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研究成果の概要（和文）：新規評価法構築のために環境汚染化学物質のサーチュインファミリー

の１つである Sirt1 の発現に及ぼす影響を検討したところ、環境ホルモン様作用があるとされ、

細胞内アポトーシスを増強する作用のあるフタル酸ジエチル投与、あるいは生体内過酸化状態

を引き起こす銅および過酸化水素投与により Sirt1 の発現量が有意に増加していることが明ら

かになった。一方、妊娠期に低栄養曝露されたラットの産仔中では Sirt1 および Sirt2 がやや

減少する傾向が認められた。以上の結果から長寿遺伝子を化学物質影響評価に用いることは妥

当と結論された。 
 
研究成果の概要（英文）：To construct a new evaluation system for environmental 
contaminants, we have examined effects of chemical contaminants on expression of sirtuin 
family using PC12 cell system. As results, expression of Sirt 1 was significantly 
up-regulated by treatment of diethyl phthalate (one of the potential endocrine disrupters 
and enhance element of apoptosis in the cell), copper or hydrogen peroxide in PC12 cells. In 
addition, the tendency that expression of Sirt1 and Sirt2 was decreased in the rat offspring 
from undernourished pregnant mothers was observed. From the results, it was concluded 
that measurement of Sirt1 and Sirt2 were useful tool for evaluation of chemical substances 
on organism. 
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１．研究開始当初の背景 
 
従来、環境汚染化学物質の生体影響に関す

る研究は、直接的に生体に及ぼす有害性とし
て評価されてきた。例えば、我々は遺伝子に
定められた細胞死であるアポトーシスに着
目し、数種の内分泌撹乱化学物質がアポトー
シスに影響を与えることを見出してきた。す
なわち、トリブチルスズはアポトーシスを抑

制し（Yamanoshita et al, Biochem Biophys 
Res Commun. 2000;272:557）、ノニルフェノ
ールはアポトーシスを増強した（Aoki et al, 
Life Sci. 2004;74:2301）。しかし、従来の化
学物質の毒性評価法では「生体の生存時間に
及ぼす影響」、すなわち、寿命に及ぼす影響
は評価されてこなかった。例えば、胎児期に
おいて細胞分化や増殖等にごく低濃度曝露
された場合、出生後の寿命にどのような影響
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を与えるかについてはほとんどわかってい
ない。 
近年、サーチュインという長寿命関連遺伝

子に関する研究が進んでいる。例えば、Sirt1
は NAD 依存性脱アセチル化酵素として、ヒ
ストンやp53等のタンパク質を脱アセチル化
する。アセチル化状態を調節することによっ
てタンパク質の働きを制御している。さらに、
Sirt1 あるいは Sirt2 の寿命延長作用はイン
スリン/IGF-1 シグナル伝達系を介すること
がわかっており、細胞のアポトーシスにも関
与している。このように、Sirt1 および 2 は
老化プロセスのキーとして重要な働きを持
っている。 
そこで、我々は、寿命延長作用をもつこれ

ら遺伝子群の発現と活性を指標として用い
れば、環境汚染化学物質の寿命に及ぼす新規
の影響評価法を構築できるのではないかと
の着想を得た。 
 

２．研究の目的 
これまで、環境汚染化学物質の生体に及ぼ

す影響は、主として生き死にに関わることを
指標にその有害性を評価されてきたが、寿命
や老化に及ぼす影響としては評価されてこ
なかった。我々は、化学物質等を与えた際の
Sirt1 活性を指標として用いれば、環境汚染
化学物質の寿命に及ぼす影響を評価できる
のではないかという着想を基に、本研究では、
化学物質投与による寿命や老化に及ぼす影
響を明らかにし、その結果を基に長寿遺伝子
を指標にした新規化学物質影響評価法を構
築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) アポトーシスの制御において中心的な
役割を果たす酵素「SIRT 群」の活動レベルは
環境ストレスによって下がり、このことで発
ガン作用も引き起こされる。まず平成 23 年
度には Sirt1 および 2の培養細胞系を用いた
測定系を確立し、環境ホルモン様化学物質投
与の細胞系への影響等を調べ、平成 23 年度
には内分泌撹乱化学物質の低濃度曝露が
Sirt1 および 2の発現にどのような影響を与
えるのかを確定させ、併せて細胞内酸化スト
レス状態等による Sirt1 および 2の発現への
影響も検討する。また動物実験の系を用いて、
妊娠期低栄養のラット母親から産まれた新
生仔が対照群に比べてどのように長寿遺伝
子である Sirt1 および 2の発現量が変化する
のかを調べ、肥満との関連を検討する。 
 
