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研究成果の概要（和文）：スフィンゴ脂質の新たな栄養機能を明らかにすることを目的として研究を実施した。その結
果、培地に添加されたスフィンゴミエリンが、ヒト肝癌細胞から分泌されるエキソソームのmRNA量、miRNA含量を変化
させ、その変化を介してオートクラインに肝癌細胞の増殖を調節している可能性を見出した。さらにスフィンゴミエリ
ンを８日間経口投与したラット血中より調製したエキソソームが骨格筋におけるグルコース取り込みを促進することを
見出した。以上の結果はスフィンゴミエリンが細胞に取り込まれ、その細胞が分泌するエキソソームを質的に変化させ
ることで、生理作用を発揮するという新たな栄養機能の一端を見出したものと考えられる。

研究成果の概要（英文）： The possible new nutritional functions of sphingolipids are proposed in this stud
y, by analyzing the composition of exosomes prepared from sphingomyelin (SPM)-treated hepatoma cells or SP
M-intubated rat sera. The treatment with SPM of human hepatoma cells resulted in the decrease of prolifera
tion. The conditioned media of SPM-treated hepatoma showed an anti-proliferative effect on hepatoma cells.
 SPM treatment caused the change in miRNA composition of secreted exosome, thus suppressed the proliferati
on of surrounding cells. The exosomes prepared from SPM-intubated rat sera significantly promoted the gluc
ose uptake of cultured muscle cells. This result suggests the possibility that orally-intubated SPM affect
s the composition of serum exosomes and shows some physiological effects in vivo. 
 These results clearly show the possibility that sphingolipids can affect the composition of exosomes secr
eted from cells or into sera, thus suggesting novel nutritional functions of sphingolipids.
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１．研究開始当初の背景 
 スフィンゴ脂質とはセラミドに糖鎖やホ
スホコリンなどが結合した脂質のことであ
り、生体膜の構成成分として存在している。
生体膜に存在しているため、通常の食品中に
も含有されており、我々はスフィンゴ脂質を
常時摂取している。スフィンゴ脂質の栄養機
能については、セラミドの摂取により皮膚機
能が改善するとの報告があり、サプリメント
として利用されているが、それ以外には脂質
代謝や糖代謝に影響するとの報告はあるも
のの詳細は明らかではない。またスフィンゴ
脂質は腸管から吸収されにくいため、どのよ
うな機構により生体に影響しているかに関
しても明らかになっていない点が多数残さ
れている。我々も食事から摂取したミルク由
来スフィンゴ脂質がアレルギー抑制作用を
示すことを明らかにしていたが、その機構に
ついては未知の点が多く残されていた。 
 一方、近年各種細胞が分泌する新たな細胞
間情報伝達分子としてエキソソーム（膜小
胞）が注目されている。エキソソームは直径
40 nmから 100 nmの小胞であり、膜脂質と
してスフィンゴ脂質を多く含むなど特徴的
な組成を有するだけでなく、内容物として複
数種の RNAや miRNAを含有している。か
つては細胞内の老廃物を細胞外に廃棄する
役割を有していると考えられていたが、分泌
されたエキソソームが他の細胞に取り込ま
れ、含有するmiRNAを介して生理作用を発
揮することが明らかになり、細胞間の情報伝
達経路の一つとして注目を集めるようにな
っていた。さらにエキソソームはほとんどす
べての細胞で合成・分泌され、血液などの体
液にも含まれていることが知られている。血
液中のエキソソームは安定であり、単独では
血液中で安定的に存在できない RNA 分子や
miRNA の運び手として作用していることが
推測されている。例えば、母乳中には多くの
エキソソームが含有されており、その中には
腸管免疫系の成熟に作用しうる RNA, 
miRNA が多数含まれていることから、母乳
を介した新生児の免疫系の成熟に関与して
いると推測されている。 
本研究はこのような背景を元にスフィン
ゴ脂質が細胞のエキソソーム構成を変化さ
せることで、その栄養機能を発揮している可
能性を検証することを目的として開始した。 
 
