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A series of 3-(4-alkoxypheny)propanoic acid derivatives was prepared as candidate peroxisome proliferator-acti-
vated receptor (PPAR) d-selective agonists, based on our previously discovered potent human PPARa/d dual agonist
TIPP-401 as a lead compound. Structure-activity relationship studies clearly indicated the importance of the chain
length of the alkoxy group at the 4-position, and the n-butoxy compound exhibited the most potent PPARd transactiva-
tion activity and highest PPARd selectivity. The (S)-enantiomer of a representative compound (TIPP-204) exhibited
extremely potent PPARd transactivation activity, comparable to that of the known PPARd-selective agonist
GW-501516. To understand why TIPP-204 shows high selectivity for hPPARd among hPPAR subtypes, and why TIPP-
401, a structurally related compound, is a hPPARa/d dual agonist, computational docking of TIPP-401 to the ligand
binding domains of hPPARa and hPPARd and X-ray structure analysis of TIPP-204-hPPARd ligand binding domain
were carried out. The results allowed identification of certain amino acids as putative determinants of the hPPARd
selectivity of TIPP-204. To conˆrm the signiˆcance of these amino acids, GAL4-fusion proteins of mutated hPPARds
and hPPARas were prepared, and the transactivation activity of TIPP-204 toward the mutants was evaluated. The ami-
no acid(s) that predominantly in‰uence the potency and selectivity of TIPP-204 are diŠerent from that of the well-
known PPARd-selective agonist GW-501516, which belongs to a diŠerent chemical class. The signiˆcance of these ami-
no acids was conˆrmed by the examination of the complex structure between TIPP-204 and hPPARd. The results rev-
ealed several interactions relevant to the hPPARd-selectivity of the two ligands and will be useful for logical hPPARd
ligand design.

Key words―PPAR delta agonist; X-ray crystallography; computer ligand docking

1. はじめに

21 世紀における医療上の急務課題として，メタ

ボリックシンドローム治療薬の創製が焦眉の急であ

る．血糖，中性脂肪，コレステロールの総合的恒常

性制御の観点から代謝性核内受容体であるペルオキ

シソーム増殖剤応答性受容体（PPAR）が注目され

ている．PPAR には複数のサブタイプが見い出さ

れ，現在哺乳動物においては PPARa, PPARd,

PPARg の 3 種類が存在する．PPARa は肝臓や腎
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Fig. 1. Structures of the Representative Ligands Possessing PPARs Activity
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臓等脂肪酸異化能の高い組織に分布していて脂肪酸

