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はじめに

胆汁酸は体内のコレステロール排准のための最終代謝産物であると同時に、胆

汁中におけるコレステロールの溶存、腸管においては脂質の消化・吸収に必須

の生理活性物質でもある。このように、胆汁酸は肝臓のコレステロール代謝を

含めた脂質代謝全般における中心的役割を演じる化合物のーっといえる。

コレステロールは肝臓で、十数段階の過程を経て、一次胆汁酸であるコール酸

(Cholic acid， CA)、及びケノデオキシコール酸(Chenodeoxycholicacid， CDCA) 

に変換される [1]0Figure 1A及び 18に胆汁酸生合成経路を示した。まず Figure

1Aに示すように、コレステロール(1)は肝ミクロソームに存在する P-450酵素で

ある Cholesterol7α-hydroxylase (CYP7 A1)により、 7α・ヒドロキシコレステロ

ール(11)となる。この最初の反応は胆汁酸生合成の律速段階と考えられている。

次に、 3s-hydroxy-s5・C27-steroidoxidoreductaseの働きにより 3s-水酸基の酸

化と二重結合の転移が起こり、 7α-hydroxy-4-cholesten -3-one (川)を与える。

CAに変換される場合は (111)(もしくは(V))の C-12位が sterol12α-hydroxy lase 

(CYP8B1)によって、水酸化される反応が加わる。その後、数段階の母核の変換

を受けて、母核はそれぞれ CA及び CDCAと同一でコレステロール側鎖を持つ

5s-cholestane-3α，7α，12α-triol (THC) (IV)及び 5s-cholestane-3α，7α-diol

(DHC) (V)が生成され、側鎖変換の過程に至る。

側鎖酸化切断機構の反応は、ミトコンドリアに存在する sterol27-

hydroxylase (CYP27)による、 THC(IV)及び DHC(V)の 27位への水酸化に始ま

る。次いで、 alcoholdehydrogenase、及び aldehydedehydrogenaseにより、

それぞれ 3α，7α，12α-trihydroxy-5s-cholestanoic acid (VI)、及び 3α，7α-

dihydroxy-5s-cholestanoic acid (VII)と酸化される。さらに、 Figure18に示す

ように CoA誘導体へと変換された後、ペルオキシソームにおいて脂肪酸のp酸

化と類似の機構による側鎖切断を受けて、最終的に CA(VIII)及び CDCA(IX)が

生成される。

新しく生合成された CA(VIII)及び CDCA(IX)は、そのほとんどがさらに以下の
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2つのステップを経て抱合型胆汁酸となる。まず、 bileacid -CoA synthaseによ

り、胆汁酸の CoAエステル体になる。次いで、 bileacid-CoA: amino acid N-
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Fig.1 Bile-acid synthesis pathways. 

acyltransferaseにより、グリシンあるいはタウリンが抱合したアミノ酸抱合型

胆汁酸((X)・(XIII))となる。

胆汁酸は肝から胆汁中に分泌された後、十二指腸において脂質の消化、吸収を

介助・促進した後、自らは回腸末端部で再吸収され 95%以上が門脈を経由して
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再び肝臓に戻ってくるという、いわゆる腸肝循環を繰り返す(Fig.2)[2]oこの際、

吸収を逃れた一部が糞便中に排准される。この糞便中に失われた量の胆汁酸を

補うべく胆汁酸の生合成が行なわれる。胆汁酸の腸肝循環は、肝細胞における

生合成により保たれているが、それ以外にも、①胆管側膜からの分泌、②回腸

末端部による再吸収と門脈血への輸送、③肝細胞による摂取、に関与する輸送

体により維持・制御されている [2]。

肝臓から毛細胆管への胆汁酸の分泌は ATP-bindingcassette transporterの

一つ、 bilesalt export pump (BSEP， ABCB11)により行なわれる [310 その後胆汁

中の胆汁酸は一時的に胆嚢に貯蔵・濃縮され、食事の摂取に伴う胆嚢の収縮に

より、胆管より十二指腸へと分泌される。胆汁酸はその分子内に 1つ以上の水

酸基とカルボキシル基を持ち、これによって7ルカリ環境下において陰イオン

として存在し、界面活性作用を示す。この作用により、胆汁酸は食事由来のモ

ノグリセリドやコレステロールと混合ミセルを形成し、小腸粘膜からの消化を

容易とし、生体内に効率よく脂質を取り込むのに重要な役割を果たしている。

胆汁酸は脂質の消化吸収に携わった後、その 95%以上は回腸末端部より apical

sodium -dependent bile acid transporter (ASBT)の働きにより再吸収される [410

さらに、腸細胞内で胆汁酸の輸送に関わる intestinalbile acid-binding protein 

(I -BABP)[5]や、基底側から門脈への排出に関わる organicsolute transporter 

(OST)αIs[6]の働きにより門脈へと排出される。門脈中の胆汁酸は血清アルブミ

ンやリボタンパクと結合して存在する。

胆汁酸の門脈血中から肝細 胞 へ の 取 り 込 み に は 、 Na+・taurocholate

cotransporting polypeptide (NTCP)や organic anion transporting poly 

peptide (OATP)が関与している。

正常人では体内胆汁酸の 99%以上がこの閉鎖的腸肝循環内に存在し、一定の

プールを形成している。そのプール量は約 3gで、同一胆汁酸が 1日4'""12回の

循環を行い、それにより小腸内には毎日約 30gの胆汁酸が流入している。

一方、小腸で吸収を逃れた胆汁酸は回百弁を通過後、腸内細菌の作用により

脱抱合、及び脱水酸化反応を受けて二次胆汁酸となり、一部は大腸粘膜から受
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動輸送されるが、再吸収を逃れた胆汁酸は糞便に排出される。この胆汁酸排世

システムは、生体にとってコレステロールが異化され体外に排出される主要経

路であり、高コレステロール血症が問題となっている現代の飽食の時代にあっ

ては、高コレステロール血症の治療ターゲットとして重要である。

上述のような胆汁酸の生合成、腸肝循環のメカニズムは古くから知られてい

たが、近年の研究により、これらのメカニズムは内因性胆汁酸を内因性リガン

ドとする核内受容体、 FarnesoidX receptor (FXR)によって厳密かつ巧妙に制御

されていることが明らかにされている [7，8]。また最近、胆汁酸は G タンパク結

合受容体 TGR5のリガンドであることも明らかにされ、腸肝循環系の組織以外

でもシグナル分子として機能していることが示唆される。本研究はこれら 2つ

のレセプターの構造解析と 2つのレセプターそれぞれに対する新規リガンドの

探索を目的として立案された。以降、「第 1章 FXR.ligand構造活性相関心「第

2章 TGR5.1igand構造活性相関Jに分けて述べる。
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Fig.2 The enterohepatic circulation of bile acids in healthy adult. 
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第 1章

FXR-リガンド構造活性相関
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序論

Farnesoid X receptor (FXR)はオーファン受容体として単離され、コレステロ

ール生合成経路の中間体である farnesolによって弱し、活性が示されたことから

この名前がつけられた[9]0 1999年、胆汁酸が FXRの内因性リガンドとして同

定され、特にケノデオキシコール酸 (CDCA)と高い親和性で、結合することが示

された[10，11]0 FXRは主に、肝臓や小腸に発現し胆汁酸の合成や排出、抱合、輸

送など、腸肝循環に関与する遺伝子を直接あるいは間接的に制御し、胆汁酸の

恒常性を担っている[12・1410

肝臓の胆汁酸濃度が上昇すると FXRは細胞を保護するため胆汁酸の合成を阻

害する。胆汁酸には界面活性作用があり、高濃度においては細胞毒性を示すの

で、この機構は生体防御としても理にかなった機構である。 FXRが胆汁酸と結

合すると、 retinoidX receptor (RXR)とヘテロダイマーを形成し、 small

heterodimer partner (SHP)のプロモーター領域に結合し、 SHPの発現を正に

制御する[15]。そして SHPが liverreceptor homologue-1 (LRHl)の活性を阻害

し、 cholesterol7α-hydroxylase (CYP7Al)の発現を抑制することにより、胆汁

酸の合成を阻害する(Fig.3)。また、 FXRは SHPを介して CAとCDCAの生成

比を決定する酵素である sterol12α-hydroxylase (CYP8B1)の発現も抑制する[7，

1610 さらに FXRの活性化は胆汁酸を細胞外に排出する bilesalt export pump 

(BSEP)[3]や multidrugresistance-associated protein 2 (MRP2)[17]の発現を促

進し、細胞内に取り込む Na+-taurocholatecotransporting polypeptide (NTCP) 

