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研究成果の概要（和文）：ビタミンD受容体のコファクターペプチドを、マイクロウェーブを用いた固相法によ
り、網羅的に合成した。合成した15種類のコファクターペプチドのうち、コアクチベーター由来のSRC2-2と
RIP140-5で、ビタミンD受容体リガンド結合ドメイン (VDR-LBD) との複合体の結晶構造解析に成功した。さら
に、表面プラズモン共鳴法により、RIP140-5は、これまで結晶化に汎用されてきたDRIP205-2よりも強いVDR-LBD
親和性を示すことを明らかにした。コリプレッサーペプチドについては、13残基から19残基にすることで
VDR-LBDに対する親和性を向上させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：A series of co-factor peptides for vitamin D receptor were comprehensively 
synthesized by microwave-assisted solid-phased synthesis method. Among them, co-activator peptides, 
SRC2-2 and RIP140-5, were succeeded in X-ray crystal structural analysis of the complex with vitamin
 D receptor ligand-binding domain (VDR-LBD). In analysis using surface plasmon resonance (SPR), 
RIP140-5 showed higher affinity for VDR-LBD than DRIP205-1 which is a co-activator peptide most used
 for the crystal structural analysis of VDR-LBD. Furthermore, we found that, in co-repressor 
peptide, the elongation from 13 to 19 amino acid residues increases the affinity for VDR-LBD.

研究分野：メディシナルケミストリー

キーワード： ビタミンD　ビタミンD受容体　コファクター　コアクチベーター　コリプレッサー　結晶構造解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
核内受容体の一員であるビタミンD受容体（VDR）のコファクターペプチドを網羅的に合成し、ビタミンD受容体
リガンド結合ドメイン (VDR-LBD)の結晶構造解析に有用なRIP140-5を見出したことは、これまで困難であった
VDR-LBDとリガンドの組み合わせの共結晶構造の解析に貢献すると期待できる。核内受容体LBDは制御機構に共通
点が多いため、本研究成果は、VDRのみにとどまらず、他の核内受容体の新規構造解析にもつながるものであ
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 
核内受容体はホルモンや医薬品の標的タンパク質であるため、世界中で研究が行われている。
ホルモンや医薬品が結合するリガンド結合ドメイン (LBD) の構造解析で得られた構造から、
LBD の構造変化により遺伝子転写が制御されていると考えられている。しかし、protein data 
bankに登録されている核内受容体 LBDの結晶構造の 97～98%は活性型である。理由は、活性
阻害型や不活性型は不安定で結晶化が困難、また、アンタゴニストが結合した場合でもクリスタ
ルパッキングの影響で活性型構造のみが観測されるからである。 
 我々は、溶液中のタンパク質構造を解析できる X 線小角散乱と結晶構造を活用する分子動
力学計算を組み合わせて構造解析を行い、核内受容体の一員であるビタミン D 受容体 (VDR) 
LBD の活性阻害型と不活性型の平均構造を明らかにし報告している 1)。さらに、結晶化に用い
るコファクターペプチドの種類を変えることで、これまで観測されなかった VDR-LBD/コファ
クターペプチド複合体の構造を得ており、これは核内受容体 LBDの多様な構造を観測できる可
能性を示している 2)。 
 そこで、細胞中でタンパク質がとりうる多様な構造をスナップショットとして検出したいと
考え、様々な種類のコファクターペプチドを用いた VDR-LBD の結晶構造解析を行う研究に着
手した。核内受容体 LBDの構造解析に関する研究は、新規構造に基づいた医薬品の開発の足掛
かりとして期待できる。 
 
２．研究の目的  
 核内受容体 LBDの多様な構造を明らかにする。核内受容体の一員である VDRの結晶化に必
要なコファクターペプチドを網羅的に合成し、我々がこれまで蓄積してきた VDR-LBD の結晶
構造解析に関する技術や知識を基に、VDR-LBD の多様な構造をスナップショット的にとらえ
る。さらに、コファクターペプチドと VDR-LBD との相互作用解析を行い、各コファクターペ
プチドの特徴を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) VDR のコファクターペプチドを網羅的に合成する。核内受容体 LBD との相互作用に重要
な LXXLLモチーフを含む十数残基のコファクターペプチドを固相合成する。 

(2) 網羅的に合成したコファクターペプチドを用いて、VDR-LBDとの複合体の結晶化と結晶構
造解析を行う。 

(3) コファクターペプチドの特徴を調べる。具体的には、VDR-LBDとの相互作用を表面プラズ
モン共鳴法 (SPR) を用いて解析する。また、円二色性 (CD) スペクトルを計測し、溶液中
でのコファクターペプチドの構造的特徴を分析する。 

