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��������������������������������������������

���������������������������������������� in vivo

�����������������������������

��������� 15 ��������������������������������

��� 1������������������������� m-��������������

mCL ���������� 30K ������������������������������

�������������������������������������������

2A ��LGMD2A������������������������������������

���������������������������������������������

��������������������������������������������

������������������������������������������� p94/

�����3�������nCL-2/�����8, nCL-4/�����9��������������

������������������������������������������

���������������� Cys ���� 1��������������������

� 1��������������������

���� 15 ����CAPN1~3, 5~16���������������������

���������(��)�������(��)� 2 �������������

������ µ-, m-��������������30K �������������

�����������������������typical�����������p94

�� NS, IS1, IS2 ������������������atypical���������

���������������������� C2 ��������III�����
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����������������������������������������������

��������������������������������������������

��������������������������������������������

��������������������������������������������

���������������������������������������������

�������������������������������������

[1] ����������������������������������

���������������������������������������� p94

� nCL-2 ��������������������������������������

(1) ������������p94 �� nCL-2 ������ Cys � Ser�����������

�����������������������������������

(2) FRET���p94 �����������������������������FRET��

������p94 ������������Y.Ono et al. (2004) J. Biol.Chem. 279:2761-71��

(3) p94��������������� p94�������p94 ���������������

����������������Y.Ono et al. (2006) J.Biol.Chem. 281:18519-31��

(4) ����������������������������������������

�������(iTRAQTM)��������������������������������

������������������� Y.Ono et al. (2007) Biotech.J. 2:565-76 �����

[2] ����������� p94/����� 3���

���������������������������� LGMD2A ���������

��������� p94 ���������������������������������

� p94 ��������������� MuRFs, �-�����, MARPs �������������

2������������������������ p94 �����N2A������������

���� mdm���������������; � 17 ������� p94 �����������

(1) �����p94 ���������������������������������

���������Kawabata, Y. et al. (2003) FEBS Lett. 555, 623-30��

(2) ����������������������������������p94 ����

�������������������K.Ojima et al. (2007) J.Biol.Chem. 282:14493-504��

(3) ����������IS1/IS2��� p94����������������������

���������Y.Ono et al. (2004) J. Biol.Chem. 279:2761-71���������� p94:N386D�

�������������������������Y.Ono et al. (2008) FEBS Lett. in press��

(4)� �������p94 �����������Y.Ono et al. (2006) J.Biol.Chem. 281:18519-31��

(5) ����������������iTRAQTM ������p94 ������������

��(eEF-2)��������������Y.Ono et al. (2007) Biotech.J. 2:565-76��
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(6) p94CS �����������������������p94 �������������

�������������������������������������������

(7) p94-������������ mdm ���������N2A � p94 ������� MARPs

� N2A ����������C.C.Witt/Y.Ono et al. (2004) J.Mol.Biol. 336: 145-54������p94 �

������� mdm � N2A ������ p94 ���������������Y.Ono et al.� (2006) 

J.Biol.Chem. 281:18519-31������MARPs/�����/p94 ����������������

�� scaffold ��� N2A ���������������������������������

���� 2�����MuRF1 � UBC9 � GMEB-1 �������A.S.McElhinny et al. (2002) J.Cell 

Biol. 157:125-36������������������ CK-M �����������������

�����������������S.Koyama et al. (2008) J.Mol.Biol., 376:1224-36��

[3] ����������� nCL-2 �� nCL-4 �������

������������������������������������p94 ����

nCL-2CS ������������� nCL-2 ��-4 �����������������������

(1) nCL-2 �����nCL-2 �������������������������������

�������������������-COP � nCL-2 ������������nCL-2 �����

��������������������S.Hata et al. (2006) J.Biol.Chem. 281:11214-24��

(2) �������nCL-2 � 30K ������� C2 ������III�������������

������������������� 1�S.Hata et al. (2007) J.Biol.Chem. 282:27847-56��

[4] �����

�����

�������

� � � � C p l 1

�Rim13�����

����� pH ��

�������

Rim101�����

���������

��������

��������

� � � �

�Cpl1-Rim101 �

���������

�����Rim101

���������

��������

� 2 ��������������������"Signal Complexes"��

���������������������������������� Z-M-Z �

�������1~1.5 µm����������������������p94 � N2A, M

�������Z � �-���������������� Z, N2A, M ���������

����������������������������������������

�������������������������”Signal Complex”������

���������������������������������������
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�

