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研究成果の概要（和文）：プルダウン法に用いる5種のフラボノイドプローブの合成に成功した。この合成プロ
ーブを用いてプルダウンアッセイを行ったところ、導入するビーズの位置により得られるタンパク質が大きく異
なることを明らかにした。特に3位にビーズを導入したプローブでは顕著に結合タンパク質が減少した。この結
果は、3位メトキシル基がタンパク質との相互作用に重要であることを示唆し、3位メトキシル基が遊走阻害活性
に重要であったことから、本活性がこれらのタンパク質との相互作用により生じていると考察した。得られたタ
ンパク質をマスコットサーチにより同定した。これらのタンパク質とquercetin誘導体との作用様式は現在調査
中である。

研究成果の概要（英文）：Five flavonoid beads were successfully synthesized for the pulldown assay. 
The pulldown assay revealed that the position of the beads is involved in the target proteins. 
Especially, few proteins were interacted with the flavonoid probe that was introduced the beads to 
the 3 position. The results suggested that 3 methoxyl group plays an important role in the 
interaction with the protein. It was considered that the anti-migration activity of the 
methylquercetin is relating to the interaction of the target proteins, since 3 methoxyl group was 
important in the anti-migration activity in the previous study. The obtained proteins were 
identified by mascot search. The binding mode between the target proteins and the quercetin 
derivatives was under searching. 

研究分野： Natural product chemistry

キーワード： quercetin　anti cancer　flavonoid

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
フラボノイドは広く植物中に存在し、野菜や果物中に豊富に含まれている。また、フラボノイドは抗がん活性や
抗炎症活性や抗酸化作用、メラニン抑制作用や神経細胞活性化作用など、様々な生物活性が報告されている。し
かしながら、フラボノイドの細胞への直接的な作用機序は明らかとなっていない。本研究で、フラボノイドと直
接相互作用するタンパク質を単離するためのフラボノイドプローブの合成に成功し、標的タンパク質を明らかに
することで、フラボノイドの未知の作用機序解明の足掛かりになると期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

人類は，400 万年という長い歴史の中で，身のまわりの植物，動物，鉱物の全てを含む天

然産物から病気と戦う武器として数多くの薬を見つけ，各地の文明の発展と共にその知識

を大切に伝承している。樹木を含む薬用植物には多彩な成分が豊富に含まれるためにその

生理機能や利用法も多様である。近年ではポリフェノールをはじめとした植物の二次代謝

成分の生体に与える健康効果について数多くの報告がされ注目の的となっている。本研究

で注目したのは代表的なポリフェノールである quercetin の抗癌活性である(Cao et al., Mol. 

Can., 2015)。 

日本では癌が死因の約 3 割を占めており，死因のトップである(平成 22 年人口動態統計

月報年計の概況厚生労働省)。全世界では 2012年の癌による死亡者数は 820万人であり，毎

年約 11%ずつ増加している("WorldCancer Report 2014" WHO)。さらに 2030年にはその死亡

者数が 50%増の 2200万人に達すると予想されている。特に皮膚癌の一種であるメラノーマ

はリンパ節に転移しやすく，非常に悪性度の高い癌であるとされているため，転移を防ぐ抗

癌剤の開発が急務となっている。しかし，現在の抗癌剤の多くが二つの大きな問題を抱えて

いる。一つ目は副作用の問題である。現在の主な抗癌剤は増殖の速い細胞に作用して成長を

抑制，あるいは死滅させるものである。こういった抗癌剤は脊髄や消化管，毛根などの増殖

が速い正常細胞を傷つけることで強力な副作用が生じている。二つ目は価格の問題である。

日本の医療費は高齢化や医療費の高額化に伴い年々増加している。2015 年度の医療費は

41.5 兆円であり 13 年連続で過去最高を更新し，国の財政を圧迫し続けている(厚生労働省

「医療費の動向」)。このため，より安価で安全な抗癌剤を開発しその作用メカニズムを明

らかにすることは個人，国家ともに重要であり即急に取り組むべき課題である。 

 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究は強力な癌転移抑制作用を示した methylquercetin の作用機序の解明を目的として