の代謝や輸送に関連する遺伝子，コレステロールや

中性脂肪の代謝に関連する遺伝子発現制御を担

う．1) PPARg は白色脂肪組織や褐色脂肪組織に顕在

し，脂肪細胞の分化誘導に対し中心的役割を果た

す．また，成熟した脂肪細胞での脂肪の貯蔵を亢進

させる．25)一方，PPARd は骨格筋を含め各臓器・

組織に普遍的に発現する．PPAR 各サブタイプ間

でのリガンド結合領域の相同性は 6070％程度であ

り，また X 線結晶構造解析によりリガンド結合空

間が他の核内受容体と比べかなり広いことが明らか

となっている．PPAR を標的とした医薬創製を指

向した研究は，PPARa と PPARg がそれぞれ高脂

血症治療薬フィブラート類及び抗糖尿病薬グリタゾ

ン類の分子標的であることが判明したため急速に進

展した．6)一方残りの PPAR である PPARd は，多

くの臓器組織にほぼ普遍的に発現していたため発現

分布からはその機能を推測することが難しく，

PPARd の生理的機能に関しては未解明であった．

しかし近年，遺伝子改変マウスを用いた研究や

PPARd 選択的アゴニストのパイオニア化合物とし

て知られる GSK 社の GW-501516 (Fig. 1；以後

GW と略記）を用いた研究により，PPARa や

PPARg のみならず PPARd も血糖・中性脂肪代謝

制御やエネルギーバランス制御，コレステロールの

逆転送過程に深く関与している核内受容体であるこ

とが解明されつつある．710) PPARd に関する生化

学・分子生物学的研究の進展は目覚しい．一方創薬

の観点からは，これまでにいくつかの PPARd 選択

的アゴニストの報告が散見されるのみであり，その

構造活性相関に関する知見や構造多様性等情報も乏

しい．さらに既存の PPARd 選択的アゴニストは

GW の基本骨格である（2-メチル）フェノキシ酢酸

構造を有するものが大半である．筆者らは核内受容

体リガンドの合理的分子設計・創製の一環として代

謝性核内受容体 PPAR に着目している．これまで

に 1,3,4-三置換ベンゼン誘導体の創製に従事し，既

に高活性かつ PPARa 選択的アゴニスト活性及び

PPARa/d デュアルアゴニスト活性を有する一連の

光学活性 1,3,4-三置換フェニルプロピオン酸誘導体

KCL (1; Fig. 1)1113)及び TIPP-401 (2; Fig. 1)14,15)

を創製した．従来のグリタゾン系 PPARg アゴニス

トやフィブラート系 PPARa アゴニストが 1,4-二置

換ベンゼン誘導体であるのに対し特徴的基本構造と

考えている．筆者らはこれらの化合物をもとに，こ

れまでに得られた構造活性相関の知見を加味した合

成展開により，1,2,4-三置換ベンゼン誘導体である

GW とは構造が異なる PPARd 選択的アゴニストの

創製が可能であると考え，その合成研究並びに活性

評価を計画した．

本総合論文においては，構造情報に基づいた

PPARa/d デュアルアゴニスト 2 を先導化合物とし

て用いた PPARd 選択的アゴニスト TIPP-204 (3;

Fig. 1）の創製と，その PPARd リガンド結合領域

（ PPARdLBD ）との結合モデル解析，点変異

PPAR サブタイプを用いたミューテーション解

析，さらに PPARdLBD との複合体 X 線結晶構造

解析を踏まえた PPARd 選択性発現機構解明研究を

報告する．
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Fig. 2. The Structure of the PPARd-EPA Complex (PDB
ID: 3GWX)

The PPARd polypeptide backbone is shown as a cylinder. The carbon a-
toms of EPA in the tail-up or tail-down conˆgurations are shown respective-
ly.
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2. X 線結晶構造情報に基づいた PPARd 選択的

アゴニストの創製

2-1. PPARd 選択的化合物創製の作業仮説

　筆者らは選択的 PPARg アゴニスト活性発現に重

要と考えられていたチアゾリジン-2,4-ジオン骨格を

有するにも係わらず，PPARg のみならず PPARa

にも同等の結合活性，転写活性化作用を示す“デュ

アルアクション PPAR アゴニスト”である KRP-297

(4; Fig. 1）のチアゾリジン-2,4-ジオン骨格を a-置

換プロピオン酸に変換した化合物（ 116,17)）が

PPARg 活性は示さず，PPARa 選択的活性化作用

を示すことを見い出した．そこで化合物の適切な構

造修飾により，各種 PPAR サブタイプ選択的リガ

ンドの創製が実現できるとの作業仮説を立てた．化

合物 1 は構造上 3 つのモジュールに分けて考えるこ

とができる．すなわち 1) 酸性頭部部分，2) リン

カー部分，3) 疎水性末端部分の 3 モジュールであ

る．筆者らはリンカー部分を逆アミド型構造に変換

することにより PPARa 選択的アゴニスト 1 に

PPARd 活性も付与できることを見い出した．代表

的化合物である 2 の PPARa 及び PPARd に対する

転写活性化作用の EC50 値はいずれも 10 nM と強力

な“デュアルアクション PPARa/d アゴニスト”で

あった．

化合物 2 の PPARa 活性を低下させ，一方

PPARd 活性をさらに向上させることができれば

PPARd 選択的化合物は創製できる．そのための方

策として筆者らは，2004 年当時既に報告されてい

た PPAR アゴニストの X 線結晶構造解析結果に着

目した．当時 PPARg アゴニストと PPARg リガン

ド結合領域（LBD）との複合体 X 線結晶構造は種

々解かれていた．一方 PPARd アゴニストに関する

X 線結晶構造解析の例は弱い活性を示す天然不飽

和脂肪酸であるエイコサペンタエン酸（EPA; Fig.

