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加齢関連疾患治療薬候補 γ-glutamylcysteine (γ-EC) の大量生産系および精製系の構築 

 

 

論文内容の要旨 

Glutathione (GSH)は細胞内に最も多く存在するチオール性化合物であり，細胞内の代謝反応における還元力の提供

や酸化ストレスの低減，細胞外異物の除去等，多くの重要な生理的役割を果たす1．細胞内のGSH合成は，

γ-glutamylcysteine ligase(GCL)が触媒するglutamate (Glu)とcysteine (Cys)からのγ-glutamylcysteine (γ-EC)

合成と，glutathione synthetase (GS)が触媒するγ-ECとglycine (Gly)からのGSH合成の二段階の反応からなり，第1

反応が律速段階である1．細胞におけるGSH生合成能は老化に伴い低下することが知られており2，多くの疾患の発症・

増悪との相関が示されている3．特にミトコンドリアを多く有し酸化ストレスを受けやすい神経細胞のGSH濃度低下がア

ルツハイマー病などの神経変性疾患を惹起する4と考えられる．高齢化社会における加齢関連疾患の予防や治療に対す

る要求を満たすために，病因となる細胞内GSH濃度低下を防ぐ方法の開発が求められる．  

しかしGSHは生体内の多くの組織の細胞においては直接取り込まれないため，細胞外からの投与により細胞内GSH濃

度を向上させることはできない．薬物中毒などによる急性的な細胞内GSHの枯渇に対応しN-acetylcysteine (NAC)が投

与される例はあるが5，慢性的な細胞内GSHの低下に対しては効果が期待できない．これは，老化細胞におけるGSH濃度

の低下はGCL活性の低下に起因するため6，NAC投与によりCysを供給してもγ-EC合成が進まず十分量のGSH補給に至らな

いためである．こうした状況を踏まえGSHの細胞内濃度を上昇させる方法としてγ-ECの投与が注目されている．γ-EC

はGSが触媒する反応の基質となるが，GCL活性が低下した細胞においてもGSは高い活性を維持しており6，投与したγ-EC

が直接細胞内に取り込まれるならば細胞内GSH濃度の上昇が期待できる．最近の研究ではヒト臨床試験においてγ-EC

を経口摂取した健常成人のリンパ球内GSH濃度が上昇することが確認されている7．またγ-EC経口投与により，加齢モ

デルマウスにおいて骨格筋減少や海馬神経細胞減少が抑制されること8，γ-ECの静脈注射により健常マウスの脳，心臓，

肺，肝臓，筋肉組織におけるGSHレベルが大幅に上昇すること9などが報告されており，投与したγ-ECが中枢神経系を

含む全身の細胞内GSH濃度を上昇させると期待できる． 

現在γ-ECの生産は化学合成に依存しているが，安全性や価格，純度等に課題がある．γ-ECは反応性の高い官能基

を複数持つため，選択的な化学反応を行うためには各官能基に対して保護基の導入と脱保護を行う必要があり，工程

が複雑となり収率が低下する．このことが最終製品の純度が低いことや高価格であることの理由となっている．さら

に化学合成によるγ-EC生産はヒトへの適用が認められていないトリフルオロ酢酸(TFA)中で実施されており，ヒトへ

の適用を目的とする場合，製法の見直しを要する．実際にγ-EC研究に汎用されるSigma-Aldrich社製品は化学合成さ

れたγ-EC市販品の代表例であるが，物質量としての正確な純度を示しておらず，主たる不純物をTFAとしているため，

その用途は研究用試薬に限られる．ヒトを対象としたγ-ECの生理活性や動態の解析を進め，医薬品原料や食品成分等

としての応用を図るために，安全で高効率低コストのγ-EC大量生産系構築が必要である． 

過去に当研究室において，淡水性ラン藻Nostoc sp. PCC7120からGSHをγ-ECとGlyに加水分解する新奇酵素NsPCSが

見出されている10．本酵素はセルロース製基材への固定化により容易に再利用可能であり，補因子等を必要とせず100 mM

の高濃度GSHを完全にγ-ECとGlyに加水分解するため，高効率・低コストのγ-EC生産方法と期待できる． 

本研究では，まずGSH転化率およびγ-EC収率を指標とし，5 mLスケールにおいて固定化NsPCSの反応条件最適化を試

みた．固定化酵素の反応では遊離酵素に比べて反応速度が小さくなり，これがGSHおよびγ-ECの熱分解を引き起こす

と考えられたことから，反応温度を遊離酵素の至適温度である37°Cから25°Cへ下げることにより収率が向上するこ

とを明らかにした．また，これまで固定化基材として用いたろ紙よりも機械的強度が大きいセルローススポンジを用

いることで，繰返し回数の少ない段階では高い空時収量を達成した．更にセルローススポンジよりもさらに機械的強

度が大きい結晶セルロース粉末を基材とした場合，反応速度は低下するものの酵素反応の安定性は更に向上すること

を明らかにした．セルローススポンジを基材とした場合，市販試薬の価格換算で27.5万円のγ-EC生産に要するコスト

は1,890円であり，大幅な生産コスト削減が可能であることを示した．また本反応は単純な反応器を用いて25°Cと温



 

