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研究成果の概要（和文）：Sirt1 は老化プロセスの regulator として知られている。今回、我々

は、歯周組織を構成する歯肉上皮細胞と破骨細胞における Sirt1 の機能を検討した。歯肉上皮

細胞において、LPS 処理により Sirt1 の発現は増強された。また、LPS による TNF-αの増強

に Sirt1 の関与を調べた。LPS 処理により、TNF-αの産生とその下流の NF-kB の転写活性が

増加したが、Sirt1 の阻害剤である sirtinol を加えると、LPS によって誘導された TNF-α産生

が抑制された。次に、破骨細胞形成 assay における Sirt1 の機能を解明するために、Sirt1 を活

性化する resveratrol を加えた。resveratrolは RANKL の誘導する破骨細胞形成数を増強し

た。Sirt1 の活性化が破骨細胞形成を抑制するのかを明らかにするために、破骨細胞関連遺伝

子発現を網羅的に調査した。すると、Cathepsin K や NFATc1 などのいくつかの遺伝子発現が有

意に抑制されていた。 
研究成果の概要（英文）：Sirt1 is known as regulator of the aging process. We examined a 
function of Sirt1 in gingival epithelial cells and osteoclasts which constituted periodontium. 
In a gingival epithelia cell, LPS increased the levels of Sirt1. We examined the role of Sirt1 
for the production of TNF - α by LPS in gingival epithelial cells. Although LPS increased 
TNF - α and NF-kB activation, sirtinol, sirt1 inhibitor prevented LPS-induced TNF – α. On 
the other hand, we treated resveratrol, Sirt1 activator in osteoclast formation assay to 
elucidate a function of Sirt1 in osteoclatogenesis. Resveratrol increased the number of 
RANKL-induced osteoclasts. We investigated osteoclast-related gene expression using 
microarray system to clarify whether activation of Sirt1 controlled the osteoclast formation. 
The levels of cathepsin K and NFATc1 gene expression were significantly decreased. 
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ストレス

研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・歯周治療系歯学 
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は歯槽骨の吸収による歯牙の欠落

を主症状とする骨疾患である。現在、成人の
約８０％が罹患しており、国民病の観を呈し
てきている。また、複数の遺伝子的要因・並
びに環境的要因が重なり合い発症すること
から生活習慣病としてもとらえられている。
なかでも肥満は歯周病に罹患しやすくなる
要因の一つと知られている。BMI値 21.9 以下
の集団を基準にした場合、BMI値が 25～29.9
の集団（軽度肥満）は 3.4倍、BMI 値が 30以
上の集団（重度肥満）は 8.6 倍歯周病に罹患
しやすいことが知られている(Saito T et al., 
New England Journal of Medicine, 1998)。
また、血中のコレステロール値との相関も数
多く報告されている。歯周病に罹患している
患 者 で は 血 中 の Ｌ Ｄ Ｌ (low density 
lipoprotein)やトリグリセリド（中性脂肪）
値が歯周病に罹患していない者に比較して
有意に高値を示した (Lowsche W et al, 
Journal of Clinical Periodontology, 2000)。
さらに、最近、これらの疫学的研究に加え、
ラットに高脂肪食を摂取させると標準食を
摂取させるのラットに比べ歯周病を発症し
やすく、加えて、細菌の内毒素を投与した場
合には歯周病の診断基準である付着の喪失
が著しく起こることが報告されている。 
サーチュインは、バクテリアからヒトまで

広く保存されている NAD依存性脱アセチル化
酵素で、寿命延長作用を持つことが知られて
いる。最初に発見されたものは酵母の Sir2
で、ヒトのサーチュインは 7 種類（SIRT1～
SIRT7）知られており、ヒトの SIRT1 は、酵
母の Sir2 に高い相同性を示す。サーチュイ
ンは細胞における栄養状態やストレスに反
応して様々なタンパク質を脱アセチル化す
る。例えば、遺伝子保護物質であるヒストン
（DNA 結合制御たんぱく質）のアセチル化：
分解を防ぐのである。その他にサーチュイン
により脱アセチル化されるものとして、アセ
チル CoA 合成酵素、α-チューブリン、myoD、
p53、FOXO3 などが知られており、これらのタ
ンパク質・転写因子のアセチル化状態を調節
することによってその働きを制御している。
また、サーチュインの寿命延長作用はインス
リン/IGF シグナル伝達系を介していること
が分かっているが、どのタンパク質にどのよ
うに作用しているのかは明らかになってい
ない。酵母や線虫、ショウジョウバエにおい
てサーチュインを過発現させると寿命が延
長することから、サーチュインは老化プロセ
スの regulatorとして重要な働きをしている

ことが推察される。サートリス薬品（米国マ
サチューセッツ州）により SIRT1 を強力に活
性化させる化合物 SRT1720が製作された。遺
伝的肥満体質のマウス、高脂肪食餌で飼育さ
れた肥満マウス、ヒトのＩＩ型糖尿病に見ら
れるようなインスリン代謝に異常のある変
異マウスに SRT1720を 4週間投与したところ、
マウスのインスリン応答、血中グルコースの
濃度低下、細胞内ミトコンドリアの数や活性
に著しい改善が見られた。すなわち、SRT1720
が糖尿病だけではなく、コレステロール代謝
疾患の治療薬となる可能性が示唆された。(C. 
H .Westphal et al., Nature, 2007) 
 