の発現を SHP媒介的に抑制することで、細胞内の胆汁酸濃度を制御する[18]。

回腸末端における胆汁酸の再吸収に関しては 3つの輸送担体の関与が明らか

となっている。細胞質において胆汁酸と結合し、胆汁酸の取り込みと細胞内輸

送を促進すると考えられている intestinalbile acid binding protein (I -BABP) 

の発現は FXRにより正に制御される1510また、 FXRの活性化は小腸細胞の基底

膜上に発現している胆汁酸排出トランスポーターである organicsolute 
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transporter (OSTα/s)の発現も正に制御する [6]。一方、小腸細胞の頂端膜上に発

現している胆汁酸取り込みトランスポーターである apicalsodium -dependent 

bile acid transporter (ASBT)の発現は FXRにより抑制される [1910

このように、 FXRは細胞内の胆汁酸濃度が上昇すると、胆汁酸合成や胆汁酸

の取り込みを抑制する一方で、胆汁酸排出を促進する。そのため、 FXRは胆汁

酸のセンサーとして機能していると考えられており、胆汁酸の腸肝循環はこれ

らのメカニズムを構築している酵素や輸送担体により、厳密に制御されている。

最近、小腸の FXRを介して発現が尤進される fibroblastgrowth factor 15 

(FGF15)、もしくは FGF19が門脈から肝臓に運ばれ、 FGFR4を介し、 CYP7A1

の発現を抑制する FXR-FGF15/19-FGFR4経路も報告されている [20]。

Liver 

Bile acids 

欄 翻鴎 :E白n陶t加e町r附 e印pa剖ticcirculation 
- 惨:Activation 
一--1: Suppression 

Fig.3 The regulatory mechanisms of enterohepatic circulation by FXR. 
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FXRのリガンドである胆汁酸を脂質異常症(高脂血症)やコレステロール胆

石症の患者に投与すると、中性脂肪が減少することが報告されている[21，22]0ま

た、胆汁酸吸着剤で高コレステロール血症治療薬のコレスチラミンを投与する

と、血中 very-low-densitylipoprotein (VLDL)と中性脂肪量が増加することが

知られている[2310最近、胆汁酸と脂質代謝のメカニズムに関連して、アセチル

CoAカルボキシラーゼ 1、2及び脂肪酸合成酵素など、脂質合成に関与する遺伝

子の発現調節因子である sterolregulatory element binding protein-lc 

(SREBP-lc)が FXR及び SHPによって抑制され、脂肪酸合成の抑制、及び肝臓

からの VLDL分泌を減少させることが報告された(Fig.3)[24]。

また、FXRはコレステロール及び脂質代謝のみならず、糖代謝にも関与する。

FXRの活性化はインスリンシグナルを刺激し、マウスの脂肪細胞においてグル

コースの取り込みを促進させること [25]、また糖新生に関与する酵素である

phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK)や glucose-6-phosphatase

(G6Pase)の発現を調節することが報告されている[26・30]。以上のように、 FXRは

コレステロール、脂質、リポプロテインや糖代謝を制御することから、動脈硬

化に加え、生活習慣病の治療薬のターゲットとして注目されている。

先に述べたように、 CDCAは内因性胆汁酸の中で最も FXR活性化能の高い化

合物である。著者らは、胆汁酸と同様のステロイド母核を持つ化合物に着目し、

これまでにも様々な胆汁酸誘導体についてそれらの FXR活性化能を評価し、

FXR活性化におけるリガンドの構造活性相関について検討してきた[31・3310それ

らの検討結果により、胆汁酸の側鎖に存在するカルボキシル基が水酸基に還元

された化合物の FXR活性化能を検討したところ活性が認められたことから、

FXRに結合し活性化させるためにステロイド側鎖のネガティブチャージは必要

ではないことが示された[31]。そこで、本研究では胆汁酸と同じステロイド母核

構造を持ち、その側鎖に 1つ以上の水酸基を含む一般的に胆汁アルコールと呼

ばれる化合物に着目した。

胆汁アルコールは下等脊椎動物におけるコレステロールの最終代謝産物とし

て知られている。またロ甫乳動物における胆汁酸生合成中間体として産生される
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ことも知られている。以前の研究において、胆汁酸生合成中間体である

5s-cholestane-3α，7α，12α-triol (THC)には FXR活性化能を認めなかったが、そ

れが生合成経路における酵素である stero127-hydroxylaseにより水酸化された

5s-cholestane-3α，7α，12α，26・tetrolには CDCAと同等の活性を認めたことを報

告しているI3210

本研究では胆汁アルコールのステロイド側鎖に存在する水酸基の位置や数の

違いが FXR活性化能に与える影響について検討を行なった。加えて、ステロイ

ド側鎖長の差異による影響、さらに、ステロイド母核の A/B環の立体配置の違

いが胆汁アルコールの FXR活性化能に与える影響についても評価した。
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方法

1.胆汁酸及び胆汁アルコール

本研究で用いた胆汁酸及びの胆汁アルコールの構造を Fig.4に示した。コール

酸(CA)、及び CDCA(3α，7α"dihydroxy"5s"cholan"24"oicacid， (1))は市販品を用

いた。 3α，7α"dihydroxy-5α"cholan "24"oic acid (allo・CDCA，(3))は日本大学文理

学部化学科飯田隆先生より御供与いただいた。 5α・及び 5s-cholestane-

3α，7α，12α，26，27"pentol (5α・及ひ、 5s-cyprinol，(24 and 19))、5α-cholestane" 

3α，7α，12α，26"tetrol (25)はコイ胆汁よりそれぞれ単離、精製した [34・3610

5α・Cholestane-3α，7α，26，27"tetrol (26)は 5α-cyprinol(24)より化学合成した

[371 0 5s"Cholestane-3α，7α，12α，26"tetrol(刊 )[381、 (228)・及び (22R)-5s-

chole s tane -3α，7α，12α，22-tetrol (228"及び 22R"OH"THC，(4 and 5))[391、(238)・

及び(23R)-5s-cholestane-3α，7α，12α，23-tetrol (238-及び 23R"OH-THC，(6 and 

7))[391、 (248)・及び (24R)-5s-cholestane-3α，7α，12α，24"tetrol (248-及び

24R-OH-THC， (8 and 9))[40， 411， 5s"cholestane"3α，7α，12α，25・tetrol(25・OH-

THC， (10))[421， 24-nor"5s-cholane-3α，7α，12α，23"tetrol (Nor-C"OH， (12))[431、

5s"cholane-3α，7α，12α，24-tetrol (C"OH， (13))[441、26，27"dinor-5s-cholestane"

3α，7α，12α，25-tetrol (HO"C"OH， (14))[451、27-nor-5s"cholestane-3α，7α，12α，26・

tetrol (Bis -Ho・C-OH，(15))[451は CAよりそれぞれ合成した。 5s -Chole s tane" 

3α，7α，26，27-tetrol (20)[461、5α・及び、 5s-cholestane-3α，7α，26"triol(27 and 21 )[47， 

481 3α，7α-dihydroxy"23，24-dinor-5s-cholan・22"oic acid (Bis-Nor-CDCA， 

(16))[491、3α，7α-dihydroxy"24-nor-5Wcholan-23-oicacid (Nor-CDCA， (17))、

3α，7α-dihydroxy"26，27-dinor-5s-cholestan-25"oic acid (Ho・CDCA，(18))は

CDCAよりそれぞれ合成した[50，511。
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Fig.4 Structures of bile alcohols and bile acids. A: (1)， 3α，7α-dihydroxy-5s-cholan-24・

oic acid (CDCA); (2)， 3α-hydroxy-5s-cholan・24・oicacid (lithocholic acid， LCA); (3)， 

