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研究成果の概要（和文）：SIRT1の細胞質から核への移行は不全心における心筋細胞死の進行および置換性の線維化を
抑制する。その核移行の機序にはAkt/PI3KによるSer517残基のリン酸化が寄与していることを証明した。さらに、酸化
ストレスによりSIRT1と結合が増加する蛋白、減少する蛋白を免疫沈降法、２次元電気泳動法およびmass spectrometry
により同定した。この蛋白-蛋白相互作用の生理的意義は今後検討予定である。
次にSIRT1の心不全での効果をin vivoで観察するモデルとして肥満インスリン抵抗性２型糖尿病モデルでの心機能低下
の機序を解析し、SIRT1活性化による効果の検討に着手した。

研究成果の概要（英文）：Nuclear translocation of SIRT1 suppresses cardiomyocyte death in failing hearts.  
We demonstrated that phosphorylation of Ser517 of SIRT1 by Akt/PI3K contributed to the nuclear translocati
on.  Furthermore, we identified proteins whose binding to SIRT1 change during oxidative stress, using immu
noprecipitation, 2D gel electrophoresis and mass spectrometry.  The physiological significance of the prot
ein-protein interaction is currently under investigation.  To translate the cardioprotective function of a
ctivation or nuclear translocation of SIRT1, we first analyzed a characteristics of OLETF rats, obese insu
lin-resistant type 2 diabetes rats, as an in vivo animal model for heart failure.  In this model, diastoli
c dysfunction was induced under pressure overload, but not physiological conditions, and the mechanisms th
at trigger the functional impairment was explored in detail.  We are currently investigating whether and h
ow SIRT1 modifies the development of diastolic dysfunction.  
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１．研究開始当初の背景 
 
近年本邦では、糖尿病や高血圧およびその合併症

としての虚血性心疾患患者の増加が顕著である。

これらの疾患は最終的に心不全発症をもたらす。

臨床試験により β 遮断薬、アンジオテンシン変換

酵素阻害薬、アンジオテンシン受容体遮断薬、ア

ルドステロン拮抗薬が心不全の予後を改善するこ

とが示されてきた。しかし、これらの薬剤を用い

て神経体液性因子の修飾をおこなっても、中等症

（NYHA Class III）および重症（NYHA Class IV）

の心不全は 1 年生存率が各々80％、40％と極めて

予後が悪く（Braunwald’s Heart Disease, 2007, 8th 
edition）、新しい治療法の開発が待望される。我々

が着目した NAD+依存性ヒストン脱アセチル化酵

素 Sir2は酵母や線虫の寿命を延長する長寿蛋白で

ある。ほ乳類のホモログである SIRT1 はヒストン

だけではなく多くの転写因子を脱アセチル化しそ

の活性を制御する。p53 の阻害と FOXO や Ku70
の活性化によるアポトーシスの抑制、酸化ストレ

ス耐性の増強、障害 DNA 修復促進はこの一例で

ある(Guarente et al. Cell. 2005;120:473-82)。こうし

た報告に基づき、我々は SIRT1 が不全心の心筋細

胞保護をもたらすと仮説をたて研究に着手した。

これまでに、(1)心臓は高レベルの SIRT1 を発現し

て い る こ と (Sakamoto et al. FEBS Lett. 
2004;556:281-86)、(2)SIRT1 はそのアミノ酸配列中

に核移行シグナルおよび核外移行シグナルを有し

核-細胞質間をシャトルすること、(3)心不全で核に

局在する SIRT1 が増加すること、(4)核局在 SIRT1
はMn-SODの発現を増加させ酸化ストレスによる

細胞死を抑制すること、(5)SIRT1 活性化薬のレス

ベラトロールが拡張型心筋症ハムスターの死亡率

を低下させることを報告した(Tanno et al. J Biol 
Chem. 2007;282:6823-32, Tanno et al. J Biol Chem. 
2010;285:8375-82)。 
 
