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■　緒　言
超高齢社会の我が国において、食品による老化予防研究への期待は大きい。一般家庭で広く購入

される食材で、加齢性疾患への予防効果が期待できれば、その恩恵を多くの人が享受可能である。鶏
卵は、安価で、栄養価、抗酸化能が高く、脂質代謝改善作用 1）や脳機能調節作用 2,3）が報告されてい
ることから、老化予防にうってつけの食材である。ここでは、通常のマウスに鶏卵を食餌摂取させ、
老化現象の 1 つである加齢性難聴が抑制されるかどうかを明らかにすることで、鶏卵の抗老化効果
を評価した。加齢性難聴は、ヒトとマウスで共通する老化現象であり、加齢に伴い、聴覚神経細胞が
死滅することにより聴力が失われていくものである。一般的に、高音域から進行することが知られて
おり、モスキート音と呼ばれる 17 〜 18kHz 程度の超高音は、10 代の若者には聞こえるが、20 代以
上の成人ではほとんど聞こえないほどに進行が早い。ここでは、ヒトの 10 代に相当する 3ヶ月齢の
マウスから試験食を開始し、ヒトの 20 〜 30 代程度に相当する 6 〜 9ヶ月齢の時点の高音域聴力を測
定することで、比較的短期間の食餌摂取試験による鶏卵の抗老化効果の評価を試みた。

■　方　法
ここでは、汎用性の高い実験マウス系統である C57BL/6J マウスを使用した。2ヶ月齢のオス 60

匹を購入し（日本チャールスリバー株式会社）、12 匹ずつ 5 群に分けた。1ヶ月の予備飼育後（3ヶ月
齢）、各群から 2 匹ずつを若齢コントロール群として抽出し、聴性脳幹反応試験による聴力測定を
行った。聴性脳幹反応試験は、ペントバルビタール麻酔下（60mg/kgBW、腹腔注射）において、頭
部皮下に電極を挿入し、8、16、32kHz の音域に対し、それぞれ 100dB（32kHz は 95dB）から 5dB ず
つ音量を下げ、反応が得られる最小の音量（閾値）を計測した（System3 ABR システム、TDT 社）。各
群残りの 10 匹ずつについて、以下の条件で 6ヶ月間の試験飼育を行った。①コントロール群（改
変 AIN93G；AIN93G に大豆油を 1.4％増加し（通常 7.0％→ 8.4％）、コーンスターチを 1.4％削減し
た（39.7486 → 38.3486％）、オリエンタル酵母工業株式会社） ②全卵 8％群（改変 AIN93G に全卵粉
末（乾燥全卵 No.1、キユーピータマゴ株式会社）8％を添加（相当するカゼイン、大豆油、コーンス
ターチを前もって差し引き、PFC バランスを①と同等にそろえた；以下③〜⑤も同様） ③全卵 20％
群（②③は、それぞれ、ヒト換算で 1 日当り鶏卵約 2 個、5 個の摂取に相当）④卵黄 13.3％群（乾燥
卵黄 No.1、キユーピータマゴ株式会社） ⑤卵白 6.7％群（乾燥卵白 K タイプ、キユーピータマゴ株
式会社；④⑤は、卵黄と卵白の有効性の違いを検討するため、全卵 20％群と同等の卵黄、卵白量
を使用）。6ヶ月の試験飼育が終了した時点（9ヶ月齢）で、聴性脳幹反応試験により各群の聴力測定
を行い、その後、組織サンプリングを行った。摘出した蝸牛、脳から RNA を抽出し（RNAiso、タ
カラバイオ株式会社）、逆転写（SuperScriptII、Life Technologies 社）した後、リアルタイム PCR

