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緒　言

　クレアチンは，ATP からリン酸を受け取りクレアチンリン酸となりエネルギーを貯蓄する．そして，急激なエネル
ギー消費が起こる際にリン酸を ADP に戻すことによって ATP を産生する．このようにクレアチンは高いエネルギー
消費を行う組織（筋肉，脳）において生体エネルギーのバッテリーの役割を果たしている．クレアチンは肉類の摂取に
よる供給に加えて生体内で２種類の酵素 (AGAT, GAMT) によってアルギニンとリジンから合成される．また，細胞膜
上に発現するクレアチントランスポーター (CRT) によって細胞に供給される（図１）．これらいずれかの遺伝子の変異
によって生体内のクレアチン量が低下する先天性クレアチン欠損症が生じる．先天性クレアチン欠損症の主な症状は
重度知的障害へと発展する小児精神遅滞，てんかんであり，診断法の向上によって最近５年の間に急激に確認患者数が
増加している．特に X 染色体に存在する CRT の変異による先天性クレアチン欠損症は，X 染色体性精神遅滞において
Fragile X に次ぐ多い患者が存在すると予想されている（アメリカで約４万人と予想）1)．国内においても共同研究者
である和田博士（京都大，神奈川県立こども医療センター）らが初めて CRT 変異患者を２家系みいだし，潜在的患者
が国内でも多数存在すると考えられている 2,3)．
　我々は，2002 年に，血液脳関門を構成する脳毛細血管内皮細胞に CRT が発現し，血中のクレアチンを脳内に供給し
ていること，そして，脳内のクレアチンの大部分は血中から脳関門の CRT を介して供給されることを世界に先駆けて
報告した（図２）4,5)．この報告が現在の CRT 変異による先天性クレアチン欠損症の中枢病態を説明する基盤知見とな
っている．CRT 変異による先天性クレアチン欠損症の最大の問題点は，治療法が存在しないことである．クレアチン
合成酵素の変異による先天性クレアチン欠損症はクレアチンの摂取によって脳内クレアチンレベルの上昇と精神遅滞
の緩和が認められている．しかし， CRT の変異は脳内へのクレアチンの供給経路が機能低下，欠損してしまうため，
クレアチンの摂取によって血中クレアチン濃度が上昇しても脳内レベルは上昇せず治療効果がない．そこで，本研究は
治療への分子基盤を確立するため本邦で発見された変異 CRT 発現細胞におけるクレアチン輸送能低下のメカニズム
を明らかにすることを目的とした．

方法および結果

１．皮膚由来線維芽細胞におけるヒト CRT (hCRT) 遺伝子発現
　患者及び健常人皮膚由来線維芽細胞を用いて hCRT の mRNA の発現量を比較した．その結果，変異ヒト CRT
(hCRT (G561R)) を有する患者皮膚由来線維芽細胞における hCRT mRNA 発現量は，野生型 hCRT を有する皮膚由来
線維芽細胞の hCRT mRNA 発現量と有意な差はなかった (p > 0.05)．本結果は，G561R 変異は発現量に大きな変化は
及ぼさないことを示唆している．なお，本解析は熊本大学大学院生命科学研究部の倫理委員会の承認のもと実施した．
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図 1． クレアチントランスポーター (CRT) の立体構造．
CRT は 12 回膜貫通型であり Na+を駆動力としてクレアチンを能動的輸送するトランスポーターである．本邦
で見いだされた G561R の変異は C 末側の膜貫通部位付近に存在する．

図 2． 脳へのクレアチン供給に関わるクレアチントランスポーター (CRT)．
脳血管の内皮細胞は密着結合で結合しているため細胞間隙を介した物質輸送が制限され，血液脳関門を構成して
いる．脳毛細血管内皮細胞には CRT が発現し，脳内にクレアチンを選択的かつ積極的に供給している．変異に
より CRT のクレアチン輸送能が低下し，脳内クレアチン濃度の低下によってクレアチン欠損症が発症する．

