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学位論文の内容要旨
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SIRTl活性化薬剤 SRT2104投与によるマウスの変形性膝関節症抑制効果
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【目的l

変形性関節症(osteoarthritis;OA)は関節軟骨の靡爛、軟骨下骨の硬化、滑膜炎を伴う

関節内の限局的な炎症によって特徴付けられ、最も一般的なヒトの関節疾患で、不可

逆的な関節変形や痛み・機能不全へと進行していく。 OAの病態には遺伝的要因や物理

的負荷、軟骨基質分解酵素やアポトーシスの増加や炎症性変化などの組成的な変化な

ど様々な要因が複雑に関与していると考えられている。 OAの進行と構造変化を抑制す

る根本的な治療薬はなく、対症療法を主体としているのが現状であり、新たな治療法

の確立が望まれる分野である。

ヒストン脱アセチル化酵素である SIRTIは、遺伝子の発現やタンパク質の機能を調

節している。これまで我々は、 invitroで、 SIRTIが軟骨細胞においてアポトーシスを抑

制すること、 SIRTIは軟骨細胞内の OA関連遺伝子発現を抑制していること、 invivoで

は軟骨細胞特異的 SIRTIコンディショナルノックアウトマウスは OA進行が加速する

こと、 SIRTI活性化薬剤の SRT1720をマウスに腹腔内投与することで OA進行を抑制

することを報告してきた。すなわち、SIRTIは軟骨細胞に保護的な作用をすることでOA

進行に抑制的に働き、 SIRTIの過剰発現やSIRTI投与が OAの新たな治療法になり得る

ことが示唆される。しかしながら、 invivoにおいてヒトにも使用可能な SIRTI活性化薬

剤や膝関節腔内投与による OA進行の抑制効果については十分に調べられていない。そ

こで本研究の目的は、 SIRTI活性化薬剤でヒトにも投与可能な SRT2104をマウスに腹腔内

投与および膝関節腔内投与し、 OA進行抑制効果を調査することである。

【方法】

SIRT2104（分子量516.64)をShanghaiHaoyuan Chemexpress社(Shanghai,China)より購入。

まず、生後 7日のマウスの大腿骨遠位部・腔骨近位部の骨端軟骨を採取し、 24時間培養

後に SRT2104(0, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10, or 100 μM, n = 4)を投与し、さらに 24時間および48時

