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研究成果の概要（和文）：C-マンノシル(C-Man)化TSRペプチドによるTGF-β誘導性細胞増殖に対する抑制作用の制御機
構について解析を行った。C-Man化ペプチドは細胞内でHsc70やミオシン-1cと特異的に結合した。C-Man化ペプチドは、
TGF-β存在下で標的分子の一つであるHsc70とSmadの結合を増強することにより、TGF-β/Smad経路の抑制を通じて細胞
増殖を制御するという新たな分子機構が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In cultured fibroblast NRK49F cells, TGF-β-induced cell proliferation was 
suppressed by C-mannosyl (C-Man) peptides through the downregulation of TGF-β/Smad signaling pathway. In 
the cells, target proteins bound to the C-Man peptides were purified by using synthesized 
C-Man-WSPWC-biotin and avidin-conjugated beads, then characterized by MS finger printing analysis. The 
target proteins were identified as Hsc70 and myosin 1c. We found that Hsc70 is involved in the regulation 
of TGF-β-induced Smad signaling. The suppressive effect of the C-Man peptides on the TGF-β-induced Smad 
signaling is regulated through the enhanced interaction between Smads and Hsc70, suggesting a novel 
inhibitory effect of C-Man peptides on TGF-β-induced cellular proliferation signaling in the cells.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質は生体内で様々な翻訳後修飾を
受けるが、その半数以上を占めると考えられ
る糖質あるいは糖鎖による修飾は、タンパク
機能の調節において重要な役割を担ってい
る。タンパク質の糖修飾は、N-グリカンや O-
グリカン、O-GlcNAc 修飾のように生合成機構
や細胞機能の解析のよく進んでいるものも
あるが、未だ解明されていないものも多い。 
 C-マンノシル(C-Man)化は、1994 年に発見
された比較的新しいタイプの糖修飾である。
C-Man 化は、マンノースがトリプトファン(W)
のインドール環の C2 炭素と直接 C-C 結合す
るという点がユニークである。C-Man 化され
るトリプトファンは多くの場合、タンパク質
構造中のWXXWというモチーフの第一番目のW
である。WXXW モチーフは、Thrombospondin 
type 1 repeat (TSR)と呼ばれる機能ペプチ
ドモジュールの一部であることが知られ、そ
の機能としてヘパリンやヘパラン硫酸プロ
テオグリカン、コラーゲンなどと結合して細
胞の接着や細胞間シグナルの制御に関与す
ることが注目されている。 
 C-Man 化の標的タンパク質としては、リボ
ヌクレアーゼ、IL-12、 エリスロポエチン受
容体などのサイトカイン受容体や、トロンボ
スポンジンや補体などのTSRファミリータン
パク質が知られている。しかしながら、これ
らの標的タンパク質におけるC-Man化の役割
や機能など、その生物学的意義についてはほ
とんど解析されていなかった。 
 申請者は、これまでの研究で C-Man-W や
C-Man-W 含有ペプチドの精密化学合成物を用
いて抗 C-Man-W 特異抗体の作製に成功し、糖
尿病 II 型発症モデルとして知られる Zucker 
fatty ラットの大動脈血管組織において、
C-Man 化標的タンパク質のトロンボスポンジ
ンのレベルが増加することを報告した。また、
化学合成した C-Man 化 TSR 由来ペプチドを用
いて、C-Man-WSPW がマクロファージ細胞株に
おいて、リポポリサッカライドのシグナル伝
達を増強することを見出し、自然免疫機構へ
の関与についても明らかにした。一連の研究
から、C-Man 化が様々な細胞機能の制御に関
わることが予想され、合成 C-Man 化ペプチド
の生物機能探索のためのツールとしての可
能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
我々が発見した C-Man 化 TSR ペプチドによる
トランスフォーミング増殖因子-β(TGF-β)
誘導性細胞増殖に対する抑制制御の知見を
もとに、C-Man 化ペプチドあるいは TSR ドメ
インの TGF−β シグナルに対する新たな作用
機構を明らかにし、TGF-βが関与する線維芽
細胞増殖機構や組織線維化に対するC-Man化
ペプチドのもつ生物学的意義の解明を目的
とした。 
 
３．研究の方法 

（１）C-Man 化 TSR ペプチドおよびドメイン
の調製 
C-Man 化 TSR ペプチド(C-Man-WSPW など)やそ
の誘導体は、我々の既報に従い化学合成によ
り調製した。また、ヒト-トロンボスポンジ
ン-1 cDNA を鋳型に Myc+His-Tag 標識融合タ
ンパク質としてTSRドメインをほ乳類細胞で
発現させる遺伝子発現ベクターを設計構築
した。HEK 細胞に発現ベクター導入し、分泌
型タンパク質として産生させ、目的タンパク
質を細胞培地からイオン交換やアフィニテ
ィー・クロマトグラフィーにより調製した。 
 
