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研究成果の概要（和文）：果実および野菜類の搾汁液をサンプルとし、連続的な超遠心法ですべての果実、野菜
類からナノ粒子の調製法を確立した。この粒子は多様な脂質やタンパク質によって構成され、タマネギ由来の粒
子にはRNAやフラボノイド類の存在が確認された。また、マクロファージの炎症応答抑制効果が認められたが、
内包するフラボノイド類の作用ではないことが示唆された。100℃以下の加熱ではその効果は失活しなかった、
また、ウコンからは少なくとも3種類のナノ粒子が回収でき、これらはエンドサイトーシスを介してベシクルが
細胞内に取り込まれることで抗炎症活性を発揮することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have established the method for the preparation of nano-particle derived 
from fruits and vegetables. This particle consists of diverse lipids and proteins, and RNA and 
flavonoids were occurred in Allium cepa derived one. This particle suppressed inflammatory response 
in macrophage and flavonoids were not responsible for this effect. Heat treatment of this particle 
did not affect on the anti-inflammatory effect of particle. Three subfractions were recovered from 
Curcuma longa derived nano-particle and all of them were incorporated into the macrophages and 
showed anti-inflammatory effects.     

研究分野： 食品機能化学

キーワード： ナノ粒子　抗炎症作用　種間相互作用
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１．研究開始当初の背景  
エクソソームは細胞から分泌されるナノ
サイズの微粒子であり、細胞間シグナル伝
達手段の一つと考えられている。エクソソ
ームの分泌はほとんどのヒトの細胞にお
いて観察される現象であり、細胞の生理条
件でエクソソームの質が大きく変化する。
一方で、植物中にもエクソソーム (PDEx) 
の存在は知られているが、食品成分として
PDExがヒトの生理機能に与える影響は未
知数である。近年、食品中の PDExに関す
る唯一の情報として、ブドウの果汁中に
PDExが発見された (Ju et al Mol Ther 
2013)。PDExは他の植物性食品にも幅広く
存在すると想定され、これらは日常的に摂
取していると考えられる。一方で、PDEx
は脂質からなる膜構造を有し、核酸やタン
パク質を内包しており、調理過程における
加熱、加圧、物理的剪断力などによって崩
壊する可能性が考えられる。このような背
景から、『精製された食品成分』よりも植
物性食品そのものを摂取し、PDExがイン
タクトに存在することが、その機能性発現
に重要ではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究は植物性食品中おける PDEx に着
目し、その物理的特性・成分分析を通じて
PDExの実体を明らかとする。また、様々な
植物性食品から PDExを単離し、腸管炎症
予防・改善を標的とした in vitroスクリーニ
ングの後、腸管炎症モデルを用いた機能性
実証試験を行うことで、PDExの有用性を検
証する。さらには調理・加工工程が PDEx
の構造的安定性、機能性に及ぼす影響を検
証する。これらの研究成果を通じて、新規
食品機能性因子として PDExの存在を提案
するとともに、調理・加工による影響つい
ても提言することを目標とする。本研究成
果は、『PDExが種を超えてヒトの生理機能
に作用する』ことを示し、機能性農産物や
食品における画期的な機能性成分の存在を
提唱する。 
 

３．研究の方法 
PDExの分離・精製と物性解析 
	 植物性食品として、野菜、果物を準備し、
それらの搾汁液を調製する。PDExはエクソ
ソームの調製法に倣い、現在超遠心法およ
び密度勾配遠心法を併用した。PDExの粒度
分布を確認するため、動的光散乱装置を用
いて測定を行なった。エクソソームは、ス
フィンゴ脂質やリン脂質から構成される膜
構造を有している。そこで、PDExの脂質組
成を薄層クロマトグラフィーによって評価
した。また、SDS-PAGE 銀染色によってタ
ンパク質プロファイルの解析、
Folin-Ciocalteu法および HPLC法によるポ
リフェノール含量の解析、スピンカラム精

製による totalおよび small RNAの解析を行
った。 
In vitroにおける抗炎症性評価 

PDExの機能性として、腸管内にて PDEx
と腸管上皮細胞や腸管に出現する免疫細胞
が直接接触して機能性を発現するメカニズ
ムを想定し、腸管における炎症応答に対す
る影響を評価した。本研究ではマクロファ
ージおよび腸管上皮細胞を用い、それぞれ
Toll-like receptor-4, 5に対するアゴニスト添
加により炎症応答を誘発した。炎症応答の
指標として、一酸化窒素、IL-8の分泌量を
測定した。また、細胞内での PDExの挙動
を解析するため、PKH26によって PDExを
蛍光染色し、エンドサイトーシス阻害剤存
在下でマクロファージへの取り込み活性を
評価した。 

