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研究成果の概要（和文）：　開口放出に必須なSNAP-25タンパク質のリン酸化の制御機構と脳機能での役割を明らかに
した。リン酸化部位に変異を加えた変異マウスでは不安様行動が見られるが、その発症には多様な機序が存在すること
を明らかにした。また変異マウスで見られる脳のてんかん化の過程を、自由行動下での脳波の長期連続測定によって明
らかにした。さらに抗てんかん薬の効果を脳波の連続測定で検証できる薬液の長期連続投与システムを考案した。

研究成果の概要（英文）：Regulatory mechanisms and functional roles of SNAP-25 phosphorylation were 
studied using a knock-in mouse with a single amino acid substitution at a PKC-dependent phosphorylation 
site. We found that the dephosphorylation of SNAP-25 was mediated by PP2A through Ca2+-dependent and 
Ca2+-independent mechanisms, and SNAP-25 phosphorylation played a role in stress response of animals. The 
SNAP-25 mutant mouse exhibited several distinct phenotypes, including anxiety-like behavior and 
epileptogenesis. We found that anxiety-like behaviors appeared through several different mechanisms and 
dopamine D2 receptor was involved in some mechanisms. We conducted long-term continuous video 
electroencephalogram recordings of the mice and revealed the process of epileptogenesis and epileptic 
maturation in detail. We developed a unique drug administration system to free-moving mouse during 
continuous electroencephalogram recording, which would be useful for the discovery of new antiepileptic 
drugs.

研究分野： 神経科学

キーワード： タンパク質リン酸化　プロテインキナーゼC　SNAREタンパク質　開口放出　てんかん　不安用行動　脳
波測定
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１．研究開始当初の背景 
 SNAP-25 は t-SNARE タンパク質として神経
伝達物質やホルモン分泌に不可欠な役割を
果たしている。さらに最近では、SNAP-25 は
開口放出によるレセプターやトランスポー
ター、接着分子などの細胞膜タンパク質の細
胞膜への組み込みにも重要な役割を果たし
ていることが明らかとなってきた。これまで
に我々はSNAP-25が脳内でプロテインキナー
ゼ C （PKC）によって Ser187 がリン酸化を受
けることを見出し、SNAP-25 を介した脳機能
の制御にタンパク質リン酸化機構がかかわ
っている可能性を明らかにした。さらに
SNAP-25 のリン酸化の役割を明らかにするた
め、1 アミノ酸置換による S187A 変異マウス
を作成したところ、不安様行動の発症や、て
んかん発症、脂質代謝異常、ストレス脆弱性
などの多様な表現型が現れることを見出し
た。しかしこれらの表現型がリン酸化部位の
変異とどのように関わっているのか、
SNAP-25 のリン酸化が脳のどのような機能に
関わっているのかなどは未解明のまま残さ
れていた。 
２．研究の目的 
 本研究ではSNAP-25のリン酸化の制御機構
と脳機能での役割を明らかにするため、以下
の目的を設定した。 
（１） SNAP-25 のリン酸化を制御するシグ
ナル機構を明らかにする。 

（２） SNAP-25 のリン酸化がかかわる脳の
高次機能を明らかにする。 

（３） SNAP-25 変異マウスでみられるフェ
ノタイプの発症機序を明らかにする。本研
究では SNAP-25 変異マウスで見られた多
彩なフェノタイプの内、以下の 2つのフェ
ノタイプを中心に解析を行った。 

① てんかんの発症機序を明らかにする。 
② 不安様行動の発症機序を明らかにする。 

３．研究の方法 
（１）マウス 
 C57BL/6N マウスに 13 回バッククロスした 
Snap25S187A/S187A マウス  (Kataoka et al., 
2011)のヘテロ接合体を体外受精法で掛け合
わせた後、仮親である ICR マウスに移植して
ホモ接合体と同腹のコントロールマウスを
作成した。  
（２）行動解析 
 ストレス付加は 50 ml プラスチック遠心管
に閉じ込めたマウスを冷水に肩まで浸ける
拘束浸水ストレスを主に用いた。不安様行動
の計測には、明暗選択試験、オープンフィー
ルド試験および高架十字迷路試験を用い、赤
外線ビーム法あるいはビデオトラッキング
法で定量的な解析を行った。 
（３）脳波解析 
 深麻酔下でマウス頭部に慢性電極を装着
した。大脳皮質にはビス電極を、海馬には双
極電極を用いた。12 時間 12 時間の明暗サイ
クル（08:00 および 20:00 開始）中に置いた
専用ケージで脳波の連続測定とビデオカメ

