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研究成果の概要（和文）：クレアチン・サイクルはミトコンドリア内のmtCKと細胞質内のCKBにより、ミトコン
ドリアで産生されたATPをリン酸化クレアチンの形で細胞質に移送する経路で、第3のエネルギー代謝経路として
位置づけられている。大腸癌細胞でCKをDNFBで阻害すると、腫瘍増殖や幹細胞性が低下し、さらにリン酸化シグ
ナル経路が抑制された。骨格筋細胞においては、mtCKやCKBは骨格筋分化シグナルを活性化するp38のリン酸化に
関与しており、CKBの発現誘導は悪液質による骨格筋成熟障害を回復させた。

研究成果の概要（英文）：The creatine cycle is a pathway in which ATP produced in mitochondria is 
transferred to the cytoplasm in the form of phosphocreatine by mtCK in mitochondria and CKB in the 
cytoplasm. Then the creatine cycle is regarded as a third energy metabolism pathway. Inhibition of 
CKs with DNFB in colon cancer cells reduced tumor growth and stemness, and further inhibited the 
phosphorylation signaling pathways. In skeletal muscle cells, mtCK and CKB are involved in 
phosphorylation of p38, which activates skeletal muscle differentiation signaling. Induction of CKB 
expression restored cachexia-induced skeletal muscle maturation defects.

研究分野：リハビリテーション医学

キーワード： クレアチン・サイクル　CKB　mtCK　がん性悪液質　がん性サルコペニア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果、クレアチン・サイクルが骨格筋分化と成熟に重要な役割を果たしていることが明らかになった。
癌においてはクレアチン・サイクルの抑制は癌を抑制するが、骨格筋においても筋成熟度の低下を招く。しか
し、クレアチン・サイクルの活性化は悪液質による骨格筋障害を改善する。これらの結果から、クレアチン・サ
イクルの骨格筋選択的な活性化により、がん性サルコペニアの改善をもたらすことが可能であり、重要な分子標
的と考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
がん悪液質およびがん性サルコペニアは、進行癌患者に高頻度に見られ、患者の QOLを障害し
治療への反応を低下させる。その中心的な病態として骨格筋のエネルギー代謝障害が重視され
る。われわれは、エネルギー代謝障害の一因としてクレアチン・サイクルに注目した。酸化的リ
ン酸化からの ATP によりリン酸化されたクレアチンの高エネルギー化合物であるホスファーゲ
ンは、クレアチン・サイクルによりミトコンドリアで生成され細胞質に移送されエネルギー源と
して貯蔵される。クレアチンは骨格筋とがん細胞の両者で必要とされ、両者の競合の結果骨格筋
にクレアチン・サイクルの障害が生じエネルギー代謝を惹起すると考えられる。一方、腫瘍微小
環境は低グルコース条件にあり、その状況下で抗がん剤に対する感受性を研究し、低グルコース
環境に対する耐性機序を解明することは重要である。近年クレアチンキナーゼが糖代謝を介し
癌の増殖及び転移に関係に関係するとの報告がなされてきている。 
 クレアチン・サイクルとは、クレアチンがミトコンドリア内でミトコンドリア・クレアチンキ
ナーゼ（MTCK）により高エネルギー化合物であるホスホクレアチンになり細胞質に移行し、細
胞質でクレアチン・キナーゼ（CK あるいは CKM）によりホスホクレアチンからクレアチンに
戻るサイクルで（上図）、このサイクルによりミトコンドリア内で酸化的リン酸化により ATPの
形で産生されたエネルギーが細胞質に移送される（Barclay CJ, J Muscle Res Cell Motil, 2017）。ホ
スホクレアチンはいわゆるホスファーゲンとして知られ、ATP と異なり安定でなおかつ急速な
エネルギー消費に対応できるエネルギー源である（Zervou S, PLoS One, 2017）。骨格筋において
は、ホスファーゲンは高負荷運動時の解糖系によるエネルギー産生が ATP の減少に伴う酸化的
リン酸化にエネルギー産生がシフトする際に、ATP を補充するのに用いられる（Wallimann T, 
Amino Acids, 2011）。 
 このクレアチン・サイクルのエネルギー担体となるクレアチンは、骨格筋・がん細胞ではデノ
ボ合成系は乏しく、肝で生成され血行性に輸送されるクレアチンを利用している（Koretsky AP, 
Physiol Rev, 1995）。一方、がん細胞ではクレアチン代謝が亢進しており（Bera S, FEBS J, 2008）、
がん細胞におけるクレアチンと CKレベルは悪性度と相関する（Patra S, Amino Acids, 2012）。こ
のため、がん患者においてはがん細胞によるクレアチン消費が亢進し、肝におけるクレアチン産
生、および、骨格筋におけるミトコンドリア機能の障害が惹起され（Bera S, FEBS J, 2008）、骨
格筋におけるクレアチン・サイクルの障害が、悪液質・がん性サルコペニアの一因となっている
と考えられる。骨格筋におけるクレアチンをエネルギー代謝の観点から検討した研究は散見さ
れるが、がん性筋萎縮との関連をがん細胞と比較検討したものは認められない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、「エネルギー代謝に重要な役割を果たすクレアチン・サイクルが、担がん体ではが
ん細胞におけるクレアチン・サイクルの亢進の影響を受けて骨格筋においては障害されており
悪液質を惹起している」との仮説を証明し、クレアチン･サイクルを標的化することにより悪液
質・がん性サルコペニアの予防・治療に結びつけることを目標とする。 
 
