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核内受容体活性制御仮説に基づく特異的リガンドの創製研究
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Nuclear receptors are ligand-inducible transcriptional factors, and regulate various signiˆcant biological phenome-
na such as cell diŠerentiation, proliferation, metabolism, and homeostasis. By the elucidation of the physiological func-
tions of nuclear receptors, they have become one of the most signiˆcant molecular targets for drug discovery in the ˆelds
of cancer, autoimmune diseases, and metabolic syndrome. In this study, several novel nuclear receptor ligands have been
developed, based on the receptor-folding inhibition hypothesis is discussed. In this hypothesis, the antagonists for
nuclear receptors are classiˆed into two types, the misfolding inducers and the folding inhibitors, related to the helix 12
(AF-2 region) conformation of the receptor that is signiˆcant for the receptor activation. Then, in order to overcome
the resistance in the treatment of prostate tumors with androgen antagonists, the novel folding-inhibitor type an-
tagonists such as isoxazole and pyrrolecarboxamide derivatives were designed and synthesized. Some of them exhibited
the androgen antagonistic activities in LNCaP cells with mutated androgen receptor in which conventional antagonists
such as ‰utamide and RU56187 were inactive. The folding-inhibitor type vitamin D3 antagonists (DLAM series) are
similarly developed. Further, novel non-seco-steroidal vitamin D3 analogs were designed and synthesized by using a 3,3-
diphenylpropane derivative, LG190178 as lead compound. The aza analogs exhibited both potent vitamin D agonistic
and androgen antagonistic activities. The results indicate the drug design based on the receptor-folding inhibition
hypothesis is e‹cient in medicinal chemistry of nuclear receptors.

Key words―nuclear receptor; androgen antagonist; vitamin D3; receptor-folding inhibition hypothesis

1. はじめに

核内受容体は，ステロイドホルモンや活性型ビタ

ミンなどの脂溶性小分子の生体内標的分子であり，

リガンド依存的な転写因子として，細胞増殖，分

化，形態形成，代謝などを厳密に調節している．ヒ

トゲノム解析の結果，ヒトには 48 種類の核内受容

体が存在することが知られているが，いずれも癌を

始めとする様々な難治性疾患の発症や治療と密接に

関与することが明らかになりつつあり，それらの治

療薬開発の重要な分子標的として捉えられてい

る．1)

核内受容体のリガンド依存的な活性化機構につい

ては，核内受容体リガンド結合領域の結晶構造解析

や活性発現に関与するコファクター群の同定により，

Fig. 1 に模式的に示した機構が明らかとなってい

る．一般に，核内受容体のリガンド結合領域には

12 個のへリックスが存在するが，12 番目のへリッ

クス（Fig. 1 中 H12 で示した）の折りたたみ構造

が活性化の鍵構造と考えられている．2,3)リガンドの

結合していないアポ型受容体では，へリックス 12

がリガンド結合空間を解放するような立体構造を取

っているが，この立体構造には，コリプレッサーと

呼ばれるタンパク群が結合することにより，機能が

抑制されている．一方，リガンドの結合に伴って，

ヘリックス 12 がリガンド結合空間を閉じるよう

に，大きな構造変化を起こす．この立体転換によっ
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Fig. 1. Molecular Basis of Ligand-inducible Nuclear Receptor Activation
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て，コリプレッサーがはずれ，代わりにコアクチ

ベータが結合して，遺伝子発現のスイッチがオンに

なる．4―6)このように，核内受容体の機能は様々な

タンパク群との相互作用によって発揮されるので，

その機能を特異的に制御するリガンドを論理的に分

子設計する方法はいまだ確立していないのが現状で

ある．例えば，核内受容体リガンドの中には，活性

プロファイルが生物検定系や受容体変異によって異

なることがしばしば観測される．そこで筆者らは，

このような問題点を克服すべく，核内受容体のリガ

ンド依存的構造転換に基づいた「核内受容体活性制

御仮説」を提唱し，本仮説の検証と新たなリガンド

分子設計を行った．

2. 変異受容体にも有効なアンドロゲンアンタゴ

ニストの創製

2-1. 核内受容体活性制御仮説の構築 アンド

ロゲン受容体 AR はテストステロンや 5a- ジヒドロ

テストステロンなどの男性ホルモンの核内受容体で

あり，AR の転写活性化は前立腺癌の発症と進展に

深く関与していると考えられている．そのため，前

立腺癌の治療薬を目的に様々な AR アンタゴニスト

が開発されてきた．7,8)ステロイド骨格を持つシプロ

テロンアセテートに加えて，非ステロイド型のフル

タミドやビカルタミドなどが知られている（Fig.