 ２．研究の目的 
 上記のように細胞が分泌するエキソソー
ムの膜には細胞膜と比べて多くのスフィン
ゴ脂質が含有されている。したがって、スフ
ィンゴ脂質が外因性に細胞に添加されるこ
とで、細胞内のスフィンゴ脂質組成が変化し、
その結果エキソソーム合成・分泌経路が変化
する可能性が考えられる。そこで、本研究で
はスフィンゴミエリンの生理作用にエキソ
ソームが関与しているというアイデアを証
明するため、スフィンゴ脂質の添加により各

種細胞が分泌するエキソソームがどのよう
に変化するかを明らかにし、その変化がスフ
ィンゴ脂質の生理作用に関与している可能
性を明らかにすることを目的とした。具体的
にはスフィンゴ脂質を添加した培養細胞の
培地、またはスフィンゴ脂質を摂取させた動
物の血液からエキソソームを調製し、その内
容物を網羅的に解析することで、スフィンゴ
脂質が与える影響を明らかにし、スフィンゴ
脂質の新たな栄養機能を実証することとし
た。 
 
３．研究の方法 
 本研究では培養細胞としてヒト肝癌細胞
HepG2 細胞を、実験動物としてラットを用い
た。動物実験に関しては所属機関の動物実験
委員会に申請を行い、実験実施許可を取得し
た上で研究を実施した。 
 肝癌細胞に関しては以下のように実験を
行った。培地にミルク由来および卵黄由来ス
フィンゴミエリンを懸濁し、超音波処理によ
りミセルを形成させた後に、細胞に添加した。
48 時間培養することで、細胞にスフィンゴミ
エリンが取り込まれることは、スフィンゴミ
エリンに特異的に結合するライセニンと抗
ライセニン抗体を用い、フローサイトメータ
ーによる分析で確認した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図 1 ミルクスフィンゴミエリンの 
    肝癌細胞への取り込み確認 
 
 肝癌細胞の増殖はWST-8法により測定した。
培地中に分泌されたエキソソームの調製は
市販のエキソソーム回収試薬を用いて行っ
た。回収したエキソソームよりタンパク質、
RNA を常法により調製し、分析に供した。 
 エキソソームマーカーの検出は抗HSP70抗
体による western blot 分析により行った。
エキソソーム中の miRNA の分析は miRNA 用マ
イクロアレイを用い、含有される RNA 種の分
析は次世代シークエンサーによるトランス
クリプトーム解析により実施した。 
 食事性スフィンゴミエリンの血中エキソ
ソームに対する影響の解析のため、体重 1 kg
あたり 100μg のミルク由来スフィンゴミエ



リンを 8日間ラットに経口投与した後、血清
を調製した。対照群にはスフィンゴミエリン
を懸濁した緩衝液のみを経口投与した。血清
よりエキソソームを調製し、調製したエキソ
ソームをラット筋管細胞に添加し、グルコー
ス取り込みに対する影響を検討した。 
 
４．研究成果 
 ヒト肝癌細胞にスフィンゴミエリンを取
り込ませた後、細胞を洗浄後、24 時間通常の
培地で培養したところ、対照群と比べて有意
に増殖能が低下することが明らかになった
（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 図２ スフィンゴミエリンを取り込ませ 
    た肝癌細胞の増殖 
 
 この増殖抑制作用は肝癌細胞の馴らし培
地を調製し、別の肝癌細胞に添加した際にも
観察されたことから、培地中に分泌された何
らかの分子が増殖抑制作用を有している可
能性が考えられた。 
 そこで、馴らし培地よりエキソソームを調
製し、その構成成分を分析することとした。
まず調製したエキソソームを界面活性剤に
より可溶化し、エキソソームマーカーの確認
を行った。その結果、エキソソームマーカー
である HSP70 が検出され、さらにその量には
スフィンゴミエリン添加による影響は見ら
れないことが明らかになった（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図 3 調製したエキソソームの確認 
 
 この結果から、スフィンゴミエリンはエキ
ソソームの量には影響せず、中身に影響して
いる可能性が高いと考えられたため、調製し
たエキソソームより AGPC 法を用いて RNA を
調製し、PAGE によりその比較を行った（図４）。 
 その結果、肝癌細胞が分泌するエキソソー
ム中には多くのRNA分子が存在していること

が明らかになり、また明確に量的な変動を示
すバンドも複数種見られることが明らかと
なった。なお、結果は示さないが、エキソソ
ーム中の RNA 内にいくつかの tRNA や U1 RNA
が存在していることもノザンブロットによ
り確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図 4 エキソソーム中の RNA の泳動図 
 
