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研究成果の概要（和文）： 
変形性関節症の発症において、加齢は重要な要素であるが、加齢と軟骨変性を結びつけ

る分子メカニズムは不明な点が多い。本研究では軟骨代謝における、老化制御因子SIRT1

の機能を検証している。本年度は四肢特異的Sirt1欠損マウスを作出しその表現型を解

析するとともに、Sirt1の相同遺伝子であるSirt6欠損マウスの骨格の表現型を解析した

。出生直後においてSirt6-/-マウスは、四肢長管骨が野生型よりも短縮していた。パタ

ーニングには明らかな異常は認められなかった。成長とともに四肢の短縮は明らかとな

り、骨端部においては、二次骨化中心の成熟が遅延した。生後2週の脛骨成長板軟骨で

はSirt6-/-マウスにおいて増殖層が短縮し、増殖マーカーPCNA陽性細胞が著明に減少し

ていた。また一次骨梁の形成は著明に減少していた。一方、TUNEL法ではアポトーシス

陽性細胞数に明らかな差は認められなかった。生後１週のSirt6-/-マウスから採取した

初代軟骨細胞では、軟骨分化マーカーCol2a1, Col10a1の発現が野生型よりも低下して

いた。ATDC5および野生型初代軟骨細胞にてSirt6をノックダウンすると、Col2a1, 

Col10a1およびCyclinD1、CyclinD2の発現が低下した。一方、培養軟骨細胞におけるIGF-1

の発現はSirt6ノックダウンの影響を受けなかった。現在論文投稿中である。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Members of the sirtuin (SIRT) family of NAD-dependent deacetylases promote 
longevity in multiple organisms. Deficiency of mammalian Sirt6 leads to growth 
retardation, shortened life span (die around p24) and an aging-like phenotype in mice. 
SIRT6 /  mice fail to thrive and exhibit osteopenia, with 30% reduction in bone 
mineral density and lordokyphosis at 3.5 weeks of age. However, the roles of Sirt6 in 
bone and cartilage metabolism are unclear. The aim of this study is to investigate the 
Sirt6 signal pathway in the maintenance of cartilage. For this purpose, histological 
evaluation was performed in Sirt6-/- mice and WT littermates. Sirt6 was expressed in 
articular chondrocyte and growth plate chondrocyte. At birth, the length of tibiae and 
femur was 10-20% shorter in Sirt6-/- compared to wild-type littermates. In the growth 
plate (GP), PCNA expression was reduced in Sirt6-/- mice. The number of TUNEL 
positive cells was comparative between Sirt6-/- and littermate at this stage. At two 
weeks after birth, growth retardation was apparent in Sirt6-/-., with reduced 
proliferating zone in GP, delayed formation of secondary ossification center and 
decreased primary spongiosa. Col2 mRNA expression was reduced in Sirt6-/- primary 
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chondrocyte, indicating chondrocyte differentiation was retarded by Sirt6 deficiency. 
Sirt6-/- mice is reported to exhibit severe metabolic defects with precipitous drops in 
serum glucose and IGF-1 levels. Thus, to evaluate the involvement of exogenous 
glucose and IGF-1 in the prevention of chondrocyte differentiation, Sirt6 was 
knocked-down by siRNA in primary chondrocyte and chondrocyte-like cell line ATDC5. 
Real time PCR analysis revealed the expression of chondrocyte marker genes, 
including Col2, Col10 and aggrecan, were reduced in vitro. Interestingly, autologous 
IGF-1 expression in chondrocyte was not affected by Sirt6 deficiency. Our data indicate 
that Sirt6 controls cell growth and differentiation in embryonic and postnatal 
chondrocytes. 
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研究分野：外科系臨床医学 
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１．研究開始当初の背景 
世界に先駆けて日本が超高齢者社会に突入
しつつある現在、日本整形外科学会では、「加
齢に伴い運動器の障害のために要介護とな
る危険の高い状態」を「ロコモティブシンド
ローム」と提唱し、高齢者の運動器障害を予
防するべく啓蒙を行っている。骨粗鬆症と変
形性関節症は、共にロコモティブシンドロー
ムの原因疾患として克服すべき疾患に挙げ
られるが、加齢と骨軟骨代謝の分子メカニズ
ムは十分に解明されていない。老化の分子メ
カニズムは最近までほとんど未開拓の分野
であったが、近年線虫や酵母などの下等な生
物から哺乳類に至るまで、種を超えて共通の
老化制御メカニズムが保存されていること
が明らかとなった。 
サーチュイン遺伝子は近年同定された老化
制御因子であり、バクテリアから哺乳類まで
広く保存されている。カロリー制限は酵母か
ら少なくともマウスに至るまで、種に関係な
く生体の寿命を延長するが、遺伝子操作によ
ってサーチュイン遺伝子を欠損させると、カ
ロリー抑制による寿命延長効果は失われる
(Fabrizio ら 2005 年)。酵母サーチュインの
Sir2 は NAD （ nicotinamide adenine 