3α，7α・dihydroxy-5α-cholan-24・oic acid (allo-CDCA); (4)， (22S)ー5s-cholestane-

3α，7α，12α，22-tetrol (22S-0H-THC); (5)， (22R)・5s-cholestane-3α，7α，12α，22-tetrol

(22R・OH-THC); (6)， (23S)-5s-cholestane-3α，7α，12α，23-tetrol (23S-0H-THC); (7)， 

(23R)-5s-cholestane-3α，7α，12α，23-tetrol (23R-OH-THC); (8)， (24S)-5s-cholestane-

3α，7α，12α，24-tetrol (24S・OH-THC); (9)， (24R)-5s-cholestane-3α，7α，12α，24-tetrol 

(24R-OH-THC); (10)， 5s-cholestane-3α，7α，12α，25-tetrol (25-0H-THC); (刊)， (25S)-

5s-cholestane-3α，7α，12α，26-tetrol (26・OH・THC); (12)， 24・nor-5s・cholane-

3α，7α，12α，23・tetrol(Nor・C-OH);(13)， 5s-cholane-3α，7α，12α，24-tetrol (C・OH);(14)， 

26，27・dinor -5s-cholestane-3α，7α，12α，25-tetrol (Ho・C・OH); (15)， 27・Noト5s-

cholestane-3α，7α，12α，26-tetrol (Bis-Ho・C・OH); (16)， 3α，7α-dihydroxy-23，24・dinor-

5s-cholan・22・oicacid (Bis-Nor-CDCA); (17)， 3α，7α・dihydroxyァ24・nor-5s-cholan・23・

oic acid (Nor-CDCA); (18)， 3α，7α・dihyd roxy-26，27 -d inor -5s-cholestan-25・oicacid 

(Ho・CDCA); (19)， 5s-cholestane-3α，7α，12α，26，27・pentol (5s-cyprinol); (20)， 5s-

cholestane-3α，7α，26，27 -tetrol; (21)， (25S)-5s-cholestane-3α，7α，26・triol; (22)， 5s-

cholestane-3α，7α，12α-triol (THC); (23)， 5s-cholestane-3α，7α・diol(DHC). B: (24)， 

5α-cholestane-3α，7α，12α，26，27・pentol (5α-cyprinol); (25)， (25S)-5α-cholestane-

3α，7α，12α，26-tetrol; (26)， 5α-cholestane-3α，7α，26，27・tetrol; (27)， (25S)-5α-

cholestane-3α，7α，26・triol;(28)， 5α-cholestane-3α，7α，12α-triol (5α-THC). Compounds 

in the figure are indicated by bracketed numbers. 
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2.細胞

ヒト肝癌由来 Huh-7細胞は、広島大学大学院医歯薬学総合研究科 分子病態

制御内科学研究室の茶山一彰教授より御供与いただいた。

3. トランスフェクションとレポータージーンアッセイ

pFXRE-tk-Luc、pcDNA3.1-hFXR、pcDNA3.1-hRXRαの各プラスミドは国立

医薬品食品衛生研究所の最上知子先生より御供与いただいた。

ヒト肝癌由来細胞 Huh-7細胞は DMEM(10%FC8を含む)で培養し、 24ウェ

ルプレートに播種しトランスフェクションに用いた。 トランスフェクションに

は Attractene(Qiagen)を用し¥pFXRE-tk-Luc.(FXRE-Luc.}を 188ng/wel1、

pcDNA3.1-hFXR(hFXR)、及び pcDNA3.1-hRXRα(hRXR)をそれぞれ 63ng/wel1、

コントロールベクターとして p8V・s-galactosidase(s-GaUを313ng/well細胞に

導入した。 トランスフェクション 3時間後、胆汁酸または胆汁アルコールを 0

'"'-' 50μM添加し、DMEM(0.5%delipidated serum含有)中で 20時間培養した。

細胞を溶解後、 8teady-GloLuciferase Assay 8ystem (Promega)を用いてルシ

ブエラーゼ活性を測定し、 s-ガラクトシダーゼ活性で補正した。さらに、 DM80

のみを添加した群をネガティブコントロールとし、そのルシフエラーゼ活性を 1

としたときの各化合物の活性を Relativeluciferase activityとして示した。

4.定量的リアルタイム RT-PCR

Huh-7細胞を DMEM(0.5% delipidated serum含有)中、胆汁酸または胆汁

アルコールで 20時間処理した。細胞を回収した後、 8Vtotal RNA Isolation 

8ystem (Promega)を用いて totalRNAを抽出した。 mRNA発現レベルの測定

には Taqmanone-step RT-PCR Master Mix Reagent KitとABIPrism 7700 

(Applied Biosystems)を用いた。測定値は 188rRNAの mRNA量を用いて補正

した。使用したプライマーとプロープの配列は以下に示した。 188rRNAにつ

いては市販品(AppliedBiosystems)を用いた。

ヒト B8EP

フォワードプライマー:5'-GGGCCATTGTACGAGATCCTAA-3' 

リパースプライマー:5'-TGCACCGTCTTTTCACTTTCTG-3' 
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フローフ

5'-FAM -TCTTGCTACTAGATGAAGCCACTTCTGCCTTAGA -TAMRA-3' 

ヒト SHP

フォワードプライマー:5'-GGTGCAGTGGCTTCAATGC-3' 

リバースプライマー:5'-GGTTGAAGAGGATGGTCCCTTT-3' 

プローブ:

5'-FAM -TCTGGAGCCTGGAGCCTGGAGCTTAGCCCCA -TAMRA-3' 
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結果

まず、母核は CAと同一でコレステ

ロール側鎖を有する 5s-cholestane-

3α，7α，12α-triol (THC、右構造)の側鎖の

22位'"'-'26位に水酸基が 1つ導入された
Hぴ、

胆汁アルコールについてそれらの FXR

活性化能を検討した((4)'"'-'(刊))0FXR活 5s-Cholestane-3α，7α，12α-triol (THC) 

性化能の測定は、 FXRE-driven

luciferase plasmid、ヒト FXRplasmid、ヒト RXRplasmid、及びs-galactosidase 

plasmidを一過性に形質導入した Huh-7細胞を用いた cel1-basedluciferase 

assayで行なった。 Fig.5に示すように、 THCの側鎖の 25位あるし、は 26位が

水酸化された 25-0H-THC(1 0)あるし、は 26-0H-THC(11)は内因性リガンドとし

て最も強い活性を有する CDCAに匹敵する FXR活性化能を示した。これは、

以前に CV-1細胞を用いた同様の assay法による結果と一致した[32]。また、THC

の 22位'"'-'24位に一つの水酸基が導入された胆汁アルコールにはそれぞれ 2つ

の立体異性体が存在する((4)'"'-'(9))023-0H -THCs(6 and 7)、及び 24-0H-THCs(8

and 9)は CDCAとほぼ同等の FXR活性化能を示した。また、それぞれの立体

異性体間には FXR活性化能に有意な差は認められなかった。一方、

22S-0H-THC(4)と22R-OH-THC(5)の異性体の間にはFXR活性化能に著しい差

を認めた。22R-OH-THC(5)は CDCAと同等の活性を示したが、22S-0H-THC(4) 

はほとんど活性を示さなかった。
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Fig.5 The effect of the presence of a hydroxyl group at the different positions in 
the side chain of THC on FXR activation in the cellular transactivation assay. 
Huh-7 cells were transfected with expression plasmids for human FXR and 
RXRαand the FXREpLTPx4・tk・luc reporter plasmid together with a 
pSV・s-galactosidasevector as a control. Cells were exposed to vehicle alone or 
1・10μMof the bile alcohols indicated. Luciferase activity in the cell extract was 
normalized to pSV・s-galactosidaseactivity and expressed as fold induction 
relative to vehicle-exposed cells. The values are means ::t SO of three 
experiments. Compounds in the figure are indicated by bracketed numbers. 