2）．しかしながら，これらの非ステロイド型リガン

ドはいずれもベンズアミドという共通の骨格を持

ち，構造のバリエーションはけっして多くはない．

さらに既存の AR アンタゴニストには，数年の治

療継続に伴い，耐性化若しくは癌の増悪化を引き起

こすという問題を抱えている．このような癌の耐性

化機構の 1 つの要因として AR の変異が考えられて

いる．9―12)例えば，ホルモン療法を受けた患者にお

いて，Fig. 3 に示すような変異 AR が見い出されて

いる．このような変異 AR は恒常的活性化能を持っ

ていたり，又は AR アンタゴニストがアゴニストと

して機能して，前立腺癌細胞の増殖を促進したりす

ることが知られている．13―15)

筆者は，上述の核内受容体の活性化機構を基に，

AR アンタゴニストの機能転換について，以下のよ

うな仮説をたてた（Fig. 4）．すなわち，正常な受

容体の場合，アポ型ではヘリックス 12 のふたが開

いた不活性な構造をしているのに対して，アゴニス

トが結合するとふたが閉まった活性化構造へと変わ

る．一方，ある種の変異受容体では，ヘリックス

12 が活性化構造に近い折りたたみ構造を持つこと

により，構成的な活性を示すと考えられる．そし

て，既存のアンタゴニストが結合しても，その折り

たたみ構造があまり変わらないために，やはり変異

受容体は活性化構造となって，癌の増悪化が起こ

る．このようなアンタゴニストでは，正常な受容体

のヘリックス 12 の立体位置に対して小さな変化し
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Fig. 2. Structures of Endogenous Androgens and Synthetic Androgen Antagonists

Fig. 3. Action of Androgen Antagonists towards Wild-type and Mutated AR
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か与えないと考えられる．実際，アンタゴニストが

結合した核内受容体の結晶構造では，ヘリックス

12 が，アゴニストの場合とは異なる折りたたみ構

造を取っているものが知られている．筆者らは，こ

のタイプの化合物を「ミスフォールディング誘導型

アンタゴニスト」と名付けた．このタイプに分類さ

れる化合物は，受容体変異に限らず，例えば相互作

用するコファクターの種類によって活性が変化する

可能性があり，組織選択的リガンドの創製などに有

効であるかもしれない．一方，癌の耐性化を克服す

るためには，このような不完全な阻害ではなく，ヘ

リックス 12 の折りたたみ構造自体を阻止する必要

があると考えられる．そこで，このようなアンタゴ

ニストを「フォールディング阻止型アンタゴニスト」

と名付け，新規 AR アンタゴニストの創製を行った．

2-2. 新規アンドロゲンアンタゴニストの創製

AR リガンドの分子設計では，株医薬分子設計研究

所・板井昭子博士らとの共同研究によるバーチャル
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Fig. 4. Receptor-folding Inhibition Hypothesis

Fig. 5. Isoxazolones as Novel Mutated AR Antagonists
TS: testosterone, HF: hydroxy‰utamide, RU: RU56187.
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スクリーニングによって新規リガンド骨格を探索

