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研究成果の概要（和文）：C-マンノシル(C-Man)化は、タンパク質中のトリプトファン特異的な糖修飾である。
我々は化学合成C-Man化ペプチド(C-Man-Trp-Ser-Pro-Trp)が上皮系A549細胞のアドヘレンス-ジャンクション形
成を抑制することを見出した。C-Man化ペプチド存在下ではE-カドヘリンの細胞内分解が促進された。C-Man化ペ
プチドはE-カドヘリンと直接作用せず、α-アクチニン-4やミオシン-1Cへの作用を介して、E-カドヘリンとβ-
カテニンの複合体形成を阻害することが考えられた。本研究はC-Man化ペプチドが生理活性糖ペプチドとして上
皮細胞接着の新たな制御機構に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：C-Mannosylation is a unique sugar modification on tryptophan residues in 
proteins. We found that chemically synthesized C-mannosyl peptides (i.e., C-Man-Trp-Ser-Pro-Trp) 
suppress the formation of adherens-junction structure in epithelial-like A549 cells.  In the 
presence of C-mannosyl peptides, degradation of E-cadherin was accelerated in the cells. C-Mannosyl 
peptides also suppressed the complex formation between E-cadherin and β-catenin, through the 
interaction to α-actinin 4 or myosin-1c but not to E-cadherin. This study indicates that the 
C-mannosyl peptide is a bioactive glycopeptide, and exerts a novel role for the regulation of 
epithelial-cell adhesion.

研究分野： 生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
C-マンノシル(C-Man)化は、タンパク質中の
トリプトファン(Trp)に特異的な糖修飾であ
る。C-Man 化では、マンノースが Trp-X-X-Trp
モチーフの第1番目のTrpのインドール環C2
に炭素-炭素結合により酵素的に付加される。
近年、C-Man 転移酵素と考えられる遺伝子
DPY-19 やそのホモログが報告されたが、その
性 質 に つ い て は 不 明 な 点 も 多 い 。
Trp-X-X-Trp モチーフは、Thrombospondin 
type 1 repeat (TSR) と呼ばれる機能ドメイ
ンをもつ TSR スーパーファミリーや、サイト
カイン受容体ファミリーなどの分泌あるい
は細胞外マトリックスタンパク質によく保
存されている。特に TSR 部分は、グリコサミ
ノグリカン、コラーゲン、TGF-βなどとの相
互作用を通じて様々な細胞機能の調節に関
与すると考えられる。C-Man 化が TSR ファミ
リーなど固有のタンパク質機能の調節にど
のように関わるのかは不明であり、C-Man 化
が関わる細胞生理機能に至ってもほとんど
解析されていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が発見した C-Man 化ペプチ
ドによる上皮系細胞アドヘレンス-ジャンク
ション構造形成の抑制という知見をもとに、
C-Man 化ペプチドの上皮系細胞接着過程にお
ける標的制御分子を明らかにし、この新たな
生理作用の分子機構の解析を進める。また、
本研究は上皮細胞接着異常が関わるがん細
胞の転移・浸潤などの病態に関する C-Man 化
糖修飾の生理的役割の解析へと発展させる
ことで、C-Man 化糖タンパク質あるいは生理
活性糖ペプチドとしてのC-Man化ペプチドが
もつ新たな上皮細胞接着の分子機構解明を
目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）C-Man 化ペプチドの化学合成 
ヒトトロンボスポンジン-1 の TSR2 に由来す
る C-Man 化 付 加 配 列 を モ デ ル に 、
C-Man-Trp-Ser-Pro-Trp を主要構造とした
様々な変異アミノ酸配列ペプチドや、ビオチ
ン化あるいは蛍光標識したC-Man化ペプチド
を化学合成した。C-Man 化関連化合物の合成
は、研究分担者の眞鍋史乃博士（理化学研究
所）が担当し、一部については合成の指導を
受けた。 
（２）C-Man 化ペプチドによるアドヘレン
ス・ジャンクション構造形成の抑制機構の解
析 
ヒト肺上皮細胞由来 A549 を用いて、C-Man 化
ペプチド(C-Man-Trp-Ser-Pro-Trp など)が、
TGF-βシグナルの共存、非共存下でアドヘレ
ンス-ジャンクションの構成成分である E-カ
ドヘリンやβ-カテニンなどの分子の発現量
に与える影響に関して、転写レベルとタンパ
ク質レベルの発現については、それぞれ、
RT-PCR と特異抗体を用いたイムノブロット

