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1. 緒論 

 日本で最も多い死因として知られるがんに

よる死者数は年々増加していることから、その

治療薬の開発が求められている。また、近年で

はがん細胞の代謝において関与している分子

をターゲットとした治療薬の研究開発が行わ

れている。 

 がん細胞は、正常細胞とは異なる代謝様式を

用いて生存に必要なエネルギーを産生してい

る。がん細胞は、増殖速度を維持するために多

量のATPが必要である。そのため解糖系だけで

はTCA回路の炭素源が足りなくなるため、グル

タミノリシスと呼ばれる代謝経路を用いて過

剰にATP産生を行っている。グルタミノリシス

では、血中に豊富に含まれるアミノ酸であるグ

ルタミンがミトコンドリア内でグルタミナー

ゼによってグルタミン酸に加水分解される。グ

ルタミン酸は、グルタミン酸脱水素酵素（Gℓ

DH）によってTCA回路の中間生成物であるα-

ケトグルタル酸に変換され、ATP産生のための

炭素源としてTCA回路に補充される。そのため、

グルタミノリシスはがん細胞の生育に必要不

可欠である。また、グルタミノリシスにおける

最初の段階であるグルタミンをグルタミン酸

に加水分解する酵素であるグルタミナーゼは

がん細胞の生育において重要な働きをする。そ

のため、グルタミナーゼを阻害することでがん

細胞の増殖を抑制できることがわかっている1)。 

 哺乳類にはGLS1およびGLS2の2つのグルタ

ミナーゼ遺伝子が存在する。GLS1からはC末端

の長さが異なる2つのグルタミナーゼを産生さ

れる。C末端が短い方はグルタミナーゼC（GAC）

と呼ばれ、主に膵臓や腎臓、肺において発現し

ている。C末端が長い方は腎臓型グルタミナー

ゼ（KGA）と呼ばれ、肝臓を除くすべての臓

器で発現しており、特に腎臓や脳において強く

発現している。GLS2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産生される。GLS1は多

くの種類のがんにおいて腫瘍促進因子として

働くのに対し、GLS2は腫瘍抑制因子として考

えられている2)。このことから、GLS1から産生

されるGAC及びKGAを標的とした阻害剤の開

発が盛んに行われている。また、グルタミナー

ゼは主に二量体または四量体として存在し、無

機リン酸のような陰イオン活性化因子によっ

て四量体を形成することで触媒活性を示すこ

とがわかっている3)。 

 現在までにGLS1が産生するグルタミナーゼ

に対する阻害剤が多数報告されている。

6-diazo-5-oxo-L-norleucine（DON）はグルタミ

ナーゼの活性中心に不可逆的に結合する強力

な阻害剤として知られている。しかし、グルタ

ミノリシスだけでなく、他の代謝経路で用いら

れるグルタミナーゼも阻害してしまうため、治

療 薬 と し て は 向 い て い な い 。

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

thyl sulfide（BPTES）は、グルタミナーゼの不

活性四量体を安定化するアロステリック阻害

剤である。しかし、水溶性や薬物動態学的特性

が低く治療薬の開発には至っていない。

Telaglenastat（CB-839）はBPTESと同様のアロ

ステリック阻害剤であり、現在臨床試験で用い

られている唯一の阻害剤である4)。 

 近年、GLS1が老化細胞の生存に必須な因子

であることが明らかになった。老化細胞を選択

的に除去することをセノリシスという。GLS1

が産生するグルタミナーゼに対する阻害剤は

セノリシスを可能にし、様々な加齢現象や老齢

病、生活習慣病の予防・治療薬の開発につなが

ることが期待される5)。 

 酵素の機能を調査していく研究を行う上で、

組換えタンパク質の精製方法を適切に選択す

ることは重要である。また、精製方法を組合わ

せることにより、高純度な目的タンパク質を得

ることができる。イオン交換クロマトグラフィ

ーは、電気的な性質によりタンパク質を分離す

る方法である。タンパク質は全体として電荷を

持っているため、反対の電荷を持つ担体に結合

させることができる。溶媒の塩濃度を高くして

いくと、イオン結合が弱くなっていき、結合力

の弱いタンパク質から分離されていく。疎水ク

ロマトグラフィーは、多くのタンパク質に存在

する疎水性アミノ酸残基と担体との疎水性相

互作用を利用して分離する方法である。タンパ

ク質は硫酸アンモニウムなどの高濃度の塩を
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含む溶液存在下で担体に吸着され、塩濃度を下