(2) 準備：現有の細胞培養システムを用いる。
今回使用予定のラット副腎髄質腫由来の
PC12 細胞、ヒト胎盤細胞 Bewo およびヒト血
管内皮細胞 HUVEC は、研究代表者の研究室に
おいて経常的な培養を行なっている。また、

研究分担者の斎藤は生体内因子のリン酸化
の定量化に多くの経験を有し、生体内因子の
ウェスタンブロットに習熟している。また連
携研究者の佐藤は、Sirt1 活性因子と考えら
れるポリフェノール類の生体影響に関する
研究では国内でも権威であり、我々とこれま
で共同研究を行ってきている。研究代表者の
蔵崎は、本研究の要ともなるリアルタイム
PCR の使用に習熟し、かつ内分泌攪乱化学物
質のアポトーシスを用いた影響評価系を構
築するなど細胞生物学的手法に長けている。 
 
(3) 実験方法： 
・培養細胞中の恒常的 Sirt1 および Sirt2 発
現量の測定を RT-PCR を用いて検討する。最
適プローブおよび PCR 条件の選定。 
・環境ホルモン様作用があると考えられてい
るフタル酸ジエチルが PC12 細胞にどのよう
な影響を与えているのか、研究代表者の研究
室で開発されたアポトーシスを指標にした
影響評価法系を用いて評価する。 
・上記の結果を基にフタル酸ジエチル投与に
おける Sirt1 および 2発現量の変化を測定し、
長寿遺伝子とアポトーシスとの関係を明ら
かにすることを試みる。 
・細胞内の酸化状態を挙げた時に Sirt1 およ
び 2の発現量がどのように変化するかを調べ
る。酸化状態亢進には、銅あるいは過酸化水
素を用いることとし、最適曝露状態等を検討
する。 
・以上の結果をまとめ、細胞内酸化状態亢進、
アポトーシス誘導下及び化学物質曝露時の
Sirt1 および 2の発現量の変化より、長寿遺
伝子を化学物質等の影響評価に用いること
の妥当性を判定する。 
・カロリー制限により Sirt1 および 2発現量
が増えアポトーシスが抑制されるという報
告があるが、同様の傾向が動物実験でも確認
されるかどうかを連携研究者である佐藤の
開発した系を用いて確かめる。つまり、妊娠
期低栄養に晒された出産仔の Sirt1 および 2
の発現量を調べ、対照群との比較を行ないカ
ロリー制限の及ぼす影響を判定する。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞および Sirt1 および Sirt2 発現量定
量のためのリアルタイム PCR 
３種の培養細胞中の恒常的 Sirt1 発現量を

RT-PCR を用い予備的に検討したところ、PC12
細胞で充分な Sirt1 の発現量が確認された。
またプローブはそれぞれ数種を試したとこ
ろ Sirt1 では S1-F CGCCTTATCCTCTAGTTCCTGTG、
S1-R CGGTCTGTCAGCATCATCTTCCの組み合わせ、 
Sirt2 では S2-F CTCCCACCAAACAGATGACC、S2-R 
ATTCAGACTCGGACACTGAGG の組み合わせが最も
良好な成績を修めた。 
 



 

 

(2) PC12細胞におけるフタル酸ジエチル曝露 
PC12 細胞に 1～10,000 ppb の範囲でフタル

酸ジエステル曝露したところ、細胞生残率は
コントロールと比べてほぼ同程度であり、こ
の範囲で細胞毒性は無いものと考えられた。
同様に、フタル酸ジエチル曝露細胞より抽出
した DNA の電気泳動からも大きな DNA 損傷等
の障害は認められなかった。しかし、PC12 細
胞から栄養因子を除いたアポトーシスを誘
導する条件下でフタル酸ジエチルを曝露す
ると、DNA の電気泳動では誘導されたアポト
ーシスがフタル酸ジエチル曝露によりさら
に増幅されているように観察された。この現
象は、DNA 損傷度を定量する TUNEL 法によっ
ても確かめられ、さらにアポトーシス実行因
子酵素活性およびミトコンドリアから細胞
質内に放出されるシトクロム C量がフタル酸
ジエチル曝露でさらに有意に上昇している
ことから（図１）、フタル酸ジエチルが血清
除去により誘導されたアポトーシスを増強
させることが明らかになった。 
 

