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要旨  

 

多くのがん細胞は、グルコースに対する輸送体や代謝酵素の発現量増加が見られ、

取り込まれたグルコースはがん細胞の増殖と生存に必要なエネルギーと生合成中

間体を供給するために利用される。さらに、ペントースリン酸経路などのグルコー

ス代謝経路によって産生されたニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸

（ Nicotinamide Adenine Dinucleot ide Phosphate： NADPH）は、がん細胞の主要な抗

酸化システムであるグルタチオンシステムにおける重要な電子供給体としての機

能を持つ。そのため、多くのがん細胞は、グルコース欠乏環境下では、酸化ストレ

スを要因とした急速な細胞死を引き起こす。アミノ酸交換輸送体 SLC7A11/xCT は、

細胞内グルタミン酸との交換により細胞外シスチンを細胞内に輸送する。 SC7A11

を介して細胞内に輸送されたシスチンは細胞内でシステインに還元され、還元型グ

ルタチオン（ GSH）の生成に利用される。がん細胞における高いレベルの活性酸素

種  (React ive Oxygen Species：ROS) は、生存性や増殖能向上に寄与する一方で、細

胞内 ROS が過剰に存在すると細胞死を引き起こす。そのため、がん細胞は細胞内

ROS レベルを一定に調整するための抗酸化システムを増強させている。そのひと

つである GSH 抗酸化システムに寄与する SLC7A11 は、神経膠芽腫を含む様々なが

ん細胞で高発現していることが報告されている。申請者が所属する研究室では以前

に、 SLC7A11 の発現が神経膠芽腫細胞のグルコース依存性を決定していることを

報告した。これまでの報告では、グルコース欠乏ががん細胞の細胞死の引き金であ

ると考えられていた。ところが、 SLC7A11 を高発現している神経膠芽腫細胞にお

いて取り込まれたシスチンが、グルコース欠乏環境下では NADPH の枯渇及び ROS

蓄積を伴った細胞死を誘導することが明らかになった。さらに最新の報告では、こ

のグルコース欠乏環境下にシスチンの取り込みによって誘導される細胞死が、異常

なジスルフィド結合に伴ったアクチンネットワーク崩壊により誘導される細胞死

として ”Disulf idptosis”と名付けて報告された。本研究では、神経膠芽腫細胞が高密

度で存在すると、グルコース欠乏環境下でも細胞死が回避されることを偶然発見し

た。これは、グルコース飢餓状態に対して、がん細胞が生存性を獲得するシステム

の１つとして考えられた。そこで、神経膠芽腫細胞の細胞培養状態と、SLC7A11/xCT
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の発現を制御するメカニズム及びグルコース欠乏下での細胞死との関与を解明す

ることを目的とし、本研究を行なった。  

神 経 膠 芽 腫 細 胞株を 低 密 度 状 態 （ 1.0×10 4  cel ls /cm2 ） と 高 密 度 状 態 （ 1.0×10 5  

cel ls /cm2）で培養し、SLC7A11 の発現量とグルコース欠乏下で誘導される細胞死を

評価した。低密度状態では、SLC7A11 が高発現しており、グルコース欠乏下では細

胞死が生じる。対して高密度状態では、SLC7A11 の発現レベルが低下しており、グ

ルコース欠乏下での細胞死が認められなかった。次に、低密度状態及び高密度状態

でのタンパク質発現制御に関与する細胞内シグナル分子を比較したところ、mTOR

の活性指標である  p70 S6 キナーゼのリン酸化レベルが高密度状態で減少してい

ることを見出した。 mTOR 阻害薬 Torin 1 を用いたところ、低密度状態における

SLC7A11 発現が減少し、グルコース欠乏下での細胞死も抑制された。一方で、  

mTOR の活性化がリソソームによるタンパク質分解を含む、種々の異化機能を抑制

することが報告されている。そこで、リソソーム機能阻害薬 Bafi lomycin A1 を用い

たところ、高密度状態における SLC7A11 発現が増加し、グルコース欠乏下での細

胞死が誘導された。以上の結果より、高密度状態では mTOR 活性の低下に伴った

リソソームにおける SLC7A11 の分解が、グルコース欠乏下での細胞生存に寄与す

ることが明らかとなった。多くのがん細胞において細胞の高密度状態により Hippo

シグナル伝達経路が活性化されることが報告されている。そこで、Hippo シグナル

伝達経路で上流因子とされる神経線維腫症 2 型遺伝子 NF2/Merl in (Moesin-ezrin-

radixin-l ike protein,  schwannomin)に着目した。NF2/Merl in を CRISPR-Cas9 で欠損さ

せた遺伝子欠損細胞株（ NF2 KO 細胞）を樹立し、高密度状態における SLC7A11 の

発現抑制及びグルコース欠乏下での細胞生存に対する影響を評価した。その結果、

NF2 KO 細胞は高密度状態にも関わらず、Control  細胞でみられた SLC7A11 の発現

低下が認められず、グルコース欠乏下での細胞死が増加した。一方で、NF2 KO に

よる SLC7A11 タンパク質の発現低下の抑制は、 mTOR 活性の阻害では影響されな

かった。また、高密度状態では SLC7A11 mRNA レベルが低下することに対して、

NF2 KO 細胞の高密度状態においては SLC7A11 mRNA レベルの増加が確認された。

以上、高密度状態では mTOR 活性に依存しない NF2/Merl in を介した転写レベルで

の SLC7A11 発現制御機構の存在が明らかになった。  
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以上本研究は、神経膠芽腫細胞における細胞密度状態に応じたグルコース欠乏下

での細胞死回避システムの存在と、その分子機構の一端を解明した。  
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緒論  

 

ヒト脳内において神経細胞及び神経線維細胞の支持をする神経膠細胞が腫瘍化

することで発生する神経膠腫  (Glioma)は、脳における原発腫瘍のなかでも 25％を

占めており、さらに病理診断上の悪性度により 4 つのグレードに分類される。神経

膠芽腫  (Glioblastoma) は、中でも最も悪性度の高いグレードⅣに分類され、神経膠

腫の 40%ほどで生じる最も発症頻度の高い神経膠腫である 1 ,  2。現状の治療方法と

しては、初期治療法として放射線療法、テモゾロミドやベバジズマブ、ニムスチン

を用いた化学療法が主に行われている。加えて、外科的手術による腫瘍組織の切除

が行われるが、神経膠腫は浸潤性が高く、正常脳組織との境界は非常にわかりづら

いため、完全に切除することが大変困難である。さらに、術後再発の予防としても

放射線療法、化学療法が行われる。しかしながら、残存腫瘍による再発率が高く、

再発した神経膠芽腫の効果的な治療法は確立されていないことから、未だ致死性は  

100%、５年生存率は僅か５%程度、生存期中央値は未だ 10 ヶ月程度と、極めて予

後が悪いのが現状である 3 ,  4 ,  5。そのため、神経膠芽腫の新たな標的分子による薬

物治療が期待されている。  

 

神経膠芽腫を含む多くのがん細胞においては、グルコース輸送体やグルコース

代謝酵素の発現量増加が見られ、取り込まれたグルコースはがん細胞の増殖と生

存に必要なエネルギーと生合成中間体を供給するために利用される 6 ,  7。さらに、

ペントースリン酸経路などのグルコース代謝経路によって産生された還元型ニコ

チンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸  (Reduced Nicotinamide Adenine 

Dinucleot ide Phosphate、 NADPH) は、がん細胞の主要な抗酸化システムであるグ

ルタチオンやチオレドキシンシステムにおける重要な電子供給体としての機能を

持つ 8 - 1 0。そのため、多くのがん細胞は、グルコースが欠乏した環境下では、酸化

ストレスを要因とした急速な細胞死を引き起こすことが知られている  (Figure.0-

1)。  
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細胞外シスチンを細胞内グルタミン酸との交換により細胞内に輸送するアミノ

酸交換輸送系として知られている system xc⁻は、軽鎖サブユニット、SLC7A11/xCT

と重鎖サブユニット、 SLC3A2/CD98/4F2hc の 2 種のタンパク質により構成されて

いる 1 1  (Figure.0-2)。  
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system xc⁻におけるアミノ酸に対する特異性及び輸送活性は、SLC7A11/xCT に依

存しており、 SLC7A11/xCT の発現量とシスチン /グルタミン酸の交換輸送能は比例

する。SC7A11/xCT を介して細胞内に輸送されたシスチンは、細胞内でシステイン

に還元され、主要な抗酸化システムとして機能する還元型グルタチオン  (GSH) の

生合成に利用されている。還元型グルタチオンは、グリシン、グルタミン酸、シス

テインの三つのアミノ酸から合成され、システイン由来のチオール基が還元作用を

有する 1 2 ,  1 3。 GSH は、細胞内の活性酸素種を還元することで酸化ストレスを抑制

すると同時に、自身は酸化されて酸化型グルタチオン  (GSSG) となる。そして

GSSG は 、 グ ル コ ー ス 代 謝 の ひ と つ で あ る ペ ン ト ー ス リ ン 酸 経 路 で 生 成 さ れ る



- 10 - 
 

NADPH を補酵素とする酵素、グルタチオンレダグダーゼにより還元されて GSH と

なり，再度抗酸化物質として機能する 1 4。また近年，SLC7A11/xCT の輸送活性阻害

は、ペルオキシダーゼ活性を GSH に依存するグルタチオンペルオキシダーゼ  4  

(GPX4) の活性低下が引き起こり、その結果、鉄イオン依存的なリン脂質の過剰酸

化損傷により生じる細胞死、フェロトーシスが誘導されることが報告された 1 5 - 1 8。

故に、 SLC7A11/xCT は創薬標的として一層の研究がなされている。  

 

がん細胞における高いレベルの活性酸素種  (React ive Oxygen Species： ROS) は、

がん細胞の生存性や増殖能向上に寄与している。また高いレベルの ROS は炎症反

応や DNA 損傷の誘発、遺伝子の突然変異を引き起こし、がんの発症や悪性化、さ

らには化学療法に対する耐性の獲得に寄与していることが知られている。一方で、

細胞内の過剰な活性酸素種の産生は、 DNA やタンパク質、脂質に損傷を与え、最

終的には細胞死を引き起こす 1 9 ,  2 0。そのため、がん細胞では細胞内活性酸素種レベ

ルを一定に調整するための抗酸化システムが増強されている。一例として、シスチ

ンの取り込みを担い、GSH による抗酸化システムに寄与する SLC7A11/xCT は、神

経膠芽腫を含む様々ながん細胞で高発現していることが報告されている 1 5 ,  2 1 ,  2 2。  

 

