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研究成果の概要（和文）：(1) GGCTノックダウンによるγ-グルタミル回路構成酵素の発現に有意な変動は見い
だせなかった。(2) γ-グルタミル回路構成酵素の発現とGGCT阻害剤の感受性との間には相関は見らなかった。
(3) GGCTファミリーであるCHAC1・CHAC2・GGACTのノックダウンでは癌細胞増殖抑制を呈した。しかし、これら
は正常細胞の増殖阻害も呈し、癌治療標的分子としては不適と思われた。(4) 腎癌細胞株では、Pro-GA投与で細
胞内GSH低下を認めた。さらにはNACまたは外因性GSHにより救済効果が見られたことから、GGCT阻害による細胞
傷害は細胞内GSHの減少・活性酸素種増加によると推察された。

研究成果の概要（英文）：(1) The expression patterns of the γ-glutamyl cycle component enzyme groups
 (GGT, GCLM, GCLC, GSS, and OPLAH) were examined by GGCT knockdown, and no significant changes were 
found. (2) A comparison of the expression of enzymes constituting the γ-glutamyl cycle and 
sensitivity to the GGCT inhibitor showed no specific correlation. (3) Knockdown of CHAC1, CHAC2, and
 GGACT, which are known as the GGCT family genes, showed similar inhibition of cancer cell 
proliferation as GGCT. However,  these three genes showed growth inhibition in normal cells, 
suggesting that GGCT is still the best target molecule for cancer therapy. (4) In renal cancer cell 
lines, a decrease in intracellular glutathione was observed upon Pro-GA treatment. Furthermore, the 
rescue effect of NAC or exogenous glutathione was confirmed, suggesting that the mechanism of cell 
injury by GGCT inhibition is a decrease in intracellular glutathione followed by an increase in 
reactive oxygen species (ROS), leading to cell death.

研究分野： 泌尿器腫瘍学

キーワード： γ-グルタミルシクロトランスフェラーゼ　グルタチオン　抗癌療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
グルタチオン関連酵素からは、GGCT抗癌治療の予後予測バイオマーカーを同定することが出来なかったが、本研
究により、GGCT抗癌作用の一端を明らかにすることが出来た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
われわれは治療標的探索として膀胱癌手術標本のプロテオーム解析を行い、その結果、GGCT

（γ-glutamylcyclotransferase）が癌細胞で高発現し細胞増殖促進に関わること、また、ノッ
クダウンにより癌増殖抑制を呈することを世界で初めて報告した（Kageyama S, et al., 
Proteomics Clin Appl, 2007）。一方、正常由来細胞ではノックダウンによる増殖抑制は見られ
ないため、GGCT が有用な癌治療標的になりうると考えた。以来研究を重ね、癌における GGCT の
関与について数多くの成果報告を行ってきた（Uejima D, et al., Anticancer Res, 2011; Ohno 
Y, et al., FEBS J, 2011；Matsumura K, et al., BMC Cancer, 2016; Taniguchi K, et al., 
Am J Cancer Res, 2018、など多数）。また、GGCT 酵素活性測定試薬 LISA-101（Yoshiya T, et 
al., Org Biomol Chem 2015）や GGCT 阻害剤（Pro-GA）を開発した。さらには、担癌マウスへの
Pro-GA 腹腔内投与による癌治療効果を明らかにしてきた（Ii H, et al., ChemMedChem, 2018）。 
GGCT はグルタチオン（γ-Glu-Cys-Gly、GSH）代謝に関わるγ-グルタミル回路の酵素群の一

つで（図１）、1970 年代から酵素活性自体は知られていたが、その遺伝子座は今世紀に入りよう
やく同定された（Oakley, J Bio Chem, 2008）。GGCT はγ-Glu-アミノ酸という生体内では特異
なジペプチドを選択的に基質とする。したがって、GGCT 阻害の影響はグルタチオン周辺の代謝
経路に強く影響を及ぼすことは想像に難くない。グルタチオンは癌細胞の耐ストレス能や薬剤
耐性に関わることがすでに知られているが、この経路を主たる標的とした治療応用は未だ存在
しない。 

われわれはこれまでに
GGCT ノックダウン PC3 細
胞のメタボローム解析を
行ってきた。そこではグル
タチオンの減少とともに
その構成アミノ酸である
システインが著減した。ま
た、システインに代謝され
る得るセリン・メチオニン
や中間代謝物も著しく減
少していた。この結果は
GGCT 阻害によるグルタチ

