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研究成果の概要（和文）：　増殖因子受容体ErbB4のN型糖鎖による制御機構を検討した。部位特異的糖鎖解析に
より、ErbB4の11か所のN型糖鎖付加ポテンシャル部位の糖鎖付加率は部位によって異なることがわかった。すな
わちN149とN448の糖鎖付加率は50%以下であるが、他の部位は概ね高い付加率を示し、特にN113, N333はほぼ100
%であった。また、N113、N228、N523の３か所はオリゴマンノース型糖鎖、それ以外の８か所では複合型糖鎖が
主であった。N333に付加する糖鎖を欠損した変異体ではErbB4のリン酸化の亢進（リン酸化レベルの上昇と持続
時間の延長）が認められ、糖鎖付加の重要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have been examining the mechanisms of functional regulation of growth 
factor receptor by N-glycans. In this study, N-glycans of ErbB4 were examined. We analyzed the 
site-specific glycosylation status and glycan structures of ErbB4, and found that the glycan 
occupancies of N146 and N448 were low as less than 50%, whereas occupancies of other sites were 
rather high, and those of N113 and N333 were especially high as 100%. We also found that most 
N-glycans on N113, N228 and N523 were oligomannose-type and those on other eight sites were complex 
type. We examined CHOK1 cells transfected with glycan deficient mutants of ErbB4, and found that 
N-glycan on N333 was involved in receptor activation: the levels and duration of heregulin-induced 
receptor phosphorylation were upregulated in ErbB4 N333Q mutant. The results suggested that the 
occupancies, structures and functions of N-glycans of ErbB4 were regulated site-specifically, and 
the N-glycan on N333 was involved in activation of ErbB4.

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
増殖因子受容体はがん治療の標的であり、その制御機構を明らかにすることは社会的にも重要である。研究代表
者等は糖鎖によるErbB4の制御機構を検討した。ErbB4の部位特異的な糖鎖解析を行った結果、部位によって糖鎖
付加率が異なること、また糖鎖のプロセシングの程度が異なることがわかった。これらは、ErbBファミリーの全
てに共通するが、METやFGFRファミリーではみられない特徴であった。一方で、機能的に重要な糖鎖は100%の付
加率を示す点は、これまで調べた全ての分子に共通していた。以上の結果は受容体の糖鎖付加、そして糖鎖のプ
ロセシングを部位特異的に決定する機構の解明につながると考えている。

※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。



 

 

１．研究開始当初の背景 
 増殖因子受容体は、がん治療のターゲットとなっており、その制御機構を明らかにすることは
がん治療の開発のためにも重要である。研究代表者らは、増殖因子受容体分子の N型糖鎖による
制御機構を検討している。いくつかの受容体の N型糖鎖を検討するうち、複数の受容体に共通す
る糖鎖の性質があることがわかってきた。増殖因子受容体の糖鎖の詳細を比較することで、N型
糖鎖の付加率やプロセシングを決定する機構や、糖鎖の機能に関する新しい情報が得られると
考えた。 
 ErbB ファミリーには上皮増殖因子受容体 EGFR（ErbB1、HER1）、ErbB2 (HER2)、ErbB3 (HER3)、
ErbB4 (HER4)の４つの分子が属し、いずれも 10 か所前後の N型糖鎖付加部位をもっている（図
１）。そのうち EGFR の N420 と ErbB3 の N418 に結合する糖鎖は、レセプターの二量体形成と活
性化に関与することを報告してきた。特定の N型糖鎖が ErbB レセプターの分子間相互作用に関
与している可能性が考えられる。 
 ErbB4 は比較的未知の部分が多く、またがん以外にも精神疾患との関係が報告されるなど、ユ
ニークな性質をもつことがわかっている。ErbB4 をターゲットとした治療は開発されておらず、
ErbB4 の制御機構の解明は重要である。 
 

 
２．研究の目的 
 本研究は、ErbB4 の部位特異的糖鎖解析を行い、糖鎖による ErbB4 の制御メカニズムを解明す
ることを目的とする。ErbB4 の部位特異的糖鎖の付加率および糖鎖構造の解析を行うことで、N
型糖鎖全体のプロファイルを明らかにする。また、ErbB4 の糖鎖欠損変異体を調製し、その性質
を解析することによって、糖鎖による ErbB4 の制御メカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) Erb4B の糖鎖構造解析 
 CHOK1 細胞をホストとして調製した ErbB4 の細胞外ドメイン（sErbB4）について、マススペク
トロメトリーを用いて各糖鎖付加部位の糖鎖の付加率と糖鎖構造を決定した。 
 sErbB4 の安定発現系の確立には Flp-In system を利用した。培養上清からニッケルカラム
（HisTrapHP5）、陰イオン交換カラム（Mono Q）、ゲルろ過カラム（HiLoad Superdex 200pg）を
用いて sErbB4 を精製した。マススペクトロメトリーは Orbitrap Q Exactive Plus を用い、解
析には MaxQuant softwareを用いた。 
 
