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緒言 

レット症候群は約 1 万人に 1 人の確率で主に女児に発症する，呼吸異常を含

む様々な症状を伴う遺伝性疾患であり，メチル化 CpG 結合タンパク 2 (MeCP2) 

をコードする遺伝子 MECP2 の異常により発症することが知られている 1-3)。

MECP2 の異常は自閉症など他の発達障害でもみられることがあり，MECP2 が

ヒトの精神機能の発達にも何らかの役割を果たしていることが示されている 4)。

これまでに MECP2 と高い相同性を示す Mecp2 を欠失させたモデルマウスが作

られ，レット症候群の患者と類似した症状がみられることが報告されている 5,6)。

モデルマウスを用いた研究で，Mecp2 の欠損が MeCP2 によって転写の制御を受

ける遺伝子の発現を変化させ，神経発達障害を引き起こすことが報告されてお

り 7)，またモデルマウスに正常量の MeCP2 を発現させると神経症状が改善した

との研究報告もある 8)。しかし，ヒトにおいてレット症候群の病態を改善させる

安全で効果的な治療法は今のところない。 

バルプロ酸ナトリウム (VPA) は臨床において，てんかん発作ならびにてんか

ん発作に伴う性格行動障害への治療薬として使用されている 9,10)。VPA は多くの

遺伝子の発現を抑制するとされるヒストン脱アセチル化酵素に対して阻害薬と

して働くことが分かっているが 11)，レット症候群のモデルマウスで VPA の効果

を調べた研究に関しては，既に症状が顕著に現れている 6～8 週齢マウスについ
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て行われた一報のみで 12)，発達期のマウスで VPA の効果を調べた研究はまだな

い。臨床においては，レット症候群の患者の約 60％にてんかん発作がみられる

といわれており 13-15)，それらの患者に対するてんかん発作の治療薬として VPA

が高い頻度で使われている 9)。さらに発達遅滞に随伴して間歇性過剰呼吸と無呼

吸を呈する Pitt-Hopkins 症候群の患者に対しては，VPA が呼吸異常の改善に効果

的であったとする報告もある 16)。 

VPA の薬理作用として，脳内の GABA 量を増加させることで神経細胞の過剰

な興奮を抑制し神経症状を改善すると報告されている 17) が，その機序について

は不明な点も多い。最近では，VPA がヒストン脱アセチル化酵素の阻害薬とし

て様々な遺伝子の発現に影響することが明らかになっており，グルタミン酸脱

炭酸酵素 1 (GAD1) や Reelin などがそのターゲットとして挙げられている 18)。

しかしながら，現在のところ VPA が Mecp2 を欠損した発達期のマウスにどのよ

うな効果を発揮するのかについては明らかにされていない。 

本研究では，Mecp2 を欠損した 2 週齢のマウスに対する VPA の効果を，無呼

吸回数を指標とする呼吸異常の改善の有無によって確認するとともに，ヒスト

ン H3 および H4 のリジン残基のアセチル化への影響についても検討した。 
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材料および方法 

1. 実験動物 

Mecp2 ヘテロ欠損雌マウス (B6; 129P2(C)- Mecp2tm1.1Bird/J, STOCK#003890: 

