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研究成果の概要（和文）：常に外界(異物)に曝される胃腸粘膜には、複雑かつ様々な防御システムが備わっている。胃
腸粘膜上皮の粘液分泌細胞に特異的に発現する細胞内プロテアーゼ、カルパイン8(CAPN8)とカルパイン9(CAPN9)は、複
合体G-カルパインを形成して、外的ストレスに応答して作動する胃粘膜防御システムに働く。本研究では、CAPN8とCAP
N9が複合体を形成する意義を明らかにすると共に、G-カルパインが粘液分泌細胞の移動を制御することで粘膜防御に関
わる可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：There are various, complex defense systems in gastrointestinal mucosae exposed usu
ally by external stresses. Calpain-8 (CAPN8) and calpain-9(CAPN9), intracellular Ca2+-dependent proteases 
specifically expressed in mucus-secreting cells in gastrointestinal epithelia, form a complex named G-calp
ain, and are involved in gastric mucosal defense induced by external stresses.This study identified the si
gnificance of the complex formation by CAPN8 and CAPN9, and suggested that G-calpain is involved in mucosa
l defense via regulation of migration of the mucus-secreting cells.
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１．研究開始当初の背景 
カルパインは、Ca2+によって活性制御される細

胞内システインプロテアーゼであり、哺乳類には

様々な発現様式を示す15種類のアイソザイムが

存在する。これらは、基質の限定分解による機

能調節を通じて様々な生体機能に関わると考え

られているが、生理機能や関連病態が明確にな

っているのは、ごく一部であった。研究代表者は、

全く機能が分かっていなかった CAPN8 と

CAPN9 の解析を進め、両アイソザイムが共に胃

粘膜上皮の表層粘液細胞に特異的に発現する

ことを見出した(Hata S, et al. (2006) J. Biol. 

Chem.)。また、各々のノックアウトマウスの解析か

ら、CAPN8 と CAPN9が複合体 G-カルパインを

形成していることと、ストレス作動性胃粘膜防御

に関わることを明らかにした(Hata S, et al. (2010) 

PLoS Genet) (下図)。 

 

２．研究の目的 
本研究は、(1) CAPN8 と CAPN9 が複合体

を形成する意義とメカニズム、(2)CAPN8 と

CAPN9 が関わる胃粘膜防御の分子機序と、ス

トレス依存性について、(3)CAPN8 と CAPN9

のヒト遺伝子中の一塩基多型(SNP)とプロテ

アーゼ活性及び胃疾患との相関について、を

明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
上記(1)では、 CAPN8 と CAPN9 それぞれ

の欠失または点変異体を作成し、小麦胚芽無

細胞系または培養細胞発現系によってリコ

ンビナント蛋白質を産生し、これらのプロテ

アーゼ活性や相互作用を検討した。上記(2)

の分子機序解析では、CAPN8 または CAPN9

を RNAi によってノックダウンさせた培養細

胞を用いて機能解析を行った。また、ストレ

ス依存性については、ヘリコバクター・ピロ

リをノックアウトマウスに経口投与させ、胃

粘膜の炎症を評価した。上記(3)では、データ

ベースで報告されている、ヒト CAPN8 と

CAPN9 の SNP に基づき、これら SNP を有す

る変異体をリコンビナント蛋白質として培

養細胞内で産生し、そのプロテアーゼ活性を

評価した。 

 

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(論文準備中)。 

 

(2) 表層粘液細胞は代謝回転が速い細胞であ

り、粘膜表層から脱落すると、細胞増殖帯から粘

膜表層への速やかな移動によって補充される。

すなわち、この細胞の運動能の欠陥は、損傷し

た粘膜の修復に大きな影響を及ぼすことから、

CAPN8/9 が細胞運動に関与する可能性を調べ

た。ヒト結腸ガン細胞株 HT-29 を用いて、

CAPN8または CAPN9をノックダウンしたところ、

ノックダウン株はコントロール株に比べて 20%程

度細胞増殖が遅延することを見出した(下図)。

現在さらなる表現型を調べているところである。 



 

(3) 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データベース

上で報告されている。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 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。ヒト胃疾患生検の

CAPN8及び CAPN9遺伝子解析とタンパク質レ

ベルの解析が今後の課題である。 
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