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研究成果の概要（和文）：本研究では、２つの生体分子に由来するペプチドを基盤に創薬志向型研究を展開し
た。
(1) ニューロメジンU（NMU）を基盤とした抗肥満薬の創製研究においては、NMUの血中における鍵代謝酵素とし
てトロンビンを同定することができ、当該代謝を受けにくい安定化誘導体として1型NMU受容体選択的アゴニスト
CPN-267の創製に成功した。
(2) 筋萎縮性疾患克服のための高活性マイオスタチン阻害ペプチド創製研究では、マウスマイオスタチンプロド
メイン由来の23残基ペプチド1を基にした網羅的構造活性相関研究により、筋注により筋機能改善効果を示す独
自高活性誘導体MIPE-1686（16残基）の創製に至った。

研究成果の概要（英文）：This medicinal chemistry research focuses on two biomolecules called “
neuromedin U (NMU)” and “myostatin” that are deeply involved in obesity and muscle weakness 
caused by modern lifestyle and aging.
(1) NMU activates two NMU receptors (NMUR1 and NMUR2), and is a useful anti-obesity drug lead. Here,
 we discovered a novel NMUR1 selective hexapeptide agonist CPN-267 that suppressed body weight gain 
in wild-type mice. CPN-267 showed improved NMUR1 selectivity, serum stability, and pharmacokinetics 
compared with conventional agonist CPN-170.
(2) Inhibition of myostatin is a promising strategy for treatment of muscle atrophic disorders. We 
had already identified a 23-mer peptide (1) as a synthetic myostatin inhibitor. Structure-activity 
relationship studies based on 1 consequently afforded 16-mer inhibitory peptide MIPE-1686, which 
significantly increased not only muscle mass but also hindlimb grip strength in Duchenne muscular 
dystrophic model mice.

研究分野： 医薬品化学

キーワード： ペプチド　ニューロメジンU　マイオスタチン　構造活性相関研究

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
(1) 創製した１型NMU受容体選択的アゴニストCPN-267は、２型NMU受容体選択的アゴニストCPN-116と共に、今後
の抗肥満創薬研究や受容体機能解析研究において、有望なシーズあるいはツールとなることが期待される。
CPN-267の代謝安定化においては、基質切断部位から離れた部位の構造変換による安定化が可能なことを示すこ
とができ、ペプチド創薬における有益な知見の一つとして提案できるものである。
(2) マイオスタチン阻害戦略において、有望なペプチドシーズMIPE-1686を創出することができた。またSARによ
り得られた知見は今後の医薬品開発における有用な情報として活用できるものである。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 分子標的に高い親和性と選択性を有する「生体ペプチド」は、生命現象の解明をめざす基盤
研究や医薬品創製研究において極めて意義深く魅力的な戦略的機能分子である。既に、その成
功例として、インスリン、カルシトニン、ナトリウム利尿ペプチド、ゴナドトロピン放出ホル
モン、グルカゴン様ペプチド–1（GLP–1）などの生体ペプチド研究は医薬品の創製につながり、
社会貢献を果たしている。GLP–1の基礎研究では鍵代謝酵素 DPP-IVが見いだされ、GLP–1の
みならず、その代謝を阻害する DPP–IV 阻害剤が糖尿病治療薬として創製されている。このよ
うにペプチドを礎とする創薬志向型研究の充実は、医薬品開発を支える大きな柱となっている。
本研究では、以下の２つの生体分子に由来するペプチドを基本に研究を展開した。 
(1) 「ニューロメジン U（NMU）」は、1984年に南野らにより、ブタ脊髄より単離された摂食
抑制ペプチドであり、抗肥満薬の創薬シーズとして世界的に注目されている。しかし、NMU
に関わる２つの受容体（１型、２型）各々に対する選択的アゴニストの創製は皆無であった。
１型は末梢性、２型は中枢性受容体であるが、摂食抑制等の各生理作用に対する詳細な役割分
担は十分に解明されていない。そこで我々は、NMU の C 末端共通構造に着目した構造活性相
関研究（SAR）により、選択的アゴニストの獲得を試みてきた。高い２型受容体選択性を示す
アゴニスト CPN-116および非選択的高活性アゴニスト CPN-170（いずれも６残基）の創製に成
功しており、またこれらアゴニストの血清中での代謝切断部位を世界に先駆けて同定していた。
ゆえに、生体内安定性が高い持続型アゴニストの創製が可能となりつつある状況であった。 
(2) 「マイオスタチン」は TGF-βスーパーファミリーに属し、骨格筋量を負に制御する分子で
ある。当該遺伝子の欠損動物やマイオスタチン中和抗体投与では筋量が有意に増加することが
わかっており、抗マイオスタチン療法では筋肉増強の POCが確立されていた。ところが、比較
的小さなペプチドによりマイオスタチンを効果的に阻害する報告は皆無であった。我々は、生
来のマイオスタチン阻害機構に着目し、マウスマイオスタチン前駆体配列から、マイオスタチ
ンの機能を阻害するペプチド 1（23残基、最小構造単位）を世界に先駆けて創製していた。ま
た、本ペプチドの筋量増加効果はデュシェンヌ型筋ジストロフィーモデル mdxマウス前脛骨筋
への筋肉内投与で確認されており（20%増）、創薬戦略分子として化学構造を最適化すること
で、広範な筋萎縮疾患への適用が期待できるものであった。 
 
