
 

様式Ｃ‐１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 7 月 8 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 タンパク質 C-マンノシル化機構の解明のため、細胞の C-マンノシル化能の評価とこの
修飾がタンパク質の分泌に与える影響の検討に取り組んだ。C-マンノシル化されるモデル
タンパク質 A（TSRタンパク質 Aとする）において、トリプトファンのアラニンあるいは
フェニルアラニンへの変異がその分泌を顕著に抑制し、小胞体からゴルジ体への移行を抑
制することが明らかとなった。C-Man化タンパク質 A分泌量の検討により、細胞の C-マ
ンノシル化能を検討できる可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To better understand of mechanism of protein C-mannosylation, we tried to develop a 
simple approach to assess this modification of cell lines.  We have used site-directed 
mutagenesis to alter the tryptophan, a predicted C-mannosylation site in TSR protein A, to 
alanine or phenylalanine. Both mutations resulted in decreased secretion of the protein, 
and the mutants were retained in the endoplasmic reticulum. These results suggested the 
possibility that the secretion of the protein may represent the protein C-mannosylation in 
the cell lines. 
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の C-マンノシル化 (C-Man化)
は 1994 年に Hofsteenge らにより、尿中の
RNase2 で初めて発見された。この修飾では
1 分子のマンノースが、RNase2 N 末端付
近のトリプトファン残基 (Trp)のインドール

環に炭素-炭素結合で付加しており、この修飾
の認識配列は Trp-X-X-Trp であることも決
定 さ れ た 。 Trp-X-X-Trp モ チ ー フ は
thrombospondin type 1 repeat  (TSR)と呼
ばれる機能ペプチドモジュールに含まれる
ことが知られている。最初に同定がおこなわ
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れた RNase2 はこのモチーフをもたないが、
TSR を含む TSR ファミリータンパク質は、
C-マンノシル化される基質群として認識さ
れてきた。 
 この修飾を受けるタンパク質の報告例が
増加する一方、その生理的意義はあまり明ら
かになっていない。上述の TSR 内の
Trp-X-X-Trpモチーフにおいて、トリプトフ
ァンを修飾するマンノースはタンパク質表
面に露出していると考えられるため、この領
域を介しておこる様々な分子との相互作用
にこの修飾が影響を与える可能性がある。
thrombospondinの Trp-X-X-Trpあるいはこ
れを含むより大きな領域はコラーゲン、ヘパ
リン、ヘパラン硫酸プロテオグリカンなどと
相互作用することが知られており、細胞の接
着や伸展、これにともなう細胞内シグナルへ
の関与が考えられる。さらに Trp-X-X-Trpを
含むモチーフは神経細胞における神経突起
の伸張も誘導する。しかし、これらの多くの
研究は基本的に C-Man 化修飾を含まない合
成ペプチドを用いて行われており、
Trp-X-X-Trpモチーフについての既報の研究
は、C-Man化の存在をふまえての再検討が必
要であろう。 
 また、C-Man化をうけるムチンMUC5AC、
MUC5B や ADAMTS5 では、C-Man 化
Trp-X-X-Trp モチーフへの mutation 導入に
よってC-Man化の喪失と分泌低下がおこり、
これらはタンパク質フォールディングと細
胞内輸送における C-Man 化の生理的意義を
提示する数少ない報告であった。 
 このような状況下で、C-Man化の生理的意
義を明確にするためには、その修飾に関与す
る酵素の同定が必要と考えられる。この酵素
の同定により、cDNA 導入による過剰発現、
RNAi による発現抑制、ノックアウトマウス
の作製などの多くの手法の利用が可能とな
る。しかし、研究開始当初、この糖付加修飾
に関してわかっていることは、1)この修飾は
小胞体内に存在する酵素によっておこなわ
れること、2)トリプトファン上に付加される
マンノースの供与体がドリコールリン酸マ
ンノースであることの 2点であった。 
 
