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研究成果の概要（和文）： 本研究課題はC型糖修飾の責任酵素の同定と新たな基質探索を目指したものである。
期間中に、責任酵素同定のため、C型糖修飾を簡便に検出する方法を開発することができた。さらに、
R-spondin2、MFAP4、ADAMTS4そしてIsthmin-1を新たなC型糖修飾の基質タンパク質として同定することができ
た。それぞれの基質タンパク質は機能解析も行い、C型糖修飾が種々のタンパク質において重要な役割を担って
いることが示された。

研究成果の概要（英文）：The objective of the research is to identify the enzyme responsible for 
C-mannosylation and to search for new substrate proteins. During the period, we were able to develop
 a simple method for detecting C-mannosylation to identify the responsible enzyme(s). Furthermore, 
we identified R-spondin2, MFAP4, ADAMTS4 and Isthmin-1 as novel C-mannosylated proteins. Functional 
analysis of each substrate protein was also performed, and it was demonstrated that C-mannosylation 
plays an important role in various protein functions.

研究分野： 糖質科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ポストゲノム時代においてタンパク質の性質を理解することは重要である。特にヒトタンパク質は多くの翻訳
後修飾を受けることで活性が制御されているため解析が困難である。本研究課題では、翻訳後修飾の中でも最も
解析が遅れていた糖修飾に着目したものである。中でもC型糖修飾は報告されている基質タンパク質の数が少な
く未解明な点が多いが、本研究により新たに4つの基質タンパク質を同定することができた。この中のいくつか
は疾病に関連するものもあるため、当該研究分野に多大な貢献をすることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノムプロジェクト終了後、様々な疾病関連遺伝子が同定されたが、その多くは治療可能

に至っていない。その理由の一つにタンパク質翻訳後修飾の複雑さがあげられる。本報告者はこ
れまでに多くの疾病関連タンパク質の解析を行ってきていたが、その全てが翻訳後修飾により
活性などが調節されていた。阻害剤などを開発するうえでタンパク質の翻訳後修飾の重要性を
知るようになり、中でも様々な生命現象に関与する糖鎖修飾に着目し、本研究を着想するに至っ
た。 

2012 年に米国科学アカデミーより「Transforming Glycoscience -A ROADMAP FOR THE 
FUTURE-」が出版された。この中で、糖科学研究がこれまでの基礎研究を礎に産業面へと応用さ
れた実例をもとに、その重要性が示されていることからも、世間からの糖科学分野への期待も高
まっていることがうかがえ始めていた。 
 その中で C 型糖修飾はスイスの研究グループにより発見・発展し、研究開始当初では本邦だ
けでなくドイツや米国でも研究者がおり、競争は激化していた。その理由は N 型や O 型の糖鎖
修飾に比べて研究が遅れていたのと、疾病との関与が示唆されているためである。責任酵素の同
定が完全にはなされておらず、生体における基質タンパク質の重要性が解明されつつある中、今
後さらに C 型糖修飾の分野は広がるものと思われていた。 
 
 
２．研究の目的 
（１）新たな責任酵素の同定：C 型糖修飾責任酵素は DPY19L1 と DPY19L3 がこれまでに報告
されており、いずれも分泌タンパク質中のトロンボスポンジン・タイプ１リピート（TSR1）領
域内に限定されている。C 型糖修飾は TSR1 領域を持つタンパク質だけでなく、タイプ１サイト
カイン受容体でも頻繁に観察される。しかしながら、C 型糖修飾は簡便な検出系がないことが問
題であった。そこで、本研究期間では C 型糖修飾を容易に観察できる系の構築を行うことを目
的とする。 
（２）C 型糖修飾された基質タンパク質の役割解析：本報告者はこれまでに 10 例以上の新規な
基質タンパク質を同定している。さらに多くの基質タンパク質を同定することは、それぞれのタ
ンパク質を深く理解できるだけでなく、より詳細なコンセンサス配列の提唱、C 型糖修飾の異常
と疾病との関連そして責任酵素探索における確認タンパク質としても有用である。そのために
複数の候補タンパク質を挙げ解析を行うことでより多くの基質タンパク質の同定を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 

C 型糖修飾のコンセンサスである Trp-Xaa-Xaa-Trp 配列を有しており、疾病に関与している分
泌タンパク質をコンピューターで検索し、遺伝子のクローニング、過剰発現細胞の樹立、リコン
ビナントタンパク質の精製、質量分析による C 型糖修飾の有無の確認、変異体（C 型糖修飾され
るトリプトファンをフェニルアラニンに置換）過剰発現細胞の樹立、そして野生型と変異型との
比較実験を行うことで、C 型糖修飾の役割を解析する。 
 
 
４．研究成果 
（１）責任酵素探索を目的とした C 型糖修飾検出系の構築 
 N 型糖鎖修飾の解析が進んだ理由は、阻害剤であるツニカマイシンの存在も大きいが、修飾の
有無を SDS-PAGEでのバンドシフトとして簡便に検出することができるのも大きな要因である。
もし C 型糖修飾においても同様に評価することができれば、責任酵素の探索だけではなく阻害
剤のスクリーニングなども実施可能であるために有用であると考えられる。 
 そこで、N 末端にシグナルペプチド、その後に TSR1 配列をタンデムに連結し、さらに C 末端
側に GFP を融合させた合成タンパク質を細胞内に発現させた。対照としてトリプトファンをフ
ェニルアラニンに置換したものを発現させた。種々条件検討した結果、LED 下でマンノースの
有無を評価できる系を構築することができた。 
 
