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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) グルタチオン（GSH）の代
謝により生じるγグルタミルペプチド類（γGluPeps）のLC-MSによる一斉測定系を確立し、γGluPeps は組織に
特異的な分布があることとGSH枯渇により引き起こされる細胞死（フェロトーシス）ではGSH合成系によりγ
GluPepsが上昇することを明らかにした。2) プロテオミクス解析によりフェロトーシスの抑制遺伝子として
CNDP2を見出し、CNDP2はGSH分解を介してシステインを効率的に再利用することでフェロトーシスを抑制してい
る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： The research conducted during this period and its results are as follow. 1)
 We established a method using LC-MS for simultaneous measurement of γ-glutamyl peptides (γ
GluPeps) which are produced by glutathione (GSH) metabolism, and found γGluPeps has a 
characteristic distribution in tissues and some of γGluPeps were increased by GSH synthesis system 
in cell death caused by GSH deprivation (ferroptosis). 2)Using proteomics analysis, we identified 
CNDP2 as suppressor gene of GSH deprivation induced-ferroptosis, and it was suggested that CNDP2 
suppress ferroptosis by reusing efficiently cysteine through GSH degradation.

研究分野：生化学

キーワード： フェロトーシス　グルタチオン代謝　システイン再利用系　メタボロミクス解析　プロテオミクス解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により確立したγGluPeps類の測定法を用いて、それらをバイオマーカーとして利用することで癌の診断
に役立つものと考えられる。また、CNDP2のGSH分解を介したシステイン再利用系による細胞の生存機構を解明す
ることは、化学療法の際に問題となる薬剤耐性を持つ癌を標的とする新たな治療薬の開発にもつながると考えて
いる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
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
質と抗酸化遺伝子が協調的に作用することでレドックスホメオスタシスが保たれ、健康な状態
に維持されている。そのためレドックスホメオスタシスの破綻は、増加した ROSによる酸化ス
トレスの亢進をもたらし、癌を始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
（Glu）・システイン（Cys）・グリシン（Gly）から成るグルタチオン（GSH）は、ROSの消去
や薬物代謝などに働き、その合成は細胞内含有量の少ない Cys の供給量に大きく依存する。細
胞にはいくつかの Cys 供給経路が存在するが、培養環境は体内に比べて酸化的な環境であるた
め、培地中のシステインは速やかに酸化型システインであるシスチンに変換される。このため、
ほとんどの培養細胞の Cys供給はシスチンを取り込むシスチントランスポーター・xCTに高く
依存し、xCTの阻害や欠損は細胞内の Cysを枯渇させ、GSHを減少させる結果、細胞死を誘発
する。GSHが枯渇することで引き起こされる細胞死は、アポトーシスとは異なりネクローシス
様細胞死であり、鉄イオンに依存的であることからフェロトーシスと名付けられている。フェロ
トーシスは、脂質過酸化物の還元無毒化に働くグルタチオンペルオキシダーゼ 4（Gpx4）の機
能不全によって引き起こされ、xCTの阻害では GSH不足により Gpx4の機能が十分に発揮でき
ないため、引き起こされると考えられている。 
 申請者は、xCT欠損（xCTKO）マクロファージの Cysおよび GSH含有量は野生型（WT）
マクロファージと比べ極めて低いが、xCTKOマクロファージはWTと同様に数日間培養条件下
で生存できることを見出している。この xCTKOマクロファージは GSHの低下に伴い酸化スト
レスが増大しているが、一酸化窒素の産生などの機能については正常に近い性質を示し、通常培
養条件では十数時間のうちに死滅してしまう xCTKO マウス由来胚性線維芽細胞などとはまっ
たく異なる。分裂停止細胞に対しては xCT阻害剤による細胞障害効果が軽減すること、また、
癌幹細胞は一般に分裂を休止していることを合わせて考えると、癌幹細胞は xCT阻害剤に対し
ても耐性を示す可能性が高い。したがって、GSHに依存しない細胞の生存機構を解明すること
は、癌幹細胞を標的とする新たな治療薬の開発にもつながると考える。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、単離した xCTKO マクロファージのプロテオミクス解析とメタボロミクス解析を
行い、得られた結果に基づいて、xCT-GSH系に依存せずに細胞の生存を可能とする遺伝子を同
定し、その作用機構を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）LC-MSによるアミノ酸類とGSHの代謝により生じるグルタミルペプチド類（ GluPeps）
の一斉測定法を確立し、生体内において GluPeps の組織分布や産生経路についての検討に加
え、シスチン欠乏培地での培養によりフェロトーシスを誘導させたマウス肝臓がん細胞株
Hepa1-6での GluPepsの産生について調べた。 
 
