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学位論文の内容要旨

Depletion of SIRT6 causescellular senescence， DNA damage， and 

telomere dysfunction in human chondrocytes 

ヒト軟骨細胞において SIRT6抑制は細胞老化、 DNA損傷、テロメア機能不全をきたす
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(指導教員:黒坂昌弘教授)

長井寛斗

【目的】

変形性関節症(Ost回訂由ritis; OA)は主に高齢者に発生し軟骨変性を伴う疾患である。 OA

の進行には機械的ストレスや加齢、遺伝的要因など種々の要因が関与しているとされるが、近

年の報告では軟骨における同化・異化の不均衡が生じ、マトリックスメタロプロテアーゼ

(MMP)や ADAMTSに代表されるタンパク質分解酵素の発現が増加することや、アポトー

シスや細胞老化が充進することが進行の一因になっていると考えられている。

サーチュインはニコチンアミドアデ、ニンジヌクレオチド (NAD+)依存性ヒストン脱アセチ

ノレ化酵素で寿命を制御する重要な因子として報告され、加齢による疾恵との関与が報告され

ている。晴乳類ではサーチュインはSIRT(silent information regulator two ortholog) 1-7まで7

種類のサブタイプがあり、細胞内の様々な場所に存在しているが、 SIRT1はこれまで多分野で

の研究結果が報告され、軟骨細胞や変形性関節症に関する報告も多い。これまでに我々は、ヒ

ト軟骨細胞を用いたinvi，仰の検討で、 SIRT1のアポトーシス制御やOA関連遺伝子の制御を

報告している。さらに軟骨細胞特異的 SIRT1ノックアウトマウスを用いた検討では、軟骨細

胞でのSIRT1欠損によって、機械的ストレスや加齢により OAが促進されることを示し、SIRT1

がOA進行に保護的な役割を果たしていることを報告した。

近年SIRT6はDNA損傷やテロメア機能、糖代謝、炎症抑制、寿命などに関与していると報

告されており、加齢疾患において重要な役割をしていると考えられている。しかし、軟骨細胞

や OAにおける S眼前の役割については、いまだ十分な報告がなく不明であり、今回我々は

ヒト軟骨細胞における SIRT6の発現とその役割について検討を行った。 SIRT6は軟骨細胞に

対して保護的な作用を持っと仮説を立てた。

【対象と方法】

まずヒト軟骨組織を用いて組織学的検討を行った。内反型変形性膝関節症に対する人工膝

関節全置換術時に採取した大腿骨内頼・外頼をそれぞれ重度・軽度 OA軟骨として実験に用

いた (n=6)。また、大腿骨頚部骨折に対する人工骨頭置換術時に採取した、肉眼的に明らか

なOA変化のない大腿骨頭を正常軟骨として用いた (n=6)。免疫組織化学染色法にて軟骨部

のSIRT6の発現を調べた。さらに軟骨細胞の堵殖能を評価するため、ProIiferationceII nuclear 

antigen (PCNA)の免疫染色も行った。

次にヒト正常軟骨細胞 (Norma1Human Articular Chondrocytes; NHAC-kn， Lonza)を単層培養

しinvitroの各実験に用いた (n= 3)。まず蛍光免疫染色法を用いて培養軟骨細胞での SIRT6

の発現と局在を調べた。次にRNAinterference法を用いて倍養軟骨細胞り SIRT6発現を抑制し

各種検討を行った。 SIRT6smaII interfering RNA (siRNA)、Con仕olsiRNAをLipofec加nine2000

