
Title γ-Glutamylcysteineの効率的な生産系の開発と
glutathione代謝酵素に対する反応性の解析

Author(s) 村岡, 未彩

Citation 大阪大学, 2022, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.18910/89571

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



 
 

 

博士論文 

 

 

 

 

-Glutamylcysteineの効率的な生産系の開発と 

glutathione代謝酵素に対する反応性の解析 

 

 

 

 

 

2022年 

大阪大学大学院薬学研究科 

村岡 未彩 

  



 
 

目次 

 

略語表 

 

緒論 -1  

第一章  

第一節 緒言 -7  

第二節 実験材料及び実験方法 -9  

第三節 結果 -12  

第四節 考察 -16  

第二章  

第一節 緒言 -17  

第二節 実験材料及び実験方法 -18  

第三節 結果 -22  

第四節 考察 -27  

第三章  

第一節 緒言 -30  

第二節 実験材料及び実験方法 -32 

第三節 結果 -35 

第四節 考察 -40  

結論 -43 

 

謝辞 -45 

参考文献 -46 



 
 

  



 
 

略語表 

 

GSH：グルタチオン 

Cys：L-システイン 

GCL：glutamate-cysteine ligase 

Glu：L-グルタミン酸 

-EC：-グルタミルシステイン 

GS：glutathione synthetase 

Gly：L-グリシン 

GSSG：酸化型グルタチオン 

GS-X：グルタチオン包合体 

GR：glutathione reductase 

GGT：-glutamyltransferase 

DP：dipeptidase 

GCLC：GCL catalytic subunit 

GCLM：GCL modifier subunit  

NAC：N-acetyl cysteine 

PCS：phytochelatin synthase（フィトケラチン合成酵素） 

PC：phytochelatin（フィトケラチン） 

TB：Terrific Broth 

IPTG：イソプロピル-D-チオガラクトピラノシド 

EDTA：エチレンジアミン四酢酸 

DTT：ジチオトレイトール 

TCEP：トリス(2-カルボキシエチル)ホスフィン 

BSA：ウシ血清アルブミン 

 -ME：-メルカプトエタノール  

RA：相対活性 

DSC：N,N-ジスクシンイミジルカルボネート 

DMAP：N,N-ジメチル-4-アミノピリジン 

GPx：glutathione peroxidase 

GGsTop：アミノ-4-｛[3-(カルボキシメチル)フェニル](メチル)ホスホノ｝ブタン酸 

  



 

- 1 - 
 

緒論 

 

グルタチオン（GSH）(Fig.1A(a))は、生体内で最も豊富な低分子チオールであり、原核生物から

真核生物まで広く存在し、抗酸化防御や異物除去に重要な役割を果たしている[1]。例えば、我が

国では白内障の治療薬や解毒剤と言った医薬品として使用されているほか、活性酸素消去を期

待する機能性成分として食品や化粧品へ添加されている。GSHは、生体内で L-システイン

（Cys）から ATP依存的に 2段階の反応で生合成される（Fig.1B）[2]。第 1段階では、glutamate-

cysteine ligase（GCL）により、Cys と L-グルタミン酸（Glu）から-グルタミルシステイン（-EC）

(Fig.1A（ｂ））が生成される。第 2段階では、glutathione synthetase（GS）により、-EC とグリシ

ン（Gly）から GSHが生成される[3]。GSH生合成系の律速は GCLが触媒する第 1反応にあり、

GCLの活性は細胞内の GSH濃度によって巧妙に調節されており、GSHのホメオスタシス維持

を担っている。一方、第 2反応を触媒する GSは常時高い活性を維持しており、第１反応で合成

された-ECは直ちに GSHへ変換される。このため、通常の生理条件では細胞中の-EC濃度は

極めて低い状態にある。合成された GSHは細胞内で活性酸素種や求電子的化合物(X)と反応

し、自身は酸化型グルタチオン（GSSG）やグルタチオン包合体（GS-X）となる（Fig.1B）。GSSG

は、NADPH を補酵素として glutathione reductase（GR）によって GSHへと還元され再利用され

る。これらの GSH とその誘導体（GSSGおよび GS-X）は、ABC トランスポーターによって ATP

を使って細胞外へと排出され、細胞外に出た GSHは、そのままでは再び細胞内に取り込まれに

くいと考えられる。多くの細胞は、細胞膜の外側に結合した-glutamyltransferase（GGT）を持ち、

これが細胞外に存在する GSH とその誘導体の構成アミノ酸への分解と再取り込みの初発段階

の反応を担う。すなわち、細胞外の GSHは GGTによって-グルタミル結合が切断され Glu と

Cys-Glyに分解されたのち、dipeptidase（DP）によってさらに加水分解を受けて Glu、Cys、Gly

となり、それぞれのアミノ酸はトランスポーターを介して細胞内に取り込まれて、GSHの生合成に

用いられる。細胞内外の GSH濃度は、その合成、消費、輸送および再生される量、すなわち細
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胞内の生理状態によって決まる。GSHの生合成については、利用可能な基質、特に Cys濃度と

GCLの発現量ならびにその活性によって調節されている。GCLは触媒作用を担う GCL 

catalytic subunit (GCLC)と、調節作用を担う GCL modifier subunit (GCLM)からなる二量体で

あり、GCLC と GCLMはジスルフィド結合で結合しているが、それぞれをコードする遺伝子は異な

る染色体上に存在している。GCLCが全ての触媒作用を担い、また、GSHによるフィードバック

阻害を受けるのも GCLCである。一方、酸化ストレス下などで還元型の GSH量が低下すると

GCLC遺伝子の転写が促進され、発現量の増加により GSH生合成が促進される。このように、

GCLの活性は、GSHのホメオスタシス維持のために巧妙に調節されている[4]（Fig.1B）。 

Fig. 1 (A) Structure of (a)GSH and (b)-EC. 

(B) Intracellular and extracellular (plasma) metabolism of glutathione and the enzymes 

responsible for it. 
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GSH は生体内で重要な機能を担うことから、その代謝調節については古くから数多くの研究が行

われてきた。また、細胞内の GSH の機能を直接強化するための研究、特に外部から GSH が医

薬品や食品、化粧品の機能性成分として生体内に入った場合の動態や、抗酸化制御や異物除去

の機能に関する研究も盛んに行われている。既に、白内障治療薬[5]として眼球に対する局所的

投与による抗酸化作用や、消化管における異物抱合による解毒作用[6]を期待して医薬品として

利用されているが、これまでの多くの研究結果から、GSH の外部からの投与によって細胞内の

GSH 濃度は大きく変化しにくいことが示されている[7][8]。これは、一部の細胞種を除いて、GSH

を細胞内に取り込むトランスポーターがなく、また細胞内の GSH 濃度は一般的に 1～10 mM で

あるのに対し、細胞外では 2～10 M と大きな濃度勾配があるため、細胞外から細胞内に積極的

に取り込まれ難いことが理由として挙げられる。そこで、細胞内の GSH 濃度を増加させるための

手段として、細胞内に取り込まれCysに変わるN-acetyl cysteine(NAC)を投与し、細胞内でGSH

生合成の基質となるCys濃度を上昇させる研究が行われてきた[9][10]（FIg.2）。GSH生合成は、

細胞内の Cys 濃度と GCL の活性に影響されると考えられるので、細胞内の Cys 濃度の上昇に

より GSH 生合成が促進される可能性はあるが、Cys は哺乳類では肝臓において容易にメチオニ

ンからの変換によって供給されることから、例えばよく知られる過剰投与されたアセトアミノフェン

の解毒に Cys が大量に消費されるような場合な稀なケース [11]以外は、Cys 濃度が GSH の生

合成量に大きな影響を及ぼすとは考え難い[12]。したがって、NACの投与による細胞内のCys濃

度の上昇は、GSH生合成の促進に大きく寄与することはないと考えられる。 

老化やアルツハイマー型認知症などのコンフォメーション病に分類される慢性疾患等において

は、細胞内の GSH 濃度が低下することが知られている[13]。老化の予防やこのような疾患の治

療法の開発において重要な知見となることから、このような現象について多くの解析研究が行わ

れるようになったが、未だ明らかになっていない点が多い。しかしながら、近年このような GSH 濃

度の低下は、GCL の発現異常[14][15]や活性低下[16]に起因することを示唆する研究が報告さ

れるようになった[17]。前述したように GCL の発現は細胞内の GSH 濃度によってフィードバック
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調節を受けることが知られている。通常の健全な細胞では、GSH が細胞内で抗酸化機能を発揮

することによって濃度が低下した場合、そのホメオスタシス維持のために GCL の発現が促進され

て迅速に GSH が供給される[18]が、老化した細胞や慢性的疾患の細胞においてはこの GCL 発

現系が異常をきたし、GCL 活性が上昇せず GSH の補給が十分にできなくなることが示唆されて

いる[17]。そのため、一過性の中毒症のような場合はその効果が期待できる先の NAC 投与に関

しても、老化した細胞や慢性疾患の細胞では GCL による Cys の-EC への変換が抑えられるの

で、十分な GSH の補給は期待できないと考えられる。一方で、GCL の合成産物である-EC は、

直ちに GS によって GSH へ変換されるので、外部から投与した-EC が細胞内に取り込まれると

すれば、細胞内の Cys 濃度や GCL の活性に関わらず GSH を補給できるので、老化や慢性疾

患によってGCLの活性調節が破綻した細胞でもGSHの補給とホメオスタシスの維持に有効であ

ると考えられる。実際に、近年-EC のこういった機能に関する研究が徐々に増加しており、その

GSH投与にはない有効性が注目されている。 

-ECはグルタミル結合と Cys残基から構成されることから、構造的には GSH と同様の抗酸

化機能を持つと考えられている[19]。例えば、GS欠損症患者の培養線維芽細胞は、GSH濃度は

非常低い代わりに-EC が蓄積され、酸化ストレスに対する防御において GSH の機能を補うこと

Fig.2 Schematic diagram of cellular uptake of GSH and its precursors when 

administered externally. 
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が報告されている[20]。また、-EC をヒトに経口投与した場合にリンパ球の GSH濃度が上昇した

