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研究成果の概要（和文）：ビタミンＤ受容体と可逆的に共有結合するリガンドとして、Michael acceptor のα
位に2つ目の電子吸引基をもつリガンドを設計した。初めにリトコール酸の側鎖にカルボニル基に加えてシアノ
基をもつ誘導体を合成した。続いてビタミンＤの側鎖にカルボニル基とシアノ基をもつ誘導体を合成した。合成
ビタミンＤ誘導体と受容体の共有結合の有無をESI-MSを用いて調べたが、共有結合は認められなかった。一方、
この研究課題立案のきっかけとなった側鎖にエノン基をもつビタミンD誘導体と受容体の共有結合形成について
は、ESI-MS解析及びX線結晶構造解析で詳細が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：As a ligand which reversibly covalently binds to the vitamin D receptor, a 
ligand having a second electron withdrawing group at the α position of Michael acceptor was 
designed. First, a derivative having a cyano group in addition to a carbonyl group in the side chain
 of lithocholic acid was synthesized. Subsequently, a derivative having a carbonyl group and a cyano
 group in the side chain of vitamin D was synthesized. Covalent bond formation between the synthetic
 vitamin D derivative and the receptor was examined using ESI-MS, but no covalent bond was observed.
 On the other hand, details of the formation of covalent bonds between vitamin D derivatives having 
an enone group in the side chains and the receptor, which triggered this research project, were 
confirmed by ESI-MS analysis and X-ray crystal structure analysis.

研究分野：タンパク質の立体構造に基づいたリガンド創製
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１．研究開始当初の背景 
酵素や受容体などのタンパク質と共有結
合を形成する低分子化合物は標的タンパク
質以外のタンパク質とも非特異的に共有結
合を形成することが懸念されるため医薬と
して望ましくないと考えられている。しかし、
医薬品の中には、アスピリンやプロトンポン
プインヒビターなど、標的タンパク質をコバ
レント修飾することで作用を発現する医薬
が存在し、現在 39種が FDAから承認されて
いる。コバレント修飾型医薬の特色は、作用
が強力で持続性があり、コバレント修飾を意
図せず開発された点である。近年、種々の研
究手法が進歩したことで、共有結合を意図し
た合理的な医薬のデザインが可能であると
考えられるようになってきた(Nat. Rev. Drug 
Discov. 2011, 10, 307-317)。 
 我々は核内受容体 PPARγと共有結合する
リ ガ ン ド （ 4-oxo-docosahexaenoic acid: 
4-oxo-DHA）の創製に成功している (Nat 
Struct Mol Biol. 2008, 15, 924-931)。この化合物
は in vivo で血糖降下作用をもち、肥満・浮
腫・肝障害などの副作用が認められなかった
ことから、特許出願した。 

我々は、我々が行ってきたコバレント修飾
型医薬の実績を踏まえ、今まで望ましくない
と考えられてきた共有結合型医薬を積極的
に開発する研究に着手した。共有結合型医薬
にはバイオアベイラビリティーの改善、標的
タンパク質の構造制御による活性スペクト
ルの変化、新しい作用の発見などが期待でき
る。 
 
２．研究の目的 
標的タンパク質と高い選択性で共有結合
するのみならず、可逆的な共有結合を形成す
るリガンドを創製する。そのためにはリガン
ドの適切な位置に Michael acceptor を導入
することが望ましいと考えた。そこで、PPAR
γと同様、核内受容体の一員であり、我々が
長年研究対象としてきたビタミン D 受容体
（VDR）を標的とする共有結合型リガンドを
創製することとした。 

 
３． 研究の方法 
(1) VDR の Cys284 と可逆的な共有結合を
形成する Michael acceptor をもつリト
コール酸誘導体を設計し、合成する。 

(2) VDR の His393、His301 と可逆的な共
有結合を形成する Michael acceptor を
もつビタミン D誘導体を設計し、合成す
る。 

(3) ESI-質量分析や X 線結晶構造解析を用
いて、目的のアミノ酸残基と共有結合し
ているか、可逆的か、などを調べる。 

 
４．研究成果 
(1) VDR の Cys284 と可逆的な共有結合を
形成する Michael acceptor をもつリト
コール酸誘導体をビタミン D 受容体リ
ガンド結合領域（VDR-LBD）の立体構
造に基づいて設計した。初めにリトコー
ル酸のカルボン酸を残したまま 23 位に
エノン構造を導入した化合物を設計し
たが、合成が極めて難しいことが判明し
た。そこでリトコール酸の 24 位カルボ
ン酸のカルボニル基をエノンカルボニ
ルとして用いる化合物を再設計した。再
設計した化合物の合成は以下のとおり
である。出発原料として用いたリトコー
ル酸をメチルエステルとした後、3位ア
ルコールを保護した。アセトニトリルを
求核剤とするエステルとのアルドール
反応を種々試みたが進行しなかったの
で、エステルをアルデヒドに還元して行
った。その結果、カルボニル基とニトリ
ルを置換基としてもつ活性メチレン化
合物を得ることができた。この化合物と
アセトアルデヒドのアルドール反応を
行った結果、低収率ながら目的の側鎖を
もつリトコール酸誘導体の合成を達成
した。 

(2) VDR の His393、His301 と可逆的な共
有結合を形成するビタミン D 誘導体と
して（1）で述べたリトコール酸誘導体
と同様の側鎖をもつビタミン D 誘導体
を設計した。既に報告した活性型ビタミ
ンＤ誘導体の 24-アルコール化合物を出
発物質として用いた。24 位アルコール
をアルデヒドに酸化した後、アセトニト
リルと縮合させた。続いて Dess-Martin
酸化、それに続くアセトアルデヒドとの
縮合により、カルボニル基とシアノ基の
二つの電子吸引基をもつ目的のエノン
化合物の合成を達成した。 

vitamin D derivative 
 
(3) （2）で得たビタミン D誘導体が共有結
合を形成するか ESI-MS を用いて検討
した。その結果、apoVDR のピークよ
りリガンドの分子量分シフトしたピ
ークは観察されず、共有結合形成を確
認することはできなかった。X 線結晶
構造解析も行ったが、プレリミナリーな



結果ではあるが、共有結合は認められな
かった。以上の結果から現在のところ、
VDR を標的とする可逆的な共有結合型
リガンドの創製には至らなかった。本研
究を通じて、共有結合が可逆的か否かを
検出する技術や方法論が定まっておら
ず、今後は検出技術や方法論の獲得が重
要であると考えるに至った。一方、この
研究課題立案のきっかけの一つとなっ
た側鎖にエノン基をもつビタミン D 誘
導体と VDR-LBD の共有結合形成を
ESI-MSスペクトルのみならずX線結晶
構造解析で詳細に明らかにすることが
できた。すなわち、ESI-MSスペクトル
では、４つのビタミン D 誘導体が時間
依存的に VDR のピークをリガンドの
分子量分増加させ、共有結合形成が示
された。またビタミン D誘導体の側鎖
構造の違いにより反応性が異なった。
さらに VDR-LBD/ビタミン D誘導体複
合体の X線結晶構造解析から、ビタミ
ンD誘導体はHis301の 1,4-共役付加に
より共有結合を形成することが判明
した。 
 

図１ VDR-LBD/ビタミン D 誘
導体複合体のX線結晶構造解析。
ビタミンD誘導体（緑）がHis301
と共有結合を形成している。 
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