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研究成果の概要（和文）：本研究は、クレアチントランスポーター(CRT/SLC6A8)機能欠損型クレアチン脳欠乏症
における治療薬クレアチンプロドラッグ開発の基盤構築を目的とした。具体的には、標的絶対定量プロテオミク
スに基づいて、発達期ラット血液脳関門において、治療薬の脳内送達経路とするトランスポーター分子の発現を
明らかにした。さらに、疾患由来線維芽細胞を用いて、トランスポーターを介したクレアチンプロドラッグの細
胞内輸送とクレアチン供給効果を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the present study was to establish the basis of creatine 
prodrug therapy for cerebral creatine deficiency with creatine transporter (CRT/SLC6A8) defect. 
Protein expression of transporters as the potent brain drug delivery pathways was clarified in 
developing rat blood-brain barrier based on quantitative targeted absolute proteomics. The 
patient-derived fibroblasts exhibited the cellular transport of the chemically synthesized creatine 
prodrug followed by the creatine generation.

研究分野： 薬物送達学

キーワード： 血液脳関門　クレアチントランスポーター
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)クレアチンの生理的役割と生合成・ 

輸送・代謝の分子機構 
 クレアチンは、クレアチンキナーゼを介し、
ATP と結合してクレアチンリン酸に変換され、
高エネルギーリン酸の貯蔵体としての役割
を担っている。特に、エネルギー需要が高い
脳では、クレアチンキナーゼによって貯蔵体
であるクレアチンリン酸から迅速にATPを再
生している (図 1)。 
 クレアチンは、主に肝臓や腎臓において、
Arginine:glycine amidinotransferase 
(AGAT) 及 び Guanidinoacetate 
methyltransferase (GAMT)による二段階の酵
素反応によって生合成される他、食事から摂
取される(図 1)。循環血液中から、細胞内へ
のクレアチンの取り込みは、Na+,Cl-の濃度勾
配を使ってクレアチンを能動輸送する、クレ
アチントランスポーター(CRT/SLC6A8)が関
与する（図 1）。私達は、これまでに脳内のク
レアチンは、主に血液脳関門 (Blood-Brain 
Barrier, BBB)及び神経細胞に発現している
(CRT/SLC6A8)を介して循環血中から神経細
胞へと供給されることをマウスで報告した
(文献①,②,③)。 
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図 1 クレアチン(Creatine)の役割と生合
成・輸送・代謝経路 
AGAT, Arginine:glycine 
amidinotransferase; GAMT, 
Guanidinoacetate methyltransferase; SAH, 
S-Adenosyl homocysteine; SAM, S-Adenosyl 
methionine;  PCr, Phosphocreatine; 
CRT/SLC6A8, Creatine transporter; CK, 
Creatine kinase; ATP, Adenosine 
triphosphate; ADP, Adenosine diphosphate 
 
(2) クレアチン脳欠乏症とクレアチントラ
ンスポーター(CRT/SLC6A8) 
2001 年に CRT/SLC6A8 欠損型のクレアチン

脳欠乏症(CRT-D)の症例が初めて報告された
(文献④)。CRT-D は、発達期に脳内のクレア
チンが著しく欠乏し、X 連鎖精神遅滞を主症
状とする他、知的障害や言語発達の遅れ、て
んかん発作が報告されている(文献⑤)。
CRT-D は精神遅滞男性の 0.3-3.5 %、X連鎖精
神遅滞患者の約 2 %が罹患、世界で最大 100
万人が罹患していると推定され、頻度の高い
疾患の一つとされている。(文献⑤)。従って、
CRT-D は、精神遅滞の中でも原因が分かって
いることから、早期診断・発達段階における
治療介入を行うことが重要であるが、CRT-D
に対する有効な治療法は確立されていない。 
 
(3)クレアチン脳欠乏症の治療戦略 
クレアチン脳欠乏症のうち、合成酵素

(AGAT または GAMT)欠損型においてはクレア
チンの経口投与が有効である。一方で、CRT-D
患者に対してクレアチンの経口投与を行っ
ても、脳内クレアチン濃度は回復せず、効果
を示さないことが報告されている(文献⑤)。
そこで、CRT-D の治療には、神経発達期にお
いて脳内クレアチンレベルを回復する方法
論を確立することが必須である。具体的には、
クレアチン合成系を活性化するか、BBB を介
して、クレアチンプロドラッグを脳神経細胞
内に輸送する方法があげられる。特に後者で
は、CRT/SLC6A8 以外の輸送経路で、クレアチ
ンプロドラッグを脳内及び神経細胞内へと
輸送する必要があり、BBB や神経細胞に発現
するトランスポーターを利用することが有
効な方法であると考えられる(図 2)。 
 

