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成果の概要 / 増田誠司 

 

研究目的 

 超高齢社会を迎えた現在、日本人の 3人に１人は「ガン」によって死亡する。このため食

品成分中の抗ガン化合物を見出し、サプリメント等の形で予防に役立てることができれば

健康な長寿社会にとって理想的である。近年、抗ガン剤の創薬ターゲットとして mRNA の

成熟過程（キャッピング、スプライシング、ポリアデニル化を総称）が注目されている。申請

者は大豆イソフラボン画分に mRNA スプライシングを阻害する活性を見出した。次いで特

に活性の強い化合物としてアピゲニン、ルテオリン、クリシン（活性フラボノイドと命名）を見

出した。本研究は、活性フラボノイドによるスプライシング阻害の分子基盤を解明する。 

 

研究成果 

1. 活性フラボノイドの細胞内標的の同定 

 活性フラボノイドが結合する細胞内標的タンパク質を明らかにするためにフラボノイド

をビーズに固定した。これを細胞の核抽出物と混合し、結合タンパク質を単離した。こ

れを SDS-PAGE 電気泳動にて分離し、その後質量分析解析を行った。なお、クリシン

についてはビーズに結合しなかったため解析対象から除外した。解析の結果、同定され

たタンパク質の多くは mRNA splicing関連タンパク質であった。この観察は、以前に観

察していた活性フラボノイドがスプライシングを阻害する結果とよく符合した。 

 

2. 活性フラボノイドによるスプライシング阻害の解析 

 活性フラボノイドがどのような mRNA のスプライシングを阻害するかについて RNA-

seq解析を行った。その結果を rMATSにて、5’選択性、3’選択性、イントロン保持、エ

キソンスキップ、相互排他的エキソン選択の５種類のスプライシング変化について解析

を行なった。その結果、イントロン保持が最も頻度高く（ 約 10 %）検出された。この観察

は活性フラボノイドによってスプライシングが阻害されることとよく符合した。またイントロ

ン保持と同程度にエキソンスキップも観察された。さらに頻度はイントロン保持に比べ

て半分程度以下であったが、5’選択性、3’選択性、相互排他的エキソン選択につい

ても観察された。なおアピゲニン、ルテオリンそれぞれにおいて 5’選択性、3’選択性、

イントロン保持、エキソンスキップ、相互排他的エキソン選択が変化していたが、どちら

の因子でも同じ影響を受ける mRNAは半分程度であった。この現象について、実際に

スプライシング変化が生じていることを RT-PCR にて確認した。この解析の結果、活性



フラボノイドは当初観察した単純なスプライシング阻害だけでなく、Global な選択的ス

プライシングの変化を引き起こすことを明らかにした。 

 なお、同じ影響を受ける mRNA は半分程度にとどまった可能性として２つ考えられた。

まず第一に、 アピゲニン、ルテオリンのスプライシング関連因子への結合部位が少し異

なるために mRNA によってその影響が異なる可能性である。第二に、アピゲニン、ルテオ

リンには他の作用があり、この作用が影響している可能性である。今後検証を進める予定

である。 

 

3. 活性フラボノイドによるイントロン保持の解析 

 ついでイントロン保持についてさらに解析を行った。影響を受けるイントロンについて

解析したところ弱いスプライス部位をもつイントロンが標的となりやすい結果が得られた。

そこでミニ遺伝子を作成してその観察の検証を行った。弱いスプライス部位をもつイン

トロンを持つミニ遺伝子の場合、活性フラボノイドによりスプライシング阻害が観察され

た。そこで、標的となっているイントロンのスプライスサイトスコアを強くする変異を入れ

ると活性フラボノイドの影響を受けなかった。このことから弱いスプライス部位をもつイ

ントロンが標的となりうることを示した。 

 

結語 

 食品由来化合物である活性フラボノイドは、選択的スプライシングに変化をもたらし、

遺伝子発現制御に大きな影響を与えることが明らかとなった。 