オン関連代謝の強い変動が細胞増殖抑制発現へのトリガーとなっている可能性を示唆している。
以上より、GGCT 阻害を受けた癌細胞ではグルタチオンおよび周辺代謝物がどのように変動して
いるのか、また、そこに関与する分子は何か、との疑問に至った。 
GGCT は抗癌分子標的としての探索の歴史が浅く、新規性の高い標的である。有害事象の面で

は siRNA の局所・全身投与、Pro-GA の腹腔内投与など in vivo 実験での異常は認めていない
（Hama S, et al., Cancer Gene Ther, 2012; Ran R, J Pharm Sci, 2014;  Ii H, et al., 
ChemMedChem, 2018）。また、GGCT はグルタチオン周辺酵素の中で唯一欠損症が報告されていな
い遺伝子である。正常細胞では GGCT の機能を阻害しても正常組織の機能は保たれるようである。
既存の薬剤では癌特有の代謝変動に作用機序を持つ分子標的薬は少ない。「がんに特有な代謝の
阻害薬」の創製は既存の作用機序にはない独創性を有しており、従来薬との併用治療としても有
用であろうと想像される。 
 
２．研究の目的 
本研究では GGCT 阻害による細胞内のグルタチオン周辺代謝の変化を網羅的に解析する。この

ことは安全な GGCT 標的抗癌治療の開発や効果予測バイオマーカーの探索において必須の研究で
あり、臨床応用への早期実現に向けた重要なステップである。 
 
３．研究の方法 
（1） Pro-GA 投与細胞におけるメタボローム解析 

前立腺癌細胞株 PC3 に Pro-GA を投与し、①非投与（対照）、②投与 6 時間後、③投与 12 時
間後、④投与 24 時間後、のグルタチオン周辺代謝物を測定した。メタボローム測定はヒュー
マン・メタボローム・テクノロジーズ株式会社（山形県鶴岡市）に委託した（Basic Scan）。 
 

（2） GGCT ノックダウン細胞におけるトランスクリプトーム解析 
HeLa、MCF7、PC3 および T24 の 4 種の癌細胞株を試料として、GGCT ノックダウンによるγ

-グルタミル回路構成酵素遺伝子の mRNA を定量的 PCR で測定した。 
 

（3） Pro-GA による細胞増殖抑制効果と GGCT 周辺酵素の発現程度の比較 
Pro-GA の効果予測指標を探索する目的で、各種細胞の IC50 と GGCT 周辺酵素発現の比較を

行った。IC50 はすでに当研究室でこれまでに取得していたデータを用いた。細胞株ごとの GGCT

図１ γ-グルタミル回
路 
（Kageyama S, et al., Int J Mol 

Sci, 2018） 



周辺酵素の発現レベルは福島医大トランスレーショナルリサーチ機構（福島県福島市）が保有
するがん細胞株 RNA 発現結果データベースを使用した。 
 

（4） GGCT ファミリー酵素（CHAC1、CHAC2、GGACT）ノックダウンによる細胞増殖抑制効果の検討 
近年、GGCT には類縁タンパク質が知られてきている。CHAC1 と CHAC2 は”glutathione 

specific GGCT”とも定義されており、グルタチオンを 5-オキソプロリンと Cys-Gly に分解す
る。GGACT（γ-glutamylalanine cyclotransferase）は、γ-グルタミルリジンを 5-オキソプ
ロリンとリジンに分解する。いずれの酵素も細胞増殖に関する知見は少ない。 
基質・産物が類似するこれらの酵素をノックダウンすることで、GGCT と同様に細胞増殖を抑

制するか否かを検討した。siCHAC1、siCHAC2 および siGGACT は QIAGEN 社（ドイツ）より購入
した。細胞増殖アッセイは WST-8（同仁化学研究所、Cell Counting Kit-8）を用いた。 
 

（5） Pro-GA 投与腎癌細胞株でのグルタチオン測定 
腎癌細胞株 SW839 および VMRC-RCW を試料とした。まずは抗 GGCT 抗体（6.1E 抗体、コスモバ

イオ）を用いてウエスタンブロットでこれらの細胞が GGCT 発現陽性であることを確認した（デ
ータ非表示）。つぎに Pro-GA の IC50 を測定した。つづいて、GSH-Glo Glutathione Assay（プ
ロメガ社）を用いて、Pro-GA 処理によるグルタチオンの変動を確認した。最後に Pro-GA と併
用して活性酸素種（ROS）の還元剤とされている N-アセチルシステイン（NAC）およびグルタチ
オンを投与し、これらによる Pro-GA 効果の救済の有無を確認した。本研究でも細胞増殖アッ
セイは WST-8 を用いた。 

