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略語一覧 

4F2 hc: 4F2 heavy chain  

LPS: lipopolysaccharide  

TNFα: tumor necrosis factor  

EpRE: electrophile responsive element 

ARE: antioxidant responsive element 

AARE: amino acid responsive element 

ATF4: activating transcription factor 4 

GSH: glutathione（reduced form） 

MEF: mouse embryonic fibroblast 

2-ME: 2-mercaptoethanol 

NAC: N-acetylcysteine 

EAAT: excitatory amino acid transporter 

ROS: reactive oxygen species 

GCL: glutamate-cysteine lygase 

GCLC: glutamate-cysteine lygase catalytic subunit 

GCLM: glutamate-cysteine lygase modified subunit 

GSSG: glutathione (oxidized form) 

GR: glutathione reductase 

NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

ELF: epithelial lining fluid 

PBS: phosphate buffered saline 

BALF: bronchalveolar lavage fluid 

8-OHdG: 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine 

4-NHE: 4-hydroxy-2-nonenal 

cDNA: complementary DNA 

PCR: polymerase chain reaction 

TCA: trichloroacetic acid 

mBBr: monobromobimane 

CBS: cystathionine β- synthase 

CGL: cystathionine γ-lyase 

CE-TOFMS: capillary electrophoresis-time-of-flight mass spectrometry 

PPG: DL-propargylglycine 

eIF-2α: eukaryotic initiation factor-2α 
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要 旨 

 

シスチン・グルタミン酸交換輸送系（xc
-系）は、輸送本体である xCT と細胞膜移行

に関わる 4F2 heavy chainとのヘテロダイマーとして、哺乳類細胞原形質膜上に発現す

るアミノ酸トランスポーターの一つである。これまでの培養細胞を用いた研究により、

細胞内の主要な抗酸化物質であるグルタチオン量の維持やシスチン・システイン比を指

標とする細胞外レドックスバランスの維持に寄与するなど、生体抗酸化系として機能す

ることが明らかとなっている。一方、xCT は、個体レベルで主に脳や胸腺、脾臓とい

った免疫系組織に構成的に発現していることが明らかとなっているが、その生理機能に

ついては十分に解明されていない。そこで、本研究では、xCT の生理機能を解明する

ための研究の一環として、以下の 2つのテーマについて解析を行った。 

 第一章では、xCT が、個体レベルにおいても、抗酸化系としての機能を有するか明

らかにするために、xCT遺伝子欠損（KO）マウスと野生型（WT）マウスに in vivoで

の酸化ストレス負荷モデルとしてパラコート投与を行い、その感受性について検討した。

その結果、KOマウスでは、WTマウスに比べ、パラコートに対する感受性が高く、生

存率が有意に低下することが明らかとなった。45 mg/kg のパラコートを投与し、経時

的に肺のグルタチオンレベルを調べたところ、KOマウスおよびWTマウス共に経時的

にグルタチオンの減少が見られたが、投与後 72 時間までは、どの時点においても KO

マウスの方が WT マウスよりもグルタチオンが少なくなることが明らかとなった。

RT-PCR法によって、WTマウスの肺でも xCT mRNAの発現が認められたが、パラコ

ート投与により、著しく増強された。また、グルタチオン合成の律速酵素であるグルタ

ミン酸・システインリガーゼ触媒サブユニット（GCLC） mRNAもパラコート投与に

より、WT および KO マウスで共に誘導された。次に、肺胞マクロファージを単離し、

xCT と GCLC の発現を調べたところ、肺胞マクロファージにおいては、xCT mRNA

が構成的に発現しており、パラコート投与によって、in vivo で強く誘導されることが

示された。WTおよび KOマウスの気管支肺胞洗浄液中のグルタチオンを測定したとこ

ろ、総グルタチオン量と還元型グルタチオン量は、WTおよび KOマウスにおいて有意

差はなかった。一方、パラコート投与によって、気管支肺胞洗浄液中の総グルタチオン

量は WT および KO マウスにおいて同じように減少したが、還元型グルタチオンは、

WT マウスより KO マウスの方が有意に低下することがわかった。以上により、xCT

は、酸化ストレス下における肺組織のグルタチオン維持に寄与することが示された。ま

た、xCT が、肺胞マクロファージにおいて構成的に発現していることを初めて明らか

にした。 

 第二章では、各組織の代謝における xCT の関与を検討するために、メタボローム解

析により主要組織の代謝物を網羅的に調べた。WTおよび KOマウスの心臓、肝臓、腎

臓、膵臓、脾臓、肺、胸腺、大脳、小脳、精巣、血漿を単離し、メタボローム解析を行
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ったところ、ほとんどの組織において WT と KO マウスで代謝物に有意差は認められ

なかった。しかし、xCT が構成的に発現する組織である胸腺および脾臓において、ト

ランススルフレーション経路の代謝中間体であるシスタチオニンが、WTマウスでは有

意に検出されるのに対し、KO マウスでは全く検出されないことが明らかとなった。

real-time PCR法で調べたところ、これらの組織では、シスタチオニンの合成と分解を

触媒するシスタチオニン-β-シンターゼおよびシスタチオニン-γ-リアーゼ（CGL)がほ

とんど発現していないことが分かった。これら結果は、シスタチオニンが、in vivo に

おける xCT の生理的な輸送基質の一つとして機能している可能性を示唆した。WT の

胚性線芽細胞（MEF）において、シスタチオニンは、シスチン取り込みを濃度依存的

に阻害した。また、シスタチオニンを含んだ液で WT-MEF をインキュベートすると、

シスタチオニンがない場合と比較して細胞からのグルタミン酸放出を有意に促進し、同

時に細胞内へのシスタチオニンの蓄積が認められた。同様の実験を KO-MEFで行った

ところ、グルタミン酸放出の促進やシスタチオニンの蓄積は見られなかった。これらの

ことから、シスタチオニンは、xCT を介してグルタミン酸と交換輸送される xCT の生

理的基質であると考えられた。シスチン欠乏培地でWT-MEFを培養すると、細胞内グ

ルタチオンが急速に減少して細胞は死滅するが、シスタチオニンを共存させることによ

り、WT-MEFは、死滅せず細胞増殖が認められた。この時、細胞内グルタチオン量は、

回復傾向を示した。一方、KO-MEF をシスタチオニンを含むシスチン欠乏培地で培養

しても、細胞死を回避することはできず、グルタチオンレベルも回復しなかった。以上

のことから、シスタチオニンは、xCT によって取り込まれ、CGL の作用によりシステ

インとして供給されることで、細胞内グルタチオン量が維持され、結果として細胞保護

的な効果を示すと考えられた。また、胸腺や脾臓で検出されるシスタチオニンは、もっ

ぱら xCTを介する細胞外からの輸送に依存していると考えられた。 

 本研究により、xCT は、個体レベルでも、抗酸化系のひとつとして機能しているこ

とが初めて示された。また、シスタチオニンが、シスチン、グルタミン酸と同様に xCT

の生理的基質であることが示され、免疫系組織に蓄積するシスタチオニンは、xCT に

依存することが明らかとなった。 
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研究の背景 

 

シスチン・グルタミン酸トランスポーター（xc
-系）について 

哺乳類細胞は、必須アミノ酸および生合成だけでは賄いきれない非必須アミノ酸を細

胞外液から取り込んでいる。アミノ酸輸送機構は、1950 年代から培養細胞や膜標本を

用いて、その同定、分類がなされ、アミノ酸分子の多様性を反映して多くの輸送系が記

載されてきた(1)。これらのアミノ酸輸送系は、個々のアミノ酸に対してそれぞれ独立

した輸送系が存在するのではなく、類似した側鎖を持つ複数のアミノ酸が、同一の輸送

系によって輸送される。一般に、原形質膜のアミノ酸トランスポーターは、側鎖の性質

や Na＋依存性などから分類されており、哺乳類では、酸性アミノ酸トランスポーター

（XAG-系、xc-系など）、中性アミノ酸トランスポーター（ASC 系、L 系、A 系など）、

塩基性アミノ酸トランスポーター（y+系など）などに分類される（Table.1）。シスチン・

グルタミン酸トランスポーター（xc
-系）は、主に細胞外液の三極性型のシスチンと細胞

内のグルタミン酸とをNa+非依存的に1対1で交換輸送する輸送系として報告された酸

性アミノ酸トランスポーターである（Fig. 1）(2)。シスチンは、システイン 2分子が酸

化されてジスルフィド結合したものである。xc
-系は、シスチンとグルタミン酸の他にも、

α-アミノアジピン酸、α-アミノピメリン酸、ホモシステイン酸といった三極性型を取

り、シスチンと類似の大きさの分子を認識するが(3,4)、アスパラギン酸やシステイン酸

といった側鎖の短い分子や、逆に側鎖がより長いホモシスチンのような分子は認識しな

い。 

 このトランスポーターは、マウスでは 502 個のアミノ酸残基から成り、12 回膜貫通

領域を持つ xCTと 526個のアミノ酸残基から成り、1回膜貫通領域を持つ 4F2 heavy 

chain（4F2hc）とのヘテロダイマーとして発現する(5-9)。構造の特徴などから xCTが

輸送を司る本体であり、4F2hc は、xCT の膜への移行を助ける働きを有すると考えら

れている。 

 xCTの発現を誘導する刺激としては、ジエチルマレイン酸のような SH基などと反応

する性質を持つ親電子性試薬(10)、活性酸素や酸化変性したリポタンパク質などの酸化

ストレス(11)、免疫系を活性化する細菌性リポ多糖（LPS）や腫瘍壊死因子（TNF）α

などのサイトカイン(12)、食品由来のポリフェノールなど、きわめて多様である。xCT

遺伝子の上流には親電子性物質応答配列（electrophile responsive element: EpRE）/

抗酸化物質応答配列（antioxidant responsive element: ARE）が 4ヶ所存在している。

この領域を認識する転写因子として Nrf2が知られている。通常、Nrf2は細胞質に存在

し、同じく細胞質に存在する Keap1 と呼ばれるタンパク質と結合している(13)。この

Keap 1は細胞骨格のアクチンと結合し、さらに、ユビキチン・プロテアソーム系によ

る分解を受けるため、Nrf2 の核移行が抑制されている状態にある。しかし、誘導刺激

により、Nrf2 は、Keap1 から解放され、核内に移行し、EpRE/ARE を認識して xCT
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などの抗酸化系関連遺伝子の転写を活性化する(14)。また、アミノ酸欠乏やツニカマシ

ンといった小胞体ストレスを誘発する刺激においても xCT の発現が誘導されることが

知られている。この場合は、xCT 遺伝子 5’上流に位置する 2 つのアミノ酸応答配列

（amino acid responsive elemnt: AARE）を認識する転写因子である活性化転写因子 4

（activating transcription factor 4: ATF4）により、xCT遺伝子の転写が活性化される

ことによって発現が誘導されることが示されている(15)。 

個体レベルで xCT mRNA が恒常的に発現しているのは、脳室周囲器官である最後野

と脳弓下器官、脳脊髄膜のクモ膜など脳の特異的部位に加え(16)、胸腺や脾臓(17)に限

られている。最近、当研究室において、パイエル板、腸間膜リンパ節、鼠径リンパ節、

骨髄などの免疫系組織にも xCT mRNAの構成的発現が認められることが明らかとなっ

た（未発表データ）。これらのことから、xCTは、特に神経系と免疫系組織で何らかの

生理機能を担っていることが推定されたが、詳しい機能については、未だ解明されてい

ない。 

 哺乳類培養細胞を用いた研究から、xc
-系の生理的役割は、①グルタチオン合成やタン

パク質合成に必要なシステインをシスチンという形で供給すること、②細胞外のシスチ

ンとシステイン比を指標とするレドックスバランスを維持すること、③シスチンの取り

込みに伴って、グルタミン酸を細胞外に放出すること、の 3点に集約されることが分か

っている。通常、培地中のシステインは、ほとんど空気酸化されてシスチンとして存在

する。細胞内に取り込まれたシスチンは、速やかに還元されて、システインとなり、グ

ルタチオン合成や各種のタンパク質合成に使われる。一方で、細胞内のシステインの一

部は、構成的に発現している中性アミノ酸トランスポーター（ASC 系など）を介して

細胞外に放出される。そして再び、空気酸化を受けてシスチンとなり、xc
-系により細胞

内に取り込まれる。このように、細胞培養系では、シスチン・システインサイクルと呼

ばれる代謝系が働いており、このサイクルの効率は、xCT によるシスチンの取り込み

活性に依存する。この結果、培養初期では、培養液中にほとんど検出されないシステイ

ンが、徐々に培養液中に検出されるようになり、培養を続けることにより、一定の割合

で存在するようになる。このような定常状態における細胞外のシスチン・システインの

比は、血漿中のシスチン・システイン比の値に近づくことから、シスチン・システイン

サイクルは、細胞が培養系で生存する際の適応応答の一種と考えられている。 

 個体レベルにおける xCTの役割をより詳しく解析するために、xCT遺伝子欠損（KO）

マウスが作製された(18)。この KOマウスは見かけ上正常であり、生殖能力にも問題は

なく、組織学的解析において野生型（WT）マウスとの間に有意な差はないが、血漿中

シスチンレベルが KO マウスの方が WT マウスよりも有意に高く、また、還元型グル

タチオンが低くなっていることから、血漿レドックスバランスが酸化状態にシフトして

いる。KOマウスから樹立されたマウス胚性線維芽細胞（MEF）は、2-メルカプトエタ

ノール（2-ME）や N-アセチルシステイン（NAC）、ビタミン Eといった還元物質の添
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加を必要とし、これらの還元物質が存在しない条件で培養すると、およそ 24 時間の培