(In吋甘ogen)を用いて導入し、 48時間後に RNA、タンパク質を回収した。附IIAはRNeasyMini

kit (Qiagen)を用いて抽出したのち cDNA化を行い、各種遺伝子発現変化を Rea1-timeR:下PCR

法で検討した。タンパク質はMamma1ianProtein Extraction Reagent (Th田羽oScientific)を用い

て抽出精製し、 Westemblotting法で評価した。

細胞増殖との関連を調べるため、 NHAC-加を培養しControIsiRNAとSIRT6siRNAを導入



し、CelICountingkit-8(CCK-8， Dojindo)を用いて経時的に評価した。また、Senescenceassociated 

p・GaIactosidぉe (SA-~-GaI)ぉsay (CelI Signa¥ing Techno1ogy)を用いて細胞老化の評価を行っ

た。すなわちNHAC-knを培養し Contro1siRNA、SIRT6siRNAを導入後 48時間で染色を行い、

陽性細胞率(%)を両群で比較検討した。さらに DNA損傷とテロメア機能不全を評価するた

め、過去の報告にあるようにDNA損傷部で見られるヒストンH2AXのリン酸化を示すyH2AX

fociと、テロメア機能不全を示すとされる te10meredysfunction-induced foci (TlFs)を調べた。

NHAC・加を培養しContro1siRNA、SIRT6siRNAを導入後48時間で抗yH2AX抗体と抗te10mere

rep剖 factor-l(TRF・1)抗体を用いて免疫蛍光染色法を行い評価した。 yH2AXfociとTRF・1の

共発現部をTIFsとした。 1核あたりのyH2AXfociの範囲を ImageJを用いて計測し比較検討

し、 1核あたりの TIFs数を計測し比較検討を行った。統計学的検討として、全ての数値は平

均値土95%信頼区間で示し、 Stat羽ew5.0を用いて解析し比較検討した。危険率5%未満を有

意とした。

【結果】

ヒト軟骨組織を用いた免疫組織化学染色では、正常軟骨、変性軟骨ともに軟骨細胞の核内に

SIRT6の発現を認め、変性軟骨では表層部でより強く染色される傾向を認めた。培養軟骨細胞

でも同様に核内に SIRT6の発現を認めた。

培養軟骨細胞を用いた検討では、まずSIRT6siRNAによる SIRT6発現抑制の効果を検討し

たが、 ReaI-timePCRではContro1群に比べSIRT6は約40%まで減少し、タンパク質レベノ炊で

もSIRT6の発現抑制を確認した。 ReaI-timePCRによる検討では、 Con仕'01群での発現を lとす

ると、 SIRT6抑制により MMP-lは2.3士0.5倍 (P=0.03)、MMP-13では4.7土0.4倍 (P=O.o1)

と有意な発現増加を認めた。 CCK・8による細胞噌殖能の評価では、 SIRT6抑制により siRNA

導入後72時間、 96時間でContro1群と比較して有意に吸光度の低下を認め <n時間:0.99土

0.06 vs 0.77土0.06，P = 0.02、96時間:1.53土0.10vs l.I6土0.11，P = 0.002)、SIRT6抑制による
細胞増殖能の低下が示唆された。またヒト軟骨組織の免疫組織学的検討では、変性軟骨におけ

る軟骨細胞の集藤部 (C1uster) で SIRT6、 PCNA 共に強い発現を認めた。 SA-~-Ga1 assayによ

る細胞老化評価では、陽性細胞数の割合は Contro1群(11.3士3.0%) と比較し SIRT6抑制群

(24.3土4.2%)で有意に増加を認め (p= 0.008)、SIRT6抑制により細胞老化が引き起こされ
る事が示唆された。さらに、 DNA損傷とテロメア機能不全の評価では、 SIRT6抑制により