ことから[21]、実際に生体内で-EC が GSH へ変換されることも示されている。さらに、ラットの海

馬がてんかん重積状態に陥った際に外部から投与した-EC が神経保護機能を発揮し、これを改

善したという報告もある[22]。 

GSH を外部から投与した場合、吸収されて血漿中に至ると直接細胞内へと取り込まれるかわ

りに細胞表層に存在する GGT等によって構成アミノ酸へ分解され、これらが細胞内に取り込まれ

て GSH の生合成に使われることが期待できる。しかし、GGT による分解産物である Cys-Gly は

強いプロオキシダント効果を有することが知られており、高濃度存在することで却って活性酸素の

発生によって細胞に傷害を与える恐れがある[23]。したがって、外部からの GSH投与については

適切な濃度管理が必要となる。一方、-EC については外部から投与した場合の細胞内外での動

態は未だ明らかではないが、仮に血漿中で GGT によって分解された場合も Glu と Cys を生じる

のみで、GSH のように Cys-Gly の生成によるプロオキシダント効果は考慮する必要はなく、生体

内物質であることから高濃度での使用が可能となる。 

これらのこれまでの報告と我々の研究から得られた知見から、-EC は GSH と同程度の抗酸

化機能を有することに加え、細胞内に取り込まれて GSH 濃度を上昇させるという GSH にはない

機能を有すること、さらに GSH で懸念されるプロオキシダント効果を有する Cys-Gly を生成しな

いことから、GSHよりも優れた機能を有する物質として、医薬品や食品、化粧品の機能成分として

の応用が期待できる。しかしながら、-ECは前述した通り細胞内における濃度が非常に低く5~10 

M 程度であることから[24]、GSH や主要なアミノ酸の工業生産に用いられている発酵法による

生産が難しく、試薬として市販されている-EC は化学合成法によって Glu と Cys から製造されて

いる。供給量も GSH に比べて圧倒的に少なく、試薬レベルの価格は 100 mg で約 90,000 円で

あり、キロ単位での購入が可能な GSH と比較すると単位重量当たりの価格では 500～1,000 倍

となる。  

先に述べたとおり、-EC は有用かつ安全な高機能性物質であり、特に老化や慢性疾患におい
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ては GSHよりも優れた機能が期待できるが、未だ作用機構や生体内での動態についてはほとん

ど研究が行われておらず、今後の詳細な解析が待たれるところである。また、こういった研究が進

まない一因として、-EC の安定な供給が困難であることが挙げられる。加えて、医薬品や食品、

化粧品の機能性成分としての有用性が認められたとしても、現状の製造方法では高コストのため

に製品化に向けた工業生産が困難となる。 

そこで本研究では、当研究室において世界で初めて発見した先の GSH 生合成系の第２段階

の逆反応を触媒する酵素 NsPCS を利用した-EC の安定かつ安価な新規生産方法の確立に向

けて、NsPCS の酵素工学的な解析と反応条件の最適化、さらには工業生産に適した固定化

NsPCS による-EC の安定生産プロセスの構築を行った。加えて、これまでほとんど知見がない

-EC の生体内での動態と機能の分子レベルでの解析に向けた基礎研究として、GGT を始め細

胞内外の GSH の代謝酵素、特にその機能と細胞内濃度維持に関わる酵素に対する-EC の反

応性を解析した。これらの研究において、新規の学術的価値の高い結果を得たので、ここに報告

する。 

 

 

 

  



 

- 7 - 
 

本論 

 

第一章 -ECの生産系の確立に向けた NsPCSの酵素工学的な解析と反応条件の最適化 

 

第一節 緒言 

本章では、NsPCS を用いた-EC の安価で安定な生産系の確立に向けて、NsPCS の酵素工

学的な解析と反応条件の最適化を行った。 

フィトケラチン合成酵素 (phytochelatin synthase・PCS)は、glutamylcysteine-dipeptidyl-

(trans) peptidase（EC 2.3.2.15）であり、高等植物、緑藻、真菌などの真核生物に広く存在してい

る。一方、哺乳類には存在せず、またラン藻や細菌などの原核生物については、真核生物の

PCS 遺伝子のホモログが数例報告されているのみである[25]。PCS は、GSH を基質とする、重

金属抱合能を有し、有害重金属を無毒化するフィトケラチン（phytochelatin・PC）を合成する反応

を触媒する酵素[26]であり、Fig.3のように本来は多機能酵素として 2 段階の反応を触媒する。初

期反応では、GSH の Cys-Gly 間のペプチド結合を切り、-EC と Gｌy を生成する。この反応が

GSH 生合成系の GS で触媒される最終反応（第２反応）の逆反応である。続いて-EC 残基を

GSH の N 末端側に結合させ、（-EC）2-Gly を生成する。これが最も重合度が小さいフィトケラチ

ンであり、PC2と呼ばれる。この 2 段階目の PC2の N 末端に初期反応で生成した-EC を結合さ

せることで PC3が生成され、以下同様な反応が繰り返されて-EC と PCnから PCn+1が生成され

る。通常の生理条件下では、n が 2～4 のフィトケラチンが大部分を占める。これらの反応には活

性化因子として重金属の存在が必須であり、特にカドミウムによって強く活性化されることが知ら

れている[27]。生物の中でカドミウムによって活性化される酵素は極めて珍しく、その活性化機構

に興味が持たれるが、未だ構造解析が完了しておらず、分子レベルでの解明はできていない。

我々は、光合成生物のストレス応答の機能進化プロセスの解析研究の一環として行った原核生

物における PCS ホモログの探索により、淡水性ラン藻 Nostoc sp. Pasteur Culture Collection 
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(PCC) 7120 において高等植物シロイヌナズナの PCS1（AtPCS1、Accession No.At5g44070）

の遺伝子の塩基配列と 36%の相同性を有する遺伝子 alr0975 を発見した[28]。本遺伝子がコー

ドする NsPCS と命名したタンパク質は真核生物 PCS の N-末端ドメインのみからなり、その機能

を解析したところ真核生物 PCSが触媒する初発反応である GSHを-EC と Gｌyに分解する活性

のみを示した。さらにこの反応は重金属非存在下でも進行した[29][30]。 

 

-EC の生産については、 現在市販されている製品の製造方法である Glu と Cys を原料とす

る化学合成法以外に、発酵法や酵素法が検討されている。発酵法については、GSH や他のアミ

ノ酸の工業生産に用いられている方法である。例えば、GSH の発酵生産系である酵母において

Fig. 3 Comparison of amino acid sequences and enzymatic reactions between 

eukaryotic PCS and NsPCS. 

真核生物由来 PCS と NsPCSのアミノ酸配列ならびに酵素反応の比較 
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GSH 生合成系の最終段階の反応を触媒する GS の活性を抑制し、中間生成物である-EC を蓄

積させる方法がある[31]。発酵法においては生産物の精製にコストがかかることから高い生産性

が要求されるが、現状、本法によって製造された-EC の製品化は行われていない。酵素法として

は、GSH生合成系の律速段階であるGluと Cysから-ECを生成する酵素であるGCLを用いた

方法[32]や、GGT の-グルタミル基転移反応を利用して適当な-グルタミル基を持つ物質を基質、

Cys をアクセプターとして-EC を生成する方法がある[33]。前者では高価な ATP や Mg2+といっ

た補因子が必要であり、後者についても原料となる-グルタミル基を持つ物質の供給にコストがか

かると言った欠点があり、これらの方法についても未だ市場では流通していない。いずれの方法

も生産コストの点で化学合成法を凌ぐ方法ではないと考えられる。 

一般に、PCS は GSH を唯一の基質とし、重金属以外の補因子を必要としない。NsPCS は重

金属も要求しないことから、反応性や特性の面で優れていれば、容易に入手可能である GSH を

原料とした新規酵素法による-EC 生産への応用が可能と考えられる。そこで本章では、NsPCS

の酵素工学的な特性解析とそれに基づいた反応条件の最適化を行い、-EC の安定生産へ向け

た有用性と利用性について評価した。 

 

第二節 実験材料および実験方法 

 

組換え NsPCSの調製 

NsPCSは、以下のように調製し、部分精製したものを用いた。大腸菌でNsPCS遺伝子を発現

させるにあたり、Tsuji ら[28]によって構築されたプラスミド pET25b-alr0975 を用いた。組換え

NsPCS は、pET25b-alr0975 を形質転換した大腸菌 C43(DE3)(Lucigen、Wisconsin、USA)を

2Lの Terrific Broth(TB) (Invitrogen、Massachusetts、USA)中で培養し、20℃で発現させた。タ

ンパク質は、イソプロピル-D-チオガラクトピラノシド(IPTG)を最終濃度 0.5 mM になるように添加

することで発現誘導し、その後 20℃で 20 時間培養した。菌体を遠心分離により回収し、200 mL
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の Buffer A (100 mM NaCl、1 mM エチレンジアミン四酢酸[EDTA]、1 mM ジチオトレイトール

[DTT]を含む 50 mM Tris-HCl 緩衝液(pH 8.0))中で超音波により破砕した。18,000×g で 30 分

間遠心して得られた上清を 0.22 m フィルターで濾過した。この上清を、Buffer B(10 mM NaCl、

1 mM EDTA、1 mM DTTを含む 50 mM Tris-HCl 緩衝液(pH 8.0))で平衡化した 5 mL HiTrap Q 

HP カラム(Cytiva、Japan)に供した。10 mLの Buffer Bで 2回洗浄した後、Buffer C(1 M NaCl、 

1 mM EDTA、and 1 mM DTT を含む 50 mM Tris-HCl 緩衝液(pH 8.0))で溶出した。流出した画

分を繰り返し 4回カラムに供した。４回目の素通り画分と洗浄画分を Amicon Ultra-15遠心フィル

ターユニット(Merck Millipore、Massachusetts、USA)を用いて濃縮し、100 mM NaCl、5 mM トリ

ス(2-カルボキシエチル)ホスフィン(TCEP)、25％グリセロールを含む 50 mM Tris-HCl 緩衝液

（pH8.0）に対して透析した。遠心分離（18,000×g、60分）して得られた上清の量は 22 mLであっ

た。精製したタンパク質の均一性は SDS-PAGEで確認した(Fig.4)。最も濃いバンドは NsPCSの

予測分子量である 27 kDa に対応していた。精製したタンパク質の純度は、ウシ血清アルブミン

(BSA)を標準物質として用いて測定したバンドの強度から推測すると約 50%であった。 

 

Fig.4 Estimation of recombinant protein analyzed by SDS-PAGE. 

M stands for marker. 0.0125 L of sample was loaded on 1 and 0.025 L of sample was 

loaded on 2. 



