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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアで生成したROSは加齢に伴う細胞と組織の恒常性変化に影響する。本研究で
は、脱アセチル化酵素Sirt3が関与するミトコンドリア機能として主に酸化ストレス制御の分子基盤の解析を行い、Sir
t3の下流で機能する因子とその活性調節機構を明らかにした。また、加齢性疾患の基盤病態である慢性炎症がミトコン
ドリアDNAの変異蓄積と加齢により亢進することや免疫老化の新規機構を明らかにした。これらの分子基盤に基づくア
ッセイ系とNMRメタボリックプロファイリングを利用し、Sirt3依存的な抗酸化システムと炎症性サイトカイン産生等の
老化シグナルを調節する複数の食物質を見出した。

研究成果の概要（英文）：Reactive oxygen species (ROS), which is produced in mitochondria, induces 
age-related changes in cell and tissue homeostasis. In the present researches, we analyzed the molecular 
basis of oxidative-stress regulation, which is one of mitochondrial functions mediated by deacetylase 
Sirt3, and then revealed downstream targets of Sirt3 and their regulatory mechanisms. In addition, we 
also revealed a novel mechanism of immunosenescence and that chronic inflammation, which is considered to 
be a basic pathology of age-related diseases, was facilitated by mitochondrial DNA mutations and aging. 
The combination of assay systems based on these molecular bases and NMR metabolic profiling was used to 
identify several food factors that regulate aging signals including Sirt3-dependent antioxidant system 
and proinflammatory cytokine production.

研究分野： 食品生物構造学
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１．研究開始当初の背景 
活性酸素種（ROS）による障害、いわゆる

酸化ストレスは、老化の主要因の 1 つとして
認識されている。また、酸化ストレスの抑制
（抗酸化）に加え、摂取カロリー制限のよう
な老化の速度を制御する分子基盤が徐々に
明らかにされてきている。哺乳類の加齢と関
係する典型的な症状の 1 つに加齢性難聴があ
り、申請者らはこのモデル系で「酸化ストレ
スによるアポトーシス誘導機構」と、「ミト
コンドリア局在脱アセチル化酵素 Sirt3 を介
した、摂取カロリー制限による酸化ストレス
の低減と老化遅延の分子機構」を解析してき
た。こうしたミトコンドリアを介した老化調
節の分子基盤の理解とそれを標的とした食
物質の解析は、老化を基盤病態とする加齢関
連疾患の遅延や改善に資するものと期待さ
れる。 

 
２．研究の目的 
本研究課題では、（1）Sirt3 等が関与するミ

トコンドリアを介した老化調節の分子基盤
の解析を目的としている。また、（2）老化調
節に関わる因子とそのネットワークを標的
とし、それらを調節する食物質を同定するこ
とを目的としている。細胞やマウスを用いて、
食物質の老化遅延効果と作用点を評価する
とともに、構造生物学的な解析により標的分
子に対する作用機序を明らかにし、抗老化機
能を有する新たな機能性食品開発等への基
盤につなげることを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
（1）ミトコンドリアを介した老化調節の分
子基盤の解析 

Sirt3 ノックアウトマウス等の内耳組織と
培養細胞を用いて、組織学的解析、遺伝子発
現解析、分子間相互作用解析により、摂取カ
ロリー制限時に Sirt3 を介して遺伝子発現、活
性等の機能発現が調節される因子とその分
子ネットワークを解析する。また、Sirt3 の機
能調節が細胞内 ROS レベルと各種細胞のア
ポトーシス制御における影響を解析する。同
定した老化調節因子については、X 線結晶構
造解析・NMR 等の手法により解析し、得ら
れる構造情報とそれに基づく生化学的解析
により、老化調節因子の分子機能の詳細を明
らかにする。 
各種マウス免疫組織由来ストローマ細胞

を分離し炎症性サイトカイン産生に対する
加齢の影響を解析する。マウスストローマ細
胞株に細胞老化誘導因子を作用させて検討
する。また樹状細胞、CD4+T 細胞の機能に対
する加齢の影響を解析する。さらに卵白アル

