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核内受容体を介するイソフラボンの作用メカニズムの解明
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ABSTRACT

Genistein and daidzein, soybean isoflavones, have been described to bind to
estrogen receptors and to exert estrogenic and/or anti-estrogenic activity.  We
have shown that heme binds to Bach1, a transcriptional repressor, and that this
binding abrogates the DNA-binding activity of Bach1 to enhance the transcription
of genes carrying Bach1-binding sequences.  This mechanism is involved in heme
oxygenase (HO)-1 induction by heme.  HOs degrade heme, a pro-oxidant, to produce
bilirubin, an anti-oxidant, and HO-1 is an inducible isozyme of HOs.  In this study,
we investigated the effects of the isoflavones on gene regulation of HO-1 and its
related transcription factors, including Bach1, in human lung carcinoma cells.  Both
genistein and daidzein inhibited the induction of HO-1 by sodium nitroprusside
(SNP), a nitric oxide donor, while genistein but not daidzein inhibited the heme-
mediated HO-1 induction.  Genistein and daidzein had little effect on the mRNA
levels of Bach1 and Nrf2, the transcription factors which regulate transcription of
the HO-1 gene.  Further study is under way to elucidate the regulatory mechanism
of the HO-1 expression by the isoflavones.  As the HO-1 induction is an important
protective response against excessive free heme and other oxidative stresses,
daidzein might be, in some cases, a useful phytoestrogen in that it does not inhibit
the heme-mediated HO-1 induction. Soy Protein Research, Japan 7, 125-129, 2004.
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代表的な大豆イソフラボンであるゲニステインやダ

