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第 1 章 緒 言 

 

 遡河性サケ属魚類 (Oncorhynchus spp., 以下，サケ類) は，北海道の漁業生産額

の約 19.9% (2010~2019 年「さけ」および「ます」の平均) を占める水産重要種で

ある (北海道水産林務部 2010~2019)。サケ類は，河川でふ化した後に降海し，海

洋での索餌回遊と成長を経て母川に回帰・遡上する (Fig. 1A)。サケ類の母川回帰

性は，我が国に分布するサケ類の中で最も漁獲量が多いサケ (一般にはシロザケ，

O. keta) で古くから知られていた。具体的には，同種の資源維持に産卵を行う母川

での保護が重要であることを見出し，岩手県津軽石川では少なくとも 1749 年以

前，新潟県三面川では 1763 年から「種川の制」によるサケ資源保護・造成が行わ

れている (若菜 2004)。より積極的な資源造成としては，1888 年の千歳中央ふ化場 

(北海道千歳市) の開設から現在に至るまで「人工ふ化放流」によるサケ増殖事業

が行われている。1960 年代に給餌飼育が開始され，1960 年代後半の乾燥餌料の導

入およびふ化器の開発といったふ化事業における集約飼育を可能にする技術的進

歩により，日本系サケ資源は著しく増加した。この間，沿岸漁獲および河川捕獲

尾数を合わせたサケ来遊数は，1960 年代の 300~500 万尾から 1990 年代には

5000~6000 万尾にまで増加した (野川 2010)。このような高い資源水準は，飼育設

備の他に技術的要因として「放流適期」の概念が導入されたことが大きく寄与し

たと考えられている。「放流適期」は，沿岸表面水温 5~10 °C，幼稚魚の放流時の

体重 1 g 以上を目標とされてきた (Miyakoshi et al. 2013)。この適期とは，生残率の

向上を目的として放流後に外洋の索餌海域に移動するまでの沿岸滞在時の減耗を

抑制することに着目したものである。 

 サケ類の幼稚魚は，降海時に母川固有のニオイを学習現象の 1 つである刷込 

(imprinting) により記憶し，成熟した親魚の母川回帰の終盤には刷込まれたニオイ

記憶をもとに母川を識別することが広く知られている (嗅覚刷込説; Wisby and 

Hasler 1954)。サケ類の降海年齢は，ふ化後に浮上した年 (0+ 齢) の春季の稚魚で

降海するサケおよびカラフトマス (O. gorbuscha) と，1 年間以上の河川生活後 (1+ 

齢以降) のスモルト (銀化) 幼魚で降海するギンザケ (O. kisutch)，マスノスケ (O. 

tshawytscha)，サクラマス (O. masou) およびベニザケ (O. nerka) に分けられる   
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Fig. 1. Schematic illustration of salmon life history and olfactory nervous system. A: Life 

history of four species of anadromous Pacific salmon (Genus Oncorhynchus). B: The 

olfactory nervous system in salmonids. BC: basal cell, BM: basement membrane, 

CNS: central nervous system, cORN: ciliated olfactory receptor neuron, Cr: crypt 

cell, G: goblet cell, GL: glomerulus, GR: granule cell, M: mitral cell, mORN: 

microvillus olfactory receptor neuron, N: ciliated non-sensory cell, ON: olfactory 

nerve fiber, S: supporting cell.   
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(Quinn 2018)。また，属レベルで異なるタイセイヨウサケ (Salmo salar) も 1+ 齢以

降の幼魚で降海する。北米では，ギンザケ幼魚の人工ニオイ物質による人為刷込・

放流実験により，銀化変態 (Parr-Smolt Transformation: PST) 期が嗅覚刷込時期で

あると示されている (Dittman et al. 1996)。我が国のさけ・ます漁業における主要

な対象種であるサケとカラフトマスは，稚魚期で降海し，スモルト幼魚で降海す

る種ほど外見的に明瞭な PST 期を示さないが，河川生活期が短いながらも刷込形

成していると考えられる。実際に，河川生活期は極めて短いカラフトマスでも，

刷込形成は可能であることが行動学的に示されている (Bett et al. 2016)。また，同

一水系において，本流と支流といった異なるニオイ組成までも感知し，支流レベ

ルで産卵場まで正確に識別・回帰することから，降海時に経験するニオイ組成の

変化を順に刷込形成するという「逐次刷込説」も提唱されている (Harden Jones 

1968)。これらのことから，PST 期を含む河川生活期は嗅覚刷込の感受性を有する

重要な時期であると考えられる。 

 サケ類を含む真骨魚類 (Teleostei) の嗅神経系について概説する。魚類の頭部吻

側の左右には，鼻腔と呼ばれる小腔があり，前鼻孔から流入した環境水は鼻腔底

面にある末梢嗅覚器官の嗅房 (Olfactory rosette) に接触し，後鼻孔から流出する。

嗅房の感覚上皮である嗅上皮 (olfactory epithelium) には，線毛性嗅細胞 (ciliated 

olfactory receptor neuron)，微絨毛性嗅細胞 (microvillus olfactory receptor neuron) お

よびクリプト細胞 (crypt cell) の 3 種類の嗅細胞 (嗅覚受容細胞) が存在する 

(Yamamoto and Ueda 1977, Hansen and Zielinski 2005, Fig. 1B)。嗅細胞は，嗅上皮自

由表面に樹状突起を，基底側に軸索を伸長する双極性ニューロンであり，樹状突

起の線毛や微絨毛に嗅覚受容体 (Niimura and Nei 2005) を発現している。嗅細胞

の軸索は束になり第Ⅰ脳神経である嗅神経 (olfactory nerve) となって，脳の最も

吻側に位置する嗅球 (olfactory bulb) の糸球体層 (glomerulus) に直接投射する 

(ニジマス O. mykiss: Riddle and Oakley 1992, 湖沼型ベニザケ [ヒメマス]: Kudo et al. 

1996b, マスノスケ: Ochs et al. 2017, Fig. 1B)。嗅球と尾側で接し，哺乳類の大脳に

相当する終脳 (telencephalon) は，嗅覚の高次中枢であると考えられている (真骨

魚類全般: Yamamoto 2009, ヒメマス: Bandoh et al. 2011)。 

 脊椎動物全般に記憶形成には，脳内でのシナプス長期増強  (Long-Term 
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Potentiation: LTP) が重要である。ギンザケ PST 期には，脳内の神経伝達物質濃度

が上昇し (Ebbesson et al. 1992, 1996)，降海期のサケ脳では LTP にも関わる N-メチ

ル-D-アスパラギン酸 (N-Methyl-D-Aspatate: NMDA) 型グルタミン酸受容体を構

成する NR1 サブユニット遺伝子発現が上昇することから (Ueda et al. 2016)，嗅覚

刷込には活発なシナプス伝達が関連すると考えられる。ニューロンの神経終末か

らのシナプス伝達において，シナプス前膜アクティブゾーン (以下，アクティブ

ゾーン) からの神経伝達物質の開口放出は，可溶性 N-エチルマレイミド感受性因

子接着タンパク受容体 (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein 

receptor: SNARE) 複合体により制御される。その構成分子であるシナプトソーム

関連タンパク 25 (synaptosome-associated protein 25, SNAP25)，シンタキシン 1 

(syntaxin 1, STX1) および小胞関連膜タンパク 2 (vesicle-associated membrane protein 

2, VAMP2; 別名 synaptobrevin2) は，高等脊椎動物で記憶形成や学習に必須である 

(Lin and Scheller 2000, Brunger et al. 2019; Fig. 2A)。VAMP2 は，シナプス小胞膜に

局在することから vesicle-SNARE (v-SNARE)，SNAP25 および STX1 は，小胞がド

ッキングするアクティブゾーンに局在することから target-membrane-SNARE (t-

SNARE) に分類される (e.g., Lin and Scheller 2000)。その複合体形成に関わる立体

構造は，i) SNAP25 アミノ末端側の N-SNARE，ii) 同カルボキシ末端側の C-SNARE，

iii) STX1 の H3 ドメインおよび iv) VAMP2 の R-SNARE の 4 つの SNARE モチーフ

で構成される。各 SNARE モチーフがヘリックスを供給するコイルドコイル構造

により SNARE 複合体が形成される (e.g., Sutton et al. 1998, Lin and Scheller 2000, 

Brunger et al. 2019)。 

 SNARE タンパクとシナプス形成および記憶形成との関連は，高等脊椎動物やモ

デル生物においてよく研究されており，ニワトリ (Gallus gallus domesticus) 網膜

のシナプス形成と同期した SNAP25 の遺伝子およびタンパク発現 (Catsicas et al. 

1991)，マウス (Mus musculus) 終脳皮質における離乳期の固形食および化学刺激

によるSNAP25タンパク発現増加が報告されている (Kawakami et al. 2012)。また，

マウスでは，ホルムアルデヒドガスの反復曝露により嗅球の SNAP25a および

SNAP25b タンパク発現が減少し，嗅覚記憶形成の阻害により嗅覚性埋没餌探索行

動が阻害される (Zhang et al. 2014)。遺伝子組換マウスでは，Stx1a-ノックアウト   
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B 

 

 

Fig. 2. A: Schematic illustration of the exocytosis of a neurotransmitter in a neuron. 

Enlarged view of “priming” regulated by SNARE complex, synaptosome-associated 

protein-25 (SNAP25; green), syntaxin-1 (STX1; pink) and vesicle-associated 

membrane protein 2 (VAMP2/synaptobrevin-2; light blue). B: Schematic illustration 

of the scaffolding of STX1 by uncoordinated-18 isoform-1 (UNC18-1; orange), 

transformation of STX1 form closed to open conformation regulated by 

uncoordinated-13 isoform-1 (UNC13-1; purple), and synaptic vesicle proteins, 

VAMP2 (light blue) and synaptophysin (SYP; dark blue).   
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(-KO) による非致死性のシナプス可塑性低下 (Fujiwara et al. 2006)，Stx1b-KO およ

び同ノックダウンによる致死的な脳の形態形成不全および開口放出阻害とアクテ

ィブゾーンの縮小が示されている (Arancillo et al. 2013, Kofuji et al. 2014)。また，

ラット (Rattus norvegicus) の迷路実験では，場所と報酬 (餌) を関連付けた記憶の

保持に関わる大脳前頭前皮質と側坐核被殻部における高い Stx1b 発現から，STX1b

は神経活動の指標としての有用性も示されている (Davis et al. 1996)。VAMP2 は，

アクティブゾーンに局在する t-SNARE と複合体を形成することにより開口放出

を制御する (Horikawa et al. 1993)。SNAP25-VAMP 複合体は，ラット海馬ニューロ

ン初代培養細胞において放出後のシナプス小胞エンドサイトーシスによる膜のリ

サイクルへの関与が示されている (Zhang et al. 2013)。これらのことから SNARE

タンパクは，シナプス開口放出のみならずシナプス小胞リサイクリングを含むア

クティブゾーンにおける神経伝達物質放出の複数の過程に関与している。 

 アクティブゾーンにおける SNARE 複合体の形成は，複数のタンパクにより制

御されている (Fig. 2B)。STX1 は，アクティブゾーンにおいて足場タンパク 

(scaffold protein) と呼ばれる Mammalian uncoordinated 18 isoform 1 (MUNC18-

1/Unc18-1) によって N-末端ドメインが折りたたまれた状態 (Closed conformation) 

で保持される。同じく足場タンパクである Mammalian uncoordinated 13 isoform 1 

(MUNC13-1/Unc13-1) の触媒作用で STX1 N-末端ドメインの折たたみ構造が開か

れる (Open conformation) ことにより，SNARE モチーフへの SNAP25 および

VAMP2 の結合が可能になる (Dulubova et al. 1999, Richmond et al. 2001)。STX1 と

SNAP25 は SNARE 複合体形成の過渡的な状態として t-SNARE 複合体を形成する 

(Yang et al. 2015, Palfreyman and Jorgensen 2017)。MUNC18-1 と STX1 は両者が 1:1

で結合し (Hata et al. 1993)，MUNC18-1 の立体構造も STX1 の閉構造の保持に機能

することを示している (Misura et al. 2000, Burkhardt et al. 2008)。VAMP2 は，シナ

プス小胞膜上で Synaptophysin (SYP) と結合して保持されている (Wiedenmann and 

Franke 1985, Jahn et al. 1985, Edelmann et al. 1995)。また，MUNC13-1 は，SNARE 複

合体の足場となって開口放出を行う場所の数を調整しシナプスの情報量を制御す

る機能が示されている (Sakamoto et al. 2018)。 

 以上のように，哺乳類をはじめとする他生物では詳細に SNARE/Snare 複合体と
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その制御因子の分子構造およびシナプス開口放出の制御に関わる機能が詳細に明

らかにされており，魚類ではゼブラフィッシュ (Danio rerio) 等のモデル魚におけ

る分子進化が明らかにされ，シナプス可塑性の指標としても用いられている 

(Kloepper et al. 2008, Biehlmaier et al. 2003)。しかしながら，サケ類ではゲノム情報

から推定される塩基配列情報はあるが，実際の発現状況については全く不明であ

る。これらのことから，サケ類の母川刷込における刷込・想起の分子神経メカニ

ズムの解明には，他生物でシナプス開口放出に関わりシナプス前部で機能する神

経分子群の存在とその動態を明らかにして，刷込・想起への関与を示す必要があ

る。本研究では，持続可能性水産生物としてサケ類の資源保全と利用を進めてい

くため，人工ふ化放流事業での「放流適期」の見極めに繋がるサケ類の嗅神経系

における Snare および Snare 制御因子の遺伝子発現動態を解明し，嗅覚刷込期に

おけるシナプス前部の神経分子と刷込・想起との関連を明らかにすることを目的

とした。特に，サケ類における回遊パターンの種差に着目し，snare 遺伝子の発現

動態から種間で共通する刷込形成と想起に関わる脳内の分子神経メカニズムを明

らかにするために，第 2 章では，サケを始めとする 4 種のサケ類の嗅覚中枢にお

いて SNARE/Snare 分子の一次構造解析，第 3 章ではサケ幼稚魚嗅覚中枢における

snare 遺伝子の発現状況を解析し，第 4 章ではサケおよびカラフトマス嗅神経系に

おける各回遊ステージでの snare 遺伝子の定量的発現解析を行い，第 5 章ではサ

ケにおける足場タンパクを含む Snare 複合体の制御因子の遺伝子発現動態を解析

した。総合考察では，以上を総括し，サケ類の分子神経学的研究により得られた

基礎的知見がふ化放流事業の高度化と持続可能性の向上に活用することが可能で

あるかの検討を含めて考察した。 
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第 2 章 シナプス開口放出関連分子 (Snare 分子) の一次構造 

 

2-1. 背景と目的 

 脊椎動物の中枢神経系神経細胞におけるシナプス前部のアクティブゾーンでは，

SNARE モチーフを持つタンパクである SNARE スーパーファミリータンパクの

SNAP25，STX1 および VAMP2 が開口放出に機能する (Lin and Scheller 2000)。こ

れらの SNARE 分子は，SNARE モチーフのコイルドコイル構造によってシナプス

開口放出マシンとして機能する SNARE 複合体を形成する (Sutton et al. 1998, Chen 

and Huang 2007, Brunger et al. 2019)。SNAP25 (synaptosome-associated protein 25) は，

ニワトリ網膜のシナプトソーム画分から同定された N-ethylmaleimide sensitive 

factor (NSF) 親和性の分子量 25 kDa のタンパクである (Bark 1993)。脊椎動物

SNAP25/Snap25 では，エクソン 5 の選択的スプライシングにより生じた 2 型のア

イソフォーム (SNAP25a/Snap25a，SNAP25b/Snap25b) が存在する (e.g., ニワトリ; 

Bark 1993, ヒト Homo sapiens; Bark and Wilson 1994，ゼブラフィッシュ; Risinger et 

al. 1998)。両アイソフォームは機能分化が示唆されており (Delgado-Martínez et al. 

2007)，げっ歯類 (Rodent) 脳では，SNAP25a と SNAP25b で発現脳領域および発生

初期における発現時期が異なる (Bark et al. 1995, Boschert et al. 1996, Johansson et al. 

2008, Prescott and Chamberlain 2011, Yamamori et al. 2011)。syntaxin 1 (STX1) は，ラ

ット網膜のアマクリン細胞より HPC-1 として同定された分子量 38 kDa のタンパ

クであり (Inoue et al. 1992)，少なくとも 16 種類が存在する STX ファミリータン

パクの中枢神経系に発現するアイソフォームである (Bennet et al. 1992, Teng et al. 

2001)。VAMP2 は，ラット脳よりシナプス小胞タンパクとして同定された分子量

が約 13 kDa のタンパクである (Elferink et al. 1989)。VAMP アイソフォームのうち

VAMP2 は，脳全体で発現することから (Trimble et al. 1990, Raptis et al. 2005)，中

枢神経系全般におけるシナプス伝達に機能すると考えられる。魚類 snare 遺伝子

は，ゲノム情報に基づいてゼブラフィッシュとキンギョ  (Carassius auratus 

auratus) で snap25 の分類群独自の分子進化が推定されている  (Risinger and 

Larhammar 1993, Risinger et al. 1998)。また，分子系統学的にも魚類には，他の脊椎

動物同様にシナプス小胞開口放出および内分泌にも関与する Snare 分子が存在す
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ることが示されている (Kloepper et al. 2008)。ゼブラフィッシュ Snare 分子は，初

期発生時の視細胞形成に関与し (Biehlmaier et al. 2003)，イシビラメ (Scophthalmus 

maximus) ビブリオ感染個体では，白血球からの炎症性サイトカインの放出に

Vamp2 が関与している (Chai et al. 2006)。このように，真骨魚類を含む脊椎動物に

おいて SNARE/Snare 分子は，ニューロン以外の細胞種においても開口放出に機能

し，神経系ではシナプス可塑性のマーカー分子としても利用されている。しかし

ながら，サケ類の脳や嗅覚器官といった神経系における Snare/snare 分子の発現は

確認されていない。そこで本章では，サケ類嗅神経系におけるシナプス開口放出

に関わる Snare 複合体構成分子の発現および分子構造を明らかにするため，サケ

類 4 種の嗅覚中枢において snap25，stx1 および vamp2 の cDNA クローニングを行

った。 

 

2-2. 材料と方法 

2-2-1. 供試魚 

 実験には，下記の 4 種のサケ類を用いた。その外部形態を Fig. 3 に示す。サケ 

(シロザケ) snare 遺伝子 cDNA クローニングには，渡島管内さけ・ます増殖事業協

会上磯ふ化場より供与されたサケ幼稚魚 (尾叉長 [FL]: 53.8 ± 0.54 mm，体重 

[BW]: 1.17 ± 0.04 g) を用い，嗅覚中枢 (嗅球+終脳) 30 個体分をプールして 1 サ

ンプルとした。カラフトマスは，北太平洋西部での本学部附属練習船おしょろ丸

V 世 (1,989 t) の実習航海にて手釣りにより採集した索餌回遊中の未成熟雄 (FL: 

400 mm，BW: 570 g) より得た嗅球を用いた。サクラマスおよびヒメマスは，本学

北方生物圏フィールド科学センター洞爺臨湖実験所で 2 年間飼育されていた池産

サクラマス (FL: 218 mm，BW: 91.3 g) および池産ヒメマス (FL: 201 mm，BW: 90.6 

g) の 2+ 齢雄を用いた。サクラマスは嗅球，ヒメマスは嗅球または終脳を用いた。

各供試魚は，炭酸ガス水 (10 g/L クエン酸, 20 g/L 炭酸水素ナトリウム混合水) に

より不動化した後，上記組織を剖出した。得られた組織は，RNA 保護保存液 

(RNAlater; Invitrogen 社) に 4 °C で一晩浸漬し，-30 °C で冷凍保存した。 
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Fig. 3. External morphology of sample fish examined for molecular cloning of salmon 

synaptosome-associated protein-25 (snap25), syntaxin-1 (stx1) and vesicle-associated 

membrane protein 2 (vamp2). A: juvenile chum salmon provided by Kamiiso 

Hatchery, April 2015, B: age 2 immature pink salmon collected from Northwest 

Pacific Ocean, May 2018, C: age 2 masu salmon reared in spring water tank at Toya 

Lake Station, Field Science Center for Northern Biosphere, Hokkaido University, July 

2018, D: age 2 sockeye salmon reared in spring water tank at Toya Lake Station, July 

2018. Scale bars: 10 mm for A, C, and D, 100 mm for B.   
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2-2-2. poly (A)+ RNA の精製および cDNA 合成 

 サケ類の上記脳組織からディスポーザブルマイクロチューブタイプホモジナイ

ザー (TaKaRa BioMasher Standard; タカラバイオ社) と ISOGEN (ニッポンジーン

社) を用いて全 RNA を抽出し，RNA Clean-up Kit (Macherey-Nagel 社) で高度に精

製した。NanoDrop 1000 (Thermo Scientific 社) を用いて全 RNA 濃度および純度測

定を行った。 

 抽出した全 RNA より Oligo-dT ビーズ (Oligotex-dT30<super>; タカラバイオ社) 

による poly (A)+ RNA の精製を行い，これを鋳型として，Random Primer pd.(N)6 (タ

カラバイオ社) および逆転写酵素 (PrimeScript Reverse Transcriptase; タカラバイ

オ社) を用いた逆転写 (RT) 反応により鋳型 1 本鎖 cDNA を合成した。RT 条件

は，変性反応 30 °C 10 分，アニーリング 60 °C 60 分，伸長反応 70 °C 15 分とし，

サーマルサイクラー (GeneAmp PCR System 9700; Applied Biosystems 社) を用いて

行った。 

 

2-2-3. オリゴヌクレオチド 

 cDNA クローニングに用いるプライマーの作製には，配列情報の入手はアメリ

カ合衆国立生物工学情報センターの遺伝子情報データベース  (NCBI; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)，プライマーの設計には Primer3Plus (http://primer3plus. 

com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi) および Multiple Primer Analyzer (https://www.thermofisher.com 

/jp/ja/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-

biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html) を利用した。タ

イ セ イ ヨ ウ サ ケ snap25a (NM00173949.1) ， ギ ン ザ ケ  stx1a variant x2 

(XM020485573.1) ，ニジマス stx1b (AY319305.2) およびギンザケ vamp2 

(XM020464331.1) の配列を参照し，フォワードとリバース側の各プライマーを設

計した (Table 1)。サクラマス stx1a のクローニングには，サケで得た配列と他の

サケ類のゲノム由来配列を参照して同じ塩基配列部位にリバース側プライマーを

作製した。プライマーとして用いるオリゴヌクレオチドの作製には，受託生産サ

ービスを利用し (シグマアルドリッチ社)，脱塩により精製された乾燥粉末を 100 

µM となるようにトリス-エチレンジアミン四酢酸バッファーにより溶解し，PCR  
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Table 1. Primer sets used in RT-PCR for cDNA cloning of synaptosome-associated 

protein 25 isoform-a (snap25a) and isoform-b (snap25b), syntaxin isoform-1a (stx1a) 

and isoform-1b (stx1b), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2) 

in chum salmon, Oncorhynchus keta, pink salmon, O. gorbuscha, masu salmon, O. 

masou, lacustrine sockeye salmon O. nerka. F: forward primer, R: reverse primer. 

