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総説

マイオスタチン阻害分子の小型化は 
どこまで可能か
髙山健太郎 *
京都薬科大学　衛生化学分野

マイオスタチンは骨格筋量を負に制御する生体内因子であり，筋ジストロフィーをはじめとする筋萎縮
性疾患の治療標的として注目されている．マイオスタチン前駆体由来プロドメインタンパク質は，マイオ
スタチンと相互作用することで内因性のマイオスタチン阻害分子として働くことが知られており，筆者ら
はこの生来の阻害機構に着眼し，マイオスタチンに対するより小さな合成ペプチド阻害剤の獲得を目指し
た．マイオスタチンのアクチビン I型受容体結合部位と相互作用するプロドメインの N末端領域がかねて
より着目されていた中，筆者らはマウス配列由来の 23残基ペプチド 1が効果的な阻害を示す最小構造であ
ることを突き止めた．本ペプチド 1を基に構造活性相関研究を展開し，ペプチド 1の分子機能解明，阻害
能の向上，更に 16残基ペプチドへの小型化に成功した．また，コンピュータモデリングによるペプチド 1

の作用機構提唱にも至っており，新規阻害分子のデザインが今後加速することが期待される．
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1．はじめに

Transforming growth factor (TGF)-β スーパー
ファミリーに属するマイオスタチン（別名：
growth di�erentiation factor-8, GDF-8） は，1997

年に McPherronらにより発見され，Ⅰ型およ
びⅡ型の 2つのアクチビン受容体を介して主に
骨格筋量の増加に対して抑制的に機能する1)．
マイオスタチンを全身性に過剰発現させると骨
格筋量減少などのカヘキシア症状を呈する一
方，マイオスタチンを遺伝的に欠損させると約

2倍にも及ぶ劇的な筋量増加が起こる1, 2)．即ち，
マイオスタチン阻害剤は，筋ジストロフィーや
サルコペニア，がん悪液質などの筋萎縮病態を
克服するための治療薬となる可能性を有してい
る．これまでに，抗マイオスタチン抗体やアク
チビンⅡ型受容体のデコイタンパク質など，高
分子量医薬を軸とした創薬が進められている
が，現時点ではいずれも臨床応用に至っていな
い3–8)．2017年にMariotらによりマイオスタチ
ン阻害に関する創薬戦略の練り直しが提案され
ており9)，最近では，マイオスタチン単独阻害
ではなく，アクチビンなど複数の TGF-βスー
パーファミリー因子の阻害が重要であることが
明らかとなってきた10–13)．具体的には，抗アク
チビン抗体の併用や，フォリスタチン関連タン
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パク質の利用が挙げられる．フォリスタチンは，
マイオスタチンやアクチビンを含むTGF-βスー
パーファミリーに対する内因性阻害分子であ
り，血清や各組織に広くその存在が確認される
糖タンパク質として知られている14, 15)．
このように近年の創薬において基軸の一つと
なっている高分子量医薬は，その一側面におい
て比較的広くて浅いタンパク質間相互作用
（PPI, protein-protein interaction）の制御に有効
とされている（図 1）．抗体などの医薬品は，
体内動態に優れた性質を有する一方で，高価で
あるため医療経済にとっては負担である．そこ
で，高分子量医薬の特徴である標的分子に対す
る特異性を保持できる分子として挙げられるの
が，中分子ペプチドである．最近のペプチド合
成化学の発展は，比較的安価に均質なペプチド
化合物の供給を可能としている．よって，図 1

に示すような，タンパク質 Aと Bとの相互作
用を阻害するタンパク質 Cの機能を保持する
中分子 Dを開発する取組みは，創薬研究の裾
野を広げるものである．
図 1にマイオスタチンの活性制御機構をあて
はめると，タンパク質 Aがマイオスタチン，
アクチビン I型受容体が B，これらの相互作用
を阻害するタンパク質 Cがプロドメインにあ
たる．この詳細は次項 2．で述べるが，筆者らは，
C（プロドメイン）の機能を有する中分子 Dへ
の展開が未開拓であったことから，生来のマイ
オスタチン不活性化機構に立脚した合成ペプチ
ド阻害剤の獲得に向けた研究に着手した．