イゼインは，核内受容体であるエストロジェン受容体

に親和性があり，エストロジェン様作用を持つことが

示されてきた1)．Zinc finger構造を持つエストロジェン

受容体にエストロジェンなどのリガンドが結合する

と，転写調節領域にあるestrogen response element

（ERE）にダイマーで結合して標的遺伝子の転写を活

性化する2)．一方，basic leucine zipper 構造を持つ

Bach1は，小Mafたん白質とヘテロダイマーを形成し

てMaf recognition element（MARE）へ結合する，転

写抑制因子である3)．我々は，Bach1にヘムが直接結合

すること，およびヘムのBach1への結合はBach1の

DNA結合を阻害して，MAREを持つ遺伝子の転写を

活性化することを見いだした4)．即ちBach1は「抑制の

抑制」で調節されるユニークなリガンド結合型転写因

子であり，ヘム分解酵素ヘムオキシゲナーゼ（HO）-1

などの転写を制御している5, 6)．

ヘムはヘモグロビンやチトクロームP-450など多く

のヘムたん白質の補欠分子族として生命維持に必須の

物質であるが，たん白質に結合していない遊離ヘムは

ラジカル発生源で毒性が強い．ヘムオキシゲナーゼ

（HO）はヘムを一酸化炭素，鉄，ビリベルジンに分解

する酵素であり，生じたビリベルジンは速やかにビリ

ルビンに変換される．HOの誘導性アイソザイムであ

るHO-1は，基質であるヘムの他に，一酸化窒素（NO）

供与体や種々の酸化的ストレスなどで転写レベルで強

く誘導される7, 8)．プロオキシダントであるヘムの抗酸

化物質ビリルビンへの分解を促進するHO-1の誘導は，

重要な生体防御反応である7, 9, 10)．

大豆イソフラボンとヘム鉄は栄養補助食品として広

く用いられているため，併用される可能性も高い上，

ゲニステインがエストロジェン感受性細胞において

HO-1の誘導を抑制する例が報告されている11)．こうし

たことからヘム分解系とイソフラボンの相互作用の検

討は重要と考えられるため，今回我々はヘム分解酵素

HO-1や，その転写を制御しているリガンド結合型転

写因子Bach1などの発現に対して，大豆イソフラボン

誘導体がどのような影響を与えるかを解析した．

方　　　　法

細胞培養および総RNA抽出

ヒト肺がん由来A549細胞を，10%ウシ血清を含む

RPMI1640にて5%CO2下で培養した．HO-1誘導には，

ヘミンやNO放出性血管弛緩薬であるニトロプロシド

ナトリウム（SNP）を，4~6 h培地に加えた．イソフ

ラボンは，HO-1誘導物質の1 h前に培地に加えた．培

養終了後，培地を除去して， TRIzol Reagent

（Invitrogen）にて総RNAを抽出した．

ノザンブロット解析

ヒトHO-1およびマウスglyceraldehyde-3-phosphate

dehyderogenase（GAPDH）cDNAから，DIG Northern

Starter Kit（Roche Diagnostics）によりDIGでラベル

されたRNAプローブを調製し，電気泳動後のtotal

RNAを固定したナイロンメンブレン上でハイブリダイ

ズし，CSPD（Roche Diagnostics）を用いて検出した．

RT-PCR

Total RNAからReverse Transcription System

（Promega）によりcDNAを調製し，Ex Taq（TaKaRa）

を用いてPCRを行った．

結　　　　果

ヘミンおよびSNPによるHO-1誘導に対するゲニステ

インの効果

A549細胞をヘミン（20μM, 4 h），あるいはNO供与

体であるSNP（500μM, 6 h）で処理すると，HO-1

mRNAが強く誘導された（Fig. 1）．HO-1誘導剤の1 h

前にゲニステインを50μMまでの濃度で処理しておく

と，これらのHO-1誘導は濃度依存的に抑制された

（Fig. 1）．

Fig. 1. Regulation of the HO-1 induction by genistein.
A549 cells were incubated for 1 h with or
without genistein, followed by treatment with
hemin (A) or SNP (B), and Northern blot
analysis was performed.
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ヘミンによるHO-1誘導に対するゲニステインおよび

ダイゼインの効果

上記と同じヘミン（20μM, 4 h）によるHO-1誘導に

対し，他の大豆イソフラボン誘導体であるダイゼイン

が同様の影響を与えるかを比較検討した．ダイゼイン

はゲニステインの５位の水酸基が無い化学構造であ

り，機能的にはゲニステインがチロシンキナーゼ阻害

活性を持つのに対し，ダイゼインは阻害活性を持たな

いことが報告されている12)．これら２種類のイソフラ

ボン化合物を0.1から50μMの濃度で前処理したとこ

ろ，ゲニステインはヘミンによるHO-1誘導を濃度依

存的に抑制したのに対し，ダイゼインは50μMまで濃

度を上げても抑制しなかった（Fig. 2A）．

SNPによるHO-1誘導に対するゲニステインおよびダ

イゼインの効果

次に，SNP（500μM, 6 h）によるHO-1誘導に対す

るゲニステインおよびダイゼインの効果を比較するた

め，これら２種類のイソフラボン化合物をヘミンによ

る誘導の場合と同様に0.1から50μMの濃度範囲で前処

理した．するとヘミンの場合とは対照的に，ゲニステ

インだけでなくダイゼインもSNPによるHO-1誘導を

濃度依存的に抑制した．抑制に必要な濃度を比べると，

ゲニステインの方がダイゼインよりもやや低濃度で同

等の阻害作用を示した（Fig. 2B）．

Nrf2およびBach1のmRNAレベルに対するイソフラボ

ンの影響

転写抑制因子Bach1と小Mafたん白質とのヘテロダ

イマーはMAREに結合してHO-1などの転写を抑制し

ているが，遊離ヘム濃度が上昇するとBach1にヘムが

結合してBach1ヘテロダイマーがMAREから脱離し，

代わりに転写活性化因子Nrf2などのヘテロダイマーが

結合してHO-1の転写を活性化する4, 5)．そこで，これ

まで行ってきたイソフラボンがHO-1誘導を抑制する

条件において，Bach1やNrf2のmRNAレベルが変化し

ているかどうかを，RT-PCR法で調べた．その結果，

Fig. 3に示す通り30～50μMのゲニステインやダイゼ

インで前処理した後，SNP（500μM, 6 h）で処理して

も，Nrf2やBach1のmRNAレベルに大きな変化は見ら

れなかった．

考　　　　察

イソフラボンによるHO-1誘導調節のメカニズム

SNPによるHO-1誘導は，ゲニステインおよびダイ

ゼインのいずれによっても抑制されたが，ヘミンによ

るHO-1誘導はゲニステインによってのみ抑制されダ

イゼインでは抑制されなかった．この結果は，ヘミン

とSNPによる誘導機構やゲニステインとダイゼインに

Fig. 2. Effects of genistein and daidzein on the HO-1
mRNA induction.  Cells were treated with
isoflavones and HO-1 inducers (hemin (A) or
SNP (B)) and the HO-1 mRNAs were analyzed
as described in the legend for Fig. 1.

