UV クロマトグラ

ムにおけるピーク面積から評価した．CYP2D6 発現系ミクロソームにおけ

る各代謝経路の生成速度定数は WinNonlin version 6.3 (Pharsight Corp.)を用

いたモデル解析により算出した．モデルは CYP2D6 発現系ミクロソームで

反応 (n = 3)した際の未変化体とその代謝物の生成量−時間データを用いて

生成量時間推移を N コンパートメント (N: 未変化体と代謝物の合計数)に

フィッテイングさせることで算出した． 
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2.3  結果 

  2.3.1 THD 及びクロルプロマジン (CPZ)の代謝物検索及び同定 

  2.3.1.1  THD の代謝物検索及び同定 

  2.3.1.1.1  ヒト肝ミクロソーム中における検索及び同定 

ヒト肝ミクロソーム中において，THD (基質濃度 10 μM)を 0, 20 及び 60

分反応させた後の，UV クロマトグラムを図 2.1 に示した．反応 60 分のク

ロマクトグラムにおいて，反応 0 分には認められないピークが 5 つ (溶出

時間 9.1，9.2，10.1，10.8 及び 13.1 分) 検出された．溶出時間 9.1，9.2 及

び 10.1 分のピークは標準品の溶出時間との比較により，それぞれ[5−SO]， 

[2−SO]及び[2−SO2]と同定された． 

溶出時間 10.8 分のピークの m/z は未変化体 (m/z 370) に比べ，+16 であ

った．このピークのフラグメント解析を行い，THD のフラグメントと比較

した結果 (図 2.2 (a), (b))，フェノチアジンン骨格の m/z が+16 増えていた．

フェノチアジン骨格の+16 は芳香環の水酸化体または[5−SO]の可能性があ

るが，[5−SO]の標品と溶出時間が異なるため，溶出時間 10.8 分のピークは

芳香環の水酸化体であると考えられた．CPZ の主要代謝物は[7−OH] であ

ることから (引用文献: 2-3)， この THD の水酸化体は[7−OH]であると推定

した． 

溶出時間 13.1 分のピークの m/z は未変化体 (m/z 370) に比べ，−14 であ

った．このピークのフラグメント解析を行い，THD のフラグメントと比較

した結果 (図 2.2 (a), (c))，N−methyl piperidine 部位の m/z が−14 となってい

た．従って，溶出時間 13.1 分のピークは N−desmethyl 体 ([N−desMe])であ

ると推定した． 
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図 2.1 ヒト肝ミクロソーム中において，THD を反応させた後の UV クロマ

トグラム (UV260 nm) au は arbitrary unit (相対値)  

Standard 

0 min 
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図 2.2 ヒト肝ミクロソーム中における，THD，[7−OH]及び[N−desMe]のピ

ークのフラグメント解析 点線は MS/MS の開裂様式を示す． 
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  2.3.1.1.2  CYP2D6 発現系ミクロソーム中における検索及び 

同定 

CYP2D6 発現系ミクロソーム中において，THD (基質濃度 10 μM)を 0，

20 及び 60 分反応させた後の，UV クロマトグラムを図 2.3 に示した．UV

クロマトグラムを解析したところ，[N−desMe]は認められなかったが，

[5−SO]， [2−SO]，[2−SO2]及び[7−OH]が認められた．また未知のピークが，

溶出時間 7.4 分及び 8.3 分に検出された． 

[N−desMe]が CYP2D6 で生成するか判断するために，上記の条件で，基

質濃度を 300 μM にして THD を反応させた後の，m/z 356～357 (THD の m/z 

370 から−14 したもの)の MS クロマトグラムを作成した (図 2.4)． THD

の溶出時間の少し前 (0.6 分前の 14.5 分)にピークが認められ，それは経時

的に増加したことから，CYP2D6 発現系ミクロソーム中においても，[N−

desMe]が微量生成することがわかった． 

溶出時間 7.4 分の m/z は THD の m/z の+32 (m/z 402)であることがわかっ

た．この代謝物は二酸素付加体であると考えられ，一酸素付加体である 

[2−SO]，[5−SO]及び[7−OH]から生成したことが予想される．そこで，

CYP2D6 発現系ミクロソーム中において，[2−SO] (基質濃度 10 μM)及び

[5−SO] (基質濃度 10 μM)を反応させ，溶出時間 7.4 分の未知ピークが生成

するか調べた．[2−SO]を代謝させたところ，溶出時間 7.4 分にピークが認

められ，それは経時的に増加した (図 2.5)．ゆえにこの代謝物は[2−SO]同

様，2 位の硫黄原子が sulfoxide 化したものであることがわかった．次に，

[5−SO]を代謝させたところ，溶出時間 7.4 分に非常に小さいピークが認め

られたが，このピークは反応時間 0 分のクロマトグラムから認められ，経

時的な増加はなかった (図 2.6)．従って，この代謝物は 5 位の硫黄原子が

酸化されていないと推定した． 

溶出時間 8.3 分の m/z は THD の m/z の+48 (m/z 418)であることがわかっ

た．この代謝物は三酸素付加体であると考えられ，一酸素付加体である

[2−SO]，[5−SO]及び[7−OH]から，あるいは，二酸素付加体である[2−SO2]

から生成したことが予想される．そこで，CYP2D6 発現系ミクロソーム中

において，SFD (基質濃度 10 μM)を代謝させたところ，溶出時間 8.3 分に

ピークが認められ，この代謝物は経時的に増加した (図 2.7)．ゆえにこの

代謝物は[2−SO2]同様，2 位の S−sulfone を持つことがわかった．一方で，

[5−SO]の代謝物として，この代謝物は認められなかったことから (図 2.6)，

この代謝物は 5 位の硫黄原子が酸化されていないと考えられた． 
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さらに溶出時間 7.4 分と 8.3 分のピークのフラグメント解析を行い，

[2−SO]のフラグメントと比較した．その結果，フェノチアジンン骨格及び

2 位側鎖の m/z が溶出時間 7.4 分のピークでは+32 及び溶出時間 8.3 分のピ

ークでは+48 増えていた (図 2.9)．以上より，溶出時間 7.4 分のピークは 2

位側鎖の硫黄原子が sulfoxide 化されており，かつ 5 位の硫黄原子は酸化さ

れておらず，かつフェノチアジンン骨格及び 2 位側鎖の m/z が+32 増えて

いる構造であることから，[7−OH，2−SO]であると推定された．同様に，

溶出時間 8.3 分のピークは 2 位側鎖の硫黄原子が sulfone 化されており，か

つ 5 位の硫黄原子は酸化されておらず，かつフェノチアジンン骨格及び 2

位側鎖の m/z が+48 増えている構造であることから，[7−OH 及び 2−SO2]

であると推定された． 
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図 2.3 CYP2D6 発現系ミクロソーム中において，THD (10 μM)を反応させた

後の UV クロマトグラム (UV260 nm) 
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図 2.5 CYP2D6 発現系ミクロソーム中において，MSD ([2−SO], 10 μM)を反

応させた後の UV クロマトグラム (UV260 nm)  
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図 2.6 CYP2D6 発現系ミクロソーム中において，5−SO 体 (10 μM)を反応さ

せた後の UV クロマトグラム (UV260 nm)  
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図 2.7 CYP2D6 発現系ミクロソーム中において，SFD (2−SO2，10 μM)を反

応させた後の UV クロマトグラム (UV260 nm)  
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図 2.8 [2−SO]，[7−OH, 2−SO]，及び[7−OH, 2−SO2]のピークのフラグメント解析 

点線は MS/MS の開裂様式を示す (CYP2D6 発現系ミクロソーム)． 
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  2.3.1.2  CPZ の代謝物検索及び同定 

CYP2D6 発現系ミクロソーム中において，chlorpromazine (CPZ; 基質濃

度 10 μM)を 0，5 及び 60 分反応させた後の，UV クロマトグラムを図 2.9

に示した．UV クロマトグラムを解析したところ，溶出時間 10.6 分及び 12.7

分に経時的に増加するピークが認められた． 

溶出時間 10.6 分のピークは m/z 334 であり，CPZ (m/z 318)の+16 である

ことから，このピークは CPZ の一酸素付加体であると予想した．さらに

フラグメント解析の結果からこの代謝物はフェノチアジン骨格に酸素が

付加したものであると考えられた (図 2.10)．CYP2D6 発現系ミクロソーム

において，[7−OH]が主要代謝物であるとの報告があり (引用文献: 2-4 ~ 

2-6)，溶出時間 10.6 分のピークは[7−OH]であると考えられた． 

溶出時間 12.7 分ピークは m/z 304 であり，CPZ (m/z 318)の m/z が−14 で

あることから，このピークは CPZ の[N−desMe]であると考えられた．フラ

グメント解析からアミン部分の m/z が−14 であることから，側鎖の[N−

desMe]であると推定した (図 2.10)． 
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図 2.9 CYP2D6 発現系ミクロソーム中において，CPZ (10 μM)を反応させた後