し，イソキサゾロン誘導体 1（Fig. 5）を選択した．

AR とイソキサゾロン誘導体 1 との結合様式の解析

から，イソキサゾロン環上にかさ高い置換基を導入

することにより，ヘリックス 12 のフォールディン

グを阻止できると予想した．例として，イソキサゾ

ロン環上にフェニル基を持つ ISOP シリーズの構造

と活性を Fig. 5 に示した．アンドロゲン活性の評

価は，変異 AR (T877A）を持つ LNCap 細胞にお

いて，AR 応答の遺伝子産物である Prostate Spe-

ciˆc Antigen (PSA）産生量により行った．16,17)この

系においては，既存の AR アンタゴニストであるヒ

ドロキシフルタミドや RU56187 はアゴニスト（若

しくはパーシャルアゴニスト）として機能してい

た．一方，ISOP 誘導体は単独では PSA を産生せ

ず，また，テストステロンによる PSA 産生を抑制

したことから，変異 AR に対してもアンタゴニスト

として働いていることが示唆された．18)

2-3. ピロールカルボキサミド誘導体への展開

イソキサゾロン誘導体の結果から，新規骨格の導入

と上述の仮説に基づく分子設計が妥当であることが

分かったので，さらなる構造展開を行った．ISOP

誘導体の構造活性相関から，2 つの芳香環とその間

をつなぐリンカーという骨格に，一方には極性官能

基を，もう一方にはヘリックス 12 の折りたたみを

阻止するかさ高い置換基の導入が有効であると考え，
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Fig. 6. Design of Pyrrolecarboxamide as Novel AR An-
tagonist

Table 1. Structure-activity of Pyrrolecarboxamides 1 and 2

R NR′2
Ki

(mM)a)
IC50
(mM)b)

3a H 







4.9 19.0

3b Me 3.6 19.0

3c Et 2.0 16.0

3d i-Pr 3.4 15.0
3e CH2(c-C6H11) 0.52 0.88

3f CH2Ph 0.11 0.44

4a CH2Ph NH2 0.22 2.00

4b CH2Ph NEt2 0.10 1.00

4c CH2Ph 0.11 1.70

Hydroxy‰utamide 0.43 0.35

a) Competitive binding assay, b) IC50 values in growth inhibition of
SC-3 cells.
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Fig. 6 のような新規構造を設計した．このとき，一

方の芳香環として，ピロール環を導入し，そのス

ペーサーとしてはより単純な官能基を設定した．ま

た，末端極性基としては，より化学的に安定なアミ

ド基を導入した．

アンドロゲン依存的なマウス乳癌細胞 SC-3 の増

殖抑制，AR 結合能を指標にして，まず，2 つの芳

香環の間のリンカーを検討したところ，アミドやス

ルフォンアミドでは活性がみられなかったのに対し

て，アミノ基若しくはアミノメチレン基の場合に，

弱いながらも活性がみられることが分かった．さら

に，芳香環や窒素原子上の置換基の検討を行うこと

により，活性を 100 倍以上向上させることに成功し

た（ Table 1 ）．19)最も 活性の 強か った化 合物

PYROP-1 (3f）を用いて，LNCap 細胞における活

性を検討したところ，PYROP-1 (3f）は変異 AR

に対してもアンタゴニストとして働き，その活性は

ビカルタミドと同程度の強いものであることが分か

った（未発表）．最近，ビカルタミドがアゴニスト

として機能してしまう変異 AR の報告もあり，20)現

在，PYROP-1 (3f）がそのような変異 AR に対し

ても有効であるかを検討中である．

3. ビタミン D アンタゴニストのピンポイント

創製

ビタミン D は生体内で二段階の代謝を受けて活

性型の 1a, 25- ジヒドロキシビタミン D3 (1, 25-

(OH)2D3, Fig. 7）となり，ビタミン D 核内受容体

VDR に結合して，作用を発揮する．21)これまでに

癌や骨疾患の治療を目的に，3000 以上のビタミン

D 誘導体が合成されてきたが，ビタミン D アンタ

ゴニストについては，パジェット病への応用などが

示唆されているにも係わらず，2 種類の化合物

TEI-9647, ZK-168281 (Fig. 7）及びその類縁体しか

知られていなかった．さらに，TEI9647 は VDR の

動物種によってアゴニスト，アンタゴニスト活性が

変化するという報告もある．22)そこで，ビタミン D

についても上記仮説を応用することによりフルアン

タゴニストの創製ができると考え，長澤和夫助教授

（現・東京農工大学）とともに研究に着手した．

3-1. ビタミン D アンタゴニスト DLAM の設計

と合成 ビタミン D アンタゴニストの分子設計

においては，1, 25-(OH)2D3 及び側鎖にラクトン環

を持つ代謝物（Fig. 7）をリード化合物として，ラ

クタム誘導体 DLAM を設計した（Fig. 8）．ラクタ

ム環窒素原子上にかさ高い置換基を導入することに

より，ヘリックス 12 の折りたたみを阻害できると

考えた．

DLAM 誘導体の合成（Fig. 8）は，ビタミン D2
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Fig. 7. Structures of Vitamin D Agonists and Antagonists

