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カルパインは阻害すればよいのか？

反町 洋之，小野 弥子

カルパインは細胞内Ca2＋要求性プロテアーゼである．プロテアソームやオートファジーと
は異なり，基質タンパク質の限定切断によりその機能や構造を調節・変換する．さまざま
な生命現象に関与するが，我々は依然その生理機能を明示的に記述できずにいる．一方で，
神経疾患，虚血性疾患，筋・心疾患，がん，早老症，マラリア，カンジダ症，歯周病等々，
広範な病態にカルパインが登場する．ほぼすべての場合カルパイン阻害が症状緩和をもた
らす．まるでカルパインはない方が病気は早く治るとでもいうかのように．もちろんそれ
は過当な一般化で，そこには落とし穴がある．主にノックアウトマウスの解析から，カル
パインの欠損・慢性的抑制は予想外の悪影響を及ぼすことがわかってきた．本稿ではカル
パイン関連疾患，カルパインの機能と阻害剤治療の関係，阻害特異性向上に基質認識機構
が与えるヒントを紹介し，阻害剤開発の今後の可能性を考察する．

1. はじめに

古今東西を問わず天才外科医の話が大人気ではあるが，
どんな病気でも薬を飲むだけで痛くも苦しくもなく完治す
ればそれにこしたことはない．いくつかの疾患についてカ
ルパインの阻害剤はそのような夢の治療薬になりうるかも
しれない．
カルパインは主に細胞質内で機能するCa2＋要求性のシ
ステインプロテアーゼである．以前は，プロテアソーム
やカスパーゼ，さらにはオートファジーよりも知名度は高
かったのだが，現状は逆転している．その理由は，カルパ
インの生理機能を明示的に（たとえば100字で）記述する
ことができないという，よくいえば懐の広さ，悪くいえば
茫漠としたファジー性にあるのだろうか．何事にも短期間
での明確な成果が要求される昨今，かなり腰を据えて研究
しても「〇〇のときに，△△を切断することにより，□□
を引き起こす，それが生理機能だ」と，なかなかいい切れ
ないのがカルパインである．
しかし，見方を変えればまさにダイヤの原石（たとえ

ば，夢の治療薬への手がかり）がごろごろ転がっているわ
けで，一部には，密かに，原石を全部拾うまで，カルパイ
ンのメジャーデビューは控えさせたいという声もある．そ
のためこのような総説はもしかしたら営業妨害になるかも
しれないが，せっかくなので原石の“鑑定過程”を紹介させ
ていただきたい．なお紙面の都合上，阻害剤などの分子構
造や治験などの情報については割愛したので，これらにつ
いては最近の英文総説 1）を参照していただけると幸いであ
る．

2. 名前には歴史がある

カルパインは1964年（論文投稿は1963年7月）に初め
て報告された 2）．ちなみに，C. de Duve博士が初めてオー
トファジーという言葉を使ったのは1963年だが，大きく
注目され始めたのは2016年ノーベル生理学・医学賞に輝
かれた大隅良典博士が酵母で分子機構を発見した1990年
代以降である．また，プロテアソームとカスパーゼがど
ちらも1980年代に発見されたことを考えると，カルパイ
ンは比較的長い研究歴を持つ細胞内プロテアーゼという
ことができる．ただし，鈴木紘一博士によって「カルパ
イン」という名称に統一されたのは1991年で，それまで
はカルシウム依存性中性プロテアーゼ（Ca2＋-activated neu-
tral protease：CANP）の他，カルシウム依存性プロテアー
ゼ（Ca2＋-dependent protease：CDP），キナーゼ活性化因子
（kinase-activating factor：KAF），カルシウム依存性筋細胞
質因子（Ca2＋-activated sarcoplasmic factor：CASF）などと
各々のカルパイン研究者が呼称していた（よくある話では
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あるが）．
「カルパイン」という名称は村地孝博士によって1981年
に考案されたもの 3）である．ポスター発表前夜の丑三つ
時にトロントのホテルで“calpastatin”（カルパインの内在
性特異的阻害タンパク質：後述）をまず思いつき，そこ
から派生して“calpase”（当初はcalpainではなかった）を
創語し，ポスターにわざわざ大きく貼り出したという興
味深いいきさつが村地博士自身により記されている 4）．し
かし，なぜ10年近くも本邦で，そして全世界的に二つの
名称，カルパインとCANPとが共存していたかについて
は，鈴木博士による含蓄に富む総説 5）をぜひご参照いた
だきたい．ポイントは，まず，今堀和友博士らが提唱した
CANPという名称で，1977年に鈴木博士が「CANPは阻害
剤に対する挙動からシステインプロテアーゼと考えられ
る」と発表したところ，村地博士から「活性中心にSH基
の存在を確かめるまでは阻害剤の結果だけからシステイ
ンプロテアーゼと呼ぶべきではない」とすぐにその場で反
論され，しかしもっともと納得した．当時，活性中心の同
定には約100 mg（鶏胸肉50～60枚からの精製量に匹敵す
る）の酵素が必要であり，実際に同定されたのは1983年
のことであった 6）．ところが，村地博士の提唱した「カル
パイン」はCa2＋の「カル」とパパインなどのシステインプ
ロテアーゼを表す“ain”との造語であり 4），システインプロ
テアーゼと呼ぶべきでないといっていた本人が，1981年
の時点で「カルパイン」の名を作り出したことに，今堀博
士のグループから派生した研究者たちは筋が通らないと
考えたわけであった．その後，1990年6月のゴードン会議
で名称の統一を議論し，同年10月の第8回細胞内タンパク
質分解に関する国際会議（The 8th International Conference 
on Proteolysis and Protein Turnover：ICOP）で，in vivoでの
活性化にそれぞれµM, mMレベルのCa2＋を必要とする2種
の酵素として，μ-カルパイン，m-カルパインという名称が
関係者に正式に周知された．大変残念なことにゴードン会
議の直前に村地博士は急逝され，鈴木博士と今堀博士は
2010年4月と2016年5月にそれぞれ逝去された．今では天
国でカルパインについて再び激論を交わされていることで
あろう．
その後もカルパインの分子種名やドメインの名称でしば

らく混乱があったが，今はおさまりつつある（と筆者は信
じている）．誰でも，自分たちが最初に見つけて命名した
名称を，後から相談もなく勝手に変えられては，気分が
よくない（だろう）．特に若いときは（きっと）．カナダの
Peter L. Davies博士のグループ 7）と，鈴木博士らとドイツ
のWolfram Bode博士との共同グループ 8）とが決定したカ
ルパインの立体構造に基づき，2013年のアメリカ実験生
物学会研究カンファレンス（Federation of American Societ-
ies for Experimental Biology Science Research Conference：
FASEB SRC）において出席者全員のコンセンサスを得た
命名法を図1に示す．何とかこれを浸透させるべく，本稿
もこの命名に従う．本音をいうと，現在のカルパイン関

係の呼称（カルパイン-1～16やドメイン名）は，欧米勢に
押し切られたような感じで，ちょっと残念ではある．しか
し，共通の言葉を使用するという科学の発展の基本精神に
則って，一日も早くカルパインを研究する者全員が共通の
用語を用いるようになってほしいと切望している．
もう一点大事なこととして，カルパイン（CAPN）とい

う分子を定義しておきたい．これも研究者によって微妙
に異なるが，ここでは単純に，ヒトのカルパイン-1（μ-カ
ルパイン，μCANP，μ80K，カルパイン I，CDP Iなどと呼
ばれていた）の触媒ドメインに有意に相同性のある配列領
域を有する遺伝子産物，とする．このドメインは，アメリ
カNCBI （National Center for Biotechnology Information） の
CDD （Conserved Domain Database）に“CysPc”（何の略かは
どこにも記載がないが，Cysteine Protease domain, calpain-
typeといった感じか）として登録されているモチーフであ
る．
また，酵素としての活性を問題にしていないことに注
意してほしい．実は，カルパインの中には活性を持たない
と考えられる分子種や，酵素としてはサブユニット構造
をとるものも存在する．「カルパイン」という名称は，集
合的には上記で定義される遺伝子産物を示し，しかしなが
ら，個別にカルパイン-1，-2のように使う場合は，生体内
での本来の構造を持つもの（＝活性のあるものなら intact
な酵素）を意味する．一方，サブユニットや本来の構造が
不明なものについては遺伝子名を用いた遺伝子産物として
CAPN1, CAPN2のように呼ぶ．ややこしくて申しわけない
が，カルパイン-1＝CAPN1＋CAPNS1 （CAPN1/S1とも表
記），カルパイン-2＝CAPN2＋CAPNS1 （CAPN2/S1）とな
る（どちらもヘテロ二量体で，CAPNS1は，両者に共通の
制御サブユニット，図1）．
哺乳類のカルパイン-1，-2および鳥類のカルパイン-11

