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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、酵母のシグナル伝達系を出力系として用いた、ヒト上皮増殖因子受容体の

解析手法を確立した。当該受容体は二量化することで自己リン酸化反応を触媒して活性状
態へと変化するが、恒常活性を有する受容体変異体と、リン酸基を認識するアダプター分
子の結合を、酵母のシグナル伝達へと変換する技術の作製に成功した。本技術を用いるこ
とで、抗癌剤のシード化合物である受容体阻害剤の簡便な評価が可能になると期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, we established a methodology to analyze function of human epidermal 
growth factor receptor (EGFR) by using yeast signal transduction as readout. EGFR is 
activated by autophosphorylation following dimerization. We succeeded in restoration 
of yeast signal transduction based on molecular interaction between constitutively 
activated EGFR and its adapter that recognizes and binds to the phosphorylated 
residue of EGFR. Our approach will provide a simple and easy tool for evaluation of 
EGFR inhibitors which are potential seed compounds for anticancer drugs. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト遺伝子産物に対する創薬シード化合物
の開発を行うためには、モデルとなる生物の
表現型を活用したスクリーニング系の構築
が重要である。出芽酵母は高等動物細胞のモ
デルとして有用であり、遺伝子操作が容易で

寒天培地・液体培地などで簡便に培養できる
ことから、遺伝子の機能解析のみならず新た
な細胞機能の制御物質探索系としても非常
に優れている。 
現在、創薬分野における抗癌剤の開発では、

上皮増殖因子(EGF)受容体（EGFR）が代表
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的な標的分子とされている。正常細胞におい
て EGFR は EGF 存在下で特異的に二量体化
され、細胞内のキナーゼドメインが接近する
ことで、互いにリン酸化を施して活性化され
る。次にリン酸化された活性型 EGFR を認識
するアダプタータンパク質 Grb2 が結合する
ことでシグナルが下流へと伝達される。一方、
恒常活性を有する EGFR は細胞の癌化を誘
導することが知られている。したがって、抗
癌剤開発に向けて、活性型 EGFR の検出技術
が不可欠であった。 
 
２．研究の目的 
 EGFR を標的とした抗癌剤の開発におい
て、最も時間と労力が必要とされている創薬
シード化合物のスクリーニング工程の高効
率化を目指し、酵母を用いた受容体活性化シ
グナルの新規検出技術を考案した。本研究で
はこれまでに構築した酵母 G タンパク質シ
グナル伝達系の制御技術を基盤として増殖
因子受容体の解析へと発展させることで、酵
母の増殖速度を生かした短期間（培養期間 3
日以内）の解析手法の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
 EGFRの 834位の１アミノ酸残基置換（Leu
→Arg）を行い、恒常活性型のEGFR（EGFRact）
を作成した。またアダプタータンパク質Grb2
と酵母のGタンパク質変異体（Gγcyto）を融合
したGrb2-Gγcytoを作成した。 

Gγcytoは野生型が有する膜結合能を欠失し
た変異体であり、単独ではGタンパク質シグ
ナルを伝達することができない。したがって、
染色体上のGγ遺伝子を破壊した酵母細胞に、
上記の２つのタンパク質を共発現させた場
合、EGFRとGrb2 が結合したときのみ、Gγcyto
が細胞膜へとリクルートされてシグナル伝
達の回復が見られる。 
 シグナル伝達の回復は、その応答の 1つで
ある酵母の接合（二倍体細胞の形成）を利用
して、接合体選択用の寒天プレート上でのコ
ロニー形成を観察すること（接合試験）によ
り評価した。 
 
４．研究成果 
 ま ず EGFR ま た は EGFRact の 全 長 と 、
Grb2-Gγcytoを発現する酵母形質転換体を創
製し、接合試験を実施したところ、シグナル
伝達の回復は全く見られなかった。 
 次に、シグナル伝達に対するEGFRの立体障
害の効果を調べるために、EGFRとGγcytoとの
融合タンパク質（EGFR-Gγcyto）を発現する
形質転換体を作製して接合試験を行った。
EGFR-Gγcyto は細胞膜に局在するが、接合試
験ではシグナル伝達の回復は見られなかっ
た。すなわち、Gγcytoと比較して十倍以上の
分子量を有するEGFRが、細胞膜近傍での、

Gγcytoの適切な空間的配置を妨げていると推
察することができる。 

そこで EGFRまたは EGFRactの細胞内ド
メインの必要部位のみを選択し、細胞膜への
局在化シグナルを付加して発現させること
で、上記の障害の回避を図った。各形質転換
体の接合試験の結果を図１に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 接合試験において、各形質転換体の 

菌体懸濁液１ｍL（OD600=1）中に 
   形成された接合体の数を示す。 
   （wtは野生型を表す） 
 
図１より明らかなように、EGFRactとGrb2- 

Gγcytoが存在する場合にのみ、シグナル伝達
が回復して接合体が形成された。この結果は、
EGFRactに存在するリン酸化残基をGrb2 が
認識することで、Gγcytoが細胞膜へとリクル
ートされたことを示している。したがって本
形質転換体を用いれば、キナーゼ活性を阻害
することを作用機序とする創薬シード化合
物の探索および評価が可能となる。本技術は
出芽酵母の増殖特性を生かした簡便な評価
系であり、EGFRを標的とした抗癌剤開発の
促進に大きく貢献するものと期待される。 
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