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2 抄録 
クラス III ヒストン/タンパク質脱アセチル化酵素(HDAC)である SIRT1は、自己免疫疾患との関

連が報告されている。グレーヴス病における SIRT1の役割に関するデータは不足している。本研
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究の目的は、GD の発生機序における SIRT1の役割を検討することであった。今回の研究では、

GD 患者において SIRT1 の発現と活性が健常対照者と比較して有意に低下していることが示さ

れた。GD患者の末梢血では NF-κB経路が活性化されており、SIRT1濃度の低下は臨床パラメ

ータと強く相関していた。甲状腺機能が正常な患者では SIRT1 の発現が著明に亢進しており、下

流の標的遺伝子である NF-κB の発現が有意に低下していた。SIRT1 は P65 を脱アセチル化す

ることにより NF-κB経路の活性を阻害していた。これらの結果から、SIRT1の発現と活性の低下

が NF-κB経路の活性化に寄与し、GDの発生機序に関与している可能性があることが示され
た。 
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3 Introduction 
グレーヴス病(GD)は甲状腺機能亢進の最も一般的な原因であり、GD ではリンパ球浸潤、サイロ

グロブリン、サイロキシンペルオキシダーゼ、および甲状腺刺激ホルモン受容体(TSHR)に対する

自己抗体の存在などの抗甲状腺自己免疫応答が発現する(Weetman 2000)。遺伝的および環

境的因子に加えて、免疫機能不全も GD の発生に関与している可能性がある。抗原提示細胞、

Weetman濾胞細胞、および自己反応性 T 細胞の相互作用により、甲状腺抗原に対する自己免

疫応答が引き起こされることが示唆されている(甲状腺疾患 2004)。適応免疫系の興奮と自己寛
容の破壊が観察されているが、基本的な機序は依然として不明である。 

SIRT1はクラス III ヒストン/タンパク脱アセチル化酵素(HDAC)であり、サイレント情報調節因子

(Sir2)ファミリーの一員である。哺乳類のサーチュイン SIRT1 は、代謝の調節や加齢関連疾患の

予防に果たす役割が注目されている(Haigis&Sinclair 2010)。細胞レベルでは、SIRT1 は自食作

用(サルミネン&Kaarniranta 2009)、エネルギー恒常性(Rodgers et al.2005)、ミトコンドリア生

合成(Scarpulla 2011)、アポトーシス(Luo et al.2001,Son et al.2019)など、様々なプロセスを調
節している。 

最近、SIRT1 遺伝子の多型が甲状腺自己抗体の産生増加に関連することが報告された

(Sarumaru et al.,2016)。さらに、SIRT1は、炎症を抑制したり免疫細胞の活性化を調節したりす

ることで作用する重要な免疫調節薬として出現した。抗原提示細胞において、SIRT1 は炎症性サ

イトカインの産生を阻害する(Yang et al.,2015)。SIRT1は抗腫瘍免疫におけるMDSC の分化を

指揮する(Liu et al.,2014a).,a)。また、SIRT1 はプロモーター領域の脱アセチル化を介して T細

胞の活性化を負に調節し、Bclaf1の転写を阻害する可能性もある(Zhang et al.,2009,Gao et 

al.,2012,Kong et al.,2011)。さらに、SIRT1は T細胞免疫の重要なサプレッサーであり、活性化

B 細胞の核内因子 κ軽鎖エンハンサー(NF-κB)や AP-1 などの転写因子の活性を抑制すること

で作用する(Fei et al.,2015)。 

NF-κB は最初、NF-κB 阻害薬である κB 阻害薬(IκB)と複合体を形成した不活性型の状態で細

胞質内に存在する。細胞刺激後に IκB タンパク質は IκB キナーゼ(IKK)によってリン酸化され、



続いて IKKが 26S プロテアソームを介した IκB のユビキチン化および分解を標的とするようにな

る(Ghosh et al.2002)。その結果、NF-κBは翻訳後修飾(PTM)によって調節される(Perkins 

2009)。PTMは遺伝子発現プログラムの不可欠な構成要素であり、現在までに 200 を超える

PTMが同定されており、シグナル伝達調節の多様な側面に影響を及ぼすことが示されている

(Hirsch et al.2016)。PTMは、免疫応答時の細胞情報伝達の重要な調節因子としても作用する

(Deribe et al.2010,Liu et al.2016)。細胞のシグナル伝達経路で広範に解明されているリン酸化

やユビキチン化などの従来の PTM に加えて、アセチル化やメチル化などの他の非従来型 PTM

も免疫応答や炎症反応を制御することが次第に示されつつある(Moowen&David 2014,Cao 

2016,Li et al.2016,Chen et al.2017)。蛋白のアセチル化には、酵素活性、蛋白間相互作用、核

酸結合、蛋白安定度、細胞内局在などの調節を含む様々な作用がある(Moowen&David 

1997,Cao-Ishihara et al.2013,Wang et al.2016)。蛋白のアセチル化には、酵素活性、蛋白-蛋
白相互作用、核酸結合、蛋白安定度、細胞内局在などの調節を含む様々な作用がある

