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研究成果の概要（和文）： 

「カルパイン」はヒトでは 15 遺伝子にコードされている、細胞内カルシウム依存性タンパク質
「調節切断」酵素のである。カルパインは生体が健康に維持されるように機能し、例えば、カ
ルパイン 3や 8の遺伝子に変異が入ると、それぞれ筋ジストロフィーおよびストレス性胃腸疾
患を発症する。本研究では、組織特異的に機能するカルパインに注目してその機能を解析した。
その結果、カルパイン 3、8、9などが不全になるとどのように疾患が発症してしまうかという
メカニズムの一部を明らかにすることが出来た。 

 

研究成果の概要（英文）： 

“Calpains”, which are encoded by 15 genes in humans, constitute a family of intracellular 

Ca
2+

-dependent “modulator” proteases. They function to maintain homeostasis of various living 

organisms, and, therefore, defects in calpain functions result in lethality or diseases like muscular 

dystrophy and stress-induced stomach ulcer. In this study, we focused on tissue-specific calpains, 

which is involved in tissue-specific functions where they are expressed. As a result, we could 

elucidate at least a part of molecular mechanisms how defects of calpains cause various disorders. 
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１．研究開始当初の背景 

カルパイン（CAPN）はヒトで15種類の遺伝子に
コードされるCa

2+
-要求性細胞内「モジュレータ・

プロテアーゼ」のファミリーである。各CAPNは
様々な生物現象とリンクしていることが、これまで
主に遺伝学的に示されてきた。特に、組織普遍
的に発現するm-カルパインを構成する2つのサ
ブユニット（各々CAPN2（mCLとも呼ばれた）及

びCAPNS1（30Kとも呼ばれた）のどちらの遺伝
子を欠損してもマウスは胚性致死となることが明
らかとなっており、カルパインが生命に必須であ
ることが明確となっている。一方、1989年には申
請者らは、組織特異的に発現する「組織特異的
カルパイン」を見出し、その研究は、骨格筋特異
的に発現するCAPN3（p94とも呼ばれた）の病原
性変異に起因するプロテアーゼ活性の不全が
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筋ジストロフィーを発症することに代表されるよう
に、組織をその組織たらしめる機能と深く結び
ついており、その不全は様々な病態と関連する
ことも明らかとなってきた。 

しかし、カルパインの生理機能･作用機序に関し
ては、決定的なものは無く、未だに不明な部分
が多い。そのような中で、申請者らは15年ほど
前に自ら見出した組織特異的カルパインの一つ
で、胃の表層粘液細胞に極めて特異的に発現
するCAPN8（nCL-2と呼ばれた）の解析を行って
いたところ、膜輸送に関与するCOPI小胞のサブ
ユニットβ-COPを基質とし、切断によってその機
能を修飾しうることなどを見出した。哺乳類カル
パインと膜系との関係は、カルパインの初期の
研究段階から示唆されてはいたが、その詳細な
分子機構は不明であり、また膜輸送系への関与
を分子レベルで記述したのは初めてであった。 

一方、酵母にはカルパインホモログ Rim13

（Cpl1 とも呼ばれた）が一種類のみ存在する。
Rim13 はアルカリ環境適応系のシグナル伝達
を担っており、アルカリ刺激により転写因子
Rim101 の C 末端部分を切断することにより活
性化して、アルカリ適応に必要な遺伝子の発現
を制御する。申請者らは共同研究によりその分
子機構を解析した結果、Rim13 はエンドソーム
膜上で、その膜輸送に関与するVpsタンパク質
群と協同して Rim101 のプロセシングを行うこと
を見出した。酵母 Rim13 はカビで見出されたカ
ルパイン PalB のホモログであり、酵母・カビ・動
物に広く保存されて、酵母ヒト間で唯一保存さ
れるカルパインである。ヒトのホモログは CAPN7

（PalBH とも呼ばれた）であり、これまでほとんど
解析されていなかった。CAPN7 も申請者らが
PalB のホモログとして同定したものであり、申請
者らは酵母 Rim13及びその関与する膜輸送系
との関連で、興味深い対象と考えていた。 

以上のように、組織普遍的なCAPNの研究が壁
に当たってきた中、組織特異的 CAPNや
CAPN7に関する興味深い知見が次々と蓄積さ
れていったのである。そこで申請者らは、これら
のCAPNの遺伝子改変マウスを利用して、
CAPNの生理機能及び関連するヒト疾患につい
て解析し、カルパインの全く新しい作用機序概
念を確立していくことを思い立った。 

 

２．研究の目的 

本研究では、CAPN の作用機序を個体、細胞、
in vitroの各レベルから解析し、CAPN不全によ
る生体システム破綻のメカニズムを明確にし、
CAPN 不全による疾患の克服に寄与するととも
に、CAPNが生体をモジュレーションする分子機
構を明らかにすることを目的とする。そこで重要
なのは、CAPN が特定の基質を特異的に切断
する仕組みの解明であり、(1) Scaffold（膜系や
土台タンパク質などからなる切断の場）、 (2) 

