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研究成果の概要（和文）：  
本研究では、細胞内 Ca2+調節機構で myoclonin1が果たす役割を解析する事で、EFHC1 変異が引
き起こすてんかん発症メカニズムの解明することを目的とした。myoclonin1 が IP3R1との結合
を介して細胞内 Ca2+動態に影響を及ぼすことを見いだした。これらの結果は、EFHC1 遺伝子変
異により誘発される細胞内 Ca2+動態の異常がてんかんの分子基盤である可能性を示唆する。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We found that myoclonin1 modulates ER-Ca2+ homeostasis through interaction with 
C-terminal of IP3R1. Our results suggest that impaired intracellular Ca

2+ mobilization 
may be the molecular basis for epilepsy caused by EFHC1 mutations. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 若年性ミオクロニーてんかん（JME）は、
思春期(8〜20 歳)に発症し、ミオクロニー発
作、強直間代発作などを特徴とする最も頻度
の高い特発性てんかん(てんかん発作のみを
症状とし、脳内病変を特定することが出来な
い機能性てんかん)の一つである。申請者ら
は、遺伝的連鎖解析、ポジショナルクローニ

ングにより、第６番染色体短腕 6p12 から原
因遺伝子の一つとして新規の遺伝子 EFHC1の
同定に成功した。この遺伝子から家系内で連
鎖を示す 5 種類のミスセンス変異をメキシ
コの JME 6家系から発見した (Suzuki et al. 
Nature Genetics, 2004)。さらに、申請者を
含む研究チームは、新たな 4 種類の JME 疾患
変異（2 種類のミスセンス変異、1 つのナン
センス変異と 1 つのフレームシフト変異）を
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発見し報告した (Medina et al., Neurology, 
2008)。また、EFHC1の疾患変異は、複数のグ
ループより報告が続いている。それらの疾患
変異は、ヨーロッパ人の JME 家系、イタリア
人の JME 家系、白人の若年性欠神てんかん、
潜因性の側頭葉てんかん、さらに非分類型の
特発性全般てんかんから見つかっている。こ
のことより、EFHC1 は JME 発症に関与してい
るだけでなく、特発性全般てんかんの痙攣誘
発に広く関与している可能性もでてきてい
る (Ma et al., 2006,. Annesi et al., 2006, 
Stogmann et al., 2007)。 
 現在までに同定されている特発性てんか
ん原因遺伝子のほとんどがイオンチャネル
をコードしているが、EFHC1 はイオンチャネ
ルをコードしない機能未知のタンパク
myoclonin1 をコードしている。Myoclonin1
には 2種類のアイソフォームがある。一つは、
DM10 と呼ばれる機能不明のドメインを 3 つ、
更に EF-handと呼ばれる、カルシウム結合蛋
白でよく見られるカルシウムイオン (Ca2+) 
結合モチーフを 1 つ持つ、640 アミノ酸から
なる蛋白（long フォーム）で、もう一つは、
DM10を 1つだけ持ち 278アミノ酸からなる蛋
白（shortフォーム）である。Myoclonin1は
クラミドモナスの軸糸、マウス精子の鞭毛の
ような運動性を持つ繊毛で発現していると
報告され(Ikeda et al., 2005)、申請者らも、
このタンパクが胎生期には脳室内の脈絡叢
の細胞で、出生後は気管や脳室の内壁を覆う
細胞の繊毛で多く発現がみられる事を報告
した (Suzuki et al., Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 2008)。 
 2009年、申請者らは、Efhc1遺伝子改変マ
ウスを作製・解析し、遺伝子改変マウス (ヘ
テロおよびホモ接合体)において自然誘発的
なミオクローヌス発作が野生型と比べ７〜
８倍多く出現すること、このミオクローヌス
発作出現時に異常な活動電位が脳波に出現
すること、痙攣誘発剤の一つペンチレンテト
ラゾル (PTZ) に対し高い感受性を示すこと
など、てんかん患者と類似の症状を示すこと
を発見し、Efhc1 の欠損がてんかんを引き起
こすことを示唆する直接的な生物学的証拠
として報告した(Suzuki et al., Hum. Mol. 
Genet., 2009)。さらに、遺伝子改変マウス
で脳室壁の上衣細胞繊毛の運動機能の低下
が観察されるなどいくつかの特異的な異常
症状を示すことも明らかにし、併せて報告し
た(Suzuki et al., Hum. Mol. Genet., 2009)。
しかしながら現在までのところ、分子レベル
での JME発症メカニズムは明らかとされてい
ない。 
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２．研究の目的 
 
 Myoclonin1の機能は、細胞レベルにおいて、
a) myoclonin1 をマウス海馬の初代培養神経
細胞に強制発現させると、細胞死を誘導する
効果が見られるが、疾患変異を導入した
myoclonin1 (変異型) を強制発現させると、
野生型で見られた細胞死の効果が有意に減
少する、b) R-タイプ•カルシウムチャネル
(Cav2.3) が myoclonin1 に結合する、 c) 
Cav2.3 を安定的に発現させた細胞株に
myoclonin1 の野生型を強制発現させると
Cav2.3の電流を特異的に増加させるが、変異
型を強制発現させると、野生型で見られるほ
どの電流増加を起こさない、などが分かって
いる (Suzuki et al., 2004)。しかし、Cav2.3
阻害剤を使用しても、野生型 myoclonin1 を
過剰発現させた細胞で見られた細胞死の効



