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チロシンリン酸化による乳がんのクレアチン代謝制御

一杉 太郎

1. はじめに

がん細胞が増殖の過程でその代謝機能を変化させること
は広く知られている．がんを含む増殖能の高い細胞にみら
れる代謝現象に，好気的解糖（Warburg効果）があげられ
る．Warburg効果は今から100年以上前にドイツ人生理学
者Otto Warburgが発見した代謝現象で，がん細胞が有酸素
下にもかかわらずグルコースを乳酸へと代謝する現象で
ある（図1）1）．一方，正常な細胞は有酸素下においてグル
コースをミトコンドリアの酸化的リン酸化を使って二酸化
炭素へと分解する．なぜがん細胞がミトコンドリアに頼ら
ずにWarburg効果を好むのかについては諸説あるが，現在
のところ最も有力な説は，がん細胞がグルコースを分解す
る過程で発生する代謝物質を核酸やアミノ酸の原料とし
て活用し，細胞増殖を促進しているという説である 2）．近
年，解糖系に関わる酵素のほとんどはがん遺伝子により
その発現を制御されており，しかもその活性はがん遺伝子
により引き起こされるリン酸化やアセチル化等の翻訳後
修飾によって亢進されることがわかってきた 3）．しかしな
がら，細胞増殖および生存に必要なエネルギー（ATP）産
生という観点からすると，Warburg効果はミトコンドリア
における酸化的リン酸化に比べ圧倒的に不利である（グル
コース1分子につきWarburg効果は2ATP分子を産生するの
に対し，ミトコンドリアでの酸化的リン酸化は36ATP分子
を産生できる；図1）4）．なぜがん細胞がこのエネルギー産
生効率の悪いWarburg効果を使いながら，高いエネルギー
を保ち生存していられるのかという点について，これまで
に合理的な説明はなかった．最近我々は乳がん細胞内のミ
トコンドリアにおいて，クレアチン代謝経路が乳がん遺伝
子HER2/ABLシグナルにより活性化され，ミトコンドリア

で産生したエネルギーが効率的に細胞質へと運ばれている
ことを見いだした 5）．本稿ではまずクレアチン代謝経路が
乳がん細胞内でどのようにして活性化されているのか紹介
し，次にそのクレアチン代謝経路が乳がん細胞内でのエネ
ルギー活用にいかに関わっているのか考察し，最後にクレ
アチン代謝経路の阻害剤であるシクロクレアチンの抗がん
作用と臨床治験への展望を議論したい．

2. 基礎研究と臨床研究の両方の観点からの目的設定

前述のように生化学的にエネルギー産生という点からが
ん細胞の代謝を考えた場合，細胞質内で起こるWarburg効
果はあまりに非効率的である．正常細胞ではATPは主に
ミトコンドリアで産生されていることから，我々はがん遺
伝子が何らかの形でミトコンドリアでのATP産生メカニ
ズムを増強しているのではないかと仮説を立てた（図1）．
この仮説を検証するためにがん遺伝子HER2（ErBB2）を
発現した乳がんに対象を絞って研究を行うことにした．
HER2は上皮成長因子受容体（EGFR）ファミリーの一つ
で，チロシンキナーゼである．HER2はその他のEGFR
ファミリーと違いリガンドを必要とせず，過剰発現した場
合自己リン酸化によって活性化し，下流の基質タンパク質
のチロシン残基をリン酸化する 6）．このHER2シグナルに
よって引き起こされるエネルギー代謝変化およびHER2シ
グナルの基質代謝酵素を研究することで，Warburg効果と
ミトコンドリアのがん遺伝子依存的な関係性を明らかにす
ることを基礎研究の観点からの研究目的とした．
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一方臨床的には，全乳がん患者のうち約25％でHER2の
過剰発現が認められており，HER2陽性の患者にはHER2
に対するモノクローナル抗体トラスツズマブ（trastuzum-
ab）が有効である．しかしながら，全HER2陽性乳がんの
うち20％ほどはトラスツズマブに対して耐性を持ってい
る．さらにトラスツズマブが奏効したがん患者についても
約半分は耐性を持つようになるが，現在のところトラスツ
ズマブ耐性を持ったがんに対して有効な治療法は確立され
ていない 7）．そこで我々は，HER2そのものを標的にする
のではなくHER2シグナルにおいて引き起こされる代謝変
化を標的にすることで，トラスツズマブ耐性を持ったがん
に対する治療法を確立できるのではないかと考えた．これ
が臨床研究の観点からの本研究の目的である．

