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研究成果の概要（和文）：  本研究では、非酵素型カルパインであるカルパイン6(CAPN6)による骨格筋発達抑制
の分子機構としてCAPN6によるRhoAの活性調節が重要な役割を果たしていることを明らかとした。また、CAPN6と
最もタンパク質の構造的類似性が高いCAPN5が同じく低分子量Gタンパク質の活性を調節することを示唆するデー
タが得られ、CAPN6の新しい相互関連分子として着目するに至っている。病態との関連においては、共同研究の
成果としてTNF-α刺激によりマクロファージで発現誘導されるCAPN6が、Rac1の発現抑制を介してLDLの飲作用を
阻害することで動脈硬化を増悪させるという新規病態生理機構を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：　CAPN6 is a suppressor of skeletal muscle differentiation. In this study we
 elucidated the regulation of RhoA activity by CAPN6 is important as the molecular mechanism under 
skeletal muscle development. As a molecular mechanism of CAPN6 regulating RhoA activity, it is 
suggested that CAPN5 which has highest similarity to CAPN6 in the protein structure could regulate 
the activity of small G-protein. This result led us to focus to CAPN5 as counterpart of CAPN6 in the
 regulation of small G protein. In the aspect of pathological function of CAPN6, we found that 
macrophage CAPN6 exacerbates atherosclerotic diseases via suppressing pinocytosis of LDL. In this 
process the suppression of Rac1 expression by CAPN6 and CWC22 association plays a significant role. 
In this study we found physiological and pathological significant of the CAPN6 cellular function of 
regulating small G protein.    

研究分野： 発生医学
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１．研究開始当初の背景 
 
これまで本研究では鰓弓形成に重要なエ

ンドセリ-1 シグナル(Kurihara et al. Nature. 
1994) の下流遺伝子として同定したカルパ
イン 6 （CAPN6）の機能解析に取り組んで
きた。   

CAPN6 はシステインプロテアーゼであ
るカルパインの一員であるが、ファミリーの
中で唯一酵素活性に必須なCysがLysに置換
したユニークな構造を持つ非プロテアーゼ
型分子種であり、その機能に関する知見は殆
ど無かった。本研究ではこれまで（1）培養
細胞を用いた実験から、CAPN6 の細胞機能
として微小管の安定化および低分子量 G タ
ンパク質の活性調節機能（参考文献 1 および
2）、（2）遺伝子改変マウスの作出、解析から
生理機能として骨格筋の発達および再生に
おける抑制的役割（参考文献 3）を明らかと
してきた。（1）については、CAPN6 が細胞
内において細胞骨格の主要成分である微小
管を安定化し、同時に低分子量 G タンパク質
Rac1 および RhoA の活性制御（Rac1 は抑制、
RhoA は活性化）を介してアクチン骨格を制
御すること。また、微小管構築と低分子量 G
タンパク質 Rac1 の活性制御を介したアクチ
ン構築の相互調節機能として CAPN6 による
GEF-H1 の活性・局在制御が関与しているこ
とを明かとしていた。 
しかしながら、CAPN6 が RhoA を活性化

するメカニズムや生理機能である骨格筋の
発達抑制と細胞骨格制御という細胞機能と
の関連については不明なまま残されていた。 
病態との関連においては、CAPN6 の欠損が
骨格筋の再生を促進することから、CAPN6
欠損が筋ジストロフィーにおける病態の緩
和に寄与できるのではないかと考えられた。
また、生後 1 年以上経過した Capn6 KO の雌
マウスの子宮において腫瘍様病変を示唆す
る所見が得られていた。また、低分子量 G タ
ンパク質活性や微小管構築への CAPN6 の役
割は様々な CAPN6 の発現臓器が関わる病態
と関連が期待された。 

 
（参考文献） 
（1）Tonami et al. Mol. Cell. Biol. 2007. 
（2）Tonami et al. J. Cell Sci. 2011. 
（3）Tonami et al. PLoS Genet. 2013. 
 