２． 変異ヒト CRT (G561R) の細胞内局在
　変異ヒト CRT (hCRT (G561R)) の細胞内局在及びクレアチン輸送活性を検討するために，N 末端に Flag-tag をつけ
た hCRT (G561R) 発現 HEK293 細胞及び野生型ヒト CRT (hCRT) 発現 HEK293 細胞を構築した．免疫染色によって
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細胞内局在を観察した結果，野生型 hCRT は HEK293 細胞の細胞膜に局在していた．一方，hCRT (G561R) は，細胞
内部に顆粒状の傾向が認められた．また，一部蛍光は細胞膜上にも認められた．

３．安定発現細胞の細胞分画を用いた細胞内局在の検証
　前項で確認された局在の変化をより定量的に解析するために安定発現株を細胞質画分，粗膜画分，細胞膜画分に分画
し，それぞれの分画における hCRT の存在量を Western blot 法によって解析した．野生型 hCRT は細胞膜 (PM) 画分
において 70 kDa 付近に単一バンドとして検出された．変異型 hCRT (G561R) は粗膜 (CM) 画分において 60 kDa に強
いシグナルを与えた．また，120 kDa, 180 kDa にも強いシグナルが検出された．さらに，粗膜画分よりはシグナルが
弱いが膜画分においてもシグナルが検出された．以上から，変異型 hCRT (G561R) は粗膜画分に多く存在するように局
在が変化するとともに，Western blot 上の分子量も 70 kDa から 60 kDa に変化することも明らかとなった．

４．変異による hCRT 付加糖鎖の変化
　Western blot における変異型 hCRT (G561R) の分子量の変化は糖鎖の変化であると予想し，脱糖鎖処理を行った．N
型結合糖鎖の脱糖鎖処理によって，野生型 hCRT 及び変異型 hCRT (G561R) はともに 50 kDa の同一分子量にシフトし
た．

図 3． 変異型 hCRT (G561R) の付加糖鎖の変化によるクレアチン輸送能の低下．
変異型 hCRT (G561R) は野生型 CRT とは異なる糖鎖が付加され，細胞内局在変化が生じることによって細胞あ
たりのクレアチン輸送能が低下することが示唆された．

考　察

　本研究の目的である新規 CRT 変異によるクレアチン輸送機能低下に関与する機構を明らかにするにあたって，新規
遺伝子変異部位 (G561R) がクレアチンとの活性中心から離れた配列部位であることから CRT の局在の変化を予想し
検証を行った．免疫染色の検討から変異型 hCRT (G561R) は細胞内に局在すること，Western blot の検討から変異型
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hCRT (G561R) は粗膜画分により多く存在することが明らかとなった．変異型 hCRT (G561R) をもつ患者皮膚由来線
維芽細胞においては遺伝子発現の低下は認められなかったことから，変異型 hCRT (G561R) におけるクレアチン輸送能
の低下には，一部，細胞膜から細胞内膜への局在の変化が関わっていることが示唆された．
　また，Western blot によって検出された変異型 hCRT (G561R) の分子量の低下は糖鎖の変化によることが明らかと
なった．N 型結合糖鎖修飾が付かないアミノ酸配列に変異させた hCRT はクレアチン取り込み量が低下することが報
告されている 6)．また，変異型 hCRT (G561R) は発現細胞において一部細胞膜への局在が認められたことから，クレア
チン輸送能低下には前述の細胞内局在変化に加えて，CRT 一分子あたりの活性が低下していることも予想される．現
在，質量分析を用いた CRT の絶対定量法を用い，発現量の絶対値とクレアチン輸送活性から１分子あたりの活性の変
化を検討している．
　以上，本解析から本邦で見いだされた hCRT 変異である G561R は hCRT の細胞膜から細胞内膜への局在を変化させ
るとともに，付加糖鎖を変化させることによってクレアチン輸送能の低下を引き起こしている可能性が示された（図
３）．さらに，分子機構を明らかにしていくことによって hCRT 変異によるクレアチン欠損症の治療法へ発展すること
が期待される．
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