 

Primer Sequence Source 
Nucleotide 

position 

SNAP25-F 5’-CGTCGTATGCTACAGCTGGT-3’ NM00173949.1 87－106 

SNAP25-R 5’-TGTCGATCTGGCGATTCTGG-3’ NM00173949.1 662－681 

SNAP25 5’-UTR-F 5’-GCCTCCCAGTAGGATCTATTCTTTC-3’ NM00173949.1 237－261 

SNAP25 3’-UTR-R 5’-CATGTTTGCGCCTTGTGACAAA-3’ NM00173949.1 800－821 

SNAP25 exon5a-F 5’-CCAAGACATGAAGGAGGCCGAG-3’ This study ― 

STX1a-1F 5’-ATCACCCAGCAGGCCATGAAT-3’ XM020485573.1 659－679 

STX1a-1R 5’-TTGTGTGTGTGCGCATGTGG-3’ XM020485573.1 992－1011 

STX1a-2F 5’-AACCCTGACTCGAGAGTACGGA-3’ XM020485573.1 25－46 

STX1a-2R 5’-CCACTGAGTGCTCCACGTTGTA-3’ XM020485573.1 803－824 

STX1a-3R 5’-TTGTGTGTGCGCGCATGTGG-3’ This study ― 

STX1b-1F 5’-AGACAACGAGGCGGAAAAACCC-3’ AY319305.2 57－78 

STX1b-1R 5’-AAGCTTGCCACTCTCCAGCA-3’ AY319305.2 614－633 

STX1b-2F 5’-AAGACCAAGCAGGAGTTGGAGG-3’ AY319305.2 319－340 

STX1b-2R 5’-TGTGGCCGTCTTTCATCGTTGT-3’ AY319305.2 993－1014 

VAMP2-F 5’-GGCAACCCACTCAACAGCCA-3’ XM020464331.1 240－259 

VAMP2-R 5’-TCTCGTGTGCAGACTGGGGT-3’ XM020464331.1 670－689 
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解析に用いた。 

 

2-2-4. cDNA クローニング 

 サケ幼稚魚嗅覚中枢より調製した一本鎖 cDNA を鋳型として RT-PCR を行い，

増幅産物を速やかに TA クローニングに供した。RT-PCR 条件は，プレサイクル加

熱 94 °C 3 分，35 サイクルの増幅反応 (熱変性 94 °C 30 秒，アニーリング 61-

68 °C 30 秒，伸長 72 °C 1 分)，伸長反応 72 °C 10 分とし，サーマルサイクラー

を用いて行った。各 PCR 反応のアニーリング温度は，後述する。ライゲーション

は，pCR II-TOPO ベクター (TOPO TA Cloning Kit; Invitrogen 社) および TOP10 ケ

ミカリーコンピテントセル (Invitrogen 社) を用いて行った。プラスミドの抽出お

よび精製は，一部はプラスミド抽出精製カラム  (Pure Yield Plasmid Miniprep 

System; Promega 社) により行い，アルカリ-ドデシル硫酸ナトリウム (SDS) 法に

より抽出した粗精製サンプルは，汎用カラム  (NucleoSpin gDNA Clean-up; 

Macherey-Nagel 社) により精製した。精製プラスミド溶液は，NanoDrop 1000 によ

り濃度測定を行った。サケ snap25 遺伝子に高等脊椎動物で既知の 2 型アイソフォ

ームが存在することを確認するため，タイセイヨウサケ snap25a (NM00173949.1) 

のエクソン 5 領域を含む 238-682 塩基配列部位に相当する cDNA 断片のクローニ

ングを行った。サケでも存在を確認した両アイソフォームの全翻訳領域 (CDS) の

配列を明らかにするため，タイセイヨウサケ snap25a (NM00173949.1) 配列の 5’-

非翻訳領域 (UTR) からエクソン 5 相当領域を含む 87-681 (SNAP25 5’-UTR-F お

よび SNAP25-R; 設計サイズ 495 bp，アニーリング温度; 61 °C) およびエクソン 5

相当領域から 3’-UTR を含む 237-821 塩基配列部位 (SNAP25-F および SNAP25 3’-

UTR-R; 同 469 bp，66.5 °C) に相当する cDNA 断片のクローニングを行った。サ

ケ snap25a の 3’-UTR を含む配列を得るため，先述した 445 bp の snap25a 部分配

列を参照して作製したフォワード側プライマーを用いてクローニングに用いた 

(SNAP25 exon 5a-F および SNAP25 3’-UTR-R; 同 485 bp，68 °C)。他の Snare タン

パクの cDNA クローニングは，ギンザケ stx1a (XM020485573.1) 659-1011 (STX1a-

1F および STX1a-1R; 同 353 bp，68 °C) および 25-824 (STX1a-2F および STX1a-

2R; 800 bp，65 °C) ニジマス stx1b (AY319305.2) 57-633 (STX1b-1F および STX1b-



 

14 

1R; 同 577 bp，67 °C) および 319-1014 (STX1b-2Fおよび STX1b-2R; 696 bp，66.5 °C) 

ギンザケ vamp2 (XM020464331.1) 240-689 (VAMP2-F および VAMP2-R; 同 410 bp，

66.5 °C) 塩基配列部位に相当するサケ幼稚魚嗅覚中枢の RT-PCR 産物をクローニ

ングした。 

 カラフトマスでは，外洋未成熟魚の嗅球由来の cDNA を用いて各 RT-PCR を行

い，増幅産物を速やかに TA クローニングに供した。RT-PCR のアニーリング温度

は，SNAP25-F および SNAP25-R，64 °C; STX1a-2F および STX1a-1R，64.5 °C; 

STX1b-1F および STX1b-2R，69 °C; VAMP2-F および VAMP2-R，66.5 °C の各温度

とした。取得したカラフトマス snare 遺伝子の塩基配列をもとに，サケで用いた

qPCR プライマーの適合性を確認し，定量的発現解析を行った。 

 サクラマスでは，2+ 齢魚の嗅球由来の cDNA を用いて各 RT-PCR を行い，増幅

産物を速やかに TA クローニングに供した。RT-PCR のアニーリング温度は，

SNAP25-F および SNAP25-R，64 °C; STX1a-2F および STX1a-3R，66 °C; STX1b-1F

および STX1b-2R，69 °C; VAMP2-F および VAMP2-R，66.5 °C の各温度とした。 

 ヒメマスでは，snap25a，snap25b および vamp2 の RT-PCR には 2+ 齢魚の嗅球由

来，stx1a および stx1b の RT-PCR には同終脳由来の cDNA を用いて各 RT-PCR を

行い，増幅産物を速やかに TA クローニングに供した。RT-PCR のアニーリング温

度は，SNAP25-F および SNAP25-R，64 °C; STX1a-2F および STX1a-3R，66 °C; 

STX1b-1F および STX1b-2R，69 °C; VAMP2-F および VAMP2-R，66.5 °C の各温度

とした。 

 

2-2-5. 塩基配列解析 

 シーケンシングは，DNA シーケンサー (PRISM 3730 DNA analyzer; Applied 

Biosystems 社) および BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems 社) を用いて行

った。シーケンシングのプロトコルは，RapidSeq POP7 v3 および 3130KB POP7 v3

にて行った。取得した配列情報の解析には，Sequence Scanner 2 (Applied Biosystems

社)，ApE (A plasmid Editor v2.0.47) および MEGA (Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis v10) を用い，NCBI の遺伝子情報データベースを参照した。アミノ酸配列

の系統解析では，マルチプルアラインメントは MEGA に内蔵されている ClustalW
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により行い，系統樹は近隣結合 (N-J) 法により作成した。 

 演繹アミノ酸配列の相同性解析および分子系統解析には，以下に記載する脊椎

動物および無脊椎動物の SNARES/Snare 複合体構成分子のアミノ酸配列を用いた。

Snap25s には，ゼブラフィッシュ  (Zebrafish) Snap25a (XP005160680.1) および

Snap25b (NP571509.1)，ヤマトシビレエイ属魚類 (Ray; Torpedo marmorata) Snap25 

(AAA49284.1)，アフリカツメガエル  (Clawed frog; Xenopus laevis) Snap25a 

(AAO13788.1) および Snap25b (AAO13789.1)，ニワトリ  (Chicken) SNAP25a 

(AAA49070.1) および SNAP25b (AAA49071.1)，ヒト  (Human; Homo sapiens) 

SNAP25a (AAC37545.1) および SNAP25b (AAC37546.1)，およびショウジョウバエ 

(Fruit fly; Drosophila melanogaster) Snap25 (AAA16059.1)。Stx1s には，タイセイヨ

ウサケ (Atlantic salmon) Stx1a (XP013992684.1) および Stx1b (NP001134494.1)，ノ

ーザンパイク  (Northern pike; Esox lucius) Stx1a (XP010869221.1) および Stx1b 

(XP012991461.1)，アフリカツメガエル Stx1a (XP018101671.1) および Stx1b 

(XP018095751.1) ， マ ウ ス  (Mouse) STX1a (AAH47133.1) お よ び STX1b 

(NP077725.1)，ヒト STX1a (NP004594.1) および STX1b (XP016878382.1) およびシ

ョウジョウバエ Stx1 (NP524475.1)。Vamp2 には，ニジマス Vamp2 (XP021474210.1

およびXP021417730.1)，カワカマスVamp2 (XP010892931.1およびXP010895165.1)，

タイセイヨウニシン (Atlantic herring, Carassius auratus) Vamp2 (XP031442209.1 お

よび XP031432277.1)，ゼブラフィッシュ Vamp2 (NP956299.1)，イエローパーチ 

(Yellow perch; Perca flavescens) Vamp2 (XP028454053.1)，トラフグ  (Pufferfish; 

Takifugu rubripes) Vamp2 (XP011609760.2) ， ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル Vamp2 

(NP001080944.1)，ニワトリ VAMP2 (XP015132540.1)，マウス VAMP2 (NP033523.1)，

ヒト VAMP2 (NP055047.2)。 

 

2-3. 結果 

2-3-1. サケ嗅覚中枢における snare/Snare 分子 

 サケ幼稚魚嗅覚中枢を用いた cDNA クローニングにより，サケ snap25a，snap25b，

stx1a，stx1b および vamp2 (以下，snare 3 分子) 翻訳領域全長の塩基配列を得て，

その配列を国立遺伝学研究所の塩基配列データベース (GenBank) に登録し，それ
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ぞれ snap25a: LC315096，snap25b: LC315097，stx1a: LC414366，stx1b: LC414367，

vamp2: LC414368 および LC414369 のアクセッション番号を得た。 

 snap25a については、タイセイヨウサケ snap25a (NM00173949.1) のエクソン 5

相当領域を含む部位 (SNAP25-F と SNAP25-R; 445 bp)，5’-非翻訳領域 (UTR) か

らエクソン 5 相当領域を含む部位 (SNAP25 5’-UTR-F と SNAP25-R; 495 bp)，エク

ソン 5 相当領域から 3’-UTR を含む部位 (SNAP25-F と SNAP25 3’-UTR-R; 469 bp) 

およびCDS 内の部分配列基づいて作製した特異プライマーを用いた 3’-UTRを含

む部位 (SNAP25 exon 5a-F と SNAP25 3’-UTR-R; 485 bp) の計 4 種の cDNA 断片の

配列情報から全翻訳領域 (全 CDS) 配列を得た。明らかになったサケ snap25 の全

CDS 配列 (688 bp) には，高等脊椎動物 SNAP25a/Snap25a と相同性の高い snap25a

および SNAP25b/Snap25b と相同性が高い snap25b の 2 型が存在した。それらサケ

Snap25 では，互いの演繹アミノ酸配列に 15/206 アミノ残基の変異があり，アミノ

酸配列相同性は 92.7%だった。また，そのエクソン 5 相当領域は，脊椎動物で共

通なシステインリッチドメインのアミノ酸配列のアイソフォーム間変異が保存さ

れていた (Fig. 4)。本研究で得られたクローンは，エクソン 5 相当領域にアイソフ

ォーム間の変異が集中しており，688 bp の塩基配列に含まれる 5’-および 3’-UTR

側の非翻訳領域でも相同性が高く，スプライシングバリアントの特徴を示してい

た。サケ類の Snap25s は，哺乳類 SNAP25a と近縁であった魚類 Snap25s のクラス

ターに含まれた (Fig. 5)。 

 サケの嗅覚中枢より，魚類 stx1a および高等脊椎動物 STX1a/Stx1a と高い相同性

を示し，3’-UTR を含むサケ stx1a 遺伝子断片を得た (STX1a-1F および STX1a-1R; 

353 bp)。同様に 5’-UTR を含む遺伝子断片を得た (STX1a-2F および STX1a-2R; 800 

bp)。サケの嗅覚中枢より，魚類 stx1b および高等脊椎動物 STX1b/Stx1b と高い相同

性を示し，5’-UTR を含むサケ stx1b 遺伝子断片を得た (STX1b-1F および STX1b-

1R; 577 bp)。同様に 3’-UTR を含むサケ stx1b 遺伝子断片を得た (STX1b-2F および

STX1b-2R; 696 bp)。これら 4 つの配列情報から明らかになったサケ stx1a および

stx1bのCDS塩基配列 (945 bpおよび911 bp) は，互いの演繹アミノ酸配列に53/911

アミノ残基の変異があり，アミノ酸配列相同性は 94.2%だった (Figs. 6, 7)。サケ

stx1a および stx1b の 5’-および 3’-UTR は互いに変異が多く (Fig. 7)，  
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Fig. 4. Alignment of deduced amino acid sequences of synaptosome-associated protein 25 

(Snap25) isoform a (Snap25a) and isoform b (Snap25b) of chum salmon, 

Oncorhynchus keta, pink salmon, O. gorbuscha, masu salmon, O. masou, sockeye 

salmon, O. nerka, and other vertebrates and fruit fly. Dots correspond to residues 

identical to chum salmon Snap25a (LC19760). The boxes indicate the N-soluble N-

ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor (N-SNARE/Snare) motif 

(positions 10–82), cysteine (cys)-rich domain (positions 84–92) and C-SNARE/Snare 

motif (positions 141–199).   
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Fig. 5. Phylogenetic tree of known synaptosome-associated protein 25 s (Snap25s) 

constructed using the neighbour-joining method. Amino acid sequences of 

SNAP25a/Snap25a and SNAP25b/Snap25b were compared between salmon and other 

vertebrates. The scale bar shows residue substitutions per site in the sequence. 

Sequence information on the SNAP25s/Snap25s of other vertebrates is shown in 

section 2-2-5.   
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Fig. 6. Alignment of deduced amino acid sequences of syntaxin isoform 1a (Stx1a) and 

isoform 1b (Stx1b) of chum salmon, Oncorhynchus keta, pink salmon, O. gorbuscha, 

masu salmon, O. masou, sockeye salmon, O. nerka, and other vertebrates. Dots 

correspond to residues identical to chum salmon Stx1a (LC414366). Boxes indicate 

Amino (N)-terminal domain (positions 30–181) and H-3 domain (SNARE/Snare 

motif; positions 228–279). 
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Fig. 7. Alignment of deduced amino acid sequences of syntaxin isoform 1a and isoform 

1b (Stx1a/Stx1b) of chum salmon, Oncorhycnhus keta, and nucleotide sequences of 

syntaxin isoform 1a (stx1a) and isoform 1b (stx1b) of chum salmon, pink salmon, O. 

gorbuscha, mouse, Mus musculus, and human, Homo sapiens.   



 

21 

同演繹アミノ酸配列の系統解析では互いに異なるクレードに分類された (Fig. 8)。 

 サケの嗅覚中枢より，5’-UTR および 3’-UTR の一部を含むサケ vamp2 の全 CDS

配列 (410 bp) を得た。111 アミノ残基からなる演繹アミノ酸配列には，SNARE 結

合にヘリックスを供給する R-SNARE モチーフが保存されており (24-86 アミノ酸

配列部位)，膜貫通領域に 1 アミノ残基変異 (104 アミノ酸配列部位: イソロイシ

ンとトレオニン) が生じているサケVamp2の2型サブタイプが得られた (Fig. 9)。

サケ vamp2 subtype1 は，サケ類の vamp2 subtype1 (ギンザケ; XM020464331.1, ニジ

マス; XM021618535.1) と 100%相同であり，サケの subtype2 は，同 subtype2 (ギン

ザケ; XM020466331.1, ニジマス; XM021591152.1) と高い相同性を示した。他の真

骨魚類でも，カワカマス Vamp2 (XP010892931.1, XP010895165.1, 110 および 120 ア

ミノ残基)，タイセイヨウニシン Vamp2 (XP031442209.1, XP031432277.1, 115 およ

び 118 アミノ残基) で長短の 2 型サブタイプが存在したが，そのアミノ酸配列長

はサケ類の両サブタイプよりもさらに長かった。他の真骨魚類における長短の

Vamp2 サブタイプ間では，N-末端および C-末端側に変異が多く，種間およびサブ

タイプ間で SNARE モチーフが保存されており，アミノ酸配列長の差は N-末端側

の変異によるものであった (Fig. 9)。高等脊椎動物 VAMP2 も，アミノ酸配列長が

≧115 アミノ残基であり，アミノ酸配列の系統解析においてサケ類 Vamp2 はサイ

ズが近いカワカマス Vamp2 (XP010892931.1) の下位クレードに位置し，真骨魚類

Vamp2 はアミノ酸配列長ごとにクレードを形成した (Fig. 10)。 

 

2-3-2. カラフトマス嗅覚中枢における snare/Snare 分子 

 カラフトマスでは，snare 3 分子の翻訳領域全長の塩基配列が得られた。具体的

には，サケ snap25a および snap25b の 1-688 塩基配列部位に相当するカラフトマ

ス snap25a (LC514679, 688 bp) および snap25b (LC514680, 688 bp) の塩基配列が得

られた。同様にサケ stx1a の 1-945 塩基配列部位に相当する 3 型のカラフトマス

stx1a (LC514681，LC514682 および LC514683, 945 bp) 塩基配列，サケ stx1b の 1-

911塩基配列部位に相当する 2型のカラフトマス stx1b (LC514684およびLC514685, 

911 bp) 塩基配列およびサケ vamp2 の 1-410 塩基配列部位に相当するカラフトマ

ス vamp2 (LC514686, 410 bp) 塩基配列を得た。サケ Stx1a および Stx1b 演繹アミノ  
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Fig. 8. Phylogenetic tree of known syntaxin isoform 1 s (Stx1s) constructed using the 

neighbour-joining method. Amino acid sequences of Stx1s were compared between 

salmon and other vertebrates. The scale bar shows residue substitutions per site in the 

sequence. Sequence information on the STX1s/Stx1s of other vertebrates is shown in 

section 2-2-5. 
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Fig. 9. Alignment of deduced amino acid sequences of vesicle-associated membrane 

protein 2 (Vamp2) of chum salmon, Oncorhynchus keta, pink salmon, O. gorbuscha, 

masu salmon, O. masou, sockeye salmon, O. nerka, and other vertebrates. Dots 

correspond to residues identical to chum salmon Vamp2 subtype 1 (LC414368). The 

box indicates the R-soluble N- ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein 

receptor (R-SNARE/Snare) motif (position 24–86).   
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Fig. 10. Phylogenetic tree of known vesicle-associated membrane protein 2 s (Vamp2s) 

constructed using the neighbour-joining method. Amino acid sequences of Vamp2 

were compared between salmon and other vertebrates. The scale bar shows residue 

substitutions per site in the sequence. Sequence information on the VAMP2/Vamp2 of 

other vertebrates is shown in section 2-2-5.   
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酸配列およびサケ，カラフトマス，マウスおよびヒト stx1a/Stx1a/STX1a および

stx1b/Stx1b/STX1b 塩基配列のアラインメントを上述の Fig. 7 に示した。 

 

2-3-3. サクラマス嗅覚中枢における snare/Snare 分子 

 サクラマスでは，snare 3 分子の翻訳領域全長の塩基配列が得られた。具体的に

は，サケ snap25a およびサケ snap25b の 1-688 塩基配列部位に相当するサクラマ

ス snap25a (アクセッション番号: 登録申請中, 688 bp) および snap25b (登録申請中, 

688 bp) 塩基配列が得られた。サケ stx1a の 1-945 塩基配列部位に相当する 2 塩基

の非同義置換を示す 2 型のサクラマス stx1a (登録申請中, 945 bp) 塩基配列および

2 型のサケ stx1b の 1-911 塩基配列部位に相当するサクラマス stx1b (登録申請中, 

911 bp) 塩基配列を得た。サケ vamp2 の 1-410 塩基配列部位に相当するサクラマス

vamp2 (登録申請中) 塩基配列を得た。 

 

2-3-4. ヒメマス嗅覚中枢における snare/Snare 分子 

 ヒメマスでも，snare 3 分子の翻訳領域全長の塩基配列が得られた。具体的には，

サケ snap25a および snap25b の 1-688 塩基配列部位に相当するヒメマス snap25a 

(登録申請中, 688 bp) および snap25b (アクセッション番号: 登録申請中, 688 bp) 塩

基配列を得た。ヒメマス終脳よりサケ stx1a の 1-945 塩基配列部位に相当するヒメ

マス stx1a (登録申請中, 945 bp) 塩基配列およびサケ stx1b の 1-908 塩基配列部位

に相当するヒメマス stx1b (登録申請中, 908 bp) 塩基配列を得た。ヒメマス嗅球よ

りサケ vamp2 の 1-410 塩基配列部位に相当するヒメマス vamp2 (登録申請中, 410 

bp) 塩基配列を得た。 

 

2-3-5. サケ類 snare/Snare 分子の種間比較 

 本研究で得られたサケ類 snare 遺伝子の塩基配列を，サケと比較した相同性を

以下に示す。サケ snap25a 塩基配列は，カラフトマス，サクラマスおよびヒメマ

ス snap25aとそれぞれ 99.6，99.4-99.6および 99.6%の相同性を示した。サケ snap25b

とカラフトマス，サクラマスおよびヒメマス snap25b は，99.3，99.6 および 99.4%

の相同性を示した (Fig. 4)。snap25a および snap25b の 2 型アイソフォーム間の塩
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基配列相同性は，サケおよびカラフトマスで 94.9%，サクラマスで 95.2%，ヒメマ

スで 94.8%だった。サケ stx1a 塩基配列とカラフトマス，サクラマスおよびヒメマ

ス stx1a は，98-99，98.7 および 99.2%の相同性を示した。サケ stx1b とカラフトマ

ス，サクラマスおよびヒメマス stx1b は，99.5，99.2-99.8 および 98.5%の相同性を

示した (Fig. 6)。サケ vamp2 塩基配列とカラフトマス，サクラマスおよびヒメマス

vamp2 は，99-100，99.3 および 99.3%の相同性を示した (Fig. 9)。 

 