 

 

果を完全には抑制できない事から、細胞外か
らのカルシウムイオン(Ca2+)の流入量の増加
のみでなく、細胞内の小胞体からの Ca2+放出
の関与が推測される。申請者を含む研究グル
ープは、myoclonin1 がイノシトール三リン酸
(IP3)受容体の機能調節に重要な C 末尾部に
結合する事で小胞体内の Ca2+貯蔵量を調節し
ている事を見い出しており（未発表データ）、
また、申請者は myoclonin1と IP3受容体両者
に結合するタンパクを発見しており、さらに
免疫沈降実験の結果から、さらなるタンパク
の関与も想定している。本研究課題では、IP3

受容体を中心とした myoclonin1 を含む複合
体を解析することで、細胞内 Ca2+調節機構で
myoclonin1 が果たす役割を詳細に解析する
事で、EFHC1 変異が引き起こすてんかん発症
メカニズムの解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 

(1) 結合領域の特定 

 IP3受容体と myoclonin1の両タンパクに結
合するタンパクと IP3受容体および
myoclonin1 との結合領域を特定するために、
それぞれのタンパクの部分欠損変異タンパ
クを哺乳細胞で発現させるための発現コン
ストラクトの作製を行った。これらのコンス
トラクトを哺乳動物細胞株に導入し変異タ
ンパクを発現させ、この細胞抽出液を用いた
免疫沈降法により結合領域の絞り込みを行
った。初めそれぞれの変異タンパクを作製し、
おおよその結合領域を特定し、そこからさら
に領域を狭めるための部分欠損変異タンパ
クを設計した。IP3R1 上の myoclonin1 結合
領域に関しては、どのアミノ酸が結合に重要
なのかを決定するために、複数のアミノ酸置
換変異タンパクを作成し、検討を行った。 
 

(2) 相互作用が直接結合によるものか、他の

タンパクを介して複合体を形成しているの

かどうかの検討 
 グルタチオン S-トランスフェラーゼ
（GST）およびマルトース結合タンパク質
(MBP)タグ融合タンパク質を発現させるため
の大腸菌用発現コンストラクトの作製を行
い、融合タンパクを大腸菌で発現させ、大腸
菌破砕液からカラム精製した融合タンパク
同士で結合実験を行った。 
 

(3) myoclonin1 と IP3受容体を含む複合体と

の結合阻害実験 

 myocloni1 が相互作用するタンパクの結合

領域の蛍光タンパクと融合したペプチドを

発現するコンストラクトを作製した。このペ

プ チ ド を 細 胞 内 に 導 入 す る こ と で

myoclonin1 と IP3受容体を含む複合体間の結

合を阻害し、その影響を観察した。小胞体の

Ca2+貯蔵量は、fura-2 蛍光 Ca2+インジケータ

ーを用いた Ca2+イメージングにより測定した。

また、この結合阻害が IP3誘発 Ca2+放出(IICR)

に対して影響を及ぼすかどうかも ATP で IP3

を誘導し、小胞体からの Ca2+放出を Ca2+イメ

ージングにより測定した。 
 
４．研究成果 
 
 EFHC1 遺伝子のコードするタンパク
myoclonin1 が IP3R1 に結合する領域を IP3R1
の部分欠損変異タンパクを用いた免疫沈降
法により詳細に決定した。また、myoclonin1
上の IP3R1 結合部位も同様の方法を用いて決
定した。IP3R1上の myoclonin1結合領域に関
しては、複数のアミノ酸置換変異タンパクを
作成し、どのアミノ酸が両タンパクの結合に
重要なのかを決定した。myoclonin1 と IP3R1
の c末端のタンパクを精製し、この両タンパ
ク間の結合が直接結合であることを確認し
た。Efhc1 ノックアウトマウス由来の細胞と
野生型マウス由来の細胞を用いた Ca2+イメー
ジング法で、細胞内 Ca2+動態に違いがあるこ
とを確認した。myocloni1 が相互作用する
IP3R1 の結合領域と蛍光タンパクとを融合し
たペプチドを HeLa 細胞内で過剰発現させる
ことにより、myoclonin1と IP3R1の結合阻害
を誘導し、Ca2+イメージング法により細胞内
Ca2+を測定した結果、この結合阻害が細胞内
Ca2+動態に影響を及ぼすことを見いだした。
さらに、IP3R1 結合部位における myoclonn1
との結合に必要なアミノ酸のアラニン変異
タンパクを用いて検討する事で、Ca2+イメー
ジングで得られた細胞内 Ca2+の変化が、
myoclonin1と IP3R1の結合阻害によるもので
あるとさらに確認した。 
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