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略語表 
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D L-DOPA (L-3,4-

dihydroxyphenylalanine) 
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DOPA 3,4-dihydroxyphenylalanine 
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KA Kojic acid 
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第 1 章 序論 

1.1. 皮膚の色調と美容 

「色の白いは七難隠す」という日本のことわざにもあるとおり、美白は古来より尊いもの

として定義されてきた。「美白」という言葉が人口に膾炙したのは、1990 年代後半だとされ

ているが、正確な出自を記した文献はない。しかし、美白という行為そのものは、洋の東西

を問わず古くから行われてきた。白い肌が美しいという記述は、日本においては「日本書紀」

にまでさかのぼることができる。平安時代の「枕草子」でも白粉がとれて舎人の黒い地肌が

露出することは、見苦しいと記述されている[1]。西洋においても、４大文明の興ったころか

ら、美白が高貴の象徴として捉えられていた[1, 2]。翻って、現代の日本においても、美白は

人々の、とりわけ女性たちの関心の対象である。女性向け情報サイト BWRITE 

(http://bwrite.biz/archives/8351 2016 年 11 月 8 日閲覧)では、20 代以上の女性 200 人に美容

に関するアンケートを実施したところ、75％の女性が美白ケアをしていると回答した。しか

も、そのうち半数以上が年間を通して美白ケアを行っているという(Figure 1.1.1.)。このよう

に美白は、現代の女性にとって必須のアイテムであり、美容上大きな関心ごとであるといえ

る。これまでに数多くの美白剤が探索されてきた。中には分子メカニズムが不明なまま利用

されるものもある。特にターゲットとなるチロシナーゼと美白剤の相互作用いついての理

解は進んでいない。本研究では美白剤の阻害メカニズムのうち、未だ理解の十分でない部分

を示し、種種のフェニル安息香酸誘導体を用いてそれについて考察し、明らかにしていくこ

とを目的とした。 
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Figure 1.1.1. 20 代以上の女性に対する美白に関するアンケート 女性向け情報サイト BWRITE 

(http://bwrite.biz/archives/8351 2016 年 11 月 8 日閲覧)のまとめた美白に対する意識調査。A 美白ケアを行っ

ているか B美白ケアを始める時期 に関してそれぞれ 20代以上の女性 200人に対し調査した結果を円グ

ラフにて示す。 
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1.2. 皮膚の色調を決定する要因 

皮膚のしみやそばかす等、色素の過剰な生成によって引き起こされる症候は、美容的観

点から避けては通れない課題であり、多くの化粧品、医薬部外品、医薬品の開発において広

く研究されている。その色調の元となっているのがメラニンである。メラニン分子は巨大な

バイオポリマーであり、原料はアミノ酸の 1 種のチロシンである。メラニン生成酵素群の中

で着目されているのがチロシナーゼ(EC 1.14.18.1)であり、チロシンがメラニンとなるまでの

ステップの中で律速となる部分を担っている。チロシナーゼは、近年、化粧品、医薬のみな

らず、農業、材料科学など様々な分野で注目されているタンパク質である。チロシナーゼは、

主に 2 つの反応を触媒する。1 つは L-DOPA のようなオルト(o-)ジフェノールを o-キノンへ

と酸化する反応(ジフェノラーゼ活性)であり、もう 1 つは L-チロシンのようなモノフェノー

ルを o-キノンへと酸化する反応(モノフェノラーゼ活性)である(Figure 1.2.1.) [3, 4]。従来、モ

ノフェノールは、一度 o-ジフェノールに酸化されてから o-キノンへと酸化されると考えら

れていたが、最近の研究では直接 o-キノンが生成され、後に述べる反応によって o-キノン

が還元されて溶液中に o-ジフェノールが生じているとされている。o-キノンは、後に詳しく

述べるが、酸化され、重合して巨大なバイオポリマーであるメラニン分子となる。 

メラニン分子は、哺乳動物の細胞においてはメラニン産生細胞(メラノサイト)によって

合成される。メラノサイトにはメラノソームという特徴的な細胞小器官があり、メラノサイ

ト内で成熟したメラノソームが隣接するケラチノサイトに受け渡され、ケラチノサイト内

に蓄積することで皮膚の色調が黒色を呈する。メラノサイトは、発生時に神経堤より分化し

た細胞であるといわれており、主に表皮や毛包へ分布するが、真皮、心臓、内耳器官への分

布も報告されている。しかしながら、表皮以外に分布したメラノサイトの機能や役割につい

てはほとんど解明されていない[5]。 

 皮膚は、Figure 1.2.2.A に示すように層状の構造を形成しており、表皮と真皮は基底

膜によって隔てられている。表皮は基底膜に接する基底層の細胞が分裂し、分化することで
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形成される。その分化の過程で有棘細胞、顆粒細胞となり最終的には脱核してケラチン線維

に富む扁平な死細胞となり、約 28 日のサイクルで表面から脱落する(ターンオーバー) [6]。

メラノサイトは基底層にあり、基底層のケラチノサイト 30 個に対してメラノサイト 1 個の

割合で存在している[5]。メラノサイトで作られたメラニンは、メラノソームという特殊な

構造体に封入され、周囲の細胞へ受け渡され、表皮のターンオーバーとともに排出される

[7]。したがって、ターンオーバーのサイクルが乱れると、メラニンは表皮に蓄積し、皮膚は

黒色を呈する。 

人種間でのメラノサイトの数は同じであり、皮膚の色の違いはチロシナーゼの活性に

よるとされている。Fitzpatrick は、1972 年から 1975 年にかけて屋外での太陽光に対するオー

ストラリア人の肌色の変化や皮膚反応などを調べ、Skin PhototypeⅠ～Ⅲの分類を行った。

現在ではそれに加えて、Ⅳ～Ⅵが付されている。肌色が白に近いタイプがⅠであり、黒くな

るに従って数字が大きくなる (Table 1.2.1.)[8]。 
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Figure 1.2.1. チロシナーゼの酵素反応の概要 チロシナーゼ(Tyr)は L-チロシンなどのモノフェノールを

o-キノンへと酸化する(モノフェノラーゼ活性)。o-キノンは複数の酸化過程及び重合反応を経て、メラニン

となる。また、その過程で L-DOPA などの o-ジフェノールが生じるが、o-ジフェノールもチロシナーゼに

よって酸化されて o-キノンとなる(ジフェノラーゼ活性)。 

 

 

Figure 1.2.2. 表皮の構造 Śniegórska らの図(Postepy Biochem. 2016;62(1):36-45, Ryc. 1) [6]を一部改変。基

底層の細胞は分化するに従って、有棘層、顆粒層となりながら、皮膚の外側へおしやられ、やがて脱核し

て角質層となり剥がれ落ちる。B 石田らの図(顕微鏡 Vol.48 (1) 2013, 図１) [7]を引用。メラノサイト内で

作られたメラノソームは周囲の細胞へメラノソームを輸送する。 
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Table 1.2.1. Fitzpatrick により分類された Skin Phototypes 

Phototype 
Sunburn and 

tanning history 
Skin color 

Ⅰ 
Burns easily 

Never tans 
Ivory white 

Ⅱ 
Burns easily 

Tans minimally with difficulty 
White 

Ⅲ 
Burns moderately 

Tans moderately and uniformly 
White 

Ⅳ 
Burns minimally 

Tans moderately and easily 

Beige-olive, 

lightly tanned 

Ⅴ 
Rarely burns 

Tans profusely 

Moderate 

Brown or tanned 

Ⅵ 
Never burns 

Tans profusely 

 Dark brown 

or black 
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1.3. チロシナーゼ 

チロシナーゼは、自然界に広く存在するタンパク質の１つである。特に、放線菌

(Streptomyces castaneoglobisporus)、マッシュルーム(Agaricus bisporus)のものがよく研究され

ており、それぞれ結晶構造も報告されている(第 1 章 1.5.節も参照) [9-11]。化粧品・医療の

分野では、ヒト(Homo sapiens)のチロシナーゼも研究対象にはなっているが、下等生物のチ

ロシナーゼは溶液中に拡散しているタンパク質であるのに対し、ヒトを含む哺乳動物のチ

ロシナーゼは膜結合型タンパク質である。このことが障害となり、酵素学的な性状解析はほ

とんどなく、結晶構造も報告されていない。また、食品科学の分野では、リンゴやジャガイ

モなどのチロシナーゼが研究対象となっている。植物は、メラニン分子を虫害などからの生

体防御に使用しているため、果物の収穫後などに傷つくと、褐変がおこる。したがって、こ

の分野では、食品の色を美しく保ったり、品質を高く保ったりすることを主な課題としたチ

ロシナーゼの研究が行われている[12]。 

チロシナーゼはヘモシアニン、カテコールオキシダーゼと相同性が高く、これらはいず

れも活性中心に銅及び酸素を含んでいる。ヘモシアニンは軟体動物などにおいて血液中に

あり、酸素を運搬する。カテコールオキシダーゼは、ジフェノラーゼ活性は持つが、モノフェ

ノラーゼ活性は持たない酸化酵素である。これら 3 者はその機能ゆえにヘモシアニン、カテ

コールオキシダーゼ、チロシナーゼの順に進化したとされていたが、近年の進化学的研究で

は共通の遺伝子を基にするものの、それぞれ独立に進化してきた酵素であると示されてい

る[13]。これら 3 種の酵素はいずれも活性中心に 2 つの銅原子を含み、銅タンパク質に位置

づけられる。銅タンパク質は、配位している銅イオンの吸収スペクトルや ESR(Electron Spin 

Resonance)スペクトルの違いによって、3 つのタイプに分類される。 

タイプⅠ銅は、配位しているシステインの S-から Cu2+への電荷移動遷移による強い吸

収が 600 nm 付近に見られ、濃い青色を呈する。このことからタイプⅠ銅を含むタンパク質

は、ブルー銅タンパク質と呼ばれる。一方で、タイプⅡ銅は、そのような電荷移動吸収帯を
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持たず、呈色も弱い。タイプⅠ銅やタイプⅡ銅は常磁性であるが、それとは異なり、３核、

すなわち３つの銅イオンを活性中心に持つ酵素において、そのうちの２つは反強磁性的相

互作用により ESR 不活性となっている。これらの銅イオンは、タイプⅢ銅と呼ばれる。チ

ロシナーゼ、カテコールオキシダーゼ、ヘモシアニンは２核の銅タンパク質であるが、これ

らの銅イオンもタイプⅢ銅である[14-16]。 

したがって、チロシナーゼを含む 3 種の銅タンパク質は、タイプⅢ銅タンパク質に分類

され、銅を活性中心に保持するための進化的に保存された配列を共通に持つ。この配列はヒ

スチジンに富み、Figure 1.3.1. A に示すように 6 つのヒスチジンが 2 つの銅イオンを保持す

るために役立っている。タイプⅢ銅イオンの間に保持される酸素は、原理上 side-on 型と end-

on 型を形成することが可能である(Figure 1.3.1. B)が、チロシナーゼの場合は side-on 型であ

ることが示されている。この酸素種は、基質であるチロシンのフェノール基の o-位を求電

子的に攻撃する[14]。 

チロシナーゼの活性中心はさらに、酸素の保持の仕方によって 3 つの状態を取ると考

えられている。まずは、酸素を全く保持していない deoxy 型酵素、次に、酸素分子を 1 つ保

持している oxy型酵素、そして、水酸化物イオンを 1つ保持しているmet型酵素である(Figure 

1.3.2. A)。チロシナーゼの反応サイクルは、これらの 3 つの状態を行き来する大変複雑なも

のである[17]。ここでは、deoxy 型酵素を出発点として説明する。まず、deoxy 型酵素は水溶

液中の溶存酸素分子を捕捉して oxy 型酵素となる。oxy 型酵素は、モノフェノールと反応す

ると deoxy 型酵素を再生し、対応する o-キノンを生成する。一方で、oxy 型酵素が o-ジフェ

ノールと反応すると、o-キノンの生成とともに自身はmet型酵素となる。このmet型酵素は、

oxy 型酵素よりも o-ジフェノールに対する親和性が高いとされており、o-ジフェノールと反

応して o-キノンの生成とともに deoxy 型酵素へと戻る。すなわち、モノフェノラーゼ活性

(サイクル)では、1 サイクルにつき 1 分子の o-キノン、ジフェノラーゼ活性(サイクル)では、

1 サイクルにつき 2 分子の o-キノンが生成する (Figure 1.3.2. B) [18-21]。 
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o-キノンからメラニンのポリマライズにいたるまでは生理的な条件下では自然に進行

する。ここでは、L-チロシンを出発物質とした系について説明する。まず、前述のように L-

チロシンは、L-ドパキノンとなる。次に、L-ドパキノンは、環を巻いてロイコドパクロムと

なる。続いてロイコドパクロムと L-ドパキノンが反応して、ロイコドパクロムはドパクロ

ムに、L-ドパキノンは L-DOPA となる。L-チロシンのみを出発物質とした場合、溶液中の L-

DOPA はここで生じる。ドパクロムは複数の過程を経て酸化され、5, 6-ジヒドロキシイン

ドール、インドール-5, 6-キノン、5, 6-ジヒドロキシインドール-2-カルボン酸、インドール-

2-カルボン酸-5, 6-キノンを生じる(Figure 1.3.3.a)。哺乳類にはチロシナーゼ関連タンパク質

(Tyrosinase related protein 1; Tyrp1, Tyrosinase related protein 2; Tyrp2)などがあり、反応を補助

している。これらの生成物が複雑にポリマライズして巨大なバイオポリマー、すなわち、メ

ラニン分子となる。これは黒色をしており、ユーメラニンと呼ばれる。 

一方で、反応系にシステインやグルタチオンなどの SH 基を持つ還元性の分子が存在す

ると、Figure 1.3.3.の b のほうへ反応が進み、最終的に重合したバイオポリマーはフェオメ

ラニンと呼ばれる。フェオメラニンはユーメラニンとは異なり、黄赤色を呈する。 
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Figure 1.3.1. チロシナーゼの活性中心における酸素の状態 A. Gerdemann ら(Acc. Chem. Res. 2002, 35, 

183–191)Figure3B より抜粋 B タイプⅢ銅酸化酵素の酸素原子がとりうる錯体の様態。 
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Figure 1.3.2. チロシナーゼの 2 つの活性サイクル A. チロシナーゼの活性中心のとりうる 3 つの状態 

N:ヒスチジン残基の N 原子 B. チロシナーゼの 2 つの活性サイクル。T: L-チロシン、D: L-DOPA、DQ: L-

ドパキノン 
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Figure 1.3.3. メラニンの生合成経路 a. ユーメラニン(eumelanin)の生合成経路 b. フェオメラニン

(pheomelanin)の生合成経路 Tyr：チロシナーゼ、Tyrp1：チロシナーゼ関連タンパク質１、Tyrp2：チロシ

ナーゼ関連タンパク質 2 *2 分子の leucodopachrome から dopachrome 及び L-DOPA が生じる 
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1.4. チロシナーゼの立体構造 

今までに報告されているチロシナーゼの X 線結晶回折構造は、以下のものがある。 

(i) Streptomyces castaneoglobisorus チロシナーゼ[11] 

(ii) Bacillus megaterium チロシナーゼ[22] 

(iii) Citrobacter freundii チロシナーゼ[23] 

(iv) Agaricus bisporus チロシナーゼ[9, 10] 

特に、マッシュルーム(A. bisporus; iv)チロシナーゼは広く使われているにも関わらず、

X 線結晶構造は 2011 年になるまで報告されなかった。それ以前は、放線菌 (S. 

castaneoglobisporus; i)チロシナーゼの構造を基にコンピュータ上でホモロジーモデリングの

手法を用いてタンパク質構造を構築するより他はなかった[24]。ヒトチロシナーゼを含む哺

乳類のチロシナーゼの結晶構造は、まだ報告されていない。 

2011 年に報告されたマッシュルームチロシナーゼの構造は、2Y9W(ネイティブ型)及び

2Y9X(トロポロンとの共結晶)である。これによれば、マッシュルームチロシナーゼは、H サ

ブユニットと L サブユニットが 2 つずつ集まった 4 量体である。銅を含む活性中心は、H サ

ブユニットにある[9]。活性に重要であると考えられるアミノ酸は、①銅を保持するための

アミノ酸 ②基質や阻害剤と相互作用すると考えられるアミノ酸である。①のアミノ酸は 6

つのヒスチジン残基であり、His61、His85、His94 及び His 259、His263、His296 である。そ

のうち、His85、His259、His263 がポケットの入り口に近い。その他には、His244、Glu256、

Phe90、Phe264、Val283、Asn260 が基質を活性中心に呼び込むのに重要であると考えられて

いる。基質以外にも阻害剤との重要なアクセスポイントとして、Arg286、Ser282、Pro284、

Val247、Vl248 などが考えられているが、いずれもどのような相互作用を行うかということ

はほとんど考察されていない(Figure 1.4.1.)[4]。 
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Figure 1.4.1. チロシナーゼの活性中心において重要なアミノ酸 Gunia-Krzyżak らの図(Curr Med Chem. 

2016;23(31):3548-3574, Fig. (4)) [4]を引用。 
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1.5. チロシナーゼ活性を調節する薬剤 

1.5.1. チロシナーゼ阻害剤の応用範囲 

 ヒトのチロシナーゼ活性を制御する目的として、最も重要なのが、化粧品分野に

おける応用である。チロシナーゼを阻害することによって、皮膚の色素沈着を低減する

ことができ、この場合、より安全で強い阻害能を持つ化合物が求められる。他に、チロ

シナーゼが原因で起こる疾病の治療にも応用可能である。肝斑(melasma)は、比較的頻

度の高い色素沈着症状であり、発症頻度は地域や人種にもよるが、9-40%である[25]。

治療にはチロシナーゼ阻害剤であるハイドロキノン(付録 A1(a))が用いられる。 

農業化学や食品化学の分野では、褐変制御が問題となる。リンゴやマッシュルーム

では、その組織が傷つくという刺激によってチロシナーゼ活性が顕在化しメラニンを

生成した結果、褐色になる。これは各々の生物の防御機構であると考えられるが、食品

製造及び流通業者にとってはこの着色は防止すべきものであり、褐変制御法のひとつ

としてチロシナーゼの阻害剤が応用可能である[12]。 

チロシナーゼの制御を治療ターゲットとすることに関して論争が続いているもの

として、メラノーマ(melanoma)やパーキンソン病(Parkinson’s disease)との関係がある。

メラノーマは、メラノサイトが異常な増殖性を持つようになった癌であり、最も悪性度

の高い癌のうちの１つである。メラノーマは、悪性黒色腫と呼ばれるように黒色を呈す

るのが特徴であり、メラニン色素の蓄積を伴うのが普通である。しかし、近年、黒色を

呈さないメラノーマ(amelanotic melanoma)が報告され、メラニン色素とメラノーマとの

因果関係に関して疑問もある。メラノーマとチロシナーゼの関係性に関しては、糖鎖修

飾の阻害剤によるメラノーマ細胞の増殖抑制とメラニン量の低下[26, 27]、チロシナー

ゼ阻害作用を持つフラボノイドによるメラノーマ細胞の増殖抑制[28]などの報告があ

るが、これらは別のターゲットの抑制による増殖抑制と、メラニン生合成経路の抑制が

独立事象であるという可能性を残していて、直接的な証拠とはなっていない。近年の統
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合的なゲノム解析で、チロシナーゼ関連タンパク質のマスターレギュレータである転

写因子 MITF が、悪性のメラノーマで増加していることが報告された[29]。また、MITF

のノックダウンにより変動する miRNA で、チロシナーゼ関連タンパク質の発現を制御

するものが発見された[30]。これらは、チロシナーゼの発現及びメラノーマの黒化が単

にメラノサイトが増殖することの結果であることを思わせる。2015 年には、Sekine ら

のグループがチロシナーゼをノックダウンしたマウスメラノーマ細胞を C57BL/6 マウ

スに尾静脈注射して生存率を確認しているが、コントロール群と比べ生存率に差は見

られなかった[31]。しかしながら、この実験ではチロシナーゼのノックダウンにより転

移する臓器の部位が変化しており、チロシナーゼとメラノーマの悪性度に関しての議

論の決着はまだついていない。 
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1.5.2. チロシナーゼ活性化剤 

低分子化合物によるチロシナーゼの活性化がいくらか報告されているが、チロシ

ナーゼ阻害剤とは異なり、活性化剤はあまり着目されていない。通常、反応の活性化メ

カニズムは、①酵素のリン酸化、切断、などの構造変化 ②アロステリック調節 が考

えられるが、現在報告されているチロシナーゼ活性化剤は、総じて基質類似の構造を

持っている。Table 1.5.2.に、現在までに報告されている活性化剤をまとめた。ほとんど

の活性化作用は、マッシュルームチロシナーゼのジフェノラーゼ活性に対して報告さ

れている。-アルブチンや 4-ヒドロキシフェニル酢酸はモノフェノラーゼ活性に対し

ては阻害効果を示す[32, 33]。3-ヒドロキシキヌレニンはチロシナーゼの基質となるよ

うな o-アミノフェノールの誘導体の研究から生まれた活性化剤であり、Xie らはそれを

Substrate/Activator と呼んでいる[34]。 

チロシナーゼ阻害剤が in silico 解析などの手法によって、マッシュルームチロシ

ナーゼを阻害するのに重要なアミノ酸に関する知見が提唱されているのに対し(1.4.節

も参照)、チロシナーゼ活性化剤にはそのような構造学的な知見はない。また、チロシ

ナーゼ活性化剤は、実験室レベルでは確認されているが、これまでに使用実績はない。 
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Table 1.4.2. チロシナーゼ活性化剤 

Compound Activation 

(conc.) 
Substrate Year Ref. 