2-4. 考察 

 本研究は，サケ属魚類の脳内に発現する snare 3 分子の cDNA クローニングを行

った最初の報告であり，ゲノム情報や転写産物断片に基づいた推定では無く，

mRNA として発現するサケ類 snare 遺伝子の塩基配列を確認した。サケ嗅覚中枢

よりクローニングされた snap25a および snap25b は，共通する 5’-および 3’-UTR

塩基配列断片とエクソン 5 相当領域に集中した変異といった特徴から，高等脊椎

動物と同様に選択的スプライシングにより生じたアイソフォーム  (Bark 1993, 

Bark and Wilson 1994) であると考えられた。両アイソフォームは，サケ，カラフト

マス，サクラマスおよびヒメマスの種間で高度に保存されていたが (Fig. 4)，わず

かながら種内で変異を示したことからサブタイプの存在も示唆された。ゲノム情

報を基にした推定ではあるが，タイセイヨウサケの snap25s においては，3 種類の

predicted snap25a: XM014144861.1，XM014144863.1 および NM001173949.1 (相同性

91.5-99.0%) と 4 種類の predicted snap25b: XM014211547-50 (相同性 97.0-99.0%) が

推定されており，4 倍体以上の多型が存在する可能性がある。また，サケ科魚類で

は，サケ科魚類特異的ゲノム倍数化 (Leong et al. 2010, Berthelot et al. 2014) に加え

て，局所的な遺伝子倍数化 (e.g., Berthelot et al. 2014, Warren et al. 2014) およびそ

の後の単数化 (Kim et al. 2016, Lien et al. 2016) 等の過程で複雑な分子進化が生じ

ている。これらのことから，本研究では存在を明らかにできていないが，サケ類

snap25s には少なくとも snap25a1 と snap25a2 および snap25b1 と snap25b2 の四倍

化したサブタイプが存在する可能性がある。 

 stx1a および stx1b は，本研究の 4 種のサケ類より得られた stx1s 塩基配列は比較

できた塩基配列長はごく短いが互いに異なる 5’-および 3’-UTR 配列を有し (Fig. 
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7)，演繹アミノ酸配列におけるアミノ酸変異も全体的に分布していた。このこと

から，サケ stx1s は snap25s のようなスプライシングアイソフォームでは無く，互

いに異なる遺伝子座に存在する遺伝子であると推定された。また，サケ類および

他の脊椎動物 Stx1s/STX1s の分子系統解析において，サケ類 Stx1a が脊椎動物

Stx1a/STX1a クレードに，サケ類 Stx1b が脊椎動物 Stx1b/STX1b クレードに含まれ

たことから (Fig. 8)，サケ類 Stx1s は高等脊椎動物 STX1s/Stx1s と同様の分子進化

過程を経ていると考えられた。サケ類 Stx1a および Stx1b 演繹アミノ酸配列は，他

の SNARE 分子との結合に機能する SNARE モチーフである H3 ドメイン (Sutton 

et al. 1998, Lin and Scheller 2000) および STX1 閉構造に関連する N-末端ドメイン 

(Misura et al. 2000, Burkhardt et al. 2008) が高等脊椎動物と比較して高度に保存さ

れており，機能的な Stx1a および Stx1b であると考えられた。 

 vamp2 は，サケ Vamp2 が種内でアミノ酸置換を伴う変異を示したことから，サ

ケ類で 2 種類以上のサブタイプの存在が示唆された。本研究で得られたサケ類

Vamp2 演繹アミノ酸配列は 111 アミノ残基であったが，ゲノム配列に基づいて，

ギンザケ Vamp2 (XP020356123.1, 115 アミノ残基)，タイセイヨウサケ Vamp2 

(XP013997672.1, 115 アミノ残基) およびカワカマス Vamp2 (XP010895165.1, 118 ア

ミノ残基) のようにサケ科魚類と近縁種において「長い」VAMP2 タイプの存在が

推定されている。しかし，本研究ではサケ類嗅覚中枢において≧115 アミノ残基の

Vamp2 をコードする遺伝子の存在は明らかにできていない。真骨魚類 Vamp2 には

アミノ酸配列長が異なる 2 型サブタイプが存在し，その長さも種間で変異が生じ

ていた。しかし，SNARE モチーフは魚類と高等脊椎動物の間で保存されており，

両サブタイプは機能的であると考えられるが，魚類において両サブタイプの発現

を比較した報告は無いことから，どちらが主要なサケ類 vamp2 サブタイプである

かは不明であった。 
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第 3 章 嗅覚器官および脳における snare遺伝子の発現解析 

 

3-1. 背景と目的 

 第 2 章においてサケ類嗅覚中枢における snare 遺伝子の発現が確認された。サ

ケ類 Snare タンパクの一次構造は，高等脊椎動物と比較して高度に保存されてい

たことから，これらの分子はサケ類でも高等脊椎動物と同様の機能を担うと考え

られた。しかしながら，嗅神経系を含む脳各部位での発現動態については全く不

明であり，発現している脳領域や細胞種についても分かっていない。げっ歯類で

は，Snap25s 発現脳部位がアイソフォーム特異的であり  (Boschert et al. 1996, 

Johansson et al. 2008)，マウス嗅球では，SNAP25a は SNAP25b に比べてタンパク

発現強度が強い (Yamamori et al. 2011)。STX1a は，げっ歯類中枢神経系において

グルタミン酸興奮性および γ-アミノ酪酸抑制性シナプスにおけるシナプス小胞放

出プールの構成に機能しているが (Fujiwara et al. 2006, Mishima et al. 2014)，速い

開口放出には STX1b がより重要であるとされている (Arancillo et al. 2013, Kofuji 

et al. 2014, Mishima et al. 2014)。ショウジョウバエ視葉では，ニューロンの間隙に

生じるニューロピルの形成に vamp2 発現上昇が関与している (Hiesinger et al. 

1999)。また，VAMP2 と SNAP25 はシナプス小胞のリサイクリングにも機能する 

(Zhang et al. 2013)。これらのことから，サケ類においても偽遺伝子ではない機能的

な Snare 複合体を構成する分子は，同じ脳領域の同じ細胞種に発現すると考えら

れる。また，その発現脳領域から嗅覚情報の伝達との関連を示し，魚類脳におけ

る高等脊椎動物との機能的相同領域を元に特定の神経活動との関連を類推するこ

とが可能である。そこで本章では，サケ嗅覚器官と脳各部位における snare 遺伝子

発現状況を明らかにすることを目的とした。 

 

3-2. 材料と方法 

3-2-1. 供試魚 

 サケ (シロザケ) 幼稚魚脳における snare 遺伝子の発現解析には，北海道南西部

八雲町遊楽部川本流の中・下流域において電撃漁具 (エレクトロフィッシャー 

LR-24; Smith Root 社) を用いて採集した降河中幼稚魚を本学部先端環境制御実験
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棟恒温飼育室 (10℃) にて人工海水 (Tetra Marin Salt Pro; Tetra 社) で育成した個体

を用いた。嗅覚器官とより詳細に部位を区分した脳各部位 (Fig.11) における snare

遺伝子の発現解析には，遊楽部川水系の上流域の支流セイヨウベツ川において電

撃漁具で採集した産卵遡上後の成熟雄を用いた。炭酸ガス水により不動化・魚体

測定の後，幼稚魚からは，嗅覚前部 (嗅球および終脳の嗅覚中枢)，脳中部 (視蓋

と視床および視床下部) および脳後部 (小脳および延髄) を剖出した。親魚からは

嗅覚器官 (嗅房および嗅神経束)，脳各部位 (嗅球，終脳，視蓋，視床+視床下部，

小脳および延髄) および脳下垂体を剖出した。得られた組織は RNA 保護保存液中

に 4 °C で一晩浸漬し，-30 °C で冷凍保存した。snare 遺伝子の分子組織化学的解

析に用いた供試魚は，2017~2020 年春季に遊楽部川中・下流域で電撃漁具を用い

て採集したサケ幼稚魚を用いた。炭酸ガス水により不動化・魚体測定の後，断頭

した頭部を冷 0.1 mol/L リン酸緩衝 4%パラフォルムアルデヒド液 (pH 7.2; PFA) 

で固定し，解析まで 4°C にて 70%エタノール中に保管した。 

 

3-2-2. 定量的発現解析 

 嗅覚器官，脳各部位および脳下垂体組織からの全 RNA 抽出およびその精製は，

2-1-1 と同様に行った。全 RNA サンプルの濃度を，NanoDrop 1000 により測定し

た。各組織より抽出した全 RNA を鋳型として，前述の反応条件で cDNA を合成

した。snare 遺伝子 (snap25a，snap25b，stx1a，stx1b および vamp2) の発現解析に

は，リアルタイム定量 PCR (qPCR) の増幅領域を含む遺伝子断片をサブクローニ

ングしたプラスミドを調製し，段階希釈によるプラスミドスタンダードを用いた

絶対定量により行った。プラスミド DNA のコピー数は，Lee et al. (2006) を参照

し，改変を加えた以下の式により算出した。 

 

 プラスミド DNA のコピー数 (copies) は，1 mol あたりのコピー数 (copy/mol) 

としてアボガドロ数 (6.02×10e+23) を用い，反応系内の DNA のモル量 (mol) と

の積で示した。DNA のモル量は，サンプル DNA 量 (DNA volume [g]) をプラスミ  
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Fig. 11. Schematic illustration of salmon head and brain. A: Lateral view of salmon head 

and the position of brain. B: Lateral view of salmon brain and diagrams of regions, C: 

cerebellum, MO: medulla oblongata, OB: olfactory bulb, ON: olfactory nerve, OR: 

olfactory rosette, OT: optic tectum, Pt: pituitary, Te: telencephalon, T/H: thalamus 

and hypothalamus.    
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ド DNA の 1 mol あたりの質量 (g/mol) で除した値とし，サンプル DNA 量は，精

製プラスミド溶液濃度 (ng/μl) とアプライ量 (μl) から算出した。プラスミド DNA

の 1 mol あたりの質量は，DNA 長 (DNA length [bp]) と二本鎖 DNA の平均分子量 

(660 [g/mol/bp]) の積とし，DNA 長は，インサート DNA (PCR 産物) とプラスミド

ベクター (TOPO vector; 3,973 [bp]) の塩基長の和とした。プラスミド溶液は， 

10-2-10-6に段階希釈してコピー数既知のスタンダードとした。qPCR には，FastStart 

Essential DNA Green Master Mix および Light Cycler Nano (Roche 社) を用いた。

qPCR の反応条件は，プレサイクル加熱 95 °C 10 分，45 サイクルの増幅反応 (熱

変性 95 °C 30 秒，アニーリング 30 秒，伸長 72 °C 1 分)，融解曲線分析 60-97 °C 

(+0.1 °C/秒) とした。アニーリング温度は，snap25a，snap25b および stx1b は 65 °C，

stx1a と vamp2 は 66 °C とした。qPCR に用いるプライマーは，2-1-1 の cDNA ク

ローニングにより得られたサケおよびカラフトマス snare 遺伝子の塩基配列およ

び他の魚類の配列情報を参照し，Primer 3 Plus および Multiple Primer Analyzer を利

用して設計した (Table 2)。qPCR は，各サンプルを duplicate して行い，プレート

間の値は各分子のプラスミド希釈溶液をキャリブレータとして補正した。各サン

プルの発現量は，プラスミドスタンダードの測定で得られた蛍光検出閾値 (Cq 値) 

-コピー数 (copies) の検量線によってサンプル Cq 値からコピー数を算出し，組織

量が異なるサンプル間での比較のため全 RNA 量あたりコピー数 (copies/RNA 

[ng]) で示した。qPCR 実験に関する情報の記載には，qPCR 実験結果の公表に関

するガイドライン (MIQE; Bustin et al. 2009) を参照した。 

 

3-2-3. 統計解析 

 定量的発現解析により得られた発現量は，平均値 ± 標準誤差 (SE) で示した。

統計解析は，SPSS 20.0 (IBM 社) を用いて行い，有意水準は p < 0.05 とした。各デ

ータは，Shapiro-Wilk 検定により分布の正規性を確認した。比較する全データが正

規分布と有意に異ならなかった場合は，一元配置分散分析 (ANOVA) の後，Tukey 

honestly significant difference (HSD) 検定により多重比較を行った。正規分布に従わ

ないデータが含まれた場合は，Kruskal-Wallis 検定の後に Dunn 検定により多重比

較を行った。  
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Table 2. Primer sets used in real-time PCR of chum salmon, Oncorhynchus keta, for 

synaptosome-associated protein 25 isoform-a (snap25a) and isoform-b (snap25b), 

syntaxin isoform-1a (stx1a) and isoform-1b (stx1b), and vesicle-associated membrane 

protein isoform-2 (vamp2). Beginning small letter “s” means “salmon” in each primer 

name. F: forward primer, R: reverse primer. 

 

Primer Sequence Source 

sSNAP25a-F 5’-ACTGGATCGTGTTGAAGATGGC-3’ This study 

sSNAP25b-F 5’-CTGTGGTCTTTGCTCCTGTCCT-3’ This study 

sSNAP25ab-R 5’-TCCTCCACTGATGGCCATCTGT-3’ This study 

sSTX1a-F 5’-TGTTCATGGACATGGCCATGCT-3’ This study 

sSTX1a-R 5’-CACTGCCTTCTTGGTGTCAGACA-3’ This study 

sSTX1b-F 5’-AGCAATCGAGCAGAGCATTGAG-3’ This study 

sSTX1b-R 5’-TTTGGACTGCGTGGTGTTGTAC-3’ This study 

sVAMP2-F 5’-AGACACAGGCTCAGGTGGATGA-3’ This study 

sVAMP2-R 5’-CACTGGTCTCGAACTGTGAGGC-3’ This study 
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3-2-4. in situ ハイブリダイゼーション 

 snare 遺伝子 (snap25a: 445 bp，stx1b: 536 bp および vamp2: 410bp) の増幅領域を

含む遺伝子断片をサブクローニングした pCRII-TOPO プラスミドベクター 

(Invitrogen 社) を制限酵素 BamH I または Xho I (Roche 社) により直鎖化した。直

鎖化した DNA を鋳型として，Digoxigenin (DIG) RNA Labeling Mix，SP6 および T7

ポリメラーゼ (Roche 社) を用いてセンス鎖およびアンチセンス鎖の DIG 標識サ

ケ snap25，stx1 および vamp2 cRNA プローブをそれぞれ作製した。 

 分子組織化学的解析用固定試料を常法によりパラフィン (Histosec; Merck 社) 

に包埋し，回転式ミクロトーム (M1512; ライツ社) により約 5 µm 厚の連続切片

を作製した。脱パラフィンおよび再水和の後，切片をプロテナーゼ K (20 mg/L 

proteinase K in 10 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA [pH 8.0]) により 37 °C 20 分の処

理を行い，4％PFA による再固定，0.2 N 塩酸処理，アセチル化 (2.5% acetic-anhydrate 

in 0.1 mol/L triethanolamine-HCl [pH 8.0]) をそれぞれ 10 分施行した。ハイブリダイ

ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー  (1×Denhardt’s solution [0.2 g/L Ficoll, 0.2 g/L 

polyvinylpyrrolidone, 0.2 g/L bovine serum albumin], 10 mmol/L Tris-HCl [pH 7.6], 1 

mmol/L EDTA, 2.5 g/L SDS, 5 mol/L NaCl, 200 mg/L yeast transfer RNA, 100 mg/L calf 

thymus DNA) で室温 1 時間のプレハイブリダイズを行った後，硫酸デキストラン

を 5%量になるように添加した上記ハイブリダイゼーションバッファーによりプ

ローブを 50 倍に希釈し，パラフィルムで切片表面を覆った後，50％ホルムアミド

水溶液で湿らせた湿箱内で 50 °C 一晩のハイブリダイズを行った。ハイブリダイ

ズ後，50 °C の 5×SSC (1×SSC: 150 mmol/L NaCl, 15 mmol/L sodium citrate) でパラ

フィルムを剥がし，プローブ洗浄 (50% formamide in 2×SSC, 20 分×2 回) および

RNase A G.S. (ニッポンジーン社) による一本鎖状態のプローブの消化を行った後，

アルカリフォスファターゼ標識 DIG 抗体 (Anti-digoxigenin-AP, Fab fragments: 

Roche 社) を 500 倍に希釈し，室温 2 時間でインキュベーションした。洗浄後，

BCIP-NBT キット (ナカライテスク社) により発色させ，アクアテックス (Merck

社) で封入し，生物顕微鏡 (ECLIPSE 80i; ニコン社) にて snap25，stx1 および

vamp2 mRNA 発現シグナルの観察および写真撮影を行った。 
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3-3. 結果 

3-3-1. サケ幼稚魚の snare 遺伝子発現部位 

 降海後幼稚魚の snap25a 発現は，嗅覚中枢の脳前部で脳後部に比べて有意に高

かった (Fig. 12A)。snap25b 発現は，脳後部で脳前部に比べて有意に高かった (Fig. 

12B)。stx1a と stx1b 発現は，脳中部で最も高かったが，発現量に有意差は無かっ

た。脳後部における stx1a 発現は，嗅覚中枢に比べ有意に高かった (Fig. 12C, D)。

vamp2 発現は，嗅覚中枢で脳後部に比べ有意に高かった (Fig. 12E)。 

 

3-3-2. サケ成熟魚の snare 遺伝子発現部位 

 成熟魚での snap25a 発現は，脳全体に発現し，嗅球と終脳で，他の部位に比べ

て有意に高かった (Fig. 13A)。同 snap25b も同様に脳全体に発現し，終脳で最も高

く，嗅房，嗅神経および脳下垂体に比べて有意に高かった (Fig. 13B)。同 stx1a 発

現は，終脳で最も高く，嗅球および終脳での発現は視床+視床下部を除く他の部位

に比べて有意に高く，視床+視床下部での stx1a 発現も，嗅房，嗅神経および脳下

垂体と比べ有意に高かった (Fig. 13C)。同 stx1b 発現は，終脳で最も高く，嗅房，

嗅神経および脳下垂体と比べて有意に高かった (Fig. 13D)。同 vamp2 発現は，嗅

球で最も高く，終脳，延髄，嗅房および嗅神経に比べて有意に高く，終脳でも嗅

房と嗅神経に比べて髙かった (Fig. 13E)。両 snap25 については，成熟雌でも解析

したが顕著な雌雄差は認められなかった (data not shown)。 

 

3-3-3. サケ幼稚魚脳の snare 遺伝子発現細胞 

 降海期サケ幼稚魚の嗅球，終脳および間脳における snap25，stx1 および vamp 発

現の in situ ハイブリダイゼーション像を Figs. 14-17 に示す。アンチセンス鎖標識

プローブを用いた反応において，snap25 発現を示す特異的シグナルが脳各部位の

神経細胞核周辺部に観察された (Figs. 14A, 15A, C, E, G)。また，センス鎖標識プ

ローブを用いた反応では特異的シグナルは認められなかった (Fig. 14D)。snap25

発現は，嗅球顆粒細胞 (GR) 層および同僧帽細胞 (Figs. 14A, 15A)，終脳背側背側 

(Dd)，同背側外側背部 (Dld)，同背側外側腹部 (Dlv)，同背側中央 (Dc)，同背側内

側 (Dm)，同腹側背側 (Vd) および同腹側腹側 (Vv) で検出された (Figs. 15C, E,   
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Fig. 12. Expression analyses of synaptosome-associated protein isoform 25a (snap25a: A) 

and isoform 25b (snap25b: B), syntaxin isoform-1a (stx1a: C) and isoform-1b (stx1b: 

D), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2: E) in the Olfactory 

center (mixture of olfactory bulb and telencephalon), Mid-brain (mixture of optic 

tectum, thalamus, and hypothalamus), and Hind-brain (mixture of cerebellum and 

medulla oblongata) in juvenile chum salmon using quantitative real-time PCR 

(qPCR). Values represent the mean ± standard error (n=5-7) of copies per sample 

RNA (ng). Shared letters indicate no significant difference (p < 0.05, Kruskal-Wallis 

test followed by Dunn’s multiple comparison test). 
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Fig. 13. Expressions analyses of synaptosome-associated protein isoform 25a (snap25a: 

A) and isoform 25b (snap25b: B), syntaxin isoform-1a (stx1a: C) and isoform-1b 

(stx1b: D), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2: E) in the 

olfactory organ and brain in the post-upriver male chum salmon using quantitative 

real-time PCR (qPCR). C: cerebellum, MO: medulla oblongata, OB: olfactory bulb, 

ON: olfactory nerve, OR: olfactory rosette, OT: optic tectum, Pt: pituitary Te: 

telencephalon, T/H: thalamus and hypothalamus. Values represent the mean ± 

standard error (n=5-7) of copies per sample RNA (ng). Shared letters indicate no 

significant difference (p < 0.05, Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple 

comparison test for A, and one-way ANOVA followed by Tukey’s honestly significant 

difference test for B-E). 
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Fig. 14. Expressions of snap25 (A, D), stx1 (F, G), and vamp (H, I) in the olfactory bulb 

of juvenile chum salmon. A, F, and H: digoxygenin-labeled in situ hybridization using 

antisense cRNA probe; B: schematic illustration of salmon brain; C: hematoxylin-

eosin; D, G, and I: sense cRNA probe, E: schematic diagram of the transverse sections 

of olfactory bulb, GL (glomerular layer), GR (granule cell layer) and ONL (olfactory 

nerve layer; arrow). Arrowheads indicate principal signals of snare mRNA. Scale bar: 

100 µm.  
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Fig. 15. Expressions of snap25 in the olfactory bulb and telencephalon of juvenile chum 

salmon. A, C, E, G, and I: digoxygenin-labeled in situ hybridization using antisense 

cRNA probe; B, D, F, H, and J: schematic diagram of the transverse sections of 

forebrain, Dc (central area of dorsal telencephalon), Dd (dorsal area of dorsal 

telencephalon), Dld (dorsal part of lateral area of dorsal telencephalon), Dlv (ventral 

part of lateral area of dorsal telencephalon), Dm (medial area of dorsal 

telencephalon), GR (granule cell layer), OT (optic tectum), POA (pre-optic area), Vd 

(dorsal area of ventral telencephalon), and Vv (ventral area of ventral telencephalon); 

K: schematic illustration of salmon brain. Scale bar: 100 µm.  
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G)。終脳と尾側で接する視索前野 (POA) でもシグナルが検出された (Fig. 15I)。

嗅球隣接切片における stx1 と vamp の発現は，snap25 と同様の局在性を示した 

(Figs. 14A, F, H)。嗅球から終脳における stx1 発現は，嗅球 GR，終脳 Dd，Dm，Dld

および Dlv，Vd および Vv の各領域で検出された (Figs. 16A, C, E)。また，センス

鎖標識プローブを用いた反応では特異的なシグナルは観察されなかった  (Fig. 

