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研究成果の概要（和文）：本研究ではタンパク質切断酵素であるカルパイン3に着目し、骨格筋への運動ストレ
ス負荷によりカルパイン3が活性化する理由を探求した。骨格筋細胞では骨格筋特異的に発現するカルパイン3、
組織普遍的に発現するカルパイン1およびカルパイン2が発現するため、カルパイン間での相互関係を検討した結
果、カルパイン1, 2および3において、タンパク質切断酵素-基質の関係があることを明らかにした。骨格筋細胞
内でカルパイン3が活性化することで、カルパイン１および2の活性化を誘起していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Calpains are Ca2+-requiring intracellular proteases. Skeletal muscle cells 
express three types of calpain, calpain-1 and calpain-2, ubiquitously expressed in mammalian cells, 
and skeletal muscle-specific calpain-3. It is known that the protease activity of calpain-3 is 
required for muscle stress response. However, the physiological significance of calpain-3’s 
proteolysis in response to muscle stress is not fully understood. We demonstrated that the 
N-terminal region of calpain-3 was cleaved by calpain-1 and calpain-2. Meanwhile, calpain-3 
preferentially cleaved the N-terminus of calpain-1 over that of calpain-2. These results indicate 
the reciprocal relation among calpain-1, -2, and -3 in skeletal muscle cells. Our findings suggest 
that calpain-3 proteolysis against muscle exercise is involved in the inter-calpain network to prime
 proteolysis of calpain-1 and/or calpain-2.

研究分野： 骨格筋細胞生物学

キーワード： 骨格筋　カルパイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
カルパインは組織普遍的あるいは組織特異的に発現するタイプがあり、ヒトでは15種類存在する。骨格筋細胞で
カルパイン1, 2,および3が発現することが知られていたが、3種類のカルパインが同一細胞内に存在する意義は
不明であった。本研究では、骨格筋細胞内に共存するカルパイン1、2、3間には切断酵素と基質の関係があるこ
とを示し、骨格筋細胞内に異なる種類のカルパインが発現する意義を説明することが可能となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
カルパインは細胞質内に存在し、活性が Ca2+依存的に制御されるタンパク質切断酵素である。

カルパインは消化酵素など他の酵素とは大きく異なり、基質を限定的に切断し、その基質の構造
を変換することで、切断した基質に新たな機能を付与するモジュレータプロテアーセである（文
献①）。ヒトにおいて 15 種類のカルパインが存在し、骨格筋には組織普遍的に発現するカルパイ
ン 1 および 2 の他に、骨格筋組織特異的に発現するカルパイン 3 が発現する。カルパイン 3 の
機能不全により骨格筋萎縮および筋変性が起きるため、カルパイン 3 は骨格筋細胞が正常に機
能するためには必要不可欠なタンパク質切断酵素である（文献②）。しかし、カルパイン 3 の自
己切断活性が極めて高いため、生化学的な解析が困難であり、カルパイン 3のモジュレータプロ
テアーセとしての全容を明らかに出来ていない。一方、骨格筋は運動を司る最も重要な組織であ
るため、収縮・弛緩といった機械的なストレスに常にさらされている。運動負荷をかけた野生型
マウスの骨格筋ではカルパイン 3が活性化する。しかし、酵素活性を欠損させたカルパイン 3を
発現する遺伝子改変マウスに運動負荷をかけると骨格筋線維の変性･壊死が悪化する。そのため、
運動ストレスへの防御機構としてカルパイン 3が活性化することが必要である。しかし、その生
理的な意義は未だに不明である。 
 
２．研究の目的 
カルパインは Ca2+依存的に活性化するタンパク質切断酵素である。一方、骨格筋は運動刺激に

常に曝されるが、その刺激に正常に応答することで筋変性を防いでいる。しかし、骨格筋細胞が
運動ストレスを感知した後、どのような応答機構を発動することで、筋変性を防いでいるのかに
ついてはコンセンサスが得られていない。本研究はタンパク質切断酵素であるカルパイン 3 の
酵素活性に着目し、運動ストレスに対する骨格筋細胞の応答機構を解明することを目指した。骨
格筋細胞への運動ストレスとカルパイン 3 活性化の関連を明らかにするために、培養骨格筋細
胞、および骨格筋組織への運動負荷モデルを構築し、カルパイン 3が活性化する至適の運動負荷
条件を明らかにすることを目的の 1つとした。さらに、骨格筋細胞には骨格筋特異的に発現する
カルパイン 3の他に、組織普遍的に発現するカルパイン 1、および 2が存在するため、カルパイ
ン間の相互作用の観点からも、骨格筋細胞におけるカルパイン 3活性化の意義を追究した。 
 
