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―― 研究助成報告 ――

シンタキシン1Bの機能欠損による 
てんかん発症に関する研究：行動学的・電気生理学的解析

三　嶋　竜　弥1），藤　原　智　徳1, 2），小　藤　剛　史3）， 
斎　藤　綾　子1），寺　尾　安　生1），赤　川　公　朗1）

要旨：本研究は，シンタキシン1B（STX1B）の機能欠損が高体温時のシナプス伝達機能に
及ぼす影響を解析することにより，熱性けいれん発症の分子機序を解明することを目的とす
る。近年，「ヒト」においてSTX1B遺伝子のハプロ不全が熱性けいれん・てんかん症候群の
原因であることが報告された。STX1Bはシナプス小胞の開口放出を制御するSNAREタンパ
ク質として機能する他，GABA・グリシン等の抑制性神経伝達物質の再取り込みを行う
SLC6ファミリー神経伝達物質トランスポーターの機能調節にも関与する。よって，発熱や
高体温等による神経伝達物質の放出・再取り込み機能の異常，特に抑制性シナプス伝達機能
の低下がけいれん発症の原因となる可能性が想定される。本研究では，STX1Bの機能欠損
が高体温時のシナプス伝達機能にどのような影響を与えるのかを解析し，STX1Bのハプロ
不全による熱性けいれんの発症機序を検討する。
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序論

　 近 年， ヒ ト に お い て シ ン タ キ シ ン1B 
（STX1B）遺伝子に生じたミスセンス・ナンセ
ンス変異によるハプロ不全により，主に2歳以
下の幼少期に熱性けいれんを伴う種々のてんか
んを発症し，その後，全般てんかん熱性けいれ
んプラス（GEFS＋）につながることが報告さ
れた1）。しかし，発症の仕組み及びその分子機
序は明らかになっていない。
　STX1Bは中枢神経系や内分泌系細胞に発現
し，シナプス小胞や大型有芯小胞の開口放出に
関与する形質膜タンパク質である。STX1Bを
含 む3種 のSNAREと 呼 ば れ る タ ン パ ク 質

（STX1, SNAP-25 and VAMP2）の働きが開口
放出の調節に中心的に関わる2）。また，STX1

はSLC6ファミリーの神経伝達物質トランス
ポーターに直接結合し，その機能調節にも関っ
ている3, 4）。特にGABAやグリシンといった抑
制性神経伝達物質の再取り込み機構は，シナプ
ス間隙での神経伝達物質の濃度制御や近傍シナ
プスへの神経伝達物質の流出調整，生合成系へ
の再補充等の役割を果たし，抗けいれん薬の標
的としても重要である。
　STX1Bにはシンタキシン1A （STX1A）とい
うアイソフォームがあり，両アイソフォームの
基本的な生理機能は共通しているが，STX1B
はシナプス小胞の，STX1Aは大型有芯小胞の
放出に関わる特異的な機能を持つことが明らか
になっている5, 6, 7）。特にSTX1Bの機能欠損は
シナプス伝達に異常を引き起こす8）。さらに，
STX1Bをノックダウンしたゼブラフィッシュ
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では，高体温時にけいれん様行動やてんかん型
放電を示すとの報告があり1），熱により神経機
能の異常が顕著になることが示唆されている。
　本研究はSTX1B遺伝子のハプロ不全による
熱性けいれんの発症機序を解明するために，
STX1B遺伝子へテロ欠損（STX1B＋/−）マウ
スの表現型解析を行うと共に，温度上昇によっ
てSTX1Bの機能欠損の影響が神経機能にどの
ような効果を及ぼすのかを解析する。特に抑制
性シナプス伝達機能や海馬神経回路のネット
ワーク活動に対する影響を解析する。

方法

（1）行動解析によるSTX1B＋/−マウスのけ
いれん感受性の測定

　赤外線ヒーターを用いた高温チャンバーモデ
ルにより熱性けいれんの温度閾値を計測し
た9）。生後10～11日齢の幼若マウスの深部体温
を直腸温用のプローブにより測定し，上部に設
置した赤外線ランプの照射により任意の体温に
維持した。マウスの体温を35.0℃から2分毎に
0.5℃ずつ上昇させ，強直性けいれん発作もし
くは間代性けいれん発作が生じる体温閾値を計
測した。成体マウスのけいれん感受性の解析
は，薬物誘導モデルにより行った。ペンチレン
テトラゾール（PTZ）を30分間隔で腹腔投与
し，強直性けいれん発作もしくは間代性けいれ
ん発作が生じるまでの投与量を計測した。

