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研究成果の概要（和文）：本研究では翻訳因子eEF1Bδ1の脳特異的スプライシングバリアントeEF1BδLの細胞内
機能を調べることにより本タンパク質の欠損により生じるてんかん発作の発症メカニズムを明らかにすることを
目的とした。研究の結果、eEF1BδLはeEF1Bδ1の既知の結合パートナーや脱リン酸化酵素と相互作用すること、
またeEF1BδLの欠損はタンパク質合成量を亢進し、リン酸化型ERKを増加させることなどが明らかとなった。既
存の知的障害モデルマウスではリン酸化型ERKの増加がてんかんの原因であることが示されている。以上より本
研究の成果はeEF1BδLの分子機構のみならず、てんかん発症のメカニズムに迫るものである。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the cellular function of eEF1BdeltaL which is
 a brain-specific splicing variant of translation elongation factor eEF1Bdelta1. In addition, we 
attempted to clarify the mechanism about how epileptic seizure which occurs in eEF1BdeltaL knockout 
mice. As a result, it is found that eEF1BdeltaL interacts with binding partners of eEF1Bdelta1 and 
protein phosphatase 1. In addition, knockout of eEF1BdeltaL leads to augmented protein synthesis and
 increased phosphorylation of ERK1/2. It is generally accepted that such increased phosphorylation 
of ERK1/2 is the cause of audiogenic seizures in a mouse model of an intellectual disability. From 
the above, the present results suggest the molecular mechanism of eEF1BdeltaL and how its knockout 
leads to epileptic behavior.

研究分野：衛生化学、神経科学

キーワード： 翻訳伸長因子　選択的スプライシング　転写因子　分子シャペロン　ストレス応答　てんかん　タンパ
ク質合成　脱リン酸化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
選択的スプライシング機構は有限の遺伝子から多様なタンパク質を生み出す精巧な細胞機能であり、進化におけ
る脳の複雑化に寄与してきたと言われている。本研究の対象であるeEF1BδLは高等動物にのみ発現するスプライ
シングバリアントであり、その機能を解明することは複雑なヒト脳の成り立ちを理解する鍵となり、学術的に意
義深い。
eEF1BδLをコードする遺伝子EEF1Dについて、その機能喪失型変異が知的障害と関連することが報告されてい
る。知的障害ではてんかんを併発することが多く、本研究の成果であるeEF1BδLの機能とその欠損によるてんか
ん発症に関する情報は上記の遺伝子疾患を理解する上で重要である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
神経発達障害は先天性の中枢神経系の機能障害を主な原因としており、その中には知的障害、

学習障害や自閉症スペクトラム障害などが含まれる。これらの障害ではいくつかの精神疾患を
併存するケースも多く、例えば知的障害者の数十％で自閉症スペクトラム障害やてんかんを併
発している。神経発達障害では多くの症例で遺伝的要因が主な病因と考えられており、近年の次
世代シーケンス技術の発展により上述の疾患に関連する遺伝子変異が多数同定されている。そ
の中で、因果関係がほぼ特定された遺伝子にはシナプスの形成・伝達に関わるもの、タンパク質
翻訳を制御する遺伝子またエピジェネティック制御を含む転写制御遺伝子など多岐に渡る。こ
れら神経発達障害を理解するためには個々の遺伝子の機能を解明し、症例との因果関係を明ら
かにしていくことが重要である。 
ところで、エキソーム解析により知的障害児を有する家系で EEF1D 遺伝子が常染色体劣性遺伝

の原因遺伝子として同定されている。EEF1D はタンパク質翻訳伸長因子である eEF1Bδ1 をコー
ドしており、リボソームでタンパク質翻訳を伸長するeEF1 ファミリーに属する。eEF1 ファミリ
ーには、eEF1A、eEF1Bα、eEF1Bδ1、eEF1Bγがあり、eEF1A はリボソームにアミノアシル tRNA
を運搬する役目があり、eEF1Bαと eEF1Bδ1 はそれぞれ eEF1A のグアニンヌクレオチド交換因
子として働く。研究代表者らはこれまでに EED1D 遺伝子の脳特異的な選択的スプライシング産
物である eEF1BδL の機能について研究を行っており、その研究の過程で eEF1BδL は分子シャ
ペロンをコードする遺伝子の転写を刺激すること、eEF1BδL の欠損マウス（以下δL 欠損マウ
ス）は音刺激に対するてんかん発作つまり聴原性発作を呈することを発見していた。 
一方で、δL 欠損マウスでは何が原因でてんかん発作が起こるのか、タンパク質合成に影響し

