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研究成果の概要（和文）： 
 放線菌由来ビタミン D水酸化酵素の立体構造を解明し、2箇所にアミノ酸変異を導入するこ

とにより活性を飛躍的に上昇させることに成功し、有用性の高い 3種のビタミン D水酸化体を

効率よく製造することに成功した。また、多くの新規ビタミン D誘導体を合成し、それらの生

物活性および代謝様式を調べたところ、体内で代謝されにくく、抗癌作用の高い化合物を得る

ことに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have successfully generated a highly active actinomycete vitamin D hyroxylase 
to produce 3 hydroxylated forms of vitamin D which have potent biological activities 
based on its tertiary structure. In addition, we have successfully synthesized novel 
vitamin D analogues which show a potent anti-cancer activity and a remarkable 
metabolism-resistance in vivo.  
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１．研究開始当初の背景 

申請者は長年にわたりビタミン D水酸化酵

素の構造と機能および応用に関する研究を

実施しており、放線菌由来 CYP105A1 の立体

構造の解明と変異体の作製、CYP24A1 の機能

解析において研究実績を積んでいた。また、 

共同研究者である杉本とは CYP105A1 の立体

構造の解明、橘高とはビタミン D 誘導体の代

謝研究において既に共同研究体制に入って

いた。本研究の開始当初、以下のような状況

であった。 

    (1) CYP105A1 のビタミン D 水酸化活性 

申請者はCYP105A1の立体構造を明らかに

した後、2 箇所のアミノ酸置換により、25 位

水酸化活性および 1α位水酸化活性を飛躍的

に増大させることに成功した。さらに、この

二重変異体を発現する放線菌を用いて、ビタ
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ミンD3から活性型ビタミンD3(1α,25(OH)2D3)
への変換に成功した。その生産性は実用化が

可能なレベルに達している。 

 
(2) 新規ビタミンＤ誘導体の生産と評価 

研究分担者の橘高はこれまでにビタミン D

の骨格であるセコステロイド骨格のライブ

ラリーとして約 200 種の化合物を有している。

これらの化合物を基質として種々のシトク

ロム P450 による変換を行うことにより、き

わめて多種類の新規化合物を得ることがで

きると思われた。 

 
(3) CYP24A1 の立体構造の解明と阻害剤の設

計 

これまでに開発されたビタミン D誘導体は

ビタミン D受容体にリガンドとして結合し作

用するが、転写調節領域に 2 箇所のビタミン

D 応答配列（VDRE）を有する CYP24A1 遺伝子
も同時に誘導発現するため、ビタミン D 誘導

体が CYP24A1 により速やかに代謝されてしま

うことが問題であった。CYP24A1 に代謝され

にくい誘導体および CYP24A1 阻害剤(既存の

ビタミン D 誘導体とともに投与する)は優れ

た医薬品になる可能性がある。しかし、

CYP24A1 の立体構造が決定されておらず、精

密なデザインは困難であった。 
 
２．研究の目的 

(1) CYP105A1の機能向上と活性型ビタミン

Ｄ生産プロセスの確立 

 

本研究では CYP105A1 の二重変異体に更に

変異を重ね 1α,25(OH)2D3の生産性を向上させ

るとともに、種々のビタミン D 誘導体の生産

に応用する。 

 

(2) CYP105A1 および CYP24A1 を用いた新規ビ

タミンＤ誘導体の生産と評価 

申請者は CYP24A1 の変異体の解析に基づき、

分子モデリングにより CYP24A1 の立体構造を

推定し、水酸化する位置が異なる CYP24A1 を

作り出すことに成功している。すなわち機能

改変である。天然型およびこれまでに得られ

た変異体を用いることにより 22 位、23 位、

24 位、26 位、27 位の一箇所あるいは複数箇

所の水酸化体や連続反応によるラクトンや

側鎖の一部が切断されたものを、また、前述

の CYP105A1 変異体との組み合わせにより、

きわめて多種多様な化合物を得ることが可

能である。研究分担者の橘高が合成した約

200種の化合物を基質としてCYP105A1および

CYP24A1 による変換を行うことにより、きわ

めて多種類の新規化合物を得ることができ

る。こうした化合物はいずれも骨粗鬆症や癌

の治療薬になる可能性を探る。 

 