２．研究の目的 
 
 上記研究背景から、本研究においてこれま
で未解明であった点、即ち①CAPN6 による
低分子量 G タンパク質 RhoA の活性制御機
構、②CAPN6 の微小管安定化や低分子量 G
タンパク質活性制御機能が骨格筋の発達お
よび再生に果たす役割、③CAPN6 が筋ジス
トロフィーやその他病態形成において果た
す役割の 3 点を明らかにすることを目的と
した。  

目的の具体的な部分として、①については、
「CAPN6 存在下では GEF-H1 は RhoA を、
CAPN6 非存在下では Rac1 を活性化する」
という仮説を検証すること。②については、
マウス骨格筋の発達に微小管の安定化、Rac1
やRhoAの活性化のどの経路が重要かを検証
すること。③については、病態発現マウスと
Capn6 KO の二重変異マウスの作出、解析か
ら CAPN6 が関わる病態、特に骨格筋の再生
が重要な筋ジストロフィーにおける CAPN6
の役割と CAPN6 を標的とした治療の新しい
方向性の検討を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、研究目的①CAPN6 による低
分子量 G タンパク質 RhoA の活性制御機構
の解明について、培養細胞株を用いて
CAPN6 と標的分子 GEF-H1 (あるいは本研
究により同定するその他RhoAの活性制御に
関与する CAPN6 関連分子) をノックダウン
（KD）あるいは過剰発現 (OE)し、RhoA お
よび Rac1 の活性や局在変化、アクチン構築
を解析することで、CAPN6 の低分子量 G タ
ンパク質活性調節機構を解析した。研究目的
②CAPN6 の微小管安定化や低分子量 G タン
パク質活性制御機能が骨格筋の発達および
再生に果たす役割の解明については、Capn6 
KO マウスの安定化微小管の定量や CAPN6
のRhoA活性調節機能が発現組織である胎児
筋の発達に機能しているのかを、主にマウス
成獣骨格筋から樹立した骨格筋初代培養細
胞の分化誘導実験により解析を行った。③
CAPN6 が関わる病態の解析では、Capn6 と
筋ジストロフィーの責任遺伝子 Capn3 の二
重 KO の解析から、CAPN6 の筋萎縮疾患治
療の標的としての可能性を検討した。また、
子宮における腫瘍様病変の形成を検討する
目的で p53 KO との二重変異マウスを作出し
た。加えて、昭和大学宮崎拓郎博士との共同
研究により Capn6 と動脈硬化病変を引き起
こす Ldlr の二重変異マウスの解析から
CAPN6 と動脈硬化病変との関連を解析した。 
 
４．研究成果 
 
 ①CAPN6 による低分子量 G タンパク質
RhoA の活性制御機構の解明について、
「CAPN6 存在下では GEF-H1 は RhoA を、
CAPN6 非存在下では Rac1 を活性化する」
という作業仮説を、NIH3T3 細胞株を用いた
CAPN6 と GEF-H1 の過剰発現（OE）と KD
の組み合わせ実験から検証した。これまでの
本研究の成果（Tonami et al. J. Cell Sci. 
2011）から、Capn6 KD は GEF-H1 の局在
変化と活性化を介して Rac1 を活性化すると
いう仮説の後半部分は支持する実験結果を
得ていた。一方、仮説の前半部分、即ち
CAPN6 存在下では GEF-H1 は RhoA を活性
化するようになるという仮説については、



CAPN6 と GEF-H1 を NIH3T3 細胞におい
て同時に OE してもストレスファイバーの形
成を亢進させなかったこと。また、Capn6 の
KD細胞においてGEF-H1のリン酸化状態を
調べたところ、Capn6 の KD において
GEF-H1 の S885 リン酸化型（RhoA に対す
る活性化能が抑制された分子型）がむしろ減
弱していることが示され、CAPN6 存在下の
NIH3T3 細胞においては GEF-H1 は RhoA
の活性化能が抑制された状態となっている
ことが示された。以上の結果から、CAPN6
によるRhoAの活性化の分子メカニズムにつ
いて、GEF-H1 とは異なる分子経路あるいは
GEF-H1 のみではなく付加的な分子が関与
している可能性が示唆され、CAPN6 と細胞
骨格制御機構に関して、これまで異なる新し
い視点を与える結果を得ることが出来た。さ
らに、CAPN6 の生理機能発現に重要な相互
作用タンパク質の探索を行ったが、CAPN6
と最もタンパク質の構造的類似性が高い
CAPN5 が低分子量 G タンパク質の活性調節
を介してアクチン骨格を制御（一方の微小管
の構築には影響を与えない）していることを
示唆するデータが得られ、CAPN6 の新しい
相互関連分子として着目するに至っている。
今後は CAPN6 と CAPN5 との相互作用の有
無やプロテオリシスの観点から生理機能発
現機構の解析を進めていく予定である。 

