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論 文 内 容 要 旨

第1章 序 論

ビタミ ンDは 、抗 クル病因 子 として1919年 一1922年 に、Mellanbyら お よびMcCollumら に

よって発 見 さ れ 、 その 因 子 の構 造 は、1932年 に ビ タ ミンD2が 、1936年 に ビ タ ミンD3が

Windausら に よって決 定 された。 ビタミ ンDは 、 カル シウムおよび リンの代 謝調節 や恒 常性 の維持 に

必要で、骨代 謝調節 に関わる ビタミンであ り、 ビタ ミンD2と ビタミンD3は 、 ほぼ同等 の生理作用 を発

現する。 ビタミ ンDは 動物 に投与 して もその生理作 用を発 現するの に24時 間のdmelagが あ ることより、

生体 内で活 性化 されて初 め て作用発現 されてい る可 能性 が示唆 されていた。1968年 に な って、Blunt

らによっ て初め て25-OH-D3が 単離 同 定 され、更 に1971年 にLawsonら 、Myrtleら お よびHolickら

に よって最終 活性代 謝物 と して1α,25一(0:H)2D3が 単離 同定 され た。食物 由来お よび皮膚 で生成 したビタ

ミンD3は,ま ず肝臓 で25位 が水酸化 され、次に腎臓 で1α 位が水酸化 されて1α,25一(OH)2D3と なる。

1α,25一(OH)2D3は 、 特異的 リセプ ター と結合 してその生 理作用 を発現 す ることよ りビタ ミンではな く

ホルモ ンと考 え られ ている。近年 ビタミンD3の 新 しい作用 と して細胞増殖抑 制作用 、細胞 牙化誘導作用 、

イ ンシ ュ リ ン分 泌 促 進 悸 用 お よ び免 疫 調 節 作 用 が見 い 出 さ れ た が、 こ れ ら全 て の 生 理 作用 を

1α,25一(OH)2D3が 司 っているのか、他 の ビタミンD3代 謝物が寄与 しているのかは不 明で ある。

そ こで、私 は、生体 内 に存在す る ビタミンD3代 謝 物 の単離 同定 を行 ない、14種 の新規 ビタ ミンD3代 謝

物 を単離 同定 した。 その中で(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneは 、カル シウム代 謝 において、

1α,25一(OH)2D3に 拮抗 した作用(ア ンチ ビタミンD作 用)を 示 し、更 に、骨吸 収抑制 作用 と骨形成促 進

作用 の両活性 を有す る特異 な新規代謝物 であ る。 この論 文 で は、新規 ビ タミンD3代 謝 物の単離同定 と

それ ら代謝物 の生物活性 お よび生理 的意義 について述べ る。

第H章25-OH-D3の 代 謝

ビタミンD3は 、 まず肝臓 でその25位 が水 酸化 された25-OH-D3と な り、次いで腎臓 で1α 位 、23位 、

24位 、お よび26位 が水酸化 された種 々の代謝物 が生成 される。1α 位 が水酸化 され た1α,25一(OH)2D3は 、

25-OH-D3の 活性代謝物 であ るが、その他 の代 謝物の生理活性 は不 明で あった。私 は、 ビタミンD3を 大
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量 に投与 した ラッ ト血清 中か らFig.1に 示 した方法 で種 々 の代 謝 物 を分離精製 した。 構 造決定 は、紫外 線

吸収 スペ ク トル(UVス ペ ク トル)、 赤外線吸収 スペ ク トル(IRス ペ ク トル)、 マスス ペ ク トル、化学 修

飾 お よ び合 成 化 合 物 とのc(》chromatogr叩hyに よ っ て行 な っ た。 そ の結 果 、 新 規 代 謝 物 と し て

24S,25一(OH)2D3,25R,26一(OH)2D3,23S,25R,26一(OH)sDs,(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-

lactoneお よび(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-peroxylactoneを 単離同定 した(Fig.2).

特 に、(23S,25R)。25。OH。D3-26,23-peroxylactoneの 構造 は、IRス ペ ク トルが1733㎝.1を 示 し

δラク トン様 構造 を示す こと、FD一 マススペ ク トルが444で あ ることよ り分 子量が444で ある こと、

またtriphenylphosphineと の反応 で(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-1actoneとtriphenylphosphine

oxideを 生成 す るこ とで決定 された。 単離 した(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-peroxylactoneは,一20℃

以上 で速 やか に(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-lactoneに 変換 した。 また(23S,25R)一25-OH-D3-26,

23-1actoneは 、 腎臓 で25-OH-D3か ら産生 され るこ とが明 らか になったので、 腎臓 の酵素 と種 々の

25-OH-D3代 謝物 との反応 速度論 か らその代 謝経路 を決定 した(Table1)。 即 ちゼ25-OH-D3は,ま ず

Tablel

Productionof(23S,25R)一25-OH-Ds-26,23-lactonefromvarious25-OH-D3metaboltes.

Substrates (23S,25R)一25-OH-Ds-26,23-lactone

ng/4.8gkidney/hr.

25-OH-D3

23S,25一(OH)aDs

25R,26一(OH)2D3

23S,25R,26一(OH)sD3

(23S,25R)一25-OH-Ds-26,23-lactol

120

260

180

4200

5600

A10%kidneyhomogenatefromlx,25一(OH)2D3-supplementedchickswasincubatedwith

Sｵgof25-OH-Ds,23S,25一(OH)2Ds,25R,26一(OH)2Ds,23S,25R,26一(OH)3Dsor

(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-lactol.(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-lactoneproducedinvitro

wasisolatedandpurifiedbyHPLCusing2solventsystems.Theamountsof(23S,25R)一

25-OH-Ds-26,23-lactonewerequantitatedbycomparisonwithastandardcurvemadewith

authentic(23S,25R)一25-OH-Ds-26,23-lactone.

23S,25一(OH)2D3ま た は25R,26一(OH)2D3に 代 謝 され 、 こ れ らが23S,25R,26一(OH)3D3に 代 謝 さ れ 更

に(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-1actolを 経 て(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-lactoneが 生 成 さ れ る こ と

が 明 らか にな っ た。 しか し、 生 体 内 で は 、(字3S,25R)一25-OH-D3-26,23-peroxylactoneが 生 成 され 、 そ

の後 、 これ が分 解 し(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-lactoneが 生 成 され る こ と よ り、25-OH。D3か ら
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Rat.Serum

璽

CHCI3Extracts

iS
ephadexLH-20(1.5x25cm)ColumnChromatography

CHCi3:n-hexane(65:35)

76-1t2ml136-180ml276-328ml

iii

HPLConaZorbaxSilColumn(4.6x250mm)HPしConaZorbaxSilCoiumnSephadexしH・20(t5x25cm)Coiumn

9%IPAinn-hexane1.5%CH30HinCHpCl2Chromatography,

CHCI3:n-hexane:CH30H(75:23:2)

算
11.5-12.5m113-14mi118120m168-136ml

HPLConaZorbaxSilColumn14・15.5mlHPLConaZorbaxSilColumnHPしConaZorbaxSilColumn

1.5%CH30HinCH2C12(9%IPAinn-hexane20%IPAinn-hexane

i
8.5-9.5mi7.5-8.5mlI21-23m112-14m1

14.5-15.5ml25R,25一(OH)2D3

卜慌鐸 贈 御縣 驚聯贈1
11.5-12.Smi13-14m118.5-21ml

(23S25鞠 昨、,(23S25Rレ 、ひ㈱ 。 雄 耀D3』`琴3S25脚H)3D3
26,23-Peroxylactone26 ,23Ilactoneand

24S,25一(OH)2D3

Figure1.FlowsheetoftheisolationofthevitaminD3metabolites

fromtheserumofratsgivenlargedosesofvitaminD3.
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(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-lactoneへ の 代 謝 経 路 は、Fig.3の 様 に要 約 出 来 る。

震 典 農 磨H
23Sゐ ・(0珊 ・D・23S・ お 聯{0珊3D3(欝S

,25R).答OH。D,(23Sβ5R)・%・0曲 ・

」●L26,23,塁acto墓 26,23-lactone

lム ゑ 傘

免 禽

OH

〆嚇禽醒轡蕪 、鳶 　 螂蜘欝 難1欝

25Rβ6・(OH)2D3

Figure3.Proposedmetabolicpathwaysfrom25-OH-Dsto
`(23S

,25R)一25・OH・D3-26,23・peroxylactone・

また、 ヒ ト前骨髄性 白血病細胞(HL-60㏄11)お よび リンパ球 は25-OH-D3お よび24R,25一(OH)2D3を

それ ぞれ(5Z)一 および(5E)一19-nor-10-oxo-25-OH-D3,(5Z)一 お よび(5E)49-nor-10-oxo-24R,25・

一(OH)2D3に 代 謝す る ことを明 らかに した。Fig.2に は、私 が単離 同定 した新規25-OH-D3代 謝物 の構 造

を示 した。更 に、私 が単離同定 した25-OH-D3代 謝物(ロ で囲んで示 した)を 含 め た ビタミンD3代 謝

経路 をFig.4に 示 した。

Table2に 新 規25-OH-D3代 謝 物 の生 物 活 性 を25-0耳 一D3の 生 物 活 性 と比 較 して要 約 しだ。 殆
,どの代 謝

物 は 、25-OH-D3よ り も 生 物 活 性 が 低 下 し た 炉 、(5E)一19-nor-10-oxo-25-OH-D3お よ び

(5E)一19-nor。10-oxo-24R,25一(OH)2D3のHL-60細 胞 の分 化 誘導 活 性 は25-OH-D3よ り も強 か っ た。

ま た 、 骨 吸 収 を 搾 制 す る 初 め て の 代 謝 物 と し て 、(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-lactoneお よ び

(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-peroxylactoneを 見 出 した。
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Table2

Biologicalactivitiesofthenewlyisolated25-OH-D3metabolitescomparedwiththoseof

25-OH-D3.

