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研究成果の概要（和文）：本研究は、細胞内において膜蛋白質や分泌蛋白質を輸送する小胞と細胞膜との融合に働くSN
ARE分子であるSNAP23の個体における機能を解明することを目的とし、組織特異的遺伝子欠損マウス（KOマウス）の解
析を行った。
神経特異的SNAP23 KOマウスでは大脳皮質や小脳の形成不全が観察され、SNAP23が胎生期の脳の組織形成に必須の分子
であることが示唆された。
一方、膵内分泌腺特異的SNAP23 KOマウスではグルコース刺激後の膵β細胞からのインスリン分泌が増加することが明
らかとなり、SNAP23がインスリン分泌に抑制的に働いていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the in vivo function of SNAP23, a soluble N-ethylmaleimide-sensitive 
factor attachment protein receptor (SNARE) molecule, we generated central nervous system (CNS)- or 
pancreatic endocrine-specific SNAP23 knockout (KO) mice.
The CNS-specific KO mice showed severe hypoplasia of cerebral cortex and cerebellum. These results 
suggest that SNAP23 is essential for brain development.
In the pancreatic endocrine-specific KO mice, pancreatic islets were morphologically normal, but the KO 
mice showed increased fusion of insulin granules and improved glucose tolerance. These results suggest 
that SNAP23 has inhibitory role in secretion in the endocrine pancreas.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞内において新規に合成された膜蛋白質
や分泌蛋白質は、脂質膜で包まれた小胞によ
って輸送されている。小胞輸送では、小胞が
供与側の膜から出芽して、受容側の膜と融合
することが必須である。この膜同士の融合に
働く分子として soluble N-ethylmaleimide 
sensitive factor attachment protein 
receptor (SNARE)分子が知られている。SNARE
分子は小胞側の v-SNARE と受容膜側の
t-SNAREに分類され、これらが合計４本のα
-helix をよじり合わせることで膜同士を
近接させ、膜融合を促すと考えられている。
哺乳類ではこれまでに 38 種の SNARE 分子が
同定されているが、個々の SNARE 分子の機能
に関しては未知の部分が多い。そこで、我々
は t-SNARE 分 子 の 一 つ で あ る
Synaptosomal-associated protein 23 
(SNAP23)に着目した。SNAP23 は広範な組織に
発現し主に細胞膜に局在する。そのため、
SNAP23 は様々な組織における細胞膜への小
胞融合に重要と考えられるが、その細胞、組
織、個体における機能はよく分かっていなか
った。 
 
２．研究の目的 
 
組織、個体における SNAP23 の機能を解明す
るため、組織特異的な遺伝子欠損マウス（ノ
ックアウトマウス）を作製し、その神経発生、
上皮形成、内分泌における役割を解析するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
SNAP23 は全身の様々な組織で発現している
ため、全身での欠損マウスは胎生致死となっ
た。そのため、Cre-loxP システムによる組織
特異的なノックアウトマウスを作製した。 
本研究では Nestin-Cre マウスによる神経特
異的ノックアウトマウスと Pdx1-Cre および
Rip-Cre マウスによる膵内分泌腺特異的ノッ
クアウトマウスを作製し、得られたマウスに
ついて形態学的、細胞生物学的、生化学的解
析を行った。 
更に、SNAP23に結合し、その機能を阻害する
低分子化合物の同定を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 神経特異的 SNAP23 ノックアウトマウス
の解析 
神経特異的ノックアウトマウスは出生す

るものの、大脳、小脳の高度の低形成を示し、
生後 3 週までに死亡するという結果を得た
（図 1）。この結果から、SNAP23 は発生中の
大脳皮質や小脳において神経前駆細胞や神
経細胞の生存に重要な役割を持っていると
考えられた。 

 
そこで、胎生期の大脳皮質を更に詳しく解

析したところ、SNAP23ノックアウトマウスで
は神経前駆細胞の形態異常が見られ、それ
に伴って新生ニューロンの遊走異常や細胞
死が生じていた。この神経前駆細胞の形態
異常は、細胞膜に局在する N-cadherin や
ZO-1といった分子が減少し、細胞間接着が
失われていることが原因の一つであると考
えられた（図 2）。これらの結果から、SNAP23
は発生中の神経前駆細胞における細胞間接
着分子の細胞膜への局在化に関わっている
ことが示唆された。 

 
このことを確かめるため、初代培養神経

前駆細胞を用いて SNAP23 のノックダウン
を行い、細胞間接着に関する解析を行った。
まず、細胞同士の接着能を aggregationア
ッセイで解析したところ、SNAP23 ノックダ
ウン細胞では細胞塊の有意な減少が見られ
た。更に、細胞膜表面の膜蛋白質をビオチ
ン 化 す る こ と で 細 胞 膜 に 局 在 す る
N-cadherinの量を検討したところ、SNAP23
ノ ッ ク ダ ウ ン 細 胞 で ビ オ チ ン 化
N-cadherinの有意な減少が認められた（図
3）。 
以上の結果から、SNAP23が神経前駆細胞に

