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研究成果の概要（和文）：	 

	 

我々は長寿関連遺伝子 SIRT1 と、それを制御している乳癌関連遺伝子 DBC—１のアポトーシスに

おける機能解析を行った。また子宮内膜における SIRT1 の機能解析を行った。	 

	 

1． DBC—１はアポトーシスを誘導すると、カスパーゼ−７に分解されることが確認された。	 
また SIRT1 はアポトーシス誘導時に DBC—１と共に核から核外に局在が移行し、アポトーシ

スを更に増加させる可能性が示された。	 

	 

２．子宮内膜においてSIRT1が細胞接着調節因子であるE-cadherinの発現を正に調節し、細胞接	 

	 	 着能を増加させる可能性が示された。また子宮内膜における発癌、胚における子宮内膜接着	 

	 	 能にSIRT1が関連している可能性がある。	 
	 

	 

	 
研究成果の概要（英文）：	 
	 
	 We	 elucidated	 function	 analysis	 of	 SIRT1	 and	 DBC-1	 in	 apoptosis.	 And	 We	 analyzed	 	 
	 the	 function	 of	 SIRT1	 in	 endometrium.	 
	 
1. We	 confirmed	 that	 DBC-1	 is	 targeted	 for	 cleavage	 by	 caspase-7	 during	 the	 process	 of	 	 
apoptosis.	 In	 addition,	 Endgeneous	 SIRT1	 and	 DBC-1	 localize	 to	 the	 nucleus	 in	 healthy	 
cells	 and	 to	 the	 cytoplasm	 during	 apoptosis,	 and	 possibly	 induce	 apoptosis	 signal.	 

	 
2. In	 endometrium,SIRT1	 plays	 an	 important	 role	 in	 regulating	 E-cadherin	 and	 induce	 
cell-attachment.and	 There	 is	 possiblility	 that	 SIRT1	 is	 related	 to	 human	 cancinogene-	 
sis	 in	 endometrium	 and	 capacity	 of	 an	 embrio	 to	 attach.	 
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科研費の分科・細目：外科系臨床医学・産婦人科	 

キーワード：（１）SIRT1	 (2)	 DBC-1	 (3)	 アポトーシス（４）カスパーゼ（５）E-cadherin	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (６)子宮内膜（７）子宮体癌（８）細胞接着能	 

	 
１．研究開始当初の背景	 

SIRT1 は NAD 依存的脱アセチル化酵素であ

り、正常細胞においては,糖や脂肪代謝の調

節及び神経保護等のアンチエイジング機能

を有し、長寿関連遺伝子として近年特に注目

されている。しかし腫瘍細胞では細胞増殖、

生存に働き癌化に関わっていると言われて

いる。よって SIRT1 は長寿と癌化の誘導とい

う二面性の機能を持ち、SIRT1 が生体内で、

どのように調節されているかが注目されて

いる。2008 年に SIRT1 が DBC-1（Deleated	 in	 

breast	 cancer-1）によって抑制されている

という報告（Kim	 JE	 et	 al,Zhao	 W	 et	 al）

以降、SIRT1 と DBC-1 の複合体が癌化に大き

く関わると注目されている。	 

また申請者らのグループにおいて DBC-1 は、

BRCA1（乳癌関連遺伝子）と SIRT1 プロモー

タ‐上で複合体を形成することで、SIRT1 の

発現を抑制するという報告や	 DBC-1 が ERβ

（エストロゲンレセプターβ）と核内で複合

体を形成し ERβ の転写活性能を阻害すると

いう報告を発表している。	 

	 

２．研究の目的	 

	 アポトーシス誘導時における SIRT1-DBC-1

複合体の発現および局在の変化を解析し、こ

の複合体のアポトーシスへの関与を明らか

にする。また子宮内膜における SIRT1 の機能

解析を行い婦人科癌における SIRT1 の役割を

詳細に検討し、将来的にはナノテクノロジー

を用いた新規分子標的治療薬の開発を目指

す。	 

	 
	 
３．研究の方法	 
（１）アポトーシス誘導時における SIRT-1	 
	 	 	 と DBC—１の関係性の検討	 

	 
①	 子宮頸癌細胞株 HeLa	 cell に UV 照射によ
るアポトーシス誘導を行い、蛋白質を抽
出する。そのサンプルを DBC−１抗体を用
いてウェスタンブロッティング法にて検
討する。またカスパーゼ阻害剤を細胞株
に添加し、同様の検討を行う。	 
	 

② In	 vitro	 tlanslation 法にて RI でラベ
リした DBC—１を発現し、recombinant	 カ
スパーゼと反応させる。そのサンプルを
Autoradiography 法にて解析する。	 

	 
③	 Point	 mutant	 DBC-1 を作成し、それをカ
スパーゼと反応させ、DBC—１におけるカ
スパーゼ切断部位を検討する。	 
	 

④	 HeLa 細胞株にアポトーシス誘導を行い、
SIRT1,DBC-1 抗体を用いて蛍光免疫染色
を行う。	 

	 
（2）子宮内膜における SIRT-1 の機能解析	 
	 

①	 子宮体癌細胞株（Ishikawa,RL95-2）で遺	 

	 	 伝子導入法によりSIRT1を強制発現させ、	 

	 	 ウェスタンブロッティング法にて	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

	 	 E-cadherinの発現を検討した。またsiRNA	 

	 	 法によりSIRT1をノックダウンし同様の	 

	 	 検討を行った。	 

	 