yH2AX fociの増加(1.0土O.lIcelIvs 1.9士O.lIcelI，P = 0.0001)と TIFsの増加(1.3土0.2/cellvs 

3.5土0.8/，ωlI，P= 0.007)が認められ、 SIRT6抑制により DNA損傷やテロメア機能不全が増加

することが示唆された。また、細胞老化に関与するとされる p16，p21タンパク質を調べたと

ころ、 SIRT6抑制により p21は低下したもののp16は発現上昇を認めた。

【考察およて瑞論】

我々が渉猟しえた限りこれまでにヒト軟骨細胞における SIRT6の役割を検討した研究はな

く、本研究はヒト軟骨細胞における SIRT6の役割を検討した最初の研究である。本研究では、

まず免疫組織学的評価を行いヒト軟骨細胞における SIRT6の発現を確認した。 SlRT6は過去

の報告と同様に核内に発現を認め、SIRT6はストレスを直接受ける軟骨層の SuperficiaIzoneに

主に発現を認めた。また、培養軟骨細胞においても核内に SIRT6の発現を認めた。さらにOA

軟骨における軟骨細胞集族部では、 SIRT6とPCNAは強く発現しており、 SIRT6が細胞増殖に

関与している可能性が示唆された。

次に SIRT6の役割を調べるため、SIRT6抑制の影響をinvitroで調べた。最近Piaoらは SIRT6

ノックアウトマウスでの検討を行い、成長軟骨板の培殖層や肥大層が SIRT6ノックアウトマ

ウスで減少しており、 SIRT6が軟骨楢殖の重要な因子である可能性を報告している。さらに、

本研究では SIRT6抑制は細胞老化を増加させたが、血管内皮細胞や iPS細胞、線維芽細胞な

ど他の細胞でも細胞老化への関与が同様に報告されている。我々はさらに SIRT6抑制により

DNA損傷やテロメア機能不全が増加することを示したが、過去にも SIRT6のDNA修復やテ

ロメア機能への保護的な作用が報告されており、本研究結果を支持するものである。

サイクリン依存性キナーゼ (CDK)インヒピターである p21や p16を介した経路は細胞老

化を誘導するをグナノレとして重要であり、 p53やpRBが関連しているとされる。 DNA損傷は

細胞老化を引き起こす一因子で、まず p53や p21を介した経路で細胞老化を誘導するとされ

ているが、 DNA損傷やテロメア機能不全は p16を誘導し、重度の DNA損傷やテロメア機能

不全が生じた細胞の細胞増殖を抑制する Secondbarrierとして働くと言われている。 OAとp16

との関連については劫ouらが報告しており、 p16陽性細胞が OA組織では正常軟骨組織と比

べて非常に多く発現していること、さらに OA軟骨細胞で p16を抑制すると細胞老化が減少

し、細胞増殖や軟骨基質の産生が増加することを報告しており、これらの所見から p16はOA

発症の一因子となっている可能性が考えられる。本研究では SIRT6抑制により p21発現が減

少しp16発現が増加したことより、軟骨細胞において SIRT6はがふpRB経路を介して細胞老

化を抑制している可能性が考えられた。p16の発現が増加した一方でp21の発現が低下したこ

とは興味深いが、 Steinらはヒト線維芽細胞を用いてp16とp21が異なる役割を持っているこ

と報告しており、彼らの研究では p21は細胞老化の早期に発現が上昇するが、細胞老化が完

了すると p21の発現は減少しp16の発現上昇が認められ、p16の発現上昇は細胞周期の停止を

維持するのに重要ではないかと結論付けている。従って、本研究ではタンパク質を回収する際

に既に多くの細胞で細胞老化が完了していたため、p16とp21の発現レベルに違いが生じたと

推察される。

また今回の研究では MMP-l、MMP・13のm悶 A発現が SIRT6抑制により有意に場加した

が、特に MMP-13は2型コラーゲン分解に関与する主要な因子であり OA進行への関与が報

告されており、さらに MMP・1とMMP-13は加齢に伴って軟骨細胞で発現が増加すると報告

されている。 SIRT6は、ストレスや炎症の際に刺激される NF"曲を制御すると報告されてお

り、今回の MMP発現上昇も NF-KB経路を介していた可能性が考えられる。また、老化細胞

では正常細胞と比べ細胞の性質が変化し MMPやインターロイキンなどの発現が増加すると

も報告されており、 SIRT6が抑制された細胞ではこの様な細胞の形質変化が生じたことが考

えられるが、 SIRT6による MMP-lやMMP-13制御のメカニズムについては今後更なる研究が



必要である。

結論として、 SIRT6抑制はヒト軟骨細胞においてMMP-l，MMP-13の発現を場加させるとと

もに、細胞増殖を低下させて細胞老化を引き起こした。さらにDNA損傷やテロメア機能不全

を生じた。以上の結果より、 SIRT6はヒト軟骨細胞において DNA損傷やテロメア機能不全、

細胞老化を抑制的に制御する一因子として重要な役割を果たしている可能性が示唆された。
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【背景]

変形性関節症 (OA)は軟骨変性を伴う疾患であり加齢はその一因とされている。サーチ

ュインはヒストン脱アセチノレ化酵素で寿命を制御する重要な因子として報告され、日甫乳類

ではSIRT(sile凶 informationregulator two or也olog)1-7まで存在する。近年SIRT6はDNA

損傷やテロメア機能、糖代謝、炎症抑制、寿命などに関与していると報告されているが、

軟骨細胞や OAにおける SIRT6の役割についてはいまだ不明である。申請者らは、 SIRT6

が軟骨細胞に対して保護的な作用を持っと仮説をたて、ヒト軟骨細胞における SIRT6の発

現とその役割について検討をおこなった。

[対象と方法]

