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研究成果の概要（和文）：LC-MSによるチオール類と酸化ストレスマーカーのオフタルミン酸の一斉測定系を確
立し、絶食時のマウスの血漿と肝臓ではグルタチオンが減少する一方で、オフタルミン酸は上昇することを明ら
かにした。本法を用いてxCT遺伝子欠損マウス由来マクロファージの解析を行った結果、この細胞は通常培養条
件下においてシステインとグルタチオンが枯渇し、酸化ストレスが高い状態にもかかわらず、数日間生存できる
ことがわかった。この結果はマクロファージがグルタチオンに依存しない細胞生存機構を有することを示唆す
る。また、一酸化窒素産生能はxCT遺伝子欠損により低下することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We established a method for simultaneous measurement of low molecular thiols
 and ophthalmic acid, which is an oxidative stress marker, and found an increase in ophthalmic acid 
level but a decrease in glutathione level in plasma and liver of fasting mice. Analyses of 
macrophages from xCT-deficient mice by using this method indicated that they were severe deficiency 
in cysteine and glutathione but could survive for several days under conditions with high oxidative 
stress. These results suggest that macrophages have unique glutathione-independent survival system. 
Meantime, nitric oxide production in xCT-deficient macrophages was significantly decreased compared 
to that in WT cells.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
細胞内に豊富に存在するレドックス分子

であるグルタチオン(GSH)は、活性酸素種の
消去や有害物質の解毒反応など多様な機能
を有する。GSH はシステイン（Cys）、グルタ
ミン酸、グリシンからグルタミルシステイ
ン合成酵素（GCS）とグルタチオン合成酵素
による 2 段階の反応によって合成されるが、
細胞内のCys量はグルタミン酸やグリシンよ
りも少ないため、律速酵素のGCS の発現量に
加えて、Cys供給量がGSH合成量を制限する。 
細胞膜上に発現するシスチン・グルタミン

酸トランスポーターxCT はグルタミン酸を細
胞外に放出し、代わりにシスチン（酸化型
Cys）を細胞内に取り込み、Cys 供給経路とし
て機能する。xCT は、健常個体では脳・胸腺・
脾臓など限られた組織において恒常的に発
現している。xCT 遺伝子欠損（xCTKO）マウス
はシスチン/システイン比を指標とした血漿
のレドックスバランスが酸化に傾ているが、
正常に発育することから、xCT は生存に必須
ではない。しかし、xCTKO マウス由来の胚性
線維芽細胞は、培養条件下ではシスチンを取
り込むことができないためGSH合成ができず、
GSH が枯渇して死滅する。近年、培養系にお
いてxCT阻害により引き起こされる細胞死は、
脂質過酸化物の蓄積を特徴とし、鉄依存的な
非アポトーシス性細胞死であることから、
ferroptosis と名付けられた。 
がんにおいてGSHは抗酸化ならびに薬剤や

放射線抵抗性に関わり、がん治療の標的の一
つともなるため、xCT をはじめとする Cys 供
給系との関連で研究されている。最近、脳腫
瘍・肺がん・大腸がんをはじめとする種々の
がん細胞では xCT が高発現し、悪性化に関与
するすることが報告されており、xCT の阻害
剤を用いることで、がん細胞の増殖や腫瘍成
長が抑制されることが実際に観察されてい
る。 

 
２．研究の目的 
以上の先行研究によりxCT-GSH系を標的分

子とする抗がん剤の開発が進められている
が、xCT 阻害による細胞死やがん細胞の成長
抑制機構は十分に解明されていないため、本
研究は、xCTKO マウス由来の細胞とマウスを
用いて、xCT 欠損に伴うグルタチオン枯渇に
よるferroptosis経路を明らかにし、さらに、
腫瘍の形成と成長におけるxCTの果たす役割
を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）GSH 合成においてシステインの供給が
不足した場合、Cys に代わって 2-アミノ酪酸
（2AB）が GSH 合成系に使用され、オフタル
ミン酸（OPT）を生じることが知られおり、
細胞のGSH枯渇のバイオマーカーとなること
が報告されている。そこで、高速液体グロマ
トグラフィー-質量分析計（LC-MS）による Cys
や GSH などのチオール類と OPTの一斉測定系

を確立し、絶食時での血漿と肝臓中の Cys や
GSH、OPT の変動を調べた。 
 
（２）xCT の阻害や欠損で引き起こされる
ferroptosis を解明する目的で、野生型（WT）
と xCTKOマウス腹腔マクロファージの培養系
における性質を比較し、xCTKO マクロファー
ジの特徴づけを行った。 
 