２．研究の目的 
 
上記のように、既報、あるいは我々がこれまでに

得た成績から、心不全では SIRT1 の一部が核へ移

行し内因性心筋保護機構として心筋細胞死を抑制

していると考えられる。したがって本研究では心

筋細胞の SIRT1 を活性化させること、またはその

核局在を増加させることで心不全のさらなる予後

改善が得られると仮説をたて、これを検証するこ

とを目的とした。前述のようにジストロフィン欠

損拡張型心筋症モデル動物である TO-2 ハムスタ

ーでは SIRT1活性化薬であるレスベラトロールに

よる心不全の進展抑制、予後改善効果が認められ

たが、心不全はその原因により進展、増悪の機序

が必ずしも同一では無い。したがって SIRT1 によ

る心筋保護作用には心不全の原因疾患により差異

がある可能性が考えられる。SIRT1 はミトコンド

リア酸化的リン酸化の亢進、インスリン感受性亢

進作用といった脂肪酸代謝や糖代謝を改善する効

果も有するため、糖尿病や代謝異常に起因する心

不全では特にその活性化の有効性が高い可能性が

ある。臨床応用を念頭に置くといかなる原因の心

不全に対して SIRT1 が有効か、すなわち、心不全

の原因疾患によって SIRT1の有効性に差異がある

かを確認することは重要である。したがって本研

究では臨床的に頻度の高い複数の心不全モデル、

特に糖尿病や代謝障害による心不全モデルの確立

を目指し、心機能障害の背景にある分子機序を解

析した。さらに、各々の心不全に対する SIRT1 活

性化の効果を薬理学的にまた遺伝子工学的手法を

用いて解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) まず、SIRT1の効果が有効であるため 
には核局在が必要であるため、核局在の分子機序