Metabolites ReceptorBindingIntestinalCaBoneResorptionHレ60cell

Affinity(%)AbsorptionDifferentiation

25-OH-D3

24S,25一(OH)2D3

25R,26一(OH)2D3

23S,25R,26一(OH)3D3

(23S,25R)一25-OH-D3-

26,23-lactone

(23S,25R)一25-OH-D3-

26,23-peroxylactone

(SZ)一19-nor-10-oxo-

25-OH-D3

(SE)一19-nor-10-oxo-

25-OH-D3

(SZ)一19-nor-10-oxo-

24R,25一(OH)2D3

(SE)一19-nor-10-oxo-

24R,25一(OH)ZD3

100

1.7

8.7

0.1

24.6

notdetermined

92.8

129.7

20.6

28.0

十十十

十

十十十

十

十

十

十十十

十

十十

Inhibit

Inhibit

十

一

十

+

柵

+

紳

第m章1α,25一(OH)2D3の 代 謝

ビタミンD3の 最終活 性代 謝物 である1α,25一(OH)2D3は 、標的組織 でその生 理作 用 を発現 した後、

どの榛 に代謝 されて行 くかは あ ま り研究 されていなかった。 私 は、1α,25一(qH)2D3の 代 謝物 を単離 同

定 し、その生理活性 を明 らか にす る ことによって1α,25一(OH)2D3の 不活性化機構 の解明 を試み た。

1α,25一(oH)2D3を150いg!kg体 重で2回 経 口投与 したビー グル犬 よ り採 血 して得 られ た血清 か らFig.5

の方法で種 々の代 謝物 を分離精 製 した。構造決定 は、UVス ペ ク トル 、IRス ペ ク トル、 マ ススペ ク トル、

化学修 飾 および合成化合物 とのoo-chromatographyに よって行 なった。 その結 果 、新規代謝物 と して、

1α,25一(OH)2-24-oxo-D3、1α,24S,25一(OH)3D3,(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lacto1お よび

(23S,25R)一1α,25一(OH:)2-D3-26,23-lactoneを 単離 同定 した(Fig.6)。 ま た、 これ らの代 謝物 は小 腸

粘 膜 細 胞 お よ び 腎 臓 の 酵 素 に よ っ て1α,25一(OH:)2D3か ら産 生 さ れ る こ と も 明 ら か に し た 。

1α,25一(OH)2D3は 、 腎臓 の 酵素 によっ て1α,24R,25一(OH)3D3に 代謝 され る こが 知 られ てい たの で、

1α,24R,25一(OH)3D3と 腎臓 の ホモ ジネー トとをインキュベー トする と、1α,25一(OH)2-24-oxo-D3が 生
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108-180ml

鍾

HPしConaZorbaxSil.Column

20%IPAinn-hexane

i
11.5-13ml

I
Rechromatography

i
11・.5。13mI

i

3%CH30HinCHpC12

唇

11-12.5ml

la,25一(OH)2-24-oxo-D3

DogSerum

CHCI3Extracts

露

・SephadexLH・20(t5x25cm}ColumrlChroma匙ography

CHCI3:n-hexane(65:35)

i
CHCI3:n-hexane:CH30H(75:23:2)一一 一
68噛120ml

i
HPLConaZorbaxSil

3%CH30HinCHZCIp

「一 」一 一 「一 一一 「・

HPLConaZorbaxSilColumnHPLConaZorbaxSil

Figure5.

16-17.5ml30.5-32.5ml33-35mi

寵轡 騨剛
30.5-33ml32.5-35ml

HPしConaZorbaxSil1α,24R,25。(OH)3D31α,24S,25。(OH)3D3

3%CH30HinCH2Clp

I
16-17.5ml

(23S,25R)一1a,25一{OH)2D3-26,23-lactone

200-280ml

i
HPLConaZorbaxSil

17%IPAinn-hexane

1
25.0-31.Oml

i
HPLConaZorbaxSil

3%CH30HinCH2CI2

i

36.3-38.8ml

(23S,25R)一1a,25一(OH)2D3-

26,23-lactol

Flowsheetoftheisolationofthela,25一(OH)2D3metabolitesfrom

theserumofbeagledogsgivenlargedosesofla,25一(OH)2D3.

OHO

、 転

1`oH_.t1'oH

T

i_1

㎡OHHdヴOH

'

1α,25・(OH:)2・24・oxo・D31α ・243β5・(OH)3D3

、 漣 砺ら ・漣

。 馳 ・ 罰

r

i1

献OHHOずOH

(23S,25R)一1x,25一(OH)2D3(23S,25R)一1x,25一(OH)yD3

-26,23-lactol-26,23-lactone
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Figure6.Structuresofthenewlyisolatedla,25一(OH)2D3metabolites.
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成 され る こ と、 更 に、1α,25一(OH)2-24-oxo-D3と 腎 臓 の ホ モ ジネ ー トとを イ ン キ ュベ ー トす る と主 と し

て1α,24S,25一(OH)3D3が 、 そ し て 少 量 の1α,24R,25。(OH)3D3が 生 成 さ れ る こ と か ら 、

1α,25一(oH)2D3は 、Fig.7に 示 した 経 路 で代 謝 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ れ に 対 し 、

(23S,25R)一1α,25。(OH)2D3-26,23-lactolお よ び(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneは 、

OHOOH

、 ・曳 ・転 儀 言

OHOHOHOH

I8・=⇒,・ 呂=⇒1・ 冒Il

H♂ ・HH♂ 。HH♂ ・HH(ヂ 。H

lx,25一(OH)2D31a,24R,25一(OH)3D31a,25一(OH)2-24-oxo-D31a,24S,25一(OH)3D3

Figure7.Proposedmetabolicpathwayfromla,25一(OH}2D3tola,24S
,25一(OH)3D3.

1α,24R,25一(OH:)3D3へ の 代 謝 経 路 とは 別 の代 謝 経 路 で産 生 され た(詳 細 は第IV章)。 従 っ て

1α,25一(OH)2D3の 不活性化 に関 して、1α,24,25一(OH)3D3へ の代謝 と、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-

26,23-lactoneへ の 代 謝 の2つ の 代 謝 経 路 が 存 在 す る こ とを 明 ら か に したρ ま た 、 生体 内 に は

24R-OH-D3が 存在 す るこ とが知 られていたので,24R-OH-D3を ラ ッ トに静脈 内投与 し24時 間後の 血

液中の代 謝 物 を単離す る と1α,24R一(OH)2D3が 同定 された。 また、24R-OH-D3と 腎臓 の亦 モ ジネー ト

と を イ ン キ ュ ベ ー トす る と1α,24R一(OH)2D3が 生 成 され た。 以 上 、 私 が 新 し く単 離 同 定 した

1α,25一(oH)2D3代 謝物の構 造 をFig.6に 示 した。更 に、 今 まで知 られ てい た1α,25一(OH)2D3を 起 点 と

した代謝経 路 に、私が 単離 同定 した1α,25一(OH)2D3の 代 謝 物(ロ で囲 んで示 した)を 加 え、Fig.8に

示 した。

1α,25一(OH)2D3の 不活性化 には5つ の経路が存在 す るこ とが明 らか になった。 最初 は23位 水 酸化 に

始 まる(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1a6toneへ の代 謝 に よる、2つ 目 は1α,24R,25一(OH)3D3か

らcalcitroicacidへ の代 謝 に よる、.3つ 目は26位 水酸化 に よる、4つ 目は25位 水酸基 の脱水 反応 による、

5つ 目は25位 水酸基 のグルクロ ン酸抱合 による ビタミンD作 用 の減弱 に よる不 活性化 がそれで ある。

Table3に 新 規1α,25一(OH)2D3代 謝 物 の生物 活 性 を1α,25一(OH)2D3の それ と比 較 して要約 した。
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1α,25一(OH)2・24-ox(》D3の 腸 管 カルシ ウム吸収活性 お よび骨吸収活性 は1α,25一(OH)2D3の1/3-115で

あったが、HL-60細 胞 の分化誘 導活性 は1α,25一(OH)2D3と 同等 であ った。1α,24S,25一(OH)3D3お よび

(23S,25R)4α,25一(OH)2D3-26,23-1actolの 活 性 は非 常 に弱 い もの で あ っ た。(23S,25R)一1α,25一

(OH)2D3-26,23-1actoneの1α,25一(OH)2D3特 異 的 リセプターに対 す る結合親和 性 は、1α,25一(OH)2D3

の1/662で あ り腸 管 カルシウム吸収活性 お よびHL-60細 胞の分化 誘導活性 も弱 かった。骨吸収活性 に

っい ては、1(比,25一(OH)2D3が 促 進す るの に対 し、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone}ホ 抑制作

用 を示 し、 また、1α,25。(OH)2D3に よって促進 された骨吸収活性 をも抑 制す る特異 な生物活性 を示 した。

24R-OH-D3の 代謝 物 と して単離 した1α,24R一(0:H)2D3は 、1α,25一(OH)2D3が 示 す全 ての生理活性 に

おいてほぼ同等 の作用 を示 した。

Table3

Biologicalactivitiesofthenewlyisolatedla,25一(OH)2D3metabolitescomparedwiththoseof

1(ち25一(OH)2D3.

