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研究成果の概要： 
 本研究では、核内受容体PPARγが内在性のリガンドと共有結合することにより活性化する過程につい
て、リガンド側のスペクトルの変化と受容体側の構造変化のキネティクスを解明することを目標とした。申
請書においては同時測定を目指すことも構想していたが、本研究ではリガンドと受容体の変化を別々に
測定した。キネティクス測定に加えて、活性化過程の各状態の立体構造を解析することに成功した。 
 リガンド側のスペクトル変化のキネティクス解析から、リガンドは一旦受容体と非共有結合中間体を形
成した後に共有結合状態に至ることが明らかとなった。非共有結合中間体はダイナミックな状態である
ため、通常のリガンドを用いた場合安定にとらえることはできない。そこで、非共有結合中間体でとどまる
新規リガンドを検索し、蛍光標識脂肪酸がこの状態でとどまることを明らかにした。蛍光タンパク質と融
合した核内受容体とこの蛍光標識脂肪酸との間の結合依存的起る蛍光共鳴エネルギー移動を利用し
、非共有結合中間体に至る結合キネティクスを測定することに成功した。 
 受容体がリガンドのない状態から非共有結合中間体、共有結合複合体へと至る過程でどのよう
な構造変化をするかを知るために、この３状態の結晶構造を解析した。その結果、非共有結合中
間体では受容体のヘリックス２と３の間にあるオメガループが構造変化し、その後共有結合に伴
ってヘリックス３にあるフェニルアラニンの側鎖がフリップすることがわかった。オメガループ
にトリプトファンを導入しリガンド結合に伴う構造変化をスペクトル解析により確認した。また
フェニルアラニンが内在性リガンドによる活性化に必須であることを確認した。 
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１．研究開始当初の背景  核内受容体は、ヒトにおいて４８種類の



遺伝子からなるファミリーを形成してい
る。しかし、多くの核内受容体はリガンド
が未同定なため、オーファン核内受容体と
呼ばれている。最近になりいくつかのオー
ファン受容体について内在性リガンド候
補化合物が見つかってきており、今後もリ
ガンド同定が加速すると予想される。 
 核内受容体の中でもPPARγは糖尿病や肥
満といった生活習慣病との関連が深く、重
要な創薬ターゲットとして世界中の製薬
会社が注目し、構造解析が進んだ。しかし
PPARγの結晶構造は多く報告されているも
のの、すべて合成リガンドとの複合体であ
り、内在性リガンドの結合様式は不明であ
る。申請者は、15デオキシプロスタグラン
ジンJ2(15d-PGJ2)に含まれるα,β-不飽和ケ
トンがPPARγのリガンド結合ポケットにあ
るシステインとマイケル付加することを
発見した。 他の核内受容体では、リガン
ドにより活性化さると最もC末にあるヘリ
ックス１２が大きく構造変化する事が報
告されている。しかし、報告されているPP
ARγの結晶構造を重ね合わせてみると、リガ
ンドの有無により大きな構造変化が観察
されない。リガンドの種類によってもあま
り大きく構造は変化していないようであ
る。本研究はこの事実を出発点として発想
されている。つまり、PPARγの活性化はこれ
まで信じられていたようにヘリックス１
２の構造変化ではなく、これまで気づかれ
ていなかった新しい機構によるのではな
かろうか？ 
 

２．研究の目的 
 生活習慣病関連疾患である2型糖尿病の
治 療 薬 で あ る チ ア ゾ リ ジ ン 化 合 物
(BRL49653)がPPARγのリガンドであること
が明らかになり、以後、製薬会社を中心と
してリガンド開発と受容体の立体構造解
析が行われた。一方、15d-PGJ2が内在性の
リガンドとして同定されてから、これまで
にいくつかの脂肪酸代謝物がPPARγを活性
化することが報告されている。しかし、
PPARγによる内在性リガンドの認識機構に
関しては全く不明なままであり、いったい
どのようにしてPPARγは多様な脂肪酸リガ
ンドに対して特異的に応答できるのかに
ついては説明が不可能であった。これまで、
リガンドと受容体の関係は「鍵と鍵穴」と
して考えられてきた。この考え方は薬剤の
親和性を説明するモデルとしては非常に
適切であったといえる。しかし、PPARγの
リガンドに関しては親和性と活性は必ず
しも相関しないことから、別の説明が必要
であった。内在性リガンドが共有結合する
シ ス テ イ ン 残 基 を 変 異 し た
PPARγ (����� では、15d-PGJ2を含むすべ