PDExの機能と構造への加熱の影響 
PDExを 20~100℃までの温度で加熱し、
粒子径とマクロファージでの炎症応答抑制
作用を指標に粒子の安定性を評価した。 
	
４．研究成果	
	 本研究は、果実、野菜からPDExを調製する
方法の確立から研究を開始した。PDExの調製
は連続的な超遠心法を採用することで、サン
プルとして用いたすべての果実、野菜類から
PDExの調製が可能であった。また、得られた
PDExをさらに密度勾配遠心で分離すること
によって複数のPDExに分離することができ
た。遠心強度 (17000xgと200000xg）の違いに
よって得られる粒径が多少異なっていたが、
動的光散乱法による解析結果から、最も小さ
なもので、100 nm程度の粒子を得ることがで
きた。この結果より、PDEx調製法が確立され
たとともに、果実および野菜類中にはほぼ普
遍的にPDExが存在していることが示された。
また、粒子の化学的、生理学的特性を解析し
たところ、多様な脂質やタンパク質によって
構成されることが示された。またAllium cepa
由来PDExからはRNAの存在が確認され、一部
は低分子RNAであり、動物細胞におけるエク
ソソームに類似した細胞間伝達物質としての
役割を持つ可能性が示された。一方で、柑橘
由来のPDEx中にはRNAの存在が明確に確認
できず、粒子内は強い酸性を示した。 

Allium cepa中の機能性成分として、ケルセチ
ン及びその配糖体類が挙げられるため、これ
らがPDEx中に封入されている可能性を検証
した。その結果、17000xg及び200000xg沈殿画
分として得られたPDExには、いずれもケルセ
チン及びその配糖体2種類が含まれていた。計
算上、Allium cepa果汁中に含まれるケルセチ
ン類の全量のうち2%程度はそれぞれのPDEx
中に含まれることが明らかとなり、PDExがポ
リフェノール封入体であることが明らかとな
った。また、ケルセチン類組成は、可溶性画
分での組成に比べて大きな違いは認められな
かった。また、Curcuma longaを用いてPDEx
を調製したところ、重量あたりの回収量が極



めて多く、0-40%スクロースを用いた密度勾配
超遠心法により、PDExは3種に分画すること
が可能であった。これらの平均粒子径は
122~182 nmであり、少なくとも3種のクルクミ
ノイドを含有していた。また、40%スクロー
スを重層した際に得られるPDExはクルクミ
ノイド含量が高く、他の2種のPDExのおよそ
10倍を含有していた。 
炎症関連細胞への作用として、腸管上皮細胞
およびマクロファージをフラジェリンおよび
LPSで刺激し、これらの炎症刺激に対する応
答へのPDExの作用を評価したところ、Allium 
cepaおよびCurcuma longa由来PDExは炎症応
答抑制効果を示した。前述のケルセチン類に
着目して、マクロファージへのケルセチン類
の移行を定量したが、細胞内でのケルセチン
量は極めて微量か、検出限界以下であり、ケ
ルセチン類がナノ粒子の機能性における活性
本体ではないことが推察された。また、
Curcuma longa由来PDExをPKH26で蛍光染色
し、in vitroでの動体を検討したところ、PDEx
はエンドサイトーシスを介して細胞内に取り
込まれることが示された (図3)。 

	 PDExの熱安定性を検証するため、20~100℃
でPDExを加熱した後、粒子径の測定とマクロ
ファージでの炎症応答抑制効果を評価した。
その結果、加熱によってわずかな粒径の変化
や活性の低下が認められたが、概ね活性は高
温でも維持されていた。従って、PDExに含有
される炎症応答抑制物質は熱耐性があること
が示唆された。 
	 以上の結果から、本研究によって果実・野
菜からPDExの調製法が確立できたと考えら
れる。また、PDExの物理化学的性質は物体の
サイズや成分組成から考えてエクソソームに
類似していることが示された。また、PDExは
植物由来のファイトケミカルを含有するもの
が存在し、細胞膜透過性や腸管吸収性の低い
ファイトケミカルの利用性がPDExに封入さ
れることでどのように変化するか興味深い点
である。一方で、in vitroにおいて確認された
PDExの炎症応答抑制効果に関して、少なくと
もAllium cepaおよびCurcuma longa由来PDEx

の作用は内包するフラボノイドやクルクミノ
イドの作用では説明できないことが示された。 
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