間培養することでSRT2104の細胞毒性を調査した。また、IL-IP(0.1 ng/ml）投与有無、SRT2104



(2.0μM)投与有無の4群に分け、48時間培養後にreal-timePCRを行いSirtl,Co/2al, Co/JOal, 

Mmp-3, Mmp-13, Aggrecan, Adamts-5の発現を評価した。

次に、 12週齢の野生型マウス(C57/BL6J)の膝関節の内側半月板不安定化にて OAモデ

ルを作製した。術後、週2回SRT2104腹腔内投与群(i.p群； 25mg/kg, 0.2 ml, i.p.）、週 1回

SRT2104膝関節腔内投与群（i.a．群； 17ng/kg,10 μl, i.a.）、コントロール群(I0% DMSO in isotonic 

saline, i.p.）の3群に分けた。術後4、8、12、16週で膝関節を採取し、 4％パラホルムアル

デヒドで固定した後にパラフィン切片を作成した(n= 5, for each time point/group)。各時

点での OsteoarthritisResearch Society International (OARS!)スコアを用いて OAの進行を

評価した。また、免疫染色でSirtl,type II collagen, M血》ー13,ADAMTS-5, cleaved caspase 3, 

P ARP p85, acetylated NF迎 p65,IL-Ip, IL-6, iNOS (Ml-likeマクロファージマーカー），CD206

(M2-likeマクロファージマーカー）の発現を調べた。

【結果】

SRT2104の軟骨細胞に対する細胞毒性検査において、 lOμM以下の濃度では軟骨細胞

は増殖していた。 Invitroの予備実験では SIRT21042.0μMが遺伝子発現変化の効果が強

かったことりより invitroの実験系においては SRT2104の投与濃度は2.0μMとした。

また、 invivoでの実験系では投与による副作用も考慮し、関節腔内投与は 1.0μMで行

うこととした。 Real-timePCRによる解析ではIL罪投与により Mmp-3,Mmp-13は増加し

たが、 SRT2014投与により発現増加は抑制された。反対にCo/2afA.ggrecanはIL-lp投与で

減少したがSRT2104投与で発現減少は緩和された。

In vivoにおける SRT2104のOAに対する治療効果を検討した実験系では、マウスの体

重は各時点において SRT2104i.p群と SRT2104i.a群間に有意差は認めなかったが、コント

ロール群は術後 12週では SRT2104i.a群よりも、術後 16週ではSRT2104i.p．群よりも有意

に重かった。 OARSIスコアは術後4,16週では3群間に有意差を認めなかったが、術後 8,12 

週では SRT2104i.p群 •SRT2104 i.a群は有意に低値で OA進行抑制を認めた。 Sirtl陽性細

胞の割合は、 3群とも OAの進行に伴い経時的に減少したが、術後 8,12,16週ではSRT2104

i.p．群 •SRT2104i.a群がコントロール群に比べて有意に高値であった。術後 8 週における type

II collagen 陽性細胞の割合は SRT2104i.p，群 •SRT2104i.a群が有意に高値であったが、 MMP-

13, ADAMTS-5, cleaved caspase 3, PA即 p85,acetylated NF-tcB p65, IL-lp, IL-6, iNOS陽性細胞

の割合はコントロール群に比べ SRT2104i.p群 •SRT2104i.a群が有意に低値であった。滑膜

における炎症性サイトカインとマクロファージの表現型についても調べたが、IL-1pとiNOS

陽性細胞はコントロール群で多く、 CD206陽性細胞は SRT2104i.p．群 •SRT2104 i.a群で多

く発現していた。いずれも SRT2104i.p群・ SRT2104 i.a群間には有意差を認めなかった。

【考察】

本研究では、マウス OAモデルにおいて、ヒトにも使用可能な SIRTI活性化薬剤

SRT2104の腹腔内投与および膝関節腔内投与により OA進行が抑制されることを認め

た。また、この OA進行抑制は、関節軟骨での Sirtl,type II collagenの発現増加、軟骨基

質分解酵素であるMMP-13,ADAMTS-5の発現低下、アポトーシスマーカーである cleaved

caspase 3, P ARP p85の発現低下、 NF-KB経路の調節、炎症性サイトカインの抑制、 Ml-

likeマクロファージから M2-likeマクロファージヘの分極化を伴っていた。

SIRTIは長寿因子として知られ、その活性化薬剤でヒトにも使用可能な SRT2104は

分子レベルにおいて抗炎症効果・抗凝固効果・破骨細胞形成抑制効果の報告があり、マ

ウスでは寿命の延長、ヒトでは動脈硬化抑制・運動機能改善等が報告されている。我々

の先行研究ではSIRTI活性化薬剤のSRT1720腹腔内投与でOA進行抑制を報告したが、

SRT2104は20倍以上細胞毒性が低い薬剤である。

SRT2104はSIRTIを活性化すると報告されているが、本研究では SRT2104の投与に

より、術後 8,12週では SIRTIの発現増加も認めた。 SIRTIの発現増加により typeII 

collagenや aggrecanなど軟骨基質の発現増加、軟骨細胞内でのアポトーシスの抑制、 NF-

心 p65の脱アセチル化を介して軟骨細胞内でMMPsやADAMTSsの発現を調整してい



るNF-KB経路の抑制などの報告がある。本研究では SRT2104投与により、 SIRTI活性

化およびSIRTI発現増加が OA進行抑制に関与していることが示唆された。

炎症性サイトカインである IL-6は OA進行と関連することが報告されているが、本

研究では SRT2104投与群において関節軟骨中の IL-tp,IL-6の発現が低下しており、 OA

進行抑制に関与した可能性が示唆された。

さらに SRT2104のOA抑制効果の機序を調べるために、本研究では滑膜中でのマクロフ

ァージの表現型を調べた。 Mlマクロファージは炎症性サイトカインを分泌する一方、

M2マクロファージは抗炎症効果を有するとされているが、過去の報告ではM2マクロ

ファージ増加が OAの進行と関連することが報告されている。本研究では SRT2104投

与でMlマクロファージヘの分極化を抑制しており、 OA進行抑制に関与した可能性が

示唆された。

本研究では、 SRT2104の投与量を先行研究でヒトヘの安全性が確認された投与量と同

等の体重当たりの投与量を腹腔内投与で使用した。一方、腹腔内投与と比べ、関節腔内

投与では、 1/1000の投与量でかつ半分の投与回数で局所投与したが、腹腔内投与と同等

のOA進行抑制効果を得ることができた。このため、全身投与における副作用の可能性

を考慮すると、臨床応用の観点からは、関節腔内投与が望ましいと考えられた。

【結論】

本研究では、マウス OAモデルにおいて SIRTI活性化剤である SRT2104の腹腔内投

与および膝関節腔内投与により、 OA進行が抑制されることを報告した。腹腔内投与と

関節腔内投与では同等の OA進行抑制効果を得ることができた。本研究の結果からは、

SRT2104がOAに対する新たな治療法となり得ることが示唆された。
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要旨

