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23-lactone Analogs and Their Biological Functions:
  Antagonistic Activity to Genomic Action of la,
              25-Dihydroxyvitamin D3.

（1ぱ，25ージヒドロキシビタミンD3―26，23―ラクトン誘導体の

    生理作用に関する研究）

学位論文内容の要旨

  ヒ゛タミンDはクル病治癒因子として100年近く前に発見され、カルシウム恒常性の維持

などの多様な生理作用を有することが明らかにされている。ヒ゛タミンDは肝臓、腎

臓などで様々な経路による代謗寸を受けることが知られており、その結果生成し

た活性型ヒ゛タミンDヨ（以下、1a，25―(OH)エDヨ）が最も強カなヒ゛タミンD作用を発揮する。

また、ヒ゛タミンDの作用発現様式としては、遺伝子発現を介するgenomic作用と遺

伝子発現を介さないnon―genomic作用が知られている。

  1a，25―(OH) 2D3の側鎖ラゥトン環形成により生成される(23S，25R)－1a’25ー(OH)エDヨ―

26，23－lactone（以下、1，25―D3―｜actone）は、1a’25－(OH)：Dヨと異なった生理作

用を発現することが知られている。我々は1，25ーD，-lactoneの特異な生理作用の

発現は、その構造のどの部分に起因するのかを明らかにすることを目的に、種々

の1，25―D3―lactone誘導体を合成し受容体（以下、VDR)への結合性および典型

的なヒ゛タミンDのgeomic作用である細胞分化誘導活性を検討してきた。その中で、

ヒ゛タミンDのgenomic作用に対してァンタコ゛ニスト活性を有するのではないかと推察され

る誘導体が得られたので、本研究では、その化合物の遺伝子発現レヘ゛ルでの作用

に つい て詳 細に 検討 する とと もに 、生 体内での作用および生体内代謝経路にお

い ても 生成 され うる もの であ るの かを 検討し、生理的意味の考察を言式みた。

  まず 、VDR結合親和性とヒト自血病細胞HL―60細胞での分化誘導活性について

比較検討したところ、1，25－Dヨ一lactone誘導体である(23S)一25－dehydro―1a―OH―

Dヨ－26，23ーlactone（以下、TEI―9647）および(23R)－25ーdehydro一1伐―OH―D3―

26，23―lactone（以下、TEI－9648)は、VDR結合親和性からは分化誘導活性が予

測 され たに も拘 わら ず、 実際 には その ような活性が全く認められないことが明

らかとなった。

  次に 、HLー60細胞 の分 化誘 導活 性を 指標にTEIー9647およびTEI－9648の作用

を詳細に検討した。その結果、TEI―9647あるいはTEI―9648の単独処理では分化



が 誘 導 さ れ な かっ たが 、1a’25―(OH) 2D3に よる 分化 誘導 を 特異 的に 抑制 する こと

が確認された。また、ヒトリンフオーマ細胞U－937細胞の1a，25―(OH) 2D3による分化誘導

に 対 し て も 同 様な 結果 が得 られ た。 これ らの 結果 から 、TEI―9647お よび TEI― 9648

そのものにはヒ゛タミン D様の作用はほとんど認めら れず、ヒ゛タミンD作用に対する特

異 的 な 抑 制 活 性を 示す こと が明 らか とな った 。上 述の 細胞 分 化誘 導は 、ヒ ゛タ ミン

Dのgenomic作用に基づくものであると考えられており、TEI―9647および

TE｜―9648はgenomic作用に対するヒ゛タミンD7ンタコ゛ニストである可能性が強いと推察

された。

  次にgenomic作用に対するアンタコ゛ニストであることを検証するために、ヒ゛タミンDに

よ る 遺 伝 子 発 現 調 節 に 対 す る TEI－ 9647お よ び TEI― 9648の 活 性 を 、 RT一 PCRに よ

る内在性遺伝子（p21"afl/C'p'および25―OH―Dヨ―24－hydroxylase（25ーOHーDヨ―24―

OHase)遺伝子）の発現変動の検討、さらにヒト25ーOH―Dヨ―24―OHaseフ゜ロモーターを含むル

シフェラーセ゛発現ヘ゛ウターおよびヒトVDR発現パゥターを導入したCOS―7細胞を用いたルシフェラー

セ゛レホ゜－タ―アッセイによる転写活性の検討を行った。その結果、何れの評価系におい

て もTEl－ 9647およびTE｜ー9648は1ぱ，25―(OH)：Dヨによる転写活性促進を抑制する

ことが確認された。

  次 に 、 non― genomic作 用 に よ っ て 細 胞 分 化 が 誘 導 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る