た結果か、分子シャペロンの誘導が抑制されたことによるものか。また脳特異的なスプライシン
グバリアント eEF1BδLの脳神経系での本来の生理機能や役割などが未解明のままであった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では eEF1BδL の欠損により翻訳伸長因子群とタンパク質合成系が如何に影響を受ける

か、また脳のどの領域でどのような遺伝子発現が影響を受けるのかを調べ、δL欠損マウスがな
ぜ聴原性発作を発症するのかを明らかにすることを目的とした。さらに本研究をとおして EEF1D
遺伝子変異が知的障害の発症に如何に関係するのかの糸口を得ることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 
eEF1BδL の欠損が翻訳伸長因子群とタンパク質合成系に与える影響について調べるために下
記の項目を実施した。 
（1）翻訳伸長因子群の構成変化 

δL 欠損マウスでは代償的な eEF1Bδ1 の増加と eEF1Bαの減少が認められており、細胞内
で eEF1 ファミリーの構成が変化していると考えられた。そこで海馬の総タンパク質を抽出
し、翻訳伸長因子群（eEF1A、eEF1Bα・δ1、eEF2、VARS）のタンパク質レベルを野生型と
欠損マウスで比較した。また eEF1Bδの抗体（δ1/L の両者を認識する）で免疫沈降させて
共沈降するタンパク質を野生型とδL 欠損マウスで比較し、eEF1 複合体形成の相違点を解
析した。 

（2）総タンパク質合成への影響 
野生型とδL 欠損マウスの胎仔海馬より培養神経細胞を作成し、35S-メチオニン/システイ
ンの合成タンパク質への取り込み量を指標として総タンパク質合成量を比較した。 
 

以前の研究からδL 欠損マウスの海馬では分子シャペロン遺伝子の発現は野生型と差が見られ
なかったが、興味深いことに脳下垂体などの領域では分子シャペロン Dnajb1 遺伝子発現の低下
が認められた。そこで eEF1BδL の欠損が下垂体でどのような遺伝子発現に影響するかについて
調べるために下記の項目を実施した。 
（3）下垂体遺伝子発現変動 

野生型とδL欠損マウスの下垂体を単離し、トータル RNA を抽出したのちマイクロアレイに
より変動遺伝子を網羅的に解析した。また分子シャペロンをコードする遺伝子（Hspa1、
Hspb1、Hspd1、Dnajb1、Cryab）の発現量を比較した。 
 

δL 欠損マウスが如何にして聴原性発作を発症するのかを調べるために下記の項目を実施した。 
（4）シグナル伝達タンパク質への影響 

δL 欠損マウスと同様に聴原性発作を呈する脆弱 X 症候群のモデルマウスでは総タンパク
質合成の増加と MAPK（ERK1/2）カスケードの亢進が認められ、その活性化がてんかん発作



の原因であることが報告されている。そこでシグナル伝達タンパク質（ERK、AKT など）の
量的・質的レベルを野生型と欠損マウスで比較した。 
 

最後に当初の研究計画には記載していなかったが、これまでの研究で発見した eEF1BδL の脱
リン酸化による活性制御機構についてさらに詳しく調べるた
めに以下の項目を実施した。 
（5）プロテインフォスファターゼ１（PP1）との相互作用 

eEF1BδLの脱リン酸化は PP1阻害剤であるオカダ酸添加
により阻害されることが分かっていたため、Neuro-2a細
胞の総タンパク質抽出物について eEF1Bδの抗体で免疫
沈降させ、PP1 が共沈するか否か調べた。また eEF1BδL
の組換えタンパク質を精製し、PP1 タンパク質と in 
vitroで反応させ、PP1 により直接脱リン酸化を受けるか
否か検討した。 