３．研究の方法 
(1) 骨格筋細胞培養 

 野生型マウス骨格筋組織より骨格筋細胞を調製した。カルパイン 3酵素活性不全マウス由
来の骨格筋細胞も同様に調製した。骨格筋細胞を GM（10％FBS in DMEM）で 2日培養後、DM
（5％HS in DMEM）に切り替えて筋管形成を促した。 

(2) HEK 細胞培養、遺伝子導入、およびノックダウン 
 HEK 細胞の培養には GM（10％FBS in DMEM）を用いた。HEK 細胞にカルパインの各発現ベク
ターを遺伝子導入した。用いた発現ベクターは緑色蛍光タンパク質を融合したカルパイン 1
（GFP-C1）、酵素活性不全型カルパイン 1（GFP-C1CS）、カルパイン 2（GFP-C2）、酵素活性不
全型カルパイン 2（GFP-C2CS）、カルパイン 3（GFP-C3）、酵素活性不全型カルパイン 3(GFP-
C3CS)、赤色蛍光タンパク質を融合したカルパイン 3（Cherry-C3）、および酵素活性不全型カ
ルパイン 3（Cherry-C3CS）である。遺伝子導入 48 時間後に細胞を回収した。カルパイン１
および 2をノックダウンするために、カルパイン 1および 2の siRNA（Santa Cruz 社製）を
トランスフェクションした。次の日に各コンストラクトを遺伝子導入し、その 48 時間後に
細胞を回収した。 

(3) 培養骨格筋細胞への電気刺激 
 分化誘導後 6日以上経過した筋管を試料とし、電気刺激を負荷することで強制的に収縮・
弛緩を繰り返し、培養骨格筋細胞への運動モデルを構築した。C-Pace EM（Ion Optiplex 社
製）を用いることで、電気刺激の周期(Hz)、パルス幅（msec）、刺激ステップ数を組み合わせ
ることで、異なる運動刺激を培養骨格筋細胞に負荷した。 

(4) 骨格筋組織への電気刺激 
 マウスから長趾伸筋の腱を保持したまま採取し、シリコンゴム製のホルダーに装着し
た。ホルダーごと培養用ディッシュに入れ、（3）と同様の電気刺激を骨格筋組織へ負荷
し、強制的に収縮・弛緩を繰り返した。 

(5) 電気泳動・イムノブロッティング 
 培養骨格筋細胞および HEK 細胞をタンパク質分解酵素阻害剤の入ったバッファーで回収
し、電気泳動用試料を作成した。骨格筋組織は電気刺激後に液体窒素で凍結させた後、電気
泳動用試料を作成した。イムノブロッティングには各種カルパインに対する抗体、緑色蛍光
タンパク質（GFP）、およびローディングコントロールとしてアクチンに対する抗体を用いた。 
 

４．研究成果 
(1) 培養骨格筋細胞における運動モデル 



 in vitro 培養骨格筋細胞レベルで運動モデルを再現するため、培養骨格筋細胞を強制的
に収縮させる電気刺激モデル構築を行った。マウス由来骨格筋細胞を分化させ筋管を形成さ
せ、電気刺激システム C-Pace を用いて筋管へ収縮刺激を負荷した。カルパイン 3が活性化
しやすい収縮パターンを探るために、負荷する電気刺激のパターン（電気刺激の周期(Hz)、
パルス幅（msec）、刺激ステップ数）を変え実験した。各パラメータの組み合わせでおよそ
20通りの刺激パターンで行った。電気刺激中に筋管が収縮することは顕微鏡下で確認した。
電気刺激負荷後に培養細胞をサンプリングし、カルパイン 3に対する抗体を用いてイムノブ
ロッティングし、カルパイン 3の自己切断断片を指標として、カルパイン 3の酵素活性を評
価した。各電気刺激パターンで実験し、運動刺激直後にサンプリングした結果、いずれの場
合にもカルパイン 3が顕著に活性化する電気刺激パターンは見出すことが出来なかった。次
に、電気刺激負荷後に、30 分、1時間後にサンプリングした試験区においても同様の実験を
行った。しかし、カルパイン 3の断片が顕著に検出される電気刺激パターンは見出せなかっ
た。培養骨格筋細胞では筋管を形成するものの、マウス個体レベルの筋線維と比較すると筋
原線維構造等が成熟していないため、電気刺激を負荷してもカルパイン 3の応答性が低かっ
た可能性が考えられた。 
 

