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研究成果の概要（和文）：米糠中のスフィンゴ糖脂質中に強い腫瘍転移抑制活性のあること、並びにinvariant (i) NK
T細胞の新規ナチュラルリガンドが複数存在することを見出した。これまで米糠中には1種類しかスフィンゴ糖脂質が存
在していないと考えられていたが、本研究により10種類以上のスフィンゴ糖脂質が存在すること、その中でもこれまで
にしられていたスフィンゴ糖脂質中にはいNKT細胞のナチュラルリガンドが存在しないこと、他の複数のスフィンゴ糖
脂質中にはiNKT細胞のナチュラルリガンドが存在すること、その中には新規の分子の存在していることを明らかにした
。

研究成果の概要（英文）：I found that sphingoglycolipids purified from rice bran contain molecules which 
strongly inhibit tumor metastasis and that several natural ligands for invariant NKT cells exist therein. 
Interestingly, I found that natural ligand for invariant NKT cells does not exist in a major 
sphingoglycolipid in rice bran. Moreover, I found that more than 10 sphingoglycolipds exist in rice bran 
and that the natural ligands for invariant NKT cells exist in these sphingoglycolipids. In addition, I 
found that one of thees ligands is a new molecule.

研究分野： Immunology
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１．研究開始当初の背景 
(1) 米は古くから日本人の主食として、我が
国において最も広く栽培されてきた穀物資
源である。米は玄米のまま食用とされること
は少なく、精米後白米として食用に供される。
これまで、精米過程で生じる大量の米糠は、
かつてはその多くは農業廃棄物として処理
されてきたが、近年では飼料・肥料として利
用されている。さらに最近では米原油(米糠由
来)から米油を精製する過程で生じるガム質
からレシチン、セラミド等、ワックスから高
級脂肪酸等、ダーク油から-オリザノール、
フェルラ酸等、スカム (scum：浮き滓)から
トコトリエノール、ビタミン E 等、多くの
有用な生理活性物質が単離・精製されてきて
おり、医薬品、医薬部外品、化粧品、食品添
加物、食品等として広く用いられるようにな
った。また、米油を絞った後に生じる脱脂糠
には、GABA、フィチン酸、イノシトール等
の生理活性物質が含まれており、有用な天然
生理活性物質として利用されている。特に、
米セラミド(米スフィンゴ糖脂質)は、動物性
セラミドと同様に保湿効果並びに血中脂質
低下作用等を有することから、化粧品や健康
食品等として用いられており、最近では、脂
質代謝に関与する可能性のあることが示唆
されている(1)。また、米スフィンゴ糖脂質に
限らず、植物、細菌、海綿などから分離され
たスフィンゴ糖脂質を含有するNKT 細胞活
性化用組成物、インターロイキン(IL)-4 産生
促進用組成物、インターフェロン- 産生促進
用組成物、樹状細胞活性化用組成物、IL-12 
産生促進用組成物、IL-10 産生促進用組成物、
NK 細胞活性化用組成物、抗腫瘍作用組成物、
抗アレルギー作用組成物、感染抵抗性増強用
組成物、抗ウイルス作用組成物、IL-6 産生
促進用組成物、NO 産出促進用組成物等に関
する提案もなされている(2, 3)。更に、広く植
物素材を原料としたスフィンゴ糖脂質を高
濃度に含有するスフィンゴ糖脂質含有物の
製造方法(4)、更にはスフィンゴ糖脂質を配合
した大腸癌予防剤なども提案されている(5)。
しかしながら、米セラミド(米スフィンゴ糖脂
質)に免疫学的活性並びに iNKT 細胞のリガ
ンドが存在するか否かについては明らかに
されておらず、また、iNKT 細胞のリガンド
が上述した種々の生理活性を示すのかにつ
いては不明である。 
 
(2) 近 年 、 海 綿 中 に 発 見 さ れ た 
-galactosylceramide (-GalCer)及び化学
的に合成されたその誘導体 が iNKT 細胞の
リガンドであり、iNKT 細胞依存性に強い抗
腫瘍効果、感染制御作用、並びに抗アレルギ
ー作用を示すことが明らかになったことか
ら (6, 7)、抗癌剤・抗感染症薬・抗アレルギ
ー薬としての期待が高まっている。しかし、
ヒトを含めた哺乳類が海綿と遭遇する可能
性は極めて低いことから、その後多くの研究
者によってナチュラルリガンドの探索が始

