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研究成果の概要： 私たちはα1A アドレナリン受容体(以下α1A 受容体)の相互作用分子として
細胞内小分子であるスナピンを同定し、その生体内における機能的意義を解明する目的で研
究しています。私たちはこれまでに、スナピンがα1A受容体のみならず TRPC6 Ca2+チャネルと
も相互作用し、この受容体とチャネル間に生理的リンクを形成する重要な介在分子であるこ
と、その結果としてα1A 受容体作動性の TRPC6 Ca2+チャネルを介する Ca2+流入機構において
中心的な役割を担っていることを明らかにしそのメカニズムを報告してきました。 
今回私たちはこの受容体作動性 Ca2+流入機構が生体内で担う機能的役割の一つとして神経

伝達物質の遊離に着目し、PC12 細胞を用いてドパミン分泌への関与を調べました。その結果、
スナピンを強発現した PC12 細胞ではα1A 受容体の活性化により Ca2+流入が著しく増大すると
共に、細胞外へのドパミン分泌が増大することが観察されました。さらにこのようなドパミン
分泌量の増大は 1) α1A 受容体刺激後の後期相で観察される受容体作動性 Ca2+流入の増大に依
存する成分と、2) 受容体刺激直後に観察されるスナピンと SNARE 複合体間の相互作用によ
ると考えられる成分の２種類から成っていることが示唆されました。 
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１．研究開始当初の背景 

近年、G タンパク共役型受容体には多様な
相互作用分子が存在することが明らかにな
ってきています。そして、このような相互作
用分子による受容体機能の修飾は、生体内に
おける受容体のシグナルを解析する上で必
要不可欠であると認識されるようになって

きました。 
私たちは、G タンパク共役型受容体の一つ

であるα1A 受容体が生体内で多様な機能的・
薬理学的特性を示すことから、「生体内に
α1A 受容体の相互作用分子が存在し、この受
容体の機能を修飾しているのではないか」と
考えました。この仮説をもとに、イースト２
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ハイブリッド法を用いてヒト脳 cDNA ライ
ブラリーをスクリーニングし、その結果、
α1A 受容体の相互作用分子としてスナピンを
同定しました。 

スナピン‐α1A 受容体間の相互作用が受容
体の機能的特性にどのような影響を及ぼす
のかを調べるため、この受容体とスナピンを
培養細胞に発現し、受容体の活性化により引
き起こされるシグナルについて検討しまし
た。その結果、スナピンはα1A 受容体作動性
のCa2+流入において重要な役割を担う分子で
あることを突き止めました。その機序は、１）
スナピンはα1A 受容体のみならず、受容体作
動性Ca2+チャネルの分子的実体であると現在
考えられている TRPC6 Ca2+チャネルとも相
互作用し、２）α1A 受容体の活性化を受けて
“α1A 受容体-スナピン-TRPC6 Ca2+チャネル
複合体”を形成し、３）刺激前には細胞内小
胞体上に主に存在している TRPC6 Ca2+チャ
ネルの細胞膜上への移行を促進し、４）その
結果このチャネルを介するCa2+流入が著しく
増大かつ持続されるというものでした（論文
⑨参照）。このように私たちはこれまで、α1A
受容体作動性の Ca2+流入増大機構において、
スナピンが中心的役割を担う重要な介在分
子であることを明らかにし報告してきまし
た。 
 
２．研究の目的 
細胞内の Ca2+が、生体内・細胞内の多様な

生理反応を担う重要なセカンドメッセンジ
ャーであることはよく知られています。そこ
で私たちは、スナピンを介在分子とするこの
α1A受容体作動性の Ca2+流入増大機構が生体
内で担う役割を明らかにしようと考えまし
た。 

論文⑨の中で私たちは、ラットの脳におい
て“α1A受容体-スナピン-TRPC6 Ca2+チャネ
ル複合体”が形成されていることを示しまし
たが、この結果は、α1A受容体作動性の Ca2+

流入増大機構が脳内で機能していることを
示唆しています。また近年、α1A 受容体の活
性化が脳内で前シナプス的に神経伝達物質
の遊離を制御しているという研究結果が複
数報告されています。また一方で、スナピン
は脂質二重膜の融合に重要な役割を担う
SNARE 複合体の相互作用分子でもあり、神
経伝達物質の遊離に関与することが報告さ
れています。これらのことから、私たちは
α1A 受容体の活性化により引き起こされる神
経伝達物質の遊離における、この Ca2+流入増
大機構の関与について検討しました。 
 
