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研究成果の概要（和文）：本研究では糖鎖によるErbB受容体の機能制御機構を検討した。まず可溶型ErbBの精製
効率を従来の100倍以上に改良した。可溶型EGFR N420Q変異体ではEGFシグナル抑制作用が著明に増強した。可溶
型ErbB3 N418Q変異体では結晶構造は野生型と差はないが熱安定性の低下が見られた。ErbB3 N418上の糖鎖は構
造安定性に関与しており、糖鎖欠損変異体で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 fundamental role of the glycan chain is to modify the physicochemical 
properties of target molecules. The aim of this study is to determine the mechanisms by which 
N-glycans regulate the function and structure of ErbB. First, we improved the purification 
efficiency of recombinant soluble ErbB (sErbB) over 100-fold. It was observed that the sEGFR N418Q 
N-glycan deletion mutant suppressed EGF signaling more effectively than the wild type. The crystal 
structure of the sErbB3 N418Q N-glycan deletion mutant revealed that the static structure of sErbB3 
is not altered by the deletion of the N-glycan. In contrast, the thermostability of sErbB3 N418Q was
 reduced compared to the wild type. These results indicate that the N-glycan on N418 of ErbB3 is 
involved in the conformational stability of sErbB3, and the deletion of the N-glycan would increase 
the flexibility of the molecule.

研究分野： 生化学、糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 糖鎖修飾は様々な受容体の機能に影響し、
シグナルの制御に関与している。研究代表者
は、以前より ErbB 受容体の糖鎖に着目し、
その機能を研究している。ErbB 受容体ファミ
リーにはEGFR、ErbB2, ErbB3, ErbB4が属し、
それぞれの細胞外ドメインには 10 カ所前後
のN型糖鎖結合ポテンシャル部位が存在する
が、そのポテンシャル部位は ErbB 間で高い
相同性を示す。EGFR の N420 に結合する糖鎖
を欠損する変異体（EGFR N420Q）および ErbB3
の N418 に結合する糖鎖を欠損する変異体
（ErbB3 N418Q）はリガンド非存在下で二量
体形成しやすいことがわかっている（Tsuda T. 
et al., J. Biol. Chem. 2000; Yokoe S., et 
al. Cancer Res. 2007）。 
 一方で、ErbB3 の細胞外ドメイン（可溶型
ErbB3）はシグナル抑制作用を示すことが報
告されているが、研究代表者らはシグナル抑
制のメカニズムとして可溶型ErbB3が細胞膜
上の ErbB 受容体に作用すること、また可溶
型 ErbB3 の糖鎖欠損変異体 N418Q ではその作
用 が 著 し く 増 強 す る こ と を 示 し た
（Takahashi M. et al. J. Biol. Chem. 2013）。
この際、可溶型 ErbB3 N418Q は MCF7 細胞、
T47D 細胞、BT474 細胞など ErbB2 を発現する
乳がん細胞において著明な効果を示すこと、
またチロシンキナーゼ阻害剤と相乗効果を
示すことも明らかとなった。 
 以上の結果は、N型糖鎖が ErbB 受容体の二
量体形成と活性化に関与していることを示
唆している。二量体形成に関与する糖鎖を同
定することができれば、可能型 ErbB3 N418Q
糖鎖欠損変異体より強力なシグナル抑制作
用をもつ糖鎖改変・可溶型 ErbB が開発でき
る可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ErbB 受容体の糖鎖による制御機
構を明らかにし、がん治療を目指した新しい
糖鎖改変・可溶型 ErbB の開発を行うことを
目的とする。具体的には、ErbB の糖鎖がどの
ように二量体形成を制御するかを同定し、二
量体形成に関与する糖鎖を改変した可溶型
ErbB を作成することによって、強力なシグナ
ル抑制作用をもつ可溶型 ErbB の開発を試み
る。 
 
 
 

３．研究の方法 
（1）可溶型 ErbB の精製と EGF シグナル抑制
作用の検討 
EGF シグナル抑制作用を検討するため、可溶
型 EGFR、ErbB2、ErbB3、ErbB4 を精製し、MCF7
細胞の EGFシグナルの抑制作用を比較検討し
た。 
（2）可溶型 EGFR N420Q 糖鎖欠損変異体の精
製と糖鎖構造およびシグナル抑制作用の検
討 
EGFR の N420 に結合する N 型糖鎖の構造と機
能を解析するため、可溶型 EGFR とその糖鎖
欠損変異体 N420Q を精製した。 
マススペクトロメトリーによって N420 に結
合する N型糖鎖の構造を同定した。 
MCF7細胞のEGFシグナルの抑制作用を野生型
と糖鎖欠損変異体とで比較検討した。 
（3）可溶型 ErbB3 N418Q 糖鎖欠損変異体の
物理化学的性質の検討 
可溶型 ErbB3 とその N418Q 糖鎖欠損変異体を
用いて、X 線結晶構造解析と示差走査熱量測
定を行なった。 
 
４．研究成果 
（１）可溶型 ErbB の精製と EGF シグナル抑
制作用の検討 
可溶型 EGFR、ErbB2、ErbB3、ErbB4 を精製し、
MCF7細胞のEGFシグナルの抑制作用を比較検
討したところ、可溶型 EGFR が Akt および Erk
のリン酸化を著明に抑制することが観察さ
れた。他の可溶型 ErbB ではそのような抑制
作用は認められなかった。 
 
（２）可溶型 EGFR N420Q 糖鎖欠損変異体の
精製と糖鎖構造およびシグナル抑制作用の
検討 
可溶型 EGFR とその N420Q 糖鎖欠損変異体の
大量精製法を検討した結果、発現ベクターお
よび精製方法を変更することによって従来
の160倍のタンパク質量を得ることが可能と
なった。 
N420 に結合する糖鎖構造をマススペクトロ
メトリーにて解析したところ、CHO-K1 細胞で
はフコースのないバイアンテナ構造、
Lec3.2.8.1 細胞では Man5 と呼ばれる構造で
あることが明らかとなった（図１）。 
可溶型 EGFR N420Q 糖鎖欠損変異体では、野
生型と比較してEGFシグナル抑制作用が著明
に増強することがわかった。 



図１：sEGFR の N420 上の糖鎖構造 
（上図：CHO細胞由来sEGFR、下図：Lec3.2.8.1
細胞由来 sEGFR） 
 
（３）可溶型 ErbB3 N418Q 糖鎖欠損変異体の
物理化学的性質の検討 
X 線結晶構造解析では、野生型と N418Q 糖鎖
欠損変異体とで構造の差は認められなかっ
た（図２）。 
示差走査熱量測定では、野生型と比較して
N418Q 糖鎖欠損変異体では熱安定性が低下し
ており、構造変化を起こしやすくなっている
ことが明らかになった（図３）。 
よって、糖鎖改変・可溶型 ErbB は立体構造
変化を起こしやすくなっており、容易に二量
体形成することが示唆された。 
以上の結果は北海道大学先端生命科学研究
院、姚閔先生、加藤公児先生との共同研究に
よる。 
なお、（１）で開発した膜タンパク質の細胞
外ドメインの調製法は、全ての I型膜タンパ
ク質の調製に応用可能であり、今回の研究で
用いた糖鎖構造解析、X 線結晶構造解析、示
差走査熱量測定のような大量の試料が必要
な物性解析に有用と考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図２：可溶型 ErbB3 N418Q 糖鎖欠損変異体の
結晶構造解析 
 

 
図３：示差走査熱量測定による可溶型 ErbB3
の熱安定性の測定 
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