14G)。同 vamp 発現も，嗅球 GR，終脳 Dd，Dm，Dld および Dlv，Vd および Vv

の各領域で検出された (Figs. 17A, C, E)。また，センス鎖標識プローブを用いた反

応では特異的なシグナルは認められなかった (Fig. 14I)。3 分子ともに終脳の Dd，

Dld および Vv に多数の発現シグナルが強い神経細胞が観察された (Fig. 15-17C, 

E)。 

 

3-4. 考察 

 成熟魚の snap25a 発現は，げっ歯類の脳吻側 (i.e., 嗅球，終脳，視床および視床

下部) で snap25a 発現が高いという発現分布 (e.g., Boschert et al. 1996, Yamamori et 

al. 2011) に類似したことから，げっ歯類とサケでは種内での snap25 アイソフォー

ム間の機能分化も類似している可能性が考えられた。同 snap25b は，脳全体に発

現したが，脳尾側 (i.e., 小脳および延髄) での発現が高くなかったことから，げっ

歯類 snap25b 発現分布とは部分的な一致であった。げっ歯類 snap25s 発現パター

ンとの不一致は，魚類 snap25s が分類群に特異的な倍数化により 4 倍体化し，そ

の後の偽遺伝子化を経ていることからも (キンギョ; Risinger and Larhammar 1993, 

ゼブラフィッシュ; Risinger et al. 1998)，サケ snap25s が独自の分子進化を経て哺乳

類とは異なる発現特性を示した可能性がある。本研究で qPCR 解析を行ったサケ

とカラフトマスでは，2-3 に示したように，snap25a と snap25b 共に単一の型のみ

クローニングされたため，4 倍体 snap25s の発現レベルをタイプごとに解析するこ

とはできなかった。 

 本研究で発現を分析した snap25a および snap25b の該当するサブタイプの発現

は，サケ幼稚魚および成熟魚の嗅房と脳各部位および脳下垂体に発現し，嗅神経

系および嗅覚高次中枢も含む終脳に発現することが確認された。ラット STX1a タ

ンパク発現は嗅球，終脳，視床，延髄および脳下垂体で高く，嗅球および終脳で  



 

40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16. Expressions of stx1 in the olfactory bulb and telencephalon of juvenile chum 

salmon. A, C, and E: digoxygenin-labeled in situ hybridization using antisense cRNA 

probe; B, D, and F: schematic diagram of the transverse sections of forebrain, Dc 

(central area of dorsal telencephalon), Dd (dorsal area of dorsal telencephalon), Dld 

(dorsal part of lateral area of dorsal telencephalon), Dlv (ventral part of lateral area of 

dorsal telencephalon), Dm (medial area of dorsal telencephalon), GR (granule cell 

layer), OT (optic tectum), Vd (dorsal area of ventral telencephalon), and Vv (ventral 

area of ventral telencephalon); G: schematic illustration of salmon brain. Scale bar: 

100 µm.  

  



 

41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17. Expressions of vamp in the olfactory bulb and telencephalon of juvenile chum 

salmon. A, C, and E: digoxygenin-labeled in situ hybridization using antisense cRNA 

probe; B, D, and F: schematic diagram of the transverse sections of olfactory bulb and 

telencephalon; Dc (central area of dorsal telencephalon), Dd (dorsal area of dorsal 

telencephalon), Dld (dorsal part of lateral area of dorsal telencephalon), Dlv (ventral 

part of lateral area of dorsal telencephalon), Dm (medial area of dorsal telencephalon), 

GR (granule cell layer), OT (optic tectum), Vd (dorsal area of ventral telencephalon), 

and Vv (ventral area of ventral telencephalon); G: schematic illustration of salmon brain. 

Scale bar: 100 µm.  
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は STX1b 発現も高いことが報告されており (Ruiz-Montasell et al. 1996)，本研究で

の親魚 stx1a および stx1b 発現パターンは，これとよく一致した。また，stx1a およ

び stx1b 発現脳部位は，snap25s 発現と類似していた。アフリカツメガエル幼生の

主嗅球では，同一の糸球体における Stx1 と Snap25 のタンパクの共局在が示され

ていることから (Manzini et al. 2007)，サケでも t-SNARE 分子である両分子は，シ

ナプス前膜アクティブゾーンにおいて同所的に発現し，機能すると考えられた。

このような snare 遺伝子の同所的な発現は，サケ幼稚魚脳における in situ ハイブ

リダイゼーション解析からも確認できた (Figs. 13A, B, D)。一方，成熟魚 vamp2 発

現は，t-Snare 分子とは異なり嗅球での発現が顕著であり，脳尾側の発現が低い傾

向を示したことから，ラット Vamp2 mRNA および VAMP2 タンパク発現部位と類

似していた (Trimble et al. 1990, Raptis et al. 2005)。シナプス前膜に局在する t-Snare

分子とシナプス小胞膜に局在する v-Snare 分子 (Lin and Scheller 2000) では異なる

発現パターンを示したものと考えられる。サケ科魚類 vamp2 は，2-4 で前述した

ように分子サイズが 4 アミノ残基異なる 4 型のサブタイプが存在する可能性があ

るが，本研究における qPCR 解析では vamp2 のサブタイプの存在を考慮せずに行

った。VAMP2-KO マウスでは，海馬ニューロン初代培養細胞のシナプス前膜にお

いて開口放出可能プールへのシナプス小胞の補充が阻害されることから (Deák et 

al. 2004)，vamp2 発現は開口放出可能なシナプス小胞の存在を強く反映すると考え

られる。そのため，サケ vamp2 発現が嗅球と終脳で顕著であったことは，遡上後

個体の嗅神経系における活発なシナプス伝達を示すものと考えられる。脳下垂体

にでの snare 発現は，t-Snare 分子が終脳または脳各部位に比べ有意に低い発現で

あったのに対し，脳下垂体 vamp2 発現は他の脳部位 (i.e., 視蓋，小脳および延髄) 

と同程度の発現レベルを示した。アフリカツメガエル下垂体では，Snap25a および

Snap25b タンパク発現が報告されている (Kolk et al. 2001, 2004)。げっ歯類の下垂

体では，Snap25a，Stx1a発現および強い Vamp2発現に加え (マウス: Oyler et al. 1991, 

ラット: Jacobsson and Meister 1996)，ラット腺性下垂体の分泌顆粒画分に VAMP2

が多いことが示されている (Majó et al. 1998)。このことから，サケ脳下垂体でも

Vamp2 を含む Snare タンパクは，タンパク/ペプチドホルモンの開口放出による血

中への内分泌にも機能すると考えられた。脳下垂体における snap25s および stx1s
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の t-Snare 分子の低い発現レベルは，産卵場所まで到達していた親魚の脳下垂体で

は内分泌系の機能が低下していた可能性がある。他方，サケの内分泌系には，本

研究で塩基配列が明らかになっていない別の snap25 および stx1 サブタイプが発

現し機能している可能性も考えられた。遡上後の成熟魚の脳各部位における各

snare 遺伝子の発現は，snap25b と stx1b は終脳で，snap25a，stx1a および vamp2 は

嗅球と終脳で高かった。また，stx1a は視床と視床下部を合わせた部位でも高いこ

とから発現脳部位は分子間で異なったが，脳吻側での発現が高い傾向は共通して

いた。終脳における snare 発現は，遡上時の母川記憶の想起のみならず，産卵に関

連した性成熟やフェロモン受容を含む個体間相互作用に関わる神経活動も反映し

たと考えられる。 

 in situ ハイブリダイゼーション解析では，プローブに相当する領域の snap25a お

よび snap25b のアイソフォーム間の塩基配列相同性が 92.6%であり，cRNA プロー

ブへの DIG 標識はランダムであること，プローブは断片化されてハイブリダイズ

することからも，2 種類のアイソフォームを区別できないと考えられた。stx1a お

よび stx1b は，プローブに相当する領域は 67%相同であり，サケ幼稚魚での qPCR

解析では両アイソフォームの発現量は同程度であったことから，stx1b が主体では

あるが stx1a の発現も検出していると考えられた。本研究では塩基配列を得られ

ていないが，サケ類でも vamp1 アイソフォームの存在がゲノム情報より推定され

ている。両 vamp アイソフォームの本プローブに相当する領域の塩基配列相同性

は，サケでは不明であるが，ニジマスでは約 70%であることから  (vamp1: 

XM021590660.2, vamp2: XM021618535.2)，両アイソフォームを検出すると考えら

れた。そのため，本研究の in situ ハイブリダイゼーション解析では，各分子のア

イソフォームを区別していないと判断して snap25，stx1，vamp として扱った。サ

ケ嗅球における snap25，stx1 および vamp 発現は，僧帽細胞および顆粒細胞で検

出された。僧帽細胞は，樹状突起で嗅細胞軸索とシナプス結合しているが，神経

終末はより高次のニューロンとシナプス結合することから，嗅覚情報の二次以上

の高次への投射に機能する Snare タンパクとなる遺伝子発現を検出したと考えら

れた。アフリカツメガエルでは，嗅球僧帽細胞および顆粒細胞における snap25a お

よび snap25b 発現が報告されており (Kolk et al. 2004)，本結果を支持している。ま
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た，顆粒細胞層のニューロンは，細胞体が小さい細胞が密集し，細胞質の領域も

狭いことからシグナルが顕著に観察されたと考えられた。 

 終脳における snare mRNA 発現領域を，ニジマス前脳の蛍光トレーサー (1,1'-ジ

オクタデシル-3,3,3',3'-テトラメチルインドカルボシアニン過塩素酸; DiI) を用い

たコネクトーム解析で示されている領域区分 (Folgueira et al. 2004a, 2004b) およ

び真骨魚類における高等脊椎動物との機能的相同領域 (Yamamoto et al. 2007, 

Yamamoto 2009) と比較する。サケ幼稚魚終脳の snare 発現は，サケ類において嗅

神経軸索が直接投射する終脳腹側 (Vd+Vv; Riddle and Oakley 1992, Becerra et al. 

1994, Folgueira et al. 2004a, 2004b) でも検出されたことから，嗅球 GLと同様に嗅

覚情報を受容するニューロンでの snare 遺伝子の発現が示唆された。嗅球を介し

た二次~高次の嗅覚ニューロン投射領域である終脳 Dp，Vv，Dlv および Dc およ

び間脳 POA (Folgueira et al. 2004a, Yamamoto et al. 2007) でも snare 発現が検出され

たことから，本研究で検出したサケ snare 遺伝子は，嗅覚情報のより高次中枢での

情報処理に関与していると考えられた。ヒメマスでは，海馬の機能的相同領域と

考えられる終脳 Dl 領域 (Nikonov et al. 2005) において母川水刺激により神経活動

が活発になることが機能的核磁気共鳴画像法により示されている (Bandoh et al. 

2011)。このことから，終脳 Dl 領域における顕著な snare 遺伝子の発現は，嗅覚を

含む母川記憶の形成に強く関連していると考えられる。また，snare 遺伝子のシグ

ナルが顕著であった終脳 Vv 領域は，嗅球と吻側で接し，嗅覚の二次投射を受け

る領域であることから (Folgueira et al. 2004a)，嗅覚情報の処理に関わる嗅覚高次

中枢を構成する領域であると考えられる。以上のことから，サケ幼稚魚において

各 Snare 分子は，嗅覚情報の高次中枢への伝達と記憶形成に機能すると考えられ

た。 
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第 4 章 嗅神経系における snare遺伝子の回遊に伴う発現変化 

 

4-1. 背景と目的 

 第 2 章および第 3 章でサケ類嗅覚中枢における snare 遺伝子の発現を検出した

が，嗅覚刷込およびその記憶を想起する回遊時期での発現動態は不明である。サ

ケ類の母川のニオイ情報の嗅覚刷込に強く関わる降海期には，タイセイヨウサケ

幼魚の銀化変態 (PST) 期に脳全体の神経伝達物質濃度が一時的に上昇すること 

(Ebbesson et al. 1992, 1996)，サケ幼稚魚の降河時に NMDA 型グルタミン酸受容体

NR1 サブユニット遺伝子発現が上昇することから (Ueda et al. 2016)，神経可塑性

が高まっていると考えられる。サケ科魚類 (Salmonidae) の母川回帰には，母川の

ニオイを憶える嗅覚刷込仮説 (Wisby and Hasler 1954) と 1 年間を通じて河川に幼

稚魚が生息する種での同種幼魚のニオイを手掛かりにしているフェロモン説 

(e.g., Nordeng 1971) が対立する仮説とされてきた。フェロモン説単独では，親魚

が回帰・遡上する秋季には，河川に同種の幼魚が存在しないサケとカラフトマス

の母川回帰を説明できない。近年では，産卵場からの距離に応じて地磁気や海流 

< 同種他個体のニオイ < 母川のニオイの順で，手掛かりに階層性が存在するとい

う仮説が提唱されている (階層的航法仮説; Bett and Hinch 2016)。このことから，

母川回帰では，外洋域から沿岸域までの海洋フェーズと沿岸域から河川上流域ま

での河川フェーズのそれぞれに異なる外部刺激に対して鋭敏になる必要があるが，

その神経活動に関わる感覚器官と脳領域は複雑な神経回路を形成していると考え

られる。刷込・想起の両時期と時空間的に離れた外洋での索餌回遊期は，成長期

でもあるため神経可塑性は高いことが予想されるが，母川由来の刺激と完全に隔

たっていることから母川刷込と想起に関係が低い時期の比較対象として分析する

価値が高く，本学部では練習船での実習航海を利用して，その時期の標本が活魚

で採集できる。一方，近年，タイセイヨウサケ幼稚魚の野生魚とふ化場魚の異な

る生育環境が中枢神経系の発達に与える影響が示唆されている (Mes et al. 2018)。

また，生態学的観点からは，サケ類のふ化場魚が野生魚に比べて適応度が低く，

個体間相互作用においても負の影響があるといった議論がなされている (Morita 

et al. 2006, Hasegawa et al. 2014)。本章では，サケ類の嗅覚刷込および記憶想起に関



 

46 

わると考えられる回遊時期における snare 遺伝子の発現動態を明らかにすること

を目的として，サケおよびカラフトマスの嗅神経系における snare 3 分子の mRNA

発現量の回遊に伴う変化を定量解析した。併せて，嗅神経系における snare 遺伝子

の発現量からサケ稚魚における野生魚とふ化場魚の神経系発達およびシナプス可

塑性の差があるかについて検証した。 

 

4-2. 材料と方法 

4-2-1. 供試魚 

 サケ (シロザケ) の解析には，1) 降海前，2) 降海中，3) 降海後幼稚魚，4) 索

餌回遊期未成熟魚，5) 沿岸成熟途上魚，6) 遡上初期成熟魚，7) 遡上中盤成熟魚

および 8) 産卵場に到達した遡上後成熟魚の各生活期のサケ雄を用いた。採集した

個体は，炭酸ガス水により不動化・魚体測定した後，嗅覚器官 (嗅房)，嗅球およ

び終脳を剖出し，得られた組織を RNA 保護保存液に 4 °C で一晩浸漬し，-30 °C

で冷凍保存した。供試魚の尾叉長 (mm)，体重 (g)，採集日，採集方法の情報は Table 

3 に，外部形態は Fig. 18 に，採集点は Fig. 19 に示した。降海前 (含む降海初期個

体) の稚魚は，2017 年 3 月 22 日に北海道南西部八雲町の遊楽部川上流域 

(42°17'29''N, 140°07'43''E)，降海中の幼稚魚は，同年 4 月 20 日に同河川の中・下流

域 (42°15'31''N, 140°15'16''E) で電撃漁具を用いて採集した。降海中個体の一部は，

本学部先端環境制御実験棟恒温飼育室にて，水温 10°C の人工海水により 2 週間

育成した後，同年 5 月 5 日に組織を剖出し，降海後相当の前期幼魚とした。外洋

索餌回遊中個体は，2017 年 5 月 15～18 日に北太平洋西部海域 (43°01'N, 155°00'E) 

で，本学部附属練習船おしょろ丸 V 世の実習航海において手釣りおよび延縄によ

り雄 6 個体を採集した。母川遡上前の成熟途上個体は，2016 年 10 月 23 日に遊楽

部川河口に近い八雲町沖 (42°15'33''N, 140°17'17''E) の定置網で漁獲された雄 5 個

体を用いた。遡上初期個体は同年 11 月 10 日に遊楽部川の中・下流域で雄 5 個体

を電撃漁具により採集し，遡上中盤個体は 2019 年 11 月に同中流域のサケ捕獲施

設 (ウライ; 河口より約 6.7 km 上流，42°16'00N, 140°12'34"E) で雄 6 個体の供与

を受け，遡上後個体は，同年 11 月 24 日に同上流域の支流セイヨウベツ川の産卵

場付近で雄 5 個体を電撃漁具で採集した。 
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Table 3. Data sets of the seaward, feeding and homeward migrating chum salmon, Oncorhynchus keta, in this study, respectively. Values of fork 

length (distance from the tip of the snout to the center of the fork in the caudal fin, mm) and body weight (g) are expressed as mean ± 

standard error. Date and location of capture, sampling gear and sample size (individuals) are also shown.   

 

Stage Fork length (mm) Body mass (g) 
Number of 

samples 
Date Gear Location or source 

Pre-seaward fry 39.3 ± 0.80 0.42 ± 0.03 5 22-March-2017 Electric shocker 
Upper reaches of Yurappu 

River 

Seaward 

juvenile 
52.7 ± 2.17 1.07 ± 0.12 5 20-April-2017 Electric shocker 

Lower reaches of Yurappu 

River 

Post-seaward 

juvenile 
51.9 ± 1.94 0.97 ± 0.13 12 

11-May-2016, 

5-May-2017 
― 

Seawater rearing in 

laboratory 

Feeding 

immature 
541 ± 20.5 1751 ± 263.8 6 15 to 18-May-2017 Angling 

Northwest Pacific Ocean 

(43˚N, 155˚E) 

Pre-upriver 

maturing 
763 ± 22.1 4432 ± 452.7 5 23-October-2016 Set net 

Coastal waters off Yakumo 

Town 

Early-upriver 

maturing 
764 ± 13.3 4793 ± 283.8 5 10-November-2016 Electric shocker 

Lower reaches of Yurappu 

River 

Mid-upriver 

maturing/mature 
730 ± 13.1 4425 ± 341.3 5 12-November-2019 Weir 

Middle reaches of Yurappu 

River 

Post-upriver 

mature 
704 ± 17.6 3332 ± 389.3 8 24-November-2016 Electric shocker 

Upper reaches of Yurappu 

River 
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Fig. 18. External morphologies of chum salmon at different stages during seaward, feeding, 

and homeward migrations. A: Pre-seaward fry, B: Seaward juvenile, C: Post-seaward 

juvenile, D: Feeding immature, E: Pre-upriver maturing, F: Early-upriver maturing, G: 

Mid-upriver maturing/mature, and H: Post-upriver mature. Scale bars: 10 mm for A-C, 

100 mm for D-H. 
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Fig. 19. Fish correction sites. Upper: Dots indicate the area of collection of immature chum 

salmon in the Northwest Pacific Ocean (43°00′N, 155°00′E) and set net (collection of 

maturing male). Lower: Enlarged view of Yurappu River system in Southern Hokkaido, 

Japan. Upper reaches of Yurappu River (collection of pre-seaward juvenile and post-

upriver adult male), Lower reaches of Yurappu River (collection of seaward juvenile 

and adult beginning upriver migration), and Weir in the middle reaches (collection of 

adults in the middle of upriver migration). Post-seaward juveniles were collected at the 

lower reaches and maintained in artificial seawater.  
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 上流域にあるふ化場から放流され海までの河川移動距離が比較的長い (約 17 

km) 遊楽部川において，嗅覚刷込時期と考えられる降海期を降河行動期間として

より細分化し，サケ幼稚魚における snare遺伝子の発現変動を解析するため，2017，

2018 および 2019 年春季に同川および上流域の支流セイヨウベツ川で採集したサ

ケ幼稚魚を放流魚の耳石温度標識の確認により放流後の日数で区分して発現解析

を行った (Table 4)。供試魚には，1) 降河前ステージ: 2017~2019 年の各年 3 月に

遊楽部川上流域の支流セイヨウベツ川で採集した卵黄嚢が一部残る混合栄養期個

体を含む早期稚魚 (FL < 40 mm，n = 9) および降河前稚魚 (FL > 40 mm，n = 7)。

2) 降河中ステージ: 遊楽部川中・下流域で電撃漁具により採集した降河中の国立

研究開発法人水産研究・教育機構 (現) 水産資源研究所さけます部門八雲事業所

より放流されたサケ幼稚魚。各個体の扁平石の研磨標本から耳石温度標識 (例と

して Fig. 20) を確認し，採集日と北太平洋溯河性魚類委員会 (NPAFC) が公開 

(http://wgosm.npafc.org/) している放流日から特定した放流後日数の近いグループ

に区分し，降河中幼稚魚を放流後 2-3 日 (n=6)，9-10 日 (n=15)，12-15 日 (n=6) お

よび 24-27 日 (n=6) の 4 区分に細分化した。3) 降河後ステージ: 降河中個体の一

部を人工海水で 2 または 4 週間育成した降河後相当幼魚 (小型: FL < 60 mm，n = 8

および大型: FL > 60 mm，n = 6)。以上の 3 ステージ 8 区分の降河期サケ幼稚魚を

用いた。供試魚の外部形態は，Fig. 21 に示した。供試魚の尾叉長は，比較した各

ステージ間で，降河前早期稚魚および降河前稚魚に比べて，放流 2-3 日後≦同 9-

10 日後=同 12-15 日後≦同 24-27 日後=降河後小型稚魚＜降河後大型稚魚の順に大

型であった (Fig. 22)。同じく体重は，降河前早期稚魚≒降河前稚魚≦放流 2-3 日

後≦同 9-10 日後≒同 12-15 日後≦同 24-27 日後≦降河後小型稚魚＜降河後大型稚

魚の順に大型であった (Figs. 22A, B)。一方，供試魚の肥満度は，比較したステー

ジ間で違いは無かった (Fig. 22C)。 

 サケ稚魚の嗅神経系発達における野生魚とふ化場魚の違いを検証するため，同

じく遊楽部川上流域の支流セイヨウベツ川で採集したサケふ化場魚および自然産

卵由来個体 (以下，野生魚) において snare 3 分子の発現解析を行った。本項での

野生魚は，過去の報告における定義に従い，親の由来は問わず自然産卵由来の個

体とした (森田・大熊 2015)。供試魚の採集地点および周辺の支流に関する情報を
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Table 4. Data sets of the downstream migrating juvenile chum salmon, Oncorhynchus keta, in this study, respectively. Values of fork length (distance 

from the tip of the snout to the center of the fork in the caudal fin, mm) and body weight (g) are expressed as mean ± standard error. Collection 

date and individual numbers were represented for each otolith code collected from sample fish, release date, and days post release in river or 

description about the treatment of sample fish. Date and location of capture, sampling gear and sample size (individuals) are also shown. 

