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(ショートタイトル) 

細胞内膜系におけるカルパインの局在・機能 

 

(ダイジェスト) 

活性にカルシウムを必要とする細胞内システインプロテアーゼ、カルパインは、基質の限定分解によ

り様々な細胞機能を調節する「モジュレーター」として、厳密な活性制御のもと、細胞内のあらゆる場で

機能する。活性化の際の膜移行などカルパインが有する特質から、細胞内膜系はカルパインの重要

な機能の場であることが示唆されてきたが、膜系でカルパインが活性化・機能する具体的なメカニズ

ムは不明であった。ところが近年、膜系をめぐるカルパイン研究は急速に進展、新展開を見せつつあ

る。本稿では、最新の知見を交えてこれらについて概説する。 
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1. はじめに 
カルパインは活性に Ca2+を必要とする細胞内システインプロテアーゼで、基質の限定分解によ

り様々な細胞機能を調節するモジュレータとして機能する。即ち、細胞内「モジュレータ･プロテア

ーゼ」の代表である。 
細胞質内で直接基質と相互作用するため、活性は幾重にも厳重に制御されている。その一つと

して、膜系との相互作用は古くから注目されていた。リン脂質がカルパインに直接作用して Ca2+要

求性を低下させる事、活性化したカルパインが細胞膜へ移行する事、多くの膜／膜結合タンパク

質が基質となる事など、多くの重要な研究がなされてきた(総説 1, 2 を参照)。しかし、カルパインが

膜で活性化する具体的な分子メカニズムについては、不明な点が多い。 
そのような中、ミトコンドリア･小胞体(ER)･ゴルジ体･多胞性エンドソーム(MVB)など細胞内膜系

へのカルパインの局在、及び膜輸送系(membrane trafficking)関連分子とカルパインとの相互作用

が明らかになってきた(図 1)。細胞内 Ca2+ホメオスタシスを司る細胞内膜系が、カルパインにとって

も重要であるのは論を待たないが、新たに見出された細胞内膜系を介したカルパイン機能は、難

渋する生理機能解明へのブレイクスルーとして期待が寄せられる。本稿では、最近の研究成果を

中心に、これらの新展開について紹介する。 
 
2. カルパインの構造･機能 1,2) 

カルパインは、既知の全多細胞生物の他、一部の酵母や細菌など単細胞生物にも存在し、多

種多様なサブクラスからなる 超 族
スーパーファミリー

を形成する。哺乳類では発現様式の異なる 14 遺伝子、酵母

Saccharomyces cerevisiaeでは1遺伝子のみが存在する(図2)。活性サブユニットの典型的構造は、

N 末端の調節ドメイン(I)及び Ca2+結合能を有する 3 ドメイン(プロテアーゼ活性ドメイン(II)、リン脂

質･Ca2+と相互作用する C2 様ドメイン(III)、5 つの EF-ハンドモチーフを持つ PEF ドメイン(IV))から

構成される。C2 様又は PEF ドメインが重複、或いは他に置換した分子種も存在する。後述するμ-
及び m-カルパインの活性サブユニット(μCL/カルパイン 1 及び mCL/カルパイン 2)、nCL-2/カルパ

イン 8a は前者に、酵母 Cpl1/Rim13 とその哺乳類ホモログ PalBH/カルパイン 7 は後者に属す。カ

ルパインのモジュレータ機能の重要性は、mCL 遺伝子(Capn2)欠損マウスが胚性致死となる事、ヒ

ト p94(カルパイン 3a)遺伝子(CAPN3)変異が肢帯型筋ジストロフィー2A 型を引き起こす事、ヒトカル

パイン 10 遺伝子(CAPN10)多型が 2 型糖尿病発症危険度に関与する事、酵母 CPL1 欠損でアル

カリ･塩耐性不全となる事などから、遺伝学的に明確である。即ち、カルパインの機能不全が病態と

密接に関係し、治療･診断面でも注目されている。 
近年解明されたカルパインの立体構造などから、カルパインの厳密な活性制御の一部が明らか

となった。カルパインは通常、活性ドメインが開裂した不活性状態で存在するが、活性ドメインへの

2 分子の Ca2+の結合により構造を変化させ、活性中心を形成して活性化する。活性型カルパイン

は、内在性カルパイン阻害タンパク質カルパスタチンなどによる制御のもと、細胞内のあらゆる場

で機能すると考えられているが、その時空間的な制御機構は不明確である。 
 
3. オルガネラにおけるカルパインの局在 
3-1. ER･ゴルジ体 

細胞接着･移動時の細胞骨格の再構成や形態変化にカルパインが関与することから、この時の
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細胞内局在が検討された。その結果、グリオーマ細胞のラミニン処理により、PIP2 生合成量増加に