Metabolites ReceptorBindingIntestinalCaBoneResorptionHL-60Cell

Aff㎞ity(%)AbsorptionDi脆pentia直on

10ら25一(OH)2D3

1a,25一(OH)2-24-oxo-D3

1a,24R,25一(OH)3D3

1a,24S,25一(OI-n3D3

(23S,25R)一10ら25一(OH)2D3-

26,23-lactol

(23S,25R)一1a,25一(OH)2D3-

26,23-lactone

la,24R一(OH)2D3

100

34.5

20.8

2.7

1.7

0.is

131.6

十十十

什

十十

十

十
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十十十
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十

十

Inhibit

十十十

十十十

十十十

赫

十十

什

十

十十十

第IV章(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneの 生 合 成 経 路

第HI章 で述べ た様 に、1α,25一(OH)2D3を 投与 したビーグル犬 の血 清 中か ら新規1(£,25一(OH)2D3代 謝

物 と して単 離同定 した1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneに は、23位 お よび25位 に不 斉炭 素原子 が存 在

す ること よ り4種 類 の立 体異性体 が存在 す る。 そこで1α,3β 一dihydroxyergosterolを 出発原 料 と して

17ス テップの反応 で1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneの4種 立体 異 性体 を合成 し核 磁気共 鳴スペ ク ト～レ

(NMRス ペ ク トル)お よびx線 解析 デー タ よりその立体配位 を決定 した。 合成 した4種1α,25一(OH)2
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D3-26,23。lactoneをZorbaxSilカ ラ ム で溶 出 溶 媒 と してisopropanol:n-hexane(12:88)を 用 い て 高 速 液

体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー(HPLC)で 分 析 す る と(23S,25S)一 お よ び(23R,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,

23-1actoneは 、 同 じ位 置 に 溶 出 さ れ る が 、(23R,25S)。 お よ び(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-

lactoneと は 異 な る位 置 に溶 出 され 、3っ の ピー ク に分 離 さ れ た(Fig.9A)。 そ こで ビー グ ル犬 の 血 清

中 か ら単 離 し た天 然 の1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneを 同 一 条 件 で分 析 す る と、 合 成(23S,25R)一1α,

25一(OH)2D3-26,23-lactoneと 同 位 置 に溶 出 され た(Fig.9B)。
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Figure9.HPLCprofilesoffourdiastereoisomersofsyntheticla,25一(OH)2D3-26,23-lactoneand

naturalla,25一(OH)2D3-26,23-lactone.

(A)Fourdiastereoisomersofsyntheticlx,25一(OH)2D3-26,23-lactone.

(13)Naturalla,25一(OH)2D3-26,23-lactonefromdogserum.

1x,25一(OH)2D3-26,23-LactonewassubjectedtoHPLCona4.6x250mmZorbaxSilcolumn

elutedwith12%isopropanolinn-hexaneatlml/min.

更 に 、1α,25一(OH)2D3特 異 的 リセ プ ター は、 ビタ ミ ンD構 造 を厳 密 に識 別 す る リセ プ ター で あ る こ とが

知 られ て い る。 そ こで 、 合成4種1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneと 天 然1α,25一(OH)2D3-26,23-

lactoneの こ の リセ プ ター に対 す る結 合 親和 性 を調 べ た とこ ろ、1α,25一(OH)2D3-26,23。lactoneの4種 立
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体異 性体 は、 この1α,25一(OH)2D3特 異的 リセ プター に対 して非常 に異 な った結 合親和 性 を有す る ことが

明 らか にな った(Table4)。 天然1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneは 、合 成(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3

-26 ,23-1actoneと 全 く 同 じ結 合 親 和 性 を示 し た。 以 上 の 結 果 よ り、 天 然1α,25一(OH)2D3-26,23。

lactoneは 、(23S)お よび(25R)配 位 を有 してい ると結論 された。

Table4

Abilityoflx,25一(OH)2D3andfourdiastereoisomersoflx,25一(OH)2D3-26,23-lactoneto

compe面velyi1血bit【3正{】1α,25一(OH)2D3bind量ngtothechickintes血alcytosol3.7Sreceptor.

VitaminD3derivatives 50%Displacement

(Pg)

Molarratio

1α,25一(OH)2D3

(23S,25S)一1a,25一(OH)2D3-26,23-lactone

(23R,25R)一1x,25一{OH)2D3-26,23-lactone

(23R,25S)一1x,25一(OH)2D3-26,23-lactone

(23S,25R)一1x,25一(OH)2D3-26,23-lactone

naturallx,25一(OI-172D3-26,23-lactone

35.5

aao

1,700

15,100

23,500

23,800

1

12.4

47.9

425.4

662.0

670.4

MolarratioindicatestheratioofmolesperliterofvitaminD3analogueoverthemolesperliter

oflx,25一(OH)2D3requiredfor50%displacementof[3H]1a,25一(OH)2D3fromthereceptor.

(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,234actoneは 、 腎 臓 お よび小 腸 で 生 成 さ れ る こ とが 明 らか に され た

の で 、 そ れ らの臓 器 よ り調 製 した酵 素 を用 い 、 中 間体 と考 え られ る種 々 の1α,25一(OH)2D3代 謝 物 とイ ン

キ ュベ ー トす る こ とに よ り生 成 され る1α,25一(O:H)2D3-26,23-1actone量 を 定 量 した(Table5)。 そ の結,

Tables

Productionof(23S,25R)一1a,25一(OH}2D3-26,23-lactonefromvariousvitaminD3derivatives.

Kidneyhomogenatesorintestinalmucosahomogenatesfromla,25一(OH)2D3-supplemented

chickswereincubatedseparatelywith6ｵgofvariousvitaminD3derivatives.

Thelx,25一(OH)2D3-26,23-lactoneproducedinvitrowasisolatedandpurifiedbyHPLCusing

twosolventsystems.Theamountsofla,25一(OH)2D3-26,23-lactonewerequantitatedby

comparisonwithstandardcurvesgeneratedfromauthenticla,25一(OH)2D3-26,23-lactone.

VitaminD3derivatives Productionof(23S,25R)一1a,25一(OH)2D3-26,23-lactone

KidneyIntestine

1a,25一(OH)2D3

1a,23S,25一(OH)3D3

1a,25R,26一(OH}3D3

1α,23S,25R,26一(OH)4D3

(23S,25R)一1a,25一(OH)2D3-25,23-lactol

ng/3.Ogtissue/30min.

40so

280300

150184

1,200910

3,7603,250
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果 、1α,25。(OH)2D3-26,23-lactoneの 生 成 量 は 、1α,25R,26一(OH)3D3,1α,23S,25一(OH)3D3,

1α,23S,25R,26一(OH)4D3,(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23。lactolの 順 に増 加 す る こ と よ り、

(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneは 、1α,25一(OH)2D3よ りFig.10に 示 す 代 謝 経 路 で生 成 され

る こ とが 明 らか に な っ た。

な ノ
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1α調Rg珊DH)3D3

Figure10.Proposedmetabolicpathwaysf士om1α,25一(OH)2D3to

1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone.

ビーグル犬 で1α,25一(OH:)2D3か ら(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneへ ρ代謝 を調べ るた め

に、o.2μg!kg体 重 で【垣 】1α,25一(oH)2D3を 経 ロ投与 した ときの各代 謝物 の血 中濃度 変化 をFig.11に 示

した。投与 され た1α,25一(OH)2D3は ・速やか に吸収 され投 与1時 間後 に最高血 中濃度 を示 し・ その後
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半減期29.2時 間で血 中か ら消 失 した。一 方、吸 収 された1α,25一(OH)2D3は 、 一部1α,24R,25一(OH)3

D3に 代謝 され るが、 大部秀 は(23S,25R)一1α,25一(OH)2D:3-26,23-lactoneに 代 謝 され 、 しか も生体 内 半

減期113.6時 間 と非常 にゆっ くり消失 した。生理的状態下の正常 ビー グル犬 の血 清中 に も(23S,25R)

一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneは 、100pg!m1存 在 し、1α,25一(OH)2D3血 清 中濃度39pg!m1の 約25倍

存在 す るこ とか ら1α,25一(0:H)2D3の 主代謝物 であ ることが示 された。

第V章1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneの 新 規 生 物 活 性

ビタミンDの 主要な生 理活性 は、小腸 か らの カル シウム吸収 を促 進す ること と、骨 か らの カル シウ ム

溶出 を促進 する骨吸収促 進作用 であ る。そ こで、私 が単離 した(23S,25R>1α,25一(OH)2D3-26,23-

1actoneお よび合 成4種:1α,25一(OH)2D3。26,23-lactoneの カル シ ウム代 謝活 性 をビタ ミンD欠 乏 ラッ トを

用い て検 討 した。小腸 か らのカルシ ウム吸 収作用 について4種 立体 異性体 の1α,25一(OH)2D3-26,23-

1actoneは 、生体内 ホルモ ンである1α,25一(OH)2D3と 同様 、投 与後8時 間で最大活 性 を発 現 し、以後 速 や

か に活性が低下 し、投与後48時 聞でほぼ コン トロール レベル まで低 下 した(Fig.13)。 活 性の強 さは、用
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Figure12.Time-courseresponseofintestinalcalciumtransportsystem.

Ratsonalowcalciumdietreceivedasingleintravenousdoseofeither250ngofla,25一(OH)2D3

0rfourdiastereoisomersofla,25一(OH)2D3-26,23-lactone.Attheindicatedtimes,animalswere

decapitatedandtheirduedenawereusedforthedeterminationofintestinalcalciumtransport.

Therateofintestinalcalciumtransportisrepresentedbytheratioof45Caintheserosalmedium

to45Cainthemucosalmedium.Eachpoint-isthemeantSEMofdeterminationsfromfiverats.
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量依 存 試験 よ り、(23S,25S)一,(23R,25R)一,(23R,25S)一 お よ び(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23

4actoneの 順 に減弱 し、1α,25一(OH)2D3に 比較 して、それ ぞれ114,1120,1153お よび1〃4で あった。

骨吸収 活性 は 、血清 中カルセ ウム濃度 上昇作 用で評価 したが、(23S,25S)一 お よび(23R,25R)一1α,25

一(OH)2D3-26 ,23-lactoneは 、1α,25一(OH)2D3と 同様投与後8時 間で血清 中カルシ ウム濃度 が最大 にな り

骨吸収促 進作用 を示 すが、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneは 、投与後8時 間で有意 に血清 中

カル シウム濃度 を低 下 させ、24時 間後 に最低濃度 に達 し、以後徐 々 に回復 し96時 間後 に コン トロール レ

ベル まで回復 した。(23R,25S)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneに も弱 いな が ら血 清 中カル シ ウム濃 度

低 下作用 が認 め られ た(Fig.13)。
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Figure13.Time-courseresponseofbonecalciummobilizationinducedinratsby250ngof

lx,25一(OH)2D30rfourdiastereoisomersofla,25一(OH)2D3-2b,23-lactone.

