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研究成果の概要（和文）：細胞内の小胞輸送は、細胞の形態形成や機能に重要な過程である。神

経細胞や上皮細胞を用いた研究から、膜小胞の繋留と融合を制御する分子群として SNARE 蛋白質

が知られている。そのうち、VAMP5 は、筋特異的なアイソフォームといわれているが、蛋白質レ

ベルでの発現と分布は知られていない。そこで、抗体染色を行い、骨格筋をはじめとする各組織

での発現と分布を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：Membrane trafficking is a fundamental event for the life of cell. 

Previous studies using neuron and epithelial cells revealed its molecular mechanism, 

including SNARE proteins, which regulate membrane tethering and fusion process. VAMP5, 

a member of SNARE proteins, was found in transcripts from skeletal muscle, however, the 

protein levels in a whole body was not known. In this study, we performed immunostaining 

on skeletal muscle and other tissues, and clarified the expression pattern of VAMP5. 
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１．研究開始当初の背景 

 膜小胞輸送は、神経細胞や上皮細胞におい

て、その形態形成や機能に重要な現象である

ことが分かっている。しかしながら、骨格筋

細胞の形態形成においても、膜小胞輸送が働

いていることが予想できるが、神経細胞や上

皮細胞と比較して、過去の報告は非常に少な



い。骨格筋形成に関するこれまでの研究は、

主に転写因子を対象としており（Charge SB 

and Rudnicki MA. 2004, Physiol Rev 

84:209-38）、筋発生の初期に働く Pax ファミ

リーや、MRF ファミリーといった転写因子が

同定された。しかし、それらの下流で発現制

御される蛋白はほとんど分かっておらず、ジ

ストログリカンやインテグリンなどの膜蛋白

質がどのように輸送されているかは全く分か

っていない。 

 SNARE蛋白質は、膜小胞輸送の過程のうち、

小胞の繋留と融合に関わる（Hong W. 2005, 

Biochim Biophys Acta 1744:493-517）。SNARE

蛋白質は 3 つのサブファミリーに分類される。

小胞には VAMP ファミリー、小胞が融合するタ

ーゲットの膜には Syntaxin ファミリーが存

在し、両者の間に SNAP25 ファミリーが入り、

3 者で複合体を形成する。複合体の形成によ

り小胞を繋留し、その構造変化により膜の融

合を促す。VAMP ファミリーの各メンバーは、

それぞれ組織分布や細胞内局在が異なり、特

定の細胞で、特定のオルガネラで機能すると

考えられている。これまでに私は、骨格筋細

胞における小胞輸送の全体像を把握するため、

骨格筋組織に発現する SNARE 蛋白質を組織染

色で検索してきた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、骨格筋で転写産物が見つかっ

ているSNARE蛋白質であるVAMP5に着目した。

VAMP5 は、筋の分化ととも転写産物が増加す

ることが知られていたが、蛋白質としての発

現量や、組織中の分布、細胞内の分布は、分

かっていなかった。そこで、特異的抗体の作

製をし、抗体染色により、VAMP5 蛋白質の発

現と分布を明らかにすることを目指した。ま

た、培養筋芽細胞を用いて、VAMP5 の機能を

探った。 

 
３．研究の方法 

＜特異的抗体の作製と評価＞ 

 合成ペプチドをウサギ 4 匹に免疫し、4 種

の抗血清を得た。抗体の評価は下記の方法で

行った。抗体染色で、培養の筋芽細胞陰性、

筋管細胞陽性になること、抗体染色ウェスタ

ンブロッティングでシングルバンド（予想分

子量約 11kDa）になることを確認した。さら

に、抗原ペプチド阻害や、RNA 干渉によって、

これらの染色像やバンドが消失することを確

認した。計画当初にはなかった市販の抗体 2

種についても、のちに評価対象とした。 

＜マウス組織での抗体染色とウェスタンブロ

ッティング＞ 

 マウスより骨格筋組織を採取し、凍結切片

とホモジネートを得た。アルデヒドや有機溶

媒による固定の有無について、染色性を検討

し、抗体染色のプロトコールを最適化した。

骨格筋組織以外では、心筋、肺、肝臓、脾臓、

小腸から試料を得た。 

＜培養細胞＞ 

 培養筋芽細胞 C2C12 細胞を理研セルバンク

から購入し、10%FBS/DMEM で維持培養した。

筋管細胞への分化は、低血清培地（2%HS/DMEM）

に交換することで誘導した。固定した細胞で

抗体染色、およびホモジネートでウェスタン

ブロッティングを行った。この細胞に siRNA

をリポフェクション法で導入し、VAMP5 の発

現を抑制した。 

 