 

Stages Collection date Individual 

numbers 

Fork length 

(mm) 

Body weight (g) Otolith code Release date Days in river / Descriptions 

Pre-downstream 22 March 2017 5 39.3±0.80 0.42±0.03 - - Alevin~Juvenile 

14 March 2018 6 39.3±1.08 0.37±0.03 - - Alevin 

19 March 2019 5 37.1±0.68 0.38±0.02 - - Alevin 

Downstream 20 April 2017 1 47.95 0.797 2,3n-4nH 17 April 2017 3 

7 53.3±1.14 1.12±0.06 2,3n-3nH 10 April 2017 10 

2 49.4±3.23 0.93±0.18 2,3n-2nH 05 April 2017 15 

1 57.73 1.342 2,2n-4nH 24 March 2017 27 

25 April 2018 5 49.6±0.85 0.82±0.05 2,2n,3nH 23 April 2018 2 

3 54.4±2.15 1.14±0.13 2,3n-4nH 03 April 2018 22 

21 April 2019 5 47.7±1.10 0.75±0.06 2,3n-4nH 12 April 2019 9 

4 49.7±0.74 0.88±0.04 2,3n-3nH 09 April 2019 12 

3 54.6±1.30 1.19±0.07 2,3n-2nH 28 March 2019 24 

2 54.8±0.70 1.22±0.05 2,2n-4nH 25 March 2019 27 

Post-downstream 05 May 2017 5 55.9±1.92 1.17±0.17 - - Reared in sea water for 2 weeks 

23 May 2018 4 57.5±1.44 1.43±0.15 - - Reared in sea water for 4 weeks 

24 May 2019 5 61.4±1.40 1.61±0.15 - - Reared in sea water for 4 weeks 
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Fig. 20. Microscopy image of otolith marking from juvenile chum salmon collected at the 

lower reaches of Yurappu River on 25 April 2018, Hokkaido, Japan. Bar code: 2,2n,3nH, 

released from Yakumo Hatchery, Fisheries Research Agency on 23 April 2018. Scale 

bar: 100 µm.  
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Fig. 21. External morphologies of chum salmon at different stages during downstream 

migration. A: Pre-downstream (Fork length [FL] < 40 mm), B: Pre-downstream (FL > 

40 mm), C: Downstream, D: Post-downstream (FL < 60 mm), E: Post-downstream 

(FL > 60 mm). Arrowhead: Yolk sac. Scale bars: 10 mm.  
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Fig. 22. The information of sampled chum salmon, A: Fork length (mm), B: body weight 

(g) and C: condition factor of chum salmon during downstream migration. Numbers on 

the top of graphs indicate individual numbers of each column. Boxes: 25-75 percentile 

range, bold lines: median, whiskers: minimum and maximum values exclude outliers 

(open circles: <×1.5 interquartile range). Pre-downstream stage was divided to two 

substages based on FL, < 40 mm and >40 mm. Downstream stage was divided to four 

substages based on days after released from hatchery, 2-3 d, 9-10 d, 12-15 d, and 24-27 

d. Post-downstream stage was divided to two substages based on FL, <60 mm and >60 

mm. Shared letters indicate no significant difference (p < 0.05, one-way ANOVA 

followed by Tukey's honestly significant difference test). N.S. (no significance): 

showed no significant differences between stages (p > 0.05).  
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Fig. 23 に示す。採集点は，放流するサケ幼稚魚の全個体に耳石温度標識を施して

いる水産研究・教育機構八雲さけます事業所の約 290 m 下流に位置し 

(42°17'28.0"N 140°07'42.0"E)，毎年秋~冬季にはサケの自然産卵が行われている 

(Fig. 24)。遊楽部川本流の上流には耳石に標識を施さずに放流を行う渡島管内さ

け・ます増殖事業協会遊楽部ふ化場が存在する。しかしながら，Fig. 22 に示すよ

うに，採集地点は本流との合流点 (42°17'29.5"N 140°07'59.2"E) より約 790 m 上流

のため無標識放流個体の混入は考え難いことから，採集点で耳石温度標識が無い

個体を野生魚とした。解析に用いた供試魚は，ふ化場魚と野生魚の尾叉長 (ふ化

場魚: 41.34 mm，野生魚: 40.98 mm，p = 0.613; t-検定) および体重 (ふ化場魚: 0.469 

g，野生魚: 0.421 g，p = 0.277; t-検定) に差が無いことを確認した (Figs. 25A, B)。

供試魚は，炭酸ガス水で不動化後，嗅房，嗅球および終脳を剖出し，RNA 保護保

存液中で凍結保存した。 

 カラフトマスの解析には，1) 稚魚，2) 索餌回遊中の外洋未成熟魚，3) 沿岸成

熟途上魚および 4) 河川遡上中の成熟魚を用いた。稚魚は，2019 年 4 月に北海道

東部網走市の北見管内さけ・ます増殖事業協会網走ふ化場 (43°59'N, 144°13'E) で

育成されていた 3 個体分をプールして 1 標本として用いた。外洋未成熟魚は，2018

年 5 月に北太平洋西部海域 (43°00'N, 155°00'E) で，練習船おしょろ丸実習航海に

て手釣りにより採集した。沿岸の成熟途上魚は，2018 年 8 月に網走市沖の沿岸定

置網 (44°02'N, 144°15'E) にて漁獲された雄を，河川遡上中の成熟魚は，同年 9 月

に網走川下流のウライ (44°01'N, 144°14'E) で捕獲された雄をそれぞれ用いた。供

試魚の外部形態は Fig. 26 に，尾叉長 (mm)，体重 (g)，生殖腺重量 (g)，生殖腺体

指数 (GSI)，採集日，採集方法および採集地点の情報は Table 5 に，採集地点は Fig. 

27 に示した。回帰親魚の成熟度は，外部形態および GSI (Table 5) をもとに区分し

た。 

 

4-2-2. 定量的発現解析 

 プールしたサケ幼稚魚の嗅覚中枢組織からディスポーザブルマイクロチューブ

タイプホモジナイザー (TaKaRa BioMasher Standard; タカラバイオ社) と ISOGEN 

(ニッポンジーン社) を用いて全 RNA を抽出し，さらに RNA Clean-up Kit で高度  
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Fig. 23. Fish collection site in the Seiyoubetsu River, a branch in the upper reaches of 

Yurappu River system. Collection site was 290 m downstream from the release site 

(Fisheries Resources Institute [FRI] Yakumo Salmon Field Station).  
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Fig. 24. Mating behavior of adult chum salmon (Oncorhynchus keta) before spawning in 

the Seiyoubetsu River, a branch from upper reaches of Yurappu River, Yakumo, 

Hokkaido. Arrows indicate mating individuals. 
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Fig. 25. The information of sampled chum salmon, A: Fork length (mm), B: body weight 

(g) and C: condition factor of hatchery-reared and wild juvenile chum salmon. n=7 and 

n=14; sample numbers of each column. Boxes: 25-75 percentile range, bold lines: 

median, whiskers: minimum and maximum values exclude outliers (open circles: <×1.5 

interquartile range [IQR], solid circles: >×1.5 IQR). N.S. (no significance): showed no 

significant differences between two groups (p > 0.05, t-test).  
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Fig. 26. External morphologies of pink salmon at different stages during seaward, feeding, 

and homeward migration. A: Seaward fry, B: Feeding immature male, C: Pre-upriver 

maturing male, D: Upriver mature male. Scale bars: 10 mm for A, 100 mm for B-D. 
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Table 5. Data sets of seaward, feeding, and homeward migrating pink salmon, Oncorhynchus gorbuscha. Values of fork length (mm), body 

weight (g), gonad weight (g) and gonad-somatic index (GSI) are expressed as the mean ± standard error. The date and location of capture, 

sampling gear, and number of individuals are also shown. Gonad weight of mature males were not available because of spermiation.  

 

Stage 
Fork length 

 (mm) 

Body mass 

 (g) 

Number of  

individuals 

Gonad  

weight (g) 
GSI Date Gear 

Location or  

source 

Seaward 

fry 
36.4 ± 0.62 0.23 ± 0.02 21 ―  28-April-2019 ― 

Abashiri Yobito 

Hatchery 

Feeding 

immature 
377 ± 7.74 508 ± 24.5 5 3.2 ± 1.0 0.62 ± 0.18 

14 to 15- 

May-2018 
Angling 

Northwest Pacific 

Ocean (43°00'N, 

155°00'E) 

Pre-upriver 

maturing 
503 ± 13.3 1442 ± 149.0 7 96.0 ± 18.6 9.51 ± 0.79 30-August-2018 Set net 

Coastal waters off 

City of Abashiri 

(44°03'N, 

144°26'E) 

Upriver 

mature 
564 ± 2.54 1718 ± 93.19 7 ― ― 18-September-2018 Weir 

Lower reaches of 

Abashiri River 
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Fig. 27. Fish collection sites. Upper: Black dot indicates the area of collection of immature 

pink salmon in the Northwest Pacific Ocean (43°00′N, 155°00′E). Lower: The Abashiri 

Hatchery (maintenance of fry; 43°59′N, 144°13′E), set net off Abashiri (collection of 

maturing males; 44°02′N, 144°15′E), and a weir in the lower reaches of Abashiri River 

(collection of mature males; 44°01′N, 144°14′E) in Abashiri (eastern Hokkaido, Japan).  
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に精製した。NanoDrop 1000 を用いて全 RNA 濃度および純度測定を行った。全

RNA を鋳型として，2-1-1 の方法で鋳型 cDNA を合成した。RT 条件は，変性反

応 30 °C 10 分，アニーリング 60 °C 60 分，伸長反応 70 °C 15 分とした。 

 定量的発現解析に用いる各プライマーは，3-2-2 に前述した通り作製したプラ

イマーを用いた (Table 2)。嗅覚器官，脳各部位および脳下垂体組織からの全 RNA

抽出および精製は，2-1-1 と同様に行い，全 RNA 濃度は NanoDrop 1000 により測

定した。各組織より抽出した全 RNA を鋳型として，前述の反応条件で cDNA 合

成を行い，これを鋳型とした。発現解析は，3-2-3 同様に各 snare 遺伝子の qPCR

増幅領域を含む遺伝子断片をサブクローニングしたプラスミドの段階希釈による

プラスミドスタンダードを用い，絶対定量により行った。qPCR は，3-2-3 と同様

の反応条件で行った。 

 

4-2-3. 統計解析 

 定量的発現解析により得られた発現量は，平均値 ± SE で示した。統計解析は，

SPSS 20.0 を用いて行い，有意水準は p < 0.05 とした。各データは，Shapiro-Wilk

検定により分布の正規性を確認した。比較する全データが正規分布と有意に異な

らなかった場合は，一元配置分散分析 (ANOVA) の後，Tukey HSD 検定により多

重比較を行った。正規分布に従わないデータが含まれた場合は，Kruskal-Wallis 検

定の後に Dunn 検定により多重比較を行った。snare 発現の分子間の関連を推定す

るため，各サンプルの発現量間の Spearman の順位相関係数 (ρ) を算出した。 

 

4-3. 結果 

4-3-1. サケ回遊に伴う snare 遺伝子発現変化 

 サケ嗅房における snap25a 発現は，降海前・降海中幼稚魚で遡上中盤および遡

上後に比べて有意に高かった (Fig. 28A)。嗅房 snap25b および stx1a 発現は，降海

前・中・後で遡上後に比べて有意に髙かった (Figs. 28B, C)。嗅房 stx1b 発現は，

降海前・中・後で遡上後に比べて有意に髙く，降海前では遡上中盤と比べても有

意に高かった (Fig. 28D)。嗅房 vamp2 発現は，降海前で索餌回遊以降に比べ有意

に髙く，降海後では遡上後に比べ有意に髙かった (Fig. 28E)。  
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Fig. 28. Expression analyses of synaptosome-associated protein isoform 25a (snap25a: A) 

and isoform 25b (snap25b: B), syntaxin isoform-1a (stx1a: C) and isoform-1b (stx1b: 

D), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2: E) in the olfactory 

rosette of chum salmon during migration using quantitative real-time PCR (qPCR). 

Values represent the mean ± standard error (n=4-6) of copies per sample RNA (ng). 

Shared letters indicate no significant difference (p < 0.05, Kruskal-Wallis test 

followed by Dunn’s multiple comparison test). 
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 サケ嗅球の snap25a 発現は，降海後と遡上中盤で遡上初期および遡上後に比べ

て有意に高かった (Fig. 29A)。嗅球 snap25b の発現量に回遊ステージ間で有意差

は無かった (Fig. 29B)。嗅球 stx1a 発現は，降海中および遡上中盤で遡上前に比べ

て有意に高かった (Fig. 29C)。嗅球 stx1b 発現は，降海中および遡上中盤で遡上前

および遡上初期に比べて有意に高く，降海後でも遡上初期に比べて有意に高かっ

た (Fig. 29D)。嗅球 vamp2 発現は，降海中・後で遡上前および遡上初期に比べて

有意に高かった (Fig. 29E)。 

 サケ終脳の snap25a 発現は，降海中・降海後で索餌回遊中，遡上前，遡上初期

および遡上後に比べて有意に髙く，降海後では降海前および遡上中盤に比べても

有意に高かった (Fig. 30A)。終脳 snap25b 発現は，索餌回遊中および遡上後で遡上

初期に比べて有意に高く，遡上後では降海期および遡上期の他のステージと比べ

ても有意に高かった (Fig. 30B)。終脳 stx1a 発現は，索餌回遊中，遡上中盤および

遡上後で遡上初期に比べて有意に高かった (Fig. 30C)。終脳 stx1b 発現は，降海中・

後，索餌回遊中，遡上中盤および遡上後で遡上初期に比べて有意に高く，降海後

と遡上後では遡上前と比べても有意に高かった (Fig. 30D)。終脳 vamp2 発現は，

降海後で他の全ステージに比べて有意に高く，降海中では遡上前，遡上初期およ

び遡上後に比べて有意に高く，降海前および遡上中盤でも遡上初期に比べて有意

に高かった (Fig. 30E)。 

 サケ幼稚魚から成熟魚までの生活史を通した嗅房，嗅球および終脳における各

snare 遺伝子の発現 (Figs. 28-30) と供試魚の尾叉長および体重の相関係数および

p 値を Table 6 に示す。サケ嗅房 snare 遺伝子の発現は，尾叉長および体重と負の

相関を示した。サケ嗅球および終脳の snap25a，stx1b および vamp2 発現は，尾叉

長と負の相関を示した。同様に stx1b および vamp2 発現は，体重とも負の相関を

示した。嗅房および嗅球における snare 遺伝子の発現量は，いずれの分子間でも正

の相関を示した。終脳における snare 遺伝子の発現量は，snap25a と snap25b 間お

よび snap25a と stx1a 間に有意な相関が認められなかったが，他の全ての分子間で

は正の相関を示した。  
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Fig. 29. Expression analyses of synaptosome-associated protein isoform 25a (snap25a: A) 

and isoform 25b (snap25b: B), syntaxin isoform-1a (stx1a: C) and isoform-1b (stx1b: 

D), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2: E) in the olfactory 

bulb of chum salmon during migration using quantitative real-time PCR (qPCR). 

Values represent the mean ± standard error (n=5-7) of copies per sample RNA (ng). 

Shared letters indicate no significant difference (p < 0.05, Kruskal-Wallis test 

followed by Dunn’s multiple comparison test). 
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Fig. 30. Expression analyses of synaptosome-associated protein isoform 25a (snap25a: A) 

and isoform 25b (snap25b: B), syntaxin isoform-1a (stx1a: C) and isoform-1b (stx1b: 

D), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2: E) in the 

telencephalon of chum salmon during migration using quantitative real-time PCR 

(qPCR). Values represent the mean ± standard error (n=5-7) of copies per sample 

RNA (ng). Shared letters indicate no significant difference (p < 0.05, one-way 

ANOVA followed by Tukey’s honestly significant difference test for A, B, D, and E, 

and Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test for C). 
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Table 6. Correlation coefficients of fork length (FL) and body weight (BW), and expression levels of snap25a, snap25b, stx1a, stx1b, and vamp2 

in the olfactory rosette (OR), olfactory bulb (OB), and telencephalon (Te) of chum salmon (Oncorhynchus keta) during seaward, feeding, and 
homeward migrations. Spearman’s rank correlation coefficient (ρ) and p values of each data set are shown in each column from the top to the 
bottom. Red letters indicate significant positive correlations and blue letters indicate significant negative correlations (*, p < 0.05; **, p < 
0.01).  
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4-3-2. サケ降河行動に伴う snare 遺伝子発現変化 

 嗅房における snap25a，snap25b および stx1b 発現量に降海時の降河行動を細分

化したステージ間で有意差は無かった (Figs. 31A, B, D)。嗅房 stx1a 発現は，放流

2-3，および 12-15 日後で小型および大型降河後幼魚に比べ有意に高く，放流 9-10

日後で小型降河後幼魚に比べて高かった (Fig. 31C)。嗅房 vamp2 発現は，放流 12-

15 日後で小型および大型降河後幼魚に比べ有意に高く，放流 2-3 日後でも小型降

河後幼魚に比べ有意に高かった (Fig. 31E)。嗅球 snap25a，snap25b，stx1a 発現量

にステージ間で有意差は無かった (Figs. 32A, B, C)。嗅球 stx1b 発現は，放流 2-3

日後で早期稚魚および降河前稚魚に比べ有意に高かった (Fig. 32D)。嗅球 vamp2

発現は，放流 2-3 日後で降河前稚魚に比べ有意に高かった (Fig. 32E)。終脳 snap25a，

snap25b および stx1b 発現量にステージ間で有意差は無かった (Figs. 33A, B, D)。

終脳 stx1a 発現は，放流 2-3 日後で早期稚魚，降河前稚魚および小型降河後幼魚に

比べ有意に高く，放流 9-10 日後で小型降河後幼魚に比べ有意に高かった (Fig. 

33C)。終脳 vamp2 発現は，放流 9-10 日後で小型および大型降河後幼魚に比べて有

意に高かった (Fig. 33E)。 

 降河中サケ幼稚魚の嗅房，嗅球および終脳における snare 遺伝子の発現と供試

魚の尾叉長，体重および肥満度の相関係数および p 値を Table 7 に示す。嗅球

snap25a，snap25b および stx1b 発現と終脳 snap25b 発現は尾叉長と正の相関を示し

た。同 snap25s 発現は，体重とも正の相関を示した。嗅房では，snap25a と snap25b

および stx1b 発現，snap25b と stx1b 発現，stx1a と stx1b および vamp2 発現，stx1b

と vamp2 発現の間に正の相関が認められた。嗅球では，全ての snare 遺伝子の間

で発現量が正の相関を示した。終脳では，snap25a と stx1s 発現間に有意な相関が

認められなかった。 

 

4-3-3. サケ稚魚での野生魚とふ化場魚の snare 遺伝子発現比較 

 嗅房における snare 遺伝子の発現量にふ化場魚と野生魚間で有意差は無かった 

(Fig. 34)。嗅球では snap25a 発現のみが，ふ化場魚で有意に高かった (Fig. 35)。終

脳では snap25b 発現のみが，野生魚で有意に高かった (Fig. 36)。発現解析に用い

た供試魚の体サイズ (尾叉長と体重) および肥満度と嗅房，嗅球および終脳にお  
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Fig. 31. Expression analyses of synaptosome-associated protein isoform 25a (snap25a: A) 

and isoform 25b (snap25b: B), syntaxin isoform-1a (stx1a: C) and isoform-1b (stx1b: 

D), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2: E) in the olfactory 

rosette of chum salmon during downstream migration using quantitative real-time 

PCR (qPCR). Numbers above each bar indicate sample number for each column. 

Boxes: 25-75 percentile range, bold lines: median, whiskers: minimum and maximum 

values exclude outliers (open circles: <×1.5 interquartile range [IQR], asterisks: >×1.5 

IQR). Pre-downstream stage was divided to two substages based on FL, < 40 mm and 

>40 mm. Downstream stage was divided to four substages based on days after 

released from hatchery, 2-3 d, 9-10 d, 12-15 d, and 24-27 d. Post-downstream stage 

was divided to two substages based on FL, <60 mm and >60 mm. Shared letters 

indicate no significant difference (p < 0.05, Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s 

multiple comparison test for A, B, C, and D, and one-way ANOVA followed by 

Tukey’s honestly significant difference test for E). 
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Fig. 32. Expression analyses of synaptosome-associated protein isoform 25a (snap25a: A) 

and isoform 25b (snap25b: B), syntaxin isoform-1a (stx1a: C) and isoform-1b (stx1b: 

D), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2: E) in the olfactory 

bulb of chum salmon during downstream migration using quantitative real-time PCR 

(qPCR). Numbers above each bar indicate sample number for each column. Boxes: 

25-75 percentile range, bold lines: median, whiskers: minimum and maximum values 

exclude outliers (open circles: <×1.5 interquartile range [IQR], asterisks: >×1.5 IQR). 

Pre-downstream stage was divided to two substages based on FL, < 40 mm and >40 

mm. Downstream stage was divided to four substages based on days after released 

from hatchery, 2-3 d, 9-10 d, 12-15 d, and 24-27 d. Post-downstream stage was 

divided to two substages based on FL, <60 mm and >60 mm. Shared letters indicate 

no significant difference (p < 0.05, one-way ANOVA followed by Tukey’s honestly 

significant difference test for A, C, D, and E, and Kruskal-Wallis test followed by 

Dunn’s multiple comparison test for B). 
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Fig. 33. Expression analyses of synaptosome-associated protein isoform 25a (snap25a: A) 

and isoform 25b (snap25b: B), syntaxin isoform-1a (stx1a: C) and isoform-1b (stx1b: 

D), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2: E) in the 

telencephalon of chum salmon during downstream migration using quantitative real-

time PCR (qPCR). Numbers above each bar indicate sample number for each column. 

Boxes: 25-75 percentile range, bold lines: median, whiskers: minimum and maximum 

values exclude outliers (open circles: <×1.5 interquartile range [IQR], asterisks: >×1.5 

IQR). Pre-downstream stage was divided to two substages based on FL, < 40 mm and 

>40 mm. Downstream stage was divided to four substages based on days after 

released from hatchery, 2-3 d, 9-10 d, 12-15 d, and 24-27 d. Post-downstream stage 

was divided to two substages based on FL, <60 mm and >60 mm. Shared letters 

indicate no significant difference (p < 0.05, Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s 

multiple comparison test). 
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Table 7. Correlation coefficients of fork length (FL), body weight (BW), and condition factor (CF) and expression levels of snap25a, snap25b, 

stx1a, stx1b, and vamp2 in the olfactory rosette (OR), olfactory bulb (OB), and telencephalon (Te) of chum salmon (Oncorhynchus keta) 
during downstream migration. Spearman’s rank correlation coefficient (ρ) and p values of each data set are shown in each column from the 
top to the bottom. Red letters indicate significant positive correlations and blue letters indicate significant negative correlations (*, p < 0.05; 
**, p < 0.01).   
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Fig. 34. Expression analyses of synaptosome-associated protein isoform 25a (snap25a: A) 

and isoform 25b (snap25b: B), syntaxin isoform-1a (stx1a: C) and isoform-1b (stx1b: 

D), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2: E) in the olfactory 

rosette of hatchery origin and wild juvenile chum salmon using quantitative real-time 

PCR (qPCR). n=7 and n=14; sample numbers of each column. Boxes: 25-75 percentile 

range, bold lines: median, whiskers: minimum and maximum values exclude outliers 

(open circles: <×1.5 interquartile range [IQR], solid circles: >×1.5 IQR). N.S. (no 

significance): showed no significant difference between two groups (p > 0.05, t-test). 
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Fig. 35. Expression analyses of synaptosome-associated protein isoform 25a (snap25a: A) 

and isoform 25b (snap25b: B), syntaxin isoform-1a (stx1a: C) and isoform-1b (stx1b: 

D), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2: E) in the olfactory 

bulb of hatchery origin and wild juvenile chum salmon using quantitative real-time 

PCR (qPCR). n=7 and n=14; sample numbers of each column. Boxes: 25-75 percentile 

range, bold lines: median, whiskers: minimum and maximum values exclude outliers 

(open circles: <×1.5 interquartile range [IQR], solid circles: >×1.5 IQR). Asterisk 

indicates in each column significant difference between two groups (p < 0.05, t-test). 

