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研究成果の概要（和文）：22 位にブチル基をもつ活性型ビタミン D 誘導体が、今まで知られて

いたビタミン D 受容体のポケット構造とは異なるポケット構造を誘導する新しいタイプのア

ゴニストやアンタゴニストであることを見出した。次に、22 位にアルキル置換基をもつ誘導体

を系統的に合成し、それらの構造活性相関を解析し、興味深い活性を示した化合物と受容体の

複合体の X 線結晶構造解析を行った。その結果、リガンドは受容体のアロステリックネットワ

ークを介してヘリックス 12 の位置を決定することで当該リガンド特有の作用を発現するので

はないかと考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Active vitamin D derivatives with 22-butyl substituent were found 

to be a new class of agonists and antagonists inducing the different pocket structure of the 

vitamin D receptor. Next, we synthesized vitamin D derivatives with 22-alkyl substituent 

and performed their SAR study. Then we tried X-ray crystallographic analysis of the 

complex of vitamin D receptor and ligand with particular activity. These results indicate 

that a ligand determines position of helix 12 via allosteric network and consequently 

expresses its particular activity. 
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１．研究開始当初の背景 

本研究開始当時、核内受容体に関する研究
の急速に進歩により、細胞内情報伝達におけ
る核内受容体とリガンドの相互作用の重要

性が認識されるようになっていた。1995 年
以降研究開始当初までに 10 種以上の核内受
容体／リガンド複合体の結晶構造が明らか
にされ、リガンドの構造が受容体の構造に影
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響し転写を制御する、と考えられるようにな
った。リガンドを医薬品ターゲットとして考
えた場合、注目すべき点は、リガンドの立体
構造が受容体への結合性のみならず転写活
性化にも大きな影響を持ち、リガンドの組織
選択性、作用分離に大きな役割を果たしてい
ることである。リガンドが情報伝達のスイッ
チとなることは知られていたが、その後の情
報伝達機構はほとんど知られていなかった。 

 

２．研究の目的 

活性型ビタミン D である 1,25-ジヒドロ
キシビタミン D3（1,25D3）はカルシウム代
謝を調節するホルモンであるが、それ以外に
細胞の分化誘導や増殖抑制、免疫調節など多
彩な生理作用を持つことが知られている。そ
のため、1,25D3 やその誘導体は骨疾患に加
えてガンや免疫疾患の治療薬として期待さ
れている。しかし、ガンや免疫疾患に有効な
量では高カルシウム血症を併発することか
ら、作用分離された誘導体の開発が望まれて
いる。1,25D3 は、核内受容体の一員である
ビタミン D 受容体（VDR）に結合し遺伝子
転写を介して上記作用を発現する。したがっ
て作用分離した誘導体を論理的に創製する
ためには VDR への結合様式と共にリガンド
結合によって引き起こされる VDR のアロス
テリック効果がどの様に伝わっていくのか
明らかにすることが重要となる。パーオキシ
ソーム増殖薬活性化受容体（PPAR）は VDR

と同じサブファミリーに属する核内受容体
で  の 3 つのサブタイプが存在する。
これらは生体内の脂質代謝・糖代謝に関与し
ている。PPARは主に肝臓に、PPARは主に
脂肪細胞に、PPARは多様な組織に発現する。
PPARアゴニストは高脂血症に、PPARアゴ
ニストは糖尿病に、PPARアゴニストは肥満
に有効である。間葉系前駆細胞は PPARを活
性化させると脂肪細胞に、不活化させると骨
芽細胞に分化することも解ってきた。２型糖
尿病治療薬として臨床応用されているチア
ゾリジンジオン誘導体は、PPARを介して作
用を発現する。チアゾリジンジオン誘導体の
血糖降下作用は強力であるが、肥満、浮腫、
肝障害などの副作用を持つことから、新規薬
剤開発の社会的要請が極めて強い。 