 

- 11 - 
 

組換え NsPCSを用いた酵素反応 

Oven らの AtPCS1の反応条件[34]を基に組換え NsPCSの反応を行った。10 mM -メルカプ

トエタノール( -ME)、200 mM Tris-HC緩衝液(pH 8.0)、10 mM GSHの反応溶液 100 Lに対

し、0.5 g の組換え NsPCS を加えた。反応は 37℃で 60分間行った。単位時間当たりに生成さ

れた-EC の濃度を NsPCS の活性として表した。なお、反応条件を変更した場合は、実験毎に明

記した。また、最適条件の設定後はその条件を用いて反応を行った。 

 

[Km値および Vmax値の算出] 

125、250、500、750、1000、2500、5000 M の GSH を含む反応溶液 100 L に粗精製

NsPCS 0.5 g添加し、37℃で５分間反応させた。 

[経時変化] 

100 mM GSHを含む反応溶液 100 Lに粗精製 NsPCSを添加して 37℃で 0.5、１、２、4時

間反応させた。 

 

HPLCによる GSH、-ECの定量 

試料中の GSH、-EC の濃度の測定には、日立ハイテクの HPLC（ポンプ：L-7100、オートサン

プラ：L-7200、検出器：L-7450、インターフェイス：D-7000）を用いた。カラムオーブンは GL 

Sciencesの CO 631A、カラムは逆相カラム（Inertsil ODS-3 5µm 4.6×250 nm、GL Sciences、

Japan）を用いた。 

HPLC分析は Hirata らの方法で行った[35]。酵素反応溶液に等量の 3.6 N HCl を加えて反応

を停止させ、15,000×g、4℃、10分間の遠心分離に供し、上清 20 µLを回収後、超純水を加え

て液量を 200 µL とし、そのうちの 100 µLを逆相カラムを用いたポストカラム-HPLC法に供した。

溶離液 A として 0.02%トリフルオロ酢酸を含む 7.5 mMオクタンスルホン酸ナトリウム水溶液、溶

離液 B として 0.02%トリフルオロ酢酸と、 
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7.5 mMオクタンスルホン酸ナトリウムを含む 30% アセト

ニトリル溶液を用い、流速 1.5 mL/minで右記のグラジエン

トプログラムを実施することによって分析した。 

分離したチオール化合物を 10 %アセトニトリル、75.7 µM 

5,5'-ジチオビス(2-ニトロ安息香酸)を含む 50 mM リン酸緩

衝液とポストカラム法で 40℃に加温することによってチオ

ール基を誘導体化し、412 nmの吸光度を測定した。

GSH(Sigma-Aldrich、Missouri、USA)と-EC(Sigma-

Aldrich)を超純水で希釈し、既知濃度の標準物質とし、サン

プル中の GSHならびに-EC濃度を決定した。 

 

第三節 結果 

 

NsPCS反応の最適化 

高等植物の生理学的および分子生物学的な研究におけるモデル植物であるシロイヌナズナ由

来の AtPCS1の反応で用いた条件(200 mM Tris-HCl 緩衝液(pH8.0)、10 mM -ME) [34] を

基本条件として、温度、還元剤の添加、緩衝液の濃度と pH の順に NsPCS活性を指標に反応

条件の最適化を行った。これらの条件で得られた NsPCSの活性は、基本条件での活性との相

対値（相対活性・RA）で示した。 

 

温度 

まず、温度の NsPCSの活性に対する影響について調べた。その結果、Fig.5aに示すように、

30℃と 37℃で最も高い活性が認められた。そこで、以降の実験では 37℃を最適温度として用い

た。 

Time A B 

(min) (％) (％) 

0 100 0 

1 87 13 

20 30 70 

21 0 100 

28 0 100 

29 100 0 

32 100 0 
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還元剤の添加 

-ECは酸化されやすいため、反応系に酸化を防ぐ還元剤を添加する必要がある。そこで、還

元剤の NsPCS活性に対する影響について調べた。AtPCS1の反応においてはMEが還元剤

として使用されており、非存在下ではほとんど反応が起こらないことから、10 mM -MEの存在下

と非存在下での NsPCSの活性の違いを調べた。その結果、Fig.5bに示すように、 -ME非存在

下において、存在下に比べて 10倍以上高い NsPCS活性が認められた。また、-MEの代わり

に非チオール系還元剤として一般的に用いられる TCEPを添加したところ、非存在下と同等の活

性が認められた。TCEPの存在は直接 NsPCS活性に影響しないが、-ECは非常に酸化されや

すい物質なので、反応過程や実験操作による-ECの酸化分解を防ぐために、その後の実験では

1 mMの TCEPを加えることとした。 

 

緩衝液の pH・種類と濃度 

次に、反応に用いる緩衝液の pH・種類と濃度の NsPCS活性に対する影響について調べた。

酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.0、5.0、6.0）、リン酸カリウム緩衝液（pH 6.0、7.0、8.0）、Tris-HCl

緩衝液（pH 8.0、9.0、10.0）を 10および 200 mMの 2種類の濃度で試験した。その結果、

Fig.5cに示したように、すべての緩衝液において 10 mMよりも 200 mMの濃度で高い活性が認

められた。最も高い活性が得られたのは、200 mMのリン酸カリウム緩衝液（pH8.0）であった。最

適な pHは AtPCS1の場合と変わらなかったが、AtPCS1の最適緩衝液である Tris-HCl緩衝液

よりもリン酸カリウム緩衝液で有意に高い活性が得られた。そこで、その後の実験では 200 mM

のリン酸カリウム緩衝液（pH8.0）を用いることとした。 
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NsPCSの酵素工学的評価 

NsPCSが GSHを-ECに変換する能力について、酵素工学的な評価を行った。Fig.6 に示す

ように、上述の最適化された反応条件下（37℃、1 mM TCEP存在下、200 mM リン酸カリウム

緩衝液・pH8.0）で、粗精製 NsPCS を 125、250、500、750、1000、2500、5000 Mの GSH と

Fig.5 NsPCS activities obtained under the tested conditions relative to those under basal 

conditions. 

(a) NsPCS activity as a function of temperature. The activity at 37 °C was set as 100%. Data are 

expressed as means ± S.D. (n = 3). (b) Effect of reducing agents on NsPCS activity. Activity in the 

presence of 10 mM β-ME was set as 100%, with activities without reductant (NONE), and in the 

presence of 1 and 10 mΜ TCEP (1-TCEP and 10-TCEP) presented as RAs. Data are expressed as 

means ± S.D. (n = 3). Different letters indicate significant differences at p < 0.05. (c) Effect of buffer 

and pH on NsPCS activity. Production of γ-EC in 200 mM Tris–HCl buffer (200 TH) at pH 8.0 was set 

as 100%, with production in different buffers; 10 mM Tris–HCl buffer(10 TH), 200 and 10 mM 

potassium phosphate buffer (200 PP and 10 PP), 200 and 10 mM sodium acetate buffer (200 and 10 

SA), as well as different pH values are presented as RAs. All of the S.Ds. (n = 3) were below 15. * p < 

0.00039 after Bonferroni correction. 
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5分間反応させた。各 GSH濃度における-EC生成の初期反応速度を求めて Lineweaver-Burk 

double-reciprocal plot[36]とすることにより、Km と Vmax を求めたところ、それぞれ 385 M、と

26 mol/min/mg-proteinであった。 

 

 

高濃度 GSHからの-ECへの変換 

GSHの水への溶解度；163 mM (chemical book)に近い 100 mMの GSH を基質として 2.0 

gの NsPCSを反応させた。Fig.7に示すように、最初の 2時間は GSHが直線的に減少し、そ

れに比例して-ECが増加していた。4時間後には 100 mMの GSHが完全に消失し、-ECの収

率は約 90%であった。また、生成物による反応の阻害（生成物阻害）は認められなかった。 

 

 

 

Fig.6 Initial activity rates of crude NsPCS. Data are expressed as the mean values ± 

S.D. (n = 3). 

Fig.7 Concentration of GSH (substrate) and -EC (product) in the reaction catalyzed 

by NsPCS. Data are expressed as means ± S.D. (n = 3). 
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第四節 考察 

 

今回得られた結果から、NsPCSの最適な反応条件は 200 mM リン酸カリウム緩衝液、

pH8.0、温度 30~37℃であり、また反応に還元剤の添加は必要ではなく、AtPCS1で用いられる

チオール基を有する-MEは却って NsPCSの活性を抑制し、一方チオール基を持たない TCEP

は活性に影響を与えないことを明らかにした。これまでに研究を実施してきた中で、-ECが容易

に酸化されることを確認しているため、反応や精製といった生産工程の中で安定に生産物を保持

するためには還元剤の添加が望ましいと考え、TCEPを添加することとし、最適条件を 200 mM

リン酸カリウム緩衝液、pH8.0、1 mM TCEP存在下、温度 37℃とした。最適条件下での粗精製

NsPCSでは、Kmが 385 M、Vmaxが 26 mol/min/mg-protein となった。Fig.4に示すように

SDS-PAGEの結果から NsPCSの純度は約 50％と推定されるため、実際の Vmaxは 2倍程度

でさらに大きい可能性があると考えられる。 

NsPCSによる-ECの生産性を調べるために、上記最適条件下で水への溶解度に近い

100mMの GSHの-ECへの変換を行ったところ、GSHは 4時間後に完全に消失し、得られた

-ECの収率は約 90％であった。この変換速度は NsPCSの濃度に比例して大きくなると考えら

れ、本反応系においても 2.6 gの酵素で 100 mMの GSH 100 Lを 4時間で-ECへ変換でき

ることから、生産能の非常に優れた酵素と言える。しかし、遊離酵素を用いた反応では反応終了

後に生産物を NsPCSから分離する必要があり、また酵素が不安定な場合は繰り返し利用もでき

ないので、生産コストの点から工業生産への応用は難しいと考えられる。そこで、次章では生産物

と酵素の分離が容易で酵素の安定性が上昇することも報告されている固定化生体触媒の技術を

今回、優れた生産能を有することが明らかとなった NsPCSに適用して、安価かつ安定な-EC生

産に向けて、固定化 NsPCSの反応性について検討を行った。 
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第二章 固定化 NsPCSによる-EC生産系の構築 

 

第一節 緒言 

 