養でほとんどの細胞が死滅する。KO-MEF の培養において、2-ME を培地中に添加す

ることにより、2-MEがシスチンに作用してシステインおよび 2-MEとシステインの混

合ジスルフィドが生じ、これらを細胞が中性アミノ酸トランスポーターを介して細胞内

に取り込むことで、細胞にシステインを供給させることができる(19)。また同様に、NAC

を培地中に添加した場合は、NAC 自身が中性アミノ酸トランスポーターを介して細胞

内に取り込まれ、細胞内へのシステイン供給源として機能する。KOマウスは、主に血

漿中および組織液中に一定量存在するシステインを中性アミノ酸トランスポーターを

介して細胞内に取り込んでいるため、見かけ上、正常に生育できると考えられている。 

 xCT とがんまたは神経変性疾患との関連が注目を集めるようになった。がん治療の

一つに抗がん剤を用いた化学療法があるが、xCT が強く発現するがん細胞では、多く

の抗がん剤の効き目が弱まることが報告されている(20-22)。これは、xCT が高発現す

ることによって上昇した細胞内グルタチオンが、グルタチオン-S-トランスフェラーゼ

を介して抗がん剤を抱合し、細胞外へ排出させることで引き起こされるためであると考

えられている。また、脳腫瘍の大部分を占めるグリオーマにおいても xCT が高発現し

ていることが示されており、グルタチオンによる抗がん剤耐性作用に加えて、xCT を

介して放出されるグルタミン酸が、グリオーマの増殖や浸潤を促進することが報告され

ている(23)。したがって、xCTの阻害剤を用いたり、xCT遺伝子の発現を抑えたりする

ことによって、抗がん剤の効き目を効率的にする研究も盛んに行われている(24-26)。

xCTの阻害剤としては、スルファサラジン（sulfasalazine）や(S)-4-カルボキシフェニ

ルグリシン（(S)-4-carboxyphenylglycine）といった低分子化合物が発見されており、

多くの研究において xCT阻害剤として用いられている(24,27)。xCTが、がん治療の標

的となることから、xCT 阻害剤の類似物質を用いて、より xCT への特異性の高い化合

物の探索も行われている(28)。Sonam らは多くのがん細胞において変異が認められて

いる Ras の高発現細胞を死滅させる効果を持つ低分子化合物を発見し、これをエラス

チン（erastin）と名づけた(29)。ごく最近になってエラスチンは細胞のシスチン取り込

み阻害することが明らかとなり、現在ではエラスチンが xCT の特異的な阻害剤である

かどうかの研究が進められている(30)。また、最近、がん細胞において膜抗原である

CD44 のスプライスバリアント（CD44v）が、細胞膜上での xCT の安定化に寄与する

ことが報告され、この CD44v の特異的な siRNA によって、抗癌剤の効率を高めるこ

とができると示された(31)。パーキンソン病やアルツハイマー病といった神経変性疾患

では、神経細胞死とそれらの疾患との関わりが多く論じられており、神経細胞死の一つ

の要因として、グルタミン酸による興奮毒性が挙げられている。脳においてグルタミン

酸は、興奮性の神経伝達物質としてシナプス間隙に放出され、グルタミン酸受容体を介

して興奮が伝達される。このとき、余分なグルタミン酸は、速やかに神経細胞または近

傍のグリア細胞に発現する興奮性アミノ酸トランスポーター（EAAT）によって回収さ
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れ、シナプス間隙中のグルタミン酸濃度が維持されている(32-34)。もし、シナプス間

隙中のグルタミン酸の回収が適切に行われなければ、神経細胞は慢性的なグルタミン酸

受容による興奮毒性により死滅する。xCT はシスチンを取り込む際にグルタミン酸を

放出するので、細胞外グルタミン酸濃度にも寄与する。実際、KOマウスとWTマウス

を比較すると、細胞外液中のグルタミン酸濃度は、KOマウスの方が有意に低いことが

わかり、xCT が脳において細胞外のグルタミン酸濃度制御に寄与することが示された

(35)。また、前述の通り、グリオーマにおいて xCT は高発現しており、xCT を介して

グルタミン酸を放出し、その興奮毒性により神経細胞を死滅させることが報告されてい

る(27)。マクロファージにおいて低濃度の LPS が、xCT を強く誘導することが知られ

ており(12)、好中球においてもザイモザンやホルボールエステルといった免疫賦活剤に

よって xCTの発現が増大することが分かっている(36)。これらの細胞における xCT発

現の増大は、細胞内にシステインを供給し、免疫応答に対する準備をしていると考えら

れている。マクロファージや好中球といった自然免疫細胞は貪食作用よる異物の除去や

微生物の殺菌作用が良く知られているが、微生物の殺菌の際には、NADPH オキシダー

ゼやミエロペルオキシダーゼ、誘導性一酸化窒素合成酵素によって生じるスーパーオキ

シドアニオンや次亜塩素酸、一酸化窒素、またこれらの活性酸素種（ROS）が反応した

多様な ROS が用いられる。これらの ROS は貪食作用によって取り込んだ微生物だけ

でなく、マクロファージや好中球自分自身にも酸化的ダメージを生じさせるが、これら

の細胞は xCT 発現増強によって細胞内グルタチオン量を高め、酸化的ダメージに対す

る防御機構を高めていると考えられている。また、獲得免疫において主要な役割を演じ

るリンパ球はその活性化のためにシステインが必須であるが、これらの細胞は xCT を

発現しないため、細胞内システイン量は中性アミノ酸トランスポーターを介する細胞外

からのシステイン取り込みに依存している。このとき、マクロファージなどの xCT を

発現する周囲の細胞は、中性アミノ酸トランスポーターからシステインを細胞外液中に

放出し、リンパ球へのシステイン供給に寄与すると考えられている(37)。 

 

グルタチオンについて 

グルタチオンは、細菌類から高等動植物に至るまで、高濃度に存在する低分子チオー

ル化合物である。グルタミン酸とシステイン、グリシンから成るトリペプチドで、グル

タミン酸・システイン結合酵素（GCL）とグルタチオンシンテターゼの働きにより細

胞質で合成される。GCLは触媒サブユニット（GCLC）と調節サブユニット（GCLM）

からなるヘテロ二量体として機能する。GCL は、グルタチオンによりネガティブフィ

ードバックを受けており、GCL 活性がグルタチオン合成の律速となっている。哺乳類

培養細胞において、グルタチオン合成に必要なアミノ酸のうち、グルタミン酸とグリシ

ンは細胞内に比較的豊富に存在するが、システインは一部の細胞を除いて合成が不十分

であるため細胞内の存在量が少ない。このため、細胞内システイン濃度もグルタチオン
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合成の律速因子であることが示されている(38,39)。したがって、ほとんどの哺乳類培

養細胞において、細胞内へのシステイン供給は、xc
-系を介したシスチン取り込みに依存

している。細胞内のグルタチオンの役割には、活性酸素種（ROS）の消去やレドックス

バランスの制御、グルタチオンの抱合反応による薬物の解毒作用、タンパク質の機能制

御、システインのプールなどがある。 

 細胞内で生じる ROSは、動脈硬化や糖尿病、免疫疾患、がんと関連するという報告

が多く、老化や細胞死との結び付きも大きい。細胞内の ROS を消去するため、スーパ

ーオキシドジスムターゼ、カタラーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼ（GPX）などの

抗酸化酵素やグルタチオン、ビタミン C、ビタミン E などの抗酸化物質が細胞内で協

調的に働いている。この際、グルタチオンは、GPX を介して過酸化水素や過酸化脂質

を解毒消去し、酸化型グルタチオン（GSSG）に変化する。GSSGは、グルタチオンリ

ダクダーゼ（GR）とペントースリン酸経路から供給される NADPH とにより再び還元

型グルタチオン（GSH）に還元される。通常、GSHと GSSGの比は 100:1前後になる

ように維持されるため、細胞内は還元的な状態となっている。しかし、過剰な酸化スト

レスの負荷や GR 活性が不十分な場合は、細胞に GSSG が蓄積する。蓄積した GSSG

は、細胞外へ ATP依存的に放出されると同時に、GCLをはじめ酸化ストレスに応答す

る様々な遺伝子の転写誘導が起こることにより、酸化ストレスが軽減される。 

 

研究の目的 

シスチン・グルタミン酸トランスポーターに関する研究は、これまで主に培養細胞を

用いて行われており、酸化ストレス下における細胞内グルタチオンの維持、細胞外のレ

ドックスバランスの維持、細胞外へのグルタミン酸の放出が、主要な機能として明らか

となった。xCT は、個体レベルで主に脳や胸腺、脾臓などの免疫系組織に構成的に発

現していることが明らかとなっているが、その生理機能については十分に解明されてい

ない。そこで、本研究では、xCT の生理機能を解明するために、xCT が個体レベルで

も生体抗酸化系として機能するかどうかを明らかにすることを目的として KO マウス

を用いた解析を行った。また、xCT の新しい生理機能の探索を目的にメタボローム解

析を行い、得られた結果から、xCTの新規機能について検討した。 
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Table.1 哺乳類細胞における主要なアミノ酸トランスポーター 
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Fig. 1 哺乳類細胞におけるシスチン・グルタミン酸トランスポーターの模式図 

細胞外のシスチンは、xc
-系を介して細胞内のグルタミン酸と１：１の交換輸送により細

胞内に取り込まれる。取り込まれたシスチンは、還元されシステインとなり、グルタチ

オン（GSH）合成やタンパク質合成に利用される。また、還元されたシステインの一

部は、中性アミノ酸トランスポーターから細胞外に輸送され、培地のレドックスバラン

スの維持に寄与する。  
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第一章 肺における xCTの発現と機能 

 

緒 言 

肺の主な機能は、肺胞で行われるガス交換である。肺胞周囲には毛細血管網が形成さ

れており、ここを血液が通過するときに赤血球中の二酸化炭素と呼吸によって肺胞まで

たどり着いた酸素が交換される。肺胞腔に面する肺胞上皮は、Ⅰ型肺胞上皮細胞とⅡ型

上皮細胞から構成される。Ⅰ型肺胞上皮細胞は、きわめて薄い細胞質を有し、肺胞壁の

大部分を覆っている。一方で、Ⅱ型肺胞上皮細胞は、肺胞表面の 10%にすぎないが、

脂質とタンパク質の混合物である表面活性物質を分泌し、肺の呼吸機能を高める働きを

している。 

肺は、呼吸を介して異物（刺激物や大気汚染物質）や微生物が侵入しやすい器官であ

り、それに対する防御機構が備わっている。気管支上皮および肺胞上皮は、杯細胞や粘

膜下の腺から分泌された上皮被覆液（epithelial lining fluid: ELF）に覆われている。

この ELF は、ムチンや免疫グロブリン、リゾチーム、抗プロテアーゼを含んでおり、

これらは細菌の機能を低下させる。また、粘液に吸着された異物や微生物は、上皮細胞

の線毛の運動によって咽頭に運ばれ、咳やくしゃみによって体外に排出される。また、

肺胞には、血中から滲出した単球に由来するマクロファージが常在し、肺胞マクロファ

ージとよばれる。肺胞マクロファージは、呼吸によって取り込まれた異物、微生物に対

して貪食作用を示し、異物や微生物を除去する働きを担っている。これらの機能により、

細菌感染や異物による損傷から肺は保護されている。 

喫煙による過剰な酸化ストレスやアスベストや排気ガスの粉塵といった慢性的な外

来異物の吸引は、肺損傷と関わりが深い。実験的な肺損傷発症モデルは数多くあるが、

中でもパラコート（1, 1’- ジメチル- 4, 4’- ビピリジニウムジクロリド）が多くの研究で

使用されている。パラコートは、ビピリニジウム系の非選択型除草剤の一つであり、哺

乳動物に強い毒性を示す(40)。パラコートは、NADPHや酸素と反応して活性酸素を発

生させるため(41,42)、個体レベルの酸化ストレスの負荷モデルとして頻繁に用いられ

ている。あらゆる臓器の損傷を伴うが、特に肺に対する損傷がパラコート中毒の代表的

な症状として知られている(43)。ヒトの場合、服毒すると嘔吐や喉の痛み、その後肝機

能障害を経て肺線維症を併発し、死に至ることもある。この肺における毒性は、肺組織

に特に高濃度にパラコートの蓄積が認められることに起因している(42,43)。ラットに

パラコートを投与すると、血漿や各組織の中で、肺において高濃度の蓄積が見られ、投

与後、12.5 日後に死亡したラットの肺にもパラコートが残留していた事が報告されて

いる(44)。パラコートは、生体内に存在する NADPHがパラコートを還元する電子供与

体として消費されることにより、パラコートラジカルとなる(41,45)。生じたパラコー

トラジカルが酸素と反応するとスーパーオキシドアニオンを発生する。さらに、パラコ

ートラジカルは、スーパーオキシドアニオンと反応し過酸化水素を生じる。また、スー
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パーオキシドアニオン同士の反応によっても過酸化水素ができる。以上のように、生体

内ではパラコートラジカルの形成に始まり、種々の ROS が産生され、肺組織を始めと

して各臓器に酸化ストレスによる障害を引き起こす。 

パラコートは、培養系でも酸化ストレスを生じることが知られており、培養細胞に添

加すると酸化ストレス誘導タンパク質として知られるヘムオキシゲナーゼ-1 の合成を

誘導するという報告がある(46)。また、腹腔マクロファージでは、パラコート添加によ

り、Nrf2を介して xCTの発現を誘導することも示されている(47)。 

当研究室の以前の研究で、肺組織で xCT が発現するかどうか検討したところ、通常

状態の肺組織において、ノーザンブロット法では、xCT mRNAの発現は検出されなか

った。しかし、細菌の細胞壁成分である細菌性リポ多糖（LPS）を大量に投与したマウ

スの肺組織から抽出した RNA を用いてノーザンブロット解析を行うと、xCT mRNA

が強く誘導されることが明らかとなった(17)。また、腹腔マクロファージを用いた実験

で、LPS添加による xCTの発現には酸素の存在が必須であることも示されている(48)。

これらのことから、異物や酸化ストレスによって肺組織においては、xCT の発現が誘

導される可能性が考えられ、特に、肺胞腔に存在する肺胞マクロファージは、比較的高

濃度の酸素の存在下で、異物や微生物に曝されているため、xCT を発現する可能性が

考えられた。そこで、本章では、個体レベルでの酸化ストレスモデルとして、特に肺組

織に損傷を及ぼすことが知られているパラコート投与による酸化ストレス負荷モデル

において、WTおよび KOマウスにどのような影響が見られるか明らかにすることを目

的として以下の解析を行った。 
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実験方法 

 

1. 試薬および試薬調製 

パラコート（1’-dimetyl-4, 4’-bipyridinium dichloride）は、コスモバイオ株式会社（東

京）から購入した。これを生理食塩水に溶かし、4.5 mg/mL に調製した。特に記載が

ない場合、試薬は和光純薬工業株式会社（大阪）もしくは SIGMA-ALDRICH（St. Louis, 

USA）から購入した。 

 

2. 実験動物 

14～16 週の C57BL/6 野生型マウス（WT）と C57BL/6J 由来の xCT 遺伝子欠損マ

ウス（KO）(18)を使用した。xCT 遺伝子欠損マウスは C57BL/6J マウスと 10 回以上

バッククロスを行ったマウスを使用した。4～6 匹を実験動物用床敷（オリエンタル酵

母株式会社, 東京）を敷いた同一ケージで飼育し、市販の固形飼料（オリエンタル酵母

株式会社, 東京）と水道水を自由摂取させた。室温は 22±2 ℃、湿度 40～60％、12時

間の明暗周期で飼育を行った。 

WTおよび KOマウスに対して、45 mg/kg パラコートをマウス腹腔内に単回投与す

ることで酸化ストレス負荷モデルを作製した。マウスをエーテル麻酔し、頸椎脱臼をし

た後、速やかに肺を摘出した。RNA サンプルは採取された後、直ちに液体窒素を用い

て瞬間的に凍結し、使用するまで-80 ℃で保存した。総グルタチオン測定用サンプルは、

採取した後、湿重量を測定し、5%トリクロロ酢酸の中に沈め、総グルタチオンサンプ

リングまで氷上に放置した。また、ブアン固定用サンプルは、採取後直ちにブアン固定

を行った。 

気管支肺胞洗浄液（BALF）および肺胞マクロファージを採取する場合は、パラコー

ト投与後 24 時間後に、マウスをエーテルで麻酔し、下大静脈から脱血後、気管を露出

した。気管に 22G 翼状針（株式会社トップ, 東京）を刺し、タコ糸で気管ごと結紮し

た。肺に 0.1%EDTA含有リン酸緩衝液（0.1%EDTA/PBS）1.5 mLを 2.5 mLシリンジ

（TERUMO, 東京）を用いて注入し、胸部を軽くマッサージを行ってから、BALF を

回収した。肺に 1.5 mL 注入すると約 1 mL の BALF が回収できた。これ以降は

0.1%EDTA/PBSを 1.0 mL注入して、同様な操作を 4回繰り返した。肺に 1.0mL注入

すると約 0.8mLの BALFが回収できた。BALFがおよそ 3 mLになったところで、遠

心分離（室温- 4,500 rpm- 5分間）を行い、その上清を BALFサンプルとして採取した。

沈殿を 0.1%EDTA/PBSを 1 mLで再懸濁し、数匹分まとめて遠心管に回収し、遠心分

離（室温-1,000rpm-5分間）した。上清を取り除き、タッピングすることで沈殿を壊し

た後に、リン酸緩衝液（PBS）で再懸濁し、再び遠心分離（室温-1,000rpm-5分間）を

行った。上清を取り除き、タッピングすることで沈殿を壊した後に、RPMI1640 培地

に再懸濁し、2匹分/24 wellまたは 3匹分/35 mmdish、4匹分/60 mmdishで播種した。
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培養は 37℃、5%CO2の条件下で 1 時間実施し、well または dish に接着した細胞を肺