Circles and asterisks indicate outliers. N.S. (no significance): showed no significant 

differences between two groups (p > 0.05).   
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Fig. 36. Expression analyses of synaptosome-associated protein isoform 25a (snap25a: A) 

and isoform 25b (snap25b: B), syntaxin isoform-1a (stx1a: C) and isoform-1b (stx1b: 

D), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2: E) in the 

telencephalon of hatchery origin and wild juvenile chum salmon using quantitative 

real-time PCR (qPCR). n=7 and n=14; sample numbers of each column. Boxes: 25-75 

percentile range, bold lines: median, whiskers: minimum and maximum values exclude 

outliers (open circles: <×1.5 interquartile range [IQR], solid circles: >×1.5 IQR). 

Asterisk indicates significant difference between two groups (p < 0.05, t-test). N.S. (no 

significance): showed no significant differences between two groups (p > 0.05). 
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ける各 snare遺伝子の発現量の相関関係をTable 8に示した。体サイズと肥満度は，

各嗅神経系部位の snare 遺伝子の発現と有意な相関を示さなかった。嗅房の snare

遺伝子の発現は，snap25b と stx1b および vamp2 発現，stx1a と stx1b および vamp2

発現，stx1b と vamp2 発現が互いに正の相関を示した。嗅球の snare 遺伝子の発現

は，snap25a と snap25b および vamp2 発現，snap25b と stx1b および vamp2 発現，

stx1a と stx1b および vamp2 発現，stx1b と vamp2 発現が互いに正の相関を示した。

終脳の snare 遺伝子の発現は，snap25a と vamp2 発現，snap25b と stx1b および stx1b

発現，stx1a と stx1b 発現が互いに正の相関を示した。 

 

4-3-4. カラフトマス回遊に伴う snare 遺伝子発現変化 

 カラフトマス嗅房では，分析した全ての snare 遺伝子の発現が，降海中稚魚で高

く，外洋未成熟魚と親魚で低かった (Fig. 37)。嗅房における snare 遺伝子の発現量

は，vamp2 が最も高く，以降，stx1a，stx1b，snap25a，snap25b の順であった。カ

ラフトマス嗅球の snap25a および stx1a 発現は回遊ステージ間で有意差が無かっ

た (Figs. 38A, C)。嗅球 snap25b 発現は，降海中稚魚が他の時期より有意に低かっ

た (Fig. 38B)。嗅球 stx1b および vamp2 発現は，降海中稚魚で外洋未成熟魚以降に

比べ有意に高かった (Figs. 38D, E)。カラフトマス終脳の snap25a 発現は，沿岸成

熟途上魚で降海中稚魚に比べ有意に高かった (Fig. 39A)。終脳 snap25b 発現は，沿

岸成熟途上魚と河川遡上成熟魚で降海中稚魚より有意に高かった (Fig. 39B)。終

脳 stx1a 発現は，沿岸成熟途上魚で河川遡上成熟魚に比べ有意に高かった (Fig. 

39C)。終脳 stx1b 発現は，有意な差を示さなかった (Fig. 39D)。終脳 vamp2 発現

は，降海中稚魚で外洋未成熟魚および河川遡上成熟魚に比べ有意に高かった (Fig. 

39E)。 

 カラフトマス嗅房，嗅球および終脳における snare 遺伝子の発現と供試魚の尾

叉長および体重の相関係数および p値を Table 9に示す。カラフトマス嗅房の snare

遺伝子の発現量は，尾叉長および体重と負の相関を示した。嗅球 snap25b 発現は

尾叉長および体重と正の相関を示し (Spearman’s ρ: 0.594 および 0.535，p < 0.01)，

同 stx1b および vamp2 発現は負の相関を示した。終脳 snap25a および snap25b 発

現は尾叉長および体重と正の相関を示し，同 vamp2 発現は負の相関を示した。嗅  
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Table 8. Correlation coefficients of fork length (FL) and body weight (BW), and expression levels of snap25a, snap25b, stx1a, stx1b, and vamp2 

in the olfactory rosette (OR), olfactory bulb (OB), and telencephalon of hatchery-reared and wild juvenile chum salmon (Oncorhynchus keta). 
Spearman’s rank correlation coefficient (ρ) and p values of each data set are shown in each column from the top to the bottom. Red letters 
indicate significant positive correlations and blue letters indicate significant negative correlations (*, p < 0.05; **, p < 0.01).  
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Fig. 37. Expression analyses of synaptosome-associated protein isoform 25a (snap25a: A) 

and isoform 25b (snap25b: B), syntaxin isoform-1a (stx1a: C) and isoform-1b (stx1b: 

D), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2: E) in the olfactory 

rosette of pink salmon during migration using quantitative real-time PCR (qPCR). 

Values represent the mean ± standard error (n=5-7) of copies per sample RNA (ng). 

Shared letters indicate no significant difference (p < 0.05, Kruskal-Wallis test 

followed by Dunn’s multiple comparison test for A, and one-way ANOVA followed 

by Tukey’s honestly significant difference test for B-E). 
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Fig. 38. Expression analyses of synaptosome-associated protein isoform 25a (snap25a: A) 

and isoform 25b (snap25b: B), syntaxin isoform-1a (stx1a: C) and isoform-1b (stx1b: 

D), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2: E) in the olfactory 

bulb of pink salmon during migration using quantitative real-time PCR (qPCR). 

Values represent the mean ± standard error (n=5-7) of copies per sample RNA (ng). 

Shared letters indicate no significant difference (p < 0.05, Kruskal-Wallis test 

followed by Dunn’s multiple comparison test for A, and one-way ANOVA followed 

by Tukey’s honestly significant difference test for B-E). 
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Fig. 39. Expression analyses of synaptosome-associated protein isoform 25a (snap25a: A) 

and isoform 25b (snap25b: B), syntaxin isoform-1a (stx1a: C) and isoform-1b (stx1b: 

D), and vesicle-associated membrane protein isoform-2 (vamp2: E) in the 

telencephalon of pink salmon during migration using quantitative real-time PCR 

(qPCR). Values represent the mean ± standard error (n=5-7) of copies per sample 

RNA (ng). Shared letters indicate no significant difference (p < 0.05, Kruskal-Wallis 

test followed by Dunn’s multiple comparison test for A and C, and one-way ANOVA 

followed by Tukey’s honestly significant difference test for B, D, and E).  
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Table 9. Correlation coefficients of fork length (FL) and body weight (BW), and expression levels of snap25a, snap25b, stx1a, stx1b, and 
vamp2 in the olfactory rosette (OR), olfactory bulb (OB), and telencephalon of pink salmon (Oncorhynchus gorbuscha) during seaward, 
feeding, and homeward migrations. Spearman’s rank correlation coefficient (ρ) and p values of each data set were shown in each 
column from the top to the bottom. Red letters indicate significant positive correlations and blue letters indicate significant negative 
correlations (*, p < 0.05; **, p < 0.01).   
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房では，全ての snare 遺伝子の間で発現量が正の相関を示した。嗅球では，snap25a

と snap25b および stx1a 発現，snap25b と stx1a 発現，stx1a と stx1b および vamp2

発現，stx1b と vamp2 発現の間に正の相関が認められた。終脳では，snap25a と

snap25b および stx1a 発現，snap25b と stx1a 発現，stx1a と stx1b 発現，stx1b と

vamp2 発現の間に正の相関が認められた。 

 

4-4. 考察 

 サケとカラフトマスで末梢嗅覚器官である嗅房での snare 遺伝子の発現が，降

海期の幼稚魚で顕著に高く，親魚では低値だったことは，若齢のサケにおいて嗅

細胞数の増加率が成魚に比べ高いことおよび遡上期には嗅細胞の新生よりも既存

の嗅細胞からのシナプスによる情報伝達が主体であることを示唆している。サケ

嗅細胞は若齢魚での増加率が高く，尾叉長 342 mm を変曲点として，以降の増加

は体サイズ依存的で増加率は低いことが神経解剖学的に示されている (Kudo et 

al. 2009)。同様に，タイセイヨウサケの数種のニオイ受容体遺伝子発現は，PST

期では高いが成魚では低いことからも (Johnstone et al. 2011)，サケ類の母川刷込

に必要な嗅神経系回路は降海時期までに構築されると考えられる。嗅房の snare

遺伝子の発現レベルが成魚では低いことは，嗅細胞数の増加率の低下と一致した

変化であると考えられた。ニオイ受容体を発現する嗅細胞の細胞体は嗅房に存在

し，そこから伸長する軸索は嗅球の糸球体で終末し，より上位の僧帽細胞の樹状

突起とシナプス結合する (Satou 1990, Kudo et al. 1996b, Ochs et al. 2017: Fig. 1B)。

そのため，嗅覚情報の一次入力に機能する Snare タンパクの遺伝子発現は，嗅細

胞の細胞体がある嗅房で検出されると考えられる。降海時期の嗅房における

snare 発現は成魚に比べて高く，サケ類幼稚魚期における嗅細胞数の増加に伴う

嗅球糸球体層での嗅細胞軸索のシナプス増加を反映したものと考えられた。 

 嗅覚一次中枢である嗅球における snare 遺伝子の発現は，分子間で差はあるが

降海期に高く，親魚の遡上中にも上昇する傾向を示した。snap25a および vamp2 発

現は降海後に高く，stx1a および stx1b 発現は降海中でも高かったことから，snare

分子間で各回遊ステージにおいて要求される発現量が異なる可能性が考えられた。

サケ類を含む真骨魚類の終脳は，嗅皮質および海馬の機能的相同領域を含み 
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(Yamamoto et al. 2007, Yamamoto 2009)，一部の嗅神経も終脳腹側に一次投射してい

る (ニジマス: Hara and Zhang 1996)。また，ヒメマス親魚の終脳には母川水に反応

する領域の存在が機能的核磁気共鳴画像法で明らかにされていることから 

(Bandoh et al. 2011)，サケ類の終脳は嗅覚高次中枢としても機能すると考えられる。

終脳における snare 遺伝子の発現は，snap25a，stx1s および vamp2 は嗅球での発現

パターンと同じく降海期に高く，親魚の遡上中にも上昇した。一方，終脳 snap25b

発現は，索餌回遊中未成熟魚および遡上後の成熟魚で高発現だった。これは，マ

ウスにおいて Snap25b は成体で主要なアイソフォームであること (Yamamori et al. 

2011) と類似した結果だった可能性がある。しかしながら，サケでの両アイソフォ

ームの発現レベルは，snap25a が snap25b より約 10 倍高いことから，げっ歯類で

報告されている機能分担がサケでも同様であるかは不明である。サケ嗅覚中枢で

は，遡上中や遡上後の成熟魚でも snare 遺伝子の発現が上昇したことから，ニオイ

記憶の想起と母川識別に関連する時期の嗅覚中枢におけるシナプス伝達の活性化

を示唆する結果となった。遡上中の snare 発現上昇は，母川の中流まで遡上した個

体で認められたことから，河川進入後に刷込まれたニオイに接触することによる

嗅覚中枢での神経活動の活性化を反映しているのかもしれない。 

 ラット大脳皮質および in vitro では，Snap25 アンチセンスオリゴヌクレオチド

による発現抑制によりニューロン軸索伸長の阻害が示されている (Osen-Sand et al. 

1993)。ニホンヤモリ (Gekko japonicus) 再生尾の軸索伸長には Snap25b が関与し 

(Wang et al. 2012)，ニワトリ網膜ではシナプス形成と同期した SNAP25 発現が示さ

れている (Catsicas et al. 1991)。本研究では，サケ幼稚魚の嗅球僧帽細胞において

snare mRNA 発現が検出されており (Figs. 13A, D, F)，嗅細胞の神経終末とシナプ

ス結合するニューロンにおける発現が示唆されている。in situ ハイブリダイゼー

ションでは嗅房 (嗅上皮) における snare 遺伝子の特異的な発現シグナルは，検出

感度に問題があるのか現在のところ得られていないが，サケ幼稚魚嗅房における

qPCR 解析では嗅細胞における snare 発現が示されている。そのため，嗅房 snares

発現は嗅細胞の軸索伸長および嗅球へのシナプス形成との関連を示唆したと考え

られる。一方，嗅神経軸索の一次および二次投射を受ける嗅球と終脳では，遡上

中の成熟魚でも snare 遺伝子が発現上昇した。魚類では，ゼブラフィッシュ終脳に
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おけるニューロン新生は成魚でも継続しており (Grandel and Brand 2013)，同種に

おける嗅覚刺激依存的なニューロン新生も報告されている (Lindsey et al. 2014)。

魚類を含む脊椎動物の中枢神経系は，発達を完了した後も可塑性を維持すると考

えられている (ゼブラフィッシュ: Lindsey et al. 2014, ヒツジ [Ovis aries] 嗅球: 

Corona et al. 2018, ヒト海馬: Erikson et al. 1998)。in vitro ではあるが，Stx1b はマウ

ス海馬ニューロンのアクティブゾーン保持に関連しており  (Kofuji et al. 2014, 

Arancillo et al. 2013)，SNARE/Snare 分子はシナプス可塑性や伝達効率の変化とい

ったニューロン新生を伴わない神経可塑性の変化にも関連している。サケ親魚の

嗅覚中枢における遡上中の snare 発現上昇は，ニューロンのさらなる新生の可能

性を示すものとは考え難いが，snare 遺伝子の発現には神経可塑性との関連からニ

オイを含む外部環境の刺激も影響したと考えられる。一方，サケ類の母川回帰は，

性成熟過程と密接に関連すると考えられている。サケ (シロザケ) の母川回帰で

は，外洋索餌回遊で十分に成長すると視床下部のサケ型生殖腺刺激ホルモン放出

ホルモン (sGnRH) 系を含む視床下部-脳下垂体-生殖腺軸による制御によって性

成熟が開始し (Onuma et al. 2010)，同時に嗅球や終脳腹側に細胞体がある sGnRH

ニューロンは母川記憶の想起にも関与すると考えられている (Kudo et al. 1996a)。

母川回帰・遡上期の成魚は，成熟過程で内的因子によって神経可塑性が高まり，

ニオイを含む母川刺激を識別するために脳内の神経分子が発現上昇している可能

性がある。マウスにおける GnRH 神経内分泌を SNARE 複合体が制御することか

ら (Herde et al. 2013)，サケでも Snare 分子は sGnRH 神経内分泌にも機能する可能

性がある。 

 降河行動中のサケ幼稚魚は，区分した各降河ステージ間で体サイズの成長を反

映していたが，放流 9-10 日後と同 12-15 日後の個体間には有意差が認められなか

ったことから，放流 9-10 日後個体が低成長であったか，同 12-15 日後個体が高成

長であった，あるいはその双方であった可能性がある。嗅房での stx1a および

vamp2 発現は，放流 2-3 から 12-15 日後に高く，それより長期間河川滞在した個体

では減少傾向を示したことから，サケ初期生活期の末梢嗅覚器官の発達に関わる

snare 発現上昇は降河中の一時期に限られる可能性がある。嗅球での stx1b および

vamp2 発現は，降海前の低値から放流 2-3 日後の最高値へと増加し，snap25b およ
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び stx1a 発現も有意差は無いものの同様の傾向を示した。終脳での stx1a および

vamp2 発現も放流 2-3 から 9-10 日後で高値を示しており，嗅球と終脳における

snare 発現の上昇は嗅覚器官よりも限られた期間である可能性がある。 

 供試魚の放流時期と体サイズから降河中サケ幼稚魚には，河川内での成長率の

異なる個体が混在していたと考えられた。そのうち，河川滞在期間の長い個体は

嗅覚中枢 snare 発現が低く，体サイズからも低成長率であったと考えられた。サケ

放流幼稚魚の河川内での成長率は，海水移行後の生残と密接に関連している 

(Kaneko et al. 2019)。降河中サケ幼稚魚において，低い成長率が示唆された個体で

の低い snare 遺伝子発現は，サケ幼稚魚の成長率が遊泳のみならず中枢神経系の

発達を介して生残率に影響する可能性もあることを示している。本研究の降河後

相当幼魚は，人工海水で約 1 か月間飼育したため本来の降海直後の状態は反映し

ていないが，嗅覚中枢での snare 発現は降河中に比べ低値であった。分析した降河

中個体において，放流後日数が長い個体の嗅覚中枢 snare 遺伝子発現が低下傾向

であり，河川滞在期間が長く snare 遺伝子の発現が高い個体は存在しなかった。こ

のことから，河川下流域に滞在中に嗅覚刷込に関わるシナプス伝達関連分子のタ

ンパク合成は完了していた可能性，または，嗅覚中枢 snare 発現が高水準の個体は

放流後早期に海水移行した可能性が考えられた。1+ 齢以降のスモルト幼魚で降海

するギンザケでは，PST 期前後に嗅覚刷込能が高いことが報告されており 

(Dittman et al. 1996)，降海期の限られた期間に刷込活性が高いことは 0+ 齢で降海

するサケでも同様であると考えられる。銀化変態期の刷込形成は，成長ホルモン

系および甲状腺ホルモン系のサージを伴う内分泌制御により神経可塑性が一時的

に高まることが重要であるとされている (Dittman and Quinn 1996, Ebbesson and 

Brainthwaite 2012)。サケの降海期は，スモルト幼魚期に比べて急速な体成長に伴っ

てニューロン数が増加し，同時に PST に関わる内分泌系の変化によって短期間で

はあるが高い神経可塑性を示す時期であると考えられた。 

 snare 遺伝子の発現解析に供したふ化場および野生サケ幼稚魚の尾叉長，体重お

よび肥満度には群間の有意差が無く，いずれの値も平均値は野生魚で低い傾向が

あったが両群に成長・発達状況の差は無いと考えられた。サケふ化場魚および野

生魚の嗅房における snare 遺伝子の発現は，群間で有意差が無かった。しかしなが
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ら，嗅房の snap25a 発現はふ化場魚で，同 stx1a 発現は野生魚で有意差は無いもの

の高い傾向があった。同程度の体サイズでは，ふ化場魚と野生魚の生育環境によ

って snare 遺伝子の発現に差は無かったが，生育環境に由来する何らかの因子が

発現に影響した可能性はある。嗅球では，snap25a 発現はふ化場魚で野生魚に比べ

高かった。snap25a 発現は嗅房でもふ化場魚で高い傾向があり，嗅覚一次投射に関

連する何らかの因子がふ化場魚での snap25a 発現に影響した可能性が考えられる。

一方，終脳では，snap25b 発現は野生魚でふ化場魚に比べ高かった。snap25b 発現

は嗅球でも野生魚で高い傾向があったが，嗅房ではふ化場魚で高い傾向があるこ

とから，嗅覚高次中枢または嗅覚以外と関連する要因が野生魚での snap25b 発現

に影響した可能性がある。 

 カラフトマス嗅房の snare 発現は，稚魚で高く索餌回遊期以降の成魚では低値

を示したことから，サケと同様に降海期の顕著な嗅細胞増殖を反映した結果であ

ると考えられた。一方，嗅房の snap25b 発現は，他の snare 遺伝子に比べ低い発現

レベルではあるが遡上前成熟途上魚でも高値であった。また，嗅球および終脳で

も他の snare 遺伝子と異なり snap25b 発現は索餌回遊期以降の成魚で高値であっ

た。サケでも成魚における snap25b 発現が高い傾向は認められており，げっ歯類

でも幼体に比べ成体で Snap25b 発現が高いとする報告とも一致すると考えられた 

(Bark et al. 1995)。嗅球での stx1b および vamp2 発現は，嗅房と同様に稚魚で高か

ったことから，サケ嗅球での発現と類似した。終脳では，snap25s および stx1a 発

現が遡上前成熟途上魚で上昇したことから，回帰時の母川識別に関連した発現変

動を示したと考えられる。snap25a と stx1a は，遡上中成熟魚では発現が低下傾向

を示すのに対し，snap25b 発現は高値を維持し，stx1b 発現には有意差が無かった。

終脳での vamp2 発現は，稚魚で高く成魚では低いことから，嗅球と同様の発現変

動であり，サケとも類似した。カラフトマス終脳における snare 遺伝子の発現は，

アイソフォームによって異なる発現変動であった。終脳 snap25a，snap25b および

stx1a 発現は沿岸の成熟途上魚で高く，母川探索との関連が示唆された。一方，終

脳 vamp2 発現は，成魚の各ステージでは低いことからサケでの発現パターンと類

似していた。サケは，3〜10 齢までと幅広い成熟年齢が報告されており，主群のみ

でも 4〜6 齢と幅がある (Salo 1991, 宮腰 2014, Quinn 2018)。一方，カラフトマス
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の成熟年齢は，2 齢でほぼ固定されているため (Heard 1991)，海洋における索餌回

遊期間は 0+ 齢春季から 1+ 齢初夏までと短い。サケに比べ短期間に成長するカラ

フトマスでは，沿岸回帰個体は性成熟の途中であるが成長期の特徴もまだ残って

いる状態であると考えられる。母川回帰中のサケ類は，沿岸域において河川水由

来の塩分変化や母川水のニオイを含む化学的な環境の変化といった多様な外部環

境の変化に曝される。また，母川識別のために嗅覚を用いるのは，主に沿岸域か

ら河川遡上中であると考えられている (Wisby and Hasler 1954, Bett and Hinch 2016)。

母川に入る前のサケは，沿岸域において海水温により遊泳層を決定していること

から (Kitahashi et al. 2000, Tanaka et al. 2005)，外部環境の刺激を受容して行動を変

化させていることが予想される。カラフトマス終脳での snare 発現は，サケ嗅球お

よび終脳 snare 発現の遡上中における上昇と同様に，母川回帰時に経験する体内

外の環境変化の影響を反映した可能性も考えられる。 

 サケおよびカラフトマスの幼稚魚から成魚までの主要な回遊ステージを比較し

た解析では，嗅房，嗅球および終脳での各 snare 遺伝子の発現量は互いに正の相関

を示したことから (Tables 6-8)，snare 遺伝子の発現がほぼ同調していることが分

かった。サケおよびカラフトマス嗅房における snare 遺伝子の発現量は，尾叉長お

よび体重と負の相関を示したのに対し (Tables 7, 9)，降河中のサケ幼稚魚嗅房

snare 発現と体サイズは有意な相関を示さなかった (Table 8)。このことから，嗅房

snare 発現と体サイズの関連は，稚魚期に比べ 10 倍以上の体サイズである成魚で

の低い発現量によって得られたと考えられた。 
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第 5 章 Snare 制御因子の発現 

 

5-1. 背景と目的 

 第 3，4 章でのサケおよびカラフトマス嗅神経系における snare 遺伝子の発現

解析により，サケ類の嗅覚刷込および記憶想起と Snare 分子の関連が示唆され

た。しかしながら，snare 遺伝子の発現変化は，特に幼稚魚期の発現上昇が刷込

形成と嗅神経系の成長のどちらを反映したものか明確には区別できていない。ま

た，成熟魚で snare 遺伝子の発現が低かったことは，成熟ニューロンにおける

Snare タンパクの安定性とも関連していると考えられた。本章では，シナプス前

膜において Snare 複合体の形成を制御し，機能的な SNARE タンパクの保持に関

わる Snare 制御因子に着目した。UNC18-1 (uncoordinated-18-1) は，シナプス前膜

アクティブゾーンにおいて UNC13-1 (uncoordinated-13-1) の存在下で STX1 が速

やかに SNARE 複合体を形成可能な状態を保持する機能がある (Dulubova et al. 

