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1  はじめに

活性型ビタミ

ンD
3
はビタミ

ン D 受 容 体

（VDR）のリ

ガンドとして

種々の遺伝子の発現制御を司り，骨

形成，細胞分化，免疫といった重要

な生命現象に深く関わっている．

1960年代に入って動物個体を用い

たビタミンD
3
代謝研究が盛んに行わ

れ，1970年には活性型ビタミンD
3

が1α,25-ジヒドロキシビタミンD
3

（以下1α,25(OH)
2
D
3
と略す）であ

ることが明らかになった．その後，

種々の動物を用いた膨大な代謝研究

によって，生体内におけるビタミン

D
3
の複雑な代謝経路が明らかにな

り，1981年に1α,25(OH)
2
D
3
に

細胞分化誘導作用があることが報告

されて以来，ビタミンD
3
代謝物の生

理作用に関する研究結果が次々と発

表された1）．また，VDRの発見以来，

作用メカニズムの解明が急速に発展

し，リガンドが結合することにより

起こるVDRの構造変化が，VDR

と種々の転写共役因子の相互作用に

重要な役割を果たしていることが

明らかになってきた．この事実は，

1α,25(OH)
2
D
3
が併せ持つ強力な

カルシウム代謝調節作用と強力な細

胞分化誘導作用のどちらか一方のみ

を持つビタミンD誘導体のデザイン

が可能であることを示唆している．

実際に，いくつかのビタミンD誘導

体において両作用の分離が見られて

いる．これらの研究結果を踏まえ，

骨粗鬆症をはじめとする骨疾患，白

血病，乳癌，前立腺癌，結腸癌など

を主な対象とする癌疾患，乾癬など

の皮膚疾患，アルツハイマー等の脳

神経疾患など，幅広い疾患への適用

が展開されようとしている．

2  ビタミンD水酸化酵素の

cDNAクローニングと発現

動物個体あるいは臓器を用いたビ

タミンD
3
の代謝研究から，40種近

い代謝産物とそれらの代謝経路が明

らかにされた．しかし，ビタミンD
3

の代謝を司る酵素に関する研究は驚

くほど遅れており，生合成された活

性型ビタミンD
3
（図1）の複雑な代

謝経路に何種類の酵素が関わってい

るのかという疑問は未解決であった．

一方，1990年にビタミンD
3

25位水酸化酵素（CYP27A1），

1 9 9 1 年に 2 4 位水酸化酵素

（CYP24A1），1997年に1α位水

酸化酵素（CYP27B1）のcDNA

が相次いでクローニングされ，大腸

菌，酵母および動物培養細胞など，

異種細胞発現系を用いた解析や遺伝

子の発現制御に関する研究が活発に

行われた．しかし，これらの酵素は

いずれもミトコンドリア内膜結合型

のシトクロムP450で（図2），不

安定で精製が困難な上，活性測定に

も技術を要し，基質特異性や反応特

異的性に関する知見はきわめて不十
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分であった．筆者らは大腸菌発現系

を用いて，これら3種のP450の酵

素化学的性質を詳細に解析した．

3  CYP27A1（25位水酸化酵

素）の酵素学的性質

CYP27A1を大腸菌内で大量発現

させ，ビタミンD
3
に対する代謝を調

べたところ，主要代謝物である

25(OH)D
3
を含め，少なくとも8種

類の代謝物が検出された2）．

HPLC分析および質量分析により，

これらの代謝物は25(OH )D
3
，

2 6 ( O H ) D
3
， 2 7 ( O H ) D

3
，

24R,25(OH)
2
D
3
，1α,25(OH)

2
D
3
，

25,26(OH)
2
D
３
，27-oxo-D

3
，お

よびビタミンD
3
脱水素体であること

がわかった．驚くことに，この酵素

は側鎖だけでなく1α位を水酸化し，

ビタミンD
3
から1α,25(OH)

