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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/nCL-4）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、プロテオミックな生化

学的解析により、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、ノックインマウスを用いてその意義を検証し

ている。今年度は、特に p94 の筋原線維内局在変化の解析や、新規アッセイ系による構造機能

相関解析から興味深い事実が明らかとなった。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  

カルパインは細胞質内に存

在する「モジュレータ（調節/変
換子）プロテアーゼ」である。ヒ

トで 14 遺伝子が存在し、約半

数は組織普遍的、他は組織特

異的に発現する。基質蛋白質

の消去ではなく、限定切断によ

り基質の機能を調節･変換する。

そのため、カルパインの遺伝子

変異などによる活性不全により、

胚性致死をはじめ、筋ジストロ

フィー、腫瘍等、様々な病態が

引き起こされる。しかし、カルパ

インによる生体制御の分子機

構は未知の点ばかりである。組

織普遍的 m-カルパインの遺伝

子欠損でマウスは胚性致死と

なり、生命現象の基本的かつ

必須な領域に関与することが

明らかとなった。一方、骨格筋

特異的カルパイン p94 の遺伝

子変異は、肢帯型筋ジストロフ

ィー2A 型（LGMD2A）を発症

する。これは、組織特異的カル

パインが特化した組織機能に

必須であることを示す。普遍的

カルパインの機能解析がその普遍性故に難航する現在、組織機能との関連で生理機能解析が可能な

組織特異的カルパインは、カルパイン研究にブレイクスルーをもたらす可能性を秘める。そこで本研究

では、組織特異的カルパインに注目し、遺伝子改変マウスなどを用いて解析を行なっている。 
 

1. 胃特異的カルパイン 
胃特異的カルパイン nCL-2（CAPN8）について昨年度までに、胃表層粘液細胞に限定的に存在する

こと、十二指腸においても少量だが明確にゴブレット（ムチン分泌）細胞に局在すること、等を見出した。

また、nCL-2 と eyes absent ホモログ、コートマー複合体 β-サブユニット（β-COP）との相互作用を同定した。

このうち、β-COP のみが基質となったため、β-COP に注目して解析した結果、COS 細胞内で発現した

nCL-2 とゴルジ体に共局在すること、免疫沈降で共沈すること、in vitro 及び Ca2+-イオノフォア刺激の細

胞内で nCL-2 に切断されること、が明らかとなった。切断位置をペプチドシークエンサーにより同定し、

切断断片を発現させた結果、全長 β-COP のゴルジ体局在とは大きく異なり、細胞質に拡散して存在し

た。以上は、nCL-2 が胃ピット細胞内のゴルジ体～ER のメンブレントラフィックに関与し、粘液等の生成

あるいは分泌に関与する事を強く示唆する。今後は、遺伝子改変マウスを用いた in vivo での解析を継

続し、nCL-2 の作用点を明確にしていきたい。（Hata, S. et al. (2006) J. Biol. Chem., 281, 11214-11224.） 
 

2. 骨格筋特異的カルパイン 
(1) p94 の骨格筋内局在に関する解析 

p94 は、成熟骨格筋においては筋原線維上の Z 線、N2A 領域、M 線の 3 領域（N2A 及び M ではコ

ネクチンと結合）と細胞質に存在する。しかし、骨格筋の分化過程での細胞内局在は未知であった。そ

こでマウス骨格筋初代培養細胞の筋原線維形成過程での p94 の発現を解析した結果、骨格筋の最小

図 1 骨格筋細胞の分化に伴う p94 の局在変化のまとめ 
(I) 筋原線維形成の初期段階（~Day 3）ではコネクチンの N-・C-末端は

各々I-Z-I 体と thick filament に結合している。この段階では p94 とスプラ

イス分子種（p94∆ex）は細胞質に顆粒状に存在。(II) Day 6 までにサル

コメアの構造基盤が形成され、Z-N2A-M 反復構造が完成する。まだ

p94 の大部分は細胞質にあり、一部が Z, N2A, M に組み込まれる。(III) 
Day 10 までに p94 は Z, N2A, M に組み込まれ、p94∆ex は M よりも N2A
に優先的に組み込まれる。(IV) 成熟骨格筋においては、p94∆ex は消

失し、p94 は Z, N2A, M に存在する。図中、濃灰色の部分は切断される

と考えられる部分、+, -は、存在量を定性的に表わしたもの。 



 

図 2 p94 トラップ法で同定された p94 の自己

消化活性を抑制する変異（黄色部分） 

運動単位サルコメアの形成初期において、p94 及び

p94 結合能を持つコネクチンが発現しているにも関わ

らず、両者は共局在せず、サルコメア形成後に p94 は

Z, M, N2A に配向することが判明した（図 1）。また、

p94 スプライス分子種は、全長とは異なり、主に N2A
に集積した後に消滅した。これは、p94:∆ex6 を発現さ

せた Tg マウスの骨格筋が未成熟状態の表現型を示

すことの、一つの説明と考えられる。 
次に、GFP-p94 を発現させた結果、M, N2A に局在

したが、興味深いことに両領域への局在割合は筋原

線維のサルコメア長（Z 線間距離）に依存した。即ち、

p94は筋伸張時にはN2A、収縮時にはMに局在する

傾向が認められた。さらにその依存性は、野生型に

比べ不活性型 p94:C129S で鈍かった。以上は、筋原

線維伸縮を感知してp94は局在を変化し、それに p94
活性が必要である事を示唆する。本知見は、p94 のプロテアーゼ活性不全が筋ジストロフィーを引き起

こすという現象に対し、初めての直接的データである。（Ojima, K. et al. (2007) J. Biol. Chem., in press） 
 

(2) 酵母を用いた「p94 トラップ法」による p94 の活性制御に関する解析 
上述のように p94 のプロテアーゼ活性は、骨格筋機能に必須である。しかし、自己消化活性のために

