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研究成果の概要（和文）：シンタキシン(sy)1A及びsy1Bの遺伝子破壊マウス(KO)を用いて機能差を検討した。Sy1AKOで
はグルタミン酸及びGABA性伝達は正常であった。sy1BKOではmPSCが低下し、シナプス小胞(SV)のready releasable  po
olの減少とrecyclingの上昇が観察された。またsy1A/sy1B double KOでは誘発性神経伝達は生じたが、個々の小胞の放
出は散在的であった。従ってsy1は開口放出過程には本質的に不要であるが、SV放出の同時性を制御する因子であるこ
とが示された。更にsy1Bはグリア細胞からのBDNF放出を促進して神経細胞の発達・生存を支持していた。

研究成果の概要（英文）：With gene-knockout mice, functional difference between syntaxin1A(sy1A) and 
syntaxin1B(sy1B)in synaptic transmmission was investigted. We found that in sy1AKO glutamatergic and 
GABAergc transmission was normal but　in sy1BKO frequency of mPSP was decreased, and reduction of ready 
releasable pool and increase of vesicle recycling were observed. In case of sy1A/1B double KO, synaptic 
transmission occurred following evoked stimulation but release of each synaptic vesicle was asynchronous. 
These results indicated that syntaxin1 was not essentially necessary for exocytotic process in synaptic 
transmission but regulated synchronous relaese of synaptic veiscles. Furthermopre, it was shown that sy1B 
regulated release of BDNF from glia cells, supporting neuronal development and survival.

研究分野： 分子神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
syntaxin 1はシナプス小胞からの伝達物質の
開口放出過程を制御している。 Syntaxin1 
(以下 sy1)には異なる遺伝子から発現され
る sy1A 及び sy1B の２種のアイソフォーム
がある。両者のアミノ酸配列、結合因子、神
経系における局在部位は非常に類似してお
り、殆どの神経細胞においても共存が認めら
れる。それ故、両者は神経系における最も重
要な働きであるシナプス伝達の安定性を保
証するため、同一機能を有しながら並行して
働く重複遺伝子と広く信じられていた。しか
し我々は最近、 sy1A と sy1B のノックアウ
トマウス（null mutant,以下 KO）を作製し
てその表現系を比較検討した結果、先の常識
に反して両者が神経系において相異なる働
きをしている可能性を見出した。その第１の
理由は、 sy1AKO は正常マウス (WT)と同様に
外観上は正常に生育するが
（J.Neurosci,2006）sy1BKO は生後２週で致
死となり、その中枢神経系は形態学的に。発
達遅延や異常が観察されたことによる。また
電気生理学的には sy1AKO ではグルタミン酸、
GABA 性伝達は全く正常であるが、個体には情
動行動や学習に障害があり、自閉性障害のモ
デルと考えられた (Eur.J.Neurosci, 2010)。
これに対して sy1B の heterozygote は生育
するが、 KO には中枢神経系の発達異常、運
動障害があった。これ迄の基礎的実験から
sy1AKO では、神経終末への興奮到達後、数十
ミリ秒から数秒の遅い経過を経るモノアミ
ンや神経ペプチドの放出過程が阻害されて
いるのに対してsy1BKOでは GABAやグルタミ
ン酸性シナプスにおける１ミリ秒程で進む
伝達物質の速い放出過程が選択的に障害を
受けている可能性が示唆された。また sy1BKO
神経系の発達異常の原因としてグリア細胞
が有する神経細胞の維持機能に障害がある
と推測された。これらの結果から、両者は非
常に類似した因子ではあるが両者は機能的
に特殊化していると推測された。 
 
２．研究の目的 
syntaxin1A(sy1A)並びに syntaxin1B(sy1B)
はその類似性からシナプス伝達において同
一の制御機能を有する重複遺伝子と考えら
れていた。しかし両者の遺伝子ノックアウト
マウスの表現型を比較したところ、sy1B は
神経伝達物質の速い放出過程を制御するの
に対して、sy1A は伝達物質の遅い放出過程
を制御するように特殊化していると推測さ
れた。更に両因子の阻害は個体レベルでは異
なる学習や情動行動の異常を惹起すること
が判った。これらの知見に基づいて、本研究
は sy1AKO 及び sy1BKO におけるモノアミン
系を例とする遅いシナプス伝達系とグルタ
ミン酸・GABA を代表とする速い伝達系の障
害を電気生理学的あるいは生化学的に詳細

