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略語一覧 

 

9CDHRA   9-cis-13,14-dihydroretinoic acid 

9CRA    9-cis retinoic acid 

ALS    amyotrophic lateral sclerosis 

ALT    alanine aminotransferase 

AST    aspartate aminotransferase 

AUC    area under the curve 

BODIPY   boron-dipyrromethene 

CD    circular dichroism 

CDCA    chenodeoxycholic acid 

CMC    carboxymethyl cellulose 

Cpm    count per minute 

CRBPII    cellular retinol binding protein 2 

CTCL    cutaneous T cell lymphoma 

DBD    DNA binding domain 

DCM    dichloromethane 

DMF    N,N-dimethylformamide 

DMSO    dimethyl sulfoxide 

DTT    dithiothreitol 

Em    emission 

EtOAc    ethyl acetate 

EtOH    ethanol 

Ex    excitation 

FQA    fluorescence quenching assay 

FT-IR    fourier transform infrared spectroscopy 

FXR    farnesoid X receptor 
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HPLC    high performance liquid chromatography 

hRXR    human RXR 

ITC    isothermal titration calorimetry 

LBD    ligand binding domain 

LBP    ligand-binding pocket 

LPS    lipopolysaccharide 

LXR    liver X receptor 

MeCN    acetonitrile 

MeOH    methanol 

MS    mass spectrometry 

NBD    nitrobenzoxadiazole 

NF-κB    nuclear factor kappa b 

NR    nuclear receptor 

PBS    phosphate buffered saline 

Pd-C    palladium on carbon 

PPAR    peroxisome proliferator-activated receptor 

q.y.    quantitative yield 

RAR    retinoic acid receptor 

RGA    reporter gene assay 

RI    radio isotope 

RMSD    root mean square deviation 

rt    room temperature 

RXR    retinoid X receptor 

RXRE    RXR response element 

SD    standard deviation 

SEAP    secreted alkaline phosphatase 

TFA    trifluoroacetic acid 
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TFAA    trifluoroacetic anhydride 

TLC    thin layer chromatography 

tPSA    topological polar surface area 

TR    thyroid hormone receptor 

UV    ultraviolet 

UV-vis    ultraviolet–visible 

VDR    vitamin D receptor 
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第 1節 低分子医薬品創薬の課題 

近年、副作用が少なく効果的な治療薬であるとして抗体医薬品をはじめとする生物学的

製剤の普及が進んでいる 1。2021年現在、世界中で猛威を振るう新型コロナウイルス感染症

（COVID-19）に起因するサイトカインストームに対しても、抗 IL-6 抗体であるトシリズマブ（ア

クテムラ®）のような抗体医薬が有効であるとされ、臨床で利用されている 2,3。その反面生物

学的製剤は、患者における臨床効果予測が困難であることや、免疫原性のリスクが指摘され

ている 4。また生産コストが高く、薬価が極めて高額となることから、医療経済への影響や貧

困層などへの普及率が低くなるといった課題も存在する 4。一方で、低分子医薬は、低分子

でアプローチ可能な創薬標的となる分子が枯渇していることや、選択性の低さが課題とされ

ている反面、安定性が高く生産コストが低いため入手性に優れており、生物学的製剤に比

べて経済的な持続可能性が高い 4,5。著者は、SDGs（持続可能な開発目標）にて掲げられて

いる「3．すべての人に健康と福祉を」という目標を達成するという観点において、安価に提

供できる低分子医薬品開発の重要性は極めて高いと考えている。 

 

 

第 2節 多機能性核内受容体 RXRを標的としたリガンド創製研究 

Yamada, Kakutaは、体全体のバランスを総合的に調える漢方医学的思想を、標的受容体

を定め、その選択的リガンドを用いる西洋医学的手法で具現化する試みを「西洋漢方」と称

し、その一例として多機能性核内受容体として知られるレチノイド X 受容体（RXR）を標的と

したリガンド創製研究を行ってきた 6。RXRはリガンド結合領域（ligand-binding domain; LBD）

へのリガンド結合に応答して、標的遺伝子の転写を制御する核内受容体である（Figure 1-1）

7。RXR は、RXR のみによるホモ二量体に加え、糖や脂質代謝に関わるペルオキシソーム

増殖因子応答受容体（PPAR）や肝臓 X 受容体（LXR）などの他の核内受容体とヘテロ二量

体を形成する 7,8。さらに、PPAR/RXR、RXR/LXR など一部のヘテロ二量体は、RXR アゴニ

スト単独で活性化される 8。このような特徴をもつ RXRに対するリガンドを用いることは、糖や

脂質の代謝制御を通じた体内の恒常性調節に貢献しうる。がんや 2 型糖尿病などのいわゆ

る現代病は、体内バランスが崩れた状態とも言え、RXR の特性を生かした治療が可能では
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ないかと考えられる。実際に RXRアゴニストは、代謝疾患、神経変性疾患、自己免疫疾患、

がんなどの多様な疾患モデルにおいて薬効を示すことが報告されている 9。一方で、RXRを

標的とすることで、多様な受容体との相互作用による副作用の発現が懸念され、臨床にお

ける RXR アゴニストの利用は限られている 9。そのような観点で、RXR は謂わば見捨てられ

た創薬標的とも言える 6。Kakutaらは、見捨てられた創薬標的に作用する化合物について構

造展開を図ることで副作用の回避ができないか検証し、創薬標的として再提示する、いわゆ

る「リバイバル創薬」を通じて RXR を標的としたリガンド創製に取り組んでいる 6。著者は、多

くの疾患への有効性を示しながらも見捨てられたRXRを標的とする低分子の創製研究に取

り組むことで、幅広い人々の健康に資する創薬ターゲットを提示し、低分子創薬への貢献が

できるのではないかと考えた。この考えに基づき著者らは、RXRアゴニストCBt-PMNやNEt-

3IB の副作用について検証し、両化合物が炎症性腸疾患モデル動物における薬効を示す

ことを報告している 10,11。 

 

上述したように、RXR は LBD へのリガンド結合に応答し、標的遺伝子の転写を制御する

核内受容体であり、α, β, γの 3種類のサブタイプが知られる（Figure 1-1）7,12。RXRは、他の

核内受容体と同様に、転写活性化機能をもつ N 末端側の A/B ドメイン（AF-1 領域）、標的

遺伝子に含まれる応答領域を認識する DNA結合領域（DNA-binding domain; DBD）である

C ドメイン、C ドメインと E ドメインをつなぐヒンジ領域である D ドメイン、LBDである E/F ドメイ

ンから構成される（Figure 1-2）13,14。 

 

  

Figure 1-1. Schematic illustration of a transcription mediated by an RXR related dimer. 
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Figure 1-2. A) Structure of the nuclear receptor heterodimer PPARγ/RXRα and its co-activator 

(NCoA-2: nuclear receptor co-activator 2) bound to DNA. This figure was created using PDB 

coordinates from reference 14 (PDB ID: 3DZY). RXRα, PPARγ, NCoA-2 and DNA are shown 

in green, yellow, gray and blue, respectively. B) Schematic illustration of the general domain 

structure of nuclear receptors. 

 

RXR は、上述したように、RXR のみによるホモ二量体に加え、他の核内受容体とヘテロ

二量体を形成する（Figure 1-1, 1-2）7,8。RXR ヘテロ二量体においては、パートナー側への

アゴニスト結合に応じた遺伝子発現制御が行われる。また、PPAR/RXR、RXR/LXR などの

一部のヘテロ二量体は、RXR アゴニスト単独で活性化される（パーミッシブ効果）8。このよう

なヘテロ二量体はパーミッシブ RXR ヘテロ二量体と呼ばれる。RXR を介したパーミッシブ

効果はアロステリック効果の一例とみなされる。そのため RXR はアロステリック効果によって

他の核内受容体を制御するマスターレギュレーターと言える 7,15–17。 
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アロステリック作用は、一般的にタンパク質のある部位に、リガンドや他のタンパク質など

の相互作用相手が結合した際に、全く別の部位の機能変化を生じる現象のことである 18,19。

リガンドや別のタンパク質の結合に応じたコンフォメーション変化を介して、距離を超えた作

用が発現すると理解されており 20、RXR と他の核内受容体のヘテロ二量体形成を介した効

果はヘテロトロピックアロステリック効果と呼ばれる 15,21。 

RXR が他の核内受容体のマスターレギュレーターとして働く特徴から、RXR のノックアウ

トによって様々な悪影響が及ぼされる 22。RXRα を完全にノックアウトすると、胚発生や神経

細胞の分化に関わる RAR/RXR ヘテロ二量体を介したシグナルが遮断され、胎生致死（胎

生 13.5–16.5 日）がもたらされる 23,24。また RXRα をヘテロ欠損させると、心臓・肺・筋肉・骨

格・肝臓の機能障害が起きることが報告されている 25。全身ノックアウトにおける致死性を回

避するために、特定の臓器においてのみ RXR をノックアウトしたコンディショナルノックアウト

マウスを用いて、成体での受容体機能を研究した例が報告されている。例えば、RXRα を脂

肪組織で選択的に除去すると、脂肪細胞の分化が変化し肥満に対する抵抗性が変化する

26。脂肪細胞には PPAR が多く発現しており、PPAR/RXR ヘテロダイマーは脂肪細胞生存と

脂肪生成に必須であることが明らかになっている 27,28。 

 

RXR へのリガンド結合によるコンフォメーション変化によって、パートナー側の受容体のリ

ガンド結合に影響が与えられ、パーミッシブ効果を通じたパートナー側の転写が制御される

15,16。このような特徴から、RXR アゴニストは RXR ヘテロ二量体の活性調節を通じた広範な

生理活性を示す 22。RXR の内因性リガンドとしては、9-cis retinoic acid（9CRA, 化合物 1, 

Figure 1-3）が報告されている 29。しかし、in vivoにおける 1の濃度は非常に低く、近年新た

な内因性リガンドとして 9-cis-13,14-dihydroretinoic acid（9CDHRA, 化合物 2, Figure 1-3）が

報告された 30。RXRアゴニストは、代謝疾患、神経変性疾患、自己免疫疾患、がんなどの多

様な疾患モデルにおいて薬効を示すことが報告されており、様々な RXR アゴニストが開発

されてきた 6,9。その一例として、皮膚浸潤性 T細胞リンパ腫（CTCL）の治療薬であるRXRフ

ルアゴニストの bexarotene（Targretin®, 化合物 3, Figure 1-3）が挙げられる 31。化合物 3は、

RXR または RXRヘテロ二量体の活性化を介し、幅広い疾患モデルにおいて薬効を示すこ
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とが知られている。具体的には筋萎縮性側索硬化症（ALS）32、パーキンソン病 33、アルツハ

イマー病 34,35などの神経変性疾患や 2型糖尿病モデル 36における薬効が示されている。ま

た近年では、RXR を介した効果であるかは不明だが、SARS コロナウイルス 2（SARS-CoV-

2）に対する阻害活性も報告されている 37。化合物 3 は、RXR アゴニストとして RXR ホモ二

量体及びパーミッシブ RXR ヘテロ二量体を活性化することに加え、PPARγ や LXR にも結

合し、転写活性化を示すことも報告されている 38,39。このため、化合物 3 が示す生理活性に

ついては、RXR への結合を介したものか、それともパートナー受容体への結合を介したもの

であるかは不明である。 

 

 

Figure 1-3. Chemical structures of endogenous RXR agonist (1, 2) and bexarotene (3). 

 

さらに、化合物 3 はパーミッシブ効果もしくはパートナー受容体への結合を介する幅広い

副作用の発現が懸念され 31,40-42、臨床では CTCL治療薬としての利用に限られている 9。そ

の他の RXR アゴニストについても副作用が懸念され、実用化には至っていない 9。そのよう

な観点で、RXR は謂わば見捨てられた創薬標的とも言える 6。もしこのような副作用が回避

できれば、RXR を新たな創薬標的として再提示できる。RXR アゴニストによる薬効と副作用

は、一般的にパーミッシブ作用を介したヘテロ二量体の活性化に起因すると理解されており、

RXR ホモ二量体のみを活性化する場合の機能は未だに明らかとなっていない。RXR のみ

を活性化する場合の機能を解明する手段としては、RXR のノックダウンやアンタゴニストの

利用が考えられる。しかし、前述のように RXR の全身ノックダウンは胎生致死を引き起こす

23,24。また、特定の臓器におけるコンディショナルノックアウトでは、脂肪組織・肝臓・筋肉など

複数の組織の異常がみられる 2 型糖尿病のような全身性疾患 43では利用できない。加えて、

RXR のノックアウトはヘテロ二量体を形成するパートナー受容体を介したシグナル伝達をも
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阻害してしまう。このような理由から、RXR を介した生理機能の解析には RXR アゴニストを

介した転写活性に対してのみ拮抗する RXRアンタゴニストの利用が有効と考えられる。 

 

 

第 3節 既知の RXRアンタゴニストとその課題 

代表的な合成 RXRアンタゴニストとして、PA452（6）や HX531（7）が挙げられる（Figure 1-

4）44-46。これらは、それぞれ RXR アゴニストの PA024（4）、もしくは HX600（5）の構造を元に

デザインされた。両化合物は RXR ホモ二量体に加えてパーミッシブ RXR ヘテロ二量体に

おいて、パートナー受容体アゴニストに対するアンタゴニスト活性を示す 46,47。また、これらと

大きく構造の異なる danthron（8）、rhein（9）は（Figure 1-4）、RXRの 4量体を安定化すること

で RXRアンタゴニスト活性を示し、パーミッシブ RXRヘテロ二量体において、パートナー受

容体の効果を阻害するアロステリック効果が認められる 48,49。K-8008（10, Figure 1-4）は化合

物 8 と同様、RXRの 4量体を安定化することで RXRアンタゴニスト活性を示すことが報告さ

れており、パーミッシブ RXR ヘテロ二量体において、パートナー側への影響を与えるかは

不明である 50。LG100754（11, Figure 1-4）は RXRホモ二量体において RXRアンタゴニスト

活性を示すが、RAR/RXR、PPARα/RXR、PPARγ/RXR ヘテロ二量体においてはアゴニスト

活性を示すことも報告されている 51–53。このように従来の RXR アンタゴニストはいずれも、パ

ーミッシブ RXRヘテロ二量体においてパートナー側へアロステリック効果を示す 46。RXRア

ンタゴニストはパートナー受容体に対するアロステリックな影響を及ぼすものとみなされてき

たことから、RXR アゴニストのみに拮抗する非アロステリック RXR アンタゴニストの創製を志

向した研究は行われていない。 

加えて in vivo での RXR アゴニストの機能解明に用いる目的で RXR アンタゴニストを利

用したい場合には、血中濃度などの検討が必須である。しかしながら、in vivo 実験に供され

る RXR アンタゴニストについての報告例は極めて少ない 46。In vivo 実験にて最も利用され

ている RXRアンタゴニストは、PPARγ/RXRヘテロ二量体に対する拮抗作用を通じた 2型糖

尿病モデルへの有効性が報告されている化合物 7である 47。化合物 7をマウスへ 100 mg/kg

にて経口投与した際の Cmaxは 4.1 µg/mL（8.5 µM）の値を与える。その RXRアンタゴニスト
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活性は弱く、血糖降下作用の発現には高濃度かつ長期間の投与が必要である。この課題

を解決すべく、より経口投与に適した RXR アンタゴニストとして化合物 12a ならびに 12b が

創出されたが（Figure 1-5）、それを用いた詳細な RXR アンタゴニスト活性・薬効評価はなさ

れていない 54。また化合物 12aならびに 12bを元にデザインされた化合物 12c（Figure 1-5）

の 2 型糖尿病モデルにおける薬効評価が報告されているものの、薬物動態の評価がなされ

ていない 55。このように RXRアンタゴニストの in vivoでの利用は重要視されておらず、当初

から in vivoでの利用を志向して創製された RXRアンタゴニストは存在しない。 

 

 

Figure 1-4. Chemical structures of RXR agonists (upper) and RXR antagonists (lower) 44-51. 
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Figure 1-5. Chemical structures of RXR antagonists derived from HX531 (7) 54,55. 