第一章では、NsPCSが 100 mMの高濃度の GSHを高収率で-ECへと変換できることを明ら

かにした。しかし、酵素と基質を溶液の状態で混合する反応系では、反応終了後に生産物を酵素

から分離する必要がある。今回のように生成物がペプチドである-EC の場合、物性がタンパク質

である NsPCS と類似しているため、ゲルろ過や限外ろ過といった分子量の違いによる物理的方

法を用いなければならず、相応のコストと時間を要する。さらに工業規模での生産では分離操作

が大掛かりになる。また、酵素と生産物の分離・精製過程で酵素が失活する、あるいは回収率が

著しく低くなることも多く、安定に繰り返し使用することは多くの場合、難しい。そこで、酵素法によ

る有用物質の工業生産においては、しばしば固定化酵素が用いられる。固定化酵素とは、一般

的に水に不溶性の担体に何らかの方法で固定化した酵素であり、代表的な固定化方法には共有

結合法、格子型包括法、マイクロカプセル型包括法、吸着法などがある[37]。固定化酵素を用い

た物質生産系では、固液分離、すなわち個体の固定化酵素と液体の生産物溶液の分離が容易

で、酵素活性に影響しない緩和な沈降や簡易的なろ過といった方法で分離でき、酵素の繰り返し

使用や連続使用が可能となる。また、固定化によって遊離状態の酵素よりも活性が安定に維持さ

れる場合もあり、高濃度で固定できれば容積効率の高い生産系を構築することができる。特に

NsPCS については、反応に ATP や補因子を必要とせず、また 100 mM の高濃度 GSH を完全

に-ECへ変換することができ、生産物阻害も起こらないので、固定化酵素を用いた生産に有利な

酵素と言える。一方、酵素の個々の物理化学的性質によって適した固定化材料・方法が異なり、

固定化する際に大幅な失活が起こったり、反応中に酵素が脱離あるいは遊離して反応液に混入

することも多い。したがって、遊離酵素の反応に見合う、活性が安定に維持される固定化の材料

や方法は、試行錯誤によって選定しなければならない。 
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本章では、固定化 NsPCS による安定かつ効率的な-EC 生産系の構築を目指して、固定化後

の活性の維持とその安定性を指標にした固定化条件の探索を行い、決定した条件で固定した

NsPCSの保存安定性と-ECの生産性について検討を行った。 

 

第二節 実験材料および実験方法 

 

アルギン酸カルシウムゲルへの包括法・ガラスビーズへの共有結合法・セルロースへの吸着法に

よる NsPCS固定化 

アルギン酸カルシウムゲルに封入するために、NsPCS溶液を 1.5%アルギン酸ナトリウム溶液

に加え、これを 1%塩化カルシウム溶液中に滴下した。得られた NsPCSを固定化したゲルを 200 

mM Tris-HCl緩衝液で洗浄した。100 L反応液に対し、0.20～0.24 gの酵素固定化ゲル（2.13

～2.55 gの酵素）を反応に使用した。 

ガラスビーズに固定化するために、ガラスビーズ Aminopropyl-CPGTM（particle size: 70 – 140 

μm、 pore size: 500 Å. Biosearch Technologies INC. Petaluma、 California、America）を固

定化担体として用いた。ガラスビーズ 100 mgに対して 10 mL 2.5％（w/w）グルタルアルデヒド

（ナカライテスク、Japam）水溶液を加え、25℃で 2時間撹拌し、ろ過した後、残渣を超純水で洗

浄した。乾燥後、ガラスビーズ 40 mgに対して NsPCS 30 gを加え超純水で 2 mLに希釈し、

4℃で 24時間撹拌した。その後、上清を取り除き、超純水による洗浄を 2回行うことで得た

NsPCS固定化ガラスビーズを反応に用いた。100 L反応液に対し、0.75 gの NsPCSが固

定化されたガラスビーズを使用した。 

セルロースに NsPCS吸着させるために、直径 2～3 mm、重量 0.8～0.9 mgの表面修飾をして

いない多孔質のセルロース粒を 200 mM リン酸緩衝液に入れて脱気した。その後、748.3 g/mL

の NsPCS溶液にセルロースを浸した。酵素液から取り出した後、200 mM リン酸緩衝液で洗浄



 

- 19 - 
 

し、反応液に用いた。100 L反応液に対し、3.0 gの NsPCSが固定化されたセルロース粒子

を使用した。 

 

アルギン酸カルシウムゲル、ガラスビーズ、セルロース（吸着法）に固定化された NsPCS を用い

た酵素反応 

ガラスビーズへの共有結合およびセルロースへの物理的吸着により固定化した NsPCS を、第

一章で示した最適条件であるリン酸緩衝液（pH8.0）、TCEP を含む反応液に加えた。アルギン酸

カルシウムゲルに固定化した NsPCSを用いる場合のみ、ゲルを維持するためにリン酸緩衝液

（pH8.0）の代わりに Tris-HCl緩衝液（pH8.0）を用いた。 

100 mM GSH、200 mM リン酸緩衝液(pH8.0)あるいは Tris-HCl緩衝液（pH8.0）、1 mM TCEP

を含む反応液を 100 L加えた。これを 37℃で反応させ、3.6 N HClを等量の 100 L加えて反

応を停止させた。遠心分離（15,000×g、10分、 4℃）して得られた上清を HPLCで分析した。 

 

NsPCS固定化セルロースシート作製方法 

セルロースシート（円形定性ろ紙 No.2を直径 5 mmの円形に切断したもの）を固定化担体とし

て用いた。セルロースシートの質量をグルコース量として扱い、その２倍のモル量の N,N-ジスクシ

ンイミジルカルボネート（DSC）とN,N-ジメチル-4-アミノピリジン（DMAP）を脱水アセトニトリルに加

えて溶解させ、セルロースシートを加えて 10分間減圧脱気したのち、24時間常温で撹拌させた。

その後脱水アセトニトリルで 3 回洗浄した。固定化直前に減圧乾燥し、20 mM リン酸カリウム緩

衝液で洗浄した。220 g/mLに調製した NsPCS溶液をセルロースシート全体が浸るように加え、

30分間反応させた後、20 mM リン酸カリウム緩衝液 1000 Lで 3回洗浄した。 

 

NsPCS固定化セルロースシートを用いた酵素反応 

上記の方法で準備した 2枚の計 2.6 gの NsPCS を固定化したセルロースシートに 200 mM
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リン酸カリウム緩衝液（pH8.0）、1 mM TCEP、100 mM GSH を含む反応液 100 Lを加えて、

37℃で反応を行った。 

 

NsPCS固定化セルロースシートを用いた保存安定性試験 

保存安定性を調べるために、NsPCS 固定化セルロースシートを 25％グリセロールを含む 200 

mM リン酸カリウム緩衝液（pH8.0）に浸し、液体窒素中で２日間保存、もしくは２日間かけて凍結

乾燥した。その後、NsPCS固定化セルロースシートを 20 mM リン酸カリウム緩衝液（pH8.0）で 2

回洗浄し、前述と同様の方法で酵素反応試験を行った。 

 

NsPCS固定化セルロースシートを用いたスケールアップ 

より大容量で反応を行うために、上記の方法で作成した NsPCS 固定化セルロースシート 200

枚を-EC生産に使用した。酵素反応は、200 mM リン酸カリウム緩衝液（pH8.0）、1 mM TCEP、

100 mM GSHを含む反応液を 10 mL添加し、37℃で反応を行った。 

 

NsPCS固定化セルロースシートを用いた繰り返し試験 

固定化 NsPCSの繰り返し使用における安定性を調べるため、上記の 10 mLの反応系におい

て 100％の変換を確認した後、200枚のNsPCS固定化セルロースシートを反応液から取り出し、

20 mM リン酸カリウム緩衝液（pH8.0）で洗浄後、新しい反応液に加えた。この反応を５回繰り返

し、毎回溶液交換から 2時間後に試料を採取し、変換率を調べた。 

 

NsPCS固定化カラム型セルロースモノリスの作製 

カラム型の多孔質セルロースモノリス小（直径 5 mm、長さ 15 mm）または大（直径 13 mm、長

さ 17 mm）を固定化担体として用いた。カラム型の多孔質セルロースモノリスは大阪大学工学部

の宇山浩先生に提供いただいた。固定化は、NsPCS 固定化セルロースシートの作成に記載した
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方法で行った。その結果、それぞれ 234 g、169 g、151 g、129 gの NsPCSが固定化され

た小セルロースモノリスが 4 個得られた。また、522 g の NsPCS を固定化した大セルロースモ

ノリスも調整した。使用した大セルロースモノリスの走査型電子顕微鏡画像を Fig.8 に示す。撮影

前に試料にスパッタ法により金をコーティングし、HitachiのS-3000Nを用いて15 kVで撮影した。

 

 

NsPCS固定化カラム型セルロースモノリスによる-EC生産 

内径 1.15 mm のチューブ（125610、 EYELA、Japan）と熱収縮チューブ（HCT150-6.4-T、 

Denka Electron、Japan）で覆われた調製済みの NsPCS 固定化カラム型多孔質セルロースモノ

リスにポンプ（MP-3000、EYELA、Japan）を接続した。 

200 mM リン酸カリウム（pH8.0）、1 mM TCEP、NsPCS 固定化小セルロースモノリスの場合

は 10 mM GSH、NsPCS固定化大セルロースモノリスの場合は 100 mM GSHを加えた反応液

を 35～37℃で送液した。連続的な反応では、送液開始から１、４、７、10日後に試料を採取した。 

 

固定化された NsPCS量の測定 

担体を浸した後の NsPCS 溶液ならびに洗浄液の残留タンパク質量を Bradford 法により測定

し、固定化前の NsPCS溶液から差し引くことで固定化された NsPCS量を算出した。 

Fig.8 Scanning electron microscopy images of cellulose monoliths with 13 mm 

diameter and 17 mm length.  
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HPLCによる GSH、-ECの定量 

酵素反応は反応液と等量の 3.6 N HCl を加えて停止させ、第一章に記載した方法と同様の方

法で HPLCによる GSH と-ECの定量を行った。 

 

第三節 結果 

 