おいて N-cadherin の細胞膜への局在化に働
いていることが明らかとなった。現在は
N-cadherin の細胞膜局在化に関わる他の
SNARE 蛋白質を同定するため、SNAP23抗体を
用いた免疫沈降法によってパートナー分子

図 1：神経特異的 KOマウスでは大脳皮質と

小脳の形成不全を示す（矢印） 
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図 2：神経前駆細胞の N-cadherin 染色 

ノックアウトマウスでは矢印の間で染色が

弱く、細胞間接着が失われている。 
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の探索を行っている。 

 
 
(2)膵内分泌腺特異的 SNAP23ノックアウトマ
ウスの解析 
 膵内分泌腺特異的ノックアウトマウスは
外見上、野生型と変わりなく、膵ランゲルハ
ンス島の組織学的解析でも異常は認められ
なかった。そこで、糖代謝に関する解析を行
ったところ、ノックアウトマウスでは空腹時
の血糖値は正常であるにも関わらず、グルコ
ース刺激後のインスリン分泌が亢進し、血糖
上昇が抑制されることが判明した（図 4）。こ
れは SNAP23 が膜融合に必須という過去の知
見と矛盾する非常に驚くべき結果であった。 

 
電子顕微鏡を用いた観察では、膵β細胞内の
インスリン顆粒の数や大きさに異常は見ら
れなかった。そこで、2 光子励起顕微鏡や全
反射顕微鏡を用いてインスリン顆粒の開口
放出過程の観察を行った。その結果、ノック
アウトマウスではインスリン顆粒の開口放
出頻度が増加していることが明らかとなっ
た（図 5）。 
これらの結果から、膵内分泌において SNAP23
はインスリン顆粒の開口放出に抑制的に働
いていることが示唆された。 
  

 

 
これまで、インスリン顆粒の開口放出に関

わる SNARE蛋白質として、syntaxin1A、VAMP2、
SNAP25 が報告されていたため、この 3分子に
よる SNARE複合体形成の量的変化を免疫沈降
法によって解析したところ、SNAP23ノックア
ウトマウスの膵ランゲルハンス島ではグル
コース刺激後の syntaxin1A-VAMP2-SNAP25複
合体がコントロールに比べ増加しているこ
とがわかった（図 6）。 
 
 

 
SNAP23も syntaxin1A、VAMP2 と複合体を形

成するが、その結合は SNAP25に比べて弱く、
膜融合の効率が悪いことが知られている。そ
のため、膵β細胞においては SNAP23が SNAP25
と競合し、syntaxin1A-VAMP2-SNAP25 複合体
の形成を阻害することによってインスリン
開口放出を抑制していると考えられる。 
 
(3)SNAP23 阻害化合物の同定 
膵内分泌腺特異的ノックアウトマウスの

結果から、膵臓で SNAP23 の作用を抑制する
ことによってインスリン分泌の亢進が可能
であると考えられた。そのため、SNAP23に特
異的に結合する低分子量化合物の探索を理
研ケミカルバイオロジー研究グループと共
同で行い、数種の結合化合物を獲得した。膵

図 3：SNAP23 をノックダウンした神経前

駆細胞では細胞膜に局在する N-cadherin

の量が減少する。 

図 4：グルコース投与後（横軸：分）のマ

ウスの血糖値（縦軸：mg/dl） 
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図 5：膵 β細胞特異的 KOではインスリン 

顆粒の細胞膜への融合頻度が亢進する 

図 6：SNAP23 ノックアウトマウスの膵ラン

ゲルハンス島では SNAP25 と結合する

syntaxin1A、VAMP2 が増加する。 



 

 

β細胞株である MIN6 細胞やマウスから単離
した膵ランゲルハンス島を用いてインスリ
ン分泌に対する効果を解析したところ、これ
らの結合化合物の中の 1つが、グルコース刺
激後のインスリン分泌を増加させることが
明らかとなった（図 7）。更にこの化合物をマ
ウス個体へ投与したところ、グルコース刺激
後の血糖上昇が PBS投与個体に比べて抑えら
れ、血中のインスリン濃度は上昇していた。
以上の結果から、この化合物が個体において
もインスリン分泌を促進する作用があるこ
とが示唆された。 

 
これらの結果から、SNAP23 阻害化合物が糖

尿病の新規治療薬となる可能性が示唆され
たが、化合物の特異性や安全性などを更に検
討していくことが今後の課題であると考え
る。 

 
 
以上のように、SNAP23 は組織ごとに異なる

機能を持っており、組織形成や生理機能に非
常に重要な役割を果たしている。また、
SNAP23 阻害化合物がインスリン分泌を促進
することから、新規薬剤の候補となる可能性
も考えられる。今後は他の組織における
SNAP23の機能の解析を行うと同時に、阻害化
合物の更なる解析を進めたいと考えている。 
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図 7：SNAP23結合化合物を添加した MIN6

細胞からのインスリン分泌量の解析 


