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研究成果の概要（和文）：　腸管から吸収されにくいにも関わらず、生活習慣病改善作用を発揮しうる食品因子
の作用機構を検討した。特に抗炎症作用を有するスフィンゴミエリンの作用について詳細に検討したところ、腸
管透過性を亢進させることと血中エキソソームのグルコース取り込み促進作用を亢進させることが明らかとなっ
た。これらの結果は、腸管から吸収されにくい食品因子が腸管に対する作用、または腸管を経由し血中エキソソ
ームの組成を変化させる作用を発揮することで、生体に影響を及ぼすという新たな作用機構の存在を示唆するも
のと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Some food factors are difficult to be absorbed from an intestinal tract, 
although they showed clear physiological functions. To elucidate the mode of actions of such 
unabsorbable food factors, the effect of sphingomyelin (SPM) on the intestinal permeability and 
serum exosomes was investigated. SPM is shown to increase the intercellular permeability of the 
intestinal epithelial cells, which may be one of the mechanisms of sphingomyelin functions. Serum 
exosomes could increase glucose uptake by L6 myotubes and dietary SPM augmented the serum exosome 
functions. These results suggest novel mode of actions of SPM via intestinal tracts and serum 
exosomes.

研究分野： 栄養化学
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１．研究開始当初の背景 
 これまでに多くの食品因子の機能が報告
されており、特に生活習慣病予防・改善作用
を有する食品因子は多数報告されている。こ
れらの食品因子は経口摂取することで、その
機能を発揮しているが、それら食品因子の消
化管からの吸収性についてはあまり注目さ
れていない場合が多い。実際にいくつかの機
能性食品因子は消化管からほとんど吸収さ
れないにもかかわらず、明確な生理作用を示
すことが知られており、その作用機序は不明
である。一般の栄養素は消化され、吸収され
てから、その生理作用を発揮するが、吸収さ
れにくいのに生理的な効果を及ぼす食品因
子の作用機構を明らかにすることは、エビデ
ンスに基づいた機能性食品因子の開発や利
用の促進に大きく貢献すると予想される。 
 本研究で対象としたスフィンゴミエリン
については、経口摂取することでアトピー様
皮膚炎モデルマウスでの皮膚炎症状を抑制
すること、また急性炎症モデルマウスにあら
かじめスフィンゴミエリンを摂取させるこ
とで、炎症抑制作用が発揮されることをすで
に報告している。一方、スフィンゴミエリン
の腸管からの吸収を検討した研究によると、
摂取したスフィンゴミエリンのわずか数パ
ーセントしか体内に取り込まれないことが
報告されており、食事性のスフィンゴミエリ
ンがどのような機構で、上記の生理作用を発
揮しているかは不明であった。 
 また研究代表者は、ハーブ茶に含有される
ポリフェノールの抗糖尿病作用に関する研
究を進める過程で、南アフリカ原産のハーブ
であるルイボス中の主要ポリフェノールで
あるアスパラチンが難吸収性であるにもか
かわらず、顕著な抗糖尿病作用を示すことを
見出していた。アスパラチンの腸管からの吸
収率を測定した論文では、摂取した量の 1 パ
ーセント以下しか吸収されないことが報告
されており、にもかかわらず糖尿病モデルマ
ウスでの検討では血糖値低下作用、膵臓保護
作用が観察されている。さらにアスパラチン
には皮膚炎症を抑制する作用も見出されて
いる。 
 以上のように、研究代表者が取り扱ってき
た機能性食品因子の中で、脂溶性のスフィン
ゴミエリンおよび水溶性のアスパラチンの
両者が難吸収性の機能性食品因子であるこ
とが明らかになっていた。 
 
２．研究の目的 
 そこで、本研究では上記の背景を元に、難
吸収性の機能性食品因子であるスフィンゴ
ミエリンとアスパラチンが、その生理作用を
発揮する機構を明らかにすることを目的と
した。具体的には消化管に対する作用、特に
小腸上皮細胞の透過性に対する作用を検討
すると同時に、これらの食品因子を摂取した
際の血中エキソソームの変化を検討した。エ
キソソームとは直径 100 nm 程度の膜小胞の

