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研究成果の概要（和文）：エピジェネティクス機構は可逆的な変化であることから、治療標的として有効である
と考えられている。本研究は既存の抗精神病薬におけるエピジェネティクス変化を介した神経細胞機能への影響
を解明することを目的とした。抗精神病薬AmitriptylineはAtf3, Hmox1プロモーターのヒストンH3K4トリメチル
化し、遺伝子発現を増加させることがわかった。さらにAmitriptyline前処理により神経細胞死を抑制する効果
があることを見出した。本研究結果から既存の抗精神病薬の中にエピジェネティクス遺伝子発現を変化させ、神
経細胞死を抑制する効果があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Antidepressants are known to alter gene expression patterns by inducing 
changes in the epigenetic status of neuronal cells. We examined whether antidepressants exert an 
anti-apoptotic effect via epigenetic mechanisms. We analyzed global gene expression in mouse primary
 cortical neurons after treatment with antidepressants. The neuroprotection-associated genes, 
activating transcription factor 3 (Atf3) and heme oxygenase 1 (Hmox1), were up-regulated by 
treatment with amitriptyline. Quantitative chromatin immunoprecipitation assay revealed that 
amitriptyline increased enrichments of trimethylation of histone H3 lysine 4 in the promoter regions
 of Atf3 and Hmox1, which indicate an active epigenetic status. Amitriptyline pre-treatment 
attenuated 1-methyl-4-phenylpyridinium ion- or amyloid beta 1-42-induced neuronal cell death and 
inhibited the activation of extracellular signal-regulated kinase 1 and 2. These findings suggest 
preconditioning and neuroprotective effects of amitriptyline.

研究分野： エピジェネティクス

キーワード： エピジェネティクス　抗精神病薬　ヒストン修飾　神経変性疾患　神経細胞死
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、高齢化や社会の成熟に伴って、発達

障害や精神・神経疾患の重要性が高まってい
る。自閉症などの発達障害やうつ病などの多
くの精神疾患の原因が神経ネットワークを
構築するシナプス形成・機能異常であると考
えられるようになり、現在、シナプス形成分
子の仕組みを解明する研究が盛んに行われ
ている。しかしながら、シナプス形成・機能
にかかわる分子は数が多いことから、これら
の分子を標的とした治療薬の開発は困難で
ある。 
一方、DNA のメチル化やヒストン修飾に代

表されるエピジェネティックな遺伝子の調
節機構の異常がこれらの疾患に関与してい
ることもわかってきた。その中でうつ病発症
機構の1つとしてグルココルチコイドレセプ
ター(GR)遺伝子のプロモーター領域の高メ
チル化が関与している(Nat neurosci, 2011)
ことや自閉症疾患であるレット症候群がエ
ピジェネティックな遺伝子発現調節でカギ
となる転写調節因子であるMECP2遺伝子の変
異で発症することが報告された(Nat genet, 
1999)。また自閉症、ADHD や統合失調症の一
卵性双生児患者における臨床症状の差異が
エピゲノム(DNA メチル化)の差異であったこ
とが報告(FASEB J, 2010、Epigenetics, 2010、
Human Mol Genet, 2011)されていることから、
同一のゲノムでもエピゲノムのパターンに
より病気の症状や進行度に大きく影響する
ことが示唆される。 
エピジェネティクス機構は可逆的な変化

であることから、治療標的として有効である
と考えられ(Nat neurosci, 2006)、近年、DNA
のメチル化酵素阻害剤やヒストン脱アセチ
ル化酵素(HDAC)阻害剤ががんや糖尿病、アル
ツハイマー病などの神経変性疾患の治療に
有効であることがわかってきた。しかしなが
ら、発達障害や精神疾患におけるエピジェネ
ティクス治療薬はまだ開発されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下の２点を明らかにすること
を目的とした。 
(1) 代表的な自閉症疾患であるレット症候
群患者の iPS 細胞由来の神経細胞を対象に、
エピジェネティクス関連分子を標的とした
発達障害治療法及びハイスループットな薬
剤スクリーニング系を構築し、効果的な発達
障害治療薬開発のための基盤となる知見の
獲得 
(2)精神疾患に使用されている既存の治療薬
を用いたエピジェネティクス変化を介した
神経細胞機能への影響の解明 
 