次に CAPN6 の細胞機能（微小管の安定
化、Rac1 活性抑制、RhoA 活性促進）が骨格
筋分化抑制のメカニズムとしてどのように
関与しているかを解析した。先ず、Capn6 KO
と野生型マウスの胎児筋および再生筋のア
セチル化チューブリン（安定化微小管の指
標）の量を比較したが、培養細胞で得られた
結果（CAPN6 は微小管を安定化する）と一
致する結果は得られなかった。一方、CAPN6
のRhoA活性抑制の骨格筋分化における役割
を検証した結果、①成獣マウス骨格筋から樹
立した骨格筋初代培養細胞の分化誘導過程
でRhoAを抑制すると骨格筋への分化が促進
した。②Capn6 KO マウスから樹立した骨格
筋初代培養細胞を RhoA ActivatorⅡ存在下
で分化誘導すると、Capn6 KO による骨格筋
分化促進をRhoAの活性化によりキャンセル
することが出来た。この結果から、CAPN6
の胎仔筋や再生筋における分化調節機能が
RhoA 活性を介したものであることを明らか
とし、CAPN6 の RhoA 活性化という細胞機
能と組織における生理機能を「RhoA の活性
制御」というキーワードでリンクすることが
出来た。 
 CAPN6 の病態発現における役割の解析に
ついて、本研究では Capn6 と Capn3 の二重
変異マウスの作出に成功し、病変部位を切片
により解析したが、Capn3 KO において引き
起こされる病変部位に Capn6 KO による顕
著な差は認められなかった。しかし、Capn3 
KO マウスの筋ジストロフィー様の表現型自
体が軽微なものであるため、さらに重篤な筋

萎縮症病態モデルマウスとの二重変異マウ
スを用いた解析の必要性が指摘される。また、
Capn6 KO における子宮病変は Capn6 KO
の蘇生が予定より遅れてしまったことから、
期間内に解析することが出来なかった。現在、
生後早い段階に高度で腫瘍の発生が見られ
るp53 KOとCapn6 KOの二重変異マウスを
作出中であり、Capn6 KO により子宮におけ
る腫瘍形成が促進されるか、またその病変部
での細胞浸潤の様子や低分子量 G タンパク
質の活性について解析し、CAPN6 と腫瘍病
変の進展の相関とメカニズムについて明ら
かにする予定である。最後に、昭和大学医学
部宮崎拓郎博士との共同研究の成果である
が、Capn6 KO と動脈硬化病変を呈する Ldlr 
KO の二重変異マウスを用いた解析から、
CAPN6 の動脈硬化病変における役割と作用
機構について、次のことを明らかとした。①
CAPN6 が TNF-α刺激によりマクロファー
ジで発現誘導されること。②CAPN6 はマク
ロファージにおいて Rac1 の発現および活性
を制御し、LDL の飲作用を阻害することで動
脈硬化を増悪させること。③また、CAPN6
による Rac1 の発現調節の分子メカニズムと
してエキソン接合部複合体タンパク質
CWC22 との結合を介した Rac1 遺伝子のス
プライシング調節が関わっていることを明
らかとした。上記共同研究では、CAPN6 が
関わる新しい病態生理とその分子機構を明
らかにし、病態発現においても CAPN6 の低
分子量 G タンパク質の調節機能が重要な役
割を果たしていることを示す成果を得るこ
とが出来た。 
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