(Moowen&David,Jane-Ishihara et al.310,Wang et al.)。蛋白のアセチル化には、酵素活性、

蛋白-蛋白相互作用、核酸結合、蛋白安定度、細胞内局在などの調節を含む 5つの主要なアセ

チル化部位が特定されており、P65の完全な転写活性のためには Lys 2004のアセチル化が必

要であり、その結果、NF-κB 依存性のトランス活性化は、NF-κ2004 2006 ローダー上ケ田 

SIRT1による P65の脱アセチル化は、疾患の発生に重要な役割を果たしている。これまでの研

究では、SIRT1 が糖尿病性腎疾患(Liu et al.2014b)および関節リウマチ(Li et al.2018)に関与し

ていることが示されており、さらに、SIRT1 アクチベーターであるレスベラトロールは、正常では非

肥満糖尿病(NOD)マウスで発症する 1型糖尿病を予防および治療することが示されている(Lee 

et al.2011)のに対し、GDの発生機序における SIRT1 の役割に関する研究は不足している。 

今回、GD患者および健常対照者から抽出した末梢血単核細胞(PBMC)における SIRT1 の発

現、活性化および抑制について検討したところ、SIRT1の欠損が GD の発生機序における NF-

κB の活性化に重要な役割を果たしていることが明らかになった。SIRT1 の遮断は炎症反応を増

悪させるが、SIRT1 の活性化は NF-κB の標的遺伝子の発現を回復させる。本研究の知見は、

GD 治療の新たな治療標的となる可能性がある。 

4 材料および方法 

5 被験者 

GD 患者 51名、橋本甲状腺炎(HT)患者 17名、年齢と性別を一致させた健康対照 30 名から新

鮮血を採取した。GD は臨床症状、甲状腺機能亢進の生化学的指標、抗甲状腺刺激ホルモン受

容体抗体(TRAb)陽性に基づいて診断された。HT は抗甲状腺ペルオキシダーゼ抗体陽性、抗サ
イログロブリン抗体陽性、超音波検査の変化に基づいて診断された。全患者は上海交通大学医