Structure Name 

 

3-Hydroxy 

kynurenine 

650% 

(240 M) 

0.3 mM 

L-Tyrosine 
2003 [34] 

 

2,3,5,4'-

Tetrahydroxysti

lbene-2-O--D-

glucoside 

(THSG) 

126% 

(70 mg/mL) 

0.27 mM 

L-DOPA 
2008 [35] 

  

Emodin 
31% 

(15 mg/mL) 

0.27 mM 

L-DOPA 
2008 [35] 

  

Physcion 
15% 

(15 mg/mL) 

0.27 mM 

L-DOPA 
2008 [35] 

  

Chrysophanol 
10% 

(15 mg/mL) 

0.27 mM 

L-DOPA 
2008 [35] 

 

4-Hydroxy 

phenylacetic 

acid 

108% 

(0.8 mM) 

1.0 mM 

L-DOPA 
2009 [33] 

 

 

6a (X = H) 

6b (X = Cl) 

6d (X = NO2) 

6a: 840 % 

6b: 72% 

6d: 23.6% 

3.90 mM 

L-DOPA 
2013 [36] 

 

-Arbutin 
65% 

2.5 mM 

0.5 mM 

L-DOPA 
2014 [32] 
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1.5.3. チロシナーゼ活性制御の課題点 

チロシナーゼ制御性化合物、特にこれまで多く報告されてきた阻害剤について、体

系的にまとめることは難しい。なぜなら、チロシナーゼ阻害剤の探索の報告には 2 つの

潮流があるからである。1 つは化粧品的なアプローチである。化粧品においては「天然

物神話」ともいうべき「合成でない、天然の化合物こそが安全である」という消費者意

識があり、美白化粧料に配合するチロシナーゼ阻害剤も天然物のなかから多く探索が

なされてきた。これらは、天然物の骨格・構造の範囲では異性体等を評価しているもの

の、類縁骨格については天然でない場合には評価の対象とならないため、重要な構造を

はっきりさせられない側面もある。このことから、本論文で解決したい 1 つ目の問題

は、チロシナーゼの阻害剤として重要な構造はいかなるものであるのか、という問いで

ある。また、活性化作用を持つ化合物に関して、その構造がいかなるものであるのかと

いうことは阻害剤以上に判明しておらず、共に解決したい課題である。 

2 つ目の潮流は有機合成化学の報告論文において、生体分子に対する阻害効果の 1

つとしてチロシナーゼが選択されることが多いという点である。これらの阻害剤は基

本骨格もばらばらで統一的な取り扱いが難しい。本論文で取り組む 2 つ目の問題は、こ

れらを作用メカニズムという観点から、統一できないかという問いである。例えば、こ

れまでこれらのチロシナーゼ阻害剤は酵素学的な解析として、ラインウェーバー・バー

クプロットを用いて競合・非競合阻害などの様式が決定されている。そのうちほとんど

が非競合阻害様式であるにもかかわらず、酵素のアクティブポケットとの相互作用に

ついて述べられているものもあり、分子メカニズムに関して定説がない。 

阻害剤評価の際、マッシュルームチロシナーゼは商業的に安価で利用可能であり、

評価法としてよく用いられる。しかし、マッシュルームのチロシナーゼとヒトのチロシ

ナーゼの配列相同性は 23％程度であり、マッシュルームチロシナーゼで阻害活性を示

した化合物が、ヒトでは著効しないという報告もある。これらのことから、ヒトチロシ



24 

 

ナーゼで活性を示す化合物を探索しなければならないが、1.3.節でも記したように、ヒ

トチロシナーゼの in vitro 活性を測定する系の開発は進んでいない。最近、直接ヒト皮

膚 3次元モデルやヒト検体での in vivoで評価する方法が用いられてきている。しかし、

ヒトチロシナーゼの活性中心の構造や酵素反応のメカニズムなどの酵素学的な研究は

ほとんど行われておらず、未解決のまま残されている。そこで、3 つ目の問題点として、

ヒトチロシナーゼの活性中心とマッシュルームチロシナーゼの活性中心の構造はどの

ように異なり、同じ部分は何なのかという点の解明が必要であると考えられる。 
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1.6. 本研究の概観 

1.5.節でチロシナーゼ活性を調節する薬剤の適用範囲について紹介した。そして、これ

までの研究で残されている問題点を指摘した。阻害剤の構造及びヒトチロシナーゼの活性

中心に関する構造的な知見を包括的に理解しなければならない一方で、マッシュルームチ

ロシナーゼの活性中心の構造についてもまだまだ理解が進んでいないことも事実である。

本研究ではまず、マッシュルームチロシナーゼの構造について整理する必要があると考え

た。 

第 2 章で明らかにするのは、フェニル安息香酸誘導体の in vitro マッシュルームチロシ

ナーゼ阻害作用、及びその阻害剤の酵素との相互作用に重要だと考えられるアミノ酸残基

である。その相互作用の仕方について、今までに得られている知見と併せて考察をする。 

次に、第 3 章では、これらの阻害剤の 2 種類の基質に対する効果の差に着目し、今ま

で考察されてこなかったチロシナーゼの活性中心の 3 つの状態とチロシナーゼ阻害剤との

関わりについて解析する。 

第 4 章では、マッシュルームチロシナーゼの活性を増大させる化合物に関しての考察

を、第 2 章、第 3 章の考察に基づいてさらに深める。 

第 5 章では、フェニル安息香酸誘導体、及びツヤプリシン類がヒトチロシナーゼに及

ぼす効果について検証し、ヒトチロシナーゼとマッシュルームチロシナーゼの違いについ

てより詳細に検討する。 

第 6 章では、これまでの議論を総括し、チロシナーゼ阻害剤のこれからについて展望

する。 
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第 2 章 フェニル安息香酸誘導体のチロシナーゼ阻害作用 

2.1 背景 

チロシナーゼ阻害剤として多くの化合物が報告されているが、その多くは複雑な構造

を持つ化合物であり、阻害活性に寄与する構造を同定するのが困難である。特に、チロシ

ナーゼの活性中心に配位する銅イオンのキレート作用を持つ化合物が重要であると考えら

れるが、明確にそれを示すものは少ない。また、チロシナーゼの活性中心についても重要な

アミノ酸の予測は行われているが、その作用メカニズムまで言及している研究は少なく、そ

の詳細は、不明のままである。そこで本研究では、フェニル安息香酸(Phenylbenzoic acid: PBA)

異性体を用いて、チロシナーゼ阻害作用物質の探索及び阻害作用を担う重要な構造の解明

を目的とした。本研究ではまず、フェニル安息香酸の異性体(Table 2.3.1.)についてチロシナー

ゼ阻害活性を測定し、マッシュルームチロシナーゼの結晶構造との in silico ドッキングスタ

ディを行い、阻害剤の構造及び酵素の阻害反応において重要なアミノ酸の同定を行った。そ

の後、種種の誘導体(Table 2.3.2.)についても同様に検討し、より詳細に構造学的な知見を得

た。 
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2.2. 実験材料・試薬・方法 

2.2.1. 材料 

マッシュルームチロシナーゼは、Sigma 社より購入した。2500U/mL となるように

50 mM リン酸カリウム緩衝液(pH = 6.5)で溶解し、試験開始直前まで－80℃の冷凍庫に

て保管した。安息香酸は、和光純薬工業株式会社より購入した。2-PBA (2-phenylbenzoic 

acid)及び 4-PBA (4-phenylbenzoic acid)は東京化成工業株式会社より購入した。3-PBA (3-

phenylbenzoic acid) 及び 3-PBA-EE (3-phenylbenzoic acid ethyl ester)は、Combi-Blocks 社

より購入した。それぞれジメチルスルホキシド(DMSO)に 100 mM で溶解し、適宜希釈

して試験に供した。 

 

2.2.2. チロシナーゼ活性の測定 

チロシナーゼ活性測定系は、96 穴マイクロタイタープレート上に構築した。各種

阻害剤を 2 L 各ウェルにアプライし、400 U/mL のマッシュルームチロシナーゼ溶液を

10 L、リン酸カリウム緩衝液(pH = 6.5)を 38 L 加えた。すぐに 0.1 mM の L-チロシン

または 0.5 mM の L-DOPA を加え、30℃でそれぞれ 60 秒ごとまたは 30 秒ごとに 475 nm

の吸光度を測定した。 

チロシナーゼ活性は、化合物を加えた場合の傾きを A、コントロールウェル(2% 

DMSO)の傾きを Bとしたとき比活性(％)＝(A/B)×100 または阻害率(％)＝１００－比

活性(％)として示した。IC50は、50%阻害率を示す濃度をグラフから求めた。 

 

2.2.3. コンピュータを用いた阻害様式の予測 

PBA 異性体を ChemDraw® Ultra と Chem3D® Ultra で描画し、MOPAC 及び AM1 半

経験的ハミルトニアンで最適化した。マッシュルームチロシナーゼの deoxy 体の結晶構

造を、タンパク質データバンク(PDB)よりダウンロードした(PDB ID: 2Y9X) [37]。2 つ

の銅イオンの座標は、 6 つのヒスチジン残基に対し、放線菌 (Streptomyces 
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castaneoglobisporus)チロシナーゼ(PDB ID: 1wx2)を重ね合わせることによって得た。

Emet モデルを得るために、パーオキシドイオンも同様に酸素分子を重ね合わせて一方

の酸素原子を取り除いた。ドッキングに使用する Emet モデルは、非極性水素原子及び

Gastiger 原子電荷を付与した。溶媒パラメータは、Addsol プログラムを用いて作成した。

活性部位のグリッドポイントは、AutoGrid を用いて一辺が 40 単位の立方体とした(1 単

位＝0.375 Å)。AutoGrid の中心は、(x, y, z) = (-14.245, -16.367, 21.615)であった。リガン

ドドッキングは、AutoDock4.2 の Lamarckian Genetic Algorithm を用いた。おおまかな結

合自由エネルギーを empirical 関数に基づいて計算し、既知のタンパク質-リガンド複合

体から線形予測を行って決定した。この関数は、ファンデルワールス結合、水素結合、

静電引力、リガンドのねじれ、脱溶媒和を含む。ドッキングで表されたエネルギーは、

リガンドの持つエネルギー及びリガンドの分子内相互作用によるエネルギーも含む。

ドッキングのパラメータは、全てデフォルトのものを使用した。リガンドの回転角は、

AutoTors プログラムを用いて付与した。シミュレーションは、20 回行った。エネルギー

が最小となる結合モードは、Amber9 を用いて得た。銅イオンのファンデルワールスパ

ラメータは、R=1.27 Å、E=0.06 kcal/mol に設定した[38]。1000 ステップの真空の最急降

下法を行って、結合モードのエネルギーを最小化した。Harmonic restraint with force 

constant は、100 kcal/mol・Å2として銅イオン、パーオキシドイオン、6 つのヒスチジン

残基に適用した。 

 

2.3. 実験結果 

2.3.1. PBA 異性体のマッシュルームチロシナーゼに対する阻害活性 

まず、チロシン水酸化反応に対する PBA 異性体(化合物 1-3)の阻害能について評価

した。コントロールとして安息香酸を用いた。その結果、3-PBA(化合物 2)と 4-PBA(化

合物 3)が濃度依存的な阻害作用を示し、それぞれ IC50は 6.97、63.24 M であった。一
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方で 2-PBA(化合物 1)は、ほとんど阻害活性を持たなかった(Figure 2.3.1.A)。次に、L-

DOPA 酸化活性について評価した。L-DOPA 酸化活性においても、3 つの異性体と安息

香酸のうち 3-PBA が最も高い阻害能を示した(IC50＝36.32 M: Figure 2.3.1.B)。これらの

IC50値については Table 2.3.1.にまとめた。このことから、PBA 異性体に関して、3-PBA

が最も強いチロシナーゼ阻害剤であることが判明した。 
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Figure 2.3.1 3 種の PBA 異性体のマッシュルームチロシナーゼに対する阻害作用 L-チロシンを基質とし

た場合(A：オープンシンボル)及び L-DOPA を基質とした場合(B：クローズドシンボル)のチロシナーゼ阻害

活性について示している。データは阻害率として表記し、各シンボルは、2-PBA(△)、3-PBA(○)、4-PBA(□)

及び安息香酸(◇)である。データは 3 回の独立に行った実験の平均値±SE で表示した。 
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2.3.2. in silico ドッキングシミュレーションによる PBA 異性体とマッシュルームチロ

シナーゼとの結合モデルの作成及び結合様式の評価 

2-PBA、3-PBA、4-PBA (化合物 1-3)のマッシュルームチロシナーゼ阻害能の差に

ついて明らかにするために、コンピュータシミュレーションによるドッキングスタ

ディを行った。その結果、Figure 2.3.2.A に示すように、活性の低かった 2-PBA は、カ

ルボキシ基が銅イオンの方を向かなかった。3-PBA、4-PBA 及び安息香酸はカルボキシ

基が銅イオンの方へ配向した。特に、3-PBA は安息香酸の配向パターンと一致した。ま

た、3-PBA と 4-PBA を拡大して比べてみたところ(Figure 2.3.2.B)、3-PBA は、マッシュ

ルームチロシナーゼの活性中心に含まれる Asn260 残基のカルボニル部分と-相互作

用をしているものと見られたが、4-PBA の 4 位のフェニル基は、3-PBA のそれに比べ

て少し遠ざかっていた。これらのデータから、3-PBA の強い阻害作用について、カルボ

ン酸部分のキレート作用及び 3 位のフェニル基の Asn260 残基に対する-相互作用が

寄与していると考えられた。また、これらのドッキングポーズの持つ結合自由エネル

ギーについて計算したところ、Table 2.3.1.のような結果が得られ、in vitro で得られた阻

害活性の序列、2-PBA<<安息香酸＜4-PBA＜3-PBA と一致した。これらのことから、PBA

異性体のうち、3-PBA とマッシュルームチロシナーゼとの相互作用がエネルギー的に

最も安定しており、Asn260 との相互作用がその安定化に寄与していることが示唆され

た。 
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Figure 2.3.2 PBA異性体のマッシュルームチロシナーゼの活性中心に対する結合様式 A PBA異性体の

結合様式 2-、3-、4-PBA と安息香酸の炭素原子は、それぞれマリン、オレンジ、ブルー、グリーンのス

ティック表示をしてある。アミノ酸残基の炭素鎖、酸素原子、銅イオンは、それぞれグレー、レッド、イエ

ローで表示してある。赤色の垂直な点線は、リガンドの位置の比較を補助するために表示してある。 B 

Asn260 と 3-、4-PBA のフェニル基との相互作用を示す拡大図 (A)で描かれた 3、4-PBA の図をオーバー

ラップした。カラーリングは、(A)と同様の表現を行っている。PBA：フェニル安息香酸 BA:安息香酸 
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Table 2.3.1. PBA異性体のマッシュルームチロシナーゼに対する基質ごと(L-チロシン及び L-DOPA)の IC50

とコンピュータによって予測された結合自由エネルギー(G (kcal/mol)) 

Structures Compounds 

IC50 (M) 

G 

(kcal/mol) 
Substrate 

L-Tyr L-DOPA 

 

2-Phenylbenzoic acid 

(2-PBA: 化合物 1) 
>1000 >1000 3.10 

 

3-Phenylbenzoic acid  

(3-PBA: 化合物 2) 
6.97 36.32 -8.97 

 

4-Phenylbenzoic acid  

(4-PBA: 化合物 3) 
63.24 216.05 -3.31 

 

Benzoic acid 224.5 822.11 -2.07 

PBA: Phenylbenzoic acid 
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2.3.3. 3-PBA エチルエステルのマッシュルームチロシナーゼ阻害作用 

次に、3-PBA のカルボン酸をエチルエステル化した化合物(Figure2.3.4.A)を用いて、

チロシナーゼ阻害能を評価したところ、モノフェノラーゼ活性及びジフェノラーゼ活

性がほぼ消失した(Figure2.3.3.B)。このことから、3-PBA のマッシュルームチロシナー

ゼ阻害作用において、カルボン酸が重要な役割を果たすことが示唆された。 

 

 

Figure.2.3.3 3-PBAエチルエステルのチロシナーゼ阻害作用 A 3-PBAエチルエステルの構造式 B 3-

PBA エチルエステルのチロシナーゼ阻害作用 3-PBA のモノフェノラーゼ阻害活性(○)、ジフェノラーゼ

阻害活性(●)、及び 3-PBAエチルエステルのモノフェノラーゼ阻害活性(◇)、ジフェノラーゼ阻害活性(◆)。

データは 3 回の独立な実験の平均値±SE で表示した。 
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2.3.4. PBA 異性体の 4'-位の水酸基修飾型誘導体のマッシュルームチロシナーゼ阻害