げていくことで目的のタンパク質を分離する

ことができる。Hisタグタンパク精製はタンパ

ク質のHisタグと樹脂に担持されている金属イ

オンが結合することを利用した方法である。ヒ

スチジンによく似た構造をもつイミダゾール

を加えることで目的のタンパク質を分離する

ことができる。代表的なレジンとしてコバルト

をベースとしたものがあり、目的のタンパク質

を高純度に精製することが可能である。 

 本研究では、がん細胞および老化細胞の生育

を促進するGLS1遺伝子が産生するKGAに対す

る阻害剤の探索やその阻害機構の解析を行う

ために、KGAの組換えタンパク質を生産し、

より高純度な酵素を得ることができる精製方

法についての検討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および精製 

KGA遺伝子が挿入された発現プラスミドを

用いて、Escherichia coli BL21を形質転換した。

形質転換した大腸菌（E.coli）を終濃度0.1 

mg/mLのAmpicillin（Amp）を含む5 mLのLB液

体培地が入った試験管に植菌し、37℃、115 rpm

で8時間振盪培養を行った。終濃度0.5 mg/mL

のAmpを含む500 mLのLB液体培地が入った三

角フラスコに試験管に入っている培養液を注

ぎ、37℃、115 rpmで一晩振盪培養を行った。

翌日、終濃度が 0.2 mM となるように

Isopropylβ-D-1-thiogalactopyranoside（IPTG）を

培養液に加え、37℃、115 rpmで3時間振盪培養

し、遺伝子発現を誘導した。培養液を3本の遠

心ボトルに均等に分け、4℃、5000 rpmで20分

間遠心分離を行い、菌体を回収した。回収した

菌体1 gに対して5 mLの10 mM KPB（pH7.5）を

加えて懸濁し、超音波破砕を行った。超音波破

砕した溶液は10000×gで15分間遠心分離を行い、

上澄みを酵素液として回収した。 

得られた酵素液は、陰イオン交換樹脂

（DEAE TOYOPEARL）を用いて精製を行った。 

洗浄した樹脂をカラムに充填し、10 mM KPB

（pH7.5）で平衡化した後、酵素液を流し込ん

だ。10 mM KPB（pH7.5）を流し続け、OD280

で吸光度が0.01以下になったら、10 mM KPB

（pH7.5）を含む50 mM NaClを流し、NaClの濃

度を徐々に上げながら溶出を行った。 

 さらに、疎水クロマトグラフィー用樹脂

（Butyl TOYOPEARL）を用いて精製を行った。

洗浄した樹脂をカラムに充填し、10 mM KPB

（pH7.5）を含む10％硫酸アンモニウムで平衡

化した後、酵素液にも10 mM KPB（pH7.5）を

含む10％硫酸アンモニウムを加えた状態で、カ

ラムに流し込んだ。10 mM KPB（pH7.5）を含

む10％硫酸アンモニウムを流し続け、OD280で

吸光度が0.01以下になったら、硫酸アンモニウ

ムの濃度を徐々に下げながら溶出を行った。 

 また、上記の精製とは別にKGAのC末端に

Hisタグを導入し、TALON Metal Affinity Resin 

を用いた固定化金属アフィニティークロマト

グラフィーによる精製を行った。洗浄したレジ

ンをカラムに充填し、10 mM KPB（pH7.5）で

平衡化した後、酵素液を流し込んだ。10 mM 

KPB（pH7.5）を流し続け、OD280で吸光度が0.01

以下になったら、10 mM Tris-HClを含む250 

mMイミダゾール（pH7.5）を流して溶出を行

った。溶出液は10 mM KPB（pH7.5）で透析を

行った。 

 

2-2 グルタミナーゼ活性測定 

 活性測定は2段階の反応で測定した。最初は

KPB存在下においてグルタミンとグルタミナ

ーゼを30℃で10分間反応させ、100℃で3分間加

熱して反応を停止させた。次に、反応液をNAD、

GℓDH、トリスヒドラジン緩衝液を含む溶液に

加え、30℃で1時間反応させた。生成したNADH

を測定波長340 nmで吸光度測定することでグ

ルタミン酸の濃度を定量し、活性を算出した。 

酵素活性は1分間に1 μmolのグルタミン酸を生

成する酵素量を1 Uとした。 

 

3. 結果及び考察 

 培養した菌体から得られた酵素液の比活性

は、27 U/mgであった。陰イオン交換クロマト

グラフィーにより精製した酵素液の比活性は

120 U/mgであり、さらに疎水クロマトグラフィ

ーにより精製した酵素液の比活性は160 U/mg

であった。Hisタグ精製を行った酵素液の比活

性は204 U/mgであった。以上の結果から、His

タグ精製は、1ステップで高純度の目的タンパ

ク質を得ることが可能であることがわかった。 
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