2．マイオスタチン阻害ペプチドの発見

細胞内で産生されたマイオスタチン前駆体
は，他の TGF-βスーパーファミリー分子と同
様にして furin様プロテアーゼが作用すること
でプロドメインと成熟ドメイン間が切断され，

成熟ドメインはジスルフィド結合形成により二
量体化することで成熟体（一般に，マイオスタ
チンはこれを指す）となる16)．生成したマイオ
スタチン（成熟体）は，プロドメイン 2分子と
相互作用することで不活性複合体として細胞外
マトリックス上に保持される機構が知られてい
る17)．プロドメインの N末端領域は，マイオス
タチンのアクチビンⅠ型受容体結合部位に相互
作用しており（図 2），この領域を含む 74残基
のヒト配列由来ペプチドフラグメントがグルタ
チオン S-トランスフェラーゼ融合タンパク質
としてマイオスタチン阻害能を有することが
Jiangらにより報告されていた18)．しかしながら，
この 2004年の報告以来，より短いペプチドフ
ラグメントによるマイオスタチン阻害例は皆無
であった．マイオスタチンの二量体における溝
になっている部分がアクチビンⅠ型受容体の細
胞外ドメインが結合する部位であり19)，その
PPIを阻害するためにはある一定以上の嵩高さ
（分子サイズ）をもつことが必要なのではない
かと推察される．一方で，TGF-β1も同様の不
活性化複合体を形成しており，プロドメインの
N末端 α-ヘリックス領域に存在する Ileおよび

図 1　タンパク質間相互作用（PPI，タンパク質 Aと
Bの相互作用）の阻害
一般的には，分子サイズが小さくなると親和性が低
下し，PPI制御の難易度が高くなるとされている．
高分子 Cの機能をもつ中分子 Dや小分子を創出する
種々の取組みがなされている．
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Leu残基が重要な役割を果たしていることが明
らかとされていた20, 21)．これらのアミノ酸残基
はマイオスタチンプロドメインにおいても保存
されており，相互作用のコアであると考えられ
るため，筆者らは当該領域に着眼した．マウス
マイオスタチン前駆体プロドメインに由来する
各種区分ペプチドを合成することで，最終的に
最小構造として 21–43位に由来する 23残基ペ
プチド 1の同定に成功した（図 2）22)．HEK293

細胞を用いたマイオスタチン応答性ルシフェ
ラーゼレポーターアッセイにおけるペプチド 1

の IC50値は 3.56 μMであったが（図 4），興味
深いことに，ヒト由来配列では顕著な阻害は得

られなかった22, 23)．ゆえに，マウス配列を探索
したことが合成ペプチドによるマイオスタチ
ン阻害の道を切り拓いたと言える．

3．ペプチド 1 の分子機能解明

ペプチド 1の分子機能を明らかにすること
は，阻害能の強化や新しい構造プラットフォー
ムへの展開を図る上で必要不可欠である．
まず，ペプチド 1の二次構造特性を円二色性

（CD）スペクトル測定により解析したところ，
α-ヘリックス構造形成能を有していることが
わかった22)．次に，1残基ずつ Alaに置換した
誘導体に関して，阻害能の保持あるいは減弱を
評価すること（Alaスキャン）で構成アミノ酸

図 2　ヒトマイオスタチン前駆体の結晶構造（PDB 
code: 5NTU）のリボン表示（MOEソフトウェアを用
いて作製，cyan：プロドメイン，rose：成熟ドメイン，
green and purple：二量体のうち片方の鎖のみ構造が
解かれている領域）
アクチビンⅠ型受容体結合部位に相互作用するプロ
ドメイン N末端 α-ヘリックス領域のマウス配列から
マイオスタチン阻害ペプチド 1を同定（赤下線：ヒ
ト配列と異なるアミノ酸残基，黒下線：α-ヘリック
ス構造形成時のコア領域とされた部位，青字：マイ
オスタチン阻害能の発揮に重要なアミノ酸残基，配
列上部の数字：マウスマイオスタチン前駆体プロド
メインの残基番号）．

