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研究成果の概要（和文）：　増殖因子受容体ErbBの糖鎖が受容体の物性と機能にどのように影響するかを検討し
た。EGFR N420、ErbB3 N418、ErbB4 N333の糖鎖は受容体の活性化に関与していることが示唆された。これらは
すべてCHOK1細胞では付加率100%でフコースのない複合型糖鎖であった。sEGFR N420QおよびsErbB3 N418Q糖鎖欠
損変異体は野生型と比較してシグナル抑制作用が増強していた。示差走査熱量測定によって、sErbB3 N418Qは熱
安定性が低下していることがわかった。N418の糖鎖はsErbB3の構造安定性に寄与しており、その糖鎖欠損変異体
は構造変化しやすいことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The functional regulation and conformational regulation of growth factor 
receptors ErbB by N-glycans were examined. N-glycans on EGFR N420, ErbB3 N418, ErbB4 N333 were 
involved in receptor activation. We examined the site-specific  glycosylation status and glycan 
structures of ErbBs and found that their glycan occupancies were 100% and they were a complex type 
with little fucose. The signaling inhibitory effects were increased in sEGFR N420Q and sErbB3 N418Q 
mutants. Although the crystal structure of sErbB3 was not altered by the deletion of N-glycan on 
N418 by N418Q mutation, the melting temperature of sErbB3 N418Q decreased compared to the wild type,
 suggesting that this N-glycan contributes to the conformational stability of sErbB3. Taken 
together, our results suggested that N-glycan on N418 of sErbB3 is involved in the stabilization of 
structure and that deletion of this glycan increases the structural flexibility which results in 
facilitation of dimer formation.

