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研究成果の概要（和文）：ペルオキシソーム増殖因子受容体（PPAR）γは、糖や脂質代謝の主要制御因子であ
る。本研究では、研究代表者が以前確立したPPARγリガンド生成法の利便性の向上を目的として、生体直交化学
と光化学の手法を取り入れ、PPARγリガンドの細胞内合成とその光制御技術の構築を目指した。その結果、当初
計画した官能基を付加した化合物の合成に成功したが、連結反応や細胞内合成反応の進行を確認することができ
なかった。一方、光により配座が変化する光反応性リガンドの合成には成功し、アゴニスト活性の光制御技術構
築の今後の足がかりとなる結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) γ is a member of nuclear 
receptor superfamily, that regulates glucose and lipid metabolism. This study aimed to develop the 
methodology to facilitate the intracellular synthesis of PPARγ ligand through the light-irradiation
 by combining the bio-orthogonal chemistry and optochemistry. We synthesized a series of compounds 
that possess the reactive functional group but could not observe the intracellular ligation. We 
employed the alternative approach and successfully synthesize the PPARγ ligand that possess the 
photoreactive linker, which is expected as a new approach for light-control of PPARγ agonistic 
activity. 

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： PPARγ　核内受容体　生体直交化学　光化学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、薬候補化合物の化学構造を細胞内で合成すること、また薬効の発現の有無を光照射により制御する
ための技術を開発することを目的とした。前者の目的については達成することが出来なかったが、後者について
は光反応性官能基を導入した化合物の合成に成功した。今後、光照射実験により得られた化合物の配座変化や薬
効発現の制御を実証することで、新たな創薬技術の一つとなることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
ペルオキシソーム増殖剤応答性受容体（PPAR）は、核内受容体スーパーファミリーに属する

リガンド応答性の転写因子である。糖尿病や脂質代謝を始めとして、がん、炎症、非アルコール

性脂肪性肝炎（NASH）など、様々な疾病との関連が報告されており、これらの現象が PPARリ
ガンドにより緩和される可能性が示されている。PPARリガンドの代表例であるチアゾリジン誘

導体（TZD）は、かつて抗糖尿病薬として臨床使用されていたが、心不全や肝機能障害、浮腫な

どの重篤な副作用を引き起こすため現在処方中止となっている。 
研究代表者らは、PPARのリガンド結合ポケット（LBP）の特性を利用した新たなリガンド開発

戦略である ligand-linking strategy を考案し、新奇共有結合型アゴニストの創製に成功した（Ohtera, 
A. et al., ACS Chem. Biol. 2015）。本法は、PPARの LBP の cavity が約 1,500 Å3と、他の受容体に

比べて極めて大きいことに着目し、(1) 競合しない部位に同時に LBP に結合するリガンドペア

を細胞アッセイスクリーニングにより見出し、(2) 両者を融合させた単一の化合物を設計、化学

合成するという２段階からなる。このとき関連性の薄いリガンドペアを見出すことができれば、

両者を融合させることにより既存の手法では発想されない新しい骨格構造を生み出せる利点が

ある。しかし、次の欠点がある。第一に、活性のある化合物を見出すため、リガンドペアの融合

様式が異なる複数の化合物を設計、合成するなどの試行錯誤に一定の時間を要する。第二に、合

成する融合化合物は２つの化合物の構造を組み合わせたものであるため、分子サイズの肥大に

よる溶解性の低下が懸念される。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、研究代表者らが確立した ligand-linking strategy に生体直交型反応の概念と光反応

性官能基を活用し、PPARリガンドを細胞内で合成し、その反応を光で制御する光化学的手法の

開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
３－１．プラスミド 
 ヒト由来 PPARγ のリガンド結合ドメインをコードする遺伝子配列を PCR により増幅し、
pFN26A(BIND)hRluc-neo Flexi vector (Promega)にサブクローニングしたベクター（pGAL4DBD-
PPARγLBD）をエフェクタープラスミドとして用いた。レポーターベクターとして、UAS 配列の
下流にルシフェラーゼ遺伝子を接続した pGL4.35 vector (Promega)を用いた。 
 
３－２．細胞培養 
 ヒト由来骨肉腫細胞 U2OS 細胞を、10%ウシ胎仔血清、100 units/mL ペニシリンおよび 100 
μg/ml ストレプトマイシンを添加した D-MEM 培地（Sigma-Aldrich）を用いて 37℃、5% CO2 で
培養した。 
 
３－３．安定発現株の樹立 
 U2OS 細胞に、HilyMax (DOJINDO)を用いて pGL4.35 をトランスフェクションし、G418 (ナカ
ライテスク)を用いて薬剤選別を行った。選別された細胞株に、pGAL4DBD-PPARγLBD を遺伝子
導入し、Hygromycin (ナカライテスク)により薬剤選別を行い、両プラスミド由来の遺伝子を安定
発現する細胞株を樹立した。 
  
