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ビタミン D受容体リガンド結合ドメインの分子認識を基盤とした
がん細胞分化とアポトーシスの制御機構の解析
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1a,25-Dihydroxyvitamin D3 [1a,25(OH)2D3] has antiproliferative, diŠerentiation and apoptosisinducing eŠects
on many malignant cells. These properties have raised the possibility of its use as a therapeutic agent in cancer. Our re-
cent studies using stereoisomers of the A-ring of monohydroxylated 19-nor or 2-methyl substituted 1a,25(OH)2D3 have
clearly demonstrated that the A-ring analogs that contain 1a-hydroxy or 3b-hydroxy group are potent inducers of HL-60
cell diŠerentiation. In contrast, the A-ring analogs that contain 1b-hydroxy or 3a-hydroxy group are potent stimulators
of HL-60 cell apoptosis. It was interesting to note that the analogs could induce diŠerentiation or apoptosis of HL-60
cells on the basis of the stereochemistry of both hydroxy groups at positions 1 and 3 of the A-ring. To further elucidate
the possible roles of both the hydroxy groups in regulating cell diŠerentiation and apoptosis, we have synthesized all pos-
sible diastereomers of the A-ring of 1a,25(OH)2D3 and examined their molecular mechanism of diŠerentiation and
apoptosis-inducing actions of HL-60 cells in vitro. This study shows that diŠerentiation and apoptosis of HL-60 cells are
strictly controlled by the stereochemistry of both hydroxy groups at positions 1 and 3 of the A-ring of 1a,25(OH)2D3,
and the proteins responsible for the regulation of cell cycle and mitochondrial membrane potential are the major targets
of 1a,25(OH)2D3 analogs. These ˆndings provide useful information not only for structure-function studies of 1a,25
(OH)2D3 analogs but also for the development of therapeutic agents for the treatment of cancer.
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1. はじめに

皮膚で紫外線の作用により産生される，あるいは

食事から摂取されたビタミン Dは，肝臓で 25位が

腎臓で 1a位が水酸化され，活性型ビタミン Dであ

る 1a,25-Dihydroxyvitamin D［1a,25(OH)2D］とな

る．1―5) 1a,25(OH)2D3 は，カルシウム（Ca）代謝

の主要ホルモンとして，副甲状腺ホルモン

（parathyroid hormone: PTH）とともに血清 Ca の

恒常性の維持や骨形成に重要な役割を果たしてい

る．一方，1981 年に Abe らは，1a,25(OH)2D3 が

マウス骨髄性白血病細胞の増殖を抑制し，マクロフ

ァージへ分化誘導することを見い出した．6,7)これ以

降，1a,25(OH)2D3 の生理作用が Ca代謝調節作用

のみならず，種々の細胞の増殖や分化，アポトーシ

スなど，細胞の普遍的な機能までを制御することが

明らかにされてきた（Fig. 1）．

このような 1a,25(OH)2D3のがん細胞への作用か

ら，臨床的にもがん治療薬としての応用性が考えら

れるようになった．しかし，1a,25(OH)2D3をがん

に対して治療効果を示す量投与すると，必ず副作用

として高 Ca 血症が惹起される．したがって，

1a,25(OH)2D3そのものをがん治療薬として応用す

ることが困難であることから，非 Ca作用（増殖抑

制・分化誘導作用）のみを発揮する活性型ビタミン

D誘導体の開発研究が進められてきた．8,9)

1a,25(OH)2D3の生理作用は，核内に存在するビ
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Fig. 1. Generation and Metabolism of Vitamin D3 and Potential Applications of 1a,25(OH)2D3

782 Vol. 122 (2002)

タミン D受容体（vitamin D receptor: VDR）を介

した標的遺伝子の発現制御により引き起こされ

る．10)これまでの研究から，生体内のほぼすべての

組織・細胞に VDRが存在することが確認され，様

々な病態・遺伝子変異の解析により，がん・免疫疾

患やホルモン応答異常症などの疾患の原因が，ビタ

ミン Dの生理作用と深く関係していることが明ら

かになってきている．11)さらに，1997年には Kato

らにより VDR 遺伝子欠損マウスが作出され，12)