胞マクロファージとして実験に使用した。これらの動物実験は、山形大学農学部動物実

験委員会により承認され、それに基づいて実施した。 

 

3. 組織固定および各種染色 

採取した肺組織を、約 12 mLのブアン固定液（ピクリン酸飽和水溶液 75 mL、37% 

ホルムアルデヒド 25 mL、氷酢酸 5 mLを混合した溶液）に約 16時間、暗所振とう

放置した。その後、ブアン固定液を捨て、50 %エタノールで 12時間暗所振とうを 4回

行った。その後、75%エタノールで 12時間暗所振とうを 2回行った後、100%エタノー

ルに移し、切片化するまで、室温で保存した。パラフィン包埋後、切片化（4 µm）し

た。組織病理学的解析のためエオジン&ヘマトキシリン（H&E）染色を行った。また、

免疫組織学的解析のため切片を脱パラフィン後、8-ヒドロキシ-2’-デオキシグアノシン

モノクローナル抗体（8-OHdG, 1:50, Nikken SEIL, 静岡）または 4-ヒドロキシ-2-ノ

ネナールモノクローナル抗体（4-NHE, 1:50, Nikken SEIL, 静岡）で 4 ℃で一晩処理

を行った。8-OHdG または 4-NHE陽性細胞はHistofine mouse stain kit（Nichirei, 東

京）を用いて検出した。各種染色後、切片を顕微鏡で観察した。 

 

4. 肺組織からの total RNA抽出 

total RNAは ISOGEN（株式会社日本ジーン, 東京）を用いて抽出された。2 mL容

量のエッペンチューブで-80 ℃で保存された肺組織は ISOGEN を 0.4 mL 加え、ポリ

トロンでホモジェナイズした。さらに ISOGEN 1.1 mL、クロロホルム 0.3 mL加え、

30秒間混合後、5分間室温放置し、遠心分離（4 ℃-12,000 rpm-20分間）した。上清

を新しい 2 mL容量エッペンチューブに移し、等量の中性フェノール/クロロホルム/イ

ソアミルアルコールを加え、30秒間混合後、遠心分離（4 ℃-12,000 rpm-5分間）した。

上清を新しい 2 mL 容量のエッペンチューブに移し、上清と等量のクロロホルム/イソ

アミルアルコールを加え、30秒間混合後、遠心分離（4 ℃-12,000 rpm-5分間）した。

上清を新しい 2 mL 容量のエッペンチューブに移し、等量のイソプロパノールを加え、

30秒間混合後、10分間室温放置して、遠心分離（4 ℃-15,000 rpm-20分間）した。上

清を捨て、沈殿に 70%エタノールを 0.5 mL加え、遠心分離（4 ℃-15000 rpm-5分間）

した。遠心後、上清を捨て、2分間減圧乾燥させた。沈殿に 30 µLの RNase free water

を加え、ヒートブロックで 60 ℃、15分間保温し、沈殿を完全に溶解させた。その後、

分光光度計を用いて、total RNA量を測定した。 

 

5. 肺胞マクロファージからの total RNA抽出 

組織からと同様に、total RNAを ISOGENを用いて抽出した。60 mmdishに 4匹分

まとめて播種された肺胞マクロファージは 37℃、5%CO2の条件下で 1時間培養された
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後、RNase freeの PBSで 3回洗浄し、ISOGENを 1 mL加え、全体にいきわたらせ、

5 分間室温放置した。その後、セルスクレイパーで ISOGEN を 2 mL 容量エッペンチ

ューブに回収した。クロロホルム 0.2 mL加え、30秒間混合後、5分間室温放置し、遠

心分離（4 ℃-12,000 rpm-20分間）した。遠心後、上層を新しい 2 mL容量エッペン

チューブに移し、等量のイソプロパノールを加え、30秒間混合後、10分間室温に放置

し、遠心分離（4 ℃-15,000 rpm-20分間）した。遠心後、上清を捨て、沈殿に 70%エ

タノールを 0.5 mL加え、遠心分離（4 ℃-15,000 rpm-5分間）した。遠心後、上清を

捨て、2分間減圧乾燥させた。沈殿に 10 µLの RNase free waterを加え、ヒートブロ

ックで 60 ℃、15 分間保温し、沈殿を完全に溶解させた。その後、分光吸光度計を用

いて、total RNA量を測定した。 

 

6. cDNAの合成 

付属の取扱説明書に従って、PrimeScript® RT reagent Kit（タカラバイオ株式会社, 

滋賀）を用いて RNAから cDNAを合成した。氷上において、0.2 mL容量 PCRチュー

ブ（Thermo）に RNAサンプルを 1 µg、5×PrimeScript® Bufferを 4 µL、PrimeScript® 

RT Enzyme Mix Ⅰを 1 µL、Oligo dT Primer（50 µM）を 1 µL（終濃度 2.5 µM）、

Ramdom 6 mers を 1 µL（終濃度 5 µM）加え、RNase free waterで全量を 20 µLに

した。温度条件を 37 ℃-15 分、85 ℃-5 秒、4 ℃に設定したサーマルサイクラーを使

用して、逆転写反応を行った。合成された cDNAは使用されるまで-20 ℃で保存した。 

 

7. 標的 cDNAの増幅（半定量 PCR） 

付属の取扱説明書に従って、TaKaRa LA Taq®（タカラバイオ株式会社, 滋賀）を用

いて標的 cDNAの増幅を行った。氷上において、0.2 mL 容量 PCR チューブに cDNA

溶液を 2 µL、10×LA PCR ® Buffer Ⅱ（Mg2+ free）を 1.5 µL、TaKaRa LA Taq®を

0.15 µL、25mM MgCl2を 0.9 µL（終濃度 1.5 µM）、dNTP Mixture（2.5 mM each）

を 1.2 µL（終濃度 0.2 mM each）、Forwardと Reverseのプライマー（Table 2）をそ

れぞれ 0.6 µL（終濃度 0.4 µM）加え、超純水で全量を 15 µLにした。94 ℃-5分を 1

サイクル、94 ℃-30秒、60 ℃-30秒、72 ℃-60秒を 27サイクル、72 ℃-10分を 1サ

イクル、4 ℃に設定したサーマルサイクラーを使用して、PCR反応を行った。0.5 µg/mL

エチジウムブロマイド含有の 1.5%アガロースゲルを用いて電気泳動を行った後、トラ

ンスイルミネーターを使用して増幅された標的 cDNAのバンドを確認した。 

 

8. 標的mRNAの発現量の相対定量（real-time PCR） 

付属の取扱説明書に従って、SYBR® Premix EX TaqTM Ⅱ（タカラバイオ株式会社, 

滋賀）を使用して PCR反応液を調製し、Thermal Cycler Dice® Real Time System 

Single（タカラバイオ株式会社, 滋賀）を使用して、標的 mRNA の発現量を相対定量
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した。氷上において、8連 0.2 mL容量 PCRチューブ（タカラバイオ株式会社, 滋賀）

に cDNA溶液（サンプル）を 2 µL、SYBR® Premix EX TaqTM Ⅱ（2×）を 12.5 µL、

Forwardと Reverseのプライマー（それぞれ 10 µM）をそれぞれ 1 µl（終濃度 0.4 µM）

加え（Table. 3）、超純水で全量を 25 µLにした。GCLCと GAPDHにおいては、95 ℃

-30秒を 1サイクル、95 ℃-5秒、64 ℃-30秒を 40サイクル（2 step PCR）、95 ℃-15

秒、60 ℃-30秒、95 ℃-15秒を 1サイクル（Dissociation）に設定した Thermal Cycler 

Dice® Real Time System Singleを使用して、PCR反応を行った。xCTにおいては、

95 ℃-30秒を 1サイクル、95℃-5秒、60 ℃-30秒、72 ℃-30秒を 45サイクル（3 step 

PCR）、95 ℃-15 秒、60 ℃-30 秒、95 ℃-15 秒を 1 サイクル（Dissociation）に設定

したThermal Cycler Dice® Real Time System Singleを使用して、PCR反応を行った。

PCR 反応と同時に、2 step PCR および 3 step PCR の各サイクルが終わった段階で

SYBR® Green Ⅰの蛍光強度を検出した。またそれぞれのDissociationにおいて、60 ℃

から 95 ℃に上昇するときに、0.5 ℃刻みで温度を上昇させ SYBR® Green Ⅰの蛍光強

度を検出した。各遺伝子のプライマーセットを使用して増幅される増幅産物を TAクロ

ーニングにより pGEM®-T easy Vector（Promega, 東京）に組み込んだプラスミドを

用いて、任意の割合で連続的に希釈した希釈系列（Standard）を作成した。これらを

サンプルと同様に PCR反応させて、縦軸を Ct値（Threshold Cycle）、横軸を Standard

の初期鋳型量とした検量線を各遺伝子に対して作成した。各遺伝子に対して、検出され

たサンプルの Ct値と検量線からサンプルの初期鋳型量を算出した。GAPDHをハウス

キーピング遺伝子として使用して、GAPDHの算出された初期鋳型量に対する標的遺伝

子の算出された初期鋳型量を計算した。各遺伝子において、WT のコントロール群

（WT-cont）を 1としたときの倍数（fold）として表した。 

 

9. シスチン取り込み活性の測定 

35 mm dishに播種 1時間後の肺胞マクロファージを、37 ℃に温められたPBS+G（終

濃度で 0.1%グルコースと 0.01%Ca2+、Mg2+を含む）約 5 mL で 3 回洗い、37 ℃に温

められた uptake液（PBS＋Gに終濃度でシスチンを 0.05 mMと[14C]で標識されたシ

スチン 0.2 µCi/mLを含む）0.5 mLを加え、37 ℃で 2分間放置した。その後、uptake

液を捨て、氷冷の PBS で 3回洗った。これに 0.5 N NaOHを 0.4 mL加え、一晩放置

した。このうちの0.2 mLを用いて、シンチレーター3 mLと0.2 M Tris conc HCl（10:1）

0.1 mLと混合された後、シンチレーションカウンターで測定した。また、残りのうち

の 0.1 mLまたは 0.2 mLを用いて、Lowry法によってタンパク質量を定量した。シス

チン取り込み活性は、比活性の値から、シスチンの取り込み量を算出し、1分間あたり

タンパク質あたり（nmol/min/mg protein）で表した。 
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10. 肺組織からの総グルタチオンサンプリング 

1 mLの 5%TCA中に沈められた肺組織は、ポリトロンでホモジェナイズし、30分間

氷上に放置した。その後、遠心分離（4 ℃-3,000 rpm-15 分間）し、上清を採取した。

上清中の TCAを除くため、0.01 N HCl飽和ジエチルエーテル抽出を行い、総グルタチ

オン定量用サンプルとした。遠心分離した後の沈殿には 0.5 N NaOH を 3 mL加えて一

晩放置し、さらに 0.5 N NaOH を 3 mL加えて、タンパク質定量用サンプルとした。 

 

11. 総グルタチオンの定量 

総グルタチオンの定量は Tietzeの方法（酵素リサイクリング法）により定量した(49)。

0.4 mLのサンプル（BALFの場合は 0.05 mL）を H2Oで全量を 1.2 mLにし、測定用

Buffer（0.2 M K phosphate + 10 mM EDTA）を 1.2 mL加えた。スタンダードとして

5%TCAを 0.01 N HCl飽和ジエチルテーテル抽出したもの 0.4 mLにH2Oを 0.8 mL

と測定用Bufferを1.2 mL加え、0.1 mM GSH溶液を0、5 µl（0.5 nmol）、10 µl（1 nmol）、

20 µl（2 nmol）混合したものをサンプル同様に測定した。各サンプルとスタンダード

に 4 mg/mLの 5, 5’-Dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)を 0.1 mL、20 U/mlの Glutathione 

Reductaseを 0.05 mL、3.62 mg/mlの Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

を 0.05 mLそれぞれ混合し、30秒後と 5分後での吸光度（412 nm）を測定した。スタ

ンダードの 5分後と 30秒後の吸光度の差を求め、検量線を作成した。この検量線に従

い、各サンプルの 5分後と 30秒後の吸光度の差から総グルタチオン量を算出し、タン

パク質量で標準化し、タンパク質量あたりの総グルタチオン量（nmol/mg protein）で

表した。また、BALFにおいては、検量線から算出された総グルタチオン量を採取され

た total BALF量で標準化、total BALFあたりの総グルタチオン量（nmol in total BALF）

として表した。 

 

12. BALFサンプルからの HPLCサンプリング 

BALF サンプル 25 µL と 50 mM N-ethyl morpholine（NEM）で溶かした 8 mM 

monobromobimane（mBBr）25 µLを混合し、室温暗所で 10分間反応させた。この反

応物に 100%TCAを 2.5 µL加え、混合し、氷上暗所で 30分間放置した。その後、遠心

分離（0 ℃-15,000 rpm-15分間）し、その上清をフィルター（Millex®-LH, MILLIPORE）

に通し、これをHPLCサンプルとした。 

 

13. 肺胞マクロファージからの HPLCサンプリング 

24 wellに接着した肺胞マクロファージを、20 mM N-2-hydroxyethylpiperazine-N’- 

2-ethanesulfonic acid（HEPES）+G-saline（終濃度で 137 mM NaCl/3 mM KCl, pH 7.4

に 0.1%グルコースと 0.01%Ca2+、Mg2+を含む）で 3回洗い、50 mM NEMで溶かした

8 mM mBBrを 50 µLと 50 mM HEPES+G-salineを 50 µL加え、室温暗所で 10分間
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反応させた。この反応物に 100%TCAを 5µL加え、氷上暗所で 30分間放置した。その

後、この溶液を 1 mL容量のエッペンチューブに移し、遠心分離（0 ℃-15,000 rpm-15

分間）し、その上清をフィルターに通し、これをHPLCサンプルとした。さらに、well

には 0.5 N NaOHを 0.2 ml加えて一晩放置し、タンパク質定量用サンプルとした。 

 

