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研究成果の概要（和文）：本期間中に行った研究とその成果は次の通りである。1)新規フェロトーシス抑制遺伝
子のCNDP2を欠損するマウスをゲノム編集を用いて樹立した。CNDP2欠損マウスは、アセトアミノフェン誘導性肝
障害に脆弱であり、生化学的および組織学的解析によってより重篤な肝障害と腎障害が認められた。2)フェロト
ーシス細胞を直接判定する方法の開発のため、既存の脂質過酸化反応マーカーである4-HNE認識抗体よりも特異
性の高いフェロトーシス細胞認識ラットモノクローナル抗体の作出に成功した。3)食品等からフェロトーシスを
制御する食品由来成分の探索を行った所、ニンニクおよび黄柏抽出物にフェロトーシスを抑制する効果を見出し
た。

研究成果の概要（英文）：The research conducted during this period and its results are as follow. 1)
To investigate the physiological function of CNDP2, a novel ferroptosis-suppressing gene found in 
previous study, CNDP2-deficient mice were established by genome editing. The CNDP2-deficient mice 
are more vulnerable to acetaminophen-induced liver injury than wild-type mice. Biochemical and 
histological analysis showed liver damage and renal damage are more severe in CNDP2-deficient mice. 
2) We have developed a method for directly determining ferroptotic cells and succeeded in producing 
a rat monoclonal antibody that recognizes ferroptotic cells with higher specificity than the 
existing antibody that recognize lipid peroxidation marker 4-HNE. 3) We searched for food-derived 
ingredients that control ferroptosis and found that garlic and Phellodendron amurense extract had 
the effect of suppressing ferroptosis. 

研究分野：生化学、食品栄養科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により樹立したCNDP2欠損マウスを用いて解析を行うことで、グルタチオンの分解を介したシステイン再
利用経路の生理機能を解明することは、抗がん剤耐性を持つ癌を標的とした新たな治療薬の開発にもつながると
考えている。また、本研究により作出したフェロトーシス認識ラットモノクローナル抗体は、フェロトーシスの
分子機構や各種の病態におけるフェロトーシスの関与を解明するツールとして有用であると考えられる。

※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。
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１． 研究開始当初の背景 
 細胞は内因性および外因性に生じる活性酸素種（ROS）に常に曝されているが、各種抗酸化物
質と抗酸化酵素が協調的に作用することで酸化還元恒常性（レドックスホメオスタシス）が保た
れ、健康な状態を維持している。過剰な ROSは酸化ストレスの亢進をもたらし、癌をはじめと
した種々の疾患に関わると考えられている。グルタミン酸、システイン（Cys）、グリシンの 3種
類のアミノ酸から成るグルタチオン（GSH）は抗酸化や GSH抱合による解毒をはじめとする細
胞の機能維持に必須の役割を果たす。GSHは、細胞質において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（GSS）が触媒する二段階の反応により生合成される。一方
で、細胞膜上に発現するグルタミルトランスフェラーゼ（GGT）は GSH分解に関わり、GSH
のグルタミル基を他のアミノ酸やペプチドに転移する反応を触媒する。さらに、GGTの作用に
より生じるシステイニルグリシン（Cys-Gly）や多様な種類のグルタミルペプチド類（Glu-Pep）
は、構成アミノ酸まで分解される。GSH の合成における律速酵素はGCS であるが、細胞内の
Cys 存在量は他の GSH の構成アミノ酸より少ないため、GSH 合成の制限要因となる。ほとん
どの培養細胞は細胞外のCys酸化二量体のシスチンを特異的輸送体の xCTを介して取り込むこ
とで Cys量を維持すると考えられている。したがって、培養環境下では xCTが機能しないと細
胞は生存できず、鉄イオン依存性細胞死・フェロトーシスが引き起こされる。フェロトーシスで
は細胞内に過酸化脂質が蓄積するため、その還元解毒を担うグルタチオンペルオキシダーゼ 4
（GPX4）が酸化ストレス障害からの防御にとって極めて重要である。GPX4欠損マウスは腎臓
に障害が起こるが、過酸化脂質をはじめとする体内の老廃物が腎臓に集積することが一つの要
因と考えられる。 
 申請者は最近、xCT 欠損マウスのマクロファージが培養下でほぼ正常に生存することを発見
し、プロテオミクス解析により、Cys-Glyを特異的に切断する Cytosolic non-specific dipeptidase 
2 (CNDP2)が高発現することを見出した。細胞外の GSHそのものは細胞に取り込まれないが、
GGTによってグルタミル基が切除された Cys-Glyになると取り込まれ、CNDP2によってアミ
ノ酸にまで分解され、生成した Cysが GSH合成に再利用されると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、GSH枯渇により引き起こされるフェロトーシスに焦点を当て、細胞内のアミノ
酸再利用系として機能する CNDP2の生理機能の解明を目指し、CNDP2欠損マウスおよびその
マウス由来細胞を用いた解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) CNDP2の生理機能を解明するため、xCT欠損（xCTKO）マウス由来マクロファージおよ
びマウス肝臓がん由来株細胞 Hepa1-6を用いた生化学および酵素学的な検討に加え、ゲノム編
集を用いて CNDP2 欠損マウスを樹立し、アセトアミノフェン誘導性肝障害モデルにおける病
態の解析を行った。 
 