����������������������Cpl1 ���������������������

�����������Cpl1-Rim101���������Rim8, 9, 20, 21�����������

�� Rim101 ������������������MVB ���������� Vps2, 4, 24 ��

��������Rim101 �������������������������������

��������������������������������Rim8,  9 ,  21�

Rim20, Cpl1�Rim101 �������������������������������

ESCRT ���������/��������������������������������

��������������������������� Cpl1 ��������������

�������������Rim101 ����������������������� 25 ���

M.Hayashi et al. (2005) Mol.Cell.Biol. 25:9478-90��

�� ����������

(1) ����

�����������������������������������������

��������������������������������������������

�������������������������������������������

���������������������������������������������

���������������������������������(��/���)�����

��������������������������������������������

����������������������������������������

������������������������ Ca2+�������������������

�����������������(15 �����)����������������������

��������������������������������������������

��� 2 �������(µ-, m-�����)������������������������

��������������������������������������

������’64 �� Guroff(�)����������� Fischer & Krebs(�)������

���������’78 ������������������������������

���������������� 2 �����������������������

����������������������������������������’91

��������������� Anderson(�)��������������������

�������Denison(�)��Lid(�)�����������������������

����������������������������������������

�����������������������������������

��������������������������������������’80�’90

��������Goll(�)��Mellgren(�)��Elce(�)���������������� Ca2+��
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�

��������������������������������’99 ��’00 �����

�����(����)��������Elce ����������������������

��’02 ���������������������� Davies(�)�������������

�������������������������������������������

��Tompa(�)�������������������������������������

�������������������������������������Melloni(�)��

Friedrich(�)���� Ca2+���������������������������������

��������������������������������������������

���(Nakagawa, K. et al. (2001) J. Biochem. 130, 605-11)������������������

��������������������

���������’95 ����� Beckmann(�)������������� p94 ���

������������LGDM2A �������������������� p94 ����

���������������(Ono, Y. et al. (1998) J. Biol. Chem. 273, 17073-78)������

�������� 10 ������� 2 ������������Elce(�)��Greer �(�)�

Wang(�)�����������������������������������������

��������������������������������������Spencer(�)��

�������������������������������������������

������������������������

���������������������������������’89 �������

������ p94(����� 3)����(Sorimachi, H. et al. (1989) J. Biol. Chem. 264, 20106-11)�

������������������������ 2 �������������������

������������������������������������������

nCL-2/-2’������� nCL-4 �����(Sorimachi, H. et al. (1993) J. Biol. Chem. 268,

19476-82 �)�������������������������������������

������������������������������������������

������������������������������������ p94 ������

� LGMD2A ��������������������������������������

��������������������������������������������

��������������������������������������������

�������������������������������������������

���������������������������������������������

���(����)�� p94�����’95�������Sorimachi, H. et al. (1995) J. Biol. Chem. 270,

31158-62������������������������’76 ���������������

�������������������������’95 ��� Labeit(�)�� 3 MDa ����

���������������������������������������������

������������

������������������������������������������
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�

�����������������������������������(Maeda, T. et al. 

(1994) Nature 369, 242-45; Maeda, T. et al. (1995) Science 269, 554-58; Posas, F. et al. (1996) Cell

86, 865-75)����������������������������������������

����������������������������������� Cpl1 ������

Rim101 ����������������������������������������(Futai,

Y. et al. (1999) Mol. Gen. Genet. 260, 559-68)�����������������������

�������������� Cpl1 ������� PalBH ������������������

���������������������������������������������

���������������������������������������

����������������������������������������

����������������(Aiba, A. et al. (1994) Cell, 79, 365-75; Aiba, A. et al.

(1994) Cell, 79, 377-88; Kano, M. et al. (1995) Cell, 83, 1223-31; Ichise, T. et al. (2000) Science,

288, 1832-35)�����������������������������������

����������������������������������������

����������������������

���������������������������������������

�����������������������������������������

����������������������������������������

��������������������������������

����������������������������������������

p94 ��������p94 �� nCL-2 ��������������������nCL-2 �

�����������Cpl1 ���������������������������

����������������������������������������

����������������������������������������

����������������������������������������

����������������������������������������

��������������������������������������

���������������������������������������

����������������������������������������

����������������������������������������

����������������������������������������

����������������������������������������

�����������(�����������������C2 ����������)

�������������������

�
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���������

�����������������������������������������

����������������������������������������

����������� in vitro ���������������������������

������������������� in vitro �������������������

����������������������������������������

����������������������������������������

������������ vision up ������������������������

����������������������������� 3 ����������

����������������������������������������

��������������������������������������

�������

�

��������������

�������������

������������

��������������

�������

�

�����

�����������

�����������

�������������

�������

�

�����

����������

������������

��������

���������������������

������

������
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�

�� ����������

������������������������/����Cys������������

����������������������������������������������

����������������������������������������������

��������������������������������������������

�������������������������������������������

��� in vivo �����������������������������

���� 15 ����������2 �������������������1 ������

�������������������������������������������

1 ������������������������������������� m-����

����������������������������������������� p94/

����� 3 ��������������������������������������

��������������������������������������������

��������������������������������������������

���������������������������������������������

p94/�����3�������nCL-2/�����8, nCL-4/�����9������������

��������������������������������������������

��������������������������������������������

���3�����������������������������������������

��������������������������������������������

���������������������������������������������

����������������������������������������������

������������������������������

���� ���������������������������������� �������

����� ������ �� ���� �������

(1)����������

������������������������������������������

���������������������������������������������

�������������������������������� µ-, m-�����������

����µCL �� mCL�����������30K�����������������������

������������������������� p94/����� 3������� nCL-2/

����� 8 �� nCL-4/����� 9����������������������������

���������������������p94 ���������������������

��������������������������������������������
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�����in 