いる。前述したように現在の抗癌剤は高額であることと，副作用が問題となっており新しい

発想の抗癌剤の開発が急務となっている。以前から注目し合成してきた quercetin 誘導体は

安価な rutin を出発物質として数ステップの単純な合成により得ている。また野菜などに豊

富に含まれており，安全であることが経験的に確認されている quercetin 誘導体を用いるこ

とで，これまでにない，安全で，安価な抗癌剤の開発につながる可能性を持つ。 

Quercetin などのポリフェノールの健康効果は，タンパク質との相互作用に起因すると予

想されているが，生きた細胞内でその相互作用をとらえた例はない。本研究は quercetin 誘

導体の抗癌転移活性に注目し，本化合物と結合するタンパク質を明らかにする。 

これまでに癌の増殖や転移のメカニズムに関する研究が行われ，遺伝子発現レベルで解

明されつつある。しかし，それらの原因遺伝子やタンパクにおいて未だ明らかになっていな

いものが数多く存在している。本研究で癌の転移を抑制する新しいメカニズムが発見され

れば，その作用機序を調査していく過程で，新たな関連遺伝子やタンパクの発見が期待でき

る。 

 



 
 
３．研究の方法 
 

これまでに 19種の quercetin誘導体の合成に成功しており(Yamauchi et al., Bio. Med. Chem., 

2014) ，これらを用いてメラノーマ細胞の抗転移活性を測定した。その結果 3,7,4’-O-

trimethylquercetinが quercetinより

も強力にメラノーマ細胞の遊走

を阻害することが明らかとなっ

た(図 1)。本研究はこの原因を分

子レベルで探る。構造活性相関を

調査した結果，3位のメトキシル

基が遊走阻害に必須であり 4’位

のメチル基が活性強化の役割を

担っていることがわかっている。ま

た 7位メチル基はこの活性に関与し

ないとことが明らかとなっている

(Yamauchi et al., Anticancer research, 

2017) (図 1)。 

このquercetinのメチル化による活

性の変化が，細胞内タンパクと

quercetin 誘導体の相互作用の違いに

より生じているのではないかと考え

た。そこで quercetin や methylquercetin と結合するタンパク質を，活性に関与しない 7 位に

担体を位置選択的に導入し，プルダウンアッセイにより結合するタンパク質を単離した(図

2)。その後得られたタンパク質を酵素消化により分解し，得られたペプチドを MALDI-TOF-

MS により検出し，mascot searchを用いたデータベースとの照合により methylquercetinと相

互作用するタンパク質を同定した。 

 

４．研究成果 

Methylquercetinと結合するメラノーマ細胞内のタンパク質を単離する、プルダウン法に使

用するフラボノイドプローブの合成を試みた。ビーズはアミノ基と特異的に結合するもの

を選択し、quercetin誘導体に位置選択的にエチルアミノ基の導入を試みた。Borax保護など

を用いて、位置選択的導入に成功し、5種のフラボノイドプローブを合成した。この合成プ

ローブを用いてプルダウンアッセイを行ったところ、導入するビーズの位置により得られ

るタンパク質が大きく異なることを明らかにした。特に 3 位にビーズを導入したフラボノ

イドプローブでは顕著に結合タンパク質が減少した。この結果は、3位メトキシル基がタン

パク質との相互作用に重要であることを示唆し、3位メトキシル基が遊走阻害活性に重要で

あったことから、本活性がこれらのタンパク質との相互作用により生じていると考察した。

得られたタンパク質を mascot searchにより同定した。これらのタンパク質と quercetin誘導

体との作用様式は現在調査中である。 

活性を強化

活性に関与せず
活性に必須

図1 Methylquercetinの遊走阻害活性における構造活性相関
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図2 Quercetin誘導体と相互作用するタンパク質を単離

相互作用するタンパク質
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