 

 

第 4節 本研究の目的 

RXR アゴニストである化合物 3 は幅広い薬効・副作用を示すが、PPARγ、LXR へ結合す

るなど、RXR 以外への結合も報告されている。そのため、化合物 3 の薬効が RXR への結

合を介するものか、それとも他の受容体への結合を介するものかは不明である。これらが特

定できれば RXR アゴニストに由来する薬効と副作用の切り分けに貢献しうる。In vivo で利

用可能であり、かつ RXR を介した転写活性のみに対し拮抗可能な非アロステリック RXR ア

ンタゴニストを用いれば、着目した生理作用が RXR への結合を介するものか解析可能であ

る。しかしながら、これまでに報告されている RXR アンタゴニストは、いずれもパーミッシブ

RXR ヘテロ二量体においてアロステリック阻害を示すものであり、RXR アゴニストのみに拮

抗する非アロステリック RXR アンタゴニストは報告されていない。加えて、既知の RXR アン

タゴニストはいずれも脂溶性が高いために in vivoでの利用に適しているとは言い難い。そこ

で著者は、in vivoで利用可能な非アロステリック RXRアンタゴニストを創製し、それを利用し

た RXRアゴニストの機能解析の可能性を検証することを目的に本研究に取り組んだ。 

  

N

N
R2

R1

HO2C

MeMe

MeMe

X

12a: R1 = Et, R2 = NHSO2-(3-CF3)Ph, X = H

12b: R1 = n-Pr, R2 = NHSO2-(3-CF3)Ph, X = H

12c: R1 = Et, R2 = CN, X = F
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第２章 

 

 

非アロステリック RXR アンタゴニストの 

分子設計ならびに合成 
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第 1 節 はじめに 

著者は、in vivo で利用可能な非アロステリック RXR アンタゴニストを創製し、そ

れを用いて RXR アゴニストの生理機能解析が可能か検証することを目的に研究に着

手した。本章ではまず、非アロステリック RXR アンタゴニストを創製する上で著者

が立てた、RXR を介したアロステリック阻害のメカニズムについての仮説を提示す

る。次いで、提示した仮説に基づく非アロステリック RXR アンタゴニストの分子設

計戦略ならびに合成法について述べる。 

 

 

第 2 節 非アロステリック RXR アンタゴニストの分子設計戦略 

本節では、RXR アンタゴニストによるアロステリック阻害活性についての仮説な

らびにそれに基づいた分子設計戦略を示す。RXR ヘテロ二量体におけるアロステリ

ック制御は、RXR のコンフォメーション変化によって生じることが報告されている

16。RXR が他の核内受容体とヘテロ二量体を形成する際には、RXR のヘリックス 7 が

パートナー側と相互作用していることが知られている 56,57。すなわち RXR へ結合し

た際にヘリックス 7 を含む RXR の全体コンフォメーションに影響を与えなければ、

このようなアロステリック阻害を示さないと考えられる。既知の RXR アンタゴニス

トの構造に着目すると、いずれもカルボキシル基を有する酸性部位が単結合部分で回

転可能であり、立体的に自由度の高い分子となっている（Figure 2-1A）。著者は、この

構造的自由度の高さが RXR のコンフォメーション変化を促すことで、パートナー受

容体にも影響を与え、パートナー受容体アゴニストに対するアロステリック阻害を示

すのではないかと考えた。そこで、カルボキシル基周辺部位の構造的自由度を下げた

RXR アンタゴニストを創出し、それが非アロステリック RXR アンタゴニストとして

機能するか検証することにした。 
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Figure 2-1. (A) Chemical structures of previous RXR antagonists (lower) derived from RXR 

agonists (upper). (B) Molecular design strategy of non-allosteric RXR antagonist. 

 

Ohsawa らによって見出された RXR アゴニスト CBTF-PMN（15, Figure 2-1B）は、

分子内に含まれる平面性ベンズイミダゾール構造によって単結合の自由回転が抑制

され、RXR アゴニストである PA024（4）や CD3254（13）に比べてカルボキシル基の

構造的自由度が低く、加えて RXR ホモ二量体の転写活性化に比べ PPARγ/RXR など

の転写活性化能が弱い 58。そこで著者は化合物 15 を、非アロステリック RXR アンタ

ゴニストを創出する上での基本骨格に選択した。既知の RXR アンタゴニストは RXR

アゴニストの構造にアルキル鎖を導入することでデザインされている（Figure 2-1A）

46,59。Nahoum らは、化合物 13 をリード化合物として、導入するアルコキシ基の炭素

数を 1 つずつ増やし、炭素数が 5（n-ペントキシ）となる UVI3003（14）が RXR アゴ

ニストとしての活性を失い、RXR アンタゴニストとして機能することを報告してい

る 59。このような RXR アンタゴニストの分子設計に倣い、化合物 14 が有する n-ペン

トキシ基を化合物 15 に導入した化合物 16 をデザインした（Figure 2-1B）。化合物 16

のようにアルキル鎖を導入することで脂溶性が向上した分子は、水溶性が低下し、標
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的分子への選択性の低下、off-target を生じる恐れがある 60。低分子と受容体と結合す

る際には、分子型として存在する。水溶性の向上が目的であれば塩を形成することで

改善が見込まれるが、分子型の脂溶性には影響せず、off-target リスクの低下にはつな

がらない。脂溶性（cLogP）が高く、極性表面積（tPSA）が低い化合物は off-target を

生じる可能性が高いと言われており、Hughes らは cLogP が高く（cLogP > 3）、tPSA が

低い（< 75 Å2）物質は、off-target のリスクが特に高いことを指摘している 61。化合物

16 の cLogP と tPSA を算出したところ、cLogP: 9.699、tPSA: 62.13 Å2であったことか

ら、off-target のリスクは非常に高いと思われた（Table 2-1）。そこで、アルキル鎖中に

酸素原子を含むエトキシエチルを導入した化合物 17（cLogP: 7.862、tPSA: 71.36 Å2）

をデザインした（Figure 2-1B）。Lipinski らは経口医薬品になりやすい化合物の化学特

性として「Rule of five」を提唱し、そのなかで化合物の脂溶性については LogP が 5 以

下であることを指摘している 62,63。化合物 17 の cLogP は 7.862 であり、この法則には

当てはまらないが、化合物 16 に比べ off-target のリスク低減、ならびに水溶性の向上

が期待される。 

 

Table 2-1. cLogP and tPSA Values of 6, 16 and 17 

Compnd. cLogP tPSA (Å2) 

6 7.037 74.49 

16 9.699 62.13 

17 7.862 71.36 

These data were calculated using ChemDraw 20.1 software. 

 

 

第 3 節 新規化合物 16 ならびに 17 の合成 

本節では新規化合物 16 ならびに 17 の合成について述べる。Scheme 1 に記載の方法

に従い合成を行なった。化合物 18 は出発原料である 2,5-dimethyl-2,5-hexanediol から

3 工程、50%程度の収率で調製した 64。化合物 18 はのちに様々なアルコキシ鎖を導入

する目的で、簡便に切断可能なイソプロピル基により保護することとした。化合物 18

を DMF に溶解し、炭酸カリウム存在下 2-bromopropane を滴下、さらにヨウ化カリウ

ムを添加した後に 60ºC で 27 時間撹拌することでイソプロピル保護した化合物 19 を
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収率 71%で得た。得られた化合物 19 をメタノール（MeOH）に溶解し、パラジウム炭

素触媒存在下、室温で 15 時間撹拌、接触水素化することでアミノ体 20 を定量的に得

た。化合物 20を別途合成した ethyl 4-fluoro-3-nitrobenzoate65とともにエタノール（EtOH）

に溶解し、炭酸カリウム存在下、室温で 24 時間撹拌して化合物 21 を収率 83%で得

た。さらに化合物 21 を MeOH と酢酸エチル（EtOAc）の混合溶媒に溶解し、パラジ

ウム炭素触媒存在下、室温で 19 時間撹拌して接触水素化を施し、化合物 22 を収率

80%で得た。続いて、得られた化合物 22 をトリフルオロ酢酸（TFA）に溶解させた後

に、トリフルオロ酢酸無水物（TFAA）を氷冷下で滴下し、室温で 1 時間撹拌するこ

とで閉環した化合物 23 を収率 91%で合成した。さらに、得られた化合物 23 を塩化メ

チレン（DCM）に溶解させ、塩化アルミニウムを反応させることでイソプロピル基を

切断し、共通中間体 24 を合成した。この反応は定量的に進行した。化合物 24 に対し、

炭酸カリウム存在下、対応するハロゲン化アルキルを反応させることで前駆体 25 な

らびに 26 をそれぞれ収率 94%ならびに 80%で得た。最後にそれぞれの前駆体を EtOH

に溶解したのち、10%（w/v）水酸化ナトリウム水溶液を用いた塩基性条件でエステル

を加水分解することで、目的化合物の 16 ならびに 17 を収率 78%ならびに 86%にて得

て、合成を完了した。以上、Scheme 1 に示す化合物 18 を出発原料として、目的化合

物である 16 ならびに 17 を、それぞれ全 8 工程、30%程度の総収率で得た。 
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Scheme 1a. 

 

aReagents and conditions: (a) 2-bromopropane, K2CO3, KI, DMF, 60°C, 27 h, 71%. (b) H2, 

Pd/C, MeOH, rt, 15 h, q.y. (c) ethyl 4-fluoro-3-nitrobenzoate, K2CO3, EtOH, rt, 24 h, 83%. (d) 

H2, Pd/C, MeOH, EtOAc, rt, 19 h, 80%. (e) TFAA, TFA, rt, 1 h, 91%. (f) AlCl3, CH2Cl2, rt, 4 

h, q.y. (g) 1-bromopentane, K2CO3, KI, DMF, 60°C, 3 h, 94% for 25. (h) 2-chloroethyl ethyl 

ether, K2CO3, KI, DMF, 90°C, 24 h, 80% for 26. (i) (1) 10% NaOH aq, MeOH, 60°C, 10 h; (2) 

10% HCl, 78% for 16. (j) (1) 10% NaOH aq, MeOH, 90°C, 6 h; (2) 10% HCl, 86% for 17. 

 

第 4 節 本章のまとめ 

著者は、既知の RXR アンタゴニストが多様な立体構造を与えうる自由度の高い分

子である点に着目した。この構造的自由度の高さが RXR 全体のコンフォメーション

変化を促し、パートナー受容体のアゴニストに対するアロステリック阻害につながる

のではないかとの仮説を立てた。この仮説のもと、著者らのグループで見出された

RXR アゴニスト 15 を基本骨格に、既知の RXR アンタゴニストの分子設計に倣い、

化合物14が有するn-ペンチル側鎖を化合物15に導入した化合物16をデザインした。

また、アルコキシ基の導入によって、水溶性の低下や off-target のリスクが懸念された
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ことから、水溶性の向上をもたらす酸素原子を有するエトキシエチル基を導入した化

合物 17 をデザインした。化合物 17 の cLogP は 7.862 であり、経口医薬品の指標とさ

れる Lipinski の rule of five には当てはまらないが、化合物 16 に比べ、off-target のリ

スク低減、ならびに水溶性の向上が期待された。化合物 16 及び 17 は、論文既知であ

った化合物 18 を出発原料に全 8 工程、約 30%程度の総収率で合成した。 
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第３章 

 

 

創出化合物の RXR アンタゴニスト活性評価 
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第 1 節 はじめに 

第 2 章にて非アロステリック RXR アンタゴニストのデザイン・合成について述べ

た。本章では、創製した化合物 16 ならびに化合物 17 の RXR アンタゴニスト活性と

パーミッシブ RXR ヘテロ二量体におけるアロステリック拮抗性を調べる目的で実施

した、レポータージーンアッセイについて述べる。また、in vivo アッセイへの応用を

志向して測定したリン酸緩衝生理食塩水（PBS）への溶解度について述べる。加えて、

コファクターリクルートアッセイによる化合物 16ならびに 17のインバースアゴニス

ト活性評価ついて述べる。 

 

 

第 2 節 RXR ホモ二量体における創出化合物の RXR アンタゴニスト活性評価 

本節では、創出化合物の RXR アンタゴニスト活性を評価する目的で行ったレポー

タージーンアッセイならびに溶解度試験の結果について述べる。 

Figure 3-1 は RXR を対象とするレポータージーンアッセイ（RGA）の概略図であ

る。本アッセイ系では、RXR が結合する DNA 上の応答領域（RXRE）の下流にホタ

ルの発光酵素である luciferase の遺伝子を導入し、その基質となる luciferin を系中に

加えることで観測される発光現象から、RXR の活性化を介した遺伝子発現量（転写活

性）を評価する。 

 

 

Figure 3-1. Schematic illustration of luciferase reporter gene assay. 
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創出化合物の RXR アンタゴニスト活性は、COS-1 細胞を用いた RGA にて、RXR

フルアゴニスト bexarotene（3）による RXRα の転写活性化に対する拮抗作用を指標に

評価した。本アッセイ系では RXRE として下流に luciferase 遺伝子が導入された、

CRBPII-tk-Luc を選択した 66,67。CRBPII は 1 塩基ずつ離れた 4 つの RXR 結合サイト

を有しており、RXRは二量体または、それ以上の多量体としてRXREに結合する 67,68。

すなわち本アッセイ系における RXRα は単量体ではなく二量体で結合し、RXRα ホモ

二量体での活性評価に相当する。比較対象としては、強力な RXR アンタゴニストと

して知られる PA452（6）を選択した 44。被験化合物はそれぞれ、1%（v/v）の DMSO

を含有する培地で終濃度に調整し、細胞に処置した。それぞれの条件における EC50は

Prism 9 にて以下の式を用いて算出した。 

Y = Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogEC50−[3]))) 

RXR アゴニストである化合物 3 単独で見られる用量反応曲線（R2 = 0.93）は、化合

物 6 を 1 μM で共存させると高濃度側へシフトした（Figure 3-2, R2 = 0.96）。化合物 3

に対して、創出した化合物 16 もしくは 17 を 1 µM で共存させたところ、いずれも化

合物 6 と同様に用量反応曲線の高濃度側へのシフトが見られた（Figure 3-2, R2 = 0.98 

for 16, and 0.96 for 17）。 

 

  

Figure 3-2. Antagonistic activities of 6, 16 and 17 toward RXRα homodimer in COS-1 cells. 

Dose-response curves of 3 (open circle) toward RXRα in the absence or presence of 10 μM of 

6 (green), 16 (magenta) and 17 (orange). Goodness of Fit was determined using R2 values. 

Values are mean ± SD (n = 3). 
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これらの化合物について、競合的アンタゴニストの指標である pA2値を Schild plot

により Prism 9 を用いて求めた（Figure 3-3, Table 3-1）69。pA2値はアゴニストの EC50

値を 2 倍高濃度にするのに要するアンタゴニストのモル濃度を、負の対数で表した

ものであり、数値が大きいほどアンタゴニスト活性が強いことを意味する 70。なお、

pA2値は当該化合物の受容体への親和性定数にも一致することが知られている 69。化

合物 6, 16 および 17 の化合物 3 に対する pA2値はそれぞれ、7.20, 8.06, 6.74 と算出さ

れた（Table 3-1）。いずれも pA2が算出され、競合的 RXR アンタゴニストであること

が確認された。 

 

 

Figure 3-3. Dose-response curves of 3 (open circle) toward RXRα using COS-1 cells in the 

absence or presence of 10 μM (solid line), 1 μM (broken line) and 0.1 μM (dotted line) of 3 

(green), 16 (magenta) or 17 (orange). Goodness of Fit was determined using R2 values. Values 

are mean ± SD (n = 3). pA2 values were calculated using Graphpad Prism 9 software. 
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続いて in vitro ならびに in vivo 実験への応用も志向して水溶性を評価すべく、PBS

への溶解度を測定した。各化合物の PBS（pH 7.4）への飽和溶解度について HPLC を

用いて測定したところ、化合物 16 が UV での検出限界（1 µM）を下回ったのに対し、

化合物 17 は 58 µM を与えた（Table 3-1）。この結果からより水溶性の高い化合物 17

に着目し、ヘテロ二量体での RXR アンタゴニスト活性ならびにパートナー受容体ア

ゴニストに対するアロステリック拮抗作用を評価することとした。なお、RXRβ ホモ

二量体および RXRγ ホモ二量体においても、化合物 17 の RXR アンタゴニスト活性が

認められた（Figure 3-4）。 

 

Tabla 3-1. pA2 and Solubility Values of 6, 16 and 17 

Compnd. 
pA2 (vs 3, 

RXRα/RXRα)a 
Solubility (µM)b 

6 7.20 1.8 ± 0.16 

16 8.06 < 1 

17 6.74 58 ± 2.8 

apA2 values were calculated using Graphpad Prism 9 software. 
bThe solubility were measured by HPLC. Values are mean ± SD (n = 3). 

 

 

 

Figure 3-4. Antagonistic activities of 17 toward RXRβ and RXRγ homodimers. Dose-response 

curves of 3 (open circle) toward (A) RXRβ and (B) RXRγ in the absence or presence of 1 μM 

of 17 (orange) using COS-1 cells. Black and orange bars indicate vehicle (DMSO) and 1 μM 

17, respectively. Values are mean ± SD (n = 3). Reprinted (adapted) with permission from J. 