2
D
3

を生成することができるのである．

1α位水酸化酵素として生理的に意

味があるのはCYP27B1であるこ

とがわかっているが，CYP27B1遺

伝子欠損型くる病患者の血中にもあ

る程度の1α,25(OH)
2
D
3
が存在す

るのはCYP27A1の活性に依ると

考えられる．

4  CYP27B1（1α位水酸化酵

素）の酵素学的性質

CYP27B1は生体内での産生量が

きわめて微量で不安定であるため，

いまだに精製法が確立されていない

酵素である．筆者らは大腸菌発現系

を用いてマウスおよびヒト由来の

CYP27B1を発現させ，酵素学的性

質を明らかにした3）4）．また，多数

の く る 病 患 者 由 来 の 変 異 体

CYP27B1の解析から，各変異箇所

のアミノ酸の機能を明らかにした5）．

さらに，GroEL/ESとの共発現系を

用 い る こ と に よ り ， マ ウ ス

CYP27B1およびその変異体を大腸

菌内で大量に発現させることに成功

し，分光学的性質や酵素学的性質を

詳細に解析した 6）7）．その結果，

CYP27B1は1α位を特異的に水酸

化するが，わずかながら25位水酸

化活性を有することがわかった．す

なわち，CYP27B1もCYP27A1

と同様，1α位水酸化活性と25位

水酸化活性の両活性を有するのであ

る．コンピューターモデリングの結

果から，ビタミンD
3
は同じ基質ポケ

ットに逆向きに入ることが可能で，

両活性が密接に関連していることが

示唆された．

｜シトクロムP450による天然型ビタミンDおよびビタミンD誘導体の代謝｜

図1  活性型ビタミンD
3
の生合成経路
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図2  ミトコンドリア型シトクロムP450の電子伝達系
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5  CYP24A1(24位水酸化酵

素)の酵素学的性質

CYP24A1については反応特異性

において興味深い性質が明らかにな

った．ヒト由来CYP24A1を含む

反応系に1α,25(OH)
2
D
3
を基質と

して代謝物を分析したところ，24R

位水酸化に始まりカルシトロン酸に

至るまでのC-24経路の代謝物6種

と，23S位水酸化に始まりラクトン

の生成に至るまでのC-23代謝経路

の代謝物4種が検出された（図3）8）．

また，反応中の各代謝物濃度の経時

変化から，反応産物が基質結合部位

から離れることなくさらに反応が進

む“連続反応”が起こることが示唆

された．還元酵素系による電子伝達

効率が高いほどCYP24A1による

連続反応の頻度は高くなった．すな

わち，反応産物が基質結合部位から

離れる前に電子が伝達され，次の反

応が起こるのである．生体内ではそ

の連続反応は不完全で，最終段階ま

で到達しないため，多くの中間代謝

物が検出されると考えられる．さら

に，筆者らは，ヒトCYP24A1に

おいて，23位の水素を引き抜いた

ラジカル再配列によりC
24
-C

25
結合

が切断される反応が起こることを見

出した（図3）9）．反応産物にはビタ

ミンD受容体（VDR）結合能がほと

んどなく，VDR結合能を失わせる

という意味においてはきわめて効率

の良い反応である．CYP24A1の反

応特異性には動物種差があることが

わかった．ヒトCYP24A1におい

てはC-24経路とC-23経路の比は

4：1であるが，ラットCYP24A1

ではC-23経路はほとんど見られず

10），逆にモルモットではC-23経路

が主である．これら代謝パターンの

違いは，それぞれの動物種でビタミ

ンD
3
代謝産物の利用法が異なること

を意味しているのかも知れないが，

現在のところ不明である．

6  CYP24A1（24位水酸化酵

素）によるビタミンD誘導体の

代謝

CYP24A1による代謝様式に動物
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種差が存在するという事実は，ビタ