まった。その結果、Sphingomonas・Ehrlichia 
の 細 胞 壁 に 存 在 す る
-glucuronosylceramide (8-11)、Borrelia に
存在する-galactosyldiacylglycerol (12) 等
が本細胞のナチュラルリガンドであること
が明らかとなった(リソソームに存在する
isoglobotrihexosylceramide も本細胞のナ
チュラルリガンドであると報告されたが(13, 
14)、現在は否定的である(15) )。現在、化学
的に合成したスフィンゴ糖脂質を用いて
iNKT 細胞のリガンドを探索している研究
者は多いが、何れも-GalCer のような強い
活性は認められておらず、本当の意味でのナ
チュラルリガンドが存在しているか否かに
ついては今日まで不明である。 
 
(3) 現在のところ、癌(腫瘍)に対する予防策は
殆どなく、治療にのみ委ねられている。治療
方法は、各種抗癌(腫瘍)剤、放射線、外科的
摘出、若しくは何れかを組み合わせることに
より行われているが、抗癌剤の場合には強い
副作用があること、放射線の場合には多額の
費用がかかること、外科的に摘出した場合に
は患者にかなりの負担がかかること、及びこ
れらの治療を施したとしても再発の可能性
が否めないことから、有効な治療方法がない
というのが現状である。このように、癌(腫瘍)
に対する既存の予防法・治療法の限界に加え
て、食生活や日常生活におけるストレスが急
増している昨今、罹患数が世界的に増加して
いることから、癌(腫瘍)に対する安全、確実
かつ簡便に提供できる新規予防薬・治療薬の
開発が急務である。 
 
(4) これまで、種々の感染症に対する予防策
としてワクチンが広く用いられてきた。ワク
チンは、目的とする病原微生物に対する特異
的免疫応答が長期間持続することを利用し
ているが、対象となる病原微生物によって効
果の持続期間が大きく異なること、病原体に
よっては変異を起こすこと、並びに個体差を
生じる場合があることから、必ずしも有効な
予防策とはいえない。また、生ワクチンでは
使用する弱毒株の変異する可能性があり、安
全面において問題がある。一般に、感染症に
罹患した場合の治療薬として、抗菌剤、抗真
菌剤、抗ウイルス剤などの抗生物質が使用さ
れている。抗生物質はヒトの細胞を破壊する
ことなく体内の微生物を減少(あるいは死滅)
させると共に、生体の免疫応答によって残存
する病原微生物を殺傷・排除させるために投
与される。しかし、近年、抗生物質の多用に
よって多剤耐性菌が出現し、院内感染・日和
見感染など、社会的問題となっていることか
ら、緊急な対策が必要とされる。このように、
感染症に対する既存の予防法・治療法の限界
に加えて、再興感染症並びに新興感染症への
罹患数が世界的に増加していることから、安
全、確実かつ簡便に提供できる新規予防薬・
治療薬の開発が急務である。 



 
(5) 現在、国民の多くが健康志向にあり、そ
れに伴って健康食品ブームが過熱化してい
ること、アンチエイジングに対する国民の関
心がこれまで以上に高まっていること、並び
に最近の研究により、免疫系の異常が加齢と
深くかかわっていることが明らかになって
いることから、安全性の高い健康食品・健康
飲料・化粧品、その中でも特に免疫能を高め
るような食品・飲料・化粧品の開発が社会的
に強く要求されている。また、これまでの疾
病に加えて新たな疾病が出現すると共に、癌
や新興感染症・再興感染症が増加し、これら
疾病に対する早急な対策が社会的に必要と
されている。 
 