Ratsonalowcalciumdietreceivedasingleintravenousdoseofcompounds.Attheindicated

times,animalsweredecapitated,bloodwascollected,andcalciumwasmeasuredintheserum

bytheOCPCmethod.Data.areexpressedasmgofCa/1QQmlofserumandarethemeantSfiM

offivedeterminations.

血 清 中 カル シ ウム濃 度 低 下 作 用 を発 現 す る機 構 に は、3つ の 可 能 性 が あ る。(1)骨 吸 収 抑 制 作 用(2)

骨 形 成 促 進作 用 そ して(3)腎 臓 か らの カル シ ウ ム排 泄促 進作 用 で あ る。 骨 に対 す る1α,25一(OH)2D3

・26
,23-ladtoneの 作 用 は、 第V章 お よび 第VI章 で詳 細 に述 べ るの で 、 こ こで は 腎 臓 か らの カ ル シ ウ ム排

泄 につ い て検 討 した。(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneを ビ タ ミ ンD欠 乏 ラ ッ トに投 与 し、

24時 間 まで に尿 中 に排 泄 さ れ た カ ル シ ウ ム量 を定 量 す る と、尿 中 カル シ ウ ム 排 泄 量 が増 加 し、 血 清 中 カ

ル シ ウ ム濃 度 が低 下 して い た(Table6)。 こ の こ とは 、 血清 中 カル シ ゥ ム濃 度 低 下 にっ い て は尿 中へ の カ

ル シ ウム排 泄 促 進 が 起 因 して い る こ とが 明 らか に され た。
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Table6

1ncreaseinurinarycalciumexcretionbyadministrationof(23S,25R)一1x,25一(OH)2D3-

26,23-lactone.

Compound SerumCaUrinaryCaexcretion

(mg/100ml)(ｵg)

Vehicle4.90tO.12

(23S,25R)一10ら25・(OH)2D3・26,23-1actone3.97±0.σ7*索

51.2f3.6

69.8t4.8*

After6weeksonthevitaminD-deficient,lowcalciumdiet,ratsweredividedintotwo

groupsofsanimals;eachratreceivedasingleintravenousdoseof125ngof(23S,25R)一

10ら25一(OH)2D3-26,23-1actoneinO.2mlofO.2%TritonX-100solution.Controlrats

receivedonlyvehicle.Twenty-fourhourslater,theanamalswerekilledandurinewas

collectedfromtheurinarybladder.Dataareexpressedasmean+SEM.

S量gnif1candyd艶rent丘omcontrol:*P<0.05and**P<0.001。

1α,25一(OH)2D3は 、 小 腸 か らの カル シ ウ ム吸 収 を促 進 させ る と同 時 に骨 吸 収促 進 作 用 に よ っ て
、.血 清

中 カ ル シ ウ ム濃度 上 昇 作 用 を示 す が 、1α,25一(OH)2D3の こ の様 な作 用 に対 して(23S
,25R)一1α,25。

(OH)2D3-26,23-lactoneが ど の様 に作 用 す るか検:討 した。 ビ タ ミ ンD欠 乏 ラ ッ トに125ngの(23S
,25R)

一1α
,25一(OH)2D3-26,23-lactoneを 投 与 し、 更 に、12時 間後 に125ngの1α,25一(OH)2D3を 投 与 し、12

時 間後 の小 腸 か らの カ ル シ ウム吸 収 活 性 と血 清 中 カ ル シ ウム濃度 を測 定 した。 結 果 はTable7に 示 した様

に(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone}む1α
,25一(OH)2D3に よ る小 腸 か らの カ ル シ ウ ム吸 収 活

性 には何 の影響 も及 ぼさなか ったが、1α,25一(OH:)2D3に よる血清 中カル シウム濃度上昇作用 は抑 制 した。

Table7

Effectof(23S,25R)一1x,25一(OH)2173-26,23-lactoneonintestinalcalciumtransportandserumcalcium

concentrationofvitaminD-deficientrats.

Compoundgiven IntestinalCatransport SerumCa

Firstdose Seconddose asCaserosal/ｰSCamucosalmg/100m1

Vehicle

lx,25一(OH7LD3-26,23-lactone

Vehicle

lx,25一(OH7LD3-26,23-lactone

Vehicle

Vehicle

la,25一(OH)2D3

1a,25一(OH)2D3

1.66tO.21

1.79tO.13

352±0.14喰 塗

3.62土0.16*堵

4.82tO.09

4.12tO.09**

5.94土0.12*零

5.52tO.12*

鵠鑑常監臨灘乙習雛9曾睡恩饗鋼認 置號盤瀦盤器・濫謡瀦 融留
駈 ω・X-100・ ・1・丘・n… 曲1・ ・皿y・Tw・1veh・ ・路1・t鉱 血・y・ece三ved・ ・㏄ ・ndd・ ・e・f125・g・f

1α,25一(OH)2D30rvehicleonly.Twelvehoulsaft釘theseconddose ,theanima!swerekilledand

血 紀・副 ・組・i・鵬 飢 ・p・・tac吐・iり 皿d・emmcal・i・m・ ・n・㎝ 廿・縫。nw・ ・em・ 繊 ・d.篇 ・由taex皿essed

as血3mean+SEM.Sign澁c…mdydif財ent實omoo甜01:*P<0ゆ1andホ*P<0 .001.

Fig.10に 示 し た1α,25一(OH)2D3か ら(23S
,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneへ の 代 謝 過 程 で 生
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成 される代 謝物 の中で1α,25一(OH)2D3か ら(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actolま では、全 て弱い

なが らビタ ミンD様 作用 を示 すが、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneに 代謝 され て初 めてア ン

チ ビタミンD様 作用 を発現 したr従 って、(23S,25R)一1α,25一(OH:)2D3-26,234actone。 ま、生体 内 ホル モ

ンである1α,25一(OH)2D3の 作用 を抑制 する初 めての ビタミンD3代 謝物で ある ことが 明 らか になった。

第VI章(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneの 骨 細 胞 に 対 す る 作 用

第v章 で述べ た様 に(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneは 、骨形成促 進作 用 また は骨吸収 抑

制作 用 を発揮 している可能性 が示唆 され たの で、骨形成 を司 る骨芽細胞 お よび骨吸 収 を司 る破骨細胞 に対

す る(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneの 作用 を検 討 した。

1.骨 芽 細 胞 に 対 す る 作 用

骨 石灰化 能 を有す るマ ウス骨芽細胞MC3T3-E1細 胞 を用 いて、細胞分 化 とコ ラーゲ ン合成 に対 す る

1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneの 作 用 を検 討 した 。細 胞分 化 の指標 で あ る アル カ リホ ス フ ァ ター一ゼ

(A1-P)活 性 に対 す る1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneの 活 性 をFig.14に 示 し た 。 こ の 系 で

1α,25一(OH)2D3は 、1Qpg!m1の 濃 度 でAl-P活 性 を 最 大 に す る の に 対 し 、(23S,25R)一

1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneは 、80pg!m1と10,000pg/m1の 濃度でその活性 を上昇 させ る二相性 の ピー一

クを示 した。1α,25一(OH)2D3に よるAl-P活 性の上昇 は、骨芽細胞 内に存在す る1α,25一(OH:)2D3リ セ プ

ターを介 し亡発現 され ることが知 られてい る。 骨芽細 胞 内 に存在す る1α,25一(OH)2D3リ セプ ター に対

す る(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneの 結合競和性 は、1α,25一(OH)2D3の 約1/805で あ っ

た。従 っ て、10,00qp91mlの(23S,25R)一1α,25。(OH)2D3-26,23-lactoneで 上 昇 す るAl-P活 性 は、

1α,25一(OH)2D3リ セ プター を介 して発 現 した と考 え られ る。 しか し80pg/m1の 濃度 での作 用 の発 現 は

1α,25一(OH)2D3リ セ プター を介す る作用 とは考 え難 く、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneに

特異性の ある リセ プター が存在 す る可 能性が ある。 この ことは骨芽細胞 でA1-P活 性 を上昇 させ るイ ンス

リンまたはデ キサメタゾ ン共存 下でのA1。P活 性 に対 す る相加作用 の相違 お よびス、テロイ ドホル モンリセ

プター の ホ ル モ ン結 合 部 位 をふ さ ぐL-1-tosylamide-2-phenylethylchloromethylketone(TPCK)で

A1-P活 性が完全 に抑制 され るこ とか ら も予測 され る。
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監 。1ま艦 鵠h縮課 蓋蟹 議艦齢器 濃艦9麟 艘 ♂)
wereplatedina35mmplasticdishescontaining2mlofa-MEMmediumsupplementedwith

O。1%BSA.Forexperiments,themediulnwassupplementedwith1α,25一(OH)2D30rits

metabolitesinvariousconcentrations.After4daysofculture,alkalinephosphataseactivitywas

assayed.Valuesalemean±SEMfbrfburdishes.1α,25一(OH)2D3(●);(23S,25S)一1α,25一

(OH)2D3-26,23・1actone(O);(23R,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone(ロ);(23S,25R)一

1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone(■)and(23R,25S)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactone(▲).

(23R,25S)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneも ・(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneと 同 様

にA1-P活 性 を 上 昇 さ せ る 二 相 性 の ピ ー ク を 示 し た 。 し か し(23S,25S)一 お よ び

(23R,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneは 、100pg/m1お よ び1,000pg/m1の 濃 度 でA1-P活 性 を 最 大

にす る単 一 ピー ク を与 え、1α,25一(OH)2D3リ セ ブ ター を介 して作 用 発 現 して い る と考 え ら れ た。

コ ラー ゲ ン合 成 に対 す る(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneの 作 用 を検 討 した 結 果 をTable8

に示 した。.コ ラー ゲ ン合 成 に対 し1α,25一(OH)2D3は 全 く作 用 しな いが 、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-

Table8

Effectsof(23S,25R)一1a,25一(OH)2D3-26,23-lactoneorla,25一(OH)2D30ncollagenandnon-collagen

proteinsynthesisinosteoblasticcloneMC3T'3-Elcells.

