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研究成果の概要（和文）：ナノベシクルは細胞間の情報伝達因子として機能する細胞外小胞で、近年、果物果汁
中においてもその存在が明らかとなっている。私はこれまでに、ナノベシクル内に多くのmicroRNAが存在し、細
胞に対して機能変化を誘導することを明らかにしてきた。この研究ではリンゴ果汁中に含まれるナノベシクルに
microRNAをはじめとしたsmall RNAが存在することを明らかにした。また、RNAを含有するナノベシクルが大腸癌
細胞株に取り込まれることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Nanovesicles are extracellular vesicles that function as intercellular 
signal transduction factors. Recently, its existence has been clarified in fruit juice. I have 
clarified that a number of microRNAs exist in nanovesicles and induce functional changes on the 
cell. In this study, it was revealed that micro RNA and other small RNAs exist in nanovesicle 
contained in apple juice. In addition, it was revealed that nanovesicles containing RNA are taken up
 into colorectal cancer cell lines.

研究分野： 腫瘍学

キーワード： リンゴ　microRNA
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１．研究開始当初の背景 
日本において大腸癌は女性の死亡率1位で

あり、男性においても高い死亡率を示してい
る。大腸癌による死者を減らすためには、予
防と早期発見が重要であり、大腸癌の予防に
は食物繊維の摂取が重要であることが多く
の研究者によって証明されている。近年、多
くの自然成分由来の健康食品による効果が
注目されており、その例としてリンゴの抗酸
化作用や脂質代謝亢進作用が挙げられる。そ
れらに加えて我々は以前にリンゴ成分には
抗腫瘍効果があることを報告した[1]。その
解析でリンゴポリフェノールに抗腫瘍効果
をもつことが明らかになったが、その他のリ
ンゴ成分における抗腫瘍効果については全
く不明である。 
microRNA は細胞内における遺伝子の発現

調節に関わる非翻訳 RNA である。近年、細胞
外液中に含まれるナノベシクル（細胞外小
胞）の中に microRNA が存在することが発見
され[2]、我々は以前にナノベシクルが別の
細胞内へ取り込まれて機能することを証明
した[3,4]。ナノベシクルは植物中にも存在
することが知られており、Ju らはグレープフ
ルーツ中のナノベシクルが大腸炎の予防に
役立つことを示した[5]。我々が着目してい
るリンゴの果実にも microRNA が存在するこ
とが報告されており[6]、リンゴ果汁中に含
まれる microRNA 内包ナノベシクルが癌細胞
に対して抗腫瘍効果をもたらす可能性が示
唆される。しかしながら、その点については
十分検討されていない。以上の背景から研究
代表者は本研究課題を着想するに至った。 
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２．研究の目的 
本研究課題では、抗腫瘍性の高いリンゴ果
汁中ナノベシクルを探索するとともに、ナノ
ベシクルに含まれる腫瘍抑制性 microRNA の
同定と機能を調べることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）リンゴナノベシクルに含まれる RNA の
検出と網羅的解析 
青森県産の各品種のリンゴをすり潰し、リ
ンゴ果汁を回収した。リンゴ果汁から様々な
デブリ成分を除去し、遠心分離によりリンゴ

ナノベシクルを回収した。ナノベシクルから
RNA を抽出し、Agilent Bioanalyzer（Agilent 
Technologies 社）で RNA ピークを確認した。
また次世代シークエンサーによりリンゴナ
ノベシクル中に含まれる small RNA 種を調べ
た。 
 
（２）リンゴナノベシクルの大腸癌細胞株へ
の取り込み 
リンゴナノベシクルの大腸癌細胞内への

取り込みを確認するために、リンゴナノベシ
クルに内在する RNA を SYTO RNASelect
（ThermoFisher Scientific）で蛍光標識し
た。蛍光標識したナノベシクルを大腸癌細胞
株に添加し、細胞内に取り込まれた蛍光を共
焦点顕微鏡により観察した。 
 

（３）リンゴナノベシクル添加による大腸癌
細胞株への影響解析 
各タンパク濃度のリンゴナノベシクルを

添加したときの大腸癌細胞株の細胞死（トリ
パンブルー色素排除法）、細胞増殖抑制（ア
ラマーブルー蛍光法）、アポトーシス性およ
び ネ ク ロ ー シ ス 性 細 胞 死 （ Annexin 
V/Propidium Iodide/Hoechst33342 によるフ
ローサイトメトリー解析）などを解析した。 
 
４．研究成果 
（１）リンゴナノベシクルに含まれる RNA の
検出 
 リンゴナノベシクルからに含まれるRNAを
検出するために、Agilent Bioanalyzer によ
る電気泳動を行った。その結果、25〜200 ヌ
クレオチドサイズの small RNA が検出された。
この結果からリンゴナノベシクルには small 
RNA が多く含まれることが示唆された（図１）。 
また抽出されたリンゴナノベシクル由来

RNA の種類を調べるために次世代シークエン
ス解析を行った。その結果、miR-159、miR-396、
miR-166をはじめとしたmicroRNAが同定され
た。情報学的解析によりこれらの microRNA
は植物に存在する microRNA であることが確
認できた。また、ヒト標的遺伝子との相同性
を有する microRNA も確認された。 

 
図１．バイオアナライザ解析によるsmall RNA
の検出．25〜200ヌクレオチドサイズのsmall 
RNA が検出された。 
 
（２）リンゴナノベシクルの大腸癌細胞株へ
の取り込み 
 方法のように蛍光標識したリンゴナノベ
シクルを3種類の大腸癌細胞株の培養上清へ



添加した。その結果、細胞内に蛍光が観察さ
れ、大腸癌細胞株細胞内に取り込まれること
が明らかとなった（図２）。 

 
図２．大腸癌細胞株による蛍光標識ナノベシ
クルの取り込み．SYTO RNASelect によりリン
ゴナノベシクル内の RNA を緑色に標識し、大
腸癌細胞株に添加した。核は DAPI により青
色を示す。大腸癌細胞内の緑色蛍光はナノベ
シクル内の RNA が取り込まれたことを示す。 
 
（３）リンゴナノベシクル添加による大腸癌
細胞株への影響解析 
 各タンパク濃度のリンゴナノベシクルを 3
種類の大腸癌細胞株の培養上清へ添加した。
その結果、添加したナノベシクルタンパク濃
度内では細胞死、細胞増殖抑制の有意な差は
認められなかった。原因としてはナノベシク
ルに含有している腫瘍抑制性 microRNA 量が
不十分であったことが考えられる。今後、
microRNA を含有するナノベシクル回収法の
検討、ドラッグデリバリーシステムのキャリ
アとしての検討、動物実験の検討などを実施
する予定である。 
＊本研究課題で得られたデータは現在論文
投稿準備中であり、本報告書でのデータ提出
は最小限に留めた。 
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