 
４．研究成果 
 
上述の研究方法の各項目に対応して本研究では以下の実験
結果が得られた。 
（1）eEF1 ファミリーの構成変化について 
① δL 欠損マウスの海馬において、以前の結果と同様に

eEF1Bδ1レベルの増加とeEF1Bαレベルの減少が確認され
た。他の eEF1 ファミリーのタンパク質レベルは野生型
とδL 欠損マウスで有意な差は認められなかった（図
１）。 

② 野生型とδL 欠損マウスの脳総タンパク質抽出物を用
いて eEF1Bδ抗体で免疫沈降した分画において、野生型
では既知の eEF1 複合体の構成因子が全て共沈降した
が、欠損マウスでは一部の構成因子の共沈降が減少し
た。 

 
（2）タンパク質合成への影響について 
① δL 欠損マウスの海馬培養神経細胞で、総タンパク質
合成の有意な亢進が認められた（図２）。 

 
（3）下垂体遺伝子発現への影響について 
① δL 欠損マウスの下垂体において野生型と比較して下
垂体前葉ホルモンをコードする Pomc、Gh、Prl、Cga の
遺伝子発現量が減少していた。 

② δL欠損マウスの下垂体においてDnajb1の発現が有意に減
少したが、他の分子シャペロンをコードする遺伝子発現レ
ベルに差はなかった。 

 
（4）シグナル伝達タンパク質の量的・質的変化について 

① δL欠損マウスの海馬で、リン酸化型 ERKレベルが野生型

に比べて増加傾向にあった。一方でリン酸化型 Akt レベル

に差はみられなかった（図３）。 

 

（5）PP1 による脱リン酸化について 

① Neuro-2a細胞の総タンパク質抽出物において PP1 は eEF1B

δ1/L と共沈降した（図４）。 

② eEF1BδLは PP1により直接脱リン酸化された。また eEF1B

δLの既知のリン酸化サイト Ser499のリン酸化特異的抗体

で調べたところ、PP1 による脱リン酸化はこの Ser499で起

こった（図５）。 

 

以上の結果を総括すると、eEF1BδL は神経細胞において

eEF1Bδ1 と相互作用する eEF1B 複合体の構成因子と結合する

ことで、eEF1A から eEF1B複合体を引き離し、翻訳伸長反応を

抑制する可能性が示唆された。その考察をサポートするように

δL欠損では総タンパク質合成量が亢進している。また総タン



パク質合成量の亢進が ERK1/2のリン酸化を刺激し、欠損マウ

スで聴原性発作を引き起こしている可能性が提起されたが、

今後はその直接の証明が必要である。他に eEF1BδLは下垂体

前葉ホルモンの遺伝子転写を制御する可能性が提起された

が、今後は血清中の下垂体前葉ホルモンの測定とその減少に

よる表現型の探索が必須である。さらに本研究の当初の計画

には記載していなかったが、研究を遂行する過程で eEF1BδL

が PP1 による直接脱リン酸化されることを明らかにした。 

 

ところで eEF1BδL は脳特異的な選択的スプライシングによ

り生成され、本来のタンパク質とは異なる機能を有する非常

にユニークなタンパク質である。生物の進化、特に哺乳類の脳

の複雑化において選択的スプライシング機構は重要な役割を

果たしている。その機構により細胞は単一の遺伝子から多様

なタンパク質を生み出すことで、限られた資源（遺伝子）から

複雑な細胞内機能を可能にしたと言える。そのような選択的

スプライシング産物の中でも eEF1BδL は哺乳類と鳥類に限

定して発現するバリアントであり、本タンパク質の機能を探

究することは高度な情報処理を行うヒト脳への進化を考え

る意味でも非常に興味深い。 

さらに前述のとおり eEF1BδL をコードする EEF1D の変異

が知的障害で同定されており、ヒト疾患との関連性が示され

ている。また EEF1D の機能欠失型変異はパーキンソン病発症

との関連も示唆されている。以上のことから、本研究はeEF1B

δL の細胞内機能を解明する上で重要な知見であり、さらに

本遺伝子変異による上記疾患の理解と治療薬開発に極めて

重要と考える。今後はヒト人工多能性幹細胞において遺伝子

変異を導入することで上記疾患モデルを作成し、発症メカニ

ズム研究とその治療法開発へと展開していく計画である。 
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