近年、 SLC7A11/xCT の発現が、がん細胞のグルコース依存性を決定していると

いう研究成果が、所属研究室を含めた 3 つのグループから報告された 2 3 - 2 6  (Figure.0-

3)。これまでの報告では、グルコースの欠乏ががん細胞の細胞死の引き金であると

考えられていた。ところが、グルコース欠乏環境下で SLC7A11 を介して取り込ま

れたシスチンが引き金となって、 NADPH の枯渇及び活性酸素種の蓄積を伴った細

胞死が誘導されることが明らかになった 2 5。  
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最新の報告では、 SLC7A11/xCT の発現が高いがん細胞においてグルコース欠乏

環境下で生じる細胞死が ”Disulf idptosis” と名付けて報告された 2 7 ,  2 8。グルコース

欠乏環境下において NADPH 供給が低下している状態で、 SLC7A11/xCT によりシ

スチンが取り込まれることで、細胞内シスチンやジスルフィド分子の蓄積が生じる。

これにより、アクチン細胞骨格タンパク質での異常なジスルフィド結合誘導に伴う

アクチンネットワークの崩壊が引き起こされ、急速に細胞死が誘導されることが明

らかになった 2 7 - 2 9。これらの研究成果から、 SLC7A11/xCT の発現が高いがん細胞

では、グルコースの取り込みや代謝を阻害することで、シスチン依存的な細胞死を

誘導する有効な治療法につながることが考えられた。しかし、これまでにグルコー

ス輸送体や代謝酵素の阻害薬が、がん治療に有効であるとの報告はあまりされてお

らず、グルコースが欠乏する状態で、がん細胞が細胞死を回避している何らかの要

因が考えられた。そこで本研究では、 SLC7A11/xCT を介したグルコース欠乏下で

の細胞死を回避するメカニズムを、 SLC7A11/xCT タンパク質の発現制御機構に着

目して検討した。  
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第 一 章 で は 、 神 経 膠 芽 細 胞 が 高 密 度 で 存 在 す る際に 、 リ ソ ソ ー ム に お け る

SLC7A11 の分解が生じ、これによりグルコースが欠如した環境でも細胞死を回避

していることを明らかにした。第二章では、神経線維腫症 2 型遺伝子 NF2 により

コードされる腫瘍抑制タンパク質 Merlin (Moesin-ezrin-radixin-l ike protein、 also 

known as schwannomin) が、高密度状態においては mRNA レベルで SLC7A11 の発

現量を制御することを明らかにした。これらの研究成果について、以下に論述する。 
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第一章  

高密度状態の神経膠芽腫細胞は mTOR の活性抑制及び  

リソソームにおける SLC7A11/xCT の分解を介して  

グルコース欠乏下での生存性を獲得する  

 

細胞密度が、がん細胞の細胞特性や細胞生存に影響を与えることはよく知られて

いる。例えば、がん細胞が高密度状態で存在すると抗がん剤感受性が低下する 3 0 -

3 2。また高密度培養によって、 PVRL4 や E-cadherin 含む細胞間接着シグナルタンパク

質や Hippo シグナル経路を介して、フェロトーシスが抑制される報告もされている 3 3 -

3 6。このように、がん細胞は様々なストレスに対して適応、あるいは回避するシス

テムを獲得していると考えられる。  

 

Mechanist ic  target  of  rapamycin (mTOR) は、細胞成長と細胞増殖における中心的

な調節因子の一つである。  mTOR の活性は、成長因子と環境栄養状態に応じて調

節されることが知られている 3 7 - 4 0。また、  mTOR シグナル伝達はがん細胞におい

て高頻度で活性化されており、腫瘍成長とがんの進行に寄与している 4 1 ,  4 2。mTOR 

の活性化は、同化プロセス  (タンパク質、脂質、ヌクレオチドの合成 )  の促進、及

び異化プロセス  (オートファジー  -  リソソーム  システムおよびユビキチン  -  プ

ロテアソーム  システム )  の抑制を引き起こす 4 3 - 4 8。 mTOR シグナル伝達は、グル

コース、アミノ酸、脂肪酸の代謝に関与する主要な酵素発現と酵素活性を調節する

ことにより、がん細胞の代謝リプログラミングにも機能することが報告されている

4 2。  

 

本章では、神経膠芽腫細胞におけるグルコース欠乏状態での生存性獲得において、

細胞密度に依存した mTOR 活性の変化および SLC7A11 の発現量変化について検討
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を行い、リソソームにおける SLC7A11 の分解が、細胞密度及び mTOR の活性の変

化により制御をされていることを示す。  
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【第一章の実験方法】  

 

細胞培養  

実験には３種類の神経膠芽腫細胞株、U251 細胞  (ECACC (No.  EC09063001) から購

入 )  、LN229 細胞  (ATCC (No.CRL-2611) から購入 )  、T98G 細胞  (文部科学省のナ

ショナルバイオリソースプロジェクト  (No.  RCB1954) を通じて理研 BRC から提

供 )  を利用した。培養細胞は、 10% fetal  bovine serum (FBS)  、 4.0  mM glutamine、

100 uni ts /ml  penic i l l in、 0.1  mg/ml  s t reptomycin を含む Dulbecco’s  modif ied Eagle’s  

medium (DMEM) を用いて、 5 % CO 2、 37 °C の条件下で培養した。  

 

培養培地  

無血清培地として、 4 mM glutamine を含む DMEM を用いた。また、グルコースを

含まない培地は 0.1 g CaCl₂、0.05 mg Fe (No₃)  ₃・9H₂O、48.98 mg MgSO₄、0.2 g KCl、

1.85 g NaHCO₃、 3.03 g NaCl、 0.0545 g NaH₂PO₄、 0.5 g Glu、 0.042 g L-Arg・HCl、

0.015 g Gly、 0.021 g L-His・HCl・H₂O、 0.0525 g L-Iso、 0.0525 g L-Leu、 0.073 g L-

Lys・HCl、 0.015 g L-Met、 0.033 g L-Phe、 0.021 g L-Ser、 0.0475 g L-Thr、 0.008 g L-

Trp、 0.051895 g L-Tyr・ 2Na・ 2H₂O、 0.047 g L-Val、 20 mL MEM Vitamin Solut ion 

(100X) l iquid (Thermo Fisher  Scient if ic 社 )  を H₂O に溶かして全量 500 mL として作

製した。  

 

グルコース欠乏条件と細胞死の測定  

U251 細胞、 LN229 細胞、 T98G 細胞を 48 well  plate  (Greiner  Bio-One、 No.677180) 

に低密度状態  (LD、1.0×10 4  cel ls /cm 2 )  または高密度状態  (HD、1.0×10 5cel ls /cm 2 )  で

播種した。播種 48 時間後、培養細胞をリン酸緩衝生理食塩水  (PBS) で 2 回洗浄

し、培養培地を 10％の透析除去処理済み FBS (HyClone)  を含むグルコース欠乏培

地に交換し、さらに 24 時間培養した。細胞死は、製造元の指示に従って、MTX LDH

キット  (Kyokuto Pharmaceutical  Industr ial)  を使用して培地中に放出された lactate  

dehydrogenase (LDH) 量を測定することにより評価した。吸光度は、マイクロプレ

ートリーダー  (Tecan、GENious)  を使用して 595 nm で測定した。測定値の評価は、  
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0.1％  Tween 20 で処理した後の LDH 放出の値を 100％の細胞死として定義し行っ

た。  

 

Immunoblott ing と使用抗体  

U251、LN229、T98G を 48 well  plate に低密度状態または高密度状態で播種し、10% 

FBS を含む上記培地で 24 時間培養した。その後、 Torin 1 あるいは Bafi lomycin A1

で 24 時間処理した。細胞を PBS で洗浄した後、Sample buffer  (2 % SDS、0.87M Tris-

HCl (pH 6.8)  、10% glycerol、1% BPB/EtOH、2-mercaptothanol)  50 µl /well で溶解し、

1.5 ml エッペンチューブに回収した。回収したサンプル中 5.0 μL を 12.5% SDS-

polyacrylamide gel を用いて電気泳動によりタンパク質を分離させた。分離させた

タンパク質を PVDF 膜へ転写し、それぞれの一次抗体を、blocking buffer  (TBS、5% 

w/v non-fat  dry milk)  中で希釈して 4 ˚C で一晩反応させた。次に、二次抗体を  

blocking buffer で希釈し、室温で 60 分間反応させ、Chemi Lumi One あるいは Chemi 

Lumi One Super (ナカライテスク社 )  、 ECL あるいは ECL Prime (GE Healthcare 社 )  

で 1 分間反応させて発光させることにより、 Amersham Imager 600 (GE Healthcare 

Life  Sciences)  で検出した。各タンパク質のバンドは Amersham Imager 600 の定量

化処理方法に従って定量化した。  

本章で用いた抗体は、一次抗体として SLC7A11 (#12691、 1:1500) 、 CD98/4F2hc 

(#47213、 1:2000) 、 phospho-p70 S6 kinase (Thr389) (#9234、 1:2000) 、 p70 S6 kinase 

(#9202、1:2000) 、T202/Y204 phospho-ERK (#4370、1:2000) 、p44/42 MAPK (#4695、

1:2000) 、 T308 phospho-Akt (#2965、 1:2000) 、 Akt (#9272、 1:2000) （以上、 Cell  

Signal ing Technology）、α-tubulin (T5168、1:2000)、ant i-Flag ant ibody (M2、F1804、

1:2000)（以上、Sigma-Aldrich）を括弧内の倍率で希釈して用いた。二次抗体として

mouse IgG (P0447、 1:3000) および rabbit  IgG (P0448、 1:3000) horseradish peroxidase 

(HRP) 共役二次抗体  (以上、 DAKO) を括弧内の倍率で希釈して用いた。   

 

免疫染色法による SLC7A11 およびリソソームの局在変化の検討  

カバーガラスを入れた 24 well  plate  (Greiner  Bio-One、 No.662160) に 10% FBS を含

む上記培地を 2.0 ml/well 入れ U251 細胞を低密度状態または高密度状態で播種し
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た。24 時間の培養後、Bafi lomycin A1 で 24 時間処理した後に、PBS に溶解した 4% 

paraformaldehyde 溶液により 20 分間固定した。 PBS で 5 回洗浄した後、 PBS に溶

解した 0.2% Tri ton X-100 溶液で 10 分間透過処理し、 PBS に溶解した 10% FBS 溶

液を用いて 30 分間ブロッキングを行った。先と同様、 PBS で 5 回洗浄後、細胞を

括 弧 内 の 倍 率 で 希 釈 し た ant i-SLC7A11 ant ibody (1:1000) お よ び  ant i-LAMP-2 

ant ibody (#18822、Santa Cruz Biotechnology) (1:200) とともに PBS で 24 時間反応さ

せた。PBS で 5 回洗浄した後、二次抗体として ant i-mouse IgG conjugated with Alexa 

Fluor  488 (A11029、 ThermoFisher  Scient if ic)  、 ant i-rabbit  IgG conjugated with Alexa 