Recognition（CAPN 分子自体の構造変化による
基質特異性）、及び(3) Activation（Ca

2+や活性

化タンパク質による活性の時空間的制御）の 3

点について分子レベルで解析を行なう。特に申
請者らが自ら見出した骨格筋特異的 CAPN3、
胃特異的 CAPN8/9、及び線虫性決定遺伝子の
哺乳類ホモログ CAPN6に注目し、筋肉・胃腸の
機能に焦点を当てるもので、これらの分子に関
する 10年以上にわたる基礎研究の成果（知見と
材料）を存分に利用できる。また CAPN3 と
CAPN8/9 については、活性のみを失った変異
体を発現する「ノックインマウス」の作出にも成功
しており、変異マウスを正常個体と生化学的、細
胞生物学的に比較解析することで、カルパイン
のプロテアーゼ活性に焦点を当てた極めて独創
的な解析が可能となる。 

 

３．研究の方法 

上述した 3 点について、既に作出の終わった
CAPN3及びCAPN8のノックインマウス、CAPN3

と相互作用するコネクチンの変異マウス（mdm）、
コネクチンを介して CAPN3 と相互作用するユビ
キチンリガーゼ MURF1 のノックアウトマウス、カ
ルパイン関連分子の遺伝子改変マウスなどを利
用し、以下の解析を行った。 

(1) Scaffold： 申請者らは、CAPN8 がゴルジ膜
に局在し、ゴルジ-ER 逆輸送に関与する ß-COP

を切断すること、酵母カルパインがその基質とと
もに膜上に集積して作用することを見出した。ま
た酵母Two-Hybrid法（YTH）により hnRNP-Kや
コネクチンを土台タンパク質候補として同定した。
そこで、YTH や免役沈殿法などによる検索を継
続しつつ、細胞透過性蛍光基質、蛍光タンパク
質発現や免疫電顕を用いて、基質切断の場の
時空間的解析を行なうとともに、in vitro での複
合体機能再構築を試みた。 

(2) Recognition： カルパインの特徴は、一分子
中に活性ドメインと基質認識ドメインが内包され、
10 原子以上の Ca

2+が結合する点である。申請
者らは、その Ca

2+結合数や自己消化によって、
基質特異性が変化する可能性を明らかにした。
そこで、その構造に関しての構造生物学的解析
や Ca

2+結合サイトや自己消化部位に変異を入
れたカルパイン（CAPN3, 8, 9, 6）を用いた基質
特異性の解析を行なった。 

(3) Activation： CAPN3の活性化機構について
は、最近 Ca

2+だけでなくNa
+によっても協調的に

活性制御されることを見出した。このことは、p94

が骨格筋膜系の Ca
2+

-, Na
+
-チャネルとの機能関

連を示唆する。そこで、上記変異マウス及びそ
の交配種を用いて、①平常状態及び過負荷時
の野生型との差異、②初代培養細胞を用いた
細胞レベル及び in vitro 系での差異、を所属研
究機関既設の DNA マイクロアレイシステム、二
次元電気泳動・マススペクトルシステムを用いて
詳細に解析した。また、幼若骨格筋に発現する
CAPN6 との機能連関も、CAPN3 ノックインマウ
スの発生過程において解析した。 

 



４．研究成果 

本研究は、CAPNの活性化機構・基質認識機構
を解析し、様々な生物機能に関与しつつ生理機
能が明確ではないカルパインが、生体をモジュ
レーションする機構の解明を目的とした。 

組織機能と密接に関係すると考えられる組織特
異的カルパインに焦点を当てて解析を行い、ま
ず胃腸特異的 CAPN8/9 については胃表層粘
液分泌細胞への限局を見出し、細胞内ではゴ
ルジ体－小胞体間の膜輸送に関与する COPI

複合体の β-COP サブユニットを基質として、膜
輸送系をモジュレートする可能性を示した。さら
に CAPN8 の酵素学的に解析から、組織普遍的
カルパインとは異なり、自己消化速度が著しく速
く、CAPNS1 とは結合せずモノマー～オリゴマー
で存在し比活性を変化させることを明らかとした。
さらに、Capn8

-/-
, Capn9

-/-
, Capn8

C105S/C105Sの 3種
の遺伝子改変マウスを用いた解析の結果、
CAPN8と 9は複合体を形成し、その両方が胃粘
膜防御機能に関与することを明らかにした。 

骨格筋特異的 CAPN3 については、これも急速
な自己消化活性を見出していたが、さらに、巨
大筋弾性蛋白質コネクチンとの部位特異的結合
により活性制御されることを明らかとした。また、
CAPN3 結合部位付近に結合する転写調節因
子の筋アンキリン反復蛋白質MARP2が、コネク
チンを足場として CAPN3に限定分解を受けるこ
と、CAPN3 の活性はコネクチンの局所構造に依
存すること、を明らかにした。一方、CAPN3 は筋
原線維内ではいくつかの異なる領域に局在する
が、その存在比は筋細胞分化過程で変化し、さ
らに、成熟筋細胞では筋の伸縮に応じて
CAPN3の局在が変化すること、その局在変化は
自己消化活性に依存することを明らかとした。以
上から、CAPN3 の生理的役割の一つは筋原線
維の伸縮を監視し、過剰な伸長ストレス時に
MARP2 を介して核へシグナルを伝達するモジ
ュ レ ー タ ー で あ る 事 を 示 し た 。 ま た 、
Capn3

C129S/C129Sノックインマウスを用いて CAPN3

は細胞内 Na
+依存性酵素の初めての例であるこ

と、プロテアーゼ活性以外に筋小胞体モジュレ
ーター構造タンパク質でもあること、を見出した。 
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