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1. 緒論 

癌は日本における死因第 1位の疾患であり、

効果的な治療法や治療薬の開発が求められて

いる。近年では、癌細胞の増殖に関与してい

る分子を標的とした治療薬の研究開発が盛ん

に行われている。 

癌細胞は制御されることなく増殖し、浸潤と

転移を繰り返している。そのため、通常細胞

と比較して多量のエネルギーを必要としてい

る。癌細胞ではグルコースの取り込みと解糖

系でのエネルギー産生が亢進しており、グル

コースは好気的解糖系によって優先的に消費

され、乳酸へと変換される。これは癌の特徴

的な代謝形態である 1)。癌細胞は好気的解糖

系で発生する乳酸によって腫瘍環境の pH を

酸性にすることで、浸潤や転移を促進してい

る 2)。 

癌細胞では乳酸発酵だけでなく酸化的リン

酸化による ATP の産生も行っている。TCA

サイクルの主要な炭素源はグルコース代謝産

物のピルビン酸である。しかしほとんどの癌

細胞では、グルコース由来の炭素源が失われ

た場合でも TCA サイクルが機能し続けてい

ることが明らかになっている 3)。癌細胞は不

足する炭素源を補うために、グルタミノリシ

スと呼ばれるグルタミン代謝経路を活用して

いる。グルタミノリシスでは、グルタミナー

ゼによって触媒される加水分解反応により、

ミトコンドリア内でグルタミンをグルタミン

酸に変換する。グルタミン酸は、グルタミン

酸デヒドロゲナーゼ  (GℓDH) によって、

TCA サイクルの中間生成物であるα-ケトグ

ルタル酸に変換される。癌細胞は、グルタミ

ノリシスで合成される α-ケトグルタル酸を

TCAサイクルに組み込むことで、ATPの産生

を行っている。また、α-ケトグルタル酸は、

イソクエン酸デヒドロゲナーゼ(IDH)1及び、

IDH2 によって触媒される還元性のカルボキ

シル化反応よってクエン酸にも変換される。

クエン酸はミトコンドリアを出て、細胞膜の

合成に必要な脂肪酸の合成に利用される。さ

らに、グルタミン由来のグルタミン酸は、グ

ルタチオンの合成にも寄与している。グルタ

チオンは活性酸素種よって引き起こされる損

傷から癌細胞を保護する細胞内抗酸化物質と

しての役割を持っている。4)。 

 このように、癌細胞はグルタミノリシスを利

用することで生存に有利な環境を構築してい

る。グルタミノリシスにおいて、グルタミンを

グルタミン酸に加水分解する重要な役割を担

う酵素がグルタミナーゼである。近年では、グ

ルタミナーゼは分子標的抗癌薬の開発におけ

る標的分子として注目されている。実際にグル

タミナーゼを阻害することで癌細胞の増殖を

抑制できることが明らかとなっている5)。 

哺乳類には、GLSとGLS2の2つのグルタミ

ナーゼ遺伝子が存在する。GLS遺伝子は、C末

端領域のみが異なる2つのアイソフォームを生

成し、C末端が短い方はグルタミナーゼ

C(GAC)、C末端が長い方は腎臓型グルタミナ

ーゼ(KGA)と呼ばれている6)。KGAは肝臓を除

くすべての臓器で発現しており、特に脳や腎臓

で強く発現している。GACは脳や肝臓では発

現せず、主に膵臓や腎臓、肺で発現している7)。

GLS2遺伝子からは、肝臓型グルタミナーゼ

(LGA)とグルタミナーゼB(GAB)の2つのグル

タミナーゼが生成される。GLS2は腫瘍抑制因

子と考えられており、創薬研究の対象とはほと

んどみなされていない。一方のKGA及び、GAC

は多くの種類の癌における発癌促進物質であ

り、抗癌標的になり得る重要なアイソフォーム

である。 

 これまでにいくつかのGLS阻害剤が報告さ

れ て い る 。 そ の 1 つ で あ る Bis-2- 

[5-(phenylacetamido)-1,3,4-thiadiazol-2-yl]ethyl 

sulfide (BPTES)は強力なアロステリック阻害

剤であり、KGA及び、GACの不活性な四量体

を安定化させることで、その酵素活性を阻害す

る。BPTESは小細胞肺癌、腎細胞癌、乳癌など、

様々な腫瘍モデルにおける癌細胞の増殖を抑

制することが示されている。しかし、水溶性の
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低さから、治療薬の開発には至っていない。8)