（当初はカルパイン-1と-2の中間型と考えられていた）は，
カルパイン研究の黎明期に最もよく解析されたため，con-
ventional（標準型）カルパインと呼ばれる．それ以外はす
べてunconventional（非標準型）カルパインとなる（図1）．
以下で論ずる構造は標準型を基準として，同様のドメイン
構造を有するカルパインをclassical（古典型）カルパイン
と呼ぶ．これらは歴史的経緯による命名なので，実際に
は，古典型カルパインは動物にしか見いだされず，最も
普遍的に存在しているカルパインはnon-classical（非古典
型）カルパインのCAPN7である（後述）．以前は，プロテ
インキナーゼCに倣って，古典型を“typical”，非古典型を
“atypical”と呼んでいたが，atypicalの方が普遍的に存在す
るのはおかしいということで，classical/non-classicalに変更
した．

3. スーパーファミリーとしてのカルパインの構造

古典型カルパインは，N末端αヘリックス，CysPcド
メイン［PC1およびPC2 （protease core domain 1および2）
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の二つからなる］，CBSW （calpain-type β-sandwich）ド
メイン，PEF（penta-EF-hand）ドメインという構造を持
つ（図1）．カルパイン-1および-2はヘテロ二量体であり，

CAPNS1という非カルパイン遺伝子産物をサブユニットに
持つ．CAPNS1は，N末端にグリシンのクラスタ領域（Gly-
rich：GRドメイン）を，後半にはPEFドメインを持ち，活

図1 カルパインのドメイン構造
カルパイン-1と-2は各々 CAPN1＋CAPNS1（CAPN1/S1）およびCAPN2＋CAPNS1（CAPN2/S1）のヘテロ二量体で
あり，「標準型」カルパインと呼ばれる．これ以外は「非標準型」である．また，標準型カルパインと同様のドメ
イン構造を持つものを「古典型」，そうでないものを「非古典型」と呼ぶ．ここに示したヒト以外のカルパインで
は，Smp_157500のみが古典型である．P. falciparumとP. gingivalisとはカルパイン遺伝子をそれぞれ一つしか持たな
いが，S. mansoni, T. brucei, A. nidulansはそれぞれ，ここに示したものを含め全部で7, 18, 2遺伝子を有する．C2：C2 
domain, CBSW：calpain-type β-sandwich domain, CysPc：cysteine protease domain, calpain-type, GM6：GM6 antigen re-
peat unit, GR：Gly-rich domain, IQ：calmodulin interacting domain, IS1/2：insertion sequence 1/2, MIT：microtubule inter-
acting and transport domain, PC1/2：protease core domain 1/2, PEF：penta-EF-hand domain, SOH：SOL-homology domain, 
Zn：zinc-finger motif.
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性サブユニットの安定化に寄与する．また，胃に遍在す
るカルパイン-8/9 （CAPN8/9, G-カルパインとも呼ぶ）は
CAPN8とCAPN9のヘテロ二量体である．これ以外のカル
パインは四次構造が不明なので，どれも遺伝子産物として
表記することが望ましい．たとえば，カルパイン-3やカル
パイン-10は，CAPN3やCAPN10を活性サブユニットに持
つ仮想的酵素であり，その実体はまだ不明確である．そ
のため，本来はCAPN3, CAPN10と表記すべきである．カ
ルパイン-3に関しては，in vitroではCAPN3のホモ二量体
の可能性が示唆されているが，in vivoでは未確認である．
さらに，in vivoではコネクチン（タイチンとも呼ばれる）
との結合状態で存在し，少なくとも in vitroではPLEIAD
（platform element for inhibition of autolytic degradation）9） と
結合して安定化するなど，酵素としてのカルパイン-3の実
体解明にはさらなる解析が必要である．
ヒトには15のカルパイン遺伝子が存在し，複数の選択

的スプライス転写産物を持つ遺伝子もあるため，50以上
のカルパイン分子種が存在する．ヒトの非古典型カルパイ
ンにはCysPcのうち活性中心のCys残基やPC2を失ってい
るものも存在する（図1）．全生物的には，カルパインは
ほぼすべての真核生物と一部の原核生物に存在する．そし
て，CysPcドメインに組み合わされるモチーフの種類は40
を超え，その中にはMIT（microtubule interacting and trans-
port）モチーフ，Znフィンガーモチーフ，ユビキチン結合
（ubiquitin-associated：UBA）ドメインなども存在する 10）．
一方，カルパインの進化を考えるにあたって，不可解

な事例がいくつかある．その最たるものとして，同じ真
菌の中でも，出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）やコウ
ジカビ（Aspergillus nidulans）にはCAPN7ホモログである
Rim13/PalBが存在するのに，分裂酵母（Schizosaccharomy-
ces属；S. cryophilus, S. octosporus, S. pombeおよびS. poni-
cus）には，カルパイン遺伝子が存在しないことがあげら
れる．Rim13/PalBはS. cerevisiaeやA. nidulansが生育環境

のアルカリ側への変動に適合して生存するために必要な
シグナル伝達系の構成成分として，転写調節因子Rim101/
PacCをプロセシング・活性化することが知られている
（表1）11）．
これらのシグナル伝達系を構成する分子の，少なくと
も一部については，分裂酵母，さらにはヒトにもオルソ
ログが存在している（表1）．S. cerevisiaeやA. nidulansと
同様のpHを感知するシグナル伝達系をヒトが有するとは
考えにくいが，分裂酵母が備えている可能性はあるだろ
う．また，pH変化以外の要因に対応するための伝達系を
これらオルソログが構成している可能性もある．いずれに
しても，①Rim13/PalBの活性化には，Rim20/PalA（分子
N末端にBRO-1ドメインという構造を持つ）との複合体形
成，およびそれを介したESCRT （endosomal sorting complex 
required for transport）膜輸送系との相互作用が必要である
こと，②ESCRT系は分裂酵母からヒトに至るまで保存さ
れていること，③ヒトCAPN7に関してもBRO-1ドメイン
タンパク質であるALIXとの相互作用が報告されている 12）

ことから，ヒトでも部分的に変更されながらも保存された
シグナル伝達系として重要な機能を担っている可能性が高
い．一方で，出芽酵母と同様の生活環境変化への対応が必
要と考えられる分裂酵母が，なぜ，カルパインなしで生き
ていけるのか，ぜひその仕組みを知りたいものである．

4. 立体構造が語ること

カルパイン-2については非活性型と活性型の両方の全体
立体構造が解かれている．各ドメインは時計回りに活性
サブユニットのN→C末端方向へ，さらに制御サブユニッ
トのC→N末端方向へと卵形に美しく並んでいる（図2）．
カルモジュリンのCa2＋結合モチーフとして有名なEFハン
ドモチーフを五つ含有するPEFドメインにカルパインの
Ca2＋依存性は担われていると考えられてきたが，実際に

表1 酵母Rim101経路関連分子と，他生物でのオルソログ

機能 S. pombe S. cerevisiae A. nidulans H. sapiens 特徴

細胞外シグナルを検出 （α-arrestins）*1 Rim8 PalF （α-arrestins）*1 α-arrestin様タンパク質
SPCC1919.12c*2 Rim21/Dfg16 PalH （7TM）*1 7回膜貫通タンパク質
SPCC1739.10 Rim9 PalI ̶*3 SUR7/PalIモチーフを持つ3回膜貫通タンパ