Jackson Laboratory, Bar Harbor) ならびに C57BL/6J 野生型雄マウス（オリエンタ

ル酵母）を購入後，交配を行い Mecp2 欠損雄仔 (hemi) マウスを得た。また

C57BL/6J 野生型雌マウスと同様に交配して野生型雄仔 (wild) マウスを得た。

飼育環境は，明期 7：00 ～ 19：00，暗期 19；00 ～ 7：00，室温 24 ± 1℃，湿

度 50 ± 5％とした。出産後，飼育ケージ内で母親に授乳させ，生後 21 日で母仔

を分離した。出生した仔の遺伝子型の判定は Jackson Laboratory プロトコールに

従い生後 7 日に PCR 法にて行った。PCR プライマーは， forward, 5’ - 

ggtaaagacccatgtgaccc - 3’; reverse, 5’ - tccacctagcctgcctgtac - 3’を使用した。食餌には

マウス・ラット・ハムスター用飼料 MF（オリエンタル酵母）を用い，水と餌を

自由に与えた。なお，本研究は日本大学歯学部実験動物委員会の承認を得て実施

し，実験動物の取扱いは同委員会の指針に従って行った（承認番号，2014 歯 001 

AP13D026-1）。 
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2. VPA の腹腔内投与 

ヒストン脱アセチル化酵素 (HDAC) 阻害薬である VPA (sodium 2-

propylpentanoate, 2 mmol/kg, Sigma) と L-カルニチン (0.2 mmol/kg, Wako) を生

理食塩水 (saline) に溶解し，生後 8 日から 14 日まで毎日 18：00 に wild ならび

に hemi マウスに腹腔内投与した（VPA 群）。マウスの体重当たりの溶液量は

1.0 µl/g とした。またコントロールのマウスには同量の saline を腹腔内投与した

（saline 群）。なお L-カルニチンは VPA 投与によって引き起こされることが知

られているカルニチン欠乏による高アンモニア血症を予防する目的で用いた。 

 

3. 無呼吸回数の測定 

VPAあるいはsalineを投与したwildならびにhemiマウスを生後15日に一匹ずつ

全身型プレチスモグラフ (Biosystem XA, Buxco Electronics) のチャンバーに入

れ，空気流量センサーにより呼吸波形を検出した。測定開始の1時間前にマウ

スをチャンバー内に入れて測定環境に馴化したのち，10：00～11：00の1時

間，呼吸波形を連続的に記録した。呼気の開始点（下向き波形がゼロレベルを

横切った点）から次の呼気開始点までの時間を呼吸間隔とし，呼吸間隔が1秒

以上の場合を無呼吸として，無呼吸の回数をカウントした。 
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4. 延髄腹側呼吸中枢 (VRG) でのヒストンアセチル化レベルの測定 

VPA あるいは saline を 7 日間投与した wild ならびに hemi マウスに sodium 

pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) で全身麻酔を施し，4％パラホルムアルデヒドを用

いて灌流固定した。そののち脳を摘出し，15％および 30％スクロース液にてス

クロース置換を行い－80℃で保存した。 

VPA あるいは saline を投与した wild ならびに hemi マウスの脳試料 4 種につ

いて，クリオスタット (Leica, CM1850) にて 25 µm の厚さで前頭断連続切片を

作製し 0.01 M phosphate buffered saline (PBS) に回収した。浮遊標本を PBS で

洗浄後，0.2％Triton X，10％ヤギ血清を含むブロッキング溶液に入れ，室温で

60 分間，浮遊法でインキュベートしブロッキングを行った。その後，アセチル

化されたリジンに対するウサギ抗 H3K9，H3K14，H4K5，H4K8 抗体 

(Epigentek) とマウス抗 NeuN 抗体 (Millipore) を含む反応液中で 4℃にて一晩

インキュベートした。用いた抗体と希釈率は第 1 表に示した。その後 PBS で洗

浄し，蛍光標識ヤギ二次抗体（抗マウス Alexa Fluor 546, 抗ウサギ Alexa Fluor 

488, Abcam）を含む反応液中で，室温，遮光下で 1 時間インキュベートした。

その後 PBS で洗浄し，スライドガラスに張り付け，DAPI を含む封入材 

(Fluoroshield with DAPI, ImmunoBioScience) とカバーガラスにて封入した。 
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マウスの脳アトラス 19)に基づき，延髄腹側呼吸中枢 (VRG) を落射蛍光顕微

鏡 (Eclipse 80i, Nikon) で観察し，第 1 図に示す VRG 内の縦（背腹方向）420 

µm，横（左右方向）520 µm の範囲を高感度 CCD カメラで画像撮影した。その

のち画像解析ソフトウエア (ImagePro 7.0) を用いて NeuN 陽性細胞を選別し，

それらについて DAPI の輝度を基準に各細胞でのアセチル化ヒストンの輝度の

比を算出した。 

 