学校付属病院の Department of Endocrinology から募集された。慢性疾患、感染疾患、癌、



糖尿病または糖尿病の家族歴を有する患者は本研究から除外された。甲状腺ペルオキシダーゼ

(TSH),遊離 T3(FT3),遊離 T4(FT4),4(FT4),甲状腺ペルオキシダーゼ抗体(TPOAb),サイログロブ

リン抗体(TgAB),甲状腺刺激ホルモン受容体抗体(TRAb)などの臨床パラメータがルーチンの臨

床検査法により測定された。GD の被験者特性と臨床情報は表 1に、HT の被験者特性と臨床情

報は補足表 1に記載されている。末尾の補足資料の項を参照のこと。抗甲状腺療法を受けた

GD 患者 15名のフォローアップ解析が実施された。メチマゾール(MMI)療法を受けていた患者に

は第 1 相で 20-30 mg/日が投与されたが、寛解が得られた時点で 5-15 mg に減量された。全

患者が 3 カ月以上の治療を受けており、甲状腺機能が正常に回復した時点で末梢血液検体が

採取された。これらのフォローアップ患者の主な臨床データは補足表 2 に記載されている。参加

者全員がヘルシンキ宣言に従って書面によるインフォームド・コンセントを得た。本研究は Ruijin 

Hospital の研究倫理委員会(Research Ethics Board)の承認を受けた。 

表 1 

グレーヴス病患者と健常対照者の臨床的特徴 

変数 HC GD 正常範囲 

n 30 51 - 

年齢(歳) 35±12 36±14 - 

性別(M/F) 8 月 22 日 12 月 39 日 - 

FT3(pmol/L) 4.2±0.5 30.6±14.0 2.63～5.70 年 

FT4 値(pmol/L) 12.6±2.8 42.7±12.3 9.01～19.04 年 

TSH(μIU/mL) 2.19±0.85 0.0012±0.002 0.3500～4.9400 年 

TRAb(IU/L) - 15.1±8.8 1.75 

TPOAb(IU/mL) 1.30±1.71 336.65±356.21 <5.61 

TGAb(IU/mL) 0.79±1.19 194.67±307.15 <4.11 

データは分布に従い平均±s.d.で示す。 

F:女性、GD:グレーヴス病、HC:健康対照、M:男性 



「-」は試験が実施されなかったこと又はデータが得られていないことを示す。 

6 細胞の分離 

ヘパリン処理した試験管に新たに採取した血液からヒト PBMC を採取し、Ficoll-Isoopaque密

度勾配遠心法(Sigma-Aldrich 社)により分離した後、ペレットを洗浄して血小板及び Ficoll を除
去し、分離した細胞をさらなる研究に用いた。 

7 RNA 分離および RT-PCR 

全 RNA を TRIzol 試薬(Invitrogen)を用いて抽出した後、1μg の RNA からオリゴ dT-アダプタ

ープライマーを用いて逆転写酵素(TaKaRa)により cDNA を合成し、定量 PCR用の 2回の試料

を ICycler(ABI)で測定した。ハウスキーピング遺伝子 GAPDH で標準化した後、2-ΔΔCt を用い

て、対照と比較した相対mRNA レベルで表された遺伝子発現量を定量し、プライマー配列を別表

3 に示す。 

8 免疫組織化学検査 

免疫組織化学検査が実施された。治療のために甲状腺摘出術が施行された GD患者 3 例から

採取した甲状腺組織と、単純甲状腺腫患者 3例から採取した甲状腺組織を対照とした。免疫組

織化学検査は前述(Hasegawa et al.,2010)の記載に従って実施された。まず、4%パラホルムア

ルデヒド液で 4℃で一晩固定した後、パラフィンに包埋して厚さ 5μmの切片を作製し、全切片を

ウサギ抗 SIRT 1 多クローン性抗体(Abcam,ab220807)を用いて 1:200に希釈した 4℃で一晩

培養した。次に、ビオチン標識したヤギ抗ウサギ IgG(Maixin・バイオテク社、中国福州)で染色し

た後、ストレプトアビジン-ペルオキシダーゼ複合体(Maixin・バイオテク社)で染色した。次に 3,3'-

ジアミノベンジジン(DAB;Maixin・バイオテク社)を加えた。最後に、スライスした切片を対比染色
し、脱水、洗浄した後、中性ガムに包埋した。 

9 蛍光抗体法 

PBMC は細胞遠心分離装置 7620(WESCOR,Logan,UT,USA)を用いて 230 g で 5 分間遠心分

離し、スライドガラス上にスピンさせた後、SIRT1(Abcam,ab220807)抗体または P65(Cell 

Signaling Technology)抗体で染色した。蛍光二次抗体は Invitrogenから購入した。スライドに

は DAPI を含む Vectatashield(SouthernBiotech,Birmingham,AL,USA)を装着した。蛍光顕
微鏡検査では、蛍光色素の減衰の変動によるアーチファクトを除外するため、全ての切片を同時

