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１．研究実施の概要 

生体を構成する細胞は様々なタンパク質の協同により制御されている。これらに直接作用してそ

の機能・構造を変換・調節する「モジュレータ・プロテアーゼ」は、その作用「ペプチド鎖切断」が直

接、不可逆、かつダイナミックであるため、生体制御の上で極めて重要である。カルパインは細胞

質内モジュレータ・プロテアーゼの代表であり、情報伝達系等を制御する。そのため、カルパイン遺

伝子の変異や制御因子の機能不全等によるプロテアーゼ活性の過剰或いは不足が原因で、致死

を始め、筋ジストロフィー、糖尿病、ガン等、様々な病態が生じる。これらの病態を克服するために

もカルパインの作用機序を明確にする事が必須であるが、未だに不明な点がほとんどである。そこ

で、本研究ではカルパインの作用機序を分子レベルで明らかにすることを目的とした。 

本研究では組織特異的に発現するカルパイン（特に骨格筋及び胃に特異的な p94 と nCL-2）と

その組織の特異的機能に注目して解析する。戦略としては、点変異不活性型カルパインを野生型

の代わりに発現する遺伝子
ノ ッ ク

改変
イ ン

マウスを作出し、これを用いて様々な解析を行う。現在までに、

p94 ノックインマウスでの筋ジストロフィー症状が確認され、蛍光二次元電気泳動解析により、その

分子基盤が明らかになりつつある。nCL-2 についても生化学的解析から、予想されていなかった

内膜輸送系との関係が示され、現在、ノックインマウスを用いてその意義を検証している。今後は、

プロテオーム解析を含む生化学的解析、他変異マウスとの交配による遺伝学的解析、変異マウス

組織を用いた細胞生物学的解析をさらに発展させ、カルパインの作用機序解明を目指す。 

 

２．研究実施内容 

基質タンパク質を厳密に認識し限定的に切断することでその機能･構造を変換
モ ジ

・
ュ

調節
レ ー ト

する細胞内

プロテアーゼ（「モジュレータ・プロテアーゼ」と呼ぶ）であるカルパインは、様々な細胞機能を実現

するための細胞内情報伝達系にとって、極めて重要かつ特異な変換/調節因子（モジュレータ）で

ある。本研究はカルパインの生理機能を解析し、他のモジュレータ・プロテアーゼの知見と総合し

て、作用機序の原理解明を目指すものである。Ca2+要求性であるカルパインはヒトをはじめほぼ全



生物に存在し、スーパーファミリーを形成する。ヒトでは 14 種存在するが、それらの生理機能は不

明な点がほとんどであり、そこには生命現象を理解する上での大きなヒントが隠されている。本研究

では、我々が発見した骨格筋特異的カルパイン p94(カルパイン 3)や胃特異的 nCL-2/-2’、消化管

特異的 nCL-4 などの組織特異的カルパインや酵母カルパイン Cpl1/Rim13 に注目して解析してい

る。 

[1] 骨格筋細胞系：  

昨年度までに「真性ノッ

クインマウス」の作出とそ

の戻し交配がほぼ完了し

た p94:C129S ノックインマ

ウス(以下、p94CS マウス)

