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イソフラボン中に存在する微量フラボン類によるmRNA成熟阻害を介した
抗ガン活性の発現に必要な構造と標的たん白質の同定
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ABSTRACT

The inhibitory activity of mRNA maturation process was observed from soya-
fl avone fraction using the screening system which monitored the mRNA processing 
steps. Several flavonoids showed the inhibition of mRNA processing step. To 
examine the localization of mRNA when mRNA processing was inhibited by 
these fl avonoids, co-immunostaining was performed with SC35, a speckle marker. 
mRNA was co-localized with SC35 when mRNA processing was inhibited by 
these fl avonoids, suggesting that fl avonoids inhibited the mRNA splicing. Then, to 
identify the intercellular target protein(s) of these fl avonoids, fl avonoid fi xed beads 
and nuclear extract were used. The components of SF3a and SF3b, U2AF and SF1 
were identifi ed by mass-spec analysis. SF3a and SF3b are the components of U2 
snRNP and U2AF recruits U2 snRNP to the 3' splice site. And SF1 is recruited to 
blanch site. These results indicates that fl avonoid interacts with U2 snRNP and its 
associated factors. Together with the above result, flavonoids inhibit the mRNA 
splicing process. Soy Protein Research, Japan 18, 113-117, 2015.
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超高齢社会を迎えた日本において，悪性新生物（ガ
ン）が心疾患や肺炎，脳疾患等の死因を引き離して死
亡原因の1位を占めている．ガンの治療法の1つとして
抗ガン剤があるが，その多くは正常な細胞にも作用す

るため，副作用が問題となっている．このためガンを
抑制する機能性化合物を多く含む積極的な摂取が必要
となっている．最近mRNA成熟過程の阻害因子が，抗
ガン剤としての機能を期待されており，mRNA成熟過
程は抗ガン剤探索の有力な標的とされている1～ 3）．
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そこでmRNA成熟過程の阻害という新しい指向性を
持つ抗ガン機能性化合物を効率的に検出する探索系を
開発した4, 5）．この系を用いて食品中より活性画分を探
索し，大豆イソフラボン画分は，mRNAスプライシン
グ阻害剤のGex1A6）と同等のmRNA成熟阻害活性があ
ることを見いだした．この効果がmRNAの成熟過程に
阻害にあるかを解析した結果，イソフラボン添加濃度
依存的に核内mRNAの蓄積を観察した．そこで，イソ
フラボン画分中の活性成分の単離を試みたところ，特
定の構造を持つ複数のフラボノイドに活性を確認し
た．
本研究は，これらフラボノイドによるmRNA成熟過
程の阻害の作用機構の解明を行う．

方 法

細胞の培養
ヒト骨肉腫由来U2OS細胞をDulbecco's Modifi ed 
Eagle Medium （D-MEM） （Wako） に，10%ウ シ 胎
児血清（FBS） （HyClone）を添加した培地を用いて，
37℃，CO2 5%，湿度100%条件下で培養した．
6 cm-dish （Nunc）でコンフルエントな状態まで培
養した細胞の培地を除去した後，トリプシン処理をお
こなって細胞をはがした．培地を加えて全量1 mLと
し，細胞を懸濁した．これをセルカウンターで細胞数
をカウントし，あらかじめカバーガラスを入れておい
た12 well プレートにスプリットし，カバーガラス上
で24時間培養した．

サンプルの添加
約40%コンフルエントの状態になったwellに，サン
プルをアッセイに適した濃度で添加し，24時間培養し
た．なお，添加するフラボノイドサンプルは，すべて
Dimethyl sulfoxide （DMSO）に溶かしたものを用い
た．