ての内在性リガンドによる活性化が起こ
らなくなる。当初は内在性リガンドの親和
性が低いため、不可逆的結合による活性化
されたPPARγが蓄積することが活性化に必
要なのではないかと考えた。しかし、その
後の実験により、リガンド結合に伴う受容
体側の構造変化をトリプシン分解に対す
る抵抗性で検討したところ、システイン残
基を変異したPPARγ ����� に対しても
15d-PGJ2は結合している事が明らかとな
った。つまり、共有結合は内在性リガンド
の不可逆的結合のためでなく、PPARγの活
性化を直接誘起するのに必要である。 
 これらの実験を土台として、本研究では
共有結合に伴う活性化のメカニズムを解
明するために、活性化キネティクスを詳細
に解析する事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では核内受容体の活性化に伴う
構造変化を分光学的に検出する。ストップ
トフローを用いることでリガンド側のス
ペクトル変化と受容体側の構造変化を同
時に検出することができる。 
 核内受容体の構造変化と活性化の対応
を明らかにするために、異なるリガンドの
引き起こす構造変化と活性の関係を明ら
かにする。申請者はこれまでに核内受容体
に共有結合する新規の合成リガンドを複
数同定することに成功している（出願特許
2006-117239）。これらのリガンドはよく
似た化学構造を持ち、結合活性は似ている
にもかかわらず、核内受容体の活性化能力
に大きな違いがある。そこで、これらのリ
ガンドを用いることで、活性化と構造変化
の対応を解析することが可能である。 
 PPARγのリガンド結合ドメインにはトリ
プトファンが存在しない。任意の部位にト
リプトファンを導入した変異体を作成す
ることで、導入部位の構造変化をトリプト
ファンの蛍光スペクトルにより測定する
ことが出来る。トリプトファンスキャニン
グをすることにより、リガンドに応答する
数種のトリプトファン導入変異体を同定
する。上記のストップトフロー高速分光装
置を蛍光スペクトル測定に対応できるよ
うに改良し、トリプトファン変異体をサン
プルとして、受容体の構造変化キネティク
スを測定する。 
 受容体の活性化に伴うコアクティベー
ターの結合キネティクスを解析する。リガ
ンドの共有結合、受容体の構造変化による
活性化、コアクティベーターの結合の３つ
の柱で核内受容体活性化機構を明らかに
する。 
 

４．研究成果 



 活性化における共有結合の意味を探る
ために、新しく開発したストップトフロー
装置を用いた吸収スペクトル測定し、新た
に開発したSPECTRAC法により15d-PGJ2が
PPARγに結合するキネティクスを検討した。
その結果、リガンドは速やかに（〜秒）
PPARγのリガンド結合ポケットに入り、共
有結合していない中間複合体を形成した
後、ゆっくりと（〜数十秒）共有結合反応
が起こることを見いだした。共有結合の起
こらないシステイン変異体においては中
間複合体の形成が観察されるが、活性化は
全く起こらないことから、共有結合反応が
受容体活性化の実体であることがわかっ
た。この研究により申請者はリガンドのポ
ケットへの進入 (dock)と共有結合反応
(lock)の２ステップからなる「dock & lock
メカニズム」を提唱した。 
 15d-PGJ2の有無、共有結合の有無により
PPARγがどのような構造変化をするのかを
明らかにするために立体構造解析を行っ
た。非共有結合中間体の構造は共有結合す
るシステインを変異した受容体と15d-PGJ2

