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研究成果の概要（和文）： 

エンドサイトーシスの抑制によるアドリアマイシン耐性獲得機構を解明するため、欠損す

ることによって、本耐性獲得現象を消失させる遺伝子を酵母の全遺伝子の中から網羅的に

検索したところ、細胞内小胞輸送に関わる因子が複数同定された。さらに詳細に検討を行

ったところ、小胞体からゴルジ体およびエンドソームを経由して液胞へ蛋白質を運ぶ小胞

輸送経路がエンドサイトーシス抑制によるアドリアマイシン耐性において重要な役割を果

たしていることが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

In this study, we found that protein sorting system from endoplasmic reticulum to 

vacuole plays a key role in the mechanism of adriamycin resistance induced by 

inhibition of endocytosis 
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１．研究開始当初の背景 

 がんの化学療法においては、制がん剤の

副作用や耐性がん細胞の出現が大きな妨げ

となっている。これらの問題を解決するに

は、制がん剤の毒性発現機構ならびに耐性

獲得機構の全容を明らかにする必要がある。

本申請者は、真核生物モデルとして生物学

的研究に広く利用されている出芽酵母を用

いた独創的な制がん剤感受性決定因子のス

クリーニング法を確立し、その方法によっ

て、アントラサイクリン系制がん剤である

アドリアマイシンに対する感受性に影響を

与える遺伝子を多数同定することに成功し

た。同定された新規アドリアマイシン耐性

因子の一つに、機能未知のプロテインキナ

ーゼ Akl1 がある。本申請者は、Akl1 がエ

ンドサイトーシス制御に関わる複合体の構

成蛋白質をリン酸化することによってその

複合体の解離を促し、その結果としてエン

ドサイトーシス経路の初期過程（輸送小胞

の形成過程）を抑制し、アドリアマイシン

毒性を軽減することを既に明らかにしてい

る。Akl1 のヒトホモログである AAK1 の高

発現細胞もアドリアマイシン耐性を示すこ

とが確認されたことから、酵母細胞のみな

らずヒト細胞においてもリン酸化を介した

エンドサイトーシス経路の制御機構がアド

リアマイシン耐性獲得機構において重要な

役割を果たしていると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、我々が見出した新規のアドリ

アマイシン耐性獲得機構（エンドサイトーシ

ス抑制によるアドリアマイシン耐性獲得機

構）の解明を目的として、本耐性獲得機構に

関わる細胞内因子の網羅的検索およびその

作用機構の解析を行った 

３．研究の方法 

(1) エンドサイトーシス抑制によるアドリ

アマイシン耐性に関わる細胞内因子の検索 

出芽酵母の全 6,000 種の遺伝子のうち、生

存に必須なものを除く約 4,800 種の遺伝子

をそれぞれ欠損させた酵母ライブラリーに、

エンドサイトーシスを負に制御するキナー

ゼである Akl1 の高発現プラスミドを導入

し、Akl1 高発現によるアドリアマイシン耐

性が認められない遺伝子欠損酵母を検索・

同定した。 

(2) 酵母のアドリアマイシンに対する感受

性試験 

酵母を SD 培地で一晩振盪培養後、この培

養液を SD 培地で 1×107, 1×106, 1×105, 

1×104  cells/mL になるように希釈し、ア

ドリアマイシン（最終濃度 0 ~ 40 µM）を

含む SD 寒天培地に 5 µL スポットした (5

×104, 5×103, 5×102, 5×102  cells/spot )。

その後、30℃で 48 時間培養し、観察した。 

 

４．研究成果 

 エンドサイトーシスの抑制によるアドリ

アマイシン耐性獲得機構を解明するため、

「欠損することによって、エンドサイトー

シスの抑制によるアドリアマイシン耐性獲

得現象を消失させる遺伝子」を酵母の全遺

伝子の中から網羅的に検索した。その結果、

細胞内小胞輸送に関わる因子（Vam3, Fab1, 

Gup1）が複数同定された。小胞輸送には

いくつかの経路が存在するので、エンドサ

イトーシスの抑制によるアドリアマイシン

耐性獲得機構に関わる小胞輸送経路につい

て検討したところ、小胞体からゴルジ体へ

の小胞輸送、ゴルジ体からエンドソームへ

の小胞輸送、エンドソーム内への蛋白質の

取り込み、エンドソームから液胞への小胞



輸送に関わる因子をそれぞれ欠損させた酵

母では、エンドサイトーシスの抑制による

アドリアマイシン耐性の程度が低下するこ

とが明らかとなった。一方、ゴルジ体から

細胞膜への小胞輸送、またはゴルジ体から

液胞への小胞輸送に関わる因子を欠損させ

た酵母では、エンドサイトーシスの抑制に

よるアドリアマイシン耐性が認められた。

したがって、エンドサイトーシスの抑制に

よるアドリアマイシン耐性獲得機構には、

小胞体からゴルジ体およびエンドソームを

経由して液胞まで蛋白質を運ぶ小胞輸送経

路が重要な役割を果たしていると考えられ

る。また、さらに詳細に検討を行ったとこ

ろ、エンドサイトーシスの抑制によって小

胞体から液胞へ運ばれると考えられる蛋白

質は、ユビキチン化修飾を受けるものであ

り、また、エンドソーム膜上で Vps27 に捕

捉されると共に、Doa4 によって脱ユビキ

チン化を受ける蛋白質である可能性が示唆

された。出芽酵母のエンドサイトーシス機

構や細胞内小胞輸送経路は、酵母からヒト

まで広く保存されていることから、本研究

結果はヒトのがん細胞におけるアドリアマ

イシン耐性獲得機構の解明にも繋がると考

えられる。小胞輸送系の異常ががんの悪性

化や化学療法抵抗性に関与することが報告

されており、がん治療の標的として注目さ

れている。本研究によって得られた知見は、

新しいアドリアマイシン感受性決定機構の

存在を示唆するだけでなく、新たながん化

学療法の開発にも貢献できるものと期待さ

れる。 
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