dinucleotide）加水分解酵素であると同時に、
ヒストン脱アセチル化酵素であり、クロマチ
ンの構造構築を通してゲノムのサイレンシ
ングを行う。NAD は細胞の栄養が枯渇する
と発現が増加するが、それに伴い Sir2 活性が
増加し、ヒストン脱アセチル化を介してクロ
マチン構造を操作し、転写抑制を行う。つま
り Sir2 は細胞のエネルギー状態をゲノムの
制御状態へと変換する能力を持ったエネル
ギーセンサーとして機能していて、その結果
老化、寿命を制御している。哺乳類ではサー
チュイン相同遺伝子はＳＩＲＴ１～ＳＩＲ
Ｔ７まで 7 種類が同定されている。SIRT1、
SIRT6、SIRT7 は核に、SIRT3～SIRT5 はミ
トコンドリアに、SIRT2 は細胞質と核に発現
しており、それぞれの機能も異なる。このよ
うに、単純な生物である酵母などにおいて
Sir2 が担っていた寿命制御機能は、高等動物
においては複数の遺伝子により分担されて
いる。近年、遺伝子改変マウスなどを用いた
精力的な研究が展開された結果、数多くのサ
ーチュイン標的因子が同定されつつあり、現
在サーチュインを中心としたシグナリング
解析は最もホットな領域の一つである。サー
チュインファミリーは様々な種、および細胞



において老化のみならず糖代謝、尿素回路、
脂肪分化など様々な代謝経路を制御してい
るが、骨・軟骨代謝、特に加齢変性における
サーチュインファミリーの機能に関する報
告は少ない。 
２．研究の目的 
長寿遺伝子サーチュインファミリーに着目
して、加齢に伴う軟骨変性の背景にある加齢
制御分子メカニズムを明らかとすることを
目的とする。 
３．研究の方法 
①生後 1週のマウスから初代骨端軟骨細胞を
採取し、リアルタイムＰＣＲ法にてサーチュ
イン遺伝子の発現を検証した。 
②Sirt1 ノックアウトマウスは出生直後に死
亡するため、四肢特異的に発現するプロモー
ターPrx-1 にて cre 遺伝子をドライブするマ
ウスを用いて、四肢特異的 Sirt1 ノックアウ
トマウスを作出し、その解析を行った。 
③Sirt6-/-マウスと野生型マウスを免疫組織
学的に評価した。生後 1 週の長管骨骨端部か
ら採取された初代軟骨細胞、および軟骨細胞
様細胞株 ATDC5 を用いて siRNA による
Sirt6 ノックダウンの効果を real-time 
RT-PCR 法により検証した。 
４．研究成果 
real-time RT-PCR 法による解析では、マウス
初代軟骨細胞において Sirt1-7 の 7種類のサ
ーチュイン遺伝子の発現が認められた。 
我々は四肢特異的 Sirt1 欠損マウス
を作出し、現在、骨、軟骨の表現型を
解析中である。 
一方、我々は Sirt1 の相同遺伝子であ
る Sirt6 欠損マウスの骨格の表現型
を解析した。出生直後において Sirt6-/-
マウスは、四肢長管骨が野生型よりも短縮し
ていた。パターニングには明らかな異常は認
められなかった。成長とともに四肢の短縮は
明らかとなり、骨端部においては、二次骨化
中心の成熟が遅延した。生後 2週の脛骨成長
板軟骨では Sirt6-/-マウスにおいて増殖層
が短縮し、増殖マーカーPCNA 陽性細胞が著明
に減少していた。また一次骨梁の形成は著明
に減少していた。一方、TUNEL 法ではアポト
ーシス陽性細胞数に明らかな差は認められ
なかった。生後１週の Sirt6-/-マウスから採
取した初代軟骨細胞では、軟骨分化マーカー
Col2a1, Col10a1 の発現が野生型よりも低下
していた。ATDC5 および野生型初代軟骨細胞
にて Sirt6 をノックダウンすると、Col2a1, 
Col10a1 および CyclinD1、CyclinD2 の発現が
低下した。一方、培養軟骨細胞における IGF-1
の発現は Sirt6ノックダウンの影響を受けな
かった。以上、Sirt6 は軟骨細胞の分化、増
殖を促進することが示唆された。 
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