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研究成果の概要（和文）：加齢が、肝疾患の遺伝子発現に密接に関連しており、臨床的に肝疾患の進展と予後および、
特に発癌に関連していることが判明した。加齢関連分子が疾患の分子病態に密接に関連していることが予測される。本
研究では、正常肝を解析することにより、重要な加齢責任分子を同定し、特に癌化の機序の解明に新しい見地を与え、
発癌に関する新しい分子機構の解明に役立つばかりではなく、新たな遺伝子治療の標的の研究にも大きく寄与できてい
ると考えている。

研究成果の概要（英文）：Aging is mostly related with gene expression profile in liver. These gene 
expression patterns are closely associated with liver pathogenesis. We found lots of genes that are 
critical in aging and carcinogenesis, which might be gene targets in future for the regulation of 
diseases.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 加齢　発癌　遺伝子　SIRT
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１．研究開始当初の背景 
(1) 加齢に伴い生体では様々な変化が出現し
ており、生活習慣病をはじめさまざまな疾患
を誘発する。免疫異常、動脈硬化、２型糖尿
病、癌などに代表される疾患も加齢と密接に
関連しており、多数の研究がなされているが
その分子生物学的機序の解明は十分になさ
れていない。 
慢性肝疾患においては、例えば、Ｃ型肝炎は
50 歳代以降急速に線維化が進展することが
知られているし、Ｃ型肝炎に対するインター
フェロン治療は加齢に伴いその有効率は低
下することが判明している。また、高齢にな
れば、肝細胞癌の発現率が上昇し高発癌状態
であるとされている。また、生体肝移植にお
いても 30 歳代のグラフトは高齢者のグラフ
トと比較し明らかに、生着率がよく良好な経
過をとることが判明している。また、脂肪性
肝炎においても加齢がすすむにしたがって
重症度や合併症が増加することが知られて
いる。このような臨床上のエビデンスからも
加齢と肝疾患の密接な関連性が示唆される
が、その分子機構はあきらかになっていない。 
 (2) これまでの研究では、加齢による分子
機構では、DNA損傷とその修復機転の障害、
フリーラジカルやそれによるミトコンドリ
ア障害、オートファジー低下によるたんぱく
質代謝異常や細胞老化などさまざまなメカ
ニズムが提唱されてきている。しかしながら、
これらの分子機構の変化を 60 歳以下の比較
的若年者における肝臓においては検討され
ていない。 
２．研究の目的 
(1)我々は、臨床現場において生体肝移植患者
を数多く診療している。その中で、生体肝移
植ドナーの凍結肝臓組織を多数保存してい
る。生体肝移植ドナーの肝臓は各種臨床検査
において病気を保持しない人正常の肝臓の
サンプルであると考えられる。また、20 歳代
から 50 歳代と若年者から中高年者まで分布
しており。加齢による肝臓の分子基盤の変化
を解析するために極めて適していると考え
られる。我々は、このサンプルを用い DNA
チップにて遺伝子発現を網羅的に解析して
年代毎に発現が異なる分子を解析した。また、
これらの分子発現の変化を包括的に解析し、
その変化の上流にある分子の１つとして
SIRT1 を同定した。そこでこれらの基礎デー
タを基に、さらなる肝臓における加齢の分子
機構を解析する。さらに、これらの変化が、
どのように肝疾患に対してその病態を修飾
するかを検討する。最終的にはこれらの加齢
関連の分子を標的にすることにより疾患の
制御を可能にすることが目的である。 
(2)上記研究において、我々は、正常肝臓の遺
伝子発現を DNAchip を用いて網羅的に解析
し、遺伝子変化が 50 歳代においてダイナミ
ックに変化していることとその上流となる
キー遺伝子に SIRT が重要な役割をしている
ことを見いだした。SIRT はこれらの加齢変