との複合体、および共有結合しない脂肪酸
リガンドと野生型の受容体の２種類につ
いて解析した。リガンドがリガンド結合ポ
ケットに結合し非共有結合中間体を形成
するだけで、オメガループと呼ばれるへリ
ックス２’とへリックス３の間のループに
構造変化が引き起こされる。しかし、この
非共有結合中間体の形成過程で見られた
構造変化では受容体は活性化されない。活
性化の本体である共有結合の前後の立体
構造を比較すると、共有結合するシステイ
ン(C285)周辺のアミノ酸側鎖で形成され
ている結合ネットワークに変化が観察さ
れた。特に顕著に構造変化するF287をアラ
ニンに置換した変異体は、15d-PGJ2と共有
結合するにもかかわらず活性化が起こら
ないことが確認された。また、リガンドの
結合に伴い構造変化の見られたオメガル
ープのアミノ酸をトリプトファンスキャ
ニングした結果、リガンド添加に応答する
部位を同定することに成功した。オメガル
ープのトリプトファン変異体はリガンド
に対する共有結合活性は保持されている
ことから、オメガループの構造変化は共有
結合とは関係ないと推測される。 
 α,β-不飽和ケトンを持つ様々な脂肪酸
代謝物がPPARγリガンドになりうるが、その
活性の強さはPPARγに対する親和性とは異
なる機構で規定されていることが以前の
研究で予想されていた。リポキシゲナーゼ
を介して作られるアラキドン酸代謝物は、
リポキシゲナーゼの種類により様々な位
置にα,β-不飽和ケトンを持つoxoETE代謝
物になる。これらのoxoETEはいずれもPPARγ

に共有結合するが、その活性の強さはα,β-
不飽和ケトンの位置により異なる。活性の
強い15-oxoETEと活性の弱い8-oxoETEの結
合したPPARγの立体構造を比較した結果、い
ずれの場合も共有結合依存性のF287の構
造変化は観察されたが、オメガループの構
造が異なっていることがわかった。つまり、
２段階の活性化過程で観察された受容体
の構造変化は、非共有結合中間体へ至る過
程(dock)で変化するオメガループの構造
が活性の強さを規定し、その後の共有結合
反応(lock)によるF287の構造変化により
活性のスイッチが入るというモデルにた
とえることができる。このモデルに従えば、
多様な脂肪酸リガンドに特異的に応答で
きる理由だけでなく、親和性と活性が必ず
しも相関しない理由が説明可能である。本
研究により２段階の活性化機構「dock & 
lock」メカニズムの構造基盤を明らかにし
たことで、「鍵と鍵穴」に代わるリガンド
と受容体のイメージを得ることができた。 
 次に内在性リガンドの活性化機構をま
ねることにより、これまでのPPARγ作動薬と
は異なった作用機構を持つアゴニストを
提示できるのではないかと考え、PPARγに共
有結合することにより活性化する新しい
アゴニストを検索することを試みた。約３
００万の化合物ライブラリーから共有結
合に必要な化学構造情報を基に約６００
の候補化合物を選択し、in silicoにおい
てドッキングシミュレーションを行った。
ドッキングのスコアおよびドッキングし
た複合体立体構造を基に３５種の候補化
合物を選択した後、実際に細胞を用いた活
性測定により１３種の新規アゴニストを
同定することに成功した。これらの新規ア
ゴニストは内在性リガンドと同様PPARγの
システインに共有結合することが確認さ
れた。新しい活性化機構に基づき新規アゴ
ニストが同定できることからも、PPARγは共
有結合を積極的に利用し内在性リガンド
に応答していることが想像される。 
 以上の研究から、PPARγはリガンドと共有
結合するという機構により、生体内に無数
に存在する脂肪酸代謝物の中から親電子
性リガンドに特異的に応答していると考
えるに至った。そもそもPPARγは核内受容体
ファミリーの中でも特にリガンド結合ポ
ケットが大きいことが特徴であった。ポケ
ットに結合する化合物がリガンドである
というだけでは、PPARγはあまりにも多くの
生体分子に応答してしまうことになる。
PPARγは、親電子性の化学構造を持つ代謝物
を見分けるために共有結合による活性化
という機構を利用していると考えられる。 
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