次に、胆汁アルコールの側鎖長がその FXR活性化能に与える影響を検討した。

Fig.6に示すように、胆汁アルコールの側鎖長が短くなるにつれて、 FXR活性

化能は低下した。特に、炭素数 24より少ない C23胆汁アルコーノレ(Nor-C-OH(12))

は非常に小さい活性しか示さなかった。

45 

40 

35 

30 

〈-」 25 

区 20

15 

10 

5 

O 

Nor-C-OH(C23) C-OH(C24) 

(12) (13) 

臼:1μM 

図 :5μM

圏:10μM 

Ho・C-OH(C25)Bis-Ho・C-OH(C26)

(14) (15) 

Fig.6 The shortening of steroid side chain of bile alcohol resulted in a decrease 

in FXR activation. FXR activation was evaluated by the luciferase reporter 

assay as described in the legend to Fig.4. Data are represented as multiples of 

induction relative to vehicle-treated cells and represent means :!:: SD of three 

determinations. Compounds in the figure are indicated by bracketed numbers. 
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次いで、胆汁酸の側鎖長を変えた胆汁酸ホモログについて同様の検討を行な

った。 Fig.7Aに示すように、 CDCAより側鎖長が短くなると、 FXR活性化能は

徐々に低下し、 Bis-Nor-CDCA (C22)(16)は著しい活性の低下を示した。一方、

CDCAより炭素一つ延長した Ho・CDCA(C25)(18)は有意な活性上昇を示さなか

った。さらに、 Luciferaseassayの結果が FXRターゲット遺伝子の発現に影響

しているかを検討するため、各 CDCAホモログで Huh-7細胞を処理後、 SHP

mRNA発現レベルを測定した。 SHPmRNAレベルは Luciferaseassayの結果

とよく相関しており、 CDCAより側鎖長が短いホモログでは SHP.mRNA発現

レベルは有意に低下していた (Fig.7B)。一方、 CDCAより側鎖長が長い

Ho・CDCA(C25)(18)で処理しても SHPmRNAレベルは変化しなかった(Fig.7B)。
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天然に存在する胆汁アルコールのほとんどは 3α、7α及び、 12α位に水酸基を

3つ有する CAと同じ母核構造であるが、 3α及び 7α位に水酸基を 2つ有する

CDCAと同じ母核構造の胆汁アルコールも存在する。そこで CDCA母核を持つ

胆汁アルコール群について検討を行なった。 5s-cholestane-3α，7α，26，27・

tetrol(20)、5s-cholestane-3α，7α，26-triol(21)は CA母核をもっ胆汁アルコール

(刊)及び(19)と同様、あるいはそれ以上の FXR活性化能を示した(Fig.8A)。ま

た、側鎖に 2つの水酸基を持つ (20)よりも、傾.u鎖に 1つの水酸基しか持たない

(21 )の方が著しく強い FXR活性化能を示した。また、 CAと同じ母核構造をも

つれ1)及び(19)の FXR活性化能には (21)及び(20)に認められたような差が認め

られなかった(Fig.8A)。

さらに、これら胆汁アルコールの FXRターゲット遺伝子発現への影響を検討

したところ、 SHP、BSEPいずれにおいても luciferaseassayの結果と類似し

た結果が得られた(Fig.8B)。
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さらに、ステロイド母核の A環と B環の立体配置が FXR活性化能に及ぼす

影響ついて検討した。天然に見出される胆汁酸のほとんどはステロイド母核の

A環と B環の配位が ClS型の 5s-胆汁酸である(Fig.4A)。一方、天然に存在する

胆汁アルコールの中にはステロイド母核の A環と B環の配位が trans型の 5α-

タイプの胆汁アルコールも存在する(Fig.4C)。そこで、これら 5α・体の FXR活

性化能について検討した。

Fig.9Aに示すように、 CDCAの 5α・体である allo・CDCA(3)は CDCAとほぼ

同等の FXR活性化能を示した。また、 Fig.8で示したように、 CAと同じ母核構

造を持つ (19)及び (11)は CDCAと同程度の活性を示したが、それらの 5α・異性

体である 5α-cyprinol(24)、5α-cholestane-3α，7α，12α，26-tetrol(25)にはほとん

ど活性を認めなかった(Fig.9B)。一方、 allo・CDCAと同じ母核構造を持つ

5α-cholestane-3α，7α，26，27-tetrol(26)、5α-cholestane-3α，7α，26-triol(27)には

FXR活性化能を認めた(Fig.9B)。さらに、これら化合物の FXRターゲット遺伝

子、 SHP、BSEPの mRNAレベルは luciferaseassayによる FXR活性化能と

よく相関していた(Fig.9C)。
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Fig.9 The number of hydroxyl group of 5α・ (A/Btrans) bile alcohols affected 

FXR activation and FXR-targeted gene expressions. A， B: FXR activation was 

evaluated by the luciferase reporter assay as described in the legend to Fig.4. 

C: Huh-7 cells were treated for 20 hr with vehicle (DMSO) alone， 10μM 

allo-CDCA， or bile alcohols indicated 5α・ (A/Btrans) bile alcohols. Total RNA 

was isolated from the cells， and the levels of BSEP and SHP mRNA were 

measured by real-time quantitative RT-PCR. Data were normalized to 18S rRNA 

levels. Data are represented as multiples of induction relative to vehicle-treated 

cells and represent means :t SD of three determinations. Compounds in the 

figure are indicated by bracketed numbers. 
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考察及び小括

胆汁アルコールは主に魚類・両生類等の下等脊椎動物の胆汁中に広く見出さ

れる中性のポリヒドロキシステロールであり、日甫乳動物における胆汁酸と同様、

下等脊椎動物の肝臓においてコレステロールの最終代謝産物として生成される

[5210 また、健常人の胆汁中、糞中及び尿中にも微量ではあるが、胆汁酸生合成

中間体あるいはそれらから誘導される胆汁アルコールが存在している

(Fig.1) [53]。この様に胆汁アルコールは生理的にも構造的にも胆汁酸と密接に関

係する化合物である。

胆汁酸を内因性リガンドとする FXRはコレステロールや胆汁酸のホメオスタ

シスを調節するだけでなく、グルコースやトリグリセリドの代謝にも関与する。

つまり、 FXRアゴニストはメタボリツクシンドロームの予防、及び治療薬とな'

りうる。このことから、胆汁酸をリード化合物とする様々な胆汁酸誘導体の FXR

活性化能が検討されてきた。それによって、 CDCAの 6α位にエチル基が導入さ

れた化合物が有力な FXRアゴ、ニストとして同定された[54]。著者らは以前、 CA

や CDCAを還元することによって得られたアルコール体が FXRのリガンドと

して機能することから、胆汁酸の側鎖のネガティブチャージは FXRの活性化に

必要ではないことを示した[31]。このことから、天然に存在する中性ポりヒドロ

キシステロイドである胆汁アルコールに着目し、 FXRアゴ、ニストとして有力な

化合物を探索すると同時に、 FXRと胆汁アルコールとの構造活性相関を明らか

にするために本研究を行なった。

まず、 THCの側鎖の 22位'""-'26位に水酸基が 1つ置換された胆汁アルコール

について検討した(Fig.5、(4)'""-'(刊 ))025位、 26位に水酸基が導入された化合物

は CDCAに匹敵する FXR活性化能を示した。 23位、 24位に水酸基が置換され

た胆汁アルコールにはそれぞれ 2つの立体異性体が存在する。それらはすべか

らく CDCAと同等の活性を示したが、立体異性体間で活性の違いは認められな

かった。ところが、 22位についての 2つの異性体においては、 22R.体は CDCA

や他の胆汁アルコール同様に FXR活性化能を示したものの、 228-体にはその活
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性化能はほとんど認められなかった。以前、 CDCAの C-22及び C-23位にメチ

