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略 語 表 
 

ALP   alkaline Phosphatase 

ALT   alanine aminotransferase 

AST   aspartate aminotransferase 

BUN   blood urea nitrogen 

CRE   creatinine 

CoA   co-activator 

CoR   co-repressor 

Cmax   maximum concentration 

CMC   carboxymethyl cellulose 

DNA   deoxyribonucleic acid 

EC50   half maximal effective concentration 

Emax   efficacy maximal response 

FBS   fetal bovine serum 

FXR   farnesoid X receptor 

γ-GTP   γ-glutamyltranspeptidase 

HbA1c   hemoglobin A1c 

HPLC   high performance liquid chromatography 

ICR   the institute for cancer research 

LXR   liver X receptor 
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NRE   nuclear receptor response element 

OGTT   oral glucose tolerance tests 

p.o.   per os 

PPAR   peroxisome proliferator-activated receptor 

RAR   retinoic acid receptor 

RXR   retinoid X receptor 

SD rat   Sprague-Dawley rat 

SEAP   secreted alkaline phosphatase 

SEM   standard error of the mean 

TCHO   total cholesterol 

TG   triglyceride 
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序論  

 

 1940 年代以降，抗菌薬に代表される「選択毒性的創薬」アプローチにより，感染性

疾患に対して多くの有効な医薬品が創出された．「選択毒性的創薬」アプローチは，

病原体と宿主の毒性への感受性の差異に着目した創薬手法であり，単因子性疾患に

対しては，顕著な有効性を発揮する．これに対峙して，がんや糖尿病，アルツハイマ

ー病などの疾患は，精力的に創薬研究が行われ，医薬品の創出はなされているもの

の，未だ有効な治療法は見出されていないのが現状であり，新規医薬品の創出およ

びその手法が強く望まれている．がんや糖尿病，アルツハイマー病は遺伝的要因や

生活習慣など複数の要因が絡み合い引き起こされる多因子性疾患であり，このような

疾患の制圧に対しては，「選択毒性的創薬」アプローチとは異なる創薬アプローチを

見いだす必要がある．著者は，本問題の解決には，体内環境を改善すること，すなわ

ち，体内恒常性に大きな影響を及ぼしうる糖・脂質代謝などの総合的な改善が多因子

性疾患の治療に有効であると考えた． 

 著者は，体内環境改善型の創薬アプローチへの挑戦として，多機能性受容体であ

るレチノイド X 受容体 (RXR) に着目した．RXR は，リガンド依存的に標的遺伝子の

転写を制御する核内受容体の一つであり 1)，RXRα, RXRβ,およびRXRγのサブタイプ

が存在する．また，RXR はその構造および機能上の特徴から，リガンド非依存的な転

写活性化に関与する A/B領域，DNA との結合に関与する C領域，ヒンジ領域である

D領域，リガンド依存的な転写活性化やコファクターのリクルートメントに関与する E領

域および C末に位置する F領域の 6つの領域に分けることができる 2)． 
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核内受容体の転写活性化に関与している AF-1 (Activation Function-1) および AF-2 

(Activation Function-2) はそれぞれ A/B領域および E領域に存在し，AF-1において

はリガンド非依存的に転写活性化を促進させる 2)．AF-1 を有する A/B領域に対して，

AF-2 を有する E 領域は，12 の α ヘリックスから構成される LBD (Ligand binding 

domain) を有しており，リガンド依存的な転写活性化を担っている 2)．E領域のLBDに

アゴニストが結合すると， RXR の部分構造であるヘリックス 12 が適切に折り畳まれた

構造に変化する．その結果，RXR は転写活性化を引き起こすことが可能な holo 型構

造をとり，転写抑制因子の解離に伴い転写促進因子が誘導されることで，RXR アゴニ

スト活性が発現する(Figure 1)3)．一方，RXRにアンタゴニストが結合すると，アゴニスト

と同様に RXR と結合するものの，ヘリックス 12 の適切な折りたたみは起こらないため

に，転写促進因子の誘導が起こらず，RXR と転写抑制因子との複合体が安定化され

るため，RXRを介したリガンド依存的転写活性化は起こらないことが報告されている． 

 

 
Figure 1. DNA transcriptional mechanism via nuclear receptors.  
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 RXR は，自身のホモダイマーもしくは他の核内受容体 (RAR，PPAR, LXR, あるい

は，FXR など) とヘテロダイマー（以下，RAR/RXR ，PPAR/RXR，LXR/RXR，あるい

は，FXR/RXRのように記す）を形成し，様々な機能を発揮する 4,5)． 

特に，RXR のパートナー受容体である PPAR は，そのアゴニストによるインスリン抵抗

性改善作用が報告されている 6)．PPARには α，γ，δのサブタイプが存在し，PPARαア

ゴニストであるベザフィブラートが脂質異常症の治療薬として臨床応用されている．ま

た，PPARγ はインスリン抵抗性改善薬であるチアゾリジンジオン (TZD) 系薬剤の標

的分子として知られており，PPARγアゴニストであるピオグリタゾンは，2型糖尿病治療

薬として臨床応用されている 6)．LXRは α とβのサブタイプが存在しており，糖・脂質代

謝を制御している核内受容体であることが報告されている 7-9)．RXR へテロダイマーの

中でも，RAR/RXRや PPAR/RXRおよび LXR/RXRなどは，パートナー受容体のアゴ

ニスト存在下で RXR アゴニストの添加により転写活性が増強される（シナジー作用）こ

とが知られている 10,11)．更に，PPAR/RXR や LXR/RXR などの特殊なヘテロダイマー

については，パートナー受容体のアゴニストの非存在下においても，RXR アゴニスト

単独で活性化が可能である（パーミッシブ機構）ことが報告されている 12,13)． 

 以上のことから著者は，RXR アゴニストによりこれら受容体の相加的な活性化を介し

て体内環境に大きな影響を及ぼす糖や脂質の代謝を制御することにより，体内環境

の総合的な調節が可能と考えた．RXR は，糖尿病や脂質異常症に対する創薬標的と

して研究が行われている 14,15)．さらに 2012年には，RXRアゴニストによる抗アルツハイ

マー病作用が報告された 16)．一方で，RXRアゴニストの投与による，甲状腺機能低下

や体重増加や血中 TG値の上昇および肝臓肥大などの副作用発現が問題となってい
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る 14,17-19)．そのため，これまでに様々な RXRアゴニストが創出されているものの 20-24)，

現在までに臨床応用されている RXRアゴニストは，bexarotene (LGD1069: 1) が米国

において皮膚浸潤性 T 細胞リンパ腫の治療薬として承認されているのみである 

(Figure 2)25)． 

 これらの背景を基盤とし，著者は，薬効を示しつつ既存 RXR アゴニストが有する副

作用の軽減を可能とする創薬手法の創出を目的として本研究に着手した． 

 

 

Figure 2. Chemical structures of known RXR agonists. 
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第 1章  副作用発現に関与する RXRへテロダイマーに着目した研究 

 

 RXR は，様々な核内受容体とヘテロダイマーを形成し機能することから，体内環境

を総合的に調節することが可能である 4,5,11,12)．さらに，RXR アゴニストは単独で，パー

ミッシブ機構を介して，糖・脂質代謝に関与している PPARやLXRとのヘテロダイマー

（PPAR/RXRおよび LXR/RXR）を活性化できることから，RXRアゴニストにより，PPAR

および LXR の相加的な抗糖尿病作用が期待できる 12,13)．一方で，RXR アゴニスト投

与により血中 TG 値上昇等のような副作用発現が問題となっている 19)．著者は，

LXRα/RXRα の活性化による血中 TG 値上昇が報告されていること 26)に着目した．

RXR アゴニストの魅力である相加的な薬効を得るために，LXRα/RXRα は活性化させ

るもののその活性化能を抑制しつつ，PPARγ/RXRα活性を保持できるRXRアゴニスト

であれば，薬効を保持しつつ副作用の軽減化を可能にするものであると仮説を立て，

本研究を行った．  

 

  第 1節  NEt-3IP誘導体の RXRアゴニスト活性評価 

 前述のように RXR アゴニストは，パーミッシブ機構を介して単独で PPARγ/RXRα や

LXRα/RXRα を活性化する．そこで著者は，PPARγ/RXRα アゴニスト活性を保持しつ

つ LXRα/RXRα アゴニスト活性を抑制した RXR アゴニストを見出すにあたり，当研究

室で創出した RXRアゴニスト NEt-TMN (6)27), NEt-3IP (7a)28) および NEt-3IPのアル

コキシ基を種々変換した化合物の RXRアゴニスト活性について検討した (Table 1-1)．

なお，活性評価方法の詳細については，実験の部に記した．  
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Table 1-1. The data of RXRα homodimer reporter gene assay for 1, 6 and 7a-m in COS-1 cells 

 

  RXRαa 

Compound R EC50 (nM)b Emax (%)b,c 

1 - 20 ± 3 100 

6 - 5.3 ± 1.0 94 ± 1 

7a -CH(CH3)2 66 ± 9 97 ± 6 

7b -CH2CH(CH3)2 19 ± 6 114 ± 0 

7c -CH2c-Pr 290 ± 40 95 ± 4 

7d 
 

110 ± 20 110 ± 0 

7e 
 

160 ± 80 91 ± 3 

7f -CH2CF3 160 ± 30 100 ± 0 

7g -(CH2)2CH3 450 ± 80 120 ± 0 

7h -(CH2)3CH3 180 ± 30 100 ± 10 

7i -(CH2)4CH3 160 ± 20 96 ± 7 

7j -(CH2)5CH3 280 ± 150 77 ± 4 

7k -CH2C6H5 160 ± 60 98 ± 2 

7l -(CH2)2C6H5 330 ± 120 99 ± 4 

7m -(CH2)3C6H5 820 ± 110 78 ± 6 
a) All values represent the standard error of the mean value of at least there separate experiments 
with triplicate determinations.  
b) EC50 values and Emax values were determined from dose-response curves ranging from 10-8 to 10-5 

M in COS-1 cells.  
c) Luciferase activity of 1 at 1 µM was defined as 100%. 
  

Me Me

MeMe

CH2

Me

CO2H
LGD1069 (1)

Me Me

MeMe

N

N

CO2H
NEt-TMN (6)

N

N

CO2H
7a-m

Me O

Me

Me

R
Me

H3C

CH2

CH3H3C



 
 
 
 

12 

 Table1-1 には， COS-1 細胞を用いたルシフェラーゼレポータージーンアッセイの結

果を示している．イソブトキシ基を有する 7bが 1 とほぼ同程度の強力な RXRアゴニス

ト活性を示した．シクロプロピルメトキシ基を有する 7c や二重結合を有する化合物 7d

および 7eについての RXRアゴニスト活性を評価した結果，いずれの化合物も 10-7 M

オーダーの EC50値を与えた．また，1,1,1-トリフルオロエトキシ基を有する化合物 7f は，

7dや 7e と同程度の RXRアゴニスト活性であった．直鎖アルコキシ基を有する化合物

については，アルキル鎖が n-プロピル基から n-ブチル基，n-ペンチル基と伸長するに

つれて RXR アゴニスト活性の増強が見られた．側鎖置換基に n-ヘキシルオキシ基を

有する化合物 7j では活性の減弱が見られたものの，本化合物においても 300 nM程

度の RXRアゴニスト活性を示したことから，RXRのリガンド結合部位中の RXRアゴニ

ストのいわゆる疎水性部位周辺には空間的余裕があることが示唆された．また，直鎖

アルコキシ基の末端にフェニル環を有する化合物 7k-7m について RXR アゴニスト活

性を評価した．その結果，いずれの化合物も RXR アゴニスト活性を示したことから，

RXR のリガンド結合部位中の RXR アゴニスト疎水性部位を収容する部位ではフェネ

チルオキシ基のような嵩高い基であっても許容されることが示唆された． 

 これらの化合物のEC50値から， 10-8 Mオーダーの高活性グループ（6, 7aおよび 7b）

と，10-7 M以上の低活性グループに分類できることがわかった． 

 そこで，後者のグループうち，10-8 M オーダーの EC50 値を示した高活性グループ

（前者）とは異なるアルコキシ基を有するシクロプロピルメトキシ基を有する化合物 7c, 

直鎖アルキル基である n-ペンチルオキシ基を有する 7i およびベンゼン環を導入した

化合物 7kについて注目し，PPARγ/RXRα, LXRα/RXRα活性について検討した． 
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  第 2節  低 EC50群の PPARγ/RXRα, LXRα/RXRα活性化能評価 