RNA Fluorescence in situ hybridization（RNA-
FISH）
細胞培養とサンプル添加を行った12 wellプレートの
各wellを，PBSで洗浄し，10%ホルムアルデヒド/PBS
によって20分間固定した．次に，0.1% Triton/PBSに
よって10分間室温処理して細胞膜を透過化した．これ
をPBSで3回洗浄後，2×standard sodium cirate （SSC）
によって5分洗浄を3回行った．次に，42℃チャンバー
でoligo hybridization buff er （Ambion）と1時間プレハ
イブリダイゼーションし，その後20 pM Cy3-labeled 

oligo （dT） 45 mer probeとともに一晩インキュベー
トした．翌日，カバーガラス上の細胞を42℃の条件下
で，2×SSCで20分間，0.5×SSCで10分間，0.1×SSC
で10分間洗浄した．その後，PBSで洗浄し，0.01% 4' 
6-diamidino-2-phenylindole （DAPI）/PBS を用いて5分
間核を対比染色した後，PBSで3回洗浄した．退色防
止のため，Slow Fade Antifade Kit（Invitrogen）を
処理し，カバーガラスをエナメルで封入した．そして，
mRNAの局在を蛍光顕微鏡で観察した．

免疫蛍光染色
カバーガラス上に培養した細胞を10%ホルムアルデ

ヒド/PBSを添加し20分間，室温で固定した．次に0.1% 
Triton/PBSを添加し10分間室温処理して細胞膜を透
過化した．その後PBSで洗浄し，6% BSA/PBSでブロッ
キングを行った．続いてCan Get Signal immunostain 
SolutionA （TOYOBO）で希釈した一次抗体（核ス
ペックルに対する抗体SC35）を室温で60分間反応さ
せ，PBSで3回洗浄後，Can Get Signal immunostain 
SolutionA （TOYOBO）で希釈したAlexa488標識二次
抗体を60分間反応させ染色を行った．DNAはDAPI
を用いて染色した．最後にSlow Fade Antifade Kit 
（Invitrogen）を使用して封入した．そして，mRNA
の局在を蛍光顕微鏡および共焦点顕微鏡で観察した．

ヒト培養細胞からのたん白質抽出
ヒト胎児腎臓由来細胞株HEK293 Flp-InTM T-RExTM 

細 胞（invitroven） を 回 収 し，4倍 量 のhypotonic 
buff er（10 mM Hepes/1.5 mM MgCl2/10 mM KCl/0.2 
mM PMSF/0.5 mM DTT）で洗浄し，氷上で10分
間おいた．次にホモジナイザー（WHEATON）を
用いてホモジナイズして遠心し，上清を細胞質抽出
物として回収した．沈殿物を半量のlow salt buff er
（20 mM Hepes/115 mM MgCl2/20 mM KCl/0.2 mM 
EDTA/25% Glycerol/0.2 mM PMSF/0.5 mM DTT） 
を加え懸濁し，撹拌しながら沈殿物の2/5量のhigh salt 
buff er（20 mM Hepes/1.5 mM MgCl2/1.4 M KCl/0.2 
mM EDTA/25% Glycerol/0.2 mM PMSF/0.5 mM 
DTT）をゆっくりと添加し，更に4℃で30分撹拌した．
この溶液において15,000 rpmで10分間の遠心を行い，
得られた上清を核抽出物として回収した．得られた
核抽出物は，dialysis buff er（20 mM Hepes/100 mM 
KCl/0.2 mM EDTA/20% Glycerol/0.2 mM PMSF/0.5 
mM DTT）を用いて90分×2回透析を行った．以上の
操作は全て氷上または4℃で行った．
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ビーズへのリガンドの固定化とスクリーニング
1.5 mLチューブへエポキシビーズ（Tamagawa 
seiki）を500μgずつとり，遠心分離（15,000 rpm, 5分）
を行い，上清を廃棄した．DMF（dimethylformamide） 
500μLを添加した後，ビーズを分散させ，遠心分
離（15,000 rpm, 4℃ , 5分）し，ビーズの洗浄を行っ
た．エポキシビーズにDMFおよび調製しておいたリ
ガンド溶液を加え，ビーズを分散させた．別の1.5 mL
チューブに炭酸カリウムをはかりとり，ここにDMF
とリガンド溶液を加えて分散させたビーズを全量移動
した．ローテーターを使用し，37℃で一晩，反応させ
た．この後，遠心分離 15,000 rpm, 4℃ , 5分）を行い，
上清を廃棄した．50%DMF/MilliQ 500μLを添加して
ビーズを分散させ，遠心分離 （15,000 rpm, 4℃ , 5分）
した．MilliQ500μLを添加してビーズを分散させ，遠
心分離 （15,000 rpm, 4℃ , 5分）後に上清を廃棄した．
50%MeOH/MilliQ 500μLを添加してビーズを分散さ
せ，遠心分離 （15,000 rpm, 4℃ , 5分）後に上清を廃棄
した．この操作をさらに2回繰り返し（合計3回）し，
ビーズの洗浄を行った．ビーズを50%MeOH/MilliQ 
100μLを添加して分散させ，4℃で保存した．