の UV クロマトグラム (UV260 nm) 
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図 2.10 CPZ，[7−OH]及び[N−desMe]のピークのフラグメント解析 

点線は MS/MS の開裂様式を示す (CYP2D6 発現系ミクロソーム)． 
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  2.3.2 各種ミクロソームにおける THD 及び CPZ の代謝物の生成 

2.3.2.1  ヒト肝ミクロソームにおける THD の代謝物の生成量 

ヒト肝ミクロソーム中において，THD (基質濃度 10 μM)を 0～180 分の

間で経時的に反応させた後に，THD 及び各代謝物 ([5−SO]， [2−SO], 

[7−OH]，[N−desMe]，[2−SO2]，[7−OH, 2−SO])の生成量を UV クロマトグ

ラムから算出した (図 2.11 及び表 2.10)．THD，[5−SO]，[2−SO]及び[2−SO2]

の標品の UV 吸光度が同程度であったため，代謝物によらず吸光係数は同

じと考えた．それ故，THD と代謝物の生成量は UV の吸光度で評価した． 

THD は消失速度定数−0.0150 (1/min，算出時間 0～10 分)で消失した．代

謝物は[2−SO]が最も多く生成し，次いで[7−OH]が生成した． 
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図 2.11 ヒト肝ミクロソーム中においてTHDを経時的に反応させた後の，

THD 及び各代謝物の生成量 
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  2.3.2.2  CYP1A2 発現系ミクロソームにおける THD の代謝物の

生成量 

CYP1A2 発現系ミクロソーム中において，THD (基質濃度 10 μM)を 0～

180 分の間で経時的に反応させた後に，THD 及び各代謝物 ([5−SO]，[2−SO], 

[7−OH]，[2−SO2])の生成量を UV クロマトグラムから算出した (図 2.12 及

び表 2.11)． 

THD は消失速度定数−0.0466 (1/min，算出時間 0～10 分)で消失した．代

謝物は[5−SO]が最も多く生成し，[N−desMe]は認められなかった． 

 
 

  

77



 
 

 

  

 

図 2.12 CYP1A2 ミクロソーム中において THD を経時的に反応させた後の

THD 及び各代謝物の生成量
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  2.3.2.3  CYP3A4 発現系ミクロソームにおける THD の代謝物の

生成量 

CYP3A4 発現系ミクロソーム中において，THD (基質濃度 10 μM)を 0～

180 分の間で経時的に反応させた後に，THD 及び各代謝物 ([5−SO]，[2−SO], 

[7−OH]，[N−desMe]，[2−SO2])の生成量を UV クロマトグラムから算出した 

(図 2.13 及び表 2.12)． 

THD は消失速度定数−0.0670 (1/min，算出時間 0～10 分)で消失した．

[2−SO]が最も多く生成し，次いで[N−desMe]，[5−SO]，[2−SO2]が生成した． 
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図 2.13  CYP3A4 ミクロソーム中において THD を経時的に反応させた後

の THD 及び各代謝物の生成量
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  2.3.2.4  CYP2D6 発現系ミクロソームにおける CPZ の代謝物の

生成量

CYP2D6 発現系ミクロソーム中において，CPZ (基質濃度 10 μM) を 0～

180 分の間で経時的に反応させた後に，CPZ 及び各代謝物 ([7−OH]及び[N

−desMe]) の生成量を UV クロマトグラムから算出した (図 2.14 及び表

2.13)． 

CPZ は消失速度定数 0.0205 (1/min，算出時間 0～20 分)で，THD より緩

やかに消失した．[7−OH]の生成量が最も多く，120 分で最高値に達した． 
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図 2.14  CYP2D6 発現系ミクロソームおいて，CPZ を経時的に反応させた

後の CPZ 及び各代謝物の生成量
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  2.3.2.5  CYP2D6 発現系ミクロソームにおける THD の代謝物の生成量 

CYP2D6 発現系ミクロソーム中において，THD (基質濃度 10 μM)を 0～180 分の間で

経時的に反応させた後に，THD 及び各代謝物 ([5−SO]，[2−SO]，[7−OH]，[N−desMe]，

[2−SO2]，[7−OH, 2−SO]，及び[7−OH, 2−SO2]の生成量を UV クロマトグラムから算出

した (図 2.15 及び表 2.14)． 

THD は消失速度定数−0.0434 (1/min，算出時間 0～40 分)で速やかに消失した．[2−SO]

の生成量が圧倒的に多く，60 分で最高値を迎え，その後減り始めた．[7−OH]は速やか

に生成し，40 分で最高値を迎え，その後減り始めた．[2−SO2]と[7−OH, 2−SO]の生成

パターンは似ており，THD の[7−OH]より緩やかに生成し，180 分で最高値に達する．

最大値は THD の[7−OH]の約 2 倍である．SFD の[7−OH]は反応最終時間である 180 分

まで緩やかに増え続けた．[5−SO]の生成はわずかであった． 

 

 

  

86



 
 

 

 

  
図 2.15  CYP2D6 発現系ミクロソーム中において，THD を経時的に反応させた後の

THD 及び各代謝物の生成量 
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  2.3.3  CYP2D6 発現系ミクロソームにおける THD 及び CPZ の生

成速度定数の算出 

  2.3.3.1  CPZ の生成速度定数の算出 

 CPZ を経時的に反応させた後の CPZ 及び各代謝物の生成量を基に図

2.16 に示す速度論モデルを構築した．WinNonlin ver 6.3 を用いてモデル解

析を実施した．解析の結果，予測値は実測値を良好に再現し (図 2.17)，

coefficient of variation (変動係数，式 2.1)も最大で 8.67%であった (表 2.15)． 

 

変動係数 =          (2.1) 

標準偏差: ，算術平均:  

各代謝経路における反応速度定数が最大であったのは k7OH  

(7.81 × 10−3 min−1)であり，圧倒的であった． 

 

 

 

図 2.16 CPZ の代謝経路の速度論モデル (CYP2D6 発現系ミクロソーム) 
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  2.3.3.2  THD の生成速度定数の算出 

 THD を経時的に反応させた後の，THD 及び各代謝物の生成量を基に図

2.18 に示す速度論モデルを構築した．[N−desMe]は検出限界以下であった

ため，モデルに含めなかった． WinNonlin ver 6.3 を用いてモデル解析を

実施した．解析の結果，予測値は実測値を良好に再現し (図2.19)，coefficient 

of variation (変動係数)も k2SO to 7OH2SO (140.5%)を除いて最大で 9.82%であっ

た (表 2.16)．各代謝経路における反応速度定数が最大だったのは k2SO，次

いで k7OH to 7OH2SO であり，どちらも 2−S の酸化反応であった．最も値が低

かったのは k5SOであり，5−S の酸化反応であった． 

 

 

 

 

図 2.18 THD の代謝経路の速度論モデル (CYP2D6 発現系ミクロソーム) 
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2.4  考察 

フェノチアジン系化合物は共通して，フェノチアジンの[7−OH] や

[5−SO]及び N-alkyl 側鎖の[N−desMe]が生成することがわかっている (引用

文献: 2-1, 2-2, 2-4, 2-7 ~ 2-32)．フェノチアジン系化合物の一つである THD

は in vivo, in vitro において他と同様に hydroxide，[5−SO]及び[N−desMe]の

生成が認められている．さらに THD 特異的な代謝物として 2 位置換基の

代謝物 [2−SO]及び[2−SO2])が認められている (引用文献: 2-2, 2-10)．この

THD に特徴的な生成物である[2−SO]は in vivo, in vitro において主要代謝物

であると考えられている (引用文献: 2-1, 2-2)． 

実際に，ヒト肝臓ミクロソーム中において THD を代謝させた後の UV

ピークを解析したところ[2−SO]が最も生成した (図 2.11)．この結果は，in 

vivo における主要代謝物が[2−SO]であることと一致 (引用文献: 2-2)し，(表

1.10) [2−SO]は in vivo 及び in vitro 共に非常に重要であることがわかった． 

[2−SO]や[2−SO2]の生成には主に CYP2D6，[5−SO]は主に CYP1A2 が関

わっているとの報告がある (引用文献: 2-1, 2-33, 2-34)．[N−desMe]は flavin

−containing monooxygenases で主に生成され，CYP3A4 でもわずかに生成す

ることが明らかになっている (引用文献: 2-1, 2-35)．THD ではフェノチア

ジンの hydroxide が生成するとの報告があるが (引用文献: 2-36)，水酸化部

位及び生成量は不明である．類薬である CPZ では[7−OH]が主要代謝物で

あり，それは CYP2D6 で生成するとの報告があるため，THD でも[7−OH]