（2）ホールセルクランプによるシナプス電
流・膜電位の解析

　生後0日齢の新生仔マウスから採取した海馬
神経細胞をグリアフィーダー上に播種し，14日
間培養したものを実験に用いた。神経細胞から
ホールセル記録により，シナプス電流および膜
電位を計測した。ステージヒーターおよび潅流
液温度コントローラーにより細胞外潅流液を生
理的温度（35℃），高体温（40℃）条件にし，
抑制性自発性微小シナプス後電流（mIPSC）
の頻度や振幅，活動電位の波形等を記録解析し
た。GABAトランスポーター（GAT）の解析は，
GABAA受容体アンタゴニスト（bicuculline, 10
μM）を局所投与する前後での保持電流を比較

し，これを持続性GABA電流とすることにより
解析した。

結果

（1）STX1Bへテロ欠損マウスのけいれん感
受性

　STX1B遺伝子のハプロ不全では幼少期に熱
性けいれんを伴う種々のてんかんを発症する。
さらにSTX1Bの発現抑制をおこなったゼブラ
フィッシュの解析では，高体温時にけいれん様
行動やてんかん型放電を示すとの報告があり，
熱により神経機能の異常が顕著になることが示
唆されている1）。そこで，当研究室で作成した
STX1Bへテロ欠損（STX1B＋/−）マウスにお
いて，ヒトと同様にけいれん感受性の上昇がみ
られるかを行動解析により確認した。
　生後10日齢の幼若マウスの熱性けいれんの体
温閾値を測定したところ，STX1B＋/−マウスは
野生型マウスに対して有意に閾値が低下してい
た（WT：42.43±0.29℃；STX1B＋/−：40.10±
0.28℃, Log-rank test：p＜0.001）。また，成体
マウスを用いたPTZ誘発モデルでもSTX1B＋/−

マウスは野生型マウスに対して閾値の低下が確
認 さ れ た（WT：93.85±8.51mg／kg；
STX1B＋/−：42.22±5.21mg／kg, Log-rank 
test：p＜0.001）（Fig. 1A, B）。以上の結果か
ら，ヒトと同様にSTX1B＋/−マウスにおいてけ
いれん感受性の上昇が確認された。これに関連
し，我々はこれまでにSTX1B＋/−マウスの中枢
神経系において，ドパミンやGABA等の神経伝
達物質の細胞外での濃度が部位特異的に変動し
ていることを報告している10）。そこで，けいれ
ん感受性の上昇と関連があると考えられる，海
馬での細胞外GABA濃度を測定したところ，
STX1B＋/−マウスの細胞外GABA濃度の低下が
確 認 さ れ た（Fig. 1C）。 こ れ ら の 結 果 は，
STX1Bの 機 能 欠 損 に よ っ て 海 馬 の 細 胞 外
GABA濃度が低下し，けいれん感受性の上昇に
つながることを示唆する。
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Fig. 1　�STX1B＋/−マウスのけいれん感受性。（A）
幼若マウスの熱性けいれんの体温閾値の解
析。（B）成体マウスのPTZによるけいれ
ん誘発閾値の解析。（C）海馬領域の細胞
外GABA濃度の比較。＊p＜0.05, ＊＊＊
p＜0.001

（2）抑制性シナプス伝達機構の温度依存性
の解析

　細胞外GABA濃度はGABA作動性神経終末か
らの活動電位依存的・自発的なGABA放出と，
GABAトランスポーターよる再取り込みにより
決まる。STX1Bはこのどちらの機構にも関与
するため，STX1B＋/−マウスでは体温上昇に伴
うGABA放出・再取り込み機構の異常が抑制性
シナプス伝達機能の低下を引き起こし，熱性け
いれん発症につながる可能性が考えられる。そ
こで，抑制性シナプス伝達機能の温度依存性を
生理的温度（35℃）と高体温（40℃）の各条件
下で解析した。
　自発性抑制性微小シナプス後電流（mIPSC）
の頻度は温度上昇により増加した （WT：35℃ 
19.01±1.23, 40℃ 23.39± 2.47, p ＜0.05；
STX1B＋/−：35℃ 13.74±1.71, 40℃ 20.07±3.42, 

p＜0.05）。また，生理的温度条件下では野生型
マウスに対してSTX1B＋/−マウスのmIPSCの頻
度は低下していたが，高体温条件下では有意差
は見られなかった（Fig. 2A）。mIPSCの頻度は
シナプス前終末に発現する代謝型GABAB受容
体の活性化により抑制される。よって高体温時
に細胞外GABA濃度が上昇すれば，ネガティブ
フィードバックによりmIPSCの頻度が抑制さ
れる可能性がある。そこで，GABAB受容体の
アンタゴニストであるCGP44545を細胞外潅流
液に投与したところ，生理的温度条件下では野
生型・STX1B＋/−マウスともにGABAの放出頻 
 
