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研究成果の概要（和文）：成熟期哺乳類では、中枢神経が一度損傷を受けると再生が極めて困難である。一方、新生期
における中枢神経再生は比較的容易である。これはエピジェネティックな再生関連分子の発現制御機構に依存すると考
えられているが、その詳細なメカニズムは不明であった。我々は中枢神経再生モデルとして、網膜-視神経系を用い、
ヒストンのアセチル化によるエピジェネティックな再生分子の発現制御機構に着目し、新生期網膜神経節細胞(RGC)に
発現が豊富なレチノイン酸受容体 (RARβ) を成熟期に再発現させることで神経再生を促すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Like other CNS neurons, mature retinal ganglion cells (RGCs) cannot regenerate 
their axons after nerve injury due to loss of regenerative capacity. One of the reasons why they lose 
their capacity seems to be a dramatic shift in gene expression of RGCs under epigenetic modulation. In 
here, we found that levels of histone H3 lysine 9 acetylation decreased after birth in RGCs. This 
decrease showed good correlation with restriction of retinoic acid receptor β (RARβ) expression in RGCs 
after birth. Furthermore, we demonstrated that a histone deacetylase inhibitor, trichostatin A, induced 
axonal regeneration of adult rat RGCs through RARβ induction.

研究分野：神経化学
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１．研究開始当初の背景 

 視神経は眼球内の網膜神経節細胞（RGCs）

から伸びる神経線維束が眼球外へ出て視覚

中枢までつづく構造をしており、中枢神経の

修復・再生研究に広く用いられる。成熟哺乳

類の中枢神経は、損傷後の再生が極めて困難

であることが知られている。しかし、新生期

では損傷後の神経再生は比較的容易である。

これは、発生期には転写調節がオンの状態に

あり軸索再生関連分子の発現が起こりやす

いためとされているが、その制御機構は成長

とともに制限を受けて、遺伝子発現が減衰し

た結果、再生が困難となると考えられる。し

かし、その詳細な発現制御機構は解明されて

いない。一方近年、ヒストンの化学的修飾に

よるエピジェネティックな転写制御に関す

る報告が相次いでいる。ヒストン H3や H4 の

特定部位のアセチル化はクロマチン構造を

緩め (ユークロマチン)、遺伝子発現機構が

オンとなる。RGCs においては、クロマチンリ

モデリングとともに転写を促進させるヒス

トンアセチルトランスフェラーゼ p300 が生

後の発達につれて発現抑制されることが報

告されている。また、p300 の強制発現は RGCs

において、成長関連タンパク質である GAP43

などを含む再生関連分子の発現を誘導させ

た結果、視神経を再生させる。これらのこと

は発生期 RGC においては、再生関連分子の転

写活性化が比較的容易であるが、成長にとも

なってその転写制限を強化する機構の存在

をほのめかす。 

 

２．研究の目的 

 ヒストンの化学的修飾やそれによるクロ

マチンリモデリングは再生関連分子の遺伝

子発現オン/オフ機構とその後の神経再生の

可否決定機構の根幹を司る可能性がある。こ

れまでの研究から RGCs においても成長によ

り再生関連分子の遺伝子発現が制限され再

生能力が衰退することが分かっている。その

遺伝子発現オン/オフ機構にはヒストンの化

学修飾とクロマチンのリモデリングをとも

なうエピジェネティックな遺伝子発現制御

機構との関連が考えられる。しかし、成長過

程および視神経損傷後の RGCs におけるクロ

マチンダイナミクス解析やそれによる遺伝

子発現制御と神経再生を関連付けた報告は

国内外ともに皆無であった。本研究では、神

経再生過程におけるエピジェネティックな

転写制御による神経再生分子発現機構とレ

チノイン酸受容体β (RARβ)の重要性につ

いて研究を行った。 

 

３．研究の方法 

 新生期から成熟期までのヒストンのアセ

チル化のレベルを免疫染色とウェスタンブ

ロットでアッセイした。また、その時の軸索

再生能について組織片培養法を用いて検討

した。ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤、

(1R) イ ソ プ ロ ピ ル オ キ シ ゲ ニ ピ ン 

(IPRG001)などを眼球内投与し、ヒストンの

アセチル化を免疫染色および、ウェスタンブ

ロットでアッセイした。遺伝子発現の程度は

マイクロアレイと RT-PCR で確認した。 

視神経再生の程度は損傷後の視神経におい

て GAP43 抗体を用いて染色・定量した。 

 

