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研究成果の概要（和文）：高悪性度脳腫瘍の一部は上皮成長因子受容体(EGFR)とアミノ酸トランスポーターであ
るxCTを高発現している。xCTはグルタミン酸を細胞外に放出するが、グルタミン酸が腫瘍細胞の悪性化に寄与す
る機序は不明な点も多い。本研究では、EGFR-xCT高発現脳腫瘍はグルタミン酸が豊富な微小環境形成し、グルタ
ミン酸が腫瘍のNMDA型グルタミン酸受容体に結合することで、グルタミン酸受容体が活性化され遊走能の亢進が
生じることを明らかにした。さらに、EGFRの活性化はグルタミン酸受容体を活性させることも明らかにした。
xCT阻害に加え、グルタミン酸受容体阻害を行うことで、抗腫瘍効果が高くなることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We previously showed that EGFR-expressing glioma cells highly express xCT 
which is cystine-glutamate antiporter. In the present project, we showed released glutamate promotes
 the migration of glioma cells through the activaton of NMDA 
type glutamate receptor. In response to EGF stimulation, EGFR phosphorylated the COOH-terminal 
domain of GluN2B, the subunit of NMDA type glutamate receptor, and thereby enhanced glutamate-NMDAR 
signaling and consequent cell migration in EGFR-overexpressing glioma cells.The administration of 
sulfasalazine and NMDA type glutamate inhibitor, MK-801, also synergistically suppressed the growth 
of subcutaneous tumors formed by EGFR-overexpressing glioma cells. Furthermore, shRNA-mediated 
knockdown of xCT and GluN2B cooperatively prolonged the survival of mice injected intracerebrally 
with such glioma cells. Our findings thus show the efficacy of combinatory treatment by xCT and 
glutamate receptor inhibtion for EGFR-xCT expressing glioma cells. 

研究分野： 腫瘍生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
xCTはアミノ酸トランスポーターの一つであり、様々ながん種や、さらにその中で治療抵抗性が高いとされるが
ん幹細胞という一部の集団で発現が高いことが報告されている。xCT発現がん細胞に対する治療開発が期待され
ている。本研究では、xCTを介し放出されたグルタミン酸ががん細胞上のグルタミン酸受容体に結合し、がんの
悪性化を促進するを明らかにした。その中でEGFRという別の分子がグルタミン酸受容体を活性化することを初め
て明らかにした。xCT阻害に加え、グルタミン酸受容体阻害を行うことで、抗腫瘍効果が高まることを明らかに
した。本研究は、xCTとグルタミン酸受容体阻害の併用という新しい治療戦略を打ち出した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

がん幹細胞は、特徴的な表面抗原により同定され、乳癌、頭頸部癌、胃癌などの上皮系の
がん腫は、CD44v-xCT を発現している。xCT は、シスチン・グルタミン酸交換輸送体という機
能を有する。これまでの報告で、細胞内に取り込まれたシスチンは還元型グルタチオンへ変換
され、細胞内の活性酸素レベルを低く抑えることで、未分化性の維持や治療抵抗性に寄与し
ていることが知られている。他方、グルタミン酸については未解明である。グルタミン酸を放出
するアミノ酸輸送体は xCT のみであり、グルタミン酸は xCT 発現がん幹細胞の代謝と密接に
関与している。また、グルタミン酸は細胞膜上の受容体に結合することで細胞内にシグナルを
伝達する特徴を有し、また取り込み輸送体により細胞内に取り込まれ、様々な代謝経路へ流
れることが知られている。  
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、がん幹細胞の生物学的特性とグルタミン酸の関係をシグナル、代謝の両面より包
括的に解明することである。 
 
３．研究の方法 
 研究開始当初は、様々ながん種のがん幹細胞モデルを用いて実験を行う予定であったが、最終的に
は、脳腫瘍細胞を用いて研究を行った。脳腫瘍細胞株である U87MG に EGFR を過剰発現した
U87MG-EGFR 細胞や T98G 細胞株は、xCT を高く発現する。これらの細胞を用いて以下のような実験
を行った。 
 