Med. Chem. 2021, 64, 1, 430–439, Figure S2. Copyright 2020 American Chemical Society. 
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第 3 節 パーミッシブ RXR ヘテロ二量体におけるアロステリック拮抗作用の評価 

本節ではパーミッシブ RXR ヘテロ二量体における化合物 17 の RXR アンタゴニス

ト活性、及びパートナー受容体アゴニストに対するアロステリック拮抗作用を評価し

た結果を示す。RXRαホモ二量体においては RXR アゴニストである化合物 3 に対し、

RXR アンタゴニストである化合物 6 もしくは化合物 17 を 10 µM で共存させると、化

合物 3 による転写活性が顕著に抑制された（Figure 3-5A）。パーミッシブ RXR ヘテロ

二量体である RXRα/ LXRα ヘテロ二量体において、化合物 3 を単独で用いるとパーミ

ッシブ機構を介した用量反応が認められる（Figure 3-5B）。ここに、化合物 6 もしくは

化合物 17 を 10 µM で共存させると、過剰量に当たる 10 µM の化合物 3 の転写活性に

対する抑制は見られないものの、1 µM 以下の化合物 3 によるパーミッシブ効果が抑

制され、RXRα ホモ二量体の場合と同様にアンタゴニスト活性が認められた（Figure 

3-5B）。なお、RXRα/LXRα における化合物 3 に対する化合物 6 ならびに化合物 17 の

pA2 を求めたところそれぞれ 6.52, 6.77 と算出された（Figure 3-6, Table 3-2）。RXRα/ 

LXRα ヘテロ二量体における LXR アゴニスト T090131771に対しては、化合物 6 を 10 

µM で共存させると、T0901317 の活性が顕著に抑制されたものの、10 µM の化合物 17

による影響は見られなかった（Figure 3-5C）。すなわち、化合物 6 のような既知の RXR

アンタゴニストは、RXRα/LXRα ヘテロ二量体において RXR への結合を介してパート

ナー受容体（LXR）アゴニストに拮抗するのに対し、化合物 17 は RXR へ結合しても

パートナー側への影響を示さないといえる。PPARγ/RXRα ヘテロ二量体においても、

化合物 3 のパーミッシブ機構を介した用量反応に対する化合物 6 もしくは化合物 17

によるアンタゴニスト活性が見られた（Figure 3-5D）。一方で、PPAR パンアゴニスト

TIPP-70372に対しては、化合物 6 が顕著な拮抗作用を示したが、化合物 17 は示さなか

った（Figure 3-5D,E）。なお、PPARγ/RXRα における化合物 3 に対する化合物 6 もしく

は化合物 17 の pA2を求めたところそれぞれ 8.00, 7.18 と算出された（Figure 3-6, Table 

3-2）。 
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Figure 3-5. (A) Antagonistic activities of 6 and 17 toward (A) RXRα homodimer, (B,C) 

RXRα/LXRα, and (D,E) PPARγ/RXRα in COS-1 cells. Transactivation of agonists (gray) 
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relative to DMSO in the absence or presence of 10 μM of 6 (green) or 17 (orange). White and 

black bars indicate vehicle (DMSO) and the corresponding agonist, respectively. Values are 

mean ± SD (n = 3, 3 experiments). *P < 0.05, **P < 0.01. (Bonferroni test, “NS” indicates “not 

significant”). Reprinted (adapted) with permission from J. Med. Chem. 2021, 64, 1, 430–439, 

Figure 2. Copyright 2020 American Chemical Society. 

 

  

Figure 3-6. (A) Antagonistic activities of 6 and 17 toward permissive RXR heterodimers in 

COS-1 cells. Dose-response curves of 3 (open circle) toward (A, B) RXRα/LXRα, (C, D) 

PPARγ/RXRα using COS-1 cells in the absence or presence of 10 μM (solid line), 1 μM (broken 

line) and 0.1 μM (dotted line) 6 (green) or 17 (orange). Goodness of Fit was determined using 

R2 values. Values are mean ± SD (n = 3). Reprinted (adapted) with permission from J. Med. 

Chem. 2021, 64, 1, 430–439, Figure S1. Copyright 2020 American Chemical Society. 

 

Table 3-2. pA2 Values of 6 and 17 in Permissive RXR Heterodimers 

Compnd. RXRα/LXRα PPARγ/RXRα 

6 6.52 8.00 

17 6.77 7.18 

pA2 values were calculated using Graphpad Prism 9 software. 
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また、パーミッシブ RXR ヘテロダイマーにおいてパートナー受容体アゴニストに

対する拮抗性を示す danthron（9）の報告 48に基づいた評価も実施した（Figure 3-7）。

RXRα ホモ二量体における 100 nM の RXR アゴニスト 9-cis retinoic acid（1）による転

写活性に対しては、化合物 6 もしくは化合物 17 ともに顕著な拮抗性を示した。100 

nM の化合物 1 に対する化合物 6 ならびに 17 の IC50値を Prism 9 にて以下の式を用い

て算出した。 

Y = Bottom + (Top-Bottom)/(1+([6 or 17]/IC50)) 

100 nM の化合物 1 に対する化合物 6,ならびに 17 の IC50値はそれぞれ 79 nM, 154 nM

であった（Figure 3-7A, R2 = 0.87 for 16, and 0.74 for 17）。パーミッシブヘテロ二量体で

の評価では、PPARγ/RXRα ヘテロ二量体に対する PPARγ アゴニスト rosiglitazone（2 

μM, Figure 3-7B）、RXRα/LXRα ヘテロ二量体に対する LXR アゴニスト T0901317（10 

nM, Figure 3-7C）、FXR/RXRα ヘテロ二量体に対する FXR アゴニスト chenodeoxycholic 

acid（CDCA, 50 μM, Figure 3-7D）の転写活性に対する拮抗性を評価した。これらに対

し、化合物 6 はいずれのヘテロ二量体においても濃度依存的な拮抗作用を示した。

RXRα/LXRα ヘテロ二量体において、1 µM の化合物 17 を併用した際に有意な活性の

上昇が見られたが、10 µM の化合物 17 の併用では差がなく、また化合物 17 単独で有

意な変化は見られていない。このことから、1 µM の化合物 17 の併用による有意な変

化は、RXRα/LXRα ヘテロ二量体における化合物 17 のアゴニスト活性ならびに

T0901317 に対するシナジー活性を意味するものではないと考えられた。また、化合物

17 は FXR/RXRα ヘテロ二量体において 10 µM で共存させた際に拮抗性が見られた

（Figure 3-7D）。化合物 17 による拮抗は 50 %阻害には至っていないため IC50を算出

できないが、対数近似を用いて IC50を推定すると 3 mM を与えた。この値は RXRα ホ

モ二量体における IC50 に比べ約 20000 倍高濃度である。核内受容体リガンドにおい

て、標的受容体とその他の受容体の活性に 100 倍の差があれば選択性があると見なさ

れる 13。以上の結果から、化合物 17 はパーミッシブ RXR ヘテロ二量体において、パ

ートナー受容体のアゴニストに対するアロステリック拮抗作用を示さない、非アロス

テリック RXR アンタゴニストであると判断された。 
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Figure 3-7. Antagonistic activities of 6 and 17 toward RXRα homodimer and permissive RXR 

heterodimers in COS-1 cells. (A) RXRα homodimer, (B–D) permissive RXR heterodimers. 6 

(green), 17 (orange). White and black bars indicate vehicle (DMSO) and the corresponding 

agonist, respectively. This experiment was designed based on reference 46. Values are mean ± 

SD (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01. (Bonferroni test, vs corresponding agonist). Reprinted 

(adapted) with permission from J. Med. Chem. 2021, 64, 1, 430–439, Figure S3. Copyright 

2020 American Chemical Society. 
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第 4 節 コファクターリクルートを指標とした活性評価 

本節では、化合物 6 ならびに化合物 17 がインバースアゴニストとして機能するか

評価する目的で実施した、コファクターリクルートアッセイについて述べる。インバ

ースアゴニストは受容体の潜在的な活性を低下させる分子であるのに対し、アンタゴ

ニストはアゴニスト、インバースアゴニストいずれにも対して拮抗する分子である 13。

アゴニストは濃度依存的にコアクチベーターをリクルートするが、インバースアゴニ

ストは濃度依存的にコリプレッサーをリクルートすることが知られている 73–75。そこ

で、蛍光標識されたコファクターペプチドを用いたコファクターリクルートアッセイ

によって、各種リガンドの結合に応じたコアクチベーターならびにコリプレッサーの

リクルートを調べた（Figure 3-8）。本アッセイでは、コファクターが受容体に結合す

ると、蛍光偏光度 ΔmP が上昇する。RXR アゴニストである化合物 3 ならびに CBTF-

PMN（15）を蛍光性コアクチベーター（PGC1α, SRC-1）と併用したところ、ΔmP は

化合物 3 ならびに化合物 15 の濃度に依存的して上昇した（Figure 3-8A,B）。一方でコ

リプレッサー（SMRT, NCoR）については、化合物 3 ならびに化合物 15 の共存による

顕著な ΔmP の低下が見られた（Figure 3-8C,D）。化合物 6 ならびに化合物 17 は共に、

コアクチベーターと併用した場合に濃度依存的な ΔmP の上昇は見られず（Figure 3-

8A,B）、コリプレッサーと併用した場合には、アゴニストの場合と同様に ΔmP の低下

が確認された（Figure 3-8C,D）。化合物 6 ならびに化合物 17 はコアクチベーターとコ

リプレッサーのいずれもをリクルートしないことから、アゴニストもしくはインバー

スアゴニストとしては機能せず、RXR アンタゴニストであることが確認された。 
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Figure 3-8. Coregulator recruitment assay using fluorescein-labeled co-factors. Recruitment of 

(Α) PGC1α, (B) SRC1-2, (C) SMRT ID2, and (D) NCoR ID, by 3 (open circle), 6 (green), 15 
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(blue) and 17 (orange). Black line indicates the baseline (in the absence of test compounds). *P 

< 0.05, **P < 0.01. (Bonferroni test, vs absence of compounds). Values are mean ± SD (n = 3). 

Reprinted (adapted) with permission from J. Med. Chem. 2021, 64, 1, 430–439, Figure S10. 

Copyright 2020 American Chemical Society. 

 

 

第 5節 本章のまとめ 

著者は、創出した化合物の RXR アンタゴニスト活性をレポータージーンアッセイによって

評価した。その結果、創出した化合物 16ならびに化合物 17がいずれも競合的 RXRアンタ

ゴニストであることが確認された。In vitro 並びに in vivo アッセイへの応用を考慮して、水へ

の溶解度を測定したところ、化合物 16 に比べて化合物 17 は水溶性がより高かった。水溶

性の高かった化合物 17 に着目し、アロステリック拮抗性を評価した。化合物 6 がパーミッシ

ブ RXR ヘテロ二量体において、パートナー受容体アゴニストに対する顕著な拮抗を示した

のに対し、化合物 17 はそのようなアロステリック拮抗作用を示さないことが確認された。蛍光

標識コファクターペプチドを用いたリクルートアッセイによって化合物 6ならびに化合物 17 と

もにインバースアゴニストとしては機能しないことが確認された。以上の実験結果から、化合

物 17が非アロステリック RXRアンタゴニストであると判断された。 
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第４章 

 

 

非アロステリック RXR アンタゴニスト活性の 

発現メカニズム解析 
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第 1 節 はじめに 

第 3章では化合物 17が非アロステリック RXRアンタゴニストとして機能すること

を示した。本章では、化合物 17 の非アロステリックアンタゴニスト活性のメカニズ

ムを解明する目的で実施した化合物 17とヒト RXRαリガンド結合部位（hRXRα-LBD）

との相互作用評価について述べる。 

 

 

第 2 節 RXRα-LBD に対する結合能評価 

本節では、hRXRα-LBD と化合物 17 の結合能評価について述べる。hRXRα-LBD に

対するリガンドの結合を調べる手法として、リガンドバインディングポケット（LBP）

中に含まれるトリプトファン由来の自家蛍光に対する消光現象に基づく蛍光消光ア

ッセイ（FQA）が知られる 76,77。hRXRα-LBD を 280–290 nm の波長で励起すると、330 

nm 付近に極大値を持つ蛍光を生じる。hRXRα-LBD にリガンドが近づくと、フレット

現象によりトリプトファン由来の蛍光がリガンドに吸収され、観測される蛍光強度が

減少する。hRXRα-LBD 単独で観測された蛍光強度は、hRXRα-LBD と化合物 6 もし

くは化合物 17 を共存させたところ、リガンド濃度依存的に減少した（Figure 4-1A）。

高濃度のリガンド共存時に、最大蛍光波長は 330 nm 付近から 310 nm 付近へ移動して

いるように見えるが、これは buffer単独で観測される蛍光強度を反映したものである。

Ex280 nm/Em330 nm として、リガンド非存在時の蛍光強度を F0、各濃度のリガンド

共存時の蛍光強度を F1 とし、1 − (F1/F0)としてプロットし、Prism 9 にて Hill 式を用

いてフィッティングをおこなった（Figure 4-1B, R2 = 0.94）。 

Hill 式：Y = Bmax*[test compound]n / (Kd
n + [test compound]n) 

化合物 6 ならびに化合物 17 の Kd値はそれぞれ、0.26 µM, 0.43 µM と算出された（Table 

4-1）72。このことから hRXRα-LBD への結合能は化合物 6 に比べ、化合物 17 の方が

弱いことが判明した。また、このときの化合物 6 ならびに化合物 17 の Hill 係数はそ

れぞれ 1.12, 1.29 を与えた。Hill 係数は受容体とリガンドの協同性を表す 78。Hill 係数

が 1 より大きければ正の協同性を示し、1 つ目のリガンドの結合が 2 つ目以降のリガ
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ンド結合を促進することを意味している 78。Hill 係数が 1 より小さければ負の協同性

を示す。今回算出された両化合物の Hill 係数はいずれもおよそ 1 であり、協同性は見

られなかった。 

 

  

Figure 4-1. Changes in fluorescence intensity upon binding of 6 or 17 with hRXRα-LBD. (A) 

Fluorometric titration emission spectra of hRXRα-LBD (0.5 μM) upon addition of 6 (left) or 

17 (right) (0−32 μM) in HEPES buffer (pH 7.9) at λEx = 280 nm. Black line indicates 

fluorescence intensity of HEPES buffer only. (B) The binding ratio of 6 (green) or 17 (orange) 

was calculated as [1 − F1/ F0] (measured at Ex 280nm/Em 330 nm). F0 is the fluorescence 

intensity in the absence of teat compound, and F1 is the observed fluorescence intensity in the 

presence of 6 or 17. Curve fitting (hill plot) was performed using GraphPad Prism 9. (B) 

Reprinted (adapted) with permission from J. Med. Chem. 2021, 64, 1, 430–439, Figure S4. 

Copyright 2020 American Chemical Society. 
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Table 4-1. Binding Parameters of 6 and 17 with the hRXRα-LBDa 

 Fl quenching assay 
RI 

assay 
ITC 

 Kd 
Hill 

coefficient 
Ki N Kd ΔH -TΔS ΔG 

 [µM] n [µM]  [µM] [kcal/mol]   

6 
0.26 ± 

0.015 

1.12 ± 

0.27 

1.34 ± 

0.59 

0.424 ± 

0.00 

1.35 ± 

0.25 
-2.9 ± 0.2 

-5.2 ± 

0.4 

-8.0 ± 

0.1 

17 
0.43 ± 

0.052 

1.29 ± 

0.16 

1.37 ± 

0.49 

0.844 ± 

0.03 

1.57 ± 

0.32 
-2.2 ± 0.2 

-5.7 ± 

0.2 

-7.9 ± 

0.1 

aAt least three measurements were made for each sample. Values are mean ± SD (n = 3). 

 

また、化合物 6 ならびに化合物 17 について、トリチウム標識された RXR アゴニス

ト 9-cis retinoic acid（[3H]1）を用いた競合試験を実施した。hRXRα-LBD と[3H]1 のみ

が存在するときのカウント値（cpm）を[3H]1 が 100%受容体に結合していると定義す

るとき、化合物 6 もしくは化合物 17 を共存させると濃度依存的に[3H]1 の結合率低下

が見られた（Figure 4-2）。化合物 6 もしくは化合物 17 の濃度依存的な[3H]1 の追い出

しが見られたことから、化合物 6 ならびに化合物 17 はともに化合物 1 と同じリガン

ド結合ポケットを認識していることが示唆された。この競合現象から得られた値につ

いて、絶対阻害定数Kiを算出する目的で広く用いられるCheng-Prusoff式 79を選択し、

化合物 6 ならびに化合物 17 の Ki値を算出したところ、それぞれ 1.34 µM, 1.37 µM で

あった（Table 4-1, R2 = 0.81）。 

Cheng-Prusoff 式：Ki = IC50/(1 + [[3H]1]/(Kd of 1))79 
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Figure 4-2. Dose-dependent binding of [3H]9CRA with hRXRα-LBD in the presence of 3 (open 

circle), 6 (green), 15 (blue), or 17 (orange). Curve fitting was performed using GraphPad Prism 

9. Reprinted (adapted) with permission from J. Med. Chem. 2021, 64, 1, 430–439, Figure S4. 

Copyright 2020 American Chemical Society. 