 
３．研究の方法 
上記目標の達成のため、これまでに樹立したマウス悪液質モデルを用いてがん性筋萎縮の病態
をシュミレートし、以下の 5点について検討を行う。 
(1) 担がん体における骨格筋クレアチン代謝障害の評価 
(2) 担がん体における骨格筋クレアチンサイクルの障害の評価 
(3) クレアチン・サイクル促進の悪液質・がん性サルコペニアおよびがんへの影響 
(4) クレアチン・サイクル阻害の悪液質・がん性サルコペニアおよびがんへの影響 
(5) クレアチン・サイクル標的化とエネルギー代謝阻害剤との併用による悪液質・がん性サルコ
ペニアおよびがんへの影響 
 
 
４．研究成果 
1．がん細胞におけるクレアチン・サイクル
の役割 
われわれは、ジニトロフルオロベンゼン
（DNFB）が、細胞質内の CKB、および、ミ
トコンドリア内の mtCK のいずれに対して
もその活性を抑制することを見出した（図 1）。 
 ヒト大腸癌細胞株 HT29およびマウス大腸癌細胞株 CT26を DNFBで処理すると、図 2のよう
に濃度依存性の増殖抑制、幹細胞マーカー発現の減少、および、スフェア形成能の著減が認めら



れた。このことから、がん細胞がクレアチン・サイクルに、増殖及び幹細胞性の点で強く依存し
ていることが考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 さらに、DNFBで前処理した CT26細胞を同系の BALB/cマウスに腹腔内接種し、腹膜播種悪
液質モデルを作製した。このとき、図 3のように腫瘍増殖は抑制された。このとき、大腿四頭筋
（QCM）重量、および、骨格筋成熟度の指標である SDS 可溶性ミオシン軽鎖 1（SDS-MYL1）
は、腫瘍群（CT26）に比較し、いずれも CT26＋DNFB群では改善していたが、腫瘍減少に伴う
変化の可能性が考えられた（図 4）。なお、腫瘍においては DNFB処理により主要なリン酸化シ
グナル経路である、EGFR, AKT, ERK1/2 のいずれにおいてもリン酸化レベルが著明に低下して
いた（図 3）このことは、クレアチン・サイクルで、ミトコンドリア内から細胞質に移行したリ
ン酸化クレアチンが、リン酸化シグナル経路に対する ATP の供給源となっている可能性が示唆
された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2．骨格筋細胞におけるクレアチン・サイクルの役割 
 骨格筋におけるクレアチン・サイクルの役割をより明瞭にするため、マウス骨格筋芽細胞
C2C12を用いて、in vitroで検討を行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5のように、C2C12細胞における CKB および mtCK の発現レベルは、CKM に比較し当然低
かった。これに対して、CKM, CKB、および mtCKをそれぞれノックダウンした時の筋成熟度を
検討すると、CKBおよび mtCKをノックダウンしても、CKMノックダウンと同等の成熟度の低
下が認められ、クレアチン・サイクルが骨格筋成熟に重要な役割を果たしていることが明らかに
なった。この原因として、がん細胞で見られたクレアチン・サイクルのリン酸化シグナル経路に
対する作用が関連することが考えられた。そこで、骨格筋分化に重要な役割を果たす MyoD, 



MEF2, E47, MRF4 などのリン酸化シグナル経路の上流に位置する p38 のリン酸化状態を検討し
た。すると、CMKノックダウンではリン酸化 p38（pp38）レベルに変化は認められなかったが、
CKB および mtCK ノックダウンでは pp38 レベルは著明に減少した。このことから、クレアチ
ン・サイクルは骨格筋分化シグナルの伝達に重要な役割を果たしていることが示された。 
 これらの知見から、クレアチン・サイクルを活性化することにより骨格筋成熟を促進すること
が可能であると考えられた。CKB はユビキチン化により分解されることが知られている。そこ
で、CKBユビキチンリガーゼである ASB9をノックダウンし、その影響を検討した（図 6）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ABS9 をノックダウンずると、CKB タンパクレベルは増加した。それに伴って、SDS-MYL1 レ
ベルも増加した。さらに、C2C12細胞を CT26腹膜播種モデルの腹水で処理した in vitro悪液質
モデルでは、SDS-MYL1 は約 60％まで低下したのに対し、ABS9 をノックダウンすると SDS-
MYL1レベルはほぼ正常レベルに回復した。 
 これらの知見から、クレアチン・サイクルは骨格筋の成熟に必須の役割を果たしており、悪液
質においてもその改善をもたらすキーファクターとなることが示唆された。 
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