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研究成果の概要（和文）：グレリン受容体刺激が、SIRT1/3を介して抗炎症作用を示す可能性を検討した。グレ
リン受容体を安定的に発現したHEK293において、SIRT1mRNA量/蛋白量はグレリン添加後有意に増加した。SIRT3 
mRNAは一過性に減少したのち増加、SIRT3蛋白量も増加する傾向を示した。さらに、ミトコンドリアに局在する
p53のアセチル化の減少がみられた。以上より、ミトコンドリア近傍に局在するSIRT1が活性化したことが示唆さ
れた。さらに、ミトコンドリア新生に関与するPGC-1α、NRF-1、TFAMの各mRNAは、グレリン添加後いずれも増加
したことから、ミトコンドリア新生が促進されたと考えられた。

研究成果の概要（英文）：I investigated the possibility that ghrelin receptor stimulation exerts 
anti-inflammatory effects through activation of intracellular SIRT1 and/or SIRT3. In HEK293 cells 
stably expressing the ghrelin receptor, SIRT1 mRNA and protein levels were significantly increased 
after addition of ghrelin. SIRT3 mRNA transiently decreased and then increased, and the SIRT3 
protein level tended to increase. Furthermore, acetylation of mitochondria-localized p53 was 
decreased upon ghrelin stimulation. These results suggested that ghrelin receptor stimulation 
activated cytoplasmic SIRT1 localized near mitochondria. Furthermore, PGC-1α, NRF-1, and TFAM 
mRNAs, were increased after ghrelin addition, suggesting that mitochondrial biogenesis was also 
promoted.

研究分野：消化器内科学

キーワード： グレリン　サーチュイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
グレリンは、グレリン受容体を介して細胞内SIRT1/3を活性化し、ミトコンドリア新生を促進する可能性が示さ
れた。これらは、グレリンによる抗炎症作用の一部である可能性が高いと考えられる。この点がさらに明らかと
なり、さらに慢性炎症状態におけるグレリン抵抗性の機序を解明することができれば、慢性炎症性疾患における
炎症の持続機構の解明、ならび同機構の解除を目指す新規治療の開発につなが 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 
 
グレリンは、児島らによって発見された 28個のアミノ酸よりなる消化管ホルモンである。主に
胃より分泌され、迷走神経末端および視床下部弓状核の NPY/AgRP ニューロン上に発現するグ
レリン受容体（GHSR1a）に作用して、成長ホルモン分泌を促進するほか、上部消化管運動およ
び食欲を強力に亢進させる。消化器疾患においては、ピロリ菌除菌後の体重増加、あるいは減量
手術における体重減少の主要なエフェクターであることが知られている。さらに、グレリン受容
体作動薬である anamorelin は、消化器癌などにおける癌悪液質/食欲不振症候群の治療薬として
使用されており、消化器疾患におけるグレリンの役割が注目されている。 
 
これらの作用に加えて、グレリンは強力な抗炎症作用を有することも知られており、さまざまな
慢性炎症性疾患への応用が期待されている。消化器疾患に関しても、炎症性腸疾患(IBD)、非ア
ルコール性脂肪肝炎(NASH)、アルコール性肝障害などのモデルにおいて、グレリンあるいはグ
レリン受容体作動薬の効果が確認されている。しかしながら、グレリンの抗炎症作用の機序はほ
とんど明らかになっていない。一方、癌悪液質や加齢などの慢性炎症状態ではグレリン抵抗性が
生じることが報告されている。実際、IBD 患者や NASH 患者では、血中のグレリン濃度が高値
であり、グレリン抵抗性の存在が示唆されている。グレリン抵抗性は、慢性炎症の持続に関与す
る可能性があり、さらには、グレリンを臨床応用する際の妨げとなる可能性もある。 

 
サーチュインファミリーのひとつである SIRT1 は、ヒストン蛋白や p53, p65 などの非ヒストン
蛋白を基質とする脱アセチル化酵素であり、寿命制御に関わっている。SIRT1は強力な抗炎症作
用を示すことが知られており、その機序として、p65を脱アセチル化することで直接的に NF-kB
を抑制する。さらに、近年オートファジーやミトコンドリアの品質管理が炎症の制御に重要な役
割を果たすことが明らとなってきたが、SIRT1はこれらの抗炎症プロセスに関わっている可能性
も指摘されている。 
 