伴い、m-カルパインの擬足及び ER･ゴルジ体への移行が観察された 3)。また、A-549 細胞ミクロソ

ーム画分の解析の結果、μ-カルパインはゴルジ体膜に、m-カルパインは ER･ゴルジ体膜の両側

に存在することが判明した4)。m-カルパインには一次配列上のシグナル配列はない。可能性として、

構造変化等に伴う内在性シグナル配列形成により内腔へ局在し、ER に標的される基質の切断を

行う事が考えられる。重要な点は、カルパインが ER･ゴルジ体を介して機能を発揮するだけでなく、

少なくとも一部は ER･ゴルジ体膜に常在することが明らかにされたことである。 
3-2. ミトコンドリア 

ミトコンドリアにおけるカルパインの存在は、AIF(apoptosis inducing factor)やBaxがカルパインの

基質であること、シクロスポリン A 処理により外膜と内膜を結ぶ膜透過性遷移孔を阻害するとカル

パイン活性も阻害される事から示唆されていた 5,6)。SHSY-5Y 細胞の BAPTA-AM 処理により、不

活性状態のμ-カルパインもミトコンドリアに局在することが示された7)。Baxは膜細胞質側で、AIFは

膜間腔で切断されることから、ミトコンドリア内のカルパインの存在も示唆された。これらの結果は、

カルパインが AIF や Bax の限定分解を介してアポトーシスを調節するという可能性を支持した。 
ER は Ca2+を貯蔵し、ミトコンドリアでは膜を介したダイナミックな Ca2+の流出入が起こることから、

これらの細胞内膜系とその近傍は、局所的にカルパインが活性化するのに適した環境と考えられ

る。よって、カルパインがこれらを足場として機能するというのは合理的であり、様々なカルパイン

分子種の膜系での分布に関する今後の解析が興味深い。 
 
4. カルパインのメンブレントラフィックへの関与 
4-1. ER-ゴルジ体-細胞膜間 

筆者らは、胃におけるカルパインの機能及び病態との関連の解明を目的に、哺乳類カルパイン

で唯一胃特異的に発現する nCL-2 の解析を行ったところ、小胞輸送への関与を示唆する結果を

得た 8)。胃は様々な特異的機能を持つ細胞で構成されるが、nCL-2 は胃粘膜の表層粘液細胞(pit
細胞)に限局的に発現する。pit 細胞の機能は主に粘液分泌による粘膜防御であり、他の胃細胞に

比べ極めて短時間のターンオーバーを特徴とする。一方、μ-及び m-カルパインは胃粘膜全体に

弱く発現することから、nCL-2 が pit 細胞特有の機能に中心的役割を果たすと考えられた。 
そこで、nCL-2 相互作用因子の探索を行ったところ、ER-ゴルジ体間の逆輸送を主に担う COP-I

小胞のコートタンパク質(コートマー)複合体のサブユニットβ-COPを同定した。COS7細胞発現系を

用いて解析を行ったところ、①nCL-2 と内在性β-COP がゴルジ体で共局在する、②Ca2+イオノフォ

ア刺激した細胞ではβ-COP が N 末端ドメインとリンカー部分との間で 1 箇所限定分解される、③こ

のβ-COP 限定分解断片を発現させると細胞質全体に拡散して存在する、事が明らかとなった。

COP-I小胞コートマーは7種存在し、2種のサブ複合体を形成する。COP-I小胞の出芽あるいは融

合時に、ADP-ribosylation factor-1(ARF-1)等の作用によりサブ複合体の会合･解離が起こるが、詳

細は不明である。筆者らは、nCL-2 によるβ-COP 限定分解が COP-I 小胞からコートマー複合体を

解離させるというモデル(図 3A)を提唱した。ホルモン分泌顆粒成熟過程において内分泌系細胞

のゴルジ体-細胞膜間のコートタンパク質クラスリン･アダプチンが m-カルパインによる限定分解を

介して解離するとの報告 9)もあり、同様のシステムが広く膜輸送系に関与する可能性がある。

nCL-2 による COP-I 輸送系制御と pit 細胞特異的機能とがどのように結びつくのか、さらに解析す
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る必要がある。 
4-2. エンドソーム-リソソーム/液胞間 

MVB は、積み荷タンパク質(cargo)をエンドソーム内に取り込む際にエンドソーム膜から小胞が

出芽･陥入することで形成される。その際、酵母では Vps ファミリータンパク質から成る ESCRT-I 
(Vps23, 28, 37), -II (Vps22, 25, 36), -III (Sfn7, Vps2, 20, 24)と呼ばれる 3 種の複合体が重要な役割