２．研究の目的 
(1) NMU誘導体ペプチドを用いた抗肥満薬の創製研究においては、1型受容体選択的アゴニス
トペプチドの創製、NMU 分解酵素の同定、代謝安定化を指向した誘導体の創製を目的に検討
を進めた。 
(2) 筋萎縮性疾患克服のための高活性マイオスタチン阻害ペプチド創製研究では、上述のペプ
チド 1を基にした網羅的 SARによる独自高活性誘導体の創出と、効果的なマイオスタチン阻害
活性発現のための分子機能解明を目的に検討を進めた。 
 
３．研究の方法 
	 いずれの検討においても、ペプチドは通常の Fmoc 固相合成法を用いて合成し、95%以上の
純度で精製したものを活性評価に用いた。 
(1) NMU誘導体ペプチドを用いた抗肥満薬の創製研究：  
	 1 型受容体選択的アゴニストペプチドの創製においては、構造誘導未実施の部位に着目し、
非天然アミノ酸を活用した SAR研究を実施した。アゴニスト活性は、ヒト１型及び２型受容体
を各々安定発現する CHO細胞を用い、細胞内カルシウム濃度変動を指標に評価した。 
	 NMU 分解酵素の同定においては、血清中で活性化している酵素に着目し、阻害剤の添加に
よるペプチドの安定化を指標に鍵酵素の同定を試みた。血清に添加したペプチドは、C18 固相
カートリッジを用いて抽出し、逆相 HPLCにてペプチドの安定性および産生される代謝物を解
析した。代謝物の同定は質量分析にて行った。 
	 代謝安定化を指向した誘導体の創製は、同定した酵素による切断部位周辺の構造を誘導した
ペプチドを合成し、アゴニスト活性と代謝安定性の両面から検討を進めた。 
	 ペプチドの薬物動態解析は Wistar ラットを用いた静脈内投与、体重増加抑制効果の検討は
ddyマウスを用いた皮下投与にて実施した。 
(2) 筋萎縮性疾患克服のための高活性マイオスタチン阻害ペプチド創製研究：  
	 独自高活性誘導体の創出においては、23残基ペプチド 1の各アミノ酸残基を網羅的に置換す
る SAR研究を進めた。ペプチドのマイオスタチン阻害活性は、HEK293細胞を用いてマイオス
タチン応答性ルシフェラーゼレポーターアッセイにより評価した。 
	 マイオスタチン阻害活性発現のための分子機能解明においては、SAR研究と円二色性（CD）
スペクトル解析の両面から知見を得ることで検討を進めた。CDスペクトルは、2,2,2-トリフル
オロエタノールを 10%含む 20 mMリン酸バッファー（pH 7.4）を用いてペプチド濃度 5 µMに
て測定した。病態モデル mdxマウスおよび野生型 ICRマウスへのペプチド投与では、生理食塩
水にて 0.75 mMに調製したペプチド溶液を 40 µL筋肉内に day 0および day 14に注射した。day 
42 における筋重量および握力を測定した後、組織切片を作製し、ヘマトキシリン-エオシン染
色を経て筋断面積を算出することで、ペプチドによる筋肥大効果を検証した。 