ク質
膜輸送系 Vps32 Snf7 AN4240.2 CHMP4A ESCRT-III構成成分
転写調節因子のプロセシン
グ・活性化

SPAC2G11.05c Rim20 PalA ALIX BRO-1ドメインを持つ足場タンパク質
̶*3 Rim13 PalB CAPN7 プロテアーゼ
̶*3 Ygr122w PalC ̶*3 BRO-1ドメインタンパク質

アルカリ環境適応遺伝子群
の転写

（Zn-finger TFs）*1 Rim101 PacC （Zn-finger 
TFs）*1

C2H2 Znフィンガー転写調節因子，プロセ
シングを受けて活性化する

ESCRT：endosomal sorting complex required for transport, TF：転写調節因子，TM：膜貫通．
* 1類似構造の分子が複数あり，対応する分子が特定されていない．
* 2メタロペプチダーゼドメインを含む．
* 3対応する分子が存在しない．



708

生化学 第 88巻第 6号（2016）

は両サブユニットのPEFドメインは触媒（CysPc）ドメイ
ンからは最も離れて位置しており，Ca2＋の結合の有無に
よってもほとんど立体構造を変化させないことが明らか
となった 13‒15）．さらに，CysPcドメインのPC1とPC2とに
1分子ずつのCa2＋が直接結合すること，その結合によって
PC1とPC2の配置が変化し，活性中心が初めて形成される
ことが判明した 16‒18）．
逆にいうと，Ca2＋がCysPcに結合していない状態では

PC1/2の配置が開いた状態となり，活性中心が形成されな
いため不活性な状態が維持されている．カルパインは，細
胞質内に存在しており他のタンパク質といつでも相互作用
することが可能なため，その活性発現は厳密に制御される
必要があるということを反映しているのだろうか．この構
造的な危険防止機能に加えて，他にも，100％の活性を出
すためには非生理的に高いCa2＋濃度が必要である，活性
中心が奥まったところに位置しており，構造を持つタンパ
ク質がアクセスしにくい，特異的阻害タンパク質カルパス
タチンが過剰量存在している，など二重，三重の安全装置
が備わっている．
カルパスタチン（CAST）との複合体の活性型カルパイ
ン-2の立体構造（図2右），すなわち阻害された構造，を
みると，カルパインがどのように基質を認識しているかが
よくわかる．CASTは鳥類，哺乳類で見いだされる内在性
のカルパインに対する特異的阻害タンパク質であり，他の
プロテアーゼを一切阻害しない．いくつかのスプライスバ

リアントが存在するが，基本構造は四つの繰り返し領域で
あり，各々が1分子のカルパイン-1と-2を（多少の違いは
あるが）数nMのKiで阻害する（図1）．その他に古典型カ
ルパインのCAPN8/919），CAPN9/S120），CAPN（8）n

21）も阻害
するが，CAPN3に対しては非常によい基質となってしま
いまったく阻害できない 22）．また，CysPcドメインだけに
したCAPN1（ミニCAPN1と呼ぶ）はCa2＋依存的Cysプロ
テアーゼ活性を保持するが，CASTによる阻害への感受性
をほぼ失っている 16, 23）．

CASTは溶液中では特定の構造をとらない天然変性タン
パク質（intrinsically unstructured/disordered protein：IUPま
たは IDP）で，Ca2＋結合により活性状態になったカルパ
インと，繰り返し領域内に定義される三つの配列A, B, C
（図1）でそれぞれ活性サブユニットPEF （PEF（L））ドメイ
ン，CysPcドメイン，制御サブユニットPEF （PEF（S））ド
メインと相互作用している．この際にCysPcの活性中心付
近にくる部分は誘導適合（induced-fit）が起こり，一部分
がαヘリックスを構成して親和性が高まるのと同時に，そ
のままでは活性中心と接触してしまうペプチド結合をちょ
うど避難させるように，カルパイン分子の外側に向かって
βターンによる小ループの形成が起こる．その結果，カル
パインは猿ぐつわをされたようになり，活性を阻害され
る．3配列のうちA, Cを欠失させても阻害活性を保持する
ため，PEFへの結合は，阻害活性の安定性を高めるものの
必須ではない．

図2 カルパインの立体構造
カルパイン-2の不活性化状態（左，1KFU）および活性化状態（右，3BOW, CAST, Ca2＋との共結晶構造）の立体構
造をリボン（CAST部分はボールスティック）模式図＋表面描画により示した［MOE Ver.2015.10 （Chemical Com-
puting Group Inc., Montreal, Quebec）による描画］．ドメインの色は図1および中央上部の模式図と一致している（N
末端領域はちょうどPC1の裏側となりみえていない）．CAST：calpastatin, CBSW：calpain-type β-sandwich domain, 
GR：Gly-rich domain, PC1/2：protease core domain 1/2, PEF：penta-EF-hand domain.
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一方，CAPN3とミニCAPN1がCASTに阻害されないこ
とから，CASTとCBSWドメインとの相互作用の重要性が
示唆される．CASTの構造から，P3およびP5以前の部位
（切断部位のすぐN末端側のアミノ酸をP1，その前をP2…
と，逆にC末端側のアミノ酸をP1′，その後ろをP2′…と
呼ぶ）はCysPcからはみ出してCBSWドメインと相互作用
しているため，この部分が安定で特異的な阻害に必要と
推定される（図2）．ミニCAPN1にはCBSWドメインが存
在せず，CAPN3では IS1という挿入配列のために，CysPc‒
CBSWドメインの位置関係が他の古典型カルパインとは異
なっている可能性がある．そのためCASTはこれらを阻害
できないのだろう．

CASTとの複合体の立体構造から明らかとなったもう
一つの特徴は，カルパイン側の原子が基質のアミノ酸側
鎖原子とほとんど相互作用していない，という点である
（図3）．CysPc, CBSWドメインと相互作用するCASTのア
ミノ酸側鎖は，ほぼすべてがカルパインからみて外側に位
置しており，カルパインと直接相互作用しているのはペプ

チド結合の酸素，窒素原子であった 17, 18）．これは，カルパ
インには基質特異性が存在するにも関わらず（たとえば，
ある基質タンパク質においては，一定の条件では特定の分
解部位が存在する），基質のアミノ酸配列に明示的なルー
ルが見いだせないという現象（後述）の構造的な理由とな
る．その中で，わずかにP2部位（CASTではLeu）の側鎖
は，弱いながらも広範囲でカルパイン分子表面の原子と疎
水的相互作用をしており，過去に開発され有効性が認めら
れた多くのカルパイン阻害剤がP2部位にLeuまたは疎水
性のアミノ酸を持つこととも矛盾しない．
しかしながら，P2側鎖との疎水性相互作用は多くの

Clan CAプロテアーゼ［パパインやCysカテプシン（カテ
プシンの中でCysプロテアーゼである分子種）などの総
称，MEROPS（http://merops.sanger.ac.uk/）におけるペプチ
ダーゼ分類法による］に共通するため，これらも阻害して
しまう．すなわち現状では，「カルパイン阻害剤」と呼ば
れるものはCASTを除いてすべて特異性に問題があるとい
わざるをえない．この，カルパイン阻害剤の特異性の向上

図3 カルパイン-2と基質（CAST）との相互作用
カルパイン-2の活性化状態の立体構造（図2参照，3BOW）から，CASTを基質と見立て，P10‒P10′に当たる残基
とカルパイン側の残基との相互作用（原子間距離＜4.5 Å，エネルギー＜−0.5 kcal/mol）を模式的に表した（MOE 
Ver.2015.10による描画）．ほとんどのカルパイン側の残基はCASTのバックボーン原子に相互作用している．
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という課題は，いつの時代も多くの化学者を巻き込んで追
及されており，最近では，いくつかの新展開がみられてい
る（後述）．難しい問題ではあるが，CASTという模範解
答が存在するのだから，解のない絶望的な問題ではなく，
道はあるはずだ．

