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研究成果の概要： 

SNAP-25 はシナプス前部に発現するタンパク質で、神経伝達物質の放出に必須な役割を果

たしている。SNAP-25 の Ser187はプロテインキナーゼ C によってリン酸化を受けるが、その

機能的な役割については明らかではなかった。今回プロテインキナーゼ C による神経伝達物質

の放出制御にそのリン酸化が必須であり、ストレス応答などの脳機能や、てんかん発作など疾

患に深く関わっていることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

 シナプス可塑性は記憶や学習などの細胞
基盤であり、その機構解明は現在の神経科学
の重要な課題となっている。シナプス伝達を
担う神経伝達物質の放出はリン酸化によっ
て制御されており、その制御がシナプス可塑
性の一つの重要な機構と考えられている。多
くの研究から神経伝達物質放出が多様なタ
ンパク質キナーゼによって促進的に制御さ
れていることが明らかにされたが、シナプシ
ンのようなごく尐数の例外を除き、どのよう
なタンパク質のリン酸化によってどのよう

な機構で放出制御が起こっているか、それら
のリン酸化がどのような脳の機能の発現に
関わっているのかなどの多くの重要な問題
が未解決のまま残されていた。 
 

２．研究の目的 

 本研究はプロテインキナーゼ C（PKC）を
介した神経伝達物質放出の制御機構を分子
レベルおよび細胞レベルで明らかにすると
共に、リン酸化部位に変異を加えた遺伝子改
変マウスを用いて、そのリン酸化がどのよう
な脳の機能の発現に関わっているかを明ら
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かにすることを目的とした。  

 

３．研究の方法 

１）抗体の作成 

 抗リン酸化抗体は SNAP-25 の C 末付近の
配列（IMEKADS(Pi)NKTRI）を持つ合成リ
ン酸化ペプチドをウサギに免役し、得られた
抗血清から抗原ペプチドを用いたアフィニ
ティーカラムを用いて精製した。SNAP-25a

および SNAP-25b 特異抗体は両者の配列が
最も異なる部位の合成ペプチド（SNAP-25a, 

LDRV EEGMNHINQD; SNAP-25b, LERI 

EEGMDQINKD）を抗原とし、抗原ペプチ
ドを用いたアフィニティーカラムを用いて
精製した。 

 

２）免疫組織化学 

 パラホルムアルデヒドで還流固定したマ
ウスの脳のパラフィン切片を作成し、免疫組
織化学を行った。必要な場合にはプロテアー
ゼ K を用いて抗原賦活化を行った。 

３）ストレス実験 

 拘束冷水ストレスはマウスを空気穴を開
けた 50ml 遠心管に閉じこめ、18℃の冷水に
30 分漬けた。 

４）ノックインマウスの繁殖 

 ノックインマウスは体外受精を用いて計
画的に同腹の野生型およびホモ変異体を出
生させ使用した。 

 

４．研究成果 
１）SNAP-25 ファミリータンパク質の 

脳内発現 

 SNAP-25にはスプライシングによって生じ
た SNAP-25aおよび SNAP-25bの 2種類のアイ
ソフォームが存在する。これらのアイソフォ
ームの脳内発現やリン酸化による機能調節
の機構の違いを明らかにするため特異抗体
を作成し解析を行った。リコンビナントタン
パク質を用いて特異性を調べたところ、得ら
れた抗体は他のアイソフォームとは互いに
亣差製を示さないことが確認された。リコン
ビナントタンパク質を基準として、成体マウ
ス海馬での発現量を定量的イムノブロット
法で調べたところ、SNAP-25bの発現量は
SNAP-25aや、様々な組織に普遍的に発現する
SNAP-23の10倍であることが明らかとなった。
細胞分画法で調べると、SNAP-25bや SNAP-23
は膜分画に多く含まれるのに対し、SNAP-25a
のかなりの割合が、可溶性分画である LS2分
画に来ることが明らかとなった。PC12細胞を
用いて細胞内局在を調べたところ、SNAP-25b
は細胞膜に局在するのに対し、SNAP-23や
SNAP-25aは細胞質に存在することが明らか
となった。マウスの脳を免疫組織化学で調べ
ると、SNAP-25a、SNAP-25bおよび SNAP-23は
異なる脳内分布を示すことが明らかとなっ

