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研究成果の概要（和文）：カルパインは細胞内に局在するカルシウム感受性プロテアーゼで、標的となる機能分
子を部位特異的に切断することで炎症応答や細胞動態を調節する。本研究では、非プロテアーゼ型カルパインで
ある「カルパイン-6」がマクロファージにおけるピノサイトーシス(native LDLの取込み)を亢進し、動脈硬化症
を増悪化させることを明らかとした。CWC22-エキソン接合部複合体がRac1などのターゲット遺伝子のmRNA成熟を
介して飲作用を調節しており、カルパイン-6は炎症条件下でこの機構を制限していると考えられた。また、カル
パイン-6/CWC22分子軸は肥満症にも関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have investigated calpain proteolytic systems as a therapeutic target of 
the diseases, such as atherosclerosis, tumor angiogenesis and retinopathy. Calpains are 
intracellular calcium-dependent proteases, which contributes to the proteolytic processing of the 
target proteins thereby regulating cellular processes, such as inflammatory processes and cellular 
dynamics. Herein, we investigated the proatherogenic roles of calpain-6, an atypical non-proteolytic
 calpain member. It appears that calpain-6 disturbs mRNA splicing process of Rac1 by interfering 
with CWC22/exon junction complexes, resulting in the impaired pinocytotic incorporation of native 
LDL in macrophages. Accordingly, over expression of calpain-6 in macrophages aggravates 
atherosclerosis. In addition, our data showed that the contribution of calpain-6 in adipose stromal 
macrophages to obesity.

研究分野： 血管生物学、動脈硬化
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現行の動脈硬化症の病態生理学は、マクロファージがスカベンジャー受容体依存的に酸化LDLを取込むことで泡
沫化し、動脈硬化病変が形成される、いわゆる「酸化LDL仮説」に基づく。しかし、生体内に存在する LDL の多
くはスカベンジャー受容体が認識するほど高度に酸化されておらず、同仮説だけでは実際に血管壁で起こるマク
ロファージ泡沫化を合理的に説明することはできなかった。本研究を通して、受容体非依存的なピノサイトーシ
ス経路の一端が明らかとなり、マクロファージコレステロール代謝異常解明の一助となることが期待される。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 スタチンの開発により脂質異常症ならびに虚血性心疾患の一次予防は著しい進歩を遂げたが、
昨今の臨床研究は脂質異常症の改善のみでは心血管イベントを完全に抑制できないことを示し
ており、残存リスクに対する治療法が渇望されている。我々は既存と全く異なる切り口の分子
標的としてカルパインファミリーを検証してきた。カルパインは細胞内に局在する Ca2+感受
性プロテアーゼで、標的となる機能分子を部位特異的に切断することで炎症応答や細胞動態を
調節する。近年、我々は新たな動脈硬化促進因子としてカルパイン-2アイソザイムの機能を同
定した(Miyazaki T et al., Circulation, 2011)。すなわち、ヒトおよび動脈硬化モデル LDL受
容体欠損(Ldlr‒/‒)マウスの動脈硬化病変近傍の血管内皮細胞において、酸化 LDL の作用によ
りカルパイン-2発現が誘導される。また、カルパイン-2は VE-カドヘリン切断を通じて内皮バ
リアを破綻させ、動脈硬化症を増悪化させる。さらに、非プロテアーゼ型カルパインである「カ
ルパイン-6」がマクロファージにおけるピノサイトーシス(native LDLの取込み)を亢進し、動
脈硬化症を増悪化させることを見出した。予備実験の結果から、カルパイン-6によるピノサイ
トーシス亢進が CWC22-エキソン接合部複合体による mRNA スプライシングの機能不全に起
因する可能性が疑われた。 
 
２．研究の目的 
	 上記背景から、CWC22-エキソン接合部複合体は標的遺伝子の mRNA 成熟を介してピノサ
イトーシスを調節しており、カルパイン-6 は炎症条件下でこの機構を制限しているとの作業仮
説に至った。本研究ではカルパイン-6および CWC22-エキソン接合部複合体のリンクに焦点を
当て、マクロファージピノサイトーシス制御機構の全容解明、ならびにピノサイトーシスを標
的とした新規動脈硬化治療戦略の創出を目指す。 
 
