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【序論】 我が 国の 高齢化は世界 で も類 を見 な い速度で進行 して お り ､ 現在 5 人 に 1 人 が

6 5 歳以上 の 高齢者と な っ た｡ こ れ ら高齢者を健康で 自立 した状態に保 つ こ とが重要で

あり ､ そ の た め老化予防や健康長寿に つ なが る研究 - の期待 が高 い
｡ こ う した社会要請

もあり ､ 分子生物学の分野で は老化 ･ 寿命の 研究が近年急速 な進歩 を遂げ つ つ ある ｡ そ

の 中で ､
N A D

+

( n i c o ti n a m id e a d
.
e n i n e di n l l Cl e o tid e) 依存性脱 ア セ チ ル 化酵素 Si r2 ( sil e n t

i n f o r m a ti o n r e g ul a t o r 2) は ､ 老化 ･ 寿命 の重要な制御 因子 と して 注 目されて い るo S i r 2

は酵母 の長寿遺伝子 と し て発 見され ､ そ の 後線虫､
シ ョ ウジ ョ ウバ エ にお い て も老化 ･ 寿

命 を制御す る こ とが実験的に証明され て い る ｡
Si r 2 は古細菌か ら晴乳類 に至 るま で高度

に保存されてお り ､ 酵母 Sir 2 は ､ m a ti n g
-

ty p e l o ci
､

テ ロ メ ア やリボゾ -

マ ル D N A の 換り

返 し配列 に作用 し
､

遺伝子 の サイ レ ン シ ン グ機能 を担 っ て い る o
こ の サイ レ ン シ ン グ機

能は
､

ヒ ス トン H 2 A
､

B
､

H 3
､

H 4 の 特定リ ジ ン残基 を脱ア セ チ ル 化す る こ とに よ り発揮

される
｡

つ ま り S i r 2 は
､

ヒ ス トン を脱ア セ チ ル 化す る こ と に より
､

そ の染色体は
､

より

コ ン パ ク トな
､ 閉 じられた構造 をと る こ とになり

､ サイ レ ン シ ン グ機能を示 すの で ある｡ こ

れ らの 作用 によ り
､
Si r 2 は

､
D N A 修復や組み換えを通 して

､ 寿
一

命お よび加齢 を制御 して い

る と考 えられ て い る o

環在 ､
Si r 2 は噂乳類 にも存在す る こ と がわか っ て お り ､ そ の ホ モ ロ グで ある Si r t フ ァ

ミリ
ー

は
､ 現在 7 種類同定 され て い るo そ の 中でも っ とも酵母 S i r 2 と構造が類似 して い る

Si rt l は ､
N A D + 依存性蛋白脱 ア セ チ ル 化酵素と し て機能す るo 核 内転 写因子で あり ､ p 5 3 ､

K u
1

7 0
､

F o x o
､

P P A R
-

γ 等 の 分子 と相互作用す る こ とに よ り細胞周期 ､ 細胞分化 ､ ア ポ ト

ー シ ス
､ 代謝等多彩 な生物学的作用 を発揮す る こ とが わか っ て い る

｡
それ ら の 相互作用

す る分子 の 中でも ､ 癌抑制遺伝子 である p 5 3 蛋白は
､

老化や ア ポ ト ー

シ ス にお い て主要な

役割 を演 じて い る｡ 細胞老化 と いう面で も
､ p 5 3 蛋白は 重要な役割を演 じ て お り

､ 細胞老



化度が進 む に つ れ て そ の発現 が上昇 し
､

細胞が 不可 逆的な静止状態 になる こ と がわか っ て

い る ｡ そ の p 5 3 蛋 白を Sir t l は脱ア セ チ ル化 し
､ そ の活性 を落とす こ と に より ､ 細胞増

殖 ､
ア ポ ト ー

シ ス や老化 を制御す る こ とが わか っ て い る｡ また細胞老化 の 制御 因子と し

て重要な
､

T T A G G G の 繰り 返 し配列をとるテ ロ メ ア も､
S i rt l を過剰発現す るとテ ロ メ ラ

ー ゼ である b T E R T の 発現を克進させ ､ そ の短縮を遅らせ る こ とが報告 され て お り ､
こ れ ら

の 作用が細胞 の長寿形質 に大きく寄与 して い る の で は ない かと考 えられ て い る
｡

近年 ､
S i r 2 の活性を上 げる物質と して 赤 ワ イ ン に含まれるポ リ フ ェ ノ

ー ル の 一 成分 で あ

る レ ズ ベ ラ ト ロ
ー ル が 同定された ｡

こ れ らは ､ 直接 S i r 2 に作用す る こ とに よ り ､ そ の 活

性 を上 げる こ と がわか っ て い る｡ 同様 に S i r 2 阻害薬も同定され て お り
､

それらは S i r 2 の脱

ア セ チ ル化酵素活性 を特異的に 阻害す る こ とが 示 されて い る｡
こ れ ら の物質は H D A C

( hi st o n e d e a c et ylt r a n sf e r a s e) ク ラ ス Ⅲ 阻害薬 に属 して い る｡ ク ラ ス Ⅰ
､