1）のみであった．18)

筆者らは，X 線結晶構造が報告されていた

PPARg アゴニストや PPARa アゴニストはいずれ

も疎水性末端部分がヘリックス 2′側を向いたテー

ルダウン構造で結合しているのに対し，EPA は同

様のテールダウン構造と，疎水性末端部分が逆にヘ

リックス 2 側を向いたテールアップ構造の 2 通りの

結合様式で PPARdLBD に結合していることに着目

した（Fig. 2）．筆者らは，“分子モデリング解析か

ら，同様にテールダウン構造で結合していることが

推測された 119,20)の構造に，テールアップに相当す

る側鎖を導入できれば EPA と同様二方向性での相

互作用が可能となり，PPARd に対する親和性が向

上するのではないか”との作業仮説を立てた．化合

物 1 の 4 位メトキシ基がテールアップ方向に存在す

ることに注目し，2 の各種 4 位アルコキシ誘導体の

合成を行った．

2-2. 4 位アルコキシ誘導体の合成 目的化合

物群の合成を Chart 1 に示した．出発原料に各種 4-

アルコキシベンズアルデヒドを用い，各種ホスホン

酸エステルとの HWE 反応により桂皮酸エステル

誘導体とした．引き続く接触還元により二重結合の

還元を行って 4-アルコキシフェニルプロピオン酸

エステル誘導体（6af）を得た．アルコキシ基のオ

ルト位をホルミル化し，得られたベンズアルデヒド

誘導体（7af）と 4-トリフルオロメチルベンズアミ

ド誘導体との還元的アミドアルキル化21)を行って第

二級アミド誘導体（8al）に変換した．最後にアル

カリ性条件で加水分解を行いエステル部分を脱保護

して所望の a-置換フェニルプロピオン酸誘導体

（9al）を全 5 工程，通算収率 2050％で得た．

化合物 9 にはカルボキシ基の a 位に不斉炭素が

存在するため一対のエナンチオマーが存在する．い

ずれのエナンチオマーがより高活性を示すのか確定

するために 9 の不斉合成を行った．光学活性 9i (＝
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Chart 1. Synthetic Route to the Present Series of Compounds
(a) (I) (EtO)2POCH(R3)CO2Et, tBuOK, THF, rt., 7590％; (II) H2, 10％Pd-C, AcOEt, rt., 9095％; (b) TiCl4, MeOCHCl2, CH2Cl2, －30°C, 8595％; (c)

benzamide derivative, (Et)3SiH, TFA, toluene, re‰ux, 7085％; (d) aq-LiOH, EtOH, rt., 6078％.

Chart 2. Synthetic Route to the Optically Active Phenylpropanoic Acid Derivatives
(e) (I) BnBr, KHCO3, DMF, rt., 85％; (II) (i) nBuI, K2CO3, DMF, rt., quant.; (f) (I) NaBH4, EtOH, rt., 80％; (II) PBr3, ether, 0°C, 65％; (g) LiHMDS,

(R)-3-butyryl-4-benzyloxazolidine-2-one, THF, －30°C0°C, 70％; (h) (I)H2, 10％Pd-C, AcOEt, rt., 90％; (II) BH3-THF, THF, 0°C -rt., quant.; (III) activated-
MnO2, CH2Cl2, rt., 80％; (i) 2-‰uoro-4-tri‰uoromethylbenzamide, (Et)3SiH, TFA, toluene, re‰ux, 75％; (j) LiOH H2O, aq-H2O2, THF-H2O, 70％; (k) LiHMDS,
(S)-3-butyryl-4-benzyloxazolidine-2-one, THF, －30°C0°C, 70％.

