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研究成果の概要（和文）：シスチン輸送体のxCTは健常な野生型マウスの肝臓には発現していないが、アセトア
ミノフェン過剰投与や初代培養することで発現誘導され、xCT欠損マウスでは強い肝障害を認めた。初代培養し
たxCT欠損マウス由来肝細胞にはシステイン-グルタチオン系に異常を認めなかったが、オフタルミン酸の蓄積が
増加した。以上の結果は、肝臓へのシステイン供給経路としてはトランススルフレーション経路が中心的な働き
をしており、酸化ストレスなどによってグルタチオン量が低下した場合にはxCTが発現誘導され、肝蔵のレドッ
クスホメオスタシスに働くシステイン供給系のバックアップ経路として働いていることを示している。

研究成果の概要（英文）：xCT, a cystine transporter, was not expressed in liver of wild-type mice but
 induced by acetaminophen overdose or under cultivation conditions. Acetaminophen overdose 
aggravated the xCT-deficient mouse more strongly than the wild-type mouse. While xCT-deficient 
hepatocytes showed normal phenotype regarding the cysteine-glutathione system, ophthalmic acid 
accumulated more in the xCT-deficient hepatocytes. These results implied that the transsulfuration 
pathway plays a central role in supplying cysteine in the liver. When glutathione levels decline, 
such as the case of elevated oxidative stress, xCT is induced and functions as a backup system to 
supply cysteine to maintain liver redox homeostasis.

研究分野： 生化学分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
グルタチオン（GSH）は、グルタミン酸

(Glu)・システイン(Cys)・グリシン(Gly)か
ら GSH合成酵素系により合成される多機能性
トリペプチドである。遊離状態の Cys は細胞
毒性を示すため低濃度に保たれており、その
供給量が GSH 合成量を制限する。細胞内 Cys
の維持には、還元型 Cys を取込む中性アミノ
酸トランスポーター(NAAT)や、酸化型 Cys 二
量体(シスチン)を取込む xCT が関わる。それ
に加えて、メチオニン(Met)からホモシステ
インそしてシスタチオニンを介してCysを合
成する、トランススルフレーション経路
(TSP)も重要な役割を果たす 1) 。 
Cys は GSH やタンパク質の他にも、補酵素

A・タウリン・硫化水素といった生理活性物
質の原料となるため、アミノ酸の中でもとり
わけ重要な役割を果たしている。代謝の中心
を担う肝臓は GSH 合成の主要臓器であるが、
GSH 合成を律速する Cys の獲得経路は明確に
なっていない。こうした体内のアミノ酸動態
の分子機構を解明するために、培養細胞系が
頻用されている。しかし細胞外は酸化的な環
境にあり、Cys のほとんどは酸化されてシス
チンとして存在するため、還元型 Cys のトラ
ンスポーターの寄与は限られており、一般に
xCT と TSP が主要な Cys 供給経路と考えられ
る 2) 。  
 
２．研究の目的 
通常培養の酸素濃度は体内に比べて数倍

と高いことから、培地中の Cys は主にシスチ
ンとして存在する。そのため多くの細胞では
xCT が発現誘導され、シスチンの細胞内取込
みを担っている。xCT 欠損マウスは、血漿の
レドックスバランスが酸化に傾いているこ
とを除いて、通常飼育環境では外見上目立っ
た異常を示さない 3) 。 またこれまでの検討
から、xCT を発現していない腎臓や肺でも酸
化ストレスがかかると発現が誘導されるこ
とが分っているが、肝細胞については明確に
なっていない。 
本研究では、主に野生型(WT)ならびに xCT

ノックアウト(KO)マウス個体と、それらのマ
ウス由来の初代培養肝細胞、さらにマウスヘ
パトーマ由来株細胞(Hepa1-6)を用いて、肝
臓における Cys の供給経路を解明し、アセト
アミノフェン(AAP)肝障害モデルを用いて、
システイン-グルタチオン系の防御系の役割
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

（１） xCT-KO マウスを用いた検討 

WT、xCT-KO ならびにビタミン C（アスコル
ビン酸）合成障害のある AKR1A-KO マウス個
体に過剰量の AAP を投与し、肝障害とグルタ
チオンならびにビタミンCをはじめとする抗
酸化系による保護効果について検討を行っ
た。 