2000 年には，Moras らによって VDR のリガンド

結合領域の X線結晶構造が明らかにされ，2001年

にはその機能ドメインの詳細も解析された．13,14)こ

のように，ビタミン Dと疾患との関係や VDRの機

能解明は飛躍的に進展してきている．

しかし，1a,25(OH)2D3の作用が Ca代謝のみな

らず，ホルモンの産生・分泌，免疫調節，細胞の分

化・増殖，細胞内シグナル伝達，アポトーシス誘導

など，様々な生命反応にまで関与していることから，

VDRの機能解析のみでは全作用機序の解明は不可

能と言える．したがって，構造選択的な活性を持つ

リガンド側からのアプローチが，選択的活性を示す

誘導体の創製のみならず，作用機序解明においても

極めて重要となる．

著者は，これまでにリガンド側からのアプローチ

として，作用分離可能で組織選択的活性を有するビ

タミン D 誘導体の開発を目標に，リガンド構造と

活性の相関性を統一的に検討してきた．その中で，

最近がん細胞の分化とアポトーシスを選択的に誘導

制御できる新規ビタミン D誘導体を見い出し，さ

らに分化とアポトーシスの制御に重要な鍵構造モ

チーフを同定することに成功した．15―19)

本総説では，著者らが見い出したがん細胞の分化

とアポトーシスを選択的に誘導制御できる新規ビタ

ミン D誘導体及びその誘導制御の鍵構造モチーフ

を紹介し，VDRの X線結晶構造との関連性を記述

する．また，ビタミン D 誘導体によるがん細胞の

増殖・分化・アポトーシス制御機構について最近明

らかにした知見についても紹介する．

2. VDRの構造と機能

VDRは核内受容体スーパーファミリーの一員で

あり，ヒト VDRは 427アミノ酸からなる分子量 50

kDaのタンパク質である．VDRタンパクは N末端

側から，A～E までの領域に分割できる．20)直接

DNAに結合する領域は，受容体タンパク中央に存

在する C領域であり，2つの Znフィンガーを持っ

ている．リガンド結合領域は E領域に存在し，12

個の Helixと 3つの b-sheetより構成され，この領

域がリガンド依存的な転写促進領域（AF-2）であ

る（Fig. 2A）．1a,25(OH)2D3はリガンド結合領域

中央部にあるリガンド結合キャビティーを持つ疎水
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Fig. 2. Structure of Vitamin D Receptor and Model for Transcriptional Activation of 1a,25(OH)2D3 on the Target Gene Promoter
(A) Structure and functional domain of vitamin D receptor, (B) Crystal structure of vitamin D receptor, (C) Model for transcriptional activation of

1a,25(OH)2D3 on the target gene promoter.
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性の空間に入り，1位水酸基は Ser237と Arg274, 3