 

次に等温滴定型カロリメトリー（ITC）を用いて、hRXRα-LBD と化合物 6 および化

合物 17 の結合能を評価した。なお、本実験は静岡県立大学 中野准教授、川﨑修士に

実施いただいた。ITC では、受容体タンパク質とリガンドが結合する際の吸熱反応も

しくは発熱反応を検出し、解離定数（Kd）、受容体とリガンドの結合比（N）に加え、

エンタルピー変化（ΔH）などの熱力学的プロファイルが求められ、結合様式に関する

情報が得られる。hRXRα-LBD 溶液に対し、化合物 6 もしくは化合物 17 の溶液を一定

時間ごとに滴下したところ、発熱現象が確認された（Figure 4-3、上カラム）。得られ

たデータから、リガンド 1 モルあたりの発熱量を、リガンドと受容体のモル比に対し

てプロットし（Figure 4-3、下カラム）、single-site の結合モデルを用いて解析した。

hRXRα-LBD と化合物 6 もしくは化合物 17 の相互作用を解析した結果、受容体とリガ

ンドの結合比を反映する N に差が見られたものの、熱力学的パラメータと Kd値には

顕著な違いは見られなかった（Figure 4-3, Table 4-1）。これらのデータから両者の認識

部位が類似していることが示唆されたが、結合様式の違いを議論するのは困難と考え

られた。N は、化合物 17 が 0.8 を与え、hRXRα-LBD と化合物 17 は 1:1 で結合するこ

とが示唆された。 
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Figure 4-3. ITC data. Upper and lower panels show the heat signal generated by injecting (A) 

6 or (B) 17 solution into the cell and the integration of the signal per injection, respectively. The 

parameters are given in Table 4-1. Reprinted (adapted) with permission from J. Med. Chem. 

2021, 64, 1, 430–439, Figure S4. Copyright 2020 American Chemical Society. 

 

 

第 3 節 CD スペクトルによる RXRα-LBD と化合物 17 の相互作用解析 

リガンドの結合に応じたRXRα-LBDのコンフォメーション変化を評価する目的で、

RXRα-LBD および各種リガンドの混合溶液を用いた円偏光二色性（CD）スペクトル

測定を行った。低分子由来の CD スペクトルは、その UV 吸収領域に応じて不斉点も

しくは軸不斉を持つ分子に観測される 80。本来 CD が観測されないリガンドが、キラ

ルな空間である受容体内部へ結合することで誘起 CD が観測されるようになる 80。こ

の誘起 CD によってリガンドの受容体への結合を評価した例が報告されている 81,82。

今回評価に用いたリガンドはいずれも不斉点を持たず、軸不斉も生じないため、単独

では CD が観測されない（Figure 4-4A）。一方でこれらのリガンドを RXRα-LBD と共

存させたところ、いずれも UV 吸収領域に応じた誘起 CD が観測され、RXRα-LBD と

の結合が示唆された（Figure 4-4B,C）。用いるリガンドによって、観測される誘起 CD

は異なったパターンで観測されるが、これはそれぞれのリガンドの UV 吸収や受容体
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への結合様式の違いが総合的に反映されたものと考えられる。 

 

 

Figure 4-4. (A, B) CD spectra of 3 (gray), 6 (green), 15 (blue) or 17 (orange) in the (A) absence 

or (B) presence of hRXRα-LBD at 250−350 nm. (C) UV spectra of 3 (gray), 6 (green), 15 (blue) 

or 17 (orange) in the presence of hRXRα-LBD. Black line indicates hRXRα-LBD only. 

Reprinted (adapted) with permission from J. Med. Chem. 2021, 64, 1, 430–439, Figure 3, S5. 

Copyright 2020 American Chemical Society. 

 

タンパク質の CD スペクトルでは、その構造に応じた極大値および極小値が観察さ

れる。α-ヘリックス構造に由来する 208–209, 222 nm での負の極大、191–193 nm での

正の極大、β 構造に由来する 216–218 nm での負の極大、195–200 nm での正の極大、

不規則構造に由来する 195–200 nm での負の極大が観察される 83。hRXRα-LBD は α-

ヘリックスに富む構造であるため、hRXRα-LBD 単独では 208 nm と 222 nm での負の

極大が認められる（Figure 4-5A）。この 208 nm と 222 nm におけるモル楕円率 θ 比の

変化は α-ヘリックスのコンフォメーション変化を反映するため、リガンドの結合に応

じた hRXRα-LBD のコンフォメーション変化を評価できる（Figure 4-5A,B,C）84。

hRXRα-LBD 単独での θ222/θ208 はほぼ 1 であった。アロステリック作用を示す RXR

アゴニストである 3 もしくはアロステリック拮抗を示す RXR アンタゴニストである

化合物 6 を hRXRα-LBD と共存させたところ、θ222/θ208 の顕著な上昇が確認された。

化合物 17 のリード化合物 15 は、化合物 3 や化合物 6 には劣るものの、θ222/θ208 に

変化が見られた。化合物 15 は RXR ホモ二量体の転写活性化に比べ PPARγ/RXR の転

写活性化が弱いという特徴を反映しているものと考えられる 58。なお、化合物 15 の

結合は化合物 3 や化合物 6 とは逆方向の変化を与えているが、このような現象には前
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例がなく、現時点で理由は不明である。非アロステリック RXR アンタゴニストであ

る化合物 17 を共存させた場合には有意な変化は確認されなかった。これらの結果は

化合物 3 ならびに化合物 6 が RXR への結合時に RXR の全体構造に影響を与える一

方で、化合物 17 の結合は影響を与えないことによると考えられる。 

 

 

Figure 4-5. CD spectra of hRXRα-LBD in the absence (black) or presence of 3 (gray), 6 (green), 

15 (blue), and 17 (orange). (A) CD spectra of complexes at 190−260 nm, reflecting the 

secondary structure of hRXRα-LBD. Minima at 208 and 222 nm are observed. (B) Expand 

view of (A) at 200–240 nm. (C) [θ]222 and [θ]208 indicate the CD value at 222 and 208 nm, 

respectively. Values are mean ± SD (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01 (Bonferroni test, vs hRXRα-

LBD only). Reprinted (adapted) with permission from J. Med. Chem. 2021, 64, 1, 430–439, 

Figure 3. Copyright 2020 American Chemical Society. 

 

 

第 4 節 X 線結晶構造解析による RXRα-LBD と化合物 17 の相互作用評価 

化合物 17 と hRXRα-LBD との結合様式をさらに詳細に解析する目的で、化合物 17

と hRXRα-LBD、コリプレッサーペプチド SMRT との共結晶化を施し、X 線結晶構造

解析を行った。なお、本実験は静岡県立大学 中野准教授、本山修士に実施いただい

た。hRXRα-LBD と化合物 17 の共結晶は、RXR の最安定構造である 4 量体の形で得

られ、2.15 Å の分解能で決定した（Figure 4-6）。この四量体には 4 つのリガンド結合

サイトが存在する。得られた電子密度マップ（Figure 4-7）から、chain A, B, C それぞ

れに 1 分子ずつの化合物 17 の結合が明確に確認された（Figure 4-8A, B, C）。Figure 4-

8 にはそれぞれの鎖に含まれる化合物 17 と相互作用するアミノ酸残基（化合物 17 か

らの距離が 3.4 Å 以内）を表している。Chain B 中の化合物 17 と chain D の F439 なら
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びに F450との相互作用が検出されている（Figure 4-8B）。hRXRα-LBDと化合物 17は、

生理学的な濃度では 4 量体を形成せず、2 量体（chain A and B）を形成していること

を示唆するデータが得られており、化合物 17 と chain D との相互作用については、結

晶化によるアーティファクトの可能性も考えられる。電子密度マップによって存在が

明確に確認できたものは 3 分子の化合物 17 であったが、4 分子目の存在も示唆され

ている（Figure 4-7）。この結果は 4 量体に 4 分子の化合物 17 が結合することを示唆し

ており、ITC 実験で示唆された結合比（1:1）を支持する結果となった。なお、この四

量体に含まれる 4 分子の hRXRα-LBD は、それぞれ互いにほぼ同じコンフォメーショ

ンを与えた（Figure 4-9）。著者は、明確に化合物 17 の存在が確認された chain A, B お

よび C のうち、化合物 17 のエトキシエチル基が LBP 内部に侵入し、LBP に最も近づ

いた chain B に着目し、この後の検証を行った。 

 

 

Figure 4-6. Structure of hRXRα-LBD/17. Reprinted (adapted) with permission from J. Med. 

Chem. 2021, 64, 1, 430–439, Figure 4. Copyright 2020 American Chemical Society. 
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Figure 4-7. 2Fo-Fc electron density map of 17, confirming the tetrameric form of the hRXRα-

LBD. hRXRα-LBD has a total of four binding sites for 17. In the electron density maps, three 

molecules 7 can be clearly seen (panels A–C), and a fourth molecule also appears to be present 

(panel D), as indicated by white arrows. These data were analysed using COOT85. Reprinted 

(adapted) with permission from J. Med. Chem. 2021, 64, 1, 430–439, Figure S6. Copyright 

2020 American Chemical Society. 

 

 

Figure 4-8. Expanded view of 17 and amino acids located within 3.4 Å of 17. Chain A, B and 

C displayed in panel A, B and C, respectively. Reprinted (adapted) with permission from J. Med. 

Chem. 2021, 64, 1, 430–439, Figure 4. Copyright 2020 American Chemical Society. 

A B

C D
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Figure 4-9. Structural comparison among the four chains (from chain A to chain D) of the 

hRXRα-LBD/17 (PDB ID: 7CFO). The chains A, B, C, and D are colored cyan, green, magenta 

and yellow, respectively. The RMSD values for Cα atoms were as follows: 0.289 (between 

chain B and A), 0.209 (between chain B and C), and 0.408 (between chain B and D). Reprinted 

(adapted) with permission from J. Med. Chem. 2021, 64, 1, 430–439, Figure S7. Copyright 

2020 American Chemical Society. 

 

まず、不活性化コンフォメーションである apo 型の hRXRα-LBD と比較した（Figure 

4-10A）。Apo 型構造としてはリガンド非存在状態での構造として報告されている構造

（PDB ID: 1G1U）86を選択した。この両者の構造を重ね合わせたものを Figure 4-10A

に示す。両者の構造はほぼ重なっており、タンパク質の構造の類似性の指標として知

られる RMSD を算出したところ、0.258Å を与えた。このことから化合物 17 の hRXRα-

LBD への結合は、不活性型コンフォメーションを維持していると言える。また著者ら

の所属するグループでは、RXR パーシャルアゴニストの CBt-PMN（27）が hRXRα-

LBD に結合することで、hRXRα-LBD を活性化型、不活性化型の 2 種類のコンフォメ

ーションへ導くことを報告している 87。著者は、この不活性化型コンフォメーション

と今回得られた共結晶構造を比較した（Figure 4-10B）。hRXRα-LBD/27 の不活性化型

コンフォメーション（PDB ID: 5ZQU, chain B）と hRXRα-LBD/17 を重ね合わせたとこ

ろ、そのコンフォメーションはほぼ一致し、RMSDは 0.334 Åを与えた（Figure 4-10B）。 

Helix 12
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Figure 4-10. Structural comparison of the hRXRα-LBD/17 with apo-forms. hRXRα-LBD/17 

(PDB ID: 7CFO, chain B, gray) with (A) hRXRα-LBD in the absence of ligand (PDB ID: 1G1U, 

chain B, pink, reference 86) and (B) hRXRα-LBD/27 (PDB ID: 5ZQU, chain B, yellow, 

reference 87). 17 and 27 are shown as green and magenta sticks, respectively. The RMSD values 

for Cα atoms were (A) 0.258 and (B) 0.334, as calculated using Pymol software. Reprinted 

(adapted) with permission from J. Med. Chem. 2021, 64, 1, 430–439, Figure S8. Copyright 

2020 American Chemical Society. 

 

次に活性化型コンフォメーションである、アゴニスト結合型の hRXRα-LBD と比較

した（Figure 4-11）。比較対象としてはRXRアゴニストである化合物3と hRXRα-LBD、

さらにコアクチベータペプチドGRIP-1の共結晶（PDB ID: 4K6I）を選択した 88。hRXRα-

LBD/GRIP-1/3 では、化合物 3 が LBP の内部に結合し、ヘリックス 12 の折りたたみが

誘導されるなどのコンフォメーション変化を生じる。また、ヘテロ二量体形成に関わ

るヘリックス 7 との強い相互作用も指摘されている 88。hRXRα-LBD/17 と hRXRα-

LBD/GRIP-1/3 を比較したところ、アゴニストが結合する LBP の入り口を塞ぐように

化合物 17 が結合し、”gatekeeper”として働くことで RXR アンタゴニスト活性を示す

ことが示唆された。その結合位置は、活性型コンフォメーションにおけるヘリックス

12 が折りたたまれた部位と一致していた（Figure 4-11）。これは LBP の入り口付近に

RXR アンタゴニストが結合した初めての報告である。 
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Figure 4-11. (A) Comparison of ligand binding modes in hRXRα-LBD. hRXRα-LBD/17 (PDB 

ID: 7CFO, chain B) and hRXRα-LBD/GRIP-1/3 (PDB ID: 4K6I)88 are shown in gray and 

orange, respectively. Co-activator peptide GRIP-1 is shown in blue. 3 and 17 are ahown in blue 

and green sticks, respectively. (B) Expanded view of the region around the LBP. 17 binds to the 

entrance of the LBP and blocked the ligand pathway, acting as a gatekeeper. Reprinted (adapted) 

with permission from J. Med. Chem. 2021, 64, 1, 430–439, Figure 4. Copyright 2020 American 

Chemical Society. 

 

RXR アンタゴニストと RXR の共結晶として、RAR/RXR ヘテロ二量体の RXR 側に

RXR アンタゴニストである化合物 11 が結合した構造（PDB ID: 3A9E）のみが報告さ

れている 53。それ以外の RXR アンタゴニストを含む結晶構造はソーキング法による

ものである 48,49,50。PDB ID: 3A9E おいて、化合物 11 のカルボキシル基は LBP 内部に

結合し、ヘリックス 12 のコンフォメーション変化を導くことで RAR/RXR ヘテロ二

CoA
(with 3)

LBP

Blocked

A

B

45°

H12
Ligand

Pathway

H12
(with 17)

3
with hRXRα-LBD

(in orange)

17
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量体のアゴニストとして働く（Figure 4-12）。一方化合物 17 は、カルボキシル基が LBP

の外側に位置し、エトキシエチル基が LBP の内部に侵入する形で結合していた。な

お、化合物 17 のアルコキシ部位と LBP 内の周辺アミノ酸の相互作用については、特

に特徴的なものは検出されていない。 

 

 
Figure 4-12. Structural comparison of the hRXRα-LBD/17 with hRXRα-LBD/11. hRXRα-

LBD/17 (PDB ID: 7CFO, chain B, gray) is compared with hRXRα-LBD/11 (PDB ID: 3A9E, 

chain B, pale pink, reference 53). Compound 11 and 17 are shown in cyan and green sticks, 

respectively. The RMSD value for Cα atoms was 0.451. Reprinted (adapted) with permission 

from J. Med. Chem. 2021, 64, 1, 430–439, Figure S9. Copyright 2020 American Chemical 

Society. 