ブミン免疫マウスに卵白飼料を摂取させる
食物アレルギーモデルを用いて加齢の影響
を検討する。 
 
（2）食物質の老化遅延効果の評価と作用機
序の解析 

Sirt3 等の老化調節因子の活性スクリーニ
ング系を構築し、それを用いて標的因子の機
能調節能をもつ食物質を探索する。また、抗
老化機能評価が可能なモデル動物・細胞を利
用し、加齢に伴って変動する代謝物等の観点
からも抗老化機能をもつ食物質を評価する。
同定した食物質については、標的因子ノック
アウトマウス等の加齢性難聴、免疫組織にお
ける炎症性サイトカイン産生やその他の組
織・細胞、モデル動物の応答を指標に老化遅
延効果と作用点を明らかにする。また、構造
生物学・生化学的手法を用いて、標的因子に
対する機能性食物質の作用機序を解析する。 
 
 
４．研究成果 
（1）ミトコンドリアを介した老化調節の分
子基盤の解析 
摂取カロリー制限による分子動態の解

析：摂取カロリー制限による内耳細胞の酸化
ストレス低減とアポトーシス抑制において、
Sirt3 による Idh2 の脱アセチル化が主要な経
路である。Idh2 のアセチル化修飾とイソクエ
ン酸脱水素酵素活性を解析し、Idh2 の活性を
抑制する新規アセチル化修飾部位を見出し
た。この部位にアセチル化偽装変異を導入し
た Idh2 の立体構造を X 線結晶構造解析によ
り決定した。アセチル化修飾はアミノ酸残基
間の相互作用を新たに形成させ、その結果と
して活性部位の入り口が狭まり、電荷分布が
負に偏ることにより、基質であるイソクエン
酸の活性部位へのアクセスが制限させる分
子機構が推定された。 
また、Sirt3 ノックアウトマウスと野生型マ

ウスにおける内耳の遺伝子発現解析を行い、
摂取カロリー制限時に Sirt3 を介して転写レ
ベルで制御される因子として、ミトコンドリ
アのメンテナンスに関わるリソソーム構成
因子とインスリンシグナル伝達に関わるホ
スファチジルイノシトール代謝因子等が見
出された。LC-MS/MS の定量プロテオーム解
析では、摂取カロリー制限で TCA サイクル
関連酵素群と脂肪酸代謝関連酵素群の発現
量が増加し、内耳において、ミトコンドリア
と代謝サイクルが活性化することが確認さ
れた。 

NAD+による内耳細胞の保護機能の解析：
種々の医薬品の副作用として難聴の発症が
知られていた。本研究では、抗マラリア剤の
メフロキンが内耳細胞の ROS レベルを高め、



酸化ストレス障害により内耳細胞のアポト
ーシスを誘導することが示された。一方、Sirt3
の補酵素として機能する NAD+を同時に摂食
させたマウスではメフロキンによる酸化ス
トレスが軽減され、難聴の発症も抑制される
ことが示された。これにより、NAD+やその
前駆体のナイアシン（食物質）の摂取など、
細胞内 NAD+レベルを高めることが、薬剤副
作用を含む、酸化ストレスを起因とした難聴
の抑制に有効であることが示された。 

mtDNA 変異蓄積マウスの解析：老化シグ
ナルとして DNA 損傷とミトコンドリア機能
異常があり、ミトコンドリア DNA（mtDNA）
に変異が蓄積する POLGD257A/D257Aマウスでは
脱毛・白髪化等の早期老化のフェノタイプが
見られる。この POLGD257A/D257Aマウスを用い
て mtDNA の変異蓄積が内耳以外の組織に及
ぼす影響を解析し、新たに POLGD257A/D257Aマ
ウスの脾臓細胞が炎症性サイトカイン IL-6
を高く発現することが明らかになった。これ
により、加齢による IL-6 産生亢進に mtDNA
における変異蓄積、さらにはミトコンドリア
機能異常が関与する可能性が示された。 

免疫老化の解析：IL-6 等の炎症性サイトカ
インは加齢性の疾患や障害の基盤病態であ
る慢性炎症に関わっている。マウス脾臓にお
ける加齢による IL-6 産生亢進は、血球系細胞
よりストローマ細胞が要因となっているこ
とを示した。これによりストローマ細胞によ
る炎症性サイトカイン産生が加齢による炎
症亢進に関わる可能性が示された。さらにス
トローマ細胞培養株を用いて、細胞老化マー
カーの発現誘導条件において炎症性サイト
カイン産生が増大することが示された。 
腸管免疫応答において、レチノイン酸 

