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研究成果の概要（和文）：シンタキシン１(STX1AおよびSTX1B)欠損マウスを用いて、グリア細胞におけるSTX1の
機能に関与する因子の同定とSTX1の生理機能について検討した。STX1B欠損グリア細胞において、STX1との相互
作用のあるMunc18-1やGABAの取込に関与するGAT1、GAT3の発現が低下しており、GABAの取込活性も低下してい
た。また、STX1B欠損グリア細胞へのグリシンの取込が増加していた。これらの異常は、STX1A欠損グリア細胞で
は認められなかった。また、グリア細胞でのSTX1欠損は、神経細胞の形態やシナプス形成に影響を与えなかっ
た。

研究成果の概要（英文）：We explored some factors relating to the roles of glial STX1, and examined 
the physiological functions of glial STX1 using STX1A-KO or STX1B-KO mutant mice. We found that 
expression of Munc18-1 directly interacting with STX1 or GABA transporter, such as GAT1 or GAT3, was
 decreased in STX1B-KO glial cells. GABA uptake through above transporters was reduced in STX1B-KO 
glial cells. On the other hand, above functions in STX1A-KO glial cells were normal unlike STX1B-KO.
 Morphology of neurons and synaptic formation were not affected by lack of STX1 gene in glial cell

研究分野： 神経科学

キーワード： シンタキシン１　グリア細胞　神経伝達物質　トランスポーター

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者らが作製したSTX1遺伝子欠損マウスは様々な行動異常を示すが、STX1が神経細胞に加えてグリア細胞にも
発現していることから、グリア細胞におけるSTX1の機能を明らかにすることは、高次脳機能の理解のために非常
に有用である。本研究において、グリア細胞におけるSTX1がGABAトランスポーターによるGABAの取込を介して、
細胞外環境の興奮性と抑制性のバランスを調整していることが明らかとなった。グリア細胞のSTX1機能の一端が
明らかになったことは、STX1欠損が惹起する行動異常の基盤機構を理解する一助となり、神経疾患の解明につな
がることが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
シンタキシン１(STX1)はシナプス小胞等の開口放出の中心的役割を担う分子の一つで、多くが
神経細胞の形質膜上に存在している。STX1 は神経細胞からの神経伝達物質やペプチドホルモン
などの分泌を制御し、神経修飾物質の輸送体の活性やその局在の調整などにも関与している。
さらに、高次脳機能につながるシナプス可塑性への関与も示唆されている。 
 STX1 には異なる遺伝子から産出されるシンタキシン 1A(STX1A)とシンタキシン 1B(STX1B)の
２種類のアイソフォームが存在する。両者は高いアミノ酸相同性を示し、脳内発現領域や細胞
内分布がほぼ同一であることから、神経伝達物質の開口放出を維持するために同等の働きをし
ていると考えられてきた。申請者らはSTX1遺伝子欠損マウス(STX1A-KOとSTX1B-KO)を作製し、
神経伝達物質の放出に関する生理機能の解析を行い、以下の結果を得た。(1)STX1A-KO と違い、
STX1B-KO は生後致死で痙攣を示すものが多く、中枢神経の形態的異常があることを明らかにし
た(Fujiwara et al. J Neurosci 2006; Kofuji et al. J Neurochem 2014)。(2)STX1A-KO と
STX1B-KO*のいずれも情動行動異常を示すが、その他の行動で異常を示すものには差があり、
STX1A-KO と STX1B-KO は異なる神経疾患を模擬できることを明らかにした(Fujiwara et al. Eur 
J Neurosci 2010 & J Neuroendocrinol 2011, J Neurochem 2016、*はヘテロマウスにおいて)。
(3) STX1A はモノアミン性あるいはペプチド性シナプスの遅い神経伝達を制御しており、STX1B
はグルタミン酸や GABA といった神経伝達物質の放出による速い神経伝達を制御していること
を明らかにした(Fujiwara et al. J Neurosci 2006; Mishima et al. J Neurosci 2012 & PLoS 
One 2014)。(4)STX1A-KO 神経細胞と違い、STX1B-KO 神経細胞は培養下で生存に脆弱性があるこ
と、野生型(WT)または STX1A-KO グリア細胞によって STX1B-KO 神経細胞の生存が支持されるこ
と、この生存支持効果は STX1B-KO グリア細胞では弱いことを明らかにした(Kofuji et al. J 
Neurochem 2014)。(5)STX1B 欠損によるグリア細胞の生存支持効果の低下は神経栄養因子の一
つである BDNF の分泌が低下していることが一因であることを明らかにした(Kofuji et al. J 
Neurochem 2014)。(6)STX1 がグリア細胞にも発現しており、そのアイソフォームが主に STX1B
であることを明らかにした(Kofuji et al. J Neurochem 2014)。また、遺伝子欠損マウスの結
果に関連する結果として、(7)自閉性障害患者において、STX1A mRNA 発現量の変動が非常に大
きいこと、(8)STX1A のスプライスバリアントがグリオーマにおいてグルコース輸送体(GLT)の
膜局在を制御していること(Nakayama et al. J Biol Chem 2004)を得ていた。 
上記のように STX1 の機能に関する知見の多くは神経細胞におけるものである。一方で、申請者
らは(4)(5)(6)において STX1 がグリア細胞にも発現していること、その STX1 がグリア細胞から
の BDNF 分泌を制御することで、神経細胞の生存に直接関与することを報告した。しかし、グリ
ア細胞における STX1 の機能はほとんど明らかになっていない。グリア細胞は、栄養・成長因子
の供給や構造的な支持などといった主に脳環境の維持をしていると考えられてきた。しかし近
年、グリア細胞は神経細胞の活性やシナプス形成の制御など、脳の活動に積極的に関与するこ
とが明らかになってきている。そこで、STX1 のグリア細胞における新規の機能を明らかにする
ことを目指す。 
 