14. HPLCによるシステインおよび GSHの測定 

肺胞マクロファージと BALF 中のシステイン量および GSH 量は Cotgreave と

Moldeus の方法により、mBBr を使用する方法を用いて、HPLC（島津 LC-6A システ

ム）で分析した(50)。HPLC分離には、逆相系カラム ODS（4.6 mm×100 mm、ナカ

ライテクス）を使用し、流速は 1 mL/min に設定した。分離後サンプルは蛍光検出器

（RF-10AXL、島津製作所）に導入し、励起光 394 nm、放出光 480 nmで検出した。

移動相は、A 液（0.25%酢酸/9%アセトニトリル溶液）と B 液（75%アセトニトリル溶

液）とした。分離条件として、8分間 A液 100%でサンプルを溶出し、その後ステップ

ワイズグラジェントで B液 100%にして、5分間カラムを洗浄し、再度ステップワイズ

グラジェント A液 100%に戻し、7分間カラムを平衡化した。mBBrで修飾されたシス

テインと GSHはそれぞれ、160-180秒前後と 360秒前後で検出され、他の交雑物のピ

ークとは独立していたので、この蛍光のピーク面積を、システインまたは還元型 GSH

の濃度計算に用いた。mBBrで修飾された標準サンプルと目的サンプルの面積から、サ

ンプルのシステイン量と GSH量を算出した。肺胞マクロファージにおいて、算出され

たシステイン量および GSHレベルは、タンパク質量で標準化し、タンパク質量あたり

の量（nmol/mg protein）で表した。また、BALF においては、算出された GSH 量を

採取された total BALF量で標準化、total BALFあたりの還元型GSH量（nmol in total 

BALF）として表した。 

 

15. タンパク質の定量 

タンパク質の定量は Lowry 法を用いて定量した(51)。サンプル 100 µLに H2O を加

えて、全量を 500 µLにした。スタンダードとして、0.4 mg/mLウシ血清アルブミン 0、

50、100、150 µlに、0.5 N NaOHを 100 µL加え、全量が 500 µLになるようにH2O

を加えた。各サンプルとスタンダードに銅試薬（2%Na2CO3/1N NaOH:2%酒石酸カリ

ウムナトリウム:1%CuSO4＝100:1:1）を 2.5 mL加えて混合し、室温で 15分間放置し

た。その後、フェノール試薬（Follin-Ciocalteu’s phenol reagent 2NをH2Oで 2倍希

釈）を 0.25 mL加えて混合し、室温で 30分間放置した。これを 660 nmで吸光度を測

定した。スタンダードから求められた検量線に従い各サンプルのタンパク質量（mg）

を算出した。 
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16. 統計処理 

 値は平均±標準偏差で表した。フィッシャー最小有意差法を用いて有意差検定を行い、

p<0.05で有意であるとみなした。 
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結 果 

 

1. パラコート投与による生存率の変化 

 酸化ストレス負荷がマウスの生存率に影響を与えるかどうかを調べた。45 mg/kgパ

ラコート投与による WTおよび KO マウスの生存率の変化を Fig. 2 に示した。両マウ

スの生存率はパラコート投与 1.5日後から減少した。パラコート投与後 3日後からどち

らのマウスでも生存率は一定になったが、KOマウスの方がWTマウスに比べて有意に

生存率は低下した。この結果から、パラコート投与による酸化ストレスに対して KOマ

ウスは脆弱であることが示唆された。なお、30 mg/kgパラコート投与では、両マウス

とも 90%生存し、マウス間に有意な差は見られなかった。また、60 mg/kgパラコート

投与では、両マウスとも生存率が 20%以下になり、この条件でもマウス間に有意な差

は見られなかった。このため、45 mg/kg投与の条件をこれ以降の実験では使用した。 

 

2. パラコート投与による肺組織の組織学的解析 

 パラコートによる障害は、肺組織で大きいことが知られているため、パラコート投与

24時間目において、肺組織を採取し、組織学的・免疫組織化学的解析を行った（Fig. 3）。

肺の損傷では、浮腫や白血球細胞の浸潤、肺胞での出血などを伴う。生理食塩水を投与

した場合でも、KO マウスにおいて肺胞壁が肥厚していることを見出した（Fig. 3G）。

パラコート投与によって、WTおよび KOマウス共に炎症性細胞の浸潤と出血を確認し

たが、特に KOマウスにおいて、肺胞構造が増悪していることが示された（Fig. 3D, J）。

酸化ストレスに伴う DNA障害を調べるために、8-OHdGの抗体を用いて免疫染色した

ところ、パラコート投与によって両マウスの肺胞上皮細胞において、8-OHdGに対して

陽性反応を示したが、WTに比べ KOマウスの方が大きい傾向があった（Fig. 3E, K）。

肺における脂質過酸化の程度を調べるために、4-HNE 抗体への反応性を同様に免疫組

織化学的に検討した。生理食塩水を投与した場合、両マウス間では有意な差は検出され

なかった。パラコート投与によって、WT ではわずかな陽性反応があった一方で、KO

では顕著な陽性反応が検出された（Fig. 3 F, L）。これらの結果は、パラコート投与に

よる酸化ストレス障害レベルは、WTマウスよりも KOマウスの肺で大きいことを示唆

した。 

 

3. パラコート投与による総グルタチオン量の経時変化 

 酸化ストレス負荷が肺組織内総グルタチオン量に影響を与えるかどうかを調べるた

めに、45 mg/kg パラコート投与後 0, 24, 48, 72時間目でマウスの肺を採取し、酵素リ

サイクリング法により、肺組織内の総グルタチオン量を測定した（Fig. 4）。投与前は、

WTおよび KOマウスの肺組織内グルタチオン量はほぼ同じレベルであり、統計学的に

有意な差はなかった。パラコート投与によって、両マウスの肺組織内総グルタチオン量
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は経時的に減少したが、各時点において、KOマウスの方がWTマウスよりも総グルタ

チオン量は有意に低いことが示された。 

 

4. パラコート投与における肺組織での xCTと GCLCの発現 

WT での肺組織内グルタチオン量の維持効果が xCT の発現に起因するものかどうか

を確かめるために、半定量および real-time RT-PCRによって、xCTおよびグルタチオ

ン合成の律速酵素である GCLCのmRNAの発現レベルを解析した。ノーザンブロット

解析では、通常状態での肺組織で xCT mRNA は検出されなかったが、半定量および

real-time RT-PCRによって通常状態のWTマウスの肺において xCT mRNAの発現し

ていることが明らかとなった。また、このmRNAレベルは、パラコート投与によって

著しく増大した（Fig. 5A, B）。GCLC mRNAの発現もパラコート投与によって両マウ

スにおいて同様に著しく増大することが示された（Fig. 5A, C）。 

 

5. 肺胞マクロファージにおける xCTの発現とパラコート投与による変動 

肺胞に存在する肺胞マクロファージは、常に比較的に高い濃度の酸素に曝されている

ため、構成的な xCT の発現が予想された。そこで、WT マウスの肺胞マクロファージ

のシスチン取り込み活性を測定した結果、シスチンの取り込み活性が認められた

（Fig.6A）。KO でもシスチン取り込み活性が見られたが、これは、トランスポーター

を介さない非特異的な取り込みであると考えられた。半定量および real-time RT-PCR

によって、45 mg/kg パラコート投与後における xCTおよびmRNAの発現を解析した

ところ、WTマウスのxCT mRNA発現は、パラコート投与によって著しく増大した（Fig. 

6B, C）。KOマウス由来の肺胞マクロファージでは、xCT mRNAの発現は検出できな

かったことから、この細胞で見られたシスチンの取り込み活性は、xCT を介さない非

特異的な取り込みであることが裏付けられた。同様に GCLC mRNAの発現についても

調べたところ、肺組織全体ではパラコート投与によって発現増強が見られた GCLC 

mRNA は、肺胞マクロファージおいては、パラコート投与による発現増加は見られな

かった（Fig. 6B, D）。 

 

6. パラコート投与における肺胞マクロファージ内のシステイン量と GSH量 

WTマウスにおいて、パラコート投与により xCT mRNAが強く誘導されたことから、

xCT の活性が上昇することが考えられた。つまり、肺胞マクロファージにおいてパラ

コート投与により誘導された xCT は、シスチンを取り込むことで細胞内にシステイン

を供給し、グルタチオンレベルを上昇させることが予想された。そこで、パラコート投

与 24 時間後に回収した肺胞マクロファージ内のシステイン量と GSH 量をモノブロモ

ビマン（mBBr）を用いた HPLCにより測定した。細胞内システイン量は、KOマウス

由来肺胞マクロファージでは、パラコート投与の有無で有意な差は見られなかったが、
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WTマウス由来の肺胞マクロファージにおいては、パラコート投与の有無で有意な差が

見られた（Fig. 7A）。これは、パラコートを投与したWTの肺胞マクロファージにおい

て、xCTが強く誘導されたことを反映したものと考えられた。しかし、細胞内 GSHレ

ベルは、WTおよび KOマウス由来の細胞間で有意差が見られないだけではなく、パラ

コートを投与しても、WTマウス由来のマクロファージでグルタチオンの有意な上昇は

認められなかった（Fig. 7B）。 

 

7. パラコート投与における BALF中の総グルタチオンおよび GSH量 

肺組織や肺胞マクロファージにおける遺伝子の変動が、上皮被覆液中の総グルタチオ

ン量および GSH量に影響を及ぼすかどうかを検討するため、BALF中の総グルタチオ

ン量を酵素リサイクリング法によって、GSH 量を mBBr を用いた HPLC によって測

定した。その結果、WTと KOマウス共にパラコート投与によって、BALF中の総グル

タチオン量は、パラコートを投与していない場合と比較して減少することが分かったが、

減少幅はWTと KOマウスの間で有意差は見られなかった（Fig. 8A）。一方、GSH量

もパラコート投与によって、WT、KO マウスともに減少することが示されたが、その

減少幅は WT マウスと比較して KO マウスの BALF で有意に低下することが明らかと

なった（Fig. 8B）。 
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考 察 

  

これまでの研究により、通常の培養条件下で培養できる培養細胞のほとんどは、xCT

の発現が確認されている。このような培養系においては、xCT が発現することによっ

て、細胞外のシスチンが取り込まれ、グルタチオン合成の前駆物質であるシステイン量

を高め、結果としてグルタチオン合成が促進されることで、細胞内のグルタチオン量の

維持に寄与すると考えられる。また、xCT は、活性酸素など種々の刺激によって強く

誘導され、その誘導に伴って細胞内グルタチオン量も上昇することが観察されている。

逆に、多くの培養細胞では、xCT の活性を阻害すると細胞内グルタチオンレベルは急

激に減少して細胞死を招く。このようなことから、xCT は、少なくとも培養系におい

ては、抗酸化機構の一翼を担うと考えられている。本研究では、この培養系で明らかに

された xCT の抗酸化系としての機能が、個体レベルでも見られるか、パラコート投与

による in vivoの酸化ストレス負荷モデルによって検証した。その結果、xCT KOマウ

スが、WTマウスに比べ有意に酸化ストレス負荷に対する感受性が高まることが示され

た(Fig. 2)。このことは、個体レベルでも xCTが抗酸化系として機能することを実験的

に示した初めての知見である。また、本研究では、肺胞マクロファージにおいて、xCT 

mRNAの構成的な発現が初めて示された（Fig. 6）。xCT mRNAは、脳や胸腺、脾臓の

ような神経系および免疫系組織において構成的発現が認められているが、in vivo の細

胞レベルでは、チオグリコレート培地を刺激剤として腹腔投与した際に腹腔中に滲出す

る好中球に発現していることが報告されている(36)。好中球は、マクロファージと同様、

骨髄球系前駆細胞から分化した免疫担当細胞の一種である。肺胞マクロファージは、他

の組織・細胞と比べ高酸素および呼気に混入する外来微生物や異物に曝されており、常

に酸化ストレスに暴露されていると考えられる。これらの細胞は、自然免疫担当細胞と

して、細菌などの感染に伴い感染部位に遊走し、貪食作用、細胞傷害性物質の産生、サ

イトカイン産生などを介して感染拡大を食い止めると考えられている。このような感染

部位では、活性酸素などの濃度が局所的に高まる炎症状態が生じるため、免疫担当細胞

は、このような酸化ストレスから自身を守る機構が必要となる。好中球やマクロファー

ジのような免系系細胞は、in vivoにおいて、酸化ストレスなどの刺激によって xCTを

誘導し、細胞内グルタチオン量を高めることによって、自分自身を酸化ストレスから防

御する機能を発揮するものと考えられる。 

 以前、肺組織全体から抽出した RNAを用いて、ノーザンブロット解析した結果、肺

においては xCT mRNAの発現は検出できなかった(17)。しかしながら、RT-PCR法を

用いた解析では、xCT mRNAの発現が検出された（Fig. 5）。このことは、肺の実質細

胞は、通常状態では xCT を発現していないが、肺組織全体から RNA を抽出すること

によって、構成的に xCT を発現している肺胞マクロファージ由来の RNA が混入した

ため、RT-PCR法で検出されたものと考えられる。同じマクロファージ系細胞である腹
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腔滲出マクロファージには、xCT mRNAの発現がほとんど認められず、シスチンの取

り込み活性も極めて低いが、培養することにより xCT が誘導されることがわかってい

る (52)。腹腔内は、肺胞内と比べると酸素濃度は低いが、培養による酸化ストレスに

暴露されることで、xCT が誘導されると考えられている。したがって、マクロファー

ジには、潜在的に酸素などの酸化ストレスにより xCTを誘導する能力が備わっており、

肺では常に酸化ストレスに曝されているため、構成的な xCT の発現が見られたものと

考えられる。 

肺胞マクロファージが xCT を発現することが明らかとなったので、肺胞マクロファ

ージ内のGSH量に影響はないかどうか調べたが、WTおよび KOマウスで細胞内GSH

量に有意な差はなかった（Fig. 7B）。また、ELF中の総グルタチオン量および GSH量

を BALF中のそれらを測定することで推定した。その結果、生理食塩水処理での BALF

中の総グルタチオン量および GSH量は、WTおよび KOマウスの間で有意な差はなか

った（Fig. 9A, B）。ELF中に高濃度でグルタチオンが存在するために、全てのシステ

インがシスチンに酸化されたわけではなく、システインとしてある程度存在できると考

えられる。このために、KOマウスの肺胞マクロファージにおいても、構成的に発現す

る中性アミノ酸トランスポーター（主に L系様トランスポーター(53)）からシステイン

が供給されるため、細胞内グルタチオン量が、WTマウスの肺胞マクロファージと同じ

程度維持されているた思われる。ELF 中にシステインおよびシスチンが存在するかど

うかは、HPLC およびアミノ酸分析機を用いて検討する必要がある。これに関して、

Smita らは、ブレオマイシン投与による食餌摂取量の減退は、ELF 中のシスチン・シ

ステインを指標とするレドックスバランスの酸化方向へのシフトを引き起こし、肺線維

症の発症の要因の一つになり得ることを報告している(54)。肺胞マクロファージで発現

する xCTは、肺胞のELF中でシスチン・システインサイクルを形成することによって、

ELF 中のシスチン・システインレドックスバランスの維持に寄与しているのかもしれ

ない。 

WT マウスの肺組織および肺胞マクロファージにおけるパラコート投与 24 時間後の

xCT mRNAと GCLC mRNAの発現を RT-PCR法を用いて解析したところ、肺組織に

おいて xCT mRNAと GCLC mRNAの両方の遺伝子が誘導された（Fig. 5）。しかし、

肺胞マクロファージにおいては、xCT mRNA が強く誘導されたのに対して、GCLC 

mRNA は、あまり大きな誘導は確認できなかった（Fig. 6）。肺組織における xCT と

GCLC の発現誘導のメカニズムは、Keap-1-Nrf2 経路が関与していると考えられる。

パラコートによる直接的もしくは間接的な酸化ストレスにより、Nrf2 が Keap-1 から

解放され、核内に移行し、xCT や GCLC 遺伝子上流に存在する抗酸化応答配列を認識

することによって、これらの遺伝子の発現を誘導したと考えられる。当研究室における

これまでの研究から、xCT の発現を誘導する刺激は、酸化ストレスのみではなく、腫

瘍壊死因子α（TNF-α）のようなサイトカインや貪食刺激などによっても誘導される
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ことが示されている(12,36)。これに関連して、間接的に引き起こされた急性肺損傷に