MC3質.Elcell、w訂 。窃ea,。db,餌h・ ・㈱dw訂 ・1・b・1鉛wi山10μC三 ・fL{3,4-3H】P・ ・1i・・恥 曲 ・

last3hours.ValuesaremeantSEMforfourdishes.

Treatment ConcentrationCollagenNon-collagenprotein

(pg/ml)(dpmx10"3/dish)(dpmx10'3/dish)

Con蚊01

1α,25一(OH)2D3

(23S,25R)一10ら25一(OH)2D3-26,23-1aαone

(23S,25R)一1α25一(OH)2D3-26,23-1aσtone

10

80

10000

2.33士0.05

2.33士'0.13

4.05tO.13*

2.15士0.19

6.00tO.50

6.13tO.53

8.15士0.60

4.88tO.18

・
,Si鱒 ・飢tly雌 雛 ・・t丘・m… ㍑・1(P<α01)・
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26,23-1actoneは80pg!mlの 濃度 でのみ コラーゲ ン合成 を促 進 した。

また ヒ ト骨芽 細胞Md-63細 胞 において も、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneはA1-P活 性 を

上昇 させ、細胞分 化 を促 進 させ ると同時 に、骨基 質成分 である コラーゲ ン合成 お よびオステオカルシ ン合

成 を促進 した。

2.破 骨細胞に対 する作用

破骨細胞 による骨吸収作用 を評価 す る系 と して、45Caで プレラベル したマ ウス頭頂骨 か ら溶 出される

45Caの 放射 能 を測定す るRaiszの 系 が よ く用 い られてい る
。 この実験系で(23S,25R)一1α,25一(OH:)2D3

-26 ,234actoneの 骨吸収作用 についての結 果 をTable9に 示 した。

(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneは 骨吸 収抑 制作用 を示 し、 また、1α,25一(OH)2D3お よび副

甲状腺 ホル モ ン(PTH)に よる骨吸 収促 進作用 をも抑 制 した。 また、 ヒ トの骨髄細胞 か ら形成 された破骨

細胞 および ヒヒの骨か ら単離 した破 骨細胞 を骨片 上で培 養 してい るなか に、10'7Mの(23S,25R)一1α,

25一(OH)2D3-26,23-1actoneを 加 える と、 カル シ トニ ンと同様 に添加後30分 以内 に細胞 質の収縮 が起 こ り、

Tableg

Effectof(23S,25R)一1a,25一(OH)2D3-26,23-lactoneon45Carelease

-f
romprelabeledmousecalvariain96-hourcultures.

Treatment
No.Inhibition

ofpairsRatio

'1α
825{OH,zD3-

26.23-lactone{pg!mll

200

2000

20000

none

20

200

2000

none

200

2000

1α,25{OH,2D3-

26,23-lactone{pg!ml}

none

200

2000

20000

ロくコロ　

200

2000

20000

1a,2510H)zD3

{P91mll
none

none

none

zo.

20

zo

zo

200

zoo

200

PTH

(ug/m11

32a

320

320

32a

O320

0320

032a

O32a

4

5

6

8

8

7

8

8

1

8

1

1

0

7

8

8

7

9

1

1

1

1

1

1

2

α

0
1
0

0

0

0

0

0

0

0

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

qq
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31
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0
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1
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0
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0

0

0

0

0

0

0

0
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2
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8

3

6

2

52

田
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1
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1
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1
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1
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破骨細胞 の運動 機能が低 下 した。 これ らの結果 は、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneが 直接

破 骨細胞 に作用 し、 その機能 を抑制す るこ とによって骨吸収 を抑制 しているこ とを示 してい る。

3.破 骨細胞形成系に対する作用

近年 、破骨細 胞 は造血幹細胞 中の穎粒 球一マ クロファー ジ系 の細胞(GM-CFU)か ら種 々の 因子の 関

与 で形 成 され る こ とが 明 らか に され て きた。 久 米 川 ら に よ って 開発 され た マ ウ ス骨 髄 細 胞 お よ び

5-fluorouraci1(5-FU)処 理 マ ウ ス の 脾 臓 由 来 の 芽 球 細 胞 か ら の 破 骨 細 胞 形 成 系 に対 す る

(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneの 作 用 を検 討 した。 これ らの系で1α,25一(OH:)2D3は 破骨 細

胞 前駆細胞 中 に存 在す る1α,25一(OH)2D3リ セ プター を介 して破 骨細胞 の形成 を10-1(IM-10'7Mで 濃度依存

的 に 促 進 し た(Fig.15)。(23S,25S)一 お よ び(23R,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneも

1σ9M-104Mで 濃 度 依 存 的 に破 骨 細 胞 の形 成 を促 進 したが 、(23S,25R)一 お よ び(23R,25S)一1α,25一

(OH)2D3-26,23-1actone}ま10'7M(44.4ng/ml)で も全 く破骨細胞 の形成 は見 られなか った(Fig.15)。
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Figure15.Doseresponseofmultinucleatedcellformationinculturestreatedwithvarious

concentrationsofla,25一(OH)2D30rfourdiastereoisomersofla,25一(OH)2D3-26
,23-lactone.M

ousebonemarrowmononuclearcellswerecultured(106cells/ml;lml/culture)ina-MEM

mediumcontaining5%fetalbovineseruminthepresenceorabsenceofthevariouscompounds
,

asindicated:Themediumcontainingthehormoneswaschangedevery3days .After8days

cellscontaining30rmorenucleipercellwerecountedatx100magnificationasmultinucleated

cells(10fieldsalongthediameterofthecultureplate) .Control(○);1α,25一(OH)2D3(●);

(23S,25S)一1a,25一(OH)2D3-26,23-lactone(e一);(23R,25R)一1x,25一(OH)2D3-26,23-lactone

(▲);(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone'(◇)and(23R,25S)一1α,25一(OH)2D3-26,23-

1actone(◆)・Resultsarepresentedasthemean±SEMfbrquadr叩1icatedeterminationsintwo

independentdeterminations.*,p60.05;**
,p<0.01;***,p<0.001(vs.control).
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更 に 、10'8Mお よ び104Mの1α,25。(OH)2D3に よ る 破 骨 細 胞 の 形 成 を1びMの(23S,25R)一 お よ び

(23R,25S)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneは ほ ぼ 完 全 に 抑 制 した が 、(23S,25S)一 お よ び(23R,25R)

一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactρneに 抑 制 作 用 は見 ら れ な か っ た(Fig.16)。 ま た、 こ の よ う な作 用 は 、

Fig.10に 示 した1α,25一(OH)2D3か ら(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneへ の 代 謝 経 路 中 の 代

謝 産 物 に は認 め られ ず 、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneに 代 謝 され て 初 め て 破 骨 細 胞 形 成

抑 制 作 用 を発 現 した。

国
=
⊃
」
]
⊃
O
、の
」
」
田
O

O
山
↑
く
山
」
O
⊃
Z
ロト
」
⊃
=

100

80

60

40

20

0

A

T

畷:

山
匡
⊃
ト
」
⊃
O
、ω
一
」
山
O

O
山
↑
く
田
」
O
⊃
Z
=
.」
⊃
Σ

4
.

100

80

60

40

20

0

B

寧
脅骨憂

脅

鴛:

010'810'7010-810・7

1a,25一(OH)2D3-26,23-LACTONES(M)
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ceHfbma廿oninducedby1α,25一(OH:)2D3inmousebonemarrowcellcultures.Mousebone

wmononuclearcellswereculturedwith1σ8M(A)or10-7M(B)1α,25一(OH)2D3inthe　　
absence(0)・ ・p・esence(△,▲,◇,㎝d◆)・f1σ8M・ ・1σ7M・feach・f止ef・u・

diastereoisomersof1α,25一(OH)2D3-26,23-1actonefor8days.

(23S,25S)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone(△);(23R,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone

(▲);(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone(◇)and(23R,25S)一1α,25一(OH)2D3-26,23-

lactone(◆).Resultsarepresentedasthemean±SEMfbrquadruplicatedete㎜inationintwo

independentdeterminations.*,p<0.05;**,p<0.01;***,p<0.001

(vs.1α,25一(0:H)2D3alone).

ヒ ト骨 髄細 胞 中 のGM-C則 か らの破 骨 細 胞 形 成 系 に対 す る(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-

1actoneの 作 用 を調 べ た 。1σ8Mの1α,25一(OH)2D3の 存 在 下 で は 、 多 数 の核 を も っ た破 骨 細 胞 様 多 核 細 胞

が 形 成 さ れ、 これ に10'10M-10'7Mの(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1acωneを 加 え る と破 骨 細 胞 様

多核 細胞 の形 成 が抑 制 され た(Fig.17)。 更 に 、 この よう に形 成 され た破 骨 細 胞 様 多 核 細 胞 の 中 で破 骨 細

胞 に対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体23C6と 反 応 す る細 胞 数 を シ ャー レ全 体 で 数 え た。
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(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneは 、破 骨細 胞様多 核細胞 の形成 を濃度 依存 的 に抑制 す る こ

とがわか る。 さ らに1びMの1α,25一(OH)2D3に よって促進 された破骨細胞様多核細胞 の形成 におい ては、

10.1『M-104Mの(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26 ,23-lactoneが 濃度依 存的 にかつ著 しく抑制的 に働いた。

従 って・(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneに よる骨吸 収抑制作用 は、(23S,25R)一

1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneが 直接破骨細胞 に作用 しその機能 を抑制す る と同時 に、新 しい破骨細 胞

の形成 を阻害す ることによって発揮 される ことが明 らか にされ た。
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Humanbonemarrowmononuclearcells(105cells/well)wereculturedina-MEMmedium

containing20%horseseruminthepresenceof10-gMofla
,25一(OH)2D3andvarious

concentrationsof(23S,25R)一1a,25一(OH)2D3-26 ,23-lactone.Themediumcontainingthe

hormoneswaschangedtwiceperweekbyreplacinghalfthemedium .After3weeks,

thecellswerefixedwith2%paraformaldehydeandwerestainedwithosteoclastmonoclonal

an曲ody23C6.Cellscontainingthreeormorenucleiwerecountedasmultinucleatedcells .
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第VH章(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneの 骨 形 成 促 進 作 用