３．研究の方法 
	 カルパイン-6 野生型ならびに欠損マウス（東京大学医学部代謝生理化学教室提供）を LDL 受
容体欠損マウスと交配して、二重欠損マウスを作出した。同マウスの骨髄由来細胞から分化誘
導させた骨髄由来マクロファージの表現型解析を行った。CWC22 に関しては、CRISPR/Cas9 シス
テムを用いたゲノム編集により Cwc22 の第 2 エクソン以降を欠損させたマウスの作出し、LDL
受容体欠損マウスと交配して実験に供した。	

	

４．研究成果	

カルパイン-6 による動脈硬化症の制御	

	 骨髄移植実験により、動脈硬化症が骨髄由来細胞のカルパイン-6 発現のみに依存することが
明らかとなった。カルパイン-6 野生型マウス大腿骨より骨髄由来細胞を単離・解析したところ、
カルパイン-6 の発現は認められなかったが、同細胞をマクロファージに分化誘導させたところ
カルパイン-6mRNA およびタンパク質の発現誘導が認められた。カルパイン-6 野生型および欠損
型骨髄由来マクロファージにおいてコレステロール代謝関連分子の発現解析を行ったところ、
SR-A、CD36、ACAT-1、ABCA1、ABCG1 に両群で違いは認められなかった。また、骨髄由来マクロ
ファージの培養液に酸化 LDL を添加し、スカベンジャー受容体依存的な取込みを検討したが、
カルパイン-6 野生型および欠損型で顕著な違いは認められなかった。培養液に高濃度 native	
LDL を添加し、ピノサイトーシスを評価したところ、カルパイン-6 の欠損により取込みの低下
が認められた。カルパイン-6 欠損型マクロファージにおいては Rac1 の発現誘導が認められ、
同細胞における飲作用活性は Rac1阻害剤 NSC23766および Rac1	siRNAにより救援されたことか
ら、飲作用低下は Rac1 発現誘導に起因すると考えられる。蛍光性デキストランを一過的に骨髄
由来マクロファージに負荷し、ラベルされた細胞内小胞（飲胞）について解析を行った。カル
パイン-6 の欠損により Rac1 依存的な飲胞の細胞内移送速度の低下が認められたが、細胞内密
度に変化は認められなかった。また、飲胞における早期エンドソームマーカーRab5 局在性なら
びにリソソームへの移行はカルパイン-6 の欠損により低下し、リサイクリングエンドソームマ
ーカーRab11 の局在性が増加した。また、蛍光性デキストランを取り込ませたマクロファージ
からの細胞外へのデキストラン漏出はカルパイン-6 の欠損により増加した。したがって、カル
パイン-6はRac1の発現低下により飲胞の細胞内移送を円滑にすることで飲胞の成熟を促進し、
結果として飲胞内容物の細胞内貯留を助長すると考えられる。飲胞の成熟度が低下すると、内
容物はリサイクリングエンドソームを経由して細胞外に漏出すると推測される。すなわち、カ
ルパイン-6 の発現に伴いマクロファージは効率よく細胞外微粒子を貯め込む‘貯留型’の形質
にシフトすると考えられる。	

	 動脈硬化症モデルマウスの循環血中の単球を蛍光ビーズでラベルし、３日後に動脈硬化プラ
ークに動員された蛍光ビーズ陽性細胞を組織化学的に検出したところ、多くの陽性細胞はカル
パイン-6 陰性であった。プラーク内部の泡沫化マクロファージが顕著にカルパイン-６を発現
することから、単球が動脈硬化病変に動員された後にカルパイン-6 が発現誘導され、これがマ
クロファージの飲作用活性獲得に寄与すると考えられる。実際カルパイン-６の欠損により動脈
硬化病変マクロファージの飲作用活性は消失した。In	vitro の検討では、TNF-α刺激により単



離骨髄由来マクロファージにおけるカルパイン-6 依存的な飲作用獲得が再現されることから
考えると、マクロファージは動脈硬化プラーク内部の局所環境に依存して飲作用活性を獲得す
ると考えられる。また、動脈硬化病変における酸化ストレス、死細胞コアの容量を検討したが、
カルパイン-6 野生型と欠損マウスで明らかな違いは認められなかった。	