２．研究の目的 
 このように C-Man 化研究の進展が限局さ
れているのは、研究手法が確立していないこ
とが最も大きな原因である。他の糖修飾と異
なり、レクチンによる修飾の確認法が確立さ
れておらず、これまで C-Man 化修飾は質量
分析によって確認されてきた。そこで、
C-Man化機構と生理的意義の検討のため、抗
C-Man-トリプトファン抗体を用いた C-Man
化定量法、培養細胞を用いた C-Man 修飾実
験系の確立に取り組み、C-Man化修飾機構と
その生理的意義の検討を目的とした。 

３．研究の方法 
(1) 抗 C-Man化抗体による C-Man化修飾の
定量 
 
 我々の研究室では C-Man 化トリプトファ
ンを抗原として、マウスモノクローナル、ウ
サギポリクローナルを含む複数の抗 C-Man
化トリプトファン抗体を作製してきた。この
抗体を用いてほ乳類培養細胞株のタンパク
質 C-Man 化能を検討するため、既知の
C-Man化基質タンパク質の発現系を作製し、
複数の細胞株へ導入した。発現したタンパク
質のC-Man化を抗C-Man化トリプトファン
抗体を用いた Western Blotting 法、Flow 
cytometry法、ELISA法で検討した。 
  
(2) C-Man 化タンパク質における C-Man 化
修飾の細胞内輸送に及ぼす効果の検討 
 
 C-Man 化が基質タンパク質に与える効果
を 検 討 す る た め 、 TSR ド メ イ ン
（thrombospondinの 2番目の TSRを利用）
にmycおよびHis-tag配列を連結したものを
作製した。また TSR 含有タンパク質である
mindin をベースとして myc および His-tag
配列を連結したモデルタンパク質の発現系
を作製し、TSR タンパク質 A とした。さら
にこれらの C-Man 化修飾されるトリプトフ
ァンをアラニンあるいはフェニルアラニン
に変異させたものを作製した。TSR タンパ
ク質 A については膜結合型になるよう
PDGF 受容体の貫通領域を連結したものや、
TSRドメインのみにしたものも作製した。 
 作製したプラスミドを用いて、C-Man化タ
ンパク質の分泌がトリプトファンへの変異
導入によりどのような影響を受けるかを検
討した。複数の細胞株への作製したプラスミ
ドの導入の後、TSR ドメインあるいは TSR
タンパク質 A の細胞外への分泌の様子を導
入細胞および培養上清の Western blotting
法により解析した。細胞内における分布につ
いては免疫抗体法およびショ糖密度勾配遠
心法により調べた。 
  
４．研究成果 
(1) 抗 C-Man化抗体による C-Man化修飾の
定量化の試み 
thrombospondinをはじめとするTSR-1ファ
ミリーのタンパク質について、C-Man化の報
告がなされてきている。その中で機能的なま
とまりをもつグループとして、補体成分であ
る C6、C7、C8、C9と補体調節因子 properdin
があげられる。これら自然免疫で機能する血
液タンパク質はいずれもその TSR 上のトリ
プトファンが C-Man 化されるが、なかでも
properdinはその構造のほとんどが 6回連続
した TSR で占められており、1 分子中の