Fig. 8. Synthesis of DLAMs

Table 2. VDR Antagonistic Acitivity of (23S, 25S)-5

Ra) VDR a‹nity Antagonistic activity
IC50 (nM)b)

5a-CH2Ph 2.74 700

5b-(CH2)2Ph 8 207

5c-(CH2)3Ph 0.68 2200

5d-(CH2)4Ph 5.24 390
5e-i-Pr 1.52 ＞1000

a) (23S, 25S) isomers. The structures are shown in Fig. 8. b) The rela-
tive to 1,25-(OH)2D3 normalized as 100. c) IC50 values for HL-60 cell
diŠerentiation induced by 1 nM of 1,25-(OH)2D3.

346 Vol. 127 (2007)

から 13 ステップで得られるアルデヒド体23)を用い

て，N- 置換ニトロンに変換したのち，メタクリル

酸メチルと 1,3- 双極子環化付加反応を行い，イソ

キサゾリジン体を得た．この化合物を還元的にラク

タムへと変換し，保護基を除去したのち，キラルカ

ラムで分離することにより，23 位と 25 位の立体異

性体 4 種を得た．24)

3-2. ラクタム誘導体 DLAM の VDR アンタゴ

ニスト活性 ビタミン D アンタゴニストとして

設計した DLAM 誘導体の活性評価としては，VDR

結合親和性と，1, 25-(OH)2D3 によるヒト白血病細

胞 HL-60 の分化誘導活性の抑制効果を検討した．

23 位と 25 位の立体に関する 4 種の異性体では，

（S, S）体だけがアンタゴニスト活性を示した．中

でも，ラクタム窒素原子上にかさ高いベンジル基

（5a）やフェネチル基（5b）を持つ誘導体は 1, 25-

(OH)2D3 の 1/10―1/50 の親和性で VDR に結合

し，その分化誘導活性を濃度依存的に抑制した

（Table 2）．25)

合成したビタミン D アンタゴニストが実際にヘ

リックス 12 の折りたたみを阻害しているかの実験
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Fig. 9. Structures of Novel VDR Agonists Bearing a Non-seco-steroid Structure
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的証明はない．そこで，VDR のリガンド結合領域

