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研究成果の概要（和文）：開口放出を制御するシンタキシンは、神経細胞において 2 つのアイソ

フォーム（STX1A、STX1B）が発現しておいる。これまで一般に、これらの蛋白質は同一の機能

を持つとされていた。われわれは、遺伝子解析マウスを用いた解析から、これらの蛋白質の生

体における機能が異なることを我々は明らかにした。さらに、その機能差は、Munc18との相互

作用及びその相互作用を制御する機構が関わることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：In neurons, two types of syntaxin (STX) isoforms, STX1A and 
STX1B,were expressed. It was believed that STX1A and STX1B have same function. However, 
we demonstrated that these proteins exhibited distinctive function in vivo. We showed 
the difference of the interaction with one of the STX binding proteins, Munc18, which 
might cause for the functional differences. 
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１．研究開始当初の背景 

SNARE 蛋白質として知られるシンタキシン

（STX）はシナプス前終末でのシナプス小胞の

開口放出の制御に関わる蛋白質として知られ

ている。神経細胞には STX1A と STX1B の 2 つ

のアイソフォームが多く発現している。これ

らの蛋白質は高いアミノ酸配列の相同性を示

し、その発現部位も類似していることから、

一般に両者は相補的に働くと推測されていた。

しかし、我々はこれらの遺伝子を欠損したマ

ウスを新規に作成し、その解析を行ったとこ

ろ、生後発育、痙攣発作の発症率など表現型

に顕著な違いが見られた。これらの結果から、

STX1A と STX1B の生体内での機能は全く同一

ではないことが明らかとなった。 
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２．研究の目的 

遺伝子欠損マウスの表現型解析から示された

上記のような STX1Aと STX1B の生体内での機

能の違いはどのような分子機構をもとに生じ

るのか解明することを目的として本研究を行

なった。その足がかりとして、STX1B 欠損マ

ウスでのみ見られる高頻度に生じる痙攣発作

に着目し、それが生じる分子機構を明らかに

することを目的として研究を行なった。 

 

３．研究の方法 

行動薬理学的解析：痙攣発作について評価す

るため、痙攣誘発剤であるペンチレンテトラ

ゾールを用い各マウスにおける薬剤感受性を

調べた。また、バルプロ酸等の抗癲癇薬の効

果についても検討した。 

シナプス伝達の解析：初代培養神経細胞を用

いて、電気生理学的手法により Glu、GABA の

シナプス伝達の解析を行なった。モノアミン

分泌の測定は、シナプトソームを用いた解析、

マイクロダイアリシスによる解析を行なった。 

蛋白質間相互作用の解析：脳抽出液を用いた

免疫沈降法、および組換え蛋白質を用いた結

合実験により解析を行なった。また、株細胞

に強制発現させ、細胞内での相互作用の解析

も行なった。 

 

４．研究成果 

STX1B欠損マウスでの癲癇発作は GABAの作用

を増大させる作用を持つバルプロ酸の投与に

より改善されることが明らかとなり、GABA作

動性神経の機能低下が示唆された。そこで、

初代培養神経細胞を使った解析の結果、STX1B

の欠損により GABA のシナプス伝達が低下す

ることがわかった。それに対し STX1A の欠損

では、このような GABA作動性神経の機能低下

は認められなかったが、モノアミン分泌が低

下することが明らかとなった。このように、

STX1A と STX1B はそれぞれ異なるシナプス伝

達の過程を制御することがわかった。これら

の違いが生じる分子機構を解明するため、

STX1A と STX1B の蛋白質間相互作用の違いに

ついて検討した。各遺伝子欠損マウスにおい

て、STX と相互作用することが知られる蛋白

質の発現解析を行なった結果、STX1B 欠損マ

ウスで Munc18-1の低下が認められた。これま

でに、ヒト遺伝子解析から Munc18-1 と難治性

の癲癇との関連が示唆されていた。そのため、

STX1B欠損マウスにおける Munc18-1の発現量

の低下が癲癇発作と関連すると推測し、in 

vitroの解析により Munc18との相互作用につ

いて調べた。その結果、STX1A と STX1B で in 

vitro での相互作用に顕著な違いは認められ

なかった。次に、脳抽出液を用いた免疫沈降

法による解析により in vivo での相互作用に

ついて検討したところ、Munc18-1に対する親

和性が STX1A と STX1B で異なることを見出し

た。そこでその詳細について解析するため、

新規の遺伝子改変マウスを作成し、それらを

用いた解析を行うことを計画した。本研究で

は tet-system により外来遺伝子の発現の

on/offを制御できる新規の遺伝子組換えマウ

スの作成を行なった。5 line の遺伝子組換え

マウスが得られたが、これらのマウスはいず

れも外来遺伝子の発現量が低く、本研究目的

には適していなかった。そこで、計画を変更

し Cre/loxP システムを用いたコンディショ

ナルノックアウトマウスの作成を再度計画し、

現在作成中である。 

また、STX1A と STX1B の違いに関わる分子と

して、Munc18 以外のものがないか、Yeast 

Two-Hybrid法によるスクリーニングを行なっ

た。その結果いくつかの候補遺伝子を同定し、

STX1A と STX1B で蛋白質間相互作用に違いが

あるか解析を行なっている。 

このように本研究により、生体内において

Munc18との相互作用は STX1Aと STX1Bで異な

る制御を受けていることが示され、それが

GABA神経、モノアミン神経といった異なる神

経機能の調節において重要な働きをしている

可能性が示唆された。今後、これらの仮説を、

本研究で作成した各遺伝子改変動物を使い検

討することで、シナプス前終末における開口

放出を調節する分子機構の詳細を明らかにす

ることになる。また当初の研究目的であった

癲癇の病態機構の解明にもつながることが期

待できる。 
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