４．研究成果	
(1) NMU誘導体ペプチドを用いた抗肥満薬の創製研究：  
	 1型受容体選択的アゴニストペプチドの創製においては、構造誘導が未実施であった N末端
から２残基目の Pheの 4位に着目した。本部位に、嵩高い置換基を導入することで、１型選択
性が向上することを突き止めた。低濃度（0.1 nM）におけるアゴニスト活性と選択性の両面か
ら、N末端から２残基目の側鎖がインドールであること（Trp）が望ましい結果を得た。 
	 NMU分解酵素の同定においては、血清中のトロンビンに着目した。トロンビンは Pro-Arg配
列を認識し、その C 末端側のペプチド結合を切断することが知られていた。NMU および我々
が創製した誘導体は Pro-Arg配列を含み、本課題研究開始前に、既に CPN-170を用いて Arg-Asn
間のペプチド結合が切断されることを明らかにしていた（図１A）。そこで、非可逆的トロン
ビン阻害剤PPACKおよび可逆的トロンビン阻害剤アルガトロバンを血清中に添加したところ、
CPN-170 の安定性が飛躍的に向上することがわかり、Arg-Asn 間のペプチド結合が切断された
代謝物が検出されなくなった。また、25残基からなる内因性ヒト NMUを用いた検討において
も、PPACK の添加により C 末端の Arg-Asn 間のペプチド結合切断が見られなくなった。した
がって、血中における NMU およびその誘導体の代謝に関わる鍵酵素がトロンビンであること
が示唆された。 
	 代謝安定化を指向した誘導体の創製においては、Pro あるいは Arg の構造誘導を精力的に実
施したが、活性発現のためのコア構造であるアミド化 C末端３残基（Pro-Arg-Asn-amide）の構
造誘導は困難であることがわかった。ところが、上述の１型受容体選択的アゴニスト創製のた
めの SAR研究の過程で、最適化された N末端２残基目 Trp（トロンビンの P4部位にあたる）
をαメチル化することで、血清中で比較的安定に存在できることを見出した（CPN-267の創製、
図１A）。CPN-170 の血清中半減期が 5 分以内であるのに対し、CPN-267 はラット血清中で３
時間以上となった（図１B）。これは、トロンビンの基質認識機構において S4 ポケットは
aryl-binding siteとして知られており、P4部位の側鎖（この場合はインドール）の向きがαメチ
ル化によって望ましくない配座に固定されたことが安定化の要因と考察できる。基質切断部位
から離れた P4 部位の構造変換により代謝安定化可能なことを示した非常に有益な知見である
と言え、今後のペプチド創薬における重要戦略の一つとなり得るものである。 
	 CPN-267の in vivoにおける有用性を検証することを目的に、まず薬物動態解析を実施した。
その結果、CPN-267 の平均血中滞留時間（MRT）が 33.6 分であり、CPN-170 の 11.5 分よりも
約３倍改善した（図１C）。CPN-267の血清中での安定化がこの一因であることが考えられる。
最後に、野生型マウスへの皮下投与による体重増加抑制効果を検証した。CPN-267を 0, 24, 48
時間の３回皮下投与し、有意な体重増加抑制効果が確認された（図１D）。 
	 以上の結果より、創製した１型 NMU受容体選択的アゴニスト CPN-267は、既に創製されて
いる２型 NMU受容体選択的アゴニスト CPN-116と共に、今後の抗肥満創薬研究や受容体機能
解析研究において、有望なシーズあるいはツールとなることが期待される。 
 

