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研究成果の概要（和文）：  
 本研究において、カルパイン－１およびカルパイン－２両欠損マウスにおける運動異常につ
いての研究を行った。神経特異的に超カルパインを欠損させたマウスは、モリス水迷路におい
て運動・視野能力に異常がみられた。また、神経におけるカルパインの基質を同定するために、
試験管内でカルパインを活性化させた組織標本を iTRAQ 法による質量分析を用いた探索によ
り、いくつかの機能に関連したカルパイン基質を特定した。しかし、それらの多くは、生体内
では顕著なカルパインによる切断がみられなかったことから、現在は細胞にカルシウムを流入
させた後に、カルパインの基質探索を行っている。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, we have analyzed the motor abnoromality in calpain-1 and calpain-2 double 
knockout mice. Neuron-specific deleted knockout showed abnormalities in motor and/or 
visual capacity in Morris water maze test. Then, we identified several substrates of 
calpain-1 and calpain-2, which relate the functional abnormalities, by masspectrometic 
technique and the iTRAQ method. However, some of the substrates were not cleaved so 
much by calpain. Thus, we are trying to identify calpain substrates in cell culture system 
using calcium ionophores. 
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１．研究開始当初の背景 
カルパインはカルシウムによって活性化

する細胞内プロテアーゼであり、単にタンパ
ク質を消化するのではなく、基質の機能領域
を切断することで活性調節や局在変化など
新たな機能を付与する情報伝達の働きをも
つ。これまでの研究からカルパインが細胞死
や細胞運動、分化、記憶形成などの生理的機
能に関与し、その過剰な活性化がアルツハイ
マー病や白内障、筋ジストロフィーなどの重
篤な疾患を引き起こすことが示唆されてい
る。しかしながら、その詳細な分子機構につ
いては多くが明らかにされていない。 
 我々の研究グループは、これまでカルパス
タチン欠損および脳内過剰発現マウスを作
製し解析を行い、カルパスタチンの発現は通
常環境下では大きな影響を与えないものの、
グルタミン酸誘導体により過剰なカルシウ
ム細胞内流入を引き起こした病理的条件下
では、カルパスタチンがカルパイン活性を負
に制御し細胞死からの保護作用を確認する
ことができた。 
 さらにカルパイン－２欠損マウスを作製
し、他機関で作製されたカルパイン－１欠損
マウスを導入することで、大部分のカルパイ
ン活性を欠損させることに成功した。高濃度
のカルパイン阻害剤はプロテアソームやカ
テプシンを阻害してしまうため、他プロテア
ーゼの影響を除外することができないため、
これまでのところカルパイン欠損マウスは
他分子に影響を与えずカルパイン活性のみ
を低下させることのできる唯一の手段であ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究ではカルシウム依存性細胞内プロ

テアーゼ・カルパインの神経疾患への関与に
着目し、１．カルパイン欠損マウスの運動失
調の発生機構 ２．カルパイン分解系のアル
ツハイマー病に与える影響 の２点を解析
することを目的とした。 
カルパインは、多くの神経疾患において重

要性が示唆されており、その分子機構を解明
することで新たな疾患治療の標的を見出す
ことが期待される。 
 
３．研究の方法 
運動失調の解析では、μ－カルパイン全身

欠損マウスにＣｒｅ発現遺伝子を導入した
ｍ－カルパイン条件特異的欠損マウスを作
製した。神経特異的欠損のためには、Ｎｅｓ
ｔｉｎプロモーター、骨格筋に発現する筋ク
レアチンキナーゼ・プロモーターによりＣｒ
ｅを発現させることで、筋原性もしくは神経
原性の異常であるかを判定した。 

また、アルツハイマー病の解析では所属研

究室で新たに作製した新規アルツハイマー
病モデルマウスとカルパスタチン欠損マウ
スを交配させ、病態の進行を行動解析および
免疫組織化学的に調べた。 
病態に寄与するカルパインの基質を同定

するため、欠損マウス由来の病変組織と野生
型由来の健常組織をトリプシン消化し、それ
ぞれ別の質量タグを付加した後に混合して、
質量分析計により定量的解析を行った。さら
に、その結果を再検討するため、細胞や組織
で発現およびカルパインによる切断を確認
した。 
 

 
４．研究成果 
本研究において、カルパイン－１およびカ

ルパイン－２両欠損マウスにおける運動異
常についての研究を行った。神経特異的に超
カルパインを欠損させたマウスは、モリス水
迷路において運動・視野能力に異常がみられ
た。また、神経におけるカルパインの基質を
同定するために、試験管内でカルパインを活
性化させた組織標本を iTRAQ法による質量分
析を用いた探索により、いくつかの機能に関
連したカルパイン基質を特定した。しかし、
それらの多くは、生体内では顕著なカルパイ
ンによる切断がみられなかったことから、現
在は細胞にカルシウムを流入させた後に、カ
ルパインの基質探索を行っている。 
 また、アルツハイマー病研究ではカルパス
タチン欠損マウスとアミロイドβを蓄積す
るアルツハイマー病モデルマウスとの交配
により、アミロイドβ蓄積が促進した。これ
までは、カルパインの活性化がアミロイドβ
以降のシグナル伝達に関与するものとされ
てきたが、本研究ではカルパインがアミロイ
ドβの産生にも深く関わることを示唆する
結果となった。 
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