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研究成果の概要（和文）：カルパイン(CAPN)は、限定分解により基質機能を調節するプロテアーゼである。CAPN1/2は
古くから研究されながら、その普遍性のため機能解明が難航している。申請者らは組織特異的分子種を発見し、発現組
織機能と関連づけて生理機能を解析してきた。その結果CAPN3、8/9の機能不全は筋ジストロフィー、胃疾患の原因とな
ることを明らかにした。しかし各分子の作用機序は不明な点が多い。そこで組織特異的CAPNに注目し、組織機能制御の
分子機構を解析した。特にKO/KIマウスとプロテオミクスを基軸とした解析で、ヒト疾患や遺伝子改変マウス表現型を
参照し、CAPN不全疾患発症機序へも迫った。

研究成果の概要（英文）：Calpains (CAPNs) are intracellular proteases that modulate substrate proteins by 
limited proteolysis. Although CAPN1/2 have well been studied so far, their physiological functions are 
still elusive because of their ubiquitous expression profiles.We have identified several tissue-specific 
calpains, and analyzed their functions in relation to the functions of the tissues where they are 
expressed. As a result, we revealed that defects of CAPN3 proteolytic activity cause muscular dystrophy, 
and that deficiencies of CAPN8/9 result in stress-induced gastric ulcer. Furthermore, other 
tissue-specific calpains were analyzed in terms of tissue functions. Proteomic analysis suggested that 
several novel substrates of these new members of calpains play important roles on pathophysiology of 
calpain-deficient diseases, "calpainopathies".

研究分野：分子生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
申請者は、タンパク質分解酵素「カルパイン
（CAPN）」の生理機能について一貫して研究
を行ってきた。カルパインは、様々なシグナ
ルに応答して基質タンパク質を限定的に分
解することで、その機能･構造を調節するた
め「モジュレーター・プロテアーゼ」と呼ば
れる。 
ヒトのカルパインは 15 遺伝子にコードされ、
古くから研究されている CAPN1, 2 は、組織
普遍的に存在する。一方申請者らは、骨格筋
特異的に発現する CAPN3 及び胃腸特異的
CAPN8, 9 を発見し、「組織特異的カルパイン」
という概念を確立した。ヒトでは、組織普遍
的及び特異的な発現を示す分子種に二分さ
れるが（図 1 参照）、前者は細胞の基本機能
を構築するが故に、Capn2 や Capn7 のノック
アウトマウスは致死となり、細胞レベルでの
解析も困難が多く、その生理機能の解明は難
航していた。 

一方、組織特異的カルパインは発現組織特有
の機能に重要で、遺伝的･後天的不全により
発現組織を中心とした疾患が発症すること
から、研究分野を超えて広く注目されていた。
申請者らは、骨格筋特異的 CAPN3 が筋収縮
など筋機能に伴う種々のストレス･シグナル
に応答するセンサーとして働き、その機能不
全が筋ジストロフィーを発症すること、胃腸
特異的 CAPN8 と CAPN9 が複合体 G-カルパ
インを形成して粘液分泌細胞に局在し、胃ス
トレスに対する粘膜防御機構に関与するこ
と、などを見出してきた。即ち、組織特異的
カルパインを解析対象とすることで、その機
能不全と相関する発現組織の組織機能論的
解析により、カルパインの作用点を特定しう
る、という大きなメリットがあると考えられ
た。 
 
 