が生成すると考えられる (引用文献: 2-3)．網羅的な代謝物検索も不十分で，

この5つの代謝物の他に重要な代謝物がある可能性もある．以上より，THD

の代謝プロファイルの詳細は十分に明らかになっていない．従って，本研

究において rhCYP1A2，rhCYP3A4 及び rhCYP2D6 を用いて in vitro で THD

の全代謝プロファイルを明らかにすることを目的とした． 

図 2.2 及び図 2.20 に rhCYP1A2，rhCYP3A4 及び rhCYP2D6 における in 

vitro 代謝後の，MS/MS のフラグメント情報と UV クロマトグラムの結果

を示した．[2−SO]，[2−SO2]及び[5−SO]についてはスタンダードの溶出時

間と m/z から同定された．m/z が THD の+16 の代謝物はフラグメント解析

からフェノチアジン部位の水酸化体であることがわかった (図 2.2)．CPZ

でフェノチアジン骨格の[7−OH]が主要代謝物 (引用文献: 2-3)であること

を考慮し，水酸化体は THD の[7−OH]であると推定した．[7−OH]の生成に

関して in vivo 及び in vitro のどちらにおいても定性的な報告のみがあり 

(引用文献: 2-7, 2-9)，THD の代謝における[7−OH]の寄与率は不明であった

が，[7−OH]は生成することが初めて明らかにした． 
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さらに m/z が THD の−14 の代謝物は (図 2.2) フラグメント解析からピ

ペリジン環の[N−desMe]であると推定した． 

rhCYP2D6 で認められた THD の m/z の+32 (m/z 402)及び+48 (m/z 418) は

それぞれ[7−OH，2−SO]及び [7−OH 及び 2−SO2]であると推定した． 

各ピークの構造推定及び同定の結果を用いたクロマトグラムの解析よ

り (図 2.20)，rhCYP1A2，rhCYP3A4 及び rhCYP2D6 は THD の SOM の明

確な特徴の違いを示した；CYP1A2 では主に[5−SO]が生成し，CYP3A4 で

は，唯一，[N−desMe]が生成した．CYP2D6 において THD から，圧倒的に

[2−SO]が生成し，次いで[2−SO2]と[7−OH]が同程度生成し，[5−SO]は生成

量が少ないという特徴が明らかにした．さらに[N−desMe]は非常に少なか

った．各 CYP 分子種における代謝物の多様性は，SOM の決定には heme

との反応性だけではなく，結合プロファイルも非常に重要であることを示

している．各 CYP 分子種における，[2−SO]，[2−SO2]，[5−SO]及び[N−desMe]

の生成に関するTHDの代謝プロファイルは，これまでの報告と一致する．

また，[7−OH]の生成量に関する報告は見つけられなかったが，本試験から

生成量は比較的多く，重要な代謝物であることが明らかにした．検出され

た 5 つの代謝物の他に特筆すべき代謝物はなかった． 
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図 2.20 代謝プロファイルの比較 (a) CYP1A2，(b) CYP3A4，(c) CYP2D6 
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[2−SO]の生成は CYP2D6 が極めて重要であることがわかったため，

CYP2D6 における THD の代謝プロファイルをより詳細に調べた．各代謝

物の構造から代謝経路を推定し，モデルを組むことにより，反応速度定数 

(k)を求めた． 

各代謝反応の速度定数 (k, 図 2.21)から CYP2D6 では，[2−SO]の k2SOが

2.84 x 10−2 ± 0.04 x 10−2 と圧倒的に高く，次いで[2−SO2] (k2SO2 = 8.30 x 10−

3 ± 0.13 x 10−3)及び[7−OH] (k7OH = 5.01 x 10−3 ± 0.03 x 10−3)であり，[5−SO] 

(k5SO = 1.61 x 10−5 ± 0.14 x 10−5)は非常に低かった．解析の結果，予測値は

実測値を良好に再現し (図 2.17，図 2.19)，さらに coefficient of variation も，

THD の k2SO to 7OH2SO を除いて，9.82%以下であったため，モデルは適切であ

ると考えられる． 

[N−desMe]は MS で定性的に検出できたが，UV の検出限界以下であった

ことから，k は算出できなかった． 同様の方法で CPZ についても評価し

たところ，THD の消失半減期は 23.0 分であり，CPZ (48.7 分)より速やかに

消失した．さらに最も生成速度定数が高かったのは，文献の報告通り，

[7−OH]の生成であり，数値はTHDの k7OHと同程度であった (図 2.21)．THD

が CPZ に比べて代謝を受けやすい原因として，2 位置換基の代謝が考えら

れた．CYP2D6 において[7−OH]が比較的よく生成されることが初めて明ら

かにした．k 値の上位 3 つは S11 の酸化反応に関わるものであり，THD の

S11 は反応性が高いことが示された．従って，選択的な THD の 2 位側鎖

の代謝という特徴は，2 位側鎖が heme に安定的に近接しやすいことや

heme との反応性の高さが要因ではないかと考えられる． 
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図 2.21 代謝経路と反応速度定数 (min−1) 

(a) THD，(b) CPZ，括弧内は k2soまたは k7OHに対する相対速度定数の比 
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2.5  小括 

CYP2D6 の代謝能の大小が THD 由来の QT 延長の発現に関わっており，

さらに主要代謝物である MSD (2−SO)は CYP2D6 が主に触媒するとの報告

があるが (引用文献: 2-1, 2-37)，THD の代謝特性には不明な点が多数存在

する．そこで本章では CYP2D6 による THD の代謝特性を実験的に明らか

にした．その結果，CYP2D6 において THD から，圧倒的に[2−SO]が生成

し，次いで[7−OH]が生成し，[5−SO]は生成しにくいことが明らかとなった．

また，[N−desMe]は検出限界以下であった．またこれらの代謝物を元に

[2−SO2]や[7−OH，2−SO]が生成した．代謝物の絶対立体配置は調べていな

いため，不明である．各代謝反応の生成速度定数の上位 3 つはすべて，2

位側鎖の代謝に関わるものであり，選択的な THD の 2 位側鎖の代謝とい

う特徴は，2 位側鎖が heme に安定的に近接しやすいことや heme との反応

性の高さが要因ではないかと推測した．一方，THD と CYP2D6 の共結晶

構造から予測される[5−SO]は実際にはほとんど代謝されず，結晶構造から

代謝メカニズムは理解できない． 

次章から分子動力学法 (MD)及び密度汎関数法 (DFT)を用いて結晶結

合ポーズと代謝物との対応を調べ，代謝機構を考察する． 
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第 3 章  CYP2D6−THD 複合体の結合ポーズの分子動力学 

(MD)計算 

3.1  序論 

第 2 章における in vitro 代謝試験より，CYP2D6 による thioridazine (THD)

の代謝プロファイルは CYP1A2 や CYP3A4 におけるそれとは異なり，主

要代謝物が mesoridazine (2−SO，MSD，図 3.1)であるという CYP2D6 特有

の代謝特性があることを明らかにした．次いで CYP2D6 では[C7−OH]及

び[5−SO]が生成することが明らかとなり，その生成速度定数は[2−SO] 

(2.89 · 10−2 min−1) > [C7−OH] (4.86 · 10−3) >> [5−SO] (1.62 · 10−5)の順であっ

た． 

THD と CYP2D6 の共結晶構造は 12 複合体 (PDB code: 4WNW (非対称

ユニット 4 個)，3TBG (非対称ユニット 8 個))報告されているが，THD の

結合部位がCYP2D6の活性中心であるCpd Iに近接しているものに限ると

8 複合体 (4WNW: 4 個，3TBG: 4 個)となる．この 8 複合体では OCpdI (Cpd 

I の鉄原子に結合した酸素原子)に最近接する THD 中の原子 (X)は C7, S5

または S11 であり，興味深いことに実験で認められた代謝部位と一致し

た． 

本章では，上記の共結晶構造に基づき，分子力学 (Molecular Mechanics; 

MM)・分子動力学 (Molecular Dynamics; MD)計算を用い，CYP2D6−THD

複合体の結合ポーズの解析を行った． 
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図 3.1 THD，Compound I と Asp301 

* は不斉炭素を表す． 

 

3.2 方法 

3.2.1  結晶構造における結合ポーズの比較 

2016 年 1 月現在，THD と CYP2D6 の共結晶構造は 4WNW (Resolution = 

3.30 Å)及び 3TBG (Resolution = 2.10 Å)でのみ報告されている．4WNW 及

び 3TBG はそれぞれ 2 量体 (Units A 及び B)及び 4 量体 (Units A’, B’, C’及

び D’)で構成され，すべての単量体につき 2 つの異なる結合ポーズの THD 

(I 及び II)が認められる．ラセミ体を供試したものの，これらの共結晶構

造中の 12 個の THD すべてにおいて C15 (図 3.1)の立体絶対配置は R 体で

あった．3TBG で認められた THD の 8 つの結合ポーズは CYP2D6 中の Cpd 

I から proximal (I)及び distal (II)に位置する 2 つに分類することができる．

Cpd I に近接した 8 つの pose (A-I，A-II，B-I，B-II，A’-I，B’-I，C’-I 及び

D’-I)すべてにおいて，THD 中の Ring D の(N16)-H22 は Asp301 の側鎖と

水素結合を形成していた．これらの 8 個の pose 間の root mean square 

deviation (RMSD)を表 3.1 に示した．3TBG で認められた A’-I，B’-I，C’-I

及び D’-I 間の RMSD は十分小さくほとんど同一構造であるたため，A’-I

のみを解析対象とし，最終的に 6 個の pose (A-I (4WNW)，A-II (4WNW)，
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B-I (4WNW)，B-II (4WNW)及び I (3TBG)，II (3TBG))を MD 計算の初期構