先述した通り、高コレステロールは歯周病
を憎悪させることから、これを抑制する
SIRT1 の活性化は歯周病の進行・憎悪を抑制
する可能性も考えられる。しかし、骨代謝を
制御する骨芽細胞・破骨細胞における SIRT1
の発現は認められるものの、その機能に関し
ては不明である。また、さらに歯周組織にお
けるその発現・機能並びに歯周病病態におけ
る役割も全く不明である。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は本研究の目的は骨・歯周組

織におけるヒストン脱アセチル化酵素サー
チュイン(SIRT1/Sir2)の発現・機能について
調査し、歯周病病態におけるその役割並びに
治療方法手段としての可能性を明らかにす
ることである。 
 



３．研究の方法 
１． SIRT1 の強制発現、並びに siRNA を用

いたノックダウンを行うことにより破

骨細胞における SIRT1 の機能を解明す

る 

①破骨細胞前駆細胞株 RAW264.7細胞、並び

にマウス脾臓から採取した脾臓細胞を

M-CSF で３日間培養し、マクロファージに

まで分化させ RANKL, M-CSF存在下で破骨細

胞に分化する細胞株 RAW264.7 細胞並びに

破骨細胞前駆細胞から得られた破骨細胞よ

り RNA、蛋白質を抽出し、SIRT1 の発現を

real time PCR 並びに western blottingに

て確認する。 

②骨細胞前駆細胞株 RAW264.7 細胞、並びに

マウス脛骨から採取した骨髄細胞を M-CSF

で３日間培養し、マクロファージにまで分

化させた細胞（破骨細胞前駆細胞）に SIRT1

を強制発現、もしくは siRNA により SIRT1

の発現をノックダウンし、M-CSF, RANKL 存

在下での破骨細胞分化に対する影響を検討

する。また、形成された破骨細胞の機能に

対する影響を評価にするため、デンティン

スライス上に SIRT1 を強制発現もしくはノ

ックダウンした細胞を播種し破骨細胞を形

成させ、形成された吸収の大きさを顕微鏡

下で計測する 

③Sirt1 による破骨細胞分化の制御機構を

解明する。AP-1, c-Fos, NFATc1, NF-kBな

どの代表的な破骨細胞分化に関連する転写

因子との結合を promoter assay 並びに免疫

沈降法にて確認する。 

 

２． LPSによる Sirt1の制御の解明 
  歯肉上皮細胞を LPSで処理し、Sirt1の
発現の挙動を観察する。LPS 処理による炎症
性サイトカインの産生に Sirt1が関与するか
否かを検討し、そのメカニズム・下流につい
ても詳細に調べる。 
 
４．研究成果 
①歯肉上皮細胞における Sirt1の機能 
 歯 肉 上 皮 細 胞 株 Ca9-22 に
LPS(lipopolysaccharide)で処理し、Sirt1, 
Sirt2 遺伝子の発現挙動を観察した。LPS 処
理により Sirt1, Sirt2の mRNA発現はコント
ロール群に比較して有意に減少した。また、
LPS投与により NF-kBの活性化を経て、Tumor 
Necrosis Factor alpha (TNFα)の産生が増
強されることが知られている。歯肉上皮細胞
においても同様な事象が生じるかを検討し
た。最初に、ELISA 法にてＴＮＦ－αの産生
量を測定した。LPS10μg/ml 投与により、TNF
α産生量は有意に増加した。次に、Ca9-22細
胞に NF-kB luc をトランスフェクションし、

そのルシフェラーゼ活性を測定することに
より、NF-kB の転写活性を評価した。LPS に
て刺激したところ、NF-kB 転写活性はＴＮＦ
－αと同様に有意に上昇した。この TNFα産
生の増加に Sirt 分子が関与しているか否か
を検証するために、Sirt1 の阻害剤である
sirtinol を処理し、その効果を観察した。
Sirtinol の添加により、LPS によって誘導さ
れた TNFα産生の増加と NF-kB の転写活性の
上昇が阻害された。以上のことより、LPS に
誘導される NF-kB活性化を介した TNF-αの産
生増加は Sirt1分子の発現低下によって生じ
ている可能性が示唆された。 
  
②破骨細胞における Sirt1の機能 
Sirt1 の活性化することが知られている
resveratrol を破骨細胞形成 assay に使用し
た。Resveratrol は予想通り破骨細胞前駆細
胞 Raw264.7 細胞における Sirt1 の発現を増
強した。さらに、RANKL 添加による破骨細胞
形成 assayに resveratrolを加え、その影響
を観察した。その結果、対照群に比較して、
resveratrol 処理群では有意に破骨細胞形成
が抑制されていた。マウスの骨髄細胞を用い
た 破 骨 細 胞 形 成 assay に お い て も 、
resveratrol で処理することにより、破骨細
胞形成は抑制された。どのような機序で
Sirt1 の活性化が破骨細胞形成を抑制するの
かを明らかにするために、破骨細胞関連遺伝
子発現を網羅的に調査した。すると、
Kathepsin Kや NFATc1などのいくつかの遺伝
子発現が有意に抑制されていた。以上の結果
より、Sirt1 は破骨細胞関連遺伝子発現を低
下させることにより、破骨細胞形成を抑制す
ることが明らかとなった。 
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