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研究成果の概要（和文）： アミノ酸や糖といった生体内の小分子の濃度調節に関わるトランス

ポーターについては、多種類が存在する上に基質選択性の幅が広く、選択的な阻害剤が不足し

ていることから、その機能解析が容易ではなかった。本研究では神経伝達における重要な小分

子の移動とその制御機構の面から生命現象の理解に迫ることを目標とし、中性アミノ酸トラン

スポーター(ASCT2)とグルタミン酸-シスチン交換体 (xCT) について阻害剤を合成した。 

 
研究成果の概要（英文）：Extracellular concentrations of amino acids and sugars are 
regulated by transporters. In order to elucidate physiological roles in neurotransmission 
system and substrate recognition mechanisms of these transporters, we synthesized 
selective inhibitors for neutral amino acid transporter (ASCT2) and glutamate-cyctine 
exchanger (xCT). 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学•生物分子科学 
キーワード：(1)   グルタミン  (2)  トランスポーター (3) 阻害剤 (4)   グリア細胞    

      (5)   立体配座固定 （6） グルタミン酸        

 
１．研究開始当初の背景 
 
細胞は生存に必須な物質を取り込み、不要な
物質を排出することで恒常性を保っている。
細胞膜で隔てられた外界と細胞内との間の
物質移動は、多くの場合トランスポーターが
担い、分子の認識と濃度調節を行っている。

薬剤排出に関するトランスポーターは薬剤
耐性克服という実用的な観点から研究が進
められてきたが、アミノ酸や糖といった生体
内の小分子の濃度調節に関わるトランスポ
ーターについては、多種類のものが存在する
上に基質選択性の幅が広く解析が容易では
なかった。しかも選択的な阻害剤が不足して



 いることから研究が遅れている。しかし、エ
ネルギー源や窒素/炭素源の取込・生理活性
物質の産生調整・神経伝達物質の濃度調整な
ど生命現象の本質に関わる機構であること
から、トランスポーターの機能や輸送機構の
解明は今後の生命科学の重要な課題になる
と考えられる。 

（１）ASCT 阻害剤の合成 
 
グルタミンは、核酸やアミノ酸の窒素源と

なるばかりではなく、エネルギー代謝(TCA 回
路)への基質にもなっており、生体内でもっ
とも豊富に存在するアミノ酸の一つである。 
複数のトランスポーターシステ(system N, A, 
ASC(ATBo), L, bo,+, y+L)が広範囲に発現し、
また各々のトランスポーターは幅広い基質
選択性をもち、Gln だけでなく他の中性アミ
ノ酸も取り込む。我々はグルタミントランス
ポーターの中で、ASCT2 (Alanine-Serine- 
Cystein transporter 2)にまず焦点をあてて進め
た。ASCT2 はグルタミンだけでなく、アラニ
ン、セリン、システインといった小型の中性
アミノ酸を輸送する。胎児脳や脳腫瘍、脳損
傷後に出現する反応性グリアに多く発現し
ていることから、活動が活発なこれらの細胞
のアミノ酸供給を担っていると思われる。 

 
２．研究の目的 
 
 記憶や学習といった脳の高次機能を司る
興奮性神経伝達においても、トランスポータ
ーは重要な役割を占めている。代表的な興奮
性神経伝達物質であるグルタミン酸は、伝達
の役割を終えた後は速やかに周囲の細胞に
取り込まれてシナプス間隙から除かれ、グル
タミンに変換されて神経細胞に逆移送され
る。この一連のグルタミン酸ならびにグルタ
ミンの輸送には両分子に対する数種のトラ
ンスポーターが重要な役割を担っている。神
経系にはトランスポーターのみならず受容
体や酵素も数多く存在するので、トランスポ
ーターの生理的役割を解明するためには、各
トランスポーターに選択的に作用する分子
や特異的に阻害する分子が不可欠である。 
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 本研究ではグルタミントランスポーター
に注目し、選択的阻害剤を創製することで、
トランスポーターの生理的役割を明らかに
することを目的とする。グルタミントランス
ポーターはグリア細胞から神経細胞へグル
タミンを受け渡すことにより、神経伝達物質
であるグルタミン酸リサイクルの一環を担
っている。グルタミン輸送の詳細と制御の機
構にはまだ不明な部分が多いが、グルタミン
の輸送効率が神経伝達物質（グルタミン酸・
GABA）量の決定に大きな影響を与えることは
十分に考えられる。またアラニンやセリンが
細胞内外の濃度に応じてグルタミンと交換
されていることが示唆されており、グルタミ
ントランスポーターはグルタミンだけでな
く、多種類のアミノ酸濃度の恒常性維持を担
っている可能性がある。 