造として選択した．MD 計算は 4WNW 及び 3TBG の様な多量体からなる

結晶構造を精密化するためにも必要となる． 
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図 3.2 (R)-THD と CYP2D6 の共結晶構造 

破線は水素結合 (Asp301 の側鎖と THD の N16)を表す． 

()内は pdb コードを表す．
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3.2.2  分子動力学法 

MD 計算には，AMBER11 (引用文献: 3-1) を使用し，力場パラメータと

して parm99 (引用文献: 3-2)および GAFF (general AMBER force field) (引用

文献: 3-3)を CYP2D6 および THD にそれぞれ割り当てた． 

解離性のアミノ酸残基 (Asp，Glu，Arg，Lys)及び His のプロトン化状態

は，PDB2PQR web server (引用文献: 3-4)により第二章で実施した実験条件

に基づいて pH 7.4 における予測 pKaに基づき決定した．なお，N，C 両末

端はそれぞれ CH3CO 基，NHCH3 基でキャップ処理した．以上のすべての

操作には SYBYL-X1.2 (引用文献: 3-5)を使用した．THD の実測の pKaは 9.5

であるとの報告から (引用文献: 3-6)，THD の 16 位の N 原子の axial 位を

プロトン化した．なお，原子電荷以外の Cpd I の力場パラメータには

Giammona (引用文献: 3-7)及び Seifert ら (引用文献: 3-8)の報告値を使用し

た (パラメータ set 1)． 

Cpd I およびその第 5 配座に位置する Cys443 の原子電荷は，図 3.3 に示

すモデル構造を用いて Gaussian 09 により，B3LYP 法より得られる RESP

電荷 (引用文献: 3-9)を用いた．B3LYP 法では，Fe 原子に対しては有効内

殻ポテンシャルの LanL2DZ (引用文献: 3-10 ~ 3-12)を，その他の原子 (H，

C，N，O，S 原子)に対しては 6-31G(d)をそれぞれ基底関数として適用した． 

なお，Cpd I の電子スピン状態には二重項及び四重項を採用した．同様に

THD の RESP 電荷は，THD 単独状態で B3LYP/6-31G(d)により算出した． 

なお，パラメータ set 1 の妥当性を検証するために，Shahrokh ら (引用文

献: 3-13)の報告値をパラメータ set 2 として，それぞれのパラメータを使用

し (表 3.2)，複合体構造の MM 計算による構造最適化を実施し，図 3.1 に

示す距離 r (X−OCpdI)及び角度  (X−OCpdI−Fe) (X = S11, C7 and S5)を比較

した (表 3.3)．Cpd I に使用するパラメータ set 1 及び set 2 のどちらにおい

ても r (X−OCpdI)及び (X−OCpdI−Fe)に有意な違いはなったため，パラメータ 

set 1 は妥当と判断した． 
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図 3.3 Cpd I と Cys443 の RESP 電荷 (esu)と原子タイプ 
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表 3.2 CpdI の力場パラメータ a 

 

Bond

FE-NO
FE-NP
NO-CC
NP-CC
CC-CB
CC-CD
CB-CB
CB-CT
CB-CY
CD-HC
CY-HC
CX-HC
CY-CX
FE-OF

Angle

NO-FE-NO
NP-FE-NP
NP-FE-NO
FE-NO-CC
FE-NP-CC
NP-CC-CB
NO-CC-CB
NP-CC-CD
NO-CC-CD
CC-NO-CC
CC-NP-CC
CC-CB-CB
CC-CD-CC
CB-CC-CD
CC-CB-CT
CB-CB-CT
CC-CD-HC
CB-CT-HC
CB-CB-CY
CB-CY-HC
CB-CY-CX
CY-CX-HC
CC-CB-CY
CX-CY-HC
CB-CT-CT
HC-CX-HC
OF-FE-NP
OF-FE-NO

Dihedralf IDIVFg PKh Phasei Periodicityj IDIVFg PKh Phasei Periodicityj

X-NP-FE-X 1 0.00 180 2 1 0.00 180 2
X-NO-FE-X 1 0.00 180 2 1 0.00 180 2
X-NP-CC-X 4 5.70 180 2 1 0.00 180 2
X-NO-CC-X 4 5.70 180 2 1 0.00 180 2
X-CC-CB-X 4 3.15 180 2 4 16.00 180 2
X-CB-CB-X 4 21.50 180 2 4 16.00 180 2
X-CD-CC-X 4 7.90 180 2 4 16.00 180 2
X-CB-CT-X 1 0.00 180 2 3 0.00 180 2
X-CB-CY-X 4 0.00 180 2 4 16.00 180 2
X-CY-CX-X 4 30.00 180 2 4 16.00 180 2

Nonbon

FE
NO
NP
CX
OF

a  Atom typeは図3.2で示した
b  kcal/mol/Å2 c  Å d  kcal/mol/radian2 e  degree

f  Torsion energy = (PK / IDIVF) (1 + cos (Periodicity ∙ ϕ  - PHASE)) g  IDIVFは単結合におけるtorsionの総数
h  PKはbarrier magnitudeの半分に等しい

i  degree j  Periodicityはdihedral angle ϕ .のためのスケーリングファクター
k  Å l  “potential well” はLennard-Jones parameter

Parameter set 2Parameter set 1

1.300
1.824

1.908
1.661 0.210

vdW radiik

0.210
0.086
0.170
0.170

potential well depthl

0.050

1.824
0.086
0.170
0.170
0.010

potential well depthl

273.0
316.0
316.0

50.0
50.0

1.660
1.908
1.824
1.824

vdW radiik

1.200

297.0
418.0

297.0

30.0

70.0
70.0
70.0
70.0
70.0

0.0
0.0

70.0

1.357

220.0
570.0
340.0
340.0
338.0

1.429
1.499

391.0

2.029
2.029

114.0
114.0

572.0

494.6
431.6
418.3
418.3
418.3
337.3
418.3

347.2
347.2
418.3

1.335

1.639

1.089341.5
1.429

1.085
1.085
1.429

Force constantb
Equilibrium

bond lengthc Force constantb
Equilibrium

bond lengthc

Equilibrium

bond angleeForce constantd
Equilibrium

bond angleeForce constantd

2.010

1.640
1.340
1.080
1.080
1.090
1.501
1.501

1.391
1.444
1.384
1.384
2.010

1.376
1.429
1.429

70.0
70.0
30.0
30.0
50.0

50.0
50.0

70.0

35.0
63.0
35.0
70.0
35.0
70.0
35.0
70.0
35.0

90.000
90.000
120.000
114.000
120.000
124.900
120.000

70.0
70.0

127.400
90.000
90.000
90.000

120.000
120.000
128.200
109.500
118.000
128.200
124.900
125.400
124.100
107.000
105.400
105.400

110.300
110.300
127.400

125.500
125.500

126.651
126.651
89.900
175.636
174.731

146.0

239.0
0.0
0.0

146.0

68.6
67.9

116.040
110.190
110.700

70.0
71.2

113.420
112.560

68.9

125.04468.5
125.04468.5

92.406
92.406
117.650

65.0
65.0
38.0

47.5
63.6

121.520
110.700
119.260
110.700
119.260
110.700
119.260
111.920

67.9
47.5
67.9
47.5
67.9

124.539
126.057

65.6
63.8

64.7
64.7

115.970
115.970

45.1
46.6 116.969
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MD 計算は 2 つの条件の異なる条件で実施した．MD-1 では，実溶媒と