594 (A11037、 ThermoFisher  Scient if ic)  、を 1 時間反応させた。その後 PBS で洗浄

し、Hoechst  33258 (H1398、ThermoFisher  Scient if ic、250 ng/ml)  を 5 分反応させた。

PBS で 5 回洗浄した後、 PBS に 0.1 ％ p-phenylenediamine 二塩酸塩を含む 90％  

glycerol を溶解した封入剤により封入し、風乾後、 60 倍の PLAPON 対物レンズ  

(Olympus Co Ltd.)  を備えた共焦点顕微鏡 FV3000 で観察した。なお、一次抗体を反

応させてからの作業は遮光にて行った。  

 

Glutamate release assay 

低密度状態または高密度状態で播種した U251 細胞を 48 well  plate に 24 時間培養

した。その後、 Bafi lomycin A1 で 24 時間処理し、 PBS で 2 回洗浄した後、培養培

地を 0.2 mM シスチンおよび 2.0 mM グルタミンを添加した上記培養培地、または

アミノ酸を含まない培養培地に交換し、4 時間培養した。培地へのグルタミン酸放

出量は、 L-Glutamate Assay Kit  YAMASA NEO (Yamasa Corporat ion)  を製造元の指

示に従っ て使用 し て測定 し た 。 細 胞数を正規化 す る た め に 、 bicinchoninic acid 

protein assay ki t  (Protein Assay BCA kit、 Nacalai  Tesque)  を使用して、各 well のタ

ンパク質量を定量した。  

 

使用プラスミドと遺伝子導入  

発現プラスミドは pCXN2 ベクター  (宮崎純一 教授  (大阪大学 )  からの提供 )  を

使用した。ヒト SLC7A11 のコード配列は、 HeLa 細胞から、逆転写 PCR 法によっ

て増幅させ、 C 末端に Flag タグ配列を付加した pCXN2 にサブクローニングした。  
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U251 細胞へのトランスフェクションは、 Lipofectamine 2000 (Life Technologies)  を

使用した。 SLC7A11-Flag を安定して発現する U251 細胞を生成するために、 U251

細胞を 6 cm 2  dish に 2.5×10 5  cel ls /dish で播種し、 24 時間後に pCXN2-SLC7A11-Flag

を遺伝子導入した。 48 時間後、培養細胞を収集し、培養培地に G418 (250 µg/ml)   

(Wako) を含む 2 つの 10 cm dish (Greiner  Bio-One、 No.627160) に播種して、遺伝

子導入されていない細胞を除去した。選択除去の 10 日後、単一細胞から増殖した

コロニーを単離した。これらのクローンは、抗 SLC7A11 および抗 Flag 抗体を用い

たイムノブロッティングによって拡大およびスクリーニングした。  

 

統計処理  

得られた実験値は、平均値 ±標準偏差で示した。パラメトリックデータの有意差の

検定には、 3 群以上で Tukey HSD 法による分散分析  (ANOVA) を用い、 P<0.05 で

有意差ありとした。  
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【第一章の実験結果】  

 

第一節  神経膠芽腫細胞は高密度状態において SLC7A11 の発現量が減少し

グルコース欠乏による細胞死が抑制される  

神経膠芽腫細胞において、グルコース欠乏環境は急速に細胞死を誘導する。この

細胞死が、高密度状態では有意に抑制されることを明らかにした。細胞密度は、が

ん細胞の細胞特性や細胞生存に影響を与えることは知られており、特に高密度培養

は、細胞の生存や増殖に影響を与える 3 1 - 3 7。神経膠芽腫細胞株である U251、T98G、

LN229 細胞に対して、低細胞密度  (LD、1.0×10 4  cel ls /cm2 )  および高細胞密度  (HD、

1.0×10 5  cel ls /cm2) で播種し、 48 時間培養した。次に、グルコース欠乏の条件下で

24 時間培養し、培地中に放出された LDH 量を測定して細胞死を評価した。その結

果、低密度状態で有意に生じたグルコース欠乏による細胞死は高密度状態では認め

られなかった  (Figure.1-1 A-C)。  
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Figure.1-1  神経膠芽腫細胞は高密度状態においてグルコース欠乏による細胞死が抑制

される  

(A-C)  神経膠芽腫細胞株  (A)  U251 (B)  T98G (C)  LN229 細胞を低密度状態   (LD、 1.0×10 4  
ce l l s /cm 2 )あるいは高密度状態  (HD、 1.0  × 10 5  ce l l s /cm 2 )  で 48 時間培養した。 48 時間後、

グルコース非含有培地あるいは 5mM のグルコースを含む培養培地で 24 時間培養した。

スケールバーは 100 µm を示す。細胞死の定量は LDH release  assay 法を用いて、0.1% Tween 
20 での細胞死割合を 100%とし、相対割合を評価した。グラフは  3 回の実験の平均値  ±  
標準誤差で表記した  ( * * *P  <  0 .001,  one-way ANOVA with  Tukey’s  pos t  hoc  tes t )  。  
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著者が所属する研究室では以前に、シスチン /グルタミン酸交換輸送体、 SLC7A11

を介したシスチンの取り込みが、神経膠芽腫細胞におけるグルコース欠乏による細

胞死を誘起することを報告している 2 5。そこで、低密度、及び高密度培養における

SLC7A11 のタンパク質発現量を Western Blot 法により検討した。その結果、低密

度状態で認められる SLC7A11 タンパク質発現量が、高密度状態では明らかに減少

し て い た  (Figure.1-2)。 こ れ ら の 結 果 は 、 高 密 度 条 件 が何らかの 経 路 を 介 し て

SLC7A11 発現を低下させることで、神経膠芽腫細胞におけるグルコース欠乏下で

の細胞死を抑制していることを示唆する。  

 

 

Figure.1-2  神経膠芽腫細胞は高密度状態において SLC7A11 の発現量が減少する  

U251、 T98G、 LN229 細胞を低密度状態あるいは高密度状態で 5mM のグルコースを含む 

培 養 培 地 に て 48 時 間 培 養 し 、 細 胞 溶 解 液 に よ り 回 収 し た 後 、 タ ン パ ク 質 発 現 量 を

Immunoblot 法にて評価した。  
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第二節 mTOR の活性阻害により SLC7A11 発現及びグルコース欠乏による  

細胞死が抑制される  

高密度状態で培養することにより、 SLC7A11 の発現レベル低下に伴ったグルコ

ース欠乏状態での細胞死の抑制が生じることを確認したため、次に、神経膠芽腫細

胞における細胞密度依存的な SLC7A11 の発現調節メカニズムを検討した。高密度

状態により、 mTOR シグナル伝達経路が阻害されることが以前報告されていた 4 9 ,  

5 0。これと一致して、mTOR の下流標的である  p70 S6 キナーゼ  (p-S6K) のリン酸

化レベルは、 TPEN 変異である U251 細胞、 TPEN 野生型である T98G 細胞、 TPEN

野生型 p53 変異である  LN229 細胞の異なる遺伝子型の神経膠芽腫細胞において、

高密度状態で培養した場合に共通して抑制されていた。一方で、 Akt のリン酸化  

(スレオニン  308) レベルもわずかに減少していたが、ERK のリン酸化レベルには

ほとんど影響がなかった  (Figure.1-3 A)。  

これらの結果を受け、 SLC7A11 発現に対する mTOR 阻害薬の効果を検討した。低

密度状態の神経膠芽腫細胞を mTOR 阻害薬 Torin1 (250 nM) で処理したところ、

U251、 T98G、 LN229 細胞の SLC7A11 のタンパク質レベルが明らかに低下した  

(Figure.1-3 B)。次に、 Torin 1 で処理した際のグルコース非存在下での細胞死を評

価したところ、低密度状態で有意な細胞死の抑制が確認された  (Figure.1-3 C)。  

これらの結果は、 mTOR の活性化が SLC7A11 発現低下とグルコース欠乏下での細

胞生存率の上昇に重要であることを示唆する。  
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Figure.1-3  mTOR の活性阻害により SLC7A11 発現及びグルコース欠乏による細胞死が

抑制される  

(A)  U251、T98G、LN229 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて低密度状態あるい

は 高 密 度 状 態 で 48 時 間 培 養 し 、 細 胞 溶 解 液 に よ り 回 収 し た 後 、 タ ン パ ク 質 発 現 量 を

Immunoblot 法にて評価した。 (B)  U251、T98G、LN229 細胞を低密度状態で 24 時間培養後

Torin  1  (250 nM) で 24 時間処理し、細胞溶解液により回収した後、タンパク質発現量を

Immunoblot 法にて評価した。対照群には Dimethyl  sul foxide   (DMSO) を使用した。 (C)  
U251、 T98G、 LN229 細胞を低密度状態あるいは高密度状態で 48 時間培養した。 48 時間

後、グルコース非含有培地あるいは 5mM のグルコースを含む培養培地を、 Torin  1  (250 
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nM) で処理し 24 時間培養した。対照群には DMSO を使用した。細胞死の定量は LDH 
release  assay 法を用いて、 0.1% Tween 20 での細胞死割合を 100%とし、相対割合を評価し

た。グラフは  3 回の実験の平均値  ±  標準誤差で表記した  ( * * *P  <  0 .001,  * *P  <  0 .01,  one-
way ANOVA with  Tukey’s  pos t  hoc  tes t )  。  

 

 

mTOR は、正常な上皮細胞の細胞培地が枯渇すると不活化されることが報告され

ている 5 1。そこで、高密度状態の培養培地が低密度状態でのグルコース欠乏の細胞

死を抑制するか否かを検討した。その結果、高密度状態での U251 細胞培養からの

培地  (condit ioned medium、 CM) は、低密度状態でのグルコース非存在下の細胞死

にほとんど影響を与えなかった。さらに、培養培地を未使用の DMEM 培地  ( f resh 

medium、FM) に交換しても、U251 細胞高密度状態におけるグルコース欠乏下での

細胞生存に影響は認められなかった  (Figure.  1-4)。この結果より、高密度状態での

グルコース欠乏による細胞死の抑制は、栄養枯渇あるいは放出された液性因子によ

るものではないことが示唆される。  

 

 

