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新規相互作用タンパクに着目したSTXBP1てんかん性脳症の
病態解明

千代延　友　裕

要旨：本研究では，患者iPS細胞からGABAニューロンを選択的に分化誘導し，STXBP1脳
症の病態を検討した。微小電極アレイ解析により，患者由来GABAニューロンは分化誘導8
週以降に自発神経活動が有意に低下した。分化誘導8週のGABAニューロンを用いたマイク
ロアレイ解析により，患者由来と変異修復の間で発現変動を認めた67遺伝子のうち，35遺伝
子は患者由来と健常者由来の間でも共通した発現変動を示し，これらがSTXBP1脳症の病態
に関与する遺伝子群と考えられた。同定した35遺伝子のうちタンパクをコードする遺伝子は
14個存在し，その中には神経発達や神経変性に関与する7個の遺伝子（KCNH1，KCNH5，
CNN3，RASGRF1，SEMA3A，SIAH3，INPP5F）が含まれていた。STXBP1脳症に認め
る広汎な神経症状の病態にはこれらのタンパクが関与する経路が関わっている可能性があ
る。
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【序論】

　STXBP1の病的バリアントにより早期乳児て
んかん性脳症（EIEE：early infantile epileptic 
encephalopathy）をきたすことが2008年にSaitsu
らにより報告された1）。その後，STXBP1病的
バリアントはEIEEのみならず種々のてんかん・
知的障害・神経発達症の原因となることが明ら
かとなり，これらは「STXBP1脳症」と総称さ
れている2）。また，患者では若年性パーキンソ
ニズムを含む運動異常症を呈することや2），
Stxbp1ノックアウトマウスが神経変性を生じ
ることから3），STXBP1脳症の病態には神経変
性も関与すると考えられる。患者のほとんどは
機能喪失型変異をヘテロ接合性に有し，ハプロ
不全が主な発症メカニズムと考えられている2）。
STXBP1がコードするMUNC18-1は神経細胞に
おいてシナプス小胞の開口分泌に重要な役割を
有するが3），そのハプロ不全がてんかん・神経

発達症・神経変性を引き起こす病態の詳細は明
らかとなっていない。そのため病態に基づいた
最適な治療法は存在しない。
　そこで我々は2012年にSTXBP1ナンセンスバ
リアントを有するEIEE患者からiPS細胞を樹立
し，分化誘導により得た神経細胞を用いた病態
解析に着手した。患者由来の神経細胞では
syntaxin-1の発現異常，神経突起の伸長障害を
認め4），他の実験モデルと同様の所見が再現さ
れた点で病態モデルとしての有用性を示した5, 6）。
しかし，この研究に用いた分化誘導法で得られ
た神経細胞は大半のグルタミン酸ニューロンに
少量のGABAニューロンが混在しているという
ものであり，特にGABAニューロンに関する検
討は不可能であった4）。一方で，その後に発表
されたモデルマウスを用いた研究において，
GABAニューロン選択的Stxbp＋/−マウスが汎
ニューロンStxbp＋/−マウスよりも寿命が短縮
し，重篤なてんかん発作を呈することが明らか
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にされ，GABAニューロン機能障害による興奮
／抑制バランスの破綻がSTXBP1脳症の病態の
中心であることが示唆された7）。
　本研究では，患者iPS細胞からGABAニュー
ロンを選択的に分化誘導し，その自発神経活動
解析および網羅的遺伝子発現解析を行い，
STXBP1脳症の病態を検討した。

【方法】

①�変異修復iPS細胞（isogenic control細胞）
の作成

　患者由来iPS細胞に認めるナンセンスバリア

ントc.1099C＞T（p.R367X）を，CRISPR/Cas9
システムと一本鎖オリゴドナーDNAを用いた
相同組み替えにより修復し，変異修復iPS細胞
を作製した（Fig. 1）。

②GABAニューロンへの選択的分化誘導
　患者由来，変異修復，及び健常父由来iPS細
胞に，transposase発現ベクター，rtTA発現ベ
クター，ASCL1発現ベクター及びDLX2発現ベ
クターをリポフェクションした。各iPS細胞に，
Tet-Onシステムを用いて一過性にASCL1およ
びDLX2を発現させ，GABAニューロンへ選択

