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研究成果の概要（和文）：　過去の疫学調査から牛乳には大腸がんの発症を予防する可能性が示されている。本
研究では、牛乳中に含まれる細胞外小胞（EVs）が大腸がん細胞株の増殖活性や腫瘍形成に及ぼす影響を検証し
た。その結果、EVsは大腸がん細胞株の細胞周期の進行を阻害することで増殖活性を抑制することが示唆され
た。また、大腸がんモデルマウスにEVsを3か月間投与した結果、非投与群と比較して投与群で腫瘍数が減少する
傾向を示した。

研究成果の概要（英文）： Several prospective cohort studies suggested that milk might possibly have 
a preventive effect on colorectal cancer. In this study, the effect of extracellular vesicles (EVs) 
in bovine milk on growth activity of colon cancer cell line HT29 and tumorigenesis in colorectal 
carcinogenesis model were evaluated. As a result, milk EVs suppressed the growth activity of HT29 in
 a dose dependent manner possibly via cell cycle arrest at G1 phase. Furthermore, oral 
administration of milk EVs to colorectal carcinogenesis model mice tended to decrease the number of 
colorectal tumor.   

研究分野： 食品機能学

キーワード： 牛乳　細胞外小胞　大腸がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、牛乳による大腸がんの発症予防効果に科学的根拠をともなわせるために牛乳中のEVsに着目し、
研究を進めてきた。培養細胞や実験動物を用いた検証結果から、牛乳EVsが大腸がんの発症予防効果の一端を担
っている可能性が示された。本研究結果は消費者の生活に広く浸透している食品である牛乳に対して大腸がん予
防という新たな可能性を提示するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

大腸がんはがんによる死亡原因の上位を占め、今後もその発症者数が増加すると予想されて
いる。大腸がんの発症には様々な環境要因が関わっており、なかでも食事は主要な要因のひと
つとされている。多くの疫学調査において牛乳の飲用量と大腸がんの死亡リスクは負の相関が
あることが報告され、牛乳が大腸がんの発症予防に関係している可能性が示されてきた。大腸
がん予防効果に牛乳中のカルシウムが寄与するとの多数の報告がある一方で、カルシウムの多
寡に関係なく牛乳の飲用量と大腸がんの死亡リスクに負の相関があるとする報告もあり、カル
シウム非依存的なメカニズムの存在が示唆されてきた。本研究では、大腸がん予防に関係する
成分として細胞外小胞（Extracellular vesicles: EVs）に着目した。EVs は哺乳動物の細胞か
ら放出される膜小胞で mRNA やタンパク質、マイクロ RNA（miRNA）を小胞内に含有し、細胞間
情報伝達を担っている。市販の牛乳にも EVsは 100-500 μg/mL 含まれており、近年、ヒト大腸
がん細胞株に取り込まれることが報告されていたが、大腸がん細胞の増殖活性や大腸での腫瘍
形成に牛乳 EVs がどのような影響を及ぼすかは不明であった。 
 
２．研究の目的 

本研究課題の目的は牛乳 EVs が大腸がん細胞の増殖活性や大腸での腫瘍形成に及ぼす影響を
詳細に検証するとともに、その機序を解明し、牛乳が大腸がんを予防することの新たな科学的
根拠を提唱することである。 
 
３．研究の方法 
(1)牛乳 EVs の回収 
 市販の低温殺菌牛乳（60℃、30分）から超遠心分離法により EVs を回収した。EVsの精製度
を確認するために、EVs のマーカータンパク質である CD63および EVs 以外の細胞由来成分の混
入の指標であるヒストンタンパク質をウェスタンブロッティング法によりそれぞれ検出した。
さらに、EVs の形態を透過電子顕微鏡観察により観察した。 
 