 

ßCD 測定において、化合物 17 の結合が θ222/θ208 比に影響を与えないことも含め

て考慮すると、化合物 17 は RXR への結合時に全体構造のコンフォメーション変化を

与えず、apo 型構造を維持したまま RXR アンタゴニスト活性を示しているものと考

えられる。このことから、化合物 17 は結果的にパーミッシブ RXR ヘテロ二量体にお

けるパートナー側への影響を及ぼすことなく、非アロステリック RXR アンタゴニス

トとして機能するものと判断された。 

  

Helix 12
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第 5 節 本章のまとめ 

 化合物 17 の非アロステリック作用のメカニズムを解明する目的で、hRXRα-LBD と

化合物 17 の相互作用解析を行った。RXRα-LBD 由来の蛍光に対する消光現象を指標

とした結合試験によって、化合物 17 の RXRα-LBD に対する結合能は化合物 6 に比べ

やや弱いことが判明した。トリチウム標識された RXR アゴニスト 1（[3H]1）を用い

た競合試験において、化合物 6 ならびに 17 はいずれも濃度依存的な[3H]1 の結合率低

下を示し、いずれも RXR アゴニストである化合物 1 と同じ結合ポケットを同程度の

親和性で認識していることが示された。ITC において、化合物 6 ならびに化合物 17 は

N 以外のパラメータに関して同程度の値を与え、RXRα-LBD 中における両者の認識部

位の類似性が示唆されたが、結合様式の違いについての情報は得られなかった。

RXRα-LBD とリガンドの複合体を用いた CD スペクトルにおいて、アロステリック作

用もしくは拮抗を示す化合物 3 もしくは 化合物 6 がモル楕円率比（θ222/θ208）を顕

著に上昇させたのに対し、化合物 17 は影響を及ぼさなかった。化合物 3 および化合

物 6 が RXR のヘテロ二量体化に関わるヘリックス 7 を含む全体構造に影響を与え、

アロステリック作用を示す一方で、化合物 17 は全体構造への影響を及ぼさないと考

えられた。X 線結晶構造解析の結果、化合物 17 の結合した RXRα-LBD は apo 型構造

を維持しており、CD 測定において化合物 17 の結合が θ222/θ208 に影響を与えないこ

とを支持した。興味深いことに、化合物 17 のアルコキシ側鎖は LBP 内部へ侵入し、

LBP の入り口を塞ぐ形で結合していた。化合物 17 が RXR アゴニストの結合する際の

リガンドパスウェイを妨げる”Gatekeeper Antagonist”として働くことで、アロステリッ

クな機能を示すことなく RXR アゴニストに対して拮抗していると考えられた。 
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第５章 

 

 

in vitro 及び in vivo実験における化合物 17の機能評価 
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第 1 節 はじめに 

化合物 17 が非アロステリック RXR アンタゴニストとして機能することが示され

たことから、本章では化合物 17 の in vitro 並びに in vivo の実験系における利用可能性

に関して検証した結果について述べる。 

 

 

第 2 節 NF-κB を介する転写に対する化合物 3 の抑制能を指標とした評価 

本節では、化合物 17 が in vitro の実験系において RXR アゴニストの機能解析に利

用可能か評価した結果について述べる。RXR アゴニストである化合物 3 は NF-κB の

転写を抑制することが報告されている 89。加えて PPARγ アゴニスト、LXR アゴニス

トによっても NF-κB の転写が抑制されることも報告されている 90,91。化合物 3 は RXR

アゴニストとして RXR、またパーミッシブ RXR ヘテロ二量体の活性化を通じた転写

活性化能を示す一方で、RXR のみならず PPARγ、LXR にも結合することが報告され

ている 38,39。そのため化合物 3 による NF-κB 転写抑制能は、いずれの受容体への結合

を介した機能であるか興味が持たれた。そこで著者は、化合物 3 による NF-κB の転写

抑制をモデルとして選択した。NF-κB の転写応答配列の下流に分泌型アルカリホスフ

ァターゼ（SEAP）遺伝子がレポーターとして組み込まれた、マウスマクロファージ

RAW264.7 細胞 NF-κB 安定発現株を用いて NF-κB を介した転写発現量を評価した

（Figure 5-1A）。リポポリサッカライド（LPS）を細胞に処置することで炎症誘発した

際の NF-κB を介した転写発現量を基準とすると、化合物 3 を 0.1 µM で共存させた場

合には 50%程度の抑制効果が見られた（Figure 5-1A）。これに対し、化合物 17 を併用

すると化合物 3 による抑制効果の減弱が化合物 17 の濃度依存的に確認された（Figure 

5-1A）。 

Nos2 遺伝子の発現量（Figure 5-1B）や NO 産生量（Figure 5-1C）についても同様に、

LPS 刺激による発現量は化合物 3 の併用によって抑制され、化合物 17 をさらに併用

することで抑制効果は減弱された。加えて、同じ実験系を用いて PPARγ アゴニスト

である rosiglitazone及び LXRアゴニストである T0901317によるNF-κBを介した転写
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発現量を調べたところ、いずれも顕著な抑制は確認されなかった（Figure 5-2）。これ

らの結果から、NF-κB を介した転写発現量の化合物 3 による抑制効果は、主に RXR

を介することが確認された。以上から、化合物 17 は RXR アゴニストの機能解析に利

用可能であることが明らかとなった。 

 

 
Figure 5-1. (A) Inhibition of NF-κB transactivation by 0.1 μM 3 in the absence (gray) or 

presence of 0.1, 1, or 10 μM 17 (orange). White, black, and diagonal striped bars indicate 

normal (DMSO), vehicle (DMSO + LPS 1 ng/mL), and 17 in the absence of 3, respectively. 

Values are mean ± SD (n = 3). The data were analyzed by means of the Bonferroni test [6 

groups; LPS (-), LPS (+), LPS (+) + 3 (0.1 μM), LPS (+) + 3 (0.1 μM) + 17 (0.1 μM), LPS (+) 

+ 3 (0.1 μM) + 17 (1 μM), LPS (+) + 3 (0.1 μM) + 17 (10 μM)] or unpaired t-tests (presence or 

absence of 3). (B) RAW264 cells were incubated with 3 (0.1 μM, gray) alone or in combination 

with 17 (10 μM, orange) in the presence of 1 ng/mL of LPS for 6 h to analyze the expression 

of Nos2 mRNA. Data were normalized to the expression of Actb. Values are mean ± SD (n = 

6). The data were analyzed by means of the Bonferroni test (4 groups). (C) RAW264 cells were 

incubated with 3 (0.1 μM, gray) alone or in combination with 17 (1 μM, orange) in the presence 

of 100 ng/mL of LPS for 48 h to analyze the production of NO. Values are mean ± SD (n = 3). 

The data were analyzed by means of the Bonferroni test (4 groups). *p < 0.05; ** or ††p < 0.01. 

“N.S.” indicates “not significant”. Reprinted (adapted) with permission from J. Med. Chem. 

2021, 64, 1, 430–439, Figure S11. Copyright 2020 American Chemical Society. 
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Figure 5-2. NF-κB transactivation activities of PPARγ and LXR agonists. Stably NF-κB-

expressing RAW264.7 cells were treated with LPS 1 ng/mL and incubated with rosiglitazone 

(A, PPARγ agonist) or T0901317 (B, LXR agonist). White and black bars indicate the DMSO 

and DMSO + LPS 1 ng/mL controls, respectively. Values are mean ± SD (n = 3). The data were 

analyzed by means of the Bonferroni test. The agonists showed no significant effect on NF-κB 

activation in these experiments. Reprinted (adapted) with permission from J. Med. Chem. 2021, 

64, 1, 430–439, Figure S12. Copyright 2020 American Chemical Society. 

 

 

第 3 節 化合物 17 の in vivo 実験における利用可能性評価 

化合物 17 の in vivo における生理機能解析への利用可能性を検証すべく、まず化合

物 17 をマウスに経口投与した際の血中濃度を測定した（Figure 5-3）。化合物 17 を 1%

（v/v）のエタノールを添加した 0.5%（w/v）カルボキシメチルセルロース（CMC）水

溶液に懸濁させ、ICR マウスに 10 mg/kg で経口投与したところ 1 時間後に Cmaxを与

え、その濃度は 870 nmol/Lであった。投与後 6時間までにおける血中濃度は 700 nmol/L

前後で安定しており、台形法によってその AUC0→6hrを求めたところ 4405 nmol·hr/L を

与えた。今回の実験では懸濁液を投薬したため、腸管内で徐々に溶け出し、結果的に

血中濃度が持続する形になったものと考えられる。化合物 16 についても同様に血中

濃度を測定したところ、1 時間後に Cmaxを与え、その濃度は 0.4 nmol/L、AUC0→6hrは

1.15 nmol·hr/L であった（Figure 5-3）。第 3 章でも述べたとおり化合物 16 と 17 の水へ

の溶解性に明確な差位が見られている。血中濃度の差が生じる要因として代謝や分布

容積の影響も考えられるが、化合物 16 と 17 の溶解度の寄与が大きいものと考えられ

る。水への溶解性を考慮してアルコキシ鎖中に酸素原子を導入するデザインは、in vivo
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実験における血中濃度を上げる観点でも有効であったと考えられた。内因性リガンド

とされている 9-cis-13,14-dihydroretinoic acid (2, Kd (RXRα) = 90 nM) の血中濃度はおよ

そ 400 nmol/L とされている 30。10 mg/kg でのマウス経口投与において、化合物 17 の

血中濃度が化合物 2 の血中濃度を上回ることが示唆されたことから、化合物 17 をマ

ウス実験で用いる際には、10 mg/kg の投与で内因性アゴニストに拮抗可能と考えられ

る。 

 

 

Figure 5-3. Plasma concentrations of 16 (magenta) and 17 (orange) (single oral dose of 10 

mg/kg). Values are mean ± SD (n = 5). 

 

健常状態における化合物 17 の投与による毒性が生じるか検証すべく、マウスに対

し 2 週間の反復経口投与を行った。なお、毒性の指標としては、RXR の発現が肝臓に

多いことから、肝機能評価に焦点を当てた。体重変化や肝臓重量の変化、肝機能の指

標となる AST, ALT については顕著な変化は確認されず、剖検でのその他の異常所見

は認められなかった（Figure 5-4）。 
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Figure 5-4. Evaluation of side effects during repeated oral dosing of vehicle (black) or 17 

(orange) at 30 mg/kg/day to male C57Bl6/J mice for 14 days. (A) Body weight changes during 

14 days. (B−D) Effects of compounds on (B) liver weight/body weight ratio, (C) plasma AST, 

and (D) plasma ALT. Values are mean ± SD (n = 5). The data were analyzed by means of the 

Student’s t-test (A−D). *P < 0.05; **P < 0.01. “N.S.” indicates “not significant”. 

 

 

第 4 節 化合物 17 の抗 2 型糖尿病効果 

本節では、化合物 17 が in vivo の実験系において RXR を介した生理機能の解析に

利用可能か評価した結果について述べる。既知の RXR アンタゴニストである HX531

（7）や danthron（9）には 2 型糖尿病モデルにおける血糖降下作用が報告されている

47,48。これらはいずれもパーミッシブ RXR ヘテロ二量体において、アロステリック作

用を示す RXR アンタゴニストである。そこで、非アロステリック RXR アンタゴニス

トである 17 が、同様に抗 2 型糖尿病作用を示すかを検証した（Figure 5-5）。2 型糖尿

病モデル動物である KK-Ay マウスに対し、ポジティブコントロールとして 2 型糖尿

病治療薬として知られる PPARγ アゴニストのピオグリタゾンを 30 mg/kg で、もしく

は化合物 17 を 10 mg/kg で 2 週間反復経口投与した。なお、2 型糖尿病モデルにおけ

るピオグリタゾンの投与量は低投与量として 10 mg/kg もしくは高投与量として 30 

mg/kg で経口投与している報告が多い 92。今回の実験ではピオグリタゾンの投与量を

30 mg/kg/day に、化合物 17 の投与量は血中濃度測定の結果をもとに 10 mg/kg/day に

決定した。ピオグリタゾンを投与したマウスでは、顕著な体重増加が見られた一方で、

化合物 7 を投与した場合には有意な体重変化は見られなかった（Figure 5-5A）。長期

的な血糖値状態を反映すると言われる HbA1c を測定したところ、化合物 17 を投与し
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た群はピオグリタゾン投与群と比較して、より有意な低下を示した（Figure 5-5B）。

なお健常マウスにおいては化合物 17 の投与による HbA1c 低下はみられない（Figure 

5-5C）。以上のことから、2 型糖尿病モデルにおける RXR アンタゴニストによる血糖

降下作用は、RXR を標的とした拮抗作用が関わることが示唆された。以上から、化合

物 17 は in vivo で利用可能な非アロステリック RXR アンタゴニストであることが示

された。なお、RXR 拮抗を介する血糖降下作用の詳細なメカニズムは現在のところ明

らかになっておらず、今後の検討課題である。 

 

 

Figure 5-5. Evaluation of anti-type 2 diabetes effects of repeated oral administration of 

pioglitazone (30 mg/kg/day, gray) or 17 (10 mg/kg/day, orange) to male KK-Ay mice for 14 

days. Black circles indicate vehicle control. (A) Time course of body weight changes. (B) 

HbA1c of male KK-Ay mice. (C) HbA1c of male C57Bl6/J mice (normal control). Values are 

mean ± SD (n = 6). The data were analyzed by means of the Bonferroni test. *P < 0.05; **P < 

0.01. 

 

 

第 5 節 本章のまとめ 

化合物 17 を用いた RXR アゴニストの機能解析が可能か確かめる目的で、NF-κB を

介した転写発現に対する RXR アゴニストである化合物 3 による抑制能を調べた。LPS

によって誘導される NF-κB を介した転写発現に対する化合物 3 による抑制効果は、

化合物 17 との併用により解除された。すなわち、化合物 17 を用いることで、NF-κB

を介した転写発現に対する化合物 3 による抑制効果が RXR を介することが確認され

た。このことから、化合物 17 が in vitro 実験において RXR アゴニストの機能解明に



61 

 

利用できると言える。 

化合物 17 が in vivo 実験で利用可能か検証すべく、化合物 17 を 10 mg/kg でマウス

に経口投与すると Tmax = 1 h, Cmax = 870 nM を与え、内因性 RXR アゴニストに対する

拮抗が期待された。また、過剰濃度の反復投与にて毒性は確認されなかった。2 型糖

尿病モデルである KK-Ayマウスに対し、化合物 17 を 10 mg/kg/day で 2 週間反復投与

したところ、HbA1c の顕著な低下が確認された。RXR アンタゴニストによる血糖降

下作用には、RXR を標的とした拮抗作用が関わることが示唆された。化合物 17 は in 

vivo で利用可能な非アロステリック RXR アンタゴニストであることが示された。 
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第６章 

 

 

総括および今後の展望 
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第 1 節 総括 

皮膚浸潤性 T 細胞リンパ腫の治療薬である RXR アゴニスト bexarotene（3）は、RXR

および RXR ヘテロ二量体の活性化を通じた幅広い薬効や副作用を示すが、化合物 3

は PPARγ、LXR へ結合することも報告されている 38,39。そのため、化合物 3 の薬効が

RXR への結合を介するものか、それとも他の受容体への結合を介するものかは不明

である。RXR を通じた薬効と副作用は RXR ヘテロ二量体の活性化を介したものと理

解されており、RXR ホモ二量体のみの活性化による機能は未解明であった。RXR ア

ゴニストの RXR ホモ二量体を介した機能を解明する手段としては、パーミッシブ

RXR ヘテロ二量体においてパートナー受容体側への影響を与えない非アロステリッ

ク RXR アンタゴニストの利用が有効と考えられる。しかしながら、非アロステリッ

ク RXR アンタゴニストは報告されていなかった 46。加えて、既知の RXR アンタゴニ

ストは脂溶性が高く、in vivo での利用に適していない 46。そこで著者は、in vivo で利

用可能な非アロステリック RXR アンタゴニストを創製し、それを利用した RXR アゴ

ニストの機能解析が可能か検証することを目的に本研究に取り組んだ。 

第 2 章では非アロステリック RXR アンタゴニストの分子設計戦略および合成につ

いて述べた。著者は、既知の RXR アンタゴニストがカルボキシル基周辺における構

造的自由度の高い分子である点に着目した。当該部位の自由度の高さが RXR のコン

フォメーション変化をもたらし、パートナー受容体側へ影響するのではないかと仮説

を立てた。そこでカルボキシル基周辺部位の構造的自由度が低く、RXR ホモ二量体の

転写活性に比べ PPARγ/RXR の転写活性が弱い RXR アゴニスト CBTF-PMN（15）58を

基本骨格として、化合物 15 に n-ペントキシ基を導入した化合物 16 をデザインした。

また化合物 16 は非常に脂溶性が高く、off-target のリスク、水溶性の低下が懸念され

ることから、エトキシエチル基を導入した化合物 17 をデザイン、合成した。 

第 3 章では、化合物 16 もしくは化合物 17 の RXR アンタゴニスト活性およびパー

ミッシブ RXR ヘテロ二量体におけるアロステリック拮抗性について、COS-1 細胞を

用いたレポータージーンアッセイによって評価した結果について述べた。化合物 16

ならびに化合物 17 は、既知の RXR アンタゴニスト PA452（6）と同様、競合的 RXR
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アンタゴニストであることが確認された。化合物 16 に比べ化合物 17 の水への溶解度

が良好であったことから、化合物 17 に着目してアロステリック拮抗性を調べた。化

合物 6 がパーミッシブ RXR ヘテロ二量体において、パートナー受容体アゴニストに

対する顕著な拮抗を示したのに対し、化合物 17 はそのようなアロステリック拮抗作

用を示さず、非アロステリック RXR アンタゴニストであると判断された。 

第 4 章では、化合物 17 の非アロステリック拮抗作用のメカニズムを解明する目的

で実施した、化合物 17 とヒト RXRα リガンド結合部位（hRXRα-LBD）との相互作用

評価について述べた。RXRα-LBD 由来の蛍光に対する消光現象を指標とした結合試

験によって、RXRα-LBD に対する化合物 17 の結合能が化合物 6 に比べやや弱いこと

が判明した。トリチウム標識された RXR アゴニスト 9-cis retinoic acid ([3H]1) を用い

た競合試験において、化合物 6 ならびに化合物 17 はいずれも濃度依存的な[3H]1 の結

合率低下を示し、いずれも化合物 1 と同じ結合ポケットを認識していることが示され

た。ITC では、化合物 6 ならびに化合物 17 が N 以外のパラメータに関して同程度の

値を与え、結合部位の類似性が示唆された。RXRα-LBD と化合物 6 もしくは化合物 17

の複合体を用いた CD スペクトルにおいて、化合物 6 がモル楕円率比（θ222/θ208）を

顕著に上昇させたのに対し、化合物 17 では変化が見られなかった。化合物 6 がヘリ

ックス 7 を含む RXR の全体コンフォメーションに影響を与えアロステリック拮抗を

示す一方で、化合物 17 は影響を及ぼさないと考えられた。RXRα-LBD /17 の共結晶を

用いた X 線結晶構造解析の結果、化合物 17 の結合した RXRα-LBD は apo 型構造を維

持しており、CD 測定において化合物 17 の結合が θ222/θ208 に影響を与えないことを

支持した。化合物 17 は RXR アゴニストが結合する際のリガンドパスウェイを妨げ

る”Gatekeeper Antagonist”として働くことで、アロステリックな機能を示すことなく

RXR アゴニストに対して拮抗していることが判明した。 

第 5 章では、化合物 17 が in vitro 並びに in vivo の実験系にて利用可能か検証した結

果について述べた。化合物 17 を用いた in vitro 実験において、RXR アゴニストの機能

解析が可能か確かめる目的で、NF-κB を介した転写発現に対する RXR アゴニストで

ある化合物 3 による抑制能を調べた。LPS によって誘導される NF-κB を介した転写
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発現に対する化合物 3 による抑制効果は、化合物 17 との併用により減弱された。化

