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研究成果の概要（和文）：研究者らはこれまでに、脳特異的に発現するeEF1BδLが新規のストレス応答性の転写因子で
あることを発見している。本研究ではeEF1BδLのポリグルタミン病での役割を明らかにすることを目的として研究を進
めたが、eEF1BδLがポリグルタミン蛋白質凝集に関与する明確な根拠は得られなかった。一方で、eEF1BδL欠損マウス
でその表現型を解析したところ、欠損マウスは正常に発育するが学習行動に障害が出ることがわかり、eEF1BδLは成体
での学習・記憶機能を制御する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In previous study, we have found that eEF1BdeltaL is a new brain-specific transcri
ptional factor involved in stress responses. In this study, to investigate the role of eEF1BdeltaL in the 
pathophysiology of polyglutamine diseases, several experiments were done. However, obvious evidence that e
EF1BdeltaL influences on polyglutamine protein aggregation has not been obtained. Then the phenotype of eE
F1BdeltaL knockout mice was examined. These mice developed normally, but showed deficits in learning behav
ior. Therefore, it is suggested that eEF1BdeltaL is involved in the brain function especially learning and
 memory in the adulthood.
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１．研究開始当初の背景 
	
 
	
 研究者らはこれまでに、蛋白質翻訳伸長因
子である eEF1Bδ（eukaryotic	
 elongation	
 
factor	
 1Bδ）が熱ストレスに応答した選択
的スプライシングにより既存のアイソフォ
ームである eEF1Bδ1 と長鎖のアイソフォー
ムである eEF1BδL を発現することを発見し
ている。興味深いことに、eEF1BδL は蛋白質
翻訳因子である eEF1Bδ1 とは機能が全く異
なり、シャペロン蛋白質などのストレス応答
遺伝子の転写を誘導する転写制御因子であ
ることがわかっている。さらに、eEF1BδL は
脳に豊富に存在していることを見いだして
いる。	
 
	
 生物は選択的スプライシングによって、多
様な RNA バリアントを発現する。近年、哺乳
類の脳でも極めて多様な RNA バリアントが存
在することが報告されており、選択的スプラ
イシングは神経系の発達および神経変性疾
患に関与する可能性が示唆されている。	
 
	
 ポリグルタミン病やアルツハイマー病を
含む神経変性疾患では、異常蛋白質のミスフ
ォールディングにより特定の蛋白質が凝集
した封入体を形成する。シャペロン蛋白質の
発現は、ストレス環境下での蛋白質変性・凝
集から細胞を保護する働きがあり、蛋白質凝
集を伴う疾患に蛋白質の品質管理機構とし
て重要な役割をもつ。事実、シャペロン蛋白
質である HSP70 はポリグルタミン凝集体を改
善し、細胞毒性を抑制することが示されてい
る。	
 
	
 以上のことから、eEF1BδL はシャペロン蛋
白質の転写調節を介しポリグルタミン病な
どの疾患に関与するのではないかとの着想
に至った。	
 
 
２．研究の目的 
	
 
	
 本研究では eEF1BδL の選択的スプライシ
ングの制御機構とポリグルタミン病での役
割を明らかにすることを目的として研究を
進めた。	
 
 
３．研究の方法 
	
 
（１）選択的スプライシングの制御機構	
 
	
 選択的スプライシングはスプライシング
調節因子と呼ばれる RNA 結合蛋白質により制
御されている。通常、スプライシングを受け
るエクソンとその前後 300	
 bp 付近にスプラ
イシング調節因子が結合するコンセンサス
配列が存在している。eEF1Bδ遺伝子でエク
ソンスキッピングが起こる exonIII と前後
300	
 bp のイントロン領域には FOX、NOVA や
MBNL1 などが結合するコンセンサス配列が含
まれている。そこで、上記スプライシング調
節因子の発現プラスミドを HEK293 細胞にト
ランスフェクトし、eEF1Bδ1 と eEF1BδL の
発現量の変化を RT-PCR 法により解析し、ど

の調節因子が exonIII を含むスプライシング
に重要か検討する。	
 
	
 さらに siRNA によるノックダウン系でも同
様にスプライシングの変化を RT-PCR 法によ
り解析する。	
 
	
 