研究分野： 生化学、糖鎖生物学

キーワード： 糖鎖　増殖因子受容体　ErbB　EGFR

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ErbBはがん治療のターゲットであり、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。研究代表者は
糖鎖によるErbBの制御について調べているが、その根本的なメカニズムは「糖鎖による受容体の物性制御」にあ
ると考えている。本研究の結果、特定の糖鎖がErbBの構造変化に関与していることが示唆された。同時に、それ
らの糖鎖に共通する特徴も見出した。以上の結果は糖鎖の機能の解明につながる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 増殖因子受容体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。受容体分子は多くの場合、糖鎖修飾を受けており、糖鎖による機能制御メカニズムを
明らかにすることは重要である。研究代表者は以前より増殖因子受容体の糖鎖について研究し
てきた。その過程で、糖タンパク質の糖鎖の機能は、レクチン様物質との相互作用をすることと、
タンパク質の立体構造に影響することの２つに帰結するという仮説を持つに至った。前者に関
しては国内外で優れた研究が進んでいるが、後者に関しては明確な証明をされている例はほと
んどない。 
 ErbB ファミリーには EGFR、ErbB2、ErbB3、ErbB4 の４つの分子が属し、それぞれ 10 本前後の
N 型糖鎖をもつが、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。また、ErbB3 の細胞外ドメイン（sErbB3）は
シグナル抑制作用を有するが、N418 の糖鎖を欠損した変異体ではその作用が著しく増強する。
以上の結果は、特定の N型糖鎖が ErbB レセプターの分子間相互作用および立体構造変化に関与
している可能性を示唆している。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、糖鎖による ErbB の物性制御メカニズムを解明することを目的とする。これまでの
研究の結果、特定の N型糖鎖が ErbB レセプターの分子間相互作用および立体構造変化に関与し
ている可能性が示唆された。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
物性を解析することによって、糖鎖によるタンパク質の物性制御メカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ErbB 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。EGFRとErbB3についてはすでに解析が終了しているので、
ErbB4 について解析を行った。CHOK1 細胞を用いて、ErbB4 の糖鎖欠損変異体の安定発現細胞を
作製し、リガンド刺激に対するシグナルを解析した。 
(2) ErbB の糖鎖構造解析 
 sEGFR、sErbB2、sErbB3、sErbB4 を大量精製し、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。この時、MALDI-TOF-MS と Orbitrap LC-MS/MS を用
いて解析し、結果を比較検討した。 
 (3) sErbB のシグナル抑制作用の解析 
 sEGFR と sErbB3 の糖鎖欠損変異体について、シグナル抑制作用を検討した。sEGFR と sErbB3
の糖鎖欠損変異体の EGF シグナルおよびヘレグリンシグナル抑制作用を検討した。 
(4)sErbB の物性  
   sEGFR N420Q 糖鎖欠損変異体と野生型、また sErbB3 N418Q 糖鎖欠損変異体と野生型につい
て、物性を解析し、比較検討した。具体的には sEGFR と sErbB3 の糖鎖欠損変異体と野生型を大
量精製し、X線結晶構造解析と示差走査熱量測定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ErbB 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 
 ErbB4 の糖鎖欠損変異体のシグナルを解析した。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た（図１）。一方、N523Q 変異体ではレセプターのリン酸化が減少す
ることがわかった。そのメカニズムについては、現在実験中である。 
(2) ErbB の糖鎖構造について 
 Orbitrap LC-MS/MS を用いた解析にて、EGFR、ErbB2、ErbB3、ErbB4 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）。EGFR では 12 か所のポテンシャル部位のうち 10 か所が、
ErbB2 では 7 か所のうち 3 か所が、ErbB3 では 10 か所のうち 8 か所が、ErbB4 は 11 か所のうち
4か所が 95%以上の糖鎖付加率を示した。以前報告した EGFR の N420 や ErbB3 の N418 といった、
欠損させると二量体形成が増加する糖鎖は、付加率が 100%でフコースのないコンプレックス型
であることがわかった。また、(1)で述べた ErbB4 の N333 もまた、付加率が 100%でフコースの
ないコンプレックス型であった。MALDI-TOF-MS の解析では、付加率を計算できないという欠点
があるが、糖鎖構造はほぼ同じ結果が得られた。 
(3) sErbB のシグナル抑制作用の解析 
 sEGFR と sErbB3 のシグナル抑制作用を検討した。ヒト乳がん細胞 MCF7 の EGF シグナルに対す
る作用を観察したところ、sEGFR は sErbB2-4 と比較して 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。sEGFR N420Q 糖鎖欠損変異体ではシグナル抑制作用が著明に増強
した（図 3）。ヒト肺がん細胞 A549 のヘレグリンシグナルに対する作用を観察したところ、sErbB3
は sEGFR、sErbB2、sErbB4 と比較して 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。sErbB3 N418Q 糖鎖欠損変異体ではシグナル抑制作用が著明に増強した。 
(4)sErbB の物性  
   sEGFR と sErbB3 の物性について解析を行った。sEGFR と ErbB3 を大量精製し、X 線結晶構造
解析および示差走査熱量測定を行った。sEGFRではX線結晶構造解析、示差走査熱量測定ともに、



はっきりした結果が得られなかった。sErbB3 について示差走査熱量測定を行ったところ、N418Q
糖鎖欠損変異体において変性温度の低下が認められ、構造安定性の低下が示唆された（図４）。 
 
 以上の結果は、これまで不明であった糖鎖による受容体分子の物性制御メカニズムの解明に
つながると考えられ、意義は大きい。なお、ErbB3 N418 の糖鎖の構造上の特徴、すなわちフコ
ースのないコンプレックス型であることが、その機能に関係しているかどうかは不明である。し
かしながら、同様の特徴を持つ EGFR N420 の糖鎖や ErbB4 N333 の糖鎖が、受容体の活性化を制
御する機能を持つことは非常に興味深い。さらに他の受容体の糖鎖を解析し、糖鎖の構造と機能
の関係についてさらに詳細を明らかにしたい。 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
図１: ErbB4 N333Q のヘレグリンシグナル変化 
リガンド刺激のない状態で、ErbB4 のリン酸化が認められた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図２：ErbB の部位特異的糖鎖付加率と糖鎖構造 
最も代表的な糖鎖構造を示した。 
表中の数字は糖鎖付加率を表す。 
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図３：sEGFR N420Q 糖鎖欠損変異体における EGF シグナル抑制作用の増強 
野生型に比較して、N420Q 糖鎖欠損変異体ではシグナル抑制作用が５倍程度増強していた。 

 

 

 
 
図４：示差走査熱量測定による変性温度の比較 
野生型に比較して、sErbB3 N418Q 糖鎖欠損変異体では変性温度の低下を認めた。 
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