(2) ErbB4 の糖鎖欠損変異体におけるシグナル変化とそのメカニズムの解析 
ErbB の細胞外ドメインの糖鎖付加部位にアミノ酸変異を導入することによって作製した糖鎖
欠損変異体のシグナルを観察した。 
 各 ErbB4 変異体の安定発現系の確立には Flp-In systemを利用した。50 ng/ml のヘレグリン
刺激に対する時間依存性のシグナルを Western Blot にて解析した。 
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図１：ErbBファミリーの糖鎖付加部位の比較



 

 

 (3) sErbB のシグナル抑制作用の解析 
sErbB4 のヘレグリンシグナル抑制作用を検討した。A549細胞を sErbB4 と２時間インキュベー
トしたのち,50 ng/mlヘレグリンで 37˚C、１０分間刺激した。A549細胞のヘレグリン刺激によ
る反応は Akt のリン酸化を指標とし、Western Blot にて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ErbB4 の糖鎖構造について 
 Orbitrap LC-MS/MS を用いた解析にて、sErbB4 の部位特異的な糖鎖付加率と糖鎖構造を明ら
かにした（図２）。糖鎖付加率に関して、11 か所の N型糖鎖付加ポテンシャル部位のうち、N149
と N448 の糖鎖付加部位は 50%以下と低いことがわかった。他の部位は概ね高い付加率を示し、
特に N113, N333 はほぼ 100%の糖鎖付加率であった。また、N113、N228、N523 の３か所はオリゴ
マンノース型糖鎖、それ以外の８か所は複合型糖鎖が主に結合していた。 
これまでに、ErbB ファミリー（EGFR、ErbB2、ErbB3、ErbB4）、MET、FGFR1、FGFR3 の部位特異的
糖鎖構造を解析したが、このようなオリゴマンノース型糖鎖優位の部位が存在するのは ErbB フ
ァミリーに共通する特徴であった。 
今回は全長型の ErbB4 の糖鎖構造については検討できなかったが、EGFR の糖鎖構造に関する過
去の報告より、精製細胞外ドメインの糖鎖構造は全長型受容体の糖鎖構造をよく反映している
と考えている。 

 
 
(2) ErbB4 の糖鎖欠損変異体におけるシグナル変化 
 ErbB4 N333Q変異体ではリガンド刺激なしでレセプターのリン酸化が認められ、ヘレグリン
刺激によるリン酸化のレベルおよびリン酸化の持続時間も長いことがわかった（図３）。この時、
ErbB4 の二量体形成の程度は確認できなかった。一方、N523Q変異体ではレセプターのリン酸化
が著しく減少した。 
 EGFR N420 および ErbB3 N418 に付加する糖鎖は、欠損させると受容体の二量体形成が増加す
るという性質をもつが、両者ともに付加率が 100%でフコース付加が著しく低い複合型糖鎖であ
ることを報告している。今回調べた ErbB4 N333 に付加する糖鎖も同じ特徴をもつことがわかっ
た（図４）。 
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図２：ErbB4の部位特異的糖鎖付加率と糖鎖構造



 

 

 

 
 
(3) sErbB4 のシグナル抑制作用の解析 
 ヒト肺がん細胞 A549のヘレグリンシグナルに対する sErbB4 のシグナル抑制作用を検討した。
sEGFR、sErb2、sErbB3 と比較して、sErbB4 のシグナル抑制作用は低いことがわかった。sErbB4
の糖鎖欠損変異体のシグナル抑制作用に関して、現在検討中である。 
 
 
＜結論＞ 
 ErbB4 の部位特異的な N 型糖鎖解析を行った。N333 に付加する糖鎖を欠損した変異体では
ErbB4 のリン酸化の亢進（リン酸化レベルの上昇と持続時間の延長）が認められた。この糖鎖は、
EGFR N420、ErbB3 N418 に結合する糖鎖と同様の特徴、すなわち付加率が 100%でフコース付加が
著しく低い複合型糖鎖であることがわかった。また、11 か所中３か所にオリゴマンノース型糖
鎖優位の部位が存在することがわかった。これまで検討した増殖因子受容体の中で、このように
オリゴマンノース型糖鎖が存在するのは ErbB ファミリーのみに共通する特徴である。今後は、
N333 の糖鎖を欠損した ErbB4 の動態を調べるとともに、sErbB4 の糖鎖欠損変異体のシグナル抑
制作用と立体構造を検討する予定である。 
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図３：ErbB4 N333Qのヘレグリン刺激に対する反応
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図4：ErbB4 N333に結合するN型糖鎖
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