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脳における SNAP-２５ファミリータンパク
質の発現と機能

１． は じ め に

脳内ではおびただしい数の神経細胞がシナプスを介した

情報伝達を行い，機能的な神経回路を形成している．シナ

プスでの情報伝達は，シナプス前部から開口放出と呼ばれ

る機構でシナプス小胞に蓄えられる神経伝達物質が放出さ

れ，シナプス後部の受容体に結合することで営まれてい

る１）（図１）．SNAP-２５は，シナプスでの開口放出に必須な

SNAREタンパク質の一種であり，脳には３種類のアイソ

フォームが発現しているが，それらの役割の違いについて

は明らかにはなっていなかった．最近我々はこれら３種の

アイソフォームを識別する抗体の作製に成功し，脳での発

現の違いを明らかにすることができた．

２． SNAP-２５とは

１）SNAP-２５の分子構造

神経伝達物質やホルモンの開口放出に必須な SNAREタ

ンパク質は細胞膜に存在する t-SNAREとシナプス小胞膜

に存在する v-SNAREに分けられ，神経のシナプスでは

VAMP-２が v-SNAREと し て，Syntaxin-１と SNAP-２５が t-

SNAREとして機能している．SNAREタンパク質は分子

内に SNAREモチーフを持ち，v-SNAREと t-SNAREが

SNARE複合体を作ることでシナプス小胞膜と細胞膜との

融合が引き起こされる．Syntaxin-１と VAMP-２はカルボキ

シ末端に膜貫通領域を持つ内在性膜タンパク質で，細胞質

側にそれぞれ一つの SNAREモチーフを持つ．それに対し

て SNAP-２５は分子中央付近に位置する複数のシステイン

残基のパルミトイル化を介して膜につなぎ止められてお

り，その両側に一つずつの SNAREモチーフを持ってい

る．SNARE複合体形成には４本の SNAREヘリックスが

必要であり，神経のシナプスでは VAMP-２と Syntaxin-１

の SNAREモチーフ各一つずつと，SNAP-２５が持つ二つの

SNAREモチーフが使われる．

２）SNAP-２５の多様な機能とアイソフォーム

SNAP-２５は開口放出による神経伝達物質やホルモンの

放出に関与するが，それ以外にも神経突起の伸長や，開口

放出による受容体やイオンチャンネルなどの細胞膜への組
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み込み，Caチャンネルや Kチャンネルの機能制御などの

