
岐阜大学・応用生物科学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３７０１

若手研究

2023～2021

癌転移を阻害するメチルクェルセチンの作用機序の解明

Elucidation of the mechanism on the effect of methylquercetin inhibiting cancer 
metastasis.

１０８０５４２７研究者番号：

山内　恒生（Yamauchi, Kosei）

研究期間：

２１Ｋ１４８８８

年 月 日現在  ６   ６   ５

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：合成したフラボノイドプローブを用いたプルダウンアッセイにより、MMP-1が
quercetin誘導体の標的タンパク質の一つであることが示唆された。表面プラズモン共鳴（SPR）解析では、
quercetin誘導体とリコンビナントMMP-1触媒ドメインの相互作用は濃度依存的であることが確認された。1H-15N
 HSQC NMR解析を行った結果quercetin誘導体はMMP-1の金属イオン付近と相互作用していることが示された。こ
れらの結果から、quercetin誘導体は金属イオン付近に結合することでMMP-1の活性を阻害し、がん細胞の遊走を
抑制していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pull-down assays using the synthesized flavonoid probes suggested that MMP-1
 was one of the target proteins of the quercetin derivative. Surface Plasmon Resonance (SPR) 
analysis confirmed that the interaction between the quercetin derivative and the recombinant MMP-1 
catalytic domain was concentration-dependent.1H-15N HSQC NMR analysis showed that the quercetin 
derivative interacts with the metal ion vicinity of MMP-1. These results suggested that quercetin 
derivatives inhibited the activity of MMP-1 and suppressed the migration of cancer cells by binding 
near metal ions.

研究分野：天然物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
フラボノイドの生理機能は多岐に渡り、その有用性を示す報告は近年加速度的に増加している。そのため作用機
序の解明や合成法、代謝過程などフラボノイドの動物細胞における影響について研究が行われ、年間1万報を超
える関連論文が投稿されている。しかし、機能性成分として報告され続けているフラボノイド類の、直接的な作
用機構は殆ど明らかにされておらず、その標的タンパク質の探索は世界的な競争になっている。本研究で、代表
的なフラボノイドのひとつであるquercetin及びその誘導体の標的タンパク質及び、作用様式をNMR法を用いて初
めて明らかにし、フラボノイドの活性メカニズムの一端を明らかにする事に成功した。

※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 
 

抗酸化活性，抗炎症，抗ウイルス，抗がん，抗骨粗鬆症など，動物細胞におけるフラボノ

イドの生理機能は多岐に渡り，その有用性を示す報告は近年加速度的に増加している。その

ため作用機序の解明や合成法，代謝過程などフラボノイドの動物細胞における影響につい

て研究が行われ，年間 1万報を超える関連論文が投稿されている。しかし，機能性成分とし

て報告され続けているフラボノイド類の，直接的な作用メカニズムは殆ど明らかにされて

おらず，フラボノイドの標的タンパク質の探索は世界的な競争になっている。 

がんは，細胞の異常増殖と転移を特徴とする疾病である。がんの進行の内「転移」は，が

ん細胞が移動することによって，がんが発生した場所から体のさまざまな部位に広がって

いく段階である。そのため転移の抑制はがんの治療において重要であり，これまでに細胞運

動の促進に関連する遺伝子，酵素，リガンド，細胞内シグナルがいくつか報告されている。 

フラボノイドは，植物に含まれる二次代謝物の一種で，C6-3-6 骨格を有する。フラボノ

イドの薬効については多くの研究がなされており，抗酸化作用，抗炎症作用，抗がん作用な

ど幅広い生理作用を示すことが報告されている。quercetinには，抗酸化作用，メラニン生

成抑制作用，抗腫瘍作用など，さまざまな生理活性があることが多くの研究で示されている。

さらに，いくつかのタンパク質が quercetinの標的となることが報告されている。以前の研

究で，quercetinはマウスの体内で転移を抑制することも報告されている。また，quercetin

の誘導体である 3-O-methylquercetin(3MQ)が皮膚がん，及び卵巣がん細胞において

quercetinよりも強力な抗遊走および抗浸潤活性を示すことが明らかにされている。しかし，

quercetin及びその誘導体の抗遊走，抗浸潤，抗転移活性の分子機構は，20年以上にわたっ

て解明されていない。そこで，本研究では，quercetin誘導体の標的タンパク質を，プルダ

ウンアッセイを用いて調査し，quercetin誘導体との作用機序を NMRや SPR法(表面プラ

ズモン共鳴法)を用いて調査した。 

 
 
２．研究の目的 
 

申請者はすでに位置選択的にビーズを導入した 5 種のフラボノイドプローブの合成に成

功しており，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

かにしている。本研究はこのフラボノイドプローブを用いて 3MQの標的タンパク質を特定

すると共に，標的タンパク質と 3MQの作用様式を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

フラボノイドプローブを用いてプルダウンアッセイを行い，quercetin 誘導体と結合する

タンパク質を沈殿させて回収した。タンパク質を電気泳動で分離，単離し，MALDI-TOFMS

解析およびデータベースとの照合により，タンパク質の同定を試みた。その内のひとつが，

がん転移に関与する MMP-1 であった。大腸菌への遺伝子導入により，MMP-1 の過剰発現

を行い，Quercetin や quercetin 誘導体を用いて MMP-1 活性試験及び，SPR による分子間相

互作用解析を行った。さらに，15N標識MMP-1の発現，精製を行った。これを用いて NMR

法による quercetin誘導体との相互作用様式の調査を行う事で，quercetin及び 3MQのがん細



胞遊走阻害機構の解明を試みた。 

 

４．研究成果 

 

これまでの研究で，フラ

ボノイドの特定の水酸基

にキャリアビーズを結合

させ，標的タンパク質を決

定するプルダウン法に用

いるフラボノイドプロー

ブの新しい合成法を開発

した。本プローブを用いて

quercetin 誘導体の標的タ

ンパク質を明らかにし，そ

の作用様式をタンパク質

のNMR測定により明らか

にした。 

合成したフラボノイドプローブを用いたプルダウンアッセイにより，MMP-1 が

quercetin 誘導体の標的タンパク質の一つであることが示唆された。quercetin 誘導体と

MMP-1 の結合様式を SPR および HSQC 分析により検討した。SPR 解析では，quercetin

誘導体とリコンビナント MMP-1 触媒ドメインの相互作用は濃度依存的であることが確認

された。また，結合の強さを示す Kd値を算出したところ，3MQは quercetinよりも強力に

MMP-1 と結合していることが明らかとなった。MMP-1 阻害活性及び，がん細胞遊走阻害

活性が quercetin よりも 3MQ の方が強いことから、この SPR の結果はこれらの結果を支

持した。15N 標識した MMP-1 触媒ドメインを用いた 1H-15N HSQC NMR 解析を行い、

3MQの添加によりNMRシグナルの変化が大きい箇所から順に紫、赤、黄色、灰色と色付

けた(図 1)。その結果 3MQは Zn2+イオンだけでなく、Ca2+イオンも含むすべての金属イオ

ン付近と相互作用していることが示された。これらの結果から、quercetin誘導体は金属イ

オン付近に結合することで MMP-1 の活性を阻害し、がん細胞の遊走を抑制していること

が示唆された(図 2)。 
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がん遊走を阻害するquercetin誘導体の標的タンパク質の探索と作用機序の解明

破骨細胞分化抑制活性を有する Daemonorops draco抽出物の成分探索

パープルハート(Peltogyne spp.) 芯材色素成分の構造と色調発現に関する研究



８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況
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