活性 

基質である L-チロシンは、ベンゼン環の 4 位にフェノール性水酸基を持つアミノ

酸であるといえる。そこで、次に 4’-位の水酸基及びメトキシ基が PBA 異性体のマッ

シュルームチロシナーゼ阻害活性に与える影響について検討した。2-PBA(化合物 1)、

3-PBA(化合物 2)、4-PBA(化合物 3)の 4’-位に水酸基を付加した化合物をそれぞれ化合物

4、5、6 とし、メトキシ基を付加した化合物を化合物 7、8、9 とした。2.3.1.と同様の方

法で L-チロシン及び L-DOPA を基質とした場合のチロシナーゼ阻害活性を測定し、IC50

を求めたところ、表2.3.3.のような結果が得られた。活性のほとんどなかった2-PBAは、

4’-位の水酸化によって若干阻害能を獲得したが、メトキシ化によって阻害活性は再度

消失した。このことから、4’-位の水酸基がチロシナーゼの活性中心の銅イオンにキレー

トすることが示唆された。また、3-PBA は PBA 異性体の中では最も強い阻害能を持っ

ていたが、 4’-位の水酸基及びメトキシ基の導入によって阻害能が徐々に減弱した。4-

PBA では、4’-位の水酸基及びメトキシ基の導入によって阻害能が同程度に増大した。

この理由について明らかにするために、化合物 6 及び 9 について、マッシュルームチ

ロシナーゼの結晶構造とのドッキングスタディを行った。 
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Table 2.3.2. フェニル安息香酸誘導体のチロシナーゼ阻害活性 (M) 

 

4’-position (R) 

H OH OCH3 

2-PBA 

derivatives 

 

 

 

3-PBA 

derivatives 

 

 

 

4-PBA 

derivatives 

No. 1 4 7 

IC50 

(monophenolase) 
> 1000 100.18 > 1000 

IC50 

(diphenolase) 
> 1000 >1000 >1000 

No. 2 5 8 

IC50 

(monophenolase) 
6.97 10.59 15.30 

IC50 

(diphenolase) 
36.32 57.20 54.18 

No. 3 6 9 

IC50 

(monophenolase) 
63.24 14.70 15.30 

IC50 

(diphenolase) 
216.05 104.17 67.50 

PBA: Phenylbenzoic acid 
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2.3.5. in silico ドッキングシミュレーションによる 4-PBA 誘導体(化合物 6、9)のマッ

シュルームチロシナーゼとの結合モデル及び結合様式と阻害能の評価 

化合物 6 は 4'-位の水酸基の付加により、阻害活性が大幅に向上した。これは 2-PBA

の 4’-位の水酸化及びメトキシ化の実験から考えれば、水酸基が銅イオンへキレートし

たためと考えられる。しかし、4’-位にメトキシ基を導入してもその活性はほとんど変

化しなかった。そこで、水酸基とカルボキシ基のキレートに対する寄与について論じる

ために、化合物 6 と化合物 9 のマッシュルームチロシナーゼに対するドッキングスタ

ディを行った。その結果、Figure 2.3.4.A に示すように、化合物 6 は水酸基が銅イオン

へと配向し、一方で、化合物 9 はカルボキシ基が銅イオンへ配向した。化合物 9 では、

メトキシ基が Val248 に近づいていて相互作用する可能性が示唆された。それに対して、

化合物 6 ではそのような目立った相互作用は見られなかった。2 つの化合物ともに、銅

イオンから遠い方のフェニル基が活性中心の Phe264 に対し、垂直に位置していた。こ

れは、CH-相互作用の一種である T 型相互作用を形成していると考えられる。また、

化合物 6 と 9 を重ね合わせると、6 の方がより活性中心の奥まで入り込んでいた(Figure 

2.3.4.B)。これらの結果から、水酸基とカルボキシ基の両方に銅イオンに対するキレー

ト作用の可能性があり、その向きは化合物の側鎖によっても左右されることが示唆さ

れた。また、それらの側鎖との相互作用を決定するマッシュルームチロシナーゼの重要

なアミノ酸について、Val248 との相互作用、Phe264 の T 型相互作用とそれを補助す

る平行に位置した Arg268 が重要であることが明らかとなった。 
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Figure 2.3.4 化合物 6 及び 9 のマッシュルームチロシナーゼの活性中心に対する結合様式 A 化合物 6、

B 化合物 9 の結合様式 化合物 6 及び 9 の炭素原子はそれぞれマリンとオレンジのスティック表示をし

てある。アミノ酸残基の炭素鎖、酸素原子、銅イオンは、それぞれグレー、レッド、イエローで表示してあ

る。活性中心から遠いアミノ酸は、バックボーンとして、薄いグリーンのリボン表示を行った。 C 化合

物 6 及び 9 のオーバーラップ図 A、B で描かれた 3、4-PBA の図をオーバーラップした。カラーリングは

A、B と同様の表現を行っている。 
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2.4. 考察 

皮膚の色素沈着抑制の観点から、現在までに多くのチロシナーゼ阻害剤の創製研究が

なされてきた。しかしながら、チロシナーゼの阻害に関して重要な活性中心の構造的な知

見は少ない。本研究は、チロシナーゼ阻害剤の作用時に重要なアミノ酸を同定することを

目的とした。 

まず、フェニル安息香酸(PBA)の異性体に着目し、そのチロシナーゼ阻害活性を測定し

たところ、3-PBA(Compound 2)が最も強い阻害活性を持った(IC50＝6.97、及び 36.32 M (そ

れぞれモノフェノラーゼ活性、ジフェノラーゼ活性))。このとき安息香酸は、IC50＝224.5、

及び 822.11 M (それぞれモノフェノラーゼ活性、ジフェノラーゼ活性)であり、報告されて

いるジフェノラーゼ阻害活性(710 M)と概ね一致した[39]。in silico ドッキングスタディで

は、2 位のフェニル基を持つ 2-PBA(化合物 1)は立体反発が生じ、カルボキシ基が活性中心

の銅イオンへ配向できないことが予測された(Figure.2.3.3.)。これは、in vitro での実験結果と

一致している。また、IC50 と結合自由エネルギーが相関したこと(Table 2.3.1.)からも、この

in silico モデルが妥当であることが示された。また、このモデルにおいて、カルボキシ基が

銅イオンに配向可能な化合物であると評価された 3-PBA(化合物 2)について考えると、カル

ボキシ基をエチルエステル化することによって活性が消失したことから、3-PBA のカルボ

キシ基には銅イオンに対するキレート作用があり、その作用が強力な阻害能を発揮するた

めに重要であるといえる。3-PBA(化合物 2)と 4-PBA(化合物 3)の比較では、カルボキシ基の

配向が若干異なっていたことに加え、Asn260 との-相互作用の有無もその活性の差に寄与

していることが示唆された。実験 2.3.4.から、3-PBA(化合物 2)の 4’-位のヒドロキシル化及

びメトキシ化によって阻害能が少しずつ低下したことから、この Asn260 との相互作用は、

これらの基の付加によって減弱していると考えられる。OH 基や OMe 基は電子供与性の基

であり[40]、ベンゼン環の電子系に影響を与えると考えられ、そのことが Asn260 との-

相互作用を減弱したものと考えられる。また、化合物 6 と 9 のドッキングフォームから、
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Phe264 残基と阻害化合物との T 型相互作用が阻害剤と酵素との相互作用に関して重要で

あることが示唆された。T 型相互作用は生体物質においても、分子内及び分子間でよく見

られる -相互作用である[41, 42]。Wang らの研究では、2-(4-fluorophenyl)-quinazolin-4(3H)-

one とマッシュルームチロシナーゼとのドッキングシミュレーションにより見出された、化

合物と酵素との相互作用に重要であると考えられるアミノ酸残基の中に Asn260 と Phe264

が指摘されており、今回の結果は、この指摘をアミノ酸残基の機能的側面について拡張する

ものである[43]。さらに、今回の実験で、新たに Val248 と Arg268 の重要な役割について明

らかとなった。Val248 は、疎水性相互作用によって阻害剤の結合に関与すると考えられた。

また、Arg268 は、Phe264 に対して平行に位置することで、Phe264 の T 型相互作用を補助

していると考えられた(Figure 2.3.5.)。以上の結果及び考察から、チロシナーゼ阻害剤とマッ

シュルームチロシナーゼの相互作用部位に関する知見を深めることができた。 
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Figure 2.3.5 マッシュルームチロシナーゼの活性中心と PBA 誘導体との相互作用に重要なアミノ酸及び

相互作用様式の提案 チロシナーゼのアクティブポケットは、グリーンの線で表示した。2 つの銅イオン、

酸素原子、水素原子は、それぞれイエロー、レッド、ブルーの丸で示した。疎水性相互作用、平行-相互

作用、T 型相互作用は、それぞれモスグリーンのウェーブ、レッドの二重線、ブルーのT 字で示した。 
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第 3 章 チロシナーゼ阻害剤の作用メカニズムに関する理論的考察 

3.1 背景 

これまでに多くのチロシナーゼ阻害剤が報告されており、体系的にまとめあげるのは

困難なほどである。Chen は、2009 年にチロシナーゼ阻害剤を(a) Polyphenol (b) Benzaldehyde 

and Benzoate derivatives (c) Long-chain Lipids and Steroids (d) Other natural and Synthetic Inhibitors 

(e) Irreversible inactivators の 5 つのグループにまとめた。この分類では、(d) Other natural and 

Synthetic Inhibitors にその他全ての阻害剤が分類されている[44]。また、Lee らは 2016 年の

総説で flavonoids, hydroquinone, chalcone, stilbene, kojic acid derivative, natural from various 

sources, synthetic に分類した[45]。この分類では、Chen の(a) Polyphenol と(d) Other natural and 

Synthetic Inhibitors の一部が統合され、細分化されている。Loizzo らは、2012 年に天然化合

物だけでなく、植物抽出エキス成分についても阻害作用の知られているものの基原植物、部

位、抽出溶媒、IC50を一覧表にまとめた[46]。これら阻害剤についてまとめる際に気をつけ

なければならないことは、これら化合物やエキス成分を評価する際のアッセイ条件が異な

ることである。基質、反応時間、酵素ユニットなどが異なれば、IC50を単純に比較すること

は難しい。Gunia-Krzyżak らは、それらの反応条件に加えて、阻害様式について統合的にま

とめたが、各研究者の反応条件があまりにも違いすぎるため、IC50を直接的に比較すべきで

はないと述べている[47]。酵素学的な研究の成果により、チロシナーゼ阻害剤は競合、非競

合、不競合、混合の 4 種からなる典型的な阻害様式へあてはめられているが、その阻害様式

の決定がどのような意味を持つのかについてのより踏み込んだ議論は行われてこなかった。

通例、非競合や不競合阻害剤を考える場合、酵素基質結合部位以外のアロステリック部位を

想定する。しかし、チロシナーゼではそのような部位は報告されていない。当該化合物が非

競合阻害様式であるのに、詳細なディスカッション無しにコンピュータによる阻害剤と基

質結合部位のドッキングを行っている文献もある。なぜなら、1.3.節で論じたようなチロシ



43 

 

ナーゼの活性サイクルに登場する 3 つのフォーム(oxy-, deoxy-, met-チロシナーゼ)に対して、

どの阻害剤がどのフォームをターゲットとするのかという議論がなされていないためであ

る。すなわち、阻害剤の作用メカニズムの推定において、この 3 つのフォームの存在が無視

されているのである。見かけの阻害様式(競合、非競合、不競合、混合など)がなぜ現れてく

るのか。この疑問は oxy-、deoxy-、met-チロシナーゼの各フォームを峻別することによって

こそ、推定が可能なのではないかと考えた。そこで本章では、基質類似の阻害剤としてコウ

ジ酸、安息香酸、ヒノキチオール及び安息香酸誘導体(化合物 2、3、5、6、8、9)を用いて、

ターゲットフォームは何かという観点から、見かけの阻害様式を解析することによって、よ

り合理的な阻害メカニズムを推定することを目指した。 

 

3.2. 実験・及び調査の理論的背景 

3.2.1. コウジ酸の IC50の横断的調査及び阻害能の比較のための指標の確立 

チロシナーゼの酵素反応における基質濃度[S]、50%阻害濃度 IC50 及び酵素ユニッ

ト EU の関係を明らかにするために、多数の文献値を Pubmed 及び Google Scholar から

調査した。変数 X を[S]と IC50で構成し、EU と X が線形関係をもつか否かを検討する。

すなわち、 

𝑋 = 𝑓([𝑆], 𝐼𝐶50) 

(4-1) 

のとき、 

𝐸𝑈 = 𝑝𝑋 + 𝑞 

(4-2) 

となるような𝑓の決定をめざす。ここで、𝑝、𝑞は実数である。 

モノフェノラーゼ、及びジフェノラーゼにおけるそれぞれの変数に対しては上付

きの添え字でそれぞれ L-チロシンの T と L-DOPA の D を用いることにすれば、モノ
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フェノラーゼの場合、基質濃度は[L-Tyrosine]、IC50は𝐼𝐶50
𝑇 、X は𝑋𝑇、EU 及び現れる定

数 p、q は𝐸𝑈𝑇、𝑝𝑇、𝑞𝑇である。また、ジフェノラーゼの場合も同様に、基質濃度は[L-

DOPA]、IC50は𝐼𝐶50
𝐷、X は𝑋𝐷、EU 及び現れる定数 p、q は𝐸𝑈𝐷、𝑝𝐷、𝑞𝐷である。 

 

3.2.2. チロシナーゼに対する阻害様式の決定 

チロシナーゼの反応メカニズムは、第 1 章 1.3.節に示したとおり極めて複雑であ

る。ここで、モノフェノラーゼサイクルに対して、以下の仮定をおいて、反応機構を推

測してみたい。 

 

仮定１．[T]>>[D]とする。反応サイクル中ドパキノンがドパクロムになる過程で、L-DOPA

が生成する。この濃度はチロシンの濃度に比べて無視できるほど小さい。従って、

ジフェノラーゼサイクルによって生じるドパキノンは、L-DOPA として再生され

るのみであり、ドパクロムの生成速度としてはカウントされない。 

仮定２．一連のジフェノラーゼサイクル中の酵素量の和を形式的に Emet’とおく。すなわ

ち、 

𝐸𝑚𝑒𝑡
′ = 𝐸𝑜𝑥𝑦 + 𝐸𝑜𝑥𝑦 ∙ 𝐷 + 𝐸𝑚𝑒𝑡 + 𝐸𝑚𝑒𝑡 ∙ 𝐷 

 

すると、チロシナーゼのモノフェノラーゼサイクルは、Figure 3.2.1.のように簡略化で

きる。 
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Figure 3.2.1. モノフェノラーゼ活性の単純化モデル 単純化したモノフェノラーゼ活性の

モデル。Eo·D、Em、Em·D をまとめて、ひとつの形式的な酵素 Em’と考える。ジフェノラー

ゼ活性から生じる DQ は無視できる。なぜなら、L-DOPA へリサイクルされるからである。 

Eo；Eoxy、Em；Emet、Ed；Edeoxy、T；L-Tyrosine、D；L-DOPA、DQ；dopaquinone、L；leucodopachrome、

DC；dopachrome 
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3.3. 実験材料・試薬・方法 

3.3.1. 材料 

コウジ酸は、和光純薬工業株式会社(大阪)にて購入し、ジメチルスルホキシド

(DMSO)に 100 mM で溶解し、適宜希釈して試験に供した。 

 

3.3.2. チロシナーゼ阻害活性の測定及び阻害様式の決定 

チロシナーゼ活性の測定は、第 2 章 2.2.2.節で述べた方法を取った。阻害様式の決

定においては、L-チロシンは 0.0625－0.5 mM、L-DOPA は 0.125－1.0 mM の間で変化さ

せて系に加えた。各種定数の決定は、ラインウェーバー・バークプロットを用いて決定

した。 

 

3.3.3. in silico ドッキングスタディ 

deoxy-フォームのマッシュルームチロシナーゼの結晶構造(2Y9X)と oxy-フォーム

の S. castaneoglobisporus チロシナーゼの結晶構造をプロテインデータバンク(PDB [37])

よりダウンロードし、それらを TM-align [48]で重ね合わせ、oxy-フォームのマッシュ

ルームチロシナーゼを得た。そこから、酸素原子を 1 つ抜き去り、met フォームのモデ

ルとした。ヒノキチオール、コウジ酸、安息香酸の結合モードは、Autodock Vina をドッ

キングソフトウェアとして用いた[49]。化合物の構造は、Chem BioDraw® Ultra を用い

て描画し、OpenBabel を用いて、3D 構造へ変換した[50]。AutoDock Vina ではグリッド

サイズを(x, y, z) = (20, 20, 20)とし、グリッドの中心を(x, y, z) = (-11.917, -26.694, -42.417)

とした。その他のパラメータはデフォルト値を用いた。 
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3.4. 実験結果及び考察 

3.4.1. コウジ酸のチロシナーゼ阻害活性評価 

チロシナーゼ阻害剤のうち、多くの場合コウジ酸が陽性対象として用いられてい

る[51]。そこで、コウジ酸の IC50を比較することで阻害能を統合的に論じることができ

るようになると考えられる。2.2.節のアッセイ系と他研究室でのアッセイ結果の比較の

ため、コウジ酸の阻害能評価を本アッセイ系でも行った。その結果、Figure 3.4.1.に示す

ように、コウジ酸は本アッセイ系においても濃度依存的に阻害能を示した。IC50は、モ

ノフェノラーゼ、ジフェノラーゼ活性に対し、それぞれ 6.95 及び 15.8 M であった

(Table 3.4.1.、3.4.2.)。次に、報告されている文献の IC50の横断的な比較を行った。この

比較解析においては IC50だけではなく、酵素ユニット、基質の濃度が併記され、再現可

能であることが必須である。多数の文献の中から、それが可能な文献を選出し、モノ

フェノラーゼ活性、ジフェノラーゼ活性のそれぞれについてまとめた。IC50と[Substrate]

を反映させるのに最も簡単なのは、比の値をとることである。単純な比
𝐼𝐶50

[𝑆𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑡𝑒]
及び対

数の比 
log 𝐼𝐶50

log[𝑆𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒]
= 𝑙𝑜𝑔[𝑆𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒]𝐼𝐶50について、それらを説明変数とし、EU を従属変

数として線形近似し、どの説明変数が妥当であるかを R2値によって判断した。その結

果,モノフェノラーゼ及びジフェノラーゼの両者において、𝑙𝑜𝑔[𝑆𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒]𝐼𝐶50の値を採用

した場合、最も当てはまりがよいことが判明した(Figure 3.4.2.; A、D)。このことから、

この値を𝑅 = 𝑙𝑜𝑔[𝑆𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒]𝐼𝐶50と定義した。一方で、IC50のみ、または
𝐼𝐶50

[𝑆𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑡𝑒]
では線形

関係は認められなかった(Figure 3.4.2.; B、C、E、F)。よって、チロシナーゼ阻害活性に

ついて、𝑙𝑜𝑔[𝑆]𝐼𝐶50の値が有用であると考えられる。 
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Figure 3.4.1. コウジ酸のマッシュルームチロシナーゼ阻害活性 L-チロシンを基質とした場合

(A：○)及び L-DOPA を基質とした場合(B：●)のチロシナーゼ阻害活性について示している。データは比活

性(%)として表記した。データは 3 回の独立な実験の平均値±SE で表示した。 
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Table 3.4.1. コウジ酸のモノフェノラーゼ阻害活性の文献値及び各説明変数 

 

Table 3.4.2. コウジ酸のジフェノラーゼ阻害活性の文献値及び各説明変数 

IC50 

(M) 
Unit/mL 

[L-DOPA] 

(M) 

𝐼𝐶50
[L− 𝐷𝑂𝑃𝐴]

 log[L−𝐷𝑂𝑃𝐴]𝐼𝐶50 Ref 

15.8 40 500 0.0316 0.4441 
This 

manuscript 

16.6 3 85 0.1952 0.6323 [55] 

16.67 30 500 0.0333 0.4527 [56] 

17.9 50 2500 0.0071 0.3687 [57] 