 
図 1 ジエチルフタレート曝露（1～10,000 ppb）

細胞質内に放出されたシトクロム量 

 
(3) PC12細胞におけるフタル酸ジエチル曝露
による Sirt1 および Sirt2 発現量 
 PC12 細胞の培養液中から血清除去を行な
うとアポトーシスが誘導される。この血清除
去由来のアポトーシスが起こった際の Sirt1
および Sirt2 発現量を調べてみると、コント
ロールと比べて有意の差は無いものの Sirt1
発現量は約 50％増加し、Sirt2 発現量は約
20％減少している。通常アポトーシスが起こ
ると Sirt1発現量は減少すると言われている
が、腫瘍細胞である PC12 細胞では逆の現象
が起こるのかもしれない。さらにこの状態に
フタル酸ジエチルを曝露すると、Sirt2 発現
量は変化しないにもかかわらず、Sirt1 発現
量はアポトーシスを増強する働きに伴って
有意に上昇している（表 1）。このアポトーシ
ス増強はシトクロム Cの有意な上昇等から考
えると細胞内酸化ストレス増大に伴って起
こっており、Sirt1 発現量もそれに歩調を合
わせて上昇している。 

 
表 1 フタル酸ジエチル投与による Sirt1 発現量 

フタル酸ジエチル FBS Sirt1 発現量 

0 ppb マイナス 1.2 ±0.07 

10 ppb マイナス 8.2 ±3.2 

1,000 ppb マイナス 9.9 ±3.7 

(4) PC12細胞における銅および過酸化水素曝
露による Sirt1 および Sirt2 発現量 
 血清除去培地で培養している PC12 細胞に
フタル酸ジエチル暴露すると Sirt1発現量が
増加していたが、本研究のこれまでの結果か
ら考えると、この際に細胞内酸化ストレスが
向上してアポトーシスが増強されている。同
様の効果を細胞に及ぼす銅および過酸化水
素を細胞に曝露してアポトーシスが誘導さ
れるか否かを確かめ、併せて Sirt1 および 2
の発現量を調べた。その結果、銅投与により
アポトーシスが誘導し、過酸化水素によりそ
のアポトーシスはさらに増強されていた。そ
の際の Sirt1 発現量は銅投与により 2倍に増
加し、過酸化水素投与によりさらに 4倍増加
していた。Sirt2 発現量も、フタル酸ジエチ
ル投与の場合とは異なり、同様の傾向を示し
た。以上の結果をまとめると、腫瘍細胞にア
ポトーシスを誘導あるいは増強する化学物
質を曝露した際に長寿遺伝子である Sirt1お
よび 2の発現量が増加する傾向が認められた。
このことから、これら長寿遺伝子を化学物質
の影響評価の指標として用いることが可能
であると考えられた。 
 
表 2銅および過酸化水素投与による Sirt1 および 2発現

量 

銅 mM H2O2 mM Sirt1 発現量 Sirt2 発現量 

0 0 0.022±0.003 0.004±0.001 
0.5 0 0.048±0.013 0.006±0.002 
0.5 0.25 0.21 ±0.12 0.024±0.009 

 
(5) 妊娠期低栄養に晒された出産仔の Sirt1
および 2 の発現量 
妊娠期のラットに 8%カゼイン食を与えた

群を低栄養群、20%カゼイン食を与えた群を
コントロール群とし、授乳期には両群とも
20%カゼイン食を与えた。この低栄養出産仔
は脂質代謝系に変動を起こし、肥満する傾向
が認められている。今回、出生後 3 週齢およ
び 23 週齢時における Sirt1 および 2 の発現
量を調べた。その結果、Sirt1 および 2 共に
やや減少する傾向が認められた。このことは、
カロリー制限すると Sirt1発現量が増加する
従来の知見と反する結果のように思われる
が、妊娠期低栄養および授乳期高栄養が肥満
のきっかけになることを考えると長寿遺伝
子発現量が減少するという本研究の結果は
極めて妥当なように思われる。細胞に化学物
質を曝露した際の結果と合わせ、長寿遺伝子
を化学物質の毒性影響および栄養因子の健



 

 

康影響の指標に用いることは有益であると
判断された。さらに、本動物実験の系に化学
物質投与を組み合わせた際の評価指標とし
ても有効であることが期待された。 
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