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研究成果の概要（和文）：プロテアーゼ活性をもたないカルパインファミリーの一員であるカルパイン6は、炎
症性マクロファージに高発現し、エクソンジャンクション複合体を核内に誘導する因子であるCWC22と細胞質で
結合してその核内移行を抑制した。これにより、Rac1をはじめとする種々の遺伝子のスプライシングを阻害し、
マクロファージによるLDLの飲作用（ピノサイトーシス）ならびに動脈硬化モデルマウスの病変形成を促進し
た。

研究成果の概要（英文）：Calpain-6, a member of calpain superfamily that has no proteolytic activity,
 was shown to be highly expressed in inflammatory macrophages and interact in the cytoplasm with 
CWC22, a factor that promotes nuclear translocation of exon-junction complexes, thereby interfering 
with nuclear translocation of CWC22. Association of CPNA6 with CWC22 led to suppression of mRNA 
splicing of various genes including Rac1 and acceleration of LDL pinocytosis by macrophages and 
subsequent development of atherosclerosis in mice. 

研究分野：生化学
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1． 研究開始当初の背景 
 

動脈硬化病変はマクロファージ由来泡沫細

胞の集積をその病理学的特徴とする。マクロ

ファージ泡沫化の分子機構は、これまでマク

ロファージスカベンジャー受容体を介する

酸化LDLの取り込みによって説明されてきた。

しかしながら、ヒトの動脈硬化病変で検出さ

れるLDLはスカベンジャー受容体に認識され

るほどには酸化されていないこと、またスカ

ベンジャー受容体を欠損した動脈硬化モデ

ルマウスでもマクロファージの泡沫化は実

際に生じることなどから、マクロファージの

LDL 取込みに関する別の分子機構が存在する

ことが想定されてきた。このあらたな分子機

構を説明するものが、マクロファージのピノ

サイトーシス（飲作用）であるが，その分子

機構の詳細は明らかでなかった。 

 
２. 研究の目的 
 

カルパインは細胞内カルシウム感受性プロ

テアーゼであり、マクロファージの種々の細

胞機能を制御する機能が知られている。一例

をあげると、カルパイン 1（μ-カルパイン）

は、細胞コレステロールの排出に関与する

ATP-binding cassette transporter A1 

(ABCA1)の細胞内分解を促進し、細胞コレス

テロールの排出を抑制するはたらきがある。

本研究では、プロテアーゼ活性をもたないユ

ニークなカルパインファミリーのメンバー

であるカルパイン６(CAPN6)に着目し、マク

ロファージによるLDLのピノサイトーシスな

らびに動脈硬化病変形成における病態生理

学的役割を検討した。 

 
３．研究の方法 
 

(1) 野生型マウスの骨髄由来マクロファージ

(Bone marrow-derived macrophages; 

BMMs)を用いて、Capn6 遺伝子の発現を誘

導するサイトカインを検討した。 

(2) 野生型マウスとCapn6欠損マウスのBMMs

を用いて細胞機能を比較検討した。また

Capn6 欠損マウスと動脈硬化モデルマウ

スである LDL 受容体(Ldlr)欠損マウスを

交配し、二重欠損マウスを作成した。Ldlr

欠損マウスと二重欠損マウスから得た

BMMs の細胞機能を比較検討した。 

(3) J774マクロファージの細胞内でCAPN6と

結合しているタンパク質を、免疫沈降法

と液体クロマトグラフィー／タンデム質

量分析法（IP-LC-MS/MS）にて同定した。 

(4) Ldlr単独欠損マウスとCapn6／Ldlr二重

欠損マウスに高脂肪食を負荷して動脈硬

化病変を惹起し、病変の質的、量的違い

を比較検討した。 

(5) ヒト大動脈ならびに冠状動脈を用いて、

ヒト動脈硬化病変における CAPN6 の発現

レベルと病変の進展度との関連を検討し

た。 

(6) マウスの骨髄移植により，Ldlr 欠損マウ

スの動脈硬化病変形成における骨髄由来

細胞の CAPN6 の役割を検討した。 

 

４．研究成果 
 

(1) 野生型 BMMs を TNF-αならびにマクロフ

ァージコロニー刺激因子(M-CSF)で刺激

すると、カルパインファミリーのうち、

Capn6 が突出して mRNA 発現増加をみた。

TNF-αの Capn6発現誘導効果は他の炎症

性サイトカインよりも顕著であった。 

(2) CC-ケモカインリガンド 2 で刺激した場

合の Ldlr 欠損 BMMs の運動速度は、Capn6

欠損により増加した。またLdlr欠損BMMs

の細胞運動に関与する Rac1 の活性は

Capn6 欠損により増加した。Ldlr 欠損

BMMsのLDL細胞取込みとコレステロール

蓄積は Capn6 欠損により減少した。ピノ

サイトーシス活性の指標となるデキス

トランの取り込みもCapn6欠損により減

少した。一方、Ldlr 欠損 BMMs のピノソ



ームの細胞内移動速度はCapn6欠損によ

り低下した。 

(3) IP-LC-MS/MS 法により、J774 マクロファ

ージの細胞内でCAPN6と結合しているタ

ンパク質として、エクソンジャンクショ

ン複合体を核内に誘導する因子として

知られる CWC22 を同定した。炎症刺激を

与えた野生型 BMMs では、CWC22 は CAPN6

と細胞質で共存していたが、Capn6 欠損

によりCWC22は核内に移行して集積した。

また野生型 BMMs に比し Capn6 欠損 BMMs

では、Rac1 のスプライシングが促進した。 

(4) Ldlr 欠損マウスに高脂肪食を負荷する

と大動脈動脈硬化病変が形成されるが、

Capn6/Ldlr 二重欠損マウスでは病変面

積が減少した。CAPN6 は病変部のマクロ

ファージに高発現していた。 

(5) ヒトの動脈硬化病変においてもCAPN6が

高発現しており、マクロファージに局在

していた。動脈硬化病変の進展に伴い、

CAPN6 の発現も増加した。一方、CWC22

の核内局在は動脈硬化病変の進展に伴

い減少した。 

(6) Capn6/Ldlr 二重欠損マウスの骨髄細胞

を Ldlr 欠損マウスに移植すると、Ldlr

欠損マウスの骨髄細胞を同型マウスに

移植したコントロールに比し，動脈硬化

病変形成が有意に抑制された。 

 

以上より、マクロファージに発現する CAPN6

は、細胞質で CWC22 と結合してその核内移行

を抑制し、Rac1 を初めとする遺伝子のスプラ

イシングを抑制することにより、LDL のピノ

サイトーシスを促進し、その結果動脈硬化病

変形成を促進していることが明らかとなっ

た。本研究結果より，CAPN6 を標的としたあ

らたな動脈硬化治療戦略が想定される。 
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