(RA)は CCR9 等の腸管指向性ホーミングレセ
プターの発現誘導に関わり重要な役割を有
することが知られる。加齢に伴い腸管樹状細
胞における RA 合成に関わる酵素 RALDH2
の発現および活性が低下し、T 細胞に対する
CCR9 誘導能が低下することが示された。一
方で、加齢により CD4+T 細胞の抗原刺激およ
び RA に対する CCR9 発現能も低下した。こ
れら樹状細胞・CD4+T 細胞の機能低下により、
ケモカインレセプターCCR9 の発現が低下す
ることが、加齢により腸管免疫においてマイ
グレーション能が低下する原因となること
が示唆された。 
また、アレルギーにおける加齢の影響はほ

とんど明らかにされていないため、食物アレ
ルギーモデルを用いて、加齢の影響を検討し
た。その結果、加齢により、サイトカイン産
生、抗体産生、アレルギー反応いずれについ
ても変化が観察された。 

 
（2）食物質の老化遅延効果の評価と作用機

序の解析 
Sirt3 を介した抗酸化システムを標的とし

た食物質の解析：Sirt3 の活性を調節する食物
質を探索するため、Sirt3 が脱アセチル化した
ペプチドを ESI-MS で迅速に定量評価する系
を構築した。この評価系を用いて、天然化合
物ライブラリより Sirt3 活性調節物質をスク
リーニングした。その結果、Sirt3 の活性を有
意に亢進する食物質は得られなかったが、
Sirt3 の活性阻害に有効なフラボノイド骨格
をもつポリフェノールを同定した。この Sirt3
標的ポリフェノールは、Sirt3 の補酵素 NAD+

と基質の結合部位に競合的に結合すること
により、Sirt3 活性を阻害する機構が明らかに
なった。 
内耳細胞において Sirt3 はその保護に機能

するが、近年では細胞種に応じて Sirt3 は異な
る細胞機能の調節に関与することが示唆さ
れており、特にガン細胞の制御において重要
な治療薬の標的分子と考えられるようにな
ってきた。そこで、Sirt3 が増殖促進因子とし
て働く膀胱ガン細胞 EJ-1 に対して、Sirt3 標
的ポリフェノールの効果を評価した。その結
果、Sirt3 標的ポリフェノールは Sirt3 の活性
阻害により EJ-1 細胞の ROS レベルを高め、
アポトーシスを誘導することが示された。ま
た、この ROS レベルの上昇とアポトーシス誘
導はミトコンドリアの抗酸化剤として働く
N-acetyl-L-cysteine によって抑制されたこと
から、Sirt3 標的ポリフェノールの ROS 誘導
効果が確認された。 
また、線虫の寿命アッセイ系を用いて、寿

命延長効果を示す食物質をスクリーニング
し、海藻に含まれる多糖の加水分解物を摂食
した線虫では寿命が有意に延長することが
見出された。この多糖加水分解物は Idh2 の活
性を亢進させることが示され、TCA 回路の活
性化と ROS レベルの抑制が寿命延長効果の
分子基盤である可能性が示唆された。 
老化シグナル（代謝異常及び慢性炎症）を

標的とした食物質の解析：出芽酵母からヒト
までの真核細胞に保存されている老化調節
経路として、摂取カロリー制限によるミトコ
ンドリアの生合成及び細胞の代謝調節に関
わる AMPK を介した経路と、インスリン
/IGF-1受容体からFOXOに至るインスリンシ
グナル伝達系に着目した。 
加齢により減少する代謝物を線虫に摂食

させ寿命延長効果を評価したところ、プリン
代謝系の化合物の摂取で線虫の寿命が有意
に延長することが示された。AMPK の機能欠
失型の線虫においては寿命延長効果が認め
られなかったことから、プリン代謝系の代謝
物変動が AMPK の活性化に作用することが
推定された。この結果は、プリン代謝系が新
たに老化調節の標的経路になることを示唆