712 Vol. 129 (2009)

3）の合成ルートを Chart 2 に示した．5-ホルミル

サリチル酸を KHCO3 存在下ベンジル化してカルボ

キシ基を選択的にベンジルエステルとしたのち，

K2CO3 存在下ヨードブタンで水酸基をブチルエー

テル化した．次にホルミル基を還元してヒドロキシ

メチル基としたのち水酸基を PBr3 で臭素化して求

電子反応剤 12 を合成した．化合物 12 と(R)-N-ブ

チリル-4-ベンジルオキサゾリジノンとのエバンス

不斉アルキル化22)を行い光学活性オキサゾリジノン

誘導体 13 を 98％d.e で得た．化合物 13 はジエチル
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Table 1. Transactivation Activities of the Present Series of Compounds on Each PPAR Subtypes

No. R1 R2 R3
EC50 (nM)

PPARa PPARd PPARg

9a H Me Et 18±8 170±40 2600±400

9b H Et Et 12±3 15±4 1800±900
9c H n Pr Et 77±11 6.8±0.6 1300±100

9d H n Bu Et 520±120 4.8±0.6 1300±100

9e H n Hexyl Et 1200±300 45±5 2300±200

9f H Bn Et ＞10000 110±20 6200±1500

9g F Me Et 8.2±1.4 21±1 2200±500
9h F n Pr Et 41±8 1.7±0.1 650±10

9i F n Bu Et 280±40 1.9±0.2 1400±200

9j H Me Me 19±3 210±30 ＞10000

9k H Me n Pr 70±21 120±10 3600±600

9l H Me n Bu 230±30 700±150 2400±100

3(＝(S)-9i) 250±40 0.91±0.2 1100±160
(R)-3(＝(R)-9i) 620±60 8.3±1.5 7000±1900

GW 1000±460 1.8±0.3 8600±1200

Compounds were screened for agonist activity on PPAR-GAL4 chimeric receptors in transiently transfected HEK-293 cells.
EC50 value is the molar concentration of the test compound that aŠords 50％ of the maximal reporter activity detected for the
positive control. Fenoˆbric acid, GW-501516 and ciglitazone served as positive control for the hPPARa, hPPARd and
hPPARg transactivation assay, respectively. n＝3.