３．研究の方法 
(1) in vitroにおけるヒストン脱アセチル化
阻害酵素 1(HDAC1)阻害候補物質のスクリー
ニング 
化合物設計・合成評価用ソフトウェア

（myPresto）」で評価を得て合成した HDAC1
阻害候補物質 48 種類について蛍光検出法で
HDAC の阻害活性を測定した。 
 
(2) 細胞内における HDAC1 阻害効果の検討 
神経系培養細胞株であるSH-SY5Y細胞を用い
て、HDAC 阻害効果、標的遺伝子の発現を検討
した。 
 
(3) 種々の抗精神病薬を用いた遺伝子発現
解析 
胎生 15.5 日のマウス大脳から初代培養神経
細 胞 を 調 整 し 、 各 種 抗 精 神 病 薬
(Imipramine(5M), Citalopram(10M), 
Duloxetine(0.1M), Amitriptyline(5M), 
Mirtazapine(50M) )で 48 時間処理し、RNA
を回収した。網羅的遺伝子発現解析を行うた
め、Affymetrix 社のプロトコールに従いサン
プル調整し、Mouse Gene 2.0 ST chips を用
い て 比 較 解 析 を 行 っ た 。 ANOVA 
(p<0.05),Bonferroni による多重比較検定に
よりコントロールと比較して有意に変化す
る遺伝子を同定した。特定の遺伝子に対して
再現性を検討するため、リアルタイム qPCR
により確認し、タンパクレベルでの変化をウ
エスタンブロッティング法により検討した。 
 
(4)ヒストン修飾解析 
標的遺伝子のプロモーター領域のヒストン
修飾が変化しているか検討するため、クロマ
チン免疫沈降(ChIP)-qPCR を行った。ヒスト
ン修飾抗体は、H3K9ac, H3K27ac, H3K4me3 を
用いた。 
 
(5)神経細胞死抑制効果解析 
Amitriptyline による神経細胞死抑制効果を
検討するために、48 時間 Amitriptyline 処理
後、Amyloid beta 1-42(A1-42)および MPP+

で処理し、MTT,LDH アッセイ、caspase3 発現
解析を行った。さらに ERK, CREB の活性化を
ウエスタンブロッティング法により検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1) 新規 HDAC1 阻害候補化合物における in 
vitro活性スクリーニング 
HDAC1阻害候補物質48種類について蛍光ペプ
チドを使用し、HDAC 阻害活性を測定し、既存
の HDAC 阻害剤と候補物質のうち HDAC1 阻害
活性の高かった上位３つを図１に示した。特
に化合物 No.4 がほかのものと比較して IC50

が低かった。さらにこれらの化合物がほかの
HDAC の活性を阻害するかどうかを検討した
結果を表１に示した。その結果、HDAC1 だけ
でなく、同じクラス１のほかの HDAC も同程
度の用量で阻害してしまうことが分かった。
またSH-SY5Y細胞における化合物No4のHDAC
阻害活性を測定した結果、120M でコントロ
ールと比較して有意に HDAC 阻害効果が確認
された。しかしながら既存の HDAC 阻害剤で



ある VPAは低用量で HDAC1 の阻害にすること、
MS-275は低濃度でHDAC1,2にのみ作用するこ
とを考えると今回の候補物質は有効な化合
物といえず、この先の検討は断念した。本研
究結果から、同じクラスの HDAC は構造が類
似していることから特異的に阻害する化合
物を設計することは現時点で難しいと考え
られる。そこでここからは既存の治療薬にお
けるエピジェネティクスを変化させ、神経細
胞機能を改善する薬の探索を行った 
 

