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研究成果の概要（和文）： シナプスの機能はタンパク質のリン酸によって様々に制御されているが、その制御が脳の
機能にどのように関わっているかについては未だ明らかではない。SNAP-25は開口放出による神経伝達物質放出や、細
胞膜へのイオンチャネルの組み込みなどに不可欠なタンパク質で、PKC依存的にリン酸化される。
 本研究では脳でのSNAP-25のリン酸化の制御機構や役割を明らかにすることを目的とした。そして、マウス脳内のSNAP
-25のリン酸化が拘束浸水ストレスにより上昇すること、SNAP-25の脱リン酸化にPP2Aが関与すること、SNAP-25のリン
酸化がドーパミンの放出を促進的に制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：SNAP-25 plays a crucial role in neurotransmitter release by exocytosis. Protein ki
nase C phosphorylates SNAP-25 at Ser187, however the physiological significance of this phosphorylation ev
ent in brain function remains unclear. We found that SNAP-25 phosphorylation increased rapidly in the mous
e brain following cold-water restraint stress. Both basal and stress-induced phosphorylation of SNAP-25 we
re high in stress-related brain regions and the extent of phosphorylation increased with increasing amount
s of stress. Intravenous administration of adrenaline increased SNAP-25 phosphorylation, although stress-i
nduced phosphorylation was still observed in adrenalectomized mice. These results indicate that SNAP-25 ph
osphorylation is regulated in a stress-dependent manner through both central and peripheral mechanisms. We
 also investigated SNAP-25 dephosphorylation, and found that protein phosphatase 2A participates in SNAP-2
5 dephosphorylation through Ca2+-dependent and independent mechanisms.
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１．研究開始当初の背景 
SNAP-25 はシナプスで多様な役割を担って
いる 

Synaptosomal-associated protein of 25 
kDa (SNAP-25) は神経細胞と内分泌細胞に
発現するタンパク質で、Syntaxinやシナプス
小胞に局在する VMAP-2 と共に SNARE タ
ンパク質として開口放出による神経伝達物
質の放出に不可欠な役割を果たしている。さ
らに近年、SNAP-25 がレセプターやイオン
チャネル、トランスポーターなどの細胞膜へ
の組み込みにも関与していることや、Ca2+チ
ャネルや K+チャネルに直接結合し、それらの
機能を変化させることなども示され、シナプ
スで多様な役割を担っていることが明らか
となってきている。 
SNAP-25は PKCでリン酸化されるが、脳で
の生理的な意義は明らかではない 

SNAP-25 の Ser187 は Protein kinase C 
(PKC) によりリン酸化され、内分泌細胞では
そのリン酸化が PKC 依存的な分泌促進に関
わっていることが明らかにされている。
SNAP-25 のリン酸化は脳内でも起こってい
るが、それがシナプスからの神経伝達物質の
放出制御に関わるかは未だ明らかにはなっ
ていない。さらに脳内で SNAP-25 のリン酸
化がどのようなシグナル系で制御され、どの
ような脳機能の制御に関わっているかなど
の問題についても未解決のまま残されてい
る。 
<着想に至った経緯> 
脳内での SNAP-25 リン酸化が、ストレスで
上昇することを見出した 
我々は脳での SNAP-25 のリン酸化が生理
的な刺激で変化するかを探索した結果、マウ
スを冷水中で拘束ストレスに晒すと大脳皮
質や海馬、扁桃体などのストレス応答に関わ
るといわれている部位で SNAP-25 のリン酸
化が大きく上昇することを見出している。ま
た、SNAP-25 がリン酸化される度合いはス
トレスの強さに依存して増大すること、調べ
た 14 種類のリン酸化されるシナプスタンパ
ク質の中で SNAP-25を含む 3種類のみがリ
ン酸化されることも明らかとなっていた
(yamamori  et al., 2014；本研究期間に投稿)。
さらに我々が作成した SNAP-25 のリン酸化
が起こらないノックインマウス（Kataoka, 
Yamamori et al., 2011）は高ストレス環境下
で飼育すると、野生型マウスとは異なり高ス
トレス環境に適応できず拒食を続けること
も見出し、SNAP-25 のリン酸化がストレス
への適応機構に関わる可能性も見出してい
た（未発表）。 
SNAP-25 リン酸化が起こらない変異マウス
では、扁桃体でのモノアミン放出の低下や不
安様行動の表出が起きることを見出した 
脳での SNAP-25 のリン酸化の役割を探る
ために作成された SNAP-25 のリン酸化部位
のSer187をAlaに置換したノックインマウス
の解析を行ったところ、扁桃体でのドーパミ