 
４．研究成果 
(1) コファクターペプチドのアミノ酸配列は、核内受容体コファクターの核内受容体相互作用
部位の共通モチーフ (LXXLL/LXXII) から N末端側に 5残基および C末端側に 3残基を含
む 13残基として設計した。VDRのコファクターペプチドの網羅的な合成は、樹脂担体上で
縮合反応と-アミノ基の脱保護を繰り返してアミノ酸を伸長させる固相法により行った。
その際、アミノ基の保護基に Fmocを用いた。また、効率的に合成を進めるために、マイ
クロウェーブ固相合成装置を使用した。樹脂からの切り出しおよび側鎖保護基の脱保護は
酸性溶媒を用いて同時に行った。その結果、15種の 13残基コファクターペプチド (13種の
コアクチベーターペプチドおよび 2種のコリプレッサーペプチド) を得た。コリプレッサー
ペプチド NCoR-2 については、13 残基のコリプレッサーペプチドの SPRによる VDR-LBD
相互作用解析および CD スペクトル測定の結果を基に、19 残基のコファクターペプチドを
設計し、合成した。 
 

(2) 強力なアゴニスト (1,25-ジヒドロキシ
ビタミン D3 [1,25D3] または、その誘導
体) 存在下、合成コファクターペプチド
を用いて VDR-LBDの結晶化を行った。
得られた結晶に X線を照射したところ、
コアクチベーターペプチドの SRC2-2と
RIP140-5 で解析可能な回折データが得
られた。得られた回折データを解析した
結果、コアクチベーターペプチド SRC2-
3と VDR-LBD間で観測された 2番目の
チャージクランプ 2) が、コアクチベー
ターペプチド SRC2-2と VDR-LBD間で
は形成されないことが明らかになった。

 
図 1. VDR-LBD Glu416との相互作用様式にお
ける RIP140-5と DRIP205-2の比較 



この違いはコアクチベーターペプチドに共通である LXXLL モチーフの近縁のアミノ酸残
基が SRC2-2と SRC2-3では異なることに起因していると考えられた。コアクチベーターペ
プチド RIP140-5を用いて得られた結晶構造と、VDR-LBDの結晶化で汎用される DRIP205-
2を用いた場合の結晶構造の比較から、Glu416と RIP140-5の水素結合は 3本であったのに
対し、DRIP205-2では 2本であることを見出した。Glu416との水素結合の相手が、RIP140-
5では Proでなく Serであるため水素結合が増えたと考えられる (図 1)。コリプレッサーペ
プチドを用いた結晶化は、予測通り難航を極め、結晶を得ることができなかった。 
 

(3) SPRを用いてコファクターペプチドとVDR-LBDの相互作用解析を行った。その結果、1,25D3

存在下におけるコアクチベーターペプチド RIP140-5 の VDR-LBD に対する KD 値は 0.18 
microMであり、VDR-LBDの結晶化に汎用されるコアクチベーターペプチド DRIP205-2（KD

値は 9.4 microM）より強い親和性を示した (図 2、上段)。これにより、Glu416 (VDR-LBD) 
との相互作用が RIP140-5の結合に有利に働いたと考えられる。タンパク質複合体の安定性
は結晶化に大きく影響すると考えられるため、RIP140-5 はこれまで結晶化が困難であった
VDR-LBDとリガンドの組み合
わせの共結晶構造解析に貢献
すると期待できる。また、19残
基のコリプレッサーペプチド
NCoR-2 (NCoR-2-19)を固相合
成し、1,25D3の存在下及び非存
在下、VDR-LBDとの結合の強
さを調べた結果、13 残基の
NCoR-2は結合しなかったのに
対し、19 残基の NCoR-2-19 で
はそれぞれ 46 及び 57 microM
の KD値を示し (図 2、下段)。
19 残基以上の長さをもつコリ
プレッサーペプチドを用いる
ことで、VDR-LBDとコリプレ
ッサーの共結晶構造解析に新
たな進展をもたらすと期待で
きる。さらに、コファクターペ
プチドの CD スペクトル測定
の結果、コファクターペプチド
単独では緩衝液中で-ヘリッ
クス構造を形成していない可
能性が示された。 
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図 2. SPRによるコファクターペプチドと VDR-LBD
の相互作用解析 
上段：RIP140-5、下段：NCoR-2-19 
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