位水酸基は Tyr143と Ser278, 25位水酸基は Ser305

と His397という特定のアミノ酸と水素結合するこ

とが X 線結晶構造解析により証明されている

（Fig. 2B）．13)リガンド結合後の VDR は，Helix12

が大きく移動することによりリガンドをホールド

し，転写共役活性化因子（コアクチベーター）をリ

クルートできる構造となる．また，E領域はリガン

ドを捉えるのみならず，RXRとのヘテロニ量体形

成を行う領域でもある．つまり，リガンドと結合し

た VDRは，VDR/RXRヘテロニ量体を形成して，

ビタミン D標的遺伝子のプロモーター上流に存在

する特異的エンハンサー配列であるビタミン D応

答配列（vitamin D response element: VDRE）に結

合し，コアクチベーターをリクルートすることによ

り転写を促進している（Fig. 2C）．21,22) VDREのコ

ンセンサス配列は，5′-AGGTCA-3′の基本配列が 2

つ直列に並び，モチーフ間が 3bp 離れたもの

（Direct Repeated 3: DR3）であると考えられてお

り，この DR3 の 5′上流側に RXR が，3′下流側に

VDRが結合する．21)最近，VDRと相互作用するコ

アクチベーターに関する研究が盛んに進められ，ヒ

ストンアセチル化酵素活性を持つ SRC-1/TIF-2フ

ァミリータンパクや p300/CBP が同一の複合体と

して VDRに結合すること，ヒストンアセチル化酵

素活性を持たない DRIP/TRAP 複合体も VDR に

直接相互作用することなどが明らかにされてい

る．23,24)このようなコアクチベーターは，組織選択

的な活性発現の制御に重要な因子と考えられてお

り，ビタミン D誘導体による組織選択的活性発現

の制御に，コアクチベーター選択性が 1つの重要な

鍵となる可能性が示唆されている．25)

3. がん細胞に対するビタミン Dの作用

1a,25(OH)2D3 は前立腺がん，大腸がん，乳が

ん，血液系腫瘍細胞など，様々ながん細胞に対して

増殖抑制，分化誘導，アポトーシス誘導作用などを

示すことが報告されている．26―28) 1a,25(OH)2D3に

よる増殖抑制には，細胞周期の G0/G1 arrestとア

ポトーシスが関与するとの報告が多く，分化も増殖

抑制に伴い誘導されると言われている．細胞周期

は，サイクリン（cyclin)/サイクリン依存性キナー

ゼ（cyclin dependent kinase: Cdk）や p21Cip1,

p27Kip1, p57Kip2 などの Cdk 阻害因子などにより厳

密に制御されている．29) 1a,25(OH)2D3による増殖

抑制や分化誘導作用のメカニズムについては，血液

系の細胞を用いて解析された報告が多い．ヒト前骨

髄性白血病細胞（HL-60）は，1a,25(OH)2D3やホ

ルボールエステルなどにより，単球やマクロファー

ジに分化することが知られており，その際に

p21Cip1の発現が mRNA及びタンパク質レベルで上

昇することが証明されている．HL-60 細胞は p53

遺伝子の大部分を欠失することから，p53経路非依

存的な作用であると考えられる．30) Freedmanらは，

p21Cip1遺伝子のプロモーター上流 770bpに DR3タ

イプの VDRE (5′-AGGGAGattGGTTCA-3′）が存

在することを報告しており，p21Cip1 の発現上昇が

1a,25(OH)2D3による直接的な遺伝子制御であるこ

とを証明している．31)

一方，アポトーシス誘導作用については，細胞種

などにより様々な報告がなされている．乳がんや前

立腺がんに対して，1a,25(OH)2D3がアポトーシス

を誘導するという報告が数多くなされているが，そ

の作用機構については未だ不明な点が多い．Bin-

derupらは，Leo社の合成ビタミン D誘導体である

EB1089 が，Bcl-2 ファミリー遺伝子の発現調節

（特に Bcl-2遺伝子の発現低下）を介して，乳がん

や大腸がん，前立腺がん細胞のアポトーシスを誘導

するということを in vitro 及び in vivo レベルで証

明している．32,33)しかし，その一方で，紫外線や

Tumor necrosis factor（TNF）などにより誘導され

る HL-60 細胞のアポトーシスを 1a,25(OH)2D3 が

抑制するという報告もあり，34) 1a,25(OH)2D3のア

ポトーシス誘導作用については，細胞種による違い

が大きく，作用機序に関する統一的な見解は得られ

ていない．

4. 新規ビタミン D 誘導体のアポトーシス誘導

作用

著者らは，最近 1a,25(OH)2D3 の A 環を修飾し

た新規ビタミン D 誘導体として，1019 位のメチ

レンを水素で置換した 19-nor誘導体及び 2位にメ

チル基を導入した 2-methyl誘導体について，構造

と活性の相関性を中心に生物活性を検討してきた．

その結果，これら誘導体の中に，HL-60 細胞に対

して分化ではなくアポトーシスを選択的に誘導する

誘導体を見い出すことに成功した．しかも，リガン

ドの A環 1位 3位水酸基の立体配置により，選択
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Fig. 3. Chemical Structures and ApoptosisInducing Activity of 19-Nor1a,25(OH)2D3 Analogs
(A) Chemical structures of 19nor1a,25(OH)2D3 analogs, (B) DNA fragmentation assay of apoptosis in HL60 cells treated with 19nor1a,25(OH)2D3

analogs (10－8 M) for 5 days. The fragmentation of chromosomal DNA was assessed by electrophoresis on 2.0％ agarose gels.
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的にアポトーシスが誘導されているという極めて興

