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研究成果の概要（和文）：ErbB4はシナプス機能に重要な役割を演じている。以前に、我々は、視床下部の神経細胞(GT
1-7細胞)を用いて、ゴナドトロピン放出ホルモン(GnRH)がErbB4をトランスに活性化することを見いだした。さらに、
高濃度のGnRH処理ではErbB4が切断されることを見いだした。今回の検討で、ErbB4の活性化には、Gq/11タンパク質、P
KC、PKD、FynおよびPYK2が関与することが明らかになった。これに対し、ErbB4の切断には、PKD、FynおよびPYK2は関
与しないことが明らかになった。これらの結果は、二つの反応ではPKCの活性化後の分子機構が異なることを示唆して
いる。

研究成果の概要（英文）：ErbB4 belongs to the ErbB protein family and is abundantly expressed in neurons. I
t plays important roles in synaptic functions. In the previous work, we found that gonadotropin-releasing 
hormone (GnRH) transactivated ErbB4 in hypothalamic neurons (GT1-7 cells). We also found that the higher c
oncentration of GnRH induced the cleavage of ErbB4. In the present study, we examined the molecular mechan
isms of GnRH-induced activation and cleavage of ErbB4. ErbB4 activation was measured by the ErbB4-induced 
activation of ERK. We found that Gq/11 proteins, PKC, PKD, Fyn and PYK2 were involved in the activation of
 ErbB4. In contrast, only Gq/11 proteins and PKC, but not PKD, Fyn and PYK2, were involved in the cleavage
 of ErbB4. These results suggest that the activation and cleavage of ErbB4 are induced by different molecu
lar mechanisms after PKC activation. 
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１．研究開始当初の背景 
 ErbB4 は、EGF 受容体（EGFR）ファミ
リーの一つであり、神経細胞で多量に発現し
ている。Heparin-binding-EGF（HB-EGF）
やニューレグリン 1（NRG1）などのリガン
ドが ErbB4 に結合すると、チロシン残基の
自己リン酸化が起こり活性化される。ErbB4
の活性化は、シナプスの形成･機能発現に重
要であることが知られている。また、遺伝子
解析により、ErbB4 遺伝子が統合失調症の原
因遺伝子の一つであることも報告されてい
る（Nat Rev Neurosci, 2008）。すなわち、
ErbB4 の機能異常がシナプスの形成や機能
の障害を引き起こし統合失調症の発症に関
与すると考えられる。しかし、EGFR に比べ
て ErbB4 の制御機構については不明な点が
多い。 
 これまでに、我々は視床下部神経細胞由来
の培養神経株細胞である GT1-7 細胞を用い
て、G タンパク質共役型受容体（GPCR）の
ひとつであるゴナドトロピン放出ホルモン
（GnRH）受容体の刺激による細胞応答を検
討してきた（Arch Biochem Biophys, 2007）。
2012 年に、GnRH 受容体の短時間の刺激に
より、ErbB4 が活性化されることを見いだし
た（J Cell Physiol, 2012）。その後の研究で、
GnRH 受容体の刺激が ErbB4 をトランスに
活性化し、MAP キナーゼの中の ERK を活性
化することが明らかになった。さらに、GnRH
受容体の長時間の刺激によって、ErbB4 が細
胞膜上で切断されて脱感作を受けることを
見いだした (J Cell Physiol, 2012; J 
Pharmacol Sci, 2014)。 
 
２．研究の目的 
 GT1-7 細胞を用いて、GnRH 受容体刺激に
よる ErbB4 の活性化と ErbB4 の切断に関与
する分子機構を、細胞内情報伝達機構を中心
に検討することを目的とした。また、GnRH
受容体刺激後の細胞応答の特徴を明らかに
する目的で、GnRH 受容体刺激によって、発
現の変動する遺伝子を網羅的に解析した。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞内情報伝達機構の検討 
 ErbB4 の活性化は、ERK の活性化を指標に
検討した。ERK の活性化と ErbB4 の切断に関
わる候補分子を、主に、siRNA を用いたノッ
クダウン実験と阻害剤により検討した。候補
分子として、今回は、各種の G タンパク質、
プロテインキナーゼ C（PKC）、プロテインキ
ナーゼ D（PKD）、Src ファミリーを検討した。 
 PKC と PKD の活性化は、細胞膜へのトラ
ンスロケーションにより検討した。 
 
（２）マイクロアレイによる発現解析  
 GnRH 受容体刺激によって発現が変化する
遺伝子を網羅的に解析した。GT1-7 細胞を
GnRHで30分間刺激し、全RNAを精製した。
マイクロアレイは Agilent 社の SuperPrint G3 

