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1. 緒論 

 がんは現在日本で最も多い死因として知ら

れており、厚生労働省によると令和6年では全

死亡者に占める割合が23.9 %である。そのため

早急ながん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関与している分

子をターゲットとした治療薬の開発が行われ

ている。 

 がん細胞は、正常細胞とは異なる代謝経路を

用いて絶えず増殖するために必要なエネルギ

ーを産生している。一般に哺乳動物の細胞では、

好気条件下において、解糖系で生じるピルビン

酸がミトコンドリアのTCAサイクルに入り、産

生されたNADHを用いて電子伝達系でエネル

ギー分子であるATPを大量に産生する。これを

酸化的リン酸化といい、1分子のグルコースか

らのATPの産生は、解糖系が2分子に対して、

36分子とはるかに効率が高い。しかし、がん細

胞は酸素が存在するのにもかかわらず、優先的

に解糖系を亢進してATPを産生する。このよう

に、がん細胞ではエネルギー効率の悪い代謝を

行っているものも存在する。がん細胞は増殖速

度を維持するために、エネルギーとして用いら

れるATPを多量に必要とする。そのため、解糖

系だけでなくミトコンドリアにおけるATPの

産生も促進される。がん細胞では、血中に豊富

に含まれるアミノ酸のひとつであるグルタミ

ンがグルタミナーゼと呼ばれる酵素によって

グルタミン酸に加水分解される。さらにグルタ

ミン酸は、グルタミン酸脱水素酵素（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、ATP産生のための

炭素源として利用される。この代謝経路はグル

タミノリシスと呼ばれている。そのため、グル

タミノリシスにおける最初の段階で働くグル

タミナーゼをターゲットとしたがん治療薬の

開発が行われている1)。 

 哺乳動物には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。

GLS2から産生されるLGAやGABは一部のがん

において腫瘍抑制因子として働くことが知ら

れている。一方、GLS1から産生されるGACと

KGAは多くの種類のがんにおいて腫瘍促進因

子として働くため、これらをターゲットとした

阻害剤の開発が注目されている2)。 

 現在までにGLS1が産生するGACとKGAに対

する阻害剤がいくつか報告されている。阻害剤

である6-diazo-5-oxo-L-norleucine（DON）は基

質であるグルタミンと非常に類似した構造を

有することから、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、他の代謝経路で機能するグルタミナーゼも

阻害してしまうことから、副作用が大きいとい

う点で治療薬として用いることは難しい。

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。毒性は比較的低いものの、水溶性や

薬物動態学的特性が低いことから治療薬とし

て用いることは難しい。Telaglenastat（CB-839）

はBPTESの水溶性や薬物動態学的特性を改善

した阻害剤であり、臨床試験まで到達した唯一

の阻害剤である3)。しかし、未だに治療薬とし

て承認されている阻害剤は存在しないため、開

発が求められている。 

 近年になって、GLS1が老化細胞の生存にも

重要な因子であることが明らかになった。実際

にGLS1が産生するGACとKGAに対する阻害剤

を老齢マウスに投与したところ、老化細胞が除

去され様々な加齢性の症状が改善されたこと

が報告されている。そのため、グルタミナーゼ
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阻害剤はがん治療薬のみならず、老化細胞除去

薬としても利用することができる4)。 

グルタミナーゼの活性化因子として、アデノ

シン三リン酸（ATP）が知られている5)。この

ことから、本研究ではATPのリン酸部分を除い

たヌクレオシドであるアデノシンに着目した。

グルタミナーゼのATP結合ポケットに対して、

アデノシンが作用することでATPによる活性

化を抑制するのではないかと推測し調査を行

った。 

  

     
     ATP       アデノシン 

図1 ATPとアデノシンの構造 

 

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E. coli BL21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。 

 

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

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。活性化因子である無機リン酸やATPおよ

びアデノシンを加える際は、このときに添加し

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 

 細胞内濃度の無機リン酸（35 mM）、ATP

（5 mM）存在下において、アデノシンの効果

を調査したところ、無機リン酸存在下では大き

な阻害は見られなかったのに対し、ATP存在下

では阻害が見られた。さらに、ATP（5 mM）

存在下におけるアデノシンの阻害様式の決定

と阻害定数の算出を行った。Lineweaver-Burk 

Plotから阻害様式は非競合阻害であることがわ

かった。Dixon Plotにより阻害定数はおよそ20 

mMと算出された。本研究において、ATPによ

るKGAの活性化をアデノシンが阻害すること

が確認された。以上結果から、KGAのATP結合

ポケットにアデノシンが入り込むことで、活性

化を阻害していることが示唆された。細胞内に

は5 mM程度のATPが存在することから、グル

タミナーゼのアデノシン結合ポケットをター

ゲットした阻害剤の開発が期待できる。 
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