レン基を架 橋 し た (22S，23R)・、 (22S，23S)-、 (22R，23S)・及び (22R，23R)-

3α，7α-dihydroxy-22，23-methylene-5s-cholan-24-oic. acidの 4種類の異性体に

ついてそれらの FXR活性化能が検討された[5510その結果、形成されたシクロプ

ロパン環の立体構造、特に 22位の立体配置の違いにより、それらの FXR活性

化能に大きな差異が認められた。即ち、メチレン基の導入により生じた C-22位

の不斉、更に今回の水酸基の置換による C-22位の不斉がリガンド活性に大きな

影響を与えたことは明白である。これらの結果は、導入された置換基の極性に

関係なく bulkyな置換基がある特定の空間を占有する事に起因していると考え

られる。

また、胆汁アルコール、もしくは胆汁酸の FXR活性化能はそれらの側鎖が短

くなるにつれて減少することを明らかにした。この結果は、炭素数の減少によ

る膜透過性の低下を反映していることは否定できない。しかし、以前、表面プ

ラズモン共鳴を用いたコアクチベータ結合アッセイにおいて、 C22・胆汁酸で、ある

(16)は FXR結合能がほとんどないことが報告されている [55]。これらの結果はス

テロイドホルモンがヒト FXRを活性化できないということと関連していると思

われる 11110 以前の X線結晶構造解析の結果から、胆汁酸は FXRのリガンド結

合ポケットにステロイド母核の A環側から結合するが、ステロイドホルモンな

ど他のステロイド骨格を有する化合物はそれらに対応する核内受容体のリガン

ド結合ポケットに D環側から結合することが明らかにされている [56，57]。以上の

ことから、 CDCAの側鎖長と同じくらい十分な長さの炭素鎖を持つステロイド

化合物のみが FXRと結合できることが示唆された。さらに、胆汁酸の側鎖に存

在するカルボニル基の酸素原子はヒト FXRのリガンド結合ポケットの入り口付

近に存在する 331番目のアルギニンと水素結合することでレセプター・リガンド

複合体の安定性に寄与していることが提唱されている [56，57]。胆汁酸及び胆汁ア

ルコールの側鎖短縮により、この水素結合が形成できなくなったことが、この

複合体の安定性の低下、 FXR活性化能の低下をもたらしたと推測された。

さらに、胆汁アルコールの側鎖に存在する水酸基の数が増加することによっ
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て、 FXR活性化能が低下することが示された(Fig.8)。この結果は前述の炭素鎖

の短縮による結果と同様、水酸基の増加に伴う細胞膜透過性の減少を反映した

ものであるという可能性もある。しかし、側鎖に水酸基を 2個有する 5α-cyprinol

(19)や 5α-cholestane-3α，7α，12α・25，26-triol(5α-bufol)が FXR合成アゴニスト

である GW4064や CDCAの FXR活性化能を阻害するという結果は、これらの

胆汁アルコールが細胞内に取り込まれていることを示すものであり、水酸基の

増加に伴う膜透過性の減少は否定できるものと考える。従ってこの結果から、

ステロイド側鎖の hydrophobicityが FXR活性化能に影響を与えたものと考え

る。一方で、水酸基の存在が側鎖に立体的な嵩高さを付与したことによって、

FXR活性化能が低下したという可能性も考えられる。

最後に、ステロイド母核の A環、 B環の立体配置が胆汁アルコールの FXR活性

化能に与える影響について検討した。 CDCAの 5α-異性体で、ある allo・CDCA(3)

に CDCAと同等の活性を認め、さらに 5α-cholestane-3α，7α，26，27-tetrol(26)、

5α・cholestane-3α，7α，26-triol(27)がそれらに対応する 5s・異性体と同程度の

FXR活性化能を持つことを明らかにした。対照的に、 5α-cyprinol(24)、及び

5α-cholestane-3α，7α，12α，26-tetrol(25)にはほとんど活性を認めなかった。著者

らは、 5s-cyprinolが FXRのアゴニストであり、 5α・cyprinol(24)が FXRのアン

タゴ、ニストであることを報告し、 FXRの活性化にステロイド母核の A/B環の立

体配置が重要な役割を果たすこと推測していた[33]。しかし、今回 allo・CDCAと

同じ母核構造を有する 5α・胆汁アルコール(A/Btrans)にも FXR活性化能が認め

られたことから、 A/B環の立体配置の違いは必ずしも FXR活性化能に重要では

ないことが判明した。
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第 2章

TGR5-リガンド構造活性相関
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序論

胆汁酸が食物中の脂質の消化・吸収やコレステロール'恒常性の維持に必要不

可欠な物質であることは前章までで述べた。ヒトにおいて、体内胆汁酸の 99%

以上が腸肝循環系組織に局在しているが、胆汁酸の血中濃度が食間では約 5μM

と全身循環系にもわずかながら存在する。しかも、食事後その血中濃度は 15μM

にまで上昇する [5810 このことから胆汁酸の生理作用が腸管においてのみ発揮さ

れるのではなく、食事とリンクした全身のシグ、ナル伝達分子として作用してい

る可能性も充分考えられる。

最近、 Gタンパク質結合受容体、 TGR5が胆汁酸によって活性化されること

が示された[59，60]。活性化された TGR5は Gsタンパクを介してアデ、ニル酸シク

ラーゼを活性化し、セカンドメッセンジャーである細胞内 cAMP濃度を増加さ

せる。ヒト筋細胞やマウス褐色脂肪細胞において胆汁酸により活性化された

TGR5が細胞特異的なシグナル伝達系を介してエネルギー消費を増加させるこ

とが示された(Fig.10)[61]。これは、胆汁酸の TGR5を介した抗肥満作用といっ

た極めて意外な作用を期待させるものである。

一方著者らは、 FXR活性化能と同様に様々な胆汁酸や胆汁酸類似体の TGR5

活性化能を検討し[62]、胆汁酸の疎水性が高くなるにつれて、 TGR5活性化能、

及び TGR5への親和性が増加することを報告している。あわせて、胆汁酸の側

鎖に存在するカルボ、キシル基が水酸基に還元された化合物の TGR5活性化能及

び親和性を検討したところ、対応する胆汁酸に比して著しく上昇することも明

らかにした。これらの知見から、本研究では胆汁酸様のステロイド母核を有す

る中性ポリヒドロキシステロールで、天然に豊富に存在する胆汁アルコールに

着目し、それらの TGR5活性化能を測定すると共に TGR5と胆汁アルコールと

の構造活性相関について検討を行なった。
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Fig.10 Intracellular cell signaling pathways induced by TGR5 activation. Upon 
ligand binding， TGR5 activation is followed by release of the Gαs subunit and 

activation of adenylate cyclase. The increase in intracellular concentration of 
the cAMP second messenger activates protein kinase A (PKA)， which 
phosphorylates cAMP-response element binding protein (CREB). This activated 

transcription factor transactivates its target genes by binding to cAMP response 
elements (CREs) contained in their promoter. In metabolic tissues (brown 

adipose tissue (BAT)， muscle)， bile-acid-dependent increases in cAMP leads to 
the activation of type 2 iodothyronine deiodinase 2 (02) and hence boosts the 
local production of thyroid hormone. Activation of the thyroid receptor (TR) 
increases mitochondrial oxidative phosphorylation (muscle) and uncoupling 
(BAT)， resulting in enhanced energy expenditure. PGC1α， peroxisome 

proliferator-activated receptor-y co-activator 1α; T3， 3，3¥5・triiodothyronine;T4， 
thyroxine. 
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方法

1.コラノイドの調製

本研究で用いた化合物を Fig.4に示した(前章参照)0lithocholic acid (LCA， 

3α-hydroxy-5s-cholan -24-oic acid)(3)は市販品を用いた。内因性胆汁酸のうち、

LCAは最も TGR5リガンド活性が高いことが以前の報告で示されているため、

ポジティブコントロールとして用いた [59]0 5s-cholestane-3α，7α，12α-triol 

(THC)(22)、5s-cholestane-3α，7α-diol(DHC) (23)は以前の報告で示されたよう

に調製した[63]05α-cholestane-3α，7α，12α-triol (5α-THC)(28)は以前の報告に従

って、 5α-cholestane-3α，7α，12α，26-tetrol(25)より化学合成した[64，65]。他のコラ

ノイドについては前章に記述のとおり詞整した。

2.細胞

ヒト胎児性腎細胞由来 Hek293T細胞は広島国際大学薬学部薬学科、生理化学

研究室の山口雅史准教授より御供与いただいた。 ChineseHamster Ovary 

(CHO)細胞は富山大学大学院医学薬学研究部分子細胞機能学研究室の今中常

雄教授より御供与いただいた。

3. トランスフェクションとレポータージーンアッセイ

CHO cell、もしくは Hek293T細胞を 96well plateで一晩培養後、 pCMV'