２．研究の目的 
 
カルパインが哺乳類の生命維持や各組織機
能に必須であること、即ち個体レベルでのモ
ジュレーター・プロテアーゼの重要性が、マ
ウス遺伝学などにより示されていた。一方で
カルパインは Ca2+、阻害タンパク質など様々
な相互作用因子が見出されているものの、in 
vivo の活性制御機構は殆ど明らかではなかっ
た。細胞・組織が恒常性を維持するメカニズ
ムの中での、これら相互作用因子の作用機序
の理解こそが不可欠であると考えられた。 
そこで本研究は、組織特異的カルパインのメ
リット「機能すべき組織が特定、他のカルパ
インとは非縮重的作用が想定される」を生か
し、各カルパインの作用点において活性化機
構に関わる in vivoの分子ネットワークを解明
することを目指した。特に、遺伝子改変マウ
スを用いることにより活性制御機構を含め
た生理機能の特定を試みた。これらは組織特
異的カルパインの解析であるが、普遍的分子
種との進化的位置関係について検討するこ
とにより、共通する活性制御機構に関する知
見の抽出を試行した。最終的にはカルパイン
に広く保存された作動原理の理解にも発展
させるべく、以下の 4 点から研究を進めた（図
2 参照）。 
 
(1) 骨格筋特異的 CAPN3 による骨格筋の恒
常性維持機構の解析 
 
(2) CAPN8/9 複合体（G-カルパイン）による
胃粘膜保護作用の解析 
 
(3) 新規の組織特異的カルパイン（CAPN6, 
11, 12）の解析 
 
(4) カルパイン研究のための基盤解析技術
の開発 

 
 

 

 
（図 1） ヒトのカルパイン 15 分子種と 

その発現組織 
太字が組織特異的に発現する分子種である。関
連疾患で下線は申請者らが解析中。構造的には
CAPN1, 2 と全長で相同なものを典型型、他を非
典型型と分類できる。 

 
（図 2） 本研究の目的とその解析ストラテジー 
組織特異的カルパインに注目し、各組織におけ
るノックアウトマウスの表現型を基にした生理機
能解析により、カルパインに特有の方法論を開
発しつつ、カルパインの作動原理を明確にし、カ
ルパインによる生体制御機構解明を目指した。 



３．研究の方法 
 
本研究では組織特異的カルパイン分子種
CAPN3, 6, 8, 9, 11, 12 に焦点を当てて解析す
る。既にこれら全てに関しての遺伝子改変マ
ウスを作出済みであった。よって、下記の研
究計画を直ちに遂行できる上、マウス遺伝学
によるカルパイン生理機能の横断的な理解
や、差分プロテオーム法のような相互比較解
析によって、基質を含めたカルパイン関連分
子の網羅的同定が可能となった。 
 
(1) 骨格筋特異的 CAPN3 による骨格筋の恒
常性維持機構の解析 
CAPN3は強力なNa+依存性自己分解活性など
プロテアーゼとしても特異な分子である。そ
のため通常の方法論では解析不能なことが
多く、新規方法論の開発も合わせて行った。
酵素機能を抽出し、また酵素以外の機能も考
慮し、Capn3 ノックイン（Capn3CS/CS）［活性
中心に変異（Cys129→Ser）を有し不活性な
CAPN3:C129S を野生型の代わりに発現する］
とノックアウト（Capn3-/-）［タンパク質自体
が存在しない］マウスを比較解析した。 
① Capn3CS/CS, Capn3-/-マウスを用いたディフ
ァレンシャル（差分）プロテオーム解析 
申請者は、所属機関の共通機器である超高感
度 2D-LC/MS（DiNa 2D＋ABI 4800, QSTAR 
Elite）システムの管理者を務め、操作に精通
しており、これらと Capn3 遺伝子改変マウス
を用いた差分プロテオーム法によって、基質
や相互作用分子を網羅的に解析した。 
② Capn3CS/CS, Capn3-/-マウスからの初代培養
骨格筋細胞を用いた解析 
Capn3 遺伝子改変マウスから骨格筋初代培養
細胞を樹立し、CAPN3 の活性やタンパク質の
欠損が骨格筋の分化･成熟･質に与える影響
を様々な培養条件下で解析した。さらに、分
化過程の時間軸に沿った解析を 1)と同様に
行い、筋組織の構築･再生と関連する分子ネ
ットワークを解析した。 
③ 筋ジストロフィーモデルマウスを用いた
遺伝学的解析 
申請者らは筋ジストロフィーモデルマウス
として、mdx（ジストロフィン欠損;デュシャ
ンヌ型）、SJL/J（ジスファーリン欠損;肢帯型
2B 型）、mdm（コネクチン部分欠損；重症型）
マウスも有する。そこで、これらと Capn3 遺
伝子改変マウスとを交配し、筋ジストロフィ
ー発症機序における CAPN3 の役割を解析し
た。特に、Capn3CS/CS と Capn3-/-との間で差が
生じる可能性に注目し、CAPN3 のプロテアー
ゼ以外の機能を示唆する現象が見出された
ケースについて、1)と同様に解析を行った。 
 