 本節では，前節で示したRXRアゴニスト活性が高かった 6, 7aおよび 7bの RXRヘ

テロダイマー活性について述べる．Figure1-1には 6, 7a および 7b の PPARγ, LXRα

ホモダイマーおよび RXR とのヘテロダイマー活性化能評価の結果を示している． 

 その結果，いずれ化合物も PPARγ ホモダイマー活性化能はほぼ認められなかった

ものの PPARγ/RXRα活性を示したことから，これら RXR アゴニストが抗糖尿病作用を

発現することが期待できた．また，LXRα/RXRα について，7a が今回評価したいずれ

の濃度においても， 6 および 7b に比べ最も活性が弱いことから，本化合物が 6 お

よび 7bに比べ血中 TG値上昇等の副作用を軽減できることが期待できた． 

 

 
Figure 1-1. Relative transactivation data of 6 (closed circle), 7a (closed triangle), and 7b (closed 

square) toward PPARγ, PPARγ/RXRα, LXRα, and LXRα/RXRα. 
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  第 3節  化合物 7c, 7i および 7k の PPARγ/RXRα, LXRα/RXRα活性化能評価 

 本節では，第１節で示した RXR アゴニストのうち，EC50がほぼ同程度でありながら，

構造が異なるアルコキシ部位を有する 7c, 7iおよび 7kの RXRヘテロダイマー活性に

ついて述べる．Figure1-2にはこれらの PPARγ, LXRαホモダイマーおよびRXRとのヘ

テロダイマー活性化能評価の結果を示している． 

 いずれの化合物（7c, 7i，7k）も PPARγホモダイマー活性は示さず，PPARγ/RXRαヘ

テロダイマー活性を示した．また，LXRα ホモダイマー，LXRα/RXRα へテロダイマー

活性化能を評価したところ，7c, 7i および 7k はほぼ同程度の活性を示した．

LXRα/RXRα活性を抑えつつ，PPARγ/RXRα活性を保持した RXR アゴニストの探索

が本研究の目的であったため，これらの化合物を用いた in vivo での検討では，前述

の仮説の検証には至らないと判断した． 
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Figure 1-2. Relative transactivation data of 7c (closed inverted triangle), 7i (closed diamond), and 

7k (cross) toward PPARγ, PPARγ/RXRα, LXRα, and LXRα/RXRα. 

 

 

  第 4節  化合物 6, 7a および 7b の in vivo薬効評価データの解析 

 前二節で述べたように，LXRα/RXRα 活性を抑えつつ，PPARγ/RXRα 活性を保持し

た RXR アゴニストであれば，薬効は保持しつつ副作用の軽減化が可能であると仮説

を検証する上で，6, 7a および 7b について薬効ならびに副作用を調べるのが適当と

判断した．そこで京都薬科大学吉川講師らに，これらの化合物について，2 型糖尿病

モデルマウスであるKK-Ayマウスを用いた抗糖尿病作用評価を実施して頂き，そのデ

ータをもとに解析を行った． 

 各化合物を 10 mg/kg/dayで 14日間，1日 1回経口投与し，日々の血糖値変化と投
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与最終日翌日のヘモグロビン A1c 濃度と血中インスリン量およびインスリン抵抗性の

改善に寄与することが知られるアディポネクチン量を測定した (Figure1-3)．化合物非

投与群の血糖値が約 500 mg/dLであるのに対し，いずれの化合物も投与により約 300 

mg/dL 程度まで血糖値が低下し，血糖降下作用が認められた．化合物 6 および 7a 

では投与 3日目から，一方 7b では投与 5日目から有意な血糖降下作用が認められ， 

7b に作用発現の遅れが見られたものの，最終日においてはいずれの化合物も同程

度の血糖降下作用を認めた． 

さらに，化合物投与によりインスリン量の低下傾向とともに，ヘモグロビンA1cの有意な

低下およびアディポネクチン量の有意な上昇が認められた．これらのことから，RXR ア

ゴニスト 6, 7a および 7b が，KK-Ay2型糖尿病モデルマウスにおいて薬効として，抗

糖尿病作用を示すことが確認された 29)． 
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Figure 1-3. Evaluation of antitype 2 diabetes effects of repeated oral administration of 6, 7a or 7b at 

10 mg/kg/day to male KK-Ay mice for 14 consecutive days. A) Time course of blood glucose levels. 

Open circle, closed circle, closed triangle, and closed square indicate vehicle, NEt-TMN (6), 

NEt-3IP (7a), and NEt-3IB (7b), respectively. B) Effects of compounds on serum insulin levels. C) 

Effects of compounds on serum hemoglobin A1c levels. D) Effects of compounds on adiponectin 

levels. The data (n = 3－7) represent the mean ± sem. Statistical analysis was performed by analysis 

of variance (ANOVA) followed by Bonferroni test. Significant differences: * p < 0.05 vs vehicle. ** 

p < 0.01 vs vehicle. 

 

 

  第 5節  化合物 6, 7a および 7b の in vivo副作用発現評価 

 化合物 7a が 6 および 7b と比べLXRα/RXRα活性化能を抑えていたことから，本

化合物が血中 TG 値上昇などの副作用を回避できることが期待された．そこで，6, 7a 

および 7b について副作用の検討として，KK-Ay2 型糖尿病モデルマウスに各化合

物を 10 mg/kg/dayで 14日間，1日 1回経口投与したときの，体重変化，肝臓重量変
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化，血中 TG値および血中 TCHO値を測定した (Figure 1-4)． 

 その結果，いずれの RXR アゴニストも投与により体重の増加傾向を示した．特に 7a

は，投与 7 日目以降で顕著な体重上昇を示した．また，化合物投与最終日翌日の肝

臓肥大率，血中 TG値および血中 TCHO値を評価したところ，いずれの化合物とも肝

臓肥大率，血中 TG値および血中 TCHO値の優位な上昇を示した．LXRα/RXRα活

性化能を最も抑えていた 7a が他の 2つの RXRアゴニストと比較し最も血中 TG値を

上昇させており， in vitroにおける LXRα/RXRα活性化能と in vivoにおける副作用発

現の程度との間に相関を得ることはできなかった．また，化合物 7b 投与群に肝臓肥

大率の増加や血中 TG値上昇の軽減傾向が見られた． 
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Figure 1-4. Evaluation of side effects of repeated oral administration of 6, 7a or 7b at 10 mg/kg/day 

to male KK-Ay mice for 14 consecutive days. A) Time course of body weight change. Open circle, 

closed circle, closed triangle, and closed square indicate vehicle, NEt-TMN (6), NEt-3IP (7a), and 

NEt-3IB (7b), respectively. B) Effects of compounds on liver weight. C) Effects of compounds on 

serum triglyceride. D) Effects of compounds on serum total cholesterol. The data (n = 3－7) represent 

the mean ± sem. Statistical analysis was performed by analysis of variance (ANOVA) followed by 

Bonferroni test. Significant differences: * p < 0.05 vs vehicle. ** p < 0.01 vs vehicle. 

 

 

 In vitroでの LXRα/RXRα活性と in vivoにおける副作用発現の程度との間に相関が

得られなかったことについては，動物への薬物投与では各化合物間で，in vitro で期

待されたようなRXRへテロダイマー活性化能の差異を生じる血中濃度を与えなかった

ことなどが考えられる． 
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  第 6節  本章のまとめ 

 著者は，LXRα/RXRα活性を抑制し，PPARγ/RXRα活性を保持した RXRアゴニスト

が，薬効を保持し，副作用の軽減化に繋がる可能性を探る目的で，当研究室で創出

した RXRアゴニスト化合物 6, 7a および 7aの誘導体である 7b-mの RXRアゴニスト

活性評価および PPARγ/RXRα, LXRα/RXRα へテロダイマー活性について検討した

30)．その結果， 7a が 6 と 7b と比べ LXRα/RXRα 活性を抑制することを見出し，こ

れらの化合物の KK-Ay2型糖尿病モデルマウスにおける抗糖尿病作用を評価した 29)．

しかしながら，6, 7a および 7b はいずれも投与により血糖降下作用，ヘモグロビン

A1cの有意な低下作用を示したが，体重増加，肝臓肥大，血中TG値の上昇が認めら

れ，その副作用発現の程度と，in vitroでの LXRα/RXRα活性化能との間に相関は得

ることはできなかった．今回，化合物 7b に肝臓肥大率の増加や血中 TG 値上昇の軽

減傾向が見られ，また化合物の血中濃度から予想される LXRα/RXRα 活性化能と副

作用発現との間には相関が示唆されたものの，いずれの化合物においても肝臓肥大

や血中 TG値上昇などの副作用発現について完全に回避するには至らなかった． 
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第 2章  RXRパーシャルアゴニストを利用した副作用の軽減化 

 

 前章では，LXRα/RXRα の活性化による血中 TG 値上昇に着目した検討につい

て述べた．すなわち，LXRα/RXRαの活性の抑制による副作用の軽減化を試みた

が，いずれの化合物においても肝臓肥大や血中 TG値上昇などの副作用発現につ

いて完全に回避するには至らなかった 29,30)．内因性 RXRアゴニストである 9-cis

レチノイン酸や副作用を示した RXRアゴニストを精査すると，いずれも高濃度

において RXR を 100%活性化するフルアゴニストであることに特徴があった．

そこで，著者は，RXR アゴニストの副作用発現は，受容体の過剰活性化に起因

するものであると仮定し， RXRの適度な活性化でも十分に所望の薬効を得るこ

とが可能ではないかと考えた． 

RXRパーシャルアゴニストは幾つか創出されているものの 31,32)，RXRパーシャ

ルアゴニストを用いた in vivoでの薬効・副作用発現評価を行った研究は未報告

であることから，著者は上記仮説を立証すべく，本研究を行った． 

 

  第 1節  背景および RXRパーシャルアゴニスト CBt-PMN (8) について 

 著者は， RXR活性化による in vivoでの薬効および副作用の発現には，それぞ

れ閾値が存在しており，フルアゴニストに比べ Efficacyを抑えた RXRパーシャ

ルアゴニストであればRXRアゴニストの薬効と副作用との分離が可能であると

仮説を立てた (Figure 2-1)． 
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Figure 2-1. RXR活性化能と in vivoでの薬効・副作用発現 (本章における仮説) 

 

 

 第 1項  核内受容体パーシャルアゴニストとは 

 Pierre Germain らの報告では，核内受容体パーシャルアゴニストとは「転写活

性化能を示すが，フルアゴニストと比べて減弱した efficacyを示す化合物」と定

義されている 33)．また，「核内受容体パーシャルアゴニストはヘリックス 12と，

リガンドやヘリックス 3もしくはヘリックス 11との相互作用が小さいため，受

容体のアゴニスト型が不安定となる」とも示されている 33)．すなわち，RXRパ

ーシャルアゴニストは，ヘリックス 12が適切に折り畳まれた holo型の RXRと

アンタゴニストが結合し転写活性化能を示さないアンタゴニストが結合した型

の RXRのどちらにも誘導しうるリガンドであり，過剰投与においても受容体を

完全には活性化しない適度な活性化で抑えることが可能と考えられる． 
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 第 2項  RXRパーシャルアゴニスト CBt-PMN (8) の in vitro 活性評価および in 

vivo薬効・副作用評価 

 RXR アゴニストの基本骨格は，テトラメチルテトラリンもしくはペンタメチ

ルテトラリン構造を有する疎水性部位と安息香酸やニコチン酸構造を有する酸

性部位，および，それらを繋ぐリンカー部位から構成される． 

 これまでに著者は，共同研究者とともに，構造の剛直化に伴う RXR 活性の不

完全化を期待して，RXR フルアゴニスト 6 の分子構造に閉環構造を導入した

RXR アゴニストの創出を行った．その結果，酸性部位とリンカー部位とをトリ

アゾール環で閉環した化合物 CBt-PMN (8) が Emax値を抑えた RXRパーシャル

アゴニスト活性 (EC50 = 143 nM, Emax = 75%) を有することを見出した (Figure 

2-2)34)．パーシャルアゴニストのコアクチベータ誘導能については第二章第三節

にて述べる． 

 

 
Figure 2-2. Molecular design strategy for RXR partial agonist CBt-PMN (8). 