た。以上のことから SNAP-25の各アイソフォ
ームは脳内で異なる局在を示し、異なる機能
を担っていることが明らかとなった。 
 
２）SNAP-25のリン酸化による、神経伝達物 

質の放出促進機構の解明 
 開口放出による神経伝達物質の放出には
SNAREタンパク質（SNAP-25, Syntaxin, 
VAMP-2）が複合体を形成することが必要であ
る。今回組替えタンパクを用いた解析により、
SNAP-25の Ser187が PKCによってリン酸化を
受けると Syntaxinとの結合の親和性が増加
することを明らかにした。さらに副腎髄質細
胞を用いた電気生理学的解析からは、リン酸
化が起こると分泌小胞プールが増大し放出
が促進されることも示した。またインスリン
分泌細胞を用い、SNAP-25のリン酸化が、PKC
依存的な開口放出の促進に不可欠であるこ
とも明らかにした。 
 
３）SNAP-25のリン酸化が見られる脳内部位 

の特定と、生理的な役割の解明 
 抗リン酸化 SNAP-25抗体を用いたイムノブ
ロット解析から、SNAP-25のリン酸化の度合
いが大脳皮質や海馬、扁桃体で特に高いこと
を示した。マウスを冷水ストレスへの暴露や
カイニン酸による痙攣誘導の際、これらの部
位で SNAP-25のリン酸化が更に亢進し、スト
レスから解放すると速やかに負荷前のレベ
ルにまで減尐した。これらの結果からストレ
スや痙攣発作などの生理的な変化や脳機能
異常によって SNAP-25のリン酸化が大きく変
動することが判った。 
 副腎を摘出したマウスに冷水拘束ストレ
スを加えた場合にも、脳内各部位での
SNAP-25のリン酸化の亢進が見られることか
ら、恐らくは扁桃体で関知されるストレス刺
激は、HPA軸を介さずに直接脳内各部位に伝
えられると考えられた。 
 
４）ストレス脆弱性機構の解明 
 PKCによるリン酸化部位であるSer187をAla
に置換した SNAP-25変異マウスはさまざまな
興味深い行動異常を示す。ホモ変異体マウス
を高ストレス環境である、代謝ケージに入れ
て飼育を行ったところ摂食や飲水をほとん
どしなくなってしまい、１週間以内に実験に
用いた全個体が死亡した。この様な拒食傾向
は通常の飼育ケージでも見られ、個別飼育し
た後のしばらくはケージ亣換の様な些細な
刺激で拒食に陥ることが分かった。ホモ変異
体はしばしば自傷行為を行うほか、痙攣発作
を起こすことも観察された。 
 SNAP-25のノックインマウスのストレス脆
弱性の機構を調べるため、拘束ストレスを加
えた際の血中コルチコステロン濃度の変化
を調べたところ、野生型との間に顕著な差が



 

 

見られないことが明らかとなった。さらに海
馬のグルココルチコイドレセプターの発現
量をイムノブロット解析で調べたが、やはり
顕著な差は認められなかった。以上のことか
ら、ストレス脆弱性の原因は HPA軸の上流に
あることが推察された。 
 
５）SNAP-25リン酸化部位変異マウスで見ら 

れる脳内変化の解析。 
SNAP-25のノックインマウスの脳の生化学

的および組織化学的解析を行ったところ、ホ
モ変異マウスでは海馬を含む広い領域でア
ストロサイトの活性化が見られ、海馬自体大
きかった。さらに海馬歯状回での新生ニュー
ロン数も野生型の２倍近く増加していた。海
馬や大脳皮質では BDNF、ニューロペプチド Y
（痙攣や不安感に関与）の発現量も著しく増
加していた。様々な週齢の SNAP-25-KIマウ
スを解析した結果、生後３週頃に海馬歯状回
顆粒細胞層で c-fosの特異的な発現が見られ、
その後上述の変化が生じてくる事が明らか
となった。 
 

６）末梢組織での SNAP-25リン酸化の役割 
SNAP-25は自律神経終末や内分泌細胞にも

発現し、さまざまな末梢機能の制御にも関わ
っている。生後 1年くらいのホモマウスは痩
せており、平均体重は雄で野生の 6割程度で
しかなかった。野生型マウスの体重は生後 15
週位までに急激に増加した後もゆっくりと
増加するが、変異マウスは生後の急激な体重
増加が野生型より小さいのみならず、体重増
加が 15週付近で停止するという際だった特
徴を示した。ホモ変異体では体脂肪の蓄積が
極めて貧弱で、下腹部や卵巣や腎臓の周囲の
内臓脂肪の発達が悪いことが明らかとなっ
た。ホモ変異体の平均の摂食量は野生型と差
が無いが、飼育日数と共に体重差が大きくな
っていった。以上のことから、ホモ変異体で
はエネルギー代謝にも何らかの異常が生じ
ており、末梢神経系での SNAP-25のリン酸化
が何らかの重要な役割を果たしていること
が示唆された。。 
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