 

Fig. 2　�シナプス小胞の放出頻度の温度依存性。
（A）mIPSC頻度の温度依存性の比較。（B）
高体温条件下でのmIPSCの記録の例。（C）
シナプス前終末のGABAB受容体アンタゴ
ニスト（CGP55845, 1μM）の効果の比較。
＊p＜0.05, ＊＊＊p＜0.001
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度に変化は見られなかったが （WT：91.80±
17.42％；STX1B＋/−：101.35±20.26％）， 高 体
温条件下では野生型マウスでのみmIPSCの頻
度の上昇がみられた （WT：137.54±14.14 ％；
STX1B＋/−：99.66±17.06％, p ＜0.001）（Fig. 
2B, C）。
　細胞外GABA濃度の変化は，シナプス前終末
の代謝型GABAB受容体だけでなく，シナプス
外GABAA受容体による持続性GABA電流にも
影響を及ぼすと考えられる。そこで次に，持続
性GABA電流の振幅の温度依存性を観察した。
その結果，野生型マウスでは高体温時に持続性
GABA電流が増加したが，STX1B＋/−マウスで
は温度上昇による持続性GABA電流の増加は見
られなかった（WT：35℃ 34.33±2.92pA, 40℃ 
67.21±6.33pA, p ＜0.05；STX1B＋/−：35℃ 
28.65±2.26pA, 40℃ 36.66±5.08pA）（Fig. 3）。
これらの結果から，高体温時には野生型マウス
でのみ細胞外GABA濃度が上昇していることが
示唆された。
　STX1はGABAトランスポーター（GAT）と
直接結合し，細胞内局在や取込み活性の調節に
関わることが報告されている。そこで，細胞外
GABA濃度の上昇に対してGATによる取込み
機構がどのように関与しているのかを調べた。
海馬における主要なGATであるGAT-1の機能
を阻害し，持続性GABA電流に対する影響を観
察した。GAT-1の阻害剤であるNNC-711を細胞
外 潅 流 液 に 投 与 し た と こ ろ， 野 生 型・
STX1B＋/−マウスともに生理的温度条件下でも
持続性GABA電流の増加がみられた（WT： 
control 34.33±2.92pA, NNC-711 81.12±16.66 
pA, p＜0.05；STX1B＋/−：control 28.65±2.26 
pA, NNC-711 86.23±12.24pA, p＜0.001）。高体
温条件下では，STX1B＋/−マウスでは持続性
GABA電流が増加したが，野生型マウスでは
GAT-1を阻害しても更なる増加は見られな
かった （WT：control 67.21±6.33pA, NNC-711 
85.99±11.36pA；STX1B＋/−：control 36.66±
5.08pA, NNC-711 79.06±6.91pA, p ＜0.001）

（Fig. 3）。この結果から，野生型マウスでは体
温上昇に伴ってGAT-1の活性が低下して細胞

Fig. 3　�細胞外GABA濃度の温度依存性。（A）持
続 性GABA電 流 の 記 録 の 例。BIC： 
bicuculline（B）持続性GABA電流の温度
依 存 性 お よ び，GAT-1ア ン タ ゴ ニ ス ト

（NNC-711, 1μM）の効果を比較。＊p＜ 
0.05, ＊＊＊p＜0.001

外GABA濃度が上昇するが，STX1B＋/−マウス
では高体温時にもGAT-1の活性が低下しない
ことが示唆された。

（3）STX1Bへテロ欠損マウスの神経ネット
ワーク活動の解析

　高体温条件下ではGABA放出・再取り込み機
構の両方に変化が生じ，抑制性シナプス伝達機
能が増強することが示唆された。そこで，この
抑制性シナプス伝達機能の変化が神経ネット
ワークの活動にどのような影響がみられるのか
を観察した。初代培養した海馬神経細胞は細胞
間でランダムにシナプスを形成し，局所的な神
経ネットワークを構築する。このネットワーク
内の神経細胞間では同期した自発性のバースト
放電が起こる。自発性バースト放電は，てんか
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ん発作中の神経活動と関連すると言われてい
る11）。そこで，この自発性バースト放電の頻度
や持続時間等の温度依存性を解析した。その結
果，生理的温度条件下では野生型・STX1B＋/−

マウス間でバースト放電の頻度に違いは見られ
な か っ た （WT：0.15±0.02Hz, STX1B＋/−：
0.13±0.03 Hz）。一方，高体温時には野生型マ
ウスでは活動電位の閾値に達しない脱分極性の
応答が出現すると共に，バースト放電の頻度が
大きく低下した。これに対し，STX1B＋/−マウ
スではバースト放電の頻度低下は起こらなかっ
た（WT：0.03±0.01Hz, STX1B＋/−：0.09±0.01 
Hz, p＜0.001）（Fig. 4）。そこで，高体温条件
下でのバースト放電の頻度の減少が抑制性シナ
プス伝達機能の増強によるものなのかを確認し
た。GABAA受容体のアンタゴニストである
bicucullineを細胞外潅流液に投与すると，野生