変形性関節症(osteoarthritis;OA)は関節軟骨の廉爛、軟骨下骨の硬化、滑膜炎を伴う関節

内の限局的な炎症によって特徴付けられ、最も一般的なヒトの関節疾患で、不可逆的な関

節変形や痛み・機能不全へと進行していく。 OAの進行と構造変化を抑制する根本的な治

療薬はなく、対症療法を主体としているのが現状であり、新たな治療法の確立が望まれる

分野である。ヒストン脱アセチル化酵素である SIRTlは、遺伝子の発現やタンパク質の機

能を調節している。これまで研究者らは、 SIRTlは軟骨細胞に保護的な作用をすることで

OA進行に抑制的に作用することを報告してきた。今回、研究者らは、 SIRTl活性化薬剤で

ヒトにも投与可能な SRT2104をマウスに腹腔内投与および膝関節腔内投与し、 OA進行抑

制効果を調査した。

方法

12週齢の野生型マウス(C57/BL6J)の膝関節の内側半月板不安定化にて OAモデルを作製

した。術後、週2回SRT2104腹腔内投与群（i.p．群； 25mg/kg, 0.2 ml, i.p.）、週 1回SRT2104

膝関節腔内投与群（i.a．群； 17ng/kg, 10 μl, i.a.）、コントロール群(10%DMSO in isotonic saline, 

i.p.）の 3群に分け、術後4、8、12、16週で膝関節を採取した。各時点での OsteoarthritisResearch 

Society International (OARSI)スコアを用いて OAの進行を評価した。また、免疫染色で Sirtl,

type II collagen, MMP-13, ADAMTS-5, cleaved caspase 3, PARP p85, acetylated NF-KB p65, 

IL-lB, IL-6, iNOS (Ml-likeマクロファージマーカー）， CD206(M2-likeマクロファージマーカ

ー）の発現を調べた。

結果

SRT2104のOAに対する治療効果を検討した。 3群とも経時的に OAが進行していた。

OARSIスコアは術後4,16週では3群間に有意差を認めなかったが、術後8,12週では

SRT2104 i.p群 •SRT2104 i.a群は有意に低値で OA進行抑制を認めた。 Sirtl陽性細胞の割

合は、 3群とも OAの進行に伴い経時的に減少したが、術後8,12, 16週では SRT2104i.p. 

群 •SRT2104i.a群がコントロール群に比べて有意に高値であった。術後8週における type

II collagen陽性細胞の割合は SRT2104i.p群 •SRT2104i.a群が有意に高値であったが、

MMP-13, ADAMTS-5, cleaved caspase 3, PARP p85, acetylated NF迎 p65,IL-lB, IL-6, iNOS陽

性細胞の割合はコントロール群に比べ SRT2104i.p．群 •SRT2104i.a．群が有意に低値であっ

た。膜における炎症性サイトカインとマクロファージの表現型についても調べたが、 IL-lB

とiNOS陽性細胞はコントロール群で多く、 CD206陽性細胞は SRT2104i.p群 •SRT2104i.a. 

群で多く発現していた。いずれも SRT2104i.p群 •SRT2104i.a群間には有意差を認めなか

った。



考察および結論

SIRTlは長寿因子として知られ、その活性化薬剤でヒトにも使用可能な SRT2104は分子

レベルにおいて抗炎症効果・抗凝固効果・破骨細胞形成抑制効果の報告があり、マウスで

は寿命の延長、ヒトでは動脈硬化抑制・運動機能改善等が報告されている。本研究では、

マウス 0Aモデルにおいて、ヒトにも使用可能な SIRTl活性化薬剤SRT2104の腹腔内投

与および膝関節腔内投与により OA進行が抑制されることを認めた。この OA進行抑制は、

関節軟骨での Sirtl,type II collagenの発現増加、軟骨基質分解酵素の発現低下、アポトーシレ

スマーカー •NFー追経路・炎症性サイトカインの抑制、 Ml-like マクロファージから M2-like

マクロファージヘの分極化を伴っていた。また、腹腔内投与と比べ関節腔内投与では、

1/1000の投与量でかつ半分の投与回数で局所投与したが、腹腔内投与と同等の OA進行抑

制効果を得ることができ、臨床応用の観点からは、関節腔内投与が望ましいと考えられた。

本研究は、 SIRTlの関節症性変化の進行抑制効果について研究したものであり、従来行

われなかったマウス OAモデルに対して SIRTl活性化剤である SRT2104の腹腔内投与お

よび膝関節腔内投与により、 OA進行が抑制されることを証明した報告である。対症療法

が主体である OAに対して、 SRT2104投与が新たな治療法となり得ることを示唆した点で

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。




