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研究成果の概要（和文）：カルパインは、ほぼすべての真核生物で保存されている細胞内システインプロテアー
ゼの一種である。ヒトでは15の遺伝子から構成されるスーパーファミリーとして存在する。その中で、カルパイ
ン７は唯一、酵母からヒトに至るまで保存されている。
カルパイン7のホモノックアウトマウスは、一見正常に出生するが生後約一日で死亡するという興味深い表現型
を示す。そこで、カルパイン7の機能は出生後の環境適応に重要であるという視点から研究を行い、生理機能の
解明を目標とした。本研究期間においては、致死性の完全な回避にはプロテアーゼ活性が必要であるが、非プロ
テアーゼとしての機能も考慮する必要があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Calpain is an intracellular calcium-requiring cysteine protease, functioning
 to modulate substrate structure and activity by limited proteolysis. The human genome contains 15 
different calpain genes. Among them, CAPN7 (previously called PalBH or calpain-7) is most 
evolutionarily conserved. In the organisms such as yeast and fungi, CAPN7 homologue functions as an 
activator for a critical transcription factor in adaptation to an increase of environmental pH. To 
extend our knowledge about this diversely conserved calpain species, this study aimed to examine the
 role of CAPN7 in higher vertebrates using genetically modified mouse and cultured cells.
In mouse, homozygous knock-out of the Capn7 gene in C57/B6J background results in neonatal 
lethality. The primary cause of this phenotype still remains unclear; however, it was demonstrated 
that CAPN7 protease activity is required for the rescue of this phenotype. Potential function of 
Capn7 by its structure was also suggested.
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１．研究開始当初の背景 
カルパインは、ほぼすべての真核生物で保存
されている細胞内システインプロテアーゼ
の一種である。ヒトでは 15 の遺伝子から構
成されるスーパーファミリーとして存在す
る。カルパインによって触媒されるタンパク
質分解反応の特徴は、限定的に基質タンパク
質のドメイン構造に対応するかのように分
解するという点である。その結果、基質タン
パク質の機能が修飾され、新たな役割を果た
す可能性が与えられる。このため、カルパイ
ンは、分解によってシグナル伝達を担う分子
として研究されてきた(Sorimachi et al., 
2012, Cardiovasc. Res., 96, 11-22)。 
カルパインが進化の過程で保存されてお

り、細胞の生存に必須なシグナル伝達を担う
ことを端的に示したのは、出芽酵母および糸
状菌のカルパイン、Rim13/Cpl1および PalB、
についての研究である。これらの生物が外部
環境のアルカリ化に適応するためには、カギ
となる転写因子がカルパインホモログによ
る限定分解を受けて活性化することが必須
である (Futai et al., 1999, Mol. Gen. 
Genet., 260, 559-68; Hayashi et al., 2005, 
Mol. Cell Biol., 25, 9478-90)。一連のシ
グナル伝達系に関わる遺伝子群は、その多く
が高等生物に至るまでよく保存されている
が、ほ乳類細胞にアルカリ環境下への適応機
構の存在は見出されていない点が障壁であ
った。しかし、Rim13/Cpl1 および PalB に相
当する分子としてカルパイン7が存在するこ
と、さらに、カルパイン 7と相互作用する分
子に着目した解析の結果、高等生物でもカル
パイン7の作用機構が保存されていることが
注目されるようになった。 
 
２．研究の目的 
高等生物（ほ乳類）カルパイン 7は組織普

遍的に発現しており、様々な組織が共通して
必要とするような細胞機能の制御に関わる
可能性が高い。 
カルパイン7のノックアウトマウスにおい

ては、ホモノックアウトマウスが一見正常に
出生するが生後約一日で死亡するという興
味深い表現型を示す。このような新生仔致死
の表現型は、他のカルパインについても報告
がなく、多細胞生物においてもカルパイン 7
の機能なしでは生存できない状況・時期が存
在することを示す初めての例である。 
そこで、カルパイン 7の機能は出生後の環

境適応に重要であるという視点から研究を
行い、カルパイン 7を含むシグナル伝達系が
どのような刺激に応答して活性化するのか、
カルパイン7の標的分子はどのような生命現
象に関わるのか、を明らかにすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１） 表現型に注目した解析。培養細胞で
のタンパク質発現系と、遺伝子改変マウス

（カルパイン 7ノックアウトマウス、及び野
生型・活性欠失型カルパイン 7導入マウス）
の系を用いて、カルパイン 7の有無が細胞や
組織にどのような変化をもたらすか、を検討
した。 
 
（２）分子間相互作用に注目した解析。カル
パイン 7の活性制御において、相互作用タン
パク質の重要性に着目した。既に報告されて
いる結合タンパク質に加えて、独立のスクリ
ーニングを行って新規相互作用タンパク質
を同定し、その分子の挙動を参考にしてカル
パイン7の細胞内での局在や活性発現との関
係を考察した。 
 
（３）プロテアーゼ活性及びプロテオミクス
の手法に着目した解析。カルパイン 7のプロ
テアーゼ活性については、現状では確定した
評価法がないため、特定の基質ではなく、発
現細胞におけるプロテオームレベルでの活
性の評価を試みた。 
 
４．研究成果 
 
（１）個体レベル・細胞レベルでの表現型と
プロテアーゼ活性との関係について 
通常の飼育条件で、カルパイン 7ホモノック
アウトマウス(以下、KO マウス)が得られなか
たったため、出生前後の胎児・新生仔につい
て、遺伝子型の解析を詳細に行った。その結
果、ホモノックアウトによって生後約一日で
死亡する新生児致死の表現型を確定した。 
この時点で、外見上の明らかな異常は認め