している。 
LECT2 は AMPK により転写抑制されるヘ

パトカインであり、摂取カロリー制限で血中
濃度が減少する。また、炎症性サイトカイン
TNFα 刺激により肝臓から分泌され、肝臓へ
の脂肪蓄積と筋肉におけるインスリン抵抗
性を高めることから、老化関連疾患（代謝疾
患と慢性炎症）の進行に関与する。LECT2 の
機能制御を標的として LECT2 に結合するペ
プチド配列を探索し、SPR 解析により特定配
列を明らかにした。食品由来ペプチドは ACE
や DPP IV などの機能阻害作用を示す例が報
告されており、同定したペプチドが LECT2
のインスリン抵抗性の亢進活性を阻害する
かなど、さらに解析を進めている。 
香辛料の一種であるフェヌグリークに含

まれる 4-hydroxyisoleucine（4-HIL）は AMPK
の活性化を介して、グルコース濃度依存的に
インスリン感受性を高める。4-HIL は 3 つの
不斉中心をもち 8 つの立体異性体が存在する
が、その活性本体は 2S,3R,4S 体である。機能
性食物質としての産業利用のために、3 つの
不 斉 中 心 の 立 体 を 厳 密 に 制 御 し 、
(2S,3R,4S)-4-HIL 合成を可能にする人工酵素
を 設 計した 。 鋳型と し た天然 酵 素 は
2-amino-3-methyl-4-keto pentanoic acid
（AMKP）のラセミ体から 7 種類の 4-HIL 異
性体を生成するが、改変した人工酵素は
(2S,3R,4S)-4-HILを>99% deの純度で生成した。 
加齢による免疫機能の障害を抑制する食

物質を探索するために、食品抽出物が LPS 刺
激下で高齢マウス脾臓における IL-6 産生に
与える影響を検討し、発酵ニンニクおよび冬
虫夏草の抽出物が加齢により促進された炎
症の軽減に効果がある可能性が示唆された。
さらに、プロバイオティクス効果の知られる
乳酸菌株について高齢マウスにおける腸管
免疫調節効果が示唆された。 

食品中の機能性成分の迅速同定法の確
立：老化調節因子を直接標的とした探索手法
に加えて、新規に食品に含まれる機能性成分
を探索する手法を検討し、核磁気共鳴（NMR）
法により得られる食品成分の網羅的パター
ンから食品の機能性に寄与する成分を同定
するための NMR プロファイリング手法を確
立した。 
この手法を用いて生体内糖化反応による

最終糖化産物 AGEs の生成を抑制する食物質
を解析した。AGEs は加齢により蓄積し、老
化関連疾患や合併症の進行にかかわる。緑茶
やハーブを嫌気発酵させることで抗 AGEs 活
性が高まることが見出され、NMR プロファ
イリングにより抗 AGEs 活性をもつ食物質と
して、新たにピロガロールが同定された。ピ
ロガロールは抗 AGEs 活性成分の基準となる
アミノグアニジンよりも一桁低い IC50値で作

用した。 
老化調節因子の構造解析と作用機序の理

解：内耳細胞老化の主要な調節因子の一つで
ある Idh2 の構造解析（前述）に加えて、抗酸
化システムとその他の老化シグナル（代謝異
常及び慢性炎症）の制御に関与するタンパク
質の構造解析を行った。 

LECT2 の X 線結晶構造解析により、LECT2
は M23 メタロペプチダーゼのフォールドを
もつが、N 末端に特徴的な挿入配列をもち、
それが活性部位（pseudo-active site）の一部を
埋めることにより、酵素としてではなくヘパ
トカインとしてタンパク質間相互作用に機
能できることが明らかになった。また、NMR
解析を行い、LECT2 標的ペプチドの結合部位
が pseudo-active site であると推定された。こ
れは、LECT2 阻害剤の創出に寄与する。 
ヤムイモ可食部に多量に存在する貯蔵タ

ンパク質 Dioscorin の立体構造を決定し、それ
に基づいて Dioscorin に特徴的な触媒反応機
構を解析した。Dioscorin は従来の炭酸脱水酵
素（CA）の触媒残基の一つが Gln 残基に置換
されることで、同一の活性中心で CA 活性に
加えて、デヒドロアスコルビン酸還元酵素
（DHAR）活性を示すことが明らかになった。
この 2 つの反応を共役させることで、植物の
抗酸化剤であるアスコルビン酸をグルタチ
オン非依存的に再生する機構を提案した。こ
れにより、ROS スカベンジャーとして食品タ
ンパク質の新たな可能性が示唆された。 
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