(2)牛乳 EVs が大腸がん細胞株の増殖活性に及ぼす影響 

ヒト大腸がん細胞株である HT29を 96ウェルプレートに播種した。牛乳 EVs濃度の影響を検
証するために、対照区および牛乳 EVs 添加区（1 µg/ml、10 µg/ml または 100 µg/ml、培養時
間は 6時間）の 4処理区を設けた。また、経時的な牛乳 EVsの効果を検証するために、上記の
処理区とは別に対照区（培養時間 6、24、72 時間）および牛乳 EVs 添加区（培養時間 6、24、
72 時間、牛乳 EVs 濃度は 100 µg/ml）の 6 処理区を設けた。培養後、Cell counting kit-8 を
用いて細胞内脱水素酵素の活性を指標とした細胞増殖活性を評価した。ラット正常腸管上皮細
胞株である IEC6を用いて同様の解析を実施し、正常腸上皮細胞の増殖活性に牛乳 EVsが及ぼす
影響を評価した。 
 
(3)牛乳 EVs が大腸がん細胞株の細胞周期に及ぼす影響 
 （2）の解析により確認された牛乳 EVsによる細胞増殖活性の抑制作用が牛乳 EVs の細胞周期
の進行阻害によるものであるかを検証するために(3)および(4)の解析を実施した。HT29 を 12
ウェルプレートに播種し、対照区および牛乳 EVs添加区（100 µg/ml、）の 2処理区を設けた。
牛乳 EVs 添加後 24 時間培養し、トリプシン-EDTA を用いて細胞を回収した。回収した細胞を 70%
エタノールで固定した後、Triton-X 処理を行った。Propidium iodide で細胞を染色し、FACS
解析により G0/G1 期、S期および G2/M 期の細胞の割合を算出した。 
 
(4)牛乳 EVs が大腸がん細胞株の G1期から S 期への移行の制御因子に及ぼす影響 
 (3)と同様に HT29 を培養し、RIPA lysis buffer を用いて細胞を回収した。回収した細胞懸
濁液を用いて G1期から S期への移行制御に関わる Cyclin D1、Cyclin E、CDK2および CDK4 の
タンパク質発現をウェスタンブロット法により評価した。 
 
(5)牛乳 EVs のアポトーシス活性の評価 

(2）の解析により確認された牛乳 EVsによる細胞増殖活性の抑制作用が牛乳 EVsのアポトー
シス促進によるものであるかを検証するために本解析を実施した。大腸がん細胞のアポトーシ
スの評価には TUNEL 法を用いた。HT29 チャンバースライドに播種し、対照区および牛乳 EVs添
加区（100 µg/ml、）の 2処理区を設けた。牛乳 EVs添加後 24 時間で培地を除去し、PBS で洗浄
した。洗浄後、4％パラホルムアルデヒドを添加し、細胞を固定した。固定後、アポトーシスに
より断片化した DNA に TdT（Terminal deoxynucleotidyl transferase）の酵素活性を利用して
FITC標識 dUTPを結合させ、アポトーシスが誘導された細胞を染色した。DAPIによる核染色後、
蛍光顕微鏡（細胞工学の顕微鏡名）を用いて 10 視野を撮影し、ImageJ を用いて全細胞（DAPI
陽性細胞）に占めるアポトーシス陽性細胞の割合を算出した。 
 
(6)牛乳 EVs 中の miRNA 量の定量 
 HT29の細胞増殖を抑制することが報告されているヒト miRNAが牛乳 EVs中に含まれているか
を検証するために本解析を実施した。牛乳 EVs から miRNA を抽出し、逆転写後、定量 PCR 法に