 

 これまでの研究で見出した RXRパーシャルアゴニスト 8 および 8 誘導体の RXR フ

ルアゴニストCBiM-PMN (9a) は，PPARγ/RXRαやLXRα/RXRαに対して活性化能を

示した (Figure 2-3)． 
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Figure 2-3. Relative transactivation data of 6 (closed circle), 8 (open triangle), and 9a (open square) 

toward PPARγ, PPARγ/RXRα, LXRα, and LXRα/RXRα. 
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In vivo での薬効および副作用評価に先立ち，各化合物 (NEt-TMN, CBt-PMN, 

CBiM-PMN) を雄性 ICRマウスに 30 mg/kgで経口投与し，岡山大学加来田博貴准

教授および県立広島大学田井章弘教授に化合物の血中濃度を測定して頂いた．

その結果，いずれの化合物も投与後 6時間までにおいて，1 µM以上の血中濃度を示

すことを確認した (Figure 2-4)． 

 

 
Figure 2-4. Plasma concentration of 6 (closed circle), 8 (open triangle) and 9a (open square) in ICR 

mice (single dose at 30 mg/kg by oral administration).  

 

 

 次に，雄性 ICRマウスに 30 mg/kg/dayで 7日間経口投与し，体重変化，肝臓肥大

率，血中 TG値および血中 TCHO値について評価した (Figure 2-5)．動物実験を行う

にあたっては，岡山大学加来田博貴准教授および同大学院合成薬品開発学教室員

にご助力頂いた． 
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Figure 2-5. Evaluation of adverse effects of repeated oral administration of compounds at 30 

mg/kg/day to male ICR mice for 7 consecutive days. A) Time course of body weight.  

Open circle, closed circle, open triangle, and open square indicate vehicle, NEt-TMN (6), CBt-PMN 

(8), and CBiM-PMN (9a), respectively. B) Effects of compounds on liver weight gain. C) Effects of 

compounds on serum triglyceride. D) Effects of compounds on total cholesterol. The data (n = 7–23) 

represent the mean ± s.e.m. Significant differences: * p<0.05 vs. vehicle. ** p<0.01 vs. vehicle. 

 

RXRフルアゴニスト NEt-TMN (6) もしくは CBiM-PMN (9a) を投与したマウスでは，

非投与群と比較して体重が増加しており， NEt-TMN (6) では有意な増加が見られた．

一方，CBt-PMN (8) 投与群では化合物非投与群と同様の体重変化推移を示した 

(Figure 2-5A)．肝臓重量は，NEt-TMN (6) および CBiM-PMN (9a) 投与群では非投

与群と比較し有意に増加していた一方で，RXR パーシャルアゴニスト CBt-PMN (8) 
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投与群では肝臓重量の増加は示さなかった (Figure 2-5B)．また，NEt-TMN (6) が投

与により有意な血中 TG 値の上昇を示したのに対し，CBt-PMN (8) 投与群では非投

与群と比較し血中 TG 値および血中 TCHO 値の上昇を示さなかった (Figure 2-5C, 

D)． 

CBt-PMN (8) の長期投与による副作用発現の有無を検討するために，雌雄 SD ラット

に 30 mg/kg/dayで 28日間経口投与し，体重変化，飲水量，食餌量，臓器重量および

血中 TG値などの血清成分について評価した．CBt-PMN (8) は，雌雄 SD ラットに 30 

mg/kg/dayで 28日間経口投与した場合においても，非投与群と比較して，体重変化

や飲水量，食餌量の変化は見られなかった (Figure 2-6)． 
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Figure 2-6. Body weight gain, water intake change, and food intake change of male or female SD 

rats treated with oral administration of vehicle or CBt-PMN (8) at 30 mg/kg/day for 28 consecutive 

days. A−B) Body weight gain. C−D) Water intake change. E−F) Food intake change. Males: A, C, 

and E. Females: B, D, and F.  Open circle and open triangle indicate vehicle and CBt-PMN (8) 

treatment, respectively. n = 6.  

 

 

臓器重量については，CBt-PMN (8) の投与によりわずかに精巣の重量増加が認めら

れたが，肝臓などの他の臓器重量は非投与群と比較し変化は見られなかった (Table 

2-1)． 
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Table 2-1. Organ weights of male or female SD rats after oral administration of vehicle or 

CBt-PMN (8) at 30 mg/kg/day for 28 consecutive days (n = 6)  

 Males Females 

 Vehicle CBt-PMN (8) Vehicle CBt-PMN (8) 

Weight (g) 324.3 ± 8.7 337.8 ± 4.6 213.4 ± 2.1 216.1 ± 10.7 

Brain (g) 2.0 ± 0.1 2.0 ± 0.1 1.8 ± 0.0 1.7 ± 0.0 

Liver (g) 9.7 ± 0.6 9.7 ± 0.4 5.9 ± 0.2 6.2 ± 0.4 

Kidney (g) 2.5 ± 0.1 2.6 ± 0.1 1.6 ± 0.0 1.5 ± 0.1 

Spleen (g) 0.6 ± 0.0 0.7 ± 0.1 0.4 ± 0.0 0.5 ± 0.0 

Testis (g) 3.9 ± 0.2 4.5 ± 0.1 *   

Data are mean ± s.e.m.; Significant differences: * p<0.05 vs. vehicle. 

 

血清成分については，非投与群と比較して，いくつかの値で有意な差は見られたもの

の，その値は，実験動物供給元の基準値の範囲内であった (Table 2-2)． 

 

Table 2-2. Plasma parameters of male ICR mice after oral administration of vehicle or 

compounds at 30 mg/kg/day for 7 consecutive days (n = 7–8)  

 Vehicle NEt-TMN (6) CBiM-PMN (9a) CBt-PMN (8) 

AST (U/I) 50.5 ± 5.6 87.9 ± 18.9 * 51.3 ± 3.9 48.9 ± 3.0 

ALT (U/I) 21.4 ± 1.5 43.5 ± 6.0 ** 32.7 ± 6.4 21.9 ± 0.7 

γ-GTP (U/I) 7.9 ± 0.8 7.1 ± 0.3 6.4 ± 0.3 6.5 ± 0.2 

ALP (U/I) 305.1 ± 27.1 968.9 ± 115.0 ** 456.0 ± 51.5 391.9 ± 37.5 

CRE (mg/dL) 0.1 ± 0.0 0.1 ± 0.0 0.1 ± 0.0 0.1 ± 0.0 

BUN (mg/dL) 25.1 ± 1.4 26.0 ± 1.8 24.1 ± 2.1 25.1 ± 1.9 

GLU (mg/dL) 107.5 ± 9.8 177.8 ± 8.8 ** 125.7 ± 7.2 95.6 ± 4.2 

AST : Alanine aminotransferase, ALT : aspartate aminotransferase, γ-GTP : γ-glutamyl 

transpeptidase, ALP : alkaline phosphatase, CRE : creatinine, BUN : blood urea nitrogen, 

GLU : glucose.  

Data are mean ± s.e.m.; Significant differences: * p<0.05 vs. vehicle. ** p<0.01 vs. vehicle.  



 
 
 
 

30 

以上のことから，RXRパーシャルアゴニストCBt-PMN (8) は，RXRフルアゴニストによ

り引き起こされる副作用を示さなかった． 

次に著者らは，KK-Ay2型糖尿病モデルマウスに CBt-PMN (8) および RXRフルアゴ

ニスト NEt-TMN (6) を 10 mg/kg/dayで 14日間，1日 1回経口投与し日々の血糖値

変化と投与最終日翌日のヘモグロビン A1c濃度と血中インスリン量およびアディポネ

クチン量を測定することで，化合物の抗 2型糖尿病作用を評価した (Figure 2-7)． 

 

 
Figure 2-7. Repeated oral administration of compounds to KK-Ay mice for 14 consecutive days (10 

mg/kg). A) Time-dependent change of plasma glucose level. Open circle, closed circle, and open 

triangle indicate vehicle, NEt-TMN (6), and CBt-PMN (8), respectively. B) Results of oral glucose 

tolerance tests (OGTT). C) Hemoglobin A1c level. D) Serum insulin level. E) Serum adiponectin 

level. The data shown are the average (n = 4−7) ± SEM. Statistical analysis was performed by 

analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni test. Significant differences: * p < 0.05, ** p 

< 0.01 vs vehicle.  



 
 
 
 

31 

その結果，化合物非投与群の血糖値は 500 mg/dL であるのに対し，NEt-TMN (6) 

投与群では，投与 3 日目から 300 mg/dL 程度まで血糖値を低下しており，有意な血

糖降下作用を示した．CBt-PMN (8) 投与群についても，その作用発現までの時間は

NEt-TMN (6) よりも長かったものの，投与 7日目から有意な血糖降下作用が示された．

さらに CBt-PMN (8) は，投与により有意な血中インスリン濃度と HbA1c値の低下およ

び OGTTの改善作用を認め，有意な抗糖尿病作用を示した． 

CBt-PMN (8) が，KK-Ay マウスにおいてインスリン抵抗性の改善を示したことから，イ

ンスリン抵抗性との関係が報告されているアディポネクチンの測定を行った．その結果，

NEt-TMN (6) が有意にアディポネクチンの増加を示し，一方で CBt-PMN (8) はその

増加が穏やかであった．アディポネクチン量の低下とインスリン抵抗性との間には相関

が見られることから，RXR アゴニストによるアディポネクチンの増加が抗 2 型糖尿病作

用と相関していることが考えられた． 

また，ICRマウスと同様にKK-Ayマウスにおいても，化合物投与による副作用を評価し

た．体重変化，肝臓重量，血中 TG 値および血中 TCHO 値について調べた結果，

NEt-TMN (6) 投与では ICRマウスと同様に有意な増加が見られた一方で，CBt-PMN 

(8) 投与では，化合物非投与群と比較してそれらの値に変化は見られなかった 

(Figure 2-8)． 
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Figure 2-8. Evaluation of side effects of repeated oral administration of 6 or 8 at 10 mg/kg/day to 

male KK-Ay mice for 14 consecutive days. A) Time course of body weight change. Open circle, 

closed circle, and open triangle indicate vehicle, NEt-TMN (6), and CBt-PMN (8), respectively. B) 

Effects of compounds on liver weight. C) Effects of compounds on serum triglyceride. D) Effects of 

compounds on serum total cholesterol. The data (n = 4－7) represent the mean ± sem. Statistical 

analysis was performed by analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni test. Significant 

differences: * p < 0.05 vs vehicle. ** p < 0.01 vs vehicle. 

 

 

以上のことから，RXRパーシャルアゴニスト CBt-PMN (8) は RXRフルアゴニストの見

られる体重増加や肝臓重量増加，血中 TG値および血中 TCHO値上昇といった副作

用を回避し，2型糖尿病モデルマウスにおいて薬効を示したといえる． 
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 第 3項  CBt-PMN (8) の RT-PCR法による遺伝子発現評価 

 化合物CBt-PMN (8) は，10 mg/kg/dayでの経口投与にて抗 2型糖尿病作用を示し

ながら，Emaxを示すのに十分な血中濃度を与える投与量である 30 mg/kg/dayでの経

口投与であっても，RXRフルアゴニストに見られる副作用を示さなかった． 

そこで，CBt-PMN (8) の抗 2型糖尿病作用のメカニズムについて調べるため，著者ら

は KK-Ayマウスにおいて糖・脂質代謝に関与している遺伝子の発現量の変化を

RT-PCTにより評価した (Figure 2-9)．なお，RT-PCRによる実験は，岡山大学加来田

博貴准教授，同大学合成薬品開発学教室員および岡山大学院医歯薬学総合研究

科大橋俊孝准教授に行って頂いた． 

 

 
Figure 2-9. Fold changes in mRNA expression of Irs1 (a), Irs2 (b), Slc2a1 (c), Slc2a2 (d), G6pc (e), 

Pck (f), Gck (g), Scd1 (h), Fasn (i) and Srebp1c (j) in KK-Ay mice treated with vehicle, NEt-TMN 

(6) or CBt-PMN (8). The data (n = 3–7) represent the mean ± s.e.m. Significant differences: * 

p<0.05 vs. vehicle. ** p<0.01 vs. vehicle.  
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RXRアゴニストにより肝臓における Slc2a1 (GLUT1), Slc2a2 (GLUT2) の発現量が増