5. 基質特異性にどう向き合うか？

カルパインによる基質分解は限定分解と称され，基質の
機能・構造を変換・調節する効果をもたらす．いい換える
と，カルパインはモジュレータプロテアーゼであるため，
その基質特異性，すなわち，カルパインが“何の”タンパク
質を“どの部位”で切断するか，という情報はカルパインの
生理機能の本質である．問題は，それがなかなか明示でき
ない（既述のように，そもそもカルパインが側鎖をほとん
どみていない）ことであるが，最近，新しい方向性がみえ
てきた．実際，カルパインの基質特異性の研究の歴史は古
く，どのようなタンパク質を切断するか，というアプロー
チに始まり 24‒26），基質の切断部位配列解析 27, 28），さらにア
ラインメントによる詳細な解析（たとえば部位特異的スコ
ア行列などを用いた方法）が行われてきた 29）．しかし，こ
れらは既述のP2に疎水性のアミノ酸が比較的多いという
こと以上に目立った成果をもたらしていない．一方，近年
のコンピュータと生物情報学の発達に伴い，プロテアーゼ
研究においても機械学習という手法が注目されてきてい
る．ペプチドライブラリーなどを併用して，カルパインの
基質特異性に関してもいくつかの解析がなされ，切断部位
予測器の作出に至っている 30‒37）．たとえば，我々は，基質
配列由来のペプチドアレイを用いた定量的活性構造相関

（quantitative activity-structure relationship：QSAR）解析によ
り，陽性的中率（切断すると予測した部位の何％が切断さ
れるか）87.5％という高い値を持つ切断部位予測器を実現
した．特に，立体構造が明らかにされている場合には，新
規基質における切断部位（の少なくとも一部）の予測が可
能であり，P2に加えてP3′およびP4′が切断効率に重要で
あるということも明らかとなった 33）．
ただし，in vivoにおいてカルパインが基質タンパク質を
切断する状況は，ほとんど構造をとらないペプチドを切断
する状態とは著しく異なっているうえ，生化学的に in vitro
でカルパインに切断されやすいタンパク質や部位が，必ず
しも in vivoでも同様に切断されているとは限らない．将来
的には，カルパインと基質タンパク質がどのように細胞内
局在するか，足場タンパク質としてどのようなものと相互
作用しているか，局所的なCa2＋濃度がどのように変化す
るか，などの条件も（きわめて困難と考えられるが）切断
予測器に加味することが必要である．同時に，カルパイン
という酵素の基本的なスペックを評価するために，上記 in 
vitro基質特異性の解析を有効活用すべきであろう．実際の
in vivoと in vitroでの切られ方の比較から，なぜカルパイン
がわざわざ切れにくい（やすい）部位を切る（切らない）
ようになったのか，ということに対する進化的，化学量論
的なヒントが得られるかもしれない．たとえばG-タンパ
ク質は酵素としての性能（回転数）を極端に落とすことで
多彩な生理機能を果たすようになったとされる 38）．同様
の歴史（未来）が，カルパインのプロテアーゼとしての性
質にも起きた（起きる）のかもしれない．

表2 カルパイノパチー

遺伝子 発現 遺伝子変異と関連する疾患 文献

CAPN1, Capn1 全細胞 痙性対麻痺，血小板不全（in vitro） 103, 164）
Capn2 ほぼ全細胞 胎生致死 165, 166）
Capns1 全細胞 胎生致死 167, 168）
CAPN3, Capn3 主に骨格筋 筋ジストロフィー etc. 85, 87, 169, 170）
CAPN5, Capn5 ほとんどの細胞 硝子体網膜症 90, 95）
Capn6 主に胎生筋，胎盤 発育過度 139）
CAPN7 ほとんどの細胞 np* ̶
Capn8 主に胃腸 胃出血 19）
Capn9 主に胃腸 胃出血 19）
CAPN10 ほとんどの細胞 2型糖尿病 161）
CAPN11 主に精巣 np ̶
CAPN12 主に毛包，皮膚 魚鱗症 196）
CAPN13 ほとんどの細胞 np ̶
CAPN14 主に食道 好塩基球性食道炎 96）
CAPN15/SOLH ほとんどの細胞 np ̶
CAPN16/ADGB/C6orf103 主に精巣 np ̶

CAPNxおよびCapnxは各々ヒト，マウスの遺伝子を示す．
* np：ヒト，マウス両方ともまだ報告がない．
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6. カルパインが関与するさまざまなヒト疾患

カルパインが関与する疾患は次の3通りに大別される．
（1）ヒトの標準型カルパインの活性が疾患の増悪に関与す
るもの．神経変性疾患，心・筋疾患，虚血性疾患，が
ん，眼疾患など．

（2）カルパイン遺伝子の病原性変異によって起こる遺伝
性疾患（「カルパイノパチー」と呼ばれる，表2）．肢
帯型筋ジストロフィー（limb-girdle muscular dystrophy：

LGMD）2A型（LGMD2A），常染色体優性新生血管炎症
性硝子体網膜症（autosomal dominant neovascular inflam-
matory vitreoretinopathy：ADNIV），魚鱗症（ichtyosis），好
塩基球性食道炎（eosinophilic esophagitis：EoE），遺伝性
痙性対麻痺（hereditary spastic paraplegia：HSP）など．

（3）寄生虫・病原性微生物が原因となる疾患，つまり感染
症で，ヒトのカルパインあるいは自身のカルパインが病
原体の生存や感染などに必須なもの．マラリア，トリ
パノソーマ症，ジストソーマ（住血吸虫）症，カンジダ

表3 カルパイン阻害剤の効果に関する報告（抜粋，2010年以降）

阻害剤，ワクチン 改善がみられた疾患モデル 
（悪影響がみられた現象）

発症／感染
後の処置* 標的カルパイン 文献

ALLNal コクサッキーウイルスB3感染 x n/a** 171）
（子宮着床） CAPN2 172）
滑脳症 x n/a 173）

ALLNal, PD150606 網膜色素変性症 x n/a 174）
ALLNal, calpeptin 乳がん x CAPN1 175）
Calpeptin パーキンソン病 n/a 176）

多発性硬化症 x n/a 177, 178）
特発性炎症性筋疾患 x n/a 179）
肺線維症 x n/a 180）

MDL28170, calpeptin 黒色腫 x n/a 181）
MDL28170 心虚血‒再灌流 CAPN1 54, 182）

慢性心疾患 x n/a 183）
リーシュマニア症 x L. amazonencisカルパイン 147）
アフリカ睡眠病 x T. cruziカルパイン 184）
子癇前症 n/a 185）
脊髄損傷 x n/a 186）

Calpain inhibitor XI （AK295）, 
calpastatin peptide （CAST）

網膜色素変性症 x n/a 187）

SNJ1945 自己免疫性脳炎・多発性硬化症 x n/a 188）
網膜虚血 x n/a 189）
滑脳症 n/a 47）
心虚血‒再灌流 n/a 190）
外傷性脳障害 x n/a 191）

BDA-410 マカドジョセフ病 n/a 192）
加齢症候群 x CAPN1 80）
鎌形赤血球症 x CAPN1 193）
腹部大動脈瘤・アテローム性動脈硬
化症

x CAPN1 58）

Macrocyclic aldehyde 
（CAT811）

白内障 x n/a 72）

NH2-GRKKRRQRRRPP 
QPDALKSRTLR-COOH  
（Tat-μCL）, PD150606

網膜色素変性症 x CAPN1 194）

Dipeptidyl α,β-unsaturated ester マラリア x Pf-カルパイン（？） 195）
Hypervalent organotellurium 

compound （RF19）
マラリア x Pf-カルパイン（？） 145）

Sm-p80（組換えタンパク質） ジストソーマ症 x Smp_157500 （S. mansoniカルパイン） 150, 151）

*「x」は，報告した論文において，発症後・感染後に阻害剤を投与して効果をみていることを表す．
** n/a：特定のカルパイン分子種に限定されない．
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症，歯周病など．
これらの疾患に対して，どのような治療戦略が可能だろ

うか．まず，（1）のほとんどの疾患に対して，ヒトの標準
型カルパインの阻害剤が治療薬となりうる．また，（2）で
は変異型カルパインの機能不全もしくは過剰活性化が発症
原因と考えられる．そのため，遺伝子治療などでその活性
を正常化することが究極の治療であるが，過剰活性化に対
処するにはカルパイン阻害剤が有効と考えられる．また，
特定の活性実体に着目した，活性賦活化の可能性も示唆
されている（後述）．（3）においては，いわばハイジャック
された状態ともいえるヒト（＝宿主）のカルパインに対し
て（1）と同様の戦略で対処するとともに，寄生虫・微生物
自身のカルパインを標的とした治療法が検討されている．
以下でも引用しているが，阻害剤ではなくカルパイン