Ⅱ H D A C 阻

害薬で ある トリ コ ス タチ ン A は
､

ヒ ト癌細胞 の 増殖抑制効果が あり ､ また白血病患者に対

して実際に臨床研究もなされ て い るが
､

ク ラ ス Ⅲ 阻害実は ､
い まだなされ て い ない 状況 で

ある｡

現在 ､ 細胞老化 と い う環象に つ い て
､

v
･

r a s や c
-

m y c と い っ た癌原性遺伝子 を正常細胞に

導入す ると
､ 癌化 せずに細胞老化現象 を示す基礎実験が あり ､

こ れ ら の 現象 は
､ 癌 に対す

る防御 シ ス テ ム と して働 い て い る可能性が ある と考えられ るように な っ た ｡ ま た逆 に
､

癌細胞に お い て も ､ 放射線や抗癌剤 の ような増殖抑制作用 に
､

細胞老化様形質が 大きく寄

与 し て い る こ とがすで に報告され て い る ｡ 今回 こ れ らの 現象 をもとに
､

長寿遺伝 子 であ

る S i rt l を標 的に ､ 癌細胞内で阻害す る こ とに より ､
つ まり H D A C ク ラ ス Ⅲ を阻害す る こ

とに より ､ そ れに類似 した現象が起きうるか を検討 した ｡

近年 の研究で ､
A T M - C h k 2 シ グナ ル 経路が細胞老化で も重要な役割 を演 じて い る こと

が報告された ｡ A T M ( a t a x i a
一七el a n gi e ct a si a m u t a t e d g e n e) は ヒ ト早老症 の原 因遺伝子

の
一

つ で あり ､ 臨床的に A T 患者 は ､ 小脳失調 ､ 免疫不全 ､ 性腺萎縮､ 放射線感受性増強

や早老症を呈す る｡ D N A 障害性薬剤､ 放射線､ 活性酸素 ､ テ ロ メ ア構造欠損 ､ 染色体構

造 の 変化 に より活性化され ､ 引き続く 二量体の解離が これ ら シ グナ ル経路 の最初の 段階と

なるo 以後 C h k l や C h k 2 の ような細胞周期 を制御する分子 - と シ グナ ル が伝達される ｡

以上 の 背景 をもとに
､ 今回の 研究では

､
主に ヒ ト癌細胞で ある M C F

-

7 細胞
､

H 1 2 9 9 細胞

を用い て
､

以下 の こ とを検討 した o す なわち､ ( 1) H D A C ク ラ ス Ⅲ 阻害 で ある
､

S ir t l

の 阻害に より
､

ヒ ト癌細胞 にお い て細胞増殖抑制が起 こ しえる の か
､ 検討 した

｡ 次 に
､__(2)

そ の増殖抑制 に ともな い
､ 各癌細胞が細胞老化様形質をと り え る の かを検討 した ｡ そ し

て最後 に
､ ( 3) そ の 増殖抑制 は ど の ような細胞周期制御因子 に より コ ン ト ロ

ー

ル され て い

る の か を検討 した
｡

【結果】 Si rt l の 脱ア セ チ ル 化作用を抑制す るた め ､ サ ー

チ ノ
ー ル

､
ス プリ ト マ イ シ ン

､

M 1 5 等 の H D A C cl a s s Ⅲ阻害剤､
S i rt l d o mi n a n t n e g a ti v e 体 ､ お よび Si r t l si R N A を用



い たo 用 い た細胞株は 主に M C F -

7 細胞 ( h u m a n b r e a st c a n c e r c ell
､ p 5 3 w t )

､
H 1 2 9 9

細胞 ( h u m a n l u n g c a n c e r c ell ､ p 5 3 n u ll) で あるo 細胞増殖曲線 で 1 0 日間観察 した