リガンド固定化ビーズを使用した細胞内たん白質のス
クリーニング
氷上にて，ヒト培養細胞から抽出したたん白質溶
液を100 mM KCl buff er（2.5 M KCl 20 mL/glycerol 
63 g/1 M Hepes-NaOH（pH7.9） 10 mL/1 M MgCl2 
500μL/1 M CaCl2 100μL/0.5M EDTA （pH8.0）
200μL/10%NP-40 5 mL/MilliQで500 mLまでメスアッ
プし，0.5M DTT 100μLと0.2M PMSF 50μL添加）で1.5 
mg/mLに調製した．これを1.5 mLチューブに分注し，
遠心分離（15,000 rpm, 4℃ , 5分）を行い，不溶物を除
いた．たん白質溶液にprotein inhibitor 4μLとRNase 
40μgを加え，30℃で20分間RNase処理した．その後
遠心分離（15,000 rpm, 4℃ , 5分）を行い，上清を回収
し，後の操作で加えるたん白質溶液とした．リガンド
固定化ビーズを分散後，50μLずつ1.5 mLチューブへ
とった．100 mM KCl buff er 200μLを加え，分散させ
た．上清を廃棄したビーズの入っている1.5 mLチュー
ブへたん白質溶液を各200μL添加し，分散させた．そ
の後，4℃でローテーターにて撹拌しながら一晩結合
反応を行った．
一晩反応させた後スピンダウンし，磁気分離（4℃）
を行った．この操作をさらに2回繰り返した．リガン
ド結合ビーズに1×dye溶液35μL加えて分散させ，3分
間ボイルした．スピンダウン後，磁気分離（室温）を

行い，新しい1.5 mLチューブに上清を回収した．加熱
溶出サンプルのうち，各5μLにおいて電気泳動を行っ
た．

銀染色
SuperSepTM Ace, 5-20%（Wako） グ ラ デ ィ エ ン

トゲルを用いて電気泳動後，ゲルをFix solution 
（40% EtOH/10% AcOH） で30分 間 固 定 し た． 固
定 後，Sensitizing solution（30% EtOH/0.125% 
Gluteraldehyde/0.2% Sodium thiosulphate/0.07% 
Sodium acetate） で30分 間 反 応 さ せ た．MilliQで
5分 ×4回 洗 浄 後，Silver solution（0.25% silver 
nitrate/0.015% ホルムアルデヒド）で20分間反応さ
せ，さらにMilliQで1分×2回洗浄後，Develop solution 
（0.025% Sodium carbonate/0.007% Formaldehyde）で
発色させた．十分に発色が確認された時点で，Stop 
solution（1.5% EDTA・2H2O）を添加して反応を止め，
MilliQで5分×3回洗浄後，LAS-1000（FUJIFILM）を
用いて撮影した．

結 果

フラボン類からのmRNA成熟阻害活性成分の探索
フラボノイドの中で，アピゲニン，クリシン，ルテ

オリンに活性を確認した．そこで，これらのフラボノ
イドによりmRNAが核内に蓄積するかについて観察す
ると，いずれも添加濃度依存的にmRNAは核に蓄積し
た．これらの活性の強さは，Fig. 1のとおりであった．
一方，他のフラボノイドはmRNA成熟阻害活性を持た
なかった．

