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研究成果の概要（和文）：近年、肥満や糖尿病は癌の発症、進展、生存に深く関わることが多くの研究から明ら
かとされている。私はグルタミン代謝の鍵分子GLS2が、ミトコンドリアに存在しαケトグルタル酸を介してTCA
サイクルを促進すると共に、グルタチオンを介して抗酸化作用を発揮することを明らかとしてきた。本研究では
Gls2ノックアウトマウスを用いて生体内におけるGLS2の生活習慣病と癌における役割を検討した。その結果、
Gls2ノックアウトマウスは高脂肪食を負荷すると肥満・高中性脂肪血症・糖尿病といったメタボリック症候群を
呈し生存曲線が有意に低下した。更にGls2ノックアウトマウスでは肝癌の進行が有意に増悪することが示され
た。

研究成果の概要（英文）：Recently, several meta analyses revealed obesity and diabetes are oncogenic 
risk factors and associated with a rise of incidence, prevalence, and the mortality of the cancer. 
In this context, I focused on the glutamine metabolism which is the main energy source for cancer 
development. And we reported that GLS2, which is the central in the conversion of glutamine to 
glutamate, is localized in the mitochondria and promotes the TCA cycle via α-ketoglutarate. On the 
other hand, at the same time, GLS2 increases production of glutathione to antagonize the reactive 
oxygen species levels. In this study, I examined the roles of GLS2 in life-style related diseases 
and cancer development in vivo using Gls2 knockout mice. We found that high fat diet Gls2 knockout 
mice showed decreased survival and presented so-called metabolic syndrome such as obesity, diabetes 
and dyslipidemia. Furthermore, we revealed that Gls2 knockout mice developed early-onset 
hepatocellular carcinoma.

研究分野： 内分泌代謝、癌とエネルギー代謝
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１．研究開始当初の背景 
日本人の糖尿病患者の死因の第一位は、長

年血管疾患だったが、現在では悪性疾患とな
り、更に糖尿病患者では特に大腸癌、肝臓癌、
膵臓癌のリスクが増加することが明らかと
されている①。更に近年、分子生物学的手法
や次世代型シークエンサーやプロテオミク
ス解析などの網羅的測定法によって癌細胞
が示す特徴的な代謝の制御機序が徐々に解
明され、p53, MYC,HIF をはじめとした様々な
転写因子ネットワークによって複雑に制御
されていることがわかってきた。 
 そのような背景の中、私は解糖系と共に癌
における主要なエネルギー源であるグルタ
ミン代謝の制御機構が依然未解明であるこ
とに着目した。そしてマイクロアレイや次世
代型シークエンサーを用いた解析から、ゲノ
ムの守護神p53がグルタミン代謝のマスター
レギュレーターである Glutaminase 2 (GLS2)
を活性化することを見出した。GLS2 は、グ
ルタミン分解の中心的役割を担っている細
胞内代謝酵素であり、グルタミンをグルタミ
ン酸に変換する。そして、p53 がミトコンド
リア遺伝子 GLS2 を介して、好気的エネルギ
ー産生を正に調整する一方で、抗酸化作用を
発揮し、更には In vitro において癌抑制的
に作用していることを報告してきた②（図 1）。 
しかしながら GLS2 を介したグルタミ

ン代謝の破綻が生体内においてどのよ
うな役割を果たしているのか、グルタ
ミン代謝は癌増殖に必応なエネルギー
源であるが p53-GLS2 は本当に癌抑制的
に作用するのか更なる検討が必要であ
った。 

 
２．研究の目的 
 これまでの In vitroにおける GLS2 の機能
解析を更に推し進め、本研究では、Gls2 ノッ
クアウトマウスの解析を通じてグルタミン
代謝を介したミトコンドリア制御の個体に
おける役割を明らかにし、細胞エネルギー恒
常性の破綻と疾患の関わりを解明すること
を目指した。ミトコンドリア障害は老化，糖
尿病，癌，神経変性，心不全など実に様々の
一般的な疾患(Common Disease)の発症と進展
に深く関わっていることが広く認められつ
つある。そこで特に生活習慣病と癌に焦点を
当て GLS2 の役割につき解析した。 

 
３．研究の方法 
Gls2 ノックアウトマウスの作成と肥満と

発癌におけるフェノタイプの解析 
 
（１）GLS2 の癌と生活習慣病における役割 -
高脂肪食負荷における肥満モデルマウスお
よび NASH-HCC モデルマウスにおける Gls2 の
発現解析- 
高脂肪食負荷によって誘導される肥満モ