(2)フェロトーシス細胞を直接的に判定する方法の確立を目指し、フェロトーシス細胞認識ラッ
トモノクローナル抗体を作出し、各種フェロトーシス刺激での特異性の解析と共に既存の脂質
過酸化反応マーカーの 4-ヒドロキシノネナール（4-HNE）抗体との比較を行った。 
 
(3) フェロトーシスは癌や神経変性疾患、炎症などといった種々の疾患に関与し、フェロトス
タチン-1やエダラボンとともにビタミン Eのような脂溶性の抗酸化物質はフェロトーシスを抑
制することが知られている。フェロトーシスを制御する食品由来の成分は、フェロトーシスに関
連する疾患の予防への利用が期待されているため、食品等からフェロトーシスを制御する成分
の探索を行なった。 
 
４．研究成果 
  (1) 先行研究においてxCTKOマウス由来マクロファージのプロテオミクス解析において高発
現することが明らかになった CNDP2が Cys-Gly分解活性を有するかどうかを CNDP2精製酵
素および培養細胞ホモジェネートを用いた検討を行なった。その結果、CNDP2は二価金属イオ
ンとりわけ Mn2+依存的に Cys-Gly を分解することを確認した。また、xCTKO および野生型
（WT）マウス由来マクロファージのホモジェネートを用いて、ウエスタンブロット解析を行っ
た結果、CNDP2タンパクはWTと比較して xCTKOの方が多いことを認めた。また、Cys-Gly
分解活性は、WTと比較して xCTKOマクロファージにおいて約 2倍程度高いことが分かった。 
 より詳細に細胞における生理機能を解析するため、Hepa1-6 を用いた検討を行なった。先行
研究において、Hepa1-6は xCTを介したシスチン取り込みにシステイン供給が依存しているこ
とがわかっている。ウエスタンブロット解析および Cys-Gly 分解活性測定により Hepa1-6 で
CNDP2 が発現することを確認した。Hepa1-6 をシスチン欠乏培地で培養を行うと数十時間の
うちに GSHが枯渇し、細胞は死滅したが、培地中に GSHや酸化型システイニルグリシン二量



体（GCssCG）を添加することにより、GSHや Cys量が維持され、細胞死が抑制された。しか
し、CNDP2の阻害剤であるベスタチンを添加することにより、GSHや GCssCGによる細胞死
抑制効果が打ち消され、再び細胞は死滅したことから、フェロトーシスにおいて CNDP2は重要
な役割を担うことが示唆された。 
 生体におけるCNDP2の生理機能の解析のため、ゲノム編集によりCNDP２欠損（CNDP2KO）
マウスを作製した。CNDP2KO マウスは通常飼育条件では正常に生育し、生殖能力も有してい
た。アセトアミノフェンを 350 mg/kgで腹腔内投与を行なった結果、CNDP2KOマウスはWT
マウスに比べ感受性が増すことが明らかになった。アセトアミノフェン投与により、CNDP2KO
マウスは WTマウスに比べ、肝機能マーカーの ALTおよび ASTは高値を示し、組織学的な解
析において肝臓障害部位も有意に増大した。さらに、アセトアミノフェンを投与した CNDP2KO
においてのみ、腎機能マーカーである BUNは高値を示し、組織学的な解析においても腎障害を
認めた。これらの結果より、CNDP2は Cys-Gly分解を介して GSHの Cys再利用系として機能
し、フェロトーシスから細胞保護に働くことと共に、アセトアミノフェン誘導性肝障害モデルに
おいて肝臓および腎臓を障害から保護することに機能することが明らかになった（図 1）。 
 