図 3　MOEソフトウェアによるドッキングシミュ
レーションで得られたペプチド 1-マイオスタチン結
合モデル（cyan：ペプチド 1，rose：成熟ドメイン）
と相互作用の詳細（orange：マイオスタチン表面，
red：Leu20，pink：Asn41，green：Leu52，purple：
Leu60，yellow：Met101，blue：Ser109，黒字：ペプチ
ド 1の側鎖を表示したアミノ酸残基番号）
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の活性発現への寄与の程度を明らかにした．そ
の結果，N末端（21位）の Trp，27位の Tyrお
よび C末端領域にある 7つの分岐鎖アミノ酸
（Ile, Leu）の 9残基がペプチド 1の効果的なマ
イオスタチン阻害に重要であることが示された
（図 2）24)．マイオスタチンのアクチビンⅠ型受
容体結合部位は疎水性領域が主であることから
妥当な結果である．以上の結果を踏まえ，ペプ
チド配列中で α-ヘリックス構造形成に関わる
中心的領域を明らかにするために，阻害能の発
揮に重要ではないとされた部位（24，28，32，
36，40位）に α-ヘリックスブレーカーである
Proを導入し，マイオスタチン阻害能と二次構
造に与える影響を評価した．32と 36位に Pro

を導入した誘導体において特に顕著な阻害能の
減弱と α-ヘリックス構造形成能の低下の両方
が認められたため，ペプチド 1が形成する α-

ヘリックス構造は 32–36位がコア領域であるこ
とが示唆された（図 2）24)．また，35位 Ileは，
TGF-β1プロドメイン配列では Glyに相当する
ため当該部位の側鎖の重要性に関して未解析で
あったが，以上の検討によりペプチド 1の α-

ヘリックス構造における 2つ目の疎水面形成に
寄与している可能性が浮上してきた24)．
さて，ヒト配列ではなくマウス配列の探索が，
なぜ阻害ペプチド獲得に功を奏したか．27位
Tyrの存在がその確からしい答えである．ヒト

とマウスの配列の違いは，26および 27位の 2

箇所のみであり（図 2），上述の Alaスキャン
で 27位 Tyrが重要残基として同定されたこと
から容易に推定される．更に Tyr残基の意義に
ついて検討するため，各種天然アミノ酸（Phe, 

Trp, His, Gln, Arg, Glu）および D体の Tyr（D-Tyr）
へ置換した誘導体を合成し，阻害能を評価した．
その結果，Pheおよび Trp，D-Tyrへの置換が
可能であることが明らかとなった24)．尚，これ
らのアミノ酸置換による二次構造への影響はな
かった．即ち，27位に L体もしくは D体の中
性芳香族アミノ酸が存在することが，ペプチド
1の阻害能の発揮に関与していると考えられ
た．多くの動物種で本部位はヒトと同じ Ser残
基である一方，げっ歯類のみが Tyrであり，わ
ずかなアミノ酸配列の違いにより生体高分子の
中分子ペプチドサイズへの小型化の成否が分か
れる好例と言える．
ペプチド 1の阻害能という点においては，N

末端 Trp（21位）は大きな寄与をしている．
28–43位の 16残基ペプチド（2）中には，重要
残基とされる 7つの分岐鎖アミノ酸が全て含ま
れているにも関わらず，また α-ヘリックス構
造を形成する性質を有しているにも関わらず，
阻害能は皆無であった（図 4）22, 25)．また，21位
Trpの欠損体では，顕著な阻害能の減弱ととも
に，表面プラズモン共鳴法を用いたマイオスタ