5. 統計処理方法 

データは平均値と標準誤差で示した。ANOVAにて有意差の検定を行った

後，Bonferroni法により群間比較を行った。P値が0.05未満の時に有意差ありと

した。 
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結果 

1. 2 週齢の wild ならびに hemi マウスの無呼吸回数への VPA の影響 

Wild マウスと hemi マウスの呼吸波形を第 2 図に示した。Wild マウスは VPA

群，saline 群ともに安定した呼吸リズムを示し，無呼吸は比較的まれであったの

に対し，saline 群の hemi マウスでは高い頻度で無呼吸が出現した。Saline 群の

hemi マウスは wild マウスよりも有意に無呼吸回数が多く (P < 0.001)，その平

均は saline 群の wild マウスで 13 回／時間，hemi マウスで 148 回／時間であっ

た。VPA の投与により，hemi マウスでは無呼吸回数が有意に減少した（55 回／

時間）が，wild マウスでは VPA 投与後も無呼吸回数に変化はみられなかった（第

3 図）。 

 

2. VRG ニューロンのヒストンアセチル化に対する VPA の影響 

VRG ニューロンにおけるヒストンアセチル化について，蛍光免疫組織染色に

より個々の細胞レベルで検討した。測定対象にしたアセチル化リジン残基のヌ

クレオソーム上の位置，およびリジン残基のアセチル化と脱アセチル化の模式

図を第 4 図に示した。アセチル化されたリジン残基の量的な違いを顕微鏡画像

上で蛍光強度の変化として比較する際には，染色操作，プレパラート作製および

観察時の条件を可能な限り一定にする必要がある。そこで比較するマウスの脳
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組織切片の作製と染色はそれぞれ同日に同一条件で行い，スライドガラスへの

切片の貼り付けと封入，ならびに画像撮影もそれぞれ同日に行った。 

画像解析の結果，H3K14 と H4K8 では VPA 投与を行った場合でも wild マウ

ス，hemi マウスともに蛍光強度に変化はみられなかった（第 5 図 B, D および第

6 図 B, D）が，H3K9 と H4K5 では wild マウス，hemi マウスともにアセチル化

レベルが上昇し，wild マウスでは H3K9 で P = 0.011, H4K5 で P = 0.034 といずれ

も VPA 群で有意な上昇を示した（第 5 図 A, C および第 6 図 A, C）。さらに hemi

マウスでは H3K9，H4K5 ともに VPA 群で著明なアセチル化レベルの上昇を認め

た (P < 0.001)。 
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考察 

レット症候群の主症状の一つである呼吸異常は，呼吸リズムを形成している

VRG を含む延髄の呼吸中枢，ならびに橋に位置し呼吸機能を調節している

Kölliker - Fuse 核などの中枢の異常が原因と考えられている 20）。心臓と横隔膜

を保存した状態で作製された脳幹灌流標本を用いた実験で，Stettner ら 21)は

hemi マウスにみられる無呼吸が，吸気活動後の Kölliker - Fuse 核の神経興奮に

伴って発生していることを報告し，hemi マウスでの著明な無呼吸が吸気後のシ

ナプス伝達とそれに関連する神経ネットワークの異常に起因するとの仮説を提

唱している。また Medrihan22)らは 7 日齢の hemi マウスの VRG において，すで

に興奮性シナプスと抑制性シナプスの活動バランスが障害されていることを報

告しており，このシナプス伝達のバランスの乱れがシナプス前 GABA 放出量の

減少に起因すると結論づけている。 

MeCP2 の欠損が延髄の呼吸中枢にどのような病的変化を生じさせているかに

ついて，hemi マウスの VRG を対象に，GABA の合成酵素である GAD1 の遺伝

子発現変化と無呼吸との関連を検討した研究がある 23）。GABA は抑制性神経伝

達物質として呼吸リズムの調節に深く関与しており 24)，Gad1 mRNA の発現量

は 2 週齢の hemi マウスで有意に低下していることが報告されている 23）。Hemi

マウスの無呼吸回数の増加が VRG の Gad1 mRNA の発現量の低下に起因する
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GABA 産生の低下によるものだとすると，本研究で認めた VPA 投与後の hemi

