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研究成果の概要（和文）：カルパインは、Ca2+によって活性が制御される細胞内システインプロ

テアーゼで、基質の限定分解による様々な細胞機能の制御に関わる。本研究期間において、2

種類の胃腸特異的カルパイン、カルパイン 8とカルパイン 9それぞれのノックアウトマウスま

たは遺伝子改変マウスの解析を進め、これらが活性複合体を形成し、一体となってストレスに

応答した胃粘膜防御に関わることを明らかにした。様々なストレスによる胃疾患が知られてい

るが、そのメカニズムは不明な点も多い。本研究成果は、こういった胃疾患の発症機構や治療・

予防法を考える上で手がかりを与えるものである。 
 
研究成果の概要（英文）： Calpains are Ca2+-dependent cytosolic proteases that are 
indispensable for various cellular processes. Here we show that mice with mutations in 
the genes for two gastrointestinal tract-specific calpains 8 and 9 are susceptible to 
stress-induced gastric injury. Moreover, these calpains form a stable complex, in which 
both molecules are essential for activity. Gastric mucosal integrity depends on a complex 
defense system that acts in the face of a variety of irritants, including alcohol, 
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), and Helicobacter pylori. The continuous 
or improper ingestion of these irritants often leads to serious gastropathies. Our results 
might therefore contribute to the development of new therapeutic strategies for human 
gastropathies induced by irritants. 
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１．研究開始当初の背景 

カルパインは、細胞内においてカルシウム 

によって活性が制御されるシステインプロ
テアーゼで、基質を限定分解して、その構
造や機能を制御するモジュレーターとして
機能する。哺乳類には組織普遍的または特
異的に発現するカルパインが存在するが、
これらの活性制御不全が脳神経・筋・代謝
系など種々の病態の要因になること、組織
普遍的に発現するカルパインのノックアウ
トマウスが胚性致死であることなどから、
生理機能は多様であることが明らかになっ
ている。このことは、我々が摂取する食物
の消化・吸収や免疫という生体維持の根本
を担う胃腸でも例外ではなく、胃ガン発症
との関連が示唆されてはいるが、胃腸にお
けるカルパインの機能は全く明らかにされ
ていなかった。 

  

 

２．研究の目的 

我々の胃粘膜は粘液分泌など複雑な防御シ
ステムにより外的ストレスから保護されて
いる。その際、胃粘膜の表層を覆うように並
ぶ表層粘液分泌細胞が粘膜保護に大きな役
割を果たす。我々は以前、２種類のプロテア
ーゼ、カルパイン８とカルパイン９がこの細
胞特異的に存在することを見出していたが、
それらの機能は不明であった。本研究は、こ
れら２種類のカルパインの機能を解明する
ことを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

(1)カルパイン８と９それぞれの遺伝子ノッ
クアウトマウス、不活性カルパイン 8を発現
するノックインマウスを作成し、それぞれの
マウスを用いて、アルコール溶液を経口投与
し一定時間後の胃粘膜損傷を評価した。 
 
(2)マウス胃粘膜より抽出したタンパク質を
用いて、ゲル濾過解析、免疫沈降解析などの
生化学的解析を行った。 
 
(3)マウス胃切片の電子顕微鏡観察、免疫染
色解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)カルパイン８とカルパイン９それぞれの
遺伝子ノックアウトマウスに対し、40%エタ
ノール溶液を経口投与し 4時間後に摘出した
胃の粘膜損傷を評価したところ、各ノックア
ウトマウスは、ともに野生型マウスに比べ、
有意に胃粘膜に損傷を引き起こしやすいこ
とを明らかにした(図１)。 
 
 

 

 
 
(2)ウエスタンブロット解析により、カルパ
イン８ノックアウトマウスでカルパイン９
が、カルパイン９ノックアウトマウスではカ
ルパイン８が、ダウンレギュレートすること
を明らかにした。さらに、免疫沈降解析、ゲ
ル濾過解析などを行い、カルパイン８と９が
相互作用し複合体を形成すること、カルパイ
ン８と９が複合体のシャペロンとして複合
体が安定化することを明らかにした(図２)。 
 

 



 

 

 

 
 

 
 
 
(3)カルパイン８の活性中心を変異させるこ
とで不活性カルパイン８を発現するマウス
を作成し、(1)と同様にエタノール投与によ
る胃粘膜損傷を評価したところ、ノックアウ
トマウスと同様に、野生型マウスに比べ有意
に胃粘膜損傷を引き起こしやすくなること
を明らかにした(図３)。 
 
 

 
 
 
 

(4)ノックアウトマウスにエタノールを投与
した時の、粘液産生・分泌に及ぼす影響を電
子顕微鏡観察、免疫染色解析を行ったところ、
野生型マウスと比較して有意な差は観察さ
れなかった(図４)。 
 
 

 

 
 
以上より、カルパイン８とカルパイン９は活
性複合体を形成し、一体となって外因ストレ
スに対する胃粘膜防御に関与することが明
らかになった。様々なストレスによる胃疾患
が知られているが、そのメカニズムは不明な
点も多い。本研究成果は、こういった胃疾患
の発症機構や治療・予防法を考える上で手が
かりを与えるものである。 
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