して複合体構造の周囲 12 Å に TIP3P (transferable intermolecular potential 3 

point)モデルの水分子を配置し, 系全体の電荷を中性化するために, カウン

ターイオンとして Na+を 4WNW の pose A-I，A-II，B-I，B-II にはそれぞれ

2 個，3TBG の pose I，II にはそれぞれ 1 個加えた．一方で，MD-2 では，

溶媒は配置せず，溶媒効果を距離依存誘電率 ( = 4r)により考慮することで，

MD-1 よりも長時間の MD 計算を試みた． 

MD 計算を行う前処理として，結晶構造の歪みを緩和するために(1) 水

素原子，(2) アミノ酸残基の側鎖原子，(3) 系全体の順にそれぞれ MM に

よるエネルギー極小化計算を行った．各段階における極小化計算には

1,000 ステップの最急降下 (steepest descent)法と 10,000 ステップの共役勾

配 (conjugate gradient)法を組み合わせて使用し，エネルギー勾配の収束閾

値は 104 kcal/mol/Å に設定した．昇温過程 (200 ps，310 K まで)及び平衡

過程 (400 ps，310 K)を経たのち，MD-1 の productive run として周期境界

条件下でNPTアンサンブル (1 bar, 310 K)を用いて 5 nsのMDを実施した． 

MD-2 の productive run は 30 ns (310 K)で実施した．MD-1, 2 ともに積分

時間の刻みを 2.0 fs (1.0  1015 s)とし，水素原子が関わる共有結合長の固

定には SHAKE アルゴリズム (引用文献: 3-14)を，温度・圧力制御には

Berendsen アルゴリズム (引用文献: 3-15)を使用した．非結合原子間の相互

作用のカットオフ距離を 12 Å とした． 

各複合体構造の trajectory (MD-1: 合計 1000 フレーム，MD-2: 合計 30000

フレーム) から各原子の座標平均を算出し，MM による構造最適化を実施し

たものを平均構造とした．平均構造を用いて，結合エネルギー (Ebind = 

Ecomplex  [Eprotein + Eligand])，r (X−OCpdI)及び(X−OCpdI−Fe) (X = C7, S5, S11)を

算出した． 

共結晶構造において確認された THD の(N16)-H22 と Asp301 の側鎖との

水素結合の MD 計算中の占有率を確認するために，原子間距離 (N16 

CYP2D6 の水素結合受容体原子) が 0.8 [RvdW(N16) + RvdW(CYP2D6 の水素

結合受容体原子)]以下の時，水素結合が形成されていると判断した．なお，

各原子の van der Waals (vdW)半径 (RvdW)は Bondi ら (引用文献: 3-16)の報告

値を使用した． 
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3.3  結果と考察 

3.3.1  MD trajectory 解析による各結合ポーズの特性評価 

図 3.4 の(A)及び(B)は pose A-I (4WNW)，A-II (4WNW)，B-I (4WNW)，

B-II (4WNW)，I (3TBG)及び II (3TBG)の MD-1 (1 ns)における距離 r 

(X−OCpdI)及び角度  (X−OCpdI−Fe)の変化を示している．Pose II (3TBG)で

は，共結晶構造において OCpdIから遠位 (10.9 Å (S11−OCpdI))にあり，MD

計算中にもOCpdIに S11, S5, C7のいずれの原子も近接することがないこと

がわかる．従って，代謝反応に関わる pose として，Pose A-I (4WNW)，

A-II (4WNW)，B-I (4WNW)，B-II (4WNW)及び I (3TBG)を解析対象とした．

図 3.4 のいずれの pose においても，MD 計算中の熱揺動は小さく，距離 r 

(X−OCpdI)及び角度  (X−OCpdI−Fe)はほとんど一定であった．水素結合形成

率は 100%であり (表 3.4)，THD の(N16)-H22 と CYP2D6 の Asp301 の側

鎖との水素結合は連続的に認められた． 

計算条件の違いが結果に及ぼす影響を調べるため，実溶媒の代わりに距

離依存誘電率 ( = 4r)を用いた．MD-2 (30 ns)を別途実施し，結果を図 3.5

に示した．図 3.5 の trajectory は図 3.4 と類似しており，計算条件の違いは

ほとんどないと考えられる．但し，MD-2 trajectory においては水素結合率

は MD-1 よりも低く (表 3.5)，Asp301 との水素結合が断続的であった．こ

の点が 2 つの計算方法で異なった． 

表 3.4 に結晶結合ポーズ及び平均構造における r (X−OCpdI)及び 

(X−OCpdI−Fe)の平均値と標準偏差，同時に RMSD を示した．r (X−OCpdI)及

び (X−OCpdI−Fe)の RMSD2 及びその標準偏差は非常に小さかった．表 3.5

に MD-2 の結果を示したが，同様に RMSD2 及びその標準偏差は非常に小

さかった．これらの結果は，すべての結合ポーズの THD が CYP2D6 に安

定に結合していることを示していると考えられる． 
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図 3.4 MD-1 (explicit water: TIP3P, 5 ns, 310 K)における 

(A) r (X−OCpdI)と(B) (X−OCpdI−Fe)の推移 (X = C7, S5, S11) 

   青線: S5，赤線: C7，黒線: S11 
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図 3.5 MD-2 (implicit water:  = 4r, 30 ns, 310 K)における 

(A) r (X−OCpdI)と(B) (X−OCpdI−Fe)の推移 (X=C7, S5, S11) 

   青線: S5，赤線: C7，黒線: S11 
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図 3.6 に A-I (4WNW)，A-II (4WNW)，B-I (4WNW)，I (3TBG)及び II (3TBG)

の平均構造と結晶結合ポーズを示す． 

Pose A-I 及び A-II における THD の配置はフェノチアジン環の中心から

おおよそ反転した配置であり，Pose A-I 及び B-I の THD の配置は，Pose A-I

の距離 r (S11−OCpdI)が B-I に比べて約 5 Å 短かったものの，ほぼ同一の結

合ポーズとみなすことができる． 
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3.3.2 THD と CYP2D6 の相互作用解析による特性比較 

THD が OcpdIの遠位にある Pose II (3TBG)を除いた，図 3.7 に示す 4 つの

結合ポーズは CYP2D6 のアミノ酸残基と THD の結合エネルギーは非常に

近い値であった．結合エネルギー (Ebind = Eelectrostatic + Evan der Waals)への

個々の残基の寄与を図 3.7 に示す．4 つの結合ポーズ間で特筆すべきエネ

ルギー差が Glu216 及び Gln244 との相互作用で認められた．これらの 2

つの残基は水素結合を形成している． 

N16 と Asp301 の距離は 4 つの結合ポーズ間でほとんど同じ (2.79 ± 0.02 

Å (N−O))で，安定な水素結合が認められたが，THD の N16 と Glu216 の

距離 (3.70~6.28 Å (N−O))には大きな違いがあり，このエネルギー差を生

じる原因となっている．これらの結果は 4WNW 及び 3TBG における

Glu216 の温度因子 B-factor が Asp301 に比べて有意に高いことと一致する． 
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図 3.7 総結合エネルギーに対する各アミノ酸残基の寄与 

結合パターンは Pose A-I と Pose A-II (A)，Pose B-I (B)，Pose B-II (C)及び

Pose I (D)について示した． 

SRS: Substrate Recognition Site. 
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3.4  小括 

本章では共結晶構造を初期構造として，分子力学・分子動力学計算を

用いて CYP2D6−THD 複合体の結合ポーズの解析を行った． 

代謝に関わる Pose として解析した Pose A-I (4WNW)，A-II (4WNW)，

B-I (4WNW)及び I (3TBG)は，MD 計算中の熱揺動は小さく， r (X−OCpdI)， 

 (X−OCpdI−Fe)及び構造の変化は小さかったため，各 THD が CYP2D6 に

強く結合していることを示していると考えられる．THD と CYP2D6 の

Asp301 は安定した水素結合を形成する． (X−OCpdI−Fe)は 2 つのグループ

に分けることができた; グループ 1 は<>が 127 から 138°であり，グル

ープ 2 では<>は 153 以上であった． 

CYP2D6 の各残基と THD の結合エネルギーは，各 Pose で似ていたが，

Glu216 と Glu244 との相互作用エネルギーでのみ違いが認められた．

Glu216 と Glu244 は水素結合を形成している．このエネルギー差は各 Pose

で Glu216 と THD との距離が異なることに起因すると考えられた． 
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第 4 章 量子化学計算による酸化反応における遷移状態解析 

4.1  序論 

第 2 章における in vitro 代謝試験より，CYP2D6 では[2−SO]，[C7−OH]及

び[5−SO]が生成することが明らかとなり，その生成速度定数は[2−SO] (2.89 · 

10−2 min−1) > [C7−OH] (4.86 · 10−3) >> [5−SO] (1.62 · 10−5)の順であった．また

[N−desMe]はほとんど認められなかった． 

本章では各反応部位を含んだTHDの部分構造と酸化反応において中心的

役割を果たすCompound I (Cpd I)との酸化反応モデルを反応の遷移状態構造

を含めて構築し，density functional theory (DFT)計算により，活性化エネルギ

ー (Eact)を算出した． 

 

4.2  方法 

THD の部分構造と Cpd I のモデル (reaction center models)を図 4.1 に示す．

Cpd I 中のプロトポルフィリン XI はポルフィンとして，Cpd I の Fe 原子に配

位する第 5 配座の Cys443 の側鎖を SH−としてそれぞれモデル化した(引用

文献: 4-1. 4-2)．THD については，[2−SO]の代謝反応に関わる S11 を含むモ

デルとして 10-methyl-2-(methylthio)-10H-phenothiazine，C7 ([C7−OH])及び S5 

([5−SO])を含むモデルとして，N-methylphenothiazine を使用した． 

図 4.2 に THD と各部分構造における部分電荷を示した．SOM における部

分電荷は，THD と各部分構造において違いは認められなかった．図 4.3 に

THD と各部分構造における Highest Occupied Molecular Orbital (HOMO)及び

Lowest  Unoccupied Molecular Orbital (LUMO) を示した．各部分構造の

HOMO または LUMO は THD のそれらと一致した．これらの結果より，THD

の部分構造は電子的に THD を類似しており，その使用は妥当であると判断

した． 

Reaction center model を用いた DFT 計算により，活性化エネルギー (Eact)