マウスの無呼吸回数の減少は，VPA が VRG を含む脳内の GABA 作動性ニュー

ロンでの GABA 合成あるいは放出量を増加させたこと 25）により，呼吸中枢で

のシナプス伝達のバランスが改善されたことが影響していると考えられる。 

VPA がどのようなメカニズムで脳内の GABA 量を増加させるのかについて

はいくつかの報告があるが不明な点も多い 17)。最近では，VPA が酪酸などと同

様にヒストン脱アセチル化酵素の阻害薬として働くことが明らかにされてお

り，そのターゲット遺伝子として Gad1 や Reelin などが挙げられている 18)。本

研究において，VPA を投与したマウスの呼吸中枢ニューロンでヒストンのリジ

ン残基 H3K9 と H4K5 にアセチル化レベルの上昇を認めた。この結果は，腹腔

内に投与された VPA が血液脳関門を通過し，延髄呼吸中枢のニューロンに作用

して H3K9 ならびに H4K5 のアセチル化を促進し，核内クロマチン構造を変化

させたことで Gad1 などの遺伝子の転写を活性化させたことを示唆する。 

ヒストンでのリジンのアセチル化反応は，アセチル基をアセチル CoA からリ

ジン残基に転移する反応であり，ヒストンアセチル基転移酵素 (HAT) によっ

てヒストンの N 末端テール領域のリジンで起こることが明らかになっている。

ヒストンテール上のリジンがアセチル化されると，リジン残基の正の電荷が弱

まるためにヒストン－DNA 間の相互作用が減弱し，ヘテロクロマチン構造が緩
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むことで DNA 結合性転写因子が DNA 上に結合しやすくなり遺伝子発現が活性

化される 26）。すなわち，VPA 投与によって HDAC 活性が抑制されたことで

HAT を介したアセチル化反応によりヒストンアセチル化が促進され，それによ

り呼吸中枢ニューロンでの Gad1 などの遺伝子発現が増加したことが hemi マウ

スの無呼吸回数の減少に結びついたと考えられる。なお本研究では H3K14，

H4K8 については wild マウス，hemi マウスいずれにおいても VPA 群，saline 群

でアセチル化レベルに違いがみられなかった。このことは，必ずしも H3K14，

H4K8 においてアセチル化反応が起きにくいことを意味しない。それぞれのア

セチル化ヒストン抗体を用いた本研究での免疫蛍光染色の結果から，H3K14，

H4K8 についても免疫陽性細胞が多数認められており，哺乳動物細胞のリジン

残基でのヒストンアセチル化の順序から推測すると 27)，H3K14，H4K8 では

saline 群において既に高いレベルでアセチル化されていることが考えられる。 

遺伝子発現を制御しているエピジェネティックなメカニズムには，ヒストン

のアセチル化あるいはメチル化による転写調節のほかに DNA のメチル化修飾

が知られている 3)。MeCP2 はメチル化した DNA に結合して下流に位置する

DNA の転写を主に抑制することが知られているが，MeCP2 のほかに methyl 

CpG binding domain protein 1 などの DNA 結合タンパクが DNA 上のメチル化し

た CpG に結合して転写制御複合体を形成し，遺伝子発現を制御していることが
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分かっている 28)。Gad１のプロモーター領域の CpG メチル化に関して，バイサ