図 4　ペプチド 1を基にした構造活性相関研究により創製したペプチド誘導体のアミノ酸配列と各ペプチドのマ
イオスタチン阻害能（IC50値）および二次構造特性（structural contentは Reedのリファレンススペクトルを用い
て解析）
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チンとの親和性解析において少なくとも 3倍の
KD値増大が認められた（ペプチド 1の KD値は
30 nM）22)．したがって，上述の 27位 Tyrと共に，
N末端 Trpを含む 23残基ペプチドとしてはじ
めて 3.56 μMの IC50値でのマイオスタチン阻害
が得られるものであり，更なる小型化はこの時
点では難しいと思われた．

4．マイオスタチン結合モデルの提唱

2018年に Cottonらにより，ヒトマイオスタ
チン前駆体が形成する不活性化体の X線結晶
構造解析が報告された（Protein Data Bank code: 

5NTU）17)．TGF-β1と同様に，ペプチド 1の配
列を含むプロドメイン N末端領域がアクチビ
ンⅠ型受容体結合部位と相互作用していること
が示されたが（図 2），これはあくまでもタン
パク質としての構造である．一般に直鎖ペプチ
ドはゆらぎが大きく，酵素ポケットのような限
られた空間へはまり込まない限り，固定された
構造としての観察は容易ではない．また，緩衝
液中でのとりうる構造とタンパク質結合時の構
造が異なる可能性は大いにある．マイオスタチ
ンと合成化合物との複合体の構造解析は未達成
である状況下，筆者らは Molecular Operating 

Environment（MOE）ソフトウェアを用い，上
述 3．で得られたペプチド 1の分子機能に関す
る知見に基づいたドッキングシミュレーション
を実施した26)．
構造テンプレートには 5NTU（PDB code）を
用い，各種拘束条件を設定したペプチドとマイ
オスタチンとのドッキングの確からしさは，
Alaスキャンで同定した重要残基側鎖のエネル
ギー的に有利なファンデルワールスもしくはア
レン相互作用の有無により評価した．最終的に，
ペプチド 1のアミノ酸配列において 30–41位の
主鎖のみを α-ヘリックス構造に拘束設定し，

エネルギー最小化計算における上位 10個の安
定構造を induced �tによるドッキングシミュ
レーションに付すことで，マイオスタチンのア
クチビンⅠ型受容体結合部位にペプチドが相互
作用した 4つのモデルを得た．中でも図 3に示
すモデルにおいては，Alaスキャンで重要残基
とした 9アミノ酸残基すべてでエネルギー的に
有利なファンデルワールス相互作用が観察され
た．また，4つのモデルにおいてペプチド 1と
の相互作用に直接的に関与する共通のマイオス
タチン残基が 6つ挙げられた．即ち，Leu20，
Asn41，Leu52，Leu60，Met101，Ser109（いずれ
も成熟ドメインにおける残基番号）は，阻害分
子の主要な作用標的である可能性が示唆され
た．これらの残基は，図 3のモデルにおいて，
35，37，38，41位と相互作用しているが，他
の 3つのモデルにおいては，Met101はペプチ
ド N末端の Trpとの相互作用がみられる．一
方で，図 3のモデルにおいて当該 Trpは Cys108

と，27位 Tyrは Asn88との相互作用があり，
主要標的残基周辺との補完的な相互作用を如何
に形成できるかが，強力な阻害剤の創製への鍵
となることが得られたデータから読み取れる．
ゆえに，今後の新たな阻害剤デザインにおいて，
本検討で得られた知見は有効に活用できるもの
と考えている．

5．阻害能の強化と小型化

創薬的側面を考慮すると，ペプチド 1の阻害
能強化と酵素に対する安定性の確保は推し進め
るべき課題である．また，分子サイズの小型化は，
抗原性の低減や製造コストの削減，更にはプロ
テアーゼによる分解を受ける部位を減らして安
定性を高めることが期待できるものである27)．
ペプチド 1を基盤に，上述 3．の Alaスキャ
ンで重要とされた 9つのアミノ酸残基の誘導体
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化を軸に，阻害能強化のための構造活性相関研
究を進めた．まず，N末端 Trpに関して 36種
類の誘導体合成を行った中でも，2-ナフチル
オキシ酢酸への変換が阻害能を最も向上させた
23)．次に，各分岐鎖アミノ酸の保存的置換を検
討し，38位 Leuを Ileに置換することで阻害能
向上が得られた28)．また Alaスキャンで未検討
の 32位 Alaに関しては，興味深いことに Trp