化の中で重要な役割をもつ分子としてサー
チュインファミリーの１つである。サーチュ
インは酵素ファミリーであり、酵母において、
遺伝子サイレンシングを調節し、酵母の老化
の原因であるゲノム不安定性を抑制するヒ
ストン脱アセチル化酵素として同定された。
その機能は、ストレスや老化から保護するよ
うに働くことが示されており、糖・脂質代謝、
アポトーシス、DNA 修復、神経新生、炎症
など様々なものが含まれている。これまでの
研究にいて、サーチュインが多くの疾患を導
く変性過程とみなされる老化を遅らせるこ
とができることも示唆している。栄養の変化
やさまざまな環境刺激に応答して、生理的ロ
バストネスを保持し、寿命を促進する働きを
もつと考えられる。サーチュイン活性を刺激
すれば、老化に伴って生じる生理学的変化を
抑えることで、寿命の延長をもたらすことが
できるのでないかと考えられている。サーチ
ュインの中では特に SIRT が複数の組織にお
いて栄養状態の変化に対する代謝応答を制
御していることが証明されている。特に肝臓
においては糖の新生、脂肪酸酸化、コレステ
ロール制御などがその機能として知られて
おり、またインスリン抵抗性に関与している
ことが知られている。 
しかしながら、加齢に伴う人肝臓におけるサ
ーチュインファミリー発現に関する研究は
ほとんどされていない。また、慢性肝疾患や
脂肪性肝炎、肝細胞癌発癌の病態に関する老
化による修飾の機構に関しては十分に解明
されていない。 
そこで、今回我々は、加齢により変化する分
子を解明し、加齢によるシグナル変化を明ら
かにして、その上流に位置する分子を解明す
ることを本研究の目的とする。さらに、現在
までに同定できた SIRT の肝臓における機能
を明らかにし、肝疾患の病態に対する影響や
修飾を明らかにし、SIRT の発現制御による
病態制御をすることを目的とする。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
SIRT1 のシグナル解析 
 
 



３．研究の方法 
(1)加齢によって変化する分子の同定 
最新の DNAアレイおよび DNAメチル化アレイ
によりまず加齢および発癌に伴うDNAメチル
化を網羅的に解析し、データベースなどにて
その標的分子を探索する。さらに、最新の DNA
アレイ解析により、遺伝子発現差のデータベ
ースを構築して、DNA メチル化により発現に
影響を受ける遺伝子群を同定する。その結果
を、遺伝子発現解析とあわせてデータベース
サーチおよびパスウエイマッピング等の方
法を用いて、加齢により変化する分子群、ま
たシグナル経路などを明らかにする。 
（２）SIRT の機能解析 
正常肝および各種肝疾患におけるサーチュ
インファミリーの発現(mRNA およびタンパ
ク)の解析する。また、肝細胞における SIRT
の標的分子の検討する。さらに、SIRT1 の機
能解析:肝細胞のサイトカインや酸化ストレ
スによる細胞死や DNA 修復に対する SIRT の
機能を解析する。 
（３）遺伝子改変マウスを用いた SIRT1 の機
能解析 
 作成を予定している肝特異的SIRT1ノック
アウトマウスを用いて、様々な実験を行う。
まず、肝切除後の肝再生能を細胞周期関連遺
伝子の解析にて検討する。また、種々の薬剤、
具体的には四塩化炭素およびDMNなどの薬剤
を腹腔内に注入し、経時的に肝臓の組織像お
よび線維化などを観察する。また、発癌実験
では腫瘍発生個数、組織像を検討する。自然
発生の癌の有無に関しても長期間で検討す
る。これらの実験を通じて SIRT の生体肝で
の役割および、疾患進展への SIRT の修飾機
序の解明が可能になると考える。 
 