４．研究成果 

＜抗体の作製と評価＞ 

自作抗体は、抗体染色で筋管細胞陽性になる

ものが得られたが、ウェスタンブロッティン

グでシングルバンドにならず、VAMP5 のみを

特異的に認識しない可能性があった。のちに

市販抗体が得られ、そのうち 1 種のみがすべ

ての評価系（筋管細胞陽性、ウェスタンブロ

ッティングでシングルバンド、抗原阻害やRNA

干渉によるシグナルの減弱）をクリアし、特

異的に VAMP5 を認識していることを確認でき

た。 

＜マウス組織における発現と分布＞ 



骨格筋は長指伸筋とヒラメ筋を用いた。それ

ぞれ速筋線維、遅筋線維が豊富な筋として用

いた。VAMP5 は、筋線維の形質膜直下に検出

された（図１）。 

 また、筋線維によって VAMP5 のシグナル強

度が異なっていることが分かった。また、断

面積の小さい筋線維に強く発現する傾向があ

る。VAMP5 の発現量に違いが筋線維タイプに

よるのかを検証するため、ミオシン重鎖によ

って遅筋線維（I型）と速筋線維（IIA、IIB、

IIX 型）に分類し、VAMP5 のシグナル強度と比

較した（図２）。VAMP5 は、IIA 型筋線維に多

く発現することが分かった。同時に、断面積

が比較的小さい筋線維は IIA 型であることも

分かった。 

 VAMP5 の発現量の違いが、どのような経過

で形成されるかを調べるため、カルジオトキ

シンによる障害後の再生筋を経時的に採取し、

筋形成過程における VAMP5 を検出した。骨格

筋の形成時には、胎児型のミオシンがはじめ

に発現し、遅筋型ミオシン、速筋型ミオシン

の順に置き換わっていくことが知られている。

胎児型ミオシン陽性の幼若な筋線維には

VAMP5 は検出されない。遅筋型、速筋型へと

成熟した後に、VAMP5 が速筋型に発現した。

以上より、VAMP5 は、筋形成時に速筋線維に

おいて増加することが分かった。 図１ 長指伸筋（EDL）と、ヒラメ筋（SOL）におけ

る VAMP5 の発現。骨格筋の横断面で凍結切片を作製

し、抗体染色を行った。矢頭で示した筋線維では、

VAMP5 シグナルが比較的強い。 

＜培養筋芽細胞を用いた機能解析＞ 

 C2C12 筋芽細胞株を用いて、筋分化におけ

る VAMP5 の機能を探った。この細胞は低血清

培地では、細胞同士が融合し多核の筋管細胞

となる。この過程において、RNA 干渉法によ

る VAMP5 の発現抑制を行った。筋管細胞の形

成に影響はなく、分化の分子マーカーである

デスミンの発現も変わらなかった。よって細

胞融合過程には大きな役割はないと考えられ

る。この培養細胞では多核細胞から後の、成

熟過程を観ることは出来ない。今後のさらな

る解析には、せいじゅく生体レベルの実験系

が必要である。 

＜骨格筋以外での VAMP5 の発現＞ 

 ウェスタンブロッティングでは、心筋、肺、

腎臓、小腸、脾臓、VAMP5 は検出される。こ

れらの器官は、過去の報告で mRNA が検出され

た器官と一致する。現在、各器官について抗

体染色を進めている。心筋では、心筋細胞に

発現し、介在板付近の細胞質に偏在している

ことが分かった。また、肺では気管支の一部

の上皮細胞のみ VAMP5 が存在した。一部の細

胞のみに発現がみられることは、VAMP5 はあ

らゆる細胞に存在するユビキタスな蛋白質で

はないらしい。今後、各器官における VAMP5

発現細胞の同定などを予定する。 
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図 2 長指伸筋（EDL）と、ヒラメ筋（SOL）で、各

筋線維における VAMP5 シグナル強度（縦軸）と筋線

維断面積（横軸）をグラフにした。また、連続切片に

おいて VAMP5 またはミオシン重鎖を検出し、I（黄）、

IIA（赤）、IIB（青）に分類した。 
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