に染色して分析した。画像は Olympus システムを用いて取得した。 

10 ウェスタンブロット法 



SIRT1(Abcam,ab220807),アセチル-P 65(Abcam)及び IκBα(Cell Signaling Technology)に

対する一次抗体(GAPDH(Cell Signaling Technology)を対照とし、次に西洋ワサビペルオキシ

ダーゼを結合させた二次抗体(Cell Signaling Technology)を用いて膜を 4℃で一晩培養した

後、蛍光発色基質(Millipore)を用いて発色させ、LAS-4000(GE Healthcare)を用いて検出を行
った。 

11 SIRT1 デアセチラーゼ活性測定 

SIRT1活性測定用キット(Genmed 社、Shanghai,China)を用いて、製造業者のプロトコールに

従って in vitroにおける SIRT1 デアセチラーゼ活性を測定したところ、PBMC を合成基質(Arg-

His-Lys-Lys(Ac))と反応させた後、SIRT1が活性化されるとアセチル化された基質が脱アセチル

化されて吸光度が変化し、プレートリーダー(Biotek)により検出された。 

12 ELISA 

血清中及び細胞上清中の TNF-α、IL-6,IL-8及びMCP1 濃度は、それぞれ市販の ELISA キット

(R&D Systems 社製)を用いて測定され、各操作は製造業者の指示に従って行われ、マイクロプ

レートリーダーを用いて波長 450 nmにおける吸光度を測定し、各ウェルの発色強度を分析し

た。 

13 細胞および治療 

PBMC は、10%ウシ胎児血清、2 mM L-グルタミン、100 IU/mLペニシリンおよび 100μg/mL ス

トレプトマイシンを添加した RPMI 1640 培地を用い、37℃、5%炭酸ガス加湿下、37℃で培養し

た。これらの成分は全て Gibco 社から購入した。細胞は完全培地で 1×106/mLの濃度に希釈さ

れた。次に PBMC を 12ウェルプレートに播種し、12時間血清飢餓条件下で培養した後、SIRT1

阻害因子 Ex527(40μM;米国テキサス州 Selleckchem)および SIRT1活性化因子と推定される

SRT1720(2μM;Selleckchem)で処理し、リポ多糖体(LPS;E.coli 0111:B4,Sigma-Aldrich)を 50 

ng/mLの濃度で細胞に投与し、5時間後に細胞を採取した。 

P 65 特異的 siRNA及びスクランブル siRNAは、Shanghai Co.Ltd.(Shanghai,China)により設

計・製造され、Lipofectamine 3000(Invitrogen)に付属の説明書に従って PBMC にトランスフェ

クトされた。Genomeditech 

14 ルシフェラーゼアッセイ 

HEK 293T細胞を 24の 24 時間前に 24 ウェルプレートに播種し、細胞の融合率が 40-50%に達

した時点で、Lipofectamine 3000 transfection reagent(Invitrogen)を用いて NF-κB のプロ



モーター配列を含むプラスミドを導入した。Ex527(40μM;Selleckchem)と

SRT1720(2μM;Selleckchem)を同時に添加し、24時間後に細胞を 1×PLB に溶解し、製造業者

の推奨に従って Dual-Luciferase Reporter Assay System(Promega)を用いてルシフェラーゼ

アッセイを実施した。ルシフェラーゼアッセイはすべて 3 回実施した。 

15 データ解析 

統計解析の統計解析は SPSS Software 19.0(SPSS Statistics Inc.)を用いて実施された。正規

分布データは独立標本 t 検定、異常分布データは Kruskal-Wallis 検定に続いてMann-

Whitney U 検定を用いて解析された。関連性は Spearman 相関検定を用いて解析された。対

応するデータセットを比較するために paired t 検定が用いられた。すべてのグラフは GraphPad 

Prism 7.0 を用いて作成された。0.05 未満の P値は統計学的に有意とみなされた。 

16 結果 

17 GD 患者における SIRT1 の発現および活性の低下 

SIRT1が GDの病因に関与しているかどうかを検討するため、まず PBMC の主な構成要素であ

る CD4+T,CD8+T,B リンパ球、単球の SIRT1陽性の有無を測定したところ、いずれも SIRT1 陽

性であった(補足図 1)。次に、GD 患者 51名と健常対照(HC)30名から採取した PBMC を用いて

qRT-PCR 法により SIRT1 mRNAの発現量を検討した。興味深いことに、SIRT1 mRNAの発現

量は、HC と比較して GD患者で有意に減少していた(P<0.05,図 1A)。興味深いことに、橋本甲状

腺炎患者においても SIRT1 の発現量が減少していた(補足表 1,補足図 2)。このことは、SIRT1の

減少が自己免疫性甲状腺炎(AITD)でよくみられる現象であることを示している。さらに、PBMC

中の SIRT1蛋白レベルは、HC と比較して GD患者では減少していた(図 1B)。さらに、PBMC 中

の SIRT1 活性を PBMC中の蛍光抗体法で確認した(図 1C)。次に、GD 患者と HC 患者から採

取した PBMC中の SIRT1 活性を比較したところ、GD患者の PBMC では SIRT1活性が低下し

ていた(図 1D)。3名の GD患者と 3 名の HC から採取した甲状腺組織中の SIRT1 蛋白の発現

量を免疫組織化学染色を用いて測定したところ、実際に GD患者の甲状腺細胞中に SIRT1 の発

現低下が検出された(図 1E)。 



フルサイズで表示 

図 1 

GD 患者で SIRT1 の発現と活性が低下した。(A)GD患者 51例と HC 30 例の qRT-PCRにより

PBMC 中の SIRT1 mRNA レベルが検出された。(B)GD 患者と HCの PBMCにおける SIRT1

発現のウェスタンブロット法解析(n=4)。(C)GD患者と HC の PBMCにおける SIRT1の蛍光抗体

法の代表的な画像(緑)。核は DAPI(青)で染色(n=5)。20μmのスケールバー。(D)GD 患者と HC

の PBMCにおける SIRT1 の総活性が測定された。(E)GD 患者と HCの PBMC における SIRT1

の代表的な免疫組織化学染色(n=3)。20μm のスケールバー。GDはグレーヴス病、HCは健康

対照。データは平均値±s.e.m.*P<0.05。 

引用:Journal of Endocrinology 246,2;10.1530/JOE-19-0501 
• 図のダウンロード 

• 図を PowerPoint スライドとしてダウンロードする 

GD 患者では、TRAbは TSHR に結合する典型的な自己抗体であり、それにより甲状腺ホルモン

の合成・分泌および甲状腺の成長を刺激する(Weetman 2000)。表 2 に示すように、51 名の

GD 患者において、SIRT1 の発現量と TRAbの発現量との間に負の相関が認められ(r=-

0.512,P=0.000,表 2),また、FT3(r=-0.514,P=0.000,表 2)と FT4(r=-0.394,P=0.004,表 2)との間に

は負の相関が認められた。これらのデータから、SIRT1の発現量の減少が GD の臨床変数と関

連していることが明らかになり、総合すると、SIRT1 の発現量の減少が GD において何らかの役
割を果たしている可能性が示唆される。 

表 2 

スピアマン相関法による SIRT1 mRNA発現とグレーヴス病の臨床パラメータとの関連性。 
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GD のパラメータ r リン 

FT3 試験 -0.514 0.000 

FT4 値 -0.394 0.004 

TSH 0.211 0.137 

TRAb 試験 -0.512 0.000 

TPOAb 型 0.040 0.779 

TGAB -0.047 0.745 

r:相関係数 

18 NF-κB シグナル伝達経路は GD 患者で活性化される 

NF-κB ファミリーは SIRT1 の基質であり、炎症との関連が報告されており、P65の完全なトランス

活性化にはリジン残基(特に 310)における P65 のアセチル化が必要であることが多くのエビデン

スから示されており、SIRT1 の発現が GD 患者で低下していることから、GD患者において NF-

κB 経路が活性化されるかどうかを検討した。興味深いことに、GD 患者では P65-NF-κB の発現

が核に局在していることが判明し、GD患者から分離された PBMCにおいて NF-κB シグナル伝

達が活性化されていることが確認された(図 2A).次にウェスタンブロット法を用いて GD 患者と

HC における NF-κB シグナル伝達経路の主要な調節因子を特定したところ、GD患者ではアセチ

ル化-P65(ac-P65)の濃度が上昇していた。さらに、NF-κB の阻害因子である IκBの発現が GD

患者で低下していた(図 2B,補足図 3).最後に、NF-κB経路が GDの病因に関与しているかどう

かをさらに確認するために、GD 患者の末梢血における TNF-α、IL-6,IL-8 およびMCP1 の濃度

を調べたところ、GD患者では TNF-α(図 2C),IL-6(図 2D),IL-8(図 2E)およびMCP1(図 2F)の

mRNA濃度が HC よりも有意に高かった。さらに、GD患者では TNF-α(図 2G),IL-6(図 2H),IL-

8(図 2I)およびMCP1(図 2J)の血清タンパク質濃度が GD 患者で有意に高値を示した。これらの

知見は、NF-κB シグナル伝達経路が GD 患者で活性化されているようであることを示している。 



フルサイズで表示 

図 2 

NF-κB シグナル伝達経路は GD患者で活性化されている。(A)PBMCに P65(赤)及び DAPI(青)

