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研究成果の概要（和文）：カルシウム結合性タンパク分解酵素であるカルパインが網膜色素変性

モデル動物における視細胞変性進行過程でどのように視細胞死に関与するかを研究した。

Royal College Surgeon’s (RCS)ラットの変性初期にミトコンドリアカルパインが細胞質カルパ

インの活性上昇に先立って活性が上昇することを発見した。さらに変性初期にカルパイン阻害

薬を RCS ラット硝子体中に投与すると視細胞死が特異的に阻害されることを見いだした。  

研究成果の概要（英文）：We studied in this project whether and how calpains, calcium 

activated proteases, play roles in the photoreceptor apoptosis during retinal degeneration 

of retinitis pigmentosa model animals.  We found that activities of mitochondrial calpains 

increased in the early stage of retinal degeneration of Royal College Surgeon’s (RCS) rats. 

We also found that intravitreal injection of calpain inhibitors specifically retarded 

photoreceptor apoptosis.  
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１．研究開始当初の背景 

網膜色素変性には視細胞のアポトーシスが

関与することが知られている。細胞内でアポ

トーシスを進行させる反応機構としてはカ

スパーゼ系がよく知られているが、非カスパ

ーゼ系酵素群の 1つとしてカルパイン系が知

られていた。カルパイン系は主に細胞質に存

在しているが、ミトコンドリアにも存在して

ことが明らかにされている。しかし、ミトコ

ンドリアカルパインが細胞死の過程でどの
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ような役割を果たしているのかは不明であ

った。 

２．研究の目的 

網膜色素変性モデル動物の網膜変性過程で、

細胞質カルパインおよびミトコンドリアカ

ルパインの活性動態を明らかにする。ミトコ

ンドリアカルパインのアポトーシスへの関

与の可能性を明らかにする。カルパイン阻害

薬が視細胞アポトーシスを抑制できるか否

かを明らかにする。 

３．研究の方法 

網膜色素変性モデル動物として Royal 

College Surgeon’s (RCS)ラットを用いた。弘

前大学動物実験倫理委員会の許可を受けて

実験を行った。ラット網膜変性の進行過程に

おいて細胞質カルパインとミトコンドリア

カルパインそれぞれの酵素活性の推移を検

討した。ミトコンドリアカルパインがミトコ

ンドリアに通常不活性型として存在してい

るアポトーシス誘導因子の活性化に関与す

るか否かを細胞分画法とウエスタンブロッ

ト法にて検討した。RCS ラット硝子体中にカ

ルパイン阻害薬を投与し、視細胞アポトーシ

スが抑制されるか否かをTUNEL法を用いて

検討した。 

４．研究成果 

①RCS ラットの各週齢において細胞質カル

パインとミトコンドリアカルパインの酵素

活性をモニターしたところ、3 週齢から 4 週

齢という比較的網膜変性の初期段階におい

てミトコンドリアカルパインの活性が上昇

したのに対し、細胞質カルパインは 4週齢か

ら 5週齢という網膜変性の進行期に活性が上

昇した。このことから、視細胞死の比較的初

期にミトコンドリアカルパインが関与して

いる可能性が示唆された。 

②細胞分画法を用いて野生型 RCS ラットか

らミトコンドリア分画を調整し、試験管内で

培養したところ培養液中にアポトーシス誘

導因子が遊離してきたことがウエスタンブ

ロット法にて確認された。この遊離はカルパ

イン阻害薬を添加した培養液を用いること

で抑制された。このことから、ミトコンドリ

アからのアポトーシス誘導因子の遊離には

ミトコンドリアカルパインが関与している

ことが示唆された。 

③RCS ラット硝子体中にカルパイン阻害薬

を生後 3 週齢（3 週齢群）と 4 週齢（4 週齢

群）にそれぞれ別々に投与した。投与後 5日

で網膜を摘出しTUNEL染色にてアポトーシ

スを半定量的に検索したところ、3 週齢群で

は有意にアポトーシスが抑制されていたの

に対し、4 週齢群では対照群と有意差はなか

った。このことから RCSラット網膜変性では

アポトーシスの少なくとも初期にはカルパ

インが関与していることが示唆された。 

④以上の結果から RCSラットでは網膜変性の

初期にミトコンドリアカルパインの活性が

上昇しているので、ミトコンドリアカルパイ

ンがアポトーシス誘導因子を介してアポト

ーシスの進行に関与している可能性が示さ

れ、今後の網膜色素変性に対する新しい治療

法の開発へ向けて研究が前進したと言うこ

とができる。 

参考までにカルパイン阻害薬を RCS ラット

硝子体に注入した後の網膜TUNEL染色像を

下に示す。カルパイン阻害薬注入後に明らか

に TUNEL陽性アポトーシス細胞が減少してい

ることが分かる。 
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