Fig. 2　GABAニューロンへの選択的分化誘導（出典：文献8））

Fig. 1　Isogenic control細胞の作製
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的に分化誘導した。

③自発神経活動解析
　微小電極アレイ（Maestro PRO，AXION 

Biosystems社）を用いて，分化誘導10週まで
経時的に自発神経活動の計測を行った。神経活
動は1週間毎に37℃の条件下で5分間計測し，
AxIS software（AXION Biosystems社）で解

Fig. 3　患者由来GABAニューロンにおけるSTXBP発現低下（出典：文献8））

Fig. 4　患者由来GABAニューロンにおける自発活動低下（出典：文献8））
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析した。

④網羅的遺伝子発現解析
　分化誘導8週目のGABAニューロンからtotal 
RNAを抽出し，マイクロアレイ解析（Clariom 
D, Thermo Fisher Science社）を行った。遺伝
子発現変動解析はTranscriptome Analysis 
Console software（Thermo Fisher Scientific社）
で行った。

【結果】

　ASCL1およびDLX2の一過性発現で分化誘導
したβIII-tubulin陽性神経細胞はすべてVGAT
陽性であり，RT-qPCRおよびウエスタンブロッ
ト解析においてもVGAT陽性，VGLUT2陰性
であったことから，GABAニューロンが選択的
に分化誘導されたことを確認した（Fig. 2）。
また，患者由来GABAニューロンは変異修復

Fig. 5　分化誘導8週のGABAニューロンを用いた網羅的遺伝子発現解析（出典：文献8））
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GABAニューロンと比較してSTXBP1発現が
mRNA，タンパクともに有意に低く，作成し
た患者由来GABAニューロンはSTXBP1脳症モ
デルとして妥当であると考えられた（Fig. 3）。
　微小電極アレイ解析では，変異修復および健
常父由来GABAニューロンは分化誘導10週にか
けて経時的に自発スパイクが増加するのに対
し，患者由来GABAニューロンは分化誘導8週
以降に自発スパイクが有意に低下した（Fig. 
4）。分化誘導10週の患者由来GABAニューロン
は活動電極あたりのスパイク頻度や5分間の
バースト数にも有意な低下を認めた（Fig. 4）。
　分化誘導8週のGABAニューロンを用いたマイ
クロアレイ解析では，患者由来と変異修復の比
較でSTXBP1を含む67の発現変動遺伝子を認め
た。その67遺伝子の発現プロファイルでは，変
異修復ニューロンは遺伝背景を同じくする患者
由来ニューロンよりもむしろ健常父由来ニュー
ロンに近いパターンを示した（Fig. 5）。一方，
患者由来と健常父由来の比較では543の発現変
動遺伝子を認め，両者に共通する35の遺伝子·
群がSTXBP1脳症の病態に重要と考えられた

（Fig. 5）。このうちタンパクをコードするのは
発現上昇している6遺伝子，発現低下している8
遺伝子であり，その中にはてんかん，神経発達，
神経変性との関与が報告されている7個の遺伝
子（KCNH1，KCNH5，CNN3，RASGRF1，
SEMA3A，SIAH3，INPP5F）が含まれていた

（Tab. 1）。

【考察】

　本研究によりSTXBP1脳症患者由来GABA
ニューロンにおける自発神経活動の低下を初め
て明らかにした。また本モデルを用いた網羅的
遺伝子発現解析により，本症の病態においてこ
れまで想定されていなかった遺伝子群の発現変
動を同定した8）。
　KCNH1，KCNH5はそれぞれ電位依存性K＋

チャネルKv10.1，Kv10.2をコードする。Kv10.2
発現低下は神経発達症モデルラット海馬におい
て報告されており9），STXBP1脳症における神
経発達症との関連が示唆された。CNN3，
RASGRF1，SEMA3Aの発現変動は難治てんか
ん患者脳組織やてんかんモデル動物において報
告 さ れ て い る10-12）。 さ ら に，SIAH3お よ び
INPP5Fはパーキンソン病との関連が示唆され
ている13, 14）。STXBP1てんかん性脳症に認める
広汎な神経症状の病態にはこれらのタンパクが
関与する経路が関わっている可能性がある。
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