合物 17 を用いることで、NF-κB を介した転写に対する化合物 3 による抑制は、RXR

を介することが確認された。化合物 17 は in vitro 実験において RXR アゴニストの機

能解明に利用できると言える。化合物 17 が in vivo 実験で利用可能か検証すべく、化

合物 17 を 10 mg/kg でマウスに経口投与すると Cmax = 870 nM を与え、内因性 RXR ア

ゴニストに対する拮抗が期待された。2 型糖尿病モデルである KK-Ay マウスに対し、

化合物 17 を 10 mg/kg/day で 2 週間反復経口投与したところ、長期的な血糖値状態を

反映する HbA1c の顕著な低下が確認された。RXR アンタゴニストによる血糖降下作

用には、RXR を標的とした拮抗作用が関わることが示唆された。以上の結果から、化

合物 17 は in vivo で利用可能な非アロステリック RXR アンタゴニストであることが

示された。 

 

 

第 2 節 今後の展望 

本研究において著者は、in vivo でも利用可能な非アロステリック RXR アンタゴニ

ストとして CBTF-EE（17）を見出した。化合物 17 が非アロステリック RXR アンタ

ゴニストとして機能する一方で、化合物 17 のエトキシエチル基の酸素原子がメチレ

ンに置換された CBTF-C5（16）は、パートナー受容体アゴニストに対するアロステリ

ックな拮抗を示す傾向が見られている。化合物 16 の詳細なアロステリック拮抗性に

ついては現在検討中であるが、従来型 RXR アンタゴニストの PA452（6）と化合物 17

の中間程度であることが示唆されている。化合物 17 は単結合の回転を抑える事によ

るカルボキシル基の構造的自由度低下を期待して創出したが、化合物 17 単独での CD

は確認されておらず軸不斉は生じていない。このことから化合物 17 の非アロステリ

ック性は、分子の構造的自由度だけではなく、エトキシエチル基の酸素原子が重要で

ある可能性が示唆される。しかしながら、X 線結晶構造解析では RXRα-LBD と酸素

原子を含むアルコキシ鎖の間で相互作用は観測されておらず、当該酸素原子が非アロ

ステリック性の獲得に寄与している理由は現時点では不明である。今回評価に用いた
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結晶構造は RXRα-LBD との共結晶であるため、RXR ヘテロ二量体における RXRα-

LBD の構造とは異なった構造をとっている可能性がある。そのため、RXR ヘテロ二

量体との共結晶を用いた X 線結晶構造解析が実施できれば何らかの情報が得られる

かもしれない。そこで、共同研究者とともに PPARγ/ RXRα ヘテロ二量体 LBD の発現

系構築を実施中である。 

著者は化合物 17 を用いて RXR アゴニスト 3 の機能解析に挑み、NF-κB を介した転

写発現に対する化合物 3 による抑制効果には、RXR の活性化が重要なことを見出し

た。このように化合物 17 は in vitro 実験において RXR アゴニストの機能解明に利用

可能であったことから、化合物 17 は RXR が関わる生理機能の解析に利用可能なツー

ルとしての利用が期待される。この機能解析によって RXR アゴニストによる薬効と

副作用の切り分けが可能になれば、RXR を標的とした創薬研究に貢献し、RXR を創

薬標的として再提示できるかもしれない。 

また、著者は 2 型糖尿病モデルに化合物 17 を経口投与することで、HbA1c が顕著

に低下することを見出している。この結果から、RXR の拮抗によって血糖降下作用が

発現することが示唆されたが、詳細なメカニズムは明らかになっていない。2 型糖尿

病モデルにおいて PPARγ のリン酸化が亢進していることが報告されており、PPARγ

アゴニストまたはアンタゴニストの共存によって PPARγ のリン酸化が抑制されるこ

とで抗 2 型糖尿病効果が発現するメカニズムが提唱されている 93,94。著者は、RXR に

おいてもアゴニストとアンタゴニストの両方が抗 2 型糖尿病効果を示していること

に着目し 36,47,48、RXR についても 2 型糖尿病モデルにおいてリン酸化が亢進し、RXR

アゴニストまたはアンタゴニストの共存によってリン酸化が抑制されるのではない

かとの仮説を立てている。2 型糖尿病モデル動物の脂肪組織などで RXR のリン酸化

が見られるか評価したのちに、化合物 17 の共存でリン酸化抑制が見られるか興味が

持たれる。 

本研究の 2 型糖尿病モデルにおける評価では化合物 17 を単独で投与しているが、

アロステリック拮抗と非アロステリック拮抗による表現系の違いを評価できるか興

味が持たれる。この検証の為に、RXR アゴニストを投与した動物に対し、アロステリ
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ック RXR アンタゴニストもしくは非アロステリック RXR アンタゴニストを投与す

る実験が必要であろう。 

化合物 17 は世界初の非アロステリック RXR アンタゴニストであり、本化合物をプ

ロトタイプとしてさらなる構造展開を行い、様々な機能性を持たせたリガンド開発が

期待される。実際に著者の所属するグループでは、化合物 17 のエトキシエチル基の

末端に蛍光団として NBD と BODIPY を導入した蛍光性 RXR アンタゴニストを報告

している 95。また著者の所属する研究グループでは、化合物 3 が持つテトラメチルテ

トラリン構造のような RXR リガンドの脂溶性部位にアルコキシ基を導入して脂溶性

を低減した RXR アゴニストを報告している 96。化合物 17 の脂溶性部位についても同

様にアルコキシ基を導入した化合物の創出にも興味が持たれる。 

本研究ではリガンドの構造的自由度を抑える分子デザインによって、RXR に対す

る非アロステリックアンタゴニストとして化合物 17 を見出している。一方で同様に

創出した化合物 16 の非アロステリックアンタゴニスト活性は、化合物 17 に比べ劣る

ことが示唆されている。つまり化合物 17 の非アロステリック性については、カルボ

キシル基の自由度のみならず、エトキシエチル基の酸素原子の寄与が重要かもしれな

い。このような非アロステリックリガンドの創出戦略に関する知見は、RXR に限らず

他の受容体を対象としたリガンド創製にも利用可能と考えられ、様々な受容体を標的

とする低分子創薬への貢献が期待される。 
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実験の部 

 

合成について 

反応の進行については、いずれも薄層クロマトグラフィー（TLC）プレート（メルク、ガラ

スプレート、シリカゲル 60 F254）を用いて、UV（254 nm）照射下におけるスポットの挙動に

より確認した。フラッシュカラムクロマトグラフィーには、シリカゲル 60（関東化学、粒子

径 0.035-0.070 mm）を用いた。1H NMR および 13C NMR スペクトルは、Varian Mercury 300（1H 

300 MHz, 13C 75 MHz）分光計、もしくは Varian NMR system PS600（1H 600 MHz, 13C 150 MHz）

分光計を用いて、室温にて測定した。NMR 測定は、溶媒として重クロロホルム（CDCl3）を

用いた。化学シフト値は、1H NMR では重溶媒に含まれる痕跡量の CHCl3 に由来する δ 7.26 

ppm、13C NMR では重水素化溶媒に由来する δ 77.0 ppm のピークに対する相対的な ppm で示

した。カップリング定数の単位は Hz で示した。FT-IR スペクトルは、HORIBA FT-720 フーリ

エ変換赤外分光光度計で測定した。UV スペクトルは、Jasco V-530 紫外可視分光光度計で測

定した。FAB-MS は、JEOL JMS-700 質量分析装置で測定した。ESI-MS は、Bruker HCT で測

定した。融点は、柳本製作所のホットステージ式融点測定装置で測定し、無補正で表示した。

元素分析は、Perkin Elmer 2400II CHNS/O 元素分析装置を用いて行い、結果については理論値

の± 0.4%以内であることを確認した。アッセイに用いたすべての化合物の純度は、分析 HPLC

によって 95%以上であることを確認した。 

 

 

分析 HPLC 

HPLC システムとして、LC-20AT ポンプ、SPD-20A UV−vis 検出器、CTO-10ASvp カラムオ

ーブンおよび LabSolutions ソフトウェアで構成される島津液体クロマトグラフィーシステム

を用いた。各サンプルは、測定に用いた移動相を用いて 30–100 μM に調製し用いた。サンプ

ル 20 μL をインジェクトし、Inertsil ODS-3 カラム（4.6 i.d. × 100 mm, 3 μm, GL Sciences）、Inertsil 

ODS-3 ガードカラム（4.0 i.d. × 10 mm, 3 μm, GL Sciences）を用いて、40°C にて、MeOH/H2O
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（85/15 v/v, 0.1%（v/v）ギ酸添加）を移動相として分離した。流速は 0.7 mL/min、 UV 検出は

260 nm に設定して観測した。すべての溶媒は、HPLC 規格のものを購入して用いた。 

 

 

 

1-(5,5,8,8-Tetramethyl-3-(pentyloxy)-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-yl)-2- (trifluoromethyl)-1H-

benzo[d]imidazole-5-carboxylic acid (16, CBTF-C5).  

化合物 25（50.1 mg, 0.094 mmol）の MeOH（5.0 mL）溶液に、10%（w/v）NaOH 水溶液（2.5 

mL）を加え、60°C で撹拌した。10 時間後 TLC により原料消失を確認した後、減圧下で溶媒

を留去した。残った水層に 10%（w/v）HCl を加えて中和し、EtOAc（3 × 25 mL）で抽出した。

有機層を H2O（2 × 25 mL）および brine（25 mL）で洗浄した後、MgSO4により乾燥し、減圧

下で溶媒留去した。得られた残渣をフラッシュカラムクロマトグラフィー（EtOAc/n-ヘキサ

ン = 1/4 v/v）で精製し、白色固体 16（37 mg, 78%）を得た。CH2Cl2/n-ヘキサンからの再結晶

により、28.1 mg の白色針状結晶を得た。 

Mp: 179.0−181.0 °C. 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ: 13.03 (1H, s), 8.44 (1H, d, J = 1.2 Hz), 8.00 

(1H, dd, J = 8.0, 1.2 Hz), 7.56 (1H, s), 7.16 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.14 (1H, s), 3.93 (2H, q, J = 6.2 Hz), 

1.68 (2H, s), 1.33 (6H, d, J = 3.0 Hz), 1.30 (2H, t, J = 6.0 Hz), 1.21 (6H, d, J = 7.9 Hz), 1.00–0.91 (2H, 

m), 0.88–0.78 (2H, m), 0.57 (3H, t, J = 7.1 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 171.89, 151.97, 148.81, 

143.68, 140.81, 140.26, 137.76, 126.96, 126.86, 125.05, 124.62, 120.35, 120.12, 111.80, 110.46, 68.38, 

34.92, 34.86, 34.71, 33.87, 31.85, 31.78, 28.34, 27.75, 22.01, 13.75. FT-IR (KBr): 2958 (OH), 1704 

(CO) cm-1. MS (FAB+) m/z: 503 [M+H]+. HRMS (FAB+) m/z: [M+H]+ Calcd for C28H34F3N2O3 

503.2522; Found 503.2528. Anal. Calcd. for C28H33F3N2O3·1/3H2O : C, 66.13; H, 6.67; N, 5.51. Found: 

C, 66.37; H,6.46; N, 5.55. HPLC: Rt 7.969 min; 96% purity (MeOH/H2O = 90/10 v/v + 0.1% (v/v) 

formic acid, v/v, 260 nm). 
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1-(3-(2-Ethoxyethoxy)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-yl)-2-

(trifluoromethyl)-1H-benzo[d]imidazole-5-carboxylic acid (17, CBTF-EE).  

化合物 26（287 mg, 0.54 mmol）の MeOH（3.0 mL）溶液に、10%（w/v）NaOH 水溶液（2.5 

mL）を加え、90°C で撹拌した。6 時間後 TLC により原料消失を確認した後、減圧下で溶媒を

留去した。その残渣に 10%（w/v）HCl を加えて酸性化（pH 4.0）し、EtOAc（3 × 50 mL）で

抽出した。有機層を H2O（2 × 100 mL）および brine（25 mL）で洗浄した後、MgSO4により乾

燥し、減圧下で溶媒留去した。得られた残渣をフラッシュカラムクロマトグラフィー

（EtOAc/n-ヘキサン = 1/1 v/v）で精製し、淡赤色固体 17（170 mg, 86%）を得た。CH2Cl2/n-ヘ

キサンからの再結晶により、71.0 mg の淡赤色針状結晶を得た。 

Mp: 189.1−189.5 °C. 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 8.73 (1H, d, J = 1.2 Hz), 8.13 (1H, dd, J = 8.7, 1.2 

Hz), 7.27 (1H, s), 7.21 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.02 (1H, s), 4.03 (2H, m), 3.45 (2H, m), 3.17 (2H, m), 1.74 

(2H, s), 1.36 (6H, s), 1.26 (6H, d, J = 3.9 Hz), 0.95 (3H, t, J = 7.2 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 

171.60, 151.71, 148.92, 140.71, 140.26, 138.28, 126.97, 126.91, 125.11, 124.53, 120.15, 116.71, 111.83, 

110.93, 68.41, 66.77, 34.86, 34.66, 33.88, 31.82, 31.78, 31.73, 14.87. FT-IR (KBr): 2962 (OH), 1689 

(CO) cm-1. UV (EtOH) λmax (log ε) 223 (4.74), 285 (4.01) nm. MS (FAB+) m/z: 505 [M+H]+. HRMS 

(FAB+) m/z: [M+H]+ Calcd for C27H32F3N2O4 505.2314; Found 505.2389. Anal. Calcd. for 

C27H32F3N2O4: C, 64.27; H, 6.19; N, 5.55. Found: C, 64.11; H,6.26; N, 5.47. HPLC: Rt 7.293 min; 98% 

purity (MeOH/H2O = 85/15 v/v + 0.1% (v/v) formic acid, 260 nm). 
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5,5,8,8-Tetramethyl-3-nitro-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-ol (18).  

化合物 18 は、文献 64 に従い合成した。 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 10.29 (1H, s), 8.03 (1H, s), 7.07 (1H, s), 1.70 (4H, s), 1.30 (12H, s). 

 

 

6-Isopropoxy-1,1,4,4-tetramethyl-7-nitro-1,2,3,4-tetrahydronaphthalene (19). 

化合物 18（5.34 g, 21.4 mmol）の DMF（10 mL）溶液に、2-ブロモプロパン（3.6 mL, 38.5 

mmol）、K2CO3（5.32 g, 38.5 mmol）ならびに KI（355 mg, 2.14 mmol）を加え、60°C で撹拌し

た。27 時間後 TLC により原料消失を確認した後、反応液を H2O（50 mL）に加え、EtOAc（3 

× 100 mL）で抽出した。有機層を H2O（2 × 100 mL）および brine（100 mL）で洗浄した後、

MgSO4 により乾燥し、減圧下で溶媒留去した。得られた残渣をフラッシュカラムクロマトグ

ラフィー（EtOAc/n-ヘキサン = 1/50 v/v）で精製し、黄色油状物質 19（4.43 g, 71%）を得た。 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.75 (1H, s), 6.94 (1H, s), 4.59 (1H, sep, J = 6.0 Hz), 1.69 (4H, s), 1.38 

(6H, d, J = 6.0 Hz), 1.28 (6H, s), 1.27 (6H, s). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 151.91, 148.75, 138.80, 

137.65, 123.60, 114.42, 72.28, 34.75, 34.40, 33.73, 31.55, 31.41, 21.78. MS (ESI+) m/z: 292 [M+H]+. 

 

 

 3-Isopropoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-amine (20). 

化合物 19（2.13 g, 7.3 mmol）の MeOH（10 mL）溶液に、Pd-C（ca. 20 mg）を加え、水素雰

囲気下、室温で撹拌した。15 時間後 TLC により原料消失を確認した後、セライトを用いてろ

過した後、減圧下で溶媒留去し、紫色油状物質 20（1.91 g, q.y.）を得た。 
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1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 6.73 (1H, s), 6.69 (1H, s), 4.52 (1H, sep, J = 6.1 Hz), 3.61 (2H, s), 1.68 

(4H, s), 1.39 (6H, d, J = 6.1 Hz), 1.28 (6H, s), 1.27 (6H, s). 13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 143.69, 

137.20, 134.96, 134.59, 113.10, 111.22, 70.35, 35.30, 35.28, 33.75, 33.57, 31.98, 31.85, 22.33. MS 

(ESI+) m/z: 262 [M+H]+. 

