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研究成果の概要（和文）：グルタミノーリシスは固形癌の治療になると報告されている。我々は肺扁平上皮癌に
おけるグルタミノーシスの影響及び抗癌剤治療戦略におけるグルタミノーリシスの可能性を探索した。グルタミ
ン依存性は6つの肺扁平上皮癌のセルラインで確認された。mTORC1活性とオートファジーの誘導はグルタミン除
去やグルタミナーゼ阻害薬を介したグルタミノーリシス阻害後に確認された。5つの肺扁平上皮癌のセルライン
ではグルタミン依存性を示し、その依存性はGLS1/GLS2のmRNA発現レベルと相関していた。このことからグルタ
ミノーリシス阻害はmTORC1シグナルのダウンレギュレートとオートファジーの誘導により細胞増殖を抑制した。

研究成果の概要（英文）：Inhibition of glutaminolysis has been reported as a promising therapeutic 
strategy to target several solid carcinomas. We aimed to investigate the effects of glutaminolysis 
on cell proliferation in lung squamous cell carcinoma cell lines and to explore the potential of 
targeting glutaminolysis as an anticancer strategy. Glutamine (Gln) dependence was assessed in six 
lung squamous cell carcinoma cell lines. Cell proliferation, mammalian target of rapamycin complex 1
 (mTORC1) activity and the induction of autophagy were assessed after inhibition of glutaminolysis 
via Gln depletion or glutaminase (GLS) inhibition. Five of six lung squamous cell carcinoma cell 
lines exhibited glutamine-dependence. The extent of dependence was correlated with the mRNA levels 
of GLS1/GLS2. Inhibition of glutaminolysis inhibited cell proliferation by down-regulating of mTORC1
 signaling and inducing autophagy in Gln-dependent lung squamous cell carcinoma cell lines. 

研究分野：腫瘍治療学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺扁平上皮癌細胞株の多くはグルタミン代謝依存性で、Gls1 阻害剤による治療効果が十分期待できる。よっ
て、分子標的治療薬が存在しない肺扁平上皮癌に対する新たな分子標的治療になる可能性が十分ある。一方、グ
ルタミン代謝依存性に関わる遺伝子異常は、TP53, c-myc, Nrf2 がある。更には、神経膠芽腫や急性白血病にみ
られる IDH1遺伝子異常においてもグルタミン依存性が示されている。よってグルタミン代謝酵素であるグルタ
ミナーゼをターゲットとした分子標的薬を開発する端緒となれば、これら遺伝子異常を持つ様々ながん腫に効果
を発揮する可能性が高く、多くの患者の福音となる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

(1) がん細胞におけるグルタミン代謝：がん細胞は解糖系を亢進させ増殖や転移に必

要なエネルギーを産生している（Warburg効果）一方でグルタミンの選択的消費の亢

進が報告されている。グルタミンをグルタミン酸に変換する酵素には腎に発現する腎

型グルタミナーゼ：グルタミナーゼ１（Gls1）と肝に発現する肝型グルタミナーゼ：

グルタミナーゼ 2(Gls2)がある。近年、Gls1発現亢進が Gls1に抑制的に作用する

miR23a/bを抑制する c-myc により（Nature 458:762-765, 2010）、Gls2 が p53 により発

現誘導され(PNAS 107:7461-7466,2010)、がん細胞において対照的な作用をすることが

明らかとなった。また、Gls1が多くの癌腫においてグルタミン代謝のカギ酵素である

ことが示されている（Cancer Biology & Therapy. 13 (12): 1185-94, 2012; Blood. 126 (11): 

1346-56, 2015. ）。一方、がん細胞において酸化ストレスに反応する keap1/Nrf2システ

ムの活性化が、糖やグルタミンの代謝を変化させ、増殖シグナルの増強をもたらすこ

とが明らかとなった（Cancer Cell 22:66-79, 2012）。また、mTORC1 活性化とグルタミ

ン代謝との関連も注目されている（Molecular Cell 47, 349–358, 2012）。また、生体に

おいてグルタミンはmTOR複合体を介してオートファジーを制御している（Autophagy. 