を添加した蛍光抗体法(n=5)。20μmのスケールバー。(B)GD患者及び HC患者の PBMCにお

ける NF-κB 経路の鍵となる分子のウェスタンブロット法解析(C-F)TNF-α(C),IL-6(D),IL-8(E)及び

MCP1(F)のmRNA 発現が qRT-PCR 法により GD 患者(n=51)及び HC患者(n=30)の PBMC

において測定された。(G-J)TNF-α(G),IL-6(H),IL-8(I)及びMCP1(J)の血清中濃度が ELISA 法に

より GD 患者(n=51)及び HC 患者(n=30)の TNF-α(G),IL-6(H),IL-8(I)及びMCP1(J)のmRNA

発現が ELISA 法により GD患者(n=51)及び HC 患者(n=30)の TNF-α(G),IL-6(H),IL-8(I)及び

MCP1(J)の血清中濃度が 

引用:Journal of Endocrinology 246,2;10.1530/JOE-19-0501 
• 図のダウンロード 

• 図を PowerPoint スライドとしてダウンロードする 

19 末梢血中の SIRT1 と NF-κB関連炎症性サイトカインおよびケモカ

インの濃度との相関 
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以前の研究では、SIRT1が P65 を脱アセチル化し、非小細胞肺癌(NSCLC)細胞株におけるその

トランス活性化を阻害することが報告されている(Yeung et al.,2004)。GD患者におけるこれらの

知見の妥当性を確立するために、末梢血中の SIRT1 レベルと NF-κB 関連炎症性サイトカインお

よびケモカインとの関係が検討された。SIRT1 mRNAの発現と TNF-α(r=-0.455,P=0.001,図

3A),IL-6(r=-0.423,P=0.002,図 3B),IL-8(r=-0.440,P=0.001,図 3C)およびMCP1(r=-

0.407,P=0.003,図 3D)mRNA の発現との間に逆相関が認められたことから、SIRT1が GD患者

の NF-κB経路を調節しているという仮説が支持された。 

フルサイズで表示 

図 3 

末梢血中の SIRT1 と NF-κB 関連炎症性サイトカインおよびケモカインのレベルとの相関。(A-

D)51 人の GD患者における TNF-α(A),IL-6(B),IL-8(C),MCP1(D)および SIRT1のmRNA 発現

との相関。GD,グレーヴス病。 

引用:Journal of Endocrinology 246,2;10.1530/JOE-19-0501 
• 図のダウンロード 

• 図を PowerPoint スライドとしてダウンロードする 
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20 治療後に一部の GD 患者で SIRT1 の発現が増加し、NF-κB関連

炎症促進因子の発現が減少した 
メチマゾール治療を受けた GD 患者 15名の追跡分析を実施したところ、3 カ月以上の治療後に

患者の甲状腺機能の臨床変数は正常値に回復した。SIRT1 のmRNA レベルは、当初の GD 患

者と比較して、甲状腺機能が正常な GD患者では有意に上昇していた(図 4A)が、TNF-α(図

4B),IL-8(図 4C),MCP1(図 4D)などの NF-κB関連炎症促進因子の発現は著明に減少していた。

IL-6 のmRNA レベルは治療前と治療後の検体で同程度であったが、10名の患者で IL-6 の発

現低下が認められた(図 4E)。循環血中の TNF-α(図 4F),IL-6(図 4G),IL-8(図 4H),MCP1(図 4I)