Figure.1-4 培養培地の枯渇はグルコース欠乏による細胞死に影響しない  

低密度状態あるいは高密度状態で 24 時間培養した U251 細胞を、 f resh  medium (FM) ある

いは  高密度状態で 24 時間細胞を培養した condi t ioned medium (CM) で 24 時間培養した。

24 時間後、グルコース非含有培地あるいは 5mM のグルコースを含む培養培地で 24 時間

培養した。細胞死の定量は LDH release  assay 法を用いて、 0.1% Tween 20 での細胞死割合

を 100%とし、相対割合を評価した。グラフは 3 回の実験の平均値  ±  標準誤差で表記した  
(n .s . ,  not  s igni f icant ,  one-way ANOVA with  Tukey’s  pos t  hoc  tes t . )  。  
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第 三 節  高 密 度 状 態 は mTOR 活 性 を 抑 制 し て 神 経 膠 芽 腫 細 胞 に お け る

SLC7A11 のリソソーム分解を誘導する  

以前に、SLC7A11 タンパク質量が、脱ユビキチン化酵素 OTUB1 によってプロテ

アソーム分解依存的に調節を受けるという報告がなされた 5 2 ,  5 3。また、mTOR の活

性とプロテアソーム分解制御の関係も報告されている 4 6 ,  4 7。そこで、神経膠芽腫細

胞の SLC7A11 発現に対するプロテアソーム分解の関与を検討したところ、プロテ

アソーム阻害剤 MG132 (10 μM) により U251、LN229 細胞の低密度状態と高密度状

態の両方で SLC7A11 の発現量が有意に増加した  (Figure.1-5)。 T98G 細胞では、プ

ロテアソーム阻害による SLC7A11 発現増加傾向は観察されたが優位な差は認めら

れなかった。このことから、 U251、 LN229 細胞においてプロテアソームにおける

SLC7A11 の分解は、細胞密度に依存せず恒常的に行われている可能性が考えられ

る。  

 

 

Figure.1-5  プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 は 神 経 膠 芽 腫 細 胞 の 細 胞 密 度 に 関 わ ら ず SLC7A11  

発現量及びグルコース欠乏下での細胞死を増加させる。  

U251、T98G、LN229 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて低密度状態あるいは高

密度状態で 24 時間培養後 MG132 (10 µM) で 24 時間処理し、細胞溶解液により回収した

後、タンパク質発現量を Immunoblot 法にて評価した。対照群には DMSO を使用した。
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SLC7A11/α- tubul in の割合は、低密度状態の対照群に対する相対割合で評価した。グラフ

は  3 回 の 実 験 の 平 均 値  ±  標 準 誤 差 で 表 記 し た  ( * * *P  <  0 .001,  * *P  <  0 .01,  n .s . ,  not  
s igni f icant ,  one-way ANOVA with  Tukey’s  pos t  hoc  tes t . )  。  

 

 

一方、mTOR の活性化が、リソソームによるタンパク質分解を含む、種々の異化

機能を抑制することが報告されているため 4 4 - 4 9、リソソーム阻害薬 Bafi lomycin A1 

(Baf A1) の効果を検討した。その結果、リソソーム阻害により、U251、T98G、LN229

細胞の高密度状態における SLC7A11 発現量が有意に増加した  (Figure.1-6 A) 。ま

た、低密度状態における SLC7A11 発現に Baf A1 はほとんど影響しなかった。これ

らの結果から、高密度状態ではリソソーム依存的に SLC7A11 の分解が促進されて

いることが示唆された。次に、リソソームによる SLC7A11 分解における mTOR の

関与を検討した。その結果、U251、T98G、LN229 細胞の低密度状態において、mTOR

の阻害薬により抑制された SLC7A11 の発現は、リソソーム阻害薬の併用により有

意に増加した  (Figure.1-6 B)。これらの結果は、がん細胞の細胞密度で変化する

SLC7A11 発現量制御には、 mTOR 活性により調節されたリソソームによるタンパ

ク質分解が重要な役割を担っていることを示唆する。  
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Figure.1-6  高密度状態は mTOR の活性を抑制して神経膠芽腫細胞における SLC7A11 の

リソソーム分解を誘導する  

(A)  U251、T98G、LN229 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて低密度状態あるい

は高密度状態で 24 時間培養後 BafA1 (1  µM) で 24 時間処理し、細胞溶解液により回収し

た後、タンパク質発現量を Immunoblot 法にて評価した。対照群には DMSO を使用した。

SLC7A11/α- tubul in の割合は、低密度状態の対照群に対する相対割合で評価した。グラフ

は  3 回の実験の平均値  ±  標準誤差で表記した  ( * *P  <  0 .01,  *P  <  0 .05,  n .s . ,  not  s igni f icant ,  
one-way ANOVA with  Tukey’s  pos t  hoc  tes t . )  。  (B)  U251、 T98G、 LN229 細胞を低密度状

態あるいは高密度状態で 24 時間培養後 Torin  1  (250 nM) あるいは BafA1 (1  µM) で 24 時

間処理し、細胞溶解液により回収した後、タンパク質発現量を Immunoblot 法にて評価し

た。対照群には DMSO を使用した。  
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第四節 神経膠芽腫細胞の低密度状態と高密度状態では SLC7A11 および   

リソソームの細胞内局在が変化する  

神経膠芽腫細胞の高密度状態において、リソソームによる SLC7A11 の分解が

mTOR の活性により調節されることが示唆されたため、 U251 細胞の培養密度にお

ける SLC7A11 およびリソソームの局在変化について比較検証した。低密度状態の

U251 細胞では、 SLC7A11 が細胞全体に確認できる  (Figure.1-7 A) 。対して、高密

度状態では Western blot の結果と一致して、 SLC7A11 の発現が明らかに減少して

いた  (Figure.1-7 B)。さらに、高密度状態において、リソソーム阻害薬 Baf A1 で処

理した結果、SLC7A11 の発現は小胞構造で見られ、LAMP-2 と共局在していること

が確認された  (Figure.1-7 C)。 LAMP-2 はリソソームの膜標識であることから、リ

ソソーム阻害薬の作用で SLC7A11 を含めたタンパク質が分解されず小胞内で備蓄

していることにより、リソソームが肥大していると考えられる。  
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Figure.1-7 低密度と高密度の神経膠芽腫細胞における SLC7A11 およびリソソームの細

胞内局在変化  

U251 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて低密度状態  (A)  及び高密度状態  (B-
C)  で 24 時間培養した。24 時間後、BafA1 (1  µM) で 24 時間処理した後  (C)  、細胞を ant i -
SLC7A11 ant ibody  (赤 )  、 ant i -LAMP2 ant ibody (緑 )  で染色した。核は Hoechst  33258 (青 )  
で染色した。画像解析は共焦点顕微鏡で行った。スケールバーは 10 µm を示す。  
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第五節 高密度の神経膠芽腫細胞においてリソソーム阻害により発現増加

した SLC7A11 はグルコース欠乏下での細胞死を誘導する  

培地中へのグルタミン酸放出量を測定することで、高密度状態でのリソソーム阻

害による SLC7A11 の発現増加が、シスチン／グルタミン酸の交換輸送を増加させ

るかを検討した。アミノ酸を含まない培養培地にシスチンとグルタミンを添加し、

U251 細胞を培養したところ、先行研究と同様に低密度状態ではグルタミン酸の放

出が確認できた。これに対し、高密度状態では、グルタミン酸の放出が有意に減少

した  (Figure.1-8 A)。さらに高密度状態におけるグルタミン酸放出量は、リソソー

ム阻害により有意に増加した  (Figure.1-8 B)。この結果から、高密度状態において

リソソーム阻害で増加した SLC7A11 は、アミノ酸輸送活性を保持していることが

確認できた。次に、高密度で抑制されるグルコース欠乏状態での細胞死は、リソソ

ーム阻害で上昇することが予想されたため、神経膠芽腫細胞におけるグルコース非

存在下での細胞死に対するリソソーム阻害の効果を検討した。その結果、 U251 細

胞の高密度状態において、リソソーム阻害薬 Bafi lomycin A1 の処理によりグルコ

ース欠乏下での細胞死は有意に増加した  (Figure.1-8 C)。  

 

 

 

Figure.1-8 高密度の神経膠芽腫細胞においてリソソーム阻害によりグルコース欠乏下

での細胞死を誘導する  

 (A)  U251 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて低密度状態あるいは高密度状態

で 48 時間培養後、5mM のグルコース含有及びシスチンを含まないアミノ酸非含有培地あ
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るいは 5mM のグルコース及び 0.2  mM のシスチン、2 mM のグルタミンを含むアミノ酸非

含有培地に交換した。4 時間後、培地中に放出されたグルタミン酸量を評価した。グラフ

は  3 回 の 実 験 の 平 均 値  ±  標 準 誤 差 で 表 記 し た  ( * * *P  <  0 .001,  one-way ANOVA with  
Tukey’s  pos t  hoc tes t . )  。  (B)  5mM のグルコースを含む培養培地にて U251 細胞を高密度

状態で 24 時間培養後 BafA1 (1  µM) で 24 時間処理した。対照群には DMSO を使用した。

24 時間後、 5mM のグルコース含有及びシスチンを含まないアミノ酸非含有培地あるいは

5mM のグルコース及び 0.2  mM のシスチン、 2 mM のグルタミンを含むアミノ酸非含有培

地に交換した。4 時間後、培地中に放出されたグルタミン酸量を評価した。グラフは  3 回

の実験の平均値  ±  標準誤差で表記した  ( * * *P  <  0 .001,  one-way ANOVA with  Tukey’s  pos t  
hoc tes t . )  。  (C)  U251 細胞を低密度状態あるいは高密度状態で 48 時間培養した。 48 時間

後、グルコース非含有培地あるいは 5mM のグルコースを含む培地に、BafA1 (1  µM) で処

理し 24 時間培養した。対照群には DMSO を使用した。細胞死の定量は LDH release  assay
法を用いて、0.1% Tween 20 での細胞死割合を 100%とし、相対割合を評価した。グラフは  
3 回の実験の平均値  ±  標準誤差で表記した  ( * * *P  <  0 .001,  one-way ANOVA with  Tukey’s  
pos t  hoc tes t )  。  

 

 

SLC7A11 発現量の増加が、グルコース欠乏下における高密度状態による細胞生

存率の促進に関与していることを確認するために、 SLC7A11 を安定に発現する

U251 細胞   (U251-SLC7A11-Flag 細胞 )  を確立した。この細胞では、高密度状態に

おいても SLC7A11 の高い発現量が観察された。  SLC7A11 の過剰発現は、高密度

状態で培養した U251 細胞におけるグルコース欠乏性細胞死を誘導した  (Figure.1-

9)  。以上の結果より、高密度状態でのリソソーム分解による SLC7A11 の発現量抑

制が、神経膠芽腫細胞におけるグルコース欠乏下での細胞生存性向上に寄与するこ

とが明らかになった。  
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Figure.1-9  高 密 度 の 神 経 膠 芽 腫 細 胞 に お い て 発 現 増 加 し た SLC7A11 は グ ル コ ー ス   