な検討をする。これにより sy1A、 sy1B がシ
ナプスで同一の機能を有すものではなく、機
能分化していることを詳細に明らかにする。
また２種の KO マウスの遺伝子破壊による個
体の学習、情動行動の発達に与える両因子の
影響を検討する。更に神経成長因子の分泌調
節と関連させて sy1B の神経細胞の生存・成
熟に及ぼす新たな機能を明らかにすること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
［１］ KO マウスより得た培養神経細胞にお
ける速いシナプス伝達機能の解析 
培養神経細胞を用いて、グルタミン酸、また
は GABA 性伝達の誘発性シナプス後電流 
(Evoked PSC)を記録する。低濃度の 
tetrodotoxin の存在下でグルタミン酸性伝
達の観察を行う。基礎的実験から、伝達物質
の放出確率に異常があると推測されていた。
これらは sy1AKO では正常であった。そこで
細胞外液 Ca 2+濃度やシナプス伝達に作用す
る薬剤の影響等の検討を行い、 sy1BKO の放
出確率の異常の機序を推定する。また 
sy1A/sy1B double KO(胎生後期死亡 )の胎生 
13 週の脳から得た培養神経細胞を用いて、伝
達物質の放出を調べて、シナプスの開口放出
に両因子が必須であるか検討する。 
［２］シナプトソーム（ SS）からの伝達物
質放出実験 
KO マウスの全脳ホモジネートからショ糖密
度勾配遠心法により調整したSS分画を得る。
これに放射性標識したモノアミン類、 GABA、
グルタミン酸等を取り込ませ、高 K +による
脱分極刺激を与えて SS からの伝達物質の放
出量を推定する。 
［３］脳スライス標本及び培養神経細胞から
のモノアミン、神経伝達物質放出の測定 
視床下部、線条体、海馬スライスを作成する。
グルタミン酸刺激や K +による段階的な脱分
極刺激を与え、モノアミンを分泌させる。放
出されたモノアミン類は逆相 HPLC により分
離し、電気化学検出器（ECD）で定量を行う。
また培養海馬神経細胞及び中脳モノアミン
性神経細胞からの伝達物質等の放出を測定
する。 
［４］ In vivo microdialysis による個体レ
ベルでの細胞外液中への神経伝達物質の放
出量の測定 
KO マウスの視床下部、線条体、海馬等にガイ
ドカニューレを埋め込み、シリンジポンプに
よりプローブ内に還流したリンガー液を回 
収し HPLC-ECD で脳内微小領域での伝達物質
放出量を測定する。 
[5]Sy1BKO に見られる神経細胞の生存率低下
の原因に関する検討 
Sy1BKO の培養神経細胞は通常の培養条件下
では生存率が低下した。この低下は正常グリ
ア細胞との共培養により回復したことから 
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sy1BKO のグリア細胞(AS)には何らかの成長
促進因子の分泌障害がある為に神経発達の
異常が生じることを推測させた。そこで WT
と sy1BKO の AS において以下の比較検討を
する。 (1) 培養液に種々の因子を添加して
神経細胞の生存率の改善を検討 (2)有効な
因子の細胞内発現と細胞内蓄積の生化学的
検討(3)免疫染色による細胞内局在の検討 
(4)sy1BKO AS に 外来性 WTsy1B を強制発現さ
せた系での(1)で有効な因子の分泌能の回復 
［６］マウスの行動学的解析 
KO マウスの情動行動について startle 
chamber を用いた prepulse inhibition test 
及び恐怖条件付け学習を利用した潜在制止
反応(Fujiwara et al., Eur.J.Neurosci., 
2010)により検討する。 
 
４．研究成果 
［１］培養系を用いた電気生理学的解析を行
うと、sy1AKO ではグルタミン酸及びＧＡＢＡ
性シナプス伝達は全く正常であった。しかし
sy1BKO では mEPSC（興奮性微小シナプス後電
流）、 mIPCP（抑制性微小シナプス後電流）
共に低下していることが示された。更に
sy1BKO ではシナプス自身の数・密度は変わら
ないが、シナプス小胞の ready releasable  
pool が低下し、vesicle recycling が上昇し
ていた（図１発表論文③ Mishima et al.,  
PLOS ONE (2014)）。また sy1A/sy1B doubleKO
マウスの培養神経細胞においてもシナプス
伝達の存在が確認された。しかし刺激による
誘発後の個々の微小シナプス応答は同時に
は起らず、asynchronous であった(図２)。こ
のことから sy1A 及び sy1B は伝達物質の開口
放出過程には本質的に不要であり、開口放出
の同時性を制御する因子であるということ
が明らかとなった。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ Sy1BKO マウス由来の神経細胞におけ
る ready releasable pool（RRP）の解析。 
ショ糖ギャップ法によりシナプス小胞の RRP
を調べた。A,B はグルタミン酸性シナプス、
C,D は GABA 性シナプスでの解析。A,C は実際
のシナプス電流を測定した例。B,D の点線と
縦軸との交点がRRPの相対値を示す（Stevens 
and Tuji,  PNAS(1995)による）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ Sy1A/sy1B double KO の培養神経細胞
における誘発性シナプス電流の波形。生存す
る細胞数が少ないため、自己回帰性シナプス
が形成されている。個々の微小誘発電流
(mEPSC)の同時性が失われ、散発的にシナプ
ス小胞の開口放出が起きている。 
 
