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研究成果の概要（和文）：蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）を利用することで、骨格筋特異的に発現するタンパク質分
解酵素であるカルパイン3の活性をモニターするセンサータンパク質の作出を試みた。センサータンパク質自体は細胞
内で発現し、効率よくFRETを起こした。また、センサータンパク質のカルパイン3による切断もイムノブロットにより
確認できた。しかし、生きた細胞内ではカルパイン3による切断を検出することは困難であった。一方、カルパイン3は
リン酸化により酵素活性制御を受けていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Calpain-3 (CAPN3) is predominantly expressed in skeletal muscle and is 
Ca2+-requiring intracellular cysteine protease. In this study, we made sensor-proteins to detect CAPN3 
protease activity using a fluorescence resonance energy transfer technique and examined whether CAPN3 
protease activity was controlled by phosphorylation. Unfortunately, it was very tough to detect protease 
activity of CAPN3 in living muscle cells although sensor-proteins were expressed well and were cleaved by 
CAPN3 in vitro experiments. On the other hand, we showed that rapid and exhaustive autolysis of CAPN3 was 
slightly attenuated by the defect of phosphorylation of Ser residue at 629 of CAPN3.

研究分野： 骨格筋

キーワード： 骨格筋　カルパイン
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１．研究開始当初の背景 

 カルパインは細胞質内に存在し、Ca2+に制

御されるタンパク質分解酵素である。消化酵

素などとは異なり、基質を限定的に切断し、

その基質の構造を変換することで、新たな機

能を付加するタンパク質切断酵素である。骨

格筋には組織特異的に発現するカルパイン 3

が存在する。このカルパイン 3 の遺伝子変異

が原因で、骨格筋萎縮・変性・壊死が年齢と

共に進行する肢帯型筋ジストロフィー2A 型

（LGMD2A）を発症することから、骨格筋細

胞には必要不可欠のタンパク質切断酵素で

ある。 

研究代表者らはカルパイン 3 の酵素活性を

欠損させたカルパイン 3 を野生型カルパイン

3 の代わりに発現する点変異遺伝子改変マウ

スを作出・解析することで、カルパイン 3 の

生理的な意義、および LGMD2A の発症機序

を追究した。その結果、研究代表者らが作出

した遺伝子改変マウスは筋ジストロフィー

特有の症状を呈し、加齢によりその症状が重

篤化した。しかも、このマウスに運動負荷を

加えると骨格筋の変性・壊死が進行すること

から、カルパイン 3 の酵素活性は骨格筋が正

常に機能するためだけでなく、運動ストレス

に対する骨格筋の防御機構にも必須である

ことを明らかにした。これより以前に研究代

表者らは、カルパイン 3 の筋線維サルコメア

内での存在部位を特定し、カルパイン 3 の局

在部位が骨格筋細胞の収縮・伸展に応じて変

化することを示した。しかも局在変化にはカ

ルパイン 3 の酵素活性が関与していたことか

ら、カルパイン 3 にはサルコメア長を感知す

るセンサー機能があることを提唱した。 

これら一連の結果は、骨格筋の運動（収

縮・伸展）刺激に対して、骨格筋線維/細胞が

正常に応答するためにはカルパイン 3 の酵素

活性が必須であることを示している。 

しかし、活性化したカルパイン 3 は細胞内

のどの部位で活性化し、何の基質に対して酵

素活性を発揮しているのか、またどのような

翻訳後修飾によりカルパイン 3 の酵素活性が

調節されているのかなど、未だに不明な点が

多い。 

 