 
①評価系の構築 
 
初めに、ASCT2 の評価系構築のために、

ASCT2が発現しているとされる脳腫瘍由来 C6
細胞株について[3H]Gln の取込能と種々のア
ミノ酸による阻害の選択性を調べた。 
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[3H]Gln 取込の約 80％がナトリウムイオン

依存性であった。また約 25％が大型アミノ酸
を輸送する System L の阻害剤である BCH で
阻害された。グルタミントランスポーターの
うち、System N, A は pH6 では輸送が阻害さ
れることが知られているが、C6 細胞における
輸送では BCH非感受性取り込みが残っており、

 
３．研究の方法 
 各種アミノ酸誘導体を設計・合成し、その
[3H]Gln, [14C]Glu の脳腫瘍由来 C6 細胞株へ
の取込阻害能を測定した。 
 
４．研究成果 



この成分は ASCT2基質とされる各種のアミノ
酸で阻害されるため、C6 細胞のグルタミン取
込の主要経路が ASCT2由来であることを確認
した。 
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同様に肝腫瘍由来 SK-Hep1 細胞についても

調べたが、他の取込システムの関与が示唆され、
C6 細胞の方が評価系として適していることが明
らかになった。 

 
 ASCT2 タンパクと高い相同性をもつグ
ルタミン酸トランスポーター(EAAT)の阻
害剤である TBOA (threo-beta-benzyloxy 
aspartate)のアミド体は、残念ながら期待
された阻害を示さなかった。一方、グルタ
ミンの立体配座を固定した類縁体である
CCG-amide のうち、folded form をもつ
CCG-III に強い阻害が見られた。トランス
ポーターが特定の配座を認識していること
がわかる。アミド部の置換体やアミドの位
置をずらしたオルニチン誘導体はいずれも
活 性 を 示 さ な か っ た 。 そ こ で 次 に
CCG-III-amide について詳しく調べた。 

 

[3H]Gln Uptake Inhibition
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また、強制発現系についても検討したが、細

胞自身が持つ内因性の取込が高いので、発現
させるホスト細胞のさらなる検討が必要である。
今後、他のシステムとの比較のためには、リポソ
ームに再構成させるなどの手法も有用であると
思われる。 

 
③CCG-III-amide の活性 
 
 ASCT2 はグルタミンだけでなく、アラ
ニンやセリンも輸送する。CCG-III-amide
のアミド部の関与を調べるため、末端の官
能基の影響を調べた。  

②グルタミン誘導体の合成とスクリーニング 
 

グルタミン誘導体を合成し、C6 細胞への
[3H]Gln 取込阻害を測定した。 
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CCG-III-amide の[3H]Gln はアスパラギン
とほぼ同等 (IC50=295 μM)の強い活性をもつ
ことがわかった。アミドを CH2OH や CH2NH2に
変えると活性は無くなり、アミド部が重要で
あることがわかった。 
 CCG-III-amide はグルタミンの炭素鎖だけ
ではなく、アミノ酸部位の回転も抑制されて
いると考えられる。そこで CCG-III-amide の
アミノ酸部位もさらに固定した二環性の誘
導体を合成することを計画した。また、我々
は、トランスポーター阻害剤に嵩高い置換基
を導入することで、その阻害作用が増強され
ることを経験しているので、三員環上に置換
基を導入することにした。 
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 二環性誘導体(MOM-MPDC-amide)は、対応す
るカルボン酸と比べると、若干阻害が見
られ、構造を認識していることは示唆さ
れたが、阻害活性は弱いもので、今後の
研究には不適当と判断した。今後は相同
性の高いバクテリアのグルタミン酸トラン
スポーター（Glutph）-TBOA の結晶構造から構
築した ASCT2 モデルを用いて、以前に阻害活
性をもつ CCG-Ⅲamideの置換基の位置や種類
の最適化を行う。 
 