多様な機能に関わる可能性が明らかとなっている．

SNAP-２５は脳と内分泌細胞に発現しているが，エクソ

ン５の違いによるスプライシングアイソフォーム（aと b）

が存在する２）．パルミトイル化されたシステインクラス

ターと二つの SNAREモチーフを持つタンパク質としては

脳を含めた全身の臓器で発現する SNAP-２３が知られてい

る３）．したがって脳では SNAP-２５a，SNAP-２５b，SNAP-２３

の３種類すべてが発現していることになるが，これまで三

者を識別する特異抗体が得られていなかったため，それら

がどのようにすみ分けて局在し，どのような機能分担をし

ているかは明らかではなかった．

３． SNAP-２５のアイソフォーム

１）各アイソフォームを認識する抗体

SNAP-２５aと-２５bはエクソン５のスプライシングアイソ

フォームであり，わずか９アミノ酸の違いしかない．この

ため図２の点線枠で示す配列の合成ペプチドを各ウサギに

免疫して特異抗体を作製した．すべての抗体は抗原ペプチ

ドを架橋したアフィニティーカラムで精製し，さらに他ア

イソフォームの抗原ペプチドで吸収した．大腸菌（図２B）

あるいは HEK-２９３細胞（図２C）に各リコンビナントタン

パク質を発現させイムノブロットした結果，いずれも予想

される位置にシングルバンドが認められ，アイソフォーム

間での交差性は認められなかった（図２B）．SNAP-２５b抗

体の抗原ペプチド（１４mer）は，結果として SNAP-２３の配

列と１アミノ酸しか違わないものとなってしまったが，幸

いにも得られた抗体は SNAP-２３とは交差性を示さなかっ

た（図２B）．

２）脳内の発現量

これまでは特異的に識別する抗体がなかったため，

SNAP-２５各アイソフォームが脳内でどのくらいの量比で

発現しているかは明らかではなかった．今回我々は，リコ

ンビナントタンパク質を基準として成熟マウス脳内の海馬

領域での各分子の発現量を求めたところ，SNAP-２５bの発

現レベル（１３．６１±３．７９fmol／μg総タンパク質）は，SNAP-

２５a（０．８０±０．２０fmol／μg）や SNAP-２３（１．２４±０．５３fmol／

μg）の１０倍以上であることが明らかになった３）．

３）脳内の発現分布

脳のホモジネートのイムノブロット解析を行うと，

SNAP-２５bは脳のすべての領域でほぼ均一に発現している

のに対し，SNAP-２５aは吻側で高く尾側（小脳，脳幹，脊

髄など）ほど低く発現し，一方 SNAP-２３は吻側ほど高い

発現がみられるなど不均一な分布を示していた．免疫組織

化学の結果はすでに報告されている Boschertらの in situ

ハイブリダイゼーションの結果４）とおおむね一致しており，

図１ SNAREタンパク質である SNAP-２５は，VAMP-２や Syntaxin-１ととも
にシナプスでの開口放出に必須な役割を果たしている．
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これら三者のタンパク質の脳内分布も大きく異なっている

ことが明らかとなった．特に海馬での三者のシグナルパ

ターンの違いは顕著であり，分子層の３層構造（各層に異

なる神経回路からの入力がある）では，SNAP-２５bは中間

分子層（mml）のみに，SNAP-２５aは外側分子層（oml）の

みに，SNAP-２３は mmlと omlに観察された（図３A～C）．

さらに，苔状線維終末が CA３の錐体細胞と巨大シナプス

を形成する，海馬 CA３透明層を詳しく比較すると（図３

D～F），SNAP-２５bは細かな粒子状の密集したシグナル，

SNAP-２５aは錐体細胞の樹状突起に沿った弱いシグナル，

SNAP-２３は大きな顆粒状のシグナルとして観察された．

図２ SNAP-２５アイソフォームの部分的アミノ酸配列と作製した抗体の抗原ペプチド配列．
（A）SNAP-２５a，-bでのアミノ酸配列が異なる部分とカルボキシ末端領域の配列に対応する抗
原ペプチド（点線枠）をウサギに免疫し各特異抗体を作製した．SNAP-２３配列中の＊は SNAP-
２５bと同じアミノ酸；エクソン５配列内の下線のある Cはパルミトイル化を受けるシステイ
ン残基を示す．（B）大腸菌に各リコンビナントタンパク質を発現させ，各抗体でイムノブ
ロットを行った．（C）HEK-２９３細胞に各リコンビナントタンパク質を発現させ，各抗体でイ
ムノブロットを行った．交差性はみられないが抗 SNAP-２３抗体では内在性の SNAP-２３も認識
されている．
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４）脳内の部位差：シナプス機能維持と神経突起伸長