味深い傾向が認められた（Figs. 3, 4）．15―19)これ

は，分化とアポトーシスという異なる作用をリガン

ド構造により明確に制御できる可能性を示した初め

ての結果であると言える．さらに，アポトーシス誘

導作用を示した誘導体は，いずれも VDRに対する

結合能をほとんど持たないことから，VDRを介し

た既知の作用メカニズムとは全く異なる機構を介し

てアポトーシスが誘導されている可能性が示唆され

た．

5. 分化とアポトーシスの誘導制御に必須な構造

モチーフの同定

A環を修飾した 19-nor誘導体及び 2-methyl誘導

体が，1 位 3 位水酸基の立体配置選択的に HL-60

細胞を分化かアポトーシスかに誘導制御することを

明らかにしたが，15―19)これらの誘導体では，1位 3
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Fig. 4. Chemical Structures and ApoptosisInducing Activity of 2Methyl1a,25(OH)2D3 Analogs
(A) Chemical structures of 2methyl1a,25(OH)2D3 analogs, (B) DNA fragmentation assay of apoptosis in HL60 cells treated with 2methyl

1a,25(OH)2D3 analogs (10－8 M) for 5 days. The fragmentation of chromosomal DNA was assessed by electrophoresis on 2.0％ agarose gels.
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位水酸基の異性化以外の構造修飾が伴うため，アポ

トーシス誘導に必須な鍵構造モチーフを特定するに

は至らなかった．そこで，分化とアポトーシスの振

り分けに必須な鍵構造モチーフを同定する目的で，

1a,25(OH)2D3の 1位 3位水酸基の可能なすべての

異性体全 4 種を用いて HL-60細胞に対する分化誘

導作用とアポトーシス誘導作用を検討した．

その結果，1a,25(OH)2D3 は用量依存的に VDR

を介した転写活性及び分化誘導作用を示し，3位水

酸基の異性体である 3-epi-1a,25(OH)2D3 (1a,3a)で

は，1a,25(OH)2D3より活性が低下する結果となっ

た．一方，アポトーシス誘導作用は，1a,25(OH)2
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Fig. 5. Chemical Structures and DiŠerentiation and ApoptosisInducing Activity of 1a,25(OH)2D3 Diastereomers
(A) Chemical structures of 1a,25(OH)2D3 diastereomers, (B) Cell surface CD11b antigenpositive cell number in culture of HL60 cells treated with vehicle or

1a,25(OH)2D3 diastereomers, (C) Apoptotic cell number in culture of HL60 cells treated with vehicle or 1a,25(OH)2D3 diastereomers.
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D3, 1a,3a共に低濃度条件においてのみ認められた

が，分化誘導作用を示す濃度条件になるに従い，低

下あるいは完全に消失した．このアポトーシス誘導

作用は，1a,3aが 1a,25(OH)2D3よりやや強い活性

を示した（Fig. 5）．分化が誘導されるに従い，ア

ポトーシス誘導作用が低下する理由については，分

化によるアポトーシス耐性化が考えられる．実際に，

1a,25(OH)2D3 及び 1a,3a は，Protein kinase C 阻

害剤である Staurosporineが誘導するアポトーシス

を用量依存的に抑制する作用を示した．このことか
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ら，分化とアポトーシスは，リガンド濃度によって

