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６．残された問題，今後の課題

　ごく最近，ガラスキャピラリー製マイクロ流体デバイス
を用いて，10 µm 以下の単分散バブルの作製にも成功し 
た．今後は，本研究による油滴内にバブルを内包した単分
散カプセルの作製研究に発展させたいと考えている．
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１．研究の目的と背景

マイクロ RNA（miRNA）は 20 塩基程度の小分子 RNA
であり，標的となるメッセンジャー RNA（mRNA）に結
合してその翻訳を抑制する役割を持つ（図 1）（1）．

図 1　miRNA による翻訳抑制

　ヒトではこれまで 1000 種類以上の miRNA が見つかっ
ているが，その中でも let-7 は細胞の発生分化や癌抑制だ
けでなく，糖代謝やアポトーシスなど様々な高次生命現象
を制御する miRNA である（2）．let-7 の生合成では，まず
核内で一次転写産物が合成され，Drosha により切断を受
けて前駆体 let-7（pre-let-7）となる．pre-let-7 はその後，
細胞質内に輸送され，Dicer により更に切断を受けて成熟
型 let-7 となる．成熟型 let-7 は標的遺伝子の発現を抑制す
ることにより，癌を抑制して細胞の正常化の維持に関わ
る（図 2）．以前から，特定の癌細胞種では let-7 の発現量
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が顕著に低いことが知られていたが，近年の研究から，こ
れらの細胞では pre-let-7 の 3’末端がポリウリジル化され
Dis3l2 と呼ばれるエクソヌクレアーゼにより分解されるた
め，成熟型 let-7 の生成が抑制される現象が発見された（図
2）．
　このことから pre-let-7 のポリウリジル化は細胞の癌化
を引き起こす機構として注目されている．この反応には，
ポリウリジル化酵素（TUT4 あるいは TUT7）と RNA 結
合タンパク質 Lin28 が関与しており（図 2）（2），本反応を
制御可能な薬剤の開発は新たな癌治療薬の開発につながる
可能性がある．
　ポリフェノールは，お茶やコーヒー，野菜などほとんど
の植物類に含まれ，私達が日常的に摂取しているものであ
る．ポリフェノールはラジカルスカベンジャーとして機能
することで抗酸化作用を示す（参考文献（3）など）．1990
年代初頭には「フレンチパラドックス」を発端とする健康
ブームを引き起こし，その効能が注目されてきた．また，
癌細胞の増殖を抑制することを示す報告も多数なされてお
り（参考文献（4）など），新たな癌治療薬の開発につながる
ことも期待される．
　ワインや茶などに含まれるポリフェノールの一種である
タンニン酸も癌抑制の効果を有する（（5）など）．タンニン
酸はポリ ADP リボース（pADPr）分解酵素（PARG）の
阻害剤として機能することから（6），細胞内の pADPr 量
を調節することにより，癌を抑制している可能性がある． 
pADPr がタンパク質に結合するポリ ADP リボシル化は
タンパク質の翻訳後修飾の一つであり，標的タンパク質の
活性を抑制する．筆者らはこれまでにポリウリジル化酵
素 TUT7 がポリ ADP リボシル化されること，それにより
ポリウリジル化酵素活性が抑制されることを見出している

（図 3，未発表データ）．このことから，細胞内にタンニン
酸が取り込まれると，TUT7 のポリ ADP リボシル化が誘
導され pre-let-7 のポリウリジル化を抑制するのではない
かという仮説を立てた．
　そこで，本研究ではタンニン酸を含むポリフェノール化
合物群が pre-let-7 のポリウリジル化反応に及ぼす影響の
解析を実施することにした．

図 2　癌細胞で観察される
pre-let-7 のポリウリジル化と let-7 合成抑制
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図 3　タンニン酸による pre-let-7 ポリウリジル化反応の
　　制御仮説

２．研究の方法

（1）TUT7安定発現細胞株の樹立とTUT7のアフィニ
ティー精製

　TUT7 発現プラスミド（pcDNA5-SBP-TUT7）は TUT7 
の N 末端に SBP タグを付加するように設計してあり，Flp-
InTM T-RExTM-293 細胞に Lipofectamine 2000（Invitrogen）
を用いてトランスフェクションした．pcDNA5-SBP-TUT7 
を保持した細胞はハイグロマイシン（100 µg/ml） により
選別を行った．
　SBP-TUT7 安定発現細胞株を 10 枚の 10 cm プレートで
培養し，500 ng/ml のドキシサイクリンを含んだ培地で
48 時間培養して SBP-TUT7 発現を誘導した．その後，回
収した細胞から抽出液を調製し，SBP-TUT7 をストレプ
トアビジンビーズ（GE Healthcare）により精製した（2 
mM のビオチンで溶出）．

（2）試験管内ポリU付加反応
　試験管内 pre-let-7 ポリウリジル化反応は 37℃で 20 分
行った．反応には UTP，pre-let-7（［γ-32P］ATP で 5’末
端をラベル化），リコンビナント Lin28A 及び SBP-TUT7
溶出液を用いた．反応後，RNA を回収して尿素入りのポ
リアクリルアミドゲル電気泳動により分画した．ポリウ
リジル化された pre-let-7 は，BAS-5000 イメージング装置