Mouse GE を使用した。 
 
４．研究成果 
（１）ERK の活性化および ErbB4 の切断への

Gq/11タンパク質の関与 
 様々な G タンパク質の選択的阻害剤を用
いて、関与する G タンパク質を検討した。そ
の結果、G q/11タンパク質のみが GnRH 受容体
刺激後の ERK の活性化と ErbB4 の切断の両
方に必須であることが明らかになった。 
 
（２）PKC の活性化反応 
 細胞質分画と膜分画を分離して、PKC のト
ランスロケーションを指標に PKC の活性化
を検討した。GnRH 受容体刺激により、PKC
と PKCの細胞質から細胞膜へのトランスロ
ケーションが起こることが明らかになった。 
 
（３）ERK の活性化および ErbB4 の切断への

PKC の関与 
 GT1-7 細胞を PMA 存在下で 20 時間培養し、
PKC をダウンレギュレーションさせた。その
後 GnRH 処理を行うと、ERK の活性化がほぼ
完全に抑制された（図 1A）。PKC の阻害剤
（Bisindolylmaleimide I）と siRNA を用いた実
験により、ERK の活性化には PKCが関与す
ることが明らかになった。また、GnRH 受容
体刺激による ErbB4 の切断も PKC のダウン
レギュレーションによって顕著に抑制され
た（図 1B）。本反応には、PKC以外の PKC
も関与することが示唆された。 
 

（４）PKC による PKD の活性化反応 
 GnRH 受容体刺激により、PKD が活性化さ
れることを見いだした。そこで、PKD が PKC
により活性化される可能性を検討した。PKC
のノックダウン実験により、PKD の活性化に
は、PKCが関与することが明らかになった。 

図 1. GnRH 受容体刺激による ERK の活性化および

ErbB4 の切断への PKCの関与 A: GT1-7 細胞を PMA
で 20 時間処理し、その後 GnRH で処理すると ERK
の活性化（P-ERK1/2）は顕著に抑制された。B: 同
様な処理の結果、ErbB4 の切断は約 40%が抑制され

た。 



（５）ERK の活性化への Src の関与 
  Src ファミリーのリン酸化抗体を用いた
免疫ブロットにより、GT1-7 細胞では、Src
ファミリーがGnRH受容体の刺激に関係なく、
常に活性化されていることが明らかになっ
た。Src ファミリーの阻害剤である Dasatinib
での細胞の前処理により、GnRH 受容体刺激
による ERK の活性化が抑制された。すなわ
ち、ERK の活性化への Src ファミリーの関与
が示唆された。しかし、ErbB4 の切断の抑制
は見られなかった。 
 
（６）Fyn による PYK2 の活性化反応 
 GnRH 受容体刺激により、PYK2 も活性化
されることを見いだした。そこで、PYK2 が
Src ファミリーにより活性化される可能性を
検討した。Dasatinib での前処理により、GnRH
受容体刺激による PYK2 の活性化が阻害され
た。さらに、Src ファミリーの Fyn に特異的
な抗体を用いた免疫沈降実験により、Fyn と
PYK2 との相互作用が確認された。これらの
結果より、Fyn が PYK２の活性化に関与する
ことが示唆された。 
 
（７）ERK の活性化への PKD と PYK2 の関

与 
 PKD と PYK2 のノックダウン実験により、
両者が ERK の活性化に関与することが明ら
かになった。しかし、ErbB4 の切断の抑制は
見られなかった。さらに、PKD が PYK2 の活
性化に関与することが明らかになった。これ
らの検討から、GnRH 受容体刺激後の ERK の
活性化（ErbB4 のトランスな活性化）に至る
細胞内情報伝達機構として、図 2 のカスケー
ド機構の存在が示唆された。 
 また、ErbB4 の切断には G q/11と PKC は関
与するが、PKD、Fyn、PYK2 は関与しないこ
とが明らかになった。すなわち、ErbB4 の活
性化と切断では、PKC の活性化後の分子機構
が異なることが示唆された。 
 

 
 
（８）遺伝子発現の変化 
 GnRH 受容体刺激による遺伝子発現の変化
を、DNA マイクロアレイを用いて網羅的に解
析した。その結果、GnRH 処理後 30 分で、
ERK の脱リン酸化酵素（DUSPs）の発現が増

加することが示唆された。RT-PCR 法による
解析では、２種類の DUSPs の発現が GnRH
受容体刺激の 30〜60 分後に増加することが
明らかになった。ERK の活性化は、GnRH 受
容体刺激後５分でピークとなり、30 分以降に
は減少する。すなわち、DUSPs の発現を増加
させて、ネガティブフィードバック機構によ
り、ERK の活性化を抑制する可能性が示唆さ
れた。今後は、GnRH 受容体刺激による DUSPs
の遺伝子発現の分子機構を詳細に検討する
予定である。 
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