も制御され，分化が強く誘導される（マクロファー

ジや単球などの正常細胞に変わる）場合には，アポ

トーシスに対して耐性化することが明らかとなった．

一方， 1b 位に水酸基を持つ 1b,25 (OH )2 D3

(1b,3b)及び 3-epi-1b,25(OH)2D3 (1b,3a)は，VDR

を介した転写活性及び分化誘導作用をほとんど示さ

なかった（Fig. 5）．しかし，1b,3b及び 1b,3aは，

用量依存的にアポトーシスを誘導し，Staurospo-

rineにより誘導されるアポトーシスに対して抑制作

用は示さなかった．

以上のことから，1a 水酸基及び 3b 水酸基は

HL-60細胞を分化の方向に，1b水酸基あるいは 3a

水酸基はアポトーシスの方向に有意に誘導できる構

造モチーフであること，特にアポトーシス誘導には

1b水酸基の影響が強いことが明らかとなった．ま

た，VDR結合能が低い構造体，つまり，VDRのリ

ガンド結合領域に認識されにくい構造体の方が，よ

りアポトーシスを選択的に誘導できることから，ア

ポトーシスが VDRを介さない作用メカニズムによ

り誘導されている可能性が強く示唆される．VDR

を介さない作用メカニズムについては，VDR以外

の受容体の関与や，1b水酸基あるいは 3a水酸基を

有する誘導体がビタミン D以外の生体内生理活性

物質の作用を代替あるいは模倣している可能性など

が考えられるが，それらを証明する明確な結論は未

だ得られていない．

6. アポトーシス誘導機序の解析

HL-60 細胞に対する分化誘導作用の機構につい

ては，VDR を介した p21Cip1 及び p27Kip1 遺伝子の

発現上昇や cyclin遺伝子の発現変化などによる細胞

周期停止の影響が明らかにされている．しかし，著

者らが見い出した VDR結合能の低い誘導体に特徴

的に起こるアポトーシスが，どのような作用機構を

介して誘導されているのかについては全く不明であ

った．そこで著者らは，一般に知られているアポ

トーシス誘導機序を中心に作用機序の解析を試み

た．アポトーシスには，促進的に働く中心因子であ

る Caspase，促進と抑制の両方に関与する因子であ

る Bcl-2ファミリー遺伝子，それらを活性化する因

子である細胞死のシグナルや生存のシグナルなどが

複雑に関与している．35,36)そこでまず，1a,25(OH)2
D3の 1位あるいは 3位水酸基の異性体のアポトー

シス誘導機構について，Caspase活性を検討した．

その結果，TNF 受容体や Fasなどの膜受容体刺激

を介して活性化される Caspase-8 は，1a,25(OH)2
D3及び 1位 3位水酸基の異性体いずれにおいても

全く活性化されなかった．しかし，ミトコンドリア

膜電位変化を介して活性化される Caspase-9及び最

終段階の Caspaseである Caspase-3は，1位あるい

は 3位水酸基の異性体において有意に活性化されて

いた．さらに，ミトコンドリアの膜電位変化につい

て Rhodamin染色法により検討した結果，1位ある

いは 3位水酸基の異性体を処理した細胞において，

ミトコンドリア膜電位の破綻した細胞像が観察さ

れ，ミトコンドリア膜電位変化の関与が強く示唆さ

れた．

ミトコンドリア膜電位は，主に Bcl-2ファミリー

遺伝子により制御されていることから，Bcl-2ファ

ミリー遺伝子のうち，アポトーシス抑制に働く

Bcl-2 遺伝子及びアポトーシス促進に働く Baxa遺

伝子の発現変化について検討を行った．その結果，

Bcl-2の発現は変化しないものの，Baxa遺伝子の発

現がアポトーシス誘導作用を示す 1位あるいは 3位

水酸基の異性体において，添加後 3から 12時間目

に有意に上昇する結果が得られた．

以上のことから，1a,25(OH)2D3の 1位あるいは

3 位水酸基の異性体によるアポトーシスが，Baxa

遺伝子の発現上昇によるミトコンドリア膜電位の低

下，Caspase-9,3の活性化という経路を介して誘導

されていることが明らかとなった（Fig. 6）．しか

し，Baxa遺伝子の発現上昇がどのような機構を介

して誘導されているのか，アポトーシス誘導作用を

示すリガンドがどのように認識されているのかにつ

いては未だ不明であり，今後さらに検討する必要が