vitro ���

�� p94 �

10 ����

�����

�����

�����

�����

�����

������

�����

������

�� in vivo

������

�����

�����

�����

����������������������������������������������

��������������������������������������p94 ���

���nCL-2 �������������������������������

� 3 p94:C129S �����������������

������ Cre-Tg ���������� neoR �����������C129S ������

�������������������������nCL-2 ���������������

�������� nCL-2:C105S ��������������

� 1 �����������������������

���
��

���

������

�����
�� �� ���

p94:C129S ����� Capn3 p94/calpain 3 C129S ��� ����� ������

nCL-2:C105S ����� Capn8 nCL-2/calpain 8 C105S ��� ������ ���

nCL-2 ������ Capn8 nCL-2/calpain 8 ���� ������ �����

nCL-4 ������ Capn9 nCL-4/calpain 9 ���� ������ �����

PalBH ������ Capn7 PalBH/calpain 7 ���� Jackson ���� ���

mdm Ttn connectin/titin transposon �� ������� ����������

MuRF1 ������ Trim63 MuRF1 ���� ���� �����

Calpastatin ������ Cstn calpastatin ���� ���� �������

mdx Dmd dystrophin non-sense �� ������� ����������

SJL/J Dysf dysferlin ���� ������� �������

FVB/N-TgN(Ella-cre)C5379Lmgd Cre-recombinase Tg BMS ���� �NeoR ������

�������

Capn3C129/C129S, Ttnmdm/mdm ����� mdm ���

Capn3C129/C129S, Trim63-/- ����� p94CS ������

Capn3C129/C129S, Cstn-/- ���� p94CS ������

Capn3C129/C129S, Dysf-/- ������� ���

9



�

��������������� p94�nCL-2 ������������������������

���������������������������������������

[1] ����������� Cys ��� Ser ���������������������

����������������������

������������ p94 �� nCL-2 ����Capn3 �� Capn8�����Sorimachi, H. et 

al. (1996) Biol. Chem., 377, 859-64; Hata, S. et al. (2001) J. Mol. Evol. 53, 191-203��������

����� Cys129 �� Cys105 ������ exon 3 � Cys�Ser ����� intron 4 � loxP �

����� neoR ���������ES �������������� 3����������

C57BL/6 � 10 �������������������������������������

��������������������������������������

�������������������������������������������

�������������������������������������������

���� 1 ������

[2] �����������(FRET)�������������� p94 ������

��� p94�COS7����������������������������������

����������������������������p94� µ-, m-����������

���������������������������������������������

���������� N-�� C-����YFP �� CFP ������p94 �����������

�����������������������������4�����������p94���

��������������������������������������������

������COS7 ����������� p94 ���������������������

�Ono, Y. et al. (2004) J. Biol. Chem., 279, 2761-71��

[3] ��������

�p94������p94�

��������

�� Two-hybrid ��

��2 ���������

���� Gal4Bd-Ad ��

�����������

� � � � � � � � � �

Gal4Bd � Ad �����

������������

�����������

��� on �������

� 4 p94 �����������

CFP ��433 nm ����� 476 nm ����������������� YFP

������������ 527 nm������������p94�������

��������������������� CFP ������ 467 nm ��

�������������� p94 ����������

10



�

�������������

� ”proteinase trapping”��

�������������

�������������

������ p94 �����

� p94 � � � � �

(p94-trapping)�������

���� p94 ������

������������

������� Gal4Bd � Ad

������������

� on ������������

����C129S ������

�������������

�������� on����

����p94 �������

������������

���������� 5���

������ p94�����

��� C129S������

��� R490W �� R572Q �����������������������������Ono, 

Y. et al. (2006) J. Biol. Chem., 281, 18519-31;Ono. Y. et al (2008) FEBS Lett., 582, 691-8�����

��������� p94 ��������������������������������

�����������������������p94 �������������������

���������������������������������������������

��������������������������������������������

��������������

[4] ���������������������

���������������������������������������������

����������������������������������������������

����������������������������������������������

������������������������������� 500 ��������������

�������������������������������������� 1 � 0 ������

�����������������������������������������������

������������������������������������������������

�������������������������������������������������

�

� 5 p94 �����(p94-trapping)���

�� Two-hybrid �������proteinase trapping�� p94 �������

��Gal4Bd � Ad ���� p94 ��������������������

�������� p94 ��������������� on ��������

����������������������� on ����������

������������ p94 �������������������

�������������������p94�������������

������� p94 ��������������������

11



�

������������������

������������������

��������n ���������

����n�������������

�����������������

������������������

������������������

�����������������

���������������

����������������

������������������

����������� µ-�� m-�

������������������

�������������������

��� 475 ������������

�������������������

8 ������������� 3 ���

11 ����������������

�����������������

������������ HPLC ���

�����������������

�����������µ-�� m-��

������������������

������������� 2 ���

���������������������������� 6��

�����������������HPLC�����������������������

�������������������������������������������

���������������������������� iTRAQTM ������HPLC ���

������������������������ LC ��������������������

�����������������-[5]-���������������������������

������������� 10 ������������������������������

20mer ������������������������� µ-�����������iTRAQTM

�������������������������������������������

���������������������������������������������

���������������������������������������������

���������������������������������������������

��������������������������������������������

� 6 ��������� µ-, m-����������

µ-�� m-������������������������

��������������������������A,B �

�����������������µ-�� m-�������

����������������

12



�

����������������������������������������������

��������������������������������������������

������������������������������������������

�����������

(2)��������������

��������������������������������������������

������������������������������������p94 ��� nCL-2

����������������������������������������������

���������������������������FRET-��� p94 ����������

�������������p94������������������������������

���������������������������������������������

��������������������������������������������

����������������������

���� �������������������

�������������� ������ ��� ����� �������

(1)����������

15 �����������������������������������������

����������� p94/����� 3 �������p94 ��� CAPN3 ���������

�����������2A ��LGMD2A������������p94 �������������

����������������������������� p94 �������������

�����������������

� ����������������������������������Sorimachi, H. 

et al. (1989) J. Biol. Chem. 264, 20106-11��

� IS1 �� IS2 ���� 7��������������������� in vitro �����

10 ���������Sorimachi, H. et al. (1993) J. Biol. Chem. 268, 10593-605��

� ���������������� IS2 �����������������Sorimachi, H. et 

al. (1995) J. Biol. Chem. 270, 31158-62��

��������p94 ���������������������������������

��������������������������������p94 ����������

�����µ-��m-����������������������NS, IS1, IS2�������

���������������� 1, 7������������������������� p94

���������������������������������������������

���p94 �������������

13



�

���p94 ���������������������������������������

��������������������� 3,000 kDa ������ 1 µm ���������

������� 2, 17 ��������������������������p94 �����T-cap

�Titin-capping protein (�����������)�Gregorio, C. C. et al. (1998) J. Cell Biol. 143,

1013-27�, MuRF1�Muscle RING-finger protein 1�Centner, T. & Yano, J. et al. (2001) J. Mol. Biol.

306, 717-26; McElhinny, A.S. et al. (2002) J. Cell Biol. 157, 125-36�, �-�����-2�Sorimachi, H. 

et al. (1997) J. Mol. Biol. 270, 688-95�, Myopalladin�Bang, M. L. et al. (2001) J. Cell Biol. 153,

413-28�, MARPs�Muscle ankyrin-repeat protein 1-3 (��CARP, ANKRD2, DARP ������)�

Witt, C. C. & Ono, Y. et al. (2004) J. Mol. Biol. 336, 145-54�����������������

������������������������p94�T-cap�����������������

� 7 ������������������������

����������� p94/����� 3 ���������������� 3 ��������������

��������� 6, 15, 16 ���������������������������������� 8 �

������������ p94 ���������� 2 �����������������Up ������

������������������������������������ N �������������

���������������������������� 6, 15, and/or 16 ��������������

��������������������������������������� EST ����������

����������� Lp �������������������������������������

Lp82 ����� hUp84 ��������������Lp82 � mUp76 � µ-�� m-������������

�������������

14



�

����������MARP1, 2, MuRF1 ��������������������������

������������������ p94 �����N2A �����������������

�� mdm ���������������������������������� 1/10 ����

��� 17 ����

����������������� p94 ��������������������p94 �

����������������������������������������

[1] p94 �����������

p94 ���������������������������PCR �����������

��������������������������������������������

����������������������������������Lp82�L � lens ���

�����������������������������������������������

���������� p94 ���������������������MEL: mouse 

erythroleukemia �����������������������������������

�������p94 ������������������������������� p94 ��

� 8 �� CAPN3����� Capn3������

p94 ����CAPN3, Capn3��������� 15q15.1����� 2 �����67.2 cM������������

������� �-������� C ����GANC, Ganc������������������Up �����

������ GANC/Ganc � 3’����������������������������Up �������

���������������”UP”������������p94 �������������������

�����”SkmP”�� 11 kb������ 7 kb�����������������������SkmP �� 13 kb �

�������������������”LP”����mLp82 � rLp74 �������������
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�

