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研究成果の概要（和文）：老化細胞は、加齢とともに増加することから、個体老化を誘導すると考えられてきた。老化
細胞は細胞老化関連分泌表現型（SASP）といわれる炎症性サイトカインなどの液性生理活性因子の分泌が増強する特徴
を有している。SIRT1は、NAD+依存性タンパク質脱アセチル化酵素で、種々の老年性疾患に対して保護作用があること
が報告されている。本研究では、SIRT1が、SASP因子のプロモータ領域の脱アセチル化を介してSASP因子の発現を抑制
していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Senescent cells develop a pro-inflammatory response termed the 
senescence-associated secretory phenotype (SASP). It has been thought that SASP may be a key phenomenon 
in linking cellular senescence with individual aging. SIRT1 is an NAD+-dependent protein deacetylase, 
which regulates a diverse set of biological processes. We showed that SIRT1 suppressed the expression of 
SASP factors. SIRT1 bound to the promoter regions of SASP components, but dissociated from them during 
cellular senescence. In SIRT1-depleted cells, the acetylation levels of these regions were already higher 
than those in control cells in the pre-senescent stage. Moreover, these acetylation levels in 
SIRT1-depleted cells were significantly higher than those in control cells during cellular senescence. 
These results suggest that SIRT1 repressed the expression of SASP factors through the deacetylation of 
histones in their promoter regions.

研究分野：分子細胞生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 
一般的にヒトなどの細胞は有限な分裂回
数を持ち、いずれ細胞周期を停止してしまう。
この現象は、細胞老化（Cellular Senescence）
と呼ばれる。細胞老化は、細胞分裂に伴う染
色体末端のテロメアの短縮による分裂寿命
（Replicative Senescence）に加えて、がん
遺伝子の活性化・がん抑制遺伝子の不活性化
（Oncogene-induced Senescence:OIS）、酸
化 ス ト レ ス （ Stress-induced 
Senescence:SIS）など、様々な刺激により誘
導される永久的な細胞周期の停止である。細
胞老化の過程では、p53-p21経路及びp16-pRb
経路の活性化が重要なシグナル経路であり、
細 胞 の 扁 平 化 ・ 巨 大 化 、
Senescence-associated -galactosidase 
(SA-Gal) 活 性 、 Senescence-associated 
heterochromatic foci（SAHF）が誘導される。
また近年、老化した細胞から炎症性サイトカ
インを含む種々の液性因子が分泌される
SASP という現象が見出され、さらに
Autophagy との関連も示唆され、細胞周期停
止のみならず、多様な生理現象に関与してい
ることが示唆されてきた。このような細胞老
化において、DNA 損傷応答がそのシグナルに
おいて重要な機能を果たしている。SIRT1 は、
酵母から哺乳類まで保存されている NAD+依
存性ヒストン脱アセチル化酵素である。ヒス
トン以外にも p53 や FOXO などの転写因子や
他のタンパク質も脱アセチル化することが
示され、老化・代謝制御因子として重要な機
能を果たしている。 
 
マウス SirT1 を欠損した胚性繊維芽細胞
（MEF）は、通常の培養下で細胞老化が誘導
されないことが示されている。また、SirT1 KO
マウスにおいては、DNA 損傷応答・修復の遅
延が認められ、発がん率の上昇が報告されて
いる。一方、SIRT1 の過剰発現は、p53 の脱
アセチル化を介してOIS誘導が抑制されるこ
とが示されている。しかしながら、SirT1 過
剰発現マウスにおいて、リンパ腫の発症が遅
延することが報告されている。このような点
から、細胞老化と SIRT1 との関連が示唆され
るが、詳細は明らかになっていない。また、
SIRT1 はクロマチンに結合し、脱アセチル化
を介して特定の遺伝子の発現制御を行って
いるが、DNA 損傷に応答して DNA 損傷部位へ
局在を移動することによって、発現抑制して
いた遺伝子の発現が上昇することが報告さ
れている。細胞老化では、SASP が誘導され
IL-8、IL-1、GRO、IL-6 等のサイトカイン
の遺伝子発現が上昇するが、SIRT1 との関連
が考えられた。このような観点より、SIRT1
が細胞老化誘導の過程で関与していると考
えられた。 

 

 

２． 研究の目的 
 

細胞老化（Cellular Senescence）は、がん
化の抑制、動脈硬化症など種々の老年性疾患
や個体老化との関連が示唆されているが、そ
の制御メカニズムについては不明な点が多
く残されている。一方、老化および代謝制御
因子である SIRT1 もがん化・老年性疾患や生
活習慣病の制御に重要な役割を果たしてい
る。SIRT1 と細胞老化に関するこれまでの報
告に加えて申請者は、SIRT1 が細胞老化に伴
い発現が減少すること、p53-p21 経路・
Senescence-associated secreatory 
phenotype (SASP)および Autophagy に関与す
る知見を見出してきた。そこで本研究では、
上記の点に着目して、SIRT1 による細胞老化
の制御メカニズムを明らかにすることを目
的とする。 
 