３．研究の方法 
先述した目的のために、受容体の活性化に

よる神経伝達物質の遊離を観察できるモデ
ル細胞として PC12 細胞を採用し、α1A受容体、

スナピンおよび TRPC6 Ca2+チャネルの発現
量の異なる cell line を構築し、この受容体の
活性化による内在性ドパミンの分泌量の変
化について検討しました。 
(1) α1A 受容体とスナピンを安定的に共発現
した PC12 細胞を用いて、この受容体を刺激
した時のドパミン分泌量を調べる。 
(2) α1A 受容体のシグナルに関与する様々な
阻害薬をもちいて、ドパミン分泌の機序を検
討する。 
(3)スナピンをノックダウンした細胞を用い
て、細胞内 Ca2+濃度変化とドパミン分泌量に
おける影響を調べる。 
(4) TRPC6 Ca2+チャネルをノックダウンした
細胞を用いて、(3)と同様の実験を行い、こ
のチャネルを介するCa2+流入の影響を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) まず、α1A 受容体とスナピンを安定的に
共発現した PC12 細胞を用いて、α1A 受容体
を刺激した時のドパミン分泌量を調べまし
た。その結果、スナピンの強発現細胞ではド
パミンの分泌量が増大しているという結果
を得ました。(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ α1A 受容体刺激によるドパミンの分泌

(３分間)とスナピン強発現の影響 
prazosin はα1受容体特異的阻害薬 
α1A、Snapin、Mock は細胞に導入した遺伝子 
 
(2) 次に、このα1A 受容体刺激により引き起
こされるドパミン分泌に関与しているシグ
ナルを調べるため、様々な阻害薬を用いてそ
の影響を検討しました。その結果、α1A 受容
体の活性化によるドパミン分泌は Gq タンパ
ク、ホスホリパーゼ C (PLC)、 細胞内 Ca2+

シグナルにより引き起こされていることが
明らかになりました。また電位依存性 Ca2+チ
ャネルやテトロドトキシンには非感受性で
した (図 2)。この結果により、α1A 受容体刺
激によるドパミン分泌は、細胞膜の脱分極に
はよらない別の経路により引き起こされて
いることが示唆されました。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ α1A 受容体刺激によるドパミン分泌に

おける様々な阻害薬の効果 
YM-254890      Gq タンパク阻害薬  
U-73122         PLC 阻害薬 
SK&F 96365     ROC/SO 阻害薬 
GF109203X       PKC 阻害薬 
nifedipine         L-Ca2+チャネル阻害薬 
ω-conotoxin GVIA  N-Ca2+チャネル阻害薬 
ω-agatoxin TK     P/Q-Ca2+チャネル阻害薬 
tetrodotoxin       Na2+チャネル阻害薬 
 
(3) このようなドパミン分泌におけるα1A 受
容体作動性のCa2+流入増大機構の重要性を調
べるため、α1A 受容体とスナピンを強発現し
ている PC12 細胞に、内在性に発現している
TRPC6 Ca2+チャネルを siRNA 法により抑制
し、α1A 受容体刺激による細胞内 Ca2+濃度変
化とドパミン分泌量を経時的に調べました。
その結果、TRPC6 Ca2+チャネルノックダウン
細胞では、α1A受容体刺激後の後期相(刺激後
3－5 分）において、細胞内 Ca2+濃度の上昇が
抑制されると同時にドパミンの分泌も抑制
されました。この結果は、受容体作動性 Ca2+

流入の増大がドパミン分泌を引き起こす（ま
たは持続する）ことに関与していることを示
唆しています。 
 
(4) さらに(3)と同様の手法を用いて、α1A受
容体とスナピンを強発現している PC12 細胞
において、スナピンの発現を siRNA 法により
抑制し、細胞内 Ca2+濃度とドパミン分泌への
影響を調べました。その結果、α1A 受容体刺
激後の後期相においては、細胞内 Ca2+濃度と
ドパミン分泌のいずれも抑制されることが
観察されました。この結果は(3)の TRPC6 
Ca2+チャネルのノックダウン細胞で得られた
結果とよく類似していました。 
一方、TRPC6 Ca2+チャネルノックダウン細

胞において観察された結果と異なっていた
のは、スナピンをノックダウンした細胞にお
いては受容体刺激直後(刺激後 0－0.5 分）に
分泌されるドパミンの量が有意に低下して
いた点でした。この結果から、スナピンは脂
質二重膜の融合に重要な役割を担う SNARE

複合体と相互作用することにより、ドパミン
含有小胞体を細胞膜近傍に係留する足場タ
ンパクとしての役割も担っているのではな
いかと考えています。 
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