
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

２光子励起蛍光寿命画像法を用いた膜融合関連蛋白の構造と機能解析

Analysis of structure and function of proteins involved in membrane fusion using
 two-photon fluorescence lifetime imaging

６０３３２１７８研究者番号：

高橋　倫子（Takahashi, Noriko）

東京大学・大学院医学系研究科（医学部）・講師

研究期間：

２６４６０２９０

平成 年 月 日現在２９   ５ ３０

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：膜融合は伝達物質の放出やホルモン分泌をはじめとする生理機能に深くかかわる現象
である。今回は2光子励起蛍光寿命画像法と遺伝子工学的な蛋白蛍光標識法を併用し、膜融合にかかわる蛋白質 
SNARE の複合化を生きた細胞内で定量し、融合過程に伴う構造変化をとらえた。大脳シナプス前終末では強い複
合化が認められ、SNAP25 のリンカーを介したSNARE複合体のオリゴマー化が超高速の放出を裏付けると考えられ
た。また、複合化率は放出確率に関連することが示唆された。一方、安静時の膵内分泌細胞では複合化はほとん
どおきておらず、カルシウムをはじめとする分泌刺激が到来後してはじめて複合化するものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Membrane fusion is involved in neurotransmitter release and hormone 
secretion. Using two-photon fluorescence lifetime imaging and fluorescence labeling techniques of 
proteins, we measured assembly of proteins involved in membrane fusion, and detected the 
conformational change during the exocytosis. We detected the significant assembly of SNARE molecules
 in the presynaptic terminals, and oligomerization with the linker of SNAP25 was required for the 
ultrafast exocytosis. Moreover, such assembly was considered to be related with release probability.
 However, in the resting conditions in pancreatic beta cells, seldom assebly was detected, 
indicating that stimulants those increase cytosolic calciumconcentration is neccesary for assembling
 SNARE molecules. 

研究分野：生理学
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１．研究開始当初の背景 
インスリンは糖代謝や生体の成長に必須の
ホルモンで、その分泌異常は 2型糖尿病の成
因に深くかかわる。したがって、開口放出過
程を含めた分泌機構の全貌の解明は、医科学
の重要な課題である。インスリンは、膵臓に
散在する膵島のβ細胞から調節性に分泌さ
れる。従来の研究では、神経細胞のシナプス
で想定されている分泌モデルが外挿されて
いるケースが多くみられ、膵臓を初めとする
内分泌細胞の分泌過程の理解に混迷を与え
てきた。そこで、膵内分泌組織とシナプス前
終末の違いにつき、最先端の技術（蛍光プロ
ーブ、蛍光寿命測定法、2 光子励起顕微鏡）
を活用し、膜融合前の準備状態を生体標本で
定量し、両者の違いの有無を検出できるか検
討した。また、蛍光寿命画像法と分子間FRET
実験によりで示される「複合化率」の意味す
る実体の解釈を図った。 
 
２．研究の目的 
開口放出は一般に、真核細胞の生存や機能
に広くかかわる重要な生理現象である。
SNARE 蛋白質群は、細胞膜と顆粒膜の融
合を担う中核蛋白であり、その複合化の様
式と膜融合の関連を調査することを目的と
した。分子の複合化は、2光子励起 蛍光寿
命画像法を活用して計測し、同時に膜融合
は電気生理学的手法（シナプス伝達の計測）
や画像法（インスリン分泌像の検出）によ
り行った。神経と膵内分泌組織を同一実験
系で測定することにより、複合化の起こり
方の違いを直接的に比較することを目指し
た。両者の Ca2+依存的膜融合の時定数を比
べると、小胞では１ms、内分泌標本では
10-1000sを呈し、速度に大きな隔たりがあ
る。この違いに SNARE分子の複合化様式
がいかに関わるかを検証を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1)前半では、健常マウスの膵島や大脳皮質
シナプス前終末に、遺伝子工学的に蛍光標
識した SNARE蛋白のプローブを発現させ、 
2 光子励起蛍光寿命画像法を用いて分子間
FRETを測定し、分子同士の結合率を測定
した。シナプス前終末における SNARE複
合化率が、放出確率やシナプス後構造と如
何に関連するか、シナプス後電流に伴うカ
ルシウム変動や画像情報をもとに、相関解
析した。 
 
(2)また、SNAP25欠損マウスを活用し、蛍
光標識SNAP25FRETプローブが膜融合を
起こしうるか、検証も行った。顆粒膜と細
胞膜の間の融合はパッチクランプによるシ
ナプス後電流記録によって行う。アクティ
ブゾーンでは、SNAP25の二つの αヘリッ
クス間をつなぐリンカー部分を介して、超
分子構造・オリゴマーが形成されている仮
説（domain swapping model) を、種々の