４．研究成果 
(1)加齢によって変化する分子の同定 
遺伝子解析２０台、５０台の遺伝子変化が顕
著に確認された。加齢に伴い多くの遺伝子の
発現が変化することが判明した。また、この
DNA メチル化チップを用いた、網羅的かつ包
括的な DNAもメチル化データを DNAチップに
よる遺伝子発現データとを照合、統合するこ
とにより、DNA メチル化が遺伝子発現に及ぼ
す影響を解析する。この解析により加齢に伴
うDNAメチル化の中で特に病態に密接に関与
するメチル化サイトを明らかにすることが
できる。これまでの DNA メチル化アレイを用
いた 48 万以上の部位におけるメチレーショ
ンの解析の結果、主成分分析にて 20 歳代と
50 歳代にて DNA メチル化のパターンにて、明
らかにそれぞれがクラスターを形成しその
メチル化に有意な一定の差があることを見
いだした。これは、加齢による DNA メチル化
が生じる部位が一定に存在することを意味
する。また、これらのメチル化により発現分
子発現の変化を包括的に解析し、その変化の
上流にある責任分子の１つとして CBP/p300
を同定した。また、CBP:/p300 は肝癌におい

てもその活性が増加していることを見いだ
している。CBP/p300 は、DNA に直接結合する
転写制御因子であり、多くの転写因子と関連
している。またそれ独自でヒストンをアセチ
ル化する酵素活性を有しているが、加齢によ
る制御や肝癌との関わりの詳細については
十分に解明されていない。 
 
同定された遺伝子数に関する結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
同定された遺伝子一覧 
Apoptotic peptidase activating factor 1 
Bone morphogenetic protein receptor type 
IA 
Caspase-10 apoptosis-related cysteine 
peptidase 
Caspase 5 apoptosis-related cysteine 
peptidase 
Caspase 7; a cysteine-type peptidase 
Caspase 9; a cysteine-type endopeptidase 
Cyclin A1; a cyclin-dependent protein 
kinase regulator 
Cyclin-dependent kinase 9 
Cathepsin G 
Cullin 1; a component of the SCF ubiquitin 
protein ligase complex 
Somatic cytochrome c 
Death-associated protein 6 
Fas associated via death domain 
 
 
 
(2)Upstream 解析の結果、肝加齢に関与する
キー.遺伝子 
同定された遺伝子のシグナルを解析するこ
とにより、遺伝子の相互関連が明らかになっ
た。一部の解析結果示す。このように各遺伝
子が密接にかんれんしていることが判明し
た。 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3)SIRT の機能解析 
HCC の tissue microarray では、SIRT6 の発
現状態とHCCの進行度に関連は認めなかった。
Huh7にSIRT6を強制発現させることにより増
殖が抑制され、逆に siRNA で SIRT6 の抑制す
ることにより増殖が促進された。また、siRNA
によってSIRT6の発現を抑制した状態におい
て、MAPK のリン酸化に増強を認めた。これら
の成績は SIRT の老化および発癌に関する直
接的な作用を示すことを示している。 
 
 
(4）遺伝子改変マウスを用いた SIRT1 の機能
解析 
SIRT1 をノックアウトした動物モデルについ
ては HL Cheng らが 2003 年に報告したマウス
を用いた全身性のノックアウトモデルがあ
る。このモデルではマウスは胎生致死となる
ことが報告されている。その後、2008 年に D 
Chen らが報告したモデルは肝臓特異的に
SIRT1 をノックアウトしており、このマウス
は正常に発育することが報告されている。こ
のモデルは lox 配列を SIRT1 の catalytic 
domain である exon4 の両端に挿入した
SIRT1-lox マウスと、Cre 遺伝子とアルブミ
ンプロモーターを融合した遺伝子を導入し
たAlb-Creマウスを交配することによって作
成されている。これはアルブミンプロモータ
ーが肝細胞のみで特異的に発現することを
利用しており、アルブミンを発現させるプロ
モーターを Cre 遺伝子と融合させることで、
Cre 遺伝子を肝細胞のみで発現させることが
可能となっている。これにより肝細胞でのみ
Lox 配列ではさまれた SIRT1 の Exon4 が欠損
することとなり、その結果として肝細胞特異
的にSIRT1の効果が欠損したモデルが作成可
能となっている。今回我々はこのモデルを使
用し、肝細胞特異的 SIRT1 欠損マウスを用い
た検討を行った。これまでの検討では高脂肪、
高コレステロール食とコントロール食を用
いて、SIRT1 欠損マウスと野生型マウスを比
較したところ、SIRT1 欠損マウスで肝臓の脂
肪化が強く生じることが分かった。 
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