SPORT6/hTGR5 (invitrogen)を 18.75ng/well、 CRE (cAMP response 

element)-driven luciferase reporter constructs (SA Bioscience)を 12.5ng/well

で細胞に形質導入した。 24時間後メディウムを交換し、 0.1μM-10μMの濃度

に調製した化合物をそれぞれ添加し、 37
0

C、5時間インキュベーションした。 1

X Passive Lysis Buffer (Promega)で、細目包を溶解し、 Dual-Luciferase Reporter 

Assay System (Promega)を用いたレポーターアッセイにてルシフエラーゼ活

性を測定し、ウミシイタケルシフエラーゼ活性で補正した。さらに、 DMSOの

みを添加した群をネガティブコントロールとし、そのルシフエラーゼ活性を 1

としたときの各化合物の活性を Relativeluciferase activityとして示した。

4. EC50(μM)とEfficacy(%)の算出
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各ルシフエラーゼアッセイは各化合物あたり 4点以上の濃度で行ない、かつ

それぞれの条件において triplicateで行った。 EC50値はプロピット分析により

求めた。 FXR活性化能における Efficacy(%)は内因性胆汁酸のうち、最も FXR

活性化能が高い CDCA10μMの活性を 100%とした各化合物の最大活性で示し

た。 TGR5活性化能における Efficacy(%)は内因性胆汁酸のうち、最も TGR5

活性化能が高い LCA10μMの活性を 100%とした各化合物の最大活性で示した。

• FXR活性化能の Efficacy(%): 

各胆汁アルコールの最大の Relativeluciferase activity 
Efficacy (%) = x 100 

CDCA 10μMの relativeluciferase activity 

• TGR5活性化能の Efficacy(%): 

各胆汁アルコールの最大の Relativeluciferase activity 
Efficacy (%) = x 100 

LCA 10μMの relativeluciferase activity 
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結果

TGR5-リガンドアッセイに用いる細胞株の選択

以前の報告において、TGR5-リガンド活性の検討に用いた細胞株は CHO細胞

であったため、その細胞株を用いて予備実験を行なった。胆汁酸の中で最も活

性の高い LCAを用いて TGR5活性化能を測定した。 Fig.刊Aに示すように、LCA

はネガティブコントローノレ(DMSO)に比べて活性を増加させたが、有意差はある

もののその増加は約 2倍であった。一方、 Hek293T細胞を用いて同様の実験を

行なったところ、 LCAはコントロールに比べて 5倍以上の TGR5活性化能を示

した(Fig.刊 B)。従って、本研究は Hek293T細胞を用いて検討することとした。

A B 
7 

6 

5 

:54 
区

3 

2 

o 

CHO cell 7 r ** HEK293T cell 

6 

5 

:54 

* 区

「主
3 

2 

o 

Fig.11 LCA activates CRE-Luc reporter construct via TGR5 in the cellular 

transactivation assay. CHO (A) or Hek293T (8) cells were transfected with the 

CRE-driven luciferase reporter constructs (SA 8ioscience) and human TGR5 

expression plasmid (pCMV.SPORT6/hTGR5) or mock (pCMV.SPORT6). Each 

cell was exposed to DMSO or 10μM of LCA. Luciferase activity in the cell 

extract was normalized to Renilla luciferase activity and expressed as fold 

induction relative to vehicle-exposed cells. The values are means :t SD of three 

experiments.会:p<O.05，“: p<O.01 respectively. 

36 



CA と同じ母核構造を有し、恨.!J鎖はコレステロールと同じ構造の 5s-

cholestane-3α，7α，12α-triol (THC)(22)について検討したところ、 TGR5活性化

能も TGR5への親和性も LCAに比して極めて低いものであった(Fig.12)。次い

で THCの側鎖に水酸基を一つ有する胆汁アルコールについて検討を行なった。

5s-cholestane-3α，7α，12α，26-tetrol(刊}及び 5s-cholestane-3α，7α，12α，25・

tetrol(10)の TGR5活性化能は THC(22)に比して著しく増加した。 C-24位から

C-22位に水酸基を持つ各胆汁アルコールにはそれぞれ 2種類の異性体が存在し、

各異性体間に活性の差は認めたものの、全体的には側鎖の水酸基の位置が母核

に近づくにつれ、 TGR5活性化能は減少する傾向を示した。また、とりわけ C-23

位、及び C-22位に水酸基を持つ胆汁アルコールの異性体間で TGR5活性化能

の顕著な差が見られた。

37 



a u  

〈 」 区

むコ α
コ

14
 

巴
:
0
.
1
μ
M

図
:
0
.
5
μ
M
 

図
:
1
μ
M

園
:
5
μ
M

圃
:
1
0
μ
M
 

12
 

1
0
 

8
 

4
 

2
 。

L
C
A
 

T
H
C
2
6
(
S
)
・
O
H
・
2
5
O
H
T
H
C
2
4
(
S
)
・
O
H
・
24
(R
)
・
O
H
・
23
(S
)
・
O
H
-
23
(R
)
ー
O
H
-

22
(S
)
・
O
H
・
22
(R
)
ー
O
H
-

T
H
C
 

'
"
-
，
)
-
'
-
'
1
 
1
-
1

 1
 1'
-'
 

T
H
C
 

T
H
C
 

T
H
C
 

T
H
C
 

T
H
C
 

T
H
C
 

-
2

ト
(2
)

I
 

(2
2)
 

I
 

(
刊
)

I
 

(1
0)
 

I
 

(8
) 

(9
) 

(6
) 

(7
) 

(4
) 

(5
) 

E
f
f
i
c
a
c
y
:
1
1
0
0
%
1
3
6
.
0
5
%
j
8
5
3
5
%
j
8
5
1
2
%
j
5
7
.
5
2
%
!
3
5
.
0
7
%
j
7
5
.
9
4
%
j
2
0
.
8
5
%
j
0
1
9
%
!
7
2
.
9
3
%
 

(
%
 of
 1

0
μ
M
 L
C
A
)
 

_
J
・
・
・
・
・
・
ー
ー
ー
ー

_
L
_
ー
ー
ー
ー
ー
ー
ー
司
-
-'
-
-
-

ー
ー
ー
「
ー
ー
ー
ー
ー
ー
ー
ー
・
・
，
--
--
--
--
--
-T
--

E
C
so
(μ
M)
: 

0.
18
 

3.
39
 

1.
17
 

1.
36
 

1.
74
 

1.
43
 

0.
62
 

9.
71
 

2.
05
 

1.
0 

Fi
g.
12
 T
h
e
 e
ff
ec
t 
of
 t
he
 p
r
e
s
e
n
c
e
 o
f 
a
 hy
dr
ox
yl
 g
r
o
u
p
 a
t 
th
e 
di
ff
er
en
t 
po
si
ti
on
s 
in 

th
e 
si
de
 c
ha
in
 o
f 
T
H
C
 o
n
 T

G
R
5
 a
ct
iv
at
io
n 
in 

th
e 

ce
ll
ul
ar
 t
ra
ns
ac
ti
va
ti
on
 a
ss
ay
. 
H
e
k
2
9
3
T
 c
el
ls
 w
e
r
e
 t
ra
ns
fe
ct
ed
 w
it
h 
th
e 
C
R
E
-
L
u
c
.
 r
ep
o
は
er

co
ns
tr
uc
ts
 a
n
d
 h
u
m
a
n
 T
G
R
5
 e
xp
re
ss
io
n 

pl
as
mi
d.
 C
el
ls
 w
e
r
e
 e
x
p
o
s
e
d
 t
o 
ve
hi
cl
e 
al
on
e 
or
 0
.
1
-
1
0
μ
M
 o
f 
th
e 
bi
le
 a
lc
oh
ol
s 
in
di
ca
te
d.
 
Fi
re
fl
y 
lu
ci
fe
ra
se
 a
ct
iv
it
y 
in 

th
e 
ce
ll
 
ex
tr
ac
t 

w
a
s
 n
or
ma
li
ze
d 
to
 R
en
il
la
 l
uc
if
er
as
e 
ac
ti
vi
ty
 a
n
d
 e
x
p
r
e
s
s
e
d
 a
s
 f
ol
d 
in
du
ct
io
n 
re
la
ti
ve
 t
o 
ve
hi
cl
e-
ex
po
se
d 
ce
ll
s.
 T

h
e
 v
al
ue
s 
ar
e 
m
e
a
n
s
 

:!: 
S
D
 of
 t
hr
ee
 e
xp
er
im
en
ts
. 
C
o
m
p
o
u
n
d
s
 in
 
th
e 
fi
gu
re
 a
re
 i
nd
ic
at
ed
 b
y
 b
ra
ck
et
ed
 n
u
m
b
e
r
s
.
 *:
 
p<
0.
05
. 