を果たす。詳しくは総説 10,11)に譲るが、ユビキチン化された cargo が Vps27 に認識され、エンドソー

ム膜上で ESCRT-I, -II, Sfn7-Vps20 ESCRT-III サブ複合体の順に受け渡された後、もう一方の

ESCRT-III サブ複合体(Vps2-Vps24)がこれに結合することで、小胞へソートされると考えられてい

る。 
酵母カルパインCpl1 は、アルカリ環境において、転写因子Rim101のC末端部分を限定分解し

て活性化させ、アルカリ環境適応に関係する遺伝子の発現を制御する(Cpl1 経路)。その際、機能

未知の上流因子 Dfg16, Rim8, 9, 21 の作用により、Cpl1 は、Rim101 の C 末端側結合因子 Rim20
と共に Snf7 へリクルートされる。ESCRT-I, -II の各因子、Snf7, Vsp20 を欠失させると Rim101 の限

定分解が抑制されアルカリ感受性になることから、Cpl1 経路と MVB 経路は ESCRT-I, -II、及び

Snf7, Vsp20 を共通の足場とし、エンドソーム膜上において制御されることが明らかとなった 12-14)(図
3B)。酸性区画であるエンドソームや液胞はアルカリ環境に曝されると機能を損なうため、これらの

経路が協力して制御し合うことでうまく外界に適応すると考えられている。 
Cpl1 には哺乳類ホモログ PalBH が存在し、Rim, ESCRT 各分子にもホモログが存在して同様の

相互作用が明らかになっている 15,16)。これは哺乳類においても、エンドソーム膜を介した類似の経

路の存在を示唆するものであり、Cpl1, MVB 両経路の制御機構の詳細と共に解明が待たれる。 
 
5. 終わりに 

上記以外にも神経細胞死において、カルパインとカテプシンとの協働の報告や、リソソーム膜破

壊への関与の報告もある。カルパインによる基質切断の時空間的な制御機構は、上述の通り未だ

縹緲としているが、膜系のあらゆる場にカルパインが存在するという事実は、これを解明する重要

な鍵となるだろう。また、Cpl1 と MVB、nCL-2 と COP-I 小胞との相互作用から、メンブレントラフィッ

ク制御という膜系へのカルパイン機能の一端が明らかになってきた。こうしたカルパインと膜系を

めぐる展開は、未知の機能だけではなく、カルパインを細胞内膜系へと導く様々な未同定の足場

タンパク質の存在も予感させ、今後も注目される。 
本稿ではスペースの関係で、ごく一部の論文しか紹介できなかった事をお詫びします。ここで紹介した筆者らのデータ

は、東京大学農学生命科学研究科生物機能開発化学研究室と都臨床研カルパインプロジェクトにおいて阿部啓子博士を

はじめ研究室の全ての方々の協力と、東京大学分子細胞生物学研究所前田達哉博士、川原裕之博士（現・北海道大学大

学院薬学研究科）、鈴木紘一博士（現・東レ先端融合研究所）、及び国立国際医療センター研究所反町典子博士との共同

研究によるものであり、この場をお借りして深謝いたします。また、いつも心優しく慰めてくださる頼もしい同僚の都臨床研

村上誠博士に心よりお礼申し上げます。 
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(図説明) 
(図 1) 明らかになったカルパインと細胞内膜系との関係 
(図 2) ヒト及び酵母で同定されているカルパイン分子種。 
μ-, m-カルパインは触媒サブユニットμCL, mCLと制御サブユニット(30K, CAPNS1)とのヘテロ二量

体である。ドメイン I は活性化の際に自己消化され、Ca2+要求性を制御する制御ドメインである。

CAPN3, CAPN8, CAPN10 などからは数種のスプライスバリアントが生成するため、a, b, ...で区別さ

れるが、ここでは代表的分子種のみを挙げた。カルパイン 6 の活性中心 Cys は Lys に置換してお

り、カルパイン 14 の N/C 末端には 100 残基程の非相同配列が存在する。T/C2: C2 ドメインを含む

TRA-3 C 末端ドメイン相同領域、PBH 及び SOH: 各々PalB 及び SOL ホモログ間で保存されたド

メイン。 
(図 3) カルパインのメンブレントラフィックへの関与 
A. nCL-2 によるβ-COP 限定分解の意義についてのモデル(文献 8 より引用)。B.酵母アルカリ環境

適応における Cpl1 経路と MVB 経路のクロストーク(文献 10,13,14 より一部改変して引用)のモデ

ル。 
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