3. HER2シグナルによるミトコンドリアクレアチンキ
ナーゼ（MtCK1）のリン酸化

HER2シグナルに依存的なエネルギー代謝変化を検出
するため，HER2を過剰発現しているBT474乳がん細胞を
HPLCおよびLC-MSによってメタボロミクス解析した．具
体的には，HER2阻害剤であるラパチニブ（lapatinib）で
BT474細胞を処理した前後において代謝物質を抽出し，ど
の代謝物質のレベルが上下するのかを調べた．この際，エ
ネルギー代謝に関わる高エネルギーリン酸化合物（ATP, 
ADP, GMPなどのリン酸基を有する化合物）を重点的に調
べた．またこのメタボロミクス解析と平行して，BT474細
胞からミトコンドリア画分を分離し，ミトコンドリア内
でどのタンパク質がリン酸化されているのかミトコンド
リア−リン酸化プロテオミクス解析を行った．その結果，
メタボロミクス解析よりラパチニブ処理によってATPと
リン酸化クレアチンのレベルが有意に低下することを見
いだし，また平行して行ったミトコンドリア−リン酸化
プロテオミクス解析から，ミトコンドリアクレアチンキ
ナーゼ1（MtCK1）の153番目のチロシン残基がリン酸化
されていることを見いだした．MtCK1は細胞内のエネル
ギー代謝にとって重要な役割を担っており，図2に示した
ようにMtCK1はミトコンドリア内でATP合成酵素により
産生されたATPとクレアチンを基質とし，ADPとリン酸
化クレアチンを産生する．リン酸化クレアチンはATPと
比べ，分子量が小さく細胞内で拡散しやすい．そのため，
MtCK1により産生されたリン酸化クレアチンはミトコン
ドリアから細胞質へと効率よく移動する．細胞質へ運ばれ
たリン酸化クレアチンは細胞質内に存在するクレアチン
キナーゼ（CK）によりクレアチンへと変換されると同時
に，細胞質内においてATPが再び作られる（図2）．つま
りATPの高エネルギーリン酸基を，MtCK1とCKによって
ミトコンドリアから細胞質まで移動させているのである．

このエネルギー移動メカニズムはクレアチンシャトルと呼
ばれている 7）．そこでリン酸化プロテオミクスとメタボロ
ミクス解析の結果から，HER2シグナルがMtCK1を何らか
の分子機構により活性化した結果，リン酸化クレアチンの
細胞内濃度が上昇し，エネルギー代謝がクレアチンシャト
ルにより増強され，乳がん細胞がより増殖しているのでは
ないかと仮説を立てた．
この仮説が成り立つのかどうかを調べるため，さまざま
な生化学的な実験を行った．その結果，MtCK1の153番の
チロシン残基のリン酸化がMtCK1のタンパク質安定化を
促しており，このリン酸化がないとMtCK1はTRAP1とい
うシャペロンタンパク質と結合し，プロテアソームを介し
て分解されることが明らかになった．また，HER2が活性
化した後，別のチロシンキナーゼであるABLが活性化さ
れ，ABLがミトコンドリアの外膜においてMtCK1と結合
し，MtCK1の153番目のチロシン残基を直接リン酸化する
ことがわかった 5）．次に，MtCK1の153番目のチロシン残
基のリン酸化ががん細胞のエネルギー代謝および細胞増殖
にいかに寄与しているのか，遺伝子工学的手法を用いて調
べた．具体的には内在性のMtCK1を shRNAによりノック
ダウンし，MtCK1の野生型，または153番目のチロシン残
基をフェニルアラニン残基に置換したMtCK1の変異型を
恒常的に発現させたBT474細胞株を樹立した．変異型細
胞株は，野生型細胞株に比べ細胞内のリン酸化クレアチン
およびATPの濃度が低く，細胞増殖も遅いことがわかっ
た 5）．さらに，我々はMtCK1の153番目のチロシン残基の
リン酸化を特異的に認識するpY153-MtCK1抗体を作製し，
この抗体を使って乳がんのPDX（patient-derived xenograft）
のサンプルと正常なヒト乳腺上皮細胞を解析した．PDX
はヒト患者由来のがん組織片を免疫不全マウスに移植し
て樹立した 8）．この解析より，いくつかの興味深い結果が
得られた．まず，正常な乳腺上皮細胞内にはMtCK1が発