のタンパク質レベルは、当初の GD 患者と比較して甲状腺機能が正常な GD患者で有意に低下
していた。 



フルサイズで表示 

図 4 

治療後の GD 患者の一部では、SIRT1の発現が増加し、NF-κB 関連炎症促進因子の発現が減

少した。(A)GD患者における治療前と治療後の PBMC における SIRT1 のmRNA 発現量の変

化、(B)GD患者における治療前と治療後の PBMC における TNF-αのmRNA 発現量の変化、

(D)GD患者における治療前と治療後の PBMCにおける IL-8のmRNA発現量の変化、(D)GD

患者における治療前と治療後の PBMC における IL-6のmRNA 発現量の変化、(E)GD 患者に

おける治療前と治療後の PBMCにおける IL-6 のmRNA 発現量の変化、(F)GD患者における

治療前後の TNF-αの血清中濃度、(G)抗甲状腺薬を投与した GD 患者における IL-6 の血清中



濃度、(H)抗甲状腺薬を投与した GD患者における IL-8の血清中濃度、(I)GD患者における治

療前後のMCP1の血清中濃度、GD,p<0.05,**P<0.01,***P<0.001 を表す。 

引用:Journal of Endocrinology 246,2;10.1530/JOE-19-0501 
• 図のダウンロード 

• 図を PowerPoint スライドとしてダウンロードする 

21 SIRT1 の阻害は PBMC の炎症反応を増悪させる 

先に説明したように、SIRT1 の発現低下が GDの発症に関与している可能性がある。炎症反応

に対する SIRT1 の影響を検討するため、PBMC中の SIRT1 の阻害が炎症反応に影響を及ぼす

か否かを検討するため、インヒビターである Ex527 を用いて DMSO と比較したところ、Ex527 は

SIRT1の活性を阻害した(Supplementary Fig.4A)。SIRT1 は P53 などいくつかの転写因子の

転写活性を抑制することが判明していることから、SIRT1 の減少が NF-κB の転写活性を介して

NF-κB 経路の活性を誘導するか否かを検討したところ、ルシフェラーゼ NF-κB レポーターシステ

ムを用いて、Ex527 による処理が NF-κBの転写活性を亢進させることが明らかにされた

(Fig.5A)。さらに、Ex527による処理 PBMC では P65のアセチル化レベルが有意に上昇した

(Fig.5B)。NF-κB シグナル伝達経路の活性化も蛍光抗体法により確認された(Fig.5C)。興味深い

ことに、Ex527 で処理した PBMC では、SIRT1 の活性阻害に炎症性サイトカインおよびケモカイ

ンの発現が伴っており、LPS の添加の有無にかかわらず、DMSO で処理した細胞よりも発現が

亢進していた(Fig.5D-G)。これと一致して、培養上清中の TNF-α(図 5H),IL-6(図 5I),IL-8(図 5J)

およびMCP1(図 5K)のレベルも Ex527 による刺激後に有意に上昇したことから、SIRT1 の活性
阻害が炎症反応を増悪させることが示された。 
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フルサイズで表示 

図 5 

SIRT1の阻害は PBMC における炎症反応を増悪させる。(A)NF-κBの転写活性をルシフェラー

ゼレポーターアッセイにより解析(n=3)、(B-K)PBMC を DMSO又は SIRT1-インヒビター

Ex527(40μM)で 24時間処理、(B)K310における P65のアセチル化をウェスタンブロット法によ

り判定(n=3)、対応する P65 の強度に対して規格化した Ac-P65のバンド強度を算出(n=3)、

(C)PBMC を Ex527 で処理した場合に P65 の核転座(赤色)が免疫染色により確認(n=3)、20μm

のスケールバー(D-G)PBMC を LPS(50 ng/mL)で最後の 5 時間培養したときの TNF-α(D)、IL-

6(E)、IL-8(F)及びMCP1(G)のmRNA発現量を qRT-PCRにより定量(n=4)、(H-K)Ex527 で処

理した PBMC を 50 ng/mL の LPS で最後の 5時間培養したときの TNF-α(H)、IL-6(I)、IL-8(J)

及びMCP1(K)の濃度を ELISA により解析(n=3)、データは平均値±s.e.m.*P<0.05、**P<0.01。 

引用:Journal of Endocrinology 246,2;10.1530/JOE-19-0501 
• 図のダウンロード 

• 図を PowerPoint スライドとしてダウンロードする 

22 SIRT1 の活性化は GD 患者の PBMC における炎症反応を軽減す

る 
次に、SIRT1の活性化が GD 患者の PBMCにおける炎症反応を軽減するかどうかを検討した。

SIRT1 アクチベーターと推定される SRT1720 を用いたところ、SRT1720 で処理した PBMCにお

ける SIRT1 活性は、DMSO で処理した PBMC よりも有意に高かった(補足図 4B)。SRT1720 で

処理した細胞では、ルシフェラーゼレポーターアッセイにより NF-κB 転写活性の低下が示された
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(図 6A)。さらに、ウェスタンブロット法により、SRT1720 で処理した GD 患者の PBMCにおける

ac-P65 の低下が確認され(図 6B),蛍光抗体法により確認された NF-κB経路の活性化の低下も

確認された(図 6C)。さらに、SRT1720 で処理した PBMC では、NF-κB 標的炎症促進遺伝子の発

現低下も認められた(図 6D-G)。さらに、SRT1720 で処理した PBMC では、TNF-α(図 6H),IL-

6(図 6I),IL-8(図 6J)およびMCP1(図 6K)の培養上清中のタンパク質レベルも SRT で処理した

PBMC で有意に低下していた。以上の結果から、SIRT1 の活性化が炎症反応の軽減に有益であ
ることが示された。 

フルサイズで表示 

図 6 

SIRT1の活性化は GD患者の PBMC における炎症反応を軽減する。(A)NF-κB の転写活性を

ルシフェラーゼレポーターアッセイにより解析(n=3)、(B-K)PBMC を DMSO又は SIRT1-アクチベ

ーターSRT1720(2μM)で 24 時間処理、(B)K310における P65 のアセチル化をウェスタンブロット

法により判定(n=3)、対応する P65の強度に対して正規化した Ac-P65のバンド強度を算出

(n=3)、(C)GD患者の PBMC を SRT1720 で処理したときの P65(赤色)の細胞質転座を免疫染

色により確認(n=3)、20μmのスケールバー(D-G)GD患者の PBMC を LPS(50 ng/mL)で最後

の 5時間刺激したときの TNF-α(D),IL-6(E),IL-8(F)及びMCP1(G)のmRNA 発現量を qRT-PCR

により定量(n=4)、(H-K)SRT1720 で処理した PBMC を 50 ng/mLの LPS で最後の 5 時間培養



したときの TNF-α(D),IL-6(I),IL-8(J)及びMCP1(K)のmRNA発現量を ELISAにより解析(n=3)、

GD-Graves病。データは平均±s.e.m.*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001 を表す。 