２．研究の目的 

 従来までは活性化したカルパイン 3 を検出

するには、骨格筋組織あるいは培養筋細胞を

すり潰し、抗体を用いたイムノブロット法し

かなかったため、活性化しているカルパイン

3 の骨格筋細胞内における位置情報の取得に

は限界があった。そこで本研究では、in vitro

および骨格筋細胞においてカルパイン 3 の酵

素活性をモニターする系を構築するために

蛍光共鳴エネルギー移動（ Fluorescence 

Resonance Energy Transfer（FRET））を利用す

る。in vitro および培養骨格筋細胞において、

活性化したカルパイン 3 をリアルタイムで検

出する系を構築するとともに、カルパイン 3

の翻訳後修飾に着目し酵素活性制御機構の

一端を明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（1）FRET システムを利用した活性化カルパ

イン 3 の検出システムの構築および最適化 

FRET を利用したセンサータンパク質は、

蛍光タンパク質である CFP と YFP の間に in 

vitro でのカルパイン 3 の基質であるカルパス

タチンの部分アミノ酸配列を挿入すること

で設計する。すなわち、カルパイン 3 が認識

配列を切断した時に、CFP と YFP が解離し蛍

光波長が変化することでカルパイン 3 の活性

化を検知するしくみである。 

FRET センサータンパク質の発現コンスト

ラクトを作成し、HEK 細胞に遺伝子導入する。

この細胞を試料として蛍光分光計にて FRET

が起きるのかを検討する。FRET 効率が高い

FRET センサータンパク質を設計するために、

CFP と YFP の間に挿入するカルパスタチン

の部分配列の長さを変えたコンストラクト



をいくつか作成する。さらに、FRET センサ

ータンパク質の発現コンストラクトと共に

カルパイン 3 のコンストラクトも、HEK 細胞

に遺伝子導入し、HEK 細胞内で FRET センサ

ータンパク質の切断が起きるのか検証する。 

（2）骨格筋細胞において活性化したカルパ

イン 3 の検出 

野生型マウス由来の初代培養筋細胞に作

成した FRET センサータンパク質のコンスト

ラクトを導入後、イオノフォア等で処理し、

細胞内 Ca2+濃度を上昇させることで、カルパ

イン 3 を活性化させる。蛍光波長の変調を確

認することで活性化したカルパイン 3 を捉え

る。対照としてカルパイン 3 の酵素機能不全

の遺伝子改変マウス由来の培養骨格筋細胞

を用い同様の実験をし、野生型マウスでは

FRET の解消が起きるが、遺伝子改変マウス

では起きないことを検討する。 

（3）カルパイン 3 の酵素活性制御機構の解

明 

 カルパイン 3 は極めて自己消化活性が高い

ことが知られているが、このメカニズムは明

らかになっていない。カルパイン 3 のリン酸

化修飾によりカルパイン 3 酵素活性が調節さ

れている可能性を精査するために、カルパイ

ン 3 の組み換えタンパク質を粗精製し、リン

酸化タンパク質の認識試薬である ProQ で染

色する。カルパイン 3 のリン酸化を受けるア

ミノ酸残基をクロマトグラフィーと質量分

析計を組み合わせることで同定する。リン酸

化を受けるアミノ酸残基の酵素活性への影

響を評価するために、アミノ酸残基を置換し

たカルパイン 3 の変異体を作成する。その後、

COS細胞等にカルパイン 3変異体を発現する

コンストラクトを導入し、酵素活性をイムノ

ブロット等により評価する。 

 

４．研究成果 

（1）FRET システムを利用した活性化カルパ

イン 3 の検出システムの構築および最適化 

カルパイン 3 が認識配列を切断した時に、

CFP と YFP が解離し蛍光波長が確実に変化

するように設計することが最も困難な点で

あり、時間がかかった。しかし、この問題は

CFP と YFP の間に挿入するカルパスタチン

の配列、およびその長さを調節することで解

決できた。FRET センサータンパク質の発現

コンストラクトを導入した HEK 細胞を試料

とし、蛍光分光計にて測定すると極めて良好

に FRET が起きていることが観察された。 

さらにカルパイン 3 のコンストラクトも、

HEK 細胞に遺伝子導入し、HEK 細胞内で

FRET センサータンパク質の切断が起きるの

かを検証した。細胞を試料としてイムノブロ

ットした結果、FRET センサータンパク質が

カルパイン 3 により切断されていることは確

認できた。 

（2）骨格筋細胞において活性化したカルパ

イン 3 の検出 

 培養骨格筋細胞に作成した FRET センサー

コンストラクトを導入した結果、骨格筋細胞

質内で一様に発現した。この骨格筋細胞をイ

オノフォア処理し、カルパイン 3 を活性化さ

せ、そのとき FRET センサータンパク質の蛍

光波長変化の検出を行った。しかし、FRET

センサータンパク質の蛍光波長変化は検出

できなかった。そこで、限局的に起きるカル

パイン 3 の活性化を検出するために感度を上

げる工夫をした。すなわち、カルパイン 3 が

局在する部位に移行するためのシグナル配

列を発現コンストラクトに付加し、骨格筋細

胞内で FRET センサータンパク質がカルパイ

ン 3 の局在部位に集積するようにした。その

結果、骨格筋細胞内に発現させた FRET セン

サータンパク質はサルコメア内でのカルパ

イン 3 の局在部位である Z 線、および M 線

に局在した。新規に作成した FRET センサー

タンパク質を導入した培養骨格筋細胞を用

い、イオノフォア処理することでカルパイン

3 の活性化を図り、FRET センサータンパク質



の蛍光波長変化の検出を行った。しかし、イ

オノフォア処理により活性化するカルパイ

ン 3 が少ないためか、大きな蛍光波長変化を

観察することはできなかった。 

（3）カルパイン 3 の酵素活性制御機構の解

明 

 カルパイン 3 の組み換えタンパク質を粗精

製し、リン酸化タンパク質の認識試薬である

ProQ で染色結果、カルパイン 3 が ProQ に反

応し、リン酸化を受けていることが判明した。

クロマトグラフィーと質量分析計を組み合

わせることで、リン酸化を受けるアミノ酸残

基を同定した。629 および 636 番目の Ser 残

基がリン酸化を受けるが、主要なリン酸化部

位は 629 番目の Ser 残基であった。Ser629 は

カルパイン 3 の酵素活性に必須であるドメイ

ンに存在するため、カルパイン 3 の酵素活性

とリン酸化の影響を精査した。すなわち、リ

ン酸化を受ける Ser629をAlaに置換したリン

酸化を受けない変異体を作製し、自己消化活

性を指標として、カルパイン 3 の酵素活性を

評価した。その結果、リン酸化を受けない変

異体では酵素活性がわずかに減弱している

ことが明らかになった。これらの結果はリン

酸化の有無によりカルパイン 3 の酵素活性が

調節されていることを示している。 
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