にリン酸化が寄与するかを検討した。リン酸化部

位予測アルゴリズム（Yaffe et al. Nature Biotechnol 
2001;19:348–53）による解析では

Phosphatidylinositol-3-kinase（PI3K）のリン酸化

ターゲット配列がSIRT1に含まれる。実際に

PI3K/Aktの活性化薬であるinsulin like growth 
factor-1 (IGF-1)がSIRT1の核内移行をもたらすこ

とを見いだした。そこで、PI3Kまたはその下流

のAktのリン酸化サイトを同定するために、一連

のSIRT1-GFP結合欠失変異体、点変異体を作成し

た。心筋細胞またはラット心筋芽細胞株のH9c2
細胞にこれらの変異体を導入しPI3KおよびAkt
の活性化薬および阻害薬に暴露した。GFPの細胞

内局在変化を比較検討することにより核移行に

寄与するリン酸化部位を同定することを試みた。

また、同定されたリン酸化部位の修飾により酸化

ストレスによる細胞死や細胞ストレス耐性がど

う変化するかを検討した。細胞死や細胞ストレス

耐性は溶媒中のLDH活性、CK活性、propidium 
iodide染色、TUNEL染色、活性型caspase3の免疫

染色、超解像顕微鏡によるミトコンドリアの形態



観察、ミトコンドリアのCa2+取り込み能の定量 
(単離心筋細胞からミトコンドリアを抽出し、外

因性のCa2+を段階的に溶媒に加える。ミトコンド

リアによるCa2+取り込みにより溶媒中のCa2+濃

度はその都度低下するが、一定のCa2+負荷量に達

した時点でミトコンドリア透過性遷移孔の開孔

が惹起され溶媒中のCa2+濃度が急速に上昇する。

この時点までに負荷したCa2+の総量をCalcium 
Retention Capacity (CRC)としてmPTP開孔閾値の

指標として定量評価する) など複数の指標を用

いて多角的に評価した。 
 
（2）次に、蛋白-蛋白相互作用による SIRT1 の細

胞内局在や機能修飾について検討した。心不全で

は酸化ストレスや炎症性サイトカインにより緩徐

に惹起される細胞死が病勢の進行に寄与する。

SIRT1 と他の蛋白の相互作用がこの細胞死に及ぼ

す影響を検討するために単離心筋細胞をアンチマ

イシン A、過酸化水素または TNFα で刺激した。

細胞のホモジネートを用いて抗 SIRT1 抗体により

免疫沈降を行い、沈降物を２次元電気泳動により

分離し mass spectrometry によりストレス下で

SIRT1 との結合が変化する蛋白の同定を試み、ま

たその相互作用の機能的意義を検証した。 
 
（３）次にSIRT1活性化 (SIRT1活性化薬の投与、

核移行に寄与する Ser517 リン酸化、核移行に寄与

する蛋白-蛋白相互作用の増加)をもたらす各種イ

ンターベンションによる心不全の改善を臨床応用

に結びつけるために、in vivo の心不全モデルにお

いて SIRT1 活性化による心不全改善効果を観察す

ることを目指した。SIRT1 活性化薬レスベラトロ

ールの継続的投与がジストロフィン欠損遺伝的拡

張型心筋症モデルの TO-2 ハムスターにおいて酸

化ストレス除去酵素であるMn-SODの発現を亢進

させ、左室収縮能の低下や線維化の進展を抑制し

生存率の改善をもたらすことを既に報告した。本

研究では臨床的に頻度がより高く、治療に難渋す

ることの多い糖尿病性心筋症モデルの確立に取り

組んだ。 
まず、臨床的にも頻度が極めて高い肥満インスリ

ン抵抗性2型糖尿病のモデルであるラットOLETF
に焦点を当てて解析することとした。まず SIRT1
活性化による心不全治療効果の有無、程度を評価

するための指標を確立することとした。そのため

に OLETF が心不全を発症する週齢や重症度、心

不全発症の機序の解析を行った。具体的にはコン

ダクタンスカテーテル挿入下の Pressure-Volume 
loop の解析、DNA マイクロアレイによる遺伝子発

現解析、ウェスタンブロッティングによる収縮蛋

白、マトリックス蛋白やカルシウム制御蛋白の発

現量やリン酸化の定量、メタボローム解析による

代謝異常の有無、特徴の解析をおこなった。 
 
４．研究成果 
（１）リン酸化部位予測アルゴリズムにより予測

された複数の Ser 残基および Thr 残基に順次点変

異を挿入し一連の点変異体を作成し、その細胞内

局在を観察した。Ser517 を Ala に置換した点変異

体 (S157A) では IGF-1 により PI3K/Akt のリン酸

化/活性化を誘導しても野生型で観察されるよう

な SIRT1 の細胞質から核内への移行は認めなかっ

た。この成績から Ser517 のリン酸化が SIRT1 の核

内移行に寄与することが示された。次に Ser517 リ

ン酸化による SIRT1 の核内移行の生理的意義を検

討した。野生型 (WT) または S517A をトランスフ

ェクションした H9c2 細胞に酸化ストレス誘導薬

であるアンチマイシンAまたは炎症性サイトカイ

ンである TNFα により細胞死を誘導したところ、

溶媒中の LDH 活性や propidium iodide 染色で評価

した細胞壊死は S517A で有意に増加した。対照的

に TUNEL 染色や活性化型 caspase3 の免疫染色で

は WT と S517A 間で有意差は無く、SIRT1 による

細胞保護作用は主にネクローシスの抑制によるも

のであってアポトーシスには大きな影響を与えな

いことがわかった。さらに Calcium Retention 
Capacity (CRC)により定量評価したミトコンドリ

ア透過性遷移孔の開孔閾値は S517A において WT
と比較して著明に低下した。すなわち S517A はよ

り軽度のストレスで容易にミトコンドリア透過性

遷移孔の開口が誘導され細胞死を誘導することが

わかった。よって Ser517 リン酸化による SIRT1 の
核内移行は細胞ストレス耐性を増加し細胞死を抑

制することが示唆された。 
 
（２）アンチマイシン A、過酸化水素または TNFα
で刺激した単離心筋細胞において、抗 SIRT1 抗体

により得られた免疫沈降物を２次元電気泳動によ

り分離したところ、それぞれの刺激により複数の

スポットの濃度が増加または減少した。本研究で

はこれらのスポットのうち、上記ストレスにより

増加したスポットを切り出し mass spectrometry に

より蛋白の同定を試みた。 
SIRT1 との結合が増加する蛋白としてはそれぞれ



のストレスに独自のものを多数認め、さらにいず

れのストレスでも共通して増加するものが少数同

定された。今後その機能的意義を検証するために

それぞれを siRNA 法により発現抑制させ、細胞の

ストレス耐性におよぼす影響を観察する予定であ

る。さらには SIRT1 とそれぞれの蛋白との結合部

位を同定し、その結合を修飾する介入（相補ペプ

チドなど）により心筋細胞死が抑制あるいは促進

されるかを検証したい。 
 
（３）25 週齢の OLETF でコンダクタンスカテー

テル挿入下の Pressure-Volume loop で心機能を解

析したところ、OLETF では左室収縮能の指標であ

る maximal dP/dt, Emax、拡張能の指標である

minimal dP/dt および tau のいずれもが非糖尿病対

照ラットと比較して変化を認めなかった。しかし、

フェニレフリンの持続静注により圧負荷をかける

と、収縮能は OLETF および非糖尿病対照ラット

の間で差を認めないものの、左室拡張障害は

OLETF で有意に低下した。さらに DNA マイクロ

アレイによる遺伝子発現解析で L 型 Ca2+チャンネ

ルをコードする Cav1.2 の発現が OLETF では減少

を認めた。ウェスタンブロッティングによる解析

で は Sarcoplasmic Reticulum Ca2+ ATPase 2a
（SERCA2a）の蛋白発現量は変化無いもののその

リン酸化が抑制されていることを観察した。マト

リックス蛋白の titin のリン酸化状態には変化無く、

さらに titinのアイソフォームはStiffタイプのN2B
アイソフォームには変化なく、逆説的に compliant
タイプの N2A アイソフォームが OLETF で増加し

ており、OLETF での拡張能の低下や titin のリン酸

化では説明できなかった。さらにメタボローム解

析では心筋 ATP 量は生理的条件下では OLETF と

非糖尿病性対照ラットの心筋で差が無かったが、

フェニレフリン持続静注による圧負荷下では

OLETF 心筋において有意に減少した。同様に圧負

荷条件下で OLETF においてアデノシンの低下、

IMP の増加を認め、この変化は同時に観察された

AMP deaminase の活性が約 2.5 倍上昇しているこ

とで説明されると考えられた。今後は SIRT1 の活

性化薬あるいは心臓特異性 overexpression が

OLETF の圧負荷下での拡張能障害を抑制するか、

また、OLETF において上記のように見いだされた

変化がどのように修飾されるかについて検討予定

である。 
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