られなかった。また、各臓器切片の HE 染色
による観察によっても、形態の明らかな異常
は認められなかったため、具体的にどの臓
器・細胞におけるカルパイン 7の機能不全が
原因となっているかについては、明らかにで
きなかった。そのため、別のアプローチを試
みて、今後解明に努める。 

一方、野生型カルパイン 7及び、活性欠失
型変異体(カルパイン 7：CS)トランスジェニ
ック(Tg)マウスとの交配により、ホモノック
アウトマウスの表現型のレスキューを試み
た。まず、各トランスジェニックマウスにお
いて、発育や、体重あたりの臓器重量の変動
がないことを確認した。その後、ホモノック
アウトマウスに各トランスジーンを導入し
た個体では、致死性が回避されていることが
見出された。 
 実験に用いたノックアウトマウスは、ジャ
クソン研究所から市販されているもので、遺
伝的背景が研究目的に即したものではなか
った。上記の実験は、10 代以上のバッククロ
スを行い、表現型の解釈に影響が出ない状態
にした後に得られた結果であり、初めてマウ
スについてカルパイン7欠損の影響を確定し
たものである。 
 
（２）ライン間での表現型の違いと発現タン



パク質量の関係について 
（１）の成果に関連して、トランスジェニッ
クマウスの各臓器で発現しているカルパイ
ン7の活性及びタンパク質量が及ぼす影響を
検討した。これは、野生型カルパイン 7だけ
でなく、活性欠失型変異体カルパイン 7:CS
によっても、致死性が回避される場合がわず
かではあるがあったためである。 
 複数のカルパイン 7：CSマウスを用いて比
較検討した結果、発現量が多いラインにおい
て、致死性回避の効果がもたらされる傾向が
見受けられた。一方で、致死性は回避される
ものの、個体発育の正常性という点では、野
生型と同程度の体重増加や臓器重量の増加
は観察されなかった。このことから、致死性
の回避、と、その後の個体レベルでの発育、
二層に分けて、機能部位を検討する必要があ
ると考えられる。 
 カルパイン 7については、組織普遍的に発
現している分子種であるため、トランスジェ
ニックマウス作製においても、組織普遍的な
プロモーターを用いた。今後、一般的に出生
直後の個体生存に重要性が指摘されている
臓器・細胞に適した特異的プロモーターを用
いて、トランスジーンの発現を試みること、
その条件下でホモノックアウトマウスの表
現型回復が見られるのかどうかを検討する
予定である。 
 
（３）プロテオーム解析手法利用による成果 
①大腸菌由来のビオチン化酵素変異体
(BirA)と、質量分析装置によるタンパク質の
同定を利用して、目的タンパク質の近辺に存
在するタンパク質を検索する実験法（BioID）
をカルパイン 7について応用した。この方法
では、従来の酵母ツーハイブリッド法などに
よるスクリーニングと比較して、タンパク質
レベルでの情報が非常に大量に得られると
いう利点があるが、バックグラウンドとの差
分を取るための基準設定が重要であった。 
 今回のスクリーニングの結果、既報のカル
パイン7結合タンパク質が含まれる条件を基
準として、新たに複数の新規タンパク質を同
定する、という一連のルーティンを確立する
ことができた。再現性を確認した後、手技の
簡便化や条件検討の閾値設定などを行う。細
胞染色などの実験手法と相補的に、カルパイ
ン 7の挙動を評価する実験法として、有効で
はないかと考えられる。 
②これまでに、定法での（試験管内での）活
性測定ができないカルパイン分子種（カルパ
イン 3など）については、野生型及び活性欠
失変異型を培養細胞に発現させた後、活性依
存的なプロテオーム変化の定量比較解析が
有効であるとの結果を得ている。そこで、カ
ルパイン 7 についても同様の解析を行った。
今回の測定結果では、強制発現させたカルパ
イン 7について、そのプロテアーゼ活性によ
って自身の量の減少が起きていることが示
唆された。これまでに、タグタンパク質と融

合させたカルパイン 7については、弱い自己
分解活性が報告されている。細胞での発現時
に、カルパイン 7の濃度が高い状態が保たれ
たために、ペプチドレベルでもプロテアーゼ
活性に依存した減少が検出できたのではな
いかと考えられる。 
 得られたペプチド配列は、分子内での位置
を考察しつつカルパイン7に分解されやすい
モデル基質を設計することに非常に有効で
はないかと考えている。 
 
（４）機能様式の多様性に関する示唆 
カルパインについて、そのプロテアーゼ活性
だけでなく、タンパク質としての構造が機能
に必須である、という例が、近年報告されて
きている（例：カルパイン３，６，９など）。
カルパイン 7についても、個体レベルでのご
く限られた例ではあるが、プロテアーゼ活性
の欠損が発現量によって相補できる可能性
がゼロではないかもしれず、その閾値を検討
できるような着眼点を見つける必要がある。 
本研究報告の期間内に得らた他の知見と

して、ノックアウトマウスより確立した MEF
細胞では、カルパイン 7のプロテアーゼ活性
がEGFRのダウンレギュレーションに対して、
必須ではないがその効率を修飾するような
因子であることが示されている。現在すすめ
ている新規相互作用タンパク質の検索結果
をもとに、その作用点を明らかにすることが
今後の課題の 1つである。 
 
酵母の遺伝学で行われたカルパインの機

能解析と同等の情報量には至っていないが、
本研究成果により、高等生物では同じカルパ
イン７のホモログが、類似点を残しながらも
より多重に機能調節を受けていることが現
実に示された。現在行っているスクリーニン
グも含めて、活性化因子の検索という方向性
も今後に有効ではないかと考えられる。 
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