（2）グルタミン酸-シスチン交換体（xCT）
阻害剤の合成と活性評価 
 

ASCT2 は細胞外の基質を取り込み、代
わりに細胞内の基質を排出するヘテロエク
スチェンジという機構で機能する。一方、
EAAT は細胞外の基質を取り込んだ後、カ
リウムイオンを排出することで細胞内基質
を輸送することなく元の状態へ戻るサイク
ルが優勢である（一部はへテロエクスチェ

ンジも起こす）。ヘテロエクスチェンジの機
構を調べるために、同様にヘテロエクスチ
ェンジでグルタミン酸とシスチンを交換す
る xCT に注目し、その阻害剤合成を行い、
分子プローブ化を進めている。 
 シスチン-グルタミン酸交換体(xCT)はグ
リア内にシスチンを取込むトランスポータ
ーで、このシスチンを原料にして合成したグ
ルタチオンを神経に供給することで、グリア
は酸化ストレスから神経を保護するととも
に、グルタミン酸を放出して、周囲の神経の
働きに影響を与えると考えられている。しか
しこのトランスポーターには特異的な阻害
剤がない。4-Carboxyphenylglycine (4-CPG)
が阻害剤であることが知られており、4-CPG
を投与したときに脳腫瘍が縮小することが
報告されているが、この化合物は代謝調節型
グルタミン酸受容体(mGluRs)のアンタゴニ
ストとしてはたらくため、作用が xCT 阻害に
依るものか mGluR阻害に依るものかは不明で
ある。トランスポーターにおける基質認識機
構を明らかにするとともに、グルタミン酸受
容体や他のトランスポーターに作用しない
xCT 特異的阻害剤の合成を目指した。 
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以外のＡＡ

抗がん剤の解毒

ＬＡＴ

ＡＴＢ０

ＡＳＣＴ２

ｘＣＴ
Glu

Cys2 Cys
GSH

Gln

Gln,Ala,Ser,Cys
疎水性ＡＡ

Glu,Asp,Cys2
以外のＡＡ

抗がん剤の解毒  

 まずアッセイ系を検討した。xCT は生理的
条件では細胞内のグルタミン酸濃度が高い
ために、グルタミン酸を放出してシスチンを
取り込むエクスチェンジャー（交換体）とし
てはたらくが、細胞外グルタミン酸濃度が高
い場合には、グルタミン酸も取り込むことが
できる。放射性標識シスチン取り込みで調べ
る従来の方法では、シスチンが分解したシス
テインによるバックグランドが高くなる可
能性があったため、[14C]グルタミン酸の取込
阻害により、阻害剤を評価することにした。
脳腫瘍由来 C6 細胞のグルタミン酸取込の基
質選択性や阻害剤への応答を調べたところ、
Na+非依存性取込はほぼ xCT に由来すると考
えられた（Na+依存性取込は EAAT に依る）。さ
らに diethyl maleate (DEM)のような親電子
剤で誘導でき、細胞内の酸化還元に関連して
いることがわかった。 
 阻害剤のデザインはシスチンを基にした。
シスチンの S-S 結合は不安定であるため、こ
れを C-C に置換した diaminosuberic acid 
(DAS)を合成した。DAS 自身は DEM 処理 C6 細
胞への Na＋非依存性グルタミン酸取込を阻害
しなかったが、片方のアミノ基を保護した



DAS 誘導体に強い取込阻害活性を見出した。
阻害活性はアミノ基上の置換基のかさ高さ
や疎水性により影響を受けた。また、DAS よ
りも炭素鎖が一つ短い diaminopimelic acid 
(DAP)誘導体も合成したところ、DAP 誘導体に
も同等の xCT 阻害活性が見られた。今後は、
これら化合物のグルタミン酸受容体や他の
トランスポーターへの作用を調べていく予
定である。 
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