1999, Richmond et al. 2001; Fig. 2B)。UNC18-1 は，N-末端側から Domian (d) 1，

d2a，d3 および d2b の各ドメインからなる分子量 67 kDa の足場タンパク 

(scaffold protein) である (Hata et al. 1993, Misura et al. 2000, Burkhardt et al. 2008)。

UNC13-1 は，N-末端側から C2A，CaM，C1，C2B，MUN および C2C の各ドメ

インからなる分子量 196 kDa の足場タンパクであり (Brose et al 1995)，哺乳類で

は 4 つのアイソフォームからなる MUNC13 ファミリーを構成する (Dittman 

2019)。シナプトフィジン (SYP) は，シナプス小胞膜上で VAMP2 と結合する分

子量 38 kDa の小胞タンパクであり (Wiedenmann and Franke 1985, Jahn et al. 1985, 

Edelmann et al. 1995)，ゼブラフィッシュ初期発生時の網膜シナプスリボンの形成

に関与し (Almers wand Chen 2005)。マウスの環境エンリッチメント試験において

大脳皮質，海馬および小脳でのタンパク発現が増加することが報告されている 

(Lambert et al. 2005)。しかしながら，サケ科魚類における Snare 制御因子の発現

を解析した例は全く無く，嗅覚刷込・想起時との関連および発現動態も不明であ

る。本章では，Snare 制御因子として，シナプス前膜アクティブゾーンで Stx1 の

保持と Snare 複合体形成に関わる Unc18-1 および Unc13-1 に加え，シナプス小胞

膜上で Vamp2 と結合している Syp について，サケ嗅神経系における mRNA 発現
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および回遊に伴う発現変化を明らかにすることを目的とした。 

 

5-2. 材料と方法 

5-2-1. 供試魚 

 snare 制御因子の cDNA クローニングには，第 2 章 2-2-1 の項目で示したふ化場

から供与を受けたサケ幼稚魚を用いた。炭酸ガス水で不動化・魚体測定した後，

嗅覚中枢組織を剖出して 30 個体分をプールして標本とした。組織より抽出・精製

した全 RNA より得た poly (A)+ RNA を鋳型として一本鎖 cDNA を合成した。サケ

嗅覚器官，脳各部位および脳下垂体における snare 制御因子の発現解析には，2020

年春季に遊楽部川で採集したサケ幼稚魚 (尾叉長: 49.1 ± 0.36 mm, 体重: 0.78 ± 

0.03 g) を用いた。サケの回遊に伴う snare 制御因子の mRNA 発現変化の解析に

は，第 4 章で用いた各回遊ステージのサケの試料を用いた。unc13-1 発現の局在性

を解析するために用いた供試魚には，第 3 章で用いた遊楽部川系サケ幼稚魚を用

いた。炭酸ガス水により不動化・魚体測定した後，断頭した頭部を 4% PFA で固

定し，解析まで 4°C にて 70%エタノール中に保管した。 

 

5-2-2. オリゴヌクレオチド 

 サケ snare 制御因子の cDNA クローニングに用いるフォワードおよびリバース

側の RT-PCR プライマーは，NCBI に登録されているサケ科魚類のゲノム由来の塩

基配列を参照して Primer 3 Plus および Multiple Primer analyzer を用いて設計した 

(Table 10)。unc13-1 はニジマス unc13-1 (XM036978043.1) 4767-4786 塩基配列部位

に，unc18-1 はタイセイヨウサケ unc18-1 (XM014128369.1) 21-768 塩基配列部位に，

syp はギンザケ syp (XM031794857.1) 78-1009 塩基配列部位にそれぞれ相当する増

幅産物を得られるよう設計した。qPCR 解析に用いるフォワードおよびリバース

側プライマーは，5-2-4 で得られたサケ snare 制御因子の塩基配列および他のサケ

科魚類の相当する領域の配列を参照して作製した。 

 

5-2-3. cDNA クローニング 

 足場タンパク unc13-1 および unc18-1 とシナプス小胞タンパク syp の cDNA  
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Table 10. Primer sets used in RT-PCR to cDNA cloning of scaffold protein uncoordinated 

13 isoform 1 (unc13-1) and uncoordinated 18 isoform 1 (unc18-1) and synaptophysin 

(syp) in chum salmon, Oncorhynchus keta. Primer sets used in real-time PCR of 

unc13-1, unc18-1, and syp were showed with beginning small “s” indicates “salmon”. 

F: forward primer, R: reverse primer.  

 

Primer Sequence Source 
Nucleotide 

position 

UNC13-1-F 5’-AGCAACCTGACGCTGTTTGC-3’ XM036978043.1 4767－4786 

UNC13-1-R 5’-TGTGCCCACCTCGTTACTGA-3’ XM036978043.1 5476－5495 

UNC18-1-F 5’-GCACATTCGGTCGAGCAGAGAA-3’ XM014128369.1 21－43 

UNC18-1-R 5’-TGGTGGGGTCATCAGCCTTGTA-3’ XM014128369.1 707－768 

SYP-F 5’-TCTCTTATCAACGAGCAAGGCG-3’ XM031794857.1 78－100 

SYP-R 5’-GCCTCCACACTTCCTCTTTCCTC-3’ XM031794857.1 987－1009 

sUNC13-1-F 5’-TTGGGAGGGTGAAGCTTGCTT-3’ This study － 

sUNC13-1-R 5’-TCACGACCCATGTGCTCCTTT-3’ This study － 

sUNC18-1-F 5’-AGAGCCGTGCTTCCAAATCCA-3’ This study － 

sUNC18-1-R 5’-AAGGCATCCGGGTTGTCCAAA-3’ This study － 

sSYP-F 5’-TGGCGTGACGTGTGTGTTCA-3’ This study － 

sSYP-R 5’-CCAAAGCAGACGGAGGTGTTGA-3’ This study － 
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クローニングには，上記のサケ幼稚魚嗅覚中枢 cDNA を鋳型に用いて RT-PCR を

行い，増幅産物を速やかに TA クローニングに供した。RT-PCR 条件は，プレサイ

クル加熱 94 °C 3 分，35 サイクルの増幅反応 (熱変性 94 °C 30 秒，アニーリン

グ 64.5-69 °C 30 秒，伸長 72 °C 1 分)，伸長反応 72 °C 10 分とし，サーマルサイ

クラーを用いて行った。アニーリング温度は，UNC13-1-2F および UNC13-1-1R は

65.5 °C，UNC18-1-1F および UNC18-1-1R は 68.5 °C，SYP-2F および SYP-2R は

65.5 °C の各温度とした。2-2-4 同様に TOPO ベクターに増幅産物を組込み，プラ

スミドを抽出精製した。 

 

5-2-4. 塩基配列解析 

 シーケンシングは，第 2 章の 2-2-1 同様に，DNA シーケンサー (PRISM 3730 

DNA analyzer) および BigDye Terminator v3.1 を用いて行った。シーケンシングの

プロトコルは，RapidSeq POP7 v3 および 3130KB POP7 v3 にて行った。取得した

配列情報の解析には，Sequence Scanner 2，ApE v2.0.47 および MEGA v10 を用い，

NCBI の遺伝子情報データベースを参照した。アミノ酸配列の系統解析では，マル

チプルアラインメントは MEGA に内蔵されている ClustalW により行い，系統樹

は近隣結合 (N-J) 法により作成した。サケ snare 制御因子の演繹アミノ酸配列の

相同性解析および分子系統解析に用いた他種の配列情報を以下に記載する。

Unc13-1 には，ギンザケ Unc13-1 (XP031688711.1, XP031693931.1)，ニジマス Unc13-

1 (XP036833934.1, XP036833938.1)，ゼブラフィッシュ Unc13-1 (XP009302357.2)，

マウス UNC13-1 (XP017168367.1) およびヒト UNC13-1 (XP011526112.1)。Unc18-1

には，タイセイヨウサケ Unc18 (XP013983844.1)，ノーザンパイク Unc18 

(XP010875953.1)，ゼブラフィッシュ Unc18 (NP001020353.1)，マウス UNC18 

(NP001107041.1) およびヒト UNC18 (NP001027392.1)。Syp には，ギンザケ Syp 

(XP031650717.1)，マスノスケ Syp (XP024261864.1)，ニジマス Syp (XP021472677.1)，

ゼブラフィッシュSyp (NP001137449.1)，アフリカツメガエルSyp (NP001080942.1)，

ニホンヤモリ Syp (XP015270908.1)，マウス SYP (NP033331.2) およびヒト SYP 

(NP003170.1)。 
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5-2-5. 定量的発現解析 

 取得したサケ snare 制御因子の塩基配列をもとに，qPCR プライマーを設計し 

(Primer 3 Plu)，発現解析を行った。qPCR には，FastStart Essential DNA Green Master 

Mix および Light Cycler Nano を用い，反応条件は，プレサイクル加熱 95 °C 10 分，

45 サイクルの増幅反応 (熱変性 95 °C 30 秒，アニーリング 30 秒，伸長 72 °C 1 

分)，融解曲線分析 60-97 °C (+0.1 °C/秒) とした。アニーリング温度は，unc13-1 は

68 °C，unc18-1 と syp は 69 °C とした。qPCR に使用したプライマー配列およびプ

ライマーの作製に参照した配列の情報は，Table 10 に示した。 

 

5-2-6. in situ ハイブリダイゼーション 

 サケ unc13-1 subtype1 の遺伝子断片をサブクローニング後のプラスミドを制限

酵素 BamH I または Xho Iにより直鎖化した DNA を鋳型として，Digoxigenin (DIG) 

RNA Labeling Mix，SP6 および T7 ポリメラーゼを用いてセンス鎖およびアンチセ

ンス鎖の DIG 標識サケ unc13-1 cRNA プローブを作製した。in situ ハイブリダイ

ゼーションの手順は，第 3 章 3-2-4 の項と同様に実施し，unc13-1 mRNA シグナル

の観察および写真撮影を行った。 

 

5-3. 結果 

5-3-1. サケ snare 制御因子の塩基配列 

 サケ幼稚魚嗅覚中枢を用いた cDNA クローニングにより，サケ unc13-1 の部分

CDS の 2 つのサブタイプ (unc13-1 subtype1: 689 bp, 登録申請中, unc13-1 subtype2: 

683 bp, 登録申請中) と unc18-1の部分CDSの 2つのサブタイプ (unc18-1 subtype1: 

664 bp, 登録申請中, unc18-1 subtype2: 664 bp, 登録申請中) および syp 全 CDS の 3

つのサブタイプ (syp subtype1: 886 bp, 登録申請中, syp subtype2: 887 bp, 登録申請

中, syp subtype3: 887 bp, 登録申請中) の塩基配列を得た。 

 得られたサケ unc13-1 の CDS 部分配列は，ニジマス unc13-1 (XM36978043.1) の

4787-5475 塩基配列部位に相当し，部分配列内での比較ではあるが高い塩基配列相

同性 (91.0%) を示した (Fig. 40)。ニジマスを含むサケ科魚類 unc13-1 との相同性

から，一部ではあるがサケUnc13-1演繹アミノ酸配列を推定した。ニジマスUnc13-
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1 アミノ酸配列 (XP036833938.1，全 1839 アミノ残基) のうち 1498-1726 アミノ酸

配列部位に相当し，アラニン 1 残基の欠損がある 228 アミノ残基のサケ Unc13-1 

subtype1 演繹アミノ酸部分配列が推定された。サケ Unc13-1 subtype1 演繹アミノ

酸部分配列は，それぞれ他種 UNC13-1/Unc13-1 の該当するアミノ酸配列部位と，

91.9 および 99.6% (ニジマス: XP036833934.1, XP036833938.1)，90.1 および 90.0% 

(カワカマス: XP034147462.1, XP034147463.1)，78.5% (マウス: NP001025044.2) お

よび 79.3% (ヒト: XP001073890.2) の相同性を示した。サケ Unc13-1 subtype2 演繹

アミノ酸部分配列は，ニジマス Unc13-1 のうち 1498-1726 アミノ残基に相当し，3

残基の欠損がある 226 アミノ残基であり，それぞれ他種 UNC13-1/Unc13-1 の該当

するアミノ酸配列部位と， 90.7 および 98.3% (ニジマス : XP036833934.1, 

XP036833938.1)，89.5 および 90.2% (カワカマス: XP034147462.1, XP034147463.1)，

77.3% (マウス: NP001025044.2) および 78.1% (ヒト: XP001073890.2) の相同性を示

した。これらの配列には，Munc13 homology domain (MHD) の C-末端側の一部 (1-

114 アミノ酸配列部位) および C2C ドメインの N-末端側の一部 (170-299 アミノ

酸配列部位) が含まれており，該当部分の配列は魚類間では良く保存されていた。

サケ Unc13-1 演繹アミノ酸配列でも，哺乳類 UNC13-1 に対して他の魚類 Unc13-1

に欠損が生じた領域 (ヒト UNC13-1 の 1442-1454 アミノ酸配列部位) が同様に欠

損していた。比較に用いた魚種では，MHD と C2C の両ドメイン以外の部位でも

哺乳類UNC13-1に対して少なくとも 19残基の挿入の有無で 2型が生じていたが，

推定されたサケ Unc13-1 は，2 つのサブタイプともに挿入が無いサブタイプであ

った。qPCR 解析では，unc13-1 subtype1 を元にプライマーを設計したが，フォワ

ード側プライマー (21 mer) の該当配列における subtype2 との差は 5’-末端側の 2

塩基のみであり，両サブタイプを検出すると考えられた。in situ ハイブリダイゼ

ーションのプローブについても，両サブタイプを区別しないものと考えられた。 

 タイセイヨウサケ unc18-1 (XM014128369.1) 43-706 塩基配列部位に相当し，高

い相同性を示す (98.6 および 98.5%) 2 型のサケ unc18-1 の CDS 部分塩基配列を得

た (UNC18-1-F および UNC18-1-R; 664 bp)。この塩基配列には，5’-UTR が含まれ

ていたことから，タイセイヨウサケを含むサケ科魚類 unc18-1 転写開始位置に基

づいて，一部ではあるがサケ Unc18-1 演繹アミノ酸配列を推測した。タイセイヨ  
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Fig. 40. Alignment of partial deduced amino acid sequences of uncoordinated-13 isoform-

1 (Unc13-1) in chum salmon, Oncorhynchus keta and other vertebrates. Dots 

correspond to residues identical to chum salmon Unc13-1 subtype 1 (登録申請中). 

Boxes indicate partial Munc13 homology domain (MHD; 1-114 amino acid position) 

and partial C2C domain (170-299 amino acid position). Sequence information on the 

UNC13-1/Unc13-1 of other vertebrates is shown in section 5-2-3. 
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ウサケUnc18-1アミノ酸配列が 595アミノ残基のところ，今回得られたサケ unc18-

1 塩基配列からは，N-末端のメチオニンから 195 アミノ残基の演繹アミノ酸部分

配列が推測された。また，サケ unc18-1 subtype1 および subtype2 の塩基配列は，

該当する領域では 1 塩基の同義置換であった (365 アデニン→グアニン)。この置

換は，qPCR プライマーの設計領域外のため qPCR 解析では区別しなかった。同演

繹アミノ酸配列は，タイセイヨウサケ，カワカマス，ゼブラフィッシュ，マウス

およびヒト UNC18-1/Unc18-1 の該当するアミノ酸配列部位と 99.0，98.0，94.4，

86.2 および 86.2%の相同性を示した。同演繹アミノ酸配列には，シナプス伝達お

よび分泌に関わる Sec1 モチーフ (29-193 アミノ酸配列部位) が保存されていた 

(Fig. 41)。 

 ギンザケ syp (XM031794857.1) 101-986 塩基配列部位に相当し，5-’-および 3’-

UTR の一部を含むサケ syp の全 CDS 塩基配列を得た (SYP-F および SYP-R; 886

および 887 bp)。サケ syp subtype1 塩基配列は，ギンザケ syp の該当する塩基配列

部位と 99.0%の相同性を示した。サケ syp には，syp subtype1 に対して 1 塩基の挿

入を含む 7 塩基の変異がある syp subtype2 (99.2%相同) および 5 塩基の置換があ

る syp subtype3 (99.4%相同) の 3 型が含まれた。290 アミノ残基からなる演繹アミ

ノ酸配列には，膜関連 (membrane-associated/MARVEL) ドメイン (16-260アミノ酸

配列部位) が保存されていた (Fig. 42)。サケ Syp subtype1 演繹アミノ酸配列は，

ギンザケ Syp，ゼブラフィッシュ Syp およびヒト SYP と 99.0，95.9，68.4 および

63.6%の相同性を示した。サケ Syp 演繹アミノ酸配列の系統解析では，他のサケ類

Syp と同じクラスターに分類された (Fig. 43)。 

 

5-3-2. サケ幼稚魚の Snare 制御因子の遺伝子発現部位 

 嗅房と脳の各部位における Snare 複合体の制御因子の遺伝子発現は，unc13-1 は

嗅球と終脳で嗅房，脳下垂体，小脳および延髄に比べ有意に高く，視蓋と視床+視

床下部でも延髄に比べ有意に高値を示した (Fig. 44A)。unc18-1 は視蓋と視床+視

床下部で嗅房および脳下垂体に比べ有意に高く (Fig. 44B)，syp は延髄で嗅房に比

べて有意に高かった (Fig. 44C)。 
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Fig. 41. Alignment of partial 5’-untranslated region (UTR) and partial deduced amino 

acid sequences of uncoordinated-18 isoform-1 (Unc18-1) in chum salmon, 

Oncorhynchus keta and other vertebrates. Dots correspond to residues identical to 

chum salmon Unc18-1 subtype 1 (登録申請中). Box indicates Sec1 domain (29-193 

amino acid position). Sequence information on the UNC18-1/Unc18-1 of other 

vertebrates is shown in section 5-2-3.   
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Fig. 42. Alignment of deduced amino acid sequences synaptophysin (Syp) in chum 

salmon, Oncorhynchus keta and other vertebrates. Dots correspond to residues 

identical to chum salmon Syp subtype 1 (登録申請中). Box indicates membrane-

associated (MARVEL) domain (16-260 amino acid position).   
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Fig. 43. Phylogenetic tree of known synaptophysin s (Syps) constructed using the 

neighbour-joining method. Amino acid sequences of SYP/Syp of salmon and other 

vertebrates. The scale bar shows residue substitutions per site in the sequence. 

Sequence information on the SYP/Syp of other vertebrates is shown in section 5-2-3.   
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Fig. 44. Expression analyses of uncordinated-13 isoform-1 (unc13-1-like: A), 

uncoordinated-18 isoform-1 (unc18-1: B), and synaptophysin (syp: C) in juvenile 

chum salmon using quantitative real-time PCR (qPCR) in brain regions: C, 

cerebellum, MO, medulla oblongata, OB, olfactory bulb, OR, olfactory rosette, OT, 

optic tectum, Pt, pituitary, Te, telencephalon, T/H, thalamus and hypothalamus. 

Values represent the mean ± standard error (n=5) of copies per sample RNA (ng). 

Shared letters indicate no significant difference (p < 0.05, one-way ANOVA followed 

by Tukey’s honestly significant difference test for A, and Kruskal-Wallis test followed 

by Dunn’s multiple comparison test for B and C). 
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5-3-3. サケ回遊に伴う Snare 制御因子の遺伝子発現変化 

 嗅房における unc13-1 発現は，降海中・後の幼稚魚で遡上後の成熟魚に比べ有

意に高かった (Fig. 45A)。unc18-1 発現は，降海前で索餌回遊中および遡上後に比

べ有意に髙く，遡上中盤でも遡上後に比べ高値を示した (Fig. 45B)。syp 発現は，

降海中・後の幼稚魚で遡上後の成熟魚に比べ有意に高かった (Fig. 45C)。嗅球の

unc13-1発現は，降海後で遡上中盤以外の遡上期親魚に比べて有意に髙かった (Fig. 

45D)。unc18-1 発現は，遡上中盤で降海中と他の遡上期に比べて有意に高く，降海

後でも遡上初期・後に比べて高かった (Fig. 45E)。syp 発現は，降海後で索餌回遊

中，遡上前・後に比べて有意に髙く，遡上初期でも遡上後に比べ高値を示した (Fig. 

45F)。終脳の unc13-1 発現は，降海後で他の回遊ステージに比べて有意に高く，降

海中と遡上中盤でも遡上前・初期に比べて有意に高く，降海前でも遡上初期に比

べて高値を示した (Fig. 45G)。unc18-1 発現は，遡上中盤で遡上前・初期・後に比

べて有意に高く，降海中・後でも遡上後に比べて高値を示した (Fig. 45H)。syp 発

現は，降海後で遡上前・中盤に比べ有意に高く，降海中でも遡上中盤に比べ高値

を示した (Fig. 45I)。 

 サケ嗅房，嗅球および終脳における Snare 制御因子の遺伝子発現は，尾叉長お

よび体重と負の相関を示した (Table 11)。嗅房の unc13-1 発現は，同 unc18-1 発現

および syp 発現と正の相関を示した (Spearman’s ρ: 0.519 および 0.829，p < 0.01)。

同 unc18-1 発現は，同 syp 発現と正の相関を示した (ρ: 0.645，p < 0.01)。嗅球 unc13-

1 発現は，同 unc18-1 発現および syp 発現と正の相関を示した (ρ: 0.844 および

0.541，p < 0.01)。同 unc18-1 発現は，同 syp 発現と正の相関を示した (ρ: 0.401，p 

< 0.01)。終脳 unc13-1 発現は，同 unc18-1 発現および syp 発現と正の相関を示した 

(ρ: 0.756 および 0.505，p < 0.01)。同 unc18-1 発現と syp 発現は相関を示さなかっ

た (ρ: 0.080，p = 613)。 

 

5-3-4. サケ幼稚魚脳の SNARE 制御因子の遺伝子発現細胞 

 サケ幼稚魚の嗅球と終脳における unc13-1 発現の in situ ハイブリダイゼーショ

ン像を Figs. 46, 47 に示す。アンチセンス鎖標識プローブを用いた反応において，

unc13-1 発現を示す特異的シグナルが脳各部位の神経細胞核周辺部に観察された  
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Fig. 45. Expression analyses of uncordinated-13 isoform-1 (unc13-1: A, D, and G), 

uncoordinated-18 isoform-1 (unc18-1: B, E, and H), and synaptophysin (syp: C, F, 

and I) in the olfactory rosette (A-C), olfactory bulb (D-F), and telencephalon (G-I) 

during migration of chum salmon using quantitative real-time PCR (qPCR). Values 

represent the mean ± standard error (n=5-7) of copies per sample RNA (ng). Shared 

letters indicate no significant difference (p < 0.05, Kruskal-Wallis test followed by 

Dunn’s multiple comparison test for A-F, H, and I and one-way ANOVA followed by 

Tukey’s honestly significant difference test for G).    
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Table 11. Correlation coefficients of fork length (FL) and body weight (BW), and expression levels of unc13-1, unc18-1, and syp in the olfactory 

rosette (OR), olfactory bulb (OB), and telencephalon of hatchery origin and wild juvenile chum salmon (Oncorhynchus keta). Spearman’s 

rank correlation coefficient (ρ) and p values of each data set were shown in each column from the top to the bottom. Red letters indicate 

significant positive correlations and blue letters indicate significant negative correlations (*, p < 0.05; **, p < 0.01). 
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Fig. 46. Expressions of uncoordinated-13 isoform 1 (unc13-1) and syanptosome-

associated protein isoform 25 (snap25) in the olfactory bulb of juvenile chum salmon. 