（2）xCTマクロファージの細胞生存を可能とする遺伝子を同定することを目的として、WTお
よび xCTKO マクロファージから抽出したタンパク質よりプロテオミクス解析を行い、細胞生
存に関与する候補タンパク質を探索した。 
 
（3）xCTマクロファージのプロテオミクス解析から細胞生存に関与する遺伝子として見出した
cytosolic non-specific dipeptidase 2 （CNDP2）の生理機能の解析のため、xCTKOマウス由来
マクロファージおよび Hepa1-6を用いて CNDP2の阻害剤であるベスタチンの処理での細胞内
の Cys, CysGly, GSHについて LC-MSによる解析を行った。 
 
（4）生体内での CNDP2の生理機能の解明を目指し、ゲノム編集技術を用いて CNDP2遺伝子
欠損（CNDP2KO）マウスを樹立し、表現型の解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1） GSHやオルタルミン酸など市販化合物に加えて 17種類の GluPepsを新たに合成して、
合計 21 種類の GluPeps と 45 種類のアミノ酸類の LC-MS による定量測定法を確立した
（Kobayashi et al, Anal Biochem, 2018 and Amino Acid, 2019）(図 1)。 
 GSHは、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の 2段階の反応
により合成され、細胞膜上に発現するグルタミルトランスフェラーゼ（GGT）によるGlu基の
転移反応とジペプチダーゼにより構成アミノ酸まで分解される。GCSは広い基質特異性を持ち、
Cysの欠乏時には、Cysの代わり他のアミノ酸が使用され、多様な GluPepsが生じると考えて
いる。また、GGT の Glu 基転移反応によっても多様な GluPeps が生じることが知られてい
る。これまでのGCSと GGTの活性測定には、アミノ酸などの低分子化合物の除去と酵素の精
製が不可欠であり生体サンプルでの活性測定は容易ではなかった。本法は、GCSや GGTの反
応生成物であるGluPepsを直接測定できるため、酵素の精製なしに簡便に酵素活性を測定でき
る利点がある。 
 本法によりマウスの血漿・脳・肝臓・腎臓について測定した所、アミノ酸類およびGluPeps



は各臓器に特徴的な分布が認められた。GSHを枯渇することで肝障害を引き起こすことが知ら
れているアセトアミノフェン過剰投与マウスモデルにおいて肝臓中のいくつかのGluPepsは上
昇したが、腎臓中では大部分が減少した。肝臓・腎臓のホモジェネートの酵素学的解析から、肝
臓と腎臓では同程度のGCS 活性が確認された一方で、GGT 活性は腎臓の方が約 2000 倍高い
ことが示された。このことにより、各組織で認められたGluPeps の分布は、腎臓では GGT に
より、肝臓では GCSにより生じることが予想され、肝障害時におけるGluPepsの増加には主
に GSH合成系が関わることが分かった。肝障害による GSH合成低下に伴い血漿への供給量も
減少するため GGT 反応に使用される GSH が低下し、その結果、腎臓ではGluPeps の生成量
は低下したと考えられる。 
 マウス肝臓がん細胞株 Hepa1-6をシスチン欠乏下で培養するとフェロトーシスが誘導される
が、このフェロトーシス過程において数種類のGluPepsが上昇し、これらは GCSの阻害剤で
あるブチオニンスルフォキシミンの処理によって減少するため、これらのGluPepsの産生上昇
は GCSによるものと考えられる。 
 以上の結果より生体内でのGluPeps の産生には Cys および GSH の供給量に大きく依存し、
臓器の状態を評価するためのバイオマーカーとして有用なことを示しているが、組織によって
生成経路が異なることに注意が必要であることが分かった。シスチン欠乏培地での培養よって
フェロトーシスが引き起こされる過程でいくつかのGluPepsが上昇したことから、GluPepsと
フェロトーシスとの関係を解明することはフェロトーシスの生体内での役割の解明の重要な手
掛かりとなる可能性がある。 

