
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、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）

１７７０１

基盤研究(C)

2013～2011

アントシアニンの細胞標的分子の同定：　ＭＡＰキナーゼとの直接結合の解明

Clarification of the molecular targets for bioactive anthocyanins: MAP kinase as dir
ect targets

９０３０５１６０研究者番号：

侯　徳興（Hou, De-Xing）

鹿児島大学・農学部・教授

研究期間：

２３５８０１７６

平成 年 月 日現在２６   ６ ２３

円     4,000,000 、（間接経費） 円     1,200,000

研究成果の概要（和文）：アントシアニンは赤や紫色の食材に含まれているポリフェノール類化合物であり、抗酸化を
はじめ多くの機能性を有し、機能性食品因子として大きく注目されている。本研究は、ケミカルバイオロジーの手法よ
り、食材から精製された代表的なアントシアニンが細胞癌化・炎症に深く関わるMAPキナーゼ類に対する直接結合力や
親和力を明らかにした。さらに、細胞癌化モデルや動物炎症モデルにおいては、活性アントシアニンがMAPキナーゼ標
的分子の過剰活性を抑制することで、細胞癌化防止およびマウス炎症性足腫の緩和等の機能性発揮した。これらの研究
知見が、アントシアニンの健康維持機能に分子レベルで科学的な根拠を提供するものである。

研究成果の概要（英文）：  Although anthocyanin glycosides are major forms distributed in many plant foods 
and promised as chemopreventive source, molecular mechanisms remain unclear.  This study aims to identify 
the molecular targets of bioactive anthocyanins using chemical biology methodologies.  The results showed 
that bioactive anthocyanins had defined potential of affinity and binding to MAP kinases in the order of  
MEK > ERK > B-Raf without ATP-competitive manner. Therefore, bioactive anthocyanins suppressed the activat
ion of these MAP kinase to prevent cell transformation and inflammation in mouse paw edema induced by carc
inogens. On the other hand, the specific and inhibitory effects were weaker than that by the specific inhi
bitors of MAP kinases. These findings provide the molecular evidence for understanding the chemopreventive
 effects of bioactive anthocyanins.
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１．研究開始当初の背景 
アントシアニンは、赤色や紫色を呈する黒

米、黒豆、ブルーベリー、シソ、ナスに含ま

れるポリフェノール性化合物質である。抗酸

化をはじめ多くの機能性を有し、機能性食品

因子として大きく注目されている。しかし、

アントシアニンがどのような細胞タンパク

質を標的分子として作用し、機能性を発揮す

るか明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ケミカルバイオロジーの手法よ

り、食材から精製された代表的なアントシア

ニンが細胞癌化・炎症に深く関わる MAP キナ

ーゼ類に対する直接結合力や親和力を明ら

かにする。さらに、細胞癌化モデルや動物炎

症モデルを用いてアントシアニンによる MAP

キナーゼ標的分子の活性阻害および機能性

を分子レベルで解明する。 

 

３．研究の方法 

研究材料は、Delphinidin(Dp)アグリコン、

結 合 糖 を １ つ 持 つ Delphinidin 3- 

sambubioside (Dp3-Sam) および２つ持つ

Delphinidin  3-lathyroside-5-glucoside 

(Dp3-Lat-5-Glu)を用いた。 

研究方法はケミカルバイオロジーの視点

から下記の３つの方法より行った。 

１）分子カップリングおよび免疫化学手法

を用いて、アントシアニンと MAP キナーゼの

直接結合を検出した。具体的には、ビーズに

アントシアニンをカップリングさせた後、細

胞タンパク質を添加し、反応結合を行った。

洗浄後、SDS-PAGEで分離し、MAP キナーゼ
抗体によるウェスターンブロット解析を行

った。 

２）低分子化合物とタンパク質の結合を検

出できる水晶発振子マイクロバランス法

（QCM）を用いてアントシアニンと標的 MAP

キナーゼ (B-Raf, MEK, ERK)の親和力を解析

した。具体的には、精製 MAP キナーゼをセン

サーチップに固定し、反応チャンバーにつけ

て各種アントシアニンをそれぞれ添加した。

時間系列により結合解離定数を求めた。 

３）低分子化合物とタンパク質の結合を解

析する分子モデリング手法を用いてアント

シアとMAPキナーゼの結合モデルを構築した。

具体的には、タンパクデータバンク（PDB）

から MEK1,ERK2等のタンパク質立体構造を取

り寄せ、低分子化合物とタンパク質の結合を

シミュレーションするソフトウェア（MOE）

でアントシアニンの化学構造をMEK1,ERK2等

のタンパク質立体構造にドッキングさせた。

得られたパラメーターによるアントシアと

MAP キナーゼの結合モデルを構築した。 

４）細胞癌化モデルや動物炎症モデルを用

いてアントシアニンによるMAPキナーゼ活性

の阻害および機能性を検証した。具体的には、 

マウス新生児皮膚細胞(JB6)を発癌剤 TPA に

より癌化させ、アントシアニンによる癌化ク

ローンの抑制および MAP キナーゼの活性化
抑制を調べた。動物炎症モデルでは、マウス

に炎症誘発剤 LPS を注射し、炎症性足腫を誘

発すると同時に、アントシアニンの投与によ

る炎症性足腫の緩和効果を調べた。 

 