を算出した． 
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タンパク質内部における環境中での実効誘電率を考慮するために

IEF-PCM 法 ( = 5.70, chlorobenzene 溶媒，4-3)を用いて, B3LYP 法により以

下の全ての計算を行った．酸化反応の反応物ならびに遷移状態 (Transition 

State; TS)構造の構築と零点エネルギー (Zero-Point Energy; ZPE)補正のため

の基準振動解析では，スピン多重度は doublet 及び quartet の二つの状態を考

慮し，基底関数として Fe 原子に有効内殻ポテンシャルの LanL2DZ を，そ

れ以外の H, C, N, O, S 原子には 6-31G(d)を適用した (以下, 基底関数 BS1 と

する)． 

また，IEF-PCM/B3LYP/BS1 で構築した構造に基づき，BS1 よりも大きな

基底関数 BS2 (Fe 原子に LanL2DZ, それ以外の H, C, N, O, S 原子には

6-31+G(d,p)を適用)を用いて single point 計算を行った (IEF-PCM/B3LYP/BS2 

// IEF-PCM/B3LYP/BS1)．活性化エネルギー Eactを以下の式 (4.1)に基づき算

出した．  

 

Eact = E(TS) – [E(THD model) + E(Cpd I)] ∞ + ZPE correction + BSSE    (4.1) 

 

ここで，E(TS)は TS 複合体構造のエネルギー，E(THD model), E(Cpd I)は

反応物である THD の部分構造および Cpd I モデルのエネルギーをそれぞれ

表す．[E(model) + E(Cpd I)]∞は 2 つの部分を無限大に引き離した時の複合体

エネルギーを表す．ZPE correction は基準振動解析により温度 310 K におけ

る零点振動エネルギー補正を表す． 

さらに，TS において距離 r (X−OCpdI)を固定し，角度  (X−OCpdI−Fe)に関

する potential energy scan を実施した．すべての DFT 計算は Gaussian09 (引用

文献: 4-4)を使用した． 

基底関数重なり誤差 (basis set super position error; BSSE)の影響でエネルギ

ーが過大に評価されてしまう場合がある．従って，量子化学計算を用いる場

合は，counterpoise 法等により BSSE を補正することでより高精度な結果を

得ることができる． 

 

4.3  結果と考察 

Eact 及び TS 構造を[2−SO]の代謝反応に関わる S11 を含むモデルとして

10-methyl-2-(methylthio)-10H-phenothiazine，C7 ([C7−OH])及び S5 ([5−SO])を

含むモデルとして，N-methylphenothiazine を使用した reaction center model で

計算した． 
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図4.4にB3LYP/BS1及びB3LYP/BS2で計算した 3つの reaction center model

の Eactを示す．原子 X と OCpdI の van der Waals (vdW) 半径の合計を[E(THD 

model) + (E(Cpd I))]vdwSと定義した場合 (3.22 及び 3.32 Å，X はそれぞれ C 及

び S)，[E(THD model) + E(Cpd I)]∞ (THD model と Cpd I を∞に離した場合)と

[E(THD model) + (E(Cpd I))]vdwSの差は 1 kcal/mol (BS1 basis set)未満とほとん

ど同じであった．すなわち，Eact は位置 vdW でのエネルギーに対する TS 構

造のエネルギーの差として考えることができる． 

図 4.5 に各 reaction center model の配座と虚の振動数を示す．S11 と S5 の

Eact(sulfoxidation)は Li らが報告した dimethyl sulfide ((CH3)2S)の値とほとんど

同じであった (引用文献: 4-5, 4-6)．C7 の Eact(aromatic carbon oxidation)は他の

報告と一致した (引用文献: 4-7, 4-8)．図 4.5 において，他の報告と比較する

ために，basis set superposition error (BSSE)補正を実施していないが，

B3LYP/BS1 での BSSE (doublet (quartet) spin state)は[2−SO]，[7−OH]及び

[5−SO]で 3.03 (3.19)，3.69 (3.79)及び 3.63 (3.74) kcal/mol であった．Basis set 

(BS1 及び BS2)による違いはなく，Eactは同じ順番を示した，S5 < S11 < C7．

3 つの reaction center model すべてにおいて，スピン多重度が doublet におけ

る Eact は quartet よりも低かった．Quartet における S5 モデルの角度  

(S5−OCpdI−Fe)は最も鈍角であった (158 degrees)．C21 位の脱メチル化反応に

ついては次章に述べる． 
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4.4  小括 

本章では各反応部位を含んだTHDの部分構造と酸化反応において中心的

役割を果たすCompound I (Cpd I)との酸化反応モデルを反応の遷移状態構造

を含めて構築し，density functional theory (DFT)計算により，活性化エネルギ

ーを算出した．計算の結果，活性化エネルギーは S5>S11>>C7 であった．

これは実験で認められた生成速度の順序とは異なっており，活性化エネル

ギーだけでは説明できないことが明らかとなった． 
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第 5 章 分子動力学と量子化学計算による THD の代謝反応

機構の考察  

5.1  序論 

第 2 章における in vitro 代謝試験より，CYP2D6 における[2−SO]，[C7−OH]

及び[5−SO]の生成速度定数は[2−SO] (2.89 · 10−2 min−1) > [C7−OH] (4.86 · 

10−3) >> [5−SO] (1.62 · 10−5)の順であった．[N−desMe]はほとんど認められな

かった．[2−SO]と[5−SO]は同じフェノチアジン部の sulfoxidation であるにも

関わらず，それらの生成は大きく異なった． 

分子中の原子は 10-100 fs で 1 回振動し，化学反応も同じ時間で起こると

考えられる．反応に十分な時間であると考えられる実溶媒を用いた 5 ns の

MD-1 を 6 つの THD と CYP2D6 の共結晶構造 (4WNW 及び 3TBG)を用いて

実施した．各 MD の trajectory から，反応に重要な原子 X (S11, C7 及び S5)

と Cpd I の距離 r(X−OCpdI)及び angle (X−OCpdI−Fe)は一定であり，搖動も小

さいことを示した．(図 5.1)  3TBG の Pose II を除くすべての pose で MD 中

の平均距離 <r(S5−OCpdI)>は 10 Å 以下であった．平均角度 <(X−OCpdI−Fe)>

は<> (Group 1) = 127~146 及び<> (Group 2) = 158 (degrees)の 2 つのグルー

プに分類することができる． 3TBG の Pose II を除くすべてで

<(S5−OCpdI−Fe)>は Group 2 であった．実溶媒の代わりに距離依存誘電率 ( 
= 4r)を用い，30 ns の MD-2 を別途実施したが，同様の結果を得た．
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図 5.1 THD 及び Compound I 

* は不斉炭素を表す． 

Reaction center model を用いた S11，C7 及び S5 の酸化に対応する DFT 計

算は次の 2 つを示した; (1) Eact (S5) < Eact (S11) < Eact (C7) 及び(2) Eact (スピ

ン二重項状態 (doublet spin state)) < Eact (スピン四重項状態 (quartet spin 

state))．B3LYP/BS1 での BSSE (doublet (quartet) spin state)は[2−SO]，[7−OH]

及び[5−SO]で 3.03 (3.19)，3.69 (3.79)及び 3.63 (3.74) kcal/mol であり，予測順

位に影響を及ぼさないことがわかった． 

予想通り，sulfoxidation (S11 及び S5)の Eactは aromatic oxidation (C7)のそ

れよりも 2~7 kcal/mol 低かった．これらは dimethyl sulfide や benzene といっ

た構造的に単純なリガンドで報告されている Eactと同様の結果であった． 

S5 の酸化は最も低い Eact (doublet spin state) を示したにも関わらず，実験

的にS5の酸化に対応する[5−SO]の生成は極めて少ないことは注目すべきこ

とである． 
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5.2 分子動力学と量子化学計算による THD の代謝反応機構の考