次に、胆汁アルコールの側鎖長が TGR5活性化能に与える影響について検討

した。 Fig.13に示すように、 C26""'C24の胆汁アルコールにおいて、その炭素

鎖の短縮に伴って活性に有意な差は認められなかったが、増加傾向にあった。

また、炭素鎖の短縮に伴い、 TGR5に対する親和性(EC50)が低下する結果となっ

た。

囚:0.1μM 

14 r 圏:0.5μM 

圏:1μM 

TJ. 
園 :5μM

圃:10μM 

10 

-〈」 8 
0::: 

6 

4 

2 

o 
C-OH (C24) Ho-C-OH (C2S) Bis-ho-C-OH (C26) 

(13) (14) (15) 

Efficacy:j9616%i9636%!77.93% 
(% of 10μM LCA): 

ECso{ μM):i0.9 9 j 0 . 5 6 j 0 . 3 9  

Fig.13 The effect of shortening of steroid side chain of bile alcohol on TGR5 

activation. TGR5 activation was evaluated by the luciferase reporter assay as 

described in the legend to Fig.12. Data represent means ::!:: SD of three 

determinations. Compounds in the figure are indicated by bracketed numbers. 

39 



さらに、胆汁アルコールの側鎖に存在する水酸基の数やステロイド母核の A/B

環の立体配置が、TGR5活性化能に与える影響について検討した。母核の

3α，7α，12α位に水酸基を持つ胆汁アルコール群において、 A/B環の結合が trans

型である 5α・胆汁アルコール群((24)，(25)，(28))に比べ、それらに対応する A/Bcis 

型の 5s"胆汁アルコール群 ((19)，(刊)，(22))の TGR5 活性化能は高かった

(Fig.14A)。また、母核の 3α，7α位に水酸基を持つ胆汁アルコール群においても

5α・胆汁アルコールに比して、対応する 5s"胆汁アルコールのほうが高い TGR5

活性化能を示す傾向にあった(Fig.14B)。さらに、 5α-、及び 5s"胆汁アルコール

群共に、側鎖の水酸基が存在しない THC(28 and 22)、側鎖に水酸基を 1つ有

する 26・OH"THC(25 and 刊}、側鎖に水酸基を 2つ有する cyprinol(24 and 19) 

の順で TGR5活性化能が増加することも認めた (Fig.14A)。この結果は母核の

3α，7α 位に水酸基を持つ胆汁アルコール群 (5α・ and

5s"cholestane"3a，7α，12α，26-tetrol (27 and 21)、及び 5α"and 5s"cholestane" 

3α，7α，12α，26，27"tetrol (26 and 20))においても同様であった(Fig.14B)。
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R2 
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R4 
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Fig.14 The number of hydroxyl group in the side chain of bile alcohols and their 

A/B ring juncture configuration affected TGR5 activation. TGR5 activation was 

evaluated by the luciferase reporter assay as described in the legend to Fig.12. 

Data represent means :t SD of three determinations匝 Compoundsin the figure 

are indicated bv bracketed numbers. 
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Fig.12、Fig.13及び Fig.14で示した胆汁アルコールについて、それらの TGR5

への選択性を検討した。

FXR及び TGR5におけるアゴニストとしての各胆汁アルコールの EC50の比

(TGR5/FXR EC50比)を算出し、その値を TGR5選択性の指標とし、 Table.1A-D

に示した。算出した EC50値はそれぞれ危険率が 1%以下で有意な値であった

(r>0.8)o Table.1Aに示したように、 23-0H-THCs (6 and 7)の異性体間の

TGR5/FXR EC50比に著しい差が認められた。 23S-0H-THCの TGR5/FXREC50 

比は 0.113に対し、23R-OH-THCのそれは 2.651と約 20倍高いものであった。

他の化合物について差は認められなかった。

また、胆汁アルコールの側鎖長による TGR5/FXR選択性の変化は少なくとも

C24'"'-'C2G胆汁アルコールの間では認められなかった(Table.1B)。

さらに Table.1Cに示すように、 TGR5/FXREC50比は側鎖の水酸基の数が増

えるにつれて減少したことより、側鎖の水酸基の数の増加が TGR5への選択性

を高くすることが明らかとなった。また、側鎖に水酸基が存在しない 5s-

cholestane-3α，7α-diol (DHC)(23)の TGR5/FXREC50比は 2.2であるが、側鎖

に水酸基を 2個有する 5s-cholestane-3α，7α，26，27-tetrol(20)のそれは 0.069と

およそ 1130に低下しており、 CDCA母核を持つ胆汁アルコール群の方がより顕

著な結果が示された(Table.1D)。
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Table.1 TGR5 selectivity of bile alcohols. 

A 

Compound 
TGR5 FXR TGR5 selectivity index， 

EC50 Efficacy EC50 Efficacy ECso ratio (TGR5/FXR) 

26・OH-THC(刊) 1.17 85.850
/0 4.18 85.960

/0 0.279 

25・OH-THC(10) 1.36 85.72% 3.56 109.650
/0 0.383 

24R・OH-THC(9) 1.43 35.070/0 3.83 84.68%) 0.373 

24S・OH・THC(8) 1.74 57.520/0 3.26 122.110
/0 0.535 

23R-OH-THC (7) 9.17 20.85% 3.46 108.75% 2.651 

23S-0H-THC (6) 0.62 75.940/0 5.47 110.960
/0 0.113 

22R-OH-THC (5) 1.01 72.93% 2.92 113.640
/0 0.346 

22S-0H-THC (4) 2.05 0.19% 3.62 34.090/0 0.566 

TGR5， FXR: Units are μM for ECso and % of 10μM 

LCA or CDCA value for efficacy， respectively. 

B 

Compound 
TGR5 FXR TGR5 selectivity index， 

EC50 

Bis-Ho・C・OH(15) 0.38 

Ho・C・OH(14) 0.56 

C-OH (13) 0.99 

Efficacy EC50 Efficacy ECso ratio (TGR5/FXR) 

77.930
/0 2.62 92.220/0 0.148 

96.860
/0 2.86 113.08% 0.195 

96.760
/0 5.79 81.110

/0 0.171 

TGR5， FXR: Units are μM for ECso and % of 10μM 

LCA or CDCA value for efficacy， respectively. 
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Table.1 TGR5 selectivity of bile alcohols. 

C 

OH 

Compound TGR5 FXR TGR5 selectivity index， 
R1 R2 

E仔icacy Efficacy No. EC50 EC50 EC50 ratio (TGR5/FXR) 

(22) -H -H 3.39 36.05% 4.29 130.8% 0.789 

(11 ) -OH -H 1.17 85.85% 4.18 85.96% 0.279 

(19) -OH -OH 0.58 94.280/0 3.99 63.70% 0.146 

TGR5， FXR: Units are μM for EC50 and % of 10μM 

LCA or CDCA value for efficacy， respectively. 