両細胞系 で増殖抑制が起き て お り ､
また B rd U お よび F A C S a n a ly si s を用 い て も同様に

si rt l 作用阻害に より主に G 1 期休止 を起 こ し て い る こ とが 示された ｡ M C F
-

7 細胞 関 し

ては光顕所見お よび F A C S a n aly si s に より m a c r o p h a g e 様多核細胞体お よび染色体異常が

増える こ とが観察されたo 細胞老化 の マ
ー

カ
ー

と し て S e n e s c e n t
-

a s s o ci a t e d ( S A ) -

β

g al a ct o sid a s e a s s a y ､
P A I

- 1 高発現 ､ お よび成長因子 に対す る M A P K si g n al p a t h w a y を

介 した c
-

j ll n / a
-

f o s の 活性反応低下を用 い た . 今回 Si rt l 抑制を した 両癌細胞系列で これ

らの老化 マ
ー

カ
ー を用 い て

､
細胞老化様形質を示 して い る こ とが確認された o Si rt l の 主

な制御因子 に p 5 3 が ある
｡

サ ー

チ ノ
ー ル に よる作用 の みで は p 5 3 は ア セ チ ル化されてお

らず ､
サ ー

チ ノ
ー

ル お よび H D A C cl a s s I
､

II 阻害剤を同時処理 した際に p 5 3 の ア セ チ ル

化 の増強が観察されたo シ ス プ ラチ ン で は p 5 3 が強く誘導され て い る の に対 して Si rt l

抑制 の み で は p 5 3 は誘導が ほとん ど見 られなか っ た
｡

また p 1 6
､ p 2 1 に関 し て も同様 に

強い誘導が見られなか っ た ｡ こ れ らの こ と に より p 5 3 は Si r t l 抑制に よ る細胞増殖抑制

に主な役割 を演じて ない こ とが示唆され
､

それ を確認す るた め H 1 2 9 9 細胞 以外に各種 の

p 5 3 形態 をも つ 細胞株( L O V O
､

D tJ 1 4 5
､

H T 2 9
､
P C 3

､
H el a ､ C O S 7 細胞) を用 い て細胞増

殖 に大きな差が ない こ とを確認 した
｡ p 5 3 d o m i n a n t n e g a ti v e f o r m お よび p 5 3 a n ti

-

s e n s e

を用 い て p 5 3 の作用を抑制する と エ トポ シ ドは こ れ らの作用が大きく抑制され る の に対 し
､

サ ー チ ノ ー ル作用で は それら の影響 を ほと ん ど受けな い こ と を確認 した
｡ 以上 の こ と よ

り p 5 3 以外 の 細胞周期制御が考 えられた ｡
A T M が近年テ ロ メ ア の 維持ばか りでなくそ の

他 の ス ト レ ス を受 けた ときに も活性化 され る こ とが示 され
､

細胞 老化 の 制御経路の 一

つ と

し て 報告された ｡ S i rt l 抑制 に より A T M
I

C h k 2
-

C d c 2 5 A /B /C
-

c d c2
I

R b の 活性化が確

認 され た ｡ 更に p 2 7 の 発現上昇も確認された｡
こ の経路 の活性化 を更に確認す るた め

に A T M siR N A
､

A T M の 機能を失活 した k d 遺伝子(k i n a s e d e a d)
､
お よ び C h k 2 d o mi n a n t

n e 筈a ti v e 体 を用 い て こ の 経路を抑制する と Si r t l 阻害作用 に よる細胞増殖抑制は回避 され

る こ とも示 した o 近年報告 された ように赤ワ イ ン の 成分で あるポリ フ ェ ノ ー ル の
一

種 レ

ズ ベ ラ ト ロ
ー ル が S i rt l 活性化剤と して作用す る こ とが報告されて い る｡ こ の レ ズ ベ ラ ト

ロ
ー ル を作用させ るとシ ス プ ラチ ン を作用させた だけ の細胞と比較す ると A T M ･ C h k 2 経

路の活性化が抑制され て い る こ とも確認 された ｡

【結論】今回 の研究に より S i r t l 抑制 に より主に癌細胞が細胞増殖抑制 を起 こ し
､
細胞老化

様形質 をと っ て い る こ と
､

さらにそ の シ グナ ル 経路 と し て p 5 3 で はなく ､
A T M -

C h k 2 経

路 を介 して 増殖抑制 が制御されて い る こ とを示 した ｡ 癌細胞抑制機構と して の細胞老化現

象､ そ して細胞老化現象の解明が
-

つ の 癌治療戦略 となりうる可能性 を示唆 して い る
｡