察 

DFT 計算により構築した遷移状態構造  (doublet spin state)における

(X−OCpdI−Fe)は，異なる反応タイプにも関わらず，非常に狭い範囲 

(127~128 degrees)であった．この発見は酸化反応における THD の Cpd I への

アプローチには至適な角度があることを示唆している．それゆえに，実際

の CYP 環境下において THD が Cpd I に近接していく際の，アプローチ角

(X−OCpdI−Fe)は代謝反応に非常に重要であると考えられる． 

THD が代謝を受けるには図 5.2A の様に平均構造の各 Pose から，図 5.2B

の様に遷移状態まで近接することが必要になる．CYP2D6 において THD の

S11，C7 及び S5 が代謝されるまでの経路は図 5.3 に示すように 3 つに分け

ることができると考えられる．平衡状態から遷移状態へのエネルギー変化

は古典力場と DFT 計算をそれぞれ用いて別々に扱った．Path 1 は req (MD の

平均構造を用いた Amber の極小化計算から得られた X−OCpdIの平衡距離)か

ら rvdwS (X と OCpdIの van der Waals radii の合計)間まで近づく経路を表し，各

距離で Amber を用いて最適化計算を行った．Path 2 は Path 1 で求めた rvdwS

における(X−OCpdI−Fe)が至適な反応角度に移行する経路を表しており，各

角度で Amber を用いて最適化計算を行った．Path 3 は rvdwSと rTS (遷移状態

の距離) まで近づく経路を表し，各距離で DFT 計算を用いて計算を行った．

THD と CYP2D6 の複合体及び reaction center model において r = rvdwS の時の

(X−OCpdI−Fe)をそれぞれvdwS(complex) 及びvdwS(model)とした．
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図 5.3 CYP2D6 中で THD が平衡状態から遷移状態に至るまでの 3 つの

経路を表した概念図 

Path 1 は req から rvdwS まで近づく経路，Path 2 はvdwS(complex)が

vdwS(model)の角度まで変化する経路，Path 3 は rvdwS から rTSまで近づく経

路を表す．青色の実線及び破線は Amber，赤色の実線は DFT を用いて計算

した．  
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各 Pose における THD が Cpd I に近接していく際のエネルギー変化を図

5.4 に示した．図 5.4A 及び B は Amber を用いて，図 5.4C は DFT 計算を用

いてエネルギーの変化を計算した． 

Path 1 及び 2 において，S11 (Pose A-I)は他の Pose に比べて最もエネルギ

ー変化が小さかった．さらに Path 3 においても，S11 のエネルギー変化は小

さかった．このことは CYP2D6 において平衡状態から代謝物[2−SO]への酸

化反応は最も容易に進むことを示している． 

Path 3 のE(model)は Eactにほぼ対応するが，C7 が S5 に比べて 7 kcal/mol

以上高く，in vitro 代謝実験の結果と矛盾する．Path 2 のエネルギー障壁は

実際にはのみではなく，図 5.1 に示したの回転制限という steric restriction

によっても影響を受けるため，Path 2 のE(complex)は図 5.4B に示したもの

よりも，高くなるものと推察される．Path 2 において C7 (Pose A-II)は

vdwS(complex)がvdwS(model)まで (Path 2) 容易に変化でき，THD が Cpd I に

対して至適なアプローチをすることができると考えられる．一方，S5 は全

pose で至適なアプローチ角から 40 degree 近く異なり，至適角度からは程遠

く，エネルギー的に不利である (図 5.4B)．従って，S11 (Pose A-I)と C7 (Pose 

A-II)は productive な pose であり，他の Pose は non-productive な Pose である

と判断した． 

図 5.2 に示すように，いずれの Pose も Phe120 及び Phe483 に囲まれてい

た．CYP2C9，CYP2D6 や CYP3A4 では active site 内に phenylalanine cluster

と呼ばれるケージが存在することが報告されており (引用文献: 5-1 ~ 5-3)， 

THD においてもケージ内に捕らわれていることがわかる． Phe120 は Cpd I

近傍にあり，その位置から最も SOM に影響を与えそうな残基であり，実際，

Phe120 の変異体では，キニジンの SOM に変化が生じることがわかってい

る (引用文献: 5-4 ~ 5-6)．また Phe483 は active site の入口に位置し，その変

異体は基質の SOM を変化させることが明らかとなっており (引用文献: 5-7 

~ 5-9)，THD のの立体障害による回転制限にもこれらの残基が関わってい

るものと考えられる． 

微量な代謝物である[5−SO]は適切な結合ポーズを取ることが難しいと思

われるが，頻度は低いながらも[5−SO]生成を可能性がある; (1) 今回の短い

MD 計算では認められていないような大きな搖動により偶然にも適切な配

置をとることができる場合，(2) 結晶構造とは違う新たな結合ポーズがある

場合があると考えられるためである．Quartet spin state における遷移状態の

(S5−OCpdI−Fe)TS (quartet)は 158 degrees であり，他の model のと著しく異なっ

た．Eact (quartet) は Eact (doublet) よりも~6~7 kcal/mol 高くなるが，quartet spin 

state の至適角度が大きいため，quartet spin state 介して S5 の反応が進むこと
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が考えられる． 

Oláhら (引用文献: 5-10)は，CYP2D6における dextromethorphanの aromatic 

oxidation の研究において，quantum and molecular mechanics (QM/MM)を用い

たEactが今回使用した reaction center modelと同様の simplified modelでのEact

に比べて~18 kcal/mol 高いことを報告した．Oláh ら (引用文献: 5-10)は，こ

の原因を CYP の中で，リガンドが OCpdI に近づくための，理想的なアプロ

ーチを妨害するという steric restriction で説明した．Oláh ら (引用文献: 5-10)

の結果は THD と CYP2D6 複合体においても，至適なアプローチができない

場合は CYP 酸化反応への影響は非常に大きく，さらに reaction center model

の Eactだけでは説明ができないことを示している． 
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5.3 THD と相互作用する CYP2D6 の重要な残基の考察 

酸性アミノ酸残基である Glu216 及び Asp301 は active site 内にあり，基質

認識に重要といわれている (引用文献: 5-9, 5-11 ~ 5-15)．Glu216 または

Asp301 に変異をいれると，代謝活性が変化することが知られており，Glu216

変異体では，CYP2D6 の基質ではないテストステロンや抗不整脈薬のキニ

ジンの SOM に変化が生じる (引用文献: 5-12, 5-13)．さらに Glu216 及び

Asp301 の両変異体では，酸性化合物である非ステロイド性抗炎症薬のジク

ロフェナクができるようになる (引用文献: 5-13)．従って，Glu216 及び

Asp301 は塩基性化合物のアミン等と水素結合を形成し，その代謝に関わっ

ていると考えられている．本研究においても MD 計算 (MD-1)において得ら

れたすべてで Asp301 との水素結合が認められた．さらに Asp301 と Glu216

の結合エネルギー (Ebind = Eelectrostatic + Evan der Waals)への寄与は，他の残基

に比べ非常に高かった．従って，THD との結合において酸性アミノ酸残基

Asp301 及び Glu216 が重要であることがわかった． 

Phe120 及び Phe483 は active site 内にあり，基質認識に重要といわれてい

る．THD においても Phenylalanine cluster 内に存在している．Phe120 は Cpd 

I 近傍にあり，その位置から最も SOM に影響を与えそうな残基であり，実

際，Phe120 の変異体では，キニジンの SOM に変化が生じることがわかっ

ている (引用文献: 5-4 ~ 5-6)．また Phe483 は active site の入口に位置し，そ

の変異体は基質の SOM を変化させることが明らかとなっている (引用文

献: 5-7 ~ 5-9) 

 

5.4 In vitro 代謝試験で N-desmethyl 体がほとんど検出されない

ことの考察 

In vitro 代謝試験では，生成量を計算できない程の微量ではあるが， C21

位の[N-desMe]が認められた．[N-desMe]は Wójcikowski らもわずかに存在す

ることを報告している (引用文献: 5-16)．一般的に，CYP2D6 の基質は塩基

性窒素から5-7Åの範囲にSOM存在することが報告されている (引用文献: 

5-17)．本研究において，THD の N16 位が Asp301 と水素結合する．おそら

くこの水素結合の為に，ピペリジン環を Cpd I に近づけるような適切な結合

pose を取れないためではないかと思われる．脱メチル化反応を図 5.5 のモデ

ル系 (IEF-PCM/B3LYP/BS2)で検証したところ (図 5.5)，水素移動 (Step 1) 

の活性化エネルギー (Ea)はほとんどなく，CYP2D6 による酸化 (Step 2)の
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Ea は 6.4 kcal/mol であり，両 step 共に S5，S11 及び C7 位の水酸化の Eaに

比較して低い．図 5.6 に脱メチル化モデルにおける TS 構造を示した．非酵

素的脱メチル化 (Step 3) (引用文献: 5-18)は Ea = 31.4 kcal/mol と反応律速段

階であり，図 5.7 に示した S5，S11 及び C7 位の水酸化反応に比べ高く，脱

メチル体の生成はしにくいと考えられる． 
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図 5.5  THD の脱 N-methyl 化反応 (IEF-PCM (CHCl3)/B3LYP/BS2) 

 
図 5.6  脱 N-methyl 化反応の TS 構造の配座と虚の振動数 

(IEF-PCM (CHCl3)/B3LYP/BS2，doublet) 