２．研究の目的 

本研究では、米糠の有機溶媒抽出画分を分
離・精製し、iNKT 細胞の新規リガンドを同
定すると共に、その作用機序を明らかにする
ことにより、機能性食品・機能性健康飲料・
食品添加物・化粧品・医薬部外品としての有
用性を明確にすると共に、各種病態 (感染
症・腫瘍等) への有効性を検討し、医薬品及
び診断薬への応用の可能性を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 米糠スフィンゴ糖脂質の単離: 米原油に
水を加えて得られる水和ガムを、脱脂、中和
後、不溶物を除去し、スフィンゴ糖脂質 1 % 
程度を含む原料を得た。原料 500 g を適量の
ヘキサンに加熱溶解し、脂溶性の不純物を除
去した。溶媒を留去した残留物にエタノ－ル
750 mL を加えて攪拌しセラミド画分を抽出
後、溶媒を除去した。残留物にアセトンを適
量加えて加熱溶解し再結晶した。得られた粗
結晶をエタノールに再溶解して不溶の配糖体
を除去した後、エタノール可溶画分を陰イオ
ン交換樹脂及び陽イオン交換樹脂で処理した。
樹脂処理溶出物の溶媒を除去し、残留物を適
量のアセトンで再結晶して、米糠スフィンゴ
糖脂質 1.0 g (収率 0.5 ％)を単離した。この
ようにして得られた米糠スフィンゴ糖脂質の
純度は、HPLC-ELSD (光散乱検出器付き液
体クロマトグラフィー)で定量した結果、ロッ
トにより異なるが約 60～80 ％程度であった。 
 
(2) 米糠スフィンゴ糖脂質の分画: 上述した
如く得られた米糠スフィンゴ糖脂質 8 g をク
ロロホルムに溶解し、シリカゲルカラムクロ
マトグラフィー(フラッシュクロマトグラフ
ィー用シリカゲル 40 g をクロロホルムに懸
濁：球状、関東化学)で分画した。分画はクロ
ロホルム：アセトン＝10 : 0、9 : 1、8 : 2、7：
3、6：4、5：5、4：6 各 600 mL 及びメタノ
ール 600 mL で溶出し、溶媒を除去した（Fr.1
～Fr.8）。各分画のガスクロマトグラフィー
(GC)、薄層クロマトグラフィー(TLC：シリ
カゲル、クロロホルム：メタノール＝10：1、
濃硫酸で呈色) の結果より、フラクション

(Fr.) 5・6 は配糖体、Fr. 7・8 はスフィンゴ
糖脂質、その中でも特に Fr. 8 はスフィンゴ
糖脂質を高純度に含有する分画であること
が明らかとなった。 
 
(3) 使用マウス：C57BL/6 マウス並びに各種 
iNKT 細胞欠損マウス(何れも雌マウス 8～
12 週齢)を実験に供した。 
 
(4) 使用腫瘍株:メラノーマ細胞株(B16)を実
験に供した。 
 
(5) 投与: マウスの腹腔内に各画分を 150 g 
投与した。尚、以下の実験では、各群間での
体重差が 1 g 未満のものを用いた。 
 
(6) 抗体: Fc receptor (R) (2.4G2) に対する
モノクローナル抗体 (mAb) は、ハイブリド
ーマ培養上清より精製したものを、また 
fluorescein isothiocyanate (FITC) 標識抗
CD3ε mAb (145-2C11) 並びにビオチン標識
抗 NK1.1 mAb (PK136) は 、 BD 
PharMingenより購入したものを実験に供し
た。 
 
(7) 試薬: 牛胎児血清は Trace Biosciences、
パーコール(比重：1.124 g/mL) は Biochrom、
RPMI 1640 は日水製薬株式会社、HEPES は
同仁化学研究所、L-グルタミン、ペニシリン
及びストレプトマイシンは Invitrogen、2－
メルカプトエタノール、炭酸水素ナトリウム、
塩化アンモニウム、TRIS (2－アミノ－2－
ヒドロキシメチル－1，3－プロパンジオール) 
及びアジ化ナトリウムは和光純薬工業株式
会社、ウシ血清アルブミンは Thermo、スト
レプトアビジン (SA) 標識  Cy5 は BD 
PharMingen、パラホルムアルデヒドは
Merck より購入したものを実験に供した。 
 