加し，肝臓へのグルコース取り込みを促進させることが報告されている 35)． 

解糖系に寄与するGckも Slc2a1や Slc2a2 と同様 RXRアゴニストにより発現量が増加

するという報告がある 35)．さらに，LXR アゴニストによる Gckの発現促進 35)や，肝臓に

おける糖新生に関与する酵素の G6pc (Glucose-6-phosphatase) および Pck 

(Phosphoenolpyruvate carboxykinase) の発現抑制も報告されている 36)．また一方で，

LXR アゴニストにより，脂質合成に関わる Scd1 (Stearoyl-CoA desaturase-1) や Fasn 

(Fatty acid synthase) および Srebp1c (Sterol regulatory element-binding protein-1c) の

上昇の報告もある 36)． 

著者らはさらに，肝臓において糖・脂質代謝の恒常性に寄与している Irs1 (Insulin 

receptor substrate-1) や Irs2 (Insulin receptor substrate-2)についても評価した． 

薬効に関与する遺伝子については，NEt-TMN (6) および CBt-PMN (8) の投与によ

る Irs1, Irs2, Slc2a1, Slc2a2, G6pc, Pckの発現の有意な増加は見られなかったものの，

CBt-PMN (8) 投与群では Gckが有意に増加していたことから，CBt-PMN (8) の血糖

降下作用の一因として Gckの増加による解糖系の促進を介した機構が考えられる． 

副作用に関与すると考えた遺伝子である Scd1や Fasnおよび Srebp1cについて評価

した結果，NEt-TMN (6) 投与群では Scd1や Fasnの発現量が優位に増加しているの

に対し，CBt-PMN (8) 投与群では化合物非投与群と比べて顕著な増加は認められ

なかった． 

Scd1や Fasnは脂質代謝に関与していることから，これらの発現が低いことが，

CBt-PMN (8) が血中 TGなどの副作用を示さなかった要因であると考えられる． 
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Gckや Scd1および Fasnは Srebp1cにより発現が制御されているという報告があり 37-39)，

また，肝臓における Srebp1cの発現はアディポネクチンにより抑制されることが報告さ

れている 40)． 

Srebp1cの発現について，NEt-TMN (6) 投与群の化合物非投与群と同程度であった．

何故，NEt-TMN (6) の投与が Srebp1cの発現に影響を与えなかったのかについては，

Figure 2-7Eに示すようにアディポネクチンの発現量を NEt-TMN (6) が有意に増加さ

せていることに起因していることが考えられる．一方で，RXRパーシャルアゴニスト

CBt-PMN (8) 投与群が化合物非投与群と比較し，有意に srebp1cの発現を増加させ

ていながら，脂質合成を促進する Scd1や Fasnの過度な発現上昇を示さなかったこと

についての詳細な機序の解明については今後の課題である． 
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 第 4項  第 1節のまとめと問題点 

 著者らは，RXR 活性化による薬効発現の閾値と副作用発現の閾値に差があると仮

説を立て，既存RXRアゴニストの分子構造の自由度を低減させることによるRXRパー

シャルアゴニストの創出を目的として研究を行った．その結果，見出した RXR パーシ

ャルアゴニスト CBt-PMN (8: EC50 = 143 nM, Emax = 75%) は，KK-Ay2型糖尿病モ

デルマウスにおいて，薬効を示しつつ，体重増加や血中 TG 値上昇などの RXR

フルアゴニストに見られる副作用の回避に成功した．RXR フルアゴニストの少

量投与により，RXRパーシャルアゴニスト CBt-PMN (8) と同様に副作用を回避

した薬効発現が認められることも考えられるが，医療過誤により過剰投与とな

ってしまった場合ではRXRフルアゴニストでは副作用発現は引き起こされてし

まう．したがって，RXRパーシャルアゴニストは RXRフルアゴニストよりも魅

力的な抗 2型糖尿病治療薬の候補物質となると考えられる． 

しかし，本化合物が示した RXRパーシャルアゴニストの詳細な活性機序につい

ては，未解決な問題として残されていた．また，RXR パーシャルアゴニストの

in vivoにおける知見は，CBt-PMN (8) の一例に限られていることから，薬効を

示しつつ副作用の回避が可能であるRXRパーシャルアゴニストについての一般

性や有用性を示すには，他の RXRパーシャルアゴニストについて，更なる検討

が必要であった． 
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  第 2節  CBt-PMN (8) の RXRパーシャルアゴニスト活性の発現機構の解明 

 前節では，RXRパーシャルアゴニストの創出と in vivoにおける薬効・副作用発現評

価を行い，RXR パーシャルアゴニストの有用性を提示した．しかし，見出した RXR

パーシャルアゴニスト CBt-PMN (8) の詳細な活性機序については，未解決な問

題として残されていた．また，RXRパーシャルアゴニストの in vivoにおける知

見は，CBt-PMN (8) の一例に限られていることから，薬効を示しつつ副作用の

回避が可能であるRXRパーシャルアゴニストについての一般性や有用性を示す

には，他の RXRパーシャルアゴニストについて，更なる検討が必要であった． 

本節では，CBt-PMN (8) の RXRパーシャルアゴニスト活性の発現機構の解明と

新規 RXRパーシャルアゴニストの創出を行うことを目的として，CBt-PMN (8) 

誘導体の RXRアゴニスト活性についての構造活性相関を検討した． 

 

 第 1項  既存の RXRパーシャルアゴニストの構造と活性発現機構 

 既存の RXRパーシャルアゴニストの構造を以下に示す (Figure. 2-10)31,32)． 

 

 
Figure 2-10. Chemical structures of known RXR partial agonists. 

 

 

 これらの RXR アゴニストのパーシャルアゴニスト活性発現機構はいずれも，
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疎水性部位側鎖アルコキシ基とRXRの転写活性化に重要な役割を担っているヘ

リックス 11 やヘリックス 12 との立体障害に由来する反発を示すことによると

報告されている 41,42)．一方で CBt-PMN (8) は，疎水性部位にアルコキシ基を有

しておらず，ヘリックス 12 との直接的な相互作用とは異なる機構で RXR パー

シャルアゴニスト活性を発現するものと考えられる． 

 

 第 2項  5員環部位に着目してデザインした CBt-PMN (8) 誘導体の RXRアゴニ

スト活性評価 

 RXRパーシャルアゴニスト CBt-PMN (8) を見いだす過程において，CBt-PMN 

(8) と同様にリンカー部位と酸性部位とで 5 員環構造を形成した CBiM-PMN 

(9a) が，RXRフルアゴニスト活性を示すという知見を得ている 34)．CBt-PMN (8) 

と CBiM-PMN (9a) の構造上の差異は，その５員環部位の 2位のみである．これ

より，閉環構造を有する RXRアゴニストでは 5員環部位の 2位の置換基が RXR

パーシャルアゴニスト活性やフルアゴニスト活性発現に大きく関与しているこ

とが示唆された． 

 共同研究者である岡山大学大学院薬師寺修士および篠崎修士は，CBt-PMN (8) 

の 5 員環部位の 2 位の構造展開を行った化合物を合成している 43,44)．しかし，

これら化合物のRXR活性および構造活性相関についての詳細な検討は行われて

いなかった．そこで著者は，これらの RXRアゴニスト活性と，置換基の立体因

子や疎水性因子などとの構造活性相関の検討を行い，CBt-PMN (8) の RXRパー

シャルアゴニスト活性発現の要因を調べることとした (Figure 2-11)． 
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Figure 2-11. Molecular design strategy for CBt-PMN (8) derivertives.  

 

 各化合物の RXRに対する転写活性化能を，COS-1細胞を用いたレポータージ

ーンアッセイにより検討した (Table 2-3)．なお，転写活性化能は，single binding 

model にて解析した．その結果， 9e および 9f は，弱い RXRアゴニスト活性

しか示さなかったものの，アミノ基を有する 9c は， 9a と同様に RXRフルア

ゴニスト活性を示した．また，無置換体 9b とトリフルオロメチル基を有する 

9d は，それぞれ 75%および 67%の Emax値を示した．なお，詳細な考察は化合

物のパーシャルアゴニスト活性についての確認を行ったのちに記述している．  
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Table 2-3. The data of RXRα homodimer reporter gene assay for 6, 8, and 9a–9f in COS-1 cells  

  

R or X 

Efficacya  (%)   

Comp. R or X @ 1 µM @ 10 µM EC50 (nM)b Emax (%)b 

6 - 96 ± 4 98 ± 3 3.8 ± 0.2 96 ± 4 

8 - 75 ± 3 69 ± 3 143 ± 2 75 ± 4 

9a CH3 70 ± 4 80 ± 5 367 ± 130 94 ±5 

9b H 52 ± 3 72 ± 4 633 ± 33 75 ± 3 

9c NH2 35 ± 3 96 ± 4 155 ± 10 103 ± 2 

9d CF3 65 ± 1 71 ± 6 15 ± 0 67 ± 2 

9e O 1 ± 0 22 ± 2 – – 

9f S 2 ± 0 37 ± 0 – – 

a) The relative transactivation activity is based on the luciferase activity of 1 µM 1 (RXR full 

agonist) taken as 100 percent. All values represent the mean value of at least three separate 

experiments with triplicate determinations.  

b) EC50 values and Emax values were determined from dose-response curves.   

 

パーシャルアゴニストは受容体との結合により，受容体をアンタゴニスト構造

にも誘導することができる．例えば，PPARγ パーシャルアゴニストの GW0072

は，弱い PPARγ アゴニスト活性を示しながらも，PPAR フルアゴニストである

rosigritazoneの競合的アンタゴニストとして作用することが報告されている 45)． 

そこで，Emax 値を抑えていた RXR アゴニスト (CBt-PMN (8), CBi-PMN (9b), 
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CBTF-PMN (9d)) について，RXRパーシャルアゴニスト活性の確認の為に，RXR

フルアゴニストとの競合試験に行い，競合的アンタゴニスト活性を評価した．

その結果，高濃度において，CBTF-PMN (9d) が CBt-PMN (8) と同様に RXRフ

ルアゴニストと競合し Emax値を低減させる作用を示し，RXRパーシャルアゴニ

スト活性が認められた (Figure 2-12)． 

 

 
Figure 2-12. Relative transactivation activities of 6, 8, 9b and 9d toward RXRα. A) 

Dose-dependence of RXRα-agonistic activities of 6 (closed circle), 8 (open triangle), 9b (open 

inverted triangle) and 9d (open diamond). B) Dose-dependence of RXRα-antagonistic activities of 8 

(open triangle), 9b (open inverted triangle) and 9d (open diamond) in the presence of 1 µM 

LGD1069 (1).  
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 第 3項  蛍光偏光法によるコファクター誘導能評価 

 RXRホモダイマーのリガンド依存的な転写活性化は，apo構造 (リガンド非結

合型であり，コリプレッサーを誘導する) から holo構造 (アゴニスト結合型で，

コアクチベータを誘導する) へと受容体が構造変化することにより引き起こさ

れる 46)．ステロイド受容体の関わる遺伝子発現モデル解析では、パーシャルア

ゴニストはコアクチベータとコリプセッサーの両方を誘導することが可能なリ

ガンドと定義されていることから 47)，RXRパーシャルアゴニストについても同

様に，コアクチベータとコリプレッサーの両方を誘導し，パーシャルアンタゴ

ニストとしても作用すると考えられる．そのため，パーシャルアゴニストによ

るコファクター誘導能はフルアゴニストやフルアンタゴニストによる誘導能よ

りも抑えられていると推測された．そこで，転写活性化能評価により RXRパー

シャルアゴニストと推定された化合物についてコファクターリクルートメント

アッセイを行った． 

 

  第 1目 蛍光偏光法 

 蛍光性分子が偏光によって励起されると偏光面を維持した蛍光 (蛍光偏光) を発す

る．蛍光偏光の偏光度は，蛍光性分子の運動状態に依存する．蛍光性分子単独で存

在している場合，蛍光性分子が RXR などの巨大分子と結合している場合に比べて，

激しく運動しているため，偏光度の低い蛍光偏光が観測される．蛍光性分子が巨大分

子と結合していると，蛍光性分子の見かけの分子量が増加するため，蛍光性分子の

運動性が低下し，偏光度の高い蛍光が観測される． 
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蛍光性分子と巨大分子との結合の前後で生じる蛍光偏光度の変化を利用し，試験化

合物との競合的な結合を評価する方法を蛍光偏光法という． 

 

  第 2目 コファクターリクルートメントアッセイの条件検討 

 コファクターリクルートメントアッセイは Lévy-Bimbot らの報告している方法に従い，

RXR 受容体とリガンドおよびフルオレセイン標識コファクターを用いた蛍光偏光測定

により行った 48,49)．コアクチベータとして著者らは，RXR を用いた TR-FRET法に使用

されている D22を選択した 50)．コリプレッサーには，apo型の RXR と結合することが報

告されている SMRT-ID2を選択した 51)． 

まず，使用する受容体の最適な濃度を求めるために，フルオレセイン標識コファクター

の濃度を 5 nMに固定し，リガンド非存在下もしくは 1 µMの 1存在下において様々な

RXR濃度における FP (Fluorescence polarization) 値を測定した (Figure 2-13)．リガン

ド非存在下においても，RXR 濃度の上昇に伴い FP 値の上昇が確認され，コファクタ

ーとRXRとの結合が示された．RXRフルアゴニスト 1の存在によりフルオレセイン標識

D22 を用いた際の FP値と RXR との用量反応曲線は低濃度側にシフトしており，1 が

D22 と RXR との相互作用を誘導することが示された (Figure 2-13a)．一方，RXRフル

アゴニスト 1 の存在によりフルオレセイン標識 SMRT-ID2 を用いた際の FP 値と RXR

との用量反応曲線は高濃度側にシフトしており，1が SMRT-ID2と RXRとの相互作用

を減弱することが示された (Figure 2-13b)．RXRフルアゴニスト 1によりFP値の差が最

大となる RXR濃度は, D22では 1.0 mg/mL, SMRT-ID2では 0.1 mg/mLであったこと

から，それらの RXR濃度で今後の実験を行うこととした． 
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Figure 2-13. Changes in fluorescence polarization values at various RXR concentrations in the 

absence (open circles) or presence of 1 µM 1 (closed circles). a) Fluorescein-labeled co-activator 

peptide D22 (5 nM). b) Fluorescein-labeled co-repressor peptide SMRT-ID2 (5 nM). Fluorescence 

polarization values, expressed in mP, are the mean ± SEM of measurements obtained from triplicate 

wells.  