ミンD誘導体を医薬品として開発す

る際，動物実験だけではヒト体内で

の代謝を正確に予測できないことを

意味し，開発の初期にヒトCYP24

A1を用いた代謝研究が必須になる

と考えられる．筆者らはこれまでに，

A環ジアステレオマー（図3）11），ヘ

キサフルオロ体12），20-エピ体（図

4）13），2α-(3-hyDroxypropoxy)

体14）の代謝についてヒトCYP24

A1とラットCYP24A1の代謝様式

を比較した．その結果，これらすべ

てのビタミンD 誘導体の代謝におい

て，種差が認められた．さまざまな

薬物の代謝において動物種差がある

ことは周知の事実であり，医薬品の

開発において実験動物からヒト体内

での代謝を予測することを困難にし

ている．多くの場合，薬物代謝に関

わるシトクロムP450の発現制御機

構や酵素学的性質が動物によって異

なることに基づくことがわかってい

る．しかし，CYP24A1はいわゆる

薬物代謝型とは異なり，内在性基質

である1α,25(OH)
2
D
3
を

基質とするにもかかわら

ず，反応特異性が動物種

によって異なっているの

である．1α,25(OH)
2
D
3

を代謝してVDRに結合で

きない物質に変換させる

ことが重要で，そのため

には少々，代謝様式が異

なっていても構わないと図3  ヒトCYP24A1による活性型ビタミンD3  A環シアステレオマーの代謝
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考えれば不思議ではない．最近，筆

者らはラットCYP24A1の1アミノ

酸置換体を作製し，その酵素学的性

質を調べた結果，2種の変異体がヒ

トCYP24A1の反応特異性を示し

た（論文投稿中）．したがって，進

化の過程で生じたわずか１アミノ酸

の置換がCYP24A1の反応特異性

を変換させ得ることを証明した．ビ

タミンD誘導体の代謝において

CYP24A1は中心的な役割を大きな

役割を果たしており，VDR結合能

が高く，CYP24A1による代謝を受

けにくいビタミンD誘導体ほど，血

中カルシウム濃度上昇作用が高いと

いう，結果を得ている．したがって，

ビタミンD誘導体の開発においてヒ

トCYP24A1による代謝を調べる

ことはきわめて重要である．

7  おわりに

CYP27A1，CYP27B1および

CYP24A1によるビタミンD
3
代謝

物は少なくとも27種に及び，多種

類の酵素が関わっていると考えられ

ていた複雑な代謝経路の多くは，こ

れら3種類のP450に依存すること

がわかったのである．特に，CYP

24A1による代謝は特筆すべきであ

る．代謝物のすべてに重要な生理的

役割があるとは考えられないが，少

なくとも一部の代謝物には未知の役

割が潜んでいると推測され，今後の

研究課題である．最近，ミクロソー

ム型のビタミンD
3
25位水酸化酵素

としてCYP2R1の重要性が示唆さ

れ（図1）15），また，CYP3A4にも

1α,25(OH)
2
D
3
代謝能があり，

CYP3A4を誘導する薬剤を長期に

わたり投与されている患者に起こる

骨粗鬆症との関連が示唆されてい

る．また，22位が酸素に置換され

たビタミンD誘導体の代謝には

CYP3A4の寄与が大きい．ビタミ

ンDおよびその誘導体の代謝におい

て複数のP450分子種による代謝研

究が必要であり，ヒトP450発現系

の応用はきわめて有効である．CYP

24A1および CYP27

B1は腎臓のミトコンドリ

アに存在するが，ヒト腎

臓ミトコンドリア画分が

市販されることは考えに

くく，発現系の重要性は

きわめて高い．今後，骨

疾患，癌疾患，皮膚疾患，

脳神経疾患など，幅広い

疾患への適用が期待され

るビタミンD
3
誘導体の開

発において，これらP450発現系の

応用がますます重要になってくるこ

とは間違いない．

図4  CYP24A1による活性型ビタミンD
3
20-エピマーの代謝における種差