フラボノイド添加によるmRNA蓄積部位の解析
アピゲニン等のフラボノイドがmRNA成熟過程の
どの過程を阻害しているかについて解析するために
mRNA蓄積場所の同定を行った．SC35は，スプライ
シングに必須の因子として知られているが，同時に核
スペックルと呼ばれる核内構造体に局在する．そこで
SC35抗体を用いて共染色を行いmRNA蓄積部位との
比較を行った（Fig. 2）．その結果，ポジティブコント

Fig. 1. The structure of fl avonoids and its activity.
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ロールとして使用したGex1Aを添加するとmRNAは
核内に局在し，しかもSC35の局在と一致した．クリ
シンやルテオリンでも同様の結果を得た．

免疫沈降法による標的たん白質の同定
質量分析装置で解析した結果，共通してmRNAスプ
ライシングに必須とされるSF3a，SF3b，U2AFなど
のU2SnRNP構成因子が多数同定された．これらの結
果から，フラボノイドによるmRNA成熟過程の阻害
は，mRNAスプライシング過程である事が強く示唆さ
れた．

要　　　　約

mRNAのプロセシング過程をモニタリングするシステムを用いて探索した結果，大豆イソフラボ
ン画分にmRNA成熟阻害活性を見いだした．活性化合物の単離を試みることに加えて，フラボン類
の活性を個別に探索した．その結果，特定の構造を持ついくつかのフラボノイドに同様の活性を見
いだした．これらフラボノイドによるmRNA成熟過程の阻害の作用機構を解析するために，mRNA
の局在を観察したところ，mRNAはスペックルに局在した．さらに，細胞内の標的たん白質の同定
を行ったところ，U2 snRNPの構成因子やその相互作用因子を同定した．これらの結果から，フラ
ボノイドはmRNAスプライシングを阻害していることが示唆された．

Fig. 2. Localization of mRNA in the nucleus.
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考 察

mRNA成熟阻害活性を持つフラボノイド（アピゲニ
ン，ルテオリン，クリシン）を添加した細胞において，
免疫蛍光染色でmRNAの局在を蛍光顕微鏡および共焦
点顕微鏡を用いて観察した．共焦点顕微鏡を用いたこ
とでmRNAの局在を明確に観察することが出来た．観
察結果より，アピゲニン，ルテオリン，クリシンを添
加した細胞のmRNAは，核スペックルと呼ばれる核
内構造体に局在していることがわかった．核スペック
ルとは核質のクロマチン間に存在し，前駆体mRNA
に対するスプライシング因子を多く含むだけでなく，
mRNA核外輸送複合体の形成も行う核内構造体であ
る．このことと，RNAスプライシング阻害剤である
GEX1Aを添加した時と同様の結果が得られたことか
ら，アピゲニン，ルテオリン，クリシンのmRNA成熟
阻害はRNAスプライシング阻害である可能性が示唆
された．
フラボノイドを固定化したビーズを用いて細胞内標

的たん白質の同定を行った．質量分析の結果より，ア
ピゲニンとルテオリンの標的たん白質として，SF3a，
SF3b，U2AFなどのU2SnRNP構成因子やその相互作
用因子が多数同定された．このことから，アピゲニン
やルテオリンはmRNAスプライシングに関する因子
と相互作用することが判明した．この結果とフラボノ
イド添加時のmRNA蓄積部位がスペックルである事，
mRNAスプライシングを阻害するGex1A添加におい
てもスペックルにmRNAの蓄積が観察されること，さ
らにGex1Aは，スプライシング因子SF3bのサブユニッ
トSAP155に結合することによりSF3bの機能を特異的
に障害すること6）から，これらフラボノイドによる
mRNA成熟過程の阻害はmRNAスプライシング過程
にあることが強く示唆された．
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