よって、肺にリンパ球が動員されることが報告されている(55)。本研究では、投与した

パラコートの作用によって肺が損傷・炎症を起こしたことで、肺胞中にリンパ球や好中

球、単球などの免疫系細胞が遊走し、TNF-αなどのサイトカイン類を産生・放出した

ことにより、肺胞マクロファージに作用した可能性が考えられる。サイトカイン類によ

る xCTの誘導が、Keap1-Nrf2経路を介するものであるかどうか、今後の検討課題であ

る。 

パラコート投与による BALF 中の総グルタチオンレベルを測定した結果、WT、KO

マウス共にパラコート投与により総グルタチオンレベルの減少が観察された（Fig. 8A）。

総グルタチオンレベルが減少した理由は、２つ考えられる。１つ目は、ELF 量の減少

である。パラコートなどの酸化ストレスを発生させる試薬の投与により、肺は損傷・炎

症を引き起こし、肺胞内にリンパ球やマクロファージ、好中球、線維芽細胞などが滲出

することで、肺胞の空隙が狭くなることが分かっている(54,56,57)。これらの細胞の滲

出による肺胞の空隙の縮小により、肺胞内の ELF 量自体が減少したため、BALF 中の

総グルタチオンレベルが減少したのかもしれない。。肺胞中に浸み出た血中の血漿成分

が ELFとなるため、血漿中の尿素濃度と ELF中の尿素濃度は一致するはずである。つ

まり、BALF 中尿素量と血漿中の尿素濃度を用いて、BALF 中の含まれる ELF の液量

が推定できる。この尿素係数を用いて正確に補正したELF量を算出する必要がある(58)。

２つ目の可能性は、ELF中でのグルタチオンの分解の亢進である。ELF中にはγ-グル

タミルトランスフェラーゼ（γ-GT）が存在することから、一定の速度でグルタチオン

の分解が行われていると考えられる(59)。γ-GTは、腎臓で最も高い活性を示すが、全

身の至る所で発現している。肝臓にも存在し、肝疾患時には、血清中に放出されること

が知られている。パラコート投与により肺組織が損傷すると、肺組織中に存在するγ

-GT が ELF 中に放出され、ELF 中のグルタチオンの分解が亢進するため、結果的に

BALF中の総グルタチオンレベルが減少したのかもしれない。これを確かめるためには、

実際のELF中のγ-GT存在量や活性を検討する必要がある。一方、本研究により、BALF

中 GSHレベルは、パラコート投与において、WTと比較して KOの方が有意に低くな

ることが明らかとなった（Fig. 8B）。この結果は、肺胞マクロファージにおいて xCT

が発現していることによって形成されるシスチン・システインサイクルが関係すると考

えられる。パラコート自身やパラコート投与による損傷・炎症により生じる酸化ストレ

スによって、ELF 中の GSH は酸化型の GSSG になる。また、酸化ストレスで誘導さ

れる xCT によって、肺胞マクロファージ内のシステイン量は増大する。このシステイ

ンは、新規の GSH合成に使用されるが、過剰な分は、構成的に発現する中性アミノ酸

トランスポーター（主に L系様トランスポーター）によって ELF中に放出されると考

えられる。このシステインが、ELF中の GSHより先に酸化され、シスチンとなること

で、GSH の酸化を防いでいる可能性がある。また、放出されたシステインが、GSSG
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と反応し、システインと GSH の混合ジスルフィドおよび GSH が生成されることによ

っても ELF 中の GSH レベルが維持されるのかもしれない。このような機構により、

xCTは、ELF中の GSHレベルの維持に寄与しているものと考えられる。 
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Table. 2 半定量 RT-PCRにおけるプライマーセット 

 

 

 

 

 

 

Table. 3 Real-time RT-PCRにおけるプライマーセット 

Gene Forward Reverse 

xCT mouse xCT int 3F 

（5’-CTC GTG ACA GCT GTG GGC AT-3’） 

Dr 4 end 

（5’-GGC ACT AGA CTC AAG AAC TGT-3’） 

GCLC mGCL F1 

（5’-CTC TGC ACC ATC ACT TCA TTC C-3’） 

mGCL R1 

（5’-CAT CAG CTG GCC ACT ATC TGC-3’） 

GAPDH GAPDH F1 

（5’-GAC CCC TTC ATT GAC CT-3’） 

GAPDH R1 

（5’-CCA CCA CCC TGT TGC TGT-3’） 

Gene Forward Reverse 

xCT Dr 4 3F 

（5’-CAT TGT ATG GGA CAA GAA ACC-3’） 

Dr 4 end 

（5’-GGC ACT AGA CTC AAG AAC TGT-3’） 

GCLC MAO64953-F 

（5’-GAT GTG GAC ACC CGA TGC AG-3’） 

MAO64953-R 

（5’-CAG GAT GGT TTG CAA TGA ACT CTC-3’） 

GAPDH MAO050371-F 

（5’-TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA-3’） 

MAO050371-R 

（5’-TTG CTG TTG AAG TCG CAG GAG-3’） 
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Fig. 2  パラコート投与による生存曲線  

雄の野生型（WT）と xCT 遺伝子欠損（KO）マウスに、生理食塩水に溶かしたパラコ

ート(45 mg/kg body weight)を腹腔内に単回投与した。その後 12時間毎に生存率を記

録した。測定期間は 7日間とした。（n=14~18）  
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Fig. 3 パラコート投与後の組織化学・免疫化学的解析 

雄の野生型（WT）と xCT 遺伝子欠損（KO）マウスに、生理食塩水に溶かしたパラコ

ート(45 mg/kg body weight)を腹腔内に単回投与した。その 24時間後に肺を摘出・固

定し、切片を作製し、H&E 染色（A, D, G and J, Original magnification ×200）、

8-OHdG免疫染色（B, E, H and K, original magnification ×200）、 4-hydroxynonenal

免疫染色（C, F, I and L, original magnification ×200）に使用した。 
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Fig. 4 パラコート投与による肺組織の total GSHレベル   

雄の野生型（WT）と xCT 遺伝子欠損（KO）マウスに、生理食塩水に溶かしたパラコ

ート(45 mg/kg body weight)を腹腔内に単回投与した。投与後 24、48、72時間後に肺

を採取し、総グルタチオンレベルを酵素リサイクリング法により測定した。0 時間は、

パラコートを投与していないコントロールマウスのグルタチオンレベルを示している。

（n=5~12）  *p<0.05 
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Fig. 5 パラコート投与における肺組織での xCTと GCLCの発現 

雄の野生型（WT）と xCT 遺伝子欠損（KO）マウスに、生理食塩水に溶かしたパラコ

ート(45 mg/kg body weight)を腹腔内に単回投与した。投与後 24、48、72時間後に肺

を採取し、xCTおよび GCLC mRNA発現を半定量 RT-PCR（A）, real-time RT-PCR

（B, xCT; C, GCLC）で解析した。contは生理的食塩水を投与し、24時間後の肺での

それぞれのmRNA発現レベルを示している（n=4）。 
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Fig. 6 肺胞マクロファージにおける xCTの発現  

マウスの気管を 0.1%EDTA 含有リン酸緩衝液で 5 回洗浄し、遠心分離することで肺胞

マクロファージを分離した。１時間培養することにより dishに接着させた。A, 肺胞マ

クロファージのシスチンの取り込み活性を 14C-シスチンを用いて測定した。45 mg/kg 

パラコートの単回投与後、気管を洗浄し、肺胞マクロファージを分離し、1時間後にdishi

に接着した細胞からRNAを抽出し、xCTとGCLC mRNAの発現を半定量RT-PCR（B）

および retal-time RT-PCR（C, xCT; D, GCLC）を用いて解析した。  
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Fig. 7 パラコート投与における肺胞マクロファージのシステインレベルとGSHレベル 

雄の野生型（WT）と xCT 遺伝子欠損（KO）マウスに、生理食塩水に溶かしたパラコ

ート(45 mg/kg body weight)を腹腔内に単回投与した。投与 24時間後に、マウスの気

管を 0.1%EDTA含有リン酸緩衝液で 5回洗浄し、遠心分離することで肺胞マクロファ

ージを分離した。１時間培養することにより dish に接着させた。その後、

monobromobimane を用いた HPLC により細胞内のシステインレベルおよび還元型グ

ルタチオンレベルを測定した。（n=4）**p<0.05 
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Fig. 8 パラコート投与における BALFの totalおよび還元型グルタチオンレベル  

雄の野生型（WT）と xCT 遺伝子欠損（KO）マウスに、生理食塩水に溶かしたパラコ

ート(45 mg/kg body weight)を腹腔内に単回投与した。投与 24 時間後に気管を

0.1%EDTA含有リン酸緩衝液で洗浄し、遠心分離した上清を気管支肺胞洗浄液（BALF）

として採取した。A, total GSH レベルを酵素リサイクリング法により測定した。（n=8）

B, monobromobimane を用いた HPLC により還元型グルタチオンレベルを測定した。

（n=6） *p<0.05 
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第二章 xc
-系によるシスタチオニンの輸送とその機能 

緒 言 

 様々なクロマトグラフィー法や質量分析といった検出法を組み合わせて、生体内の代

謝産物を網羅的に解析する手法をメタボローム解析という。このメタボローム解析を応

用することで、病気のマーカー物質の探索や遺伝子変異による代謝経路の変調の解析に

利用することができる。 

生体内でのシステインの生合成経路は、トランススルフレーション経路と呼ばれ、メ

チオニンからホモシステイン、シスタチオニンを経て合成される(60,61)。この経路に

おいては、シスタチオニン-β-シンターゼ（CBS）およびシスタチオニン-γ-リアーゼ

（CGL）という二つのビタミン B6 依存的な酵素が関係しており、CBS は、ホモシス

テインからのシスタチオニン合成を触媒し、CGL は、シスタチオニンからのシステイ

ン合成を触媒する。 

個体レベルでは、CBSは、肝臓および腎臓において構成的な発現が認められており、

脳においても肝臓や腎臓と比較すると弱いながら、構成的な発現が確認されている(62)。

免疫組織化学的な実験により、脳での CBS の発現は、グリア細胞、特にアストロサイ

トでの発現が強いことが観察されている(63)。一方、CGLは、肝臓、腎臓、膵臓、胃、

小腸において構成的に発現が認めらいる(64)。さらに、Guangdong らは、心臓および

大動脈、血管管内皮、血管平滑筋細胞でも CGLが構成的に発現することを確認してい

る(65)。培養細胞を用いた実験により、CGL は ATF4 によってその発現が調節される

ことがわかっている(66)。 

血中のホモシステインの濃度調節には、加齢などの生理的要因、ホモシステイン代謝

に必要なビタミン B6, B12 または葉酸などの補酵素の不足、喫煙やコーヒー摂取など

の生活習慣およびホモシステイン代謝に関わる酵素の欠損あるいは活性低下など、様々

な要因が関わっている。これらの要因によって増加したホモシステインは、アテローム

性動脈硬化症や脳卒中などの血管疾患の危険因子とみなされている(67)。さらに、CBS

ホモ欠損およびヘテロ欠損マウスは、重篤なホモシステイン血症を生じ、血管内皮細胞

を障害し、心血管機能の低下を引き起こすことが報告されている(68-70)。一方、血中

シスタチオニンの濃度調節にもビタミン B6 欠乏や CGL の欠損あるいは活性低下が関

わっており(71-73)、これらの要因によって、シスタチオニンが尿中に認められるシス

タチオニン尿症を引き起こすが、血中で上昇したシスタチオニンは、特別な臨床症状を

伴わないと考えられている。 

最近の研究では、CBSと CGLは、トランススルフレーション経路によるシステイン

合成だけではなく、硫化水素（H2S）の産生も触媒することが明らかとなった。H2Sは、

脳および心血管系において神経伝達や血管弛緩に関わる低分子シグナル伝達分子であ

ると同時に還元物質でもあり、生体内において酸化ストレス防御に重要な役割を担うこ

とが明らかとなってきている(65,74,75)。 
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本章では、キャピラリー電気泳動-飛行時間型質量分析計（CE-TOFMS）を使用して、

xCT 遺伝子欠損（KO）マウスおよびその野生型（WT）マウスから摘出した各組織中

の代謝産物の網羅的解析を行った。その結果、KOおよびWTマウス由来の各組織間で、

同定できたメタボライトにほとんど差は見られなかった。しかし、胸腺および脾臓にお

いて、唯一、シスタチオニンが、WTマウスでは有意に検出されるのに対し、KOマウ

スでは全く検出されないことを見出した。そこで、シスタチオニンがシスチン・グルタ

ミン酸トランスポーターの生理的基質となっていると考え、WTと KO マウスおよびそ

れらマウス由来の胚性線維芽細胞（MEF）を用いてこの可能性を検討した。 
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実験方法 

 

1. 試薬および試薬調製 

DL-プロパルギルグリシン（DL-propargylglycine, PPG）は SIGMA（St. Louis, USA）

より購入した。これを生理食塩水に溶解し、5 mg/mL に調製した。L-シスタチオニン

は（L-cystathionine）は和光純薬工業株式会社（大阪）より購入した。L-シスタチオニ

ンは水に不溶のため、0.06 N HClに溶解し、20 mMに調製した。特に記載がない場合、

試薬は和光純薬工業株式会社もしくは SIGMA-ALDRICH（St. Louis, USA）から購入

した。 

 

2. 実験動物 

8-12週の C57BL/6J野生型（WT）マウスと C57BL/6J由来の xCT遺伝子欠損（KO）

マウスを使用した(18)。xCT-KO マウスは、C57BL/6J マウスと 10 回以上バッククロ

スを行ったマウスを使用した。4～6 匹を同一ケージで飼育し、市販の固形飼料（オリ

エンタル酵母株式会社, 東京）と水道水を自由摂取させた。室温は 22±2 ℃、湿度 40

～60％、12時間の明暗周期で飼育を行った。 

 

3. 細胞培養 

xCT 遺伝子欠損マウス胚由来線維芽細胞（KO-MEF）および野生型マウス胚由来線

維芽細胞（WT-MEF）は筑波大学より提供された。細胞は、10％牛胎仔血清(fetal bovine 

serum, FBS)、50 U/mlペニシリン、50 μg/ml ストレプトマイシン、50 μM 2-メルカ

プトエタノール(2-ME)を含む Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)を用いて、

5％CO2、37 ºCの条件下で培養した。 

また、実験条件によってシスチン欠乏培地を用いる時は、10％FBS、50 U/mlペニシ

リン、50 U/ml ストレプトマイシン、4 mM L-グルタミン、0.2 mM L-メチオニン、1 mM 

Sodium Pyruvateを含む Sigma社の DMEM 4.5 g/L glucose(L-グルタミン、L-メチオ

ニン、L-シスチン、ピルビン酸ナトリウム不含)を用いた。 

 