は、量産を行って表現型

の詳細な解析を行った。 

(1) p94CS マウス及びそ

の骨格筋を用いた解析： 

プロテアーゼ活性のみを

欠失した p94 を発現する

p94CS マウスは、運動負

荷時の表現型を解析した

結果、通常飼育時よりも

重篤な筋ジストロフィー症

状を示すことが明らかとな

り、p94 の活性は筋肉がス

トレスを受ける状態で、よ

り必要とされていることが

判明した。また、他の筋疾

患関連遺伝子の遺伝学

的解析を行うために、これ

らの遺伝子に変異を持つ

マウス（mdm、mdx、SJL、

MURF1 ノックアウトマウス

など）との交配を開始した。

一方、マウス組織を用い

図 酵母 Two-Hybrid 系を応用した p94 の活性測定系 

(A) 測定原理：酵母 Two-Hybrid 系では、二タンパク質間の相互作用に

より Gal4Bd-Ad を介したレポーター遺伝子の発現が起こる。そこで、

Gal4Bd-Ad を一つの融合タンパク質として発現させればレポーター遺伝子

の発現が起こる。ところが、そのタンパク質が p94 の場合は、急速な自己消

化活性のため、直ちに Gal4Bd と Ad が解離し、発現が見られない。そし

て、活性中心を点変異（C129S）させるとレポーター遺伝子の発現が再び

起こる。実際に野生型 p94 及び、活性がゼロの C129S 変異体、活性は弱

いが存在する R490W と R572Q 変異体（COS 細胞での発現の様子が(B)）

を、この系で測定した結果、半定量的に活性が測定できた（C）。活性が低

いほど、レポーター遺伝子（ここでは β-Gal）の発現が高くなる。 



て蛍光二次元電気泳動によるディファレンシャル解析を行った結果、いくつかの興味深い新規基

質候補･相互作用タンパク質が同定された。 

(2) 酵母ツーハイブリッド法を応用した p94 の活性測定システムの確立： 酵母 Two-Hybrid 系は二

タンパク質間の相互作用を Gal4Bd-Ad によるレポーター遺伝子発現に変換する。この応用である

「プロテアーゼ・トラップ法」を改良し、p94 の活性の半定量的測定系を開発した（図参照）。この系

は、p94 の構造機能相関解析、阻害タンパク質のスクリーニングなど、様々な応用が考えら、実際

に p94-コネクチン間の相互作用等について興味深い結果を得た（J. Biol. Chem. 投稿中）。 

(3) p94 の活性化機構の解析： 昨年度に見出した、p94 の興味深い生化学的性質について、本年

度は培養細胞を用いた in vivo に近い状態で、その生理的意義を解析した。その結果、Ca2+チャネ

ルなどが存在する筋小胞体にも、p94 の局在する可能性が強く示唆され、筋収縮に関与することが

考えられた。さらに p94CS マウスを用いて検証中である。 

 

[2] 胃腸細胞系： 

胃特異的な nCL-2/-2’に関しても生化学的解析と、ノックインマウスの表現型解析を並行した。そ

の結果、ゴルジ→小胞体の逆輸送等に関与する β-COP と nCL-2 は相互作用し、ドメイン間で切断

することにより β-COP の局在を変化させる事が示唆された。これは、今まで全く予想されていなかっ

た膜輸送系での、nCL-2 の機能を示唆する結果となり、nCL-2 の生理機能、またカルパインの生理

機能全般に、新しい視点を導入した（J. Biol. Chem. (2006) 印刷中）。現在、nCL-2 ノックインマウス

を用いて、その生理的意義をさらに詳細に解析している。 

 

[3] 酵母系： 
酵母のカルパインホモログ Cpl1 と転写因子 Rim101 は、他の Rim タンパク質とともにアルカリ・塩ス

トレス応答に関与するシグナル伝達経路(Cpl1-Rim101 経路)を構成する。Cpl1 はストレス刺激に応

答して Rim101 を限定的に切断し、活性化する。この切断は、CPL1, RIM8, 9, 20, 21 いずれの欠損

によっても阻害されるため、その抑圧変異を検索した結果、エンドソームなどの膜輸送に関与する

Vps 分子群が同定された（Mol. Cell. Biol. (2005) 25, 9478-9490）。二重変異体の解析により、RIM

遺伝子間の上下関係も判明し、Cpl1p-Rim101p 経路のほぼ全容を明らかとした。これは、上記の

nCL-2 の結果とも合わせ、「カルパインが内膜系との相互作用により活性制御を受ける」という一般

原理を強く示唆するものであり、大変に興味深い。 

 

３．研究実施体制 

「反町」研究グループ 

①研究分担グループ長：反町 洋之（財団法人 東京都医学研究機構 東京都臨床医学

総合研究所 カルパイン PT、プロジェクトリーダー） 

②研究項目： 



(1) p94:C129S ノックインマウスを用いた解析 

(2) nCL-2:C105S ノックインマウスを用いた解析 

(3) nCL-4 遺伝子改変マウスの作成と解析 

(4) 新規同定分子の遺伝子操作マウスのターゲティングストラテジーの考案と解析 

(5) p94 活性制御機構及び生体内ターゲットの解析 

(6) プロテアーゼ活性測定システムの開発と応用 

 

「前田」研究グループ 

①研究分担グループ長：前田 達哉（東京大学分子細胞生物学研究所生体超高分子研

究室、助教授） 

②研究項目： 

(1) Cpl1-Rim101 経路欠損変異の抑圧変異の単離と原因遺伝子の同定 

(2) 抑圧変異を用いた Cpl1-Rim101 経路におけるシグナルフローの解明 

(3) Cpl1-Rim101 経路の in vitro 再構成系の確立 

(4) 哺乳類相同遺伝子の単離と相同経路の解明 

 

「饗場」研究グループ 

①研究分担グループ長：饗場 篤（神戸大学大学院医学系研究科医科学専攻生命医科

学領域分子細胞生物学講座、教授） 

②研究項目： 

(1) p94:C129S ノックインマウスの作成 

(2) nCL-4 遺伝子改変マウスの作成 

(3) 新規同定分子の遺伝子操作マウスのターゲティングストラテジーの考案と作成 
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