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〈要 約〉

　カロリー制限は哺乳類の寿命を延長し加齢性難聴の発症を抑制することができる唯一確実な方法として知られているが，その分子機構については不明な点が多い．脱アセチル化酵素であるSirtuinは下等生物において重要な老化制御タンパク質としてはたらくことが知られているが，哺乳類における抗老化および寿命延長への役割については不明である．筆者らは，ミトコンドリアに局在し哺乳類Sirtuinの一員であるSirt3がカロリー制限によるマウスの加齢性難聴の発症抑制に必須であることを明らかにした．Sirt3ノックアウトマウスの聴力測定を行ったところ，カロリー制限下において中年齢の野生型マウスはほぼ正常な聴力を示したが，同じ月齢のSirt3ノックアウトマウスでは中等度の難聴が出現した．また，これらマウスの蝸牛，脳，肝臓を摘出してDNA酸化損傷の程度を調べたところ，Sirt3ノックアウトマウスの組織ではDNA酸化損傷が野生型マウスの組織に比べ有意に高い結果が示された．さらに，カロリー制限下ではSirt3はイソクエン酸脱水酵素2を脱アセチル化することによりこれを活性化させ，その結果，NADPH値および還元型グルタチオンの酸化型グルタチオンに対する比率の増加することが明らかになった．ヒト腎臓細胞を用いた培養細胞実験では，Sirt3の過剰発現がNADPH値を増加させ酸化ストレス性の細胞死を抑制した．これらの結果から，カロリー制限による加齢性の蝸牛の細胞死および加齢性難聴の抑制にミトコンドリアに局在する哺乳類Sirtuinが重要な役割をはたすことが明らかになった．

はじめに

　老人性難聴とは両側耳にほぼ対称に生じる老化にともなう進行的な感音性難聴であり，内耳の末梢感覚器である蝸牛の有毛細胞やラセン神経節細胞の障害がおもな原因である1)．カロリー制限は哺乳類の老化を抑制する唯一確実な方法として知られており，その老化関連疾患の抑制や寿命延長の効果について数多くの報告がなされている2)．これまでのマウスを用いた研究から，カロリー制限下では加齢による蝸牛のラセン神経節細胞の細胞死が有意に抑制され加齢性難聴の進行を遅延することが明らかとなっているが3)，分子レベルでの加齢性難聴の抑制機構については不明である．脱アセチル化酵素であるSirtuinは酵母，線虫，ショウジョウバエにおいて重要な老化制御タンパク質としてはたらくことが多く報告されている4)．しかしながら，哺乳類における抗老化および寿命延長への役割については不明である．この研究では，ミトコンドリアに局在し哺乳類Sirtuinの一員であるSirt3がカロリー制限によるマウスの加齢性難聴の発症の抑制に必須であることを示した．

1．Sirt3はカロリー制限による加齢性難聴の発症の抑制に必須である

　カロリー制限による加齢性難聴の抑制の分子機構を明らかにするために，Sirt3ノックアウトマウスの聴力測定を行った．野生型マウスとSirt3ノックアウトマウスを生後2ヵ月齢から4群に分け，対照群に与える餌の総カロリーを25％減じた餌をカロリー制限群に与える餌とし，2月齢時および12月齢時に8 kHz，16 kHz，32 kHzでの聴力閾値を測定した．その結果，カロリー制限下において中年齢の野生型マウスはほぼ正常の聴力閾値を示したが，同じ月齢のSirt3ノックアウトマウスではすべての周波数において中等度の難聴が出現した（図1）．また，蝸牛を摘出してその組織切片を光学顕微鏡下で観察したところ，カロリー制限された中年齢の野生型マウスに明らかな異常はなかったが，カロリー制限された同じ月齢のSirt3ノックアウトマウスではラセン神経節細胞および有毛細胞に著明な変性が観察された．以上の結果から，カロリー制限による加齢性難聴の発症の抑制にSirt3が必須であることが明らかになった．

2．Sirt3はカロリー制限による酸化ストレス性の細胞死の抑制に必須である

　これまでの研究から，酸化ストレスは蝸牛において細胞障害あるいは細胞死をひき起こすと考えられている5)．そこで，Sirt3ノックアウトマウスから蝸牛，大脳皮質，肝臓を摘出し，カロリー制限が酸化ストレス性の細胞死を抑制するかどうかを検討した．その結果，カロリー制限されたSirt3ノックアウトマウスのすべての組織において，核DNAの酸化ストレス障害が野生型マウスと比べ有意に高いという結果が示された．また，蝸牛の組織切片を光学顕微鏡下で観察したところ，カロリー制限されたSirt3ノックアウトマウスのラセン神経節細胞と有毛細胞の細胞数は，同じ月齢の野生型マウスと比べ有意に低いという結果が示された．以上の結果から，カロリー制限による酸化ストレス性の細胞死の抑制にSirt3が必須であることが明らかになった．