�����������������������

�������������������������p94 ��� 5’���������� �-

������� C ��� Ganc ������������������������������

������������������������������ p94 ������������

������������ 8����������������������������������

�������������������������������� ubiquitous � U ����

Up84 ������������������������������������������

����������������������Kawabata, Y. et al. (2003) FEBS Lett. 555,

623-30��

���������������������� hUp84 ����� mUp76 � cDNA ����

COS7 �����������������������������������������

��� Cys � Ser ����������������������������������

����������hUp84 ��NS ������ IS1 �� IS2 ����������������

�����p94 ���������� NS �����������������

Up ���������������������������������������

���������������������Lp82 ���������������hUp84 ���

������������������ Up �������������������������

��������EST �����������������������������������

� C ��������������������������������p94 ��������

�����������������

[2] p94 �������������

p94 ������������������ Z ��N2A ���M �� 3 ���������

��N2A�� M�������������������� 1, 16���������������

��������� Z ���������������������������������

����in vitro ���������������� p94 ������������������

�����������������������p94 �� p94 ��������������

����������������������������� p94 � Z, M, N2A �������

���������p94 �������������������� N2A ������������

����p94:�ex6 ������ Tg ����������������������(Spencer, 

M.J. et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99, 8874-79)��������������� p94 �

�������������������������� p94 ���������������

�������������������

���p94 �������������� Two-hybrid ���� Z ��������������

��p94 � N ��� NS ��� Z �������� �-�����-2 �������������

�����������in vitro ������������������p94 �� NS ����� Z �

��������������� IS2������������������Z, N2A, M��p94��
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�

��������������������������������

����GFP-p94 ���������������������������� M �� N2A

���������������������������������������Z ���

��������� 9�����p94 ������>2.6 µm��� N2A������ M ������

���������������������������� p94:C129S ���������

�>2.8 µm���������p94 �����������������������������

� 10 p94 �������������������������

A.����������� p94 ����� 9 �������������� p94 ��������������

���� 2.6 µm�����M����������������N2A��������������������

����C129S �������������� 2.8 µm ��������������B.��������p94 �

������������������������������������������������ M ��

N2A ������N2A �������������� 2 ��������������������������

������M �������������N2A ��������p94 ������� M ��� N2A �����

���������������������������������������������

� 9 p94 ���������������

���������� p94 ��������p94 � M����� N2A �������������������

��������������p94 � M ���������������� 2 �� M ������������

�N2A �������������
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�

��� 11 p94 �������� p94 ��-������

*(**)� LGMD2A �����������(��)�������������������

�������������������������������

������������� p94 ����������������� 10�������������

�������p94 �����������������������������������

����p94 ��������������������������������������

�����������p94 ��������������������������������

��������������������������������������Ojima, K. et al.

(2007) J. Biol. Chem., 282, 14493-504��

[3] p94 ����������������������

���������p94��������������������������������

����������������� p94 ����������������������� 3 �

�� p94 ������������������ p94 �������������������

� IS1 �� IS2 ����� exon6,15,16 ��� p94�p94��:

p94 ��������� Ca2+������������������������������

��������������������� µ-, m-��������������������

��������������������������������������������

�Ono, Y. et al. (2004) J. Biol. Chem., 279, 2761-71��

�� ��������� Asn386 � Asp ����� p94:N386D ���:

��������Ca2+��������������������������������

��������������������������IS1 ����� IS2 ��������

����������������� Ono, Y. et al. (2006) J. Biol. Chem., 281, 18519-31 �����

�� p94 ������������������������ p94:D607A: 

p94:N386D ��� Ca2+�������������������������p94 ������

�����������MARP2������������������������� p94���

������

������

������

������

� � � � �

� [4] � � �

Ono, Y. et al.

(2008) FEBS 

Lett., in 

press��

[4] p94 ��

������

� p94 ���
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�

� 12 p94 ���������� p94 �������������������

�����

�����

p94 ���

�����

������

�����

�� p94 ��

�����

������

������

������

������

������

� � �

LGMD2A �

�������������������� 7 �������� 11������LGMD2A ���

�� p94 ����������������������������������������

��� 26 ��������������Ca2+���� CL �����������������p94

����������������IS1 ����������������������������

����� 2 ��������� 12��

���������� Cys115 �� His272 ���� �-�� �-�

������� IIb ����� IS1 �����������

����������������������������IS1 ������������

������������������������������Ono, Y. et al. (2006) J. Biol. 

Chem., 281, 18519-31��

�������������� III�IV���������������������������

���������Ca2+����������������������������������

�����LGMD2A ������������ 2 ���� 22 ���������������

����������� Na+������������������Na+����������

�������������� COS7 ���������������������������

������p94:C129S ����� Ca2+�����������������������

p94:N386D ���������������������������������������

���p94 �����������������������[3]-����Ono, Y. et al. (2008) 

FEBS Lett., 582, 691-8��

����p94 �������������������������������� p94 ����

��� N2A � M � 2 ��������������������������� p94 ������

��������N2A�����p94�����������������M���������
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�

�������������������������������������� N2A �����

��������������� mdm �������������� N2A ������p94 ���

������������������[7]-<a>��� 17 ��������p94 � in vivo ����

�������������������������� p94 ����������������

����������Ono, Y. et al. (2006) J. Biol. Chem., 281, 18519-31��

[5] �������������������� p94 �����

���������������������KYA ������������������ABJ

���������

�������������p94 ��������������������p94 ������

�������������������������������������������

��������������������������������� p94:C129S �������

��� p94 ������������������������

COS7 ��� p94:C129S ������� p94 ����������������iTRAQTM��

� 13 iTRAQTM(isobalic Tags for Relative and Absolute Quantitation)����

�������145 Da���MS/MS���������������������114~117 Da�4�������

��������������������������� 2���� LC����������������

�����MS/MS �����������������������������������������

����������������������������
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�� 13������������

������p94�������

��������������

���������p94:C129S

��������������

�������������

���������������

���������������

iTRAQTM��� N-���� Lys

� �-�������������

����2 �� nL ������

����������� 1,400��

���������������

����������5,197 �

MS/MS ������������

�� 2,926 ����������

��������� 593 ����

���iTRAQTM �������

������ p94 ������

��������������

�����������(eEF-2)

��������������

��������������������������������������� p94 ����

µ-, m-������������������������������������������

p94 ��������������� 2��in vitro ������� p94 �������������

��������������������������������� p94 ����������

������������������������� 2 �����������������p94

�������������������������������������������

�Ono, Y. et al. (2007) Biotech. J., 2, 565-76��

[6] p94CS ��������������

1998 ��������������������� Ca2+-������������ p94 ���

������������������������������������������ 14��

SR � N2A �����������������������p94 � SR �����������

���������������������������������������������

p94 ������������������������������������������

��������������������������������������������

� 14 �����SR�-T ���������

SR�T-�����������������������N2A�

���������������������� Ca2+������

���������������Ryanodine ����RyR�� p94 ��

�����������

� 2 iTRAQTM������� p94 �������

�����

�

�
Protein Name 

Swiss
Prot

Ac.No.

CS/WT 
���

��� p94 µ-, m- 
calpain

1 p94/calpain3 P20807 3.02  + �

2 Eukaryotic elongation factor 1-α2
(eEF-1α2) 

Q05639 1.65  �  + 

3 eIF-3 subunit 7 O15371 1.48  � �

4 26S proteasome regulatory sub. 6A P17980 1.34  � �

5 Filamin-A P21333 1.31  + ++ 

6 Importin-7 O95373 1.28  � �

7 eEF-2 P13639 1.28  � �

8 Vimentin P08670 1.25  �  ++ 

9 Annexin A1 P04083 1.23  �  ++ 

10 eEF-1α1 P68104 1.22  �  + 

11 Annexin A7 P20073 1.21  �  ? 

12 Annexin A2 P07355 1.19  �  ? 

13 Fructose-bisphosphate aldolase A P04075 1.18  �  ? 

14 Thioredoxin P10599 1.16  � �

15 GAPDH P04406 1.15  � �

16 Triosephosphate isomerase P60174 1.14  � �

+: �����++: ������������?: ������������
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�

�����p94CS �������������������������������������

�����������������

� p94CS ������������

���p94CS �����������������p94 �������������������

����������������������� p94 ����������������������

���������������in vivo�����p94��������������������

��������������������������������������������

�����������p94 �������������������������������

���������������� 15���������������������������

���������������Richard, I. et al. (2000) J. Cell Biol. 151, 1583-90���������

�������������������������������������������

�������������������p94 ���������������� Ca2+�����

���������������������������������������������

�������������������������������������

����������������p94 ���������������������

p94:C129S �������

�������������

���������p94 ��

������������

�������������

�������������

��������������

��������������

����� p94 �����

�������������

������p94 �����

������������

������������

������������

��������������

������������

�������������

� � � � � � � �

p94:C129S �������

�������������

�������������

�������������

� WT Capn3CS/CS �

�
Capn3CS/CSWT Diaphragm, 60-wk �

� 15 p94:C129S ������������

�����������������������������������

�����������������������������������

����������������������������������

�������������������������������p94 �

�������������������������������
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�

�����������p94 ����������� transgene ���������������

����� p94CS ������������������������������������

��������������������������������������������

���������������������������� p94 ���������������

���������������������������������������������

��� in vitro������������� p94������[2]���9, 10����������

���p94 �������������������������������������

� p94CS �����������������������

����������������������������p94CS ���������CS����

�����WT������������WT �� CS ��������������������

�������WT ��������������� iTRAQTM ����������������

����������������������������������������� �-���

��������������������������������������������

���� p94 ��������������������������p94 � in vivo ������

��������������

[7] p94-����������������

�Dr Siegfried Labeit, Dr Christian C. Witt���������������

������ p94�������M���N2A��������������� 2, 17����

����p94 ����������� Z �������� T-cap ����������������

����������������������������M ��������������

MuRF1 ��������������������������p94 �������������

���������������

������������ p94 �

��������������

<a> N2A ��: ������

����mdm� MARPs ���

����

������ mdm ������

��� N2A ���������

���������������

���������� 17 �����

�� mdm ���������

DNA �������������

���������������

� N2A ���� p94 �����

���� MARP1�������

� 16 mdm������� MARP1 ���

mdm�������������MARP1, 2�������N2A��

��������mdx �����������������MARPs ��

��������
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�

���� MARP2������������������N2A ����������������

�� 16��MARP1 � 2 ��������������������YB-1 � p53 ��������

����������������������������������� mdm�������

����������������������������������������������

�������Witt, C. C. & Ono, Y. et al. (2004) J. Mol. Biol. 336, 145-54�����������p94