 

  第 3目 蛍光偏光法によるコファクターリクルートメントアッセイ 

 コファクター濃度を 5 nMとして，前述の実験で求めたRXR濃度にて，RXRフルアゴ

ニスト1およびRXRフルアンタゴニストPA452と，RXRパーシャルアゴニストCBt-PMN 

(8) および CBTF-PMN (9d) のコファクター誘導能を比較した．化合物濃度について，

10 µM と 33 µMにおけるフルオレセイン標識D22の誘導能に差が見られなかったこと

から，いずれの化合物も 10 µMにてコファクター誘導能を評価した (Figure 2-14)． 
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Figure 2-14. Dose dependency of the effect of RXR agonists at 10 or 33 µM on fluorescence 

polarization of fluorescein-labeled D22 (5 nM). Fluorescence polarization values, expressed in mP 

(n = 3–4), are the mean ± SEM. Arrow symbols opposite compound numbers indicate 10 µM (left 

side/column) and 33 µM (right side/column).  

 

CBTF-PMN (9d) は，RXRパーシャルアゴニスト CBt-PMN (8) と同様に RXRフルア

ゴニスト 1 と RXRフルアンタゴニスト PA452の中間のコアクチベータ誘導能を示した．

一方，CBTF-PMN (9d) のコリプレッサー誘導能は PA452よりも弱く，RXRフルアゴニ

スト 1 と同程度であった． 
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Figure 2-15. Changes in fluorescence polarization of (a) 5 nM fluorescein-labeled coactivator 

peptide D22 or (b) 5 nM fluorescein-labeled corepressor peptide SMRT-ID2 induced by 9d (putative 

partial agonist), compound 1 (RXR full agonist), and PA452 (RXR antagonist). Fluorescence 

polarization values, expressed in mP, are the mean ± SEM of measurements obtained from triplicate 

wells.  

 

著者は，レポータージーンアッセイによる転写活性化試験とコファクターリクルートメン

トアッセイの結果から，CBTF-PMN (9d) はCBt-PMN (8) と同様にRXRパーシャルア

ゴニストであると判断した． 
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 第 4項  In vitro における RXRアゴニスト活性と置換基定数による考察 

 構造活性相関を明らかにするにあたり，著者は代表的な因子である立体因子，疎水

性因子および電子的効果に着目し検討を行った．Table 2-4 には，第 3項にて示した

RXRアゴニスト活性と置換基の立体因子として Es値および疎水性を示すπ値を示

している．なお，電子的効果として Hammettの σ値が用いられるが，CBt-PMN (8) 

誘導体については 2 位置換体ベンズイミダゾールカルボン酸構造であり，適切

な値を導入することができず，記載していない．その結果，立体因子および疎

水性因子と RXRアゴニスト活性との間には相関を得ることができず，RXRフル

アゴニスト活性および RXRパーシャルアゴニスト活性については，ベンズイミ

ダゾール構造 2位の電子的効果が重要であると考えられた． 
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Table 2-4. The data of RXRα homodimer reporter gene assay for 6, 8, and 9a–9f in COS-1 cells and 

substituent constants at the heterocyclic 2-position 

  

R or X 

Efficacya  (%)   Properties of R or X 

Comp. R or X @ 1 µM @ 10 µM EC50 (nM)b Emax (%)b Esc πd 

6 - 96 ± 4 98 ± 3 3.8 ± 0.2 96 ± 4 – – 

8 - 75 ± 3 69 ± 3 143 ± 2 75 ± 4 – – 

9a CH3 70 ± 4 80 ± 5 367 ± 130 94 ±5 -1.24 0.56 

9b H 52 ± 3 72 ± 4 633 ± 33 75 ± 3 0.00 0.00 

9c NH2 35 ± 3 96 ± 4 155 ± 10 103 ± 2 -0.61 -1.23 

9d CF3 65 ± 1 71 ± 6 15 ± 0 67 ± 2 -2.40 0.88 

9e O 1 ± 0 22 ± 2 – – – – 

9f S 2 ± 0 37 ± 0 – – – – 

a) The relative transactivation activity is based on the luciferase activity of 1 µM 1 (RXR full 

agonist) taken as 100 percent. All values represent the mean value of at least three separate 

experiments with triplicate determinations.  

b) EC50 values and Emax values were determined from dose-response curves.  

c) Es: Taft’s steric substituent constant (steric effect). d) π: lipophilicity. These data were cited from 

Hansch, C., Leo, A. Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry and Biology, 

Wiley-Interscience, NY, 1979.  
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 第 5項  静電場ポテンシャルによる考察 

 RXRパーシャルアゴニスト活性を示す要因を検討するために，著者は RXRフ

ルアゴニストおよび RXRパーシャルアゴニストにおける 5員環部位の 2位周辺

の静電ポテンシャルに着目し，誘導体の空間的な電子的効果について考察した．

静電ポテンシャルとは分子の電場の偏りを示したものである．Figure 2-16 には

CBt-PMN (8) およびその誘導体 9a-fの，Spartan-10を用いて計算した静電ポテン

シャルを示している．RXRフルアゴニスト 9aおよび 9cの 5員環部位の 2位周

辺は正の静電ポテンシャルを示したのに対し，RXR パーシャルアゴニスト

CBTF-PMN (9d) は弱い負の静電ポテンシャルを示した．一方で弱い RXR アゴ

ニスト活性しか示さなかった 9eおよび 9fは，強い負の静電ポテンシャルを示し

た．  
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Figure 2-16. Electrostatic potential distribution of 8 and 9a-f.  

 

 

 第 6項  ドッキングシュミレーションによる活性発現の考察 

 続いて，CBt-PMN (8) およびその誘導体のベンズイミダゾール構造 2位と，受容

体である RXRとの相互作用について考察するために，AutoDock 4.2を用いたドッ

キングシュミレーションを行った．前述のように CBt-PMN (8) の RXRパーシャルア

ゴニスト活性発現機構は既存のものと異なることが考えられたため，ドッキン

グシュミレーションには，CBt-PMN (8) と構造の類似した RXRフルアゴニスト

である 1 と RXRとの X線結晶構造解析の結果である 3H0A52)を使用した． 

Figure 2-17には，Autodock 4.2を用いて，RXRフルアゴニストである 1 の結合

した構造の RXR と RXR フルアゴニスト，パーシャルアゴニストとのドッキン
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グシュミレーションの結果を示している。 

 

 

Figure 2-17. A) Docking model of RXR partial agonist 8 in the ligand-binding pocket of RXRα 

(PDB code: 3H0A). H4, H11, and H12 mean Helix 4 (jade green), Helix 11 (orange), and Helix 12 

(red), respectively. B) Docking model of RXR full agonist 9a in the ligand-binding pocket of RXRα. 

Asn306 mean asparagine 306. C) Docking model of RXR full agonist 9c in the ligand-binding 

pocket of RXRα. D) Docking model of RXR partial agonist 9d in the ligand-binding pocket of 

RXRα. The asterisk indicates electrostatic repulsion.  

 

 

 CBt-PMN (8) およびその誘導体の 5 員環部位の 2 位は，RXR のヘリックス 4

の中のアミノ酸残基であるアスパラギン 306 の主鎖の酸素原子と近接している

ことが示された．また，Figure 2-18 には molfeat を用いて計算した RXR (pdb: 
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3H0A) の静電ポテンシャルを示している。Asn306の主鎖の酸素原子周辺は負の

静電ポテンシャルを示している． 

 

 

Figure 2-18. Docking model of RXR partial agonist 9d in the ligand-binding pocket of RXRα (PDB 

code: 3H0A) and electrostatic potential distribution of RXRα. 

 

 

従って，ベンズイミダゾール構造 2 位に正の静電ポテンシャルを有している

RXRフルアゴニスト CBiM-PMN (9a) および 9cは，H4の Asn306との間に静電

気的引力を示すことが示唆された．一方，ベンズイミダゾール構造 2 位に強い

負の静電ポテンシャルを有する 9e および 9f では，ベンズイミダゾール構造 2

位と Asn306との結合は，正の静電ポテンシャルを有する 9aや 9cに比べ不利で
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ある． 

一方，CBt-PMN (8) および CBTF-PMN (9d) は，ベンズイミダゾール構造 2位に

弱い負の静電気ポテンシャルを有するため，フルアゴニスト 9a や 9c に比べ結

合は不利ではあるがその程度は 9eおよび 9fほどではない． 

 

 

 第 7項  第 2節のまとめ 

 第 2節で著者は，RXRパーシャルアゴニスト CBt-PMN (8) の RXRパーシャル

アゴニスト活性発現機構の解明を目的に，CBt-PMN (8) 誘導体の RXRアゴニス

ト活性における構造活性相関を行った．CBiM-PMN (9a) が RXR フルアゴニス

ト活性を示したことから，5員環部位の 2位の置換基が RXRアゴニスト活性発

現に大きく関与していることが推測された．そこで，CBt-PMN誘導体 9a-fにつ

いて，5員環部位の 2位の置換基と RXRアゴニスト活性との相関を調べた．置

換基の立体因子や疎水性因子とRXRアゴニスト活性との間に相関を得ることは

できなかった．しかし， 5員環部位の 2位の静電ポテンシャルと RXRアゴニス

ト活性との間に相関が見られ，5 員環構造 2 位に近接するアミノ酸残基である

Asn306との相互作用が，RXRアゴニスト活性発現に大きく関与している可能性

が示唆された． 

また，本研究を通して，CBt-PMN (8) よりも低濃度で RXRを活性化できる新規

RXRパーシャルアゴニスト CBTF-PMN (9d) を見出すことができた． 
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  第 3節  新規 RXRパーシャルアゴニスト 9dによる薬効・副作用の分離 

 第 1節では，CBt-PMN (8) よりも低濃度で活性を示す RXRパーシャルアゴニ

スト CBTF-PMN (9d: EC50 = 15 nM, Emax = 67%) を見出した経緯について述べた．

Figure 2-19に，RXRフルアゴニスト NEt-TMN (6)，RXR パーシャルアゴニスト

CBt-PMN (8)，および CBTF-PMN (9d) の構造と RXRアゴニスト活性を示してい

る． 

 RXRパーシャルアゴニストの in vivoにおける知見は，CBt-PMN (8) に限られ

ることから， RXRパーシャルアゴニストにより，薬効と副作用との分離の可能

性を一般化するために，本節では CBTF-PMN (9d) の in vivo薬効と副作用につ

いて述べる． 

 

 

Figure 2-19. Chemical structures and relative transactivation data of 6 (closed circle), 8 (open 

triangle) and 9d (open diamond) toward RXRα.  
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 第 1項  CBTF-PMN (9d) の PPARγ/RXRα, LXRα/RXRα活性の検討 

 CBTF-PMN (9d) は，RXRホモダイマーに対してパーシャルアゴニスト活性を

示した．RXR アゴニストの利点は，パーミッシブ機構を介して様々な核内受容

体とのヘテロダイマーを活性化し，相加的な作用を得ることが可能な点である

ことから，CBTF-PMN (9d) の RXR へテロダイマー活性化に注目した．Figure 

2-20には，RXRパーシャルアゴニスト CBTF-PMN (9d) および CBt-PMN (8) の 

in vitroにおける PPARγ/RXRα, LXRαホモダイマーおよび RXRとのヘテロダイ

マー活性についての結果を示している．In vitroにおいて CBTF-PMN (9d) は，

CBt-PMN (8) と同様に PPARγ/RXRα, LXRα/RXRαを活性化できることから，本

化合物は，パーミッシブ機構により相加的な薬効の発現や総合的な体内環境の

改善作用が期待できた． 
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Figure 2-20. Relative transactivation data of 6 (closed circle), 8 (open triangle), and 9d (open 

diamond) toward PPARγ, PPARγ/RXRα, LXRα, and LXRα/RXRα.  