ンやセロトニン放出が顕著に低下し、オープ
ンフィールド試験や明暗選択試験で強い不
安様行動が現れることを見出した（Kataoka, 
Yamamori et al., 2011）。さらに変異マウス
から調製したシナプトゾームを用いた予備
的な実験を行った結果、野生型マウスとは異
なり SNAP-25 のリン酸化が起こらない変異
マウスでは、PKC依存的なドーパミン放出の
有意な促進が起こらない可能性も見出して
いた（2013, 本研究期間に学会発表）。 
SNAP-25 のリン酸化に関する多くの重要な
問題が未解決のまま残されている 
以上述べてきたように、我々のこれまでの
研究の結果、SNAP-25 のリン酸化が脳内で
のモノアミン放出の制御を介して、情動やス
トレス応答に関わる可能性が考えられるが、
さらに精査が必要で、まだ解決すべき多くの
問題が残されている。 

 
２．研究の目的  
脳でのSNAP-25のリン酸化の制御機構や役
割を明らかにすることを目的とし、以下を明
らかにすることを目指した。 
(1) シナプス前機構への SNAP-25 のリン酸
化の役割を明らかにする 
① 野生型マウスの脳から調製したシナプ
トゾームを用い、SNAP-25 のリン酸化
を変化させるホスファターゼ阻害剤の
スクリーニングにより、リン酸化の制御
に関わるホスファターゼを明らかにす
る。  

② ノックインマウスの脳から調製したシ
ナプトゾームを用い、SNAP-25 のリン
酸化を介した放出促進などが、ドーパミ
ンなどの神経伝達物質において起こっ
ているのかを明らかにする。 

(2) 脳内ストレス機構と SNAP-25 のリン酸
化の関係性を明らかにする 
①  SNAP-25 のリン酸化とストレスの関係
性を明らかにする。  
② さらに、SNAP-25のリン酸化が起こる脳
内部位を、抗リン酸化抗体を用いて明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
(1) シナプス前機構への SNAP-25のリン酸 
化の役割を明らかにする 
① SNAP-25のリン酸化を制御するシグナル
系の解明 
目的 SNAP-25のリン酸化は非生理的なホル
ボールエステル処理により誘発される。本研
究では、SNAP-25 の脱リン酸化が、どのよ
うな内在性のホスファターゼよって引き起
こされているのかを明らかにする。 
方法 野生型マウスの脳から調製したシナ
プトゾームに、活性化型ホルボールエステル
(PDB)を処理して SNAP-25 のリン酸化を誘
発させ、同時に様々なホスファターゼ阻害剤
を作用させて、SNAP-25 のリン酸化の変化
を抗 SNAP-25 リン酸化抗体を用いた定量的



イムノブロット法により解析し、脱リン酸化
の作用機序を解析した。用いたホスファター
ゼ阻害剤は、FK506と cycloscoporin A（カ
ル シ ウ ム 依 存 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ
calcineurin/PP2B の阻害剤）、calyculin A
（PP1と PP2Aの阻害剤）、tautomycin（PP1
特異的な阻害剤）、オカダ酸（PP2A特異的な
阻害剤）の 5種である。 
 
② PKC依存的な神経伝達物質放出促進制御
における SNAP-25のリン酸化の役割の解明 
目的 SNAP-25 のリン酸化部位を欠失した
ノックインマウスの脳から調製したシナプ
トゾームでは、PKC依存的なドーパミン放出
の増強が起こらない可能性が見いだされて
いる。本研究期間にこれをさらに精査するこ
とと、SNAP-25 のリン酸化を介した制御が
ドーパミン以外の神経伝達物質でも見られ
るかを調査する。 
方法 野生型およびノックインマウスの脳
から調製したシナプトゾームを、37℃酸素通
気下でグルコースおよび[3H]標識した神経伝
達物質（ドーパミン, セロトニン, ノルアド
レナリン, グルタミン酸, GABAなど)をイン
キュベートして取り込ませた後、メンブレン
フィルター上にトラップして灌流系にセッ
トする。生理的塩溶液（5mM Low-K+ buffer）
を灌流して洗浄後、経時的にサンプルを回収
しながら高カリウム(15mM High-K+ buffer)
による脱分極を誘導し、放出される放射活性
を液体シンチレーションカウンターで測定
した。高カリウム処理に先立って行う 15 分
間の活性化型ホルボールエステル（PDB）処
理の有無により、脱分極依存性の放出に違い
が生じるかを、野生型およびノックインマウ
スのシナプトゾームを用いて調べた。 
なお、[3H]標識した神経伝達物質の取り込
みは、各モノアミン含有神経に発現する各モ
ノアミンのトランスポーターを主に介して
行われるが、交差性もあるため、ロードする
モノアミン以外のモノアミントランスポー
ターの阻害剤を作用させたうえで、目的の神
経伝達物質の取り込みを行わせるように検
討を行った。 

