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ペ ル オ キ シ ゾー ム増 殖 剤 応 答 性 受 容 体 （peroxisomeproliferator－activatedreceptors）

PPARは ホ ル モ ン の 核 内 受 容 体 ス ー パ ー フ ァ ミ リー に 属 す る 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー

（zinc－finger）型 転 写 因子 で あ る。脂 肪 酸 類 を リガ ン ドとす る3つ の サ ブ タイ プ 、PPARα 、

PPARγ 及 びPPARδ （又 はPPARβ ）、 が知 られ て い る。 内在 性 の結 合 リガ ン ドの 同定や

構 造 研 究 に基 づ い た 合 成 ア ゴニ ス トの 開発 が 進 ん で い るPPARα とPPARγ とは 対 照 的

に、PPARδ の研 究 は様 々な 困難 か ら遅 れ てお り、 ヒ’トへ の処 方 可 能 な薬 剤 開発 には 至

っ て い な い。 一 方 、糖 尿 病 の経 口第 一選 択 薬 と して 広 く使 用 され て い る メ トホル ミン

（metformin） は 、直 接 の標 的 タ ンパ ク質 につ い て は不 明 な こ とが多 か っ た が 、最 近 に

な って 、最 新 の ビー ズ技 術 を駆 使 して リガ ン ドか らの標 的 タ ンパ ク質 を探 索 す る方 法

に よ り、メ トホル ミン の直 接 の標 的 がPPARδ で あ る可 能性 が示 唆 され た。PPARδ の合

成 ア ゴニ ス トと して は、GW501516等 の酸 性 の フェ ノキ シ酢 酸 誘 導 体 が知 られ て い た

が 、 メ トホル ミンは グア ニ ジ ウム基 を もつ 塩 基 性 の ビグ ア ニ ド （biguanide） 系 薬 剤 で

あ り、化 学 構 造 に共 通 性 が ない。 そ こで 、 メ トホル ミン とPPARδ との相 互 作 用 や そ の

特 異 性 の機 構 を原 子 レベ ル で解 明す る 目的 で本 構 造 生物 学 的研 究 を開 始 した 。 先 ず 、

PPARδ の リガ ン ド結 合 ドメイ ンLBD（ligand－bindingdomain） の組 換 え タ ンパ ク質 を調

製 した。 このLBDは 不 溶性 沈殿 と して発 現 す る の で、変 性 剤 を用 い て可 溶 化 した後 に

再 生 させ る条 件 を見 出 して 、 高度 に精 製 可能 な実 験 系 を確 立 した。 精 製 試 料 を用 い て

LBDと の複 合 体 を結 晶化 して 、大 型 放射 光施 設SPring－8で2．OAの 分解 能 のX線 強 度N一

デ ー タ を収 集 した。 メ トホル ミ ン と同 じ ビグ ア ニ ド系薬 剤 の 一 つ で フ ェ ンホル ミン に

つ い て も複 合 体結 晶 を作 成 して2．3A分 解 能 のデ ー タ収集 に成 功 した。構 造 決 定 の結 果 、

メ トホル ミンは 、LBDのArmIと 呼 ばれ る リガ ン ド結 合 空 洞 に入 り込 み 、 メ トホル ミ

ンの グア ニ ジ ウム基 がLBDのThr253、His287、His413、Tyr437と 直 接 の水 素 結 合 を形

成 す る こ とで 、 特 異 的 に結 合 してい る こ とを解 明 した。 これ らの相 互 作用 を通 して 空

洞 の入 口をa一 ヘ リッ クスH12で 封 鎖す る こ とで 、活 性 型 のLBDtiン ホ メー シ ョン を

誘 導 す る こ とを見 出 し、 ア ゴニ ス トと して の機 能 メカ ニ ズ ム を解 明 した。 ま た 、既 知

の複 合 体 構 造 との 比 較 か ら、 メ トホ ル ミン の グア ニ ジ ウム基 の役 割 は 、 フェ ノキ シ酢

酸 誘 導 体 でカ ル ボ ン酸 の 役割 と類 似 して い る こ とを発 見 した。 更 に、PPARα やPPARγ

のLBDと の構 造 比 較 か ら、Thr253が 特 異 性 に重 要 な立 体 的 な役 割 を果 た して い る こ と

も解 明 した。 これ らの成 果 に よ り、既 知 の化 合 物 と全 く異 な るPPARδ ア ゴニ ス トや 、

新 規 の経 口糖 尿 病 薬 の 開発 の鍵 とな る重 要 な構 造 的基 礎 を提 供 した。
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本研究 は、メ トホル ミンがPPARδ のア ゴニス トとして、PPARδ を特異 的に活性化す