ルファイトシークエンス法を用いた研究により，hemi マウスでは wild マウス

に比べ多くの CpG がメチル化されていることが報告されている 23）。このこと

は，hemi マウスの無呼吸回数の増加に Gad１プロモーター領域のメチル化レベ

ルの上昇が関与していることを示唆している。今回の結果と合わせると，

HDAC の阻害薬である VPA の働きによって Gad1 プロモーター近傍のクロマチ

ン構造が変化し，それにより CpG が脱メチル化される方向に反応が進んだ，あ

るいは Gad1 プロモーター領域のメチル化 CpG での転写抑制複合体の形成が阻

害されて転写が亢進したことが無呼吸の改善につながった可能性がある。これ

らについては Gad1 の転写活性調節に関わる分子メカニズムのさらなる研究が

必要であり，Gad1 プロモーターでの DNA 脱メチル化とヒストンアセチル化の

相互作用についても検討する必要がある。 

現在のところレット症候群の病態そのものを改善する治療薬はなく，それぞ

れの患者の症状に合わせて抗てんかん薬や自律神経機能を改善する働きのある

薬物などによる対症療法が行われている 29）。VPA は抗てんかん薬としてレット

症候群患者に限らず小児・成人ともに臨床で広く用いられている薬である。現

在のところ VPA の中枢作用の詳細なメカニズムについてはいくつかの説があり

見解が必ずしも一致していない 10)。しかし本研究で VPA が HDAC 阻害作用を
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通じてヒストンテール上の特定のリジン残基のアセチル化レベルを上昇させる

ことで呼吸を安定化させることが示されたことから，今後この機序をより詳細

に検討することで，レット症候群患者の症状をより効果的に改善する薬物を見

いだすことが可能になると考えられる。 
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結論 

Hemi マウスの呼吸異常に対する VPA の効果を無呼吸の改善の有無によって

確認するとともに，ヒストンのリジン残基でのアセチル化への VPA の影響につ

いて検討する目的で，VPA を 7 日間投与した 15 日齢の hemi マウスの無呼吸回

数，VRG ニューロンにおけるヒストンアセチル化レベルを wild マウスと比較検

討し，以下の知見を得た。 

 

1. Saline 群の hemi マウスでは wild マウスと比較し無呼吸回数が有意に多かっ

たが，VPA 群の hemi マウスではその回数が有意に減少した。 

2. VRG ニューロンにおけるヒストンアセチル化レベルは，H3K9 と H4K5 につ

いて VPA 群の hemi および wild マウスで有意に上昇し，hemi マウスではよ

り著明な上昇を示した。 

以上の結果より，hemi マウスの生後発達の早期における VPA の投与が無呼吸

を改善することが示され，その効果は VPA による延髄呼吸中枢ニューロンにお

ける H3K9 と H4K5 でのアセチル化レベルの上昇と関連していることが示され

た。 
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第 1 表    蛍光免疫組織染色に使用したリスト 

 

 

 

  

抗原 免疫種 メーカー 製品番号 希釈率
アセチル化H3K9 rabbit-poly Epigentek A-4022 1：1000

アセチル化H3K14 rabbit-poly Epigentek A-4023 1：1000

アセチル化H4K5 rabbit-poly Epigentek A-4027 1：1000

アセチル化H4K8 rabbit-poly Epigentek A-4028 1：1000

NeuN mouse-mono Millipore MAB377 1：1000

Alexa Fluor488 rabbit IgG Abcam ab150081 1：200

Alexa Fluor546 mouse IgG Abcam ab60316 1：200
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第 1 図    延髄腹側呼吸中枢 (VRG) の解剖学的位置 

  

AP : 延髄最後野  

NTS : 孤束核  

LRｔ : 外側網様核  

Sp5 : 三叉神経脊髄路核 

XII : 舌下神経核 

VRG : 延髄腹側呼吸中枢 



20 

 

 

第 2 図    2 週齢の hemi と wild の呼吸に及ぼす VPA の影響（代表例） 
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第 3 図 

 

 

 

 

 

 

  

(11) (17) 

(16) 

(9) 

VPA あるいは saline を投与した 2 週齢の wild ならびに hemi マウスの 

1 時間の無呼吸回数 (mean±SEM) 

(  )内は各群の匹数，*P < 0.05 
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第 4 図    A：ヌクレオソームの模式図 

       B：リジン残基のアセチル化と脱アセチル化 

         HAT：ヒストンアセチル基転移酵素 

         HDAC：ヒストン脱アセチル化酵素 

         Ac：アセチル基 
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第 5 図 

A, B : アセチル化 H3K9, H3K14 の蛍光免疫組織染色（代表例） 

C, D : H3K9, H3K14 のアセチル化レベル  (  ) 内は細胞数，*P < 0.05   **P < 0.001 
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第 6 図 

A, B : H4K5, H4K8 の蛍光免疫組織染色（代表例） 

C, D : H4K5, H4K8 のアセチル化レベル  (  ) 内は細胞数，*P < 0.05   **P < 0.001 