３． 研究の方法 

 
主にヒト胎児肺由来繊維芽細胞 MRC-5、
hTERT 導 入 不 死 化 MRC-5 細 胞 株
（MRC-5/TERT 細胞）及び不死化ヒト皮
膚由来繊維芽細胞（BJ/TERT 細胞）を用
いて、解析を行う。また申請者によって樹
立した Ataxia-Telangiectasia (A-T)患者由
来の不死化繊維芽細胞（ATKY/TERT）や
Chk2 KOマウス由来MEF細胞を用いる。
これらの細胞にX線照射を行い細胞老化を
誘導し、この過程で SASP因子のmRNA 
の発現を RT-qPCR,、タンパク質の発現を
SDS-PAGE・ウエスタンブロット解析、ク
ロマチンのアセチル化・メチル化を
Chromatin-IP解析により行った。 
 
４． 研究成果 
 
(1) SASP 発現に伴う SIRT1 の発現低下 
ヒト繊維芽細胞MRC-5にX-線照射を
行うことで細胞老化を誘導し、SASP
因子 IL-8、IL-6 の発現変化および代
謝・老化関連因子の発現変化を検討
した。RT-qPCR およびウェスタンブ
ロット解析によって SASP 因子の発
現を解析した結果、細胞老化誘導に
よって SASP 因子の mRNA およびタン
パク質とも発現が増強されることを
見出した。一方で SASP 因子の発現変
化と相反的に SIRT1 のタンパク質発
現が低下することを発見した。 
 

(2) SIRT1 による SASP 因子の発現抑制 
SIRT1 の発現低下は、SASP 因子の発
現に先行することから、SIRT1 の発
現低下が SASP 因子の発現に与える
影響を検討した。SIRT1 に対する
shRNA を発現するレトロウイルスを
用いて SIRT1 発現抑制 MRC-5 細胞株
を樹立した。SIRT1 発現抑制細胞と



control 細胞に Fig.1 と同様の手法
で細胞老化を誘導し、SASP 因子の発
現を検討した。ウェスタンブロット
解析により、SIRT1 発現抑制細胞で
は control 細胞と比較して、細胞老
化誘導後早い時期から SASP 因子
IL-8、IL-6 タンパク質の発現が認め
られ、また発現量の著しい増加が見
られた。RT-qPCR法により4種のSASP
因子（IL-8、IL-6、IL-1、Gro-）
mRNA の発現解析を行った結果、タン
パクと同様に SIRT1 発現抑制細胞で
は control と比較して、早期より
SASP 因子 mRNA の発現上昇が認めら
れ、また発現量の著しい増加が見ら
れた。これらの結果から SIRT1 の欠
失は、SASP 因子の発現を転写レベル
で加速・増加させることが示唆され
た。一方で SIRT1 の過剰発現は SASP
因子の発現に影響を与えなかった。 
 

(3) SIRT1によるSASP因子遺伝子プロモ
ーター領域のアセチル化制御 
SIRT1 はクロマチンに結合しヒスト
ンの脱アセチル化を介したクロマチ
ン構造の制御により遺伝子発現を調
節している。SIRT1 は、DNA ダメージ
に応答して DNA ダメージ部位へ動員
されることで、定常状態でサイレン
シングしていたクロマチン領域が活
性化され、抑制されていた遺伝子が
発現することが報告されている。そ
こで、細胞老化誘導時における SASP
因子プロモーター領域への SIRT1 の
結合やヒストンのアセチル化の変化
を ChIP 解析により検討した。
Control細胞において、SIRT1はSASP
因子 IL-8 および IL-6 遺伝子のプロ
モーター領域に結合していた。しか
し細胞老化誘導後、SIRT1 は、それ
らのプロモーター領域から解離した
（Fig3A）。SIRT1 の解離と一致して、
プロモーター領域のヒストンのアセ
チル化が亢進することが認められた。
SIRT1 発現抑制細胞株では細胞老化
誘導前から SIRT1 のプロモーターへ
の結合は control より低く、また細
胞老化誘導後でも control と同程度
のレベルを示した。またプロモータ
ー領域のヒストンのアセチル化は細
胞老化誘導前から control 細胞と比
較して亢進しており、細胞老化誘導
後更に高いレベルを示した。これら
の結果から、SIRT1 は SASP 因子のプ
ロモーター領域に結合しヒストンの
脱アセチル化を介して SASP 因子の
発現を抑制しているが、細胞老化に
伴いプロモーター領域から解離する
ことで SASP 因子の発現を引き起こ
すことが示唆された。 
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