 
(2) 脳内ストレス機構と SNAP-25 のリン酸
化の関係性を明らかにする 
① 抗リン酸化抗体を用いた SNAP-25 のリ
ン酸化が起こる脳内部位の解明 
目的 研究代表者らはストレスによって脳
内で SNAP-25 のリン酸化が引き起こされる
ことを見出しており、リン酸化亢進について
の脳内部域差などについてさらに精査する
ことを目的とする。 
方法 野生型マウスを用いて、冷水拘束スト
レスや、室温での拘束ストレス、水泳ストレ
スなどを加えた場合に起こる SNAP-25 のリ
ン酸化の脳内部域特異性を、脳を領域ごとに
手早く切り出し、抗リン酸化 SNAP-25 抗体
を用いたイムノブロットを行って比較した。  

また、脳がストレスを感知すると、HPA軸
や交感神経系を介した連絡により、末梢の副
腎からコルチコステロンやアドレナリンが
放出されることが知られている。脳内の
SNAP-25 のリン酸化と副腎の関係性を調べ
るために、ストレスは与えずに副腎髄質から
放出されるアドレナリンを投与したマウス
と、副腎摘出手術を受けた後にストレス刺激
を与えたマウスを用いて、脳内の SNAP-25
のリン酸化の変化を解析した。 

 
② 免疫組織化学法による脳内 SNAP-25 の
リン酸化部位の可視化法の確立 
目的 SNAP-25 のリン酸化を介した脳機能
の調節に関わる脳内部位をさらに詳細に特
定するため、抗リン酸化 SNAP-25 抗体を用
いた免疫組織化学法を確立する。 
方法 研究代表者らはこれまでウサギで作
成した抗 SNAP-25 リン酸化ポリクローナル
抗体を用いてきたが、この抗体は脳の免疫組
織化学では良い結果が得られない。本研究期
間に免疫組織化学に用いることが出来るマ
ウス抗リン酸化 SNAP-25 モノクローナル抗
体を作成し、様々な固定法や抗原賦活化法を
試みて、マウス脳内でのリン酸化部位の可視
化を目指した。 
 
４． 研究成果 
本研究期間に３項目の進展が得られ、論文
や学会発表のかたちで報告した。 
(1) SNAP-25の脱リン酸化にはPP2Aがホス
ファターゼの１つとして関与する  

PKCによりリン酸化を受け、前シナプスに
存在する SNAP-25と GAP-43タンパク質の
リン酸化の制御機構について、野生型マウス
のシナプトゾームを用いて調べた。 

SNAP-25と GAP-43は、PKC活性化剤で
あるホルボールエステル(PDB)の処理により
有意にリン酸化が亢進し、カルシウムイオノ
フォアである ionomycin の処理時間に依存
して脱リン酸化された。この脱リン酸化は細
胞外カルシウム存在下でのみ生じたことか
ら、カルシウム依存性のホスファターゼが関
与することが考えられた。しかしながら、カ
ル シ ウ ム 依 存 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ
calcineurin/PP2Bの阻害剤である FK506と
cycloscoporin A は、両者のタンパク質の脱
リン酸化を阻害しなかった。そして、
SNAP-25の脱リン酸化は、PP1と PP2Aの
非特異的な阻害剤である calyculin A と、
PP2A 特異的な阻害剤であるオカダ酸により
阻害され、PP1 特異的な阻害剤である
tautomycinには阻害を受けなかった。一方、
GAP-43 の脱リン酸化には、これらの阻害剤
は効果を示さなかった。また、PDB による
SNAP-25 のリン酸化は、オカダ酸により濃
度依存的にさらに増強された（図.１）。 
これらの結果は、PP2A が SNAP-25 の脱
リン酸化にカルシウム依存的もしくは非依
存的な機構で関わっていること。そして、



GAP-43 の脱リン酸化は SNAP-25 の脱リン
酸化とは異なる機構で制御をうけていると
いう可能性を示唆している（Iida et al., 
Neurosci Res., 2013)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図.1 SNAP-25 はホルボールエステル(PDB)
によりリン酸化を受けるが、PP2A 阻害剤
(OA)が加わると脱リン酸化が抑制され更に
リン酸化が高まる。(Iida et al., Neurosci. 
Res., 2013) 
 