による解析を行った。また、アドヘレンス・
ジャンクションの形態学的変化については、
E-カドヘリン発現を指標に免疫蛍光抗体法
とレーザー顕微鏡により解析した。 
（３）C-Man 化ペプチド結合標的分子の単離
と同定 
C-Man-Trp-Ser-Pro-Trp-Biotin などの標識
化合物を、A549 細胞へ取込ませた後、膜透
過性の DSP による化学架橋剤処理を行い、細
胞抽出サンプルを作製した。細胞抽出サンプ
ルから、アビジンビーズを用いたプルダウン
により、ビオチン化ペプチドと結合標的分子
を単離した。精製したタンパク質サンプルを
2 次元電気泳動により展開した。泳動ゲルの
銀染色後、染色スポットについて、トリプシ
ンによる In-Gel 消化を行い、マスのフィン
ガープリンティング解析へと進め、候補タン
パク質を特定した。さらに候補タンパク質に
ついては、特異抗体を用いたイムノブロット
法により確認、同定した。 
（４）C-Man 化ペプチド結合標的分子とアド
へレンス-ジャンクション形成機能の解析：
A549 細胞において、C-Man 化ペプチド結合標
的分子（α-アクチニン４、ミオシン-1C、
Hsc70）の発現を各々の siRNA を用いて抑制
した。結合分子の発現抑制による E-カドヘリ
ンやβ-カテニンなどの分子の発現量への影
響を中心に、免疫細胞染色法やイムノブロッ
ト法で解析した。さらに、細胞内での C-Man
化ペプチドと E-カドヘリンなどの分子間相
互作用や複合体成分の変化について、プルダ
ウン-アッセイや免疫沈降法とイムノブロッ
ト法等で解析検討した。 
 
４．研究成果 
（１）C-Man 化ペプチドの TGF-βシグナル
への影響：上皮系 A549 細胞に C-Man 化ペプ
チドやコントロールペプチドの共存下で
TGF-β処理を行ったところ、C-Man 化ペプ
チドの存在下ではコントロールに比べ、
Smad2/3 のリン酸化の抑制されることがわ
かった（図１）。 

 
 
 
 

図１．C-Man 化ペプチドは TGF-βシグナルを抑
制する 



次に、TGF-βによる E-カドヘリン発現抑制に
対するC-Man化ペプチドの影響について解析
した（図２）。その結果、E-カドヘリンの発
現量が TGF-βにより減少するが、その減少が
C-Man 化ペプチドの存在下ではさらに著しい
ことがわかった。この結果は、C-Man 化ペプ
チドが TGF-β誘導性の Smad リン酸化シグナ
ルを有為に抑制した（図１）こととは矛盾し
た。このことから、上皮系細胞では C-Man 化
ペプチドが TGF-βシグナルへの作用とは別
の独立した作用で、アドヘレンス-ジャンク
ションの機能や E-カドヘリン発現の調節に
関わることが考えられた。 

 
 
 
（２）C-Man 化ペプチドの E-カドヘリン発現
への影響： A549 細胞に C-Man 化ペプチドで
処理を行い、E-カドヘリンの発現についてイ
ムノブロット法で解析した（図３）。その結
果、C-Man 化ペプチド存在下では、処理後 72
時間の段階で、E-カドヘリンの発現量が明ら
かに減少していた。また、形態学的解析で、
C-Man 化ペプチド処理細胞では、細胞間の接
着が減少していることも明らかとなった。E-
カドヘリンの発現抑制について、転写レベル
では顕著な変化は見られなかった。次に、パ
ルスチェイス実験により E-カドヘリンター
ンオーバーを解析
したところ、C-Man
化ペプチド存在下
では、E-カドヘリ
ンタンパク質の減
少が促進すること
がわかった（図４）。
このことから、
C-Man 化ペプチド
存在下では E-カド
ヘリンの細胞内で
の分解が促進され
ていることが明ら

かとなった。 
 

 
 