アルギン酸カルシウムゲルへの包括法、ガラスビーズへの共有結合法及びセルロースへの吸着

法によって固定化した NsPCSによる-ECの生産 

代表的な固定化方法である包括法、共有結合法及び物理的吸着法について、それぞれこれま

で報告のある条件を用いて NsPCS を固定化し、GSH から-EC への変換反応を行った。その結

果、アルギン酸カルシウムゲルへの包括あるいはガラスビーズへの共有結合による固定化を行っ

た場合、固定化後の NsPCS の活性は遊離酵素の活性に比べて著しく低く、試験時間中に変換

が完了しなかった（data not shown）。表面処理や修飾を行わないセルロースに物理吸着させて

固定化した場合は、100 mM GSH が完全に消失し、それに対応する -EC が得られた。しかし、

洗浄後の 2回目の反応の際には -ECの収率が 5%以下にまで低下した（data not shown）。セ

ルロースを取り除いた 1回目の反応液に再度 100 mM GSH を添加すると GSHが消失し、-EC

が得られたことから、固定化 NsPCS の大きな活性低下は 1 回目の反応中に NsPCS が担体か

ら脱離したためと考えられる。 

 

NsPCS固定化セルロースシートを用いた-EC生産 

上記の３つの代表的な固定化方法では、酵素の活性維持あるいは安定な固定化ができなかっ

たため、より安定で脱離しない固定化に向けて、すでに報告がある DSC と DMAP を用いてセル

ロースと酵素を共有結合させる固定化方法を[38]を試みた。その結果、Fig.9 に示した通り、反応
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開始 12.5 時間に、100 mM の GSH が完全に-EC へ変換された。この間の平均変換速度は 8 

mM/h であった。これは第一章で実施した遊離酵素による GSH から-EC への変換速度の 38%

にあたる。固定化によって酵素活性は低下するものの、同等の 100%の変換が達成された。この

固定化 NsPCSにおいても遊離酵素と同様に生成した-ECによる阻害は認められなかった。 

 

 

酵素を安定に保存できることは、酵素法を用いた有用物質の工業生産において非常に重要な

要件となる。酵素の保存には、一般的には液体窒素中での超低温保存や凍結乾燥後の低温保

存が用いられる。遊離の NsPCS は、いずれの方法でも活性を低下させることなく保存することが

可能である。そこで、セルロースシートに固定化した NsPCS を液体窒素中で超低温保存、あるい

は凍結乾燥した場合の活性の変化について調べた。その結果、液体窒素中で保存した場合、変

換速度は保存前の 90％に低下したものの GSH から-EC への変換は完了し、収量は変わらな

かった。一方、凍結乾燥した場合は活性が完全に消失した。これらの結果から、固定化 NsPCS

は遊離酵素と同様に、液体窒素中で安定に保存できることが示された。一方、固定化した状態で

凍結乾燥した場合に NsPCS が失活する理由は不明であるが、乾燥過程あるいは乾燥した酵素

に水が浸潤する過程で遊離酵素には起こらない不可逆的な構造変化が起こった可能性もある。 

固定化 NsPCS を用いた-EC の大量生産に向けた検討として、反応液の容量を 100 L から

Fig.9 Conversion of GSH to -EC by NsPCS immobilized on cellulose sheet by 

covalent binding. Data are expressed as means ± SD (n = 3). 
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10 mL にスケールアップし、固定化した NsPCS の繰り返し使用した場合の生産性と安定性を調

べた。100 mM GSHについて、完全に-ECへ変換されることを確認してから固定化 NsPCS と反

応液を分離し、洗浄後、新たな反応液を加えることによって 5 回反応を繰り返した。新たな反応溶

液を加えた後、毎回２時間後に試料を採取して、変換率を調べた結果、Fig.10 に示すように、変

換速度は 5回の繰り返しの間大きな変化はなく維持された。完全に変換されるのに必要な時間は

反応を繰り返す毎に長くなったが、いずれの場合も変換は完了し収率の低下は認められなかった。

これらの結果から、セルロースシートに固定化した NsPCS は-EC の収率を低下させることなく、

少なくとも 5 回の繰り返し反応が行えることが明らかとなった。今回用いた NsPCS は、大腸菌を

宿主として得た組換えタンパク質であり、比較的安価に入手はできるものの付加価値の高い酵素

であることから、100%の収率が得られる連続使用回数が多いほど低コストでの生産が可能とな

るため、今回得られた安定に繰り返し使用できる固定化 NsPCSの特性は、安価で安定な工業的

生産を目指す上で非常に有利と言える。 

 

 

NsPCS固定化カラム型セルロースモノリスによる NsPCS連続生産 

次に、固定化 NsPCS による GSH の-EC への連続変換について検討を行った。固定化酵素

を用いた有用物質生産については、上記のようにバッチ式での繰り返し反応と同様に、例えば反

Fig.10 Conversion of GSH to -EC in 2h by repeated incubation with NsPCS 

immobilized on cellulose sheet by covalent binding.  
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応液を一定速度でカラム型の固定化担体を通過させる連続反応が一般的に用いられる。NsPCS

による GSH の-EC への変換の場合、GSH 溶液をカラムの入り口から一定の速度で流し入れ、

カラム内で変換された-EC をカラム出口から流出させることになる。基質の濃度、固定化する酵

素量と流速によって変換速度が異なるので、これらを最短時間で 100%変換できるように適切に

設定すれば、生産物を効率よく連続生産させることができる。変換速度と固定化した酵素の安定

性によるが、一般にこういった 100%変換を相応の容積で行うことができれば、工業生産において

は先のバッチ式での繰り返し反応よりも効率的と言える。そこで本研究では、円筒状のカラム型の

セルロースモノリスを用いて、固定化 NsPCSによる GSHの-EC への連続変換系の構築を図っ

た。 

まず、小容量のカラム型多孔質セルロースモノリス小（直径 5 mm、長さ 15 mm）を用いて、

GSHから-ECへの連続的変換反応を試みた。10 mM GSH を使用し、流量が-ECの収率に及

ぼす影響を評価した。同量の酵素を用いて同じ手順で固定化しても固定化される酵素量に大きな

変動が生じたため、同じ固定化手順で個別 に作製した同サイズの 4 種類の担体を用いて流量と

-EC収率の関係を調べた。その結果、Fig.11に示すように、0.25 mL/hの流速では 4個のモノリ

ス全てで 10 mM GSH が約 95％の収率で-EC へ変換された。0.25 mL/h を超える流速ではい

ずれの担体でも、収率が徐々に低下し、担体間の収率の差も大きくなった。これらの結果から、多

孔質セルロースモノリスについてもセルロースシートと同様の方法でNsPCSを安定に固定化する

ことができ、0.25 mL/hの低流速ながら GSHを連続的にほぼ完全に-ECへ変換できることが明

らかとなった。同じ条件で 0.25 mL/hの流速で 10日間連続変換を行ったところ、収率は低下する

ことなくほぼ 100%に維持された（Fig.12a）。 
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次に、セルロースシートによるバッチ式での変換に用いた高濃度、100 mM の GSH のモノリス

による-EC への連続変換を行った。本検討では、10 mM の連続変換が認められたモノリスの約

7.7倍の容積のセルロースモノリス（直径 13 mm、長さ 17 mm）を用い、流速が-EC収率に及ぼ

す影響を調べた。その結果、流速 0.2 mL/において試験期間である 3 日間、100 mM GSH が

連続的にほぼ完全に-ECへ変換された。流速が大きくなると収率は低下し、1.2 mL/hでは 26%

であった。 

また、この条件で 0.1 mL/hの流速で 10日間連続変換を行ったところ、収率は低下することなく

ほぼ 100%に維持された（Fig.12b）。 

 

Fig.11 Effect of flow rate on yield of -EC from GSH with NsPCS immobilized on 

column-shaped cellulose monolith.  

The amounts of immobilized NsPCS were 234 g for square, 151 g for triangle, 169 

g for circle, 129 g for rhombus individually. 
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これらの結果から、カラム状の多孔質セルロースモノリスに固定化したNsPCSを用いて、GSHを

連続的に-ECへ変換することができ、しかもセルロースシートに固定化したNsPCSと同様に100 

mMの高濃度の GSHを変換できることが明らかとなった。 

 

第四節 考察 

 

本章では、安定かつ効率的な-EC 生産系の構築を目指して、固定化 NsPCS を用いた GSH

の-ECへの変換系について検討を行った。 

NsPCS を固定化する方法については、まず一般的によく用いられている代表的な固定化方法

であるアルギン酸カルシウムゲルへの包括法、ガラスビーズへの共有結合法及びセルロースへ

の吸着法の３法について検討した。第一章で示した通り、NsPCSは遊離状態、すなわち溶液中で

100 mMの GSHをほぼ完全に-EC へ変換できる。100 mMの GSHは水への溶解度に近い非

常に高い濃度である。高濃度の基質は固定化酵素を用いた反応においては変換に長時間を要し、

連続生産においても流速や反応時間の調節が難しい場合が多い。一方で、工業生産を考えれば

基質濃度は生産系における容積効率、すなわち反応装置の規模や運転条件に影響を与える重

要な要因であり、高濃度の方がより容積効率が高くなる。そこで、固定化 NsPCS においても 100 

mM GSHの-ECへの完全高収率での変換を目指した。固定化酵素の場合、酵素の個々の物理

化学的性質によって適した固定化材料が異なり、また酵素毎に適した方法を予想することは難し

いことから最初に古くから汎用される代表的な 3 つの固定化方法を用いて GSH の-EC への変

換実験を行った。しかし、いずれの方法においても活性を維持しながら安定に固定化することがで

きず、これらの方法は NsPCS の固定化には適さないとの結論に至った。NsPCS の固定化過程

Fig.12 Continuous production of -EC from GSH with NsPCS immobilized on (a) small-

scale column-shaped cellulose, and (b) large-scale column-shaped monolith by 

covalent binding. Data are expressed as means ± SD (n = 3). 
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での失活や担体からのNsPCSの脱離の原因は不明であるが、詳細な検討は行わず次の方法を