18.57 25 500 0.0371 0.4701 [58] 

19 30 500 0.0380 0.4737 [59] 

26.5 13 360 0.0736 0.5567 [52] 

 

  

IC50 

(M) 
Unit/mL 

[L-Tyrosine] 

(M) 

IC50
[L− Tyrosine]

 log[L−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒]𝐼𝐶50 Ref 

6.95 40 100 0.0695 0.4209 
This 

manuscript 

13.2 13 180 0.0733 0.4968 [52] 

15.09 47.57 1047.61 0.0144 0.3903 [53] 

15.5 45.58 833.33 0.0186 0.4075 [54] 
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Figure 3.4.2. IC50に関連する比の値と酵素ユニットの相関 

コウジ酸のマッシュルームチロシナーゼに対する阻害活性情報の文献値(Table 3.4.1.及び

3.4.2.)を集計した。酵素ユニットと𝑙𝑜𝑔[𝑆𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒]𝐼𝐶50(A; モノフェノラーゼ活性、D; ジフェノ

ラーゼ活性)、IC50(B; モノフェノラーゼ活性、E; ジフェノラーゼ活性)、
𝐼𝐶50

[𝑆𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑡𝑒]
(C; モノフェ

ノラーゼ活性、F; ジフェノラーゼ活性)間の相関解析。 
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Table 3.4.3. 回帰によって得られたパラメータ 

Explanatory 

variable 
Activities Figures p q r2 

log[Substrate]IC50 
Monophenolase 1A -339.04 (U) 181.94 (U) 0.9893 

Diphenolase 1D -180.70 (U) 115.01 (U) 0.9508 

IC50 

Monophenolase 1B 
0.4270 

(U/nmol) 
31.122 (U) 0.0111 

Diphenolase 1E 
-1.5265 

(U/nmol) 
55.862 (U) 0.1227 

IC50/[Substrate] 
Monophenolase 1C -382.04 (U) 53.328 (U) 0.5747 

Diphenolase 1F -215.25 (U) 40.074 (U) 0.7390 
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3.4.2. その他の阻害剤の阻害活性評価に対する応用 

 SIGMA 社のデータシートによれば、酵素ユニットは「pH6.5、25℃／L-Tyrosine を含

む 3 mL の溶液中で A280 を 0.001/min で生じせしめる量」と記載されている。よって、ジ

フェノラーゼ活性における酵素ユニットは、モノフェノラーゼ活性における酵素ユニット

の概念と異なると考えられる。しかしながら、モノフェノラーゼとジフェノラーゼは活性中

心を共有するので、EUTと EUDは線形関係にあると仮定する。これを書き下すと、 

𝐸𝑈𝑇 = 𝐾1𝐸𝑈
𝐷 + 𝐾2 

(4-3) 

ここで、K1、K2は実験により定められる定数である。 

3.4.1. 節の結果から、 

𝐸𝑈𝑇 = 𝑝𝑇𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒]𝐼𝐶50
𝑇 + 𝑞𝑇 

(4-4) 

𝐸𝑈𝐷 = 𝑝𝐷𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝐷𝑂𝑃𝐴]𝐼𝐶50
𝐷 + 𝑞𝐷 

(4-5) 

であり、(4-3)式より 

𝑝𝑇𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒]𝐼𝐶50
𝑇 + 𝑞𝑇 = 𝐾1(𝑝

𝐷𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝐷𝑂𝑃𝐴]𝐼𝐶50
𝐷 + 𝑞𝐷) + 𝐾2 

(4-6) 

であって、これを整理すると 

𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒]𝐼𝐶50
𝑇 =

𝐾1𝑝
𝐷

𝑝𝑇
𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝐷𝑂𝑃𝐴]𝐼𝐶50

𝐷 +
𝐾1𝑞

𝐷 + 𝐾2 − 𝑞𝑇

𝑝𝑇
 

(4-7) 

の形となる。つまり、RTと RDは線形である。本研究では、次にこれが成り立つか調べ

る。まず、第 2 章 2.3.節のデータ(化合物 2、3、5、6、8、9)及びヒノキチオール(モノフェノ

ラーゼに対する IC50＝0.0581 M、ジフェノラーゼに対する IC50＝0.0234 M)、本節におけ

るコウジ酸のデータ(Table 3.4.1.)の 9 データセットを用いて、RD - RT グラフを作成した



53 

 

(Figure 3.4.3.●)。その結果、RTと RDは線形回帰に対して当てはまりがよいことが判明した

(R2 = 0.9946)。次に、文献値でモノフェノラーゼ活性阻害作用とジフェノラーゼ活性阻害作

用の両方を測定している論文を Pubmed 及び Google Scholar を用いて検索したところ、Table 

3.4.5.に示すデータセットが得られた。これを Figure 3.4.3.上にプロットすると(●)、ほぼ同

じ直線状に分布したが、ばらつきは大きくなった。これらの文献から集めたデータセットは、

特に反応条件を統制していないため、ばらつきが大きくなったと考えられる。 

以上の結果から、実数の定数𝑎,𝑏を用いて 

𝑅𝑇 = 𝑎𝑅𝐷 + 𝑏 

ただし、𝑎 =
𝐾1𝑝

𝐷

𝑝𝑇
, 𝑏 =

𝐾1𝑞
𝐷+𝐾2−𝑞

𝑇

𝑝𝑇
 

 (4-8) 
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Table 3.4.4. モノフェノラーゼ活性、ジフェノラーゼ活性に対する IC50が同じ論文で評価されている化合

物 

Compounds 

IC50
D 

(M) 

[L-DOPA] (M) 

IC50
T 

(M) 

[L-Tyrosine] 

(M) 

Ref. 

aBCA 49 500 75 1000 [60] 

aCCA 110 500 140 1000 [60] 

aMCA 450 500 440 1000 [60] 

Kinobeon A 27 1000 22 1000 [61] 

Compound1 19.5 360 1.01 180 [62] 

Compound2 32.6 360 18.4 180 [62] 

Compound3 5.22 360 1.28 180 [62] 

Compound4 7.48 360 1.79 180 [62] 

Compound5 84.1 360 11.2 180 [62] 

Compound6 20.4 360 4.96 180 [62] 

Kojic acid 37.3 360 12.3 180 [62] 

Compound1 128.2 360 2.9 180 [52] 

Compound3 0.5 360 0.03 180 [52] 

Compound4 144 360 18.4 180 [52] 

Kojic acid 26.5 360 13.2 180 [52] 
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Figure 3.4.3. モノフェノラーゼ阻害活性とジフェノラーゼ阻害活性の相関 

モノフェノラーゼ阻害活性の R 値とジフェノラーゼ阻害活性の R 値の間の相関を調べた。横軸と縦軸は、

それぞれジフェノラーゼ阻害活性に対する R値(RD)、モノフェノラーゼ阻害活性に対する R値(DT)である。

Table 3.4.4.の結果を用いた場合のプロット(●)に対し、最小に情報で近似直線を引くと、R2 = 0.9660 であっ

た。モノフェノラーゼとジフェノラーゼ阻害活性を同時に評価している文献の IC50の値(Table 3.4.5.)から算

出した R 値を用いて同様にプロットしたのが橙色のマーカーである(●)。 
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3.4.3. 各阻害剤のモノフェノラーゼ及びジフェノラーゼ活性に対する阻害能の強さの

比較 

次に、チロシナーゼ阻害剤がモノフェノラーゼ及びジフェノラーゼの両方に平等

に作用するか否かを検討する。3.4.2.節、4-8 式に 

𝑅𝑇 = 𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒](𝐼𝐶50
𝑇 ) 

(4-9) 

𝑅𝐷 = 𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝐷𝑂𝑃𝐴](𝐼𝐶50
𝐷 ) 

(4-10) 

を戻せば、 

𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒](𝐼𝐶50
𝑇 ) = 𝑎 𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝐷𝑂𝑃𝐴](𝐼𝐶50

𝐷 ) + 𝑏 

(4-11) 

ここで、底の変換公式を用いれば、 

𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒](𝐼𝐶50
𝑇 ) =

𝑎 𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒](𝐼𝐶50
𝐷 )

𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒][𝐿 − 𝐷𝑂𝑃𝐴]
+ 𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒][𝐿 − 𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒]𝑏 

= 𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒](𝐼𝐶50
𝐷 )

𝑎
𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒][𝐿−𝐷𝑂𝑃𝐴]

+ 𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒][𝐿 − 𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒]𝑏 

(4-12) 

両辺対数をはずして、 

𝐼𝐶50
𝑇 = [𝐿 − 𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒]𝑏(𝐼𝐶50

𝐷 )
𝑎

𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒][𝐿−𝐷𝑂𝑃𝐴] 

(4-13) 

この式の右辺はジフェノラーゼ活性阻害作用の強さを、モノフェノラーゼ活性阻

害作用のスケールで表した値を意味している。フェニル安息香酸類縁体、ヒノキチオー

ル、コウジ酸、安息香酸のデータを代入すれば、 

𝐼𝐶50
𝑇 = 0.75(𝐼𝐶50

𝐷 )0.75 

(4-14) 
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そこで、あるチロシナーゼ阻害剤が、モノフェノラーゼ及びジフェノラーゼのどち

らに対して強く阻害するかを示す Index として、本研究においては 

𝐼𝑛𝑑𝑒𝑥 = 𝐼𝐶50
𝑇 − 0.75(𝐼𝐶50

𝐷 )0.75 

(4-15) 

あるいは、一般化して、 

𝐼𝑛𝑑𝑒𝑥 = 𝐼𝐶50
𝑇 − [𝐿 − 𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒]𝑏(𝐼𝐶50

𝐷 )
𝑎

𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒][𝐿−𝐷𝑂𝑃𝐴] 

(4-16) 

の大小でチロシナーゼ阻害剤を分類する。この Index が小であれば(𝐼𝐶50
𝑇 が小さい)、そ

の化合物はモノフェノラーゼ活性に対する阻害能が大きいとみなせ、逆に大であれば

(𝐼𝐶50
𝐷が小さい)、その化合物はジフェノラーゼ活性に対する阻害能が大きいとみなせる。

各化合物について、このインデックスを計算したものが、Table3.4.6.である。 

 

3.4.4. Index と見かけの阻害様式の関係 

 多くのチロシナーゼ阻害作用をもつ化合物に関する報告で、その阻害様式に関

する実験を行っているが、それらの阻害剤が oxy-、deoxy-、met-の 3 つのフォームのど

のフォームをターゲットにしているかの考察はほとんどなされていない。前節で、モノ

フェノラーゼ阻害活性とジフェノラーゼ阻害活性の強さのバランスを記述する Index

を提案した。そこで、見かけの阻害様式と Index の関係について次に考察する。まず、

各化合物の見かけの阻害様式をラインウェーバー・バークプロットを用いて決定した

(Figure 3.4.4.)。コウジ酸、安息香酸、化合物 2、3、8、9 は、非競合阻害様式、ヒノキ

チオールは以前報告されているように競合阻害様式を示した[24]。インデックスの値と、

見かけの阻害様式を Table 3.4.6.にまとめた。一般に、非競合阻害様式はアロステリック

部位に対して化合物が結合することによって酵素のコンホメーションが変化し、酵素

と基質が反応しにくくなる場合に起こる(付 A2)。しかし、私が所属するグループでチ
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ロシナーゼの表面をコンピュータシミュレーションで網羅的に探索したところ、3 つの

空隙が発見されたが、大きさから考えて低分子化合物の結合しうるものは 1 つのみで

あった。コウジ酸やフェニル安息香酸をその空隙にドッキングシミュレーションを

行っても、基質結合部位にドッキングした場合より高い親和性は得られなかった。逆に

様々な in silico スクリーニング化合物を新規空隙にドッキングしてスクリーニングし

たところ、相互作用しうると判定されたものは構造的に PBA などのこれまでのチロシ

ナーゼ阻害物質とは異なる構造であった。もちろん、これは直ちにアロステリック阻害

の可能性を排斥するものではないが、PBA などの基質類似化合物がチロシナーゼの活

性中心以外の部位に結合する可能性は極めて低いと考えている。そこで、本研究におい

ては、以下、基質類似の化合物では活性中心に競合的に結合し、阻害するという前提に

立つことにする。さらに、3-PBA の様に銅原子と作用するカルボキシ基にエトキシ基を

導入するだけで全く阻害作用を示さなくなってしまうことなどの事実がもこれに根拠

を与える(第 2 章 2.3.3.節)。3.2.2.節で論じたように、モノフェノラーゼ活性を単純化し

てジフェノラーゼサイクルからのドパクロムの生成をゼロとみなすと、モノフェノ

ラーゼサイクルにおけるジフェノラーゼ活性の効果は無視できる(Figure 3.2.1.)。このモ

デルでは、Emet 及び Edeoxy に対する競合的な阻害がモノフェノラーゼ活性を発揮でき

る Eoxyのトータル量を減少させると見做すことができる。最大反応速度 Vmaxは、𝑉𝑚𝑎𝑥 =

𝑘𝑝[𝐸]𝑇と定義されるので(付録 A2)、酵素のトータル量が減少すれば Vmax が減少するこ

とがわかる。Kmが変化せず Vmaxが減少すれば見かけ上ラインウェーバー・バークプロッ

トは非競合阻害モデルと同じになってしまう。逆に言えば、ある化合物がマッシュルー

ムチロシナーゼのモノフェノラーゼ活性に対し、非競合阻害様式でありかつ、活性ポ

ケットへ可逆的に結合するとき、Emet または Edeoxy を阻害していると考えるのが適当

であると考えられる。そこで、この考えからチロシナーゼ阻害剤の新しい分類方法を提

案する。それは Eoxy、Edeoxy、Emet のどのフォームに対する阻害剤であるかによって、
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Type O、Type D、Type M 阻害剤と分類するという方法である(Figure 3.4.5.)。 

Type O 阻害剤は、見かけ上モノフェノラーゼ活性に対し、競合的である。Type M

と Type D 阻害剤は、モノフェノラーゼ活性に対して非競合的である。Emet は、主にジ

フェノラーゼ活性で使われているので、Type M 阻害剤の Index は大きくなるはずであ

る。これに対して、Edeoxy はジフェノラーゼ活性には大きく関与しないので、Type D

阻害剤の Index は小さくなるはずである。これらのことより、競合阻害であったヒノキ

チオール、化合物 5、6 は、Type O 阻害剤、非競合阻害であってかつ大きな Index を持っ

た安息香酸及び化合物 3 を Type M 阻害剤、小さな Index を持ったコウジ酸、化合物 2、

8、9 を Type D 阻害剤に分類した。Type O 阻害剤のうち、化合物 5、6 は、チロシンと

同じフェノール部分を有する。よって、このタイプはチロシンと同じ要領で OH 基を活

性中心のほうへ向けて相互作用すると考えられる。ヒノキチオールはトロポロン骨格

をもち、そのうち、活性中心へ相互作用する官能基として共役α-ヒドロキシカルボニ

ル基をもつ。マッシュルームチロシナーゼとトロポロンの共結晶は、deoxy-体であった

[9]。このことから、トロポロン骨格を持つ化合物は、oxy-チロシナーゼに結合すると同

時に、配位している酸素を追い出している可能性を示唆する。化合物 5、6 のモノフェ

ノラーゼ阻害作用の IC50はそれぞれ 10.5 M、14.7 M であった。一方で、ヒノキチオー

ルの IC50は 0.0581 M であった。この 3 オーダーの差を考えると、化合物 5、6 は oxy-

チロシナーゼに対して結合するだけで、酸素を追い出さないので、強さを発揮できない

のではないかと考えられる。 

コウジ酸は、ヒノキチオールと同じ-ヒドロキシカルボニル基を持つが、ヒノキチ

オールとは異なり、非共役型である。この性質の違いによって、Type D 阻害剤の特徴

を持ったと考えられる。 

安息香酸は Type M であったが、側鎖の出方によってその誘導体は Type M となっ

たり(化合物 3)Type D となったりした(化合物 2、8、9)。このことは、Type M 阻害剤と
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Type D 阻害剤では化合物の活性中心に対するアクセスにはそれほど影響がなく、むし

ろ、ポケットを構成するアミノ酸残基との相互作用の方が強く影響されていると考え

られる。 
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Figure 3.4.4. 低分子基質類似チロシナーゼ阻害剤のマッシュルームチロシナーゼに対するラインウェー

バー・バークプロット マッシュルームチロシナーゼ活性は、3.3.節に示した方法で測定した。横軸に 1/[S] 

mM-1、縦軸に 1/V0 min/O. D. 475 nm をとった両逆数プロットである。V0は、酵素反応の初速度、[S]は基

質濃度である。化合物の名前と濃度は、それぞれ各グラフの左上と右上に示した。少なくとも 3 回の実験

のデータは平均値を示し、エラーバーは SE を示す。 
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Table 3.4.6. フェニル安息香酸誘導体及びコントロール阻害剤の Index 値と見かけの阻害様式 

Index Compounds Apparent Types Types 

109.35 Benzoic acid Non-competitive Type M 

20.97 Compound 3 Non-competitive Type M 

1.00 Kojic acid Non-competitive Type D 

0.34 Compound 8 Non-competitive Type D 

0.013 Hinokitiol Competitive Type O 

-2.55 Compound 9 Non-competitive Type D 

-4.12 Compound 2 Non-competitive Type D 

-5.00 Compound 5 Competitive Type O 

-9.75 Compound 6 Competitive Type O 

 

 

Figure 3.4.5. モノフェノラーゼ活性の単純化モデルと 3 種の阻害剤 Type O inhibitor (赤)、Type M inhibitor 

(緑)、Type D inhibitor (紫) はそれぞれ、 Eo、Em’ 、Ed へ可逆的に結合するとする。Eo；Eoxy、Em；Emet、

Ed；Edeoxy、T；L-Tyrosine、D；L-DOPA、DQ；dopaquinone、L；leucodopachrome、DC；dopachrome 
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3.4.5. 代表的な阻害剤の in silico ドッキングシミュレーションによる各フォームへの

結合時の自由エネルギー評価 

Type O、Type D、Type M 阻害剤の典型的な例、ヒノキチオール、コウジ酸、安息

香酸について、oxy-、deoxy-、met-チロシナーゼとのドッキングスタディを行った。その

結果、ヒノキチオール、コウジ酸、安息香酸はそれぞれ、oxy-、deoxy-、met-チロシナー

ゼのモデルに対して、最も低い結合自由エネルギーを示した(Figure 3.4.5.)。このことは

ヒノキチオールを Type O、コウジ酸を Type D、安息香酸を Type M と分類することの

妥当性を支持するものである。 
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Figure 3.4.6. 代表的な Type O、Type D、Type M 阻害剤の deoxy-、oxy-、met-チロシナーゼのコンピュータ

モデルに対する in silico ドッキング解析 代表的な Type O 阻害剤(ヒノキチオール)、Type D 阻害剤(コウジ

酸)、Type M 阻害剤(安息香酸)の deoxy-、oxy-、met-チロシナーゼに対して in silico ドッキング解析を行った。

黒いバーは各グラフで最もエネルギーの低い値である。 
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3.5. 本節の結論 