欠乏下での細胞死を誘導する  

U251 細胞及び Flag- tagged SLC7A11 を発現させた U251 細胞  (U251-SLC7A11-Frag)  を 

低密度状態あるいは高密度状態で 48 時間培養した。 48 時間後、グルコース非含有培地 

あるいは 5mM のグルコースを含む培地で 24 時間培養した。細胞死の定量は LDH release  
assay 法を用いて、 0.1% Tween 20 での細胞死割合を 100%とし、相対割合を評価した。  

グラフは  3 回の実験の平均値  ±  標準誤差で表記した  ( * * *P  <  0 .001,  one-way ANOVA with  
Tukey’s  pos t  hoc tes t )  。  
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【第一章の考察】  

 

本章では、SLC7A11 発現及び SLC7A11 を介したグルコース依存性において、が

ん細胞の細胞密度による調節機構の一端を明らかにした  (Figure.1-10)。  

 

 

がん細胞の生存性と細胞密度状態の関連に関しては、高密度状態が薬剤耐性を誘

導することでがん細胞の生存率に寄与していること 3 0 - 3 2、Hippo シグナル経路及び

Cadherin を含む細胞間相互作用がフェロトーシスを回避することが報告されてい

る 3 3 - 3 6。本章では、高密度状態の神経膠芽腫細胞において、mTOR の不活性化によ

って誘導されるリソソームにおける SLC7A11 のタンパク質分解が、SLC7A11 の発

現量を減少させることでグルコース欠乏下での細胞死を抑制することを見出した。

mTOR の活性は、成長因子、細胞外栄養素、細胞内エネルギー状態、および細胞外

酸素レベルによって制御されている 3 7 - 4 0。しかし、神経膠芽腫細胞を高密度状態で

培養した後の培地  (condit ion medium) は、 SLC7A11 発現にほとんど影響を与えな
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かったことから、細胞から分泌された液性因子または培養培地の栄養枯渇状態が、

mTOR の不活性化あるいは SLC7A11 の分解に関与する可能性は低いと考えられる。

神経膠芽腫における細胞密度による mTOR 活性の制御機序に関しては更なる検証

が必要である。  

 

mTOR 活性とリソソームの機能は密接に関与していることが報告されている 4 7 , 4 8。

転写因子 TFEB は、リソソーム機能に関与するタンパク質をコードする遺伝子の発

現を誘導し、mTOR は細胞質内の TFEB をリン酸化および核移行の抑制することで、

リソソームの機能に関与する遺伝子発現を阻害する 5 4 - 5 6。また、  mTOR の活性化

は、 ATP 感受性 Na +チャネルを介してリソソーム機能も調整する 4 8。しかし、高

密度状態で SLC7A11 がリソソームにどのように集積あるいは分解されるかについ

ては今後の重要な研究課題である。  

 

これまでの研究において、種々の刺激応答が SLC7A11 の発現に関与することが

報告されている。例えば、 SLC7A11 発現は p53 腫瘍抑制タンパク質によって抑制

されることが知られている 5 7。また、細胞外マトリクスへの接着分子である CD44

変異体は、 SLC7A11 に結合することで細胞膜上での発現を安定化させる 5 2。加え

て、結合した CD44 により、脱ユビキチン化酵素 OTUB1 との相互作用を促進する

ことによって、タンパク安定性を高めるという報告がある 5 3。一方、リソソームに

よるタンパク分解と、プロテアソーム分解にクロストークが示唆されている 5 8 ,  5 9。

例えば、プロテアソーム阻害剤は、オートファジーとリソソーム分解を引き起こす

代償機構を誘発する 6 0 - 6 2。また、リソソーム阻害はプロテアソーム活性を変動させ

ることが発見されており、リソソームによる分解経路とプロテアソーム経路は複雑

に関与していることが考えられる 6 3 ,  6 4。本章において、プロテアソーム阻害剤は高

密度状態のみならず低密度状態においても SLC7A11 発現を増加させた。対して、

リソソーム阻害剤は高密度状態でのみ SLC7A11 発現を増加させた。従って、今回

明らかにした高密度状態でのリソソームによる SLC7A11 タンパク質の分解は、プ

ロテアソーム経路と独立して行われていると推測される。  

 



- 35 - 
 

第二章  

NF2/Merlin は神経膠芽腫細胞における高細胞密度での  

SLC7A11/xCT 発現とグルコース欠乏下での  

細胞生存性を制御する  

 

細胞間接触と高密度状態培養が細胞の生存と増殖に影響を与えることはよく知

られており、接触阻害を制御する重要なメカニズムの一つが Hippo シグナル伝達

経路である。高密度状態は Hippo シグナル伝達経路を活性化し、 Yes-associated 

protein (YAP) / t ranscript ional  coact ivator  with PDZ-binding motif  (TAZ) が核から細

胞質へ移動、リン酸化されることで不活性化と分解が誘導される。その結果、細胞

の増殖が停止することが知られている 6 5 - 6 7。  

 

Hippo シグナル伝達経路の活性化因子であり、 YAP/TAZ の上流因子であること

も知られている Merlin (Moesin-ezrin-radixin-l ike protein、schwannomin) は、神経線

維腫症 2 型遺伝子 NF2 によりコードされる腫瘍抑制タンパク質である。 NF2 遺伝

子変異および遺伝子欠損により、神経系の腫瘍性疾患である神経線維腫症 2 型が

発症する。多くの神経膠芽腫で、 Merlin のタンパク質発現量および mRNA 発現量

が低下しており、 Merlin の再発現が細胞増殖を抑制することが報告されている 6 8 -

7 1。Merlin の腫瘍抑制と細胞接触との関連について、低密度状態と比較して高密度

状態で Merlin の発現量が 2-3 倍に増加していることも知られている 7 2。また、Merlin

は CD44 に結合し、細胞外マトリックス成分であるヒアルロン酸との相互作用を阻

害することによって、細胞増殖を抑制することが報告されている 7 3 ,  7 4。  

 

本章では、Merlin が SLC7A11 発現を mRNA レベルで制御することで、神経膠芽

腫細胞の高密度状態におけるグルコース欠乏下の細胞生存性向上に寄与すること

を示す。  
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【第二章の実験方法】  

 

プラスミドと試薬  

以 下 の オ リゴヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 NF2 遺伝子 に 対 す る single-guide RNA 

(sgRNA) を peSpCAS9 (1.1)  -2xsgRNA (Addgene plasmid #80768) にクローニングし

た：   

sgNF2 -  1 F、 CACCGAACTCCATCTCGGCGTCCA;  

sgNF2 -  1 R、 AAACTGGACGCCGAGATGGAGTTC;  

sgNF2 -  2 F、 CACCGGCCACAGCGATTCGCACGG;  

sgNF2 -  2 R、 AAACCCGTGCGAATCGCTGTGGCC.  

NF2 に 対 す る sgRNA の 配 列 は 、 オ ン ラ イ ン ツ ー ル CRISPOR 

(ht tp: / /cr ispor . tefor .net /cr ispor .py)  を用いて設計した 7 5。  

グルコースやアミノ酸を含まない培地は、第一章に記載した方法と同様に調製した。

阻害剤は以下の濃度で使用した：  Sulfasalazine (SSZ)  (Sigma) 、 250 μM; Torin 1 

(Merck) 、 250 nM。  

 

細胞培養と遺伝子導入  

実験には神経膠芽腫細胞株 U251 細胞と T98G 細胞を利用した。細胞培養は第一章

に記載した条件及び方法と同様に行なった。 NF2 遺伝子欠損  (KO) U251 細胞株の

樹立には、 CRISPR/Cas9 を用いたホモロジー非依存型ノックインシステムを用い

た 7 6。 U251 細胞に、 NF2 を標的とする sgRNA を含む peSpCAS9 (1.1)  -2xsgRNA と

pDonor-tBFP-NLS-Neo (Addgene プラスミド #80766) を共導入した。 U251 細胞を 6 

cm dish に播種 し  (2 .5×10 4 細 胞 /dish)  、 24 時間後に Lipofectamine 2000 (Life 

Technologies)  を用いて遺伝子導入した。遺伝子導入後、培養細胞を収集し、培養

培地に G418 (250 µg/ml)  (Wako)  を含む 2 つの 10 cm dish に播種して、遺伝子導

入されていない細胞を除去した。選択除去後、単一細胞から増殖したコロニーを

単離した。これらのクローンを拡大し、抗 Merlin 抗体による免疫ブロッティング

でスクリーニングした。Control  sgRNA、Control  shRNA、および N-カドヘリンに対

http://crispor.tefor.net/crispor.py
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する shRNA を発現する U251 細胞は、先行研究により作製した細胞株を利用した

2 5 ,  7 7 ,  7 8。  

 

グルコース欠乏条件と細胞死の測定  

第一章に記載した条件及び方法と同様に測定した。  

 

Immunoblott ing と使用抗体  

第一章に記載した条件及び方法で同様に解析した。  

第二章で新たに用いた抗体は、一次抗体として NF2/Merl in (#12888、 Cell  Signal ing 

Technology)  (1:2000) 、 LATS1 (#3477、 Cell  Signal ing Technology)  (1:2000) 、

LATS2 (#5888、Cell  Signal ing Technology)  (1:2000) 、 phosphor-YAP (#13008、Cell  

Signal ing Technology)  (1:2000) 、 YAP (#14074 、 Cell  Signal ing Technology)  

(1:2000) 、 TAZ antibody (#18822、 Santa Cruz Biotechnology) (1:2000)、 N-cadherin 

(#610920 、 BD Biosciences)   (1:2000) 、 E-Cadherin (#610182 、 BD Biosciences)   

(1:2000) 、β-Catenin (#610154、BD Biosciences)   (1:2000) 、LAMP2 (#18822、Santa 

Cruz Biotechnology)  (1:2000) を括弧内の倍率で希釈して用いた。  

 

蛍光免疫染色法による TAZ の局在変化の検討  

第一章に記載した方法と同様に評価した。用いた抗体は、一次抗体として ant i-TAZ 

ant ibody (#18822、 Santa Cruz Biotechnology)  (1:200) 、二次抗体として ant i-mouse 

IgG conjugated with Alexa Fluor  488 (A11029、 ThermoFisher  Scient if ic)を用いた。ま

た第一章と同様に、Hoechst  33258 (H1398、ThermoFisher  Scient if ic、250 ng/ml)   に

より核酸染色を行った。画像は、 NIS Elements ソフトウェア  (Nikon) と Nikon 

Eclipse Ti 蛍光顕微鏡、 DS-Qi1Mc Nikon デジタルカメラを使用して取り込んだ。  

 