（１） グルタミン酸の放出能の測定することで、xCT 発現脳腫瘍細胞が実際にグルタミン酸を多く放出す
るかの検討 
（２） グルタミン酸受容体阻害剤やグルタミン酸受容体の short-hairpin RNA を用いた、責任グルタミン
酸受容体の同定 
（３） 細胞内カルシウム流入測定によるグルタミン酸受容体活性化の評価 
（４） ウエスタンブロッティングによるグルタミン酸受容体や EGFR の活性化状態の検討 
（５） 免疫沈降によるグルタミン酸受容体と EGFR の結合の評価 
（６） In vitro kinase アッセイによる EGFR によるグルタミン酸受容体のリン酸化の評価 
（７） 免疫不全マウスへ腫瘍細胞を移植し、ｘCT 阻害剤やグルタミン酸受容体阻害剤の有効性の評価 
（８） 免疫不全マウスへ xCT やグルタミン酸受容体の shRNA を導入した腫瘍細胞を移植しマウスの生
存を比較することでの xCT やグルタミン酸受容体が腫瘍細胞増殖へ与える影響の評価 
 
４．研究成果 
(1) NMDA 型グルタミン酸受容体阻害により腫瘍細胞の遊走が
抑制される 

EGFR 高発現脳腫瘍細胞は、非高発現脳腫瘍細胞に比べ、
シスチン-グルタミン酸交換輸送体である xCT を高発現してい
る。実際にグルタミン酸が、脳腫瘍細胞の悪性度に関与してい
るか検討するために、グルタミン酸受容体阻害剤を用いて検討
した。その結果、NMDA 受容体阻害剤（MK-801）により EGFR
高発現脳腫瘍細胞の遊走能が抑制された（右図）。またグルタ
ミン酸による NMDA 受容体の活性化により細胞内に Ca[2+]の
流入が生じるが、NMDA 受容体の阻害剤により Ca[2+]流入が
抑制されることを確認した。 
 
 
 
（２）EGFR は NMDA 型グルタミン酸受容体を活性化する 

EGFR 高発現脳腫瘍細胞におけるグルタミン酸受容体を介した悪性形質獲得機構を明らかにするた
めに、グルタミン酸受容体のリン酸化に着目した。
その結果、EGFR のリガンドである EGF の添加に
より、NMDA 受容体のリン酸化による活性化が生
じることを明らかにした。この結果より、EGFR の
EGF の結合を介した活性化が、NMDA 受容体を
リン酸化する仮説を立てた。実際に in vitro キナ
ーゼアッセイで、EGFR が直接 NMDA 受容体
(GluN2B の Y1474)をリン酸化することを確認した
（右図）。また免疫沈降実験により、EGFR と
NMDA 受容体(GluN2B)は結合していることを確
認した。この結果より、EGFR-xCT 高発現脳腫瘍
細胞の悪性形質獲得には、EGFR を介したグルタ



ミン酸受容体である NMDA 受容体の活性化が重要であることが明らかになった。 
 

（３） xCT と NMDA 型グルタミン酸受容体の併用阻害は抗腫瘍効果を有する 
最後にマウスを用いたモデル実験において、EGFR 高発現脳腫瘍細胞の増殖は、xCT 阻害剤

（Sulafasalazine）に NMDA 受容体阻害剤を併用することで著明に抑制されることが確認された（下図左）。
また、shRNA を導入した腫瘍細胞の同所移植実験でも同様の結果が確認された（下図右）。これらの結
果より、今回は脳腫瘍を用いた主にグルタミン酸受容体のシグナルに着目した結果であるが、xCT 発現
腫瘍において、グルタミン酸は腫瘍の悪性形質に寄与しており、グルタミン酸受容体の阻害が治療戦略
になることが明らかになった。 
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