（２）TGF-β誘導性細胞増殖の解析 
ラット線維芽細胞 NRK49F を用いて、C-Man 化
TSRペプチドやC-Man化TSRドメインが、TGF-
β誘導性の細胞増殖に与える影響について、
細胞生物学的あるいは生化学的手法で解析
した。NRK49F 細胞を、通常培養条件（培地
[DMEM + 10% FCS]、37°C、5% CO2）で一晩培
養の後、培地の組成を DMEM + 1%FCS に変更
し、TGF-β(80 pM)を添加して培養を継続し
た。この培養条件に種々の濃度(0-10 μM)の
C-Man 化ペプチド(C-Man-WSPW, C-Man-WSP, 
C-Man-WS など)や C-Man-W、コントロールペ
プチド、あるいは C-Man-TSR ドメインを加え
て細胞増殖に対する影響を解析した。細胞増
殖はクリスタルバイオレットを用いた比色
定量法で評価した。 
 
（３）TGF-βシグナル伝達の解析 
C-Man 化 TSR ペプチドが、TGF-β誘導性のシ
グナル伝達に与える影響については、Smad 
経路を中心にNRK49F細胞を用いて解析した。
Smad の活性化状態については、Smad のリン
酸化を指標に、特異抗体を用いたイムノブロ
ット法で解析を行い、リン酸化 Smad の核移
行については、免疫蛍光染色法を用いた形態
学的解析法により評価した。また、Smad 結合
分子の解析などには、種々の特異抗体を用い
た免疫沈降やイムノブロット法などによる
生化学的手法を用いた。 
 
（４）C-Man 化 TSR ペプチド結合分子の解析 
C-Man 化 TSR ペプチド特異的に結合する分子
については、細胞抽出サンプル中のタンパク
質の中で、C-Man-WSPWC-biotin あるいはコン
トロールの WSPWC-biotin に結合したものを
化学架橋剤(DSP)で処理し、アビジンビーズ
で単離の後、電気泳動で展開後に銀染色で解
析した。C-Man 化ペプチドに特異的に結合し
たと考えられる銀染色陽性バンドについて
は、トリプシンによるゲル内消化物について、
マス-フィンガープリンティング解析とデー
タベースをもとにした MASCOT 解析により、
結合分子の同定を試みた。なお、結合候補タ
ンパク質については、各々の特異抗体を用い
たイムノブロット解析で結合分子であるこ
とを確認した。 
 



（５）マウス肺線維症モデルの解析 
動物個体レベルでの C-Man 化 TSR ペプチドに
よる TGF-β シグナルの抑制制御について、
マウス肺線維症モデルを用いた研究を行っ
た。C57BL/6J 雄マウス（9週齢）に、0.075U
のブレオマイシンを気管内投与した。投与 3
日後に 3群に分け、WSPW あるいは C-Man-WSPW
ペプチド(10 μmol/50 μL)、もしくは溶媒
（0.4% ジメチルスルホキシド(DMSO)/生理
食塩水 50 μL）を再度気管内投与した。そ
の後、ブレオマイシン投与から 2週間の時点
でマウスを頸椎脱臼により屠殺、肺サンプル
の採取を行った。得られたサンプルを用いて、
TGF-βシグナルに関連する分子の発現やリ
ン酸化レベルについて生化学的解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
（１）C-Man 化 TSR ペプチドの TGF-β誘導性
細胞増殖への影響 
C-Man化TSRペプチド(C-Man-WSPW)は、NRK49F
細胞における TGF-β誘導性の細胞増殖を抑
制した（図１）。C-Man 化ペプチドのアミノ酸
部分を短縮させると、この細胞増殖抑制活性
が認められなかったことから、C-Man 化とと
もに WXXW のテトラペプチド部分が機能的に
必要であることもわかった。 

 
（２）C-Man 化 TSR ペプチドの TGF-βに対す
る影響 
C-Man化ペプチドのTGF-β誘導性のシグナル
伝達機構への影響について解析を行った。
C-Man 化ペプチドは TGF-βによる Smad2/3 の
リン酸化を抑制することが明らかとなった
（図２）。また、C-Man 化ペプチドは、TGF-
βにより発現誘導されるコラーゲン I など
の標的タンパク質の産生を抑えることも明
らかとなった。このことから、C-Man 化ペプ
チドはTGF-β/Smad経路を抑制することが明
らかとなった。 