（Fuji Film）により検出を行った．

（3）定量RT-PCR法による細胞内ポリU付加反応の解析
　RNA の定量のために定量 RT-PCR を実施した．ポリ
ウリジル化された RNA の解析には，100 ng の全 RNA か
ら adaptor-oligo（dA）14 プライマーによる逆転写を行った

（PrimeScript RT reagent kit（TAKARA）を使用）．続く
定量 PCR は，adapter プライマーと遺伝子特異的プライ
マーを用いて行った（SYBR Premix Ex Taq Ⅱ（TAKARA）
を使用）．成熟型 let-7 の定量には 10 ng の全 RNA を用い

TaqMan miRNA assay（Life Technologies） を 行 っ た．
これらのデータは RNU48 で補正した．

３．研究内容と実施経過

　「１．研究の目的と背景」で述べた仮説を検証するため
に TUT7 の安定発現細胞株から細胞抽出液を調製した．
細胞抽出液中には pADPr 合成酵素（PARP）と pADPr
分解酵素（PARG）どちらも含有されている．その後，タ
ンニン酸共存下で TUT7 のアフィニティー精製を行った．
その結果，タンニン酸存在下では，TUT7 が，本来の分子
量より高分子量側に検出された（図 4，左上）．当初，こ
の高分子バンドはポリ ADP リボース（pADPr）が結合し
た TUT7 が蓄積したことによると考えていたが，精製後
に pADPr を分解する酵素を外から加えて処理しても消失
しないことや，精製時にタンニン酸だけでなく，pADPr
の基質となる NAD+ を加えても高分子 TUT7 のパターン
に変化がなかった．このことから，タンニン酸が PARG
を阻害することによりポリ ADP リボシル化された TUT7
が蓄積したとは考えにくい．ポリフェノールはタンパク質
への結合能を有する（7）ことから，高分子量側のバンドは
TUT7 の翻訳後修飾によるものというよりはタンニン酸
が TUT7 に直接結合したことによる可能性がある．同様
の結果が，もう一つの pre-let-7 ポリウリジル化酵素であ
る TUT4 を用いた際にも観察された（図 4，左上）．
　続いて，高分子側にシフトした TUT7 及び TUT4 の酵
素活性を試験管内で解析することにした．pre-let-7 のポリ
ウリジル化反応は RNA 結合タンパク質 Lin28 と TUT7/

図 4　タンニン酸（TA）存在下で細胞抽出液からアフィ
ニティー精製した際に観察される高分子 TUT7/4
とその酵素活性
上段：TUT7 と TUT4 の解析結果．試験管内ポリ U 付加反
応は 32P ラベルした pre-let-7 を用いた．
下段：TUT7 と TUT6 の解析結果．試験管内ポリ U 付加反
応は 32P-UTP の U6 snRNA（TUT6 の基質 RNA）への取
り込みを解析した．
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とその酵素活性
上段：TUT7 と TUT4 の解析結果．試験管内ポリ U 付加反
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り込みを解析した．
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TUT4 が基質 RNA となる pre-let-7 とコアの複合体を形成
して進行する RNA 合成反応である．そこで pre-let-7，リ
コンビナント Lin28 及び TUT7/TUT4 を混合してポリウ
リジル化反応を行い，その効率を解析した．その結果，高
分子側の TUT7/4 によるポリウリジル化反応の効率が顕
著に低下することが明らかとなった（図 4，右上）．一方，
同様の処理を他のポリウリジル化酵素ホモログ（TUT6）
についても行った．その結果，タンニン酸は TUT6 によ
るポリウリジル化反応には大きな影響を及ぼさないことが
分かった（図 4，下）．
　また，タンニン酸がポリウリジル化反応の複合体形成に
及ぼす影響をゲルシフトアッセイにより解析した．図 5に
示したように，TUT7，Lin28，pre-let-7 による複合体形
成効率はタンニン酸の有無で大差がないことが分かった．
このことから，タンニン酸は TUT7 の触媒活性を阻害し
ていることが示唆される．

図 5　ポリウリジル化反応複合体形成
タンニン酸を含む TUT7（TA＋TUT7）の反応複合体形成効率を調
べた

　次に，タンニン酸による阻害効果が細胞内でも観察され
るか解析を行った．モデル細胞として Lin28 を発現してい
る HeLa 安定発現細胞を用いて，全 RNA 画分を精製し，
リアルタイム RT-PCR によりポリウリジル化された pre-
let-7 の定量を行った．図 6に示したように，タンニン酸