試みた。 

宇山らは、固定化生体触媒としてセルロースに酵素を共有結合させる方法を用い、カラム状の

モノリスを担体として horseradish peroxidaseの高い活性を維持した安定な固定化に成功してい

る[39]。固定化に用いる担体と固定化方法は数多く報告されているが、共同研究の実績があり、

また同じ大阪大学に研究室があって材料譲受も容易なことから、次にセルロースモノリスを用いた

固定化 NsPCS による-EC の連続生産について検討を行った。宇山らの方法に従って NsPCS

をセルロースシートおよび多孔性円筒型セルロースモノリスに固定化し、その GSH の-EC への

変換活性を調べたところ、両者においてNsPCSを安定に固定化することに成功し、共に 100 mM

の GSH をほぼ完全に-EC へ変換することができた。セルロースシートに固定化した NsPCS の

場合は 10 mL容量での 5回までのバッチ式による繰り返し反応に堪え、5回目でもほぼ 100%の

-EC 収率が得られた。また、セルロースシートに固定化した NsPCS は遊離状態の酵素同様、液

体窒素中で保存できること確認した。セルロースモノリスに固定化した NsPCS は流速は小さいも

のの 100 mMの GSHから 10日間連続でほぼ 100%の収率を維持して反応を続けることができ

た。 

セルロースシートに固定化したNsPCSを用いた系の場合、バッチ式をとるため、反応終了後に

反応液を入れ替えて-EC の回収と GSH の補給を行う工程が必要となるが、酵素は固定化され

ているため固液分離によって反応液と容易に分離することができるので、操作は非常に簡便に行

うことができる。10 mLの 100 mMの GSHをこの方法で変換した場合、-ECの分子量が 250.3

であることから、61.8 gの NsPCSを用いて 26時間で 10 mLの 100 mMの-EC、0.25 gを得

ることができる。カラム状のセルロースモノリスへ固定化した場合も 100 mMの GSHをほぼ完全

に-EC へ変換することができる。この方法では反応液の入れ替えを行う必要はなく、連続的に-

EC を生産することができ、522 g の固定化 NsPCS を用いて流速 0.2 mL/h とした場合、24 時

間で 0.12g を得ることができる。固定化した酵素量が異なることや生産系がバッチ式と連続方式
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で異なることから生産性を単純に比較することはできないが、いずれも 100 mM の高濃度 GSH

を変換できるため、生産系として高い容積効率が得られる。 

セルロースシートの場合、反応系は非常に単純であることから比較的容易に大容量にスケー

ルアップすることができ、反応液の交換も容易である。一方、モノリスについては連続生産である

ことから反応液の交換を必要としないが、バッチ式に見合う大容量で生産を行うことができるカラ

ム状の担体を作製するのは容易ではない。したがって、工業規模での生産を考えた場合、今回の

研究結果からみればバッチ式の方が有利と考えられる。なお、本研究では固定化担体として入手

しやすいセルロースシート（ろ紙）を用いたが、大容量での繰り返し生産を行う場合は形状や機械

的強度の面で実用的とは言えない。セルロースは細胞や酵素と言った生体触媒の吸着材として

広く用いられており、安価に入手可能で形状や大きさも簡単に調整できるので、スポンジ様の多

孔質セルロースを固定化担体として利用するのが実用的である。本研究において、セルロースに

固定化したNsPCSを用いることによって-ECの高い生産性と容積効率が得られ、また大容量生

産系構築に繋がる知見が得られたので、今後医薬品、食品や化粧品の機能性成分としての工業

生産への応用が期待される。 
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第三章 -ECの GSH代謝関連酵素との反応性の解析 

 

第一節 緒言 

 

緒論でも述べたように、細胞内のGSHは活性酸素を直接消去し、またglutathione peroxidase

（GPx）の基質となって H2O2 を H2O へ還元するなど細胞内の抗酸化反応を担っている[40]。GR

は、NADPH を補酵素として抗酸化反応によって生じた GSSG を GSH に還元し、その de novo

合成と共に細胞内の GSH 量の維持、すなわちホメオスタシスの維持に働く[41]。Glutathione-S-

transferase（GST）は、細胞内に侵入した親油性の異物（X）に GSH の SH 基を結合させ、水溶

性抱合体である Glu-Cys(S-X)-Gly を生成することによって無毒化し、細胞外へ排出する[42]。合

成された Glu-Cys(S-X)-Gly は、一部の GSH および GSSG とともに、細胞質から血漿中へ輸送

され、細胞表面の膜結合型 GGT によって分解される[43][44]。すなわち、GGT は、Glu-Cys(S-

X)-Gly を Glu と Cys(S-X)-Gly に、GSH を Glu とシステイニル-グリシン（Cys-Gly）に、GSSG を

Glu とシスチン（Cys-Cys）に分解する。Cys(S-X)-Gly と Cys-Gly は、さらに血漿中の peptidase

によって Cys-X、Cys、Gly に分解される。これらの反応によって得られた 3 つの GSH 構成アミノ

酸、Glu、Cys、Gly は、それぞれ細胞膜に存在するトランスポーターによって細胞内へ輸送されて、

GSHの生合成系に入り、その合成に利用される[2]。したがって、GGTは GSHの分解・代謝サイ

クルにおいて重要な役割を果たす酵素と言える[45]。 

GSH は、抗酸化機能や異物除去機能を持つことから、白内障治療薬[5] 、解毒剤[6] 、食品や

化粧品の機能性成分として使用されている[46][47]。こういった外部から投与された GSH は、そ

のまま細胞内に取り込まれることはないものの、血漿中で直接的な活性酸素消去能を発揮し、ま

た上記のようにGGTによって分解されてその構成アミノ酸が細胞内に取り込まれれば、正常な細

胞においては GSH 生合成に使われることから、間接的に細胞内の GSH 濃度維持に働く。これ

が、GSH が医薬品や機能性成分として用いられる所以である。しかし、先に述べたように老化し
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た細胞やアルツハイマー病やパーキンソン病、糖尿病、線維症などの加齢に伴う慢性疾患の細

胞においては、GSH の恒常的な細胞内濃度の維持ができなくなることが知られている[13]。最近、

この現象が GSH 生合成系の律速反応を触媒する GCL が細胞内の GSH 濃度によって活性調

節を受ける機構が破綻することによって起こることが明らかとなってきている[14-17]。すなわち、

正常な細胞では GSH が抗酸化反応等によって消費されて細胞内濃度の低下が低下した場合、

これを感知して、GCLが発現・活性化されることによりGSHを生合成し、補填できるが、この調節

機構が破綻すればGCLが機能しなくなり、GSHの細胞内濃度は回復しなくなる。このようにGSH

のホメオスタシスが崩れることが、さらに老化や慢性疾患を進行させることになる。この場合、外

部から投与した GSH が GGT を介した分解によって生成され、細胞内に取り込まれた構成アミノ

酸は GSH の生合成に使われなくなることから、GSH の投与は老化や慢性疾患では有効に機能

しないと考えられ、実際に効果がないことが報告されている[2][48]。 

一方、-EC は GSH と同じ-Glu-Cys 構造を持ち、同様の活性酸素消去能を有することは知ら

れていたが[49]、細胞内外での代謝や動態、生理活性についてはほとんど研究が行われていな

かった。しかし、-ECの経口投与によってヒトの細胞や組織のGSH濃度上昇することが報告され

るようになり[13][21]、さらに-EC の投与が GSH 投与の効果が認められない加齢性疾患におい

ても細胞内の GSH 濃度を上昇させること示されている[17]。また Henderson らは、-EC エチル

エステルの血管内投与によりラットの脳内の GSH 濃度が上昇することを報告し [50]、-EC がカ

イニン酸による興奮障害を受けたラットの海馬において神経保護機能を発揮すること[22]や、γ-

EC が虚血による神経細胞のアポトーシスを抑制する[51]こと、アルツハイマー病のモデルマウス

の空間記憶を改善するという報告もある[52]。したがって、例えば-EC を投与すると脳に至り、細

胞に取り込まれて GSH投与では認められない GSH濃度の上昇が起こり、その抗酸化機能が発

揮されて活性酸素等による酸化傷害が緩和されるものと考えられる。実際に、-ECが脳において

強い抗酸化作用を示すという報告がある[53]。これらの研究から、-EC は GSH と同等の抗酸化

機能を示すと同時に GSH の前駆体としても働き、哺乳類の加齢に伴う疾患において GSH 投与
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よりも優れた緩和効果を持つことが示された。加えて、-ECはGly残基を持たないことから、GSH

においては GGT との反応によって生成される Cys-Gly による強いプロオキシダント効果[16][23]

を回避でき、GSH に比べて高濃度での投与が可能となる。これらのこれまでの研究結果や知見

から、-EC はすでに医薬品や食品、化粧品の機能性成分として利用されている GSH よりも有用

で安全な物質であると言える。 

しかし、先述の通り-EC の哺乳類の細胞内および細胞外における動態についてはほとんど明

らかになっていない。したがって、-EC の GSH に優る機能を精査し、その医薬品や機能性成分

としての有用性を示すためには、体内動態や細胞内外における挙動を明らかにする必要がある。

本章では、こういった-EC の動態や挙動に関する研究の一環として、GSH の抗酸化機能、異物

除去、分解・代謝サイクルを担う細胞内外の酵素との反応性について解析を行った。これまでに-

ECのGPxおよびGRに対する反応性については報告されているものの[49]、反応性に関する定

量的な解析は行われていない。またGSTおよびGGTについては-ECの反応性を解析した報告

はない。そこで本章では、細胞内で機能する GPx、GR および GST と細胞表層に存在し主に血

漿中において機能する GGTの 4つの酵素について、-EC の反応性の定量的な解析を行った。 

 

第二節 実験材料および実験方法 

 

GPxを用いた酵素反応 

1 mM GSH もしくは-EC と 1.0×10-3 U/mL GPx を等量混合した溶液 70 L に 1 M 

H2O270Lを添加して 37℃で反応させた。GSHを基質とする反応は 5、15、30、60分、-EC を

基質とする反応は 15、30、60、120、180分行い、その後 2 M HCl 14Lの添加によって停止し

た。基質とGPx混合溶液に HClを添加してGPxを失活させた後、H2O2を添加したものを反応開

始時の試料とした。酵素反応溶液を 15,000×g、4℃、15 分間の遠心分離に供し、上清 80L を

2倍希釈した後、HPLCによる定量を行った。 
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GRを用いた酵素反応 

 500 M GSSG溶液もしくは酸化型EC 溶液 70Lに対して、PBSに溶解した 4 mM NADPH

溶液で希釈した 15×10-2 U/mLの GR 70Lを添加して 37℃で反応させた。30分後、メタノール 

140L を加え、反応を停止した。酵素反応溶液を 15,000×g、4℃、15 分間の遠心分離に供し、

上清を回収した後、HPLCによる定量を行った。  

 