４．研究成果 

 (1R) イ ソプロピルオキシゲニピン 

(IPRG001)は天然物化合物ゲニピンの誘導体

であり、一酸化窒素放出作用を示すことを報

告している。また、予試験的に IPRG001 の軸

索伸長誘導に関する遺伝子発現をマイクロ

アレイで網羅的に解析した結果、レチノイン

酸受容体β (RARβ) の発現が特に顕著だっ

たため RARβを再生関連分子候補として、そ

の発現制御について着目した。網膜神経節細

胞株(RGC-5)において IPRG001 処理により軸

索伸長は促進された。その効果は NO スカベ

ンジャーで消失することから NO 依存的であ



ることが分かった。また、近年の報告からヒ

ストン脱アセチル化酵素 2(HDAC2)は NO によ

り S-ニトロシル化を受けると不活性化され、

ヒストンアセチル化を誘導した結果、転写が

促進されることが知られている。一方、レチ

ノイン酸シグナルは生物の発生・再生機構に

非常に大切であることが知られている。我々

はこれらの点を線で結ぶべく、神経再生機構

の解明を行った。その結果、S-ニトロシル化

依存的なエピジェネティック制御によるレ

チノイドシグナル亢進といった新たな中枢

神経再生機構を見出した。 

 RARβは新生期 1日目 (P1) の RGCs に強く

発現が認められるが成長とともに減衰し、成

熟期にはほとんど発現されていない。網膜組

織片を用いた神経再生アッセイにおいて、そ

の再生能力は新生期から減衰し、成熟期には

P1 の約 10％以下まで低下した。そのカーブ

パターンは生後の RARβの発現パターンと一

致した。また、新生期網膜で RARβを siRNA

によりノックダウンしたところ神経再生が

抑制された。つまり、新生期における視神経

再生は RARβの発現が豊富であることで起こ

り、そのレベルは成長とともに減衰するため

再生能力が低下していくことが考えられた。

また、IPRG001 は RARβの発現誘導作用を持

つため、成熟期で RARβを再発現させること

ができれば神経再生能力が得られると仮定

した。実際に、成熟期網膜組織片を用いた実

験により IPRG001 は神経再生を誘導した。ま

た、その効果は NO スカベンジャーや S ニト

ロシル化阻害剤であるジチオスレイトール、

さらに、RARβの阻害により抑制されたこと

から NO/S-ニトロシル化に起因する RARβの

発現機構の存在が予想された。その結果、ビ

オチンスイッチアッセイにより IPRG001 は

HDAC2を S-ニトロシル化することが分かった。

また、RGCs においてヒストン H3 のアセチル

化が起こっていることを免疫染色で確認し

た。その形態は IPRG001 未処理群と比べ、明

らかに RGCs の細胞核が大きくなっているこ

とが分かった。これは IPRG001 処理により

HDAC2が S-ニトロシル化されて不活性化され

ることでヒストンのアセチル化が優勢とな

り、アセチル化されたヒストンがユークロマ

チン状態であることを示し、遺伝子転写がオ

ンになっていることが示唆された。その標的

再生関連分子のひとつが RARβであり、成熟

期における RARβの再発現が神経軸索伸長を

促して神経再生を起こす可能性を示した。実

際に損傷後のラット視神経をIPRG001が著し

く再生させ、それは RARβのノックダウンに

よって抑制されるデータが得られた。これは、

新生期の細胞内環境を成熟期の神経再生へ

応用した成功例となった。実際にヒストン脱

アセチル化阻害剤であるバルプロ酸やトリ

コスタチンAによってもヒストンのアセチル 

化が促された。これらの結果から、エピジェ

ネティクス制御によって再生が容易な新生

期の転写制御状態に近づけることで成熟哺

乳類中枢神経も再生を促すことができたと

ともにその標的分子のひとつが RARβである

ことが分った。 
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