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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3重変異体を作製し、活性型ビタミンD2の製造に成功した
。また、微生物由来および哺乳動物由来のビタミンD水酸化酵素を用いて多くの天然型ビタミンDおよびビタミンD誘導
体の代謝物標準品製造技術を確立した。一方、ビタミンD受容体とルシフェラーゼのキメラタンパク質を用いた25-ヒド
ロキシビタミンD3の高感度検出システムを開発した。

研究成果の概要（英文）：We have successfully produced the active form of vitamin D2 by a triple variant 
of CYP105A1. Many metabolites of natural or chemically synthesized vitamin D were also produced by 
bacterial or mammalian vitamin D hydroxylases to use them as authentic standards. In addition, we have 
developed a novel and highly sensitive system to detect serum 25-hydroxyvitamin D3.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
  申請者は長年にわたり、哺乳動物由来

あるいは微生物由来のビタミン D水酸化酵

素の構造と機能の解析およびそれらの酵素

を用いた有用物質生産、酵素阻害剤の医薬

品への応用研究に取り組んできた。25-ヒド

ロキシビタミン D（25(OH)D）の血中変動

を測定することにより骨粗鬆症発症のリス

ク評価ができるため、ビタミン D水酸化酵

素を固定した電極を用いた 25(OH)D 測定

システムの開発を着想した。開始当初の状

況を以下に示す。 

(1) 天然型ビタミン D水酸化体の生産 

申請者は CYP105A1 に 2 箇所のアミノ酸

置換を導入し、ビタミン D3 に対する 25

位水酸化活性および 1位水酸化活性を飛

躍的に増大させることに成功したが、ビタ

ミン D2に対しては、1位水酸化活性は検

出されなかった。 

 (2) ビタミン D誘導体代謝物の生産 

多くのビタミン D 誘導体については

CYP24A1 発現微生物を用いた製造が可能

である。しかし、中外製薬のエディロール

（ED-71）は CYP24A1による代謝をきわ

めて受けにくく、代謝酵素は同定されてい

なかった。 

(3)ビタミン D 水酸化酵素結合電極の血中

25-ヒドロキシビタミン D測定への応用 

微生物由来あるいは哺乳動物由来のシトク

ロム P450 を電極に結合させ、薬物濃度を

測定した例がある。 
２．研究の目的 
(1) 天然型ビタミン D水酸化体の製造法の 

確立  25(OH)D2および D3、 

1,25(OH)2D2および D3を効率よく生 

産する方法を確立する。 

(2)ビタミン D誘導体代謝物の製造の確立 

現在、骨粗鬆症治療薬として汎用されてい

るエディロール（ED-71）および抗がん作

用が強いビタミン D誘導体（2位置換体）

を中心に代謝酵素、代謝物の同定、代謝物

の効率的製造法を確立する。 

(3) 血中 25-ヒドロキシビタミン Dの高感 

度測定システムの開発 

ビタミン D水酸化酵素を電極に結合し、血

中の 25(OH)D を高感度で簡便に検出する

システムを確立する。 
３．研究の方法 
(1) 天然型ビタミン D水酸化体の製造法の 

確立 

(i) 25(OH)D3 および 1,25(OH)2D3 につ

いては CYP105A1 の二重変異体を発現す

る放線菌 Rodococcus erythropolis 菌体を

用いた生産法を確立する。 

 (ii) 1,25(OH)2D2 の製造については

CYP105A1 の二重変異体にさらに変異を

導入することにより 1位水酸化活性を上

昇させる。 

(2) ビタミン D誘導体代謝物の製造 

エディロール（ED-71）については肝臓に

おける代謝がシアン感受性であることを元

に、コレステロール生合成に関わるメチル

ステロール酸化酵素（SC4MOL）が ED-71

の主要代謝酵素であると推測し、大腸菌、

酵母などで発現させ、代謝を調べる。 

(3) 血中 25-ヒドロキシビタミン Dの高感 

度測定システムの開発 

CYP24A1、CYP27B1、CYP105A1 など

25(OH)D3を基質とする酵素を電極に結合

させ 1ml程度の血液に含まれる 25(OH)D3

（数 10 pmol）を定量する。 
４．研究成果 

(1) 天然型ビタミン D水酸化体の製造法の

確立 

(i) CYP105A1 の二重変異体遺伝子を導入

し、放線菌 Rodococcus erythropolis 内で

発現させることに成功し、25(OH)D3およ

び1,25(OH)2D3の生産に成功した。また、

ビタミン D2 を基質として 25,26(OH)2D2

の生産に成功した。 

 (ii)分子モデリングにより CYP105A1 の

Met239 の側鎖が立体障害により１α位水



酸化反応を妨害していると推測し、Met239

を他のアミノ酸に置換したところ、Ala あ

るいは Ser置換体において、25(OH)D3に

対する１位水酸化活性が二重変異体の約

20倍に上昇した。 

(2) ビタミン D誘導体代謝物の製造 

SC4MOLを大腸菌、酵母、COS7細胞で発

現させ、ED-71を代謝させたところ、いず

れも 2位水酸化体が得られた。水酸化反応

により生じたヘミアセタールの自発的切断

反応により生成したと推定される。さらに、

数種のビタミン D 誘導体の代謝を調べた

ところ、多くの 2位置換体の側鎖に水酸基

を導入することがわかった。したがって、

SC4MOL はある種のビタミン D 誘導体を

水酸化する酵素という表現が可能である。

さらに、SC4MOL によって生じた 2 位水

酸化体は CYP24A1の基質となり、多くの

代謝物を生み出すことがわかった。ED-71

の代謝の全貌を明らかにするとともに、そ

れら代謝物の製造法を確立した。 

(3) 血中 25-ヒドロキシビタミン D の高感

度測定システムの開発 

膜結合型シトクロム P450である CYP3A4

および CYP21A2を用いて P450電極の基

礎を固める研究を実施した。ジドデシルジ

メチルアンモニウムブロマイド（DDAB）

存在下で CYP21A2を修飾した電極を用い

て電気化学測定を行った。その結果、

CYP21A2 は酸素の４電子還元反応を触媒

し、水分子を生成することがわかった。一

方，基質となる 17α-ヒドロキシプロゲス

テロンを添加したが，酵素反応による電流

の変化は見られなかった。CYP24A1 およ

び CYP105A1 を用いた検討もうまくいか

ず、酵素の電極への結合や水酸化反応との

カップリングに問題があることがわかった。 

そこで、25(OH)D の高感度検出システム

として分割型ルシフェラーゼとビタミンD

受容体のキメラ蛋白質を用いたシステムの

構築を試みた。変異型ビタミン D 受容体

R274L を 用 い る こ と に よ り

1,25(OH)2D3や他のビタミンD代謝物の

影響をほとんど受けずに血中 25(OH)D 濃

度を測定するシステムの開発に成功した。 
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