A: digoxygenin-labeled in situ hybridization using unc13-1 antisense cRNA probe, B: 

unc13-1 sense cRNA probe, C: antisense snap25 cRNA probe, D: schematic diagram 

of frontal section of olfactory bulb, GL (glomerular layer), GR (granule cell layer), 

and ONL (olfactory nerve layer). Scale bar: 100 µm.   
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Fig. 47. Expressions of uncoordinated-13 isoform 1 (unc13-1) in the olfactory bulb and 

telencephalon of juvenile chum salmon. A, C, and E: digoxygenin-labeled in situ 

hybridization using unc13-1 antisense cRNA probe, B, D, and F: schematic diagram 

of frontal sections of olfactory bulb and telencephalon. GL (glomerular layer), GR 

(granule cell layer), and ONL (olfactory nerve layer). G: schematic illustration of 

salmon brain. Scale bars: 100 µm.   
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(Figs. 46A, Figs. 47A, C, E)。また，センス鎖プローブを用いた反応では特異的シグ

ナルは認められなかった (Fig. 46B)。unc13-1 mRNA 発現は，嗅球顆粒細胞層 (GR)，

終脳背側背側 (Dd)，同背側外側背部 (Dld)，同背側外側腹部 (Dlv)，同背側中央 

(Dc)，同内側 (Dm)，同腹側背側 (Vd)，同腹側腹側 (Vv) で検出された。隣接切片

を用いた反応では， unc13-1 および snap25 mRNA 発現領域は嗅球顆粒細胞層で重

複していた (Figs. 46A, C)。終脳における unc13-1 発現領域は (Figs. 47A, C, E)，

snap25，stx1 および vamp2 mRNA 発現領域と類似していた (Figs. 15C, E, G, 16C, E, 

17C, E)。 

 

5-4. 考察 

 Snare 複合体の制御因子である足場タンパク unc13-1 と unc18-1 およびシナプス

小胞タンパク syp の発現および一部はその一次構造が明らかになり，脳の全部位

で検出され，末梢嗅覚器官の嗅房を含む嗅神経系でも発現したことから，これら

の分子はサケでも嗅覚情報の伝達にも関与することが示唆された。現在まで魚類

では，unc13-1 の発現は確認されておらず，トランスクリプトーム解析およびゲノ

ム情報から推定される塩基およびアミノ酸配列をもとに比較している。本研究で

得られた unc13-1 の部分配列は，ギンザケの一部のサブタイプ，カワカマスおよ

びゼブラフィッシュと比べて欠損部位が大きいが，一方でニジマスおよびギンザ

ケの一部のサブタイプとは欠損領域が一致していた (Fig. 40)。このように，サケ

類の中でも 2 型以上の Unc13-1 サブタイプが推定されているが，サケで得られた

配列がタンパクをコードするサブタイプであるかは不明であることから，今後よ

り詳細な塩基配列の解析が必要である。unc18 は，ゲノム情報に基づき脊椎動物で

unc18-1，unc18-2 および unc18-3 の 3 型のアイソフォームが分化し，ゼブラフィッ

シュやタイセイヨウサケ等の魚類では各アイソフォームにさらに重複が生じてい

る (Morey et al. 2017)。ゲノム編集ゼブラフィッシュでは，unc18-1a の欠損では完

全に遊泳能が損なわれ，脳の神経電位低下，糖代謝および高い初期死亡率を示す

のに対し，unc18-1b の欠損では自発的電位の減少，遊泳能と捕食者刺激反応が低

下するが，代謝および生存率は正常である (Grone et al. 2016)。しかし，サケ類で

は，ゲノムから塩基配列が推定されているのみであり，mRNA 発現は確認されて
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いない。syp は，ヤマトシビレエイ属の一種 (Torpedo spp.) で塩基配列をもとにタ

ンパク構造が推定され  (Cowan et al. 1990)，真骨魚類でもタイセイヨウダラ 

(Gadus morhua) でトランスクリプトーム解析に基づいて syp 様塩基配列が推定さ

れ，脳や感覚小丘での発現が報告されているが (Andersen et al. 2015)，サケ科魚類

において syp 発現を解析した例は本研究が初めてである。 

unc13-1 発現は嗅球および終脳で高値を示したことから (Fig. 44A)，サケ成熟魚

における snare 遺伝子の発現分布に類似していた (Figs. 12A-D)。unc18-1 は視蓋お

よび視床+視床下部で，syp は延髄で高値を示しており，いずれも嗅球と終脳での

発現が高い snare 遺伝子と発現分布が一致しなかった (Figs. 44B, C)。特に syp 発

現は，シナプス小胞膜上で VAMP2 の保持に機能する分子であるにもかかわらず 

(Wiedenmann and Franke 1985, Jahn et al. 1985, Edelmann et al. 1995)，成熟魚の vamp2

発現分布とは異なった原因については不明である。Snare 遺伝子の発現との相違点

は，制御因子 3 分子は幼稚魚，snare 遺伝子は成熟魚を分析に用いたことが影響し

た可能性がある。サケ幼稚魚脳における Snare 制御因子発現は，視蓋および視床+

視床下部で高い unc18-1および小脳で高い sypが snare遺伝子の発現傾向とは異な

ったが，snare 遺伝子同様に嗅球と終脳で認められた。このことから，サケにおけ

る高等脊椎動物 Snare 制御因子のホモログは，嗅神経系でも Snare 複合体の制御

に関わることが示唆された。Snare 制御因子の脳下垂体での発現は，unc18-1 およ

び syp は脳各部位に比べ低い傾向があり，snare 遺伝子と同様であった。一方，同

unc13-1 発現は小脳および延髄よりも高い傾向である点が異なった。魚類でも，高

等脊椎動物同様に内分泌系でも機能する Snare タンパクが進化的に保存されてい

ることから (Kloepper et al. 2008)，それを制御する Snare 制御因子もサケ類脳下垂

体に発現していると考られる。アフリカツメガエルでは，下垂体中葉のメラニン

細胞刺激ホルモン産生細胞における unc18-1 mRNA 発現 (Kolk et al. 2001) および

同中葉・下葉における snap25 の発現が報告されており (Kolk et al. 2004)，脊椎動

物では内分泌系にも SNARE/Snare 分子と Snare 制御因子が機能する。脳各部位の

比較でも 3 分子の発現強度分布は一致しなかったが，本来，UNC13-1 および

UNC18-1 は，アクティブゾーンで同所的に機能する分子であるため，qPCR では

脳内の発現分布が異なるサブタイプを検出していた可能性がある。しかしながら，
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本研究では両 unc の一部塩基配列を得ているのみであり厳密なサブタイプの存在

や一次構造からの機能分化の推定などは出来ていないことから，分子間で各脳部

位間の発現分布が異なる原因は不明であった。 

 嗅房における unc13-1 および syp 発現は，降海期後半に高く索餌回遊期以降の

成魚では低かったが，unc18-1 発現は降海前に高く降海中にも高く遡上中盤にも高

値を示しており，制御因子 3 分子の挙動が一致していなかったが，その理由は不

明であった。嗅球では，3 分子ともに降海期に発現上昇し，unc13-1 と unc18-1 発

現は遡上中に，syp 発現は遡上初期に上昇傾向を示したことから，snare 遺伝子の

発現と共通した変動であった。終脳では，嗅球での発現変動に類似していたが降

海期と遡上中の発現上昇がより明瞭だった。制御因子 3 分子発現の挙動は必ずし

も一致していなかったが，UNC13-1 と UNC18-1 はシナプス前膜の足場タンパク，

SYP はシナプス小胞膜のタンパクと異なるグループの分子であることから，異な

る発現パターンを示した可能性がある。一方，制御因子 3 分子は遡上期間中のど

こかで上方制御され，末梢側の嗅房よりも嗅覚中枢側の嗅球と終脳で明瞭である

ことから，嗅覚中枢の神経回路内で母川識別に機能していた可能性がある。 
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第 6 章 総合考察 

 

 本研究では，サケ類の嗅覚刷込・想起とシナプス開口放出関連分子の発現との

関連を明らかにすることを目的として，日本産のサケ類 4 種の嗅覚中枢に発現す

る Snare 複合体構成分子 snap25s，stx1s および vamp2 の全 CDS 配列を明らかにし 

(第 2 章)，サケとカラフトマスにおいて Snare 複合体構成分子の遺伝子発現部位と

回遊に伴う変化を明らかにした (第 3 および 4 章)。さらに，サケでは Snare 複合

体の制御因子である足場タンパク unc13-1と unc18-1および小胞タンパク sypの遺

伝子発現を示した (第 5 章)。これらのシナプス開口放出関連分子は，降海期のサ

ケおよびカラフトマス幼稚魚において嗅神経系での発現が高く，そのなかの一部

の分子は降海中に発現の増加が認められたことから，嗅覚刷込の活性化を反映し

たものと考えられる。サケ科魚類の嗅覚刷込については，北米や欧州に分布する

ギンザケやタイセイヨウサケ等の 1+ 齢以降のスモルト幼魚で降海する種におけ

る研究が先行していた (Wisby and Hasler 1954, Harden Jones 1968, Ebbesson et al. 

1996)。そのため，スモルト幼魚の降海期に顕著な生理学的変化である銀化変態 

(PST) に着目し，内分泌系の調節による神経可塑性の一時的変化が嗅覚刷込に重

要であるとの考察がなされてきた (e.g., Dittman and Quinn 1996, Ebbesson et al. 1996, 

Ebbesson and Braithwaite 2012)。河川生活期が短いサケでも，幼稚魚の降河中には

外部環境の変化が著しい放流時や支流との合流時に，甲状腺ホルモン系の遺伝子

発現上昇と NMDA 受容体サブユニット遺伝子の発現上昇が報告されている 

(Ueda et al. 2016)。河川生活の長さに関わらず，PST はサケ類の降海期に共通する

ことから，嗅覚刷込と密接に関連していると考えられる。一方，近年，サケ同様

にふ化・浮上した春季に 0+ 齢で降海するカラフトマスでも，人工香料をニオイ物

質として用いた仔魚期刷込の人為的な形成が行動学的に証明されている (Bett et 

al. 2016)。しかしながら，ベニザケにおける仔魚期の刷込活性は PST 期に比べて

低いという報告もある (Havey et al. 2017)。サケとカラフトマスでは，河川生活期

の短さから仔魚期刷込と PST 期刷込が連続的に生じていると考えられる。第 4 章

に示したように，卵黄嚢を完全には吸収しておらず稚魚になって間もない混合栄

養期のサケの嗅覚中枢では，降河中の幼稚魚に比べて snare 遺伝子発現が低かっ
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た (Figs. 32, 33)。そのため，サケにおいても，仔魚期の刷込は少なくとも降海時

の PST 期よりは低い刷込活性である可能性が高い。また，サケ類はふ化後，成魚

までの体成長に伴って嗅上皮のニューロン数が増加し，脳のサイズも体成長に伴

って増大する。サケでは，外洋で索餌回遊する若齢魚までは成魚に比べて嗅細胞

数の増加率が高い (Kudo et al. 2009)。これらのことから，仔魚期の刷込活性は，

PST 期のようなホルモンサージによる制御ではなく，新生する嗅細胞および嗅球

ニューロンの刺激依存的な嗅神経回路の構築によるものである可能性が考えられ

た。 

 サケとカラフトマスの種間では，海洋での成長期間の長さの違いが回帰時の嗅

神経系における snare 遺伝子の発現の違いに大きく影響した可能性が示された。

沿岸に回帰した成熟途上個体は，サケでは 3+ 齢以上 (Salo 1991) で活発な神経発

達時期を過ぎた個体だが，カラフトマスは短い海洋での成長期 (1 年弱; Heard 

1991) から性成熟への切替わりから比較的短期間の個体である点が異なっている。

短期間で急速に成長するカラフトマスにおける snare 遺伝子発現の傾向は，性成

熟途上の個体でも成長期と同等の神経可塑性を保っていた可能性を示している。

本研究において，回帰個体の嗅神経系で高い神経可塑性が示唆されたカラフトマ

スは，我が国では迷入率が高いサケ類であるとされている (e.g., 藤原 2011)。世界

的に見ても，本種がサケ類で最も分布域が広いことは (Heard 1991, Quinn 2018)，

迷入による母川以外の河川での再生産による分布拡大が寄与していると考えられ

ている (e.g., Mortensen et al. 2002, Pess et al. 2014)。しかしながら，上述のように，

カラフトマス稚仔魚でも刷込形成が実験的に示されていることからも，刷込形成

に関わる神経系は充分機能していると考えられた。沿岸域でのカラフトマス成熟

途上魚の嗅神経系における高い snare 遺伝子の発現は，母川探索する時期の本種

嗅神経系の高い神経可塑性を示唆している。そのため，カラフトマスにおける迷

入行動については，母川識別能があるにもかかわらず，敢えて他河川に遡上して

いる可能性を考慮する必要がある。本研究では，積極的な迷入行動の決定に関わ

る神経活動を示すデータは得られていないものの，沿岸域のカラフトマス回帰個

体が終脳における高い神経可塑性から，ニオイ情報を想起して母川識別に関わる

高度な情報処理・判断を行っている可能性が考えられた。 
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 サケとカラフトマスにおける snare 遺伝子の回遊に伴う発現変化から，嗅神経

系の発達，母川刷込および記憶想起の 3 つの要素との関連が示唆されたが，具体

的に各回遊ステージでの発現がどれを強く反映しているか明確にはできなかった。

これには，mRNA 発現量と機能的なタンパクの存在量の変動に存在するギャップ，

シナプス前膜アクティブゾーンにおける Snare 複合体構成タンパクのリサイクル

および Snare 複合体の制御因子の存在が関連していると考えられた。ラット小脳

顆粒細胞では，in vitro でニューロンの成熟に伴って SNAP25 および STX1a のタン

パクの半減期が伸長する (Sanders et al. 1998)。同様に，in vitro でラット胚の海馬

ニューロンの成熟に伴って VAMP2 の安定性が増す (Daly and Ziff 1997)。このよ

うなタンパクレベルの知見から，サケ類でも成魚での低い snare 遺伝子発現は，単

にシナプス可塑性が低い状態を示すのでは無く，すでに存在しているタンパクが

機能していることを反映していると可能性もある。本研究では，snare および Snare

制御因子の遺伝子発現は，遡上期にも一時的に上昇したことから母川識別との関

連が示唆された。また，細胞内局在が同所的であると考えられる分子間 (アクテ

ィブゾーン: snap25 と stx1，unc13-1 と unc18-1，シナプス小胞膜: vamp2 と syp) で

も発現上昇するステージが異なる点があったことから，サケ類嗅神経に発現する

各分子のサブタイプ間で発現変動が異なる可能性や，分子間でタンパクのターン

オーバーが異なる可能性が考えられた。 

 降河中のサケ幼稚魚に着目した解析では，北海道南西部地方で有数のサケ増殖

河川である遊楽部川中・下流域において，放流からの日数の異なる個体間で snare

遺伝子の発現を比較した。そのなかでも，stx1s および vamp2 は放流後日数の短い

個体で発現が高く，体サイズから放流後に成長停滞したと思われる個体では発現

が低い傾向があった。嗅神経系における snare 遺伝子の発現，体サイズおよび放流

後の日数から，放流直後で成長率が高い個体の嗅覚刷込活性が特に高い可能性が

示された。サケとは異なり 1+ 齢以降のスモルト幼魚で降海する種ではあるが，ギ

ンザケは降海期でもある PST 期に一時的に神経伝達物質の脳内濃度が上昇する 

(Ebbesson et al. 1996)。また，ギンザケ PST期にホルモンサージによって “Imprinting 

window” と呼ばれる限られた時期に神経可塑性が高まることが示唆されている 

(Dittman and Quinn 1996)。サケはごく短期間に降海することから，PST に伴う神経
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可塑性の上昇も短期間であると考えられる。放流後 2-3 日で下流域まで降河した

個体の嗅球における snare遺伝子の発現は，早期稚魚を含む降河前稚魚より高く，

降河にそれより長い日数を要した個体または下流域に滞留していた個体と比べて

も高かった。この結果は，降河の過程で限られた時期に神経可塑性が上昇するこ

と，もしくは高い神経可塑性を示す個体は高成長で速やかに降河したことの 2 つ

の可能性を示している。 

 サケ嗅神経系における Snare 制御因子の遺伝子発現は，snare 遺伝子のものと同

調し，ほぼ同一の脳領域に発現したことから，高等脊椎動物と同様に Snare タン

パクの保持と Snare 複合体形成 (Jahn et al. 1985, Wiedenmann and Franke 1985, 

Edelmann et al. 1995, Dulubova et al. 1999, Richmond et al. 2001, Kaeser et al. 2011) に

機能していると考えられた。より詳細な分子間相互作用を明らかにするためには，

mRNA 発現とタンパク発現の時間的ギャップおよびタンパク存在量とのギャップ

についても考慮する必要があると考えられる。そのため，今後は，サケ類におい

てもタンパクレベルの Snare 関連分子の解析が不可欠になってくるものと考えら

れた。 

 幼稚魚期の生育環境の違いによる中枢神経系発達への影響については，異なる

生育環境を経験してきた野生魚とふ化場魚で両 snap25s アイソフォームの発現量

が異なった。一方，降河中のサケ幼稚魚では，stx1s および vamp2 の方がステージ

間の発現量の差が明瞭であった。各 snare 遺伝子は，嗅神経系のシナプス可塑性を

反映していると考えられるが，生育環境の違いが snap25s に影響し，成長と刷込

の過程である降河ステージの違いが stx1s と vamp2 に影響した経路については不

明である。神経解剖学的研究では，ニジマス仔魚の小脳の体積は，自然河川 > 複

雑な飼育環境 > 単純な飼育環境の順に大きく (Kihslinger and Nevitt 2006)，体サ

イズが同じニジマス野生魚とふ化場魚では，野生魚の小脳，嗅球および終脳の体

積がふ化場魚に比べて大きい (Marchettia and Nevitt 2003)。このことから，生育環

境はサケ類の神経系発達にも影響すると考えられる。タイセイヨウサケ幼魚の野

生魚とふ化場魚でも，行動学的および神経生理学的に異なる特性を示すことから，

現在のふ化場施設の環境が仔稚魚の成長に負の影響を与える可能性が指摘されて

いる (Mes et al. 2018)。そのため，ふ化場施設の環境の画一性を低減して環境刺激
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を与えるという「環境エンリッチメント」の有用性が議論されている (Rabin 2003, 

Kihslinger and Nevitt 2006)。実際にサケ科魚類の飼育環境のエンリッチメントによ

って，終脳における神経細胞の増加や神経可塑性の上昇が報告されている (Lema 

et al. 2005, Gro et al. 2013)。しかしながら，本研究では，脳内のシナプス結合の存

在量や中枢神経系の機能を反映する snare 遺伝子の発現量は，野生魚とふ化場魚

間では限られた分子しか発現差を示さなかった。刺激の多い環境が中枢神経系の

発達を促進することはタイセイヨウサケにおいて最初期遺伝子と神経栄養因子の

mRNA 発現解析からも示唆されているが (Mes et al. 2018)，体サイズ等の考慮すべ

き要因は多いため，野生魚とふ化場魚で脳の高次機能に差があるかについてはさ

らなる研究と議論を要すると考えられる。 

 以上のように，サケ類の嗅神経系においてシナプス開口放出関連分子として

Snare 複合体構成分子とその制御因子の遺伝子発現変化から，嗅覚刷込を行う幼稚

魚期に嗅神経系の発達およびその発達期の中で一時的な神経可塑性の上昇との関

連が示唆された。一方，母川回帰・遡上する親魚では，外部環境の変化と性成熟

に関わる内分泌系の変化といった体内外の環境変化がトリガーとなって神経可塑

性が上昇し，記憶を想起している可能性が示された (Fig. 48)。 

 我が国におけるサケふ化放流事業では，上流域にあるふ化・育成施設から近隣

の放流河川の下流域に活魚移送して放流，あるいは海面に設置した生簀による海

中育成後の海中放流といった河川流路を省略した放流も行われている  (宮腰ら

2016)。このような放流方法は，1960〜90 年代のサケ漁獲量が好調に推移していた

ことからも (Miyakoshi et al. 2013)，沿岸域に設置された定置網での漁獲を目的と

した増殖事業という観点からは充分に目的を達成していたものと考えられる。一

方，ふ化場魚を含む回帰親魚は，全てが定置網や河川の捕獲施設で漁獲されるわ

けではなく，一部は河川に遡上し自然産卵 (再生産) をする (森田ら 2013, 上田ら

2017)。また，自然再生産魚は，海由来の栄養塩の陸域の輸送や遡上河川の環境に

適応した系群の維持など生物多様性に貢献している (Koshino et al. 2013)。そのた

め，ふ化場魚であっても正確な母川回帰能力を維持させることは重要である。河

川流路を省略した放流方法では，降河行動に伴って刻々と変化する河川水のニオ

イ組成や水流等の各種環境情報の逐次刷込 (Harden Jones 1968, Bett and Hinch  
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Fig. 48. Schematic illustration indicates synaptic plasticity in the olfactory nervous system and related physiological changes and environmental 

cues in both seaward and homeward migration of chum salmon (Oncorhychus keta) and pink salmon (O. gorbuscha). OSN: olfactory 

nervous system. 
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2016) ができない。本研究においても降河中のサケ幼稚魚嗅神経系では，放流直

後の限られた期間における高い神経可塑性状態を示唆しており，その過程を省略

し下流域や海中に移送して放流した場合には，母川情報を刷込できない可能性が

高い。また，放流後 2-3 日および 9-10 日後の降河中サケ幼稚魚での snare 遺伝子

発現上昇は，ふ化場から河川への放流が刺激となっていることも考えられる。こ

れらのことから，降海時の嗅神経系の神経可塑性の一時的な上昇を利用するため

に，河川流路を省略した放流ではなく，実際に河川を降河させることが重要であ

ると考えられる。しかしながら，放流後の鳥類を含む天敵からの食害を考慮する

と，河川流路を省略した放流の必要性もあり，その場合においても育成期間中に

放流河川固有のニオイ成分等を人為的に経験させる等といった放流技術のさらな

る高度化が必要であると考えられた。 

 以上，本研究では，日本に分布する遡河性サケ属魚類のうち主要な水産対象種

であるサケを始めとする 4 種の嗅神経系において，初めてシナプス開口放出関連

分子の一次構造およびその遺伝子発現を明らかにし，サケとカラフトマスの降海，

索餌および遡上期といった主な回遊ステージにおける発現状況を解明した。サケ

類の snare およびその制御因子の遺伝子発現変動は，神経系の発達との関連を強

く示すと同時に，嗅覚刷込および母川識別に関わる神経可塑性の上昇への関与を

示唆した。これらのシナプス開口放出関連遺伝子の発現を解析することにより，

サケ類幼稚魚のシナプス可塑性の状況を把握し，幼稚魚の刷込活性を考慮した「放

流適期」の見極めによる人工ふ化放流事業の高度化が展開でき，持続可能な水産

生物としてのサケ類の資源保全とその利用に繋がるものと考えられた。 
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