C-Man 化修飾がこれまでに報告されている
中で最も多い。このため、properdin を基質
タンパク質とし、mycおよび His-tagを連結
した組換えタンパク質発現用プラスミドを
作製した。さらにこれを PDGF受容体の膜貫
通部分を連結させた膜結合型 properdin、分
泌シグナルを除去して細胞質内に発現させ
た細胞質型 properdinも作製した。これらの
プラスミドを RNase2に対する C-Man化能
が確認されている CHO、HEK293 細胞株に
導入した。抗 myc 抗体による発現の確認に
より、分泌型は細胞内と培養上清中に、膜結
合型および細胞質型は細胞内に発現が確認
できた。細胞質型は他より顕著に発現量が低
く、細胞内局在の変化による安定性の低下が
確認された。さらに我々の研究室で作製した
複数の抗 C-Man 化トリプトファン抗体によ
り、作製した properdin の C-Man 化を検討
した。ELISA法、および Flow cytometry法
によっては C-Man 化トリプトファン抗体に
よるシグナルは検出限界以下であった。また、
Western blotting 法によっては抗 myc 抗体
によるシグナルと同位置に抗 C-Man 化トリ
プトファン抗体によるわずかなシグナルが
認められたが、その強度は低く、C-Man化の
程度を定量化するには不十分であった。 
 さらに単純化した系で検討するべく
thrombospondinの 2番目のTSRを用いた同
様の実験も行った。thrombospondin は、N
末球状ドメイン、プロコラーゲンドメイン、
TSRドメイン（3つ連続）、EGF type repeat
ドメイン、Ca 結合ドメインなどを含み、分
子量は 160 kDa以上である。そこで 2番目の
TSRの N末端に分泌シグナルを C末端側に
mycおよびHis-tagを連結した発現系を作製
し、抗 C-Man 化トリプトファン抗体により
検討を行ったが、この系でも十分な C-Man
化シグナルの検出には至らなかった。 
 
(2) C-Man化トリプトファンへの変異導入と
タンパク質の分泌の検討 
 
 次に C-Man 化は基質タンパク質の分泌に
重要であるという既報に基づき、タンパク質
の C-Man 化能を基質タンパク質の分泌によ
り検討する系の作製に取り組んだ。まず始め
に 基 質 タ ン パ ク 質 と し て 前 述 の
thrombospondinの 2番目の TSRを用いた。
この系では、Trp-X-X-Trpモチーフが２つつ
ながった構造 (Trp*-X-X-Trp*-X-X-Trp) が
含まれ、C-Man化を受ける２つのトリプトフ
ァン(*)が存在する。２つのトリプトファンに
独立に、あるいは両方にアラニンへ変化させ、
HEK293細胞に導入し、培地中に分泌される
量を細胞内および培養上清の Western 
blotting 法によって検出した。その結果、ア
ラニンへの変異の数が増えるとともに分泌

量の低下が観察された。しかし、トリプトフ
ァンをフェニルアラニンに変異させた場合
は、アラニン変異の場合と比較して、分泌量
の低下は非常に緩やかであった。この結果か
ら、アラニンへの変異導入によって観察され
た結果は、C-Man化の影響以外に構造的な変
化を大きく反映している可能性が高いと考
えられ、より C-Man 化の影響を直接的に受
ける系が必要であると考えた。 
 そこで、次に基質としてモデル TSR タン
パク質 A を用いた。ベースとした TSR 含有
タンパク質は比較的単純な構造の分泌タン
パク質で、マウス組織より単離したその
cDNAを用いてほ乳類細胞における発現プラ
スミドを構築し、RNase2 を基質として
C-Man 化を行うことが報告されている
COS7細胞、HEK293細胞、NIH3T3細胞に
このプラスミドを導入すると、一過性発現系
によっても Western blotting 法による検出
に十分な量が発現された。さらに細胞内外で
の発現を比較したところ、発現された TSR
タンパク質 A の多くが分泌されていること
も確認された。TSR タンパク質 A のトリプ
トファンをアラニンあるいはフェニルアラ
ニンとする変異を導入した。これらのプラス
ミドを COS7細胞、HEK293細胞、NIH3T3
細胞に導入し発現を確認したところ、いずれ
の細胞でもアラニン、フェニルアラニン両方
の変異により細胞外液への分泌の明らかな
減少が認められ、TSR タンパク質 A の分泌
を指標とした細胞の C-Man 化能の測定系が
作製できる可能性が示された(図 1)。 
 