 

 

 第 2項  血中濃度測定 

 薬効評価を検討する前段階として，CBTF-PMN (9d) の in vivoにおける血中移

行性を検討した．ICRマウスに化合物を 30 mg/kgで経口投与し，経口投与後 0.5, 

1.0, 3.0 および 6.0 時間後に採血を行い，岡山大学加来田博貴准教授および県立

広島大学田井章弘教授に化合物の血中濃度を測定して頂いた．CBTF-PMN (9d) 

は良好な血中移行性を示し，6.0 時間後においても約 6 µMと CBt-PMN (8) より

も高い血中濃度を与えた (Figure 2-21)．CBTF-PMN (9d) は，30 mg/kgにおいて

EC50以上の血中濃度が期待できた．また，NEt-TMN (6) および CBt-PMN (8) が

10 mg/kgの投与量で薬効を示していることから，CBTF-PMN (9d) の薬効につい
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ては 10 mg/kg/dayで，副作用については十分な血中濃度を与える 30 mg/kg/day

の投与量で検討することとした． 

 

 
Figure 2-21. Plasma concentration of 6 (closed circle), 8 (open triangle) and 9d (open diamond) in 

ICR mice (single dose at 30 mg/kg by oral administration).  

 

 

 第 3項  CBTF-PMN (9d) の in vivo薬効評価 

 RXR パーシャルアゴニスト CBTF-PMN (9d) および既存の経口血糖降下薬で

あるピオグリタゾンをKK-Ay2型糖尿病モデルマウスに 10 mg/kg/dayで 14日間，

1 日１回経口投与し，日々の血糖値変化と飲水量の測定および糖負荷試験 

(OGTT) により化合物投与による抗糖尿病作用を検討した (Figure 2-22)． 

 CBTF-PMN (9d) の投与により，耐糖能の改善作用は認められなかったものの，

高血糖に対する有意な血糖降下作用が示された．また，CBTF-PMN (9d) 投与に
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より有意な飲水量の減少が観察されたことから，糖尿病の症状である多飲に対

する改善が認められ RXRパーシャルアゴニスト CBTF-PMN (9d) が抗糖尿病作

用を示すことを見出した．医薬品として利用されているピオグリタゾンにおい

ても肝重量増加が見られた上に，CBTF-PMN (9d) に比べその血糖降下作用が弱

いものであった．今回，ピオグリタゾンの投与量は RXRパーシャルアゴニスト

CBTF-PMN (9d) と同量である 10 mg/kg/dayにて検討したが，ピオグリタゾン投

与群では顕著な血糖値降下作用やインスリン抵抗性改善作用は認められなかっ

た．先行研究において，ピオグリタゾンの ED50 は 29 mg/kg/day であり 10 

mg/kg/day ではほぼ血糖降下作用が認められないという報告があることから 53)，

今回のピオグリタゾン投与群の結果は，投与量が少なかったためであると考え

られる．  
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Figure 2-22. Evaluation of anti-type 2 diabetes effects of repeated oral administration of 9d or 

pioglitazone at 10 mg/kg/day to male KK-Ay mice for 14 consecutive days. A) Time course of blood 

glucose levels. B) Water intake change. C) Results of oral glucose tolerance tests (OGTT). D) Liver 

weight gain in male KK-Ay mice treated with vehicle and compounds. Open circle, open diamond 

and asterisks indicate vehicle, 9d and pioglitazone, respectively. The data (n = 4–5) represent the 

mean ± SEM. Statistical analysis was performed by analysis of variance (ANOVA) followed by 

Bonferroni test. Significant difference: * p < 0.05 9d vs vehicle. ** p < 0.01 9d vs vehicle. † p < 

0.05 pioglitazone vs vehicle. †† p < 0.01 pioglitazone vs vehicle. 

 

 

 第 4項  CBTF-PMN (9d) の in vivo副作用評価 

 RXRパーシャルアゴニスト CBTF-PMN (9d) は，KK-Ay2型糖尿病モデルマウ

スにおいて，抗糖尿病作用を示した．そこで，RXR パーシャルアゴニストによ
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る副作用の軽減化の可能性を立証するべく，CBTF-PMN (9d) および RXR フル

アゴニスト NEt-TMN (6)の投与による副作用について，検討した．ICRマウスに

化合物を 30 mg/kg/dayで 7日間，1日 1回経口投与し，日々の体重変化と投与最

終日翌日の肝臓肥大率，血中 TG 値，および血中 TCHO 値と各種血清パラメー

タを測定した (Figure 2-23, Table 2-5)． 

 

 
Figure 2-23. Evaluation of adverse effects of repeated oral administration of compounds at 30 

mg/kg/day to male ICR mice for 7 consecutive days. A) Time course of body weight change. Open 

circle, closed circle and open diamond indicate vehicle, 6 and 9d, respectively. B) Effects of 

compounds on liver weight gain. C) Effects of compounds on serum triglyceride. D) Effects of 

compounds on total cholesterol. The data (n = 7–23) represent the mean ± SEM. Statistical analysis 

was performed by analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni test. Significant 

difference: * p < 0.05 vs vehicle. ** p < 0.01 vs vehicle.  
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 RXRフルアゴニスト NEt-TMN (6) 投与群では，有意な体重増加が見られたが，

RXR パーシャルアゴニスト CBTF-PMN (9d) 投与群の体重増加は，化合物非投

与群と同程度であった．更に，CBTF-PMN (9d) 投与による肝臓肥大は，RXRフ

ルアゴニスト投与群に比べ緩やかであり，血中 TG値の上昇は観察されなかった． 

 

Table 2-5. Plasma parameters of male ICR mice after oral administration of vehicle, 6 or 9d at 30 

mg/kg/day for 7 consecutive days (n = 8–16) 

 Vehicle 6 9d 

AST (U/I) 54.6 ± 3.8 87.9 ± 18.9 * 70.1 ± 6.5 * 

ALT (U/I) 22.3 ± 1.5 43.5 ± 6.0 ** 26.5 ± 2.1 

γ-GTP (U/I) 6.1 ± 0.7 7.1 ± 0.3 4.5 ± 0.6 

ALP (U/I) 281.3 ± 15.7 968.9 ± 115.0 ** 381.6 ± 58.9 * 

CRE (mg/dL) 0.1 ± 0.0 0.1 ± 0.0 0.1 ± 0.0 

BUN (mg/dL) 24.1 ± 1.0 26.0 ± 1.8 24.8 ± 2.1 

AST : aspartate aminotransferase, ALT : alanine aminotransferase, 

γ-GTP : γ-glutamyltranspeptidase, ALP : alkaline Phosphatase,  

CRE : creatinine, BUN : blood urea nitrogen,  

Data are mean ± SEM; Statistical analysis was performed by analysis of variance (ANOVA) 

followed by Bonferroni test. Significant differences: * p < 0.05 vs. vehicle. ** p < 0.01 vs. vehicle.  

 

 

 化合物投与最終日翌日の各種血清パラメータの測定を行ったところ，腎臓毒性

の指標である CRE 値や BUN 値は化合物非投与群と同程度であった．一方で

CBTF-PMN (9d) 投与群では，フルアゴニスト投与群に見られる ALT 値の有意

な上昇は観察されなかった．AST値および ALP値は，化合物非投与群に比べ有
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意に上昇していたものの，それらの上昇はフルアゴニスト投与群と比較し緩や

かであった．AST値, ALT値，および ALP値は，肝臓毒性の指標であるが，RXR

パーシャルアゴニスト CBTF-PMN (9d) 投与に見られた肝臓肥大は，RXR フル

アゴニスト NEt-TMN (6) に比較し軽度であった． 

 

 第 5項  CBTF-PMN (9d) の長期間投与における副作用発現評価 

 ICRマウスでの 7日間投与において，CBTF-PMN (9d) が体重増加や血中 TG値

上昇などの RXRフルアゴニストに見られる副作用は軽減していたことから，本

化合物の長期間投与による副作用発現の有無に興味が持たれた． 

 そこで，RXR パーシャルアゴニスト CBTF-PMN (9d) を SD ラットに 30 

mg/kg/dayで 28日間，1日 1回経口投与し，測定した日々の体重，食餌量，およ

び飲水量を Figure 2-24に示している．また，比較対象として RXRフルアゴニス

ト NEt-3IB (7b)を，SDラットに 30 mg/kg/dayで 28日間，1日 1回経口投与し，

測定した日々の体重を Figure 2-25に示している 54)．その結果，RXRパーシャル

アゴニスト CBTF-PMN (9d) は，RXRフルアゴニスト NEt-3IB (7b) に見られた

顕著な体重増加を引き起こさないことが分かった．次に，RXR パーシャルアゴ

ニスト CBTF-PMN (9d) 投与最終日翌日の各種血清パラメータおよび臓器重量

の測定を行い，長期投与における副作用発現の有無を検討した (Tables 2-6, 2-7)．

その結果，ICRマウスでの副作用発現評価の結果と同様に，CBTF-PMN (9d) は

長期投与においても血中 TG値上昇等の副作用を発現しないことがわかった．血

清パラメータについては，化合物非投与群と比較し有意な上昇を示した項目は
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あったものの，雄ラットにおける ALT値および雌ラットにおける血中 TCHO値

以外は実験動物供給元の基準値とほぼ同程度であった．肝臓毒性については，

AST値やALT値，ALP値など複数の項目から判断される．今回の雄ラットでは，

ALT 値の上昇のみであったためその肝臓毒性は重篤なものではないと考えられ

る．一方で，雌ラットにおける血中 TCHO 値上昇については今回の実験結果か

らはその機序について説明することはできず，今後の検討課題であると言える．

また，臓器重量に関しては ICR マウスと同様に肝臓重量の増加が見られ，雄マ

ウスにおいては脾臓重量の増加が見られたものの，その他の臓器については化

合物非投与群とほぼ同程度であった．以上の結果から，RXR パーシャルアゴニ

スト CBTF-PMN (9d) は長期投与においても，既存 RXRフルアゴニストに見ら

れる副作用の軽減化が可能であることが示された 55)． 

 



 
 
 
 

64 

 

Figure 2-24. Body weight gain, water intake change, and food intake change of male or female SD 

rats treated with oral administration of vehicle or 9d at 30 mg/kg/day for 28 consecutive days (n = 

3–6). A－B) Body weight gain. C－D) Water intake change. E－F) Food intake change. Males: A, C 

and E. Females: B, D and F. Open circle and open diamond indicate vehicle and 9d treatment, 

respectively.  
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Figure 2-25. Body weight gain of male or female SD rats treated with oral administration of vehicle 

or NEt-3IB (7b) at 30 mg/kg/day for 28 consecutive days (n = 3–6). A) Time-dependent change of 

male SD rat’s body weight for 28 days. B) Time-dependent change of female SD rat’s body weight 

for 28 days. Open circle and closed square indicate vehicle and NEt-3IB (7b) treatment, respectively. 