	 免疫沈降-LC/MS/MS ショットガン解析により、マクロファージライセート中のカルパイン-6
結合タンパク質を網羅解析したところ、カルパイン-6 複合体にスプライシング関連因子 CWC22
が検出された。CWC22 はエキソン接合部複合体の構成分子であり、同複合体を未成熟 mRNA に動
員する輸送タンパク質として機能している。したがって、同分子の核移行は結果として mRNA
成熟を促進する。カルパイン-６を欠損したマクロファージにおいて、TNF-αによる CWC22 の核
移行ならびに Rac1、Arhgef2（GEF-H1 遺伝子）の mRNA 成熟が亢進した。また、カルパイン-６
欠損により抑制されたマクロファージ飲作用が、siRNA による Cwc22 のノックダウンにより救
援された。したがって、CWC22-エキソン接合部複合体はターゲット遺伝子の mRNA 成熟を介して
飲作用を調節しており、カルパイン-6 は炎症条件下でこの機構を制限していると考えられる
（図１）。	

	 ヒト剖検サンプルを用いてカルパイン-6 および CWC22 の発現を免疫組織化学的に検討した。
高度に進展したヒト動脈硬化病変においてはカルパイン-6 が泡沫化マクロファージに局在し、
CWC22 の核移行が低下する傾向が認められた。上記結果から、カルパイン-6 の阻害ならびに CWC	
22 の機能の正常化により飲作用を介したマクロファージ泡沫化は抑制可能と考えられ、これは
動脈硬化症に対する極めてユニークな介入方法と期待される。	

	

CWC22 による動脈硬化症の制御	

	 上記の検討から、カルパイン-6 は CWC22 と相互作用する可能性が示唆される。そこで、
CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集により CWC22 欠損マウスを作出し、動脈硬化症の表
現型を検討した。2 度のインジェクションで変異マウスは得られなかったが、gRNA の配列を変
更して再度インジェクションを行ったところ 9 ラインのファウンダーが得られた。同マウスは
ヘテロ型欠損で維持が可能であったが、ホモ型で胎生致死であった。いずれの時期に致死に至
るのか胎児を摘出して検討したが、E9.5 の時点で欠損マウスは得られておらず、CWC22 は極め
て早期の段階で個体発生に関与しているものと考えられる。CWC22 欠損マウス(ヘテロ欠損型)
とLDLR欠損マウスを交配して得られた2重欠損マウスとLDLR欠損マウスに高脂肪食を負荷し、
大動脈における動脈硬化病変を解析した。Oil-red-O 染色により動脈硬化病変のサイズを検討
したところ、CWC22 の欠損にともない動脈硬化病変の促進が認められた。カルパイン-6 欠損は
動脈硬化症を改善することから、上記 CWC22 欠損マウス(2 重欠損マウス)の表現型は妥当であ
ると考えられる。一方、血漿中の脂質異常症ならびに炎症マーカーの発現に影響は認められな
かった。CWC22 がヘテロ欠損型であるために表現型が弱い可能性が示唆される。現在はコンデ
ィショナルな CWC22 欠損マウス(CWC22	flox マウス)を作製中であり、LysM-cre マウス等と交配
することで、マクロファージ特異的な CWC22 欠損マウスとして実験に供する予定である。	

	

肥満症におけるカルパイン-6/CWC22 分子軸の役割	

	 動脈硬化症の関連疾患として肥満症についても検討を行った。食餌誘発性の肥満症を惹起し
たところ、カルパイン-6 欠損マウスは野生型と比較して体重の増加が抑制された。次世代シー



ケンスを用いて、カルパイン-6 欠損によるスプライスバリアントの発現変動について検討を行
い、同分子の下流に複数種の脂質代謝関連分子のスプライスバリアントの存在を検出した。ま
た、骨髄系細胞に特異的なスプライシング制御因子自身のバリアントも複数種検出された。パ
スウェイ解析の結果、脂質代謝経路の変化が検出された。CWC22 ヘテロ欠損マウスでも食餌誘
発性の肥満症を惹起したところ、CWC22 のヘテロ欠損で体重の増加が認められた。これはカル
パイン-6 とは逆の表現型で、動脈硬化同様妥当であると評価された。	
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