713No. 6

エーテルで再結晶することにより HPLC 分析で

100％d.e にまでジアステレオマー比を向上させる

ことができた．化合物 13 を接触還元して安息香酸

誘導体とし，カルボキシ基のボラン還元，活性化二

酸化マンガン酸化を行いベンズアルデヒド誘導体

14 へと変換した．化合物 14 と 2-フルオロ-4-(トリ

フルオロメチル)ベンズアミドとのトリエチルシラ

ンを用いた還元的アミドアルキル化ののちリチウム

パーオキシドによる不斉補助基の除去を行い，目的

とする(S)配置の a-置換フェニルプロピオン酸誘導

体を 10 工程，通算収率 12％で得た．その光学純度

はキラルカラムを用いた HPLC 分析で 99％e.e 以

上であることを確認した．同様にして，14 と(S )-

N-ブチリル-4-ベンジルオキサゾリジノンとのエバ

ンス不斉アルキル化反応を機軸とした合成法によ

り，逆の立体配置である(R)配置の a-置換フェニル

プロピオン酸誘導体も合成した．

2-3. 4 位アルコキシ誘導体の PPARs 転写活性

とその構造活性相関 合成した各種アルコキシ誘

導体の PPAR 各サブタイプ転写活性化作用（EC50）

を Table 1 に示した．活性値は数値が小さいほど強

い転写活性化作用を示すことを表す．筆者らの実験

系においても GW は強力かつ PPARd 選択的転写

活性化作用を示し，評価システムの妥当性を確認す

ることができた．今回合成した一連の a-置換フェ

ニルプロピオン酸誘導体は，PPARg に対しては 9h

以外は EC50 値が 1 mM 以上であり，高活性を示さ

ない構造であることが確認された．PPARa に対す

る転写活性化作用に関しては，メトキシ基やエトキ

シ基等鎖長の短いアルコキシ誘導体が高活性を示し

た．一方 PPARd に対する転写活性化作用に関して

はより長いアルコキシ誘導体が高活性であり，n-

プロポキシ体や n-ブトキシ体が高活性を示した．

このように PPARa と PPARd で高活性を示すアル

コキシ基の長さが異なることを明らかにすることが

できた．一方，これまでに筆者らは本系統化合物の

疎水性末端部分や中央ベンゼン環の 6 位にフッ素原

子を導入すると，疎水性相互作用の向上に起因する
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Fig. 3. Flow Diagram to Construct the Modeling Structure of
2 Bound to hPPARd LBD and hPPARa LBD, and the
Molecular Modeling Structuresof the Binding Mode of 2
Complexed with PPARs

A, C: the binding pose of 2 complexed with hPPARd (A: the protein is
depicted as a Connolly's molecular surface map, C: representative amino
acids interacting with 2 are shown). B, D: the binding pose of 2 complexed
with hPPARa (B: the protein is depicted as a Connolly's molecular surface
map. D: representative amino acids interacting with 2 are shown).

714 Vol. 129 (2009)

と考えているが，各 PPAR 転写活性が一様に向上

することを見い出した．11)そこで疎水性末端部分で

あるベンゼン環 2 位にフッ素原子を導入した化合物

を合成し評価すると，PPARs 活性が今回の場合に

も全般的に向上することを確認した．化合物 9i は

ラセミ体ではあるが，GW と同等の強い PPARd 転

写活性と高い PPARd 選択性を併せ持つ化合物であ

った．

化合物 9i にはカルボキシル基の a-位に不斉炭素

が存在するので一対のエナンチオマーが存在する．

いずれの立体異性体が高活性を示すのかを確定する

ために各エナンチオマーをエバンス不斉アルキル化

反応を機軸とした方法によって合成［3 及び(R)-3］

し活性評価を行ったところ，いずれの PPAR サブ

タイプに対しても(S)体の方が(R)体よりも高活性

であり，(S)体の方が高活性を示すことを明らかに

した．このようにして筆者らは天然不飽和脂肪酸で

ある EPA の複合体 X 線結晶構造を踏まえた，構造

情報に基づく考察により a-置換フェニルプロピオ

ン酸型 PPARd 選択的アゴニスト 3 の創製に成功し

た．

2-4. 化合物 3 の PPARd 選択性発現機構の解明

2-4-1. 化合物 3 の結合モデルの構築と考察

　化合物 3 はなぜ高い PPARd 選択的活性化作用を

示し，PPARa に対する活性は低下したのだろう

か？筆者らは，PPARa/d デュアルアゴニストであ

る 2 を創製した段階で，2 と PPARaLBD 並びに 2

と PPARdLBD との複合体構造モデルの構築を実施

した．その解析の概略を Fig. 3 に示した．はじめ

に 2 に関してドッキング解析のための初期配座をラ

ンダムに 20 コンホマー発生させた．次にこれまで

に報告されている PPARdLBD の X 線結晶構造を

結合部位の立体構造に基づき分類し，その中で代表

的な 5 構造（PDB No.: 1GWX-A, 1GWX-B, 1YOS-A,

2B5O-A, 2J14-A）に対して，Glide4.0 (Schr äodinger

社）を用いてリガンドをフレキシブルに扱ったタン

パク質リガンドドッキングスタディを行った．そ

して得られたドッキングポーズ群に対してリガンド

と受容体間の相互作用エネルギーの指標である

Glide Score を算出した．複合体 X 線結晶構造既知

のリガンドを学習セットに用いた解析で Glide

Score の最上位ポーズがいずれも真の結合ポーズを

再現していたことから，2 の場合においても Glide

Score の最上位ポーズを 2 と PPARdLBD の複合体

構造モデルとして決定した．この 2 と PPARdLBD

の 複 合 体 構 造 モ デ ル に PPARaLBD を 重 ね

PPARdLBD を除くことによって，2 と PPARaLBD

の複合体構造モデルを構築した．Figure 3(AD)に

解析結果（リガンド及びリガンド結合部位周辺構造）

を示した．Figure 3(A)と Fig. 3(B)は PPAR 各サ

ブタイプ LBD をコノリー表面で図示した結果（A;