４．研究成果 
（１）申請者らは LC-MS を用いて低分子チオ
ール類(Cys と GSH)と GSH 枯渇のバイオマー
カーであるOPTの一斉測定法を確立すること
に成功した。本法を用いた検討により、絶食
時のマウスでは血漿と肝臓中の Cysと GSH が
減少する一方で、OPT は上昇することを明ら
かにした（Kobayashi et al, Biochem Biophys 
Res Commun, 2017）。最近になって、OPT 合成
に使用される2ABはメチオン代謝と連動した
Cys 合成系（トランススルフレーション経路）
の副産物として産生される 2-オキソ酪酸
（2OB）にアミノ基転移反応により生じるこ
とが報告された。そこで、トランススルフレ
ーション経路の酵素の一つであるシスタチ
オニン--リアーゼ（CSE）の阻害剤を処理し
た所、絶食によりさらにGSH量が減少したが、
OPT 量の増加は抑制された。その後の検討で
GCSへの 2ABの親和性はCysよりも約5倍程
度低いことが分かり、絶食時にはトランスス
ルフレーション経路を介して大量の2ABが合
成されることが予想された。また、6 時間の
絶食後に栄養素として 5%グルコースを飲水
投与すると、絶食による GSH 量の減少が抑え
られ、OPT 上昇も抑制されたことから、アミ
ノ酸代謝に伴う 2OB/2AB の生成が OPT合成亢
進に関与することが確認された。これらのこ
とからトランススルフレーション経路によ
り合成されたCysは絶食下では糖新生に利用
されて不足するため GSH 量は減少するが、副
産物おして生じた2OBはアミノ基転移されて
2AB となり OPT 合成に利用されると考えられ
た。 
 OPT に加えて、肝障害患者の血清中のグ
ルタミルペプチド類は健常者よりも高く、こ
れらのグルタミルペプチド類の合成に GSH
合成系が関与することが示唆されているた
め、LC-MS での測定系を改良し OPT を含めた
血漿・組織中に存在するグルタミルペプチ
ド類の測定系を確立した。マウス組織中の
グルタミルペプチド類を測定した結果、生体
内において多様なグルタミルペプチドが
生成されており、それらの合成には、GCS だ
けでなくグルタミルトランスフェラーゼ
が関与し、Cys の供給や臓器の状態に大きく
依存することが分かったきた（未発表デー
タ）。この結果は GSH 枯渇による ferroptosis
過程では細胞内では OPT も含めた多様なグ
ルタミルペプチド類が合成される可能性を
示唆する。ほとんどのグルタミルペプチド
類の生理機能は未知であるため、さらなる研



究が必要である。 
 
（２）xCTKO マウス腹腔内から分離したマク
ロファージの培養系における性質の特徴付
けを行った結果、xCTKO マクロファージは培
養 24 時間目で細胞内の Cys と GSH が著しく
減少するにも関わらず、WTマクロファージと
同様に数日間培養環境下で生存できること
が明らかになった（Kobayashi et al, Nitric 
Oxide, 2018）。xCTKO マクロファージは WT に
比べて細菌性リポ多糖（LPS）刺激よる細胞
内活性酸素レベルが著しく高くなり、活性酸
素産生試薬であるメナジオンに対して脆弱
であった。中性アミノ酸トランスポーターを
介して細胞内にCysを供給することに働く2-
メルカプトエタノール（2ME）は xCTKO マク
ロファージ細胞内の Cys量と GSH量を増大さ
せ、LPS 刺激性活性酸素レベルを減少させた。
さらに、WT と xCTKO マクロファージの間に有
意な差のある抗酸化/レドックス関連酵素は
検出されなかった。これらの結果は、予想に
反して、xCTKO マクロファージは GSH 枯渇下
でも ferroptosis を回避し、生存を可能にす
る機構を有することを示唆した。 
 また、マクロファージの一酸化窒素（NO）
産生能を培地中に蓄積した亜硝酸量として
調べると、WTよりも xCTKO マクロファージの
方が有意に低いことが明らかになった。しか
し、誘導型 NO 合成酵素のタンパク発現量と
NO 合成の前駆物質であるアルギニンの取り
込み活性には WT と xCTKO マクロファージの
間に差を認めなかった。2ME を添加し、細胞
内の GSH量を回復させると NO産生能は WTと
同程度まで回復したことから、細胞内のレド
ックス能が NO 産生を部分的に制御する可能
性が考えられた。 
 マクロファージのGSH枯渇下での細胞生存
を可能にする機構を解明のためプロテオミ
クス解析を行った。その結果、xCTKO マクロ
ファージにおいて発現が高いタンパク質因
子をいくつか同定することに成功した。現在、
特異的抗体を用いたイムノブロットと定量
的PCRによる精密な解析を進め、これらxCTKO
マクロファージで発現が高い遺伝子が細胞
生存にどのように寄与するかをマウスマク
ロファージ様株細胞を使用し、検討を行なっ
ている。 
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