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研究成果の概要（和文）：核内レセプターによる転写制御においては、リガンド依存的にレセプターに結合する
転写共役因子が選択されることが重要である。本研究では代謝制御に重要な核内レセプターPPARγ/RXRαからな
るヘテロダイマーにおいて、両レセプターのアゴニストが転写共役因子の選択に及ぼす影響を解析した。その結
果、複数の転写共役因子ペプチドが存在する場合、各レセプターは結合ペプチドが異なる複数の状態間で動的な
平衡状態にあることが示された。また一方のレセプターに対するリガンド結合が、相手側レセプターへの転写共
役因子結合を制御しうることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In transcriptional regulation by nuclear receptors, transcriptional 
cofactors bind to the receptor in a ligand-dependent manner. In this study, we analyzed the effect 
of agonists on the selection of transcriptional cofactor-derived peptides by a heterodimer 
consisting of the nuclear receptor PPARγ/RXRα, which is important for metabolic regulation. We 
found the existence of a dynamic equilibrium in solution among multiple states where each receptor 
has a different binding peptide. Ligand binding to one of the receptors regulates cofactor binding 
to the other receptor, indicating a dynamic allosteric communication between receptors.

研究分野： 構造生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
核内レセプターは生活習慣病やがんの薬剤標的として重要であり、これまで多くの構造的な知見が集積されてき
た。しかし核内レセプターによる転写制御は多数の分子が関わる非常に複雑な過程であり、作動薬を合理的に分
子設計することは、未だ困難である。本研究で明らかとした、核内レセプターによる転写共役因子選択の新たな
機構は、望ましい応答を惹起できる適切な作動薬の設計や評価に役立つと期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ヒトでは 48種類存在する核内レセプターは、ホモ／ヘテロダイマーを形成して DNA の特定の
配列に結合し、代謝産物・ホルモン等のリガンドに依存的な転写制御作用を発揮して、代謝−転
写ネットワークの調節に関わっている。例えば PPARγは RXRαとヘテロ二量体を形成し、脂質
代謝関連酵素の発現を制御してインスリン抵抗性に関与する。その作用から、生活習慣病やがん
の創薬標的タンパク質として 1990 年代より多くの製薬企業において盛んに研究され、生理作用
が異なるフルアゴニスト・パーシャルアゴニスト・アンタゴニストが種々創出された。また、そ
のリガンド結合ドメイン(LBD)について多数の結晶構造が決定されてきた。その結果、構造生物
学的な観点からは、核内レセプターに共通する転写活性化メカニズムとして、C末端側ヘリック
ス(Helix 12; H12)の構造がリガンド依存的に変化し、種々の転写共役因子（コアクチベーター、
コリプレッサー）との結合を制御するモデルが広く受け入れられている。 
 しかし、結晶構造中の H12 は、リガンドの有無・種類に依存せず活性型となっている場合が多
く、リガンド間の活性の差異については必ずしも説明できない。2008 年に初めてほぼ全長の PPAR
γ-RXRα-DNA 複合体の立体構造が報告され、核内レセプターの活性化機構についての理解が大
きく前進すると思われた。しかし H12 の役割について革新的な知見はなく、またこの構造は結晶
パッキングの影響を大きく受けており、ドメインの相対配置などはクライオ電子顕微鏡の結果
と矛盾するとの指摘もある。NMR 及び HDX-MS によって、PPARγ-LBD の立体構造が大きく揺らい
でいることも報告され、リガンドの作用の違いは LBD の動的構造からも議論されているが、リガ
ンドによる構造安定化の違いがどのように転写共役因子との結合選択性に結びついているのか
はっきりしていない。また、リガンド結合によるアロステリックな作用が RXRαのような二量体
パートナー側で転写共役因子の結合にどのように影響するかも不明な点が多い。応募者は、リガ
ンド結合時の構造及びその揺らぎの変化と転写共役因子の選択性を同時に解析することにより、
これらの問題を明らかに出来ないかと考え、これまでに NMR による検討で、PPARγ には転写共
役因子の結合状態が複数存在し、その占有率および状態間の交換速度がリガンド依存的に変化
することを見出した。また転写共役因子の結合モチーフ配列に依存して、PPARγ との結合親和
性が 10-4〜10-6M の範囲で変化し、その値はさらにリガンドによって変動することが示された。
すなわち、PPARγ-LBD が取りうる構造多形には、様々な転写共役因子に応じた多様性が備わっ
ており、その間の専有率がリガンドによって変化していると考えられた。実際、異なるコアクチ
ーベーター由来のペプチドを用いた実験では、共通した LBD 認識モチーフである LxxLL 配列を
有するにも関わらず、部分的に異なるシグナル変化が観測され、その結合様式が異なる可能性が
示唆された。またこれらのシグナルに注目することで、複数のコファクター共存下においても、
LBD がそれぞれにどの程度結合しているか識別できる可能性が示された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、PPARγ/RXRα系を中心に、核内レセプターの活性化機構の理解を深化するため、
複数の転写共役因子ペプチドが混在する条件下で、PPARγ/RXRαそれぞれへの結合選択性が各
種のリガンドによってどのように変調されるかを明らかにしたいと考えている。そのため、まず
各々の転写共役因子が、核内レセプターヘテロダイマーのどちらにどれだけ結合しているか解
析可能な新たな実験系を構築することを目的とする。また、核内レセプターの構造多形の特徴を
明らかにし、相互作用解析を実施する。さらに可能であれば、PPARγ/RXRα系の知見を他のサブ
タイプや異なるレセプターにおいて検討する。 
 
