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研究成果の概要（和文）：　本研究ではタンパク質eEF1BδLの核内機能を分子レベルで明らかにすることで、
eEF1BδL欠損によるてんかん様発作が何故起こるのかを明らかにすることを目的としている。そのために核内タ
ンパク質を専門とする海外研究機関に渡航し、主に以下の成果が得られた。１）eEF1複合体を構成する全ての因
子が細胞質と核の両方に存在することがわかった。２）eEF1BδLは RNA結合タンパク質と複合体を形成しうるこ
とがわかった。３）ChIPシークエンス法を用いて解析したところ、eEF1BδLはX染色体上のいくつかの遺伝子に
結合しうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：    In this study, I aimed at revealing the molecular function of 
eEF1BdeltaL protein in nuclear and elucidating how the deletion of this protein led to epileptic 
seizure in mice. For its purpose, I visited to the foreign researcher who specializes in nuclear 
proteins and obtained following results. 1) All proteins which constitute eEF1 complex exist in both
 cytosol and nucleus. 2) eEF1BdeltaL could form a complex with RNA-binding proteins. 3) By ChIP 
sequencing, it was found that eEF1BdeltaL could bind to some genes in X chromosome. 

研究分野： 生理学、神経科学、分子生物学

キーワード： 翻訳因子　てんかん　遺伝子転写　クロマチン免疫沈降

  １版

  18渡航期間： ヶ月

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　eEF1BδLは翻訳伸長因子のスプライシングバリアントであり、本来の機能と異なり、核内にて転写を刺激する
機能をもつ非常にユニークなタンパク質である。本機能を解明することは生命科学分野において意義のあること
である。さらにeEF1BδLの変異が神経発達障害の原因として同定されており、本タンパク質の分子レベルでの機
能制御を明らかにすることは創薬など薬学分野や医学分野においても有意義な研究である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
 
（１）てんかんとその原因遺伝子 
てんかんは一般人口の約３％が一度は発作を経験すると言われており、比較的発症頻度の高

い疾患である。てんかんの発症には脳腫瘍や外傷など外因性によるものや自閉症や発達障害の
一つの症状として現れることもあるが、多くの症例ではその原因は不明である。一部の家族性
のてんかんで原因遺伝子が同定されており、そのほとんどが Na+チャネルや GABA 受容体などの
中枢神経系に発現する膜蛋白質をコードする遺伝子である。一方で LGl1 や BRD2 などの非チャ
ネルタンパク質をコードする遺伝子も同定されており、てんかん発作にはイオンチャネル以外
の関与も示唆されている。 
 

（２）研究代表者のこれまでの研究 
研究代表者らは翻訳伸長因子である eEF1Bδ（eukaryotic elongation factor 1Bδ）が既存

のアイソフォームである eEF1Bδ1と長鎖のアイソフォームである eEF1BδLを発現すること、
またeEF1BδLは翻訳因子であるeEF1Bδ1とは機能が全く異なり、分子シャペロンであるHsp70
などの熱ショックタンパク質の転写を誘導する転写制御因子であることを発見した（Kaitsuka 
et al., EMBO Rep., 2011）。さらに興味深いことに eEF1BδLは脳に豊富に存在していることを
見出している。そこで eEF1BδL の生体における機能を調べるために、eEF1BδL の欠損マウス
を作成し、その表現型、特に脳・神経系の機能に関する行動解析を行なった。その結果、一般
的な活動性や情動・不安行動および学習機能は野生型に比べ顕著な差はなかったが、解析の過
程で恐怖条件付け試験における音刺激に対して強直発作に似た激しいけいれんを起こすことが
わかった（Kaitsuka et al., Front. Mol. Neurosci., 2018）。しかしながら、eEF1BδL の欠
損マウスがなぜこのような表現型を呈するのか、その分子メカニズムは明らかにできていなか
った。 
 
２．研究の目的 
 
本国際共同研究では核内タンパク質を専門とする海外研究機関にて、以下の点を明らかにす

ることにより eEF1BδL の欠損によるてんかんがなぜ起こるのかを分子レベルで明らかにする
ことを目的とした。 
（１）eEF1BδLが核内でどのようなタンパク質複合体を形成するのか。 
（２）eEF1BδLは具体的にどの遺伝子領域に結合するのか。 
 
３．研究の方法 
 
海外共同研究者のラボに１年半滞在し、実験スペースを借り、適宜実験内容について議論し

ながら以下の研究を行なった。 
 

（１）複合体解析：eEF1BδLは細胞核内でどのような複合体を形成するか以下の手法を用いた
同定を試みた。マウス神経芽細胞腫 Neuro-2aの核抽出物から抗 eEF1Bδ抗体を用いた免疫沈降
法により、その結合蛋白質を精製し、LC-MSにより同定した。 
 
