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研究成果の概要（和文）： 

 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 SNAP-25 のリン酸化が PP2A によっても制御され、

モノアミン放出の制御や発達期にけるてんかん発症抑制などに重要な役割を果たしていること

を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 SNAP-25 is a presynaptic protein essential for neurotransmitter release from 
presynaptic nerve terminals. SNAP-25 is phosphorylated at Ser187 in protein 
kinase-dependent manner. We found that the phosphorylation SNAP-25 was regulated by 
protein phosphatase 2A, and played essential roles in the PKC-dependent regulation of 
dopamine release from presynaptic nerve terminals, and in the suppression of epilepsy 
during early postnatal period.  
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１．研究開始当初の背景 
 SNAP-25 は神経伝達物質の放出に不可欠な
SNARE タンパク質である。我々は PC12 細胞を
用いてプロテインキナーゼ C（PKC）が SNAP-25
の Ser187をリン酸化し、ドーパミンやアセチ

ルコリン放出を促進することを明らかにし
た。神経伝達物質放出が促進される機構とし
ては PKCによるリン酸化によって放出可能な
小胞プールの大きさが増大することを明ら
かにした。さらに SNAP-25 のリン酸化が NGF
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処理によっても引き起こされ、生後の脳の発
達期に大きく増加すること、痙攣発作時に大
きく変化することなども明らかにしていた。
また成体マウスではストレス刺激を加える
と脳内で SNAP-25のリン酸化が上昇すること
も明らかとなった。 

PKC 依存的な SNAP-25 のリン酸化が、どの
ような脳機能の発現に関わっているかを明
らかにするため Ser187を Ala に置換したノッ
クインマウスを作成したところ、扁桃体での
ドーパミンやセロトニン放出が顕著に低下
していることや、オープンフィールド試験や
明暗選択試験で顕著な不安様行動を示すこ
とが明らかとなった。さらに変異マウスを高
ストレス環境下で飼育すると拒食に陥り、野
生型マウスとは異なり決して回復しないこ
とから、SNAP-25 のリン酸化がストレスへの
適応機構に関わる可能性も考えられるよう
になってきた。さらにリン酸化部位を変異さ
せたノックインマウスでは生後 3週頃から自
発性のてんかん発作を起こすことも明らか
になった。 

このようなことから SNAP-25 のリン酸化が
脳の機能において重要な役割を果たしてい
ることが示唆されたが、（１）脳内で SNAP-25
のリン酸化、脱リン酸化がどのような機序で
制御されているのか、（２）SNAP-25 のリン酸
化部位の変異がどのような機序で不安様行
動を引き起こすのか､などについては明らか
ではなかった。 

 
２．研究の目的 
 SNAP-25 のリン酸化を介した脳機能の制御
機構を明らかにするため、①SNAP-25 のリン
酸化が PKCによるモノアミン放出の制御に関
わっているかを明らかにする。②SNAP-25 の
脱リン酸化に関わるホスファターゼを特定
する。③SNAP-25 のノックインマウスで見ら
れるフェノタイプが、生後の発達過程でどの
ように出現してくるかを明らかにする。④
SNAP-25 のリン酸化変異がどのような機序で
不安様行動を発症させるかを明らかにする。
⑤SNAP-25 のノックインマウスで見られる不
安様行動の発症にモノアミン放出の低下が
関与しているかを明らかにすることなどを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
１）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
生させ実験に使用した。動物実験および動物
の取り扱いについては、北里大学医学部動物
実験委員会の審査と学長の承認の下、北里大
学動物実験指針を遵守して行った。 
 
２）シナプトゾームを用いた SNAP-25 の脱リ

ン酸化機構の解析。 

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 (140 mM NaCl, 4.7 

mM KCl, 1.2 mM KH2PO4, 2.5 mM CaCl2, 1.2 mM 

MgSO4, 11 mM D(+)-glucose, 15 mM HEPES, NaOH, 

pH 7.4)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。その後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、抗リン酸化

抗体を用いてイムノブロット解析を行った。

リン酸化バンドの検出には化学発光検出系を

使用し、LAS-4000を用いて定量した。 

 

３）行動解析  

 行動解析は防音室内で 11:00～18:00 の間
に行った。ハンドリングは 1 日 1回 5分間行
い、行動解析までに 3 回行った。 

明暗選択テストはビーム式小動物行動解
析システム（室町機械）を用いて、1回あた
り 30 分間測定を行った。不安様行動の指標
として明所移動比率を主要なパラメータと
して解析した。 

オープンフィールドテストは 50 cm x 50 cm
の塩化ビニル製の箱内で行った。マウスの行
動はオープンフィールド真上に固定された
ビデオカメラで撮影し、解析ソフト Lime 
Light を用いて解析した。不安様行動の指標
としては中央移動比率とフリージング時間
を主要なパラメータとして解析した。 
 
４）脳波測定 
 セボフルランの吸入麻酔下で、皮質脳波記
録用ビス電極を頭骨上に、深部電極を海馬に
刺入留置し、コネクターに接続後、頭骨に固
定した。脳波記録は防音暗箱内（明期：午前
8 時～午後 8 時）に設置した直径 30 cm の円
形の脳波測定用ゲージでマウスを飼育し、手
術直後から約 14 日間連続で行った。マウス
の行動は動画と脳波を同時に記録し、発作波
や痙攣について解析した。暗期の動画撮影に
は赤外線光源を用いた。 
 