 
（３）C-Man 化ペプチド結合標的分子の探
索：ビオチン標識した C-Man 化ペプチドを細
胞内に取込ませた後、プルダウン実験を経て
結合標的分子を単離した。サンプルについて
は、還元条件下での SDS-電気泳動で分離し銀
染色により解析した（図５）。C-Man 化ペプチ
ド結合タンパク質（矢頭印）として、α-ア
クチニン-4が同定された。また、これまでの
研究で同定されていた、Hsc70 とミオシン-1C
についてもC-Man化ペプチドへの特異的な結
合がイムノブロット法で確認された（図５）。
以上より、C-Man 化ペプチドはα-アクチニン
-4、Hsc70、ミオシン-1C などと A549 細胞内
で結合することがわかった。 

 
 
（４）C-Man 化ペプチド結合分子の発現抑制
による E-カドヘリン発現への影響： 
A549 細胞にα-アクチニン-4 に対する siRNA
処理を 48 時間行い、α-アクチニン-4mRNA の
発現量について real-time RT-PCR で解析し
たところ、α-アクチニン-4 転写レベルの著
しい抑制が見られた（図６A）。この細胞にお

図２．C-Man 化ペプチドは TGF-β誘導性の E-
カドヘリン減少を亢進する 

図３．C-Man 化ペプチ
ドはE-カドヘリン発現
を抑制する 

図４．C-Man 化ペプチドは E-カドヘリン分解を
亢進する 

図５．C-Man 化ペプチド結合標的分子の同定 



いて、E-カドヘリン発現レベルの増加とβ-
カテニン発現レベルの減少が観察された（図
６B）。 
 

 
 
 
 
一方、ミオシン-1C についても同様の検討を
行った。A549 細胞にミオシン-1C に対する
siRNA 処理を 48 時間行い、ミオシン-1C mRNA
の発現量を解析したところ、ミオシン-1C 転
写レベルの著しい抑制が見られた（図７A）。 

 
 
 

この細胞において、E-カドヘリン発現レベル
の増加とβ-カテニン発現レベルの減少が観
察された（図７B）。以上の研究から、α-ア
クチニン-4とミオシン-1CはE-カドヘリンの
発現を抑制的に調節していることが示唆さ
れた。 
（５）C-Man 化ペプチド結合分子と E-カドヘ
リン間相互作用に対するC-Man化ペプチドの
影響   
A549細胞をC-Man化ペプチドやコントロール
ペプチドで処理した細胞から、E-カドヘリン
と結合するタンパク質を免疫沈降で単離し、
複合体に含まれるタンパク質についてイム
ノブロット解析を行った（図８A）。E-カドヘ
リンは未処理の状態では、β-カテニンとは
結合していたが、α-アクチニン-4 やミオシ
ン-1C と結合していない。しかし、C-Man 化
ペプチドで処理した細胞では、E-カドヘリン
とβ-カテニンとの結合が減少し、ミオシン
-1C との結合が増加することがわかった。一
方、同様の処理をした細胞から、α-アクチ
ニン-4 と結合するタンパク質を免疫沈降で
単離し、複合体に含まれるタンパク質につい
てイムノブロット解析を行った（図８B）。 
 

 
 
 
 
その結果、α-アクチニン-4 は未処理の状態
では、β-カテニンやミオシン-1C とは結合し
ていたが、E-カドヘリンと結合していなかっ
た。また、C-Man 化ペプチドで処理した細胞
では、α-アクチニン-4とβ-カテニンやミオ
シン-1C との結合は減少したが、E-カドヘリ
ンとの直接作用は観察されなかった。以上の
結果から、E-カドヘリンのアドへレンス-ジ

図６．α-アクチニン 4発現抑制による E-カド
ヘリンの変化 

図７．ミオシン-1C 発現抑制による E-カドヘリ
ンの変化 

図８．C-Man 化ペプチド存在下における E-カド
ヘリン相互作用分子の変化 
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ャンクション構造の維持には、β-カテニン
との結合が必要であり、C-Man 化ペプチドに
より、その複合体形成が抑制されることが、
E-カドヘリンの分解と発現減少に繋がるこ
とが考えられた。また、C-Man 化ペプチドは
直接に E-カドヘリンと結合せず相互作用は
しないが、α-アクチニン-4 やミオシン-1C
への作用を介して、E-カドヘリンとβ-カテ
ニンの複合体形成を阻害するような分子機
構により上皮細胞間接着の調節に関わるこ
とが考えられた（図９）。 
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