和な条件で低速攪拌により実施できるため，容易に反応のスケールアップが可能と考えられる．  

次に実質的な工業生産規模である100 Lスケールへの拡大を志向し，セルローススポンジに固定化したNsPCSによる

550 mLスケールでのγ-EC生産を評価した．その結果，550 mL反応においてもGSH転化率100%，推定γ-EC収率90%が得

られることを確認した．この収率は繰返し回分反応２回目においても維持され，550 mLスケールにおいても生産コス

ト削減が可能な連続使用ができることを示した．本反応では，合計18.5万円の試薬を使用することにより，推定値で

はあるが24.7 gのγ-ECを取得した．これは市販試薬の価格に換算すると約2,200万円に相当する．  

続いて医薬品原料等への応用に必要な高純度γ-ECの獲得に向けて，副生成物であるGlyの分離と反応液中に存在す

るリン酸塩の除去について検討した．その結果，陰イオン交換樹脂カラムを用いることでγ-ECを精製過程での損失な

くGlyから完全分離することに成功した．最大の回収率が得られた画分では，精製収率は49%，凍結乾燥後の重量ベー

スの純度は96%と推定され，γ-EC研究で汎用されるSigma-Aldrich社製品よりも約1.2倍高い純度であることを確認し

た．本研究で用いた陰イオン交換樹脂は安価かつ再利用可能なだけでなく，スケールアップに伴う線速度変化を始め

とした分離条件変動に対し堅牢であり溶出操作も簡便なため工業規模への応用も容易と考えられる． 

上記よりγ-EC生産工程において反応収率90%で推定24.7 gのγ-ECを取得でき，続く精製工程において精製収率49%

で推定純度96%の高純度γ-ECを取得できることを確認した．すなわちGSHから高純度γ-ECを取得する場合，総収率46%

で12.1 gの高純度γ-ECが取得できると推定される．γ-EC 12.1 gは市販試薬の価格に換算すると1,090万円に相当し，

既報の化学合成法でも基質となる物質のみで約60.8万円を要するが11，本生産法に要した試薬価格は約18.5万円であ

り，精製工程での収率低下を加味しても従来の生産法の約30%のコストでγ-EC生産を可能とした．更に市販の試薬と

異なり，有害な溶媒の残留がなく主たる不純物と考えられるリン酸の質量分率も正確に定量できているため，高純度

なγ-ECが求められる臨床研究や実際の予防・治療への応用に適していると言える． 

更に，本研究で取得した精製γ-ECを培養神経芽細胞に投与することで細胞内GSH濃度が向上することを明らかとし

た．続いて取得した精製γ-ECとCys残基のアミノ基を安定同位体15Nで標識したγ-ECを細胞外に投与し，質量分析装置

を用いて解析することにより，γ-ECが細胞内に取り込まれてGSH合成の基質になることを初めて示した．以上の結果

から，本研究により固定化NsPCSによるγ-EC大量生産系および精製系の基盤を構築し，目的とする高効率で低コスト，

さらには高純度でγ-ECを生産できることを示した．さらに，取得したγ-ECが細胞内に取り込まれ，GSH濃度を向上さ

せることを確認した．以上から，本研究によりγ-ECの工業生産への展開と加齢関連疾患の予防・治療研究の基盤とな

る有用な知見が得られたと言える． 
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論文審査の結果の要旨 

 γ-グルタミルシステイン（γ-EC）は、抗酸化作用や解毒機能を有するグルタチオン（GSH）の前駆体であ

り、その安定供給は医薬品や健康食品分野において極めて重要である。特に、加齢関連疾患の予防や治療のため

に、高純度のγ-ECを安価に供給できる技術の確立は、社会的にも大きな意義を持つ。 

申請者は、GSHをγ-ECとグリシン（Gly）に加水分解する、淡水性ラン藻 Nostoc sp. PCC7120 由来の 

phytochelatin synthase 様酵素（NsPCS）を固定化し、高効率かつ低コストでγ-ECを大量生産・精製する方法論

を確立した。具体的には、固定化基材や反応条件の最適化を行うとともに、安価な陰イオン交換樹脂カラムを用い

ることで、γ-ECの損失を防ぎつつ、副生成物である Gly を効率的に除去することに成功した。そして、本研究で

確立した大量生産・精製法により、反応収率90%、精製収率49%で、凍結乾燥後の重量ベースで純度96%のγ-ECを得

ることができた。これは、市販の研究用製品と比較して約1.2倍高い純度を誇るだけでなく、約6割のコストでの提

供が可能であると考えられる。さらに、工業生産規模である100 Lスケールでの生産も実現可能であると予測され

る。これらの成果に加えて、申請者は、高純度γ-ECとシステイン残基のアミノ基を安定同位体15Nで標識したγ-EC

が、培養神経芽細胞内に取り込まれ、GSH 生合成に利用されることを世界で初めて明らかにし、細胞内の GSH 濃

度を向上させる効果があることを確認した。 

本研究で構築したγ-ECの大量生産・精製法は、学術的な新規性が高く、今後、健康食品や医薬品開発分野にお

いて広く応用される可能性がある。また、加齢に伴う酸化ストレスの増加がさまざまな疾患の発症に関与している

ことが知られており、γ-EC の活用によって健康寿命の延伸や疾患予防への貢献が期待される。 

以上、本研究成果は、学術的価値が高く、社会貢献の観点からも意義深いものであることから、博士（薬科学）

の学位論文に値するものと認める。 
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