Glutamate release assay 

第一章に記載した条件及び方法で同様に解析した。  

 

Cystine uptake assay 
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高密度状態で播種した U251 細胞を 96 well  plate  に 72 時間培養した。その後、PBS

で 1 回洗浄し、培養培地を、 2 mM グルタミンを含むシスチン欠失培地に交換し、

5 分間静置した。その後、シスチンアナログと 250 μM Sulfasalazine (SSZ) を、2 mM

グルタミンを含むシスチン欠乏培地に添加し、細胞を 37℃で 30 分間インキュベー

トした。細胞内に取り込まれたシスチンの量は、 Cystine Uptake Assay Kit  (同仁化

学研究所 )  を製造元の指示に従って使用して測定した。  

 

RNA の抽出及び逆転写反応  

U251 細胞を 24 well  plate  に 72 時間培養した。その後、 PBS で 2 回洗浄し、 RNA 

iso Plus (TAKARA) 400 μL を使用して細胞溶解液を回収した。 RNA iso Plus 溶液に

クロロホルム  80 μL を添加混和し、遠心  (×1200G、10 分、4℃) により 3 層に分離

後、RNA を含む上水層を回収した。RNA を含む上水層にイソプロパノール  200 μL

を添加混和し、遠心  (×1200G、10 分、4℃) により RNA 沈殿を回収した。イソプロ

パノール RNA沈殿を回収後、75% エタノール  400 μL を添加混和し、遠心  (×8000G、

10 分、4℃) により精製した RNA 沈殿を回収した。cDNA は、鋳型として抽出した

RNA および Moloney Murine Leukemia Virus  (Invi trogen) 逆転写酵素を使用して逆

転写した。  

 

リアルタイム定量 PCR 

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (TOYOBO) 及び  StepOne Real-Time PCR system 

(Applied Biosystems) あるいは Thermal  Cycler  Dice Real  Time System III   (タカラバ

イオ )  を用いて行った。 cDNA を含むサンプルを 42℃で 5 分間加熱し、 95℃で 10

秒間および 60℃で 34 秒間を 40 サイクル繰り返し、続いて 95℃で 15 秒間、60℃で

1 時間加熱することで増幅した。  1  分間、 95 °C で  15 秒間。各サンプルを  2  回

繰り返して平均  Ct  値を評価した。相対的な  mRNA 発現は、2-ΔΔCt 法を使用して  

18S mRNA 参照遺伝子に対して正規化した後に計算した。各遺伝子の増幅には以

下のプライマーを用いて行った。  

SLC7A11/xCT -  F、 5′-  GCTGGCTGGTTTTACCTCAAC-3′ ;   

SLC7A11/xCT -  R、 5′-  AGTAGGCCACATTTGTCAGCAC-3′ ;   
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SLC3A2/CD98/4F2hc -  F、 5’-  CCAGAAGGATGATGTCGCTCAG-3′ ;   

SLC3A2/CD98/4F2hc -  R、 5’-  GAGTAAGGTCCAGAATGACACGG-3′ ;   

18S -  F、 5′-  AAACGGCTACCACATCCAAG-3′ ;   

18S -  R、 5′-  CGCTCCCAAGATCCAACTAC -3′ ;   

 

統計処理  

第一章に記載した条件と同様に処理した。   
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【第二章の実験結果】  

 

第一節  Merlin の 欠 損 は 高 密 度 培 養 条 件 下 の 神 経 膠 芽 腫 細 胞 に お け る

SLC7A11 の発現低下を抑制する  

第一章で、高密度状態が神経膠芽腫細胞における SLC7A11 の分解を促進するこ

とを明らかにした。そこで、接触阻害を制御する Hippo シグナル伝達経路の関与に

ついて検証をしたところ、U251 細胞の高密度状態では、リン酸化 YAP の増加及び

タンパク質発現の低下を確認した。一方で、 YAP と TAZ の上流因子である Merlin

と LATS1/2 のタンパク質発現量は、細胞密度にかかわらず一定であった  (Figure.  

2-1A) 。次に、 Merlin をコードする NF2 遺伝子の異なる配列に対する guide RNA 

(#1、 #2) を用いた CRISPR-Cas9 システムによって NF2 欠損  (NF2 KO) U251 細胞

を樹立した  (Figure.  2-1B) 。Merlin の不活性化は、がん細胞の増殖を促進すること

が報告されている 6 9 - 7 2。これと一致して、 U251 Control  細胞及び U251 NF2 KO 細

胞を播種後 4、8、12 日間培養すると、NF2 KO 細胞は Control  細胞と比較して細胞

数の著しい増加を示した  (Figure.  2-1C) 。  

 

Figure.2-1  NF2/Merl in 欠損細胞株の樹立  

 (A)  U251 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて低密度状態あるいは高密度状態

で 72 時間培養し、細胞溶解液を用いて回収した後、タンパク質発現量を Immunoblot 法に

て評価した。  (B)  U251 Control 細胞及び NF2 遺伝子を欠損した U251 細胞  (U251 NF2 KO
細胞 )  を 5mM のグルコースを含む培養培地にて 72 時間培養し、細胞溶解液を用いて回収

した後、タンパク質発現量を Immunoblot 法にて評価した。  (C)  U251 Control 細胞及び
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U251 NF2 KO 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて 1.0  × 10 4  ce l l s /cm 2 で播種し、

4、 8、 12 日後に細胞数を測定した。  

 

 

Merl in の欠損が SLC7A11 の分解に影響するかを検証するため、高密度状態での

播種後 24、 48、 72 時間における SLC7A11 タンパク質発現量を比較した。 Control  

細胞は、播種後 72 時間で SLC7A11 タンパク質量の減少を示したが、 NF2 KO 細胞

では播種後 72 時間でも SLC7A11 タンパク質量の減少が認められなかった。一方

で、 xc-系の重鎖サブユニットである SLC3A2/CD98/4F2hc のタンパク質量は、 NF2 

KO 細胞では大きく変化しなかった  (Figure.  2-2)  。この結果は、 Merlin が YAP を

介さずに神経膠芽腫細胞における高密度状態での SLC7A11 発現量の制御に関与し

ていることを示唆する。  

 

 

Figure.2-2  Merl in の欠損は高密度培養条件下の神経膠芽腫細胞における SLC7A11 の発

現低下を抑制する  

 (A)  U251 Control 細胞及び U251 NF2 KO 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて

高密度状態で 24 時間、48 時間、72 時間培養し、細胞溶解液を用いて回収した後、タンパ

ク質発現量を Immunoblot 法にて評価した。  
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第二節 Merlin の欠損は高密度状態における SLC7A11 アミノ酸輸送活性と

グルコース欠乏下での細胞死を促進する  

U251 細胞への細胞内シスチン取り込みと細胞外グルタミン酸放出量を測定する

ことで、Merlin の欠損による SLC7A11 タンパク質発現の増加が、シスチン /グルタ

ミン酸交換輸送能の増加につながるか検討した。その結果、高密度状態において、

細胞外シスチンの取り込みは、 NF2 KO 細胞では Control  細胞と比較して有意に増

加した  (Figure.  2-3A) 。また、シスチンとグルタミンを添加したアミノ酸非含有培

地で U251 NF2 KO 細胞を高密度状態で培養すると、グルタミン酸の放出量も有意

に増加することが確認された  (Figure.  2-3B) 。このことから、Merlin の欠損で発現

増加した SLC7A11 は、正常のアミノ酸交換輸送活性を有することが確認できた。  

次に、 Control 細胞および NF2 KO 細胞において、グルコース欠乏下での細胞死の

誘導を検証した。第一章では、高密度状態は SLC7A11 の発現を抑制し、U251 細胞

におけるグルコース欠乏下での細胞死を抑制した。第一章の結果と同様に、Control

細胞の高密度状態ではグルコース欠乏下での細胞死率は低く、その一方で、NF2 KO

細胞の高密度状態ではグルコース欠乏下での細胞死が有意に増加していた。また、

これは SSZ による SLC7A11 の薬理学的阻害で有意に抑制された  (Figure.  2-3C) 。

対して、低密度状態でのグルコース欠乏下では、 Control 細胞と NF2 KO 細胞にお

ける細胞死率に変化は認められなかった  (Figure.  2-3D) 。これらの結果から、高密

度状態の神経膠芽腫細胞において Merlin は、グルコース欠乏下での SLC7A11 を介

した細胞内へのシスチン／グルタミン酸交換輸送及び細胞死を抑制することが示

唆された。  
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Figure.2-3  Merl in の欠損は高密度状態における SLC7A11 アミノ酸輸送活性とグルコー

ス欠乏下での細胞死を促進する  

 (A)  U251 Control 細胞及び U251 NF2 KO 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて 1 
× 10 4  ce l l s /cm 2 で 72 時間培養した。 72 時間後、培養培地を 5mM のグルコース及び 2 mM 
グルタミンを含むシスチン非含有培地に交換し、５分間静置した。その後 5mM のグルコ

ース及び 2 mM グルタミンを含むシスチン非含有培地に Cyst ine  analog を添加し 30 分間

37℃で静置した。Cyst ine  Uptake Assay キット  (同仁化学研究所 )  を用いて規定のプロトコ

ルに従い、細胞内に取り込まれたシスチン量を測定した。シスチン取り込み量は、 U251 
Control 細胞に対する相対値で評価した。グラフは  3 回の実験の平均値  ±  標準誤差で表

記した  ( * * *P  <  0 .001,  one-way ANOVA with  Tukey’s  pos t  hoc  tes t)  。 (B)  U251 Control 細胞

及び U251 NF2 KO 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて高密度状態で 48 時間培

養後、 5mM のグルコース含有及びシスチンを含まないアミノ酸非含有培地あるいは 5mM
のグルコース及び 0.2  mM のシスチン、 2 mM のグルタミンを含むアミノ酸非含有培地に

交換した。4 時間後、培養培地中に放出されたグルタミン酸量を評価した。グラフは  3 回

の実験の平均値  ±  標準誤差で表記した  ( * * *P  <  0 .001,  one-way ANOVA with  Tukey’s  pos t  
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hoc tes t . )  。  (C)  U251 Control 細胞及び U251 NF2 KO 細胞を 5mM のグルコースを含む培

養培地にて高密度状態で 48 時間培養した。 48 時間後、グルコース非含有培地あるいは

5mM のグルコースを含む培養培地に、 SSZ (250 µM) で処理し 24 時間培養した。対照群

には DMSO を使用した。細胞死の定量は LDH release  assay 法を用いて、0.1% Tween 20 で

の細胞死割合を 100%とし、相対割合を評価した。グラフは  3 回の実験の平均値  ±  標準

誤差で表記した  ( * * *P  <  0 .001,  † †P  <  0 .01 one-way ANOVA with  Tukey’s  pos t  hoc  tes t)  。  (D)  
U251 Control 細胞及び U251 NF2 KO 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて低密度

状態で 48 時間培養した。 48 時間後、グルコース非含有培地あるいは 5 mM のグルコース

を含む培養培地で 24 時間培養した。細胞死の定量は LDH release  assay 法を用いて、 0.1% 
Tween 20 での細胞死割合を 100%とし、相対割合を評価した。グラフは  3 回の実験の平均

値  ±  標 準 誤 差 で 表 記 し た  (n .s . ,  not  s igni f icant ,  one-way ANOVA with  Tukey’s  pos t  hoc  
tes t . )  。  

 

 

次に、別の神経膠芽腫細胞株  T98G を使用して、Merlin による SLC7A11 発現制

御及びグルコース欠乏下での細胞死誘導が  U251 細胞に限定されないことを検証

した。  CRISPR-Cas9 により NF2 遺伝子を欠損した T98G 細胞を樹立した  (Figure.  