あるいはCASTの遺伝子改変［ノックアウトあるいは過剰
発現トランスジェニック（Tg）］マウスを用いた疾患研究
は，因果関係を明確に示せる点で非常に優れている．た
だし，これらの系は阻害剤に比べると極端な状況となるた
め，そのデータの解釈には注意を要する．以下，各カテゴ
リーを代表する疾患例を概説するが，紙面の都合上，疾患
モデルにおいて検討された阻害剤と合わせて表3とした．

1） カルパイン活性による症状増悪（神経変性疾患，心・
筋疾患，がん，眼疾患）

カルパインは，多くの神経変性疾患（アルツハイマー
病，パーキンソン病，滑脳症など，表3参照）において，
増悪因子として位置づけられる 39‒43）．ただし，アルツハ
イマー病の発症機序におけるカルパインの関与は限られ
たものと，現在では考えられているようである 44‒46）．ま
た，遺伝性疾患の滑脳症では，責任遺伝子産物の一つで
あるLIS1がモータータンパク質ダイニンの制御に関与し
ており，カルパインにより分解される非常に半減期の短い
タンパク質であることが明らかとなった．一方のアリル
にLIS1の機能損失型変異を持つヘテロ接合体では，正常
アリルからのLIS1だけではタンパク質量が不足するため，
細胞内輸送が破綻をきたし発症すると考えられている．カ
ルパイン阻害剤の投与によってLIS1の減少を抑制すると
症状が緩和されることから，投与時期を適切に設定するこ
とにより，発症を予防する効果が注目されている 47, 48）．
多くの心疾患（急性および慢性）において，カルパイン

の活性は心筋タンパク質の過剰分解などにより症状を悪化
させることが示されてきた 49‒54）．また，動脈硬化モデルに
おいてもカルパインの活性化が見いだされている．そのた
め，これらの疾患に対して，発症前後からカルパインを阻
害することが症状緩和や治療効果をもたらすと期待され
ている 55‒58）．ただし，遺伝子改変マウスの表現型，CAST
過剰発現Tgマウスが拡張性心筋症と瘢痕治癒障害を示し，
心筋特異的なCapns1ノックアウトマウスでは血流ストレ
スにより脆弱となること，には要注意である 59, 60）．また，
カルパインのタイムリーな活性化が心筋症状や心筋毒性の

克服に，たとえば免疫系の調節を通じて必要であることも
示されている 61, 62）．
同様に，カルパイン-CAST系ががんの病態機序に関与す
ることは古くから知られており，多くの場合，がんの進行
に伴ってCAPN1, CAPN2，あるいはCAPNS1の高進が報告
されているが，逆にCASTの高進も観察されている 63, 64）．
また，がん組織などでよくみられる病的血管新生がCAST
の抑制によるカルパイン-2の高進によって増強されるとい
う報告 65）や，非標準型カルパインであるCAPN3の黒色腫
細胞株における発現変動に関する報告 66‒68）など，その役
割（活性ががんを促進するか抑制するか）や細胞種依存性
について，混沌としつつも新たな知見が蓄積されつつあ
る．
カルパイン阻害剤を眼疾患の治療に用いる試みも盛んで
ある．これは，主にカルパインにより部分分解されたクリ
スタリンの凝集が白内障の原因となるためである．第一世
代阻害剤であるE-6469），SJA6017（第二世代）70），を経て，
最近では大環状分子構造を持つ阻害剤（第三世代）につい
て検証モデルでの好成績が報告された 71, 72）．カルパイン阻
害剤の治療薬としての実用化が最も近い分野の一つとい
える．他に，カルパイン阻害が有効と考えられる眼疾患と
して，ロドプシンやホスホジエステラーゼなどの遺伝子変
異により発症する網膜色素変性症がある．この疾患では，
カルパインの下流でカスパーゼやカテプシンも活性上昇
し 73, 74），熱ショックタンパク質HSP70の発現量が低下し
ていること 75）も増悪因子である．これらに対する処置を
カルパイン阻害剤に組み合わせるという，治療戦略が想定
される．
一方，デュシェンヌ型筋ジストロフィー（Duchenne 

muscular dystrophy：DMD）は長らくカルパインの阻害に
より症状が緩和すると信じられてきたが，最近のマウス
モデル 76）やイヌ（ゴールデンリトリーバー）モデル 77）で
の結果によると，カルパインはDMDにおいて活性上昇
していても，治療標的とするのは難しいことが示されて
いる 78）．ただし，DMDのマウスモデル（mdxマウス）や
DMD患者の骨格筋では，早老症の責任遺伝子産物である
α-klothoの発現が減少しており，mdxマウスにα-klothoを発
現させると筋ジストロフィーの症状が緩和されることが最
近見いだされた 79）．α-klothoはCa2＋恒常性をつかさどって
おり，その欠損によるカルパイン-1の過剰活性化が早老症
状の発症に大きく寄与し，カルパイン阻害剤によってその
症状が緩和されることも明らかとなっている 80）．そのた
め，筋ジストロフィーにおいてα-klothoを補償する薬剤と
ともにカルパイン阻害剤を使用することは，大きなメリッ
トがあるかもしれない．

2） カルパイノパチー（LGMD2A, ADNIV, EoE，その他）
LGMDは四肢の近位筋に症状が集中する筋ジストロ
フィーであり，LGMD2Aは常染色体劣性のLGMDの1つ
である 81, 82）．世界的には最も頻度の高いLGMDであり
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（約20人／100万人），バスク国，レユニオン島など特定の
地域では，かなり高い罹患率（50～10,000人／100万人）
を示す 83, 84）．1995年，骨格筋に偏って発現するCAPN3遺
伝子の変異がLGMD2Aを引き起こすことが発見 85）され，
カルパインの機能損失がヒト疾患を引き起こす，いわゆる
「カルパイノパチー」の最初の例となった 85‒87）．LGMD2A
では，ほとんどの場合CAPN3が機能不全となっており 86），
このことも他の筋ジストロフィーでは標準型カルパイン
の活性が症状の悪化につながっている事実 78）とまさに対
照的である．その後，LGMD2Aマウスモデル（Capn3−/−，
およびCapn3C129S/C129S）を用いた実験により，CAPN3はプ
ロテアーゼ機能とは独立に筋細胞のCa2＋動態制御にも関
与することが示された 88, 89）．よって，LGMD2Aの場合は
CAPN3を阻害するのではなく，CAPN3の機能を遺伝子治
療などで回復させることが必要である．

ADNIVは網膜症から失明に至る重篤な優性遺伝性疾
患であり，CAPN5が責任遺伝子産物となっている 90, 91）．
CAPN5はほぼすべての細胞に発現するが，中枢神経系で
の発現が高い 92, 93）．ADNIVではこれまでにCAPN5の病
原性変異としてR243L, L244P, K250Nが同定されている
が 91），このうちR243Lは機能獲得型の過剰活性化体である
ことが示唆されており，構造機能相関の視点からも興味深
い．実際に，CAPN5:R243Lを発現するTgマウスは，組織
学・生理学的にADNIV様症状を呈する一方 94），Capn5−/−

では顕著な表現型が観察されていない 95）．このTgマウス
では症状が顕著になる以前から炎症関連遺伝子の発現変動
が認められており，ADNIV発症の初期機構や共通の症状
を示すブドウ膜炎の病態解析に有効なモデルマウスとして
も注目されている．以上よりADNIVの治療には，過剰な
CAPN5活性を阻害することが有効と考えられる．他の眼
疾患への取り組みが参考となる一方で，CAPN5の活性を
標準型カルパインの活性と見分けることが課題とされる．