2012 Dec 1; 8(12): 1862–1864.）。 

(2) 肺扁平上皮癌と遺伝子異常についての背景：肺扁平上皮癌は、肺腺癌と異なり 

driver gene mutation が同定されず、また、免疫チェックポイント阻害薬の有効性は認

められているものの奏効率は 20%程度の報告が多く、治療成績は停滞している。この

ため、新規分子標的の同定は新たな制がんの手掛かりとして極めて重要である。The 

Cancer Genome Project による肺扁平上皮癌の解析結果から（Nature 489:519-525,2012）、

TP53 異常が 80%以上、分化に関わる SOX2・TP63 増幅が 44%、keap1/Nrf2 の異常活

性化が 34%に認められている。一方、従来の分子標的治療薬は、過剰発現分子や、が

ん遺伝子活性化及びその下流のシグナル伝達に関わる分子の阻害剤として開発された

ものが殆どである。 

(3) グルタミン代謝酵素阻害薬：グルタミンは非必須アミノ酸であり、がんにおいてグ

ルタミン代謝の阻害を標的とした場合、生体に深刻な障害を生む可能性が低いという

長所がある。グルタミン依存性の腫瘍の存在が明らかとなりつつある現在、その代謝

に強く依存する癌の特徴的な遺伝子異常を同定し、その結果に基づいて同代謝関連酵

素を多様な手法で阻害することによる抗腫瘍効果の解析研究は、分子標的治療の有効

性を判定する大きな手掛かりとなりえる。 
先述のように The Cancer Genome Project による肺扁平上皮癌の遺伝子異常についての
解析結果が 2012 年に報告され（Nature 489:519-525,2012）、また PI(3)TK/RTK/RAS シ
グナル異常が 69% と高頻度であることが報告されているが、増幅や遺伝子異常は多
岐に渡り、従来の発想による創薬の開発は困難が予想される。応募者は肺扁平上皮癌
におけるグルタミン代謝依存性の有無の解析を新たな観点からのアプローチとして重
要視し、基礎準備研究を重ねることにより、同代謝系をターゲットとする治療開発の
可能性を着想するに至った。肺扁平上皮癌 6 株の予備解析において、グルタミン依存
性の細胞株が存在し、グルタミン代謝阻害により細胞増殖の抑制が確認された（左下
図）。また Gls1、Gls2 mRNAレベルを確認したところ Gls1 mRNA /Gls2 mRNA 比がグ
ルタミン依存性と正相関していることが判明した（右下図）。このことから、その代
謝阻害が有効な治療標的となる可能性があることを確認した。このことから本研究を
提案して推進することにした。 
 
２．研究の目的 

扁平上皮癌における新たな制がん標的分子の創出を目的として、われわれが準備研



究にて確認したグルタミン酸代謝経路に注目した扁平上皮癌の基礎分子学的解析を提

案する。予備実験結果では、グルタミン代謝活性の変化に同系統のがんが高感受性で

あることから、本研究では、グルタミン代謝酵素を阻害による抗腫瘍効果を主眼に、

以下の 3 点を明らかにすることを目的とする。 

① グルタミン代謝活性亢進・依存性におけるグルタミナーゼおよび関連遺伝子変異

の役割 

② グルタミン代謝阻害による抗腫瘍効果とその分子機序の解析 

③ 臨床検体を用いたグルタミン代謝活性の評価と臨床病理学的層別化 
 
３．研究の方法 

①肺扁平上皮癌 6株における TP53、c-myc, Nrf2遺伝子変異と Gls1 および Gls2 発

現  

これまで、グルタミン欠乏実験により QG56 株を除く 5 株においてグルタミン依存

性を確認されている。Gls1 および Gls2 の発現を real-time PCR で検討したところ、

QG56株を除く 5株において、既報と同様 Gls1 の高発現が確認された。また、グルタ

ミン依存性と Gls1 mRNA/Gls2 mRNA が相関することを明らかにした。今後、TP53 お

よび Nrf2 遺伝子異常の有無や、c-myc 遺伝子増幅や発現増強について解析する。 

また、Gls1 と Gls2 のタンパク発現レベルを western blottingで解析した上に、さら

に Gls1 と Gls2 のグルタミン依存性における役割を解明するため、遺伝子工学の手法

を用いて詳しく検討する。具体的に、 

①グルタミン非依存性の肺扁平上皮癌株 QG56 において、Gls1 ノックイン或いは

Gls2 ノックダウンにより、グルタミン欠乏による増殖抑制が促進されるか？  

②グルタミン依存性の肺扁平上皮癌株において、Gls1 ノックダウン或いは Gls2 ノ

ックインによるそのグルタミン依存が解除できるか？ 

②Gls1特異的阻害剤による増殖抑制効果（in vitro） 
Gls1阻害剤である BPTESを各種濃度で細胞に加えることより、その増殖抑制効果を評
価する。グルタミン依存性の肺癌は BPTESに対して感受性が高いことが in vitro で確
認されている(右図)。最近 GLS1特異的阻害剤である compound 968及び CB-839のグ
ルタミン代謝阻害による抗腫瘍効果が注目されている（J Clin Invest. 125(6): 2293–06, 
2015; ACS Med. Chem. Lett. 2016.）。今後はさらにこれらの阻害剤を用いて肺扁平上皮
癌における増殖抑制効果を検証する。 
③グルタミン代謝依存性と mTORC1シグナルの関連 