NB―4細胞 の分 化誘 導 系を 用い て、 ヒ゛ タミンDのnon―genomic作用に対する効果を検

討 し た と こ ろ 、 TE｜ ー 9647お よ び TEI－ 9648には 抑制 活性 が 認め られ ない こと が明

らかとなった。

  次に、ラットおよびマウスを用いて、生体内においてヒ゛タミンD作用を抑制するのかど

う かを 検討 した 。そ の結 果、 TEI― 9647単独で投与した場合 はヒ゛タミンD様の作用は

殆 ど認 めら れな かっ たが 、1a，25―(OH) 2DヨとTEI―9647とを同時に投与した場合は

1a，25－(OH) 2D3の生理作用（血中カルシウム濃度上昇）を用量依存的に有意に抑制した。

さらに、3H標識1，25ーD3―lactoneをラットに投与し血清中あるいは胆汁中の代言身寸物

をHPLCにより解析したと ころ、TEI－9647の溶出ヒ゜ ―0と一致した代謝物ヒ゜ーウが認

め ら れ た 。 こ れら の結 果か ら、 化学 的に 合成 され た1， 25― D3― lactone誘 導体 であ

るTEI―9647は、生体内においてもヒ゛タミンDアンタコ゛ニスIとして作用することが確認

さ れる とと もに 、生 体内 では ヒ゛ タミ ンD代 謝物 のー っと して 存在 する可能性が示唆

された。

  以 上 の 結 果 から 、TEI― 9647お よび TEI―9648は ヒ゛ タミ ン Dの genomic作 用に 対す

る特異的なアンタコ゛ニ ストであると結論づけられた。このような化合物はこれまでに

報 告が なく 、ヒ ゛タミンDの遺伝 子発現機序を研究する上で極めて有用なツ―ルになる

と 期 待 さ れ る 。 ま た 、 TEI― 9647は 培 養 細 胞 系 の み な ら ず 生 体 内 に お い て も 作 用

を 有す るこ と、 さらにヒ゛タミンDの代謝経路、特に1，25― D3一lactone経路の代謝物

と して 生体 内で 生成 され うる もの であ るこ とが 示 唆さ れた こと から 、ヒ゛タミンDの

作 用を 負に 調節 する 生体 内因 子で ある 可能 性も 推 察さ れた 。今 後、 ヒ゛タミンDの遺

伝子発現機序に関する研 究のツールとして、また、医薬品のシース゛としての可能性が

期待される。



学位論文審査の要旨

    学 ttL論文題名
                 -f
 Studies on Novel la, 25-Dihydroxyvitamin D3-26,
23-lactone Analogs and Their Biological Functions:
  Antagonistic Activity to Genomic Action of la,
              25-Dihydroxyvitamin D3.