3．Sirt3はカロリー制限下においてグルタチオンの抗酸化防御機能を強化する

　グルタチオンはミトコンドリアにおいて活性酸素種を消去する主要な抗酸化物質であり，還元型グルタチオンの酸化型グルタチオンに対する比率は細胞内の酸化ストレスの主要なマーカーと考えられている6)．そこで，Sirt3ノックアウトマウスから内耳，大脳皮質，肝臓を摘出してミトコンドリアを抽出し，カロリー制限がミトコンドリアにおけるグルタチオンの抗酸化防御機能を強化するかどうかを検討した．その結果，カロリー制限された野生型マウスのすべての組織における還元型グルタチオンの酸化型グルタチオンに対する比率の増加が示されたが，カロリー制限されたSirt3ノックアウトマウスの組織において変化は示されなかった．以上の結果から，Sirt3はカロリー制限下においてミトコンドリアにおけるグルタチオンの抗酸化防御機能を強化することが明らかになった．

4．Sirt3はカロリー制限下においてイソクエン酸脱水酵素2を活性化しNADPH値を増加させる

　グルタチオンはNADPH依存性グルタチオン還元酵素により酸化型から還元型へと変換され7)，NADPHはミトコンドリアに局在するNADP+依存性のイソクエン酸脱水酵素2により合成される8)．そこで，カロリー制限下においてSirt3がイソクエン酸脱水酵素2を活性化してNADPH値を増加させるかどうかを検討した．カロリー制限されたマウスの内耳，大脳皮質，肝臓を摘出してミトコンドリアを抽出しイソクエン酸脱水酵素2の活性を測定したところ，野生型マウスのすべての組織においてカロリー制限によるイソクエン酸脱水酵素2活性の増加が示されたが，Sirt3ノックアウトマウスの組織においてはカロリー制限による増加は示されなかった．つぎに，NADPH値を調べたところ，野生型マウスのすべての組織においてカロリー制限によるNADPH値の増加が示されたが，Sirt3ノックアウトマウスの組織においてはカロリー制限による増加は示されなかった．さらに，肝臓におけるイソクエン酸脱水酵素2のアセチル化を調べたところ，野生型マウスの組織においてはカロリー制限によるアセチル化の著明な低下が示されたが，Sirt3ノックアウトマウスの組織においてはカロリー制限による変化は示されなかった．また，カロリー制限によりSirt3のタンパク質値の増加することもウェスタンブロットにより確認された．以上の結果を総合した結果，Sirt3はカロリー制限下において内耳，大脳皮質，肝臓のミトコンドリアにおいてイソクエン酸脱水酵素2を活性化しNADPH値を増加させることが明らかになった．

5．Sirt3の過剰発現はNADPH値を増加させ酸化ストレス性の細胞死を抑制する

　つぎに，ヒト腎臓に由来する培養細胞においてSirt3あるいはイソクエン酸脱水酵素2を過剰発現させ，NADPH値への影響を検討した．その結果，Sirt3あるいはイソクエン酸脱水酵素2の過剰発現は細胞内NADPH値を増加させることが明らかとなった．また，Sirt3あるいはイソクエン酸脱水酵素2の過剰発現は酸化ストレス性の細胞死を抑制することが明らかになった．以上の結果から，Sirt3の過剰発現はNADPH値を増加させ酸化ストレス性の細胞死を抑制することが明らかになった．

おわりに

　以上の結果をもとに，カロリー制限による老人性難聴の抑制の分子機構を提案した（図2）．カロリー制限により活性化されたSirt3がイソクエン酸脱水酵素2を活性化することでNADPH値を増加させる．つぎに，NADPH依存性のグルタチオン還元酵素が活性化され，還元型グルタチオンの酸化型グルタチオンに対する比率が増加することで活性酸素種の濃度が低下する．その結果，蝸牛の細胞死が抑制され加齢性難聴の進行が遅延する．現在，わが国では5人に1人が65歳以上の高齢者であり，2040年には3人に1人が高齢者となると予測されている9)．この高齢者人口の増加にともない老人性難聴の患者人口の大幅な増加も予測される．今回の研究成果が老人性難聴の予防法あるいは治療法の確立に役立つものと期待したい．
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〈図説明〉

図1　カロリー制限下におけるマウスの聴力閾値

（a）野生型マウス．

（b）Sirt3ノックアウトマウス．

◆：対照群（2月齢），■：対照群（12月齢），▲：カロリー制限群（12月齢）．
*：P < 0.05（12月齢の野生型マウス群より有意に変化），**：P < 0.05（2月齢の野生型マウス群より有意に変化）．エラーバーは標準偏差．

図2　カロリー制限下における老人性難聴の発症抑制の分子機構

カロリー制限により活性化されたSirt3がイソクエン酸脱水酵素2（Idh2）を活性化することでNADPH値を増加させる．つぎに，NADPH依存性のグルタチオン還元酵素（GSR）が活性化され，還元型グルタチオン（GSH）の酸化型グルタチオン（GSSG）に対する比率が増加することで活性酸素種の濃度が低下する．その結果，蝸牛の細胞死が抑制され，加齢性難聴の進行が遅延する．