 
（２）R-spondin2 における C 型糖修飾の役割 
 R-spondin ファミリータンパク質の 1 つである R-spondin2（Rspo2）は、Wnt /β-カテニンシグ
ナル伝達経路でアゴニスト活性を示し、正常な発達および、がんなどの疾患に関連している。本
研究では、Rspo2 の C 型糖修飾に焦点を当てた。Rspo2 には Trp150 と Trp153 に 2 つの推定 C 型
糖修飾部位があるが、これらの部位が実際に C 型糖修飾されているかどうかは報告されていな
かった。まず、質量分析の結果から、Rspo2 は Trp150 および Trp153 残基で C 型糖修飾されてい
ることを明らかにした。この Rspo2 の C 型糖修飾は、ヒト線維肉腫 HT1080 細胞の細胞外分泌



を増加させたが、他のヒト腫瘍細胞株では分泌を阻害した。ただし、C 型糖修飾は、PANC1 お
よび MDA-MB-231 細胞、ならびに HT1080 細胞における Wnt /β-カテニンシグナル伝達の活性
化に一貫して正に関与した。さらに、野生型 Rspo2 の過剰発現は、A549 細胞と HT1080 細胞の
遊走能力を大幅に増加させたが、C 型糖修飾欠損変異体の過剰発現は、遊走をそれほど促進しな
かった。これらの結果は、Rspo2 の C 型糖修飾が、がんの進行を促進する可能性があり、C 型糖
修飾の阻害が、がん治療の潜在的な新しい治療アプローチとして役立つ可能性があることを示
唆している。 
 
 
（３）MFAP4 における C 型糖修飾の役割 
 Microfibril-associated glycoprotein 4（MFAP4）は、組織の恒常性と細胞接着に重要なタンパク質
であり、フィブリノーゲン C 末端ドメインに C 型糖修飾のコンセンサス配列が含まれている。
本研究では、フィブリノーゲン C 末端ドメインが C 型糖修飾の新しい基質ドメインであること
を証明しようとした。MFAP4 過剰発現 HT1080 細胞株を樹立し、LC-MS / MS 分析用にリコンビ
ナント MFAP4 タンパク質を精製した。その結果、MFAP4 がフィブリノーゲン C 末端ドメイン
の Trp235 で C 型糖修飾されていることがわかった。MFAP4 の C 型糖修飾の機能を評価するた
めに、C 型糖修飾欠損変異体 MFAP4 過剰発現 HT1080 細胞株を樹立し、MFAP4 の分泌を測定し
た結果、MFAP4 の分泌は、野生型細胞と比較して、C 型糖修飾欠損変異体 MFAP4 過剰発現細胞
株で有意に減少していた。さらに、同時に野生型と変異型を遺伝子導入した結果、C 型糖修飾さ
れている MFAP4 がその分泌を加速することを示した。よって、フィブリノーゲン C 末端ドメイ
ンが新規の C 型糖修飾ドメインであり、MFAP4 の C 型糖修飾がその分泌に重要であることを示
すことができた。 
 
 
（４）ADAMTS4 における C 型糖修飾の役割 
 A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 4（ADAMTS4）は、いくつかの C
型糖修飾される可能性がある部位を含むマルチドメイン細胞外メタロプロテイナーゼである。
一部の ADAMTS ファミリータンパク質は C 型糖修飾タ
ンパク質であると報告されているが、C 型糖修飾がこれら
のタンパク質の活性化とプロテアーゼ活性に影響を与え
るかどうかは不明である。そこで、野生型および変異型の
ADAMTS4 を過剰発現する HT1080 細胞株を樹立し、リコ
ンビナント ADAMTS4 を野生型 ADAMTS4 過剰発現細胞
の培地から精製した。その結果、ADAMTS4 は、メタロプ
ロテアーゼドメインの Trp404 と、TSR1 の Trp523、Trp526、
および Trp529 で C 型糖修飾されていることを確認した。 
Trp404 を Phe に置き換えると、分泌や細胞内局在に影響を与えなかったが、対照的に、Trp523、
Trp526、および Trp529 を Phe 残基で置換すると、ADAMTS4 の分泌、プロセシング、細胞内輸
送、および酵素活性が抑制された（図１）。この結果は、ADAMTS4 の C 型糖修飾がタンパク質
プロセシング、細胞内輸送、分泌、および酵素活性において重要な役割を果たすことを示した初
めての例である。 
 
 
（５）Isthmin-1 における C 型糖修飾の役割 
 ヒト Isthmin-1（ISM1）は、TSR1 ドメインを持つ約 52 kDa の分泌タンパク質であり、Trp223
と Trp226 に、2 つのコンセンサス C 型糖修飾配列が含まれている。この研究では、ISM1 の分泌
における C 型糖修飾の役割を調べた。ISM1 を過剰発現する HT1080 細胞株を樹立して培養し、
LC-MS / MS による分析のためにリコンビナント ISM1 を精製した。その結果、ISM1 は TSR1 ド
メインの Trp223 と Trp226 で C 型糖修飾されていることがわかった。 ISM1 の C 型糖修飾の機
能を解析するために、C 型糖修飾欠損変異体 ISM1 を
過剰発現する HT1080 細胞株を樹立し、ISM1 の分泌を
測定した。その結果、ISM1 の分泌は、野生型細胞と比
較して、この変異体 ISM1 過剰発現株では完全に抑制
されていた。さらに、ISM1 はこれらの C 型糖修飾欠
損細胞でのみ N 型糖鎖修飾されていた（図 2）。このこ
とから、ISM1 の分泌は C 型糖修飾に支配されており、それを阻害すると、細胞内では代替機構
として N 型糖鎖修飾が働く可能性が示唆された。C 型糖修飾欠損により他の糖鎖が変化したタ
ンパク質の初めての例である。 
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