2-4A) 。また、 T98G Control 細胞及び NF2 KO 細胞を播種後 4、 8、 12 日間培養す

ると、U251 細胞と同様に NF2 KO 細胞は Control 細胞と比較して細胞数の著しい増

加を示した  (Figure.  2-4B) 。 Merlin の欠損が  T98G 細胞における  SLC7A11 発現

に影響を与えるかどうかも検討した。その結果、Control  細胞は播種後  48 時間で  

SLC7A11 タンパク質レベルの減少を示したが、NF2 KO 細胞では SLC7A11 の減少

が抑制された  (Figure.  2-4C) 。さらに、NF2 KO 細胞は、Control  細胞と比較して、

高密度状態  でのグルコース欠乏下での細胞死の有意な増加を示した  (Figure.  2-

4D) 。  
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Figure.2-4  T98G 細胞における Merl in の欠損は高密度培養での SLC7A11 の発現低下を抑

制しグルコース欠乏下での細胞死を誘導する  

 (A)  T98G 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて 72 時間培養し、細胞溶解液を用

いて回収した後、タンパク質発現量を Immunoblot 法にて評価した  (B)  T98G Control 細胞

及び T98G NF2 KO 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて 1.0  × 10 4  ce l l s /cm 2 で播

種し、 4、 8、 12 日後に細胞数を測定した。  (C)  T98G Control 細胞及び T98G NF2 KO 細胞

を 5mM のグルコースを含む培養培地にて高密度状態で 24 時間、 48 時間培養し、細胞溶

解液を用いて回収した後、タンパク質発現量を Immunoblot 法にて評価した。  (D)  T98G 
Control 細胞及び T98G NF2 KO 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて低密度状態

で 48 時間培養した。 48 時間後、グルコース非含有培地あるいは 5mM のグルコースを含

む培養培地で 24 時間培養した。細胞死の定量は LDH release  assay 法を用いて、0.1% Tween 
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20 での細胞死割合を 100%とし、相対割合を評価した。グラフは  3 回の実験の平均値  ±  
標準誤差で表記した  ( * * *P  <  0 .001,  one-way ANOVA with  Tukey’s  pos t  hoc  tes t . )  。  

  



- 47 - 
 

第三節 N-Cadherin 発現抑制は SLC7A11 発現にほとんど影響しない  

これまでの研究で、Merlin を介した接触依存性の増殖抑制は、Cadherin 依存性の

細胞間接着によって制御されていることが報告されている 7 9 - 8 1。  

所属する研究室では以前、N-Cadherin が U251 細胞に発現し、懸濁培養において細

胞凝集を促進することを報告した。一方、E- Cadherin の発現は U251 細胞では検出

されなかった 7 7。そこで、ヒト N- Cadherin に対する shRNA を導入して樹立した

U251 shN- Cadherin 細胞を用いて、 N- Cadherin が高密度状態での SLC7A11 タンパ

ク質レベルとグルコース欠乏下での細胞死誘導を制御しているかどうかを調べた。

その結果、 SLC7A11 のタンパク質レベルは、 U251 shControl 細胞と shN- Cadherin

細胞を高密度状態で 72 時間培養しても変わらなかった  (Figure.  2-5A) 。さらに N-

カドヘリンの発現抑制は、Merlin を含む Hippo シグナル経路には、ほとんど影響を

与えなかった  (Figure.  2-5B) 。次に、グルコース欠乏下での細胞死誘導に対する N-

カドヘリンノックダウンの効果を調べた結果、N-Cadherin の発現抑制は、低密度状

態では細胞生存率にほとんど影響を与えなかったが、高密度状態では細胞死を有意

に増加させた  (Figure.  2-5C) 。従って、 N-Cadherin は SLC7A11 の発現調節以外の

機序で、神経膠芽腫細胞の高密度状態におけるグルコース欠乏下での細胞生存率に

影響する可能性が示唆された。  
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Figure.2-5  N-Cadherin 発現抑制は SLC7A11 発現にほとんど影響しない  

 (A)  U251 control  shRNA 細胞  (U251 shControl 細胞 )  及び N-cadher in に対する shRNA を

発現させた U251 細胞  (U251 shN-cadher in 細胞 )  を 5mM のグルコースを含む培養培地に

て低密度状態あるいは高密度状態で 72 時間培養し、細胞溶解液を用いて回収した後、タ

ンパク質発現量を Immunoblot 法にて評価した。  (B)  U251 shControl 細胞及び U251 shN-
cadher in 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて高密度状態で 72 時間培養し、細胞

溶解液を用いて回収した後、タンパク質発現量を Immunoblot 法にて評価した。  (C)  U251 
shControl 細胞及び U251 shN-cadher in 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて高密

度状態で 48 時間培養した。 48 時間後、グルコース非含有培地あるいは 5mM のグルコー

スを含む培養培地で 24 時間培養した。細胞死の定量は LDH release  assay 法を用いて、

0.1% Tween 20 での細胞死割合を 100%とし、相対割合を評価した。グラフは  3 回の実験

の平均値  ±  標準誤差で表記した  ( *P  <  0 .05,  one-way ANOVA with  Tukey’s  pos t  hoc  tes t . )  。 
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第四節 Merlin の欠損により高密度状態における SLC7A11 mRNA 発現が 

増加する  

第一章では、高密度状態  による  mTOR 活性の低下が神経膠芽腫細胞における  

SLC7A11 のリソソームによる分解の促進に関与していることを明らかにした。従

って、 U251 Control 細胞および  NF2 KO 細胞における  mTOR の下流基質である  

p70 S6 キナーゼ  (S6K) のリン酸化レベルの検討を行った。  低密度状態で培養し

た場合、 Control 細胞と NF2 KO 細胞の間でリン酸化 S6K (p-S6K) のレベルに差は

見られなかった  (Figure.  2-6A)。一方で、 p-S6K レベルは、高密度状態  の  NF2 KO 

細胞で増加していたが、mTOR 阻害剤 Torin 1 による処理は高密度状態時の NF2 KO

細胞の SLC7A11 タンパク質レベルにほとんど影響しなかった  (Figure.  2-6B)。この

結果から、Merlin が mTOR 活性とは独立して高密度状態における SLC7A11 発現を

調節していることが示唆された。  

 

 

Figure.2-6  mTOR の活性と独立して Merl in の欠損により高密度状態における SLC7A11

発現量が増加する  
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 (A)  U251 Control 細胞及び U251 NF2 KO 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて

低 密 度 状 態 で 72 時 間 培 養 し 、 細 胞 溶 解 液 を 用 い て 回 収 し た 後 、 タ ン パ ク 質 発 現 量 を

Immunoblot 法にて評価した。  (B)  U251 Control 細胞及び U251 NF2 KO 細胞を 5mM のグ

ルコースを含む培養培地にて高密度状態で 24 時間培養後 Torin  1  (250 nM) で 48 時間処

理し、細胞溶解液を用いて回収した後、タンパク質発現量を Immunoblot 法にて評価した。

対照群には DMSO を使用した。  
 

 

次に、Control 細胞および NF2 KO 細胞における Hippo シグナル経路分子 YAP/TAZ

の発現変動を検討した。その結果、  Merl in の欠損はリン酸化  YAP および  YAP 

タンパク質のレベルにはほとんど影響しなかったが、 TAZ 発現は NF2 KO 細胞で

明らかに増加していた  (Figure.  2-7A)。転写共役因子である YAP/TAZ は、核内に

おいて様々な転写因子を介して遺伝子発現を制御する 8 2 - 8 4。  

そこで、 Control 細胞及び NF2 KO 細胞における TAZ の細胞内局在を観察した。

TAZ は、 Control 細胞の低密度状態では主に細胞の核に局在していたが、高密度状

態ではほとんどが細胞質に局在していた。しかし、NF2 KO 細胞は高密度状態でも

TAZ の核局在を示した  (Figure.  2-7B)。  
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Figure.2-7  Merl in の欠損により高密度状態における TAZ の発現と核内局在が増加する  

U251 Control 細胞及び U251 NF2 KO 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて高密度

状態で 72 時間培養し、細胞溶解液を用いて回収した後、タンパク質発現量を Immunoblot
法にて評価した。  (B)  U251 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて低密度状態及

び高密度状態で 72 時間培養し、細胞を ant i -TAZ ant ibody (赤 )で染色した。核は Hoechst  
33258 (青 )  で染色した。画像解析は蛍光顕微鏡で行った。スケールバーは 10 µm を示す。  
 

 

SLC7A11 は  、 TAZ を含むいくつかの転写因子によって転写調節されているた

め、次に Control 細胞及び NF2 KO 細胞における SLC7A11 及び SLC3A2 の mRNA

レベルを定量的 PCR で比較した 8 5。高密度状態は Control 細胞における SLC7A11 

mRNA レベルを減少させたが、Merlin 欠損により SLC7A11 の mRNA 発現が上昇し

た (Figure.  2-8A)。一方で、Merlin 欠損による  SLC3A2 mRNA 発現レベルには有意
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な差が見られなかった  (Figure.  2-8B)。したがって、Merlin が神経膠芽腫細胞の高

密度状態において転写レベルで SLC7A11 発現を抑制することが示唆された。  

 

 