ラによる常時観察を行った。暗期の行動観察
には赤外線カメラを用いた。脳波の解析ソフ
トは Multi Scope 2100 を用いた。 
（４）シナプトゾーム解析 
マウスの脳を 4℃低温下でテフロンホモジ

ナイザーを用いてホモジナイズした後、定法
に従って遠心分画を行い P2 分画を得た。酸
素で飽和させた Low-K+ buffer 中に懸濁し
37℃で 10 分間インキュベーションした後、
さまざまな薬物処理を行った。 
（５）イムノブロット 
脳ホモジネートや粗シナプトゾームを SDS

サンプルバッファーで溶解させ、SDS-PAGE で
タンパク質を分離し、様々な特異抗体を用い
てイムノブロット解析を行った。陽性バンド
の定量化は化学発光検出系を使用し、
LAS-4000 を用いて定量した。 
（６）組織化学解析 
全身麻酔したマウスを還流固定法で4% PFA

で固定した後、脳を取り出し一昼夜 4°C で 
4% PFA で後固定した。パラフィン包埋後 3 μ
m厚の切片を作成し、必要に応じて 5 μg/ml 
of proteinase K で 3 分間抗原賦活化を行っ
たのち、様々な特異抗体で抗体染色を行った。 
４．研究成果 
（１）SNAP-25 リン酸化制御のシグナル機構 
C57BL/6N 正常マウス脳から粗シナプトゾ

ームを調整し、フォルボールエステル
phorbol 12,13-dibutyrate (PDB)処理で PKC
依存的なリン酸化を引き起こさせた。その後
イオノマイシン処理をすると、外液に Ca2+存
在下でのみSNAP-25や同じシナプス前タンパ
ク質である GAP-43 の脱リン化が引き起こさ
れたが、Ca2+依存的なホスファターゼである
calcineurin/PP2B の阻害剤（FK506 あるいは
cyclosporine A）では抑制されなかった。
SNAP-25 の脱リン酸化は PP1 および PP2A を
阻害する calyculin A や PP2A に選択的なオ
カダ酸で抑制されたが PP1 に選択的な
tautomycin では抑制されなかった。それに対
して GAP-43 の脱リン酸化はこれらの阻害剤
では抑制されなかった。外液の Ca2+非存在下
で PDB 処理すると、SNAP-25 のリン酸化はオ
カダ酸によって濃度依存的に亢進したが
GAP-43 のリン酸化には変化が見られなかっ
た。以上の結果から PP2A は Ca2+依存的および
非依存的な二つの異なる機序でSNAP-25の脱
リン酸化に寄与しているが、GAP-43 の脱リン
酸化には寄与していないことが明らかとな
った。 
（２）ストレス反応への SNAP-25 のリン酸化
の関与 
正常な C57BL/6N マウスを拘束浸水ストレ

スにさらすと脳内のSNAP-25のリン酸化レベ
ルが増大し、ストレスを解除するとリン酸化
レベルは再び低下した。ストレスを加えない
際およびストレスを加えた際のSNAP-25のリ
ン酸化レベルは大脳皮質や海馬、扁桃体など
のストレス反応に関わりの深い脳内部位で
高かった。またリン酸化のレベルはストレス



強度に依存して高くなった。アドレナリンを
静注するとSNAP-25のリン酸化は増加したが、
副腎を摘出したマウスでもストレスを加え
ると SNAP-25 のリン酸化レベルは増加した。
以上の結果からSNAP-25のリン酸化は中枢神
経系あるいは末梢神経系を関与する複数の
機序でストレス反応に関与していることが
明らかとなった。 
（３）Snap25S187A/S187A マウスで見られるフェ
ノタイプの発症機序 
① 連続的脳波測定による脳のてんかん化
およびてんかんの重篤化の過程解明。 
様々な週齢のSnap25S187A/S187A マウスに慢性