や Val，Gluのような各種天然アミノ酸の導入
により強力な阻害が認められた．これらの中か
ら，ケミカルスペースを埋め，且つより大きな
疎水面を提供できる Trpを選択し，38位に Ile

を有し N末端が 2-ナフチルオキシアセチル化
された 22残基ペプチド 3を新たに創製した（図
4）．ペプチド 3は，ペプチド 1よりも約 10倍
強力な 0.32 μMの IC50値でマイオスタチンを阻
害した28)．
このような阻害能の強化に付随して，二次構
造特性について新たな知見を得た．上述 3．の
検討でペプチド 1の効果的なマイオスタチン阻
害において α-ヘリックス構造形成能の重要性
を示していたが，ペプチド 3は β-シート構造
を形成する傾向を示した（図 4）．別途，α-ヘリッ
クス構造を強化する環状化などの誘導体化をい
くつか施したが，α-ヘリックス構造を形成す
る性質を示さず，β-シート性と阻害能が保持
される結果であった29)．したがって，ペプチド
1と 3は異なる相互作用様式にてマイオスタチ
ンを阻害していると考えられた．
ここで，ペプチドの小型化の可能性について
再検討することにした．N末端 Trpの 2-ナフ
チルオキシ酢酸への置換のみでは α-ヘリック
ス構造形成能に変化が認められなかったことか
ら23)，ペプチド 3の β-シート構造形成能は 32

および 38位への Trp，Ile導入に由来するもの
であり，この誘導体化を不活性な 28–43位の
16残基ペプチド（2）に適用することで二次構
造特性が変化し，阻害能を引き出せるのではな

いかと考えた．この仮定のもと合成したペプチ
ドは，10 μMにおいて顕著なマイオスタチン阻
害能を示し，16残基からなる阻害ペプチド創
製の皮切りとなる結果を得た25)．また各種誘導
体合成の過程で，16残基ペプチドの N末端 2

残基（28，29位）の Ser-Argを Trp-Tyrに置換
することでも，阻害剤として機能しうることを
見出した25)．これらのブレークスルーとなる
データを礎に，最終的に 0.13 μMの IC50値を有
するマイオスタチン阻害ペプチド MIPE-1686

の創出に至った（図 4）25)．以上のマイオスタチ
ン阻害能をもつ 16残基ペプチドはいずれも β-

シート構造を形成する性質を有しており，特に
MIPE-1686はその性質が強いことが明らかと
なった．

MIPE-1686は，3残基の非天然アミノ酸を含
むものの，N末端が無保護の直鎖ペプチドであ
るため，酵素分解に対する耐性が課題と思われ
た．ところが予想に反して，アミノペプチダー
ゼ N，キモトリプシン C，トリプシン 3に対す
る高い分解耐性を示した30)．MIPE-1686獲得の
過程で合成した誘導体のプロテアーゼ耐性と二
次構造との関係性を検討すると，β-シート性
が高いとプロテアーゼによる分解を受けにくく
なる傾向が見られた．本検討の成果は，酵素切
断部位から離れたアミノ酸残基の置換によって
も，L体を基調としたペプチドの二次構造を変
化させることで酵素に対する安定性を制御でき
る方法論として，生体分子に由来する中分子ペ
プチド創薬において意味をもつものと言える．
最後になるが，生体における持続的な効果を
期待できる MIPE-1686を，デュシェンヌ型筋
ジストロフィーモデル mdxマウスの筋肉内に
投与した．Day 0および 14に 2回投与後，day 

42において有意な筋重量の増加と後肢握力の
強化が認められる結果を得た25)．今後，MIPE-

1686は筋萎縮病態を克服するための治療薬
シーズとしての研究進展が大いに期待される．
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6．更なる小型化は可能か