EoEは，近年，世界的に発症増加が報告されているア
レルギー性の消化管疾患である．ゲノムワイド関連解
析によりCAPN14遺伝子の一塩基置換（single nucleotide 
polymorphism：SNP）がリスク因子の一つとして同定され
た 96, 97）．CAPN14は，in vitroでは IL-4によって発現誘導さ
れる．しかし，マウスでは偽遺伝子となっていることもあ
り，あまり注目されてこなかった 98‒100）．しかし，食道に
偏って発現すること，EoEで発現が高進しており，in vitro
では IL-13によっても発現が誘導されることが明らかと
なった 96）．現時点では発症機序はまったく不明であるが，
高リスク型のSNPでは，発症時の発現高進が抑制されて
いるという興味深い現象が起きている．CAPN14がプロテ
アーゼとして機能している可能性について，現時点では間
接的にのみ示されている．そのため，今後の機能解析によ
り，EoE治療の標的として，CAPN14の活性（機能）を阻
害または賦活する方法論がみえてくると期待される．
ヒト遺伝性疾患との関連はまだ報告されていないが，消

化器官機能との関係において胃粘膜に局在するCAPN8, 

CAPN9も注目に値する 19, 101）．遺伝子改変マウスの実験
より，Capn8−/−, Capn9−/−，あるいはCapn8C105S/C105Sは，野
生型マウスよりアルコールストレスによる胃出血傾向が
顕著に高い 19）．また，CAPN8と9は複合体G-カルパイ
ン（CPAN8/9）を形成しており，一方の欠損でG-カルパ
インの機能は損なわれてしまう 19）．すでに，ヒトCAPN8, 
CAPN9とも多くのSNPが報告されていて，その一部は
CAPN8, 9の活性を失わせる 19）．つまり，これらのSNPを
持つ人でストレス性胃出血傾向の増加がある可能性，その
治療としてはLGMD2Aと同様にカルパインの活性回復・
賦活が有効であることが示唆されている 102）．
ごく最近，CAPN1が常染色体劣性遺伝性疾患である

HSPの責任遺伝子（SPG76に相当）として報告された 103）．
また，CAPN1のSNPがヒトおよびイヌの脊髄小脳変性症
にリンクしていることも明らかとなってきた 104, 105）．遺伝
形式およびモデル生物での解析結果より，これらの疾患に
おいてもCAPN1を補完することが適切な治療方針である
ことが示されている．さらに，CAPN12の活性損失型変異
が魚鱗症に関与するという報告もなされた 196）．現時点で
はCAPN12の病態生理機能は不明で，他の魚鱗症責任遺伝
子（脂質トランスポーターのABCA12など）の修飾遺伝子
（modifier gene）の可能性もあり，今後の解析が待たれる．

3） カルパインを介した感染症（マラリアから歯周病ま
で）
寄生虫や病原性微生物による疾患はいまだに世界的な
脅威である．特筆すべきことに，これらの生物には多様な
カルパイン分子種が存在し，その病原性や感染・生存に
重要な役割を果たしており，前途有望な治療標的となっ
ている 106）．以下に述べる疾患のうち，トリパノソーマ症，
リーシュマニア症，およびジストソーマ症は，世界保健機
関（World Health Organization：WHO）によって「顧みら
れない熱帯病（neglected tropical diseases：NTD）」と定め
られており，世界で10億人以上を苦しめている．関連す
る研究成果を予防・治療へと応用することが，世界レベル
での包括的取り組みへの一助として期待されている．
マラリアは，アピコンプレックス門の胞子虫Plasmo-

dium falciparumに感染したハマダラカによって媒介され，
発熱，貧血，脾腫などを引き起こす最も重篤な寄生虫病の
一つである．P. falciparumにただ一種あるカルパイン（Pf-
カルパイン）は細胞周期に関与しており，生存に必須で
ある 107）．他にも宿主（ヒト）のヘモグロビンを消化して
生き延びるために重要なAspおよびCysプロテアーゼが複
数同定されており 108）．これらのプロテアーゼに対する阻
害剤開発と併用が主要な治療戦略とされる．一方，感染
された宿主のカルパイン-1の役割については不明確で，P. 
falciparumの増殖に必要であるという報告 109），および，そ
れを反証する報告 110）がある．
トリパノソーマ症およびリーシュマニア症は，ユーグ
レノゾア門Trypanosoma属やLeishmania属によるもので，
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それぞれ複数の病型がある．いずれも昆虫によって媒介
され，たとえば，アフリカ睡眠病は，ツェツェバエによ
り媒介されたTripanosoma bruceiにより発症，睡眠周期撹
乱から昏睡・死に至るもので，代表的なNTDである 111）．
驚くべきことに，これらの寄生虫はカルパイン遺伝子を
18～27種も有するが，そのほとんどで活性中心を形成す
べきCys, His，またはAsn残基が他のアミノ酸に置換して
いる 112）．本稿の定義では，これらもカルパインであり（2
節参照），実際に，寄生虫の生活環において重要な機能を
担っているようである［例：T. bruceiのClpGM6は，CysPc
（His→GlnあるいはCys→Gly）およびCBSWドメインを各
三つずつと二つのMITドメインの他に，68アミノ酸から
なる繰り返しユニットが70回以上繰り返した構造を持つ
820 kDaの巨大タンパク質で，形態変化に必須である 113）．
図1参照］．今後，これらのやや変則的なカルパイン分子
種についても，機能に関する知見に基づいた治療・予防手
段の開発が期待されている．
ジストソーマ症は，扁形動物門の住血吸虫Schistosoma 

mansoni, S. japonicum, S. haematobiumがヒラマキガイによっ
て媒介されて発症し，尿路線維症，腎炎，下痢・血便，肝
硬変などの慢性症状を呈する 114）．S. mansoniは七つのカル
パイン遺伝子を持ち，そのうち四つは古典型カルパイン
を，一つはCAPN7ホモログをコードする 115）．すでに，古
典型カルパインの一つ，Smp_157500 （図1）は有望なワク
チン候補として注目されているが，その生理機能自体は
まったく不明である．
カビ・酵母では，その多くに（本稿執筆時点で全ゲノ

ム解析済みの真菌類449属のうち431属）カルパイン遺伝
子が1コピー以上見いだされている（しかし，カルパイ
ンは，SchizosaccharomycesやPneumocystisなどには存在し
ない．3節参照）．真菌類には，白癬（水虫・たむしなど）
の原因菌（Trichophyton tonsuransなど）から，重篤な感染
症，特に日和見感染によって致死的な全身症状を引き起こ
すもの（Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus 
fumigatus, Coccidioides immitisなど）が含まれる．
真菌の多くは低pH（酸性）環境で成育していることが

多いため，ヒト組織に寄生するためには高pH（中性）側
に環境適応をする必要がある．何とその経路で機能す
るのが，前述のように，真菌のカルパインRim13/PalB
であり 116‒118），これらはヒトCAPN7のホモログである
（表1）119）．高pH適応シグナル経路の要はRim13/PalBがリ
クルートされた転写調節因子のRim101/PacCを限定切断・
活性化して，適応に関わる遺伝子群の発現を切り換えるこ
とである 119‒121）．このカスケードは，真菌感染の防止・関
連疾患の治療にきわめて効果的な標的を提示するものであ
るが，細胞ストレスに反応してカルパインが活性化する機
構を遺伝学的に明示した初めて（現在でもほぼ唯一の）の
例としても重要である．
以前より指摘されていることだが，細菌のカルパインホ

モログは少なく，現時点で解読されている4000以上の細

菌の全ゲノム上にわずか67遺伝子（55の細菌）しか存在
しない 122）．その中で，ヒトの健康・疾患に関わるものと
して，歯周病を引き起こすPorphyromonas gingivalisが有す
るTpr （thiol proteaseの略）というカルパインホモログ遺伝
子があげられる．Tprは菌の生存や感染に必須であり，実
際にCa2＋依存的なCysプロテアーゼ活性を持つ．また，ヒ
トの補体タンパク質などを基質とするため，口腔内の免疫
系から逃れるために機能することが示唆されている 123）．

7. カルパインを標的とした治療戦略

カルパイン関連疾患のほとんどについて，カルパイン阻
害剤が治療の第一戦略となる．阻害剤の特異性，作用機序
の理解や扱いやすさは，現在，どのレベルに達しているの
か．また，カルパイン遺伝子変異による疾患，カルパイノ
パチーの中でLGMD2Aは機能欠失が発症原因だと確認さ
れている．つまり，CAPN3の活性を補完することが必要
となる．現在までのCAPN3に関する知見は，治療戦略に
どのような可能性を与えるだろうか．