PPARd, B; PPARa），Fig. 3(C)と Fig. 3(D)は 2

の近傍に位置するアミノ酸をスティック表示で示し

たものである（C; PPARd, D; PPARa）．このモデ

ル構造を比較してアルコキシ基周りに関して示唆さ

れたことは，2 のメトキシ基の近傍に窪みが存在す

ること，そして PPARd の窪みの方が，対応する

PPARa の窪みよりも大きいということであった．

概算では PPARd の方が約 3 倍大きな窪みが構成さ

れていた．アミノ酸レベルで詳細にながめると，窪
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Fig. 4. A Single Amino Acid Residue Predominantly Determines Subtype-speciˆc Agonist Recognition
A: A schematic representation of GAL4-fusion point mutants, B: Transactivation activities of 10 nM GW, 2, and 3 on wt-hPPARd and the pointmutated-

hPPARds, C: EC50 values of the transactivation activities of GW, 2, and 3 on wt-hPPARd and the pointmutated-hPPARds.
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みは疎水性ポケットであり，PPARa ではメチオニ

ン 325，メチオニン 330，メチオニン 355 と側鎖の

長いアミノ酸残基で構成されていた．一方 PPARd

では対応する窪みはバリン 298，ロイシン 303，イ

ソロイシン 328 と PPARa のメチオニンと比べ，よ

り鎖長の短いアミノ酸残基で構成されていることが

判明した．

2-4-2. ミューテーションスタディによる鍵アミ

ノ酸残基の解明 先に示した各種アルコキシ誘導

体の構造活性相関（Table 1）から，PPARa に関し

ては鎖長の短いアルコキシ基が最大活性を示し，一

方 PPARd の場合には中程度の鎖長のアルコキシ基

が最大活性発現には重要であることが判明した．こ

の事実は 4 位アルコキシ基と，対応する疎水性の窪

みとの相互作用の違いが高い PPARd 選択性発現の

主たる理由と推測された．この考察を検証するため

に，さらには 3 の PPARd 選択的活性化作用にどの

アミノ酸残基がより重要な寄与をしているのかを理

解するためには，PPARd と PPARa の対応するア

ミノ酸残基をそれぞれ置き換えた点変異 PPAR を

用いたミューテーションスタディが最適であると考

えた．そこで，PPARd のバリン 298，ロイシン

303，イソロイシン 328 をそれぞれ対応する PPARa

のメチオニンに置換した点変異 PPARdLBD と酵母

の転写因子 GAL4 との融合タンパク質を作成し，

各種 PPAR アゴニストの転写活性化作用が点変異

によりどのように変化するのか検討した．23)結果を

Fig. 4(AC)に示した．Figure 4(A)は GAL4 と各

ミュータント PPARdLBD の概念図であり，Fig. 4

(B)は 10 nM の各種 PPAR アゴニストを用いた場

合の転写活性化作用の相対値である．Figure 4(C)

は各種 PPAR アゴニストの野生型及びミュータン

ト PPARd に対する転写活性化作用の EC50 値であ

る．実験に用いたのは 3, GW，及び 2 である．

化合物 3 の転写活性化活性は野生型ヒト PPARd

に対しては高活性を示すが，298 番目のバリンをメ

チオニンに変換したミュータント（V298M；アミ

ノ酸側鎖が大きくなり，結果的にはポケットを小さ

くする変異）では活性が著しく低下した［Fig. 3

(B, C)]．一方，328 番目のイソロイシンをメチオ
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Fig. 5. Comparison between the 2-PPARdLBD and the 3-PPARdLBD Complexes
E: An overview of the structure of 3-hPPARd LBD complex, F: An overview of the structure of 2-hPPARd LBD complex, G: Close-up view of the n-butoxy

chain of 3 in the binding site, H: Close-up view of the metoxy chain of 2 in the binding site, I: Superimposition of the modeling structure and the X-ray structure of 2
bound to hPPARd LBD, J: Close-up view of both 2 in the binding site.
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ニンに変換したミュータント（I328M）を用いた場