4. シスタチオニン血症モデルマウスの作製と血漿および各組織の採取 

WTおよび KOマウスに対して、50 mg/kg PPGをマウス腹腔内に 3日間投与するこ

とにより、シスタチオニン血症マウスを作製した(76)。同様に、生理食塩水を投与した

マウスをコントロールとして使用した。PPG 投与によるマウスの見かけ上の変化は、

WTおよび KOマウスで観察されなかった。投与 3日目の 24時間後に、血漿および各

組織を採取した。 

 ペントバルビタール(50 mg/kg)投与後、ヘパリン処理を行った 22G針（TERUMO, 東

京）と 1 mL シリンジ（TERUMO, 東京）を用いて、マウス下大静脈により末梢血を
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採取した。採取後直ちに、遠心分離にかけ、血漿を分離した。分離した血漿は、アミノ

酸測定用および HPLC 分析によるシステイン測定用に処理した。採血後のマウスから

0.02~0.05 gの範囲で肝臓および脾臓、胸腺を摘出して秤量し、組織アミノ酸分析のた

めに、0.5 mL の 5%トリクロロ酢酸（TCA）に沈めた。また、各組織の一部は、液体

窒素によって急速に凍結し、-80 ℃で保存した。 

これらの動物実験は、山形大学農学部動物実験委員会により承認され、それに基づい

て実施された。 

 

5. 細胞外液中アミノ酸分析のサンプリング 

 100 µLの血漿または phosphate buffered saline(PBS)+G（終濃度で 0.1%グルコー

スと 0.01%Ca2+、Mg2+を含む）と 10 µL 50% スルフォサリチル酸を混合し、30分氷

上放置したのち、-20 ℃で保存した。分析に用いるときに解凍し、遠心分離（0℃-15,000 

rpm-15 min）し、析出タンパク質を除き、上清をフィルター（Millex®-LH, MILLIPORE, 

Billerica, MA, USA）に通し、これをアミノ酸分析用サンプルとした。 

 

6. 組織内アミノ酸のサンプリング 

0.5 mLの 5%TCA中に沈めた各組織を、ポリトロンでホモジェナイズした。これに

さらに 0.5 mLの 5%TCAを加え、30分間氷上に放置した。その後、遠心分離（4 ℃、

6000 rpm、15 分間）し、上清を回収した。それぞれの上清を 5%TCA で 2 倍希釈し、

溶液中の TCAを除くため、0.01 N HCl飽和ジエチルエーテルにより除去した。エーテ

ル抽出済みのサンプル 800 µLを試験管に取り、ロータリーエバポレーターで濃縮乾固

した。ここにアミノ酸分析用バッファー(pH2.2)を 100 µL加えて混合し、フィルターに

通した。これをアミノ酸分析用サンプルとした。 

 

7. 細胞内アミノ酸のサンプリング 

35 mmdishに播種したWTおよび KO-MEFを、37 ℃に温められた PBS+G約 5 ml

で 3回洗い、37 ℃に温められたPBS+G、0.1 mM シスタチオニンを添加したPBS+G、

または 0.1 mM シスチンを添加したPBS+Gを 0.5 mL加え、15分間 37℃で保温した。

15 分後、PBS+G は、細胞外アミノ酸分析用サンプリングとして回収し、細胞は、以

下のように細胞内アミノ酸分析用として回収した。細胞（xCT-WT および KO-MEF）

を、氷冷 PBS約 5 mLで 3回洗い、氷冷 5%トリクロロ酢酸（TCA）1 mLを加え、氷

上に 30分間放置した。放置後、TCAを試験管に回収した。dishには、0.5 N NaOHを

0.5 ml加えて一晩放置し、タンパク質定量用サンプルとした。回収した TCAは、0.01 

N HCl飽和ジエチルエーテル抽出を行い、TCAを除去した。エーテル抽出済みのサン

プル 800 µLを試験管に取り、ロータリーエバポレーターで濃縮乾固した。ここにアミ

ノ酸分析用バッファー(pH2.2)を 100 µL加え混合し、フィルターに通した。これをアミ
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ノ酸分析用サンプルとした。 

 

8. アミノ酸分析 

 細胞内外サンプルのアミノ酸分析は、ニンヒドリン発色法を用いたアミノ酸分析装置

（日立Ｌ-8800型拘束アミノ酸分析計, 東京都）で分析した。HPLC分離には、陽イオ

ン交換樹脂カラム（4.6 mm I.D. × 60 mm、HITACHI、東京都）を使用し、バッフ

ァー用ポンプを 0.35 mL/minに設定し、カラムからの溶出液に一定流量（0.3 mL/min）

のニンヒドリン試液を混合して加温されている反応カラムに通し、比色計のフローセル

に入れ、ニンヒドリンの吸光度を測定し、自動記録計により記録した。バッファーの

pH を段階的に上げていき酸性度の高いアミノ酸より溶出させた。シスタチオニンは、

およそ 45.2 分で検出され、他の交雑物のピークとは独立していたので、この吸光度の

ピーク面積を、シスタチオニンの濃度計算に用いた。組織中または細胞中において、算

出されたシスタチオニン量は湿重量またはタンパク質量で標準化し、湿重量当たりの量

（nmol/wet weight g）またはタンパク質量あたりの量（nmol/mg protein）で表した。

また、血漿においては、算出されたシスタチオニンの濃度（µM）として表した。 

 

9. 組織からの total RNA抽出 

 胸腺、脾臓および肝臓からの total RNA 抽出は、第一章と実験方法 4 と同様な操作

により抽出した。 

 

10. 細胞からの total RNA抽出 

100 mmdishに播種された細胞（xCT-WT-MEFと xCT-KO-MEF）を、24時間培養

した後、0.1 mMシスタチオニンまたはシスチンを添加したシスチン欠乏培地に培地を

交換し、さらに 8 時間培養した。その後、これらの細胞からの total RNA 抽出は第一

章の実験方法 5と同様な操作により抽出した。 

 

11. cDNAの合成 

第一章の実験方法 6と同様な操作により、RNAから cDNAを作製した。 

 

12. real-time PCRによる標的mRNAの発現量の相対的定量 

第一章の実験方法 8と同様な操作により、標的mRNAの相対的な発現量を定量した。

Table 4に使用したプライマーセットを示した。CBS以外の遺伝子のプライマーセット

を使用して増幅される増幅産物を TA クローニングにより pGEM®-T easy Vector

（promega, 東京都中央区）に組み込んだプラスミドを用いて、任意の割合で連続的に

希釈した希釈系列（Standard）を作製した。CBSは、野生型マウスから採取した肝臓

のmRNAを逆転写し cDNAを合成し、これを特異的プライマーセットを用いて増幅し、
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この増幅産物を任意の割合で連続的に希釈し希釈系列（Standard）を作製した。GAPDH

をハウスキーピング遺伝子として使用して、GAPDHの算出された初期鋳型量に対する

標的遺伝子の算出された初期鋳型量の割合として表した。Fig. 10に表した組織におけ

る発現相対定量では、CBS および CGL は WT の肝臓での発現量を 1 とし、xCT は胸

腺での発現量を 1 として、その倍数（fold）として表した。また、Fig. 18 に表した細

胞における発現相対定量では、全ての遺伝子において、0h における WT-MEF での発

現量を 1としてその倍数（fold）として表した。 

 

13. シスチン取り込み活性の阻害能の測定 

Na+非存在下でのシスチン取り込み活性を測定するために、NaCl を塩化コリンに置

き換えた PBS を使用した。細胞を 37 ℃に温められた PBS+G（終濃度で 0.1%グルコ

ースと 0.01%Ca2+、Mg2+を含む）約 5 ml で 3 回洗い、37 ℃に温められた uptake 液

（PBS＋G に終濃度でシスチンを 0.02 mM と[14C]で標識されたシスチン 0.1 µCi/ml

を含む）0.5 mlを加え、37 ℃で 2分間保温した。このとき、シスタチオニンおよびグ

ルタミン酸、ロイシン、セリン、アルギニン 0.2 mMで添加した uptake 液をそれぞれ

用意し、コントロールに対するシスチン取り込み活性の阻害を測定した。シスタチオニ

ンによるシスチン輸送阻害の濃度依存性を調べる実験では、シスタチオニンを 0.1-2 

mM 含む uptake 液を用いた。2 分後、uptake 液を除き、氷冷の PBS で 3 回洗った。

これに 0.5 N NaOHを 0.5 mL加え、一晩放置した。このうちの 0.2 mLを用いて、シ

ンチレーター3 mlと 0.2 M Tris conc HCl（10:1）0.1 mlと混合した後、シンチレーシ

ョンカウンターで測定した。また、残りのうちの 0.1 mlを用いて、Lowry法によって

タンパク質量を定量した。シスチン取り込み活性は、比活性の値から、シスチンの取り

込み量を算出し、1分間あたりタンパク質あたり（nmol/min/mg protein）で表した。 

 

14. 細胞内の総グルタチオンの定量 

WTおよび KO-MEFを 35 mm dishに播種（2.0 ×105 cells/dish）し、24時間培養した。

その後、シスチン欠乏培地に培地を交換し、0.1 mM シスタチオニンを添加有無でさらに

培養し、経時的にサンプリングを行った。氷冷 PBS約 5 mlで 3回洗い、氷冷 5%トリク

ロロ酢酸（TCA）1 mlを加えて、氷上に 30分間放置した。30分後、TCAを試験管に

回収し、TCAを除くために、0.01 N HCl飽和ジエチルエーテル抽出を行い、GSH定

量用サンプルとした。さらに、dishには 0.5 N NaOHを 0.5 ml加えて一晩放置し、タ

ンパク質定量用サンプルとした。  

総グルタチオンの定量は、サンプルを 0.4 mL 使用して、第一章の実験方法 11 と同

様な操作により測定した。イクリング法）により定量した(49)。 
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15. HPLCによるシステイン測定用のサンプリング 

WTおよび KO-MEFを 35 mm dishに播種（2.0 ×105 cells/dish）し、24時間培養した。

その後、シスチン欠乏培地に培地を交換し、0.1 mM シスタチオニンを添加有無でさらに

培養し、経時的に第一章の実験方法 13と同様な操作により HPLCサンプリングを行った。 

 

16. HPLCによるシステインの定量 

細胞内システイン量は第一章の実験方法 14と同様な操作により測定した。(50) 

 

17. タンパク質の定量 

タンパク質の定量は第一章の実験方法 15と同様な操作により測定した。(51) 

 

18. 統計処理 

 値は平均±標準偏差で表した。フィッシャー最小有意差法を用いて有意差検定を行い、

p<0.05で有意であるとみなした。 
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結 果 

 

1. マウスのメタボローム解析 

野生型（WT）および xCT遺伝子欠損（KO）マウスから心臓、肝臓、腎臓、脾臓、膵

臓、胸腺、肺、精巣、大脳、小脳、血漿を採取し、キャピラリー電気泳動-飛行時間型

質量分析計（CE-TOFMS）により各組織中の代謝産物を網羅的に解析した。219 種類

の代謝物が同定されたが、そのほとんどの代謝物に関して、それぞれの組織において

WTマウスおよび KO マウスの間に有意な差はなかった(77)。しかしながら、唯一シス

タチオニンが、WTマウスの胸腺と脾臓において検出された一方で、KOマウスでは全

く検出されなかった（Fig. 9）。  

 

2. 胸腺および脾臓における CBSと CGLの発現解析 

各マウスの胸腺と脾臓、肝臓から抽出した RNAを用いて、xCT、シスタチオニン β-

シンターゼ（CBS）、およびシスタチオン γ-リアーゼ（CGL）のmRNA発現を real-time 

PCR を用いて解析した。以前の報告通り、WT マウスの胸腺および脾臓においては、

xCT mRNAの構成的な発現が確認された（Fig. 10C）。一方、WTおよび KOマウスの

胸腺および脾臓において、CBSとCGL mRNAの発現は認められなかった（Fig. 10A, B）。

これらの結果から、WTと KOマウス両方とも、胸腺と脾臓でトランススルフレーショ

ン経路においてシスタチオニンを合成する酵素の CBS とシスタチオニンを分解する酵

素の CGL が発現しないにもかかわらず、WT マウスの胸腺と脾臓には、シスタチオニ

ンが明確に存在することが示された。このことから、WTマウスの胸腺と脾臓に存在す

るシスタチオニンは、血中にわずかに存在するシスタチオニンが、xCT によってこれ

らの組織内に取り込まれた可能性が示唆された。 

 

3. PPG投与による各組織および血漿におけるシスタチオニンの変動 

上述の可能性を in vivoでさらに調べるため、シスタチオニン血症モデルを作製し、

血中シスタチオニンが増大したときに、WTおよび KOマウスの胸腺および脾臓におけ

るシスタチオニン量が変動するかどうかを解析した。両マウスでの通常状態の血漿中シ

スタチオニン量はかなり低く、検出限界に近いレベルである(18)。DL-プロパルギルグ

リシン（PPG）は、CGL の阻害剤であり、肝臓および血中のシスタチオニン量を著し

く増大させ、シスタチオニン血漿を発症させることができる(76)。PPG を生理食塩水に

溶解し、マウス腹腔内に 50 mg/kg の分量で 3 日間連続投与した。3 日目投与の 24 時

間後に、血漿および胸腺、脾臓、肝臓中のシスタチオニン量を測定した。その結果、コ

ントロールと比較して、PPG 投与により、WT および KO マウスの肝臓および血漿中

のシスタチオニン量は著しく増大した（Fig. 11A, B）。肝臓中シスタチオニン量は、そ

れぞれ、 WT-control 10.7 ±2.73 nmol/g, WT-PPG 2108.4 ±746.30 nmol/g, KO-control 
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9.4 ±7.59 nmol/g, KO-PPG 2931.1 ±1255.41 nmol/gであり、PPG投与によりWTでは

およそ 197倍、KO ではおよそ 311倍に上昇した。血漿中シスタチオニン濃度は、それ

ぞれ、WT-control 0.9 ±0.38 µM, WT-PPG 34.4 ±13.65 µM, KO-control 0.8 ±0.5 µM, 

KO-PPG 42.3 ±12.40 µM であり、PPG投与によってWTではおよそ 40倍、KOでは

およそ 52倍に上昇した。血漿および肝臓においてWTと KOとの間での統計学的有意

差はなかったので、WTおよび KOマウスでは、同程度のシスタチオニン血症を発症し

たと考えられた。このとき、胸腺中シスタチオニン量は、それぞれ、WT-control 40.6 

±24.66 nmol/g, WT-PPG 1674.5 ±789.29 nmol/g, KO-control 0.0 ±0.00 nmol/g, 

KO-PPG 23.7 ±6.20 nmol/gであり、PPG投与によってWTではおよそ 41倍になった

（Fig. 11C）。脾臓中シスタチオニン量はWT-control 5.5 ±0.56 nmol/g, WT-PPG 271.0 

±41.29 nmol/g, KO-control 0.0 ±0.00 nmol/g, KO-PPG 33.0 ±8.31 nmol/gであり、PPG

投与によって WT ではおよそ 49 倍に上昇した（Fig. 11D）。このように、著しく血漿

シスタチオニンが上昇した条件下において、WTマウスの胸腺および脾臓中のシスタチ

オニン量は著しく増大したのに対し、KOマウスでは、胸腺、脾臓共にほとんどシスタ

チオニンの増加は見られなかった（Fig. 11C, D）。これらの結果より、血中のシスタチ

オニンは、xCT によって輸送される生理的な基質であり、胸腺および脾臓中に蓄積し

ているシスタチオニンは、xCTの発現に依存していることが示唆された。 

 

4. シスチン取り込みに対するシスタチオニンの阻害効果 

シスタチオニンは、xCT によって輸送される生理的基質であるとする仮説を検証す

るために、野生型マウス胚由来線維芽細胞（WT-MEF）を用いて、シスタチオニンが

細胞のシスチン取り込み活性を阻害するかどうかを実験した。0.1~2.0 mMのシスタチ

オニンを共存させてシスチンの取り込み活性を調べたところ、濃度依存的に取り込み活

性が抑えられた（Fig. 12A）。次に、0.2 mMのシスタチオニンまたは各種アミノ酸（グ

ルタミン酸、ロイシン、セリン、アルギニン）共存下で、終濃度で 0.02 mM のシスチ

ンの取り込み活性を Na+非存在下で測定した。その結果、シスタチオニンは、グルタミ

ン酸と比較するとその効果は小さいものの、有意にシスチン取り込みを阻害した（Fig. 