多くのチロシナーゼ阻害剤が報告されてきたが、チロシナーゼの 3つのフォーム(oxy-、

deoxy-、met-チロシナーゼ)のどれに作用しているかについての議論はこれまでにほとんどな

されなかった。本節ではこの問題を解決するために、まず、モノフェノラーゼ活性とジフェ

ノラーゼ活性のどちらを優先的に阻害するかを示す Indexを立式した。この Index を計算し、

見かけの阻害様式を測定すれば、その組み合わせで各々の阻害剤がターゲットとしている

フォームがわかる。もし、阻害剤が oxy-チロシナーゼに対して結合するならば、阻害様式は

競合阻害になるはずである(Type O 阻害剤)。一方で、deoxy-チロシナーゼか met-チロシナー

ゼに対して競合的に阻害すれば、みかけの阻害様式は非競合阻害になるだろう(Type D、Type 

M 阻害剤)。Type D 阻害剤は Index の値が小さく、Type M 阻害剤は Index の値が大きい。こ

の境界はまだはっきりしないが、おそらくコウジ酸(Type D 阻害剤)が 1 つの基準になると考

えられる。以上をまとめると、本節で考えたチロシナーゼ阻害剤の Index は、阻害剤の作用

メカニズムを考える上でこれまでにない重要な情報になりうると結論される。 
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第 4 章 チロシナーゼ活性化作用物質の骨格研究 

4.1 背景･目的 

第 1 章 1 節でも述べたように、人々の美白への関心は高く、チロシナーゼに対する阻

害剤が多数検討されてきた。一方で、白色人種の文化において、肌の色を小麦色に焼くこと

が経済的なステータスとなる場合があるという[63, 64]。よって、皮膚の色調を理想的な小

麦色に呈色させるような素材、及びそれを含む化粧料の開発に対する潜在的な要望がある。

しかしながら、活性化剤の報告は阻害剤のそれに比べるとほとんどない。第 2 章では、フェ

ニル安息香酸(PBA)誘導体のチロシナーゼ阻害能について調べ、その阻害活性に重要である

と考えられるチロシナーゼの活性中心の構造的な特徴について考察した。そこで本章では

それとは逆に、PBA 誘導体の中からチロシナーゼ活性化作用を持つ物質を見出すことを目

的とした。さらに、活性化作用を発揮するのに重要なマッシュルームチロシナーゼのアク

ティブポケットの構造について、in silico 手法を用いてより詳細に解析する。 

 

4.2. 実験材料・試薬・方法 

4.2.1. 材料 

化合物 5-1、5-2、5-3、5-4、5-5 は、それぞれ Combi-Blocks 社より購入した。コン

トロール化合物である 2,3,5,4'-Tetrahydroxystilbene 2-O-beta-D-glucoside (THSG)、-

Arbutin は、それぞれ SIGMA、和光純薬工業株式会社にて購入した。いずれも、ジメチ

ルスルホキシド(DMSO)に 100 mM で溶解し、適宜希釈して試験に供した。 

 

4.2.2. チロシナーゼ活性の測定 

チロシナーゼ活性の測定は、第 2 章 2.2.2.節に示した方法を用いて行った。 

 

4.2.3. コンピュータを用いた阻害様式の予測 
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ドッキングスタディは、第 3 章 3.3.3.節に示した方法を用いて行った。 

4.3. 実験結果 

4.3.1. 活性化剤候補化合物の選定 

チロシナーゼ活性化剤として報告されている数種の化合物(1.節も参照)を比較する

と、フェノール性水酸基を持つものが多いことが見て取れる。そこで、フェニル安息香

酸誘導体のうち、4’-水酸化 3-PBA(化合物 5: Table 2.3.2.)の誘導体 (化合物 5-1、5-2、5-

3、5-4)についてチロシナーゼ活性化作用を調べることにした(Figure 4.3.1.)。 

 

4.3.2. 化合物 5 誘導体のチロシナーゼ阻害及び活性化作用 

2.3.1.節と同様の方法で、化合物 5 誘導体のモノフェノラーゼ活性及びジフェノ

ラーゼ活性について調べたところ、Figure 4.3.2.の結果を得た。驚くべきことに、全ての

化合物 5 誘導体は、濃度を高くするとモノフェノラーゼ活性を阻害したが、化合物 5-

2、5-3、5-4、5-5 は、低濃度ではむしろ、ある特定の濃度域で、2.8～72.8%の活性化作

用を示した(これを、セミアクチベーション(Semi-Activation)と呼ぶことにする)。また、

ジフェノラーゼ活性の評価では、化合物 5-1、5-2、5-3、5-4 は濃度依存的にシグモイド

カーブを描き、活性化作用が認められた。一方で、化合物 5-5 はジフェノラーゼ活性に

対しては阻害作用を示した。コントロールとして、THSG 及び-アルブチンに関しても

同様の実験を行ったところ、THSG ではモノフェノラーゼ活性に対しては 200%以上の

非常に強い活性化作用を示したが、ジフェノラーゼ活性に対しては弱い活性化作用で

あった。また、-アルブチンはモノフェノラーゼ活性に対しては活性化作用を示さな

かったが、ジフェノラーゼ活性に対しては弱い活性化作用を示した。これらのことから、

化合物 5 の誘導体のうち、化合物 5-2、5-3、5-4、5-5 は、活性化メカニズムがこれまで

の報告されている活性化剤とは異なる新しいタイプの活性化剤である可能性が示唆さ

れた。また、化合物 5-1 は-アルブチンと同様のタイプの活性化剤である可能性が示唆
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された。 

阻害作用／活性化作用の定量化には、次の指標を用いた。モノフェノラーゼの阻害

作用は、薬剤未処理の活性を 100 とした場合、活性が 50％となる点を見かけの 50％阻

害能度(IC50
app)としてグラフから読み取り、評価した。モノフェノラーゼの活性化作用

は、最も比活性が高いところの活性を最大活性化力(Amax
T)と定義し、比較した。ジフェ

ノラーゼ活性の活性化作用も同様に最大活性化力(Amax
D)と定義し、比較した。そして、

50％活性化された活性化剤濃度(AC50)をグラフから求め、比較した(Table 4.3.1.)。 

その結果、モノフェノラーゼ活性に対しては、化合物 5-3(Amax
T = 172.8%)、ジフェ

ノラーゼに対しては、化合物 5-2(Amax
D = 144%)が最も高いチロシナーゼ活性化作用を

示すことが判明した。 

 

 

  



69 

 

 

Figure 4.3.1. 化合物 5 (4’-hydroxy-3-phenylbenzoicacid) 誘導体及び既知のチロシナーゼ活性化剤(-アルブ

チン、THSG)の化学構造式 
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Figure 4.3.2. 化合物 5 (4’-hydroxy-3-phenylbenzoicacid) 誘導体及び既知のチロシナーゼ活性化剤(-アルブ

チン、THSG)のチロシナーゼ阻害作用 L-チロシンを基質とした場合(A：○)及び L-DOPA を基質とした場

合(B：●)のチロシナーゼ阻害活性について示している。データは比活性(%)として表記した。データは 3 回

の独立な実験の平均値±SE で表示した。 
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Table 4.3.1. チロシナーゼに対する化合物 5類縁体及びコントロール化合物の阻害／活性化作用と Index値 

Compounds 

Monophenolase Diphenolase 

Index Amax
T 

(%) 

IC50  

(M) 

Amax
D  

(%) 

AC50 

(M) 

Compound 5 Inhibition 10.59 Inhibition IC50 = 57.2 -5.00 

Compound 5-1 Inhibition 21.15 118.0 30.32 11.4 

Compound 5-2 102.8 18.11 144.1 > 101.5 < -5.87 

Compound 5-3 172.8 10.93a 121.7 31.28 1.02 

Compound 5-4 138.7 23.21a 106.7 190.6 -15.2 

Compound 5-5 142.7 38.89a Inhibition IC50 > 500 < -40.4 

-Arbutin Inhibition 41.64 106.0 < 1 > 40.8 

THSG > 551.8 AC50 > 50 108.2 > 10 － 

Amax
T：モノフェノラーゼ活性に対する最大活性化力 IC50

app, T：モノフェノラーゼ活性に対する見かけの

IC50、Amax
D：ジフェノラーゼ活性に対する最大活性化力)、AC50：Amax

D の 50%を活性化する濃度、a：み

かけの IC50 値 
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4.3.3. in silico ドッキングシミュレーションによる活性化モデルの構築 

第 3 章でモノフェノラーゼ活性の IC50とジフェノラーゼ活性の IC50を比較する値

として 

𝐼𝐶50
𝑇 = 0.75(𝐼𝐶50

𝐷 )0.75 

(4-14) 

を示した。この計算法を拡張して、IC50
Dの代わりに AC50

Dも用いて計算すると、Table 

4.3.1.に示す値となる。化合物 5-1 及び-アルブチンの Index と比較して、5-2、5-3、5-

4、5-5 の Index は小さいか、負の値を示す。すなわち、化合物 5-2、5-3、5-4、5-5 は、

oxy-チロシナーゼに優先的に結合している可能性が高い。一方で、化合物 5-1 及び-ア

ルブチンは、met-チロシナーゼと結合している可能性が高い。THSG は Index を評価で

きなかったが、モノフェノラーゼに対する作用が非常に強く、低濃度でも活性化作用を

示すので、oxy-チロシナーゼに対するドッキングシミュレーションを行った。そこで、

化合物 5、5-1、5-2、5-3、5-4、5-5、THSG を oxy-チロシナーゼに対して、化合物 5-1、

-アルブチン、THSG を met-チロシナーゼに対して in silico ドッキング解析を行った

(Figure 4.3.3.)。そして、このモデルにおいて各化合物とマッシュルームチロシナーゼと

の相互作用に重要なアミノ酸との結合様式の予測を行った。 

化合物 5 は、モノフェノラーゼ活性に対してもジフェノラーゼ活性に対しても阻

害剤として振る舞い、フェニル基と Asn260 との並行-相互作用が予測された(Figure 

4.3.3. A)。化合物 5-1 と-アルブチンは、モノフェノラーゼ活性に対しては阻害作用を

示し、ジフェノラーゼ活性に対しては活性化作用を示した。このうち、化合物 5-1 及び

-アルブチンでは、His244 との相互作用が予測された(Figure 4.3.3. B)。化合物 5-2、5-

3、5-4 はモノフェノラーゼ活性をセミアクチベーションし、ジフェノラーゼ活性を活

性化した。これらの化合物では Arg268 との水素結合が予測された(Figure 4.3.3. C)。化

合物 5-5 は、モノフェノラーゼ活性に対してセミアクチベーションであり、ジフェノ
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ラーゼ活性に対しては阻害作用を示した。ドッキングシミュレーションの結果、oxy-チ

ロシナーゼとの間には目立った相互作用が見られなかった(Figure 4.3.3. E)。モノフェノ

ラーゼ活性、ジフェノラーゼ活性双方を活性化した THSG は、His244 及び His85 と水

素結合している可能性が高いと考えられる。 
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Figure 4.3.3. 化合物 5 類縁体及び-アルブチン、THSG のマッシュルームチロシナーゼの活性中心に対す

る結合様式 A 化合物 5(茶)の oxy-チロシナーゼに対する結合様式 B 化合物 5-1(青：左)及び-アルブ

チン(赤茶：右)の met-チロシナーゼに対する結合様式 C 化合物 5-2(オレンジ)、5-3(マリン)、5-4(グリー

ン)の oxy-チロシナーゼに対する結合様式 D 化合物 5-5(モスグリーン)の oxy-チロシナーゼに対する結合

様式。 A-D アミノ酸残基の炭素鎖、酸素原子、窒素原子、銅イオンは、それぞれグレー、レッド、薄青、

イエローで表示してある。活性中心から遠いアミノ酸はバックボーンとして、薄い灰色(oxy-チロシナーゼ：

A、C、D、E(左))及び薄いピンク(met-チロシナーゼ：B, E(右))のリボン表示である。 
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4.3.4. 化合物 5-2 のマッシュルームチロシナーゼによる代謝反応 

活性化剤の活性化メカニズムについてより詳細に解析するために、化合物 5 類縁

体の中で最もジフェノラーゼ活性の活性化作用が大きかった化合物 5-2 を選択し、モノ

フェノラーゼ活性に対してラインウェーバー・バークプロットを作成した。モノフェノ

ラーゼ活性に対して解析を行ったのは、[T] >> [D]の条件が満たされることで系を単純

化できるからである(第 3 章 3.2.節参照)。Figure 4.3.4.A に示すように、グラフは 1 点に

収束しなかった。化合物 5-2 の濃度が 5 M の場合、Km と Vmax は増大した。この意

味するところは、L-チロシンに対するみかけの親和性は低下したが、反応物の生成速度

は上昇したことを意味する。しかし、10 M の処理によって反応速度自体は大きくなら

なかったが、Km が小さくなり、0 M の Km と同等になった。そこで、この結果は、

酵素の状態が変化していることによって引き起こされた結果であると考えた。このと

き、Figure 4.3.4. B に示すように化合物 5-2 自身も代謝されているはずである。チロシ

ナーゼによって代謝される化合物としてカテキン類、3-ヒドロキシキヌレニンなどが報

告されており、いずれもフェノール構造を持つ化合物である[34, 65]。特に、3-ヒドロキ

シキヌレニンは、マッシュルームチロシナーゼ活性化作用を示す物質としても報告さ

れている[34]。化合物 5-2 もフェノール構造を持ち、チロシナーゼ活性化作用を持つの

で、チロシナーゼによって代謝される可能性は十分に考えられる。そこでまず、化合物

5-2 の紫外可視吸光スペクトルを測定したところ、270 nm の吸収極大波長を持ち、その

吸光度は濃度に比例した(R2 = 0.9942)(Figure 4.3.4. C)。そこで、反応バッファー中にチ

ロシナーゼのみ(E)または化合物 5-2 のみ(C)あるいはその両方を加えて、270 nm の吸光

度を経時的に測定したところ、両方を加えた場合のみその吸光度は時間依存的に減少

した(Figure 4.3.4. D)。仮に化合物 5-2 が代謝を受けているとすれば、o-キノン体が生成

されるはずである。そこで、o-キノン体と特異的に反応して安定な誘導体を形成する化

合物である 3-Methyl-2-benzothiazolinonehydrazone Hydrochloride (MBTH)を反応溶液中に
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加え、紫外可視吸光スペクトルの変化を観測したところ、330 nm 付近に特異的な変化

が観察された(Figure 4.3.4. F)。そこで、チロシナーゼ(E)、化合物 5-2(C)及び MBTH(M)

を混合し、330 nm の吸光度の変化を経時的に測定したところ、時間依存的にシグモイ

ド曲線を描き、吸光度の値が増加した(Figure 4.3.4. G)。E、C、M のいずれかひとつを除

くと、この吸光度の値の増加は見られなかった。上記の結果から、化合物 5-2 はチロシ

ナーゼによって代謝されている可能性が示唆された。 
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Figure 4.3.4. (前頁)化合物 5-2のマッシュルームチロシナーゼによる代謝反応 A 化合物 5-2のモノフェ

ノラーゼ活性に対するラインウェーバー・バークプロット。化合物 5-2 はそれぞれ 0 M (◆)、 5 M (▲)、

10 M (■)である。B 化合物 5-2 の代謝とチロシナーゼのフォームの変化のモデル図 Eoxy：oxy-チロシ

ナーゼ、Emet：met-チロシナーゼ、Edeoxy：deoxy-チロシナーゼ。C 様々な濃度における化合物 5-2 の吸光

度。 a-f ; 化合物 5-2 を 50 mM リン酸カリウム緩衝液に溶解したもの。濃度はそれぞれ a：200、b：100、

c：30、d：10、e：3、f：1、g-h；コントロール g：DMSO、h：バッファーD 化合物 5-2 の特異的吸光度(270 

nm)のマッシュルームチロシナーゼによる変化。E：Enzyme(4 U マッシュルームチロシナーゼ)、C：30 M

化合物 5-2 E 3-methyl-2-benzothiazolinonehydrazone hydrochloride (MBTH)と o-キノンの反応。

Winder らの論文(Eur J Biochem, 1991, Fig. 1)を参考に作成した[66]。(F) 化合物 5-2－チロシナーゼの反応系

における MBTH の効果 MBTH と o-キノンの adduct による 330 nm の吸光度(タテの点線を補助線として

いる)変化。混合後 0 min (上のパネル)、及び混合後 10 min (下のパネル)の様子。化合物 5-2 の濃度はそれぞ

れ a：30、b：10、c：3、d：1、e-f；コントロール、e：DMSO、f：バッファー (F) マッシュルームチロ

シナーゼ(E)、30 M 化合物 5-2(C)及び MBTH(M)を組み合わせて混合した際の吸光度の経時的変化。＋：

系に加えたことを示す、－：バッファーのみ 
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4.4. 考察 

Fitzpatrick はオーストラリア人の肌色の研究から、ヒトの肌の色を 3 タイプに分類した

(Skin Phototype)。その後、この概念は拡張され、現在 6 タイプに分類されている(第 1 章 1.2.

節参照)。スキンフォトタイプⅠ～Ⅲの人種では、肌が日光にさらされてもメラニン産生力

が弱いため黒くならず、従って紫外線による DNA ダメージに対してより脆弱であるといえ

る。美容的・社会的観点からも白人文化においては小麦色に焼けた肌は憧れの対象であり、

肌を黒くすることの需要については 4.1.節に述べた通りである。ヒトのメラノサイトの数は、

人種間では差がないといわれており、その差はチロシナーゼの活性であるとされている。つ

まり、肌色の調節を行うためのアプローチとして、チロシナーゼの活性中心の構造について

理解しておくことの重要性はきわめて大きい。マッシュルームとヒトチロシナーゼの配列

相同性は、わずか 23％程度であるが、活性中心では空間的配置も含めると類似している部

分もある(第 5 章にて詳細を論じる)。現在マッシュルームチロシナーゼでは Table 1.4.2.(第 1

章 1.5.2.節)に示したような活性化剤が報告されているが、その活性化メカニズムについては

ほとんど解析されていない。しかし、マッシュルームチロシナーゼとヒトチロシナーゼの構

造を対比させることでこれらの化合物のヒトチロシナーゼへの応用、あるいはそのその後

の構造最適化が可能になると考えられる。そこで本章ではマッシュルームチロシナーゼ活

性化剤として 3-フェニル安息香酸誘導体の化合物 5 を、既報の-アルブチンと THSG と比

較しながらその特性を検討し、in silico ドッキングシミュレーションの手法を用いて活性化

メカニズムについて構造学的な考察を行った。 

化合物 5 の誘導体のうち、THSG と同様の作用を示すもの、すなわち、モノフェノラー

ゼとジフェノラーゼの両方の活性を濃度依存的に促進するものはなかった。一方で、-アル

ブチンのようにモノフェノラーゼ活性を阻害するがジフェノラーゼ活性は活性化する化合

物として化合物 5-1 及び 5-2 が見出された。モノフェノラーゼに対し、部分的な活性化(セ

ミアクチベーション)を示した化合物は 3 つ(化合物 5-3、5-4、5-5)であり、そのうち、ジフェ
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ノラーゼ活性に対する活性化作用を発揮したのは化合物 5-3 及び 5-4 であり、化合物 5-5 は

