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緒緒  言言  

 
トランスフォーミング増殖因子β（transforming growth factor -β：TGF-β）スーパーファミリーに属する    

タンパク質であるマイオスタチンは、Ⅱ型アクチビン受容体に結合して、細胞内へシグナル伝達することで、筋肉量を

負に制御している［1］。よって、この受容体シグナルを抑制することは筋肉量の増大につながり、筋ジストロフィー、

カヘキシア、サルコペニア、廃用性筋萎縮等の筋萎縮性疾患の治療戦略として注目されている［2，3］。したがって、

本受容体シグナルを制御できるツールは有意義であると考えられる。 
我々は、マイオスタチン前駆体タンパク質の N 末端にあるプロドメイン部分が、マイオスタチンと相互作用して  

いることに着目し、マウス由来プロドメイン配列よりマイオスタチンに親和性を有する 23 残基のペプチド 11（図 1a）
を見出している［4］。ペプチド 11 はマイオスタチンに対して弱い阻害作用を示し、マイオスタチンと可逆的に結合  

していると考えられた。そこで、このマイオスタチン親和性ペプチド 11 を利用して、マイオスタチンの光酸素化を  

基盤とした、光照射に応答して受容体シグナルを制御する手法の開発を目指した。 
本研究では、マイオスタチン親和性ペプチド 11 に光酸素化触媒 22［5］を担持したコンジュゲート 33 を合成し  

（図1）、これを用いてマイオスタチンを光酸素化及び不活化させた。コンジュゲート 33 をマイオスタチンに添加した

際は、マイオスタチン活性による受容体シグナルが誘導された一方、33 とマイオスタチンに光を照射することで、   

本受容体シグナルは誘導されなかった。これは、光照射によって受容体シグナルを制御できる可能性を示唆する［6］。 

 

 

図1．マイオスタチン親和性ペプチド 11、光酸素化触媒 22、及び触媒－ペプチドコンジュゲート 33  
a）マイオスタチン親和性ペプチド 11 のアミノ酸配列と光酸素化触媒 22 の化学構造。 
b）光酸素化触媒－ペプチドコンジュゲート 33 の化学構造と合成スキーム。 
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方方  法法  

 
11．． 光光酸酸素素化化触触媒媒－－ペペププチチドドココンンジジュュゲゲーートトののデデザザイインンとと合合成成  
当研究室では、マイオスタチン親和性ペプチド 11 の詳細な構造活性相関研究によって、12位アラニン側鎖（図1a）

の置換許容性が大きいことを既に明らかにしている［7］。よって、この 12 位に光酸素化触媒を導入することとした。

一方、ペプチド 11 は、1 位にトリプトファン残基（図 1a）を有しているが、トリプトファンは非常に光酸素化され   

やすいアミノ酸であるため、本研究では問題となる可能性が予想された。よって、ペプチド 11 の構造活性相関研究に

おいて代替可能と分かっていた 3,3-ジフェニルプロピオン酸を適用した［8］。すなわち、12 位にアルキンを有した  

ペプチド 44 （図1b）を通常の Fmoc 固相ペプチド合成法を用いて得た。 
一方、光酸素化触媒としては、標的分子に結合した時にのみ光酸素化活性を発現する分子 22 （図1a）を採用した［5］。

この触媒 22 は、組織透過性が高く、且つ障害性も低い近赤外光（波長：～800 nm）で励起可能であるため、生体    

適用性が高い。触媒 22 をペプチドと連結するために、既存の合成方法に倣って、アジドを有する触媒 55 （図 1b）を

合成した。 
最後に、ペプチド 44（1 eq）と触媒 55（1.1 eq）を、ジメチルホルムアミド／メタノール（1：1）中、[Cu(CH3CN)4]PF6

（＞40 eq）、tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amine（TBTA、4 eq）、及び L-ascorbic acid（24 eq）存在下、

1時間撹拌することで、ヒュースゲン環化付加反応によりコンジュゲート 33 を得た（図1b）。 
22．． ママイイオオススタタチチンンのの光光酸酸素素化化  
リン酸緩衝液（10 mM、pH 7.4）中、光酸素化触媒－ペプチドコンジュゲート 33（3μM）をマイオスタチン     