（Power SYBR Green Master Mix、ABI prism7000、Life Technologies 社）による遺伝子発現解析を行っ
た。使用したプライマーの配列は以下の通り；Catalase：ccttcaagttggttaatgcaga / caagtttttgatgccctggt, 
Gpx1：tttcccgtgcaatcagttc / tcggacgtacttgagggaat, Nrf 2：tgatgctctctgtgcctttc / aggcatcttgtttgggaatg, Sod1： 
caggacctcattttaatcctcac / tgcccaggtctccaacat, Pgc1a：gaaagggccaaacagagaga / gtaaatcacacggcgctctt, Sdhc： 
gaagaagaacacgagttcaaacc / gtgccataggaagagaccattt, Sirt3 tgctactcattcttgggacctc / gggcactgatttctgtactgc, 
Uqcrb：cagcgcttcactctcaggt / tgcagcattataataccactttcg, Gapdh catggccttccgtgttccta / cctgcttcaccaccttcttga 

（いずれも sense / antisense の順で 5ʼから 3ʼ方向の配列）
データの統計処理は統計解析ソフト Prism5（Graphpad Software 社）を使用し、One⊖way ANOVA お

よび Tukey post hoc test により 5％の有意水準にて群間差を検定した。

■　結　果
3ヶ月齢の若齢コントロール群と比較して、6ヶ月齢および 9ヶ月齢のコントロール群は、16、

32kHz の閾値が有意に上昇し、聴力が低下していた（図 1）。9ヶ月齢のコントロール群は 8kHz の閾値
も有意に上昇していた。また、16kHz に関しては、6ヶ月齢と 9ヶ月齢のコントロール群の間でも閾
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値が有意に上昇しており、月齢に応じて閾値が上昇していた。
6、9ヶ月齢の全卵群（8％、20％）および卵黄群は、同月齢のコントロール群と比較して 32kHz の

閾値が有意に低く、加齢性難聴の進行が抑制されていた（図 2）。9ヶ月齢においては、16kHz に関し
ても有意に閾値が低かった。また、全卵 8％群および卵黄群に関しては、卵白群と比較して 6、9ヶ
月齢の 16、32kHz の閾値がいずれも有意に低かった。一方で、卵白摂取群は、9ヶ月齢の 8kHz 以外
では、コントロール群と同等の閾値を示し、9ヶ月齢の 8kHz においては、コントロール群、全卵群、
卵黄群よりも有意に高い閾値を示した。

蝸牛および脳サンプルから RNA を抽出し、定量 PCR 法により、抗酸化酵素関連遺伝子（Catalase、
Gpx1、Nrf2、Sod1）およびミトコンドリア関連遺伝子（Pgc1a、Sdhc、Sirt3、Uqcrb）の発現量を解析し
たところ、蝸牛は、サンプル間のばらつきが非常に大きく、信頼できるデータが得られなかった。脳
においては、安定した結果が得られたが、検討したいずれの遺伝子においても、群間で有意な差は検
出されなかった（図 3）。

■　考　察
これまでの報告 4）と同様に、C57BL/6J マウスにおいて、6ヶ月齢および 9ヶ月齢マウスでは、3ヶ月

齢の若齢マウスと比較して有意に聴力の閾値が上昇しており、加齢性難聴が進行している様子が確認
された。特に、32kHz においては、6ヶ月齢の時点で、9ヶ月齢と有意差が検出できないほどに難聴が
進行していた。16kHz においては、3、6、9ヶ月齢の全ての群間で有意差がついており、月齢依存的
に加齢性難聴が進行している様子が確認された。また、8kHz においては、6ヶ月齢までは閾値の上昇
が見られず、9ヶ月齢になり、ようやく閾値の上昇が検出された。今回の実験スケジュールでは、高
音域から順次、加齢性難聴が進行していく様子が捉えられており、試験期間と測定する音域が適切で
あったと考えられる。

鶏卵摂取の効果に関しては、全卵（8、20％）もしくは卵黄摂取群において、加齢性難聴の進行が明
らかに遅延されており、卵黄部に加齢性難聴抑制効果を示す成分があることが明らかとなった。全卵
8％群と 20％群の聴力に有意差はなく、むしろ 8％群の方が加齢性難聴抑制効果が高い傾向にあった
ことから、濃度としては 8％の摂取で充分であったと考えられる。これは、ヒトに換算すると 1 日当
り 2 個程度の鶏卵に相当することから、充分に摂取可能な分量であり、今後の疫学調査等による鶏卵
の抗老化効果の検証やデータの蓄積が注目される。