D 

OH 

Compound TGR5 FXR TGR5 selectivity index， 
R1 R2 

Efficacy EC50 Efficacy EC50 ratio (TGR5/FXR) No. EC50 

(23) -H -H 5.07 43.710/0 2.31 53.34% 2.2 

(21) -OH -H 1.02 84.890
/0 3.18 126.6% 0.32 

(20) -OH -OH 0.27 93.970
/0 3.88 50.3% 0.069 

TGR5， FXR: Units are μM for EC50 and % of 10μM 

LCA or CDCA value for efficacy， respectively. 
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考察及び小括

FXRは胆汁酸のゲノミック作用を媒介する核内受容体であるが、 TGR5は胆

汁酸のノンゲノミック作用を媒介する代謝型受容体として近年新しく同定され

た[59，60]。

Gタンパク質共役型受容体の一つである TGR5のmRNAは全身に発現してい

るが、その発現レベルは組織間で異なる。胆嚢での発現は比較的高く、褐色脂

肪組織、肝臓、小腸では比較的低い[61，66]。また、胆汁酸は TGR5を介して以下

の作用を示す;①免疫系組織においての免疫調節作用[59]②肝臓での肝保護作用

や胆嚢での胆石形成調節作用 [66，67]③褐色脂肪細胞や筋細胞におけるエネルギ

一代謝調節作用[61，68，6910 著者らは、特に胆汁酸の TGR5を介したエネルギー代

謝調節作用に着目した。

シグナル伝達物質としての胆汁酸が結合するとその構造変化が三量体 Gタン

パク質に伝わり、Gタンパク質を活性化させる。活性化された Gタンパク質(Gs)

は細胞膜に存在するアデ、ニル酸シクラーゼを活性化し、 ATPから cAMPの産生

を誘導する。産生された cAMPによりプロテインキナーゼ A(PKA)が活性化さ

れ、核内へと移動し、 cAMP応答配列(CRE)結合タンパク質(CREB)をリン酸化

する。 CREBはリン酸化されると DNA上に存在する CREと呼ばれる短い塩基

配列に結合し、 CREB結合タンパク質(CBP)を引き寄せる。 CREB-CBP複合体

は CREの下流に存在する遺伝子、 type2iodothyronine deiodinase (D2)の転写

を活性化する。 D2はホルモン前駆体であるチロキシン(T4)を活性型甲状腺ホル

モンである 3，3'，5-トリヨードチロニン(T3)に変換する。産生された T3はミトコ

ンドリアに作用し、脱共役や酸化的リン酸化を増加させることで、エネルギー消

費を促進させる(Fig.10)。ここで、 TGR5とD2はマウスでは褐色脂肪細胞(BAT)

に、ヒトにおいては骨格筋に共発現しており、これらの組織には FXRは発現し

ていない。これらのことから、胆汁酸は TGR5を介して(FXR非依存的に)抗肥

満作用を持つことが示されている [6110 以前、胆汁酸の疎水性と TGR5-リガンド

活性、もしくは親和性に正の相関関係、が見られ、さらに、胆汁酸の側鎖末端に
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存在するカルボ、ニル基が水酸基に還元された化合物に TGR5-リガンド活性が見

られたことが報告されている [62]。このことから、リガンドが TGR5に結合し活

性化させるためにステロイド側鎖のネガティブチャージは必要ではないことが

示された。そこで、著者は中性のポリヒドロキシステロイドである胆汁アルコ

ールに着目した。本研究では、天然に存在する胆汁アルコールやそれらを化学

合成により調製した胆汁アルコールの TGR5・リガンド活性を網羅的に評価する

とともにレセプター-リガンド構造活性相関について検討した。

まず、 THCの側鎖に水酸基が一つ置換された胆汁アルコールについて、それ

らの TGR5活性化能を検討した(Fig.12)。セルベースのレポーターアッセイを用

いた検討結果より、 THC(22)は TGR5をあまり活性化しなかったものの、側鎖

に水酸基を 1つ有する 25-0H-THC(10)、26-0H-THC(11)はポジティブコント

ロールとして用いた LCA(2)に匹敵する TGR5活性化能を示した。このことから

胆汁アルコールの側鎖の酸素原子の存在は TGR5活性化能を高めることが明ら

かとなった。また、水酸基の存在する位置により、活性化能に違いがあること

も判明した。さらに水酸基の立体配置も活性発現の重要な因子になることが併

せて明らかとなった。

次に、胆汁アルコールの側鎖長を短縮させると、 TGR5に対する親和性が減

少する傾向にあることが判明した(Fig.13)。これは、胆汁酸の側鎖を短縮させた

化合物(炭素数 22)には TGR5活性化能を認めなかった以前の報告と一致してお

り[62]、ステロイド側鎖を構築している炭素鎖が TGR5活性化能に必要であるこ

とが示唆された。

また、ステロイド母核配置が TGR5活性化能に影響することも明らかとなっ

た。 A/Bトランス型である 5α・胆汁アルコールよりも A/Bcis型である 5s-胆汁

アルコールの方が、 TGR5活性化能が高かった(Fig.14)oA環、 B環の立体配置

が異なるステロイドホルモンについて、それらの TGR5活性化能を検討した以

前の報告において、ステロイドホルモンは胆汁酸に比して低い TGR5活性化能

を示したが、 A/Bcis型の方が TGR5に対する親和性が相対的に高いことが示さ

れていたことからも A/B環の立体配置は活性発現の重要な因子になることが明
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らかとなった[6210

前述のように、 FXRは主に肝臓や小腸においてコレステロール・胆汁酸代謝や

腸肝循環の調節、さらには糖質・脂質代謝に関わっている。一方、 TGR5は腸

肝循環系組織以外の褐色脂肪細胞や筋細胞において、エネルギー代謝の調節を

行なっている。つまり FXRとTGR5はそれぞれ独立した組織において、非依存

的にそれぞれの作用を示していると考えられる。また、 10VIVOにおける TGR5

の生理機能の解明のためにも TGR5選択的アゴ、ニストの探索は必要不可欠であ

ると考えられる。そこで、 FXRとTGR5それぞれじ対する各化合物の EC50の

比をとることにより、 TGR5/FXR選択性について検討した。その結果、同じ 23

位に水酸基を持つ 23-0H-THCの異性体間に TGR5/FXREC50比の著しい差異

を認めた(Table.1A)。このことから、 238体には選択性が見られないものの、

23R体は FXRに対し選択性を持つことが示された。また、 22-0H-THCs、及び

24-0H-THCsの各異性体聞には各レセプターに対する選択性の差は認められず

(Table.1A)、さらに、側鎖長の異なる胆汁アルコール群についても、それらの

TGR5/FXR選択性は認められなかった (Table.1B)。

一方、側鎖の水酸基の数が増えるにつれてより TGR5選択性が高くなった。

側鎖の水酸基の数の影響は CA母核を持つ胆汁アルコール群よりも CDCA母核

を持つ胆汁アルコール群の方が顕著に認められた(Table.1C，D)。これらの変化

はそれぞれの受容体のリガンド結合領域、特にステロイド側鎖と作用する部分

の構造の違いによるものと示唆された。すなわち、 TGR5の胆汁アルコール側

鎖との作用部位は空間的に比較的広く、 FXRのそれは比較的狭いものと推定さ

れた。また、胆汁アルコールの側鎖と作用する TGR5のリガンド結合領域は FXR

に比べて多くの親水性アミノ酸によって構成されている可能性も考えられた。

以前の報告において、 LCAの 7位にメチル基が置換した化合物により強力な

TGR5アゴニスト活性が認められている [6210 これらのことから、より疎水性の

高いステロイド母核とより親水性の高い側鎖を併せ持つ化合物が TGR5選択的

アゴニストとなることが示唆された。
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考察及び総括

先進国において心血管疾患の宗安は若実に増加している。それは動脈硬化の

増加とよく相関しており、動民渓化の2三塁には多彩な要因がリスクファクター

として関わっていることが明らかとなっている。コレステロールの蓄積が動脈

硬化の危険因子であることはー設に認設されているが、それに高トリグリセリ

ド血症、高血糖、高血圧、肥満が合併すると動脈硬化リスクが相乗的に増加す

る。これら動脈硬化リスクを改善する次世代の抗動脈硬化治療薬の創製を目指

して本研究を計画した。本研究では天然に豊富に存在する胆汁アルコールに着

目し、抗高脂血症作用や抗糖尿病作用を媒介する FXR、及び抗肥満作用を媒介

する TGR5といった全く異なる各受容体と各胆汁アノレコールとの構造活性相関

について検討した。その結果、内因性胆汁酸と同等のアゴ、ニスト活性を有する

胆汁アルコールが認められたが、より強力なアゴニストを見出すには至らなか

った。しかし、本研究の結果から得られた新たなレセプター-リガンド構造活性

相関の知見は、新たな治療薬創製へと繋がっていくものと確信している。また

本研究において、各胆汁アルコールの TGR5/FXR選択性を検討し、 TGR5選択

的なアゴニストの探索を試みた。今後は本研究を基に、 TGR5選択的アゴニス

トを用いた lnVIVOにおける TGR5の系統的な機能解析へと研究を発展させてい

きたい。
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