 
  (2) フェロトーシス過程においてその適切なマーカーがないため、その判定が難しいことが問
題点として挙げられる。そこで、フェロトーシス細胞認識抗体を作出し、細胞蛍光免疫染色法に
よるフェロトーシス細胞の検出系の開発を試みた。Hepa1-6 を用いて、シスチン欠乏培地で培
養することでフェロトーシスを誘導した細胞を抗原としてラットに免疫した。単離したリンパ
球とマウスミエローマ細胞・SP2 を細胞融合し、得られたハイブリドーマの培養上清の中から
フェロトーシス細胞を特異的に認識する抗体を選抜し、ラットモノクローナル抗体・FerAb を
得ることに成功した。 
 FerAb はシスチン欠乏培地での細胞培養だけでなく、一般的なフェロトーシス刺激である
xCT阻害剤の erastinや GPX4阻害剤の RSL3での処理によってフェロトーシスを誘導した細
胞と強く反応したが、スタウロスポリンによるアポトーシス誘導細胞には全く反応しなかった。
脂質過酸化反応マーカーである 4-HNEを認識する抗体（HNE-Ab）はフェロトーシス細胞の検
出への応用が期待されている。本研究において作製した FerAbと既存の HNE-Abを用いてフェ
ロトーシス細胞への特異性を検討した結果、HNE-Ab はフェロトーシス細胞と反応したが、フ
ェロトーシス刺激処理をしていない正常細胞とも強く反応したため、特異性については FerAb
の方が優れていた。FerAbは 4-HNE修飾ウシ血清アルブミンとの反応性を示したが、ウエスタ
ンブロット解析では正常細胞とフェロトーシス細胞の間で検出されるタンパクに差が認められ
なかったため、FerAbはタンパク自体ではなく 4-HNEに類似する構造を認識していると考えら
れた。細胞内における FerAb反応部位を共焦点レーザー顕微鏡により調べた所、FerAbはフェ
ロトーシス刺激をしていない正常細胞との反応が観察され、細胞膜の仮足様構造に結合するこ
とに加え、フェロトーシス細胞では細胞内全体に不均一に結合し、ミトコンドリアなどの細胞内
小器官にも部分的に結合することが認められた。さらに、FerAb はフェロトーシスを誘導した
Hepa1-6 だけでなく、ヒト子宮頸がん由来株細胞 Hela やマウス胚性線維芽細胞（MEF）にお
いてもフェロトーシス刺激により反応性を示した。以上の結果から、FerAb は動物種やフェロ
トーシスの刺激を問わず、フェロトーシスを起こした細胞を共通して認識すると考えられ、
FerAb はフェロトーシスの分子機構や各種の病態におけるフェロトーシスの関与を解明するツ
ールとして有用であると考えられる。 
 

(3) 食品等からフェロトーシスを制御する機能性成分の探索する一環として、ニンニクおよび
黄柏から調製した抽出液を用いて、培養細胞におけるフェロトーシスへの効果を検討した。 



ニンニク可食部から調製した抽出液をマウス膵臓癌由来株細胞TC3細胞に添加した所、分量
依存的に細胞内 GSH量が増大させた。xCTKOおよびWTマウス由来MEFを用いて検討した
所、WT-MEF と共に、通常培養条件では GSH が枯渇しフェロトーシスを起こすため、生育で
きない xCTKO-MEFにおいても細胞内 GSH量の増大と生存を認めた。さらに、この細胞保護
効果はシスチン欠乏培地では認められなかったことから、培地中のシスチンに依存して細胞に
システインを供給する作用を持つ成分がニンニク抽出液中に存在することが示唆された。 
漢方の一種である黄柏から調製した抽出液をラットグリオーマ株細胞 C6に添加した所、シス
チン欠乏によって引き起こされるフェロトーシスを抑制する効果が認めらた。この条件におい
て細胞内 GSH 量は変化しなかったことから、GSH に依存せずに細胞保護に関わる成分が黄柏
抽出液中に存在することが示された。 
現在、これらの抽出液からフェロトーシス制御に関わる成分の単離・精製を進めている。前述
した遺伝子欠損マウスを用いた病態モデルやフェロトーシス判定方法を利用して、これらの成
分の作用を解析する予定である。 
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