２．研究の目的 
シンタキシン１(STX1)には STX1A と STX1B の２つのアイソフォームがあり、両者ともに多くが
神経細胞の形質膜上に発現していることから、開口放出において同等の機能を有すると考えら
れてきた。申請者らは両アイソフォームの遺伝子欠損マウス(STX1A-KO と STX1B-KO)を作製し、
その機能解析を行ったところ、STX1A がモノアミン性あるいはペプチド性シナプスの遅い神経
伝達を制御しており、STX1B はグルタミン酸や GABA といった神経伝達物質の放出による速い神
経伝達を制御することを確認した。また、STX1A あるいは STX1B の遺伝子欠損は、個体レベル
でも異なる学習や情動行動の異常を惹起することがわかった。一方で、STX1 がグリア細胞にも
発現しており、神経細胞の生存に関わる神経栄養因子の一つである BDNF のグリア細胞からの分
泌に STX1 が直接関与することを明らかにした。近年グリア細胞は、栄養・成長因子の供給や構
造的な支持などの脳環境の維持に加えて、神経細胞の活性やシナプス形成の制御などといった
積極的脳活動に関与することが明らかになってきた。したがって、両遺伝子欠損マウスが示し
た行動異常は、神経細胞での STX1 欠損だけでなく、グリア細胞での STX1 欠損も関与している
と考えられる。しかし、グリア細胞における STX1 の機能はほとんどわかっていない。そこで本
研究では、グリア細胞における STX1 の機能を明らかにすることを目的に以下を検討する。(1)
グリア細胞で STX1 が機能するために同時必須となる関連因子の同定を行う。(2)グリア細胞の
STX1 が分泌および回収に関与している因子群の同定を行う。(3)グリア細胞による神経細胞の
形態やシナプス形成制御に対して STX1 が関与するかを検討する。 
 
３．研究の方法 
グリア細胞における STX1 の機能解析を行うにあたり、各遺伝子型(WT および STX1A-KO、
STX1B-KO)グリア細胞が必要である。生後 0-2 日齢の各遺伝子型マウスの海馬および皮質からグ
リア細胞（アストロサイト）を分散培養し、一度継代したものを解析に用いた。GFAP の発現を
指標に 97%以上がアストロサイトであることを確認した。また、円滑な研究推進のために、凍
結保存を行った細胞も用いた。 
(1)グリア細胞における STX1 の機能と関連する因子の同定 