p94 を酵素学的に解析することは不可能であった。そこで、酵母 Two-Hybrid（以下 YTH）系の応用であ

る「プロテアーゼ･トラップ法」を p94 に適用し、活性の半定量的測定系を開発した（「p94 トラップ法」と呼

ぶ）。この系は、LGMD2A の一次診断に応用可能である。さらにランダム変異導入と組み合わせて、

p94 の構造機能相関解析を行なった。プロテアーゼドメインに対して行なった結果、LGMD2A の病原

性変異と同一箇所の変異が 7 種同定された。これは、LGMD2A の病原性が p94 のプロテアーゼ活性

不全によることを裏付けると共に、系の有効性を示した。他に 26 変異が見出され、これらを活性型µCL
のプロテアーゼドメインの立体構造に投影した結果、変異は、①活性中心を形成する Cys115 及び

His272 を支える α-, β-鎖、②サブドメイン IIb の側表面で IS1 挿入部分に隣接する領域、に集中した（図

2）。①は活性発現に両残基の位置関係が重要な事、②は IS1 がこの領域と相互作用してその摂動によ

り自己消化活性が抑制される事、を示唆した。今後は他のドメインについても同様の解析を行なう。 
次に、p94 とコネクチンとの相互作用形式について解析を行なった。p94 の結合する N2A と M（C-末

端）の 2 領域を含む断片を p94 トラップ系に共発現させた。その結果、N2A 領域断片は p94 の活性を

抑制するが、M 線領域断片では抑制しないことが示された。さらに、コネクチン N2A 領域に小さな欠失

を起こす変異を持つ天然の変異マウス mdm（muscular dystrophy with myositis）は、homozygote が重篤

な筋ジストロフィーを呈するが、この微小欠失を持つコネクチン N2A 領域断片は、p94 のプロテアーゼ

活性抑制作用を喪失していた。以上は、p94 の in vivo での安定化の理由がコネクチンとの結合であり、

p94 の活性制御に重要であることを示した。（Ono, Y. et al. (2006) J. Biol. Chem., 281, 18519-31.） 
これらの例はいずれも切断活性の消失が、細胞機能不全を引き起こすが、他の分解系で見られるよ

うな未分解産物の蓄積は顕著ではない。即ち、冒頭に記したようにカルパインの作用は、他の蛋白質を

切断することによりその機能・構造を変化させる、高次のモジュレーションであることを体現している。過

去に、カルパインの in vitro での解析は数多いが、in vivo での作用機序の実体については未だにほと

んど不明である。その最大の理由は、in vivo でカルパインは、化学量論的には機能しないことであろう。

つまりカルパインを理解するには、量的･時空間的に極めて限定された活性化、という観点でのアプロ

ーチが重要である。情報伝達に関与する多くの酵素について、scaffold 蛋白質の存在が in vivo での反

応を時空間的に限定することが明らかとなってきた。カルパインについて scaffold の存在は、未だ明確

ではない。しかし、本年までに明らかとなってきた骨格筋・胃特異的カルパイン、そして酵母カルパイン

の遺伝学･生化学的解析の結果、細胞内膜系での機能が示された。そこは、細胞内において限定され

た時空間が確立されうる場、と捉えられる。これらの系に共通する点を抽出し、カルパインの普遍的分子

作用機序について、さらに深く考察していきたい。 



３．研究実施体制 

（１）反町研究グループ 

①研究者名 
反町 洋之（（財）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プロジ

ェクト プロジェクトリーダー） 
②研究項目 

・p94:C129S ノックインマウスの解析 

・nCL-2/-2’:C105S ノックインマウスの解析 

・nCL-4 遺伝子改変マウスの作出と解析 

・p94 及び nCL-2 の立体構造解析 

・新規同定分子の遺伝子改変マウスのターゲティングストラテジーの考案と解析 

・p94 及び nCL-2/-2’/-4 活性制御機構及び生体内ターゲットの解析 

・プロテアーゼ活性スペクトル測定システムの開発と応用 

・他の遺伝子改変マウスと p94:C129S ノックインマウスとの交配とその解析 

・カルパインシステムの根底に存在する作用機序原理についての考察 

 

（２）前田研究グループ 

①研究者名 

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 

・Cpl1-Rim101 経路欠損変異の抑圧変異の単離と責任遺伝子の同定 

・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 

・Cpl1-Rim101 経路の in vitro 再構成系の確立 

・Cpl1-Rim101 経路とメンブレントラフィックとの関係の解析 

・哺乳類相同遺伝子の単離と相同経路の解明 

・哺乳類モジュレータプロテアーゼの研究ツールとしての酵母系の開発と利用 

 

（３）饗場研究グループ 

①研究者名 
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 

・nCL-4 遺伝子改変マウスの作出 

・新規同定分子の遺伝子改変マウスのターゲティングストラテジーの考案と作出 

・p94:C129S ノックインマウスと mdm 及び MURF1・カルパスタチンノックアウトマウ

スとの交配 
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