結合長は angstrom で表す． 
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5.5 小括 

今回の結果は酸化される原子がOCpdIへアプローチする際の至適な角度が

あることだけではなく，CYP 酸化反応を容易にするために近接する必要が

あることを示唆した．Cpd I に対して THD の適切な配置 (相対的に短い

<r(X−OCpdI)>と(X−OCpdI−Fe)TS に近い<(X−OCpdI−Fe)>)を取れば，優先的に

それぞれの Eaに対して代謝物が生成すると思われる． 
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第 6 章 総合討論 

薬物はほとんどの場合，未変化体の薬効により有効性を発揮する．その

為，化合物の構造展開にあたっては，薬効や毒性を考慮することは当然で

あるが，代謝を受けにくいものを創成する．具体的には，cytochrome P450 

(CYP)が薬物代謝酵素で最も重要であることから，CYP の基質とならないよ

うな構造展開を実施する． 

我々は cytochrome P450 aromatase によって生成したステロイドホルモン

の一種であるエストロゲンが脳内で新生期の神経回路網形成に重要な役割

を果たしていることを明らかにしている (引用文献: 6-1)．また，我々は新

規抗結核薬であるデラマニドの代謝には様々な CYP が関わり，特に

CYP3A4 が重要であることも明らかにしている (引用文献: 6-2)．この様な

例に代表されるように，CYP は生体内基質の酸化及び薬物の代謝という 2

つの重要な役割から，生体の成長，恒常性維持及び防御を担っている． 

薬物代謝に関わる CYP 分子種は総じて，基質特異性が緩く，化合物の構

造だけでは代謝を受けるか否か判断することはできないため，結局のとこ

ろ，一つ一つ実験で明らかにするしかないのが実情である．その実験の手

間及びコストは膨大であり，簡便な判断法の開発が望まれている．その 1

つの手段として，“in silico”が挙げられる．昔から，in silico 用いた CYP の

研究は盛んに行われているが，基質特異性の低さなどが原因で，基質にな

るか否かの予測はもとより，その代謝メカニズムもはっきりとわかってい

ないことが多い． 

本研究では，抗精神病薬のチオリダジン  (THD)の薬効や毒性発現が

CYP2D6に積極的に代謝されることにあること着目し，CYP2D6によるTHD

の代謝メカニズムを明らかにすることを目的とした． 

THD と CYP2D6 の共結晶構造は複数得られており，これらの結合ポーズ

で OCpdI (Cpd I の鉄原子に結合した酸素原子)に最近接する THD の原子は

S11，C7 及び S5 であり，これらは in vitro で認められる代謝物 (それぞれ

[2−SO]，[C7−OH]及び[5−SO])に対応するものであった．(図 6.1) まず本研

究では in vitro 代謝試験より，CYP2D6 で代謝物の生成は[2−SO] > [C7−OH] 

>> [5−SO]の順となることを明らかにした． 

次に共結晶構造から MD 計算を用い，その構造から CYP2D6 と THD の結

合において，(X−OCpdI−Fe) (X = S11，C7 及び S5)が 2 つのグループに分け

られることを明らかにした．続いて THD の部分構造と Cpd I を用いた DFT

計算から，sulfoxidation (S11 及び S5)及び aromatic oxidation (C7)の遷移状態

構造を構築したが，その(X−OCpdI−Fe)は異なる反応系に関わらず同じであ
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った．このことから至適なアプローチ角があることがわかった． 

THD が代謝を受けるには平均構造の各 Pose から，遷移状態まで近接する

ことが必要になる．この経路を req から rvdwSまで近づく経路，vdwS(complex)

がvdwS(model)の角度まで変化する経路， rvdwS から rTS まで近づく経路の 3

つに分割し，評価した．S11 に対応する Pose では，すべての経路でエネル

ギー的に有利であり，[2−SO]への酸化反応が容易に行くことを示した．活

性化エネルギーは C7 > S5 となり実験結果と矛盾している．C7 に対応する

Pose は平均構造と遷移状態との(X−OCpdI−Fe)が近いが，C5 では大きく異な

ることから，おそらくエネルギー障壁は(X−OCpdI−Fe)やの回転制限という

steric restriction よって影響を受けることが原因で代謝物の生成は[C7−OH] 

>> [5−SO]となると考えられた． 

 

図 6.1 THD 及び Compound I 

* は不斉炭素を表す． 

 

本研究で得られた結果は酸化される原子がOCpdIへアプローチする際の至

適な角度があること，さらに CYP 酸化反応を容易にするために近接する必

要があることを示唆した．Cpd I に対して THD の適切な配置 (相対的に短

い<r(X−OCpdI)>と(X−OCpdI−Fe)TS に近い<(X−OCpdI−Fe)>)がなされれば，優

先的にそれに対応する代謝物が行われると思われる． 

共結晶構造を基に，MD と DFT 計算を用いることによって，CYP2D6 に
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おける THD の代謝メカニズムを明らかにし，共結晶構造と代謝反応を互い

に結び付けた． 

THD の主要代謝物は methylthio 側鎖の酸化代謝物である[2−SO]であり，

この[2−SO]は THD よりも dopamine D2 アンタゴニスト作用が強く，[2−SO]

の生成はdrug-drug interactionやQT延長のような副作用を引き起こすことが

わかっている．この様に，THD は代謝的及び薬理学的に methylthio 側鎖が

重要であることが明らかとなっている．本研究はこれらの methylthio 側鎖の

特性をより理解しやすいものにした． 

これまでのケモインフォマティクス等で距離を用いた従来の予測方法か

ら，大まかな SOM を推測できることが報告されている (引用文献: 6-3)．し

かしながら，精密な予測，例えば隣接する原子のどちらが代謝のターゲッ

トとなるのかを定量的に予測することは難しい．今回の研究では，共結晶

構造，in vitro 代謝試験や変異体を用いた適切な実験結果がある場合，代謝

メカニズムを明らかにすることを可能にした．これらの方法を用いれば近

接する SOM の識別が可能になるであろう． 

患者のためになる薬を上市するには，薬効があることはもちろんである

が，副作用や薬物動態など様々なパラメータの最適化も重要である．CYP

代謝においても，最適化が必要となる．図 6.2 に探索研究段階における代謝

改善の流れを示す．In vitro 代謝試験は十分に研究がなされ，in vivo を反映

した実験系ができているが，その実験の手間及びコストは膨大である (図

6.2)．さらに，in vitro から得たデータを用いて，問題となる部分構造を明ら

かにできること (図 6.2)は稀で，多くは原因がはっきりしない．現状 in vitro

代謝試験の結果は新しい合成展開に使われるというよりは，薬効や副作用

面で有望な化合物について，代謝が悪くないか確認する為に使われる程度

で，大量のデータを活かせていない (図 6.2)． 
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図 6.2 探索研究段階における代謝改善の流れ 

 

この様に，労力の割にその結果を合成展開に活かせていない現状がある． 

図 6.3 に本研究を受けた新しい代謝改善方法を示す．様々な実験データを

用い，OCpdIで代謝を受けるまでの過程を(1) 結合過程と(2) 反応過程に分け，

それぞれ分子動力学法及び密度汎関数法を用いて詳細に明らかにすること

で，問題となる部分構造を明らかにでき，効率的な合成展開が期待できる．

さらに，代謝メカニズムの解明は，薬物間相互作用，遺伝子多型，薬効及

び毒性発現の最適化につなげることができる可能性がある．今回の研究で

は複数の共結晶構造を用い，信頼できる初期構造として使用した．しかし

ながら，複数の共結晶構造が報告されている例は少ないため，当研究室で

は単一の共結晶構造からドッキングソフトである GOLD を用いて初期構造

を構築し，代謝メカニズムの研究を行っている．信頼できる初期構造が構

築できることが期待される． 
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図 6.3 新しい代謝改善方法 

薬物代謝に関わる CYP は膜タンパクであり，結晶構造を得ることは難し

かったが，2000 年頃から結晶構造が報告されるようになってきた．さらに，

急速なコンピューターの発達により，大きな分子でも量子化学計算が適用

できるようになりつつあり，酵素反応を高精度に予測することができるよ

うになってきている．現状では低コストな計算手法である Hartree-Fock 法を

用いても化学反応のエネルギーを 99%以上の精度という高い精度で求める

ことができる (引用文献: 6-4 ~ 6-6)．しかしながら，化学反応を定量的に記

述するには 99%でも十分とは言えない． 

技術の進歩，特にコンピューターの進歩は著しく，今後も進んでいくも

のと考えられる．それにより，最高精度の計算手法である完全電子相関法 

(Full CI 法)に近く，酵素反応を定量的に議論するのに十分な化学的精度を持

った，量子化学計算が気軽にできるようになるものと思われる． 

コンピューターで気軽に高精度の酵素反応を再現することができるよう

になれば，問題となる化合物の部分構造がはっきりと理解することができ

ることとなる．そうすれば，合成展開の速度が飛躍的にアップし，より早

く，より良い薬を患者さんに届けることができるようになると思われる．
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