（３）C-Man 化 TSR ペプチドの細胞に対する
作用機構の解析 
C-Man 化ペプチドは、[125I]で放射線標識した
TGF-βの細胞表面受容体に対する結合を直
接 的 に は 阻 害 し な か っ た 。 次 に 、
C-Man-WSPWC-biotin と WSPWC-biotin を用い
て、C-Man 化ペプチドの細胞内への取り込み
について蛍光細胞染色法により解析した。そ
の結果、TGF-β処理した細胞において、
C-Man-WSPWC-biotin は WSPWC-biotin より多
く細胞内に取り込まれることがわかった。次

に、C-Man 化ペプチド
特異的に結合する細
胞内分子の探索を行
った。 
C-Man-WSPWC-biotin
と WSPWC-biotinをプ
ローブとして、両者
に結合する細胞内タ
ンパク質を化学架橋
剤(DSP)存在下で単
離し、電気泳動法に
て展開後、銀染色を
行い、結合分子の比
較解析を行った。そ
の結果、C-Man 化ペプ
チドに多く結合した
複数の分子量サイズ
のタンパク質を検出
した（図３）。 

それらについて、マスフィンガープリンティ
ング解析を行ったところ、Hsc70, ミオシン
-1c が同定され、各々が特異抗体により確認
された。Hsc70-siRNA を用いた実験から、
Hsc70 は TGF-βによる Smad2 のリン酸化と核
内移行の制御に促進的に作用することが示
唆された。また、C-Man 化ペプチドは TGF-β
刺激のもとで、Hsc70/Smad2,3 の複合体形成
の増強を介してシグナル抑制を制御するこ
とが示唆された（図４）。 

 
（４）マウス肺線維症モデルの解析 
ブレオマイシンによるマウス肺線維症モデ
ルを作製した。ペプチド投与後の肺サンプル
について、抗リン酸化 Smad3、抗 Snail、コ
ラーゲン I、フィブロネクチンなどの抗体を
用いてイムノブロット解析を行ったが、

図 1 TGF-β 依存性の細胞増殖に対する C-Man-WSPW ペ
プチドの影響 

図 2 C-Man-WSPW ペプチドは Smad2/3 を介して TGF-β
シグナルを抑制する 

図 3 C-Man-WSPW ペプチ
ド特異的な結合標的分子
の探索・同定 

図 4 C-Man-WSPW ペプチドは TGF-β 処理による
Hsc70-Smad2/3 相互作用を促進する 



C-Man-WSPW と WSPW ペプチドの間で、有意な
差異は認められなかった。ただし、本実験に
おけるサンプル収集時点で、予想されたブレ
オマイシンによる肺組織の傷害が認められ
なかったことから、実験手技の問題が示唆さ
れた。一連の研究により、C-Man 化ペプチド
による TGF-β誘導性細胞増殖に対する抑制
機構を線維芽細胞のレベルで明らかにした
が、今後は動物個体レベルでの TGF-βシグナ
ル制御について、さらに詳細な検証が必要と
考えられた。 
 
（５）まとめ 
C-Man 化 TSR ペプチドは TGF-β/Smad シグナ
ル経路を抑制することで、線維芽細胞におけ
る TGF-β誘導性細胞増殖の抑制を行うこと
がわかった。また、C-Man 化ペプチドは、TGF-
βの受容体への結合には影響せず、細胞内に
取り込まれて働くことが明らかとなった。細
胞内におけるC-Man化ペプチドの結合標的分
子を探索したところ、ミオシン-1c と Hsc70
が同定された。Hsc70-siRNA を用いた Hsc70
発現抑制により、細胞内の TGF-βシグナルが
阻害されることから、Hsc70 は TGF-βシグナ
ルの制御に重要な役割を果たすことがわか
った。また、C-Man 化ペプチドは TGF-β刺激
のもとで、Hsc70/ミオシン-1c/Smad2,3 の複
合体形成の増強を介してシグナル抑制を制
御することが考えられた。C-Man 化ペプチド
の TGF-βシグナルに対する作用について、マ
ウス肺線維症モデルを用いて解析を試みた
が、ブレオマイシン投与量や解析時期の選定
に関する問題などから、C-Man 化ペプチドに
よる個体レベルでの TGF-β依存性細胞機能
への影響については明確な結論は得られな
かった。本研究により、C-Man 化ペプチドの
もつ TGF-βシグナル抑制機構が示されたこ
とで、今後の研究がタンパク質 C-Man 化によ
るがんの転移・浸潤や臓器・組織線維化の未
知なる制御機構の解明にも繋がるものと期
待される。 
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