逆に阻害作用を示した。化合物 5 誘導体のうちで最も活性化作用を示した化合物 5-2 につい

ての詳細な解析から少なくとも化合物 5-2 のジフェノラーゼ活性化作用については化合物

自身が基質となって代謝され、変化を受けている可能性がある。3-ヒドロキシキヌレニンは

基質であり、活性化剤でもあるので Sanjust らは Substrate/Activator と呼んだ[34]。化合物 5

誘導体は、同じ類の作用を示している可能性もある。 

前章では、次のような問題提起を行った。チロシナーゼには oxy-, deoxy-, met-チロシナー

ゼの 3 種類のフォームが知られているのに、なぜ阻害剤のメカニズム推定ではそのことに

触れないのであろうか、という疑題である。そこで、その解答の 1 つとして化合物のモノ

フェノラーゼに対する作用とジフェノラーゼに対する作用の差を Index という数値を指標

として表し、見かけの阻害様式より真の阻害メカニズムを推定する方法について論じた。酵

素の活性化は、アロステリック部位を介した酵素のコンホメーション変化を介するという

報告は多い。しかし、第 3 章 3.4.4.節で論じたように、基質類似構造である PBA 類似体が別

の部位に結合するとは考えにくい。その上で、基質結合部位を化合物が共有することで活性

化作用が引き起こされることは、どのように理解すればよいだろうか。私は、このモデルと

して、阻害剤の場合と同様にして、チロシナーゼの 3 つのフォームを区別すれば説明が可能

であるのではないかと考えた。これまでに、Xie らが 4-ヒドロキシフェニル酢酸について、

モノフェノラーゼ活性は阻害するが、ジフェノラーゼ活性は活性化することを報告してい

る。その理由について、oxy-フォームを阻害するが met-フォームを活性化することが原因な

のではないかと考察している[33]。一方、Qin らは、-アルブチンが同様の作用を持つこと

について-アルブチンが oxy-フォームに対して自殺基質となる一方で、活性化作用に関し

てはアロステリック作用のような機構でチロシナーゼのコンホメーション変化を引き起こ

すためではないかと論じている[32]。これらの考えに対して、私の見解は異なるものである。

それは、化合物 5-2 が代謝されていたことから、活性化剤は自身が代謝を受けて活性化作用
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を示す可能性を考えていることである。もしそうであるならば、チロシナーゼのフォームも

変化する可能性もある。この立場に立ったモデルを Figure 4.3.5.に示した。これについて以

下に説明する。 

化合物が oxy-チロシナーゼに結合する場合、化合物自身は代謝され、oxy-チロシナーゼ

を met-チロシナーゼへと変化させる(タイプ I 活性化剤：AI)。met-チロシナーゼに結合する

場合、met-チロシナーゼを deoxy-チロシナーゼへと変化させる(タイプ II 活性化剤：AII)。酸

素が溶液中に飽和していれば、これはすぐに oxy-チロシナーゼとなるので、この時点では、

間接的に oxy-チロシナーゼは増加するが、met-チロシナーゼの量が足りなければモノフェノ

ラーゼ活性は減弱すると考えられる。また、AIと AIIの両方の作用を持つ化合物も想定しう

る。さらに、その結合比率や親和性のバランスでモノフェノラーゼ活性の濃度依存的な活性

化作用を持たせることもできると考えられる(例：THSG)。しかし、今回の化合物 5 誘導体

の中には、そのような性質を持つ化合物は見出せなかった。 

本研究では、はじめて THSG とマッシュルームチロシナーゼの結合モードを in silico で

予測した(Figure 4.3.4. F)。これにより、THSG は His85 残基との相互作用が予測された。His85

は、マッシュルームチロシナーゼの活性中心に銅原子をキレートしているヒスチジン残基

の 1 つであり、反応に関わる酵素の部分構造そのものを直接的に変化させている可能性も

ある。 

これまでチロシナーゼ活性化剤の研究、探索は行われてこなかった。本研究において、

活性化作用に重要であると考えられるアミノ酸残基についてはじめて言及した。タイプ I活

性化に重要なアミノ酸残基との相互作用は Asn260、Arg268 との水素結合が考えられ、タイ

プ II 活性化に重要なものは His244 との水素結合と考えられた。また、そのほかに、His85 と

の水素結合が、THSG のように強力な活性化作用を示す可能性も示唆された。また、本章で

見出された化合物の骨格は、構造最適化によってチロシナーゼ活性を高めるための薬剤と

して、白斑やパーキンソン病などの治療への応用が可能であると期待される。以上のことか
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ら、チロシナーゼ活性化剤をヒト疾患に応用することは非常に興味深いものであるが、2 つ

の障壁がある。1 つは活性化に重要なアミノ酸がヒトでも保存されているかどうか、もう 1

つはチロシナーゼの活性化を引き起こせたとして、その考え自体が妥当かどうかというこ

とである。 

尋常性白斑(白斑症、白癜; vitiligo)は、皮膚に不規則な色素欠失症状を呈する疾患であ

り、発症頻度は 0.5-2%である。原因は、メラノサイトに対する自己免疫反応と、活性酸素の

発生も一要因と考えられている。メラノサイトが脱落しておれば、チロシナーゼはそこに存

在していないのではないかという指摘もなされる。しかし、近年メラノサイトを復活させる

方法として、Narrow-Band UVB (NBUVB)照射療法が行われている。NBUVB は、311 ± 2 

nm というごく狭い領域の波長の紫外線及びそれを用いた光線療法の名称であり、乾癬やア

トピー性皮膚炎にも用いられる。この光線は、皮膚に対する紫外線の影響を抑えつつ、T 細

胞にアポトーシスを引き起こし過剰な炎症を抑制することによって治療効果を出すことが

できるとされているが、白斑症においては、近年の研究で、NBUVB の照射によって毛包の

バルジからメラノサイトのステムセルが遊走することを促し、表皮におけるメラノサイト

の再分布が引き起こされることが示されている[67]。この併用薬としてチロシナーゼ活性化

剤は有効であると考えられるが、これまでに応用例は見られない。 

パーキンソン病は、錐体外路症状を示す進行性の神経変性疾患であり、中脳の黒質にあ

るドパミン神経の消失が原因の 1 つであるとされる。従って、病変部は、黒質の脱色を伴う

[68]。この黒質の色はメラニンの色であり、ニューロメラニンと呼ばれる。ニューロメラニ

ンの生成に対するチロシナーゼの寄与については、議論が分かれている。黒質ニューロンで

は、チロシナーゼの mRNA の発現が確認されているが、チロシナーゼタンパク質はみるこ

とができない[69]。また、チロシナーゼ欠損の個体であるアルビノ個体の黒質は黒く、メラ

ニンを含むという報告がある[70]。これらの報告では、チロシンヒドロキシラーゼ(TH)がメ

ラニン合成を担っているとされている。一方で、TH が null のマウスでチロシナーゼによる
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ドパミンの合成を示した報告もある[71]。また、アポモルフィンにより誘発したパーキンソ

ンモデルマウスにおいて、自身のメラノサイトを黒質に移植することでパーキンソン病モ

デルマウスの代表的な行動である回転行動が抑制されたという報告もある[72]。しかし、こ

の実験では、アルビノのメラノサイトを移植しても回転行動の改善が見られており、いまだ

チロシナーゼの黒質における役割には疑問が残っている。チロシナーゼの活性化が戦略と

して適切であるか否かはこれからの研究を待たなければならない。 

本研究ではマッシュルームチロシナーゼ活性化作用物質の基本骨格及びそれと相互作

用しうるマッシュルームチロシナーゼの活性中心の構造について明らかにした。これらの

知見はチロシナーゼ活性化剤の応用研究の第一歩であると考えている。 
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Figure 4.3.5. チロシナーゼの 2つの活性サイクルにおける活性化剤の作用機序モデル タイプⅠ活性化剤

(AI)は oxy-チロシナーゼ(Eoxy)に結合し代謝され、AI’となる一方で、oxy-チロシナーゼを met-チロシナーゼ

(Emet)に変換する。タイプ II 活性化剤(AII)は met-チロシナーゼ(Emet)に結合し代謝され、AII’となる一方で、

met-チロシナーゼを deoxy-チロシナーゼ(Edeoxy)に変換する T: L-チロシン、D: L-DOPA、DQ: L-ドパキノ

ン、AI, AII:活性化剤  
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第 5 章 ヒトチロシナーゼ活性の阻害に重要な活性中心の構造に関する研究 

5.1. 背景 

美白化粧料または色素異常疾患治療薬としてチロシナーゼ阻害剤を考える場合、ヒト

チロシナーゼでの評価が必要であるが、多くの場合マッシュルームチロシナーゼで代用さ

れている。しかし、マッシュルームチロシナーゼとヒトチロシナーゼの配列相同性は 23％

と低い(Figure 5.1.1.)。また、マッシュルームチロシナーゼが遊離の酵素であるのに対し、ヒ

トチロシナーゼは膜結合型の酵素であるという違いもある。ヒトチロシナーゼは、メラノサ

イト中のメラノソームという特殊な構造体の中に存在する。チロシナーゼはゴルジ体で糖

鎖修飾を受けた後、メラノソーム内に輸送される。メラノソームは、リソソーム由来のオル

ガネラであり、膜状のプロトンポンプによって内部は細胞質内に比べると酸性である。メラ

ノソームは成熟の段階によって I～IV 期に分類される。初期メラノソームでは pH = 5.0 で

あり、最終的に 6.8 となるといわれている。チロシナーゼの C 末端は細胞質側であり、N 末

端はメラノソーム内に位置する。C 末端には 2 つのリン酸化部位があり、PKCによってリ

ン酸化されることで活性が約 2.5 倍上昇するといわれている。メラノソーム内には膜上にチ

ロシンヒドロキシラーゼアイソフォーム I(THI)があり、L-チロシンを L-DOPA に変換してい

る。イムノゴールド電子顕微鏡観察の手法によって、THI とチロシナーゼはメラノソーム膜

状で隣り合わせになっていることが報告された。また、THI の至適基質濃度がM オーダー

であるのに対し、チロシナーゼのモノフェノラーゼ活性の至適基質濃度は mM オーダーで

ある。メラノソームへの L-チロシンの供給は受動拡散によるとされており、実際にはモノ

フェノラーゼ活性は機能していないという可能性も報告されている。したがって、ヒトでは

モノフェノラーゼ活性を THI へ分担している可能性も指摘されている。[73]。 

よって、大腸菌で発現させたチロシナーゼは前述のような修飾を受けない上に、膜結合

状態でもないため、活性は修飾を受けたものに比して小さいと考えられるが、ヒトチロシ
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ナーゼを大腸菌で発現させ、その活性を測定する研究は試みられている。Chen らは、大腸

菌で発現させたヒトリコンビナントチロシナーゼを精製し、酵素学的な性質を調べている。

この酵素は N 末端側 168-531 アミノ酸部分のみであり、分子量 57.0 kDa のタンパク質であ

るが、活性は保持している。ジフェノラーゼ活性の至適温度は 70℃で至適 pH は 8.5 であっ

た[74]。Jeon らは同様に、大腸菌の過剰発現系によって作成した全長(66 kDa)のヒトリコン

ビナントチロシナーゼを用いて活性測定系を作成しており、ジフェノラーゼ活性の至適温

度は 50℃、至適 pH は 7.5 であった[75]。 

そこからさらに一歩進んだ方策としては、ヒト培養細胞を用いるものがある。Boo らの

グループは、ヒトチロシナーゼを HEK293T 細胞に発現させ、その cell-free extract を使って

ヒトチロシナーゼ阻害剤及び阻害作用を持つ植物抽出液の探索を行っている[76, 77]。この

方法のメリットはチロシナーゼを過剰に発現させられること、及びヒト細胞による修飾が

受けられるというものであるが、メラノソームという構造体がないことが課題となる。そこ

で、メラノーマ細胞からのチロシナーゼあるいはメラノソームの cell-free extract を用いる方

法も取られている。江崎グリコの Sugimoto らは、HMV-II 細胞の細胞破砕液の上清を用い

て、ジフェノラーゼ活性を測定した[78]。それらの研究によれば、ヒトチロシナーゼの活性

は他の生物種(特にマッシュルーム)に比べ、著しく小さい。Winder らは 1991 年に、3-Methyl-

2-benzothiazolinonehydrazone Hydrochloride (MBTH；第 4 章 Figure 4.3.4.E も参照)を用いて、

生成した L-DOPA を捕捉し、測定できることを報告した。この方法はしばしば上記のリコン

ビナント系／過剰発現系／メラノーマ細胞抽出系などの方法と組み合わせて用いられる

[66]。 

商業ベースでは、Enzo Life Sciences 社より活性の確認されたヒトリコンビナントチロ

シナーゼが販売されている。製品のデータシートから、このリコンビナントは Chen らの方

法に準じていると考えられる。本章では、このヒトリコンビナントチロシナーゼを用いて

フェニル安息香酸異性体(PBAs)や既存のチロシナーゼ阻害剤(ヒノキチオール、コウジ酸)の



87 

 

ヒトチロシナーゼ活性調節作用について確認することを目的とした。また、その中で特に調

節効果の高いものについて、より細胞内の状態に近いチロシナーゼを含むメラノソーム系

を用いて阻害作用を検討し、考察する。 
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Figure 5.1.1. ヒトチロシナーゼとマッシュルームチロシナーゼの配列及び相同性 A ヒト[Homo 

sapiens]及びマッシュルーム[Agaricus bisporus]のアミノ酸一次配列(FASTA 配列)。赤字はホモロジーモデリ

ングに使用した部分(Figure 5.3.3.参照) B ヒトチロシナーゼ一次配列を Query、マッシュルームチロシ

ナーゼを Subject として、BLAST(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov)を用いた配列相同性の比較図 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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5.2.  実験材料・試薬・方法 

5.2.1. 材料 

G-361 ヒトメラノーマ細胞株は、理研バイオリソースセンター(Tsukuba, Japan)より

購入した。G-361 は McCoy’s 5A 培地(GE)に、10%FBS 及び 100 U/mL ペニシリン/スト

レプトマイシン(和光純薬工業)を加えて 37℃、5%CO2存在下で培養した。-Thujaplicin、

-Thujaplicin、-Thujaplicin は和光純薬工業より購入した。 

 

5.2.2. in vitro ヒトリコンビナントチロシナーゼアッセイ 

ヒトリコンビナントチロシナーゼは、Enzo Life Sciences 社から購入した。反応は

96-well マイクロタイタープレート上で行い、反応条件はデータシートに従った。50 mM

リン酸ナトリウム緩衝液(pH = 7.3)、0.5 mM L-DOPA、2% N,N’-dimethylformamide、5 mM 

3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone (MBTH)を含む。阻害剤はDMSOに溶解しており、

DMSO の終濃度が 2%となるように系に加えた。ヒトチロシナーゼは、1 well あたり 5 

L ずつ加えた(1.15 g protein)。30℃で 10 分ごとに最大 60 分まで 505 nm の吸光度を測

定し、吸光度変化の傾きを求め、反応速度とし、阻害率を求めた。 

 

5.2.3. メラノソーム抽出及び in vitro (melanosome 系)チロシナーゼアッセイ 

75 cm2細胞培養用フラスコ(AGC TECHNO GLASS CO.,LTD.(Iwaki))に 80％コン

フルエントの細胞を用意し、培地を吸引後、500 L の 0.05％トリプシン/EDTA 溶液で

37℃、2 分間処理した後、10 mL の新たな培地で懸濁し、1×107細胞ごとに 20 mM の

リン酸ナトリウム緩衝液で洗浄し、再び遠心操作の後、上清を除去して－80℃で 24 時

間以上保存した。MBTH (3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone)チロシナーゼアッセイ

は、Wnder らの方法を改変して行った。－80℃で凍結していた細胞に 0.1%NP-40 を含

む 20 mM リン酸緩衝液(pH = 6.8)を 1 mL 加えて 10 分間インキュベートし、Potter-
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Elvehjem 型ホモジェナイザーを用いて氷冷水中でホモジェナイズし 800×g で 10 分間

遠心し、上清を得た(メラノソームを含む)。これを Ando らの方法を参考にし、アミコ

ンウルトラ-0.5 mL 遠心式フィルター 10K デバイス(メルクミリポア社)を用いて、100 

mM のリン酸ナトリウム緩衝液への置換、濃縮を行った。96-well マイクロタイタープ

レート上に 50 L の MBTH-基質溶液(5 mM L-DOPA、5 mM MBTH、4.0% N,N’-

dimethylformamide)と 48 L のメラノソーム粗酵素液、2 L の化合物を加えて 37℃で 10

分間インキュベートしたのち、505 nm の吸光度を測定し、0 点とした。さらに 37℃で

2 時間インキュベートし、505 nm の吸光度を測定した。それらの吸光度変化の傾きを

反応速度とし、阻害率を求めた。最終画分にメラノソームが存在することはイムノブ

ロット法を用いて示した（付録 A3）。 

 

5.2.4. ヒトチロシナーゼのホモロジーモデリング 

放線菌(Streptomyces castaneoglobisporus)チロシナーゼ(PDB ID: 1wx2)をプロテイン

データバンク(PDB)からダウンロードしてテンプレートとした。ヒトチロシナーゼとチ

ロシナーゼの配列アライメントデータは Sendovski らの文献 [22]を参考にし、

MODELLER9v3 を用いてモデリングした[79]。10 個のモデルを automodel class モード

で生成し、RAMPAGE で評価した[80]。2 つの銅イオンとパーオキシドイオン、L-チロ

シン、6 つのヒスチジン残基(His180、His202、His211、His363、His367、His380)はテン

プレートコンホメーションに固定して、S. castaneoglobisporus チロシナーゼの Tyr98 に

重ね合わせるような形で、L-チロシンが配置するように位置を決定した。最も適切なモ

デルとして、Ramachandran plot で最も outlier 領域のスコアの低いモデルを選択した。 

 

5.2.5. ヒトチロシナーゼに対する各阻害剤の結合モード予測 

使用した化合物の構造は、ChemDraw® Ultra 及び Chem3D® Ultra で描画し、MOPAC
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プログラムで最適化した。結合モードは、AutoDock Vina を用いてシミュレーションし

た[49]。非極性水素原子及び Gastiger 原子電荷を付与した。溶媒パラメータは、Addsol

プログラムを用いて作成した。基質のチロシンから 7 Å 以内の残基で、Gly379 とヒス

チジン残基を除くもの(Asn364、Ala365、Ile368、Met374、Ser375、Glu376, Val377、Glu378、

Ser380)を可変領域として設定した。活性部位のグリッドポイントは、AutoGrid を用い

て一辺が 40 単位の立方体とした(1 単位＝0.375 Å)。AutoGrid の中心は、(x，y，z) = (-

14.802，-17.878，21.251)であった。リガンドドッキングは、AutoDock4.2 の Lamarckian 

Genetic Algorithm を用いた。おおまかな結合自由エネルギーを empirical 関数に基づい

て計算し、既知のタンパク質-リガンド複合体から線形予測を行って決定した。この関

数はファンデルワールス結合、水素結合、静電引力、リガンドのねじれ、脱溶媒和を含

む。ドッキングで表されたエネルギーはリガンドの持つエネルギー及びリガンドの分

子内相互作用によるエネルギーも含む。ドッキングのパラメータは全てデフォルトの

ものを使用した。リガンドの回転角は AutoTors プログラムを用いて付与した。シミュ

レーションは 10 回行った。エネルギーが最小となる結合モードは Amber9 を用いて得

た。銅イオンのファンデルワールスパラメータは R=1.27 Å、E=0.06 kcal/mol に設定し

た[38]。200 ステップの真空の最急降下法を行って、結合モードのエネルギーを最小化

した。Harmonic restraint with force constant は 100 kcal/mol・Å2として銅イオン、パーオ

キシドイオン、6 つのヒスチジン残基に適用した。 

 

5.2.6. 化合物の ClogP 計算 

構造式描画ソフト Chem Sketch を用いて構造式を描画し、ソフトに付与されている

機能を用いて logP を予測し、ClogP 値とした。 
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5.3. 実験結果 