(2) 初代培養神経細胞における抗精神病薬
処理による遺伝子発現への影響 
各種抗精神病薬における網羅的遺伝子発現
解析を行った結果、Duloxetine 以外の４種類
の抗精神病薬で共通して1.5倍以上遺伝子発
現変化した遺伝子数は増加遺伝子で 25（図
2A）、減少遺伝子は 21(図 2B)であった。 

これらの遺伝子のうち神経細胞の保護に関
与する遺伝子である Atf3, Hmox1, Gdf15に
注目して解析を行った。qRT-PCR での確認お
よびタンパク質の発現解析から、
Amitriptyline と Mirtazapine で有意に発現
が増加していることがわかった(図 3)。Gdf15
は qRT-PCRで再現性が取れなかったことから

以下の解析から除外した。 
(3) Atf3, Hmox1プロモーター領域における

ヒストン修飾変化 
それぞれの遺伝子の転写開始点付近にプラ
イマーを設計(図 4A,5A)し、3種類のヒスト
ン修飾抗体を用いてChIP-qPCR解析を行った。
その結果、Amitriptyline処理において Atf3, 
Hmox1の転写開始点上流領域において有意に
ヒストン H3K4 トリメチル化が増加している
ことが分かった（図 4B,5B）。しかしながら
Mirtazapine 処理では増加傾向はあるものの
有意差は確認できなかった（図 4C,5C）。 

(4) Amitriptyline 前処理による神経細胞死

TSA VPA MS275 No.2 No.4 No.25
HDAC1 0.00185 90 0.149697 185.6268 23.80494 131.1219
HDAC2 0.006851 973.6927 0.710139 N.D. 103.2458 N.D.
HDAC3 0.005328 >1000 >1 N.D. 57.81133 N.D.
HDAC8 0.361526 838.8843 7.616642 21.365 9.677919

HDAC4 >10 >1000 >1 N.D. N.D. N.D.
HDAC5 6.405962 >1000 >1 N.D. N.D. N.D.
HDAC7 2.57363 >1000 >1 131.9508 N.D. N.D.
HDAC9 8.636161 >1000 >1 N.D. N.D. N.D.

Class2b HDAC6 0.007385 >1000 >1 25.9703 27.74912 3.86704

Class1

Class2a

表1. 既存及び新規HDAC阻害化合物のIC50
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発現解析  
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抑制効果 
Amitriptyline 前処理後、MPP+（図 5A-C）お
よび A1-42 (図5D-F)で細胞死誘導した結果、
細胞生存率が増加（図 5A,D）、死細胞の減少
（図 5B,E）及びカスパーゼ３の活性化（図
5C,F）が有意に減少していた。 

さらにどのような細胞内シグナルが活性化
しているか明らかにするために ERK, CREB 経
路を調べた。その結果、MPP+（図 6A-C）では
有意にERKのリン酸化の亢進が抑制されてい
た。A1-42 (図 6D-F)では有意ではないもの
の MPP+同様の傾向であった。CREB の活性化
はどちらも変化はなかった。これらの結果か
ら、Amitriptyline 前処理により ERK 活性化
を抑制し、細胞死が抑制されていることが考
えられる。 

(5) 本研究では当初、新規 HDAC1 阻害化合物
による発達障害患者由来iPS細胞を用いたエ
ピジェネティクス治療薬の探索を目標にし
てきたが、うまく開発できなかった。しかし
ながら既存の治療薬、本研究では抗精神病薬
の中にエピジェネティクスを変化させる作
用のあるものがあり、神経細胞死抑制に作用
することが示唆された。これらの結果は、既
存の抗精神病薬の中には別の疾患治療へ有
効である可能性が示唆される。さらに既存薬
の化学構造をもとにして、より副作用の少な
く、効果的なエピジェネティクス治療薬の開
発につながることが期待される。 
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