より 24種類のヒト miRNA量を相対定量した。 
 
(7)大腸がんモデルマウスへの牛乳 EVs投与が大腸の腫瘍形成に及ぼす影響 
 in vitroにおいて確認された牛乳 EVsによるヒト大腸がん細胞株の増殖活性の抑制作用が in 
vivoにおいても同様に観察されるかを検証した。アゾキシメタンおよびデキストラン硫酸ナト
リウムを用いて既報に従って大腸がんを ICR マウスで誘導した。誘導過程で週に 3 回 100 µL
の牛乳 EVs溶液(1 mg/mL)を投与した。試験期間中、体重を測定し、Disease activity index(DAI)
を評価した。誘導期間終了後、解剖を実施し、大腸の長さおよび腫瘍数を評価した。また、大
腸の非腫瘍組織および腫瘍組織を HE染色し、組織観察を行った。 
  
４．研究成果 
(1)牛乳 EVs の精製度および形態観察 

牛乳 EVs 中のマーカータンパク質 CD 63 および
牛乳 EVs 以外の細胞由来成分の混入の指標である
ヒストン H3 をウェスタンブロッティング法によ
り検出した結果を図 1a に示した。回収した牛乳
EVs を、透過電子顕微鏡を用いて観察した結果を
図 1b に示した。これらの結果は本研究で供試した
牛乳 EVs の精製度が高いことを示している。 

 
(2)牛乳 EVs が大腸がん細胞株の増殖活性に及ぼす影響 

HT29 の増殖活性を評価した結果を図 2 に示した。牛乳 EVs 添加後の培養時間が 6 時間では、
対照区と比較してすべての濃度の牛乳 EVs 添加区で細胞増殖活性は有意に低下した（図 2a）。
また、培養時間を 24、72時間に延ばしても同様の傾向がみられた（図 2b）。一方で、牛乳 EVs
は IEC6の増殖活性に影響を及ぼさなかった（図 2c）。これらの結果から、牛乳 EVsは正常腸上
皮細胞には作用しない一方で、大腸がん細胞株の増殖活性を抑制することが示唆された。 

(3)牛乳 EVs が大腸がん細胞株の細胞周期に及ぼす影響 
 細胞周期解析の結果を図 3 に示した。G0/G1 期の細胞の割合は対照区と比較して牛乳 EVs 添
加区で有意に増加する一方で、S 期の細胞の割合は対照区と比較して牛乳 EVs 添加区で有意に
減少した（図 3b）。この結果から、牛乳 EVsは HT29の G0/G1 期から S期への移行を阻害するこ
とで HT29の増殖活性を抑制していることが示唆された。G0/G1 期から S期への移行制御因子の
タンパク質発現解析の結果から、Cyclin D1、Cyclin E、CDK2および CDK4 の発現は対照区と牛
乳 EVs添加区の間に有意な差はみられなかった（図 3c, d）。この結果から、牛乳 EVsはこれら
の 4つの制御因子の発現に影響を及ぼすことなく、HT29 の G0/G1期から S 期への移行を阻害し
ていることが明らかとなった。 
 
(4)牛乳 EVs のアポトーシス活性の評価 
 TUNEL 解析の結果を図 4 に示した。全細胞に占める TUNEL 陽性細胞の割合（アポトーシス
率）は対照区と牛乳 EVs 添加区の間に有意な差はみられなかった（図 4a, b）。この結果から、
牛乳EVsによるHT29の増殖活性の抑制はアポトーシス活性の促進を介するものではないことが
示唆された。 

 
(5)牛乳 EVs 中の miRNA 量の定量 
 牛乳 EVs中の miRNA 量の定量解析の結果を表 1 に示した。HT29の細胞増殖を抑制することが
報告されているヒト miRNA24 種類のうち 12 種類の miRNA が牛乳 EVs中で確認された。また、発
現が確認された 12 種類の miRNA のうち miR219a-3p, miR342-3p, miR375-3pは大腸がん細胞の
細胞周期に作用することが報告されており、牛乳 EVs中に含まれるこれらの miRNA が HT29 の細
胞周期進行の阻害および細胞増殖活性に関与している可能性が考えられる。この可能性につい
ては現在も検証実験を進めている。 
 

