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研究成果の概要（和文）：緑内障とは、網膜神経節細胞死を呈する眼科疾患であり、その一因として酸化ストレ
スが挙げられる。本研究では、酸化ストレス誘導性網膜神経細胞死の動物モデルを用い、遺伝子発現制御に関わ
るヒストン脱アセチル化酵素の新規アイソタイプ阻害剤であるK560の細胞保護効果を検証した。
単離網膜細胞を用いた解析から、K560が酸化ストレス誘導性細胞死を抑制することを見出した。K560投与眼の網
膜では、ヒストン・アセチレーションが亢進していた。また、K560投与眼では、酸化ストレス誘導性網膜神経細
胞死が抑制された。以上の知見から、K560は緑内障治療薬として有用であり、今後、臨床レベルでの開発を進め
ていく。

研究成果の概要（英文）：Retinal ganglion cell (RGC) death is the symptom of glaucoma. It is thought 
that oxidative stress partially contributes the cell death. In this study, we investigated the 
effect of K560, an isozyme selective inhibitor of histone deacetylase (HDAC) 1/2, on oxidative 
stress-induced RGC death, and found that (1) K560 attenuated oxidative stress-induced death of 
dissociated retinal cells in mice, (2) K560 enhanced histone acetylation of retinal lysates prepared
 from mice administered with K560 intravitreally, (3) K560 inhibited oxidative stress-induced RGC 
death in mice. These findings suggested that K560 administration is a promising treatment for 
glaucoma.

研究分野： 神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢化社会を迎えた我が国では、緑内障を含む加齢性眼疾患の罹患者数が増加しており、その対策が急務とな
っている。本研究の結果、新規のHDAC１/2選択的阻害剤であるK560を眼内投与することで、酸化ストレス起因性
の網膜神経節細胞死を抑制可能であることが示された。緑内障による視覚消失は、老後QOLを著しく低下させる
恐れがあり、今後、臨床開発を進めることで、K560が緑内障治療薬の新たな選択肢となることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

超高齢化社会を迎えた我が国では、緑内障を含む加齢性眼科疾患の罹患者数は増加の一途

を辿っており、その対策が急務となっている。緑内障とは、網膜神経節細胞死を病態とする

加齢性眼科疾患であり、適切な治療を施さず、病態が進行した場合には、失明のリスクが生

じる。緑内障における網膜神経節細胞の細胞死の一因としては、加齢による抗酸化力の低下、

それに伴う酸化ストレスの増加が挙げられる。それ故、酸化ストレス誘導性神経細胞死を抑

制する薬剤候補の探索が重要である。 

 アセチル化、メチル化といったヒストン修飾は、クロマチン構造を変化させることで、エ

ピジェネティックな遺伝子発現制御に関係する。ヒストン修飾に関与する分子として、ヒス

トンの脱アセチル化を担うヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）の存在が知られている。HDAC

は複数の分子からなるファミリーを構成しており、中でもバルプロ酸はクラス I/II に属す

る分子群を選択的に阻害する。動物モデルを用いた先行研究の結果から、バルプロ酸が酸化

ストレス誘導性神経細胞死を抑制することが報告されているが（ Kanai et 

al.,Pharmacogenomics,2004;Kimura et al.,Neurosci Lett,2015; Nagańska et al.,Folia 

Neuropathol,2015）、HDAC によるヒストン修飾が生命活動において重要な役割になっている

ことからも推測されるように、バルプロ酸によるサイド・エフェクトの存在のため、神経保

護用途での臨床応用には至っていない。そのため、より選択性の高い HDAC 阻害剤の探索と

効果の実証が求められている。 

 K560 は我々の提携研究者である上里新一教授（大阪薬科大学）が開発した新規 HDAC 阻害

剤であり、クラス I ファミリーの HDAC1/2 選択的な活性阻害効果を示す（Hirata et 

al.,Bioorganic Med Chem Lett,2012;Uesato et al.,Curr Pharm Des,2017）。また、マウ

スを用いた虚血再灌流モデルにおいて、脳神経細胞の細胞死を抑制することが報告されて

いる（Hirata et al.,Sci Rep,2018）。それ故、バルプロ酸に比べ、サイド・エフェクトを

最小限に抑制した上、酸化ストレス誘導性の網膜神経節細胞死を抑制する効果が期待させ

る。 

 

２．研究の目的 

NMDA 傷害モデルマウスにおいて、HDAC1/2 選択的阻害剤である K560 が、酸化ストレス誘導

性網膜神経節細胞死を抑制するかどうか検討する。 

 

３．研究の方法 

本研究では、日本エスエルシー（Shizuoka,Japan）から購入した 8-10 週齢の野生型雄マウ

ス（C57BL/6）を用いた。網膜単離細胞の調製は先行研究に従って実施した（Maekawa et 

al.,Sci Rep,2017）。つまり、眼球から網膜を採取し、MACS Tissue Dissociation Kits



（Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,Germany）を用いて１細胞レベルにまで単離した。

単 離 細 胞 は B-27 supplements plus or minus AO （ Thermo Fisher 

Scientific,Waltham,MA,USA）を添加した Neurobasal-A（Thermo Fisher Scientific）培地

中で培養した。K560 は先行研究に従って合成し（Hirata et al.,Bioorganic Med Chem 

Lett,2012）、ポリビニルピロリドン K-30 を用いて分散化処理を施した（K560 製剤）。細胞

生存解析は、alamarBlue cell viability reagent（Thermo Fisher Scientific）を用いて

行った。ウェスタン・ブロット及び組織免疫染色は常法に従って行った。酸化ストレス誘導

性網膜神経節細胞死を誘発するため、眼内に N-メチル-D-アスパラギン酸（NMDA）

（2nmol;Sigma-Aldrich,St.Louis,MO,USA）を投与した。また、NMDA 投与前日及び当日に K560

製剤（50nmol）をあらかじめ眼内に注入した。NMDA 投与 7 日後に組織固定し、網膜神経節

細胞のマーカーである RNA-binding protein with multiple splicing（RBPMS）抗体で免疫

染色したのち、蛍光顕微鏡（Keyence, Osaka, Japan）にて写真撮影を行った。統計解析に

は JMP Pro 15（SAS Institute, Cary, NC, USA）を用いた。 

 

４．研究成果 

酸化ストレス誘導性網膜細胞死に対する K560 の保護効果を検証するため、抗酸化剤添加あ

るいは無添加の培地中で単離したマウス網膜細胞を培養した。さらに K560 を培地中に添加

したところ、K560 は濃度依存的に酸化ストレス誘導性細胞死を抑制した。次に網膜組織に

おける K560 の HDAC 阻害効果を調べた。2 日間連続でマウス眼内に K560 を注入したのち、

網膜ライセートにおけるヒストン H3 及び H4 のアセチレーションの程度をウェスタン・ブ

ロッティングにより解析した。その結果、投与量依存的に網膜ライセートにおけるヒストン

のアセチレーションが亢進された。さらに K560 注入眼に NMDA を投与したところ、コント

ロール眼に比べ、網膜神経節細胞死が有意に抑制された。以上の結果から、HDAC1/2 選択的

阻害剤 K560 による、酸化ストレス誘導性網膜神経節細胞死に対する保護効果が示された。

緑内障治療薬の新たなオプションとして、今後、K560 の臨床開発が望まれる。 
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