 
図 2 CRT/SLC6A8 機能欠損型クレアチン脳欠
乏症の治療薬開発戦略 
 
これまでに、脳特異的 Slc6a8 ノックアウ

トマウスにおいて、シクロクレアチン投与に
よって、認知機能の上昇が見られたことが報



告されている(文献⑥)。さらに、脂溶性を増
大させて細胞膜透過性を上昇させたクレア
チン構造類似体を用いて、CRT/SLC6A8 を介さ
ずに細胞内に供給するというクレアチン補
充戦略が試みられてきたが、BBB を介して脳
神経細胞内に輸送されることは明らかにさ
れていない。そこで、CRT/SLC6A8 以外のトラ
ンスポーターを利用し、BBB を介して脳神経
細胞内へクレアチンを供給する治療薬の開
発は、CRT-D における精神遅滞治療の突破口
となる可能性が高い(図 2)。 
 
２．研究の目的 
本研究では、発達脳におけるクレアチン合

成システムの解明と、小児発達期の BBB にお
いて、クレアチンプロドラッグを輸送可能な
輸送体分子を同定することを目的とした。さ
らに、BBB と神経細胞に発現するアミノ酸ト
ランスポーターを利用して細胞内に輸送さ
れるクレアチンプロドラッグを分子設計し、
CRT-D 患者由来線維芽細胞に対する細胞内ク
レアチン供給効果を実証することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1) 発達脳におけるクレアチン合成システム
の解明と、発達期BBBにおける輸送体タンパク
質の発現解析 
 発達脳におけるクレアチン合成システムの
解明は、マウス発達脳とGAMT特異抗体(文献
②)による免疫組織化学的手法を用い、GAMT
発現細胞を同定することで行った。発達期BBB
における輸送体タンパク質の発現解析は、ラ
ット発達脳から脳微小血管画分を単離し、標
的絶対定量プロテオミクスの手法(文献⑦)を
用いて、輸送担体タンパク質を絶対定量する
ことで行った。 
 
(2) クレアチンプロドラッグの細胞内輸送解析 

クレアチンプロドラッグの輸送活性は、CRT機
能正常(WT)及びCRT-D症例由来ヒト線維芽細
胞を用いて解析した。取り込み活性は、細胞
内クレアチンプロドラッグ量、生成物として
細胞内クレアチン、代謝物としてクレアチニ
ンを液体クロマトグラフィー-質量分析装置
(LC-MS/MS)を用いて定量した。本実験は、関
係機関の倫理委員会の承認のもと行った。 
 
４．研究成果 
(1) 発達脳におけるクレアチン合成システム
の解明と、発達期 BBB における輸送体タンパ
ク質の発現 

マウス発達期の脳において、クレアチン合
成酵素 GAMT は、生後 7-14 日までは、神経・
グリア前駆細胞、神経細胞、アストロサイト、
オリゴデンドロサイトおよびペリサイトに
広範に発現するが、成熟に伴って神経細胞及
びペリサイトにおける発現は著しく低下し
た（発表論文①）。さらに、アストロサイト
において、クレアチン生合成前駆体で GAMT
の基質となるグアニジノ酢酸の能動的な取
り込み機構が存在し、その機構には GABA ト
ランスポーターが関与することを明らかに
した(発表論文②)。以上の結果から、発達に
伴って、アストロサイトはグアニジノ酢酸を
取り込んでクレアチンを自ら生合成する機
能をもつ一方で、神経細胞は、循環血液また
は グ リ ア 細 胞 由 来 の ク レ ア チ ン を
CRT/SLC6A8 を介して取り込む必要があるこ
とが示唆された。さらに、ラット発達期 BBB
においてタンパク質発現量が増大するアミ
ノ酸トランスポーターのサブタイプを同定
し、脳毛細血管内皮細胞における血液側膜及
び脳側膜における局在性を明らかにした（発
表論文③）。以上の結果から、脳内クレアチ
ンレベルを回復させるためには、クレアチン
合成系を活性化する方法ではなく、発達期
BBB で輸送活性化されるアミノ酸トランスポ
ーターを輸送体として、クレアチンプロドラ
ッグを創製することが有用であることが示
唆された。 
 
(2) クレアチンプロドラッグの分子設計とトランス
ポーターを介した細胞内輸送 

アミノ酸トランスポーターの輸送基質の分子構
造を模したクレアチンプロドラッグを分子設計し、
化学合成を行った。まず、SLC6A8変異症例由来
線維芽細胞における基質アミノ酸の取り込
み特性が示されたことから、SLC6A8 機能を欠
失した細胞においてアミノ酸トランスポー
ターが機能することが示唆された。アミノ酸
トランスポーターの基質となる放射性標識 3H
標識基質の取り込みは、プロドラッグ共存下
で有意に阻害された。さらに、症例由来線維
芽細胞とプロドラッグをインキュベーショ
ンした結果、細胞内クレアチン量が増加する
プロドラッグを同定した。以上の結果から、
プロドラッグはアミノ酸輸送系を介して細
胞内に供給可能であることが示唆され、クレ
アチンプロドラッグを用いた治療薬開発の
基盤的研究となった。 
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