引用:Journal of Endocrinology 246,2;10.1530/JOE-19-0501 
• 図のダウンロード 

• 図を PowerPoint スライドとしてダウンロードする 

23 SIRT 1 誘導性炎症の阻害は、PBMC 中の P65 をノックダウンする

ことで部分的に減少する 
SIRT1 と NF-κB との関係をさらに検討するために、P65 に対する siRNAが用いられ、siRNAに

よるトランスフェクションの有効性が qRT-PCRにより確認された(補足図 5)。PBMC 中の P65 を

siRNA を介してノックダウンすると、TNF-α(図 7A),IL-6(図 7B),IL-8(図 7C)およびMCP1(図 7D)

のmRNA レベルが低下した。さらに、Ex527 によって誘導されたこれらの NF-κB標的炎症遺伝

子の発現増加は P65のノックダウンによって遮断された(図 7A-D)。これらの結果と一致して、培

養上清中の TNF-α(図 7E),IL-6(図 7F),IL-8(図 7G)およびMCP1(図 7H)のmRNA レベルも P65 

siRNA の存在下で有意に低下した。さらに、Ex527 によって TNF-α(図 7E),IL-6(図 7F),IL-8(図

7G)およびMCP1(図 7H)の蛋白レベルも上昇したが、これらの変化は si-P65 のトランスフェクシ

ョンによって遮断された。HEK 293T 細胞における siRNA を介した P65 のノックダウンは、Ex527

の添加の有無にかかわらず、NF-κB の転写活性を低下させたことが、ルシフェラーゼレポーター

アッセイによって示された(図 7I)。これらの結果から、SIRT1 は NF-κB を介した炎症反応を阻害
することが示唆される。 
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フルサイズで表示 

図 7 

SIRT 1が誘導する炎症の抑制は、PBMCにおいて P65 ノックダウンにより部分的に減少する。

PBMC に P65 siRNA 又は対照 siRNA を導入した後、ノックダウン細胞及び対照細胞を

Ex527(40μM)又は DMSO で処理し、TNF-α(A),IL-6(B),IL-8(C)及びMCP1(D)の発現量を qRT-

PCR法(n=3)により検討した。(E-H)培養上清中の TNF-α(E),IL-6(F),IL-8(G)及びMCP1(D)濃度

を ELISA法(n=3)により解析した。(I)HEK-293T 細胞に P65 siRNA又は対照 siRNA を一過性に

導入した後、Ex527及び NF-κB プロモーターベクターを細胞採取 24 時間前に添加した後、NF-

κB の転写活性をルシフェラーゼレポーターアッセイ法(n=3)により解析した。データは平均値

±s.e.m.*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001 を表す。 

引用:Journal of Endocrinology 246,2;10.1530/JOE-19-0501 
• 図のダウンロード 
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• 図を PowerPoint スライドとしてダウンロードする 

24 討論 
GD は自己免疫疾患の中で最も頻度の高い疾患の 1つであり、ヨードが十分に存在する地域で

は甲状腺中毒症の全症例の 70-80%を占める(Abraham-Nordling et al.,2011)。抗甲状腺薬
は全ての患者の甲状腺機能を正常化するために使用できるが、患者に負の副作用を引き起こす