合には野生型 PPARd と比べ活性低下の度合いは軽

度であり，303 番目のロイシンをメチオニンに変換

したミュータント（L303M）を用いた場合には野

生型 PPARd と比べ活性低下はほとんど認められな

かった（Fig. 3(B, C))．このように 3 の PPARd 活

性発現には特に PPARd の 298 番目バリンとの相互

作用の重要性が示唆された．一方 3 とは基本骨格の

異なるフェノキシ酢酸構造の PPARd 選択的アゴニ

ストである GW においては，3 とは異なり 298 番

目のバリンをメチオニンに変換したミュータント

（V298M）に対しては転写活性を保持していたが，

3 では影響が大きくはなかった 328 番イソロイシン

のメチオニンへの変異（I328M）により活性が低下

した［Fig. 4(B, C)］．このように同じ PPARd 選択

的アゴニストであっても，影響を受けるアミノ酸残

基が異なることを明らかにすることができた．興味

深いのは PPARa/d デュアルアゴニストである 2 で

ある．2 は化学構造上は PPARd 選択的アゴニスト

である 3 に類似している．しかし，3 とは異なり

298 番目のバリンをメチオニンに変換したミュータ

ントに対しては転写活性を保持していた．一方，3

では活性低下の度合いは軽度であった 328 番イソロ

イシンのメチオニンへの変異（I328M）が最も大き

く影響し，活性が低下した［Fig. 4(B, C)］．つま

り 2 が強く影響を受けるアミノ酸残基のパターンと

いうものは 3 とは異なり，むしろ GW と同様で

I328M ミューテーションの影響を 3 つのアミノ酸

残基の中では強く受けることが判明した．

2-4-3. 複合体 X 線結晶構造解析 ミューテー

ションスタディから 3 の PPARd 選択的活性化作用

には特に PPARLBD の 298 番アミノ酸がバリンで

あ る か （ PPARdLBD ） メ チ オ ニ ン で あ る か

（PPARaLBD）の違いが重要であることが示唆さ

れた．しかしこれはなぜであろうか？分子モデリン

グはその精度は十分に高いが，その詳細解明のため

には複合体としての X 線結晶構造解析が必要と考

えた．そこで，大量の PPARdLBD タンパク質精製

作業と，多数の結晶化条件検討を精力的に繰り返し

た結果，3 及び 2 と PPARdLBD との複合体 X 線

結晶構造をそれぞれ 3 Å 及び 2.7 Å の解像度で解く

ことに成功した．結果を Fig. 5(EH)に示した．

Figure 5(E)は PPARdLBD-3 複合体の全体像，Fig.

5(F)は PPARdLBD-2 複合体の全体像，Fig. 5(G)



hon p.9 [100%]