(3) CYP24A1 の立体構造の解明と新規ビタミ

ン D 誘導体阻害剤の設計 

女性ホルモンをつくるシトクロム P450、

CYP19 の阻害剤が乳癌治療薬として高い評価

を得ているが、CYP24A1 阻害剤は骨粗鬆症や

癌の優れた治療薬になる可能性がある。申請

者は既に分子モデリングにより CYP24A1 の立

体構造を推定しているが、本研究では実際の

立体構造に基づき強力な阻害剤の設計を試

みる。これまでに開発されたビタミン D 誘導

体はビタミン D受容体にリガンドとして結合

し作用するが、転写調節領域に 2 箇所のビタ

ミン D 応答配列（VDRE）を有する CYP24A1 遺

伝子も同時に誘導発現するため、ビタミン D

誘導体が CYP24A1 により速やかに代謝されて

しまうことが問題であった。したがって、

CYP24A1 により代謝されにくいビタミン誘導

体は有用性が高い。研究分担者の橘高が現在、

注力している 2α位置換体、19nor 体、14-epi

体について研究を進める。それらの VDR 結合

能、CYP24A1遺伝子転写誘導活性、前立腺癌

由来細胞増殖抑制作用、ヒト白血病由来細胞

分化誘導活性、マウスを用いた血中カルシウ

ム上昇作用などを評価し、有用性が高いもの

については特許化したい。 

 
３．研究の方法 
1. CYP105A1 の機能向上と活性型ビタミンＤ

生産プロセスの確立 

・CY105A1 の 1 アミノ酸置換体の中で特に活

性を増強したもの 2つを組み合わせた２重変

異体を作製したが、数倍程度活性が上昇した

ものが 2 種あり、これらを組み合わせた 3 重

変異体を作製した。 

・CYP105A1 に電子を供与するフェレドキシン

およびフェレドキシン還元酵素遺伝子を放

線菌からクローニングし、これらを過剰発現

させることにより活性増強を図った。 

・CYP105A1 発現組み換え放線菌の培養条件の

検討により活性増強を図った。 

 

(2) CYP105A1 および CYP24A1 を用いた新規ビ

タミンＤ誘導体の生産と評価 

・変異型 CYP105A1 発現放線菌の培養液から

得られるビタミン D3あるいはビタミン D2 の

代謝物を基質として CYP24A1 に代謝させ、代

謝物を分析した。さらに、種々のビタミン D  

誘導体についても CYP105A1 と CYP24A1 の組

み合わせで代謝物を分析し、生物活性を評価

した。 



 

 

(3) CYP24A1 の立体構造の解明と新規ビタミ

ン D 誘導体および阻害剤の設計 

・結晶化（基質有無）、X線結晶構造解析によ

り CYP24A1 の立体構造を決定し、基質結合様

式を解明するとともに、基質結合ポケットの

構造に基づき新規ビタミン D誘導体および阻

害剤を設計することを目的として、成熟型

CYP24A1 を大腸菌内で大量発現させた。 

 

４．研究成果 

(1) CYP105A1の機能向上と活性型ビタミンＤ

生産プロセスの確立 

 