われわれは、機能性消化器疾患に頻用される漢方薬である六君子湯が、老化マウスにおいてグレ
リン抵抗性を解除し、健康寿命を延長することを最近明らかにした（Fujitsuka N, et al. Mol 
Psychiatry. 21:1613-1623, 2016）。この研究において、六君子湯はグレリン受容体依存的に視床下
部 SIRT1活性を上昇させ、ミクログリアの活性化を抑制していた。以上より、グレリン受容体刺
激が、細胞内 SIRT1 の活性化を介して抗炎症作用を示す可能性が考えられるが、これまでのと
ころこの仮説の妥当性は検証されていなかった。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、グレリン受容体活性化から SIRT1 活性上昇に至るまでの細胞内機序およびグ
レリンによる SIRT1 活性化の生物学的意義を明らかにすることである。また、ミトコンドリア
に局在するサーチュインである SIRT3 が、グレリン受容体刺激によって活性化する可能性につ
いても検討する。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
実験方法としては GHSR1a安定発現 HEK293細胞（GHSR1a-HEK293細胞）および mock HEK293
細胞、GHSR1a を有しないラット筋管細胞（C2C12 細胞）を用い、グレリン刺激による細胞内
SIRT1、SIRT3 mRNA および蛋白量の増加を、qRT-PCR およびウェスタンブロットで確認した。
細胞内 SIRT1の活性化状態は、主要な標的蛋白質である p53のアセチル化状態を、特異抗体（Ac-
K382抗体）を用いたウェスタンブロットで評価した。ミトコンドリア蛋白の分離は、市販のキ
ット(ab110171)を用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
SIRT1mRNAは、グレリン(100nM)添加 6時間後に一過性に増加した後 24時間後には前値に復し
たが、 SIRT1mRNA の変化は GHSR1a インバースアゴニストである [D-Arg1,D-Phe5,D-
Trp7,9,Leu11]substance P (SP-A) により抑制された。一方、細胞内 SIRT1 蛋白量はグレリン添加



24時間後に有意に増加することが確認された。なお、mock HEK293細胞、C2C12細胞において
はこれらの変化は観察されなかった。以上より、GHSR1a-HEK293細胞において、グレリンはグ
レリン受容体依存的に SIRT1 の転写を誘導し、細胞内 SIRT1 蛋白量を増加させることが示され
た。 
 
SIRT3 mRNAは、グレリン(100nM)添加 6時間後に著明に減少した後、24時間後以降に有意に増
加した。細胞内 SIRT3蛋白量は、グレリン添加 24時間後に増加する傾向を示した。以上の変化
は、mock HEK293 細胞および C2C12 細胞においては観察されなかった。以上より、GHSR1a-
HEK293細胞において、グレリンはグレリン受容体依存的に SIRT3の転写を誘導する可能性およ
び細胞内 SIRT3蛋白量を増加させる可能性が示された。次に、SIRT3の転写を誘導する PGC-1α
について検討を行った。PGC-1α mRNAは、グレリン(100nM)添加 6時間後に著明に減少し、24
時間後以降に有意に増加した。この結果から、SIRT3 mRNAは PGC-1αの活性化によって誘導さ
れた可能性が示唆された。PGC-1αの活性化はミトコンドリア新生を誘導するとされていること
から、ミトコンドリア新生を制御する転写因子 NRF-1、TFAM およびミトコンドリア局在蛋白
SOD2について検討した。NRF-1 mRNAは、グレリン(100nM)添加後６時間で有意に増加し、TFAM 
mRNA は６時間～24 時間で増加傾向を示した。さらに、SOD2 の mRNA は、グレリン(100nM)
添加 24時間以降、特に 72時間で著明に増加した。以上より、グレリン刺激はミトコンドリア新
生を促進する可能性が示唆された。 
 
グレリン刺激により細胞内 SIRT1/3活性が上昇したことを確認するために、基質蛋白のアセチル
化状態を評価した。SIRT1/3の標的蛋白の一つである p53について、アセチル化 p53に対する特
異抗体（Ac-K382抗体）を用いてウェスタンブロットをおこなった。GHSR1a-HEK293細胞にお
いて、グレリン(100nM)添加 24時間後において、whole cell lysateのアセチル化 p53(K382)は有意
に増加した。p53は、核・細胞質だけでなく、ミトコンドリア外膜上にも局在することが知られ
ている。そこで、ミトコンドリア画分を分離し、ミトコンドリア局在 p53のアセチル化状態を評
価した。グレリン(100nM)添加 24時間後、ミトコンドリア画分の p53のアセチル化(K382)は著明
に減少した。SIRT1はミトコンドリア外膜にも局在し、SIRT3はミトコンドリアマトリクスに局
在してそれぞれ脱アセチル化反応を行う。このことから、ミトコンドリア p53 の脱アセチル化
は、細胞質もしくはミトコンドリア外膜に局在する SIRT1 の活性化によってもたらされた可能
性が高いと考えられる。なお、グレリン刺激によって細胞内全 p53のアセチル化 p53が増加した
理由は不明である。 
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