同様なアロステリック阻害物質として、

Telaglenastat (CB-839)が新たに有力視されてお

り、第I ~ II相臨床試験段階まで研究が進んでい

る9)。 

 本研究では、腫瘍形成を促進するGLS遺伝子

によってコードされるKGAの阻害薬の開発を

最終目的とし、新規の阻害物質の探索及び、そ

れらの阻害能力の調査を行うべく、KGAの組

換えタンパク質生産と精製を行ったのでそれ

を報告する。 

 

2. 実験方法および測定方法 

2-1 組換えタンパク質生産と精製 

KGA 遺伝子が挿入された発現プラスミド

で大腸菌 BL21(DE3)株を形質転換した。形質

転換体を、アンピシリンを含む 5 mLの LB液

体培地で 37℃、150 rpmの条件で 8時間培養

した。培養液を、アンピシリンを含む新しい

500 mLの LB液体培地に加え、37℃、150 rpm

の条件で一晩培養した。翌日、 Isopropyl 

β-D-1-thiogalactopyranoside(IPTG)を終濃度 0.2  

mM で培地に添加し、37℃、150 rpm で 3 時

間培養して遺伝子発現を誘導した後、4℃、

5000 rpm で 20 分間遠心分離することで菌体

を回収した。回収した菌体を 10 mM Trisに懸

濁して超音波破砕をし、遠心分離を行うこと

で酵素液を得た。 

得られた酵素液を精製するため、

DEAE-TOYOPEARL 樹脂を用いた陰イオン

交換クロマトグラフィーを行った。洗浄した

樹脂をカラムに充填し、平衡化バッファーと

して 10 mM Tris-HCl 溶液 (pH 7.5)で平衡化

した。酵素液をカラムに添加してさらに平衡

化バッファーを流した後、50 mM NaClを含

んだ 10 mM Tris-HCl 溶液(pH 7.5)を流し、さ

らに NaCl 濃度を上げながら目的タンパク質

を溶出した。 

 

2-2 グルタミナーゼ活性測定 

グルタミナーゼ活性の測定は 2段階の反応

によって測定した。最初の反応では、リン酸

緩衝液中でグルタミナーゼとグルタミンを

30℃で 10 分間反応させることで、グルタミ

ナーゼによる加水分解によってグルタミンが

グルタミン酸に変換される。反応の 2段階目

では、1 段階目の反応で生成されたグルタミ

ン酸をヒドラジン緩衝液中にて、GℓDH 存在

下で NADと 30℃で 60分間反応させた。グル

タミン酸とNADとの反応によってα-ケトグ

ルタル酸と NADH が生成する。ここで、α-

ケトグルタル酸をヒドラジンで還元して平衡

を NADHが生成する方向へ傾けることで、グ

ルタミン酸をすべて NADH に変換すること

ができる。生成されるNADHを測定波長 340 

nm で吸光度測定することで、グルタミナー

ゼによってグルタミンから変換されたグルタ

ミン酸の濃度を定量した。 

 

3. 結果及び考察 

 大量培養した菌体から得られた酵素液の

活性測定を行ったところ、比活性は 48 U/mg

であった。グルタミナーゼ遺伝子を含まない

菌体から得た酵素液での比活性 0.05 U/mgで

あったことから、組換え KGA が発現してい

ると判断した。 

 組換え KGA のタンパク質溶出は 100 mM 

NaClを含んだ 10 mM Tris-HCl 溶液(pH 7.5)

で溶出された。 
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