Figure.2-8  Merl in の欠損により高密度状態における SLC7A11 mRNA 発現が増加する  

(A,  B)  U251 Control 細胞及び U251 NF2 KO 細胞を 5mM のグルコースを含む培養培地にて

低密度状態あるいは高密度状態で 72 時間培養し、 RNA iso  Plus を用いて RNA を回収し

た。抽出した RNA を鋳型として Moloney Murine  Leukemia Virus  ( Invi t rogen)  を用いて逆

転写して得た cDNA により、 RT-リアルタイム定量 PCR 法で mRNA 量を評価した。グラ

フは  7 回の実験の平均値  ±  標準誤差で表記した  ( * *P < 0.01;  † †P < 0.01;  † † †P  <  0 .001,  n .s . ,  
not  s igni f icant ,  one-way ANOVA with  Tukey’s  pos t  hoc  tes t . )  。  
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【第二章の考察】  

 

本章では、神経膠芽腫細胞の高密度状態では、NF2/Merl in による転写レベルでの

SLC7A11 発現抑制及び SLC7A11 を介したグルコース非依存性の制御機構が明らか

となった  (Figure.2-9)。  

 

 

第一章で明らかにした、神経膠芽腫細胞の高密度状態で mTOR の活性が抑制さ

れることは、他の種類のがん細胞においても報告されている 8 6 ,  8 7。さらに、 Hippo

シグナル伝達経路のキナーゼである LATS1/2 が mTORC1 複合体分子 Raptor を直接

リン酸化することで mTORC1 活性を抑制することが報告された 8 8。このことから、

本研究では神経膠芽腫細胞で LATS1/2遺伝子欠損細胞株の樹立を試みた。しかし、

LATS1/2 遺伝子欠損により細胞の生存性が大きく低下しており、正常な細胞株培養

が困難であった。従って、神経膠芽腫細胞における LATS1/2 による mTOR 活性の
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抑制機序及び LATS1/2 による SLC7A11 タンパク質発現制御の関与は RNAi を用い

た遺伝子抑制あるいは LATS1/2 の阻害により検証する必要性がある。  

 

一方で、本章において、 Hippo シグナル伝達経路で LATS1/2 の上流分子である

NF2/Merl in の遺伝子欠損は、 mTOR の下流標的である p70 S6 kinase (S6K) のリン

酸化レベルに影響を示さなかった。Merlin は、PI3K に結合して活性化する GTP ase

である 3-kinase enhancer-L  (PIKE-L) に結合し、 PI3K 活性を阻害することが知ら

れている 8 9 ,  9 0。対して Merlin の欠損は、PI3K-Akt および MAPK/ERK シグナル伝達

経路とは独立して、 mTORC1 を活性化することも報告されている 9 1。このように、

Merlin は Hippo 経路以外の様々な経路に関与していることから、 Merlin による

SLC7A11 mRNA 発現制御に関しても、 Hippo 経路以外の関与が考えられる。  

 

本章では、神経膠芽腫細胞における細胞密度状態で転写共役因子である TAZ の

発現局在の変動を確認した。以前の研究では、Merlin が Rac の細胞膜への動員を抑

制することが報告されており、 Merlin の細胞内局在への機能が推測される 9 2。こ

のことから、細胞密度状態に応じて、 Merlin により TAZ の局在が制御されている

可能性が示唆される。また種々の刺激応答が SLC7A11 の転写レベルでの発現に関

与することが報告されている。 NRF2 及び ATF4 転写因子が、酸化ストレス条件下

で SLC7A11 mRNA の発現を誘導するのに対して、SLC7A11 発現は p53 腫瘍抑制タ

ンパク質によって抑制されることが知られている 1 5 ,  2 2 - 2 4 ,  5 2。  

さらに、 SLC7A11 は YAP/TAZ により転写調節されることも報告されている 8 5。  

本研究の結果から、高密度状態での神経膠芽腫細胞における Merlin の SLC7A11 

mRNA レベルでの発現制御において TAZ の関与が示唆される。従って、高密度状

態による SLC7A11 mRNA 転写活性における TAZ の関与及び結合領域、共役する他

の転写因子の関与についてはさらなる検証が必要である。  

 

NF2 遺伝子を欠損した神経膠芽腫細胞では、高密度状態での SLC7A11 発現の減

少がみられず、グルコース欠乏下でも細胞死が誘導された。しかし、 Control 細胞

の低密度状態において認められる細胞死の割合と同等までは誘導されなかった。こ
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のことは、神経膠芽腫細胞の高密度状態におけるグルコース欠乏下での細胞生存性

獲得には、 NF2/Merl in による SLC7A11 発現制御以外での機序が関与している可能

性が考えられる。  

 

細胞の接着においては、細胞間接着を担う分子の一つである Cadherin に代表さ

れ る 、 い く つかの 分 子 の関与 が知ら れ て い る 。 以 前 の 研 究 で 、 Cadherin が 、

NF2/Merl in の活性を制御することが報告されている 7 9 - 8 1。本章では N-Cadherin を

ノックダウンした細胞では、細胞の密度状態で Merlin の発現量及び SLC7A11 タン

パク質発現量には変化が生じなかった。一方で、N-Cadherin 遺伝子抑制により高密

度状態ではグルコース欠乏下での細胞死の誘導が生じた。神経膠芽腫細胞における

N-Cadherl in の過剰発現はアポトーシス抵抗性獲得に寄与することが報告されてい

ることから、 N-Cadherin は NF2/Merl in の活性には関与なく、細胞生存性を制御す

ることが考えられる 9 3。従って、神経膠芽腫細胞の密度状態における NF2/Merl in の

活性制御は、 N-Cadherin 以外の上流制御因子が存在すると推測される。  

 

NF2/Merl in はアクチン骨格に連結し、アクチン -膜貫通型受容体 -受容体チロシン

キナーゼ  (RTK) 、低分子 GTPase、 mTOR、 PI3K/Akt、 Hippo シグナル伝達経路な

どの細胞内シグナルを間接的に繋ぐことが知られている 6 8。さらに、 NF2 欠損の

ヒト神経鞘腫においてはアクチン細胞骨格の異常が報告されている 9 4 ,  9 5。

SLC7A11 が関与する新規の細胞死概念、  Disulf idptosis で認められる分子機序の

ひとつに、アクチン細胞骨格タンパク質での異常なジスルフィド結合誘導に伴う

アクチンネットワークの崩壊が報告されている 2 7 ,  2 8。 SLC7A11 が高発現するがん

細胞において、グルコース欠乏環境下で SLC7A11 を介してシスチンが細胞内に取

り込まれることで、細胞内シスチンやジスルフィド分子の蓄積が生じる。その結

果、アクチン細胞骨格タンパク質のジスルフィド結合形成を誘発し、アクチン収

縮といったアクチンネットワークの崩壊が生じることで細胞死が誘導される。従

って、 NF2/Merl in のアクチン細胞骨格タンパク質への影響、及び本章で明らかに

した高密度状態による NF2/Merl in を介した SLC7A11 発現制御と Disulf idptosis の

制御の関与についても今後の重要な検証課題である。   
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結語  

 

本章では、神経膠芽腫におけるアミノ酸交換輸送体 SLC7A11/xCT の発現制御、

及びグルコースに対する依存性に関して検討を行い、下記の知見を得た。第一章で

は、神経膠芽腫細胞の培養密度状態に依存し、mTOR の活性が変化することで、リ

ソソームによる SLC7A11/xCT のタンパク質分解機序が制御されていること、特に、

高密度状態においては mTOR の活性抑制に伴いリソソームによる SLC7A11/xCT の

分解が誘導されることで、グルコース欠乏でも生存性を獲得していることが明らか

となった。第二章では、NF2/Merl in により、高密度状態では SLC7A11/xCT の mRNA

レベルでの発現が制御されていること、またその発現制御がグルコース欠乏に対す

る生存性にも影響することが明らかとなった  (Figure.3)。  

 

 

SLC7A11/xCT の発現量と神経膠芽腫患者に関しては、腫瘍進行や予後と相関す

ることが多く報告なされている 9 6 - 1 0 0。また SLC7A11/xCT の輸送活性あるいは薬理
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学阻害、及び SLC7A11 遺伝子欠損により、腫瘍細胞の他組織への転移が抑制され

ることが報告されている 1 0 1 - 1 0 4。これらのことから、SLC7A11/xCT の発現制御機構

を明らかすることは、神経膠芽腫をはじめとする種々のがんに対する悪性化メカニ

ズム及び細胞生存性獲得機構の解明に加え、新規の細胞死概念、Disulf idptosis にお

ける未解明な分子機序の解明にも繋がると言える。  

 

多くのがん細胞は、グルコースに対する依存性が高いため、グルコース輸送体阻

害や代謝阻害ががん細胞に対する有効な治療に繋がると考えられていた。しかし、

グルコース輸送体阻害や代謝阻害の、がん治療への有効性はあまり報告がされてい

ない。本研究では、この要因として、グルコース欠乏下でも細胞生存性を獲得する

機構の 存 在 を予想し た 。 第 一 章 で は 、 神 経 膠 芽 腫 細 胞 の 細 胞 密 度 状 態 に よ り

SLC7A11/xCT の発現量が制御されており、特に高密度状態では mTOR の活性低下

に伴うリソソームによる SLC7A11/xCT の分解による発現抑制が、SLC7A11/xCT を

介したグルコース欠乏下での細胞死の回避に寄与していることを明らかにした。し

かしながら第二章では、 NF2/Merl in を欠損させた神経膠芽腫細胞の高密度状態に

おいては、 SLC7A11/xCT の発現が低密度程度ではないが回復しており、 Merlin を

介した mRNA レベルでの発現制御の存在を明らかにした。さらに、 Merlin の発現

はヒト神経膠芽腫の 60%以上で減少していることが報告がされており 1 0 5、高密度

状態の神経膠芽腫では、ある程度の SLC7A11/xCT 発現が保持されている可能性が

示唆される。  

 

これらの研究結果から、神経膠芽腫における NF2 遺伝子の発現量評価や、神経

膠芽腫細胞同士の凝集阻害とグルコース輸送体阻害や代謝阻害との併用が、効果的

な治療法に繋がる可能性が考えられる。また、これまでにも、がん細胞が高密度で

存在すると、抗がん剤に対する感受性が低下するとの報告がされているため 3 0 - 3 2、

がん細胞が高密度状態で存在する場合にのみ引き起こされる分子機構の解明は、グ

ルコース飢餓に対する生存性獲得のみならず、様々な抗がん剤に対する感受性の変

化に対しても、有用な情報が提供できると考える。  
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以上、本研究結果は、神経膠芽腫のグルコース依存性において、細胞の密度状態

と SLC7A11/xCT 発現制御が重要な役割を果たすことを示すものであり、神経膠芽

腫がグルコース飢餓状態における生存性を獲得する機構の一端を明らかにしたも

のである。  
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