変異体プローブを導入することで検証した。 
 
４．研究成果 
(1)生体標本でtrans-SNARE と cis-SNARE を
区別して定量化する方法を、初めて確立し論
文報告した（Nature Commun.2015 Takahashi 
et al.). SD ラットの大脳皮質単離培養標本
を用い、Syntaxin1 の C 末(細胞外領域）と
VAMP2 の C 末（顆粒内領域）に、蛍光共鳴エ
ネルギー移動（FRET）を起こす組合わせの色
素(mturquoise と Venus)を結合させ、蛍光
寿命計測系を用いて分子間複合化率を測定
すると、膜融合後に形成される cis-SNARE 複
合化量を選択的に検出することができ、神経
終末で約 20％と推定された。一方、両分子の
N末（共に細胞質領域）を色素で標識し、FRET
を計測すると、cis-SNARE と trans-SNARE 
双方の形成量が反映され、シナプス前終末に
おいて約 30％の複合化率が示された。この差
にあたる 10% こそが膜融合の準備過程を形
成する trans-SNARE の形成率を反映すると
考えられた。この trans-SNARE 複合化率の測
定法を差分法（subtraction method）と名付
けた。 

 
(2)一方、軸索と神経終末の間のシグナルを
比べると、C 末標識の際（cis-SNARE 複合化
の検出）には両者に差がなく、N 末標識時に
は 10％の差があったことから、cis-SNARE は
ブートンで形成された後、素早く軸索に拡散
することが予想され、Sucrose 刺激時にその
動態を確認した。TTX（テトロドトキシン）
処理により神経活動を止めると、軸索の複合
化率が処理時間依存的に減り、trans-SNARE 
の形成量は不変であることが示された。以上
より、軸索と神経終末の FRET シグナルの差
から trans-SNARE 形成量を割り出すことが
可能となり、勾配法（gradient method）と
名付けた。 
 
 



 
(3)膵島では、細胞膜に発現する t-SNARE 同
士の複合化は、安静時細胞膜において、5％
認められ、検定により有意性が確かめられた。
しかし、顆粒膜に発現する VAMP2 を巻き込む
ような複合体の形成率には0との有意差が認
められず（Willcoxon 検定）、有意には形成
されていないことが判明し、神経シナプス前
終末とは対照的な結果が示された。類似の結
果は副腎髄質の腫瘍株である PC12 でも確認
された。 
 

 
(4)シナプス前終末における trans-SNARE 
複合化率が、放出確率に正の相関を示すこと
が示された。 
 

ポストシナプス細胞を蛍光標識し、プレシナ
プスに相対するスパインの大きさを測定し
た。スパインの大きさが大きいほど、プレシ
ナプスでの結合率は高く、また、ポストにお
けるカルシウムシグナルで定量した結果、プ
レの放出確率も高いことがわかった。したが
って、シナプス前終末における trans-SNARE 
形成率と放出確率には正の相関があると推
測される。 
 

(5)SNAP25 のオリゴマー化がマウス神経細
胞における超高速の伝達物質放出に重要で
あることを、2系統の SNAP25 変異体を用いて
証明した。実験では SNAP25 欠損マウスから
単離培養した大脳皮質神経細胞を用いた。
FRET プローブとして、ドナー色素を N末に結
合させた mturquoise(mtq)-SNAP25 と、アク
セプター色素を第二αヘリックスの直前に
挿入した SN1-Venus(Ven)-SN2 の二種を基本
形とした。両者の FRET は、2光子励起蛍光寿
命画像法を用い、軸索終末領域で計測した。
通常は約 15%の結合率を示し、免疫組織染色
で、シナプス前終末分子：Basoon と共局在し
た。  
 第一に SNAP25 の C 末欠損体でプローブを
作成した。7 残基欠損体では結合率に変化は
見られず、9 残基欠損体では結合率が有意に
減弱した。この際、20Hz 電気刺激を与えて
シナプス伝達（IPSC）を計測すると、Δ9 変
異体では第一刺激による伝達が見られず、刺
激を反復させると遅れた伝達が検出された。
また、刺激後伝達までの潜時はΔ9 で有意に
延長した。以上より、SNAP25 の C 末は SNAP25
の オリゴマー化（domain-swapping 構造形
成）に必要で、速い伝達物質放出に関与する
ことが示唆された。 
 第二に、SNAP25 の二つのヘリックスを連結
するリンカーの延長変異体を作成した。12 残
基～20 残基延長体のいずれも、結合率は対照
と同等だった。しかし、IPSC は、10 残基以
上の延長で有意な遅れが検出された。また、
第一回刺激における IPSC の振幅も、10 残基
以上の延長で有意に減弱した。以上より、リ
ンカーを延長させてもドメイン構造は構成
されるが、適切なリンカー長が速い放出を起
こすのに必須で、それは融合細孔を取り巻く
SNARE 複合体間（SNAP25 リンカー領域）の張
力に反映されると考察された。（論文準備中） 
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