(8) α-GalCer/CD1d tetramer の作製: マウ
ス CD1d/2-ミクログロブリンテトラマー 
は BirA biotylation site と CD1d を用いたバ
キュロウイルス発現系を用いて調製した(16, 
17)。 
 
(9) 肝内白血球の調製: 肝内白血球は江本等
の方法により調製した(18)。 
 
(10) フローサイトメトリー: 抗体の非特的
結合を防ぐため、細胞を抗 FcR mAb と 4 度、
15 分間反応させた後、FITC 或いはビオチン
標識 mAb と 4 度、15 分間反応させた。ビ
オチン標識抗体は SA- 標識  Cy5 (BD 
PharMingen) にて視覚化した。染色後、細
胞を 1 % パラホルムアルデヒド含有 PBS(-)
で 固 定 後 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー
(FACSCalibur (BD PharMingen))により取
り 込 み 、 CellQuest software (BD 
PharMingen) に よ り 解 析 し た 。
-CalCer/CD1d テトラマーによる染色は、



ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 Pycoerythrine 標 識 
-GalCer/CD1d テトラマーと室温で 15 分間
反応させた。 
 
(11) iNKT 細胞の動態解析: 予め米糠由来ス
フィンゴ糖脂質精製画分の Fr.1～Fr. 8 或い
はVehicle を腹腔内投与したマウスの肝臓よ
り上述したごとく白血球を調製した後、
iNKT 細胞の動態をフローサイトメトリー
(mAb・-GalCer/CD1d テトラマーの両者) 
により解析した (16)。 
 
(12) 腫瘍転移抑制実験:予め Fr. 8 或いは
Vehicle を腹腔内投与したマウスに、メラノ
ーマ細胞 (B16) を移植し、移植後の生存率
並びに移植後 40 日目の肺における転移の程
度を肉眼的に観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 米糠スフィンゴ糖脂質精製画分投与によ
る肝内 iNKT 細胞の消失: C57BL/6 マウスに
Fr.1～Fr. 8 或いは Vehicle を投与し、24 時間
後に肝臓内に存在する白血球をフローサイト
メトリーにより観察した。Fr.1～Fr.7 及び
Vehicle 投与群では Fr. 8 を投与しても各細胞
集団に殆ど変化は認められなかった。他方、
Fr. 8 投与群では、T 細胞、NK 細胞並びに B
細胞は殆ど影響を受けなかったが、NKT 細胞
が選択的に著減した。iNKT 細胞にリガンド
(-GalCer) が結合すると蛍光標識した抗体で
は検出されなくなることから(19-27)、本結果
はFr. 8中に iNKT細胞のリガンドが存在する
ことを示唆している。若干ではあるが、Fr. 8
投与群の肝臓に NK1.1+TCR+ 細胞が検出さ
れた。NK1.1+TCR+ 細胞には iNKT 細胞だ
けでなく、他の NKT 細胞(Unconventional 
NKT 細胞)も存在することから(28)、Fr. 8 を
投与した際に肝臓に残存する NK1.1+TCR+ 
細胞はこういった細胞であると考えられる。
実際、テトラマーを用いて解析したところ、
Vehicle 処理群の肝臓に高頻度に認められた
テトラマー反応性細胞は、Fr. 8 投与群では全
く認められなかった。 
 
(2) 米糠スフィンゴ糖脂質精製画分の腫瘍転
移抑制効果: 予め Fr. 8 或いは Vehicle を投与
した C57BL/6 マウスにメラノーマ細胞を静脈
接種し、経日的に肺の状態並びに生存率を観
察した。未処理群並びに Vehicle 処理群では肺
への転移が観察され、早期に死亡したが、Fr. 8
投与群では、肺への転移が全く認められず、
マウスは半年経過した時点でも全例生存して
いた。iNKT 細胞欠損マウスでは、Fr. 8 を投
与しても C57BL/6 マウスに Fr. 8 を投与した
時のような効果は認められなかった。iNKT 細
胞がリガンドにより活性化されるとメラノー
マ細胞の転移が抑制されることから (6)、本結
果は iNKT細胞依存性にFr. 8に腫瘍の転移を
抑制する活性が存在することを示唆している。 
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