 

 

 Ethyl 4-((3-isopropoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-yl)amino)-3-

nitrobenzoate (21). 

化合物 20（288 mg, 1.1 mmol）の EtOH（2.0 mL）溶液に、4-フルオロ-3-ニトロ安息香酸エ

チル（213 mg, 1.0 mmol, 文献 65 に従って調製）ならびに K2CO3（138 mg, 1.0 mmol）を加え、

室温で撹拌した。24 時間後 TLC により原料消失を確認した後、反応液を H2O（50 mL）に加

え、EtOAc（2 × 50 mL）で抽出した。有機層を H2O（2 × 50 mL）および brine（50 mL）で洗

浄した後、MgSO4 により乾燥し、減圧下で溶媒留去した。得られた残渣をフラッシュカラム

クロマトグラフィー（EtOAc/n-ヘキサン = 1/40 v/v）で精製し、黄色固形物質 21（377 g, 83%）

を得た。 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 9.79 (1H, s), 8.90 (1H, d, J = 2.0 Hz), 7.97 (1H, dd, J = 9.0, 2.0 Hz), 

7.21 (1H, d, J = 9.0 Hz), 6.89 (1H, s), 4.50 (1H, sep, 6.0 Hz), 4.36 (2H, q, J = 7.0 Hz), 1.69 (4H, s), 1.39 

(3H, t, J = 7.0 Hz), 1.30 (6H, S), 1.29 (6H, d, J = 6.0 Hz), 1.25 (6H, s). 13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 

165.03, 148.74, 145.55, 143.72, 137.60, 135.42, 132.28, 129.12, 125.39, 121.99, 118.79, 115.94, 112.70, 

71.28, 60.99, 34.96, 34.88, 34.36, 33.82, 31.87, 31.76, 22.05, 14.33. MS (ESI+) m/z: 455 [M+H]+. 
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Ethyl 3-amino-4-((3-isopropoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-

yl)amino)benzoate (22). 

化合物 21（1.08 g, 2.4 mmol）の MeOH（6.0 mL）溶液に、EtOAc（6.0 mL）ならびに Pd-C

（ca. 10 mg）を加え、水素雰囲気下、室温で撹拌した。19 時間後 TLC により原料消失を確認

した後、セライトを用いてろ過した後、減圧下で溶媒留去し、淡黄色固形物質 22（817 mg, 80%）

を得た。 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 7.50 (1H, dd, J = 8.8, 2.0 Hz), 7.49 (1H, d, J = 2.0 Hz), 7.23 (1H, d, J = 

8.8 Hz), 6.99 (1H, s), 6.81 (1H, s), 5.91 (1H, s), 4.51 (1H, sep, J = 6.1 Hz), 4.34 (2H, q, J = 7.2 Hz), 

3.68 (2H, s), 1.66 (4H, s), 1.37 (3H, t, J = 7.2 Hz), 1.35 (6H, d, J = 6.1 Hz), 1.27 (6H, s), 1.20 (6H, s). 

13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 166.73, 144.87, 137.58, 137.35, 137.25, 135.97, 130.56, 123.61, 121.75, 

117.41, 117.18, 114.47, 111.60, 71.15, 60.45, 35.20, 35.14, 33.98, 33.80, 31.87, 31.80, 22.28, 14.37. MS 

(ESI+) m/z: 425 [M+H]+. 

 

 

Ethyl 1-(3-isopropoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-yl)-2-(trifluoromethyl)-

1H-benzo[d]imidazole-5-carboxylate (23). 

化合物 22（2.74 g, 6.45 mmol）のトリフルオロ酢酸（15 mL）溶液に、トリフルオロ無水酢

酸（4.49 mL, 32.25 mmol）を加え、室温で撹拌した。1 時間後 TLC により原料消失を確認し

た後、反応液を中和し、EtOAc（3 × 100 mL）で抽出した。有機層を H2O（2 × 100 mL）およ
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び brine（100 mL）で洗浄した後、MgSO4により乾燥し、減圧下で溶媒留去した。得られた残

渣をフラッシュカラムクロマトグラフィー（EtOAc/n-ヘキサン = 1/20 v/v）で精製し、淡赤色

固形物質 23（2.96 g, 91%）を得た。 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 8.65 (1H, dd, J = 1.5, 0.6 Hz), 8.05 (1H, dd, J = 8.7, 1.5 Hz), 7.24 (1H, 

s), 7.15 (1H, d, J = 8.7, 0.6 Hz), 6.94 (1H, s), 4.44 (1H, sep, J = 5.9 Hz), 4.42 (2H, q, J = 7.3 Hz), 1.73 

(2H, s), 1.43 (3H, t, J = 7.3 Hz), 1.35 (6H, d, J = 1.9 Hz), 1.25 (6H, d, J = 1.9 Hz), 1.06 (3H, d, J =5.9 

Hz), 1.03 (3H, d, J = 5.9 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 166.68, 150.63, 148.49, 142.89, 140.20, 

140.07, 137.59, 127.08, 126.31, 126.22, 123.57, 120.93, 120.38, 111.83, 111.65, 70.33, 61.07, 60.38, 

34.89, 34.75, 34.72, 33.88, 33.82, 31.82, 31.76, 22.63, 21.66, 21.35, 21.03, 14.35, 14.18, 14.10. MS 

(ESI+) m/z: 504 [M+H]+. 

 

 

Ethyl 1-(3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-yl)-2-(trifluoromethyl)-

1H-benzo[d]imidazole-5-carboxylate (24). 

化合物 23（1.00 g, 1.99 mmol）の塩化メチレン（10 mL）溶液に、氷冷下で AlCl3（849 mg, 

6.37 mmol）を加え、室温で撹拌した。4 時間後 TLC により原料消失を確認した後、反応液を

H2O（50 mL）に加え、EtOAc（3 × 50 mL）で抽出した。有機層を H2O（2 × 70 mL）および brine

（70 mL）で洗浄した後、MgSO4により乾燥し、減圧下で溶媒留去した。得られた残渣をフラ

ッシュカラムクロマトグラフィー（EtOAc/n-ヘキサン = 1/6 v/v）で精製し、白色固形物質 24

（915 mg, q.y.）を得た。 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 8.39 (1H, s), 7.91 (1H, d, J = 8.9 Hz), 7.20 (1H, d, J = 8.9 Hz), 7.18 (1H, 

s), 7.08 (1H, s), 4.33 (2H, q, J = 7.0 Hz), 1.70 (4H, s), 1.36 (3H, t, J = 7.0 Hz), 1.28 (3H, s), 1.26 (3H, 

s), 1.23 (6H, s). 13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 166.82, 149.89, 149.17, 139.84, 139.66, 137.70, 126.75, 

126.06, 123.23, 118.28, 114.76, 111.72, 61.30, 34.79, 34.72, 34.46, 33.75, 31.81, 31.78, 31.68, 31.58, 

14.15. MS (ESI) m/z: 461 [M+H]+. 
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Ethyl 1-(5,5,8,8-tetramethyl-3-(pentyloxy)-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-yl)-1H-benzo 

[d][1,2,3]triazole-5-carboxylate (25). 

化合物 24（45.9 mg, 0.1 mmol）の DMF（1.0 mL）溶液に、1-ブロモペンタン（0.019 mL, 0.15 

mmol）、K2CO3（20.7 mg, 0.15 mmol）ならびに KI（8.3 mg, 0.05 mmol）を加え、60°C で撹拌し

た。3 時間後 TLC により原料消失を確認した後、反応液を H2O（50 mL）に加え、EtOAc（3 

× 30 mL）で抽出した。有機層を H2O（2 × 25 mL）および brine（25 mL）で洗浄した後、MgSO4

により乾燥し、減圧下で溶媒留去した。得られた残渣をフラッシュカラムクロマトグラフィ

ー（EtOAc/n-ヘキサン = 1/10 v/v）で精製し、無色油状物質 25（50.1 mg, 94%）を得た。 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 8.65 (1H, s), 8.06 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.26 (1H, s), 7.14 (1H, d, J = 8.7 

Hz), 6.93 (1H, s), 4.42 (2H, q, J = 7.1 Hz), 3.85 (2H, t, J = 6.8 Hz), 1.74 (2H, s), 1.47 (2H, m), 1.43 (3H, 

t, J = 7.1 Hz), 1.36 (6H, s), 1.25 (6H, d, J = 2.0 Hz), 1.11–0.90 (2H, m), 0.68 (3H, t, J = 6.8 Hz). 

 

 

Ethyl 1-(3-(2-ethoxyethoxy)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-yl)-2-

(trifluoromethyl)-1H-benzo[d]imidazole-5-carboxylate (26). 

化合物 24（138 mg, 0.3 mmol）の DMF（1.0 mL）溶液に、2-クロロエチルエーテル（0.039 

mL, 0.36 mmol）、K2CO3（83 mg, 0.6 mmol）ならびに KI（50 mg, 0.3 mmol）を加え、90°C で撹

拌した。24 時間後 TLC により原料消失を確認した後、反応液を H2O（50 mL）に加え、EtOAc

（2 × 50 mL）で抽出した。有機層を H2O（2 × 50 mL）および brine（35 mL）で洗浄した後、

MgSO4 により乾燥し、減圧下で溶媒留去した。得られた残渣をフラッシュカラムクロマトグ

ラフィー（EtOAc/n-ヘキサン = 1/15 v/v）で精製し、無色油状物質 26（128 mg, 80%）を得た。 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 8.64 (1H, d, J = 0.8 Hz), 8.07 (1H, dd, J = 8.8, 1.5 Hz), 7.27 (1H, d, J = 

1.5 Hz), 7.16 (1H, dd, J = 8.8, 0.8 Hz), 7.01 (1H, s), 4.43 (2H, q, J = 7.2 Hz), 4.03 (2H, m), 3.44 (2H, 

m), 3.15 (2H, m), 1.74 (4H, s), 1.43 (3H, t, J = 7.2 Hz), 1.35 (6H, s), 1.26 (3H, s), 1.25 (3H, s), 0.94 

(3H, t, J = 7.2 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 166.62, 151.73, 148.80, 138.22, 126.97, 126.44, 

126.24, 123.57, 111.57, 110.93, 68.42, 66.73, 61.07, 34.84, 34.66, 33.87, 31.76, 31.73, 14.88, 14.32. 

MS (ESI+) m/z: 533 [M+H]+. 

 

 

In vitro アッセイ 

試薬について 

Bexarotene（3）、PA452（6）および CBTF-PMN（15）はそれぞれ文献 97、44、58 に従って

合成したものを使用した。9-cis retinoic acid（9CRA, 1, Cat. #14587）と T0901317（Cat. #71810）

は Cayman Chemical より購入したものを使用した。TIPP-703 は岡山大学医歯薬学総合研究科 

元教授 宮地弘幸博士（現・東京大学創薬機構 特任教授）から提供頂いたものを使用した。

Rosiglitazone（cat. #184-02651）、chenodeoxycholic acid（CDCA, cat. #C9377-5G）は、それぞれ

は富士フィルム和光純薬、Sigma-Aldrich より購入したものを使用した。 

 

細胞培養 

COS-1 細胞、RAW 細胞ならびに RAW264.7 細胞はダルベッコ改変イーグル培地（低グルコ

ース）に FBS（10%（v/v））、NaHCO3（0.2 %（w/v））、L-glutamine（4 mM）、ペニシリン（50000 

U/L）およびストレプトマイシン（50000 μg/L）を添加して、5% CO2 、37°C で培養し、維持

した。 

 

ルシフェラーゼレポータージーンアッセイ 

ルシフェラーゼレポータージーンアッセイは、各受容体サブタイプの遺伝子、各核内受容

体応答エレメントの制御下にあるルシフェラーゼレポーター遺伝子、およびバックグラウン

ドとして分泌型アルカリホスファターゼ（SEAP）遺伝子の 3 種類のベクターを、COS-1 細胞
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にトランスフェクションして行った。それぞれの応答領域としては、CRBPII-tk-Luc（RXR）、

tk-PPRE×3-Luc（PPAR）、tk-rBAR×3-Luc（LXR）、CYP3A4-Luc（FXR）をそれぞれ使用した。

トランスフェクションは、Effectene transfection reagent（QIAGEN）を用いて、メーカー推奨プ

ロトコルに従って実施した。ヘテロ二量体でのアッセイでは、RXRα プラスミドとそれぞれ

のパートナー受容体プラスミドを 1 対 1 で混合して COS-1 細胞にトランスフェクションし

た。トランスフェクションされた COS-1 細胞は、1%（v/v）DMSO および被験化合物を含む

培地に懸濁し、およそ 2.0 × 104 cells/well で 96 well 白色プレートに播種した。陰性対照として

は 1%（v/v）DMSO のみを含む培地、陽性対照としては bexarotene（3 for RXRα）、9-cis retinoic 

acid（1 for RXRα）、TIPP-703（PPARγ/RXRα）、T0901317（RXRα/LXRα）もしくは CDCA

（FXR/RXRα）を含む培地を使用した。18 時間培養後、上清 25 μL を別の 96 well プレートに

移し、りん酸 4-メチルウンベリフェリル（富士フィルム和光純薬）を加えて分泌型アルカリ

ホスファターゼ（SEAP）活性を測定した。また、残りの細胞は Steady-Glo luciferase assay system

（Promega）を用いて、メーカー推奨プロトコルに従ってルシフェラーゼ活性を測定した。ル

シフェラーゼ活性は、SEAP 活性によって補正して解析した。アッセイは n = 3（3 well）で 3

回実施した。pA2値は、Graphpad Prism 9 を用いて算出した。 

 

溶解度測定 

化合物 6、化合物 16 ならびに化合物 17 を 1 mM 相当で 1.0 mL の PBS（pH 7.4）に懸濁さ

せ、飽和溶液を調製した。懸濁液を 37°C で 6 時間静置し、その後 Millex®シリンジフィルタ

ー（0.22 µm, Merck）を用いてろ過した。ろ液を HPLC にて分析し、各化合物の標準溶液を用

いて作成した検量線から、各サンプルの化合物濃度を算出した。HPLC 分析は、化合物合成後

の分析 HPLC と同条件で実施した。 

 

コファクターリクルートアッセイ 

コファクターリクルートアッセイはフルオレセインで標識された各コファクターペプチド

（PGC1α、SRC1-2、SMRT ID2、NCoR ID（ThermoFisher））を用いて、文献 98 の手法を参考

に実施した。アッセイバッファーとしては、HEPES バッファー（pH 7.9、10 mM HEPES、150 
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mM NaCl、2 mM MgCl2、5 mM DTT）を用い、DMSO の終濃度は 1%（v/v）とした。hRXRα-

LBD とフルオレセイン標識ペプチドの終濃度はそれぞれ 0.5 µM、10 nM とした。各試験化合

物は 16 µM を上限に 2 倍ずつ段階希釈した。hRXRα-LBD、フルオレセイン標識ペプチドおよ

び試験化合物は、上述のアッセイバッファーを用いて、最終濃度よりもそれぞれ 2 倍、4 倍、

4 倍の濃度に調製した。すなわち、10 µL の 1 µM hRXRα-LBD を 384 well 黒色プレートに入

れ、そこへ 5.0 µL の 40 nM フルオレセイン標識ペプチド、5.0 µL の各種試験化合物溶液（64-

0 µM）を加えた。室温にて 2 時間静置した後に、Polarion プレートリーダー（TECAN、G-factor 

= 0.91）を用いて、λex = 485 nm、λem = 535 nm における蛍光偏光度を測定した。 

 

RXRα-LBD のクローニング、発現、精製 

完全長のレチノイド X 受容体 α（RXRα）をコードする rxrα 遺伝子は、Integrated DNA 

Technologies によって合成されたものを用いた。この遺伝子を pIDSMART に連結して、

pIDSMART-rxrα を作製した。RXRα-LBD をコードする遺伝子領域（223-462、rxrα-lbd）を、

pIDSMART-rxrα を鋳型として PCR 反応により増幅した。増幅した rxrα-lbd 遺伝子をアガロー

スゲル電気泳動で精製し、制限酵素 NdeI と BamHI で切断した。切断した rxrα-lbd 遺伝子をア

ガロースゲルクロマトグラフィーで精製し、pET28b ベクター（Novagen）に連結した。得ら

れた rxrα-lbd 遺伝子を含むプラスミドで BL21(DE3)株を形質転換した。形質転換株を、50 

μg/mL のカナマイシンを含む 1.0 L の LB 培地を用いて 37°C で 7 時間培養した。培養温度を

23°C に下げた後、0.5 mM のイソプロピル-β-D-1-チオ-ガラクトピラノシド（IPTG）を培地に

添加してタンパク質の発現誘導を開始した。培養は 23°C で 24 時間行った。培養後、細胞を

回収し、バッファーA（20 mM HEPES-NaOH［pH8.0］、100 mM NaCl、0.5 mM TCEP、5%（v/v）

グリセロール）に懸濁した。懸濁した細胞を超音波で破砕し、遠心分離した。上清を回収し、

バッファーA で平衡化した Ni-Sepharose 6 fast flow カラム（GE ヘルスケア）に添加した。こ

のカラムを、50 mM イミダゾールを含む 50 mL のバッファーA で洗浄した。サンプルは 300 

mM のイミダゾールを含むバッファーA で溶出した。溶出液にトロンビンを加えて His タグ

を除去した後、Superdex 75pg カラム（GE ヘルスケア）を用いたゲルろ過クロマトグラフィ
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ーで、バッファーA をローディングバッファーとして使用してサンプルを精製した。精製し