電極を装着し、自由行動下で最長 10 週間の
脳波の連続測定とビデオによる行動観察を
行った。生後 3週頃まででは海馬では異常脳
波は認められなかったが、大脳皮質では棘-
徐波複合が多発していた。棘-徐波複合の周
波数は 6.92 ± 0.71 Hz、平均の持続時間は
1.73 ± 0.39 であり、視床と皮質で観察さ
れ る が海馬 で は見ら れ ないこ と や 、
ethosuximide で抑制されることなどから欠
神発作と考えられた。生後 23.1 ± 3.6 日で
何らの前兆なしに全身発作が発症したが、持
続的ではなく 41.3 ± 14.8 h 以内に全身発
作の発症が見られなくなった。全身発作発症
が停止した後も、大脳皮質や海馬でスパイク
が多発したが徐々にスパイク数は減少し、ス
パイクが見られない quiet period が現れた。
その後大脳皮質や海馬でスパイクが再び見
られるようになり、生後 30.2 ± 2.9 日から
全身発作が再び多発するようになり、70週齢
の老齢マウスでも全身発作が多発していた。
1 日当たりの全身発作の発症数は一定ではな
く周期的に変化していた。全身発作の多発を
繰り返すうちに、脳波に以下のような様々な
進行性の変化が見られた。全身発作の発症数
の変動周期は徐々に短くなっていき、1 日当
たりの全身発作の発症数は増大した。また全
身発作の持続時間は長くなり、脳波の波形に
も顕著な変化が認められた。さらに全身発作
の発症がない場合にも海馬や大脳皮質で見
られるスパイクの波形が変化し、数も増加し
た。これらの変化は生後 20 週くらいで最大
になったが、その後は少なくとも 70 週齢に
なるまで顕著な変化は生じていなかった。 
②Snap25S187A/S187A マウスで見られる脳内タン
パク質と脳内構造の異常 
 イムノブロット解析やDNAのマイクロアレ
イ解析を行うとSnap25S187A/S187A マウスの海馬
では様々なタンパク質の発現変化が生じて
いることが明らかとなった。さらに免疫組織
解析を行うと海馬や大脳皮質でアストログ
リア細胞の活性化や海馬歯状回の内分子層
でニューロペプチドY陽性線維のスプラウテ
ィングが起こっていることも明らかとなっ
た。しかしこれらの多くは S187A の遺伝子変
異に基づくものではなく、てんかん発症に起
因した２次的な変化であると考えられた。  
Snap25S187A/S187A マウスの脳のてんかん化や

SNAP-25 は細胞膜タンパク質の細胞膜への組
み 込 み に も 関 与 し て い る こ と か ら 、
Snap25S187A/S187A マウスで見られるてんかん発
症の原因がタンパク質の発現変化ではなく、
膜タンパク質の細胞内局在性の異常による
ものである可能性を探るため、全身発作が発
症する前の生後2週齢と全身発作が多発した
後の生後4週齢のマウス脳の細胞分画を行い、
GluN1, GluN2A, GluN2B, GluA1 および GluA2
グルタミン酸レセプターの局在を調べた。そ
の結果 GluN1, GluA1 および GluA2 の細胞内
局在に正常マウスとSnap25S187A/S187A マウスで
有意な違いが見られたが、全身発作の発症前
に違いが見られたのは GluA2 のみであった。
以上の結果はSNAP-25のリン酸化部位の変異
によってGluA2レセプターの細胞膜への組み
込みに異常が生じていることが全身発作発
症の原因となっている可能性が考えられた。 
③自由行動下で脳波の連続測定を行ってい
るマウスへの薬物の連続投与法の開発 
Snap25S187A/S187A マウスのホモ変異体はほぼ

同一の時間経過で脳がてんかん化するが、2
年近く生存することから、てんかん化の進行
の過程の解明や抗てんかん薬の開発などに
有用なモデルマウスであると考えられる。て
んかんの発症や進行の解析には脳波測定が
不可欠であるが、てんかん発作はいつ起こる
か予想がつかないため、解析には長期間の脳
波の連続測定が必要である。さらに抗てんか
ん薬などの効果を調べるには通常腹腔内あ
るいは皮下投与を行うが、てんかんの発症や
進行は長期間にわたるため、薬物投与も繰り
返し行う必要がある。しかし脳波の連続測定
中に動物を捕獲し腹腔内投与を行うことに
は困難が伴うことや捕獲拘束によるストレ
スが脳波に影響を及ぼす可能性も考えられ
る。さらに実験者がいない夜間にも薬物投与
を続ける必要がある。このようなことから長
期間の薬物連続投与と脳波の連続測定を行
える実験系が必要である。 
このような問題を解決するため我々は脳

波測定の慢性電極を固定するソケットを利
用し、シリンジポンプで常時連続的に薬液を
皮下あるいは腹腔内投与するシステムを開
発し特許申請を行った。この装置を用いるこ
とにより、自由行動下で脳波の連続測定を行
っているマウスに、最長 22 日間の薬液投与
と 脳 波 測 定 を 行 う こ と に 成 功 し 、
ethosuximide が Snap25S187A/S187A マウスでの
全身発作の発症を有意に（p = 0.00011）遅
らせる作用があることを明らかにした。 
④Snap25S187A/S187A マウスで見られる不安様行
動の発症機序の解析 
Snap25S187A/S187A マウスで見られる行動異常

