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研究成果の概要（和文）： 

本研究ではN型糖鎖によるErbBの機能制御機構を解析した。ErbBの細胞外ドメイン（sErbB）に

よるヘレグリンシグナル抑制効果を比較したところ、sErbB3	 は他のsErbBと比較して抑制効果が

強いこと、またこの抑制効果がN418Q変異体で著名に増強することがわかった。この変異体では

細胞増殖抑制効果の増強も見られた。ErbB3のAsn418に結合するN型糖鎖がシグナルを制御してい

ることが示唆された。	 

 
研究成果の概要（英文）： 
	 The aim of this study is to understand the mechanisms by which N-glycan regulate function and 
structure of ErbB.	 We prepared the extracellular domain of ErbB (sErbB) and N418Q mutant of 
ErbB3. sErbB3 suppressed heregulin signaling more effectively than ErbB2 or ErbB4, and N418Q 
mutant suppressed more than wild type. Cell proliferation-inhibitory activity of sErbB3 was also 
upregulated by N418Q mutation. The results indicate that N-glycan on Asn418 of ErbB3 regulates 
the ErbB3 signaling. 
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１．研究開始当初の背景  
	 増殖因子受容体 ErbB は発がんおよびがん
の進展に深く関与しており、がん治療のター
ゲットとなっている。研究代表者らは、以前
より、糖鎖による ErbB の活性調節機構を研
究しており、その中で EGFR や ErbB3 のドメ

イン３中の糖鎖が二量体形成およびリン酸
化を制御していることを報告してきた。当該
N型糖鎖はErbBの分子間相互作用および立体
構造変化に関与している可能性があると考
えた。ErbB の細胞外ドメインおよびその糖鎖
欠損変異体を調製し、その物理化学的性質を
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解析することによってその仮説を検討した。 
 
２．研究の目的  
	 本研究は、N 型糖鎖による ErbB の制御メカ
ニズムを解明することを目的とする。具体的
には、ErbBの細胞外ドメイン(=soluble	 ErbB,	 
sErbB)とその糖鎖欠損変異体のヘレグリン
シグナル抑制作用を比較検討した。	 
 
３．研究の方法  
(1)ErbB の糖鎖構造解析	 
	 ErbB3の Asn418に結合するN型糖鎖の構造
を解析するため、sErbB を調製してペプチド
マッピングを行った。Asn418 に結合する N 型
糖鎖の構造をマススペクトロメトリーにて
解析した。	 
（２）sErbB のヘレグリンシグナル抑制作用
の比較	 
	 sErbB3 および sErbB4 はヘレグリン抑制作
用を有することが報告されている。sErbB2,	 
sErbB3,	 sErbB3	 N418Q 変異体、sErbB4 を調
製し、そのヘレグリンシグナル抑制作用を比
較検討した。	 
（３）sErbB3 の細胞増殖抑制作用の解析	 
	 sErbB3 およびその糖鎖欠損変異体 sErbB3	 
N418Q の細胞増殖抑制作用を比較検討した。	 
（４）sErbB3 のヘレグリンシグナル抑制に対
する ErbB ノックダウンの影響	 
	 siRNA を用いて MCF7 細胞の内在性 ErbB2,	 
ErbB3 をノックダウンし、sErbB3 のヘレグリ
ンシグナル抑制作用にどのように影響する
か検討した。	 
	 
４．研究成果	 
（１）ErbB3 の Asn418 上の N 型糖鎖の構造	 
マススペクトロメトリー解析にて sErB3 の
Asn418 に結合する糖鎖構造を決定したとこ
ろ、CHO 細胞由来 sErB3 の Asn418 には主に複
合型糖鎖が、Lec3 細胞由来 sErbB3 では主に
７糖の高マンノース型糖鎖が結合している
ことがわかった（図１）。	 