(2) CAPN8 及び CAPN9 複合体（G-カルパイ
ン）による胃粘膜保護作用の解析 
CAPN8 及び CAPN9 は、両者が相互依存的に
活性複合体 G-カルパインを形成して胃粘膜
保護に機能する。CAPN3 同様、CAPN8:C105S

ノックイン（Capn8CS/CS）及び各ノックアウト
（Capn8-/-, Capn9-/-）マウスを用い、その機能
不全で増悪されるストレス性胃出血の表現
型を基に、粘膜防御因子の挙動を検討した。 
① G-カルパイン不全によるストレス性胃粘
膜損傷の増悪機構の解析 
胃粘膜防御作用では、粘液分泌などによる粘
膜バリアーの形成と、損傷した粘膜の修復が
重要である。Capn8/9 遺伝子改変マウスを用
いて、G-カルパインが発現する表層粘液細胞
の微細構造や分化移動能の解析、粘膜修復因
子の発現レベルや炎症性サイトカインの定
量を行うことで、G-カルパインの作用点を検
討した。また、プロテオミクス、酵母
Three-Hybrid 解析により G-カルパインの基
質・相互作用因子を絞り込んだ。 
② Capn8/9 遺伝子改変マウスを用いた G-カ
ルパイン不全による胃粘膜損傷の傷害因子
依存性の検討 
アルコール以外のストレスとして、胃に負荷
をかける高脂肪食、胃疾患危険因子の非ステ
ロイド系抗炎症剤（NSAIDs）やピロリ菌の投
与を行い、影響が見られた場合はその分子機
構について上記と同様に解析した。 
③ ヒト CAPN8, CAPN9 遺伝子の一塩基多型
（SNP）と胃疾患の相関についての解析 
ヒト CAPN8/9 には SNP によるアミノ酸置換
が複数報告されており、一部の SNP は G-カ
ルパインの活性を消失・減弱させることを発
現系を用いて明らかにした。アルコール過摂
取や抗炎症剤長期投与は、しばしば潰瘍性胃
疾患を引き起こすが、その程度には個人差が
ある。そこで共同研究により、胃疾患患者の
血液サンプルを用いて SNP 解析を行い、
CAPN8/9 の SNP と胃疾患発症リスクとの相
関解析を計画した。 
④ G-カルパインの立体構造解析 
G-カルパインは、2 種のカルパインのヘテロ
2 量体形成が明らかとなった初めての例であ
り、その構造は極めて興味深い。共同研究に
より立体構造解析を行うべく、ほぼ確立しつ
つある CAPN8, 9 各分子の大腸菌発現系を用
いて、結晶化を計画した。また、CAPN2, 8, 9
間の高い相同性を基に、CAPN2 の立体構造に
CAPN8, 9 各々の構造をスーパーインポーズ
し、全構造を推定した。 
 
(3) 新規の組織特異的カルパイン(CAPN6, 11, 
12)の解析 
CAPN6 は、ヒトカルパイン中で唯一活性中心
の Cys が置換された「非プロテアーゼ型」分
子種である。胎児筋及び数種の培養細胞株に
発現し、後者では微小管を介した細胞機能の
調節が報告されていたが、in vivo での役割は
不明である。また、精巣及び毛包特異的
CAPN11 及び 12 は、どちらも CAPN1, 2 と高
い相同性を持つ典型型である。これらのカル
パインは、現在まで殆ど解析されていない。
よって、これらのノックアウトマウスの表現
型を解析し、生理機能解明に繋げた。また、