手術時に採取したヒト重度・軽度 OA軟骨と正常軟骨組織を用いて組織学的検討を行っ

た。免疫組織化学染色にて軟骨部の SIRT6発現を調べ、軟骨細胞の増殖能を評価するため

Proliferation cell nuclear antigen (PCNA)の発現も調べた。次にヒト正常軟骨細胞 (NHAC-kn)

を培養しinvitroの各実験に用いた。まず、蛍光免疫染色にて培養軟骨細胞での SIRT6発現

と局在を調べた。次にRNAinterference法を用いてSIRT6発現を抑制し検討を行った。SIRT6

sma11 interfering RNA (s浪NA)、ConなolsiRNAを導入し、 48時間後にRNAとタンパク質を

回収し、遺伝子発現変化をR鈎l岨neRT-PCR法、タンパク質はWestemblotting法で評価し

た。細胞増殖を調べるためCellCounting kit-8を用いて経時的に評価した。また、細胞老化

評価のたφSenescenceassociated s-Ga1actosidase (SA-ß~Ga1) assayを用いて陽性細胞率(%)

を比較検討した。さらに、DNA損傷を示すγH2AXfociと、テロメア機能不全を示すtelomere

dysfunction-induced foci (TIFs)を蛍光免疫染色法にて評価した。統計学的検討を行い、危

険率5%未満を有意とした。

【結果】

ヒト軟骨組織の免疫組織化学染色では軟骨細胞の核内に SIRT6発現を認め、培養軟骨細

胞も同様に SIRT6発現を認めた。培養軟骨細胞を用いた検討では、 SIRT6抑制により

Rea1-time PCRでは軟骨基質分解酵素である matrixmeta11oprotein鎚es(MMP)・1がCon柱。l

群と比較し2.3土0.5倍、 M悶・13では4.7土0.4倍と有意な発現士酬を認めた。細胞増殖能

の評価では、 SIRT6抑制により siRNA導入後72，96時間で有意な細胞増殖能の低下を認め

た。OA軟骨組織の軟骨細胞集務部ではSIRT6、PCNA共に強い発現を認めた。SA・s-Ga1assay

による評価では、陽性細胞数はCorr柱。l群と比較し、 SIRT6抑制群で有意に増加を認めた。

DNA損傷とテロメア機能不全の評価では、 SIRT6抑制により γ'H2AXfociの増加(1.0土

O.lIcell vs 1.9土O.I/cell) とTIFsの増加(1.3土0.2/cellvs 3.5土0.8/cell)を認めた。また細胞

老化に関与する p16，p21タンパク質の発現は、SIRT6抑制により p21は低下したもののp16

は発現上昇を認めた。



【考察ならびに結論】

ヒト軟骨細胞の核内にSIRT6の発現を認め、過去に他の細胞で報告されている結果と同

様であった。 OA軟骨における軟骨細胞集務部では SIRT6とPCNAはともに強く発現し

SIRT6の細胞増殖への関与が示唆された。またSIRT6抑制により M阻・1，MMP・13の発現

が上昇し、細胞増殖能の低下や細胞老化の進行を認めた。さらに SIRT6抑制により DNA

損傷やテロメア機能不全を引き起こし、細胞老化に関与する p16の発現上昇を認めた。以

上より SIRT6はヒト軟骨細胞において DNA損傷やテロメア機能不全、細胞老化を抑止的

に制御する一因子として重要な役割を果たしている可能性が示唆された。

本研究は、 SIRT6のヒト軟骨細胞における機能について研究したものであるが、これま

でにヒト軟骨細胞における SIRT6の発現や役割について検討した報告はなく、本研究が初

めての報告である。 SIRT6が軟骨細胞におけるDNA損傷やテロメア機能不全、細胞老化に

関与し、ヒト軟骨細胞に対して保護的な役割を果たしている可能性が示された点で価値あ

る業績であると認める。よって本研究者は、博士(医学)の学位を得る資格があるものと

認める。