るメカニズ ムを構 造生物学の手法 で明 らか に してい る。具体 的には、先ずPPARδ のLBD

の組 換 えタンパ ク質調製 を大腸菌 の系 を用いて確 立 して、高分解能 （2．oA）の複合体

結晶の作製 に成功 してい る。PPARδ のLBDは 不溶性画分 に発現す るので、変性剤 を用

いた可溶化 とタ ンパ ク質 フォール デ ィングの再 生実験 を実現 してい る。 また、ス トリ

ー キング等の方法で工夫す ることに よ り、X線 回折実験 に適 した結 晶を得 てい る。大
　

型放射 光施設 での回折実験 で得 たX線 強度デー タをも とに構造 決定に成 功 してい る。

その結果、以下の ことを明 らか に してい る。1第1に 、メ トホル ミンが、PPARδ のLBD

の リガ ン ド結合 空洞 中 に結合 してい る ことを明 らか にす る こ とで、 メ トホル ミンが

PPARδ と直接 に相互作用す ることを支持す る実験的データ を提供 した。第2に 、 この

結合 は、Thr253、His287、His413、Tyr437と の直接 の水素結合や 、Thr253、Leu433、

Phe246、Met417等 との非極性相互作用 を通 して安定化 されてい る とい う、結合 の詳細

を解 明 した。第3に は、LBDの α一ヘ リックスH12のLeu433やTyr437と の直接 の相互

作用 を通 して この α一ヘ リックスが リガン ド結合空洞のAmlIに 蓋 をす るとい う、メ ト

フォル ミンのア ゴニス トとしその作用 メカニズム を明 らかに した。第4 ．には、PPARα

やPPARγ のLBDの 既知構造 との比較 に よ り、PPARδ に特徴 的 なThr253（PPARα や

PPARγ で はSer） との水素結 合 と非極性相互作用 がをPPARα やPPARγ では失 われ る こ

と示す こ ととで、特異性 のメカニズ ムを明 らかに した。第5に は、メ トホル ミン とそ

の標 的 タンパ ク質 との直接 の相互作用 を観測す る実験 的デー ダ を初 めて示 した。 メ ト

ホル ミンが効果 を及 ぼす とされ る標的 タンパ ク質 には諸説 あ るが、 どれ もメ トホル ミ

ンが直接 相互作用す るか否か を判定で きる実験デー タに欠 けていたので、 この意義 は

大きい。最後 に、PPARδ は脂質異化 ・輸 送 ・蓄積等 の制御 において重要で あ り、 ヒ ト

の臨床応 用可能 な薬剤 開発が待たれていた。 これ までに開発 され てきた フェノキシ酢

酸誘導体 のPPARδ 合成 ア ゴニス トGW50151等 は発 がん性等 の副作用 があ り、 ヒ トへ

の処 方 には至 ってい ない。 これ とは対照的 に、 メ トホル ミンは経 口糖尿病薬 と して広

く市場 で処方 され てお り、安全性 が担保 され てい るので、PPARδ が直接 の標 的 タンパ

ク質 で あるこ とを証明 した本研 究は、新 規治療薬 として の応用や新薬 開発 の大 きなブ

レー クスルー の契機 を与 えてい る。

以上 の よ うに、本論文 はメ トホル ミン とPPARδ の分子薬理学 の基礎 のみ な らず、臨

床応用や新薬 開発 にも寄与す るもので、学術 上、応用上貢献す る ところが少 な くない。

よって審 査委員 一同は、本論文 が博 士 （バイオサイエ ンス） の学位 論文 として価値 あ

る もの と認 めた。