申請者は上述の背景のもと、リガンド依存
性アロステリックネットワーク機構を構造
生物学的に明らかにしたいと考えた。本研究
は核内受容体の一員であるビタミン D 受容
体（VDR）と PPAR のアゴニストやアンタゴ
ニストを創製し、それらを用いて細胞内情報
伝達におけるリガンドの役割、中でもアロス
テリックコミュニケーションにおけるリガ
ンドの役割を、分子レベルのみならず原子レ
ベルで解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 近年飛躍的に発展した分子生物学、計算科
学などの手法を用い、有機化学の視点から研
究を行った。すなわち、VDR と PPAR のポ
ケット構造に基づいてリガンドを設計し合
成した。合成した化合物の生物活性（遺伝子
転写活性）を測定した。興味深い活性を示し
た化合物と受容体の複合体の結晶化を試み、
生成した結晶の X 線結晶構造解析を行った。
この結果を用いて、各リガンドの活性を受容
体との相互作用の観点から検討した。具体的
には、以下の通りである。 

(1) VDR とリガンドについて 

① 22-ブチル-25, 26, 27-トリノル活性型
ビタミンD誘導体がアンタゴニスト作
用を示すのではないかと考え、8 種の
関連化合物の VDR アゴニスト作用並
びにアンタゴニスト作用を、遺伝子転
写活性、HL-60 細胞の分化誘導、
CYP24A1発現のリアルタイム PCRに
て評価した。 

② 特徴的な作用を示す化合物と
VDR-LBD の複合体の X 線結晶構造解
析を行った。用いたタンパク質は rat 

VDR-LBD (residues 116-423, 

Δ165-211)である。 

③ 22 位にアルキル基をもつ種々の活性
型ビタミン D誘導体をデザイン・合成
し、活性を評価した。 

④ 疎水性相互作用が増強されたアナログ
を設計・合成し、生物活性を評価し、
VDRとの複合体の X 線結晶構造解析を
行った。 

(2) PPAR とリガンドについて 

① 超長鎖脂肪酸の効率のよい合成法を確
立し、それらを用いて 5-oxo-脂肪酸と
6-oxo-脂肪酸を合成した。 

② 酸化型脂肪酸と PPAR-LBD の複合体
の結晶構造から相互作用を解析した。 

 
４．研究成果 
初めに、VDR との疎水性相互作用が十分

でない 22-ブチル-25, 26, 27-トリノル活性型
ビタミン D 誘導体がアンタゴニスト作用を
示すのではないかと考え、8 種の関連化合物
の VDR アゴニスト作用並びにアンタゴニス
ト作用を遺伝子転写活性、HL-60 細胞の分化
誘導、CYP24A1 発現のリアルタイム PCR に
て評価した。その結果、22S-ブチル-25, 26, 

27-トリノル活性型ビタミン D 誘導体が比較
的強いアンタゴニスト作用を示すことを見
出した。また，8 種の化合物の中から，アゴ
ニスト作用やパーシャルアゴニスト作用を
示す化合物を見出した。特徴的な作用を示す
化合物とVDR-LBDの複合体のX線結晶構造
解析から、今まで知られていなかったリガン
ド‐受容体相互作用を見出した。すなわち、



 

 

強いアゴニスト作用を示す化合物は、それま
でに知られていた化合物が結合したリガン
ド結合ポケット構造と比較して、ポケットの
下部とヘリックス１１側を押し広げている
ことが示された。また、アンタゴニスト作用
を示した化合物は、枝分かれした側鎖を収容
するために新しいキャビティ（ブチルポケッ
ト）を形成することが示された。VDR アン
タゴニストはポケットからはみ出してヘリ
ックス１２を正しい位置に folding させない
と考えられているタイプとポケットには収
容できるが何故かアンタゴニスト作用を示
す 2 つのタイプが知られていた。今回我々が
見出したアンタゴニストは上述のタイプと
は異なり、第 3 の新しいタイプのアンタゴニ
ストであることが、この結晶解析から明らか
になった。この結果から、アゴニスト、パー
シャルアゴニスト、アンタゴニストの論理的
創製の可能性、延いては選択的作用を持つリ
ガンドの論理的創製の可能性を示すことが
できた。 