図 1 COS7細胞における野生型および変異型
TSRタンパク質 Aの発現と分泌 
 
 さらにこの実験系に必要な最小の領域を
探るべく、TSRタンパク質 Aの TSRドメイ
ンのみに分泌シグナルを連結したもの、さら
にアラニンあるいはフェニルアラニンとす
る変異を導入したものを作製した。これらの
プラスミドの導入によって COS7 細胞では
C-Man 化タンパク質 A よりも低分子の分泌
タンパク質が検出された。またこの TSR ド
メインも変異導入により培養上清中の存在
量が低下した。しかし、その発現量は野生型
においても TSR タンパク質 A 全長の場合よ
りも著しく低く、安定性が低下しているもの
と示唆され、今後の検討には TSR タンパク
質 A 全長を用いた系がより望ましいと考え
られた。一方、TSRドメインを除いた場合は、
全長の場合と遜色なく発現・分泌された。 
 



  
(3) 変異型 TSR タンパク質 A の細胞内局在
の変化  
 
 TSRタンパク質AのC-Man化トリプトフ
ァンへの変異導入はCOS7細胞において分泌
量の低下にともなう細胞内への貯留を引き
起こした。そこで、C-Man化を受けていない
TSR タンパク質 A の細胞内部での分布を検
討した。免疫蛍光法により細胞内に存在する
TSR タンパク質 A を観察すると、野生型の
TSR タンパク質 A は、細胞質に加えてゴル
ジ体マーカーであるGS28との共局在を示し、
小胞体内での合成と分泌にともなうゴルジ
体への集積を示唆した。これに対し、アラニ
ンおよびフェニルアラニン変異型の TSR タ
ンパク質AはGS28との共局在が低下してい
た(図 2A)。さらにショ糖密度勾配法によって、
TSR タンパク質 A の細胞内分布を検討した
ところ、アラニンおよびフェニルアラニン変
異型の TSR タンパク質 A は野生型に比較し
て小胞体画分における存在量が高くなって
いた(図 2B)。以上の結果から、TSR タンパ
ク質AのC-Man化はその分泌過程において、
小胞体からゴルジ体への移行に寄与してい
ると考えられた。 
 
 

 

 
図 2 COS7細胞における野生型および変異型
TSR タンパク質 A の細胞内局在 A；免疫抗
体法、B; ショ糖密度勾配遠心法 
 
(4) 膜結合型 TSR タンパク質 A に対する

C-Man化の影響  
 
 細胞の C-Man 化能の測定にこの系を応用
する場合、細胞外液の TSR タンパク質 A の
検出では個々の細胞の C-Man 化を検討する
ことは困難である。C-Man化は分泌タンパク
質に加え、膜結合タンパク質でも認められて
いる。そこで個々の細胞における C-Man 化
を観察するために膜結合型 TSR タンパク質
Aを発現する系を作製してCOS7細胞に導入
した。蛍光免疫法でその分布を観察したとこ
ろ、野生型膜結合型 TSR タンパク質 A を発
現した COS7細胞では、細胞質内に加え細胞
全体が染色された。野生型 TSRタンパク質 A
と比較して、アラニンあるいはフェニルアラ
ニン変異型の TSR タンパク質 A では細胞質
内での発現量が高い様子が観察された。 
 

 
図 3 COS7細胞における野生型および変異型
膜結合型 TSRタンパク質 Aの細胞内局在 
 
 本計画研究遂行中に Buettner らのグルー
プにより、線虫の C-マンノース転移酵素 
(DPY-19) の同定が報告された。そのホモロ
グ (Dpy19L1) がこれまで報告されてきたほ
乳類動物におけるC-Man化責任酵素か否か、
また他に同様の活性をもつタンパク質が存
在するか否は、今後の重要な検討課題である。
また、ドリコールリン酸マンノース合成酵素
に異常をもつ患者でも血中 properdin の
C-Man化が観察されることから、ドリコール
リン酸マンノース以外のドナーを用いた
C-Man 化修飾の可能性も完全には否定でき
ない。今後は、Dpy19L1 の関連を含め、今
回発見したTSRタンパク質AのC-Man化と
分泌および細胞局在の変化を利用し、C-Man
化修飾機構の解明に取り組む予定である。 
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