5.3.1. 市販のリコンビナントヒトチロシナーゼによる各種阻害候補化合物の評価 

マッシュルームチロシナーゼで効果を示した化合物がヒトチロシナーゼにも効果

を示すかを検討するために、市販のヒトリコンビナントチロシナーゼを用いてジフェ

ノラーゼ活性を測定した。フェニル安息香酸誘導体(PBAs)の阻害活性について検証し

たところ、3-PBA が最も強い阻害活性を示し、IC50 = 15 M であった(Figure 5.3.1.A)。

2-PBA は、マッシュルームチロシナーゼに対しては阻害活性をほとんど示さなかった

のに対し(第 2 章 2.3.1.節参照)、ヒトリコンビナントチロシナーゼに対しては阻害活性

を示した(IC50 = 60 M：Figure 5.3.1. A)。阻害剤コントロール化合物としてヒノキチオー

ル、コウジ酸の IC50を求めると、それぞれ 6 M、 200 M であった(Figure 5.3.1.B)。こ

れらを表にまとめたものが Table 5.3.1.である。 
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Figure 5.3.1.  3 種の PBA 異性体のヒトリコンビナントチロシナーゼに対する阻害作用 A PBA 異性体

のヒトリコンビナントチロシナーゼ阻害作用 データは阻害率として表記し、各シンボルは 2-PBA(●)、3-

PBA(●)、4-PBA(●)である。 B コウジ酸(▲)及びヒノキチオール(■)のヒトリコンビナントチロシナー

ゼに対する阻害作用。データは 3 回の独立に行った実験の平均値で表示した。曲線は、4-パラメータシグモ

イド曲線y = d +
𝑑−𝑎

1+(
𝑥

𝑐
)
𝑏に a = 0、d = 100、b = 1 を代入したy = 100 +

100

1+(
𝑥

𝑐
)
1を重ねて c 値を IC50とした。 
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5.3.2. ヒトメラノーマ細胞由来メラノソーム抽出系を用いた PBA 異性体のチロシ

ナーゼ阻害活性評価 

ヒトチロシナーゼがメラノソームの膜上で機能するのに対し、市販のヒトリコン

ビナントチロシナーゼは遊離状態である。よって、ヒトリコンビナントチロシナーゼで

得られた結果の正当性を複数の視点から検証する必要がある。そこで、メラノソーム抽

出系を用いてそれを評価した。その結果、3-PBA はリコンビナントチロシナーゼの

IC50(15 M)より弱いながらも、阻害作用を示した(IC50 = 732 M)。一方で 2-PBA 及び 4-

PBA はほとんど阻害作用を示さなかった(Figure 5.3.2.A)。 

先行研究において、ツヤプリシン類(-ツヤプリシン、-ツヤプリシン、-ツヤプリ

シン; 付録 A1 も参照)がマッシュルームチロシナーゼに対して強力な阻害作用を発揮

し、その阻害作用の序列は、-ツヤプリシン＞-ツヤプリシン＞-ツヤプリシン＞コウ

ジ酸であった[24]。そこで、本研究ではさらにツヤプリシン類及び対照化合物であるコ

ウジ酸のチロシナーゼ阻害能を検討した。その結果、Figure5.3.2.B に示すように、-ツ

ヤプリシンが最も高い阻害活性を示した。阻害作用の序列は、-ツヤプリシン＞-ツヤ

プリシン＞＞コウジ酸＞-ツヤプリシン≒0であった。IC50値はTable5.3.1.にまとめた。 
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Figure 5.3.2.  3 種の PBA 異性体及びツヤプリシン異性体のヒトメラノソーム系に対する阻害作用 A 

PBA 異性体のヒトメラノソーム系ジフェノラーゼ活性阻害作用。データは阻害率として表記し、各シンボ

ルは 2-PBA(○)、3-PBA(○)、4-PBA(○)及び安息香酸(○)である。 B ツヤプリシン異性体のヒトメラノ

ソーム系ジフェノラーゼ活性阻害作用。データは阻害率として表記し、各シンボルは-ツヤプリシン(□)、

-ツヤプリシン(□)、-ツヤプリシン(□)及びコウジ酸(□)である。データは 3 回の独立に行った実験の平均

値で表示した。 
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Table 5.3.1. フェニル安息香酸異性体、コウジ酸、ヒノキチオール、安息香酸のジフェノラーゼ活性に対す

る IC50値 

 
IC50 (M) 

for mushroom 
tyrosinase 

IC50 (M) 
for human 

recombinant 
tyrosinase 

IC50 (M) 
for human 

melanosomal 
tyrosinase 

ClogP 

2-Phenylbenzoic acid 

(2-PBA: 化合物 1) 
>1000 60 >1000 3.00 ± 0.29 

3-Phenylbenzoic acid  

(3-PBA: 化合物 2) 
36.3 15 732 3.84 ± 0.54 

4-Phenylbenzoic acid  

(4-PBA: 化合物 3) 
216 >1000 >1000 3.75 ± 0.48 

Kojic acid 15.8 200 571 -0.64 ± 0.54 

Hinokitiol 0.0234 6 8.98 1.89 ± 0.35 

Benzoic acid 822 >1000 >1000 1.89 ± 0.21 
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5.3.3. ヒトチロシナーゼのホモロジーモデリング 

次に、ヒトチロシナーゼの活性中心の構造をマッシュルームチロシナーゼのそれ

と比較するために、コンピュータシミュレーションで三次元構造の比較を行うことに

した。しかし、ヒトチロシナーゼの X 線結晶回折構造は明らかにされていない。そこ

で、ヒトチロシナーゼの配列情報からホモロジーモデリングの手法を用いて、ヒトチロ

シナーゼの立体構造をコンピュータ上で構築した(Figure 5.3.3.A、B)。このモデルの妥

当性を検証するために、ラマチャンドランプロットを作成したところ、Favored 領域が

85.2%、Allowed 領域が 9.7%、Outlier 領域が 5.2%となり、このモデルはタンパク質構造

として十分に正当性を持つことが判明した(Figure 5.3.3.C)。また、マッシュルームチロ

シナーゼで L-チロシンのフェニル基と相互作用していると考えられる、Val283 に相当

する残基があるかを調べると、同様の位置に Val377 が配置されていることが分かった

(Figure 5.3.3.D)。 
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Figure 5.3.3.  ヒトチロシナーゼのホモロジーモデル A 放線菌チロシナーゼ(ScTYR)、マッシュルーム

チロシナーゼ(AbTYR)、及びヒトチロシナーゼ(hTYR)の配列の比較 B ヒトチロシナーゼの放線菌チロ

シナーゼに対するホモロジーモデル 銅原子は黄色、酸素原子は赤の球で示した。 C 出来上がったモデ

ルのラマチャンドランプロット。横軸φは 1 つ前の主鎖炭素との結合角、縦軸ψは 1 つ後の主鎖炭素との

結合角である。ブルーの領域はプロリンの結合角について、黄色の領域はグリシンの結合角についてそれ

ぞれ好ましいとされる角度の組み合わせを示し、各点は作成したホモロジーモデルの具体的な値を重ねて

プロット(プロリン：■及び▲、グリシン：×)したものを示す。好ましい(favoured)とされる領域には 281 残

基(85.2%)、許容されうる(allowed)領域には 32 残基(9.7%)、外れ値(outlier)の領域には 17 残基(5.2%)の残基

が分布した。 D 作成したモデルの活性中心の拡大図。各アミノ酸は線表示し、特に活性中心を構成する

アミノ酸は太いラインで表示している。特に Val377 を赤く示した。ブルーの曲面はそれらのなす表面を示

す。銅原子は黄色、酸素原子は赤の球で示した。 

  



99 

 

5.3.4. 安息香酸誘導体及びツヤプリシン類とヒトチロシナーゼとのドッキングフォー

ム 

ヒトチロシナーゼとマッシュルームチロシナーゼの活性中心の構造の共通部分及

び異なる部分を明らかにし、ヒトチロシナーゼに対して有効な阻害剤の構造特性につ

いて検討するために、これまで本研究においてマッシュルームチロシナーゼで評価し

てきた PBA 異性体及びツヤプリシン類についてヒトチロシナーゼとのドッキング

フォームを作成した。Figure 5.3.4.に示すように、安息香酸はベンゼン環部分が Val377

と相互作用していると考えられる。2-PBAはマッシュルームチロシナーゼに対するドッ

キングフォームとは異なり、アクティブポケットにその全体が収まりつつ、カルボキシ

基の銅への配向が可能となっている。また、安息香酸ユニットのベンゼン環部分が

Val377 との相互作用が予測される位置にある。さらに、2 つ目のベンゼン環が Asn364

の電子系と近く、かつ平行となっていることから、平行-相互作用が期待できる。し

かしながら、安息香酸部分のベンゼン環はアクティブポケットの空間に対し、すき間な

く入り込んでいる(赤い矢印)。3-及び 4-PBA においても同様にベンゼン環が Val377 と

の相互作用が予測される位置にあるが、4-PBA はカルボン酸の位置が銅原子からは遠

く離れている。銅原子と安息香酸部分とを結んで延長した先には、Ser375 や Phe347 な

どがあり、4-PBA のカルボキシ基の位置を合わせると、逆にフェニル基の空間的な収ま

りが悪いことも推察された。 

次に、ツヤプリシン類のドッキングも同様に行い、その構造的な側面を評価した。

全てのツヤプリシン類では、トロポロン部分が Val377 と相互作用する位置にあった。

そのとき、-ツヤプリシンは、-ヒドロキシカルボニル基が銅イオンの方向へ配向しな

かった。-ツヤプリシン及び-ツヤプリシンは-ヒドロキシカルボニル基が銅イオンの

方向へ配向していたが、-ツヤプリシンは若干、空間的な余裕を欠いていた(Figure 

5.3.5.)。これらのことから、PBA 異性体では 3-PBA が、ツヤプリシン類では-ツヤプリ

シンが最も反発の少ないドッキングポーズを取る可能性が高いと結論付けられる。 
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Figure 5.3.4. PBA 異性体のヒトチロシナーゼモデルの活性中心に対する結合様式 2-、3-、4-PBAと安息

香酸の炭素原子は、それぞれマリン(A)、オレンジ(B)、ブルー(C)、グリーン(D)の CPK 表示をしてある。赤

い矢印は空間的に反発の可能性がある部位を示す。アミノ酸残基の炭素鎖、酸素原子、銅イオン、酸素分

子は、それぞれグレー、レッド、イエローで表示してある。酸素分子及び銅原子も CPK 表示している。PBA：

フェニル安息香酸 BA:安息香酸  
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Figure 5.3.5. ツヤプリシン異性体のヒトチロシナーゼモデルの活性中心に対する結合様式 -、-、-ツ

ヤプリシンの炭素原子は、それぞれマリン(A)、オレンジ(B)、ブルー(C)の CPK 表示をしてある。アミノ

酸残基の炭素鎖、酸素原子、銅イオン、酸素分子は、それぞれグレー、レッド、イエローで表示してあ

る。酸素分子及び銅原子も CPK 表示している。PBA：フェニル安息香酸 BA:安息香酸  
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5.4. 考察 

これまでにチロシナーゼ阻害剤の研究では、主に簡便性とコストの面からマッシュ

ルームチロシナーゼを用いた阻害剤評価が行われてきた。しかし、ヒトチロシナーゼは膜結

合型タンパク質であり、しかも特殊なメラノソームという構造に埋め込まれている。本研究

では、ヒトリコンビナントチロシナーゼ及びメラノソーム抽出系 in vitro アッセイを用いて、

マッシュルームチロシナーゼで阻害作用を示した PBA 異性体及びツヤプリシン異性体につ

いて評価した。その結果、マッシュルームチロシナーゼとヒトチロシナーゼとでは阻害活性

を示す構造が全く異なることが明らかとなった。さらに、ヒトリコンビナントチロシナーゼ

とメラノソーム系でも阻害活性に差が見られた。 

2-PBA は、マッシュルームチロシナーゼではほとんど阻害活性を示さなかったが、ヒト

リコンビナントチロシナーゼでは阻害活性を示した。これは、活性中心の空間の広さや形が

異なるためであると考えられる。また、Val377 に加え、Asn364 との平行-相互作用をしう

る位置に 2 つ目のフェニル基が位置していたことも、3-PBA と同等な阻害活性を示した一

因であると考えられる。一方で、メラノソーム系では阻害作用を示さなかった。この理由と

して、2 つの可能性が考えられる。1 つは、PBA 類の膜透過性の差によってメラノソーム系

では作用を示さなかった可能性だ。しかし、Table 5.3.1.に示した理論的な logP 値(ClogP)は

PBA 異性体による差は少ない。3-PBA はリコンビナントチロシナーゼでもメラノソーム評

価系でも阻害作用を示した。このことから、膜透過性による説明は妥当性を欠くと考えてい

る。もう１つは、ヒトリコンビナントチロシナーゼの高次構造による説明である。Enzo Life 

Science 社のヒトリコンビナントチロシナーゼは N 末端 168-531 のみであり、このことが、

チロシナーゼの高次構造を変化させ、活性中心を開いた状態にして、化合物がアクセスしや

すい状態になっているためではないかと推察される。この考えが正しいとすれば、少なくと

も市販のリコンビナントチロシナーゼは、膜状に配列しているときの構造を反映しておら

ず、スクリーニングには適さないと考えられる。3-PBA は、マッシュルームチロシナーゼに
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対する作用よりは弱いものの、リコンビナント系においてもメラノソーム系においても阻

害作用を示した。ドッキングスタディの結果から、Val377 との相互作用、銅イオン方向への

カルボキシ基の配向、そして空間的な反発のないことなどがヒトチロシナーゼを阻害した

要因であると考えられる。ただし、マッシュルームチロシナーゼで 3-PBA と平行-相互作

用が予測されていた Asn260 残基に相当する Asn364 は、3-PBA とは位置が平行ではなく離

れていた。このことで、3-PBA は、マッシュルームチロシナーゼに対する効果よりも弱い作

用を示したのではないかと考えられる。4-PBA はマッシュルームチロシナーゼでは阻害作

用を持ったが、ヒトチロシナーゼでは全く作用を持たなかった。ドッキングスタディの結果

から、空間的に上手く活性中心に嵌ることができなかったためであると考えられる。 

-ツヤプリシンは、-ヒドロキシカルボニル基の位置が銅方向へ配向していない。一方

で、-ツヤプリシンは銅イオンへの配向は見られるが、側鎖のイソプロピル基が窮屈であっ

た。-ツヤプリシンは、銅イオンへの配向及び側鎖への立体的障壁もなくすんなり嵌ってい

る。フェニル安息香酸異性体とツヤプリシン異性体の結果を比較すると、ヘッド構造として

はツヤプリシンの骨格(トロポロン骨格)のほうがより適当であると考えられる。 

これまでに、マッシュルームチロシナーゼの活性中心に重要な構造について詳細に解

析してきた。本研究において、ホモロジーモデルを用いて、はじめてマッシュルームチロシ

ナーゼとヒトチロシナーゼの活性中心の構造を三次元的に詳細に比較した。酸素分子を含

む二核銅中心に対して、カルボン酸、-ヒドロキシカルボニルなどのヘッド構造がヒトチロ

シナーゼに対しても有効に相互作用しうることが示唆された。また、ヘッド構造に続いて、

電子系の相互作用する空間があり、Val377 がその保持に重要であることが示唆された。こ

れはマッシュルームチロシナーゼにおいて Val283 に対応している。また、マッシュルーム

チロシナーゼではその先の空間的な広がりは狭く Val248 が占めていたが、ヒトモデルでは

その部分は空間的に広くなっており、Arg308 が少し離れた位置に存在した。このことから、

ヒトチロシナーゼに対しては、3-PBA や-ツヤプリシンの側鎖を変化させ、Arg308 と相互
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作用できるようにすることによって、より特異的な構造最適化を行うことのできる可能性

が示唆される。マッシュルームチロシナーゼで重要であった Phe264 は、ヒトでは Ile368 に

置き換わっており、Phe264 との相互作用に関する知見はヒトでは見直さなければならない

ことを示している。マッシュルームチロシナーゼにおいて平行-相互作用によって 3-PBA

などと相互作用することが予測されていた Asn260 は、ヒトでは空間的に同じ位置に Asn364

があり、進化的に保存されている残基であると考えられた。しかし、この角度が異なってい

るために、マッシュルームチロシナーゼで見られたような 3-PBA との相互作用は欠落して

しまったと考えられ、このことが 3-PBA がヒトチロシナーゼに対して効果を減弱させたこ

との要因の 1 つであると考えられる。ヒトリコンビナントチロシナーゼを用いた実験では、

マッシュルームチロシナーゼにおいて阻害作用を示した 4-PBA やコウジ酸の阻害活性が著

しく減弱した。この結果は、Figure 5.4.1.で考察したような構造の違いを反映していると考

えられ、ヒトチロシナーゼでのアッセイの重要性について支持するものである。しかしなが

ら、メラノソーム系の結果との比較では、リコンビナント系で阻害活性を持った 2-PBA が

阻害活性を持たなくなったことや、3-PBA の阻害活性が著しく減弱したことなどから、メラ

ノソームに固定化されているチロシナーゼのタンパク質高次構造も阻害剤の設計に重要で

あり、メラノソーム上にあるほうが遊離のリコンビナント酵素よりも活性中心の空間的な

広がりは小さいことが示唆される。 

以上のことから、美白化粧料の開発を目的として in vitro チロシナーゼアッセイを行う

場合は、少なくともヒトメラノソーム系を用いて評価を行う必要があると考えられる。また、

共同研究者の㈱理論創薬研究所 吉森篤史博士と共同で作成したヒトチロシナーゼのホモ

ロジーモデルは、ヒトチロシナーゼ阻害剤のバーチャルスクリーニングに極めて有効であ

ることが強く示唆される。 
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Figure 5.4.1.  マッシュルームチロシナーゼとヒトチロシナーゼの活性中心における相互作用に重要なア

ミノ酸の比較 左にマッシュルームチロシナーゼ、右にヒトチロシナーゼの活性中心のアミノ酸について

示した。中心付近に位置する各アミノ酸は楕円上にアミノ酸番号を表記して示した。銅イオンを活性中心

に保持するためのヒスチジン残基はグリーンで示し、窒素原子を意味する N を表示した。本研究で阻害作

用の発揮に重要であると示されたアミノ酸は赤で示した。活性中心付近にあるが、今回の研究では役割が

明らかにならなかった残基は青で示した。疎水性相互作用、平行-相互作用、T 型相互作用、CH-相互

作用はそれぞれモスグリーンのウェーブ、レッドの二重線、ブルーの T字、茶色の三角形で示した。X：

電子系であることが必要である。代表例としてフェノール基の場合について示している。Y、Z、W：フェ

ニル基またはアルキル基 
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第 6 章 総括 

美白は、日本に古来よりある考え方であり、現代においてもその考えは脈々と日本人、

特に女性の間で受け継がれている。その反応の中核を担うのがチロシナーゼであり、その阻

害剤がこれまでに多く研究、探索されてきた。しかし、長い歴史ゆえに、酵素の構造学的な

見方は実務面に比べて遅れている。 

さらに、注意しておかなければならないことは、「ただ合成されただけのチロシナーゼ

阻害剤」の氾濫である。しかも、チロシナーゼ活性の測定はこれまでマッシュルームチロシ

ナーゼを用いて多く評価されてきた。その理由は「安価で簡便だから」である。しかし、た

だ無目的的に合成した化合物を「有用であるように見せるために」その題材としてチロシ

ナーゼを選ぶのはナンセンスだ。本研究では帰納的ではなく演繹的なアプローチでチロシ

ナーゼ阻害剤の構造学的な側面の探求を心がけた。 

第 1 章では、本研究を理解するための導入として、チロシナーゼの構造・機能・応用範

囲などの基礎情報について概説した。 

第 2 章では、チロシナーゼ阻害剤としてフェニル安息香酸誘導体(PBAs)のチロシナー

ゼ阻害活性についてモノフェノラーゼ及びジフェノラーゼ活性を比較しながら、3-PBA が

この類縁体の中では最も強い阻害作用を持つことを見出した。3-PBA の誘導体を用いた解

析においても、3-PBA が最も強い阻害作用を持った。4’-水酸化-4-PBA と 4’-メトキシ化-4-

PBA のドッキングシミュレーションによる構造学的な考察から、Asn260 との平行-相互

作用、Phe264 との T 型相互作用が重要であると予測された。さらに、チロシナーゼの構造

学的特徴として、Phe264 の角度を Arg268 が平行-相互作用によって支持していることも

示唆された。 

第 3 章では、ある阻害剤がモノフェノラーゼ活性とジフェノラーゼ活性に対して阻害

能の大きさに差はあるかという疑問を出発点とした。まず、コウジ酸の IC50 として報告さ

れている値を調べ、実験条件を統一するため、酵素ユニットと基質濃度、IC50の三者を結び
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つける式を作成した。それを用いて、モノフェノラーゼ阻害活性とジフェノラーゼ阻害活性