第vl章 で、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneは 、骨芽細胞 に作用 して骨芽細胞 の分化 を

促進するとともに骨基質成分であるコラーゲ ン合成およびオステオカルシン合成を促進することによって

骨形成促進作用を発現すること、また破骨細胞に直接作用 してそあ機能を抑制すること、更 に、破骨細胞

前駆細胞 から破骨細胞の形成 を阻害することによって骨吸収抑制作用 を発揮することを明 らかにした。

骨芽細胞 および破骨細胞で見 られた(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneの 骨形成促進作用 お

よび骨吸収抑制作用が動物でも見 られるか どうか検討 した。

1.骨 誘 導 因 子 を 用 い た 異 所 性 骨 形 成 実 験 系

Dunnの 骨 肉腫細胞 よ り抽出 し、凍 結乾燥 して作 成 した移植用 骨誘導因子含 有ペ レッ トをマ ウスの背部

筋膜 下に移植す る と、 そこに異所性 の誘導骨が形成 され ることが知 られ てい る。 この異所性骨 形成実験

系 を用 いて(23S,25R)一1α,25一(OH)2】 お一26,23-1actoneの 骨形成作用 を検討 した。6週 令 の雄ddyマ ゥス

の背部筋膜下 に骨誘導 因子含有 ペ レッ トを移植 し、(23S,25R)4α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneを0,45

お よび225pmo1!マ 「ウス/日 で連 日腹腔 内投与 した。移植3週 間後 に誘導骨 を回収 し、重量 を測定 し、骨

軟X線 上 で誘導骨の面積 を計 測 した。 また、骨基 質合成 の指標 として誘導骨へ のr『H】プロ リンの取 り込み

量 を、骨石灰化 の指標 と して誘導骨へ の85Srの 取 り込み量 を測定 した。

(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneの 投与 で血 清 中の カル シウム濃度 が対 照群 に比 べて有 意 に

低 下 し、逆 に血清申 リ ン濃度 は有意で はないが上昇傾向で あった。体 重お よび尿中cyclicAMP1ク レアチ

ニ ン比 には全 く変化 が見 られ なかった(Table10)。

Tab星e10

Comparisonofbodyweight,plasmaCaandP,andurinarycAMP/Crbetweencontrolgroup

anda翻 ㎞alsreceiv血!g(23S,25R)・1α,25一(OH)2D3・26,23-1aαone.

Conロrol(23S,25R)・1α,25一(OH)2D3・26,23・lactone

Vehicleoniy45pmoies/head225pmoies/head

Bodyweight(g:n=6)31.4tO.5

PlasmaCa(mg/dl:nom)9.OtO.2

PlasmaP(mg/dl:nom)8.5t2.4

UrinarycAMP/Cr(nmol/mgCr)55.9t2.8

(n=26)

30。4±0!73L1士04

8ま5士0283±0.2*

9,1±0.29.1ニ ヒ0.2

55.9士2.952。1±2.8

(n=26)(n=24)

DaIaareprese鵬dasthemean±SEM.Plas㎜Ca,Pandu血 町ycAMP!Crratiowere

measuredincontrolsandanimalsreceiving45pmolesor225pmolesof(23S,25R)一

10ら25一(OH)2D3。26,23-1actone.*Pく0.02vsco砒ro1.

一ss一



画 像解 析 装置 を用 いて誘 導骨 の面 積 を測 定す ると、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone

225pmolの 投与 で対 照群 の約1.4倍 にな り、誘 導骨 の重量 で は1.8倍 に増 大 した(Table11)。 また、骨 基

質成分で あるコラーゲ ン合成 の指標 と して[IH】 プロ リンの取 り込 みお よび骨石灰化 の指標 と しての邸Srの

取 り込み は、(23S,25R)。1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneの 投与 で有意 に増加 した。

(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone投 与 で形成 され た誘 導 骨 の 組 織 学 的検 索 にお い て、

(23S,25R)一1α,25。(OH)2D3-26,23-lactone225pmo1投 与 群 で は立 方体 様 の骨芽細胞 が骨梁表面 に認

め られ骨形成 を行 なっているが、組 織上は対 照群 と差が な く、 ただ全体 の骨 重量が増加 していた。 これに

対 し、体 重お よび血清 中カル シウム濃度 が変化 しない1.2pmolの1α,25一(OH)2D3の 投与 で は、誘導骨 の

Tablell

Comparisonofparametersofinducedbonebetweencontrolgroupandanimalsreceiving

(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23。1actone.

Con鎚ol(23S,25R)一10ら25一(OH)2D3。26,23。1actone

Vehicleonly45pmoles/head225pmoles/head

Area(mm2:n=8)24.2t1.3

Weight(mg:n=8)33.6t3.7

[3H】Prolineupta:ke(dpm)610士85

(n=5)

おSruptake(Cpm)4
,070士290

(n=6)

27.Of2.1

40.4t3.7

5,140t390

(n=6)

34.8士2.0**

61.4t4.0**

1,070t155*

(n=7)

5,580t380*

(n=7)

Da田 訂eprese鵬das由em㎝ ±SEM.㎞p1{m捻recoveredfromallimalswereweigh(矯

andphotographed.Theareaofinducedtissueonthefilmwasmeasured.

*;P<0 .05,higherthancontrol.**;P<0.001,higherthancontrol.

面 積 お よび 重 量 さ ら に は 邸Srの 取 り込 み も増 加 せ ず 、 む し も減 少 傾 向 に あ っ た。 こ れ ら の 結 果 は 、

(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneは 、1α,25一(OH)2D3と 異 な り骨基 質 合成 と骨 石灰 化 を 増 進

す る こ とに よ り骨 形成 促 進作 用 を発 現 して い る こ とを示 して い る。

2.実 験的骨粗霧症モデルラッ ト実験系

7-8ヵ 月齢 の ウイス ター系 雌 ラッ トに両側卵 巣摘 除お よび右坐骨神経 切除 を施行 し、正常飼料 で12週

間飼 育す る と、骨有機 質成分 と灰分 重量比 は変化 せず骨量 のみが減少 した骨粗 霧症 モデル ラ ッ トが作成 で

きる。 そこで卵巣摘 除お よび右 坐骨神経 切除 を施行 し・手術翌 日か ら連 日経 口的 に12週 間(23S,25R)一

1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneを1μg/kg¢1群),5μg/kg(L5群),25μg/kg(L25群),1α,25一(OH)2D3

を0.02Fg!kg(D群)お よび(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone5露g/kgと1α,25一(OH)2D3を
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0.02μg!kg(LD群)を 併用投与 した。骨粗 霧症群(OP群)お よび偶 手術群(1群)に は溶媒のみ を投与 した。

(23S,25R)。1α,25一(OH)2D3-26,23。lacωneを 投与 したL1群 お よびL5群 で は、血清中 カル シ ウム濃度が

OP群 に対 して龍 に低下 し・1α・25一(OH)2D3を 投与 したD群 ではOP群 に堺 有意}こ上昇 した・血 中

A1-P活 性 は 、OP群 で正常 動 物1群 に比 べ 有意 に上昇 したが 、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-

1actoneを 投与 したL1群 でのみ1群 と同程 度 まで低 下 した。 血清 中PTH濃 度 は(23S,25R)一1α,25一(OH)2

D3-26,23-1actoneお よび1α,25一(OH)2D3投 与 によ り低下傾 向 に、 ま た血清 中オス テオカル シン(BGP)

濃度 は増 加 傾 向 にあ った 。 大腿 骨 の乾 燥 重 量 は、OP群 で1群 に比 べ 有 意 に減 少 し、 こ の減 少 は

(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneを 投与 して も防止 で き なかったが、1α,25一(OH)2D3の 投与

D群 お よび併 用 投与U)群 では骨乾燥重量 の減少 を抑 制 した 。大腿 骨中の灰 分含 量 の変化 も、骨乾燥重 量

の変化 とまった く同様 であった。骨体積 は、:L5群 お よびL25群 で減 少傾 向 にあ り、D群 で有 意に減少 した

が、U)群 で は1群 ま で回復 した6体 重 あた りの骨体積 は 、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactone

の 投 与 量 に依 存 し て 減 少 し、1α,25一(OH)2D3の 投 与 で 顕 著 に 減 少 し た 。 こ れ らの 結 果 は

(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneの 投与量の増加につれて、また1α,25一(OH)2D3の 投 与によっ

て コンパ ク トな骨が形成 され ているこ とを示 してい る。 コラーゲ ン量 の指標 になる ヒ ドロキ シプロリン量

は、OP群 は1群 に 比 べ 有 意 に 減 少 し た が 、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneお よ び

1α,25一(oH)2D3投 与 によってoP群 よ り有意 に増加 した(Fig.18)。
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脛骨皮 質 骨 を用 い た骨 形 態 計 測の結 果 をFig.19に 示 した。(23s,25R)一1α,25一(oH)2D3。26,23-

1actoneを 投与 した:L1群 お よびL5群 で は類骨表面 がOP群 および1群 に比べ顕著 に増加 し、新生 骨の形成 が

促進 され てい る こ とが示 された が、骨 中 カル シ ウム含 量が 増加 す る(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,

23-1actoneのL25群 、1α,25一(OH)2D3のD群 お よびその併 用投 与LD群 で はOP群 とまった く同様 で新 生

骨 の形成 は認め られなか った(Fig.19A)。 骨石灰 化表面 に沈 着す る性 質があ るテ トラサイク リンを投 与

して、骨 石灰 化 表面 を標 識 した類骨 テ トラ サイ ク リ ン標 識 表面(骨 石灰化 表 面)も(23S,25R)一1α,25一

(OH)2D3。26,23-1actoneを 投与 した、L1群 お よび:L5群 で顕 著 に増加 してお り、 その割 合 は類骨表面 の

割合 とよ く相 関 してい た(Fig.19B)。 しか し、L25,Dお よびLD群 では、骨 石灰化 表面 もまった く増 加

しなか ったCFig.19B)。
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Figure19.Effectsofla,25一(OH)2D3and(23S,25R)一1a,25一(OH)2D3-26,23-lactone

onbonehistomorphometricparametersinosteoporoticrats.