前項までにマイオスタチン阻害ペプチドを
16残基まで分子サイズを小さくできたことを
述べてきた．果たして，現在までに得られてい
る阻害能を保持あるいは強化しながらの更なる
小型化は今後どこまで可能であるのか．
筆者らは，マイオスタチンのアクチビンⅠ型
受容体結合部位に相互作用するプロドメインの
領域に着目して合成ペプチド阻害剤 1を獲得し
たことに倣い，フォリスタチンの N末端ドメ
インの α-ヘリックス領域を含む 14残基の阻
害ペプチド DF-3の同定に別途成功している 

（図 5）31)．DF-3は，野生型 C57BL/6Jマウスの
前脛骨筋への単回投与後 28日目において有意
な筋重量増加効果を示した31)．ペプチド 1とは
アミノ酸配列が全く異なる新たなプラット
フォームとして DF-3を用いた構造活性相関研
究を上述と同様にルシフェラーゼレポーター
アッセイ系にて実施した．その結果，DF-3よ
りも約 2倍強力なマイオスタチン阻害能を有す
る DF-100（14残基，図 5）の創製に至った32)．
ただし，DF-3と DF-100の IC50 値はそれぞれ

9.5 μM，4.0 μMであり，MIPE-1686に比べると
10倍以上弱い阻害能であった．
以上のように，これまでにマイオスタチン阻
害ペプチドに関して網羅的な誘導体化を進めて
きた中で，筆者らの未発表のデータを含めても，
15残基ペプチド（分子量≒ 2000）が 1 μM以下
の IC50値となる最短である．したがって，MIPE-

1686と同程度あるいはそれよりも強力な阻害
能を保持した 14残基以下のより小さなペプチ
ドを新たに獲得するには，β-シート性が高い
阻害ペプチドがどのような相互作用様式にてマ
イオスタチンを阻害しているかを明らかにする
ことが必要なステップとして挙げられる．これ
とペプチド 1の相互作用様式との比較は，阻害
能向上の分子メカニズムの理解につながる．X

線結晶構造解析のようなコンピュータモデリン
グに頼らない方法での解明が望ましいことは言
うまでもないが，阻害に必要な構造的要件が絞
られることにより更なる小型化，即ち中分子ペ
プチドから非ペプチド，あるいは小分子化合物
への道が拓けることが期待される．
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図 5　フォリスタチン由来マイオスタチン阻害ペプ
チド（14残基）のアミノ酸配列と非天然アミノ酸
Phg（フェニルグリシン），Hph（ホモフェニルアラ
ニン），Phe(4-F)（4-フルオロフェニルアラニン）の
構造
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The potential for structural minimization of myostatin 
inhibitory molecules

Kentaro Takayama

Department of Environmental Biochemistry, Kyoto Pharmaceutical University

Myostatin, a negative regulatory factor of skeletal muscle growth, is a promising target for treating 
muscle atrophic disorders such as muscle dystrophy. The prodomain protein derived from the 
myostatin precursor acts as an endogenous myostatin-inhibitory molecule. The author focused on the 
N-terminal region of prodomain, which interacts with the activin type I receptor binding site of 
myostatin, to discover a mid-sized peptide inhibitor. In 2015, the mouse myostatin prodomain-
derived 23-mer peptide 1 was identified as a minimum structure bearing effective myostatin 
inhibition with the IC50 value of 3.56 μM. Based on the peptide 1, a series of structure-activity 
relationship studies were carried out to clarify the molecular function and obtain a more potent 
inhibitory peptide. The Ala scanning and secondary structure analysis afforded the findings to 
elucidate the structural basis for the effective inhibition of peptide 1. This effort supported the 
docking simulation of peptide 1 with myostatin; consequently, the important residues related to the 
inhibitory peptide-binding, namely the promising target residues, were proposed. On the other hand, 
MIPE-1686, a chain-shortened 16-mer peptide, with the IC50 value of 0.13 μM was successfully 
developed as a potent inhibitor. These results would accelerate the new study to design a smaller and 
more potent inhibitor in the future.

Keywords: �structure-activity relationship, protein-protein interaction, molecular function, 
peptide, myostatin