717717No. 6

は PPARdLBD-3 複合体における 3 の n-ブトキシ基

近傍の拡大図，Fig. 5(H)は PPARdLBD-2 複合体

における 2 のメトキシ基近傍の拡大図である．化合

物 3 では n-ブトキシ基の末端メチル基は 298 番目

のバリンとファンデルワールス相互作用を形成して

いた．したがって，このバリン（PPARdLBD の 298

番アミノ酸）をさらに嵩高いメチオニン（対応する

PPARaLBD のアミノ酸）に置換すると側鎖が長す

ぎて 3 と立体反発が生じることが推測された．化合

物 2 の場合メトキシ基は鎖長が短いのでこの疎水性

ポケット部分との相互作用（特に 298 番バリンとの

相互作用）が弱いことが推測された．したがって，

奥底部分に存在するバリンを，さらに嵩高いメチオ

ニンに置換しても相互作用的には影響が認められな

かったと推測する．メトキシ基のメチル基近傍には

328 番のイソロイシンが少し離れて存在している．

この部分がメチオニンとなり嵩高くなると反発が多

少生じ活性が低下したのではないかと推測する．

2-4-4. X 線結晶構造との比較によるモデリング

の精度解析 今回筆者らは PPARd 選択的アゴニ

ストの創製を目的として，a-置換フェニルプロピオ

ン酸型アゴニスト 3 の創製に成功した．また 3 の

PPARd に対する結合様式をモデリング解析を用い

て推定し，さらに X 線結晶構造解析を行って

PPARd 選択性発現機構を相互作用するアミノ酸の

レベルで明らかにすることができた．この過程で筆

者らは， PPARa / d デュアルアゴニスト 2 と

PPARdLBD とのモデリング構造と X 線結晶構造

の 2 つの構造を得ることができた．創薬化学研究に

おいて，“コンピューターモデリング構造はどれだ

け X 線結晶構造を再現しているのだろうか？”と

いうことは重要に思われた．そこでモデリング構造

と X 線結晶構造の 2-PPARdLBD 複合体の重ね合

わせを実施した．結果は Fig. 5(I, J)に示した．

Figure 5( I)は双方の重ね合わせの結果であり，

PPARdLBD はコノリー表面で図示した．Figure 5

(J)は双方における 2 の構造のみ表示したものであ

る．リガンド 2 の位置のずれは 0.63 Å, 2 の配座の

ずれは 0.36 Å と高い精度であることが示された．

これは，今回のモデル構造構築における論理展開の

妥当性を強く示唆するのであり，市販のタンパク

リガンドドッキングソフトをルーチン的にそのまま

使ったのではここまでの精度は決して得られなかっ

たと推察する．

3. まとめ

筆者らは 1,3,4-三置換ベンゼンをスキャッホール

ドに用いた PPAR アゴニスト創製を研究し，これ

までに PPARa 選択的アゴニスト(1)，PPARa/d

デュアルアゴニスト(2)等一連の光学活性 a-置換フ

ェニルプロピオン酸誘導体を見い出した．その結果，

1,3,4-三置換ベンゼンの PPAR スキャッホールドと

しての有用性を明らかとした．その研究の一環とし

て今回 PPARd 選択的アゴニスト活性を有する光学

活性 a-置換フェニルプロピオン酸誘導体(3)の創製

に成功し，さらに 3 の高い PPARd 選択性発現機構

を明らかにした．

PPAR リガンド研究の歴史をふり返るに，特定

サブタイプ（特に PPARg と PPARa）に着目した，

サブタイプ選択的アゴニスト創製を目指した研究が

精力的に行われてきた．しかし，各サブタイプはそ

れぞれに特徴的な遺伝子発現制御機能も存在する

が，一方でかなり重複した遺伝子発現制御機能を有

する側面も存在する．14)また副作用軽減の可能性か

ら，PPAR デュアルアゴニスト，PPAR パンアゴ

ニスト，さらには PPAR アンタゴニストの創製が

注目されている．いずれにせよメタボリックシンド

ロームといった多因子性難治疾患への PPAR を

ベースにしたアプローチにおいては，いずれのサブ

タイプ選択性が好ましいのか（好ましくないのか）

のバリデーションは，特にヒトを対象に考えた場合

には確立されていないのではないかと考える．さら

に近年，PPAR の機能が血糖・中性脂肪・コレス

テロールの恒常性制御のみならず，記憶・睡眠・免

疫応答や細胞の分化・誘導の過程においても重要な

機能を示す“多能性”が示され，各生体内反応にお

ける PPAR 各サブタイプの寄与に関する研究はこ

れからの学問とも考える．15)

このような背景を踏まえると，アカデミアにおけ

る基礎創薬化学の観点からは，単一の基本骨格構造

体から種々の特徴的サブタイプ選択性を示す

PPAR リガンドを自在に創製できる方法論の確立

及びその実践，さらにはそのサブタイプ選択性発現

機構の構造生物学的解析という研究展開は重要と考

えている．筆者らの開発した各種 PPAR リガンド

が今後の PPAR 研究に多少なりとも寄与できれば

幸いである．
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