との結晶構造を用いたラクタム誘導体とのドッキン

グスタディーにより検証した．VDR のリガンド結

合領域との結晶構造からヘリックス 12 を取り除い

た構造に対して化合物 5a との結合様式を解析し，

その複合体の構造とヘリックス 12 を有する活性型

受容体構造とを比較したところ，5a の側鎖がヘリ

ックス 12 と同じ空間を占め，活性型の折りたたみ

構造を取ることができないことが示唆された．

次に，VDR の動物種による差異を検討した．上

述したように，TEI9647 はヒト VDR に対してはア

ンタゴニストとして働くが，ラット VDR に対して

は単独でアゴニスト活性を示すと報告されている．

実際に，筆者らの系でも TEI9647 はラット VDR に

対しては単独でアゴニスト活性（パーシャルアゴニ

スト）を示した．一方，化合物 5a は，ヒト及びラ

ット VDR に対していずれも単独で活性を示さず，

アンタゴニストとして働いた．以上のように，フ

ォールディング阻止型アンタゴニストとして設計し

た DLAM 誘導体は VDR のフルアンタゴニストと

して機能する可能性が示唆された．

4. 非 seco- ステロイド型ビタミン D 誘導体の創

製

上述した DLAM 誘導体は 3 種類目のビタミン D

アンタゴニストである．一方，ビタミン D の構造

をみてみると，アゴニスト，アンタゴニストに係わ

らず，いずれも天然型と同じ，seco- ステロイド骨

格を持ったものばかりであり，高活性な非 seco- ス

テロイド型ビタミン D 誘導体の報告はほとんどな

い．最近，リガンド社のグループは seco- ステロイ

ド骨格を持たないビタミン D としてジフェニルメ

タン骨格を持つ化合物 LG190178 (Fig. 9）を報告

した．26,27)そこで，新規非 seco- ステロイド型誘導

体の創製を目指し，LG190178 をリード化合物とし

て構造展開を行った．

4-1. 非 seco- ステロイド型ビタミン D 誘導体の

設計と合成 非 seco- ステロイド型誘導体の分子

設計に当たっては，前述の VDR アンタゴニストの

設計においても窒素原子を導入することにより，物

性や活性に変化を与えることができたことをヒント

にして，ジフェニルメタン骨格に対しても窒素原子

の導入を図ることとし，種々のアニリン誘導体を設

計，合成した．例えば，LG190178 のモノアザ誘導

体 6 や 7（Table 3）の合成にはまず非対称型のジ

フェニルメタン誘導体 11 を合成する必要がある．

当初は，4 段階による合成法を用いていたが，その

後，ビスフェノール体 9 と orhto-トルイジン塩酸塩

をニートで加熱することにより 1 段階で，しかもよ

り高収率（58％）で 11 が得られることが分かり

（Fig. 10），この反応を用いて効率よく非対称型誘

導体を合成することができた．28)

4-2. 非 seco- ステロイド型ビタミン D 誘導体の

活性 合成した非 seco- ステロイド型誘導体のう

ち，LG190178 と同じ側鎖を持つ化合物 6―8 の活

性を Table 3 に示した．ビタミン D 活性について

は，ヒト白血病細胞 HL-60 の分化誘導活性と VDR
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Table 3. Biological Activity of Novel Non-seco-vitamin D3 Analogs
(6―8)

Compounda)
HL-60 cell

diŠerentiation
EC50 (nM)

VDR binding
a‹nity

Ki (nM)

SC-3 growth
inhibition
IC50 (nM)

AR binding
a‹nity

Ki (nM)

(R, R)-6 30 150 5.0 1200
(S, R) -6 55 180 17 1200
(R, S) -6 4.1 9.5 1.3 910
(S, S) -6 16 20 4.7 730
(R, R)-7 320 340 36 2500
(S, R) -7 770 1100 290 1100
(R, S) -7 47 220 19 1900
(S, S) -7 110 420 55 400
(R, R)-8 48 190 7.1 1100
(S, R) -8 170 580 32 1100
(R, S) -8 6.6 120 4.1 2300
(S, S) -8 43 350 22 540
LG190178 44 360 30 17000

hydroxy-
‰utamide ― ― 180 940

a) The chiralities are described as (chiral-1, chiral-2).

Fig. 10. One-step Synthesis of Unsymmetrical Diphenylmethane Derivatives
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への結合親和性により評価した．化合物 6―8 につ

いて，4 種類の立体異性体の活性を比較すると，い

ずれも（R, S）体の活性が最も強かった．特に Ta-

ble 3 の図中，X で表した部分への窒素原子の導入

が有効であり，化合物（R, S )-6 及び（R, S)-8 は

LG190178 よりも 10 倍強い分化誘導活性を示し，

（R, S)-6 は 40 倍強い VDR 親和性を示した．29)

一方，興味深いことに，化合物 7 及び LG190178

の側鎖にカルボニル基を持つ化合物 12 及び 13 は，

対応するアルコール体と比べると，HL-60 細胞の

分化誘導に関しては比較的強い活性を持つにも係わ

らず，ほとんど VDR 結合能を持たないことが分か

った（Fig. 11）．筆者らは，この活性の差から，化

合物 12 及び 13 がそれ自身では活性はほとんど示さ

ないものの，細胞内でカルボニル基が還元されてア

ルコール体 7 及び LG190178 となることにより活性

を発現すると予測した．実際，化合物 12 を HL-60

細胞ホモジネートと 4 時間インキュベートしたのち，

HPLC で分析したところ，化合物 12 のピークは減

少し，代わりに，化合物 7 が確認された．この結果
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Fig. 11. Biological Activities of Ketone Derivatives