���������������� mdm ������� p94 �������������������

�������� 17�[4]����

����MARPs ������� p94 ���������������������������

��������������������������������������������

������� N2A-PEVK ��� p94�µ-������������������������

�������������MARPs ���������������

� �������������� mdm ����������������mdm �����

� N2A-PEVK ����������������

� p94 � Two-hybrid ��������������������������������

���������� N2A-PEVK ����������

� M ��������PEVK ��� p94 ���������������cf. N2A ��� p94

�

� 17 ��������� mdm�������

������� 300 ���������������������� III ��������������������

����Z, N2A, M ����������������������������p94 ������� N2A �� M �

����������N2A � p94 ����� in-frame ��������������� mdm ������

���������� 10 �� 1 �����������������������p94 ���������N2A ��

���� p94 ����������mdm ����M ��������������������
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�

� IS2 ����������������

� ����� N2A ��� MARP1, 2, 3 �������������������������

MARP1 � MARP3 >> MARP2 

��MARP2 � -������� p94 ��� N-����������������������

�����������������

��p94 �� MARP1 ����������� MARP2 ���������������

��������mdm ������� MARP2 � N2A ������������������

������������������ scaffold �������p94 ����� N2A ������

����������������������������������������� 2 ����

���������������������������p94 ����������p94 ��

MARPs ������������������������������������������

MARPs�����������������������������mdm�����������

�������������� p94������ 1����������������������

���������������������������������������������

���Hayashi, C. et al. revised manuscript submitted��

<b> M-line ��: ���� RING ����� MuRFs �������

MuRFs ��RING-finger/B-box/coiled-coil/�����RBCC������ TRIM �������

���������� M-�����������ttk���������������������

���� p94 ����������� 2 �������MuRF1 �������� MuRF1, 2, 3, 

UBC9, PIAS1, ISOT3, �������������������� 1�GMEB-1��������

�Centner, T. & Yano, J. et al. (2001) J. Mol. Biol. 306, 717-26; McElhinny, A.S. et al. (2002) J. Cell 

Biol. 157, 125-36�����MuRF1 ������������������� I ���������

�����E3�������MuRF1 ����������������������������

�������������WT��� MuRF1 ���������KO�������������

���������������������������7 �����������������

��������

��WT ���� MuRF1 �����

��WT, KO ������ MAFbx/Atrogin-1�������������� E3������

��KO ����������

� �������������������������

������������������������������������������

��������������������������������������������

�������

� ������������� KO �����������

� ����������� de novo �����������������KO �������

���������
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�

� MuRF1 �������������CK-M�MuRF1 ���� M �������� B-box �

������������

� CK-M � MuRF1 ���������������

� �������� CK-M ������� KO ����WT ���������

������������������������������� MuRF1, MAFbx �����

�������������������������������MuRF1 �����������

�����������GMEB-1���������������������� GMEB-1 �

MuRF1 ���������������������������Val �������������

��������������HIBADH���������Two-hybrid������������

��������������� MuRF1 ������������������

��������MuRF1 � CK-M ���������������������������

�������������������������������������������

���������������� 18��Koyama, S. et al. (2008) J. Mol. Biol., in press������

MuRF1 � CK-M ���� M �������� p94 ���������������������

������������� M ��������������� N2A ������������

���������� M ��������������� GMEB-1 �������������

���������������Z ���������������p94-�-�����/FATZ-��

� � �

-T-cap/ �

�����

����

����

����

����

������

�����

����

����

����

�����

� � Z,

N2A, M

� 3 ��

� � � �

����

����

����

� 18 ������� MuRF1��������

�����������MuRF1 � M-CK�������������� E3 ����������

��GMEB-1���������������������-1�� E3 ������������

HIBADH � E3 ��������������de novo ��������������������

�����������������
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�

�������������������� 2 ����

(2) ��������������

p94 ����������������p94 �����������������������

��������������������������� scaffold��������������

������������������������������������������ 2 �

���������p94 ��������������������������MARPs, MuRFs, 

FLJ ��������������������������������������������

�������������� p94����������������������������

�������LGMD2A ����������������������������������

�����p94 ������������������������������������

����������� iTRAQTM �����������������������������

������������������������������

���� ��������������������������������� �������

(1)����������

1993���1998�������������

������nCL-2/����� 8; Sorimachi, H. et 

al., (1993) J. Biol. Chem. 268, 19476-82�����

����������nCL-4/����� 9;�Lee, H. 