22位にブチル基を持つ活性型ビタミン D誘
導体（22–Bu 体）がビタミン D受容体（VDR）
アンタゴニストとして作用することが明ら
かになったので、この新しいタイプのアンタ
ゴニストである 22–Bu体の構造活性相関を明
らかにし、作用発現機構を構造生物学的に解
明するために、22位にアルキル基をもつ種々
の活性型ビタミン D誘導体をデザイン・合成
し、活性を評価した。ビタミン Dの共役トリ
エン構造は酸や光や酸素に不安定である。近
年 10,19-メチレンを 2 位に移した 2-メチレ
ン‐19‐ノル構造が、共役トリエン構造を代
替できることが報告された。そこで A環が 2-
メチレン‐19‐ノル構造で、22位にブチル基、
エチル基あるいは水素（無置換）を持ち、側
鎖末端には水素、メチル基あるいはエチル基
を持つ化合物をデザインした。合成は、キナ
酸より誘導した A 環部とビタミン D2 より誘
導したグランドマンケトンをカップリング
させた後、側鎖部を修飾する方法で行った。
現在までに約２０種の化合物を合成した。こ
れら化合物のヒト VDR への結合親和性を
[3H]-1,25-(OH)2D3 との競合的結合実験によ
り評価した。その結果、いずれの化合物も
1,25-(OH)2D3 の 0.03～数倍の VDR 親和性を
示し、VDR のリガンドであることが明らかに
なった。また、遺伝子転写活性を検討した結
果、22 位が水素の化合物はアゴニスト作用を
示し、22にエチル基をもつ化合物はパーシャ
ルアゴニスト作用を、22位にブチル基をもつ
化合物はアンタゴニスト作用を示した。ただ
し、1,25D3 と同様の側鎖末端をもつ化合物
は、22位が水素、エチル基、ブチル基いずれ
であってもアゴニスト活性を示すという興
味深い結果が明らかになった。 
このように、活性型ビタミン D の 22 位に

アルキル基をもつ新しいクラスのビタミン D
受容体(VDR)リガンドを創製し、それら一連
の化合物は側鎖末端構造の違いによりアゴ
ニストからアンタゴニストまで多様な活性
を示すことを明らかにしたので、更に疎水性
相互作用が増強されたアナログを設計・合成
し、生物活性を評価し、VDR との複合体の X
線結晶構造解析を行い、リガンド依存性アロ
ステリックネットワーク機構の構造生物学
的解明を試みた。その結果、側鎖末端にジエ
チル基をもつ化合物の合成に成功した。合成
化合物はアゴニスト活性を示し、VDR にブチ
ルポケット形成を誘導し、側鎖末端のアルキ
ル基とヘリックス 12 の残基が強く疎水性相
互作用していることを明らかにした。以上の
研究成果から、22位にブチル基を持つ化合物
はブチルポケットを形成すること、VDR のヘ
リックス 12 との疎水性相互作用の欠如がア
ンタゴニスト活性発現に必要であることが
明らかになった。以上の結果から得られた情
報に基づいて、現在、リガンド依存性アロス
テリックコミュニケーションを解明中であ
る。 

我々のグループは 4-oxodocosahexaenoic 
acid (DHA)が PPARγへ共役付加する事を報告
した。共役カルボニルを有する oxo 型脂肪酸
は天然に多数存在するが PPARγへの結合様
式はほとんど解明されていなかった。そこで、
4-oxoDHA を基に、5-oxo-脂肪酸と 6-oxo-脂
肪酸を DHA を出発原料として合成した。
5-oxo-脂肪酸と 6-oxo-脂肪酸は、遺伝子転写
活性から PPARγのアゴニストであることが
示された。また、X-線結晶構造解析より
4-oxoDHA と 5-oxo-脂肪酸及び 6-oxo-脂肪酸
の共有結合様式はそれぞれ異なっている事
が示された。大きいリガンド結合ポケットを
もつ PPARγは多様な脂肪酸に応答するリピ
ッドセンサーと考えられているが、oxo-脂肪
酸が PPARγに共有結合したことから PPARγ
は生体内に存在する多様な脂肪酸に多様な
様式で結合することが示された。今後さらな
るデータを積み重ね、PPARγのリガンド依存
性アロステリックコミュニケーションの解
析に役立てる。 
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