図2 HER2シグナルによるMtCK1活性化を介した効率的な細
胞質へのATP移行のメカニズム
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現していないことがわかった．次に，いくつかのトリプル
ネガティブのPDXサンプルにおいてMtCK1の発現が認め
られたが，153番目のチロシンリン酸化は検出されなかっ
た．しかしながら，HER2陽性のPDXからはすべてのサン
プルからMtCK1が検出され，しかもトラスツズマブに耐
性を持ったPDXからはより強いMtCK1の153番目のチロ
シンリン酸化が検出された 5）．HER2陽性乳がん培養細胞
をトラスツズマブとともに長期培養すると，HER2の活性
およびMtCK1の153番目のチロシンリン酸化が増強する
ことから 5），MtCK1の153番目のチロシンリン酸化の亢進
はHER2陽性乳がん細胞がトラスツズマブに耐性となる分
子機構に関連していると考えられる．以上のことから上記
に示したMtCK1の活性化のメカニズムはHER2陽性の乳
がん特異的に起きていることがわかった．

4. MtCK1を標的とすることでHER2陽性の乳がんを
狙いうちにできるのか

MtCK1がHER2シグナル特異的にリン酸化されること
で活性化され，しかもその活性化が乳がん細胞の増殖に
重要な役割を果たすことがわかった．これらの知見を臨
床研究の観点から見れば，MtCK1を阻害することでHER2
陽性の乳がんの増殖を抑えられるのではないかと仮説が
立てられる．この仮説が成り立つのかどうか調べるため，
内在性MtCK1を shRNAによりノックダウンしたトラスツ
ズマブに耐性を持つPDX細胞を，免疫不全マウスに移植
してがんの成長速度を調べた．その結果，MtCK1をノッ
クダウンしたPDXはほとんど腫瘍として成長しないこと
がわかった 5）．正常な乳腺上皮細胞にはMtCK1が元々発
現しておらず，過去の研究からMtCK1をマウスの全身で
ノックアウトしても，特に目立った表現型が確認されな
い 9）．さらに，MtCK1を発現しているトリプルネガティブ
乳がんPDX（前述のようにこのトリプルネガティブPDX
ではMtCK1の153番目のチロシンはリン酸化されていな
い）において，MtCK1をノックダウンしても細胞増殖に

変化は認められなかったことから 5），MtCK1はHER2陽性
乳がんに特異的に効く薬の標的として適切であるといえ
る．MtCK1が担うクレアチンシャトルを阻害する薬剤と
して，クレアチンの類似体であるシクロクレアチンが知ら
れている．実はこのシクロクレアチンは，ボディビルダー
の人が飲む栄養ドリンクの中によく含まれている物質であ
り，臨床治験は行われていないものの毒性は低い薬剤で
あると考えられている．MtCK1はシクロクレアチンを偽
基質として認識し，ATPのリン酸基をシクロクレアチンへ
と付加し，リン酸化シクロクレアチンを産生する（図3）．
このリン酸化シクロクレアチンはリン酸化クレアチンに
比べ，細胞質内に存在するCKによって脱リン酸化されに
くい（つまりリン酸化シクロクレアチンからシクロクレア
チンに戻りにくい）ため，結果としてミトコンドリアで産
生されたATPの高エネルギーリン酸基がリン酸化シクロ
クレアチンとして蓄積し，細胞内のエネルギーが欠乏する
（図3）10）．このシクロクレアチンが抗がん作用を発揮する
かどうかを検討するため，さまざまなHER2陽性の乳がん
培養細胞およびPDX細胞，さらに正常な乳腺上皮細胞の
細胞増殖能がシクロクレアチンにより阻害されるかを調べ
た．その結果，正常な乳腺上皮細胞の場合は6 mMまでシ
クロクレアチンを加えても細胞増殖に変化がみられないの
に対し，HER2陽性のトラスツズマブに耐性を持つ乳がん
培養細胞およびPDX細胞は1～2 mMのシクロクレアチン
により死滅することがわかった．さらに，シクロクレアチ
ンで処理した乳がん培養細胞を，MtCK1の産生物質であ
るリン酸化クレアチンでさらに処理すると，シクロクレア
チンで抑えられていた細胞増殖能が復活することも見いだ
した．これは，シクロクレアチンが狙いどおり細胞内のク
レアチンシャトルをオンターゲットで阻害し，その結果細
胞増殖能が低下しているということを示唆している．次に
トラスツズマブに耐性を持つPDXを免疫不全マウスに移
植した後，マウスの飲み水にシクロクレアチンを0.3％の
濃度で溶解して与えたグループと，通常の飲み水を与えた
グループとを比較した結果，シクロクレアチンを与えたグ

