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緒　言

　高齢化が進行する我が国において、高齢者の健康増進や予防医学の重要性は大きくなっている。心血管疾患は老化と
密接な関係にあり、寿命の短縮や QOL の低下を引き起こす主要な原因疾患となっている。“ヒトは血管とともに老い
る”といわれるように、血管機能障害や動脈硬化は老化の表現型のひとつと捉えることができる。従って、心血管病を
老化の面からアプローチし、その機序を分子レベルで明らかにすることは、新しい治療標的の同定･開発につながると
考えられる。
　サーチュインは NAD 依存性脱アセチル化酵素群であり、酵母･線虫･ショウジョウバエにおいて寿命に関するタンパ
ク質として同定され、いわゆる「長寿遺伝子」として知られている。哺乳類では Sirt1 から Sirt7 までのホモログが報
告されており、サーチュインファミリーと呼ばれている。サーチュインはカロリー制限、酸化ストレス、低酸素などの
様々なストレス刺激にともない活性化され細胞保護的に働くことがこれまで報告されている１）。Sirtuin 7（Sirt7）は核
小体に局在するユニークなサーチュインとして同定され、RNA ポリメラーゼ 1 の転写に関与すること２）や、ストレス
状態において、cell growth を停止し細胞保護的に働くこと３）などが報告されている。さらにここ数年で Sirt7 の機能
解析は飛躍的に進み、腫瘍細胞の形質転換を制御することや４）、肝臓での脂質代謝を制御すること５）などが明らかと
なってきた。しかしながらこれまで Sirt7 の心血管病態における役割はほとんどわかっていない。
　ドイツ Max-Planck-Institute の Bober らは Sirt7 ノックアウトマウスを作製し、寿命の短縮、心臓でのアポトーシス
細胞と線維化の増加などの表現型を報告しているが、その原因や分子機序についてまでは明らかにできなかった６）。そ
の論文において、Sirt7 の発現が加齢とともに減少することが報告されていたことから、我々は Sirt7 が加齢に伴う心
疾患において重要な役割を演じていると考え、2009 年より Bober らと共同研究を開始した。野生型マウスにおいて心
筋梗塞モデルを作製すると、創傷治癒が盛んに進行している梗塞境界領域において Sirt7 の発現が著明に亢進すること
が明らかとなった。Sirt7 ノックアウトマウスでは急性心筋梗塞後の心破裂が有意に多く、梗塞境界領域で有効な創傷
治癒が進行していないことが明らかとなった。我々は Sirt7 が欠如した培養線維芽細胞では、創傷治癒の中心的役割を
演じる TGF-β シグナルが減弱することを見出した。その分子機序として Sirt7 が TGF-β 受容体の分解を促進する
PICK-1 というアダプタータンパクと直接結合し、TGF-β 受容体の分解を抑制していることを明らかにした７）。
　急性心疾患の創傷治癒機転における Sirt7 の重要性が我々の先行研究から示唆されるが、一方でこれまで Sirt7 の血
管機能障害や動脈硬化に与える影響については全く検討されていない。本研究では Sirt7 の血管疾患における役割を
in vivo で明らかにするため、動脈硬化マウスと Sirt7 ノックアウトマウスのダブルノックアウトマウスを作製し、動脈
硬化病変形成に与える影響を比較検討した。また、血管内膜障害モデルと腹部大動脈瘤モデルを作製し、新生内膜形成
の程度や細胞応答を比較検討した。さらにその分子機序を培養平滑筋細胞を用いて検討した。

方　法

１．Sirt7 KO マウスを用いた血管病態モデルにおける Sirt7 の機能評価
１）動脈硬化モデルでの検討
　ApoE KO マウスと Sirt7 KO マウスを交配し、DKO マウスを作製した。DKO マウスと ApoE シングル KO マウス
に対し、高脂肪食を負荷し、動脈硬化病変の広がり、動脈硬化プラークの不安定化、炎症細胞の浸潤、接着因子･細胞
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増殖マーカーの発現について比較検討した。さらに大動脈弓部から mRNA を抽出し、細胞増殖･炎症･細胞周期関連遺
伝子の発現を検討した。

２）腹部大動脈瘤モデルでの検討
　DKO マウスと ApoE シングル KO マウスに対し、高脂肪食負荷 4 週後よりアンジオテンシン II を持続注入すること
で腹部大動脈瘤モデルを作製した。大動脈瘤のサイズはエコーで経時的に評価し、持続注入 8 週後に解剖し、病理組織
学的解析と遺伝子発現の比較検討を行った。

３）血管障害モデルでの検討
　野生型（WT）マウスと Sirt7 KO マウスに対して、ワイヤー障害による血管内膜肥厚モデルを作製し新生内膜形成
の程度を比較検討した。

２．初代培養血管平滑筋細胞を用いたメカニズム解析
　Sirt7 の血管病変形成に及ぼす影響の分子機序を解明するために、WT マウスと Sirt7 KO マウスから初代培養平滑筋
細胞を採取し、増殖刺激後の細胞応答を比較検討し、その分子機序解明を行った。

結　果

１．Sirt7 KO マウスを用いた血管病態モデルにおける Sirt7 の機能評価
１）動脈硬化モデルでの検討（図 1）
　ApoE KO マウスの動脈硬化巣では Sirt7 の発現亢進が認められた。高脂肪食負荷後の動脈硬化巣は ApoE シングル
KO マウスと比較して DKO マウスで有意に減少していた。動脈硬化巣における血管平滑筋とマクロファージの集積
は DKO マウスで有意に減少していた。