デルマウスや NASH-肝癌誘発モデルである
STAM マウスを作成し肝臓や脂肪における
Gls2遺伝子の発現解析を行った。具体的STAM
作成方法として、株式会社ステリックの方法
に準じてマウス生後3日目にストレプトゾド
シン 200µgを皮下注射し 4週齢から高脂肪食
負荷した。 
 
（２）Gls2 ノックアウトマウスの作成 
ヒトとマウスでは蛋白相同性は 94%と非常

に高い。GLS2 のノックアウト作成のための遺
伝子ターゲテイングストラテジーは、イント
ロン１に gene trap vector が挿入されてお
り、exon2 以降が、翻訳されないようになっ
ている(図 2)。 
 

 
（３）Gls2 ノックアウトマウスのフェノタイ
プ解析 
体重の変化や脂肪の状態、外表奇形や癌の

発生、行動異常などを観察した。更に糖尿病
や脂質異常症の検討のため、血糖・脂質関連
の採血に加えて OGTT や ITT などの負荷試験
を行いインスリン分泌・インスリン抵抗性の
有無を調べた。加えて高脂肪食負荷や STAM
を作成し肥満や発癌を誘発し、そのフェノタ
イプを解析した。 
 
４．研究成果 
（１）高脂肪食負荷によって誘導される肥満
モデルマウスにおいて、肝臓および脂肪組織
で酸化ストレスが増加すると Gls2 の発現が
増加した。更に、肥満や糖尿病などの生活習
慣病を契機に発症にその発症に酸化ストレ
スが関与し肝癌に進行することで知られる
NASH においても肝組織で酸化ストレスの増
加とともに Gls2 の発現が増加した。ところ
が NASH 肝組織において肝癌を合併してくる
と、癌部は非癌部に比較して Gls2 の発現が
逆に低下していることが判明し、NASH におけ



る肝癌発症過程に GLS2 の発現の低下が関与
していることを示唆する結果であった。 

 
（２）構築したターゲティングベクターをエ
レクトロポレーション法によって ES 細胞へ
導入し相同組み換えES細胞を樹立した後に、
キメラマウスマウスを作成した。そして最終
的にキメラマウスと C57BL6 マウスを交配し
て、ヘテロマウスを得ることに成功した。更
にヘテロマウス同士の交配により Gls2 ノッ
クアウトマウスの取得に成功した。Gls2 ノッ
クアウトマウスは妊孕性に問題なく、メンデ
ルの法則に従って生まれることが確認され
た。 
 
（３）Gls2 ノックアウトマウスは普通食下で
は wild type に比較して体重はそれほど大き
な差はなかった。ところが 6週齢から高脂肪
食負荷にすると、ノックアウトマウスの homo
群は WTに比較して 10週齢から有意に体重増
加を示し、生存曲線が有意に低下した。更に
生化学検査および経口ブドウ糖負荷試験、イ
ンスリン負荷試験、ピルビン酸負荷試験によ
る糖代謝の評価により、高脂肪食負荷 Gls2
ノックアウトマウスは肥満に加えて、糖新
生・インスリン抵抗性・高インスリン血症を
伴う耐糖能障害、高中性脂肪血症を呈してい
た(図 2)。更に Gls2 ノックアウトマウスでは
明らかな脂肪肝を呈し、肝臓では DNA の酸化
損傷のマーカーである8OHdGが増加しており、
酸化ストレスの増加が関与していると考え
られた。 
 一方で発癌においては強制的に脂肪肝
-NASH-肝癌を誘発する NASH-HCC モデル
(STAM)の系を用いて病理学的に詳細に検討
した結果、Gls2 ノックアウトマウスでは
wild-type に比較して肝癌が有意に悪化する
ことが判明した(図 3)。 
 以上より本研究により生活習慣病、および
生活習慣病を背景とする肝癌発症において
GLS2 は重要な役割を果たしていることを明
らかとすることが出来た。糖尿病治療薬であ
るメトホルミンはインスリン抵抗性の改善
や糖新生を抑制することで抗がん作用も発
揮する。今回の検討から、グルタミン代謝の
モジュレーターである GLS2 も生活習慣病と
癌の新たな創薬標的として期待できると考
えられた。現在その詳細な機序につき更に解
析をすすめている。 
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