図3 シクロクレアチンによるMtCK1およびクレアチンシャトルの阻害
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ループにおいて有意にPDXのがん成長が抑えられた．ま
た既存のHER2に対する分子標的薬であるラパチニブをシ
クロクレアチンと同時にマウスに投与すると，さらに著し
くPDXのがん成長を抑えられた 5）．そしてシクロクレアチ
ンによるマウスに対する目立った毒性（造血系細胞の変化
等）は確認されなかった．以上のことから，シクロクレア
チンはトラスツズマブに耐性を持つ乳がんに対して有効な
抗がん作用を有するということが示唆された．

5. まとめと今後の展開

基礎研究の観点から本研究をまとめると，ミトコンドリ
アでできたATPがMtCK1によって効率よく細胞質へと運
搬されることが，Warburg効果によって起きる非効率なエ
ネルギー産生を助けていると考えられる．MtCK1を阻害
する（shRNAによるノックダウンまたはシクロクレアチ
ン処理する）と乳がんの成長が抑えられることから，がん
細胞内のミトコンドリアでエネルギーを産生することだけ
でなく，産生したエネルギーを細胞質まで運搬することも
がん細胞増殖にとって重要であると考えられる．また本研
究の結果からMtCK1を阻害するとミトコンドリアの呼吸
およびほぼすべてのTCA回路の代謝物質レベルが著しく
低下することがわかった 5）．ミトコンドリアの呼吸鎖に直
接関わっていないMtCK1が，どのようにTCA回路全体を
制御しているのかはいまだに解明されていない．
臨床研究の観点からすると，栄養ドリンクに含まれてい

るダイエットサプリメントの一つであるシクロクレアチン
がトラスツズマブに耐性を持つ乳がんに対して有効である
ことが示唆された．現在，私の研究室ではシクロクレアチ
ンとその他のサプリメントを組み合わせることでシクロク
レアチンの有効性を増強できるか検討中である．また，シ
クロクレアチンの有効性を増強する新規薬剤の開発も検討
している．
シクロクレアチンを使ったがんに対する臨床治験は今ま

で行われてこなかった．なぜなら臨床治験の主なスポン
サーである製薬会社は，新規薬剤に対してのみ治験を進め
ており，特許権の発生しないシクロクレアチンのような既
存のサプリメントにはあまり興味がないからである．しか
しながら，患者の立場を考えればがんが治るのであればサ
プリメントであろうが，新しい分子標的薬であろうが違い
はないはずである．むしろサプリメントを使った治療法
の方がいわゆる化学療法に使われる抗がん剤に比べ圧倒
的に毒性が少なく，値段も安いので，患者にとっては重要
な選択肢の一つになる可能性が高い．私の所属するMayo 
Clinicでは患者に必要なことを第一に考える“The needs of 

patients come first”を組織のモットーとしており，寄付を募
り，こうした製薬会社が興味を持たない臨床治験を進める
努力をしている．我々の場合，幸運なことにサプリメント
に興味を持つ寄付者からの支援によりシクロクレアチンを
使った臨床治験が行えることとなった．現在，治験を行う
ための種々の手続きを進めている段階である．
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