 
（2）WTと xCTKOマクロファージから抽出したタンパク質をペプチドに分解し、ペプチドの
アミノ基と反応する安定同位体標識試薬を用いたプロテオミクス解析を行った結果、xCTKOマ
クロファージにおいて発現が変動しているタンパク質をいくつか同定することに成功した。各
タンパク質について過去の報告を検索した結果、システイニルグリシン（CysGly）分解活性を
持つことが報告されている cytosolic non-specific dipeptidase 2 (CNDP2)が xCTKOマクロファ
ージで高く発現することを見いだし、特異的な抗体を用いた免疫ブロット法により確認した。酵
素学的解析を実施した結果、WTよりも xCTKOマクロファージの CysGly分解活性が高いこと
を明らかにした。 
 
（3）単離したマクロファージをシスチン欠乏培地で培養すると、WTと xCTKO共に細胞内の
Cysや GSHは著しく減少した。シスチン欠乏培地中に GSHを添加することで、xCTKOとWT
で GSHは回復したが、興味深いことに xCTKOの方がWTよりも高値を示した。この条件にさ
らに CNDP2の阻害剤であるベスタチンを処理すると、WTと xCTKOマクロファージの GSH
量は低下し、細胞内の CysGly量が著しく上昇した。通常、細胞外の GSHはそのままの形では
細胞内に取り込まれないと考えられていることから、細胞膜上に発現する GGTが GSHを分解
することで生じた CysGlyを CNDP2が効率よく分解し Cysを再利用する経路が、xCTKOマク
ロファージでは活性化していると考えられた。 
 Hepa1-6 は CNDP2 を発現するが、シスチン欠乏培地で培養すると、フェロトーシスを引き
起こし死滅する。シスチン欠乏培地に GSHを添加することで分量依存的にフェロトーシスが抑
制されたが、さらにベスタチンを添加することで GSH の効果が打ち消され、細胞は死滅した。
以上に結果より、マクロファージ以外でも GSHの分解を介した Cysの再利用系により Cysを
獲得し、細胞は生存を可能にすることが分かった。 
 以上の結果に加えて CNDP2は肝臓・腎臓・脳などの臓器に広く発現することから、GGTに
よる GSH分解系を介した Cys再利用系が普遍的な Cys供給経路として機能する可能性が示唆
された（図 2）。 
 



（4）個体レベルでの CNDP2の生理機能を検討するために、ゲノム編集技術を用いて CNDP2
欠損（CNDP2KO）マウスの樹立に成功した。これまでの所、CNDP2KO マウスに顕著な表現
型を認めていないが、胚性線維芽細胞を培養し、増殖能の低下を認めている。今後、この
CNDP2KOマウス由来胚性線維芽細胞のGGTなどの酵素活性や細胞内の CysGlyやGSH量な
どの細胞の性質について詳細に調べる予定である。また、CNDP2遺伝子多型と糖尿病性腎症と
の関連が示唆されているため、糖尿病や腎障害モデルを作成し、腎臓に焦点を当てた検討を行な
う予定である。 
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