GPxおよび GR反応における HPLCによる定量 

試料中の GSH、GSSG、-EC および酸化型EC の濃度測定には、

第一章で示した日立ハイテクの HPLC、カラムオーブン、逆相カラムを用

いた。 

溶離液 A として 0.02 %トリフルオロ酢酸を含む 7.5 mMオクタンスルホン

酸ナトリウム水溶液、溶離液 B として 0.02 %トリフルオロ酢酸と、7.5 mM

オクタンスルホン酸ナトリウムを含む 30 %アセトニトリル水溶液を用い、カ

ラム温度 40℃にて、流速 1.5 mL/minで右記のグラジエントプログラムに

より分析を行った。分離した物質は 215 nmの吸光度で検出した。 

 

GSTを用いた酵素反応 

PBS（pH 6.5）980 µL、100 mM 1-クロロ-2,4-ジニトロベンゼン 10 µL、10、20、40、60、80、

100 mMの GSH もしくはEC 10 µLを混合した反応溶液を作製し、37℃で 5分間反応させた。

その後、1.5 mLプラスチックキュベットにて反応溶液 900 µL と 1 U/mL GST 100 µL を混合し、

分光光度計 Gene Quant 1300（Biochrom、UK）にて 340 nmの吸光度を 30分間測定した。 

 

GGTを用いた酵素反応 

Time A B 

(min) (%) (%) 

0 100 0 

1 70 30 

15 30 70 

16 0 100 

23 0 100 

24 100 0 

25 100 0 
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[経時変化] 

500 M GSH、-EC、酸化型-EC溶液 60 Lに 1 U/mL GGT 60 Lを添加して 37℃で

0.5、1.5、4時間反応させた。GGTに HClを添加して失活させた後、GSH、-EC、酸化型-EC

溶液を添加したものを反応開始時の試料とした。酸化型-EC試料のみ、反応停止後に酵素反応

溶液を 15,000×g、4℃、15分間の遠心分離に供し、上清 80Lを 2倍希釈した後、上記に示し

た GPxおよび GR反応と同様に HPLCによる定量を行った。 

 

[Km値および Vmax値の算出] 

-EC については 100、200、300、500、1,000 M の溶液、GSH については 50、100、200、

300、500 M の溶液 60 L に 1U/mL GGT 60 Lを添加し、37℃で 15分反応させた。 

 

[GSHに対する-EC共存の影響] 

酵素量変化 

1 mM GSH と-ECの等量混合溶液 60 Lに 0.025、0.05、0.1 U/mLの GGT 60 Lを添加

して 37℃で 2時間反応させた。 

基質量変化 

1 mM GSH と 0、20、100、200、1000 Mの -ECの等量混合溶液 60 L に 1 U/mL GGT 60 

L を添加して 37℃で 45分間反応させた。 

 

 [GGsTopの影響] 

1 mM GSH、-EC と 0、20、100、200、1000 Mの GGsTop を等量混合した溶液 60 Lに 1 

U/mL GGT 60 Lを添加して 37℃で 45分間反応させた。 

 

[HPLCによる定量] 
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酵素反応は 2 M HCl を添加することによって停止させ、酵素反応溶液を 15,000×g、4℃、15

分間の遠心分離に供し、上清 80 µLを回収し、2倍希釈後、第一章で示した HPLCによる定量法

で定量した。 

 

第三節 結果 

 

GPxおよび GRに対するEC の反応性 

GSH は GPx の基質として細胞内 H2O2 の還元を担い、この反応によって GSSG を生じる。

GSSG は GR によって GSH へと還元され、この機能によって細胞内の GSH／GSSG のバラン

スは常に GSH に大きく傾き、細胞内の還元状態が維持される (Fig.1B)。これまでの報告では、-

ECは GSH同様 GPxの基質となり H2O2を消去するが、これに GRを添加しても更なる H2O2濃

度の低下が確認できなかったため、酸化型-EC は GR の基質とならないと考えられている[49]。

この報告では H2O2濃度の減少速度により GPx 活性を測定しており、生成物である酸化型EC

は直接検出しておらず、H2O2 の不安定さから、H2O2 の減少速度が正確に基質である-EC の変

化量を表しているとは言い切れない。そこで本研究では、-EC および酸化型-EC の濃度を

HPLC を用いて検出・定量することにより、-EC および酸化型-EC の GPx および GR に対する

反応性を解析した。 

 

GPxに対する GSH と-ECの反応性の比較 

250 M のGSHあるいは-ECを基質としてGPxと反応させたところ、GSHは１時間、-ECは

３時間でほぼ完全に消失し、HPLC 分析によってこれらの基質濃度の減少に伴って、それぞれ

GSSG あるいは酸化型-EC の濃度が上昇することが観察された(Fig.13a、b)。これらの結果か

ら、GPx により H2O2を消去する際、-EC は基質として GSH の約 30％の速度で反応し、酸化さ

れて二量体の酸化型-EC を生成することが明らかとなった。なお、今回の実験における H2O2の
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添加濃度では、H2O2単独では GSHおよび-ECを酸化しないことを確認している。 

次に、GSH に対して同濃度の-EC を共存させたところ、GSH 単独の場合よりも有意に減少速

度が小さくなることが観察された（Fig. 13c）。この場合、-ECも GSH と同様に単独の場合よりも

有意に減少速度が小さくなることが観察された（data not shown）。これらの結果から、-EC は

GPxの基質として GSH と競合的に反応すると考えられる。 

今回用いたウシ由来 GPx とヒト由来 GPx のアミノ酸配列の相同性は約 91％と高いことから、

-EC はヒトにおいても同様に GPx と反応すると予想される。-EC は GPx に対して GSH と競合

的に反応することから、-EC が細胞内に存在すれば、GSH の代替物質として H2O2消去機能を

担うと考えられる。 

 

 

GRに対する酸化型 GSHおよび酸化型ECの反応性の比較 

GSSGを対照として、酸化型-ECのGRに対する反応性を検討した。現在市販されているGR

のうち、先行研究[49]で用いられたパン酵母由来 GR に加え、ヒト由来 GR も用いた。酵母 GR と

ヒト GRのアミノ酸配列の相同性は約 51％である。 

まず、GSSG はどちらの GR でも GSH に還元され、本条件下で酵素反応が問題なく進むこと

を確認した（Fig.14a）。ここで、GSSG の GSH への還元はヒト GR においてパン酵母 GR よりも

Fig.13 GSH and -EC reactivities with GPx.  

(a) Concentrations of GSH (substrate) and GSSG (product) in reaction with GPx. (b) 

Concentrations of reduced form of -EC (substrate) and oxidized form of -EC (-EC2) 

(product) in reaction with GPx. (c) Concentrations of GSH in reaction with GPx, alone 

or in the presence of -EC. Data are expressed as the means ± standard deviation (n = 

3) 
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反応速度が大きいことが明らかとなった。これまでに GR において種間の活性を比較した報告は

なく、活性がヒトで酵母よりも有意に高いことは新たな知見である。同条件で酸化型-EC を反応さ

せたところ、どちらの GRにおいても-ECへの還元は認められなかった（Fig.14b）。これらの結果

から、酸化型-EC は GR の基質とならず、-EC が GPx による反応や-EC 自身の活性酸素消

去等によって生じた酸化型-EC は、還元型に戻ることなく分解されるか、細胞外へ排出されるも

のと考えられる。また、細胞内の酸化型ECはGRによるGSSGの還元を阻害しないことから、

細胞内において還元型／酸化型のバランスによって維持される GSH のホメオスタシスには影響

を与えないと考えられる。 

 

GSTに対するEC の反応性 

GSTは、GSHの異物との抱合反応を触媒する酵素である。-ECが GSH と同様に GSTの基

質となるかどうか CDNB を人工基質として用いた反応により解析を行った。その結果、-EC の反

応速度は GSH の約 20%となり、Lineweaver–Burk プロットに変換して求めた Km 値および

Vmax値は、GSHの 223 Mおよび 1.24 mol/min/mg-proteinに対して、-ECでは 152 Mお

よび 0.047 mol/min/mg-protein となった。これらの結果から、-ECは GSHに比べて反応速度

Fig.14 GSSG and Oxidized -EC reactivities with GR. 

(a) Concentrations of GSSG (substrate) and GSH (product) in reaction with GR. (b) 

Concentrations of oxidized form of -EC (substrate) and -EC (product) in reaction with 

GR. N.D. stands for not detected. Data are expressed as the means ± standard deviation 

(n = 3) 
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は劣るものの GST の基質となり、異物抱合能を有することが明らかとなった。GSH と-EC の反

応速度の差は、Gly の有無による両者の構造の違いに起因するものと考えられる。また、今回用

いたウマ由来 GST とヒト GST のアミノ酸配列相同性は約 81％と高いことから、-EC はヒトにお

いても同様の反応性を示すと予想される。したがって、-EC が細胞内に存在すれば、GSH の代

替物質として抱合による異物に対する無毒化反応を担うことができると考えられる。 

 

GGTに対するECの反応性 

GGT は、細胞膜の外側に存在する膜結合型の酵素であり、-グルタミル結合を加水分解する

作用、さらにはこれによって得られた-グルタミル基をアミノ酸やジペプチドなどに転移させる作用

を持つ。GGTは、 

(1) 細胞内での GSHの合成に必要な構成アミノ酸を供給する 

(2) 細胞外に放出された GSH抱合体を代謝し生体異物を解毒する 

(3) GSHおよび GSSGの分解により生体内の酸化還元バランスを調節する 

などの重要な役割を担う。一方、がん細胞ではGGTを高発現するものが多く、抗がん剤に対する

耐性獲得や転移に関わるといった報告もある[54-56]。 

 

GGTに対する GSH とECの反応性の比較 

-EC が GGT の基質となるかどうかについて検討した。まず、ウシ腎臓由来 GGT を用いて、

GSH および-EC の基質としての反応性を調べたところ、両者の減少速度はほぼ同等であり、-

ECがGSH と同様にGGTの基質となることが示された（Fig.15a,c）。また、その分解物がGluお

よび Cysであることも確認した。 

さらに、-EC が直接的および間接的に活性酸素消去作用を示した際に生成されると考えられ

る酸化型-EC に対する反応性を調べたところ、GSSG と同様に GGT の基質となることが示され

た（Fig.15b,d）。また、酸化型-EC の減少とともに、HPLC のクロマト上で二つのピークが順に増
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えることが確認された。これらの生産物の同定はできていないものの、酸化型-EC には二つの-