シナプス形成の進行とともに SNAP-２５bの mRNAの発

現は大きく増加するが４），SNAP-２５bタンパク質も同様で

あり，成体の脳ではシナプスが密集する領域に多く分布し

ていることが明らかとなった．副腎髄質細胞や培養神経細

胞への遺伝子発現実験によると，三者のうちで刺激に同調

した素早い放出を起こせるのは SNAP-２５bのみであること

や５，６），SNAP-２５b欠損マウスは発達異常や自発発作，シナ

プスの短期可塑性・学習に障害を持つこと７）が示されてい

ることから，シナプスからの神経伝達物質放出に主要な役

割を果たしているのは SNAP-２５bであると考えられる．

SNAP-２５が軸索流により神経線維中を運ばれる主要な

タンパク質であることが報告されており８），また SNAP-２５

が神経突起の伸長に関わることも示唆されている．今回

SNAP-２５aと SNAP-２５bは，神経線維束にも異なるパター

ンで発現していることが見いだされ，SNAP-２５aと SNAP-

２５bが異なる神経線維の伸長に関わる可能性が考えられ

た３）．

５）細胞内局在

SNAP-２５bとは異なり，SNAP-２５aと SNAP-２３では刺激

に同調した素早い放出を起こせないという報告から５，６），

SNAP-２５aと SNAP-２３は似た機能を持つのではないかとも

考えられる．しかし分子進化論的解析では，SNAP-２５aは

SNAP-２５bと SNAP-２３が分かれた後に SNAP-２５bから派生

したことが示されており機能的にはよく似た SNAP-２３が

存在するにもかかわらず SNAP-２５aが作られたことは，

SNAP-２５aが SNAP-２３とは異なる役割を担う可能性も考え

られる．今回，細胞分画法で脳内局在を比較すると，

SNAP-２５bや SNAP-２３は大部分が膜画分に含まれているの

に対し，SNAP-２５aは可溶性画分にも多く含まれることが

明らかになった．さらに，可溶性画分に含まれる SNAP-

２５aの分子量は膜画分のものに比べて少し小さく，パルミ

トイル化されていない可能性が考えられた．また，細胞膜

上には脂質組成の異なるラフトと呼ばれる領域が存在する

が，細胞分画で得られたシナプス膜画分を，界面活性剤

（Triton X-１００）で処理した後にショ糖密度勾配遠心するこ

とでラフトを分画し比較したところ，成体マウスの脳のシ

ナプス細胞膜上で SNAP-２５bや SNAP-２３はラフトに集積

する割合が高く，SNAP-２５aは低いことが明らかになっ

た３）．シナプス後部に存在する足場タンパク質である PSD-

９５は，SNAP-２５と同様にパルミトイル化を受けて細胞膜

に係留されるが，神経活動依存的にパルミトイル化が変化

することが報告されている９）．SNAP-２５のアイソフォーム

を区別しない抗体を用いた結果では，神経活動依存的な

SNAP-２５の局在の変化は見いだされていないが，SNAP-

２５a特異抗体を用いて解析することで，パルミトイル化／

脱パルミトイル化を介した SNAP-２５aの新たな制御機構を

明らかにできる可能性も考えられる．またラフトは安定し

た構造ではなく，刺激に応じて構造を変化させることも考

えられている．SNAP-２５はリン酸化をはじめさまざまな

修飾を受けることから，神経活動依存的に相互作用する分

図３ ３種類の SNAP-２５アイソフォームの局在は脳の各領域で大きく異なる．
抗 SNAP-２５a抗体（A，D），抗 SNAP-２５b抗体（B，E），抗 SNAP-２３抗体（C，F）による１１週齢のマウ
ス脳の免疫組織化学．A～C：海馬，D～F：海馬 CA３を示す．iml：内側分子層，mml：中間分子層，
oml：外側分子層，スケールバー＝１００μm.
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子が変化し，局在が変化している可能性も考えられる．今

後はさらにアイソフォームによる翻訳後修飾の違いについ

ても精査する必要がある．

４． お わ り に

イムノブロットでは，変性タンパク質が対象となるため

抗原部位に抗体がアクセスしやすい状態にあるが，免疫組

織化学では立体構造をとり，時には複合体を形成したタン

パク質が対象となるため，抗原部位が隠されて抗体に認識

されなくなる可能性もある．イムノブロットによりマウス

脳の細胞分画を解析すると SNAP-２５bはシナプス膜画分に

多く確認されたが，免疫電子顕微鏡法により苔状繊維神経

の軸索を観察すると SNAP-２５bのほとんどのシグナルは軸

索細胞内に認められ細胞膜では検出されなかった．この原

因はまだ明らかではないが，結合していないフリーの

SNAP-２５しか認識しないモノクローナル抗体も存在する

ことから１０），本研究のアイソフォーム特異抗体も細胞膜上

の SNARE複合体に含まれる SNAP-２５には結合しない可

能性も考えられる．今回わずかな違いでもエピトープを選

ぶことで特異抗体を作製できることを示せたが，今後はこ

れらの特徴をうまく利用し各神経細胞でのアイソフォーム

の存在様式の違いを把握できる可能性がある．

SNAP-２５変異マウスでは多動や不安などの行動異常が

認められ，症例対照研究においても SNAP-２５の発現低下

や変異と注意欠陥多動性障害や統合失調症との関連性が報

告されている１１）．また SNAP-２５は抑制性シナプスや一部

の興奮性のシナプスでは発現しないという報告もあり１２），

SNAP-２３がその機能を担う可能性も考えられる．SNAP-２５

の各アイソフォームの分子機構を明らかにしていくこと

は，これらの病態の解明にも貢献する可能性があると考え

られる．
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Unstructured領域を介したプロテアソーム
のタンパク質分解

１． は じ め に

ユビキチン・プロテアソーム系（Ubiquitin-Proteasome

System：UPS）は，不要なタンパク質を分解するだけなく，

シグナル伝達や細胞周期などに関わる制御タンパク質を分

解して，その濃度を調整することによりさまざまな細胞機

能を制御している．UPSにおいて最終的にタンパク質分

解を担っているのはプロテアソームであるが，その基質と

なるタンパク質の選別は，基質タンパク質のポリユビキチ

ン化を行うユビキチン修飾系によって行われていると長ら

く信じられてきた．しかしながら，ポリユビキチン化だけ

ではプロテアソームによる基質選別をすべて説明できな

い．

近年，プロテアソームによって基質タンパク質が分解さ

れるためには，基質タンパク質の内部にフラフラと構造を

とらない領域（Unstructured領域）が存在する必要がある

ことが明らかになった．この Unstructured領域はプロテア
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みにれびゆう