Statistical analysis was performed by t-test. Significant differences: * p < 0.05 vs. vehicle. ** p < 

0.01 vs. vehicle.  
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Table 2-6. Plasma parameters of male and female SD rats after oral administration of vehicle or 9d 

at 30 mg/kg/day for 28 consecutive days (n = 2–6)  

 Male Female 

 Vehicle 9d Referencea Vehicle 9d Referencea 

AST (U/I) 65.7 ± 6.3 91.7 ± 3.7 ** 87.0–114.0 69.7 ± 4.8 67.8 ± 2.1 85.0–123.0 

ALT (U/I) 30.0 ± 1.7 50.2 ± 2.3 ** 28.0–40.0 21.7 ± 1.2 37.0 ± 1.2 ** 25.0–36.0 

γ-GTP (U/I) 6.7 ± 0.9 7.0 ± 0.0 0.0–1.0 7.0 ± 0.6 5.8 ± 0.2 * 0.0–0.4 

ALP (U/I) 703.7 ± 58.6 864.0 ± 94.2 – 382.5 ± 46.5 387.7 ± 31.4 – 

CRE (mg/dL) 0.2 ± 0.0 0.2 ± 0.0 0.5–0.6 0.2 ± 0.0 0.2 ± 0.0 0.5–0.6 

BUN (mg/dL) 15.5 ± 0.4 14.4 ± 1.4 13.0–16.0 14.5 ± 0.6 15.5 ± 2.0 11.0–16.0 

TG (mg/dL) 61.3 ± 9.9 49.0 ± 4.6 61.0–99.0 18.7 ± 4.1 45.2 ± 4.6 ** 42.0–74.0 

TCHO (mg/dL) 50.0 ± 2.5 60.3 ± 4.0 54.0–74.0 57.7 ± 6.9 99.7 ± 6.4 ** 67.0–87.0 

a. These data are taken from the Clinical Laboratory Parameters for Crl:CD (SD) Rats (CRL_Mar, 

2006) by Charles River®. Data are mean ± SEM.; Statistical analysis was performed by t-test. 

Significant differences: * p < 0.05 vs. vehicle. ** p < 0.01 vs. vehicle.  

 

 

Table 2-7. Organ weights of male or female SD rats after oral administration of vehicle or 9d at 30 

mg/kg/day for 28 consecutive days (n = 3–6).  

 Male Female 

 Vehicle 9d Vehicle 9d 

Weight (g) 339.0 ± 19.1 352.1 ± 7.0 210.2 ± 13.7 206.1 ± 5.4 

Brain (g) 1.9 ± 0.1 1.9 ± 0.1 1.7 ± 0.0 1.8 ± 0.0 

Liver (g) 10.2 ± 0.8 12.7 ± 0.6 * 5.7 ± 0.4   7.6 ± 0.1 ** 

Kidney (g) 2.7 ± 0.1 2.7 ± 0.1 1.7 ± 0.1 1.6 ± 0.1 

Spleen (g) 0.6 ± 0.0 0.7 ± 0.0 * 0.5 ± 0.0 0.5 ± 0.1 

Testis (g) 6.1 ± 0.2 6.4 ± 0.2   

Data are mean ± SEM.; Statistical analysis was performed by t-test. Significant differences: * p < 

0.05 vs. vehicle. ** p < 0.01 vs. vehicle. 
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 第 6項  第 3節のまとめ 

 本節で著者は，RXRパーシャルアゴニストによる薬効と副作用との分離の可

能性について検証するために，前章にて見出した新規 RXRパーシャルアゴニス

ト CBTF-PMN (9d) の薬効および副作用の発現について検討した． 

 KK-Ay2型糖尿病モデルマウスにおける薬効を検討した結果，CBTF-PMN (9d) 

投与により高血糖の改善，飲水量の低下が見られ，本化合物は，抗糖尿病作用

を有することが明らかとなった．次に，ICRマウスを用いた 7日間連続投与に

よる副作用について検討した．CBTF-PMN (9d) 投与により肝臓重量の増加は見

られたものの，血中 TG値上昇などの RXRフルアゴニスト投与に見られる副作

用発現は回避していた．また，CBTF-PMN (9d) 投与群の肝臓重量については，

フルアゴニスト投与群に比べその増加の程度は緩やかであった．以上の結果よ

り，CBTF-PMN (9d) が，KK-Ay2型糖尿病モデルマウスにおいて抗糖尿病作用

を示しつつ，RXRフルアゴニストの示す副作用を回避できる化合物であること

を見出すことができた． 

 本研究成果と当研究室の加来田らがこれまでに報告した RXRパーシャルアゴ

ニスト CBt-PMN (8) における知見は，RXRパーシャルアゴニストにより薬効と

副作用との分離が可能であることを支持する知見であり，RXRアゴニストの副

作用の軽減化の手法として，RXRパーシャルアゴニストから検討するというア

プローチが有効であることを提示できた．また，本研究を通じて，RXRアゴニ

ストの抗糖尿病作用の閾値が副作用発現の閾値に比べ低い可能性を示唆するこ

とができた．  
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総括および展望 

 

 現在問題となっているがんや糖尿病，アルツハイマー病等の多因子性疾患への創

薬手法として，体内環境改善型創薬 (体内恒常性維持)からのアプローチが有効と考

えた．核内受容体の一つである RXRは，糖・脂質代謝に関与する様々な核内受容体

と協働的に機能し、総合的に体内環境を整えることが可能な多機能性受容体であるこ

とから，著者は，RXRアゴニストが，体内環境改善型創薬のアプローチを可能にする

ものと考えた．しかしながら，RXRアゴニストはその投与により体重増加や血中 TG値

の上昇および肝臓肥大などの副作用発現が問題である．そこで著者は，これまでの

RXRアゴニストに見られた副作用を軽減しつつ薬効を示す RXRアゴニストの創出を

目的として本研究に着手した． 

 

 第 1章で著者は，副作用である血中 TG値上昇の要因として報告されている

LXRα/RXRα活性化能を抑えた RXRアゴニストであれば副作用が回避出来るのでは

と仮説を立て，本研究を行った．当研究室で創出された RXRアゴニスト NEt-3IPおよ

びそのアルコキシ部位を種々変換した化合物についてRXR活性を調べた後，PPARγ

および LXRα との RXRヘテロダイマーに対する活性を調べた結果，7a が他の RXR

アゴニストである 6 や 7b に比べ LXRα/RXRα活性を抑えていることを見出した．そ

こで，本化合物により，薬効と副作用との分離が可能と考え，in vivo薬効・副作用につ

いての検討を行ったところ，7a は KK-Ay2型糖尿病モデルマウスに対して血糖降下

作用を示したものの，血中 TG値上昇等の副作用も見られた． 
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 第 2章では，副作用を示した RXRアゴニストが RXRを 100%活性化するフルアゴニ

ストであることに着目し研究を展開した．RXRアゴニストの副作用は，RXRの過度な活

性化に起因するものであり，薬効を得るには RXRの適度な活性化で十分であると考

え，RXR パーシャルアゴニストであれば薬効・副作用分離が可能であると仮説を立て，

本研究を行った． 

 第 1節では，共同研究者とともにRXRパーシャルアゴニストCBt-PMN (8) の創出を

行い，本化合物が KK-Ay2型糖尿病モデルマウスでは，血糖降下作用を示すことに

加え，RXRフルアゴニストに見られる副作用が回避できることを確認した．さらに，

CBt-PMN (8) 投与による糖・脂質代謝に関連した遺伝子発現についての評価を行っ

た．その結果， CBt-PMN (8) の投与により Gckの有意な増加が認められ，CBt-PMN 

(8) の血糖降下作用はGckの上昇による解糖系の亢進である推測された．また，RXR

フルアゴニスト NEt-TMN (6) 投与群では Scd１や Fasnが有意に上昇していたのに対

し，RXR パーシャルアゴニスト CBt-PMN (8) ではその上昇が見られなかったことから，

血中 TG値の上昇などの副作用を回避した要因であると考えられた． 

 

 第 2節では，CBt-PMN (8) の RXRパーシャルアゴニスト活性発現機構を解明する

ことを目的に，研究を行った．CBt-PMN (8) 誘導体の RXRアゴニスト活性を検討した

結果，誘導体では RXRフルアゴニストは 5員環部位の 2位に正の静電ポテンシャル

を，RXRパーシャルアゴニストは弱い負の静電ポテンシャルを有することを見出した．

5員環部位の 2位は，RXRヘリックス 4の Asn306のカルボニル酸素と近接しており，

RXRパーシャルアゴニストは，フルアゴニストと比較し Asn306 との結合が不利となるこ
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とでパーシャルアゴニスト活性を示したと推測された．さらに，CBt-PMN (8) よりも一桁

EC50が小さく，同程度にEmax値を示すRXRパーシャルアゴニストCBTF-PMN (9d) を

見出すことが出来た． 

 第 3節では，RXRパーシャルアゴニストによる薬効と副作用との分離の可能性を実

証すべく，CBTF-PMN (9d) の in vivoにおける薬効と副作用の検討を行った．その結

果，CBTF-PMN (9d) はわずかな肝臓肥大はみられたもののその程度は RXRフルア

ゴニストに比べ小さく，既存 RXRフルアゴニストの示す体重増加や血中 TG値上昇な

どの副作用も回避しつつ，抗糖尿病薬効作用を与えた．RXRパーシャルアゴニストで

あるCBt-PMN (8) とCBTF-PMN (9d) のこれらの動物実験の結果は， RXRアゴニス

トによる薬効と副作用の発現には，異なる閾値があるという仮説を立証できたものと考

えている． 

 

 RXRアゴニストは，抗糖尿病作用の他にも抗がん作用 56)や抗メタボリック作用 15)，抗

アルツハイマー病作用 16)などの様々な薬効が報告されている．今後，本研究成果に

基づき RXRパーシャルアゴニストが創出されることで，副作用を低減した RXRアゴニ

ストが多因子性疾患の治療薬候補物質として展開されていくことに期待したい． 
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実験の部 
 

Reagents  

All reagents were purchased from Kanto chemical, Nacalai Tesque, Sigma-Aldrich, TCI 

chemical companies or Wako pure chemical industries unless otherwise specified.  

LGD1069 (1) was prepared according to reference 20. 

NEt-TMN (6) was prepared according to reference 27. 

NEt-3IP (7a) and NEt-3IB (7b) were prepared according to reference 28. 

Compounds 7c-7m were prepared according to reference 29.  

CBt-PMN (8) and CBiM-PMN (9a) were prepared according to reference 33. 

Compounds 9b-9f were prepared according to reference 54. 

TIPP-703 and carba-T0901317 were kindly provided from Dr. Hiroyuki Miyachi (Division of 

Pharmaceutical Sciences, Okayama University Graduate School of Medicine, Dentistry and 

Pharmaceutical Sciences).  

Pioglitazone (as hydrochloride) was purchased from Wako Pure Chemical Industries, Ltd.  

 

Culture of COS-1 cells. 

COS-1 cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% 

FBS, NaHCO3 (1.0 g), L-glutamine (0.292 g), penicillin (25,000 Units) and streptomycin 

(25,000 µg) in a humidified atmosphere of 5% CO2 in air at 37ºC.  

 

Luciferase reporter gene assay.  

Plasmids used luciferase reporter gene assay were kindly provided from Dr. Makoto Makishima 

(Division of Biochemistry, Department of Biomedical Sciences, Nihon University School of 

Medicine) .57-59)  

Luciferase reporter gene assays were performed using COS-1 cells transfected with three kinds 

of vectors: each receptor subtype (CMX-hRXRα, CMX-hPPARγ and CMX-hLXRα), a 

luciferase reporter gene under the control of the appropriate NR response element, and secreted 

alkaline phosphatase (SEAP) gene as a background.60) CRBPII-tk-Luc, tk-PPREx3-Luc, and 

tk-rBARx3-Luc reporters were used as RXR, PPAR, and LXR response elements, respectively. 

The amounts of each receptor subtype and response element were 1.0 µg and 4.0 µg, 
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respectively. In the case of heterodimer assay, RXRα (0.5 µg), each partner receptor (PPARγ or 

LXRα, 0.5 µg) and the partner response element (4.0 µg) were transfected into COS-1 cells. 

Transfection was performed with QIA Effectene Transfection Reagent (QIAGEN) according to 

the supplier’s protocol (lipofection method). Cells in 60 mm tissue culture plates were incubated 

at 37°C with medium with a transfection mixture composed of plasmid and Effectene reagents. 

Test compound solutions (DMSO concentration 1%) were added to the suspension of 

transfected cells, which were seeded at about 2.0 × 104 cells/well in 96-well white plates. After 

incubation in a humidified atmosphere of 5% CO2 at 37ºC for 18 h, 25 µL of the medium was 

used for analyzing SEAP activities and the remaining cells were used for luciferase reporter 

gene assays with a Steady-Glo Luciferase Assay System (Promega). The luminescence was 

measured in a Tecan Infinite F200 multimode plate reader. SEAP activities were detected by the 

fluorescence assay using 4-methylumbelliferyl phosphate as a fluorescent substrate. SEAP 

activities were measured at an excitation wavelength of 360 nm and an emission wavelength of 

465 nm in a Tecan Infinite F200 multimode plate reader. Luciferase values were normalized 

using SEAP activities to control for transfection efficiency. The assays were carried out in 

triplicate three times.  