(2) 骨格筋組織レベルでの運動負荷モデル 
 培養骨格筋細胞への電気刺激負荷ではカルパイン 3 の有意な活性化が認められなかった
ので、マウス骨格筋組織に ex vivo で電気刺激を負荷し、骨格筋組織レベルでの運動負荷モ
デルを構築することを目指した。野生型マウス、および対照として酵素活性不全のカルパイ
ン 3 を発現するマウスから長趾伸筋（EDL）を取り出し、筋に付着している腱をシリコンゴ
ムに挟み込むことで骨格筋を保持し、培養液存在下で電気刺激を負荷した。骨格筋組織を試
料としてイムノブロッティングを行い、カルパイン 3 の自己切断断片を検出することで、カ
ルパイン 3の酵素活性を評価した。電気刺激パターンは培養骨格筋細胞へのパターンに準じ
た。その結果、カルパイン 3の活性化による自己消化断片が検出された電気刺激パターンは
あったもののサンプル間におけるバラツキが大きかった。カルパイン 3が活性化する電気刺
激パターンの最適化にはさらなる条件検討が必要である。 
 

(3) カルパイン間の相互作用 
 骨格筋細胞にはカルパイン 3の他にもカルパイン 1および 2が発現し、運動負荷後の骨格
筋細胞ではカルパイン3以外にもカルパイン1が活性化することも知られている（文献③）。
一方、カルパイン 1 とカルパイン 2 の間には基質-タンパク質切断酵素としての関係がある
（文献④、⑤）。そこで、カルパイン 3 が同一細胞内で共存するカルパイン 1 および 2 と基
質-タンパク質切断酵素としての関係があるのか否かを検討した。HEK 細胞内に GFP-C3CS を
強制発現させ、HEK 細胞内の内在性カルパイン 1および 2を活性化させた結果、GFP-C3CS が
カルパイン１および 2により切断を受けることが判明した。カルパイン 1あるいは 2のいず
れがカルパイン 3 を切断するのかを明らかにするために、HEK 細胞内の内在性カルパイン 1
あるいは 2 をノックダウンした細胞で遺伝子導入した GFP-C3CS を切断させた。その結果、
カルパイン 1、および 2 のいずれもカルパイン 3 を切断する結果を得られた。カルパイン 3
の切断個所のアミノ酸をペプチドシークエンサー等で決定した結果、カルパイン 3が自己消
化する部分と同一部位であった。さらに、カルパイン 3がカルパイン 1および 2を切断する
のか否かを検討した。すなわち、HEK 細胞に Cherry-C3、および GFP-C1CS、あるいは GFP-
C2CS を発現するコンストラクトを遺伝子導入し、その細胞抽出液を試料として C3 を活性化
させた。その結果、カルパイン 3 がカルパイン 1および 2の N末端付近を切断することが明
らかとなった。これらの切断断片はカルパイン 1および 2が自己消化活性の際に切断される
サイズと同一であった。一連の結果から、カルパイン 1～3間において基質-切断酵素として
の関係を持つことが示された。各カルパインが活性化するための Ca2+要求量を考慮すると、
まずカルパイン 3 が活性化し、活性化したカル
パイン3がカルパイン1の N末端付近を切断し、
カルパイン 1 の活性を誘起する。次にカルパイ
ン 1 がカルパイン 2 の N 末端付近を切断し、カ
ルパイン 2 の活性を誘起する。このように骨格
筋細胞内ではカルパイン 3 の活性化が引き金と
なり、次々と他のカルパインが活性化していく
機構があると考えられる（図 1）（文献⑥）。骨格
筋細胞内カルシウムイオンのホメオスタシスが
崩れるとカルパイン間の基質-切断酵素の相互
関係も崩れ、運動刺激に適切に応答できない可
能性が示唆された。 
 
図１ カルパイン間相互作用のモデル 
灰色矢印は従来までの研究で報告されたカル

パイン間の相互作用。水色矢印、およびピンク色



矢印が本研究で見出したカルパイン間相互作用。骨格筋細胞質内での Ca2+量が極めて低濃度
に保たれていること、各カルパインが活性化するために必要な Ca2+量はカルパイン 3→カル
パイン 1→カルパイン 2の順に高くなることを考慮すると、通常の骨格筋細胞内ではピンク
色矢印の向きにカルパイン間の相互作用が進むと考えられる。水色矢印の作用は骨格筋細胞
内カルシウムイオンのホメオスタシスが崩れた場合に起きると考えられる。 
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