1） カルパインをやっつけろ！（できれば特異的に）
第一世代阻害剤（ロイペプチン，E-64やその誘導体 1））

は，カルパインに特異的ではなく，他のパパイン様プロ
テアーゼ 124‒126）のみならず，たとえばマトリックスメタロ
プロテアーゼ（matrix metalloproteinase：MMP） 2127）など
に対しても広い阻害活性を示す．続いて，SJA601770）や
PD150606128）などの第二世代阻害剤が開発されているが，
残念ながら特異性はまだ十分ではない．しかし，その後の
構造生物学の発展により，非常に有望な第三世代阻害剤
が開発されている．たとえば，既述のようにCASTによる
カルパインの阻害は，部分的なαヘリックス構造形成が特
異性を担保する．これに倣い，ペプチドの側鎖の一部に分
子内架橋を施してαヘリックス構造を固定し，カルパイン
への特異性向上に成功したことが報告されている 129）．ま
た，大環状の分子を用いた阻害剤は目的外のプロテアーゼ
への誘導適合が起こりにくく，カルパイン以外にもさまざ
まなプロテアーゼに特異的な阻害剤の開発に応用されてい
る 71, 130, 131）．カルパイン阻害剤では，白内障治療薬に向け
てきわめて有望な結果が得られている 72）．
特異性の点で希望の光を投げかけるような，ひと味違う
アイディアとして，カルパイン自身の一部の配列を阻害剤
に用いるという方法論は興味深い 132）．安定化因子（一種
のシャペロン）との相互作用が競合的に阻害されると，そ
のカルパイン分子が不安定化・不活性化するというもので
ある．また，既存の阻害剤は，ほぼすべて活性中心を標的
としているため，逆に特異性を下げる一因となっている
（カルパインは基質のアミノ酸側鎖をほとんど認識しない
し，P2の疎水性残基嗜好性は他のパパイン様プロテアー
ゼでも保存されているため）．しかし，狙い方を工夫する
ことで，特異性を持たせることはできないだろうか．たと
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えば，カルパインの活性化とは，すなわちPC1とPC2が近
づいてCys-His-Asnからなる活性中心トライアッドを形成
することなので，不活性化状態のカルパインのPC1とPC2
の間隙に入り込んでこの配置変換を阻害する物質は，カル
パインにきわめて特異的なものとなりうるのではないか．
一方，阻害剤を用いて得られる結果については，「本当

にカルパインが標的なのか」という点に検討の余地があ
るだろう．よく使われるALLNalやMDL28170（各々カル
パイン阻害剤1および3とも呼ばれる）を含め，カルパイ
ン阻害剤のほとんどはCysカテプシンの多くをよく阻害す
る．そのため，阻害剤による生物学的な効果ではカルパ
インとカテプシンの寄与が見分けられず，あいまいになっ
ている報告が山のようにある．たとえば，カテプシンに
ある程度特異的な阻害剤（カテプシンB, K, S, Lに対して，
各々 Ca-074, odanacatib, CLIK-060, CLIK-148などが知られ
ている 133‒135））を用いて検証すべきではないか．その結果，
ALLNalと同様の効果があれば，実はカテプシンが増悪因
子である可能性が高い．
繰り返しになるが，現在のところCASTが唯一，完全に
カルパインに特異的な分子である．CASTの存在は，きち
んとカルパインだけを阻害する薬剤は開発可能であること
を示している．もちろん，実用に耐えるために解決せねば
ならない課題は（物性・価格など）ある．
もう一つ興味深い視点は，アロステリック（活性中心と

は別の部位に作用する）阻害剤である．これまでに，α-メ
ルカプトアクリル酸誘導体（PD150606など）がPEFドメ
インに結合し，非競合的にカルパインを阻害することが明
らかとなっている 128）．ところが最近，PD150606はCysPc
ドメインからのみなるミニカルパインの活性を阻害する
ことから，やはり活性領域に作用していることが判明し
た 136）．残念ながら，その詳細な阻害機構は不明であるが，
ジスルフィド結合により二量体化したα-メルカプトアクリ
ル酸誘導体は，単量体に比べて数百倍強いカルパイン阻害
活性を示すことが報告されている 137）．これらの阻害剤に
関する知見を合理的に応用し，新たなアロステリック阻害
剤を開発する可能性が期待される．実際，CycPcドメイン
と立体構造の類似するカテプシンKでは，生物情報学的手
法でアロステリック阻害剤の開発に成功しており 138），カ
ルパインにおいても十分実現可能と考えられる．
さらにまったく別のコンテキストから，CAPN6の抑制

というストラテジーも興味深い．CAPN6は，ヒトカルパ
インの中で唯一活性中心のCysがLysに変異しており，プ
ロテアーゼ活性を有しないユニークな分子で，胎生筋・骨
や成体の胎盤に発現している．Capn6ノックアウトマウ
スでは骨格筋の有意な肥大に伴う体重の増加が観察され
ており，CAPN6は骨格筋の発達抑制に関与すると考えら
れる 139）．そのため，ミオスタチン（筋発達を抑制するサ
イトカイン）の抑制ストラテジー 140, 141）と同様に，DMD
やLGMD2AにおいてCAPN6の抑制による筋量増加が治療
効果を与える可能性が考えられている．興味深いことに，

CAPN6はマクロファージでmRNAスプライシングに関与
しており，その抑制によりアテローム性動脈硬化を有意に
改善できるため 142），新しい標的カルパインとして大きな
注目を浴びている．

2） 寄生虫・病原性微生物のカルパインもやっつけろ！
（活性はともあれ）
既述のとおり，ヒトに深刻な疾患をもたらす寄生虫・病
原性微生物の多くにおいてもカルパインは，生存，増殖，
感染などに必須の機能を担っている．これらは，厳密には
ヒトカルパインとは異なる性質を持つことが予想される
ので，疾患治療における特異的な標的として非常に有望
である．中には，ヒトカルパインに対する阻害剤が効くも
のもある．また，宿主が発現するヒトカルパインが寄生
虫・病原性微生物の感染，増殖のためにハイジャックされ
ている場合には，ヒトカルパインに対する阻害剤が一石二
鳥の効果をあげることも予想される．たとえば，マラリア
の原因となるP. falciparumのPf-カルパインも生存に必須で
あるが，ALLNal, ALLMal, BDA-410など従来のカルパイン
阻害剤がP. falciparumの赤血球への侵入や増殖を抑制した
という報告がある 143, 144）．最近ではTeを含む超原子価有機
テルル化合物がPf-カルパインを阻害するという報告もあ
る 145）．肝心のPf-カルパインの活性や機能については不明
な点が多く，最近確立された活性を持つ組換えPf-カルパ
インの発現系を用いた解析に興味が持たれる 146）．同様に，
カルパイン阻害剤MDL28170は，宿主細胞への毒性はほと
んどなく，TrypanosomaやLeishmaniaの増殖を抑制する効
果が報告されている 147, 148）．しかしながら，これらの寄生
虫のカルパインは活性中心残基のいずれかを失っているも
のがほとんどのため 112），MDL28170が何に作用している
のかは不明であり，宿主のカルパイン阻害が上記の効果を
引き起こしている可能性も大きい．

S. mansoniのカルパインSm-p80（細胞膜上に提示され
ているカルパインSmp_157500のC末端80 kDa部分）は，
ジストソーマ症の有望なワクチン候補の一つとなってい
る 149, 150）．残念ながらこのカルパインの生理機能について
は明らかではないが，ヒヒを用いた感染実験やさまざまな
属の住血吸虫を用いた実験から，ワクチンとしての優秀性
と属を超えた広汎性が示されている 150, 151）．寄生虫のカル
パインを標的とした，特異的戦略の例である．
真菌類，細菌（歯周病菌）のカルパインは上記寄生虫の
カルパインよりもさらにヒトカルパインとの構造の差異が
著しいため，特異的阻害剤のデザインにはもってこいであ
ると考えられる．特に，抗生物質の使いにくい真菌類の引
き起こす日和見感染などに対して貢献できる可能性があ
る．現時点では，これらのカルパインに対する阻害剤の解
析はほぼ皆無で，立体構造解析も行われていない．“宝の
山”となる可能性を秘めた分野に思える．
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3） カルパインの活性を取り戻せ！（でも，どうやっ
て？）