ことであり、ほとんどすべての細胞から分泌
される小胞の一つである。かつては細胞内の
老廃物を捨てるための機構と考えられてい
たが、エキソソーム中に種々の miRNA など
の機能性分子が含有されていることが明ら
かになるとともに新たな細胞間情報伝達因
子であると考えられている。エキソソームは
血中にも存在しており、細胞間・組織間の情
報伝達に寄与していると予想されているが、
血中エキソソームの生理的意義については
ほとんど明らかにされていない。本研究では、
特に食事性のスフィンゴミエリンが血中エ
キソソームの機能を変化させることで、その
生理作用を発揮している可能性を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)小腸上皮細胞に対する影響の検討 
 小腸上皮細胞のモデル細胞として Caco-2
細胞を用いた。Caco-2 細胞はヒト結腸癌由来
の細胞であり、コンフルエントになるまで培
養すると腸管上皮様の細胞に分化すること
が知られている細胞であり、腸管上皮細胞の
モデルとして良く利用されている細胞であ
る。Caco-２細胞をカルチャーインサート上
で培養し、上皮細胞様に分化するまで培養し
た後に、スフィンゴミエリン（卵黄由来のも
のを用いた）およびアスパラチンを添加し、
腸管透過性への影響を検討した。腸管透過性
の指標としては、経上皮電気抵抗値（TEER）
と蛍光色素ルシファーイエロー（LY）の透過
量の 2つを用いた。スフィンゴミエリンは既
述の通り脂溶性であるため、あらかじめミセ
ル化してから培地に添加し、細胞に取り込ま
せた。また細胞毒性の検討には LDH 測定法を
用いた。 
 
(2)血中エキソソームに対する影響の検討 
 経口摂取した食品因子の血中エキソソー
ムへの影響を検討するため、スフィンゴミエ
リンを1週間毎日経口投与したラットより血
清を調製し、血清からエキソソームを沈殿法
により調製した。 
 調製したエキソソームを L6 筋管細胞に添
加し、グルコース取り込みへの影響を検討し
た。対照群にはスフィンゴミエリンを溶解し
た緩衝液のみを投与したラットの血清から
調製したエキソソームを用いた。 
 さらに観察された血中エキソソームの作
用がエキソソームによるものであることを
確認するため、エキソソームの細胞への取り
込みを阻害することが知られているアネキ
シンⅤを用いた検討を行った。 
 エキソソームに含有されているタンパク
質を同定するため調製したエキソソームか
らタンパク質を調製し、LC-MS/MS によるタン
パク質の同定も行った。 
 
４．研究成果 
(1) 小腸上皮細胞に対する影響の検討 
 スフィンゴミエリンをミセル化しCaco-2細



胞に 48時間取り込ませた後に TEER を測定し
たところ図 1A に示したようにスフィンゴミ
エリン濃度依存的な TEER の有意な低下が観
察された。またその際の LY 透過量は図 1B に
示したように有意に増加しており、スフィン
ゴミエリンが腸管透過性を亢進する作用を
有していることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 スフィンゴミエリンの腸管透過性への
影響 
A: TEER 値、B: LY 透過量 

 図中の異なるアルファベットを付した群
間には統計的な有意差があることを示す。 
 
 図 1で観察された腸管透過性の亢進作用に
ついて、両親媒性であるスフィンゴミエリン
の細胞毒性によるものではないことを確認
するため細胞毒性の評価を行ったところ、図
2に示したように1000 g/mlのスフィンゴミ
エリンまで培地中の LDH 濃度に変化はなく、
スフィンゴミエリンは細胞毒性を示さない
ことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 スフィンゴミエリンの細胞毒性の検討 
PC:ポジティブコントロール（ジギトニン） 