は TUT6 によりポリウリジル化される U6 snRNA には，
大きな影響を与えないが，TUT7/4 によりポリウリジル化
される pre-let-7 の量は経時的に減少していくことが明ら
かとなった．この結果は，試験管内ポリウリジル化反応の
結果（図 4）と矛盾しないものであり，細胞内でもタンニ
ン酸が TUT7/TUT4 による pre-let-7 ポリウリジル化反応
を特異的に阻害することが示唆される．
　また，ウェスタンブロッティングによる解析を行ったと
ころ，タンニン酸による処理で細胞内の TUT7/TUT4 の
定常量が減少することが分かった（図 7）．一方，Lin28 や
他のポリウリジル化酵素（TUT2 と TUT6）や miRNA 生
合成に関わる因子（Dicer）の定常量には変化が見られな
かった．

図 7　タンニン酸による TUT7/TUT4 の定常量への影響

　続いて，他のポリフェノール化合物による pre-let-7 ポ
リウリジル化反応の阻害効果を調べることにした．本研究
では，タンニン酸と，その構成化合物（没食子酸（GA）
と 1, 2, 3, 4, 6- ペンタガロイルグルコース（PGG））に加えて，
何種類かのポリフェノール化合物を，それぞれ試験管内ポ
リウリジル化反応に加えて反応効率の比較を行った．その
結果，図 8に示したように，タンニン酸とその構成化合

図 6　タンニン酸が細胞内ポリウリジル化 RNA 量に 
与える影響の解析　　　　　　　　　　

図 8　様々なポリフェノール化合物がポリジル化反応に 
及ぼす影響　　　　　　　　　　　　　 　
それぞれ，50µM を反応に使用した。
GA: Gallic acid, PGG: Pentagalloylglucose, 
TA: Tannic acid, EGCG: Epigallocatechin gallate
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物である PGG を加えた時のみ，反応効率が顕著に低下す
ることが分かった．したがって，ポリウリジル化反応の阻
害効果は特定のポリフェノールに見られるものであると考
えられる．

４．研究から得られた結論・考察

　近年の研究からポリフェノールが miRNA の発現量を調
節することが明らかになっている（8）．例えば，EGCG は
let-7 の発現を上昇させることが報告されている（9）．とこ
ろが，転写段階と転写後プロセシング段階のどちらに影響
を及ぼすかなど作用機序の詳細が分からないものがほとん
どである．最近の研究から，Apigenin は MAP キナーゼ
を阻害して TRBP のリン酸化及び活性を抑制することに
より，転写後レベルで miRNA の合成を制御することが明
らかにされた（10）．また，レズベラトロールは DNA 転写
の制御に関与していることが報告された（11）．
　本研究ではタンニン酸及び PGG が pre-let-7 のポリウリ
ジル化反応を抑制する活性を有することを明らかにした．
タンニン酸は pADPr 分解酵素の阻害剤であることから，
TUT7 のポリ ADP リボシル化を蓄積させることにより
pre-let-7 のポリウリジル化を抑制するという仮説に基づい
て解析を行ったが，少なくとも細胞抽出液を用いた解析で
は仮説の実証には至らなかった．細胞内の解析が不十分な
ため，本仮説を完全に否定することは出来ないが，少なく
ともタンニン酸が TUT7 に直接作用して阻害効果を有す
ることを明らかにすることが出来た（図 8）．また，タン
ニン酸で細胞を処理すると細胞内での TUT7/TUT4 の定
常量が特異的に減少した（図 7）．これは，ポリ ADP リボ
シル化された TUT7/TUT4 が蓄積した結果，分解を受け
やすくなったか，タンニン酸が TUT7/TUT4 に結合する
ことで分解を促進した可能性がある．以上の結果から，タ
ンニン酸を用いることにより TUT7/TUT4 を制御可能で
あることが示唆された．ポリウリジル化酵素を標的とした
薬剤は癌治療薬の開発につながることが期待されているこ
とから（12），タンニン酸などのポリフェノールを基にした
化合物が役立つ可能性がある．

５．残された課題，今後の課題

　今回の研究では，没食子酸単独では阻害効果が見られ
ず，PGG では大きな阻害効果が観察されたことから，ガ
ロイルグルコースであることが阻害効果を有するために重
要であると考えられる（図 9）．タンニン酸のどの構造部
分が pre-let-7 ポリウリジル化反応の阻害効果を有してい
るか更に調べるために，市販品で入手可能なトリガロイル
グルコースとモノガロイルグルコースを用いて TUT7 の
活性への影響を解析する．また，これらの化合物が TUT7
のどの領域に結合しているか同定し，タンニン酸による
TUT7 活性制御機構の詳細を明らかにする予定である．
　ポリフェノール化合物は 5000 種類以上と多種多様であ

ることから，これらの RNA 生合成における新たな制御機
構が今後明らかにされていくのではないかと予想してい
る．ポリフェノールの生体内における作用機序を科学的に
解明することはポリフェノールを含む食品の市場価値を高
める効果が期待できるだけでなく，RNA プロセシング異
常により引き起こされる癌などのヒト疾患の予防・治療に
繋がる食事療法の考案も出来るようになるかもしれない．
また，ポリフェノールの作用機序を基に RNA プロセシン
グや細胞の癌化を効果的に制御できるアナログ化合物をデ
ザイン・合成し，新たな医薬品の開発に繋げることが可能
になるのではないかと期待している．
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