３－４． PPARγ アゴニスト活性試験 
 pGAL4DBD-PPARγLBD および pGL4.35 を安定発現する U2OS 細胞に試験化合物を添加し、24
時間培養後、1 x passive lysis buffer (Promega)を用いて細胞溶解液を調製し、Luciferase Assay System 
(Promega)を用いてルシフェラーゼ活性を測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
４－１．分子設計および合成 



 
 先行研究により活性を見出された化合物は、不可逆的 PPARγ アンタゴニストである GW9662
および植物由来けい皮酸誘導体の両者を融合した化学構造を持つ。両ユニットを細胞内で連結
させることを企図し、GW9662 にアルデヒド基、けい皮酸誘導体にオキシアミン基を導入した化
合物を設計した。GW9662 アルデヒド付加体（GW-al）は、3-aminophenethyl alcohol を出発原料
として２段階の工程で合成する手法を確立した。けい皮誘導体の芳香環にオキシアミン基を導
入した化合物(OA-CAEE)は、ボロン酸で修飾された芳香環を有する化合物を用いて１段階で合
成した。また、GW9662 とアルデヒド基の間、けい皮酸誘導体とオキシアミン基の間に、それぞ
れメチレンリンカーを挿入した類縁化合物(GW-m-al, OA-m-CAEE)も合成した。 
 
４－２．PPARγ アゴニスト活性評価 
 
 エフェクターおよびレポータープラスミドを安定発現する U2OS 細胞株を用いて、合成した
化合物の PPARγ アゴニスト活性を評価した。安定発現細胞株に、試験化合物を処理し 24 時間培
養後、回収した細胞溶解液を用いてルシフェラーゼ活性を測定した。その結果、GW-al および
OA-CAEE の両者は、PPARγ アゴニスト活性を相乗的に増強することが明らかになった。また、
反応性官能基とリガンド部位の間にメチレンリンカーを挿入した化合物も同様の傾向が観察さ
れた。次に、培地中で 4 時間の試験化合物の前培養の有無で活性に変化が生じるか、検証した。
その結果、GW-m-al および OA-m-CAEE を前培養した処理区と、前培養なしの処理区で、有意に
差が見られたものの、活性強度に顕著な差は見られなかった。 
 
４－３．オキシム生成反応の検証 
 
 ４－２の実験結果を受け、アルデヒド基およびオキシアミン基の間で確かにオキシム生成反
応が生じるか、溶液中における生成反応の有無を調べた。アセトニトリル溶媒中に、GW-al およ
び OA-CAEE の両者を添加し、室温で培養した後に、反応液を HPLC により分離したところ、新
たなピークは観察されなかった。次に、メチレンリンカーを挿入した化合物についても同様に検
証した結果、生成物由来と思われるピークは得られなかった。また、反応を促進させるため、p-
phenylenediamine (p-PDA)触媒添加による効果を観察したが、新たなピークの生成が見られなか
った。その他、溶媒系や温度など各種反応パラメータを変更し、反応が進行する条件を探ったが、
反応の検出には至らなかった。アルデヒドおよびオキシアミンを用いた細胞内連結反応は、細胞
表面の糖鎖では複数の成功例が報告されているものの、細胞内での報告は Parvatkar らの研究
（Parvatkar, P. et al., J. Am. Chem. Soc. 2015）など例が少ない。Parvatkar らの研究でも、連結させ
る両フラグメント化合物が、受容体タンパク質内部に結合し、それを足場とすることが反応の進
行に必要と論じられており、細胞内環境がオキシム生成に適していない可能性が考えられた。 
 
４－４．生体直交反応を利用したリガンド化合物の効率的合成 
 
 ４－３．の結果から、リガンドの細胞内合成という目的は一旦保留とし、別のアプローチに基
づく光反応性化合物の開発を行った。具体的には、光照射により配座が変化する官能基を、
GW9662 およびケイ皮酸誘導体の間に導入した化合物を用いて、光照射による幾何異性化を利用
して、活性を発現するタイミングをコントロールすることを目的とした研究に着手した。
GW9662 とケイ皮酸誘導体の接続の配向性が異なる化合物を設計し、GW9662 のアニリン環の 4
位に光反応性官能基を導入した化合物の合成に成功した。本化合物を PPARγ アゴニスト活性試
験に供した結果、チアゾリジン等のアゴニスト化合物に対して拮抗的に作用する傾向が観察さ
れた。今後は、本化合物への光照射実験を行い、配座が確かに変化するか、また、化合物を投与
した細胞内での光照射によるアゴニスト活性発現の有無を制御可能か、検証する予定である。ま
た、GW9662 のアニリン環の 2 位および 3 位に官能基を導入した化合物の化学合成とその機能
評価も併せて実施する。 
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