（２）絶食にしたマウスでの検討 

Cys が不足した条件では GSH 類似化合物の
オフタルミン酸(OPT)が合成されることが知
られている。そこで高速液体クロマトグラフ
ィー質量分析計(LC-MS)を用いて OPT を定量
的に検出する方法を確立し、絶食により Cys
が不足する状態でのCys-GSH代謝について検
討した。 
（３）培養細胞を用いた検討 
WT ならびに xCT-KO マウスより樹立した初

代培養肝細胞と Hepa1-6 を用いて、培地中の
Cys 欠乏による Cys-GSH 代謝系や OPT の産生
について検討した。 
  
４．研究成果 
（１） xCTKO マウスを用いた Cys 供給経路の
検討 
・健常状態の肝臓ではxCTは発現しておらず、
Met から Cys を合成する TSP が主要な経路と
して働いていることが分った。 
・AAP を過剰投与した野生型マウスでは xCT
が発現誘導され、xCT-KO マウスでは強い肝障
害を認めた。 
・TSP の阻害剤である Propargylglycine を
投与した場合、AAP による肝障害が増強され
たため、本経路の重要性が確認された。 
・ビタミン C（アスコルビン酸）はアセトア
ミノフェン肝障害時の GSH の回復を早め、肝
臓保護に働くことが分った。 
以上、アセトアミノフェン肝障害モデルを

作製して Cys と GSH 動態について解析し、肝
臓における xCTと TSP の役割について明らか
にした(発表論文④⑨)。通常は Cys の肝臓へ
の供給経路としてTPSが中心的な働きをして
いるが、酸化ストレスや抱合反応により GSH
の需要が高まると xCT が発現誘導されて Cys
を供給し、肝機能を維持するバックアップ機
構として働いていることを示している。この
時、Cys から生成する硫化水素の関与を示す
明確な証拠は得られなかった。 
（２）絶食にしたマウスでの Cys-GSH-OPT 系
の検討 

・Cys 欠乏状態と OPT 産生量との関連を明ら
かにするために、LC-MS を用いた OPT の定量
的解析法を確立した。 
・本法 を用いて、絶食マウスでは Cys なら
びにGSHの合成量が低下するにもかかわらず、 



OPT の合成はむしろ亢進することが分った。 
以上の結果は、Cys とともに TSP によって

生成する 2-オキソ酪酸から 2-アミノ酪酸が
合成され、それが Cys の代わりに GSH 合成系
の基質として用いられた結果OPT量を増加さ
せたことを示している(発表論文③)（図１）。 

（３）培養細胞を用いた検討 

WT と xCT-KO マウスから樹立した初代培養肝
細胞を Cys/Met 欠乏培地で培養し、LC-MS 法
により Met・Cys・GSH・OPT の定量解析を行
い、Hepa1-6 細胞で行なった同様の検討と比
較解析した。 
・初代培養肝細胞では、xCT-KO と WT 肝細胞
の間に形態学的な違いを認めなかった。 
・いずれの初代培養肝細胞でも培養に伴い
GSH および OPT が増加したが、OPT 合成量は
xCT-KO 肝細胞の方が多かった。 
・Hepa1-6 細胞は Cys 欠乏培地ではフェロト
ーシスによる細胞死を起こし、Met 欠乏培地
では増殖停止した。Ferrostatin-1 はこの細
胞死を抑制した。 
・ Cys/Met 欠乏培地では初代培養肝細胞と
Hepa1-6 細胞のいずれにおいても OPT 産生が
増しPropargylglycineによって阻害された。 
 以上の結果は、肝細胞では主に PST による
Cys 合成が働くため、Cys/Met 欠乏培地でも
十分な GSH が合成されることを示している
（図 2）。しかし、Cys 欠乏培養では OPT の合
成が増し Propargylglycine によって阻害さ
れることから、Cys 合成の過程で生成する 2-
アミノ酪酸のような代謝産物が増える結果
OPT 合成も増加したと考えられる。OPT の生
成量は GSH 量に匹敵するほどになるが、これ
までのところその生理機能は不明なため、今
後の解明が必要である(発表論文①)。 
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