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研究成果の概要（和文）：PPARgammaリガンドのSer245阻害に関する機構解明を行い次の成果を得た。NMR 1H -15NHSQC
を用いた滴定実験によりシフトするアミノ酸残基を見言い出した。次に点変異を作製し，リガンドからシフトするアミ
ノ酸残基までのシグナル伝達経路を見出した。円二色性スペクトルを用いた変性実験を行い，これを支持する結果を得
た。また，モデリングソフト Sybylを用いて伝搬経路を提案することができた。
 さらに本研究結果に基づき，パーシャルアゴニスト型oxo脂肪酸の簡便な合成法を確立した。

研究成果の概要（英文）： To understand how PPARgamma ligands inhibit Ser245 phosphorylation, we have done 
several experiments. 1H-15N HSQC NMR experiment showed that some residues were significantly shifted by 
PPARgamma ligand. A signaling pathway from ligand to the shifted residues was revealed by using PPARgamma 
mutants. This is supported by circular dichroism spectroscopic experiments. To integrate our results, we 
used modeling software Sybyl-X and we proposed the main signaling pathway and mechanism of inhibition of 
Ser245 phspholylation by ligand.
 Based on the mechanism, we planed to design and synthesis of partial agonist for PPARgamma. We 
established facile synthesis of 17-(S)HDHA then synthesized 17-oxoDHA, which showed PPARgamma partial 
agonistic activity, as we predicted.
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１．研究開始当初の背景 
 
 ロシグリタゾンにより活性化される
PPARγ は 2 型糖尿病治療薬の標的分子とし
て知られている。リガンドによるインスリン
感受性向上は PPARγ 上のリン酸化阻害と強
い相関関係が示されている。リン酸化阻害作
用に特化した PPARγ リガンド創製に関する
指針があれば新規インスリン抵抗性改善薬
の開発促進されると考えられる。このため，
リガンドによるリン酸化阻害作用のメカニ
ズム解明が期待されている。 
 
２．研究の目的 
 
 核内受容体 PPARγ はリガンド依存性の
遺伝子転写因子であり，分子生物学や医薬
品開発に重要な標的分子として知られてい
る。リガンドの一つロシグリタゾンによる
インスリン抵抗性改善作用は PPARγ の
Ser245 のリン酸化阻害によることが明ら
かにされた。しかし、リガンドによる結合
が何故リン酸化を阻害するのかの機構につ
いて明らかにすることは容易ではない。な
ぜならばリン酸化部位とリガンドは 15Å
以上離れたアロステリックな位置にあるか
らである。申請者はメディシナルケミスト
リーと構造生物学を利用すれば，この謎を
解くことができると考え本研究計画を立案
した。 

 
図１ リン酸化阻害とインスリン感受性 

 
 

３．研究の方法 
 (1) リガンドの用量依存的にシフトする
領域を見出すため NMR 1H -15NHSQC を
用いた滴定を行った。(2) リガンドによる
ゆらぎの伝達を検討する目的で点変異を作
製した。(3) 全体構造の安定性に関して比
較するため，円二色性スペクトルを用いた
変性実験検証を行った。(4) モデリングソ
フト Sybyl を用いて伝搬経路を検討した。
(5) 本研究結果に基づき，パーシャルアゴ
ニスト型 oxo 脂肪酸の簡便な合成法を確立

した。 
 
４．研究成果 
(1)リガンドとして LT175 を選択した。理由は，
Ser245 と最も離れた位置に結合するリガン
ドであり，アロステリック阻害効果の検討に
最適と考えた。リガンドを 0.0-1.0 当量まで滴
定し，各アミノ酸残基のケミカルシフト差を
算出し色分けした。その結果 β-シート付近が
特にシフトしていることが判明した。 
 

 
図２ケミカルシフト差による色分け 

 
(2) ゆらぎの伝播経路を in silico モデリング
ソフト SYBYL-X にて推定し，予想された
２つのアミノ酸残基の変異体を作成した。変
異体ではリガンドの添加によるシフトが観
測できなかった。このことから，リガンドは
複数のアミノ酸残基を経由してβ-シートに
影響を及ぼしていることが示唆された。 
 
(3) 変異による構造の安定性を検討するため，
円二色性(CD)スペクトルを用いた変性実験
を行った。変性剤にはグアニジン塩酸塩を用
い 0.0-6.0 M の各濃度におけるスペクトルを
比較した。リガンド存在下において野生型よ
りも変異体は低濃度のグアニジンで変性が
おこったことから，リガンドによる安定化は
変異体では弱いことが示唆された。 

 
図３ CD スペクトルを用いた変性実験 
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(4) (1)から(3) の実験結果をモデリングソフ
ト Sybyl-X を用い，阻害機構を検討した。リ
ガンドはβ-シートを安定化するため，リン酸
化酵素である CDK5 が Ser245 に接近するこ
とが妨げられる。その結果 Ser245 のリン酸
化がされる。以上のメカニズムを提案した。 
 
(5) 上述の機構から，DHA を誘導体化するこ
とでパーシャルアゴニストが合成可能と考
え，17-位に oxo 基をもつ 17-oxoDHA の合成
を試みた。最初に DHA をリポキシゲナーゼ
にて 17-HDHAへの位置選択的酸化を試みた
が，低収率であった。途中で反応が進行しな
くなることから，反応中間体である活性酸素
種(ROS)が酵素タンパク質を失活させている
のではないかと考え，ROS を除去する目的で
酸化反応でありながら，還元剤を添加すると
いう新たな試みを行った。その結果高収率で，
17-HDHA が得られ，また，グラム単位の合
成に成功した。得られた，17-HDHA を
Dess-Martin Periodinane により酸化するこ
とで，17-oxoDHA に導いた。17-oxoDHA は
予想したとおり，パーシャルアゴニスト活性
を示した。 
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