卵巣摘 除お よび坐骨 神経 切 除の実験 的骨 粗 懸症 モデ ル ラ ッ トにおい て(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-

26,23-lactoneの 特徴 的な作用 は、骨基 質成分 で ある コラーゲ ン合 成 を増加 させ 、新 生 骨の形成 と骨石灰

化作用 か ら、骨形成 を促 進 した ことである。

第VIn:章 カ ル シ ウ ム 代 謝 異 常 と

血 清 中(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone濃 度

動物の甑清 中カルシウム濃度は、 ビタミンD,副 甲状腺 ホルモン(PTH)お よびカル シ トニンによっ

て厳密に調節されている。 しか し、腎臓機能が低下 した慢性腎不全患者や老人に多発する骨粗爆症患者で
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は、カルシウム代謝異常および骨代謝異常が発症す ると同時にビタミンD代 謝異常 も認められるため、 こ

れら疾患患者には活性型 ビタミンD3類 縁体投与 による治療が行 なわれている。

私 が単離同 定 した(23S,25R!-1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneは 、活性 型 ビタ ミ ンD3の 主 代謝物 で あ

り、 カル シウム代 謝 を調節す る と同時 に骨代謝改善作用 をも発 現す るの で、種 々の カル シ ゥム代謝異常患

者 の血清 中(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,234actone濃 度 を定量 し病聾 との関連 を検 討 した。

(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneは 、1α,25一(OH)2D3を 投 与 した動 物 で は主代 謝物 として血

清 中か ら単 離で きるが(第 皿章参照)、 生理的状態下 で血清 中 に存在 してい るか どうか不 明で あった。 そ こ

で、正常 ヒ ト血清60mlか らビタ ミンD代 謝物 をchlorofb㎜:me血anol(1:1)抽 出 し、その抽 出物か ら

SephadexLH-20601umnchromatographyお よびZorbaxSilcolumnを 用 い たHPLCで(23S,25R)一

1α,25一(OH)2D3-26,23-lactone画 分 を分 離精製 した。(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneは 、

tdmethylsylil化 後 マスス ペ ク トル を取 ると高分子領 域 に660,570,529お よび480のfねgmentionが

検 出 で きた。 そ こで、正 常 ヒ ト血 清中 か ら分 離精製 した(23S,25R)。1α,25一(OH)2D3-26,23-lactone

画分 をtrimethylsylil化 後,massfragmentgraphyを 取 る と660,570,529お よび480のfragmentionが 標

準(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneと 同 じ比率 で検 出 され た(Fig.20)。 ま た、 検 出 され た

(23S,25R)。1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneのmassffagmentionの ピークか ら血清 中濃度 は約100

pg!ml程 度 と推測 で きた。従 って5m1の 血清 で(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactone濃 度 を測定 す

るには、5-1Qpg!tubeで 検 出で きる定:量系 を構 築す る必要が ある ことが分 かった。 そこで、私 はcalciにoic

acidを 牛血清 アル ブミンに結 合 させ たもの を抗原 と して、 ウサ ギに3週 間に1回 ずつ5回 免疫 してcalcitroic

acidに 対 す る抗体 を得 た。 この 抗体 は,(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneの み な らず1α 位 が

水 酸 化 さ れ た ビ タ ミ ンD3代 謝 物 と よ く結 合 す る こ とが わ か っ たの で、 血 清 中 の種 々 の代 謝 物 を

chromatographyで 分 離精製すればそれ らの濃度 を定量出来 る ことが 明 らかになった。 この抗体 を用 い

たfadioimmunoassayに よ り(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneは ・2・5-200P9/tubeで 定 量

可能 であっ た。

3-10mlの ヒ ト血 清 か ら種 々の ビタミンD代 謝物 は、Fig.'21に 示 した方法 で分離精 製 した。精 製 した

25-OH-Dお よび24(R)25一(OH)2Dは 、血清 中 に存在 す る ビタ ミンD結 合蛋 白質 を用 いたcompeti口ve

proteinbindingassayで 、1α,25一(OH)2Dは 、radioreceptorassayで 、(23S,25R)4α,25一(OH)2D3一
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26,23-lactoneは 、radioimmunoassayで 定 量 した。
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(A)Massspectrumofauthentictrimethylsylilated(23S,ZSR)一1a,25一(OH)2D3-26,23-lactone.

(B)Mass-fragmentgraphyofauthentictrimethylsylilated(23S,25R)一1a,25一(OH)2D3-

26,23-lactone.

(C)Mass-fragmentgraphyoftrimethylsylilated(23S,25R)一1x,25一(OH)2D3-26,23-lactone

isolated丘omtheserumofhealthyadults.
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erum 一10ml

Added[26,27-methyl-3H]25-OH-D3

(26,27-methyl-3HJ24R,25一(OH)2D3

(26,27-methyl-3HJla,25一(OH)2D3

[26,27-methyl-3H]1a,24R,25一(OH)303

(1-3H){23S,25R)一ta,25一{OH)2D3-26,23-lactone

Extractedwithchloroform:methanol(1;1)

ChloroformPhase

SeohadexLH-20ColumnChromatoaraohv 1.2xlm一

Elutedwithn-hexane:chloroform methanol(9

5-OH-D 24R,25一(OH)zD 10c,24R,25一(OH)sD

8-17mt)1a,25一{OH)zDlcc,25一(OH)2Da-26,23

(19・60mり(61。160ml》

HPLC HPしC HPしC

5%IPAinn-hexane 2.5%CH30HinCHZCiZ 3.5%CH30Hin

12%IPAinn-hexane 16%IPAinn-hex

llll
2ひq陣D2侃2与(OH)2D騰{。H)・D1偶24R2与(。H)3D1偶2ひ 嚇 野2晒

Figure21.lsolationandpurificationproceduresofvitaminDmetabolitesinserum.

Table12に は、 正常人 お よび種 々のカルシ ウム代 謝異常疾患患者 の血清 中 ビタ ミンD代 謝物濃度 を定

量 した結 果 を要約 した。正常男性 に対 し老齢正常女 性 では、全般 に血清 中 ビタ ミンD代 謝物濃度 が低 下傾

向 にあ った。 しか し、 閉経後 骨粗 霧症 患者 では全 ての ビタ ミンD代 謝物 濃度 が低 下 してい たが 、特 に

24R,25。(OH)2Dお よび(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneは 、老 齢正 常女性 の約1/2の 濃度 ま

で低下 してい た。 この よ うな閉経後 骨粗爆症患者 を1μg/dayの1α 一〇H-D3で 治療す る と、 最終投 与24

時 間後 に定量 した全 ての ビタ ミンD代 謝物濃度 は、老 齢正常女性の血清中濃 度 まで 回復 し、 また、骨密 度

が上昇 し骨代 謝異 常の改 善が認め られ た。 これ らの結 果 か ら、骨粗 霧 症 に対 す る1α 一〇H-D3の 臨床効 果

発 現 の一 部 には1α 一〇H-D3か ら代 謝 さ れた(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneの 寄与 が考 え ら

れ る。 また、腎臓 機能が低下 しビタミ ンDの 活性化 機構 に障害 をきた してい る慢性 腎不全 患者 は、 ビタ ミ

ンD欠 乏状態 で低 カル シウム血症 を呈 し、 また、骨 軟化 症 を併発 してい る。 これ らの患者 では活 性型 ビ タ

ミンD3治 療が 著効 を示 し骨代 謝異常 も改善 さ れる。事実、私 の定量結 果で も慢 性腎不 全 患者で、未透析

の患者 にお いては正常 人 に比べ、24R,25一(OH)2D、1α,25一(OH)2Dお よ び(23S,25R)一1α,25一(OH)2

D3-26;23-lactone濃 度 は、 極端 に低 下 してい るが 、血 液透析患 者 で は、 さ らに1α,25一(OH)2Dお よ び
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(23S,25R)4α,25一(OH)2D3-26,23-lactone濃 度 が低下 し、骨軟化症が進行 している。 これ らの患者 を、

0.5-1Fg!dayの1α 一〇H-D3で 治 療す ると1α,25一(OH)2Dお よび(23S ,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23

-1acωneの 血清 中濃度 が 上昇 し、骨軟化症 も改善 された(Table12)。

Table12

SerumconcentrationsofvitaminDmetabolitesinnormal,osteoporosis ,osteoporosisadministeredla-OH-D3and

renalfailure.