 
４．研究成果 
（1） Pro-GA 投与細胞におけるメタボローム解析 

PC3 細胞における①非投与（対照）、②投与 6時間後、③投与 12 時間後、④投与 24 時間後の
メタボロームを測定した。GGCT が基質とするγ-グルタミルジペプチド（γ-Glu-AA）はγ-グ
ルタミル回路内のγ-Glu-Cys も含めて複数のγ-Glu-AA（図中の青色背景部）が蓄積しており、
このことから GGCT が Pro-GA により効率よく阻害されていることが確認できた。（図２） 

しかしながら、γ-グルタミル回路
のその他の代謝物については、多少
の変動を認めるものの、有意な変動
は認められなかった。このことは、
われわれが以前に行っていた PC3 細
胞への GGCT ノックダウンによるメタ
ボローム解析の結果とは一致しない
ものであった。ノックダウンと Pro-
GA 投与とでは代謝変動が見られる経
過時間が異なるものと考えられた。 
 
 

図２ Pro-GA 投与 PC3 細胞における代謝物の経時的変化． 
 

（2） GGCT ノックダウン細胞におけるトランスクリプトーム解析 
ネガティブコントロール siRNA（AllStars 

Negative control siRNA（QIAGEN））をトラン
スフェクションした各細胞のトランスクリプ
トを１とした時の相対値で表した（図３）。 
すべての細胞でGGCTはきわめて低値を示し

ており、GGCT ノックダウンの効率は高いこと
が確認された。OPLAH ではやや発現低下、GCLC
では発現増加がみられるものの、軽度にとど
まった。GGT、GCLM、GSS ではすべての細胞に
一致する変動傾向は得られなかった。 
 

図３ GGCT ノックダウンによるγ-グルタミル 
酵素の遺伝子発現の変動． 
 
（3） Pro-GA の細胞増殖抑制効果と GGCT 周辺酵素の発現程度の比較 

当研究室で保有している多数のがん細胞株 IC50 値とグルタチオン周辺酵素との相関を比較
した。細胞株は IC50 値の順に掲示した。各細胞における各酵素の遺伝子発現（mRNA 発現）は、
データベース上で定性的に示されており（高、中、低発現）、それらを図示した。（図４） 
Pro-GA の IC50 値との一定の相関は得られず、GGCT を含む各酵素の発現程度が Pro-GA の効

果予測バイオマーカーとはなり得なかった。 



図４ IC50 値とグ
ルタチオン周辺酵素
発現との相関． 
赤：高発現、緑：中
等度、青：低発現、
n/a = not available 
data．  
 
 
 
 
 
 

 
(4)  GGCT ファミリー酵素ノックダウンによる細胞増殖抑制効果の検討 

MCF7、PC3 細胞において、CHAC1、CHAC2、GGACT のノックダウンによる細胞増殖抑制が認めら
れ、その程度は GGCT ノックダウンと同等であった（図５）。これらの遺伝子発現阻害が細胞増
殖を有意に抑制することがわかった。 

 
図５ MCF7 および PC3 細
胞における GGCT ファミリ
ー遺伝子のノックダウン 
 
 
 
 
 

続いて、正常組織由来細胞 NHDF において CHAC1, CHAC2, GGACT のノックダウンで増殖抑制
を呈するかを検証した。NHDF（normal dermal fibroblast, LONZA 社製）を試料として、siGGCT・
siCHAC1・siCHAC2・siGGACT をトランスフェクションした。トランスフェクション後、経時的
（Day 1, 3, 4, 5, 6）に WST-8 アッセイを行い、細胞数を測定した。図６に Day5 における細
胞数相対比を示す。無処置細胞（図中 Par）を 1とした時の相対値を示した。GGCT ファミリー
酵素群 CHAC1、CHAC2、GGACT は癌細胞のみならず、正常細胞でも増殖抑制を呈すため、癌特異
的な増殖阻害を求めるには、やはり GGCT を標的とすることが適していると思われた。 

 
 
図６ 正常組織由来細胞 NHDF での CHAC1, 

CHAC2, GGACTノックダウン後の相対細胞数（Day5） 
 
 
 
 
 
 

(5)  Pro-GA 投与腎癌細胞株でのグルタチオン測定 
SW839 および VMRC-RCW 細胞において Pro-GA は濃度依存性に細胞増殖を抑制した。その

IC50 はそれぞれ 136μM、196μM であった。（図７） 
 

図７ Pro-GA 投与 48hr 後の
細胞数． 
 
 
 