構造的独自性を獲得した分子種の解析から、
カルパインの新しい作動原理を考察した。 
① CAPN6 の骨格筋分化過程における生理機
能の解析 
Capn6-/-の胎児の筋径は野生型より太いこと
を示唆する所見が得られており、CAPN6 と筋
発生の関係を[1]-2)と同様に解析した。さらに、
Capn6-/-マウスと Capn3-/-マウスなど筋ジスト
ロフィーモデルマウスとを交配させ、その二
重変異マウスの表現型から、筋ジストロフィ
ーの表現型（＝筋の壊死・再生が高進）に
CAPN6 が与える影響を解析した。 
② Capn11-/-及び Capn12-/-マウスの表現型の
解析と生理機能の解明 
精巣特異的 CAPN11 は、精細管と精子アクロ
ソームへの局在が報告されていた。前者は精
子の形成器官、後者は受精時の卵透明帯通過
に必要な多くのプロテアーゼを含む領域で
あるため、CAPN11 はこれらの機能と関連す
ることが予想された。Capn11-/-マウス交配試
験や in vitro 系での精子の形態や運動･受精能
を検討した。CAPN11 は、鳥類では CAPN1, 2
に代わって組織普遍的に発現するため、その
機能は従来型カルパインの機能と両者の進
化的変容を考える大きなヒントとなった。 
毛包特異的 CAPN12 は、毛周期の成長期（毛
母細胞が活発に分裂増殖し、毛形成される時
期）のみに発現し、医療的にも興味深い。毛
包におけるCAPN12の局在を組織染色で解析
した。Capn12-/マウスの体毛形成の有無・速
度や毛質を出生･剃毛直後から目視、免疫染
色、電顕等で観察した。 
 
(4) カルパイン基盤解析技術拡充・特異的解
析技術の開発による活性化機構の解析 
CAPN3で見られる強力なNa+依存的自己分解
活性などの解析系として、2 種の蛍光タンパ
ク質を融合した特異的基質（カルパスタチン
など）を用いて開発した検出技術の特異性・
感度をさらに改善した。この基質を骨格筋で
発現するトランスジェニックマウスを作出
し、CAPN3 活性化と骨格筋の状態との関係を
計測する。他の組織特異的カルパイン分子に
ついても同様のアプローチを試みた。 
 
(5) プロテオミクスの結果分析と応用、及び
カルパインの作用機序に関する総合的理解 
遺伝子改変マウスを用いた差分解析の結果
は、適切に解釈･解析されることで従来の概
念を覆すような分子ネットワークを提示で
きる可能性がある。そこで、必要に応じて酵
母 Two-Hybrid 系、siRNA や遺伝子ターゲテ
ィングの手法を適応して、システムとしての
カルパイン分子群の相互関係を念頭に解析
の拡大を繰り返した。同時に、組織特異的カ
ルパイン共通の活性制御機構を明らかにし、
CAPN1, 2 での実験系に当てはめて、特異性･
共通性を検証した。これら全ての知見を総合
して、新しい作用機序についての検討、カル
パインの共通作動原理に関する考察を行い、

統合的な理解を試みた。 
 
 
４．研究成果 
組織特異的カルパインに注目し、発現組織機
能と関連づけて生理機能を解析した結果、
CAPN3、8/9 の機能不全は筋ジストロフィー、
胃疾患の原因となることを明らかにした。し
かし各分子の作用機序は不明な点が多かっ
た。そこで各組織特異的 CAPN を詳細に比較
検討し、組織機能制御の分子機構を解析した。
特に KO/KI マウスとプロテオミクスを基軸
とした解析で、ヒト疾患や遺伝子改変マウス
表現型を参照し、CAPN 不全疾患発症機序へ
も迫った。詳細は発表論文を参考にされたい。 
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