の原因とモノアミン動態の関係を明らかに
するため、カテコールアミン遊離を引き起こ
すメタンフェタミン投与の効果を調べたと
ころ、変異マウスで見られる行動異常の中で
新規環境下での自発運動の急速な低下が減
弱するが不安様行動には変化が見られない



ことが明らかとなった。さらにドーパミン
D2/D3 レセプターのアゴニストであるキンピ
ロールを 80 mg/kg で投与した場合にも、新
規環境下での自発運動の急速な低下が減弱
したが不安様行動には影響が見られないこ
とが明らかとなった。以上の結果から D2/D3
受容体を介したドーパミンの作用は新規環
境下での自発運動の制御に関与しているが、
不安様行動の発現には関与していないと結
論された。 
生後発達期のSnap25S187A/S187A マウスを用い

て不安様行動の解析を行ったところ、不安様
行動は先天的なものではなく生後3週頃に突
如出現する後天的なものであることが明ら
かとなった。Snap25S187A/S187A マウスでは生後
3 週頃に全身発作が多発することから、生後
19 日から脳波の連続測定と行動解析を行っ
たところ、全身発作の多発後数日以内に強い
不安様行動が出現すること、抗てんかん薬で
あるバルプロ酸を投与しておくと不安様行
動の発症時期が有意に遅れることなどが明
らかとなった。以上の結果からSnap25S187A/S187A 
マウスで見られる不安様行動は、全身発作の
発症によって引き起こされる2次的なもので
あると結論された。 
⑤C57BL/6 マウスで見られる不安様行動の発
症機序の解析 
正常な C57BL/6 マウスに 10 mg/kg のキン

ピロールを投与すると、明暗選択テストやオ
ープンフィールドテストで不安様行動が誘
発された。明暗選択テストでの不安様行動は
D2/D3 レセプターのアンタゴニストであるハ
ロペリドールを同時投与するとみられなく
なることや、D2 レセプターノックアウトマウ
スでは見られないことから D2 レセプターが
関与していると結論された。それに対しオー
プンフィールドテストでみられる不安様行
動はハロペリドールで影響されず、D2 レセプ
ターのノックアウトマウスでもみられるこ
とから D2 レセプターの関与なしに現れるこ
とが明らかとなった。 
正常な C57BL/6N マウスにピロカルピン投

与でてんかん重積を起こすと不安様行動が
出現する。てんかん重積を 1.5 あるいは 4.5
時間起こさせると、いずれの場合にも少なく
とも3日後には強い不安様行動を示すことが
明らかとなった。てんかん重積を 4.5 時間起
こさせたマウスでは不安様行動は生涯変わ
ることなく示したが、てんかん重積を 1.5 時
間起こさせたマウスでは重積後3日目で最も
強い不安様行動を示した後は徐々に不安様
行動は減少していった。1.5 時間および 4.5
時間のてんかん重積マウスの脳波の連続測
定を行ったところ、4.5 時間てんかん重積マ
ウスではてんかん重積後4日目から自発性の
全身発作を多発し脳がてんかん化したと判
断されたのに対し、1.5 時間てんかん重積マ
ウスでは重積後数日間は全身発作が見られ
るものの重積後1週間以降は全身発作は見ら
れなくなった。しかし 1.5 時間てんかん重積

マウスでは、その後も海馬を中心に正常マウ
スでは見られないスパイククラスターが多
発し続けており、発作の形では現れない脳の
障害が起こっていることが明らかとなった。
イムノブロット法で海馬のタンパク質の変
化を調べると、グルタミン酸レセプターや足
場タンパク質、シナプス前タンパク質の発現
量は、1.5 時間および 4.5 時間てんかん重積
マウスのいずれにおいても重積後数日まで
に 20～50%低下したが回復することはなかっ
た。それに対し脳由来神経栄養因子（BDNF）
の発現はてんかん重積後4日目に大きく増加
していたが、1.5 時間てんかん重積マウスで
は 18 日目には元のレベルに戻るのに対し、
4.5 時間てんかん重積マウスでは高いまま維
持されており、明暗選択テストでの不安様行
動の指標と BDNF の発現量の間には強い負の
相関(r = -0.75)が認められた。 
 これらの結果から、不安様行動の発症には
様々な機序が存在し、その中にはドーパミン
D2 レセプターや BDNF が関与する機序が存在
することが明らかとなった。 
（４）総括 
① SNAP-25 リン酸化の意義 
 シナプトゾームを用いてプロテインキナ
ーゼ C依存的な SNAP-25 のリン酸化にどのよ
うな神経伝達物質のレセプターが関与して
いるかを特定することはできなかったが、脱
リン酸化がCa2+依存的および非依存的にPP2A
で制御されていることを明らかにすること
ができた。さらに SNAP-25 のリン酸化は中枢
神経系および末梢神経系を介した複数の経
路でストレス反応に関与していることも明
らかとなった。 