11B）。中性アミノ酸トランスポーターで輸送されるロイシンやセリン、塩基性アミノ

酸トランスポーターで輸送されるアルギニンは、シスチン取り込みに影響しなかった。

さらに、0.1 mM のジエチルマレイン酸（DEM）を 24 時間処理した細胞では、

Keap1-Nrf2経路により xCTの発現が誘導されるため、シスチン取り込み活性は無処理

のものと比較して、約 2 倍に増大したが、この上昇したシスチン取り込み活性もまた、

シスタチオニンによって有意に阻害された。 
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5. 細胞外シスタチオニンと細胞内グルタミン酸との交換輸送 

シスタチオンが、xCT を介するグルタミン酸との交換輸送によって取り込まれるこ

とを証明するため、WT-MEFを 0.1 mMのシスタチオニンを含むバッファーで、37 ℃、

15分間保温し、細胞内からのグルタミン酸の放出を測定した（Fig. 13）。その結果、シ

スタチオニンを含むバッファーでインキュベートすることにより、細胞外へのグルタミ

ン酸の放出が有意に増加することが明らかとなった。また、xCT の誘導剤であるジエ

チルマレイン酸で刺激した細胞の場合は、グルタミン酸の放出が亢進することが示され

た。一方、同様の実験を KO-MEFで行ったところ、ジエチルマレイン酸処理の有無に

かかわらず、グルタミン酸の放出促進は認められなかった。 

この時、同時に細胞内のシスタチオニン濃度を測定した（Fig. 14）。WT-MEF にお

いて、0.1 mMシスタチオニン添加バッファーで 37 ℃、15分間保温すると、細胞内に

シスタチオニンの有意な蓄積が認められた。ジエチルマレイン酸処理したWT-MEFの

場合、シスタチオニンの蓄積は、約 5倍に増加した。一方、同様の実験を KO-MEFで

行ったところ、細胞内にごくわずかのシスタチオニンの蓄積が認められたが、ジエチル

マレイン酸処理した細胞でもその量はほとんど変化しなかった。このことから、

KO-MEF で検出されたシスタチオニンは、細胞外液から非特異的に取り込まれたもの

であると考えられた。 

ポジティブコントロールとして、シスタチオニンと同量（0.1 mM）のシスチンを添

加した場合でも、WT-MEFにおいてグルタミン酸の放出は増大した。しかし、KO-MEF

を用いて同様な実験を行った場合、細胞外へのグルタミン酸の放出は増大せず、ジエチ

ルマレイン酸処理によっても変化しなかった（Fig. 13）。以上の結果から、細胞外のシ

スタチオニンは、xCT を介して細胞内のグルタミン酸と交換輸送されることが明らか

となり、xCTの生理学的な基質であることが示された。 

 

6. シスチン欠乏下におけるシスタチオニンの細胞保護効果の検討 

 以前の研究により、培養細胞は、グルタチオン（GSH）合成のためのシステインを

xCT を介するシスチンの供給に依存しており、もし培養細胞をシスチン欠乏条件下ま

たは xCTを阻害する条件下で培養すると、GSHが枯渇し、細胞は死滅することが示さ

れた(78)。このシスチン欠乏による細胞死が、シスタチオニン添加により回避されるか

どうかを調べるために、シスチン欠乏培地に 0.1 mM のシスタチオニンを添加して

WT-MEFおよび KO-MEF を培養した。シスチン欠乏培地では、WT および KO-MEF

は 24 時間以内に死滅したが、シスチン欠乏培地にシスタチオニンを添加した場合、

WT-MEFは生存し、増殖能力も示した。これに対し、KO-MEFは、シスタチオニンを

添加しても細胞の死滅は回避されなかった（Fig. 15）。 

 次に、シスチン欠乏による細胞内システインの枯渇とそれに続く細胞内グルタチオン

の減少をシスタチオニンが補償するかどうかを検討するために、0.1 mMシスタチオニ
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ンを含むシスチン欠乏培地で培養した際の細胞内のシステインおよびGSH量を測定し

た。WT-MEFにおいて、シスチン欠乏によって細胞内システイン量および GSH量は、

培養 12時間までに急激に減少し、培養 24時間目では、システインおよび GSH量はほ

ぼ測定できないレベルまで減少した。一方、シスタチオニン添加の場合では、システイ

ン量は維持され、細胞内 GSH 量は、一過的に減少したが、培養 24 時間目では、実験

開始時の GSH量のおよそ 30%まで回復した(Fig. 16A, C)。同様の実験を KO-MEFで

行ったところ、シスタチオニン添加の有無にかかわらず、細胞内システインおよび GSH

量は、培養 12 時間で測定できないレベルまで減少し、その後に回復することはなかっ

た（Fig. 16B, D）。これら結果により、xCTによって取り込まれたシスタチオニンが、

システインに変換され、GSH合成に使用されたと考えられた。 

 このことを検証するために、xCT、シスタチオニン γ-リアーゼ（CGL）、および GCLC

の発現を調べた。WTおよび KO-MEFを 0.1 mMシスタチオニンの有無で 8時間培養

した。その後、total RNA を抽出し、リアルタイム RT-PCR を実施した。シスチンが

含まれた通常の培地で培養したWT-MEFでの発現量を基準として、他の処理での遺伝

子の発現量を相対比で表した。この結果、WT-MEF において、シスチン欠乏条件下で

は、xCT, CGL, GCLC全てのmRNA発現の増強が認められた。これらの遺伝子は、シ

スタチオニン添加の場合でもシスチン欠乏と同程度の発現増強が認められた。一方、

KO-MEFにおいては、シスチン添加の通常培養条件下においても、CGL、GCLCの発

現量は、WT-MEF と比較して有意に高くなっており、これらの発現量は、シスチン欠

乏下、シスタチオニン添加によってもWT-MEFの通常培養と比較して高い発現を示し

た（Fig. 17）。これらの結果により、シスチン欠乏により引き起こされる細胞死のシス

タチオニンによる保護効果は、シスチン欠乏によって発現増強された xCT を介して取

り込まれたシスタチオニンが、同じく発現増強した CGLによってシステインに分解さ

れ、このシステインを用いて GCLCによって GSHが合成されるためであることが示唆

された。 
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考 察 

本章では、組織における種々の代謝物に対する xCTの関わりについて調べる目的で、

メタボローム解析により、各組織におけるメタボライトを KO マウスと WT マウスと

で比較した。その結果、両者にほとんど差は認められなかった。しかし、KOとWTマ

ウスの胸腺および脾臓において、唯一、シスタチオニン量に明確な違いが認められた。

このことを踏まえ、さらに解析を行ったところ、シスタチオニンが、xCT の生理的な

基質となっており、胸腺や脾臓のような免疫系組織では、もっぱら、xCT の働きによ

って、組織中のシスタチオニンが維持されていることが示された。当研究室において、

xCT は、胸腺や脾臓だけではなく、パイエル板、腸間膜リンパ節、鼠径リンパ節、骨

髄など、いわゆる免疫組織に構成的に発現していることが見出されている。これらの免

疫系組織においても、おそらく xCT の働きによってシスタチオニンが組織中に蓄積し

ており、これが、何らかの生理機能を果たしているものと推定される。 

本研究により、細胞外のシスタチオニンは、xCT を介して細胞内に取り込まれるこ

とが明らかとなったが、Patelらは、xc
-系の阻害剤に関する研究の中で、シスタチオニ

ンが、xCT を介するグルタミン酸の取り込みをある程度阻害することを報告している

(79)。しかし、彼らは、シスタチオニンが、xCTの基質になるかどうかの解析は行って

いない。本研究において、シスタチオニンが xCT を介してグルタミン酸と交換輸送さ

れることを初めて示した。Fig. 18に示すように、pH 7.4付近では、シスチンは、19.2％

の分子が、3極性の電荷構造をとる。xc
-系は、この 3極性のシスチン分子を認識するこ

とが示されている(80))。シスタチオニンの pKaの値(81)から計算すると、pH 7.4では、

6.8％のシスタチオニンが、3 極性の電荷構造を持つことになる。一方、グルタミン酸

は、pH 7.4では、ほぼすべて 3極性の電荷構造をとると考えられる。Fig. 12に示すよ

うに、シスタチオニンによるシスチン取り込み阻害効率は、グルタミン酸と比較すると

小さいが、これは中性の緩衝液中では 3極性のグルタミン酸の方が、シスタチオニンよ

りも多く存在するため、見かけ上、同じ濃度では、シスタチオニンの方が阻害効率が低

くなっていると考えられる。したがって、xCTに対する親和性は、グルタミン酸より、

むしろシスタチオニンの方が高い可能性がある。 

哺乳類細胞においては、シスチンを取り込むアミノ酸輸送系として b0,+系が知られて

いる。b0,+系は、卵の発生過程に見られる胚盤胞で最初に報告されたアミノ酸輸送系で

あり(82)、タンパク質本体としては、b0,+ATが輸送と司っている(83)。b0,+ATは、主に

腎臓と小腸に発現することが知られており、xCT とは異なり、中性アミノ酸や塩基性

アミノ酸を基質とする。4極性のシスチンが、この輸送体の基質であり、シスタチオニ

ンも 4極性の分子は、b0,+系で輸送されることが考えられる。xCT KO マウスの胸腺や

脾臓においては、シスタチオニンがまったく検出されなかったことから、b0,+系は、こ

れらの組織では発現しておらず、WTマウスで検出されたシスタチオニンは、もっぱら

xCT に依存していると考えられる。最近、真菌の一種である酵母の細胞膜上に発現す
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るシスチントランスポーター、CgCYN1 によるシスチン取り込みは、シスタチオニン

添加によって強く阻害されることが報告されている(84)。このトランスポーターもまた、

エネルギーに依存せずに細胞外のシスチンを取り込むことや、その構造が、12 回の膜

貫通領域を有し、細胞膜上に発現するといった xCT との類似性が認められる。しかし

ながら、xCT は 4F2hc という細胞膜移行に関わるシャペロンを必要することや

CgCYN1 と xCT は構造的に全く異なるトランスポーターファミリーに属すること、

CgCYN1 によるシスチン取り込みはグルタミン酸によって阻害されないことから、酵

母に発現する CgCYN1 は、xc
-系とは異なるシスチン輸送系であると言える。さらに、

CgCYN1 のシスチン取り込みは、構造的に似たシスタチオニンやランチオニン、セレ

ノシスチンが輸送基質であるのに対して、xc
-系は、グルタミン酸やホモシステイン酸、

α-アミノアジピン酸といった 3 極性型のアミノ酸を取り込むことが特徴として挙げら

れる（Fig. 18）。同じ３極性型に成り得るアスパラギン酸やホモシスチンは、xc
-系の輸

送基質にならないことが分かっているが、それはその分子のサイズが xCT の基質結合

領域と合致しないためと考えられている。CgCYN1は、おそらく、b0,+系と同様に 4極

性のシスチンやシスタチオニンを認識して輸送する輸送体であると考えられる。 

シスタチオニンの生理的役割については、トランススルフレーション経路の中間代謝

物という以外ではまだ不明なところが多い。最近、PPG 投与によって肝臓中に増大し

たシスタチオニン自身が、ツニカマシン誘導性小胞体ストレスよって引き起こされる脂

肪肝の防止や肝障害および腎障害を緩和するという報告がなされた(85)。胸腺は、加齢

に伴って退縮し徐々に脂肪細胞に置き換わることが知られている。退縮の過程で、成熟

Tリンパ球の末梢への供給が減少するため、個体レベルでは免疫系機能の低下をきたす

ことになる(86)。胸腺においては、xCTによって輸送されたシスタチオニンが、種々の

刺激で誘導される小胞体ストレスのようなストレスから胸腺細胞を保護しているのか

もしれない。当研究室では、以前、xCT が小胞体ストレスで誘導されることを見出し

た(15)。この誘導は、xCT 遺伝子上流にあるアミノ酸応答領域(amino acid response 

element: AARE)に、小胞体ストレスで活性化された ATF4という転写因子が作用する

ことによって引き起こされると考えられている。Fig. 17に示した通り、シスチン欠乏

によって、xCT および CGL mRNA の著しい増大が認められた。これらの遺伝子の発

現増強は、シスチン欠乏によって引き起こされた小胞体ストレスにより、転写因子の

ATF4が活性化したためであると考えられる。最近、Dickhoutらは、CGLが小胞体ス

トレスによって ATF4を介して誘導されることを示した (66)。また、ATF4欠損細胞に

おいては、xCT の発現が抑制されており、グルタチオンレベルも野生型細胞に比べて

有意に低いことが示されている。ATF4は、xCTの発現制御に重要な転写因子であるこ

とが示されていることからも(87,88)、今後、個体レベルでのチオール代謝制御におい

て、ATF4がどのような役割を果たしているか、さらに研究を進める必要があると思わ

れる。 
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グルタミン酸は、哺乳類の中枢神経系において興奮性アミノ酸神経伝達物質として、