現在のところ，LGMD2Aは唯一，ヒトカルパイン遺伝
子の機能損失型変異で生じることが確認されている遺伝病
「カルパイノパチー」である．この疾患の治療にはCAPN3
の活性を補完することが必要となる．ヒトでの疾患はいま
だ確認されていないが，CAPN8, 9, 11, 12, 13, 15, 16に起因
するカルパイノパチー（もしあれば，であるが）も，同様
にカルパインの活性を取り戻すことが必要と考えられる．
カルパインの分子量が現存するウイルスベクターに入りう
るサイズ（～100 kDa）であることと，カルパインにはよ
い活性化剤が存在しないことから，現状では遺伝子治療が
第一選択となる 140, 152, 153）．

LGMD2Aの遺伝子治療にあたって，CAPN3のプロテ
アーゼ活性の制御機構がいまだに不明であることは，大
きなデメリットである．たとえば，CAPN3発現AAVベク
ターを用いた遺伝子治療開発の過程で，骨格筋はCAPN3
の外部からの発現を許容する（制御できる）が，心筋そ
の他の組織ではそうではなく，CAPN3の発現が組織を
損傷してしまうことが明らかとなった 59, 153）．解決法とし
て，発現ベクターのプロモーターの骨格筋特異性を（たと
えば，CAPN3の遺伝子領域を用いるなどして）高めるこ
となどが模索されている 153）．これに関連して，活性のあ
る完全長のCAPN3を外来遺伝子として発現させることに
危険が伴うとすれば，点変異のLGMD2Aの場合（全LG-
MD2Aの1/3以上に当たる）には，遺伝子編集技術と iPS
細胞の技術を用いて，変異を修正するということも今後視
野に入ってくるだろう 154）．
一方，CAPN3には分子間相補（intermolecular comple-

mentation：iMOC）という特筆すべき性質が存在する 155）

（図4）．CAPN3は強力な自己分解活性を持っており，in 
vitroでは半減期10分未満で消失してしまう．この分解に
よって，約35 kDaのN末端断片（C3N）と約58 kDaのC
末端断片（C3C）が生じる．前者には活性中心のCys残基
が，後者にはHis, Asn残基が含まれるため，それぞれだけ
ではプロテアーゼ活性を持ちえない．
しかしながら，CAPN3の両断片は再び会合して活性を

回復できるのである．さらに，C3NとC3Cの間での iMOC
に加えて，全長とC3N（あるいはC3C）との間でも iMOC
が生じる．すなわち，点変異により不活性となった全長
CAPN3は，その点変異の位置を含む野生型断片（C3Nま
たはC3C）が存在すると iMOCにより活性を取り戻すこと
ができることとなり，LGMD2Aの遺伝子治療を野生型断
片（C3N, C3C）の発現で行えるかもしれない．これらの
野生型断片は単独では活性がないため，CAPN3を発現し
ていない骨格筋以外の組織では活性を持ちえないと期待さ
れる．これは安全性の面で大きな利点であろう．

iMOC自体は，ちょうど大腸菌のβ-ガラクトシダーゼの
α相補と同様の機能であるが，自己分解を経ての相補とい
う現象は，原核・真核細胞のプロテアーゼでは，現在のと

ころ唯一の例であり，他にサイトメガロウイルス（CMV）
と単純ヘルペスウイルス（HHV, HSV）のプロテアーゼ
（アセンブリンと呼ばれる）で報告 156, 157）があるのみであ
る．カスパーゼ，やクラミジアのプロテアーゼ（CPAF）
なども前駆体が2断片に切断されて分子内二量体を形成し
て活性化するが，CAPN3のように両断片を溶液中で混合
するだけで活性を取り戻すことはない．このように，特
異な性質であるため，自己分解と iMOCという性質を利用
した治療法の可能性を現実化するためには，いつ，どこ
で，どのような形でCAPN3が活性を発現するのかについ
てもっと研究を進める必要がある．
一方，LGMD2A型変異CAPN3の中には活性が野生型よ
りも高進しており，過剰な自己分解によりCAPN3タンパ
ク質が消失してしまっている 86, 158）というケースも存在し
ている．これらの多くはPEFドメインに点変異体がみられ
るため，前述のPD150606などの，PEFドメインに相互作
用する分子を利用して過剰活性化型変異体CAPN3の活性
を部分的に阻害すると，CAPN3が安定化されて症状が軽
減するという可能性も考えられる．

8. おわりに

プロテアーゼがさまざまな疾患治療の標的となりうるこ
とはすでに周知のこととなっている 159）．その中で，カル
パインに関しては，酵素としての実態・生理機能理解のと
ころで少し立ち遅れていることは否めない．今回，あえて
CAPN10と2型糖尿病（T2DM）に関しては言及しなかっ
たが，それは，CAPN10がどのようにT2DMに関与してい

図4 CAPN3の iMOC
CAPN3は，強力な自己分解活性を持つ．主要な自己分解部位
は IS1に存在し，それぞれPC1とPC2のみを含む，活性のない
C3N, C3Cとなる．分子間相補により構築される iMOC-CAPN3
は構成成分によって，（A） C3NおよびC3C, （B） C3NとCAPN3, 
（C） C3CとCAPN3の3形態が考えられる．（B）および（C）では，
CAPN3の自己分解が起きた後，（A）の形態によって活性が回
復されると考えられる．そのため，CAPN3においてC3N，あ
るいはC3Cに対応する部分に変異（*）が存在している場合，そ
の影響が打ち消される可能性がある．C3C：CAPN3 C-terminal 
fragment, C3N：CAPN3 N-terminal fragment, CBSW：Calpain-
type β-sandwich domain, iMOC：intermolecular complementation, 
IS1/2：insertion sequence 1/2, NS：N-terminal sequence, PC1/2：
protease core domain 1/2, PEF：penta-EF-hand domain.



717

生化学 第 88巻第 6号（2016）

るのか，治療に際して補完するべきか阻害するべきか，が
まったく不明なままであるからだ 160‒162）．今後の研究の進
展が要注目である．
本稿では，阻害剤の特異性についてしばしば言及した

が，「使える」阻害剤という概念はその目的（疾患治療vs
純粋科学的実験）によっても変わる 131, 163）．疾患治療を考
えれば，阻害剤に特異性がなくても，副作用なく症状を緩
和できるなら，まったく問題ないともいえる．たとえばカ
ルパインとカテプシンの両方が症状悪化をもたらしている
ケースも少なくないが，このような場合はむしろ両者に広
く効く阻害剤の方が望ましいとさえいえる．
しかしながら，対症療法ならではの後手感や未知の因子

に対する脆弱性は除かれるべきだし，長期的な視点から
も，思わぬ副作用を避けるため，阻害剤の特異性は十分に
磨かれるべきものであると考える．また，疾患モデルにお
けるカルパイン阻害剤の効果は，使用目的に応じて，発症
前からの投与と発症後の投与による治療効果をそれぞれ評
価することが，「使える」阻害剤を見分けるために必要で
あろう．理想的なカルパイン阻害剤を目指して，特異性を
高めるための可能性はいくつかあげたとおりである．筆者
らはカルパインがどのように基質特異性を発揮するのかと
いう観点から，今後の開発を下支えしたいと思う．
カルパイン阻害剤の開発が望まれる一方，カルパイン阻

害による副作用も忘れてはならない．特に心筋，免疫系，
胎盤などにおけるカルパイン活性の重要性は，比較的最近
に認識されてきたことであり，新たなカルパイノパチーメ
カニズムを内包している可能性がある．さらには，カルパ
インの阻害・活性化と，他の分子の阻害・活性化とを合理
的に組み合わせることを，治療効率という観点から検討す
ることもありうるのではないだろうか．
現段階では，カルパインの生理機能に関する基礎的な理

解がまだまだ不足していることを痛感する．しかし，原石
にハズレはなく，正しい順番で拾うと綺麗に光るようであ
る．カルパイン自体の解析はもちろん，それが関与する現
象・ネットワークを広く理解することが今後のカルパイン
研究の発展につながると考えられる．
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