(2) ドーパミンの放出は SNAP-25 のリン酸
化により促進的に制御される 
野生型マウスあるいは SNAP-25 変異マウ
スの脳から調製したシナプトゾームに［3H］
標識したドーパミンを取り込ませて、高カリ
ウムによる脱分極刺激で放出される［3H］ド
ーパミンの量を測定した。 
野生型マウスのシナプトゾームでは、PKC
活性化剤であるホルボールエステル(PDB)を
処理すると、高カリウム刺激依存的なドーパ
ミンの放出が増加した（図２左）。同じ処理
を行った野生型マウスのシナプトゾームを、
抗リン酸化 SNAP-25 抗体でイムノブロット
すると、PDB処理によってリン酸化が大きく
亢進する様子が確認された。この PDB によ
る SNAP-25 のリン酸化とドーパミン放出の
増 強 は 、 PKC 阻 害 剤 で あ る
bisindolylmaleimid の処理により抑制され
た。 
一方、SNAP-25 のリン酸化が生じない

Snap-25S187A/S187A 変異マウスのシナプトゾ
ームでドーパミンの放出を調べると、PDB処
理によって放出はわずかには高まるが有意
な差は生じなかった（図.2右）。 
以上の結果から、SNAP-25 のリン酸化が
ドーパミン放出を促進的に制御しているこ
とが示唆された。なお、PKCによりMunc13
などがリン酸化され、神経伝達物質放出を促
進的に制御するということがすでに報告さ
れており、本研究において SNAP-25 のリン
酸化変異マウスのシナプトゾームのドーパ
ミン放出が PDB 処理によりやや高まってみ

えたのは、Munc13などの機能を反映してい
るのではないかと考えられた。(北米神経科学
会, 2013）。 
なお、他の神経伝達物質(GABA、セロトニ
ン、ノルアドレナリン、グルタミン酸)につい
ての解析も行ったところ、SNAP-25 のリン
酸化による放出制御は神経伝達物質によっ
て異なる可能性も出現している。だが明らか
にするには、今後さらに精査が必要な段階で
ある。 

 
図.2 野生型マウス(Wild)のシナプトゾーム
はホルボールエステル（PDB）処理をうける
と高カリウム（15mM K+）刺激によるドーパ
ミン(DA)の放出が増強されるが、SNAP-25
のリン酸化が生じない変異マウス(S187A)の
シナプトゾームでは、PDBによる放出の増強
はみられない。下図の棒グラフでは、野生型
マウス（赤系）と変異マウス（青系）の、basal
放出量（桃色・水色）と高カリウム刺激時の
放出量（赤・青）を、PDB処理の有無ごとに
比較（Yamamori et al., 北米神経科学会発表, 
2013）。 
 
(3) マウス脳内の SNAP-25 のリン酸化は、
ストレス刺激により急上昇し、ストレス除去
により急低下する 
抗リン酸化 SNAP-25 モノクローナル抗体
をいくつか作成したが、イムノブロットでは
良好な結果が得られるが、免疫組織化学に使
用することができるものは残念ながら得ら
れなかった。そこで、マウスの脳を手早く領
域ごとに切り出して抗リン酸化 SNAP-25 抗
体(pi-SNAP-25)と、すべての SNAP-25を認
識する抗体(pan-SNAP-25）によるイムノブ
ロットを行ってリン酸化を受けた SNAP-25
の 割 合 を 求 め て (pi-SNAP-25 / 
pan-SNAP-25)、脳の各部位でのストレスに
よる SNAP-25 のリン酸化の変化を解析した。 
我々は、マウス脳内の SNAP-25 のリン酸
化と血中コルチコステロン濃度は拘束浸水
ストレスによりによりただちに上昇し、スト
レス除去により低下することを見出した（図
３）。平常時とストレス刺激時における脳内
の SNAP-25 のリン酸化は、いずれもストレ



スに関与する脳内部位（大脳皮質、海馬、偏
桃体）で特に高く、ストレスにさらされる時
間やストレスの強さに応じて高まることが
明らかになった。  
ストレス刺激をうけて脳から交感神経系
を介した連絡により、副腎髄質からアドレナ
リンが放出されるが、アドレナリンをマウス
の腹腔内に投与しても脳内の SNAP-25 のリ
ン酸化は亢進した。一方で、副腎摘出を受け
たマウスでも、拘束浸水ストレスにより脳内
の SNAP-25 のリン酸化が亢進することも確
認され、HPA軸や交感神経系などの副腎を介
した経路を介さなくても、脳内で直接的にス
トレスを感知して SNAP-25 のリン酸化が生
じることが明らかとなった(Yamamoriet al., 
北米神経科学会発表, 2012;  Yamamori et 
al., Neuroscience letters, 2014)。 

図 3. マウスに拘束浸水ストレスを30分間与
え(Stress)、ホームケージで各時間の休息
(Recovery)をとらせた。各時点でのイムノブ
ロットの結果（上図）と、脳内のリン酸化さ
れている SNAP-25 の割合と血中コルチコス
テロン(CORT)の値の変動（下グラフ）。両値
はストレスにより増加し、ストレス除去で低
下する (Yamamori et al., Neurosci. Letters, 
2014)。 
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