４．研究成果 
 
１）ドーパミン放出制御への SNAP-25 のリン

酸化の役割 
 野生型およびリン酸化部位を変異させた
ノックインマウスの脳からシナプトゾーム
を調整し、PKC によるドーパミン放出の促進
能を比較した。野生型マウスではPhorbol 12, 
13-dibutyrate で前処理し PKC を活性化して
おくと、脱分極依存性のドーパミン放出が顕
著に促進され、この促進は PKC の阻害剤であ
る BIS によって見られなくなった。一方ノッ



 

 

クインマウスの脳から調整したシナプトゾ
ームではドーパミン放出の促進は認められ
なかった。以上の結果から SNAP-25 のリン酸
化は、成体マウスの脳で PKC 依存的なドーパ
ミン放出の促進制御に必須な役割を果たし
ていることが明らかとなった。 
 
２）SNAP-25 の脱リン酸化機構の解明 
 野生型マウスから調整した粗シナプトゾ
ームに Phorbol 12, 13-dibutyrate を作用さ
せ PKC を活性化すると SNAP-25 のリン酸化が
引き起こされる。その後 Ca2+イオノフォアで
あるイオノマイシンを作用させると SNAP-25
のリン酸化が大きく減少した。外液の Ca2+イ
オンを除くと脱リン酸化が起こらないこと
から、SNAP-25 の脱リン酸化には Ca2+依存的
なホスファターゼが関与することが考えら
れた。様々なホスファターゼの阻害剤の影響
を調べたところ、SNAP-25 の脱リン酸化は
PP2Bの阻害剤であるFK506やサイクロスポリ
ンでは抑制されなかったが、PP2A の阻害剤で
あるオカダ酸で抑制されることが明らかと
なった。以上のことから SNAP-25 のリン酸化
状態の制御には PP2A が関与していると考え
られた。 
 
３）SNAP-25 ノックインマウスで見られるフ

ェノタイプの生後発達依存性の解析 
 SNAP-25 のリン酸化が起こらないノックイ
ンマウスでは、ストレス脆弱性以外にも、不
安感の亢進などの情動異常、アストロサイト
の活性化や BDNF の発現亢進などの脳内変化、
脂質代謝異常などの様々な興味深い表現系
がみられる。これらがどの様な機構で生じる
かを明らかにするため、様々な週齢のノック
インマウスを用いて行動異常の測定を行っ
た。その結果不安感の亢進という情動異常は
生後３～４週で出現し、ほぼ同時期に、BDNF
の発現亢進やアストロサイトの活性化､自発
的なてんかん発作なども起こっていること
が明らかとなった。この時期の脳内でどの様
な神経活動の変化が生じているかを明らか
にするため、免疫組織化学法を用いて c-fos
の発現を調べたところ、海馬の歯状回で部域
特異的に神経活動の亢進が起きていること
が示唆された。 
 
４）不安様行動発現機序の解明 
 SNAP-25 のノックインマウスでは、不安様
行動の発症と自発性のてんかん発作が始ま
る時期がほぼ同時期であったことから、両者
の間には何らかの因果関係が存在すること
が考えられた。この問題を明らかにするため、
慢性埋め込み電極を用いた脳波の連続測定
とビデオによる行動観察を行った。その結果
海馬や皮質でのてんかん発作波は生後 3週前
後に出現したが、全身発作波が多発した 2 日

以内に不安様行動が出現することが明らか
となった。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が著しく
抑制されることや、野生型マウスにピロカル
ピンを投与してんかん重積を起こさせると、
数日後に SNAP-25のノックインマウスと極め
て類似する不安様行動が出現することも明
らかとなった。以上のことから SNAP-25 のノ
ックインマウスで見られる不安様行動の発
症には､生後発達期でのてんかん発作の多発
が関わっていると結論した。 
 
５）不安様行動発現へのモノアミンの関与 
 SNAP-25 のリン酸化部位が変異したノック
インマウスは、様々な不安様行動と共に扁桃
体や視床下部でのドーパミンやセロトニン
放出の低下が起こっている。行動異常の発症
にモノアミン放出の低下が関与しているか
を明らかにするため、シナプス間隙へのドー
パミンの遊離は高めるが、セロトニンには作
用しないメタンフェタミンの作用を野生型
マウスとノックインマウスとで比較した。 
 オープンフィールド中を野生型マウスは
まんべんなく移動するのに対し、SNAP-25 ノ
ックインマウスは壁際を好んで走る接触走
性を示したが、野生型マウスも SNAP-25 ノッ
クインマウスもメタンフェタミン投与によ
る大きな変化は見る事は出来なかった。
SNAP-25 ノックインマウスは、行動中動作を
停止するフリージング様行動を示したが、メ
タンフェタミンを投与するとフリージング
時間が顕著に短くなり野生型と変わらなく
なることが明らかとなった。これらの結果か
ら SNAP-25ノックインマウスの異常行動の中
で、フリージング様行動の発症に脳内カテコ
ールアミン放出の低下が関わっている可能
性が明らかとなった。 
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