Pぬ ㎝ts

Ndm睡m㎝

Agedhealthywomen

Postmenopausalosteoporosis

Po醜menopau… 旧10steoporo錘s

+1ｵg/dayla-OH-D3

Renalf狙u顕e

Hemo-dialysis

Hemp-dialysis+1a-OH-D3

Renalfailureno-dialysis

nAgeSex25-OH-D248,25一(OH)zDla,25一(OH)zDla,25一(OH)zD3-26 ,23-lactone
ng!mlng加1P91mlp9加1

1125-40M27.7t5.9

1560-80F18.513.4

2360-88F12.2t4.0

1760-85F16.5t4.0

638-45F18.5士5.7

640-45917.9t7.4

438。44F14。6士3。3

2.53tO.41

1.61tO.46

0.73tO.45

L27士0。42

0.29士0.17

0。24:ヒ0.07

0.36tO.15

56.1t12.9

46.8t5.8

31.1t10.4

47.7t9.6

izstss

29.7t12.5

18.9士2。7

131.3t55.5

66.6t9.6

36.6t16.1

59.5t10.1

19.9士3,6

29.8t9.6

28.7士4.7

低 カル シ ウム血症 を伴 う骨 軟化症 の治療に は、活性 型 ビ タミンD3投 与 が著効 を示 すが 、 ほぼ正常 な血

清 中 カル シウム濃度 を示す骨 粗霧症の治療 に おいて活性型 ビタミンD3投 与 は、骨病変 に対 し緩徐 な作 用

しか示 さな い ことか ら活性化 ビタ ミンD3投 与 の直接作用 なの か、 そ の代 謝物で ある(23S ,25R)一1α,25一

(OH)2D3-26,23-lactoneに よる間接作用 であるのか今 後の研 究課題 である。

第D(章 結 論

この論 文で は、 ビタ ミンD3の 活性化 の過程 と活 性型 ビタ ミンD3が 生体 内 で その生理作用 を発現後 、

不活化 されて い く両過程 を研 究 し、14個 の新規代 謝物 を単離同定 す ると同時 にそれ ら代 謝 物 の中 にビ タ

ミンD3骨 格 を有 しなが ら、 ア ンチ ビタミンD3様 活姓 を有 する代謝 物 を見 いだ した ことについ て述べ た。

以下 に、私 の研 究 で得 られた成果 を要約す る。

(1)25-OH-D3の 新規代謝物 と して・24S,25一(OH)2D3,25S,26一(OH)2D3、25R,26一(OH)2D3,

23S,25R,26一(OH)3D3,(23S,25R)一25-OH-D3-26 ,23-lactone,(23S,25R)一25-OH-D3-26,

23-pe「oxy1夙clone・(5Z>お よ び(5E)一1穿 ・・ト1σ ・xぴ25-OH-D3
・(5Z)一 お よび(5E)一19-n・ 卜n

oxo-24R,25一(OH)2D3を 単離同定 した。
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(2)(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-peroxylactoneは 、 一20℃ 以 上 で非 酵 素 反応 的 に、(23S,25R)一 ・

25-OH-D3「26,23-lactoneに 変 換 した。

(3)25-OH-D3か ら(23S,25R:)一25-OH-D3-26,23-lactoneへ の 代 謝経 路 は、2経 路 存 在 す る。

25-OH。D3か ら23S,25一(OH)2D3ま た は25R,26一(OH)2D3に 代 謝 さ れ、 さ らに23S,25R,26一

(OH)3D3を キ ー 中 間体 と して(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-lactolを 経 由 して(23S,25R)一

25-OH-D3-26,23-1actoneが 生 成 され る。

(4)(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-lactoneお よ び(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-peroxylactoneは 、

骨 吸 収 抑 制作 用 を示 す 初 め ての ビタ ミンD3代 謝 物 で あ る 。

(5)1α,25一(OH:)2D3の 新 規 代 謝 物 と して1α,25一(OH)2-24-oxo-D3,1α,24(S)25一(OH:)3D3,1α,25

(R)26一(OH)3D3,(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actolお よ び(23S,25R)一1α,25一(OH)2

D3-26,23-1actoneを 単 離 同定 した。

(6)

(7)

(g)

(9)

1α位水酸化 され た新規代 謝物 と して1α,24R一(OH)2D3を 単離同定 した。

1α,25一(OH)2D3か ら(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneへ の代謝経路 は、2経 路存在 す

る。1α,25一(OH)2D3は1α,23S,25一(OH)3D3ま たは1α,25R,26一(OH)3D3に イ覧謝 され ・ さらに

1α,23S,25R,26一(OH)4D3を キー 申間体 と して(23S,25R)一1α,25一(OH:)2D3-26,23-1acto1を 経 由

して(23S,25R)一1α,25一(OH:)2D3-26,23-lactoneが 生成 され る。

(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneは 、 単独 で も骨吸 収抑 制作用 を発 現 し、 また、

1α,25一(OH)2D3に よる骨吸 収活性 を も抑制す る。 この ように直接1α,25一(OH)2D3の 生理活性 を

抑 制す る ビタ ミンD3代 謝物 は(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneが 最初 の ものである。

(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneは 、1α,25一(OH)2D3と 異 な り骨芽細胞 の分 化 を促

進 し,ま た、骨基 質の重要成分 である コラーゲ ンの合成 を促 進 し、 その結果 と して骨 形成促 進作用

を発揮 す る.

(10)(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-lactoneは 、生理 的状態 下 でも約100pg/ml血 清 で存在 し

カル シ ウム代謝異 常疾患 である慢性 腎不全 患者 および骨粗霧症 患者で は、血清 中(23S,25R)一

1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone濃 度 が極端 に低下 してい る。活 性型 ビタミンD3治 療 でカル シ ウム

代 謝異常 および骨代謝 異常 が改善す る患者で は、血清 中(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23。
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lactone濃 度 が上昇 してい るこ とよ り、 これ ら代謝異常疾患改 善作用 の一部 に(23S,25R)一1α,25一

(OH)2D3-26,23。lactoneが 寄与 してい る可能性 が示唆 された。

(23S,25R)一1α,25一(0:H)2D3-26,23-lactoneに つい て、 私 が解明 した研究 成 果 は、 分子 構造 的 に は

4種 の立体 異性体 が存 在 しうるが、 天然 には 一種 しか存在 しない こと、 また、生物活 性 は4種 立体 異 性

体 間で非 常 に異 な ってお り、天 然型(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneが ア ンチ ビタ ミ ンD様

活性 を発現 した。 すなわち、(23S,25R)一1α,25一(OH)2D3-26,23。1actoneは 生体 内 ホルモ ンであ る

1α,25一(OH)2D3の カルシ ウム代謝促 進作用 をnega直vefbedback的 にその活 性 を調節 し、 また、骨代 謝

におい ては、骨芽細胞 に作用 して骨形成促進作用 を発現 する と同時 に破 骨細胞 に作用 して骨吸収抑制作用

を示 す ことによって、骨量増加 作用 を示す特異 な代謝物 である。 その生理作 用発現 には、(23S,25R)一

1α,25一(OH)2D3-26,23-1actone特 異的 リセプ ターを介 してい る可 能性 もあ り、 カル シ ウム代 謝調節 ホ ル

モ ンの一 つ と して今後 の研究成 果が期待 され る。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

ビタ ミンDは カル シウムお よび リンの代謝調節や恒常性維持 に必要で,骨 代謝調節 に関与す ること

が古 くか ら知 られていたが,近 年 の研究で さらに細胞増殖抑制 と細胞分化誘導,イ ンシ ュ リン分泌促

進,免 疫調節な どの作用 も見 い出され,ホ ルモ ンとしての機能が注 目されている。 ビタ ミンDの 主成

分 であるD3の 構造 は1936年 に明 らかに されたが,1971年 にD3は 先ず肝臓 で25位 が水酸化 され,次 に腎

臓 で1α 位 が水酸化 されて最:終活性代謝物 である1α,25一(OH)2D、 となる ことが明 らかに された。この

化合物 は細胞 内の特異 的受容体 タンパ ク質 と結 合 してその機能を発揮す ることがそ の後 の研究で明 ら

かに された。 しか し,ビ タ ミンDの 示す多様 な生理作用 が全 て この化合物 に よる ものであるか どうか

は不 明で ある。本研究は,生 体 内に存在す るD3代 謝物の単離 同定 を行 い,そ れ らの生理作用を明 らか

にす ることを 目的 とした ものである。

先ず,D、 を大量 に投与 した ラ ッ ト血清 中か ら代謝物を分離精製 し,紫 外線 お よび赤外線吸収スペ ク

トル,マ ススペ ク トル,化 学修飾 と化学 合成 の諸方法 に よって構造決定 を行い,5種 類 の新規代謝物

を同定 した。 これ らの化合物 の代謝経路 をニ ワ トリ腎臓 ホモ ジネー ト中の酵素系を利 用 して決定 した。

新規代謝物の生物活性試験に より(23S,25R)一25-OH-D3-26,23-1actoneほ か も う1種 類 の化合物 が骨

吸収を抑制す る初 めての代謝物で あることが分か った。

次に,D3の 最終活性代謝物 として知 られ る1α,25一(OH)2D3を 大量投与 した ビーグル犬の血清中 よ り

4種 の新規代謝物 を分離精製 し,構 造決定 を行 った。そ して,こ れ らの化合物 が小腸 粘膜 お よび腎臓

の酵素に よって生 じることを示 した。 これ らの化合物 中で1α,25一(OH)2D3-26,23-1actoneが 活性D3と

異な り,骨 吸収活性を抑制す ることに注 目し,以 下 この化合物 の立体構造,生 合成経 路,生 物活性 に

つ い て詳 細 な研 究 を 行 っ た。4種 の 立 体 異 性 体 を 合 成 し,そ れ らの 機 器 分 析 的 性 質 と1α,

25一(OH)、D3受 容体 に対す る結合活 性を分離精製 した化合物 と比較 する ことに よ り,そ の立 体構 造 が

(23S,25R)型 であ ることを明らか に した。本 化合物 は小腸 お よび腎臓 で生成 され,そ の代謝経路 を 明

らかに した。本化合物は活性D3の 示す骨吸収活性を抑制す るほか,骨 芽細胞の分化促進,骨 基質 とし

て重要 な コラーゲンの合成促進作用を有 し,全 体 として骨形成促進作用 を発揮す る新 しい生理活性を

もつ ことが明 らかにな った。さらに,本 化合物は ヒ トにおいても生理的条件下で血 清申に約100pg/mZ

濃度 で含 まれ,カ ルシ ウム代謝異常疾患 の患者血清 では著 しく濃度低下 している ことも示 され,こ れ

らの代謝異常疾患 改善への応用の可能性 が示唆 された。

以上の よ うに,本 研究に よ り多 数の新規 の ビタ ミンD、代謝物 が分離,精 製,構 造決定 され,従 来知

られていた活性型D3と は生理作用 の異 なる化合物の存 在 も示 され た ことか ら,本 研究 は ビタ ミンD3

研究に大 きく貢献す るもの と考 え られ,審 査員一同,著 者は博士(農 学)の 学 位を授 与 され るに充分

の資格 を有す る と判定 した。
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