J. et al. (1998) Biol. Chem. 379, 175-83������

p94 ���������������������

������������������������

����������������������

�������������

[1] nCL-2CS �����������������

����������

�����������������������

����������������������

nCL-2�������������������

p94 �����������C105S��������

���nCL-2CS �����������������

�����nCL-2CS��������������

�����������������������

� 19 ���������������

�������������

��������nCL-2������������

�����������������������

�������
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�

��������������������������������������������

���������������������������������������nCL-2 ����

����������������������������������������������

� nCL-2CS �����������������������

[2] nCL-2 �����

������� in situ ������������ISH������������nCL-2 ����

���������������������������������������������

����������������������� 19������������� µ-�� m-��

��������������������������������������������

�������nCL-4�nCL-2������������������������������

��������������������������������������������

�����������������������������Hata, S. et al. (2006) J. Biol. 

Chem., 281, 11214-24��

[3] nCL-2 ������������

����������nCL-2���������������Two-hybrid����������

���������

� � TOM70

�Tranlocase of outer 

membrane, �����

���������

��������

� � � nucleoside 

diphosphate � NDP �

� � � �

�NM23-M2, -M3��

eyes absent ����

� Eya1, Eya2 � �

�-COP�coatomer �

���COPI�� ��

������G����

���������

1�GPS1������

���������

���������

����������

� 20 ���������� �-COP ���������������

��� ����WT����� C105S ����CS�� nCL-2 � HA �� �-COP � COS7

�������Ca2+����+�������-���������������anti-HA �

����������������WT ��� Ca2+����������������

����������������������� nCL-2 �������Ca2+-����

������������������� in vitro � �-COP �������� N ���

����������S528 � S529 ������N ������������� C ��

��������������������-COP � nCL-2 ����� C ��� Ear �

�������nCL-2 ����� IV�PEF �������������������
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�

� 21 nCL-2 � �-COP � COS7 �����

����� nCL-2 �����������������A����� �-COP �������������

���������B��nCL-2 ��������-COP �������� �-COP �����������

�A~D��nCL-2�������������� �-COP���HA-�-COP-N��-C��������������

����������������������E, F��
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�

�������� TOM70��-COP�NM23-M2�GPS1 ����� in vitro ������������

��������� ISH ����������������NM23-M2 ��������

TOM70 �� GPS1 �����������-COP �� Eya2 ����������������

��

�����-COP ���������������COS7 ��� nCL-2 ������������

����ER����������������������������������� nCL-2 ��

��� cold- shock ������������������������������������

��������� in vitro ���������������-COP �������� -�����

��� nCL-2 ����N ��������������������������������� 20��

�-COP��-COP ������ COPI ��������� �1AP2�������������������

��������������������������������������������

Ca2+-��������� nCL-2 ���������-COP ������������nCL-2CS ����

��������������� �-COP ���������������������������

� 60 kDa ����������������������������������

����������������������-COP � nCL-2 ���������������

� 22 �-COP���� COPI�� clathrin�����

�-COP ������� AP 2 ���-COP ���� N-���� Trunk �����C-���� Ear ���������

������������������������������������������ COPI coatomer �

���������������nCL-2 ���������������������������������

���������������������
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�

����������������������������������� �-COP �����

��������������N ��� C ������������������������

������ 21������nCL-2 � COPI �������������������������

���-COP��-COP�AP2 ���”ear”����������������������COPI ���

�������������������������������� 22�Hata, S. et al. (2006) J. 

Biol. Chem., 281, 11214-24��

��������nCL-2 ��������������ER ������������������

���������������������������������������������

nCL-2 �����������������������������������������

����������������������������������������������

��������������������

[4] nCL-2 �������

������������

��� nCL-2 �������

��������������

���������������

nCL-2 � mCL ������

�>60%�����������

30K �� 30K-2 �������

30K�������������

-, m-�������nCL-4��

�� 30K ���������

���������������

��nCL-2 ���������

���������������

��������������

��������������

���������������

������ 23 ��������

CL, mCL, nCL-4 � 30K ���

���� C ��� EF-����

��������������

����������nCL-2 ��

��������������

���������PEF ����

�IV������C2������III�

� 23 nCL-2 �� 2 ���������

nCL-2����� III (dIII) �������������������� 2

�������RIM1�C2B���mCL (nCL-2���������)

� dIII �������������2 ��� mCL � dIII ������

2 ������������������� dIIIx2 ��� C2B ���

��������������
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�

�����������CL, mCL � C2 ���������������������������

�������nCL-2 � C2 ��������������������������������

��������������������� nCL-2 �������������������

�������������������������������Hata, S. et al. (2007) J. Biol. 

Chem., 282, 27847-56��

[5] nCL-4 ������������������������������

����������nCL-2 �������������������������� nCL-4

�CAPN9������������� nCL-2 �����nCL-2CS ����������������

�����nCL-4 ��������������������������� nCL-4 ������

������������������������������������nCL-4 ���

Capn9 �����������������������������������C57BL/6N
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