ことが多い(David 2005,デフロート et al.,2012)。 

今回の研究結果は、SIRT1 が NF-κB経路を介した GD の発生に関与する重要な調節因子であ

ることを初めて示した。このことは、いくつかの一連のエビデンスから示唆されている。第 1 に、

SIRT1は PBMCの主な構成要素である CD4+T,CD8+T,B リンパ球および単球で発現しており、

SIRT1の発現は GD 患者の PBMC(特に CD14+単球)ではダウンレギュレーションされている。第

2 に、NF-κB経路の活性化が GD患者で観察されている。第 3 に、SIRT1の低発現は GD 患者

の臨床変数と関連し、IL-6,IL-8,TNF-α、MCP1および SIRT1 の間にはmRNA レベルで有意な

相関が認められる。第 4に、SIRT1 の阻害は健常対照 PBMCにおける炎症反応を増悪させる

が、SIRT1の活性化は GD患者の PBMCにおける炎症反応を改善する。最後に、我々の知見

は、P65が SIRT1 の直接の標的であり、SIRT1 が GD における NF-κB を介した炎症反応を媒介
することを示唆している。 

SIRT1は、抗炎症作用を有するいくつかの重要な転写因子の機能を調節している(Park et 

al.2016,Hah et al.2014)。多数のエビデンスから、SIRT1 は関節リウマチ(Li et al.2018)、動脈硬

化(Sosnowska et al.2017)、インスリン感受性(Hui et al.2017)、腎疾患(He et 

al.2010,Hasegawa et al.2010)などの様々な疾患において主要な役割を果たしていることが示

唆されているが、PBMC である SIRT1が GDの発生機序に関与しているかどうかは依然として

不明である。今回の研究では、qRT-PCR法、ウェスタンブロット法、蛍光抗体法により、SIRT1の

発現がダウンレギュレートされていることが確認された。さらなる研究により、SIRT1の発現が

FT3 や FT4 などの臨床 GD パラメータ、特に TRAb値と強く相関することが確認された。また、限

界についても言及すべきである。眼窩疾患を併発している GD患者では高い TRAb値がしばしば

認められるものの、Graves病患者 51例では甲状腺性眼症を発症した患者はおらず、SIRT1値

と眼窩疾患との関連性を解析することはできない。SIRT1 値と眼窩疾患との関連性を検討するに

は、眼窩疾患を有する GD患者のさらなる募集が必要となるであろう。MMI 治療後、SIRT1 の発

現は甲状腺機能正常の患者でアップレギュレートされた。以前の研究では SIRT1のmRNA レベ

ルは変化しなかったが(Yan et al.2015)、我々の研究におけるこの差は、より厳しい登録基準に

よるものである可能性があり、SIRT1 の発現に影響を及ぼす可能性のある他の因子を有する被

験者は除外されたと考えられる。さらに、著者らの論文では、SIRT1 mRNA レベルは健康対照と

比較して GD 患者からの PBMCが減少する傾向を示したが、統計学的に有意ではなかった(Yan 

et al.2015 
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最近のエビデンスから、SIRT1 はヒストンの脱アセチル化だけでなく、

P53,FOXO,P65,STAT3,PGC1α、PPAR-γ などの様々な転写因子の脱アセチル化を介して生物学

的効果を発揮し(Nakagawa&Guarente 2011),SIRT1 は NF-κB経路の阻害を介して抗炎症作

用を発揮する可能性がある。核の NF-κB 活性の持続期間は可逆的なアセチル化によって高度

に調節され(Senftleben et al.2001),SIRT1 は P65 の脱アセチル化を介して NF-κB シグナル伝

達経路を阻害することが示されており(Yang et al.2010),NF-κB の機能は炎症反応の調節である
ことが十分に認識されている。自然免疫細胞における様々な炎症促進遺伝子の発現誘導を媒介

することに加えて、NF-κBは炎症 T 細胞の活性化、分化およびエフェクター機能も調節している

(Zhong et al.2016,Afonina et al.2017)。最近のエビデンスから、NF-κBは炎症 T 細胞の活性

化、分化およびエフェクター機能も調節している(Lawrence 2009,Tak&Firestein 2001)。今回の

研究では、GD 患者では P65 が核に転座しているのに対し、HC では P65 が細胞質内に封入さ

れていることが明らかにされた(Zhong et al.,Tak&Firestein,)。ウェスタンブロット法により、NF-

κB 阻害因子である IκBαの濃度が HC と比較して GD 患者で低下しており、P65 の急速かつ一
過性の核移行とそれに続く炎症性サイトカインおよびケモカインの活性化が引き起こされているこ

とが確認された。IL-6,IL-8,TNF-α およびMCP1 の上昇は、GD 患者ではmRNA レベルとタンパ
ク質レベルの両方で確認された。 

SIRT1が GD患者において NF-κB を調節するかどうかを確立するために、SIRT1 の発現と NF-

κB 標的炎症性サイトカインおよびケモカインの発現との関連性をさらに確認した。SIRT1 の発現

は IL-6,IL-8,TNF-α およびMCP1の発現と負の相関を示した。さらに、甲状腺機能が正常な GD

患者では SIRT1 の発現量が増加したことから、PBMC における SIRT1 の発現と活性の抑制が、

GD の発症に対する感受性の増大または病因の初期変化の前提条件である可能性が示唆され

た。次に、健常対照の PBMC を SIRT1 インヒビターEx527 で処理し、GD 患者の PBMC を

SIRT1 アクチベーターSRT1720 で処理したところ、Ex527 処理により K310 での P65 のアセチル

化がアップレギュレートされ、NF-κB P65 の核移行が増加したことが明らかになった。これは以前

の報告(Yeung et al.2004,Ghisays et al.2015)と一致している。さらに、NF-κB が調節する炎症

性サイトカインおよびケモカインの発現は Ex527 処理に反応して増加した。対照的に、SRT1720

処理は炎症性サイトカインおよびケモカインの産生と P65 の核移行を抑制し、P65 を細胞質内に

戻した。さらに、P65 のアセチル化は減少した。重要なことに、siRNA を介した P65 のノックダウン

と Ex527 処理の結果から、SIRT1が NF-κB経路を介して炎症反応を調節するという結論がさら

に確認された。これらの結果はまた、NF-κBが調節する炎症性サイトカイン(TNF-α、IL-1βおよ

び IL-6)の PMA誘導性の転写活性化および分泌がレスベラトロール処理によって抑制されること

を示した Park らの結果とも一致している。さらに、NF-κB の転写活性の抑制は、対照の

C57BL/6 マウスと比較して、SIRT1 トランスジェニックマウスにおける TNF-α、IL-1β および IL-6

のmRNA およびタンパク質レベルの大幅な低下と関連している(Park ら 2016 



以上の結果から、SIRT1は NF-κB 経路を調節することにより GDの発生機序に関与しており、

SIRT1は GDに関連する炎症過程の負の調節因子としておそらく作用することが示された。

SIRT1の調節は GD 炎症の治療に有望な戦略を提供すると結論した。 
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