349No. 2

はいくつかのカルボニル体でも確認され，この種の

化合物において一般的な現象であると考えられ

る．29)

非 seco- ステロイド型化合物の VDR 結合様式

を，ドッキングスタディーによって解析してみる

と，非 seco- ステロイド型化合物は seco- ステロイ

ド型化合物と類似の分子形状を取ることができるこ

とが示唆された．また，化合物 7 の水酸基のうち，

化合物 12 のカルボニルが代謝還元されてできる水

酸基はヒスチジン 397 と水素結合し得ることが分か

った．ヒスチジン 397 は 1, 25-(OH)2D3 の 25 位水

酸基と水素結合していることが示されていることか

ら，非 seco- ステロイド型化合物の場合も，VDR

との結合において，重要な機能を発揮していると考

えられる．

4-3. 非 seco- ステロイド型ビタミン D 誘導体の

VDR/AR デュアル活性 非 seco- ステロイド型

VDR アゴニスト 6―8 をマウス乳癌細胞 SC-3 に投

与したところ，いずれも濃度依存的な増殖抑制効果

を示した．この細胞はアンドロゲン依存的に増殖

し，アンドロゲンアンタゴニストによってその増殖

が抑制される．SC-3 細胞の増殖抑制効果の作用機

序を解明する目的で，化合物 6―8 の AR 親和性を

検討した．その結果，リード化合物である

LG190178 以外の含窒素誘導体 6―8 は，ヒドロキ

シフルタミドと同程度の活性を示した（Table 3）．29)

すなわち，これらの化合物は VDR アゴニスト活性

とアンドロゲンアンタゴニスト活性を合わせ持つユ

ニークな生物活性を示すことが明らかとなった．

VDR アゴニスト活性では（R, S）体の活性が最も

強かったが，アンドロゲンアンタゴニスト活性で

は，（S, S）体が若干他の立体異性体よりも活性が

強い傾向があった．また，SC-3 細胞増殖抑制効果

との活性を比較すると，ビタミン D 結合親和性と

よい相関を示すことが分かった．前立腺癌の増殖に

ついては，アンドロゲン受容体を介した増殖促進

と，ビタミン D 受容体を介した増殖抑制効果が報

告されている．30)本化合物がどのような作用機構で

活性を発現しているかは定かではないが，これを

リード化合物として新たな VDR アゴニスト，アン

ドロゲンアンタゴニストの創製が可能であろう．ま

た，ジフェニルメタン誘導体が 2 種類の核内受容体

に対してデュアルリガンドであることは，このよう

な骨格がステロイド骨格を代替する有用なスキャフ

ォールドであることを意味していると考えている．

5. おわりに

以上の構造展開は，筆者らが核内受容体のリガン

ド依存的な活性化機構に基づいて構築した核内受容

体活性制御仮説によって行ってきた．幸運にも着手

してきた化合物群においていずれも，それぞれに興

味深い活性を引き出すことができた．核内受容体活

性制御仮説が，核内受容体リガンドの設計に有効な

手段の 1 つであることを示したと考えており，現

在，これらの知見と手法を他の核内受容体に応用し

ている．例えば，最近子宮内膜症や子宮筋腫に有効

であることが示唆されているプロゲステロンアンタ

ゴニストの創製において，ユニークな構造を持つ化

合物がみつかってきている．

創薬研究においては，標的分子の設定と化合物分

子設計のための作業仮説が重要である．その 1 つと

して今回は核内受容体活性制御仮説を提唱し，その

実験的検証を行ってきた．研究の展開によってはさ

らによりよい作業仮説の構築も可能であろう．医薬

化学の分野で，いかにオリジナリティーのある面白

い研究を発信していくかは，アカデミアの研究者と

してどれだけ自分自身の思想を持てるかに掛かって

いる．常に少しでも新しいものを創製していこうと

いう意欲を失わない限り，ランダムスクリーニング

でヒットしてくる化合物群とは異なる新しい構造を

創製していけるのではないかと考えている．
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