 
 
 

 
SW839 および VMRC-RCW 細胞にそれぞれ、100～225μMの Pro-GA を処理し、6時間後にグル

細胞株名 IC50(uM) GGCT GGT OPLAH GS GCLC GCLM 細胞株名 IC50(uM) GGCT GGT OPLAH GS GCLC GCLM
NCI-H1437 58.4 n/a n/a BxPC-3 135.4 n/a n/a
UM-UC-3 63.3 n/a n/a HT-29 143.2 n/a n/a
ACHN 65.5 n/a n/a MG-63 145.7 n/a n/a
PC3 74.0 n/a n/a MIA PaCa-2 148.1 n/a n/a
EBC-1 77.9 n/a n/a SW 1088 149.6 n/a n/a
U-2 OS 78.9 n/a n/a HeLa 151.8 n/a n/a n/a
SW837 81.7 n/a n/a H4 154.4 n/a n/a
SW 1990 84.2 n/a n/a NCI-H1299 162.0 n/a n/a
NCI-H1573 88.6 n/a n/a MCF7 165.0 n/a n/a
VMRC-RCW 99.00 n/a n/a KMRC-1 174.5 n/a n/a
U-87 MG 100.3 n/a n/a Caki-1 177.5 n/a n/a
T98G 102.6 n/a n/a LoVo 180.5 n/a n/a
PANC-1 113.9 n/a n/a TCCSUP 180.5 n/a n/a
DU145 114.2 n/a n/a A-172 184.2 n/a n/a
LNCap.FGC 115.3 n/a n/a 5637 194.5 n/a n/a
HCT 116 116.9 n/a n/a RERF-LC-Ad2 198.1 n/a n/a
MDA-MB-231 121.2 n/a n/a A498 >200 n/a n/a
A-549 123.6 n/a n/a Caki-2 >200 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
HOS 127.8 n/a n/a SW1116 >200 n/a n/a
T-47D 131.5 n/a n/a AsPC-1 >200 n/a n/a



タチオンを測定したところ、両細胞ともに有意な細胞内グルタチオンの低下を認めた。（図
８） 

 
 
図８ Pro-GA 投与 6時間後

のグルタチオン定量 
 
 
 
 
 

 
次に ROS 還元剤とされている NAC およびグルタチオンを Pro-GA 処理に併用したところ、

Pro-GA による細胞増殖抑制効果がキャンセルされ、対照細胞と同等の細胞増殖に復した。（図
９）なお、Pro-GA 濃度は、SW839 細胞には 150μM、VMRC-RCW 細胞には 225μM とした。また、
NAC およびグルタチオンは 500μM を投与した。 

 
 

図９ Pro-GA に対する NAC
およびグルタチオンによる
救済実験 
（GSH = グルタチオン） 

 
 
 
 
 

 
 
まとめ 
 
① GGCT ノックダウンによるγ-グルタミル回路構成酵素群（GGT、GCLM、GCLC、GSS、OPLAH）の
発現挙動を調べたところ、GCLC は発現増加、OPLAH は発現低下の傾向を示したものの、有意な
変動は見いだせなかった。  

② γ-グルタミル回路構成酵素群の発現と GGCT 阻害剤の感受性を比較検討したところ、mRNA 発
現の程度と Pro-GA IC50 値との間には特に相関は見られず、GGCT 関連酵素の発現程度は Pro-
GA の効果予測因子とはなり得なかった。  

③ GGCT ファミリーと位置付けられている CHAC1・CHAC2 および GGACT につき、それぞれのノッ
クダウンによる効果を確認したところ、GGCT と同様の細胞増殖抑制を呈した。しかしながら、
GGCT ノックダウンでは正常由来細胞において増殖阻害を呈さないが、これら 3 遺伝子では正
常細胞の増殖阻害を呈し、癌治療標的分子としては、やはり GGCT が最適であると思われた。 

④ 腎癌細胞株では、Pro-GA 投与による細胞内グルタチオン低下を認めた。さらには NAC または
外因性グルタチオンによる救済効果を確認したことから、GGCT 阻害による細胞傷害は細胞内
グルタチオンの減少から活性酸素種（ROS）増加を経て、細胞死に至るという機序が推察され
た。 

 
以上の研究結果から、GGCT阻害治療は細胞内のGSH産生を減じることに主たる作用を持つこと、
一方、GGCT 感受性を GGCT 関連酵素群や代謝物の多寡では予測できず、効果予測バイオマーカー
を同定することが出来なかった。 
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