（1μM）に添加し、LED パネル（730 nm、14 mW）を用いて、37℃下 90 分間光照射を行った。       

ジチオスレイトールによるジスルフィド還元、続くリシルエンドペプチダーゼによる酵素消化の処理後、      

MALDI-TOF MS を用いて酸素化されたマイオスタチンフラグメントを分析した（図2）。 
33．． 酸酸素素化化ママイイオオススタタチチンンのの受受容容体体にに対対すするる活活性性  
マイオスタチンの受容体に対する活性は、HEK293 細胞を用いた in vitro ルシフェラーゼレポーターアッセイを 

用いて評価した（図3）［7，8］。本評価系では、細胞にSmad応答性ルシフェラーゼレポーター遺伝子を導入しており、

マイオスタチンが受容体に結合することで誘導されるSmadシグナルに依存してルシフェラーゼが発現することから、

そのルシフェラーゼ活性を指標とした。本系に酸素化処理を施したマイオスタチン（終濃度：0.6 nM）を添加し、    

8時間インキュベートした後、その細胞溶解液におけるルシフェラーゼ活性を測定した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．光光酸酸素素化化触触媒媒－－ペペププチチドドココンンジジュュゲゲーートトのの合合成成  
ペプチド 44 は、Fmoc 固相ペプチド合成、脱樹脂、逆相 HPLC 精製を経て、白色粉末（トリフルオロ酢酸塩、     

収率：24％）として得た。一方、触媒 55 は、全7工程を経て濃紺色固体として得た。その後、ペプチド 44 のアルキン

と触媒 55 のアジドから、銅触媒存在下ヒュースゲン環化付加反応にて 1,2,3-トリアゾールを形成した。さらに、   

HPLC 精製を経て、コンジュゲート 33 を濃紺色粉末（トリフルオロ酢酸塩、収率：35％、純度：＞95％）として    

獲得した（図1b）。 
22．．ママイイオオススタタチチンンのの光光酸酸素素化化  
光酸素化触媒－ペプチドコンジュゲート 33 をマイオスタチンに添加し、生理的条件下（pH 7.4、37℃）で光照射を

行った。光照射前は、マイオスタチン 79～90 フラグメントの MS ピークが観測された（図 2a）。これに対して、    

光照射後ではそのピークが減少し、代わりに 16、32、48 Da 増加したピークが検出された（図 2b）。これは、      

マイオスタチン 79～90 フラグメント中の 79 及び 84 位メチオニン側鎖のスルフィドがスルフォキシド又は    

スルフォンに酸素化修飾されたことを示唆する。この酸素化は、コンジュゲート 33 を添加しなかった場合、又は   

光照射しなかった場合では認められなかった。さらに、脱気処理済みの緩衝液中では、この酸素化が抑制された。   

以上より、マイオスタチンはコンジュゲート 33 によって光酸素化されたことが示された。 
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33．．酸酸素素化化ママイイオオススタタチチンンのの受受容容体体にに対対すするる活活性性  

In vitro ルシフェラーゼレポーターアッセイにおいて、マイオスタチンを細胞に添加した時、ルシフェラーゼ活性が

認められ、この値を100とした（図3、レーンe）。光酸素化触媒－ペプチドコンジュゲート 33 のみ又は光照射のみで

処理した場合は、同程度のルシフェラーゼ活性が観測された一方（レーン f、g）、コンジュゲート 33 と光照射の両方で

処理した場合のみ、顕著なルシフェラーゼ活性の低下が見られた（レーン h）。これは、マイオスタチンが光酸素化に 

よって失活したことを示唆する。また、コンジュゲート 33 のみでマイオスタチン活性の阻害が認められなかった理由

は、コンジュゲート 33 とマイオスタチンの結合が可逆的であるため、コンジュゲート 33  の濃度が低い環境下において

は（終濃度：1.7 nM）、十分な阻害効果が得られなかったものと考えられる。以上の結果より、コンジュゲート 33 に 

よるマイオスタチンの光酸素化を利用することで、光照射によって受容体シグナルを制御できる可能性が示された。 
 

 
 

図2．コンジュゲート 33 によるマイオスタチンの光酸素化 
a）光照射前と b）光照射後の MALDI-TOF MS スペクトル。 

 
 

 
 

図3．光酸素化によるマイオスタチンの不活化 
HEK293 細胞を用いた in vitro ルシフェラーゼレポーターアッセイ。 

（n = 3、mean s.d.、***p < 0.001 in the indicated lanes by Tukey’s test）。 
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