グルタミン非依存細胞株 QG56 とグルタミン依存性細胞株 におけるグルタミン代謝阻

害による mTORC1 活性の低下の有無を下流タンパク（S6、p70 S6K 等）のリン酸化で検

討する。細胞培地からグルタミン除去後、グルタミン依存性細胞において mTORC1シグナ

ルが抑制されていることを明らかにした(右図)。今後、外の下流タンパク（p70 S6K等）の

リン酸化レベルを測定し検証する。また、上記 Gls1阻害剤によりグルタミン代謝を阻害し

た後に、グルタミン依存性及び非依存性細胞株において mTORC1シグナル活性を検討する。 

④グルタミン代謝阻害によるオートファジー誘導 

グルタミン除去により、オートファジーが誘導されることが示されている。グルタ

ミン非依存細胞株 QG56 とグルタミン依存性の  RERF－LC-1  におけるグルタミン

除去または Gls1特異的阻害剤投与後にオートファジーが誘導されるか検討する。 

具体的には E-16-d と pepstatin A を加えた後、蛋白質を抽出し、western-blotting で 

LC3-II の発現を評価し、LC3-II の発現増強を認めるか検討する。 



⑤ Gls1特異的阻害剤による増殖抑制効果（in vivo）と組織学的評価 

グルタミン依存性の肺扁平上皮癌（RERF-LC-A1）と非依存性細胞株（QG56）をス

キッドマウスの皮下に移植する。皮下腫瘤が約 100m3まで成長した時に Gls1特異的阻

害剤（BPTES、CB-839等）を腹腔内注射を行い、飼育をさらに 10日間続ける。3日間

に 1 回腫瘤のサイズを測定し、腫瘤ボリューム変化を評価する。日数をカウントした

後に処分し、腫瘍組織を剥離し、組織学的に評価する。具体的は、HE染色の他に、抗

リン酸化 S6 抗体で mTORC1 のシグナル抑制の有無やオートファジー誘導の有無を

検討する。 

⑥臨床検体を用いたグルタミン依存性に関与する分子の mRNA およびタンパク発現

の解析 
2001年から 2013年までの間に当院において外科的切除された肺扁平上皮癌は 130例
を超える。全例、新鮮凍結検体およびパラフィンブロックは残っており、分化の違う
検体を 5-10例程度それぞれ用いて、Gls1（KGAと GAC）、Gls2 の mRNA発現量、
および抗 Gls1抗体（Novus biologicalsより購入可能）、抗 Gls2抗体（Atlas Antibodies
より購入可能）を用いて免疫染色にてタンパク発現を評価する。それにより、扁平上
皮癌の分化度によりグルタミン代謝依存性の高い entity が層別化できる可能性があ
る。  
 
４．研究成果 

①肺扁平上皮癌 6株における グルタミン依存性の確認 

肺扁平上皮癌 6株 Sq-1, LK-2, LC-1/sq, EBC-1とRERF-LC-A1をグ

ルタミン除去培地で培養したところ細胞増殖が抑制されることが確

認でき、肺扁平上皮癌 6株におけるグルタミン依存性を確認した。 

一方でQG56はグルタミン除去でも増殖の抑制は確認できなかった。  

 

②Gls1特異的阻害剤による増殖抑制効果（in vitro） 
Gls1 阻害剤である BPTES を各種濃度で細胞に加えることよ
り、その増殖抑制効果を評価した。グルタミン依存性の肺癌
は BPTES に対して感受性が高いことが in vitro で確認され
ていることから、GLS1 特異的阻害剤である compound 968 
のグルタミン代謝阻害剤を用いて 
肺扁平上皮癌における増殖抑制効果を検証した。    
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



③グルタミン代謝依存性と mTORC1シグナルの関連 
グルタミン非依存細胞株 QG56 とグルタミン依存性細胞株 RERF-LC-A1 における 
グルタミン代謝阻害による mTORC1 活性の低下の有無を下流タンパク（S6、p70 S6K 等）
のリン酸化で検討した。細胞培地からグルタミン除去後、グルタミン依存 
性細胞において mTORC1 シグナルが抑制されているのが判明した。他の下流タンパク
（p70 S6K 等）のリン酸化レベルを測定し検証した。また、上記 Gls1 阻害剤に 
よりグルタミン代謝を阻害した後に、グルタミン依存性及び非依存性細胞株において
mTORC1 シグナル活性を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④グルタミン代謝阻害によるオートファジー誘導 
グルタミン除去培地でグルタミン依存性細胞において mTOR1 シグナルが 
抑制されることが判明した。QG56 とグルタミン依存性細胞株の RERF-LC-1 において
E-16-d と pepstainA を加え蛋白を抽出し、western-blotting で LC3-Ⅱの発現の増 
強を検討し、グルタミン除去または Gls1 特異的阻害薬投与によりオーファジーが誘導
されることを確認した。 
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