グルタミル結合が存在するため、GGT によってその結合が順番に分解され、Cys の酸化二量体

である Cys-Cysが生成されると考えられる。 

また、Km 値および Vmax 値を求めたところ、-EC についてはそれぞれ 46.9 M および 4.07 

mol/min/mg-protein となり、GSH の 26.1 M および 2.52mol/min/mg-protein と同等の値と

なった。これは、Fig.15に示した両者を基質とするGGTの反応速度がほぼ同等であることを裏付

けるものである。 

 

 

 

ECの GGT との反応における GGT阻害剤の影響 

GGT は、N 末端求核性加水分解酵素の一種であり、Thr381の OH 基の酸素による求核攻撃

により-グルタミル結合を形成するGluとCysのペプチド結合を切断することが知られている[57]。

先の検討で、-EC は GSH と同様に GGT の基質となったことから、GGT においては同じ基質結

合部位に結合して反応すると考えられる。そこで、-ECの結合部位を確認するために、GSH の

アナログであり、GSHのGGTにおける結合部位に結合しGSHの反応を不可逆的に阻害する 2-

アミノ-4-｛[3-(カルボキシメチル)フェニル](メチル)ホスホノ｝ブタン酸(GGsTop)[58]の-EC の反応

性に対する影響を調べた。その結果、GGsTopは-EC の反応を GSH と同様に濃度依存的に強

く阻害した（Fig.16a,b）。これらの結果から、-EC は GGT において GSH と同じ基質結合部位に

結合してペプチド結合が切断されることが示された。 

Fig.15 Reactivities of (a) GSH, (b) GSSG, (c) EC, and (d) oxidized form of EC with GGT. Data 

are expressed as the means ± standard deviation (n = 3) 
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第四節 考察 

 

 

Fig.17 Reactivity of γ-glutamyl-cysteine with intracellular and extracellular glutathione 

metabolic enzymes. 

 

Fig.16 Inhibition of GGsTop to reactivities of (a) GSH, and (b) EC with GGT. Data are expressed 

as the means ± standard deviation (n = 3) 
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本章における検討により、-EC は GPx および GST の基質となるが、酸化型-EC は GR の

基質とならないことが明らかとなった。細胞内では、酸化された-ECをGRによって還元型に戻す

ことはできないものの、細胞内に存在すれば GSH の代替物質として H2O2消去や異物抱合を担

い、GSHの働きを補助することができると考えられる。この場合、生じた酸化型-ECや-ECの異

物抱合体は GSH と同様に ABC トランスポーターの一種である MRPによって細胞外へと能動輸

送されると予想される[59-61]。本研究により、-EC と酸化型-EC が GGT の基質となることが初

めて明らかとなった。したがって、細胞外へ出た酸化型-EC は GGT によって分解されて 2 つの

Glu と Cys-Cys となると考えられる。これらはそれぞれ細胞内に取り込まれて GSH の生合成に

用いられる。 

これまでの研究から、外部から-EC を投与した場合に細胞内の GSH 濃度が増加することか

ら、-EC が血漿中に存在すれば GSH とは異なり相当量が細胞内に取り込まれると考えらる。細

胞膜におけるEC の輸送は、Glu や Cys、あるいは Cys-Cys のトランスポーターによって行わ

れる可能性もあるが、輸送機構の詳細は明らかとなっていない。外部から投与されて血漿に入っ

た-EC は、そのまま細胞に取り込まれるのと並行して、GGT によって Glu と Cys に分解され、

GSH の場合と同様にこれらの構成アミノ酸は細胞内に輸送されて GSH の生合成に使われると

考えられる。-EC は、直接活性酸素を消去する機能を示すことから、血漿中で活性酸素と反応す

ることによって生成した酸化型-EC も同様に GGT による分解を受け、その構成アミノ酸は細胞

内へ輸送されると考えられる。したがって、外部から投与された-ECは、血漿中に入ると、 

1) 直接細胞内に取り込まれた後 GSによって GSHへ変換され、GSH濃度を上昇させる。 

2) 血漿中や取り込まれた細胞内で、抗酸化機能や異物除去機能を果たす。 

3) 血漿中で GGT によって構成アミノ酸の Glu と Cys に分解され、これらは細胞内へ輸送さ

れて GSH生合成系に入り、細胞の生理条件によっては速やかに GSHへと変換される。 

4) 血漿中での抗酸化反応により酸化されて酸化型-ECになると、3)と同じくGGTによって構

成アミノ酸に分解され、得られた Glu と Cys-Cysは細胞内へ輸送されて GSH生合成系に
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入る。 

なお、Cys-Cys は、Cys とは異なるトランスポーターによって細胞内に取り込まれること[62][63]、

細胞内では速やかに Cys に還元されることが知られている。-EC は、上記の 1)から 4)によって

自らの抗酸化機能と細胞内の GSH 濃度を上昇させる働きを示すが、老化した細胞や慢性疾患

の細胞においては 3)と 4)に示した GSH の生合成が正常に機能しなくなるので、1)によって有効

な GSH 供給源となる。外部から投与した GSH についても-EC と同様に 3)と 4)により細胞内

GSH の生合成に貢献するが、細胞内へ取り込まれにくいため 1)のような直接的に GSH 濃度の

上昇させる機能は期待できない。そのため、GSH の生合成が正常に機能しない老化した細胞や

慢性疾患の細胞においては GSH の投与は大きな効果を示さないと考えられる。また、GSH の

GGTによる分解物である Cys-Glyは強いプロオキシダント効果を示し細胞に傷害を与えることか

ら、GSH を外部から投与する場合は濃度管理が重要となる。-EC は、GSH にはない 1)の機能

を有することと、Gly残基を持たないためにGGTで分解されてもCys-Glyを生成せず、またGSH

生合成中間体という生体成分であるため高濃度での投与が可能となる。NAC については細胞内

へは取り込まれることがこれまでの研究から明らかとなっているが、GSH の生合成が正常に機能

しない老化した細胞や慢性疾患の細胞においては大きな効果を示さないと考えられる。これらの

ことから、-ECを投与した場合にはGSH・NACよりも優れた機能が期待できる。前述したとおり、

細胞内の GSH 濃度の低下は老化やアルツハイマー型認知症などのコンフォメーション病に分類

される慢性疾患等、多くの疾患で起こっている。そのような GCL の発現や活性が低下した細胞内

でも GSHの供給源となり得る-ECには、細胞内の酸化還元バランスを整える新規の医薬品や、

機能性食品として有用であり、高齢化社会の中で国民の健康をサポートできる可能性がある。 

第二章に示したように本研究により、現在非常に高価で入手し難い-EC の安価で安定な生産

系の構築が可能になったことから、今後研究が進んでその体内動態や細胞内外での挙動が明ら

かとなり、また安全性の確認や GSH との機能の差別化が明確になることにより、新規の医薬品

や食品、化粧品の機能性成分として利用されることを期待したい。 
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結論 

 

-EC は有用かつ安全な高機能性物質であり、特に老化や慢性疾患においては GSH よりも優

れた機能が期待できるが、未だ作用機構や生体内での動態については詳細な研究が行われて

おらず、今後の詳細な解析が待たれるところである。また、こういった研究が進まない一因として、

-EC の安定な供給が困難であることが挙げられる。加えて、その有用性が認められたとしても、

現状の製造方法は高コストであることから、製品化に向けた工業生産は難しいと考えられる。そこ

で本研究では、-EC の安価で安定な供給を目指し、GSH を-EC へ変換することができる

NsPCS を用いた新規生産系の構築を図った。また、これまでほとんど知見がない-EC の生体内

での機能と動態の分子レベルでの解明に向けた基礎研究として、GGT を始め細胞内外の GSH

代謝酵素、特にその機能と細胞内濃度維持に関わる酵素に対する反応性を解析した。 

第一章においては、我々が初めて発見したこれまでに生物で見出されていないGSHを-ECへ

変換することができるラン藻由来の酵素、NsPCS の反応条件の最適化を行い、また本条件にお

いて100 mMという高濃度のGSHを高収率で-ECへ変換できることを明らかにした。本反応は、

補因子等の添加を必要とせず、また生成物阻害を起こさずにGSHを完全に-ECへ変換できるこ

とから、-ECの新規生産系として非常に有用である。 

第二章においては、第一章で得られた知見をもとに、工業生産に堪える GSH を原料とする-

EC 生産を可能にするために、固定化 NsPCS を用いて安価で安定な生産系の構築を図った。そ

の結果、セルロースを担体としたアミド結合法を用いた場合に、NsPCS の活性を維持したまま安

定に固定化できることを明らかとし、100 mMのGSHを完全に-ECへ変換できることを確認した。

さらにセルロースシートを担体とした場合には、遊離酵素と同様に液体窒素中で安定に保存でき

ること、活性を低下させることなく少なくとも５回のバッチ式での繰り返し生産が可能なこと、カラム

型セルロースモノリスを担体とした場合には、少なくとも 10 日間連続して安定に-EC を生産でき

ることを確認した。100 mM の GSH から短期間に高収率で-EC を生産できることから、高い生
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産性と容積効率が得られ、安価で安定な生産系として実用的な生産への応用が期待できる。 

第三章では、-EC が優れた機能を示すための生体内での動態や挙動に関する研究の一環と

して、GSH の代謝酵素、特に GGT を始め GSH の機能と細胞内濃度維持に関わる重要な酵素

に対する反応性の解析を行った。その結果、-ECはGPxおよびGSTの基質となるが、酸化型-

ECは GRの基質とならないことを確認した。さらに、-EC と酸化型-ECが GGTの良好な基質

となることも初めて明らかにした。これらの結果から、外部から投与した-EC は、血漿中から細胞

内へ取り込まれて GSH 濃度を上昇させること、血漿中および細胞中で抗酸化機能を示すことだ

けではなく、血漿中で GGT により分解された構成アミノ酸が細胞内に取り込まれ GSH 生合成に

用いられることにより、GSH の持つ機能を補完・強化することができると考えられる。これに加え

て、老化や慢性疾患によりGSHの生合成調節が破綻した場合は、-EC投与により GSHにはな

い細胞内のGSH濃度維持効果が期待できることから、これらにおいてはGSHよりも優れた機能

を発揮できると考えられる。 

今後本研究で得られた知見をもとに研究が進み、-EC の安価で安定な供給が実現し、-EC が

安全で優れた機能を持つ物質として、医薬品、食品や化粧品へ広く利用されることを期待する。 
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