メカニズムに関してであるが、これまでの知見から、カロリー制限と同様に Sirt3 を介した内因性抗
酸化能の亢進やミトコンドリアにおけるエネルギー代謝の変化が予想された 5,6）。そこで、蝸牛サンプ
ルから RNA を抽出し、これらの遺伝子発現解析を試みたが、内部標準として検討した Gapdh および
Actb 遺伝子の発現がサンプルにより 10 倍以上の差がついてしまい、解析上の問題があると判断した。
蝸牛は、骨や硬膜に囲まれた組織であり、素早く分離摘出することが難しいため、サンプル調製時に
分解が進んでしまったものと推測される。そこで、同時に採取した脳サンプルを利用し、抗酸化酵素
関連遺伝子の発現およびミトコンドリアのエネルギー代謝関連遺伝子の発現を解析したところ、いず
れの群間においても有意差は認められず、鶏卵摂取による神経組織の抗酸化能やミトコンドリアの代
謝機能に変化はなかったと考えられる。以上の結果から、鶏卵摂取による加齢性難聴の抑制には、卵
黄由来成分による直接的な活性酸素の除去や、アポトーシスの抑制作用等によるものと考えられる。
具体的な関与成分に関しては、今後の検討課題であるが、βカロテン、卵黄レシチン、コレステロー
ルなどが候補として挙げられるのではないか。

また、評価系に関してであるが、16kHz や 32kHz といった高音域の聴力測定を行うことで、若齢マ
ウスでありながら、3 〜 6ヶ月間の摂食試験により加齢性難聴を充分に評価可能であることが示され
た。本評価系を用いることで、比較的短期間で食材や食品成分の抗老化効果の一端が評価可能である
ことから、抗老化食品のスクリーニング系として有用であると考えられる。また、加齢性難聴は聴覚
神経細胞死に起因するため、スクリーニングで有効性が認められた食材・食品成分は、神経系の老化
全般にも有効であることが期待される。

■　要　約
3 〜 9ヶ月齢の C57BL/6J マウスを利用し、鶏卵の食餌摂取による加齢性難聴抑制効果を検討した。

その結果、全卵（8％、20％）もしくは卵黄（13.3％）の摂取により、加齢性難聴の進行が抑制されるこ
とを明らかにした。また、その効果は、32kHz という超高音域の聴力を測定することにより、3 〜
6ヶ月齢の若齢マウスを使用した 3ヶ月間の摂食試験で評価可能であることを示した。
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図 1　マウスの月齢による聴覚閾値の変化
コントロール食で飼育した C57BL/6J マウスの 3、6、9ヶ月齢における 3 段階の音域（8、16、
32 kHz）に対する聴性脳幹反応試験による聴覚閾値。いずれの音域においても加齢とともに閾値
が上昇し、聴力が低下していることが認められる。グラフ中の異なるアルファベット間は有意
差があることを示す（One-way ANOVA with Tukey post hoc test, p<0.05）。
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図 2　鶏卵の食餌摂取によるマウス聴覚閾値の変化
3ヶ月齢からコントロール食あるいは鶏卵含有食（卵白 6.7％、卵黄 13.3％、全卵 8％、全卵
20％のいずれか）で飼育したマウスの 6、9ヶ月齢における 3 段階の音域（8、16、32 kHz）に対
する聴性脳幹反応試験による聴覚閾値。卵黄もしくは全卵摂取群は、コントロール群、卵白摂
取群と比較して 16、32 kHz の閾値が低く、加齢性難聴の進行が遅延されていることがわかる。
グラフ中の異なるアルファベット間は有意差があることを示す（One-way ANOVA with Tukey 
post hoc test, p<0.05）。
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図 3　脳における抗酸化関連遺伝子およびミトコンドリア関連遺伝子の発現量
6ヶ月間の摂食試験終了後の 9ヶ月齢のマウス脳から RNA を抽出し、抗酸化酵素関連遺伝子（上
段）およびミトコンドリアのエネルギー代謝関連遺伝子（下段）の発現量を定量 PCR により解析
した。各データは Gapdh を内部標準として補正し、それぞれコントロール群を 1.0 とした相対
値で示した。いずれの群間においても有意差は検出されなかった。