［２］シナプトソーム分画からの放出実験で
は sy1AKO では全てのモノアミン放出が阻害
されているのに対して sy1BKO ではモノアミ
ン放出は正常であり、ＧＡＢＡ、グルタミン
酸の放出が低下していた。さらに脳各部位か
ら得た脳スライス並びに培養神経細胞から
の放出実験では sy1A は全てのモノアミン及
び扁桃体オキシトシン分泌が阻害されてい
るのに対して sy1Bhetero ではモノアミン分
泌は正常であった。しかしin vivo  microdi- 
alysis 法により細胞外液中の濃度を測定す
ると sy1Bhetero では海馬、視床下部等にお
いてセロトニンは低下するが、線条体ドーパ
ミンは増大していた。Sy1B hetero の場合に
みられる in vivo、in vitro での差異は、脳
内のモノアミン系の調節機構(主にグルタミ
ン酸またはＧＡＢＡ性神経系による)の変調
に起因するモノアミンの分泌変動が生じて
いることを示唆した。 
［３］KO マウス個体の情動行動を観察したと
ころ、sy1B hetero では統合失調症の重要な
中間表現型である pre-pulse inhibition 
の低下が観察された。しかもこの異常はドー
パミン受容体アンタゴニストであるハロペ
リドールにより正常に復したことから、 
sy1Bhetero マウスは脳内ドーパミン分泌の
過剰により情動行動異常が惹起されている
新たな統合失調症モデルマウスとなり得る
ことが分かった。Sy1AKO は自閉症モデルマウ
スであると考えられており (Fujiwara et 
al., Eur.J.Neurosci.,2010)、sy1A と sy1B
という類似した因子の遺伝子の改変動物が、
各々自閉症と統合失調症という、異なっては
いるが、一部類似した２種類の精神疾患のモ
デルになるという興味ある知見が得られた。 
［４］Sy1BKO から得た神経細胞は培養７日後
以降、細胞死が正常より増加していた。この
細胞死は正常マウスのグリア細胞と共培養
すると抑制された。これはグリア由来の神経
成長維持を促す因子群の低下に由来すると



考えられた。そこでこの培養神経系に種々の
因子を添加してその効果を調べた結果、BDNF
及び neurotropin-3が生存維持に有効であり、
NGF、FGF、GDNF 等の因子は無効であった。 
( 図 ３  発 表 論 文 ②  Kofuji et al., 
J.Neurochem. (2014)) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ Sy1BKO より得た培養神経細胞の生存
率。(a)、(b)は各々正常及び sy1BKO マウス
神経細胞の培養後９日及び１１日の生存率。 
培養細胞は種々の成長因子群を培養液に加
えて、グリア細胞非存在下で培養した。KO マ
ウス由来の神経細胞の生存率の低下(B)が
BDNF および NT-3 により一部回復した。 
 
また免疫組織学的観察から sy1BKO のグリア
細胞内には BDNF 蓄積が増加していて、細胞
外への分泌過程が阻害されていることが明
らかとなった。この分泌障害は外来性 sy1B
遺伝子の導入により回復したことから (図
４)、sy1BKO の神経系の発達異常の少なくと
も一部は BDNF の分泌障害に起因することが
確かめられた。これらの結果から sy1B は神
経伝達物質の放出過程のみならず、グリア細
胞からの BDNF 等の成長因子の分泌機能を調
節しているという新たな知見が明らかなっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ Sy1BKO マウス由来のグリア細胞から
の BDNF 分泌能の回復。Sy1BKO のグリアに対
して外来性 sy1B 遺伝子を強制発現させて高
カリウム刺激を行うと、低下していた細胞外
への BDNF 放出(a)が回復した(b)。この BDNF
分泌促進作用は sy1A には認められない。 
 
以上の結果から syntxin1A と syntaxin1B は
神経伝達や開口放出過程において異なる機
能を担っていることが明らかとなった。  
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