型マウスでみられた高体温条件下でのバースト
放電の頻度低下が起こらなくなり，生理的温度
条件下と同程度の頻度になった（35℃：WT 
110.37±24.68％；STX1B＋/−117.71±10.06％；
40℃：WT 96 . 6 3±10 . 7 2％ ,  p ＜0 . 0 01；
STX1B＋/−101.79±8.37％, p＜0.05）。
　高体温条件下でのバースト放電の頻度低下
は，GAT-1の活性の低下が関与すると考えられ
るため，GAT-1の活性を阻害すると生理的温度
条件下でもバースト放電の頻度が低下するかを
確認した。GAT-1の阻害剤であるNNC-711を細
胞 外 潅 流 液 に 投 与 し た と こ ろ， 野 生 型・
STX1B＋/−マウスともに生理的温度条件下でも
活動電位の閾値に達しない脱分極性の応答が出
現すると共にバースト放電の頻度が低下した

（35℃：WT39 . 4 1±7 . 0 0％ ,  p ＜0 . 0 0 1；
STX1B＋/−27.85±8.81％, p＜0.01；40℃：WT 

Fig. 5　�神経ネットワーク活動に対する細胞外
GABA濃度の効果。（A）GAT-1アンタゴ
ニスト（NNC-711, 1μM）投与時の膜電位
記録の例。（矢印）閾値に達しない脱分極
性の応答。（B）バースト頻度に対する
GAT-1アンタゴニスト投与による効果の比
較。 ＊p＜0.05, ＊ ＊p＜0.01, ＊ ＊ ＊p＜ 
0.001

Fig. 4　�神経ネットワーク活動の温度依存性。（A）
海 馬 培 養 細 胞 か ら の 膜 電 位 記 録 の 例。
Inset：閾値に達しない脱分極性の応答の
例。（B）バースト頻度の温度依存性の比
較。＊＊＊p＜0.001
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28.93±6.92％；STX1B＋/−31.19±8.76％, p ＜ 
0.05）（Fig. 5）。

考察

　ヒトと同様にSTX1B＋/−マウスにおいて，幼
若期には熱性けいれん，成体期には薬物誘発け
いれんに対するけいれん感受性が増加している
ことが確認された。ヒトとマウスではSTX1A
と1Bそれぞれのアミノ酸配列の相動性も高く

（STX1A 98％, STX1B 100％），中枢神経系で
の生理機能も相同だと考えられるため，マウス
をモデルとした病態解析は有用性が高いと考え
られる。
　STX1B＋/−マウスでけいれん感受性が増加す
る原因として，①GABA作動性神経終末からの
GABAの放出量が低下していること，②それに
より細胞外GABA濃度が低下していることが挙
げられる。STX1Bノックアウトマウスでは興
奮性・抑制性どちらのシナプス伝達にも異常が
みられるが，グルタミン酸よりもGABAの放出
確率のほうが顕著な低下を示す8）。STX1B＋/−

マウスでも同様に，抑制機能の低下がけいれん
感受性が増加する原因の一つと考えられる。ま
た，生理的温度条件下でmIPSCの頻度の低下
が観察されていることから，GABAの放出量低
下が生理的温度条件下での細胞外GABA濃度の
低下につながると考えられる。一方，高体温条
件下では，GABAの放出量はシナプス前終末に
発現する代謝型GABAB受容体によるネガティ
ブフィードバックにより野生型・STX1B＋/−マ
ウス間で差は見られない。しかし，野生型マウ
ス で はGAT-1の 活 性 の 低 下 に よ り 細 胞 外
GABA濃度が上昇し，これにより持続性GABA
電流が増加することで抑制性シナプス伝達機能
が 亢 進 す る と 考 え ら れ る。 こ れ に 対 し て
STX1B＋/−マウスでは高体温条件下でもGAT-1
の活性低下がみられなかった。このため，細胞
外GABA濃度が上昇しにくく，抑制性シナプス
伝達機能が亢進せずに熱性けいれん発症につな
がるのではないかと考えられる。
　今後は，高体温時の興奮性シナプス伝達機能
に関してもSTX1Bの機能欠損の影響を調べる
必要がある。また，STX1Bが高体温時にどの

ようにしてGAT-1によるGABAの取り込み活
性を調節し，細胞外GABA濃度の維持に関与し
ているのか，さらにはSTX1Aとの機能的差異
は何なのかを詳細に検討していきたい。
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