（1ば，25―ジヒドロキシビタミンD3―26，23―ラクトン誘導体の

    生理作用に関する研究）

  ヒ゛タミンDは、カルシウム恒常性の維持などの多様な生理作用を有し、肝臓や腎臓な

どで様々な経路による代謝を受けることが知られている。その結果生成した活

性型ヒ゛タミンDヨ（以下、1a，25―(OH) 2D3)は最も強カなヒ゛タミンD作用を発揮する。ま

た、ヒ゛タミンDの作用発現様式として、遺伝子発現を介するgenomic作用と遺伝子

発現を介さないnon―genomic作用が知られている。

  1a，25―(OH) 2D3の側鎖ラゥトン環形成により生成される(23S，25R)一1a，25―(OH) 2D3ー

26，23―lactone（以下、1，25ーD3一｜actone)は、1a，25ー(OH) 2D3と異なった生理作

用を発現することが知られている。著者は、1，25－D3－lactoneの特異な生理作用

の発現と構造の関係を明らかにする一連の研究を進める過程で、ヒ゛タミンDの

genomic作用に対してアンタコ゛ニスト活性を有するのではないかと推察される誘導体

を得た。本研究では、それらの新規化合物の作用について詳細に検討するとと

もに、それらが生体内代謝経路において生成されうる化合物であるのかどうか

についても調べた。

  まず、VDR結合親和性とヒト白血病細胞HL―60細胞での分化誘導活性について

検討した。1，25－D3ーlactone誘導体である(23S)－25－dehydro―laーOH－D3一26，23一

lactone（以下、TEI一9647)および(23R)－25―dehydro－1ぱ一OH―D3―26，23―lactone

（以下、TEI―9648)は、分化誘導活性が予測されたにも拘わらず、実際にはそ

のような活性が全く認められなかった。

  次に、HL―60細胞およびヒ1リンフオーマ細胞Uー937細胞の分化誘導活性を指標に

TEI―9647およびTEI―9648の作用を検討した。TEI―9647とTE｜―9648はこれらの

細胞に対して分化誘導活性を示さないが、7a，25―(OH) 2D3による分化誘導を特異
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的に抑制した。TEI―9647およびTEI―9648は、genomic作用に対するヒ゛タミンDアンタ

コ゛ニストである可能性が強いと推察された。

  次にgenomic作用に対するアンタコ゛ニストであることを検証するために、ヒ゛タミンDに

よ る 遺 伝 子 発現 調 節に 対 す るTEI－ 9647およ び TE｜ ー 9648の活 性 を 調べ た 。

RTーPCRによる内在性遺伝子（p21 wafl/Ciplおよび25―OH―D3－24―hydroxylase

(25一OHーD3―24－OHase)遺伝子）の発現変動、またヒ125―OH－D3―24－OHaseフ゜ロモーター

を含むルシフウラ―セ゛発現へ゛ウタ―およびヒI VDR発現へ゛ウターを導入したCOS―7細胞を用い

たルシフウラーセ゛レホ゜－タ―アッセイによる転写活性について検討した。何れの評価系におい

てもTEIー9647およびTEI－9648は1a，25―(OH) 2D3による転写活性促進を抑制する

ことが確 認された 。さらに、non―genomic作用によって細胞分化が誘導されるこ

とが知られているNBー4細胞の分化誘導系を用いて、ヒ゛タミンDのnonーgenomic作

用に対す る効果を 検討した。TEI一9647およびTEI－9648には抑制活性が認められ

ないことが明らかとなった。

  最後に、ラッIおよびマウスを用いて、生体内においてヒ゛タミンD作用を抑制するのか

どうかを検討した。TEI―9647単独で投与した場合はヒ゛タミンD様の作用は殆ど認め

ら れ な か っ たが 、 1a， 25― (OH) 2D3と TEI― 9647と を 同時 に 投与 し た 場合 は

1a，25ー(OH) 2D3の生理作用（血中カルシウム濃度上昇）を抑制した。さらに、3H標識

1，25―D3一lactoneをラッ1に投与し血清中あるいは胆汁中の代謝物をHPLCにより解

析したところ、TEI―9647の溶出ヒ゜ークと一致した代謝物ヒ゜ークが認められた。従っ

て、化学的に合成されたTEI―9647が、生体内においてもヒ゛タミンDアンタコ゛ニストとし

て作用すること、さらにこれが生体内でヒ゛タミンD代謝物の―っとして存在する可

能性があることが示された。

  以上の結果から、著者は、TEIー9647およびTEI―9648がヒ゛タミンDのgenomic作

用に対する特異的なアンタコ゛ニス1であると結論した。このような化合物の発見とそ

れに続く 一連の研 究につい てはこれ まで全く 報告がな く、著者の 研究は、 今後

のヒ゛タミンD研究に新たな展開をもたらすものと期待される。

  こ れ らの 成 果 はす で に3編の国 際的学術 専門誌に 公表され ており、著 者の研

究が世界的レベルで評価を受けていることは明らかである。

  よって著 者は、北 海道大学 博士（理 学）の学 位を授与 される資格 あるものと

認める。