３．研究の方法 
 転写共役因子と核内レセプターとの結合は、転写共役因子に含まれる結合モチーフ
（LxxLL/LxxxIxxxL モチーフ）を介している。その周辺配列の多様性と、リガンド依存的な LBD
の構造揺らぎが結合親和性をファインチューニングする結果、様々な転写共役因子が共存する
中で特定の転写共役因子との結合が選択されると考えられる。また、リガンド／転写共役因子の
結合は、ヘテロダイマー間でのアロステリックな相互作用を通じ、互いのヘテロダイマーパート
ナー分子におけるリガンド／転写共役因子の結合親和性を変化させうる。この同時相互作用を
観測するには、複数の転写共役因子共存下において、それぞれが、ヘテロダイマー中のどちらの
LBD にどの程度結合しているか識別する必要がある。そのため、本研究では、NMR の化学シフト
摂動(CSP)が結合分子種の違いを反映することを活かす。また単なる CSP では変化が少なく、ヘ
テロダイマー系での解析が困難になることがある程度予想されるため、転写共役因子ペプチド
にキレート部位を導入し、ランタノイドイオンを付加することを計画している。異なる磁化率異
方性テンソルを持つランタノイドを用いることで、それぞれの分子に対して磁気的に異なるタ
グ付けが実現できる。ランタノイドの大きな常時性シフト・磁気緩和効果の利用と、ヘテロダイ
マー構成タンパク質間における選択的な同位体標識により、ヘテロダイマー系での相互作用分
子の識別を可能とする。 
 以上の実験系を作成した後、まず PPARγ-LBD,及び RXRα-LBD について複数の転写共役因子
ペプチドが共存する混合系における分子間相互作用を系統的・定量的に評価する。各レセプター
単独での解析後は、PPARγ/RXRα-LBD ヘテロダイマーの系を解析する。この過程で実験系を確
立すると共に、リガンド／転写共役因子の種類とその濃度変化がどのように転写共役因子間の
スイッチングを実現しているかを明らかにしていく。また、ヘテロダイマー中のレセプター間に



は、アロステリック作用を通じた結合因子の制御が存在すると想定される。その様態を明らかに
すると共に、背景にあるレセプターの構造多形について解析する。 
 
４．研究成果 
 ランタノイドイオンのキレート部位を有する転写共役因子ペプチドを用い、Gd3+による常磁
性緩和促進効果（PRE)を利用することで、動的な転写共役因子の結合を解析する実験系を作成で
きた。その結果、PPARγ-LBD はリガンド非結合時において、NCoA1 ペプチド結合型と NCoR1 ペプ
チド結合型との交換状態にあることが確認された。この特性は、PPARγ-LBD がリガンド結合に
依存して素早くコファクターを入れ替えるために重要である可能性がある。ここに PPAR アゴニ
ストが結合すると、PPARγ-LBD の構造が変化し、NCoA1 ペプチドのみが強固に PPARγ-LBD に結
合することが示された。 
 PPARγ/RXRαヘテロダイマーについては、個別にアミノ酸選択標識したヘテロダイマーを再
構成して作成することで、高分子量にもかかわらず NMR 解析可能な実験系を作成できた。上記の
PRE を用いた実験により、PPARγ-LBD/RXRα-LBD ヘテロダイマーについて、リガンド依存的にコ
ファクターとの動的な結合状態が段階的に変化していく様子を捉えることができた。アポ状態
の PPARγ-LBD/RXRα-LBD ヘテロダイマーは、その PPARγ側に NCoA1 ペプチドと NCoR1 ペプチド
が共に結合できる状態にある一方、RXR 側には主に NCoR1 ペプチドが結合している。ここに PPAR
γアゴニストが結合しても PPARγとコファクターペプチドとの相互作用に与える影響は小さい。
一方、RXRαアゴニストが結合した場合は、RXRα側に NCoA1 ペプチドが結合するようになる。さ
らに両アゴニスト共に結合した場合は、NCoR1 ペプチドが PPARγ側から外れるとともに、NCoA1
ペプチドは RXRα-LBD よりも PPARγ-LBD に優先的に結合する状態へと変化していることが観測
された。これらの結果は PPARγ/RXRαが“パーミッシブ”ヘテロダイマーであり、RXRαアゴニ
ストのみの結合によってもコアクチベーターがリクルートされるという先行研究と矛盾しない
一方で、PPARγアゴニストが、ヘテロダイマー間のアロステリック作用を通じて RXRα側へのコ
アクチベーターの結合様式を変化させることを新たに示唆した。 
 以上、当初目的としていた PPARγ/RXRαヘテロダイマーにおける、転写共役因子選択のダイ
ナミクスを観測することに成功した。その詳細な分子メカニズムについては、当初予想したよう
な分子の構造多形という観点からは十分な知見を得ることはできなかった。一方、今回見出した
ヘテロダイマー間のアロステリック作用を含む転写共役因子選択の新たな機構は、今後核内レ
セプターを標的とした創薬研究において、より望ましい応答を惹起できる適切な作動薬の設計
や評価に役立つと期待される。 
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