 

Production and purification of RXRα protein.  

RXRα protein was kindly provided from Dr. Hirotaka Naito (Graduate School of Nutritional 

and Environmental Sciences, University of Shizuoka) as following method.  

Production and purification of recombinant RXRα protein were done using the GATEWAYTM 

technology.61,62) Destination vectors were generated by insertion of human RXRα DNA 

(UltimateTM Human ORF Clone, Invitrogen)63) into a pDEST17 vector (Invitrogen), and were 

transformed into E. coli BL21-AI cells (Invitrogen) by means of LR reaction. These cells were 

used as expression clones. The expression clones were cultured in LB medium containing 100 

µg/mL ampicillin at 37°C with shaking until the OD600 reached 0.6 to 1.0, and then were diluted 

to OD 0.1 at 600 nm. After addition of 0.2% L-arabinose and 0.1% glucose to the culture during 

the exponential phase of growth (OD 0.4 at 600 nm), cells were cultured for 2 hours and then 

harvested. The cell pellets were resuspended in Lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.15 M 

NaCl, 0.1% SDS, 1.0% Triton X-100, 1 mM PMSF) at 4°C. The RXR protein was purified 

using a His GraviTrap column (GE Healthcare)64) to give 2.2 mg/L pure protein in the culture 

medium. 
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Fluorescence polarization assay.  

Fluorescein-labeled co-factor peptides were purchased from Invitrogen. Assays were performed 

in 96-well half area black plates (Greiner) in a final volume of 40 µL. All reagents were diluted 

in phosphate buffer (50 mM sodium phosphate pH 7.2, 154 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol, 1 

mM EDTA, 0.01% NP40), and the final DMSO concentration in the assay mixtures was 

adjusted to 1%. The mixtures containing fluorescein-labeled co-factor peptide, RXRα and 

various RXR ligands in phosphate buffer were incubated for 1 h at 25°C. The fluorescence 

polarization of the mixtures was measured at an excitation wavelength of 485 nm and an 

emission wavelength of 535 nm. Fluorescence polarization measurements were made with a 

TECAN Polarion. Fluorescence polarization is the ratio of the difference between the intensities 

of parallel and perpendicularly polarized fluorescent light to the total light intensity.  

 

Electrostatic potential fields of compounds and molecular docking.  

The crystal structure of human RXRα ligand binding domain was retrieved from the 

Brookhaven Protein Data Bank: http://www.rcsb.org/pdb/Welcome.do. Polar hydrogen atoms 

were added to both the protein and the ligand. United atom Kollman charges were assigned for 

the protein. The 3D structures of ligands used for the docking study were constructed by using 

Spartan® (Wavefunction, Inc.). After semi-empirical pm3 calculations, 6-31G* ab initio 

calculations were performed to find the lowest energy conformers. The electrostatic potential 

fields (ESP) were drawn with Spartan®. The AutoDock4.2 molecular docking program65) was 

employed by using a genetic algorithm with local search (GALS). One hundred individual GA 

runs, 150 chromosomes, a crossover ratio of 0.80, a rate of gene mutation of 0.02, and an 

elitism ratio of 0.10 were used for each ligand. The grid box was created with dimensions of 40 

× 40 × 40 Å3, which encloses the original ligand. Molfeat (FiatLux Co., Tokyo, Japan) was used 

for molecular modeling. 

 

Electrostatic potential field of RXR (3H0A).  

The electrostatic potential fields (ESP) were drawn with Molfeat after docking simulation using 

Autodock 4.2 molecular docking program. The calculation parameter of dielectric constant and 

radius of water molecule were 4.0r (threshold is 10 Å) and 1.4 Å, respectively. The calculated 

ESP was displayed on the solvent-accessible surfaces (1.4 Å ) of protein. 
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Measurement of serum concentration of test compounds after oral administration at 30 

mg/kg to mice.  

Groups of six-week-old ICR male mice (n = 6-9 in each) were treated with solutions of test 

compounds 30 mg/kg (1% ethanol and 0.5% CMC in distilled water) at a volume of 10 mL/kg 

of body weight by oral administration. At the indicated times, 0.6 mL of blood was taken from 

the inferior vena cava under diethyl ether anesthesia. Each blood sample was centrifuged at 

1,900 × g for 5 min at r.t. To 100 µL of the resulting plasma were added 100 µL of ice-cold 5 

mM ammonium acetate solution (adjusted with acetic acid to pH 5.0) and 1 mL of ice-cold 

ethyl acetate. The resulting mixture was vortexed for 30 sec, kept at room temperature for 10 

min, and centrifuged at 1,900 × g for 30 sec at room temperature. An 800 µL aliquot of the ethyl 

acetate phase was removed and concentrated to dryness in a centrifugal evaporator. To the 

resulting residue was added 100 µL of HPLC-grade methanol. This solution was directly 

subjected to HPLC analysis, and the concentration of each compound was determined from the 

peak area of the sample with reference to a calibration plot obtained with the authentic 

compound. This experiment was conducted in accordance with the Guidelines for Animal 

Experiments at Okayama University Advanced Science Research Center, and all procedures 

were approved by the Animal Research Control Committee of Okayama University.  

 

HPLC conditions.  

The HPLC system used in this study was a Shimadzu liquid chromatographic system (Kyoto, 

Japan) consisting of an SCL-10A system controller, LC-10AD pump, SPD-10AV UV-Vis 

spectrophotometric detector, SIL-10AD autoinjector, CTO-10A column oven, DGU-14A 

degasser and C-R7A Chromatopac. The samples (each 20 µL) were injected using a refrigerated 

autosampler kept at 10°C. The chromatographic analyses were carried out on an Inertsil ODS-3 

(4.6 i.d. x 250 mm, 5 µm, GL Sciences, Tokyo, Japan) kept at 40°C, using methanol : 33.3 mM 

ammonium acetate (adjusted with acetic acid to pH 5.0) (85 : 15, v/v) as a mobile phase. The 

flow rate was 0.7 mL/min and the absorbance was monitored at 280 nm.  

 

Evaluation of blood glucose-lowering activities of 12d or piogritazone in KK-Ay mice.  

Four-week-old male KK-Ay mice were purchased from CLEA Japan, Inc. (Tokyo, Japan). The 

KK-Ay mice were allowed free access to solid food and tap water. After arrival of the animals, 
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all were group-housed and acclimated to the colony for 6 weeks before the experiment. Before 

the experiment, they were housed with one mouse per cage, with free access to water and chow 

pellets. The animals were housed in an air-conditioned room at a temperature of 23 ± 1 °C and a 

humidity of 60 ± 10%, with lights on from 8:00 a.m. to 20:00 p.m.. Before experiments, mice 

were assigned to experimental groups so as to minimize the variance between groups based on 

the blood glucose level (one per cage (17 × 33 × 15 cm)). Body weight and water intake change 

was measured at approximately 10:00 a.m. every day for 14 days before dosing. Mice were 

administered orally with a solution of test compound at a dose of 10 mg/kg or with the vehicle 

(1% ethanol and 0.5% carboxymethyl cellulose (CMC) in distilled water) at a volume of 10 

mL/kg of animal at approximately 10:00 a.m. every day for 14 days. At day 15, oral glucose 

tolerance test (OGTT) was performed and animals were fasted from 17:00 p.m. and given water 

ad libitum. On the next day, at approximately 10:00 a.m., animals were weighed and 

anesthetized with diethyl ether. Blood was removed immediately and centrifuged in an 

Eppendorf sample tube to obtain serum. Each blood sample was centrifuged at 1,900 × g for 5 

min at r.t.. This experiment was conducted in accordance with the Guidelines for Animal 

Experiments at Okayama University Advanced Science Research Center, and all procedures 

were approved by the Animal Research Control Committee of Okayama University.  

 

Glucose Level in Blood in KK-Ay mice.  

Samples for measurements of fed blood glucose level were taken from the tail vein of the mice, 

and glucose was measured by using the glucose oxidase method (Medisafe-mini, TERUMO, 

Tokyo, Japan). 

 

Oral glucose tolerance test (OGTT).  

KK-Ay mice treated with each compound for 14 days were fasted for 17 h, and orally given 

glucose solution (100 mg glucose in 1 mL distilled water) at a dose of 1 g/kg body weight. At 0, 

15, 30, 45, 60, 90 and 120 min after the glucose loading, blood glucose level was measured as 

described above. 

 

Observation of side effects after once-daily oral administration at 30 mg/kg for 7 consecutive 

days in male ICR mice.  

Six- to seven-week-old male ICR mice were purchased from Charles River Laboratories Japan, 
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Inc.. After arrival of the animals, all were group-housed and acclimated to the colony for 1 or 2 

days before the experiment. Before the experiment, they were housed with four mice per cage, 

with free access to water and chow pellets. The animals were housed in an air-conditioned room 

at a temperature of 23 ± 1 °C and a humidity of 50 ± 20%, with lights on from 8:00 a.m. to 

20:00 p.m.. Before experiments, mice were assigned to experimental groups so as to minimize 

the variance between groups based on the measured weight (four per cage (17 × 33 × 15 cm)). 

Body weight was measured at approximately 10:00 a.m. every day for 7 days before dosing. 

Mice were administered orally with a solution of test compound at a dose of 30 mg/kg or with 

the vehicle (1% ethanol and 0.5% carboxymethyl cellulose (CMC) in distilled water) at a 

volume of 10 mL/kg of animal at approximately 10:00 a.m. every day for 7 days. On the final 

day of dosing, animals were fasted from 17:00 p.m. and given water ad libitum. On the next day, 

at approximately 10:00 a.m., animals were weighed and anesthetized with diethyl ether. Blood 

and liver were removed immediately, and the liver was weighed. Approximately 1 mL of blood 

in an Eppendorf sample tube was centrifuged to afford a serum sample. Each blood sample was 

centrifuged at 1,900 × g for 5 min at rt. This experiment was conducted in accordance with the 

Guidelines for Animal Experiments at Okayama University Advanced Science Research Center, 

and all procedures were approved by the Animal Research Control Committee of Okayama 

University. 

 

Observation of side effects after once-daily oral administration at 30 mg/kg for 28 

consecutive days in SD rats.  

Four-week-old male and female SD rats were purchased from Charles River Laboratories Japan, 

Inc.. After arrival of the rats, all were group-housed and acclimated to the colony for 6 (male) or 

7 (female) days before the experiment. Before the experiment, they were housed with two rats 

per cage, with free access to water and chow pellets. The animals were housed in an 

air-conditioned room at a temperature of 23 ± 1 °C and a humidity of 50 ± 20%, with lights on 

from 8:00 a.m. to 20:00 p.m.. Before experiments, rats were assigned to experimental groups so 

as to minimize the variance between groups based on the measured weight (two per cage (25.0 

× 41.5 × 19.0 cm)). Body weight, water intake change and food intake change were measured at 

approximately 10:00 a.m. every day for 28 days before dosing. Rats were administered orally 

with a solution of test compound at a dose of 30 mg/kg or with the vehicle (1% ethanol and 

0.5% carboxymethyl cellulose (CMC) in distilled water) at a volume of 5 mL/kg of animal at 
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approximately 10:00 a.m. every day for 28 days. On the final day of dosing, animals were fasted 

from 17:00 p.pm. and given water ad libitum. On the next day, at approximately 10:00 a.m., 

animals were weighed and anesthetized with isoflurane. Blood, liver, brain, kidney, spleen, and 

testis (male only) were removed immediately. The liver, brain, kidney, spleen, and testis were 

weighed and frozen with liquid nitrogen. Approximately 10 mL of blood in a centrifuge tube 

was centrifuged at 2,000 × g for 10 min at 4°C to obtain a serum sample. This experiment was 

conducted in accordance with the Guidelines for Animal Experiments at Okayama University 

Advanced Science Research Center, and all procedures were approved by the Animal Research 

Control Committee of Okayama University. 

 

Measurements of blood parameters.  

All values were measured by using a Fuji Dry Chem system (Dry Chem 4000V, Fuji Medical 

Co., Tokyo, Japan) according to the supplier’s protocol.   
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