（２）CHIP シーケンス：eEF1BδLのクロマチン免疫沈
降物について CHIP シーケンス解析を行ない、どの遺伝
子領域に相互作用しているか解析した。具体的には
Neuro-2a細胞をホルムアルデヒドによりクロスリンク
し、クロマチン調製液を作製し、抗 eEF1Bδ抗体によ
り DNA-蛋白質複合体を免疫沈降させる。その沈降物か
ら DNA を精製後、特殊な DNA 配列を付加したライブラ
リーを作成し、次世代シーケンサにて解析する。得ら
れたシーケンス配列をマウスゲノム配列と並び合わせ、
どの領域に高頻度に出現するか解析した。 
 
４．研究成果 
 
（１）研究の主な成果 
① eEF1 複合体構成因子の核局在 
Neuro-2a 細胞の細胞質と核を分画し、eEF1 複合体を

構成する因子をウエスタンブロット法により調べたと
ころ、eEF1BδL 以外の因子（VARS、eEF1A、eEF1Bα、
eEF1Bδ1、eEF1Bγ）も細胞核に局在することが分かっ
た（図１）。GAPDH は細胞質マーカーで Histone H3 は
核マーカーとして用いている。この結果はeEF1BδLは



核内でもこれら因子と結合し、複合体として機能している可能性を示唆する。 
 
② eEF1BδLと RNA 結合タンパク質の相互作用 
Neuro-2a細胞の核抽出物から抗eEF1Bδ抗体により免疫沈降した分画にHnrnpuなどのRNA結

合タンパク質が含まれることが分かった。この結果は eEF1BδL が RNA 結合タンパク質および
RNA と巨大分子を構成して遺伝子転写を制御する可能性を示唆している。 
 

③ eEF1BδLが相互作用するゲノム領域 

Neuro-2a 細胞の核抽出物から抗 eEF1Bδ抗体により免疫沈降したゲノム断片は X 染色体上の

いくつかの遺伝子とマッチすることが分かった。ある遺伝子では、eEF1BδLが結合する領域は

転写因子が結合するエンハンサー領域であることが示唆された（図２）。 

 

 
 

④ eEF1BδLと膜タンパク質との相互作用 

興味深いことに、Neuro-2a 細胞の総タンパク質抽出物から抗 eEF1Bδ抗体により免疫沈降し

た分画に細胞膜タンパク質が同定された。この結果はeEF1BδLの細胞膜との相互作用といった

新たな機能を示唆するものである。つまり eEF1BδLは Moon Light タンパク質のように本来の

機能（遺伝子転写）とは全く異なる機能（細胞間相互作用など？）を有する可能性がある。 

 

（２）国内外における位置付けとインパクト 

背景で述べた通り、本研究では研究代表者がその機能を初めて報告した eEF1BδL について、

その欠損マウスが示す表現型の発症メカニズムを解明することを目的として研究を遂行した。 

近年、海外の２つの研究グループから eEF1BδLをコードする EEF1D 遺伝子の変異が重度の知

的障害で発見されたとの報告があり、神経発達障害との関連性が注目されている（Reuter et al., 

JAMA Psychiatry, 2017; Ugur Iseri et al., J. Hum. Genet., 2019）。実際に知的障害ではて

んかんを併発することが多く、eEF1BδL欠損マウスの表現型を解析することは上述のヒトでの

変異のモデルとして有用であり、本研究は医学薬学的な面からも重要な内容である。また前述

の通り、本研究では細胞核内で eEF1BδL が形成しうる複合体の全容についての知見が得られ、

さらに eEF1BδLが相互作用する X染色体上の遺伝子領域も明らかになりつつある。X染色体上

にはシナプス機能や神経発達障害に関連する遺伝子が多く存在しているため、eEF1BδL欠損に

より X 染色体の一つか複数の遺伝子発現が抑制され、神経発達に影響を及ぼし、結果としてて

んかんの表現型が現れたと仮説を立てることができる。以上、本研究の成果は神経科学分野お

よび医学薬学分野にインパクトを与える知見であると考える。 

 

（３）今後の展望 

今後は①核内の eEF1 構成因子が eEF1BδL による遺伝子転写刺激作用に如何に関わるか、②

eEF1BδLは RNA と相互作用するか否か、③eEF1BδLは X染色体上の遺伝子の転写を促進するか

否か、eEF1BδL欠損マウスの脳でそれら遺伝子の発現が阻害されるか否か、を明らかにするこ

とにより、eEF1BδL欠損によるてんかん発症のメカニズムを解明していきたい。 
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