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研究成果の概要（和文）：常に異物に晒される胃腸の粘膜には複雑な防御システムが備わっている。胃腸特異的
に発現する細胞内プロテアーゼ複合体G-カルパイン(カルパイン8とカルパイン9のヘテロ二量体)は、ストレス応
答性の胃粘膜防御と、Th17細胞分化制御を介した腸管免疫に関与すると考えられるが、これらのメカニズムは不
明である。本研究では、G-カルパインが粘液分泌細胞の移動・増殖の制御及び胃酸分泌の負の制御によって胃粘
膜防御に働くことと、G-カルパイン活性と腸内細菌の腸管上皮接着との間に制御システムが存在する可能性を見
出した。

研究成果の概要（英文）：There are complex defense systems in the gastrointestinal mucosa, usually 
exposed to external stresses. Our previous study revealed that intracellular protease complex 
G-calpain (heterodimer of calpain 8 and calpain 9) expressed specifically in the gastrointestinal 
tract is involved in stress-responsive gastric mucosal protection, and intestinal immunity via 
regulation of Th17 cell differentiation, although these mechanisms are unknown. This study suggested
 that G-calpain acts on gastric mucosal defense by regulating migration and proliferation of 
mucus-secreting cells and negative regulation of gastric acid secretion, and that G-calpain activity
 regulates, or is regulated by, epithelial adhesion of intestinal bacteria in the intestine.

研究分野：細胞内タンパク質分解

キーワード： カルパイン　胃腸防御
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１．研究開始当初の背景 

カルパイン(CAPN)は、Ca2+要求性の細胞内

プロテアーゼで、様々な発現様式を示す 15 種

類の分子種が哺乳類に存在する。これらは基質

の限定分解による機能調節を通じて、各々に特

徴的な機能を果たすと考えられているが、機能

の詳細や疾患との関連が明確になっているのは

ごく一部の分子種であり、大部分は何のために

存在するのかという定見が得られていない。 

研究代表者は、機能未知であった2種類の胃

腸特異的分子種、カルパイン 8(CAPN8)とカル

パイン 9(CAPN9)についての研究に取り組んで

きた。その結果、これらが胃粘膜上皮の表層粘

液分泌細胞と腸管上皮の杯細胞に発現し、ヘテ

ロ二量体(G-カルパインと命名)として機能するこ

とと、G-カルパインノックアウトマウスの表現型と

して、アルコール溶液投与時における胃粘膜損

傷の増悪と(Hata et al., PLoS Genet. 2010)、ヘ

ルパーT細胞の一種である Th17細胞の減少を

明らかにした。Th17 細胞は、炎症性サイトカイン

IL-17 等を産生し感染防御や腸管免疫恒常性

に重要な役割を果たすだけでなく、自己免疫疾

患発症にも関わる。Th17細胞の分化誘導には、

サイトカイン IL-6のナイーブCD4陽性 T細胞へ

の作用とそれに伴う転写因子 RORγt の発現誘

導が必須である。腸管では Th17 細胞が多数常

在しており、これには特定の腸内細菌の上皮へ

の生着が重要であることが明らかになっているが、

このメカニズムには不明な点が多い。 

研究代表者は、さらなる解析を進めて、KO マ

ウス小腸において IL-6の発現量が低下している

ことと、G-カルパインのノックダウン細胞株が増

殖・移動能に異常を示すことなどを予備的知見

として得たところである。これらの知見は、G-カル

パインが消化管防御機能に関与することと、G-

カルパイン不全が関連する疾患の存在を初めて

明らかにしたものであるが、その詳細は未解明

である。 

 

２．研究の目的 

本研究は、(1)CAPN8 と CAPN9 の二量体

形成の意義と各遺伝子の SNPsと G-カルパイ

ンの活性との関係の解明、 (2)G-カルパイン

機能不全による胃粘膜防御破綻のメカニズ

ム解明、(3)G-カルパインによる腸管 Th17 細

胞分化制御機構の解明、を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 上記(1)では、CAPN8と CAPN9それぞれの

不活性変異体、点変異体、欠失変異体発現コ

ンストラクトを作製し、CAPN8と CAPN9の

各コンストラクトを様々な組み合わせで小

麦無細胞発現系や培養細胞発現系において

タンパク質発現させ、これらのプロテアーゼ

活性や相互作用を調べた。上記(2)では、G-

カルパイン活性欠損マウスと野生型マウス

の胃 RNA を用いてマイクロアレイ解析を行

うことで遺伝子の発現変動を調べると共に、

培養細胞を用いてCAPN8とCAPN9が胃粘膜

防御における細胞移動・接着に関与する可能

性を改めて検討した。上記(3)では、腸内細菌

によるCAPN8及びCAPN9の発現制御の可能

性を調べるため、無菌マウスと SPFマウスを

用いて、腸管における CAPN8と CAPN9のタ

ンパク質発現量の比較を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 変異体解析により、CAPN8 と CAPN9 の相

互作用には、それぞれの N末端及び C 末端が

必要であることを見出した。さらに、相互作用す

ることで、CAPN8 がプロテアーゼ活性の主体と

して、CAPN9 が複合体のシャペロンとして機能

することを明らかにした (Hata et al., J. Biol. 

Chem. 2016)。また、ヒトでは CAPN8 と CAPN9

の各遺伝子上に SNP が十数種ずつ存在するこ

とが報告されている。これらの多型がプロテアー

ゼ活性に及ぼす影響を in vitro で検討した。そ

の結果、CAPN8 では少なくとも 1 種類、CAPN9

では 6 種類の SNPs が、プロテアーゼ活性の減

弱・消失をもたらすことを見出した。 



(2)粘液分泌細胞由来の細胞株を用いたスク

ラッチアッセイを行うと、カルパイン阻害剤

である calpeptin作用下で細胞移動の遅延が起

こること、大腸ガン由来細胞株を用いたノッ

クダウン実験を行ったところ、CAPN8、

CAPN9 いずれかをノックダウンすることで

細胞増殖の遅延が見られた。さらに、マイク

ロアレイ解析により、G-カルパイン活性欠損

マウス胃における細胞接着や移動の制御因

子の発現上昇と、胃酸分泌の制御因子の発現

低下を見出した。この結果から、G-カルパイ

ンが、胃粘膜の保護に、細胞の移動や接着の

制御だけでなく胃酸分泌の抑制に働く可能

性を見出した。 

(3)腸管における CAPN8 と CAPN9 のタンパ

ク質発現量を無菌マウスおよびSPFマウスで

比較したところ違いが見られなかった。この

結果から、腸内細菌によって CAPN8 と

CAPN9 は発現制御を受けないことが明らか

になったほか、腸内細菌の上皮接着によるカ

ルパインの活性の制御の可能性、またはカル

パインによる腸内細菌接着の制御という別

の可能性が考えられた。 
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