ある．

7. まとめ

1a,25(OH)2D3 の A 環 1 位 3 位水酸基は，VDR

のリガンド認識に最も重要な構造部位であり，作用

発現の制御に密接に関連している．X 線結晶構造

解析の結果より，VDRの特定のアミノ酸が，1a,25

(OH)2D3の A環 1位 3位水酸基と直接水素結合す

ることから，これら水酸基の立体配置の異性化は，

特定のアミノ酸との結合を弱める方向に影響するこ

とがわかる．13)実際に，1 位水酸基の異性体では

VDR 結合能及び転写活性はほとんど消失し，3位
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水酸基の異性体では VDR結合能及び転写活性はわ

ずかに残る程度となる．つまり，VDRのリガンド

認識には，3位水酸基よりも 1位水酸基の方が強く，

1位 3位水酸基の立体配置は VDRを介した活性発

現に極めて重要となる．

一方，HL-60 細胞に対するアポトーシス誘導作

用では，VDRのリガンド認識とは全く正反対のリ

ガンド特異性が認められた．これまで VDR結合能

や転写活性を全く示さないことから，不活性誘導体

として捉えられていた 1b,25(OH)2D3 が，HL-60

細胞に対して用量依存的にアポトーシスを誘導でき

ることが今回初めて見い出された．また，アポトー

シスを強く誘導する 1位あるいは 3位水酸基の異性

体は，特に VDR結合能が低い構造体であることか

ら，アポトーシス誘導作用に，VDRとの結合が必

須ではないことが示唆され，VDRを介さない作用

メカニズムによる可能性が高いと推察される．しか

し，1a,25(OH)2D3でも非常に低濃度の時にはアポ

トーシス誘導作用がわずかながら認められ，分化誘

導作用を示す濃度条件では消失したことから，この

作用は単にアナログ特異的な効果であるのではなく，

1a,25(OH)2D3が本来持っている作用である可能性

も考えられる．つまり，分化とアポトーシスが相反

する生命現象であり，1a,25(OH)2D3 の HL-60 細

胞に対する分化誘導作用が非常に強力であるため，

分化誘導作用を評価する実験条件ではアポトーシス

誘導作用が完全に打ち消された状態となり，これま

での研究では発見できなかったのかもしれない．

1位あるいは 3位水酸基の異性体で見られたアポ

トーシスの誘導機序については，Bcl-2ファミリー

遺伝子（特に Baxa遺伝子）の発現量の変化，ミト

コンドリア膜電位の低下，Caspase-9, 3の活性化を

介していることが明らかとなった．この経路に

VDR が関与するのか否か，VDR が関与しない場

合，どのようなリガンド認識機構を介しているのか

については現時点では不明であり，今後さらに解析

する必要があると考えている．

8. おわりに

著者らは，VDR が認識するリガンド構造のう

ち，極めて重要な構造部位である 1位 3位水酸基の

立体配置が，がん細胞の分化とアポトーシスを誘導

制御できる鍵構造モチーフであることを初めて見出

し，その作用機序の一端を明らかにすることに成功

した．

VDRにより最も強く認識されるリガンド構造部

位の立体配置が，がん細胞の分化とアポトーシスの
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誘導制御における鍵構造部位であったことは，

VDRとリガンドを相互に構造化学的に解析する意

義の重要性を示すとともに，生命科学における新た

な作用や作用機序の解析に，リガンド構造と活性の

相関研究が有用であることを立証したと言える．が

ん細胞の増殖を抑制し分化を誘導する（がん細胞を

減らしかつ正常細胞に変える），アポトーシスを誘

導する（がん細胞を自殺させる）という作用は，い

ずれもがん治療においては極めて有力な作用である

ことから，今後は，著者らが見出した事実を基にし

て，作用分離や組織選択制に優れたがん・難治性疾

患治療薬となるビタミン D誘導体が創製できるも

のと期待している．将来，種々の疾患を選択的活性

を有するビタミン D誘導体により治療できる日が

来ることを願い本稿を終える．
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