 エキソソーム中には 20 塩基程度の長さで
あるmiRNAも含有されていることが明らかに
なっている。個々の miRNA を PAGE により検
出することは困難であるため、miRNA 用のマ
イクロアレイシステムを用いて、対照群、ス
フィンゴミエリン群のエキソソームより調
製した RNA中の miRNA を比較した。その結果、
表１のように2倍以上の変動を示すものがい
くつか検出された。 
 
表１ 変動した miRNA のまとめ 
 
 
 
 
 
 

 
 
 これらのうち、比較的存在量が多く、変動
幅が大きかった miR-4708-3p と miR-4787-5p
に関しては、両者ともに細胞増殖に抑制的に
作用する可能性が考えられているものであ
ることから、本研究の目的と一つであるスフ
ィンゴ脂質の添加によりエキソソーム中の
miRNA に質的な変動が生じ、その結果、エキ
ソソームの生理作用が変化するという現象
が観察された可能性が考えられた。 



 次にエキソソーム中のRNA分子の変動をさ
らに詳細に解析するため、次世代シークエン
サーを用いた網羅的解析を行った。解析には
genome analyzer IIx を用いた。その結果、
変動が大きかった遺伝子として、ミトコンド
リアの NADH dehydrogenase や cytochrome c 
oxidase、SET binding factor2 などの転写因
子などが抽出されたが、細胞増殖抑制という
生理作用に直接的に関与する因子は見られ
なかった。得られた解析結果の詳細に関して
は今後さらに検討する予定である。 
 最後にスフィンゴミエリンを経口投与し
たラットの血清より調製したエキソソーム
の生理作用の検討を行った。方法欄に記載し
たようにスフィンゴミエリンを投与した後、
ラットより全血を採取し、血清を調製した。
調製した血清よりエキソソームを調製後、い
くつかの細胞にエキソソームを添加し、生理
作用の違いに関して検討を加えた。その結果、
ラット骨格筋細胞である L6 細胞にエキソソ
ームを添加した際に興味深い結果が得られ
た。すなわち、図 5に示すようにエキソソー
ムを添加しても細胞増殖能には変化が見ら
れないが、図 6に示すように筋管細胞による
グルコース取り込みがスフィンゴミエリン
投与ラットの血中エキソソームにより有意
に促進されることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図 5 血中エキソソームの L6 筋管細胞の 
細胞増殖への影響 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図 6 血中エキソソームの L6 筋管細胞の 
グルコース取り込みへの影響 

 
 スフィンゴミエリンを食餌として摂取さ
せると糖代謝や脂質代謝が変動することが

これまでに報告されているが、この結果はス
フィンゴミエリンを経口投与した際に血中
のエキソソームが変化し、エキソソームを介
して筋肉細胞のグルコース取り込み能が変
化することを示しており、スフィンゴミエリ
ンの生理作用にエキソソームが関与してい
ることを強く示唆するものである。血中のエ
キソソームがどの組織から分泌されたもの
であるか、内容物にどのような変化があるか
に関しては本研究の期間内に明らかにする
ことはできなかったが、一つの可能性として
摂取したスフィンゴミエリンが腸管上皮細
胞に作用し、分泌されるエキソソームの内容
に影響した可能性を想定している。なぜなら
ばスフィンゴミエリンはほとんど腸管から
吸収されないことが明らかにされているか
らである。今後、腸管上皮細胞を用いた検討、
スフィンゴミエリン投与後の門脈血の採取
とそこから調製したエキソソームの作用比
較および成分分析などを行うことにより、こ
の点が明らかになることが期待される。いず
れにせよ、スフィンゴミエリンが生体内のエ
キソソームの構成に影響し、その生理作用の
一部を発揮している可能性が示されたのは
初めてのことであり、本研究の当初の目的の
一部を達成できたものと考えている。 
 以上、本研究によりスフィンゴミエリンの
栄養機能の新たな作用機序の一端を本研究
により明らかにすることができた。今後、更
に研究を進めることで、エキソソームという
新たな信号伝達分子とスフィンゴ脂質の関
連が明らかになり、栄養学に新分野が開かれ
ることが期待される。 
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