４．研究成果 

1） アントシアニンとMAPキナーゼとの直接
結合の解析 
まず、3つのアントシアニンをビーズにカッ
プリングさせた後、JB６細胞から得られた細
胞タンパク質を添加し、直接結合実験を行っ

た。MEK1と結合したアントシアニンは図１
に示している。Dp およびDp3-Sam をカップリ

ングさせたビーズにはMEK1が検出されたが、
Dp3-Lat-Gluには検出されなかった。よって、

Dp およびDp3-SamがMEK1と結合していると
考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

図1、アントシアニンとMEK1の結合解析 

 
つぎに、DpおよびDp3-SamとMEK1の上下流の

MAPキナーゼ(B-Raf, ERK)との結合能を同じ

手法で調べた。図2に示しているように、Dp お

よびDp3-Sam をカップリングさせたビーズに

は上記の３つのMAPキナーゼが検出されたが、

それぞれの結合能はMEK1>ERK1/2>B-Rafの順

であった。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２、アントシアニンとMEK1,ERK1/2, B-Raf

の結合解析 

 

2）アントシアニンと MAP キナーゼの親和力

について 

Dp および Dp3-SamはMEK1,ERK1/2, B-Raf

との直接結合能を示したので、つぎに、その

親和力について水晶発振子マイクロバランス

法（QCM）により解析した。まず、Raf, 

MEK1,ERK1/2 をそれぞれセンサーチップに固

定し、反応チャンバーに各種アントシアニン

を添加した。時間系列により結合解離定数を

求めた。その結果は、図3に示している。結合

解離定数が大きいほど親和性が低いので、よ

って①MAPキナーゼ間のアントシアニンとの

親和力は、MEK1 > ERK2> B-RAFの順であり、

②アントシアニン間のMAPキナーゼとの親和

力は、Dp＞Dp3-Samの順であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３、アントシアニンとMEK1,ERK2, B-Raf

の結合解離定数 

3）アントシアニンとMAPキナーゼの結合モデ
ルの構築。 

低分子とタンパク質の結合を解析するソフ

トウェア(MOE)を用いて活性アントシアニン

とMEK1,ERK1/2の結合部位をシミュレーショ

ンした結果、活性アントシアニンがMEK1やERK

のATPポケット以外の部位と結合していた。ま

た、酸性、中性、アルカリ性溶液中に異なる

構造のアントシアニンもすべてMEK1やERK1/2

のATPポケット以外の部位と結合していた。よ

って、アントシアニンが ATPと非競合的に 

MEK1やERK1/2と結合し、その活性を阻害する

と考えられる。 

 

4)細胞癌化モデルや動物炎症モデルによる

MAP キナーセを標的分子としたアントシアニ

ンの機能性解析 

上記のようなケミカルバイオロジーの手法

でアントシアニンがMAPキナーゼを標的分子

として作用することを明らかにした。そこで、

細胞癌化モデルや動物炎症モデルを用いて

その機能性を解析した。その結果、アントシ

アニンは MEK1 や ERK1/2 の活性を阻害するこ

とで （図 4）、JB6 細胞発癌モデルにおいて

細胞癌化を抑制した（図 5）。また、マウス炎

症性足腫モデルでは、血中炎症性因子の低下

および足腫の緩和効果（図 6）が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４、Dp3-SamによるMEK1,ERK1/2のリン酸化

の抑制 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５、アントシアニンによるJB6細胞の癌化

抑制 

 

 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

図６、アントシアニンによるマウス炎症性足

腫の緩和効果 

 

以上のように本研究は、ケミカルバイオロ

ジーの手法より食材から精製された代表的

なアントシアニンがMAPキナーゼに親和性や

直接結合力を示し、その過剰活性による細胞

癌化や炎症性足腫を抑制することを明らか

にした。また、その親和力及び結合力は、MAP

キナーゼ特異阻害剤より弱く、日常のアント

シアニン摂取が薬の様な効果ではなく、健康

維持作用を有すると考えられる。 
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