② 脳のてんかん化の機序 
 Snap25S187A/S187A マウスでは大脳皮質や視床
で欠神発作が多発していることが明らかと
なった。欠神発作の発症には T 型 Ca チャネ
ルの異常が関与していると考えられている
が、特異抗体を用いた免疫組織化学では野生
型マウスとの間に T 型 Ca チャネルの発現量
や局在性に顕著な差異は認められず、欠神発
作の発症機序の解明は今後の課題として残
されている。これ以外に Snap25S187A/S187A マウ
スでは生後3週頃に自発性の全身発作が見ら
れることが明らかとなった。発症原因として
はニューロペプチドYやセロトニンの放出異
常の可能性や、開口放出によるレセプターや
トランスポーターの細胞膜への移行異常な
どが考えられた。前者についてはマイクロダ
イアリシス法で変異マウスの扁桃体でドー
パミンやセロトニン遊離が半減しているこ
と、後者については海馬での AMPA 型グルタ
ミン酸レセプターであるGluA2の局在性に異
常が生じていることを見出したが、全身発作
発症との関連性については今後の課題とし
て残されている。 
③ 不安様行動の発症機序 
 C57BL/6 マウスや Snap25S187A/S187A マウスを
用いた解析から、不安様行動の発症には多様



な機序が存在することが明らかとなった。
Snap25S187A/S187A マウスやピロカルピン投与マ
ウスで見られる不安様行動は全身発作の多
発やてんかん重積によって数日以内に生じ
る何らかの脳内構造の変化に起因しており、
BDNF の発現変化が関わっている可能性が明
らかとなった。これ以外の機序としては、ド
ーパミンの D2 レセプターの活性化によって
ある種の不安様行動も誘起されることが明
らかとなった。高ストレス社会である近代社
会では不安障害の患者が急増しているが、今
回得られた知見は多様な不安障害の発症機
序や治療方法の開発に何らかの貢献をする
ことが期待できる。 
④ 新しい抗てんかん薬開発への有用性 
 Snap25S187A/S187A マウスは生後 3 週頃に全身
発作を多発した後、一定の過程を経て脳のて
んかん化および重篤化が起きる。生後 3週く
らいで約 15%のホモ変異体が死亡するが、そ
の後の死亡率は高くなく多くは2年近く生存
する。脳に損傷が起こると脳に何らかの変化
が生じ、その結果脳がてんかん化すると考え
られているがその過程の詳細は明らかでは
なかった。Snap25S187A/S187A マウスでは生後 3
週頃に起こる全身発作の多発が脳のてんか
ん化を起こす原因であると考えられるが、今
回我々は自由行動下での脳波の長期測定を
行い脳のてんかん化と重篤化に伴う脳波の
変化を捉えることに成功した。脳の損傷が起
こった後、自発性のてんかん発作が起きるよ
うになって脳がてんかん化するまでの間に
潜伏期が存在するか否かは議論の分かれる
ところであったが、今回我々は脳波の連続測
定によりスパイクの発生も見られない quiet 
period が存在することを実証した。また自発
発作が起きるようになった後も、様々な進行
性の脳波の変化が起きていることも明らか
にした。さらに薬液の連続投与システムを開
発し、生後 3 週以前から ethosuximide を連
続投与しておくとSnap25S187A/S187A マウスの全
身発作の発症が有意に遅れることも明らか
にした。今回開発した薬液の連続投与システ
ムは、マウスにストレスを与えることなく、
脳波や行動への薬物の効果を長期間にわた
って調べることができるばかりではなく、従
来用いられているオスモティックポンプと
は異なり随時投与量を変えたり、薬の種類を
変えたり、断薬することが可能である。
Snap25S187A/S187A マウスと自由行動下での脳波
の連続測定と薬液投与システムを用いるこ
とは、難治性てんかんの治療薬の開発にきわ
めて有効な手段となることが期待できる。 
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