CD63 Histon H3

図1 牛乳EVsの精製度および形態観察
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図2 牛乳EVsがHT29およびIEC6の増殖活性に及ぼす影響
(a)HT29（牛乳EVs濃度）、(b) HT29（培養時間）、(c) IEC6
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(6)大腸がんモデルマウスへの牛乳 EVs投与が大腸の腫瘍形成に及ぼす影響 
 体重および DAIスコアの結果を図 5に示した。試験期間中、体重は群間で有意な変化はみら
れなかった。DAI スコアは試験開始 89、102 日目に大腸がん誘導＋牛乳 EVs 投与群で大腸がん
誘導群と比較して有意に高い値を示した。大腸の長さは群間で有意な差はみられなかったが、
大腸の腫瘍数は大腸がん誘導＋牛乳 EVs 投与群で大腸がん誘導群と比較して少ない傾向を示し
た（P=0.07、表 2）。大腸の腫瘍組織および非腫瘍組織の観察を行ったが、大腸がん誘導群と大
腸がん誘導＋牛乳 EVs 投与群間で明確な差は認められなかった（図 6）。試験後半において大腸
がん誘導＋牛乳 EVs 投与群で DAI スコアが上昇した原因は不明であるが、大腸がん誘導条件下
において牛乳 EVsは炎症を誘導することが示唆された。しかし、この結果に反して大腸の腫瘍
数は牛乳 EVsの投与によって減少傾向を示した。本研究結果からは牛乳 EVs が in vitroと同様
に in vivo においても大腸上皮細胞の細胞周期に作用し、その増殖活性を抑制しているかは明
らかとなっていないが、腫瘍形成を緩やかに抑制することが示された。 
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図3 牛乳EVsがHT29の細胞周期に及ぼす影響
(a)FACS解析のヒストグラム、(b)各ステージの細胞の割合 、(c) ウェスタンブロット解析結果
（Cyclin D1、Cyclin E、CDK2およびCDK4） 、(d)対照区を基準としたタンパク質発現の相対値
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図4 牛乳EVsがHT29のアポトーシスに及ぼす影響
(a)蛍光観察画像、(b)アポトーシス率。白矢印はTUNEL陽性細胞を示している。
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表1 牛乳EVs中のmiRNA発現量

miRNA miRNA level

miR-16-5p 0.42 ± 0.17

miR-16-1-3p 1.66 ± 0.27

miR-124-5p 0.46 ± 0.17

miR-124-3p ND

miR-126-5p 0.24 ± 0.07

miR-126-3p 0.06 ± 0.02

miR-133a-5p ND

miR-133a-3p ND

miR-141-5p 0.92 ± 0.23

miR-141-3p ND

miR-145-5p 3.83 ± 1.77

miR-145-3p 0.17 ± 0.05

miR-148a-5p ND

miR-148a-3p 2.08 ± 0.82

miR-203a-5p ND

miR-203a-3p ND

miR-219a-5p ND

miR-219a-3p 1.59 ± 0.74

miR-342-5p ND

miR-342-3p 2.84 ± 1.36

miR-375-5p ND

miR-375-3p 0.24 ± 0.10

miR-451-5p ND

miR-451-3p ND

ND, 検出限界以下

表2 大腸の長さおよび腫瘍数

対照群 EVs投与群 大腸がん誘導群
大腸がん誘導
+EVs投与群

大腸の長さ (cm) 10.0±0.5 10.1±0.4 10.4±0.4 10.9±0.3

腫瘍数 NO NO 4.5±0.7 2.7±0.6

NO, 観察されず

対照群

EVs投与群

大腸がん誘導群

大腸がん誘導+EVs投与群

非腫瘍組織 腫瘍組織

非腫瘍組織 腫瘍組織

図6 大腸の組織観察
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図5 大腸がんモデルマウスへの牛乳EVsの投与実験
(a)体重、(b)DAI 。DAIは体重の減少率および便性状をスコア化したもの。
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