（２）ポリグルタミン病での役割	
 
	
 103のポリグルタミンをもつ103Qプラスミ
ドを Addgene より入手し、103Q-EGFP 発現プ
ラスミドを常法に従い構築する。103Q-EGFP
プラスミドを HEK293 細胞または初代神経細
胞に強制発現させ、eEF1Bδ1 および eEF1Bδ
L の発現量を RT-PCR 法により解析する。さら
に eEF1BδL を過剰発現もしくはノックダウ
ンさせたときの 103Q 蛋白質凝集について検
討する。	
 
	
 
（３）eEF1BδL 欠損マウスの表現型解析	
 
	
 eEF1BδL 欠損マウスの表現型を以下の行
動試験により評価する。	
 
①	
 オープンフィールド試験	
 
②	
 高架式十字迷路	
 
③	
 ８方向放射状迷路	
 
④	
 Y 字迷路	
 
⑤	
 テールサスペンジョン試験	
 
⑥	
 恐怖条件付け試験	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
（１）選択的スプライシングの制御機構	
 
	
 HEK293細胞にMBNLlおよびMBNL2を過剰発
現あるいはノックダウンさせても eEF1BδL
の発現に有意な差は認められなかった。（図
１、図２）	
 

	
 	
 
	
 さらに FOX1/2 および NOVA1/2 を変動させ
ても有意差は認められなかった。以上のこと



から eEF1Bδ遺伝子のスプライシングには他
の調節因子が関与する可能性が示唆された。
現在までに約４０のスプライシング調節因
子がわかっているが、今後は全ての遺伝子の
ノックダウン系を用いて網羅的に解析する
必要がある。	
 
	
 
（２）ポリグルタミン蛋白質凝集	
 
	
 HEK293細胞に発現させた103Q-EGFPは蛋白
質凝集を生ずる。これに eEF1δL を発現させ
ることで蛋白質凝集の抑制を期待したが、有
意な差は認められなかった（図３）。	
 

	
 
	
 さらに 103Q-EGFP の蛋白質凝集による
eEF1BδL の発現についても解析したが有意
差は認められなかった。	
 
	
 以上のことから、本研究では eEF1BδL が
ポリグルタミン蛋白質凝集に関与する根拠
は得られなかった。	
 
	
 
（３）eEF1BδL 欠損マウスの表現型解析	
 
	
 eEF1BδL は脳に豊富に存在することから、
欠損マウスで不安・情動・学習・うつ様行動
などを評価できる行動解析を行なった（表
１）。オープンフィールド試験や高架式十字
迷路では野生型と欠損マウスで有意な差は
みられなかったことから、一般的な活動量や
不安・情動行動には影響しない可能性が示唆
された。一方で、８方向放射状迷路において
欠損マウスは野生型マウスより作業効率が
有意に劣ることがわかった（図４）。このこ
とから eEF1BδL は学習・記憶に関与するこ
とが示唆された。さらに、恐怖条件付け試験
の Cued テストにおいて欠損マウスは音に対
して過敏に反応する傾向がみられた。恐怖条

件付け試験の体験はマウスにおいて心的外
傷後ストレス障害（PTSD）様の症状を引き起
こすなどが報告されており、今後さらなる検
討が必要である。	
 

	
 
	
 
（４）eEF1BδL 結合蛋白質の同定	
 
	
 研究の過程で熱ストレスに応答して eEF1B
δL と結合する蛋白質を見いだした。ヒスト
ン修飾に関与する核内蛋白質で eEF1BδL と
同様に脳に高発現していた。eEF1BδL と協同
してシャペロン蛋白質の転写を制御する可
能性があり非常に興味深い。	
 
	
 
（５）eEF1BδL の脱リン酸化による活性制御
機構	
 
	
 研究計画には記してないが、研究の過程で
eEF1BδL は熱ストレスに応答した脱リン酸
化によりその転写活性が制御されることを
見いだした。	
 
	
 
	
 以上、本研究は eEF1BδL が成体での学習・
記憶機能を制御する可能性を示唆するもの
であり、認知性疾患における eEF1BδL を標
的とした治療法の開発に繋がる可能性があ
る。	
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