 
図１．NMUの C末端コア構造を基盤とした誘導体創製研究の成果概要 
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 (2) 筋萎縮性疾患克服のための高活性マイオスタチン阻害ペプチド創製研究： 
	 まず、図２A に示すペプチド 1（プロドメイン 21–43 位）の分子機能を解明するために、各
アミノ酸を１残基ずつ Ala に置換した誘導体を合成し、マイオスタチン阻害活性を評価した
（Alaスキャン）。その結果、N末端 Trp、27位 Tyr、30位より C末端側全ての Ileおよび Leu
残基が阻害活性発現に重要であることが明らかとなった。そこで、これらのアミノ酸残基に着
目した SAR研究を精力的に展開した。 
	 この中で興味深い残基として 27位 Tyrが挙げられる。ペプチド 1の配列は種を越えて高度に
保存されているが、27位が Tyrなのはマウス、ラット、ウサギなどのげっ歯類のみである。ヒ
トを含めてほとんどの種が Ser残基である。既に、ヒト由来の相当する 23残基ペプチドで阻害
能を評価すると明らかに弱いことがわかっており、げっ歯類に特徴的にみられる Tyr残基の重
要性について検証した。その結果、Phe や Trp に置換した誘導体ではペプチド 1 と同等の阻害
活性を示したのに対し、His や Gln、Arg、Glu を導入した誘導体では阻害能の顕著な減弱が認
められた。ゆえに、疎水性の芳香族アミノ酸が本部位に存在することが、ペプチド 1の効果的
なマイオスタチン阻害に必要であることが示唆された（図２B）。一方で、CDスペクトル測定
による二次構造解析では、ペプチド 1がαヘリックス構造を形成する性質を有することがわか
っていた。このαヘリックス形成能の重要性に関して検討するため、helix breakerとして用いら
れる Proを、活性発現に重要ではない残基（24位 Asn、28位 Ser、32位 Ala、36位 Gln、40位
Lys）に導入した誘導体を各々合成した。これらのうち、32位と 36位に Proを各々導入した誘
導体において、マイオスタチン阻害活性とαヘリックス形成能の減弱が特に顕著に観察された
ことから、32–36 位周辺をコア領域としてαヘリックス構造を形成し得ることが示唆された。
この際、２つの疎水面（①、②）が形成されることがコイルモデルより推定され（図２B）、
ペプチド 1の効果的なマイオスタチン阻害に重要な構造的要因を明らかにすることができた。 
	 一方で、活性強化を指向した SARにおいて、N末端 Trpを 2-ナフチルオキシアセチル基にす
ることで約３倍の阻害活性向上が認められた（ペプチド 2）。次に、32位 Alaを Trpに、38位
Leuを Ileに置換した誘導体ペプチド 3が更に約４倍強力な阻害活性を示した（図２A）。この
ペプチド 3は、病態モデル mdxマウスおよび野生型 ICRマウスの前脛骨筋あるいは腓腹筋への
筋肉内投与により、筋重量を 10–35%増加させ、顕著な筋肥大効果を示した（図２C）。また最
近、ペプチド 3を基にした２つの SAR研究で成果を挙げた。一つは、環状化の検討である。24
位に Serを導入し、28位の Serとの側鎖間でグルタル酸を用いてジエステル架橋を施した環状
ペプチド誘導体がペプチド 3と同等の阻害活性を示すことを報告した。もう一つは、小型化の
検討である。最終的に、6残基短い 16残基の小型化ペプチド MIPE-1686が in vitroでペプチド
3 よりも 2 倍強力なマイオスタチン阻害能を示すことを見出した。小型化ペプチド MIPE-1686
は、筋肉内投与により mdxマウスの後肢握力を約 130%に増大させた（図２D）。即ち、筋機能
改善効果を得ることに成功した。高活性化ペプチド 3や MIPE-1686の二次構造解析を実施した
ところ、いずれもβシート形成能が高いことが明らかとなった。本結果は、αヘリックスを形
成する性質を示すペプチド 1とは異なるマイオスタチン結合様式であることを示唆しており、
構造解析研究による詳細な結合状態の解明が、今後の阻害剤開発において重要な課題と言える。 
	 以上の結果より、我々は、筋萎縮性疾患克服のためのマイオスタチン阻害戦略において、有
望なペプチドシーズを創出することができた。また SARにより得られた知見は今後の医薬品開
発における有用な情報として活用できるものである。 
 

 
図２．高活性マイオスタチン阻害ペプチド創製研究の成果概要 
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