②	 SIRT1賦活剤であるレズベラトロール、

SIRT1阻害剤であるsirtinolを添加し、ウ

ェスタンブロッティング法にて

E-cadherinの発現を検討した。	 

	 

③	 クロマチン免疫沈降法によりIshikawa	 

cellにおいて、SIRT1がE-cadherinのプロ

モーターに局在するか否かを検討した。	 

	 

④	 JAR	 cellにてSIRT1を強制発現させ細胞

接着能を検討するspheroid	 attachment	 

assayを行った。	 

	 
	 
４．研究成果	 
	 
（１）	 アポトーシス誘導時における SIRT-1	 

と DBC—１の関係性の検討	 
	 

①	 細胞株にアポトーシス誘導を行い、蛋白	 
	 	 質を抽出する。その蛋白質をウェスタン	 



 

 

	 	 ブロッティング法にて検討すると、DBC	 	 
	 	 −1 の分解が認められた。またカスパーゼ	 
	 	 阻害剤を加えた細胞株に同様の検討を	 
	 	 行うと、DBC—１の分解が抑制された。	 
	 （図 1）	 
	 
図１	 
	 	 	 	 
	 
	 
	 

	 

	 
	 
	 
	 
	 
②	 in	 vitro	 translation 法にて発現した	 
	 	 DBC-1 に recombinant カスパーゼを添加	 
	 	 すると、カスパーゼ７による分解が認め	 
	 	 	 られた.（図 2）	 
	 
図 2	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
③	 上記より DBC−1 がアポトーシス誘導時に	 
	 	 実行カスパーゼであるカスパーゼ 7に	 
	 	 よって分解されることがわかった。次に	 
	 	 DBC−１におけるカスパーゼ 7の切断部位	 
	 	 を検討するために point	 mutant	 DBC-1	 
	 	 	 	 を作成し、カスパーゼ７と反応させた	 
	 	 所、切断部位は DBC—１にある核移行シグ	 
	 	 ナルの前後２カ所ということがわかっ	 
	 	 た。	 
	 
④	 細胞株にアポトーシス誘導を行い SIRT	 
	 	 	 	 抗体、DBC—1 抗体を用いて蛍光免疫染色	 
	 	 を行った所、アポトーシス誘導時に	 
	 	 SIRT1 は DBC—1 と共に核外へ移行した。	 
	 	 この事からアポトーシス誘導時に SIRT1	 

	 	 	 	 が核において機能しなくなり、アポトー	 
	 	 シスが進行するという可能性が示され	 
	 	 た。	 
	 
	 
(2)	 子宮内膜における SIRT-1 の機能解析	 
	 
	 

①	 子宮体癌細胞株（Ishikawa,RL95-2）で遺

伝子導入法によりSIRT1を強制発現させ

た所、E-cadherinの発現の増加が認めら

れた。またsiRNA法によりSIRT1をノック

ダウンした際にE-cadherinの発現の低下

が認められた。（図3）	 

	 

図3	 

	 

	 
	 

	 

②	 SIRT1賦活剤であるレズベラトロールを	 

	 	 添加した際にE-cadherinの発現の増加が	 

	 	 認められた。またSIRT1阻害剤である	 	 	 	 

	 	 sirtinolを添加した際にE-cadherinの発	 

	 	 現の低下が認められた。（図4,5）	 

	 

	 図4	 

	 

	 
	 

図5	 
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③	 クロマチン免疫沈降法によりIshikawa	 	 

	 	 cellにおいて、SIRT1はE-cadherinのプ	 	 

	 	 ロモーターに局在することが確認された	 

	 	 。（図6）	 

	 

図6	 

	 
	 

④	 細胞接着能を検討するspheroid	 att-	 	 	 

achment	 assayにおいて、SIRT1を強制	 	 	 	 

	 	 	 発現させた細胞株では細胞接着能の増加	 

	 	 	 を認め、ノックダウンさせた細胞株では	 	 

	 	 細胞接着能の低下を認めた.(図7)	 
	 

図7	 

	 
	 

E-cadherinは細胞接着を調節する際の主要な	 

蛋白質であり、その発現が癌化、癌の転移と	 

関連している事が報告されている	 

上記（２）の研究結果よりSIRT1がE-cadherin

の発現を正に調節し、細胞接着能を増加させ

る可能性が示唆された。また子宮内膜にお	 

ける発癌、胚における子宮内膜接着能にSIRT1

が関連している可能性がある。	 
	 

また上記（１）、（２）よりSIRT1のアポトーシス

における機能解析、子宮内膜における機能解析を

行ったので、今後はこれらのデータを元にして、

分子標的抗腫瘍薬を開発していく予定である。	 
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