 次に、スフィンゴミエリンの細胞透過性の
亢進が細胞間接着を破壊することによるも
のではないことを明らかにするため、TEER お
よび LY 透過量の経時変化を検討した。その
結果、図 3に示したようにスフィンゴミエリ
ンを添加し、その後培地から除くことで、細
胞間透過性への作用は徐々に回復し、6 日後
後にはほぼ元に戻ることが確認された。この
結果はスフィンゴミエリンの作用が一過性
であることを示唆しており、スフィンゴミエ
リンは腸管の透過性を一過性に亢進するこ
とで、その生理作用を発揮している可能性を
示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 スフィンゴミエリン作用の経時的変化 

A: TEER 値、B: LY 透過量 
 
 次にアスパラチンの腸管透過性への影響
を検討したところ、図4に示したように、TEER
値をわずかに増加させ、細胞間透過性を低下
させる可能性が明らかとなった。この作用は
アスパラチン自身の吸収性の低さの原因で
ある可能性が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 アスパラチンの腸管透過異性への影響 



(2) 血中エキソソームに対する影響の検討 
ラット血清より調製したエキソソームは

用量依存的に筋管細胞のグルコース取り込
みを促進することが明らかとなった（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 血清由来エキソソームの筋管細胞にお
けるグルコース取り込みに対する影響 
 
この作用がエキソソームによるものであ

ることを確認するため、エキソソーム添加時
にアネキシンⅤを共存させ、その作用の変化
を観察したところ、アネキシンⅤによりエキ
ソソームの作用が阻害されることが明らか
となった（図 6）。この結果より、血清由来エ
キソソームによるグルコース取り込み促進
作用は血清中の因子の混入によるものでは
なく、エキソソームによるものである可能性
が高いと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6 血清由来エキソソームの作用に対する
アネキシンⅤの作用 
 
次に経口投与したスフィンゴミエリンが

血清由来エキソソームの作用にどのような
影響を及ぼすかを検討したところ、図 7に示
したように、対照ラットの血清由来のエキソ
ソームと比較して、筋管細胞のグルコース取
り込みを有意に増加させることが明らかと
なった（図 7）。この結果は、経口投与したス
フィンゴミエリンが血中のエキソソームの
構成を変化させることで、その作用を発揮し
ている可能性を示唆するものであると同時
に、食品因子が血中エキソソームに影響を与
える可能性を示唆する極めて興味深い結果
と考えられる。 
 エキソソームの調製法は、これまで複数の
手法が報告されているが、ここまでの実験で
用いていたのはエキソソームを特異的に沈
殿させる試薬を用いた沈殿法である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7 血清エキソソームのグルコース取り込
み促進能に対する食餌由来 SPM の影響 
 
 しかし、沈殿法によるエキソソームの調製
では他の成分が混入する可能性があること
も報告されている。スフィンゴミエリンがエ
キソソーム組成にどのような影響を与えて
いるかを検討するにあたり、他の成分（ここ
では血清成分）が混入していた場合、正確な
分析が行えない可能性が考えられたので、次
に調製したエキソソームのタンパク質構成
を検討することとした。 
LC-MS/MS によりエキソソーム中の主要な

タンパク質を同定したところ、血清タンパク
質（血清アルブミンなど）の存在が確認され
たので、スフィンゴミエリンのエキソソーム
構成に対する作用を検討する際には、超遠心
法など他の手法を用いる必要性が示唆され
た。 
 
(3)まとめ 
以上、本研究により難吸収性であるスフィ

ンゴミエリンが腸管上皮層の透過性を変化
させることと血中エキソソームの組成を変
化させることで、その生理作用を発揮してい
る可能性が明らかとなった。これらの結果は
腸管から吸収されないにもかかわらず、生体
に影響を及ぼす食品因子の作用機序の一つ
として興味深いものである。一方、スフィン
ゴミエリンと同様に難吸収性である機能性
食品因子アスパラチンについては、腸管透過
性を低下させる作用が見出された。アスパラ
チンについては、十分な検討が出来ていない
ため、今後更なる検討が必要である。 
またスフィンゴミエリンに関しても、腸管

透過性を亢進する機構は不明であり、また血
中エキソソームの構成成分の同定もまだ不
充分である。今後、エキソソーム中の miRNA
パターンの変化など、さらなる検討が必要で
ある。 
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