図１：sErbB3 の Asn418 上の糖鎖構造（上：

CHO 細胞由来 sErbB3,	 下：Lec3 細胞由来
sErbB3）	 
	 
（２）sErbB のヘレグリンシグナル抑制作用
と sErbB3 の N418Q 糖鎖欠損の影響	 
乳がん細胞 MCF7 のヘレグリンシグナルに対
する効果を観察したところ、sErbB3 は sErbB2,	 
sErbB4 と比較して、ErbB3 リン酸化、Akt リ
ン酸化、Erk リン酸化抑制作用が著しく強い
ことがわかった。sErbB4 は Erk のリン酸化を
抑制したが、sErbB2 ではシグナル抑制効果が
観察されなかった。この抑制効果は sErbB3	 
N418Q 糖鎖欠損変異体で著名に亢進した（図
２）。CHO-K1 細胞に ErbB3 を発現させた系や
ErbB4 を発現させた系でも同様のシグナル抑
制効果が見られた	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
図２：sErbB3	 N418Q 変異体による MCF7 細胞
のヘレグリンシグナル抑制	 
	 
。	 
（３）sErbB3	 N418Q 変異体の細胞増殖抑制	 
MCF7 細胞をヘレグリンで刺激し、細胞増殖を
観察したところ、sErbB3N418Q 糖鎖欠損変異
体では野生型と比較して増殖抑制作用が有
意に増強することがわかった。	 
	 
（４）内在制 ErbB のノックダウンと sErbB3
によるヘレグリンシグナル抑制効果	 
MCF7 細胞の内在性 ErbB2 および ErbB3 を
siRNA を用いてノックダウンさせた細胞に
sErbB3 を添加したところ、ヘレグリンシグナ
ル抑制作用が有意に増強することがわかっ
た（図３）。	 
	 
	 
	 
	 

2 0 0 0 2 5 0 0 3 0 0 0 3 5 0 0 4 0 0 0 4 5 0 0

M a s s  ( m/z )

0

1 .3 E+ 4

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

7 0

8 0

9 0

1 0 0

%
 In

te
ns

ity

Vo yag er Sp ec #1[BP =  3035.9,  12698]

3 0 3 5 .8 5

2 7 4 4 .7 7

3 3 2 7 .0 6

2 8 9 1 .0 4 3 1 8 2 .2 0

3 0 5 1 .8 0

3 7 7 7 .1 93 3 4 2 .9 2 3 4 7 3 .1 2
3 0 5 7 .4 92 8 5 4 .5 92 3 7 8 .8 0

2 2 1 6 .9 3 3 1 7 2 .3 82 7 6 7 .8 12 5 8 3 .0 4 2 8 7 4 .5 7 4 0 6 7 .0 53 6 3 1 .0 9

800 1440 2080 2720 3360 4000 

Mass (m/z) 

0 

3.1E+4 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

90 

100 

%
 In

te
ns

ity
 

2338.87 

2176.54 
2580.94 

2331.68 

2360.76 1851.89 2013.92 
2500.91 

Man6 

Man5 

Man4 

Man3 

Man2 



 

 

	 
図３：ErbB のノックダウンと sErbB3 による
MCF7 細胞のヘレグリンシグナル抑制	 
	 
	 今後、各 sErbB のリガンド親和性を測定し、
シグナル抑制作用の作用機序を解明する予
定である。sErbB3	 N418Q糖鎖欠損変異体では、
リガンドをキャプチャーするか、あるいは細
胞膜上の ErbB2（もしくはそれに加えて ErbB3）
に結合することによってヘレグリンシグナ
ルを抑制すると考えている。現在、sErbB3 の
Asn418 上の糖鎖欠損によるヘレグリンシグ
ナル抑制効果の増強が何に起因しているか
を明らかにするため、立体構造の解析を試み
ている。	 
	 増殖因子受容体 ErbB の活性を調節するこ
とはがん治療において重要な課題である。
sErbBの利用によってErbBシグナルを制御す
ることができれば臨床的にも意義は大きい。	 
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