学習や記憶といった様々な脳機能に関与している(89)。グルタミン酸を介する神経伝達

は、数種類のグルタミン酸受容体によって制御されている。シナプス間隙に放出された

グルタミン酸は、主に、グリア細胞や神経細胞が発現する興奮性アミノ酸トランスポー

ター（EAAT）ファミリーによって速やかに回収されており(32-34)、グルタミン酸受容

体を介してグルタミン酸作動性神経細胞の過剰な興奮毒性による神経細胞死を防いで

いる。グルタミン酸の興奮毒性による神経細胞死は、虚血再灌流などの脳血管障害など

に深く関与する(90,91)。例えば、グリア細胞に発現する EAAT1や EAAT2は、細胞外

のグルタミン酸の取り込みに重要であり、これらを欠損したマウスは、細胞外グルタミ

ン酸濃度が高くなり、日常的に顕著な痙攣発作を起こしたり、ペンチレンテトラゾール

などの痙攣誘発剤に対して感受性が高くなることが報告されている(92,93)。我々は、

最近、xCT 遺伝子欠損（KO）マウスとその野生型（WT）マウスを解析し、脳におけ

る細胞外グルタミン酸濃度が、WTマウスに比べて KOマウスで有意に低いこと示して

おり、脳において xc
-系の活性は、細胞外グルタミン酸濃度の制御に寄与することを明

らかにした(35)。ヒトの脳内には、シスタチオニンが大量に存在することが報告されて

いる(94)。これは、脳において、CBSの発現量に対して CGLの発現量が低いためだと

考えられている。また、シスタチオニンは、サルのような高等な精神神経機能を有する

神経組織にも多いことから、脳機能との間に何らかの関係があるのではないかと考えら

れている(95-97)。すでに述べたように、xCT は、脳で構成的に発現している。脳内で

も特にクモ膜および最後野や脳弓下器官といった脳室周辺器官における発現が顕著で、

手綱核、視床下部、第 3脳室の上衣細胞にも発現している(16)。また、最近、我々のラ

ットグリオーマ C6細胞を用いた実験で、6-ヒドロキシドーパミンによって xCTの発現

が増強されることを示している(98)。この結果から、ドーパミン分泌性ニューロンのシ

ナプス近傍に存在するグリア細胞では、xCT の発現は高い状態に維持されていること

が考えられる。さらに、脳での CBSの発現は、グリア細胞/アストロサイトでの発現が

強いことが観察されていることから(63)、シナプス間隙におけるグルタミン酸の取り込

みに、xCT とシスタチオニンが関与する可能性が考えられた。本研究によって、シス

タチオニンは、xCTを介して輸送されることが明らかとなったが、脳においては、xCT

による細胞内シスタチオニンと細胞外グルタミン酸との交換輸送が部分的に起こり、

EAATとともに、シナプス間隙中のグルタミン酸濃度の調節に寄与しているのかもしれ

ない。最近、中枢神経系以外のグルタミン酸の働きについて注目が高まっている(99)。

Pacheco らは、樹状細胞に発現する xc
-系によって放出されたグルタミン酸が、T リン

パ球の活性化を制御していることを報告している(100)。一般に、xCT によって細胞内

に取り込まれたシスチンは、速やかに還元されてシステインとなるため、細胞内のシス

チンは、ほとんど検出されない。もし、シスタチオニンが、胸腺の樹状細胞、マクロフ

ァージ、または、ストローマ細胞中に xCT を介して蓄積しているとすれば、そのシス
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タチオニンは、細胞外のグルタミン酸と交換輸送される可能性がある。つまり、神経系

と同様、細胞内のシスタチオニンと細胞外のグルタミン酸との xCT を介した交換輸送

が、免疫系組織における細胞外グルタミン酸濃度の制御に寄与しているのかもしれない。 

Fig. 16に示す通り、WT-MEFのシスチン欠乏培地を用いての培養においてシスタチ

オニンを添加したとき、細胞内システイン量は、通常の培養条件の時と同程度に維持さ

れているのにもかかわらず、細胞内グルタチオン量は、通常の培養条件の時の 30%程

度だった。この結果は、システインの一部は、グルタチオン合成以外に使用されている

ことを示唆している。小胞体ストレス状態では、タンパク質合成を調節する真核生物タ

ンパク質合成開始因子-2α（eukaryotic initiation factor-2α: eIF-2α）がリン酸化さ

れ、新規のタンパク質合成が阻害されることが報告されている(101-103)。ゆえに、シ

スタチオニンから合成されたシステインが、タンパク質合成に使用されているため、グ

ルタチオン量が減少したと考えるのは妥当ではない。最近、小胞体ストレス条件下では、

シスタチオニン γ-リアーゼ（CGL）がミトコンドリアに移行し、ミトコンドリアのシ

ステインおよび硫化水素（H2S）の維持に寄与することが報告された(104)。つまり、シ

スチン欠乏による小胞体ストレスによって、CGL がミトコンドリアに移行する可能性

がある。本研究で観察されたシステインと GSH量が相関しないという結果は、xCTに

よって取り込まれたシスタチオニンが、ミトコンドリア内に入り、そこでシステイン合

成が行われ、ミトコンドリア内にシステインが捕捉されているため、細胞質でのグルタ

チオン合成に使用されにくい状態にあるからだと考えられた。最近の研究で、バクテリ

アにおいても、シスチンを取り込むトランスポーターが存在し、過酸化水素による酸化

ストレスから自身を防御する働きがあることが示されている(105)。また、リソソーム

上にも H+依存的にリソソームから細胞質へのシスチン放出を司るシスチントランスポ

ーターが存在することから(106,107)、ミトコンドリア内膜に存在するトランスポータ

ーファミリー（SLC25）が、シスタチオニンの細胞質からの取り込みに寄与しているか

もしれない。xCT によって細胞内に取り込まれたシスタチオニンがミトコンドリア内

に移動するかどうか、また、その際、どのように取り込まれているかは今後さらに研究

する必要がある。 

これまでに、多くのがん細胞（特に、肺、大腸、中枢神経系）において xCT の過剰

発現が確認されており(21)、xCTの機能を抑えることで、がんの増殖や浸潤を抑制でき

ることを示した報告も複数ある。本研究では、シスタチオニンが xCT の生理的基質で

あることを示したが、この結果を応用することによって、xCT が関与する種々のがん

の診断が可能になるかもしれない。放射性同位体である 18F（半減期：110 分）で標識

したグルコースやチロシンの誘導体を用いて、がん組織で発現が増大するグルコースト

ランスポーターや中性アミノ酸トランスポーターの L 系を介して取り込ませることに

よって、微小な癌化部位を可視的に診断する方法が試されている(108-110)。この方法

を応用して xCT の輸送基質であるグルタミン酸誘導体を使用したがん診断も行われて
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いる(111)。しかしながら、グルタミン酸は、興奮性アミノ酸トランスポーター（EAAT）

からも細胞内に取り込まれるため、特に脳腫瘍のようながんの診断には不向きである。

そこで、グルタミン酸ではなくシスタチオニンの誘導体を開発できれば、より効率良く

がんの診断ができるかもしれない。上述のように、3極性のシスタチオニンは、xCTに

対する親和性が、グルタミン酸より高い可能性がある。このようなことに加えて、b0,+

系が、シスタチオニンを輸送するかどうかなど、他のトランスポーターとシスタチオニ

ンの取り込みとの関連性についての知見を集めることで、がんの診断に有用な分子を開

発が可能になるものと思われる。 

CBS は本来、セリンとホモシステインからシスタチオニンと水（H2O）を産生する

酵素であるが、セリンの代わりにシステインを用いると、シスタチオニンと H2S が産

生される。最近、H2Sは、一酸化窒素のように血管弛緩作用や神経機能調節作用がある

ことが示されており(65,112)、H2Sと脳機能との関連が研究されている。Morikawa ら

は、低酸素刺激によってアストロサイトで産生される H2S は、脳血管を弛緩させ血流

量を増大させることで、低酸素症における脳機能障害を緩和させることに寄与すること

を明らかにした(113)。一方で、Qu らは、長時間にわたる脳梗塞時には血漿システイ

ンレベルの上昇が起きることに注目し、この際に、過剰に産生された H2S が、脳梗塞

部位を拡大させることを報告している(114)。xc
-系によるシスチン取り込みが駆動力と

なる細胞外へのシステイン放出は、神経細胞保護に寄与するが、一方で、xCT を介し

て放出されたグルタミン酸は、興奮毒性にも寄与すると考えられる。しかしながら、細

胞内のシスタチオニンと細胞外グルタミン酸との交換輸送が起こるならば、グルタミン

酸放出による細胞毒性は回避され、xCT が神経細胞保護的に機能すると考えられる。

本研究はシスタチオニンとグルタミン酸との交換という脳における xCT の新しい生理

機能を示唆したものである。 
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Table.4 Real-time RT-PCRにおけるプライマーセット 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene Forward Reverse 

xCT Dr 4 3F 

（5’-CAT TGT ATG GGA CAA GAA ACC-3’） 

Dr 4 end 

（5’-GGC ACT AGA CTC AAG AAC TGT-3’） 

GCLC MAO64953-F 

（5’-GAT GTG GAC ACC CGA TGC AG-3’） 

MAO64953-R 

（5’-CAG GAT GGT TTG CAA TGA ACT CTC-3’） 

CBS mCBS F2 

(5’-GAT TGGCTA CGA CTT CAT CC-3’) 

mCBS R 

（5’-AGT CCT TCC TGT GCG ATG AG-3’） 

CGL mCTH F2 

（5’-TGG ATC CAG CTT TGA AGG CAG C-3’） 

mCTH R1 

（5’-CAG TTC TGC GTA TGC TCC GTA A-3’） 

GAPDH MAO050371-F 

（5’-TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA-3’） 

MAO050371-R 

（5’-TTG CTG TTG AAG TCG CAG GAG-3’） 
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Fig. 9  各組織におけるシスタチオニン量 

雄の野生型マウス（WT）と xCT遺伝子欠損マウス（KO）から、各組織を採取し、キ

ャピラリー電気泳動-飛行時間型質量分析計（CE-TOFMS）を使用して測定した。（n=3-4） 

N.D., not detected. **p<0.01  
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Fig. 10  各組織における xCT mRNA、CBS mRNAおよび CGL mRNA発現  

雄の野生型マウス（WT）と xCT 遺伝子欠損マウス（KO）の各組織から RNA を抽出

し、xCT mRNA、CBS mRNAおよび CGL mRNA発現を real-time PCR法を用いて

解析した。CBS mRNAと CGL mRNAは、WTの肝臓での発現量を 1とし、xCT mRNA

は、WTの胸腺での発現量を 1として、その相対比で表した。（n=2-3) 
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Fig. 11 シスタチオニン血症におけるシスタチオニンの変動 

雄の野生型（WT）と xCT遺伝子欠損（KO）マウスに、DL-プロパルギルグリシン（PPG）

を生理的食塩水に溶かし、50 mg/kgで腹腔内に 3日間連続投与した。最後の投与の 24

時間後に、血液および肝臓、胸腺、脾臓を摘出し、血漿（A）および各組織（A, 肝臓; B, 

胸腺; C, 脾臓）中のシスタチオニン量をアミノ酸分析装置によって測定した（n=6）。 

**p<0.01 
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Fig. 12  野生型マウス由来胚性線維芽細胞株（WT-MEF）のシスチン取り込み活性に

対するシスタチオニンへの影響  

播種 24時間後のWT-MEFにおいて、示された濃度のシスタオニン（Cysta）共存下で

14C標識シスチンを用いたシスチン取り込み活性を測定した（A）。Na+-free条件下でシ

スチン取り込み活性を各アミノ酸（シスタチオニン, Cysta; グルタミン酸, Glu; ロイシ

ン, Leu; セリン, Ser; アルギニン, Arg）の存在下で測定した（B）。なお、シスチン濃

度は20 μMであり、各アミノ酸は200 μMである。（n=6） **p<0.01 vs 0.0 (A), each cont 

(B). ++p<0.01 
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Fig. 13 シスタチオニン添加による野生型マウス由来（WT-MEF）および xCT 遺伝子

欠損マウス由来胚性線維芽細胞（KO-MEF）からのグルタミン酸の放出 

WT-MEFおよび KO-MEFを播種 24時間後に、100 μM DEMを添加し、さらに 24時

間培養した。培地を除去し、0.1%グルコースおよび 0.01%Ca2+, Mg2+含有リン酸緩衝液

（PBS+G）に液換えし、無添加（cont）、100 μM シスタチオニン添加（Cysta）、100 

μM シスチン添加（Cyss）し、さらに 15分間培養した。その後、それぞれの細胞外グ

ルタミン酸量をアミノ酸分析装置で測定した。（n=3-8）。  *p<0.05, **p<0.01 vs each 

cont.  
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Fig. 14 シスタチオニン添加による野生型マウス由来（WT-MEF）および xCT 遺伝子

欠損マウス由来胚性線維芽細胞（KO-MEF）における細胞内シスタチオニン量の比較 

WT-MEFおよび KO-MEFを播種 24時間後に、100 μM DEMを添加し、さらに 24時

間培養した。培地を除去し、0.1%グルコースおよび 0.01%Ca2+, Mg2+含有リン酸緩衝液

（PBS+G）に液換えし、無添加（cont）、100 μM シスタチオニン添加（Cysta）、100 

μM シスチン添加（Cyss）し、さらに 15分間培養した。その後、それぞれの細胞内シ

スタチオニン量をアミノ酸分析装置で測定した。（n=3-8）。  **p<0.01 vs each cont. 

++p<0.01 
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Fig. 15  野生型マウス由来（WT-MEF）および xCT 遺伝子欠損マウス由来胚性線維

芽細胞（KO-MEF）におけるシスタチオニンの細胞生存への影響  

WT-MEF および KO-MEF を播種し、24 時間培養後にシスチン欠乏培地に液換えし、

さらにシスタチオニン（cysta）の有無の条件下で培養した。その後、0、12、24 時間

後に、Nikon digital sight DE-U1を使用して撮影した（A）。また、 0、6、12、24、

48時間後に、トリパンブルーを用いて細胞生存数を計測した。（n=4） 

*p <0.05, **p <0.01 vs Cystine free of each time point. 
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Fig. 16  野生型マウス由来（WT-MEF）および xCT 遺伝子欠損マウス由来胚性線維

芽細胞（KO-MEF）におけるシスタチオニンの細胞内システイン量とグルタチオン量

への影響  

WT-MEFおよび KO-MEFを播種 24時間後に、シスチン欠乏培地に液換えし、シスタ

チオニン（cysta）の有無の条件下で培養した。0、12、24時間後にmonobromobimane

を用いたHPLCによって細胞内システイン量を測定した(A and B)。（n=4)。また、0、

12、24、48 時間後に酵素リサイクリング法を用いて細胞内グルタチオン量を測定した

（C and D）。（n=2-5）*p<0.05, **p<0.01 vs Cystine free of each time point. 
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Fig. 17  野生型マウス由来（WT-MEF）および xCT 遺伝子欠損マウス由来胚性線維

芽細胞（KO-MEF）におけるシスタチオニンの xCT mRNAおよび GCLC mRNA、GCL 

mRNA発現への影響  

WT-MEF および KO-MEF を播種し、24 時間培養後、シスチン欠乏培地に液換えし、

無添加（free）および100 μM シスタチオニン添加（cysta）、100 μM シスチン添加（cyss）

して、さらに 8 時間培養した。その後、RNA を抽出した。xCT 、GCLC および CGL 

mRNAの発現は、real-time PCR法を用いて解析した（A, xCT; B, CGL; C, GCLC）。

それぞれの遺伝子において、WT-MEF のシスチン添加条件での発現を 1 として、その

相対比として表した。（n=3）*p<0.05, **p<0.01 vs each cyss. ++p<0.01 
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Fig. 18 xCTの輸送基質の構造 

xCTの輸送基質を 3極性型の構造式で示した。 
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結 語 

 

本研究により、xCTは、酸化ストレス下においては、組織グルタチオンレベルの維持

に寄与することによって、生体抗酸化系として機能していることが個体レベルで初めて

示された。また、トランススルフレーション経路の中間代謝物であるシスタチオニンは、

xCTの生理的基質であり、グルタミン酸との交換輸送により、細胞内に取り込まれる

ことを明らかにするとともに、胸腺や脾臓のような免疫系組織で検出されるシスタチオ

ニンは、xCTによる輸送に依存することを示した。これらの結果は、xCTの生理機能

として加えられるべき新しい知見である。 
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