図 1． 動脈硬化モデルでの検討
高脂肪食負荷後の動脈硬化巣及び血管平滑筋とマクロファージの集積はダブルノックアウ
トマウスで有意に減少していた。2 群間の差は unpaired Welch t test にて検討した。
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　さらにインターロイキン-6、TNF-α などの炎症性サイトカイン、MCP1 などのケモカインの発現も DKO マウスで
有意に減少していた。

２）腹部大動脈瘤モデルでの検討（図 2）
　腹部大動脈瘤モデルにおいても同様に、動脈瘤の直径は DKO マウスで有意に小さく、病変部の炎症性サイトカイン
の発現も DKO マウスで有意に減少した。

図 2． 腹部大動脈瘤モデルでの検討
動脈瘤の直径はダブルノックアウトマウスで有意に減少した。2 群間の差は unpaired
Welch t test にて検討した。

３）血管障害モデルでの検討（図 3）
　ワイヤー障害後の病変部において Sirt7 のタンパク発現は 3 日目をピークに上昇を認めた。内膜/中膜比は Sirt7 KO
マウスで有意に小さく新生内膜の形成の抑制が認められた。
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図 3． 血管障害モデルでの検討
Sirt7 ノックアウトマウスではワイヤー障害後の新生内膜形成の抑制が認められた。2 群間
の差は unpaired Welch t test にて検討した。

２．培養細胞を用いたメカニズム検証（図 4）
　WT マウスと Sirt7 KO マウスから初代培養平滑筋細胞を採取し、増殖刺激後の細胞応答を比較検討した。血清刺激
による細胞増殖、遊走は Sirt7 KO マウス由来の平滑筋細胞で有意に減弱した。siRNA を用いて内因性の Sirt7 をノッ
クダウンした場合も同様に増殖刺激後の細胞増殖が抑制された。ウエスタンブロットにて細胞周期蛋白の発現を調べ
たところ、Sirt7 KO マウス由来の血管平滑筋細胞において CDK2 や CyclinA/E などの細胞周期制御タンパクの発現が
著明に減弱していることが明らかとなった。Sirt7 の結合蛋白として知られる Cul4b は、CDK2 の蛋白発現量を負に制
御する miR371-373 という miRNA のクラスターを負に制御することが知られている８）。我々は miR371-373 のマウス
ホモログである miRNA290-295 の発現を検討した。miRNA290-295 は Sirt7 KO マウス由来の血管平滑筋細胞で有意
に発現が上昇していることが明らかとなった。
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図 4． 初代血管平滑筋細胞を用いた検証
血清刺激による細胞増殖、遊走は Sirt7 ノックアウトマウス由来の平滑筋細胞で有意に減弱
した。Sirt7 ノックアウトマウス由来の血管平滑筋細胞では細胞周期制御タンパクの発現
が著明に減弱した。2 群間の差は unpaired Welch t test にて検討した。

考　察

　本研究により得られた結果は以下の 4 点である。１）血管障害後の病変形成は Sirt7 KO マウスで有意に減弱した。
２）Sirt7 KO マウス由来の血管平滑筋細胞では血清刺激後の細胞増殖や遊走が有意に抑制された。３）Sirt7 KO マウ
ス由来の血管平滑筋細胞では細胞周期制御蛋白の発現が有意に減弱した。４）細胞周期蛋白のうち、CDK2 の発現を負
に制御する miRNA290-295 の発現は、Sirt7KO マウス由来の血管平滑筋細胞で有意に増加した。以上の結果から、Sirt7
の抑制は血管病変の進行抑制の新たな戦略となりうる可能性が示唆された。
　サーチュインファミリーのうち、Sirt1 は心血管疾患における役割について比較的研究が進んでいる。Sirt1 の過剰発
現マウスは血管障害モデルでの新生内膜形成を抑制し９）、ApoE ノックアウトマウスの動脈硬化形成を抑制すること１

０）などが報告されており、Sirt1 は血管保護的に働く可能性が示唆されている。一方今回の我々の結果は Sirt7 の発現
抑制が血管病変の進行を抑制した。脱アセチル化酵素群であるサーチュインファミリーの一員であるものの、Sirt7 は
脱アセチル化以外の多彩な機能を有することが知られている。我々も以前、Sirt7 はオートファジー制御蛋白と結合し、
TGF-β 受容体の分解を抑制していることを報告している７）。本研究で得られた平滑筋細胞の機能制御にも同様の受
容体分解機構が関与しているかは今後検討する必要がある。
　血管病変の形成には本研究で着目した血管平滑筋細胞以外にも血管内皮細胞や炎症細胞も関与する。我々は以前血
管内皮細胞を用いた研究にて、Sirt7 の欠如は増殖刺激による細胞増殖、遊走、管腔形成を抑制することを報告してい
る７）。これらは今回の培養平滑筋細胞と同様の細胞応答であるが、今後はマクロファージなどの炎症細胞における
Sirt7 の機能解析も必要である。さらに生体での機能解析のため組織特異的 Sirt7KO マウスの作製と、血管障害モデル
における表現型解析を行う必要がある。
結論：Sirt7 の発現制御が加齢に伴う血管疾患の新規治療手段となりうる可能性が示唆された。
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