3 重変異体 R73V/R84A/S236A および

R73V/R84A/I293A を作製し、その活性を測

定したが、二重変異体(R73V, R84A) と大差

なかった。そこで、CYP105A1の二重変異体

R73V/R84A遺伝子を放線菌 S. lividans菌体

内で発現誘導した。その結果、L あたりの

R73V/R84A発現量は 3000 nmol/Lと高いレ

ベルであることがわかった。基質添加法の検

討の結果、β-シクロデキストリンの添加によ

り、反応がきわめて効率良く進むことがわか

った。培養液に 20mg/mLで基質ビタミン D3

（VD3）を添加し、24時間ごとに代謝物を回

収し HPLC 分 析 し た と こ ろ 、 25D3 、

1α,25(OH)２D3（活性型 VD3）および未知代

謝物が生成した。25D3は 24時間後に最大濃

度 8.0 mg/mL,、1α,25(OH)２D3は 72時間後

に最大濃度 3.0mg/Lを示し、実用化レベルに

達していることがわかった。フェレドキシン

還元酵素については 2種クローニングし、同

時発現を試みたが、顕著な活性上昇は見られ

なかった。宿主である S. lividans由来のフェ

レドキシン還元酵素から電子が供給されて

いる可能性が高い。 
 

(2) CYP105A1 および CYP24A1 を用いた新規ビ

タミンＤ誘導体の生産と評価 

(1)で得られた未知代謝物は 96 時間後に最

大濃度 2.0 mg/mLに達し、LC-MS、1H-NMR
分析、キラルカラム分析を行った。その結果、

この代謝物は 1α,25(OH)２D3がさらに水酸化

された1α,25,26(OH)3D3であることがわかり、

26R(OH)体と 26S(OH)体を 5：1の割合で含

むことがわかった。ヒト前立腺由来不死化細

胞株を用いて生物活性を評価した。その結果、

この代謝物は強い細胞増殖抑制作用と弱い

カルシウム作用を示し、癌治療薬への応用が

期待されるため、特許出願した。この代謝物

を CYP24A1により代謝させたところ、複数

の代謝物が見られたが、これらの生物活性は

検討していない。 

 (3) CYP24A1の立体構造の解明と新規ビタミ

ン D 誘導体および阻害剤の設計 
 
平成 22年ラットの CYP24A1の立体構造が

明らかにされた。基質結合型ではなく、情報

量としては不十分であったが、ドッキングモ

デリングにより、化合物の親和性をかなり正

確に予測することが可能になった。分担者の

橘高が新たに合成したビタミン D 誘導体は

いずれも CYP24A1の基質になりにくいと予

測され、実際に CYP24A1による代謝を調べ

たところ、いずれもほとんど代謝されなかっ

た。特に 2α位に置換基を有する種々のビタ

ミン D誘導体を合成し、その性質を調べたと

ころ、14epi 体において特筆すべき成果が得

られた。特に、14-epi-Mart10 はビタミンＤ

受容体への親和性が 1α,25(OH)２D3の約 4分
の１であるにもかかわらず、種々の生物活性

において、1α,25(OH)２D3 よりもはるかに優

れていることが明らかになった。CYP24A1
による代謝を受けにくく、効果が持続するこ

とに依ると考えられる。以下に詳細な結果を

示す。 
(i) 2α位置換体 

次に、2α位置換体である 2α-[(2R)-2,3-ジヒ
ドロキシプロポキシ ]-ビタミン D 誘導体

(MT-1)と 2α-[(2R)-2-ヒドロキシプロポキ

シ]-VD 誘導体(MT-3)、およびその S 体である

MT-2、MT-4 を合成した。ヒト CYP24A1 に対

する代謝効率を調べたところ、いずれもきわ

めて代謝されにくく、生体内半減期の長いリ

ガンドであることが示唆された。All-trans-レ
チノイン酸（ATRA）耐性ヒト前骨髄球性白

血病細胞株における ATRAとの併用の有効性

を検証した。その結果、ATRA と併用処理し

た細胞では増殖抑制とともに分化誘導が認

められた。 
(ii) 14-epi 体 

CD 環が cis 配置の 14-epi-1α,25(OH)2D3

は、[1,7]-シグマトロピー転位により、より安

定なプレ型に熱的平衡が偏っている。ビタミ

ン D 受容体（VDR）への親和性は低くなる

が、CYP24A1による代謝を受けにくくなる。

プレ型ビタミン D の生理活性を純粋に調べ

るため、[1,7]-シグマトロピー転位の起こり得

ない 19 位メチル基を除去した化合物を合成

した。この化合物の誘導体を種々、合成した

ところ、強い転写活性を示すものが見出され

た。プレ型構造を持つ限り、この結果は説明

できないことから、トリエン構造への異性化

が示唆された。HPLCで精査したところ、予

想通り 6,7-cis結合（19-norprevitamin D3）

か ら 6,7-trans 結 合 （ 14-epi-19-nor 



 

 

tachysterol）へと構造変化した化合物の単離

に 成 功 し た 。 そ こ で 、 14-epi-19-nor 
tachysterolを直接化学合成し、その異性化体

の構造を確定するとともに、生物活性を評価

した。14-epi-19-nortachysterol の 2 位メチ

ル体（2α体と 2β体）を取得し、VDR結合能

を調べたところ、2 位エキソメチレン置換体

では天然の活性型ビタミン D3の 83%という

高い親和性を示した。また、2 位メチル基の

立体化学も大きく影響することがわかった。

ヒト VDR のリガンド結合領域（LBD）との

共結晶 X 線構造解析を行ったところ、

C7,8-s-trans と C5,6-s-trans 配置をとり、2
位メチル基がある場合にはその立体化学に

関わらず、2 つの単結合が s-trans 配置をと

ることがわかった。活性型ビタミン D3 の

VDR 共結晶構造と A 環部および側鎖部は位

置的によい一致を見せており、1α,3β,25位の

水酸基はほぼ同じ位置を占めた。今後、細胞

増殖抑制作用および CYP24A1による代謝を

調べる予定である。 
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