の間に 

𝐼𝐶50
𝑇 = [𝐿 − 𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒]𝑏(𝐼𝐶50

𝐷 )
𝑎

𝑙𝑜𝑔[𝐿−𝑇𝑦𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒][𝐿−𝐷𝑂𝑃𝐴] 

(4-13) 

なる関係を見出した。この関係は、文献調査によって得られた値を用いてもよく成立した。

そこで、この式にフェニル安息香酸の実験で得られた値を代入し、差の形に変形することで、

Index 値を 

𝐼𝑛𝑑𝑒𝑥 = 𝐼𝐶50
𝑇 − 0.75(𝐼𝐶50

𝐷 )0.75 

(4-15) 

と定義した。この Index 値と見かけの阻害様式を比較することで、チロシナーゼ阻害剤を 3

つのタイプに分類することができた。Type O は oxy-チロシナーゼに、Type D は deoxy-チロ

シナーゼに、Type M は met-チロシナーゼにそれぞれ作用すると考えられる。 

第 4 章では、4’-ヒドロキシ-3-PBA(化合物 5)のカルボキシ基をエステル化した化合物に

チロシナーゼ活性化作用を見出した。ある種の活性化剤では、それ自体が代謝されることが

活性化作用を示すのに重要であると考えられる。第 3 章で見出した Index を活性化剤に適用

することにより、化合物 5 誘導体は AIと AIIの 2 つのグループに分類できた。in silico 解析

により、AIは Asn260、Arg268、AIIは His244 との相互作用を想定した。 

第 5章では、これまでに検討した化合物のヒトチロシナーゼに対する作用の検討を行っ

た。マッシュルームとヒトのチロシナーゼの阻害作用の強弱は必ずしも一致しないことが

判明し、それぞれの阻害活性に寄与する活性中心のアミノ酸も明らかにした。ヒトチロシ

ナーゼの活性中心に対しては適する形を有していながらもメラノソーム上のチロシナーゼ

に対しては空間的に活性中心に入りづらい構造をしている化合物も存在し、ヒトリコンビ

ナントチロシナーゼを用いた in vitro アッセイ系の限界についても示した。今までのところ、

本研究において試した化合物の中では、ヒトチロシナーゼで最も阻害作用の強い化合物は-
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ツヤプリシンであり、空間的な考察から-ツヤプリシンの誘導体はより強力なヒトチロシ

ナーゼ阻害剤として応用展開が期待できる。 

以上のように、本研究で究明したチロシナーゼの阻害剤に関する考察は、マッシュルー

ム及びヒトチロシナーゼの活性制御に対して新たな構造学的な知見を与えた。特に、マッ

シュルームチロシナーゼでは、基質結合部位への結合による活性化作用についての新たな

モデルを提唱した。このことは、美白研究や皮膚の褐色化などの皮膚の色調改善を目的とし

た化粧品研究のみならず、チロシナーゼの不具合が原因で起こる疾病に対する治療法の新

たな開発に大きく寄与するものと考えられる。 
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付録  

本文の理解の助けとなる事項について説明を付す。 

 

A1 美白剤としてのチロシナーゼ阻害剤の例 

「美白化粧品」という言葉があるが、薬事法上は「美白」は効果・効能であるので、

このような効果・効能を謳うためには当該商品が「医薬部外品」である必要がある。「医

薬部外品」は、ポジティブリスト方式が用いられており、厚生労働省が定めた特定の成

分しか用いることはできない。医薬部外品原料規格 2006(外原規 2006)の別表、医薬部

外品添加物リストにその全てが公開されている。この規定は、医薬部外品として前例

(使用実績)のある化合物とその濃度について示している。また、それに加えて、各社が

独自に開発した原料・材料を申請する場合、安全性、安定性に関する試験、物質に関す

る情報の結果を提出すれば認可される場合があり、これらは「別紙規格」によって認め

られる。この成分の規格の詳細などに関しては公開されないため、基本的には他社が使

うことはできない。さらに、有効成分については有効性を示すデータも必要である。こ

のような経緯があり、「美白」を目的にして配合される化粧品成分は限定されており、

その中でも「チロシナーゼ阻害作用」を謳った成分は、非承認成分としてハイドロキノ

ン、承認成分としてはアルブチン、ルシノール、コウジ酸、エラグ酸の 4 種類のみであ

る。また、かつて承認されていたが、健康被害の発生により使用が規制されたロドデン

ドロール(ロドデノール)についても述べる。さらに、チロシナーゼ阻害剤として重要な

化合物にトロポロン及びヒノキチオールがある。以下に各論を述べる(Figure A1)。 

 

(a) ハイドロキノン(Hydroquinone; HQ) 

医薬品として用いられているチロシナーゼ阻害剤としてハイドロキノン(HQ)があり、

肝斑(1.5.1.節)の治療に用いられている。4%HQ を含むクリームの塗布により、統計的に有意
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な改善が見られると報告されている。しかし、個人差により皮膚刺激を生じる場合や、長期

間の使用でオクロノーシス(ochronosis; 組織褐変症)を引き起こす事例も報告されている[81-

84]。ロート製薬からは、ハイドロキノンを安定配合した美容液(化粧品)が発売されている。 

 

(b) アルブチン(Arbutin) 

単にアルブチンといった場合には、-アルブチンのことを指す。-アルブチンはコケモ

モ、梨、ウワウルシなどに含まれている。このアルブチンは 1990 年に資生堂より申請され、

承認を受けた[85]。その後、江崎グリコの西村らによってハイドロキノンの水酸基をグリコ

シド化する枯草菌(Bacillus subtilis)の菌株の単離が行われた。この菌株は型の合成を立体選

択的に行うことができる。江崎グリコの研究では、-アルブチンはマッシュルームチロシ

ナーゼをほとんど阻害しないが、ヒトチロシナーゼを強く阻害する(IC50 = 2.1 mM)とされて

おり、ヒトに対する特異性を売りにした販売戦略を展開している[85, 86]。その後、別のグ

ループが-アルブチンにはマッシュルームチロシナーゼに対する活性化作用があることを

報告した(1.4.3.節も参照) [32]。 

 

(c) ルシノール(4-n-Butylresorcinol) 

フェノールがかつて石炭酸と称して殺菌、消毒に用いられていたことは有名である。同

様に強い殺菌作用を持つ物質としてレゾルシン(1, 3-ジヒドロキシベンゼン)がある。レゾル

シンにはチロシナーゼ阻害作用が知られていたが、皮膚刺激性が強いため深い研究はなさ

れなかったが、ポーラ化成工業の片桐らによって 4 位に種種のアルキル基を導入した誘導

体が開発され、4-n-ブチルレゾルシノール、通称ルシノールとして 1998 年に認可された[87]。 

 

(d) コウジ酸(Kojic acid) 

日本の農芸化学の大家である薮田貞次郎は、大学院在学中の 1912 年に麹菌の代謝産物
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としてコウジ酸を発見した[88]。その後、1975 年に山省製薬がコウジ酸にチロシナーゼ阻害

作用を見出し、1988 年に認可を受けた[89]。学術的な世界では、in vitro の評価系のスタン

ダードとして用いられている[51]。従来は、チロシナーゼ中の銅イオンをキレートすること

で阻害作用を発揮すると考えられていたが、最近ではそれを疑問視する報告もある[90]。 

 

(e) エラグ酸(Ellagic acid) 

エラグ酸はイチゴ、ゲンノショウコ等に含まれるポリフェノールの一種であり、1997 年

にライオンにより申請され、承認された[85, 91]。 

 

(f) ロドデンドロール(Rododendrol) 

ラズベリーに含まれる芳香族化合物、ラズベリーケトンはチロシナーゼ阻害作用を持

つ。その類縁体としてカネボウが 2008 年に申請し、承認にいたった化合物がロドデンドロー

ル(通称ロドデノール)であり、2%配合製品が 6 年間販売された。この薬用化粧品の使用者の

皮膚適用部位に「白斑」が多発することが判明し、2013 年 7 月より製品の自主回収が行わ

れた。この機序は、チロシナーゼによって代謝されたロドデノールが o-キノン体となり、タ

ンパク質に付加したり過剰な酸化ストレスを誘導したりしてメラノサイトを傷害すること

だといわれている。さらに、そのような代謝活性化物質がハプテンとなり、メラノサイトを

特異的に攻撃する細胞傷害性 T 細胞の活性化によるメラノサイトの死滅も示唆されている

[92]。 

 

(g) ヒノキチオール(Hinokitiol) 

美白有効成分として有名ではないものの、強いチロシナーゼ活性阻害効果を持つ化合

物にヒノキチオールがある。ヒノキチオールはタイワンヒノキ(Chamaecyparis obtusa var. 

formosana)の樹皮より 1936 年に野副鐵男博士によって単離された。同時期に Erdtman と
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Gripenberg がベイスギ(Thuja plicata Don.種)より同じ化合物を単離しており、その類縁体は

Thujaplicin 類とも呼ばれる[93]。側鎖の位置により、-, -, -Thujaplicin がある。この基本骨

格はトロポロンと呼ばれる 7 員環非ベンゼン系芳香族化合物であり、強いキレート作用を

持つ。トロポロンは、マッシュルームチロシナーゼとの結晶構造がとられている唯一の低分

子化合物である[9]。 

 

 

Figure A1 チロシナーゼ阻害剤の例  
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A2 酵素反応速度論 

A2.1. 酵素反応速度論の基礎 

生体反応における触媒の多くは酵素によるものである。酵素を利用したり酵素の

阻害剤を創出したりするためには、酵素の特性をよく知る必要がある。しかしながら、

酵素は複雑な分子機械であり、酵素がどのように反応を行っているのか、我々は眼で見

て判別することはできない。そこで酵素反応速度論は、最も有力な方法の一つとなる。

ここでは、酵素を E、基質を S、生成物を P とおいて、酵素反応の途中に ES(酵素基質

複合体)という中間体の存在を仮定する。そして、以下のように簡略化して表現する。 

E + S ⇌ ES → E + P 

(A1) 

ここで、k1, k-1,kpは反応速度である。 

このとき、中間体 ES の濃度[ES]について、[ ]を各物質の濃度の表現として採用すれ

ば、 

𝑑[𝐸𝑆]

𝑑𝑡
= 𝑘1[𝐸][𝑆] − 𝑘−1[𝐸𝑆] − 𝑘𝑝[𝐸𝑆] 

(A2) 

ここで、酵素反応において、反応のごく初期のミリ秒時間以内を除くと、基質がなくな

るまでは[ES]が一定であるという定常状態近似を行えば、 

𝑑[𝐸𝑆]

𝑑𝑡
= 0 

(A3) 

全ての酵素濃度[E]Tとすれば、 

[𝐸]𝑇 = [𝐸] + [𝐸𝑆] 

(A4) 

であることより、[E]を消去して[ES]でまとめると、 

k1 

k-1 

kp 
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[ES] =
𝑘1[𝐸]𝑇[𝑆]

𝑘−1 + 𝑘𝑝 + 𝑘1[𝑆]
 

(A5) 

反応速度 v は、 

v = 𝑘𝑝[𝐸𝑆] =
𝑘𝑝𝑘1[𝐸]𝑇[𝑆]

𝑘−1 + 𝑘𝑝 + 𝑘1[𝑆]
 

(A6) 

ここで、最大反応速度 Vmax＝kp[E]Tであり、Km＝(k-1+kp)/k1 という値(ミカエリス定数)

を導入すると、 

𝑣 =
𝑉𝑚𝑎𝑥[𝑆]

𝐾𝑚 + [𝑆]
 

(A7) 

となる。これが(Henri-)Michaelis-Menten 式である[94]。 

 

A2.2. 阻害剤の反応機構解析 

(7)式から v と[S]の関係を示すグラフは双曲線であることがわかる。実験的に Vmax

や Kmを求めるために Lineweaver と Burk はこの式の両逆数をとって、 

1

𝑣
=

𝐾𝑚
𝑉𝑚𝑎𝑥

∙
1

[𝑆]
+

1

𝑉𝑚𝑎𝑥
 

(A8) 

とした。x 軸に 1/[S]、y 軸に v をプロットすれば、直線となるので、x 切片と y切片か

ら Kmと Vmaxが求められる。これを Lineweaver-Burk(ラインウェーバー・バーク)プロッ

トという。阻害剤の阻害様式を判定する場合に、この解析が多く用いられている。 

「競合阻害(competitive inhibition)」モデルでは、基質結合部位に基質と阻害剤が競

合する。これをモデル化するために、①酵素 E にのみ阻害剤が結合する ②阻害剤と

結合した E は、酵素反応を行うことができない。 という仮定(Figure A2 A)のもと導き

出された式 
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𝑣 =
𝑉𝑚𝑎𝑥[𝑆]

𝐾𝑚(1 +
[𝐼]
𝐾𝑖
) + [𝑆]

 

(A9) 

から、ラインウェーバー・バークプロットは、Figure A2 C となる。この図では、[I]の増

加によって傾きが増すが、y軸との交点は変化しない。これは、(9)式で[S]→∞とした場

合に v→Vmaxとなることに対応している。 

「非競合阻害(noncompetitive inhibition)」モデルでは、酵素に基質結合部位とは異な

る結合サイト(アロステリックサイト)があり、阻害剤や活性化剤がそこに結合すること

で反応速度を調節するというモデルである(Figure A2 B, D)。このモデルの条件は、①S

と I が E に対し独立に結合する。 ②P は ES のみから生成するというモデルであり、

式は 

𝑣 =
𝑉𝑚𝑎𝑥[𝑆]

(1 +
𝐾𝑚
[𝑆]

) (1 +
[𝐼]
𝐾𝑖
)
 

(A10) 

となる。ここで、Ki は酵素に阻害剤が結合するときの EI の解離定数である[94]。 

これらのグラフ上の変化は、反応機構モデル成立の必要条件であって十分条件で

はないが、おおむね必要十分条件として信じられている。特に、アロステリック阻害は、

非競合阻害様式であると思われている。例えば、仮にアロステリック阻害であったとし

ても、阻害剤が結合することで基質が全く結合できなくなる場合を想定すれば、競合阻

害様式を取ることは容易に想像できる。このような制約はあるが、Henri-Michaelis-

Menten 型速度論は、現在でも最も簡便な試験法として色あせていない。また、ライン

ウェーバー・バークプロットには視覚的な説得力があり、実用的な側面である。実際の

酵素反応は、それぞれ個別の反応機構を有しており複雑であり、酵素それぞれに対して

モデルを構築するのが理想であるが、数学モデルを扱える生化学者は少なく、その試み
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はあまり活発に行われてはいない。 

 

 

Figure A2.1. 酵素反応のモデルとラインウェーバー・バークプロット  

 

A2.3. チロシナーゼの酵素反応速度論 

チロシナーゼは前述の通り、複雑な反応であるため、Henri-Michaelis-Menten 式に

従わないように思える。しかしながら、見かけ上の反応は Henri-Michaelis-Menten 式に

従い、多くの論文でその形式に基づいた議論がなされている。これに関して、Ros らは

基質が L-チロシンである場合と、L-DOPA である場合の両方において、見かけ上(7)式に

帰着できることを示した[95]。すなわち、チロシンからドパクロムが生成する濃度 vT
DC

及び DOPA からドパクロムが生成する濃度 vD
DC はそれぞれ、見かけの最大反応速度

(Vmax
T、Vmax

D)、見かけの Km(Km
T、Km

D)を用いて 
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v𝐷𝐶
𝑇 =

𝑉𝑚𝑎𝑥
𝑇 [𝑆]

𝐾𝑚
𝑇 + [𝑆]

 

(A11) 

v𝐷𝐶
𝐷 =

𝑉𝑚𝑎𝑥
𝐷 [𝑆]

𝐾𝑚
𝐷 + [𝑆]

 

(A12) 

である。ただし、この見かけ上の各パラメータは大変複雑ないくつもの定数から成り立っ

ており、阻害剤などを系に別の要因として加えた場合は、その都度考慮していかなければな

らないことを意味する。よって、阻害剤を加えた場合に得られたパラメータから阻害機構を

明らかにする方法については、ほとんど進展は見られない。 

 

A3 メラノソームが存在することの確認 

メラノソームのマーカーとして知られる Rab27A タンパク質を指標に最終画分にメラ

ノソームが存在することを確認した。1×105細胞に相当する細胞、沈殿画分または上清画分

(melanosome を含む画分)をとり、SDS バッファー(トリスヒドロキシアミノメタン 98.3 mM, 

SDS 3.119%, グリセロール 10% , ブロモフェノールブルー 25 mg/mL：終濃度)を加え、15％ 

Extra PAGE One (nakarai tesque)を用いて 20 mA 定電流で 80 分泳動した(トリスヒドロキシ

アミノメタン 25 mM, グリシン 191 mM, SDS 0.1%)。その後、メタノールで親水化した

PVDF 膜(GE Healthcare)に 50 V 定電圧で 120 分転写を行い(トリスヒドロキシアミノメタン 

25 mM, グリシン 191 mM)、Blocking One (nakalai tesque)で室温で 30 分ブロッキングを行っ

た。1 次抗体反応は Can Get Signal A 液(TOYOBO)に 1/1000 に希釈した抗体液をビニール製

のパックに封入し、4℃で 16 時間回転盤上でインキュベートした。抗チロシナーゼ抗体、抗

Rab27A 抗体はともに Santa Cruz社から購入した。TBS-T(nakalai tesque)で 30分計三回(1分、

1 分、28 分)洗浄後、2 次抗体反応に供した。2 次抗体は抗マウス IgG(GE Healthcare)を Can 

Get Signal B 液(TOYOBO)に 1/10000 に希釈して用いた。化学発光検出試薬として LuminataTM 



118 

 

Crescedo Western HRP Substrate (メルクミリポア社)を用い、ChemiDoc MP(Biorad)で 10～20

秒露光した。使用した画分 c には Rab27A およびチロシナーゼが存在していることが示され

た(Figiure A3)。 

 

Figure A3. メラノソームが存在することの確認 A 5.2.3.節で述べた方法の簡単なスキーム B メラノ

ソームのマーカーである Rab27A およびチロシナーゼのイムノブロット図 a~c は A の各画分 a~c に相当

する。 
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