STX1 との機能の関連が考えられる因子は STX1 欠損により発現が影響される可能性がある。そ
こで、各遺伝子型グリア細胞からの抽出液を用いて候補因子の発現をウェスタンブロッティン
グ(WB)で解析する。また、培養グリア細胞に対する細胞免疫染色(ICC)による検討も行う。候補
因子として、開口放出に関わる因子や神経伝達物質等の回収に関わる因子、栄養供給に関わる
因子等について検討し、グリア細胞における STX1 の機能に関連する因子を同定する。 
(2) グリア細胞における STX1 が分泌および回収に関わる因子群の同定 
グリア細胞が神経細胞の活性やシナプス形成の制御に関与する手段の一つとして、栄養因子群
の分泌が考えられる。栄養因子群のひとつである BDNF の分泌は STX1 欠損により傷害され、そ
の結果 BDNF が細胞内に蓄積することが WB および ICC により確認できる。そこで、各遺伝子型
グリア細胞からの抽出液を用いて候補因子の発現を WB で解析する。また、培養グリア細胞に対
する ICC による検討を行う。mRNA 発現量自体が変動している可能性もあるため、各因子の mRNA
量も RT-PCR により検討する。さらに、培養液中への候補因子の分泌量やグリア細胞内への回収
量などを ELISA や EIA、放射性標識因子の挙動によって推定する。分泌の候補因子として、神
経栄養因子や成長因子、オピオイドペプチド、回収の候補因子として前者に加えて ATP や神経
伝達物質、神経修飾物質等について検討し、グリア細胞における STX1 が分泌および回収に関わ
る因子を同定する。 
(3)グリア細胞によるシナプス形成制御に対する STX1 の関与の検討 
グリア細胞上で神経細胞を培養すると生存効果を発揮し、グリア細胞なしの培養と比較して神
経突起が発達し、神経細胞間の結合が増加する。そこで、STX1 欠損による神経細胞の形態やシ
ナプス形成への影響を検討する。各遺伝子型グリア細胞上で WT神経細胞を低密度で培養し、神
経細胞の形態への影響を調べる。MAP2 および Tau に対する抗体を用いた神経突起の ICC により
神経突起数、突起の分岐、長さなどを解析する。また、シナプスマーカーであるシナプトフィ
ジンに対する抗体を用いた ICC によりシナプス数等を検討する。 
 
４．研究成果 
各遺伝子型のグリア細胞を用い、グリア細胞における STX1 の機能と関連する因子の同定を試み
た。STX1 と相互作用することが知られている開口放出に関わる因子の多くで発現量の変化はな
かったが、STX1B-KO グリア細胞において Munc18-1 の発現の低下が認められた。ヒト遺伝子解
析により Munc18-1 と難治性のてんかんとの関連が示唆されているが、これは神経細胞での
Munc18-1 機能によると思われていた。しかし、グリア細胞における Munc18-1 機能も重要であ
る可能性が示唆された。また、グリア細胞から分泌される栄養因子群に関して、STX1B-KO グリ
ア細胞において BDNF と neurotropin-3 (NT-3)の細胞内での発現の増加、すなわち蓄積が見ら
れた。そこで、グリア細胞からの分泌量を測定したところ、NT-3 の分泌量に各遺伝子型での顕
著な違いは認められなかった。これは、NT-3 によって STX1B-KO 神経細胞の生存脆弱性が改善
されることと矛盾するが、生存効果としては BDNF の方がより高いことを推測させる結果であっ
た。さらに、グリア細胞への回収や取込に関わる因子としては、GABA の取込に関わる GAT1 と
GAT3 の発現が STX1B-KO グリア細胞で低下していた。両者の発現はグリア細胞全体で低下して
おり、顕著な局在の変化は認められなかった。グリア細胞への GABA の取込を測定したところ、
STX1B-KO グリア細胞で WTと比較して 70%ほどに低下していた（図１）。この GABA の取込は GAT1
阻害薬である NNC-711、GAT3 阻害薬である SNAP-5114 の両者で阻害された。また、GABA 再取込 

阻害薬であるニペコチン酸がより
大きな阻害効果を示すことから、他
のトランスポーターが関与してい
る可能性がある。STX1B-KO は痙攣症
状をきたすが、STX1B-KO グリア細胞
で GABA 取込が低下することは、細
胞外のGABA濃度の上昇につながり、
興奮過多による痙攣の表現型とは
矛盾する。しかし、グリシンの取込
を検討したところ、STX1B 欠損グリ
ア細胞において取込が増加してい
た。一方、グルタミン酸の取込に差
は認められず、GLT1、GLAST の発現
にも差はなかった。したがって、
STX1B-KO の痙攣症状は、興奮性と抑
制性のバランスが崩れることで引
き起こされていると考えられる。さ
らに、グリア細胞上で培養した WT
神経細胞の形態を検討したところ、
主要な神経突起数への STX1 の関与
は見られなかった。また、プレシナ

プスマーカーであるシナプトフィジンの斑文数を解析したが、各遺伝子型で顕著な差はなく、
シナプス形成への影響はなかった。 
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図１ GABA 取込は STX1B 欠損グリア細胞で低下し 
ており、GAT1 および GAT3 が関与していた。 
NNC: NNC-711, GAT1 阻害薬; SNAP: SNAP-5114, GAT3 
阻害薬; NC: nipecotic acid, GABA 再取込阻害薬 



以上の結果から、グリア細胞における STX1A と STX1B はいずれも神経細胞の形態やシナプス形
成に関与していなかった。一方、STX1B が GABA やグリシンといった抑制性神経伝達物質の取込
を制御しており、細胞外環境の興奮性と抑制性のバランスを調整していることが明らかとなっ
た。 
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