たサンプルの純度は SDS-PAGE で確認した。 

 

蛍光消光アッセイ（FQA） 

本アッセイは、文献 76, 77 を参考に実施した。hRXRα-LBD タンパク質溶液は、1 µM 溶液

を 2%（v/v）DMSO 含有 HEPES バッファー（pH 7.9）を用いて調製した。各試験化合物は、

20 mM で DMSO に溶解した原液を作製し、HEPES バッファーを用いて、終濃度 0.125, 0.25, 

0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 µM（DMSO 終濃度 2%（v/v））に希釈してアッセイに用いた。1 µM の

hRXRα-LBD 溶液と各濃度の試験化合物溶液を 1 対 1 で混合し、遮光して 2 時間室温で静置

した。hRXRα-LBD と各化合物溶液複合体の蛍光スペクトルは、280 nm で励起し、300–540 nm

の波長範囲で測定し、330 nm における蛍光強度を用いて結合能を算出した。試験化合物非存

在時の蛍光強度を F0、各化合物共存時の蛍光強度を F1として、結合比を[1 - F1 /F0]の式を用い

て算出した。解離定数 Kdは、Graphpad Prism 9 を用いて算出した。 

 

3H 標識 9-cis retinoic acid（[3H]1）を用いたリガンド競合アッセイ 

本アッセイは文献 99 を参考に実施した。本アッセイでは、Active Motif から購入したリコ

ンビナント hRXRα-LBD を使用した。3H 標識された 9-cis retinoic acid（[3H]1、Cat. #NET-1151）

は、PerkinElmer から購入したものを使用した。アッセイバッファーとしては、Tris バッファ

ー（pH 7.5、20 mM HEPES、150 mM NaCl、5 mM EDTA、5 mM DTT、10%（v/v）グリセロー

ル）を用い、DMSO の終濃度は 2%（v/v）とした。各試験化合物は、20 mM で DMSO に溶解

した原液を作成し、Tris バッファーを用いて希釈し、終濃度を 0（blank）～32 µM の範囲に設

定した。ベースラインとしては hRXRα-LBD の代わりに、等量のアッセイバッファーを加え

たサンプルを用いた。アッセイバッファーで溶解した 100 nMの hRXRα-LBD（終濃度 50 nM）

30 µL に、試験化合物の非存在下または存在下の 8%（v/v）DMSO 15 µL と、40 nM の[3H]1（終

濃度 10 nM）15 µL を 1.5 mL チューブに加え、4°C で一晩静置した。翌日、0.8%（w/v）のデ

キストランコーティング活性炭（SigmaAldrich）を各サンプルに 20 µL 加え、混合物を氷浴中

で 3 分間静置した後、4°C、8000g で 5 分間遠心分離した。サンプルを 15 µL 取り、3.0 mL の
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シンチレーションカクテル（Clear-sol Ⅰ or Ⅱ、ナカライテスク）に加え、[3H]1 の放射活性（cpm）

を液体シンチレーションカウンター（Tri-Carb 2800 or 2910TR、PerkinElmer）を用いて測定し

た。IC50値を算出した後に、Cheng-Prusoff 式: Ki = IC50/(1 + [[3H]1]/(Kd of 1)) 79を用いて 1 に対

する試験化合物の Ki値を算出した。なお、計算に用いた[3H]1 の濃度は 10 nM、Kd値は 37 nM

である 99。 

 

等温滴定型カロリメトリー（ITC） 

hRXRα-LBD と RXR アンタゴニスト（化合物 6 もしくは 17）の相互作用エネルギーは、

PEAQ-ITC（Microcal.Inc.）を用いた 25°C における ITC 実験によって評価した。hRXRα-LBD

と RXR アンタゴニストの終濃度は、約 80–120 µM のタンパク質と 250–1000 µM の化合物 6、

および 50 µM のタンパク質と 500 µM の化合物 17 で滴定して決定した。得られたデータは

PEAQ-ITC Analysis ソフトウェア（Microcal, Inc）を用いてシングルサイト結合モデルでフィ

ッティングして解析した。 

 

円偏光二色性（CD）スペクトル測定 

CD スペクトルは、Jasco J-725 円二色性分散計およびクォーツ製キュベットを用いて、室温

にてスキャンスピード 20 nm/min、応答時間 1 秒に設定して測定した。タンパク質の 2 次構造

由来の CD スペクトルは 0.1 cm セルを用いて 190–260 nm の範囲で 10 回積算、誘起 CD スペ

クトルは 1.0 cm セルを用いて 250–350 nm の範囲で 20 回積算し、それぞれ測定した。アッセ

イバッファーとしては、2 mM DTT 含有 PBS を用いた。2 mM DTT 含有 PBS を用いて hRXRα-

LBD を 5 μM に希釈し、試験化合物の濃度は 15 μM（EtOH の終濃度は 2％（v/v））とした。

hRXRα-LBD と試験化合物を混合し、室温で 2時間静置した後に CDスペクトルを測定した。

それぞれのスペクトルは 3 回の測定の平均値として得た。 

 

RXRα-LBD/17 結合型の結晶化と構造決定 

RXRα サンプルは、Amicon Ultra-15 遠心フィルター（Millipore）を用いて 30 mg/mL に濃縮

した。濃縮したサンプルを 2 mM の化合物 17 と 4 mM の SMRT-CoR（コリプレッサーペプチ
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ド）と混合し、4°C で一晩インキュベートした。結晶化スクリーニングは、Index スクリーニ

ングキット（Hampton Research）を用いて、22°C でシッティングドロップ法により行った。

タンパク質溶液 1.5 μL と、スクリーニングキットの各リザーバー溶液 1.5 μL を混合した。結

晶が現れたのは、Index スクリーニング条件 63（5%（v/v）TacsimateTM [pH7.0], 0.1 M HEPES 

[pH7.0], 10%（w/v）PEGMME5000）であった。結晶化溶液に 20%（w/v）のグリセロールを添

加してクライオ・リザーバーを調製した。X 線データ収集の前に、結晶をクライオ・リザー

バーに素早く浸し、液体窒素気流下（100K）でフラッシュ冷却した。X 線回折データは、PF-

AR（つくば市）の NW12A に設置された Pilatus3 検出器を用いて収集した。データは HKL2000

と SCALEPACK100で積分・スケーリングした。初期段階は、Molrep101を用いた分子置換法で

決定した。モデルの構築と改良は、COOT85と REFMAC102または PHENIX103によって行った。

図は PyMOL104で作成した。結晶学的パラメータは次ページに示す。 
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Statistics of X-ray diffraction data collection and refinement for hRXRα-LBD(223-462)/17 binding 

form 

 hRXRα-LBD(223-462)/17 binding form 

Data collection  

space group P21 

unit cell parameters  

a (Å) 50.76 

b (Å) 99.43 

c (Å) 93.60 

α (deg) 90.00 

β (deg) 98.31 

γ (deg) 90.00 

X-ray source PF-AR NW12A 

wavelength (Å) 1.0 

resolution (Å) 44.8-2.15 

(2.23-2.15) 

no. of reflectionsa 310225 

no. of unique reflections 48015 

completeness (%) 95.6 (74.2) 

I/σ (I) 16.2 (1.7) 

Rmerge
b 0.081 (0.498) 

CC1/2 0.996 (0.860) 

Refinement  

Rc 0.225 

Rfree
d 0.266 

root-mean-square deviation  

bond length (Å) 0.015 

bond angles (deg) 1.92 

geometry  

Ramachandran outlier (%) 0.39 

Ramachandran favored (%) 97.2 

average B factor (Å2) 54.3 

protein atoms 53.9 

ligand atoms 82.2 

solvent atoms 48.4 

PDB entry 7CFO 

a Sigma cutoff was set to none (F > 0σF). 

b Rmerge = ΣhΣi|Ii(h)−<I(h)>|/ Σh I(h), where Ii(h) is the ith measurement of reflection h, and <I(h)> is 

the mean value of the symmetry-related reflection intensities. Values in brackets are for the shell of the 

highest resolution.  

c R = Σ||Fo|−|Fc ||/ Σ|Fo |, where Fo and Fc are the observed and calculated structure factors used in the 

refinement, respectively. 

d Rfree is the R-factor calculated using 5% of the reflections chosen at random and omitted from the 

refinement. 
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NF-κBレポーターアッセイ 

本アッセイでは、NFκB の転写応答領域下流にレポーター遺伝子として分泌型アルカリホスファタ

ーゼ（SEAP）遺伝子が導入され、NFκB を安定発現するよう遺伝子組み換えされたマウスマクロファ

ージ RAW264.7細胞、NFκB/SEAP Stably Transfected Raw 264.7 Reporter Cell Line（SEAPorterTM, 

Novus Biologicals）を購入し用いた。当該細胞を培地に懸濁し、およそ 5.0 × 104 cells/wellで 96 well

透明プレートに播種した。24 時間後に、LPS（1 ng/mL）および各試験化合物を含む培地へ交換した。

24時間培養後、上清 25 μLを別の 96 wellプレートに移し、りん酸 4-メチルウンベリフェリル（富士フ

ィルム和光純薬）を加えて SEAP 活性を測定した。SEAP 活性は、細胞増殖アッセイキット（Counting 

Kit-8（CCK-8）、同仁化学研究所）を用いて算出した細胞生存率によって補正して解析した。アッセ

イは n = 3（3 well）で 3回実施した。 

 

LSP刺激 RAW細胞を用いた遺伝子発現解析 

本アッセイでは、マウスマクロファージ RAW264 細胞を用いた。当該細胞を培地に懸濁し、およそ

5.0 × 104 cells/wellで 96 well透明プレートに播種した。24時間後に、LPS（1 ng/mL）および各試験

化合物を含む培地へ交換した。6 時間培養後、RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて、製品プロトコル

に基づいてトータル RNA を抽出した。続いて得られた RNA サンプルから SuperScriptTM VILOTM 

Master Mix（InvitrogenTM）を用いて、製品プロトコルに基づいて cDNA を合成した。得られた cDNA

を鋳型に、GoTaq qPCR Master Mix（Promega）を用いて、QuantStudio® 3 リアルタイム PCRシステム

（Applied Biosystems）にて定量 RT-PCRを実施、解析した。Actbをリファレンス遺伝子として、相対的

な遺伝子発現量を ΔΔCt法により算出した。アッセイは n = 3（3 well）で 3回実施した。 

 

LSP刺激 RAW細胞を用いた NO産生量評価 

本アッセイでは、マウスマクロファージ RAW264 細胞を用いた。当該細胞を培地に懸濁し、およそ

1.0 × 105 cells/wellで 96 well透明プレートに播種した。24時間後に、LPS（100 ng/mL）および各試

験化合物を含む培地へ交換した。48時間培養後、上清 50 μLを別の 96 wellプレートに移し、Griess 

Reagent System（Promega）を用いて、製品プロトコルに基づいて NO産生量を評価した。NO産生量
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は、細胞増殖アッセイキット（Counting Kit-8（CCK-8）、同仁化学研究所）を用いて算出した細胞生存

率によって補正して解析した。アッセイは n = 3（3 well）で 3回実施した。 

 

 

2. In Vivoアッセイ 

すべての動物実験は、岡山大学自然生命科学研究支援センター動物実験委員会で承認された

プロトコルに従って行った。 

 

マウスに化合物 16および化合物 17を 10 mg/kgを経口投与したときの血漿中濃度測定 

6 週齢、雄の ICR マウスを、日本チャールズ・リバー株式会社から購入した。マウスを 5 匹ずつに

群分けし、化合物 16 もしくは化合物 17 の懸濁液（1%（v/v）エタノール含有 0.5%（w/v）カルボキシメ

チルセルロース（CMC）水溶液を用いて作成）を 10 mg/kg、10 mL/kgで経口投与した。化合物投与

の 0（非投与）、0.5、1.0、3.0、6.0時間後に、イソフルラン麻酔下で腹部下大静脈から約 0.5 mLの血

液を採取した。各血液サンプルは、1900×g で 5 分間、室温で遠心分離した。得られた血漿 100 μL

に、氷冷した 5.0 mM 酢酸アンモニウム溶液（酢酸で pH 5.0 に調整）100 μL と氷冷した EtOAc 1.0 

mLを加えた。得られた混合物を 30秒間ボルテックスミキサーで撹拌し、室温で 10分間静置した後、

1900g で 30 秒間、室温で遠心分離した。EtOAc 相の 800 μL の上清を取り出し、遠心エバポレータ

ーで濃縮し、100 μL のメタノール（化合物 16）もしくはアセトニトリル（化合物 17）で溶解した。この溶

液を LC-MS/MS 分析に供し、化合物の標準液で得た検量線を用いて、試料のピーク面積から化合

物 16 もしくは化合物 17の濃度を算出した。LC-MSシステムとしては API4000 LC-MS/MSシステム

（Applied Biosystems）および島津 HPLC システム（LC-20AD ポンプ、SPD-20AV UV-Vis 検出器、

CTO-20ACカラムオーブン）を用いた。サンプルは 10 μLをオートサンプラーによってインジェクトし、

TSKgel ODS-100Vカラム（2.0 i.d. × 50 mm, 3 µm, TOSOH）を用いて、40°Cにて、0.1%（v/v）ギ酸を

含むMeOH/H2O = 85/15（v/v, 16）またはMeCN/H2O = 65/35（v/v, 17）を移動相として分離した。流速

は 0.7 mL/minに設定した。化合物 16 もしくは化合物 17は 260 nmにおける吸光度および m/zによ

って同定した。すべての溶媒は、HPLC規格のものを購入して用いた。 
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C57BL6/Jマウスに化合物 17を 30 mg/kgで 14日間経口投与した際の副作用評価 

6週齢、雄の C57BL6/Jマウスを、日本チャールズ・リバー株式会社から購入した。すべてのマウス

は実験に使用する前に 6日間馴化した。1ケージあたり 5匹のマウスを飼育し、光（12時間点灯、午

前 8時／12時間消灯、午後 8時）、温度（23 ± 1°C）、湿度（50 ± 20%）が制御された環境下で、水と

飼料を自由に摂取させた。実験の前に測定された体重に基づいて、グループ間のばらつきが最小

になるようにマウスを群分けした。マウスに vehicle（1%（v/v）エタノール含有 0.5%（w/v）CMC 水溶液）

または化合物 17の懸濁液を、30 mg/kg、10 mL/kgで、毎日午前 10時頃に 14日間経口投与した。

投与期間の 14 日間、毎日午前 10 時頃に体重、食物摂取量、水摂取量を測定した。投与最終日に

は、午後 5 時から絶食し、水を自由に摂取させた。翌日、午前 10 時頃に動物の体重を測定し、イソ

フルランで麻酔をかけた。直ちに腹部下大静脈から採血し、肝臓を摘出して重量を測定した。血液

約 0.5 mLを 1900×g、5分間、室温で遠心分離し、血漿サンプルを得た。血漿中のアスパラギン酸ア

ミノトランスフェラーゼ（AST）およびアラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）は、富士ドライケムシステ

ム（富士フィルム）を用いて測定した。ヘモグロビンエーワンシー（HbA1C）は DCA バンテージ（シー

メンス）を用いて測定した。 

 

KK-Ayマウスを用いた抗 2型糖尿病効果の評価 

4 週齢、雄の KK-Ay マウスを、日本クレア株式会社から購入した。すべてのマウスは実験に使用

する前に 7週間馴化した。1ケージあたり 1匹のマウスを飼育し、光（12時間点灯、午前 8時／12時

間消灯、午後 8時）、温度（23 ± 1°C）、湿度（50 ± 20%）が制御された環境下で、水と飼料を自由に

摂取させた。実験の前に測定された体重と血糖値に基づいて、グループ間のばらつきが最小になる

ようにマウスを群分けした。マウスに vehicle（1%（v/v）エタノール含有 0.5%（w/v）CMC 水溶液）また

はピオグリタゾン塩酸塩（30 mg/kg、東京化成）もしくは化合物 17（10 mg/kg）の懸濁液を、10 mL/kg

で毎日午前 10時頃に 14日間経口投与した。投与期間の 14日間、毎日午前 10時頃に体重、食物

摂取量、水摂取量を測定した。投与最終日には、午後 5 時から絶食し、水を自由に摂取させた。翌

日、午前 10 時頃に動物の体重を測定し、イソフルランで麻酔をかけた。直ちに腹部下大静脈から採

血し、DCAバンテージ（シーメンス）を用いて HbA1Cを測定した。 
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