Fig. 3. RT-PCR analysis of the Nrf2 and Bach1
mRNAs.  Cells were treated with chemicals as
described in the legend for Fig. 1 and the levels
of mRNAs were analyzed by RT-PCR.  After
quantification using NIH image, the intensity
for Nrf2 and Bach1 mRNAs were normalized
with those for GAPDH mRNAs as controls and
plotted as means ± SE.
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よる誘導阻害機構に差異がある可能性を示唆してい

る．ゲニステインはチロシンキナーゼ阻害作用を持ち，

ダイゼインは阻害作用を持たないため12)，ヘムによる

HO-1誘導機構にはチロシンのリン酸化が含まれてお

り，SNPによるHO-1誘導機構においてはチロシンリ

ン酸化が含まれていない可能性がある．

HO-1の転写調節に関与する転写活性化因子Nrf2と

転写抑制因子Bach1のmRNA量は，ゲニステインやダ

イゼインで処理しても大きな変化は見られなかった．

そこでこれらの転写因子のDNA結合の変化の有無を

検討している．また，エストロジェン受容体を発現し

ている細胞との，イソフラボンのHO-1誘導抑制作用

の異同を調べている．これらの検討を通して，イソフ

ラボンによる遺伝子発現調節におけるリガンド結合性

転写因子の役割を明らかにしたい．

イソフラボンの新しい用途の可能性

ヒトHO-1のプロモーター領域には（GT）nの長さが

異なる多型が存在し，長さによってHO-1誘導能が異

なる13）．低誘導性の個体群は呼吸・循環器疾患などに

罹患する危険性が高く，HO-1の誘導がこれらの疾患

の予防に重要であることが示唆されている13, 14）．また

遊離ヘムは毒性が強く，ヘム鉄と大豆イソフラボンが

食品として併用される可能性も高いことなどから，ヘ

ムによるHO-1誘導を阻害しないことを今回見い出し

たダイゼインが，栄養補助食品の成分として好ましい

場合もあると考えられる．

多くの場合HO-1の誘導は生体に有利と考えられる

が，がんやマラリアでは逆にHOの活性あるいは誘導

が低い方が有利だと報告されている．HO阻害作用を持

つ金属ポルフィリン誘導体はがん抑制効果がある15, 16）．

イソフラボンもがん抑制作用を持ち，その作用機構は

いくつか示唆されているが，ゲニステインがHO-1誘

導阻害という新たな作用機序によりがんを抑制できる

かどうかは興味深い．またHOのもう１つのアイソザ

イムであるHO-2は酸素応答に重要であるが17)，この

HO-2に対するイソフラボンの影響も今後の検討課題

である．一方マラリアは地球上最悪とも言える感染症

であり，脳マラリアへ重症化すると致死率が高い．と

ころが多型によるHO-1低誘導の個体群では，マラリ

アが重症化しにくいことが報告された7, 17, 18)．マラリア

罹患時は溶血によるヘム放出でHO-1が誘導されやす

い状態であり，ゲニステインによるHO-1誘導抑制が

マラリア重症化予防に応用できれば，医療面での大き

な貢献が可能になると考えられる．

要　　　　約

大豆イソフラボンのゲニステインやダイゼインは，核内受容体であるエストロジェン受容体に親

和性があり，エストロジェン様作用を持つ．一方，転写抑制因子Bach1にはヘムが結合することで

Bach1のDNA結合が阻害され，ヘムオキシゲナーゼ（HO）-1などの標的遺伝子の転写を促進する．

ヘム分解酵素HO-1は基質であるヘムや酸化的ストレスなどで誘導され，ヘム分解を促進して抗酸

化物質ビリルビンを生じる生体防御たん白質である．今回HO-1やBach1などの発現に対するイソフ

ラボンの影響をヒト肺がん由来細胞を用いて解析したところ，ゲニステインはヘムやNO供与体で

あるニトロプロシドナトリウム（SNP）によるHO-1の誘導を抑制した．これに対しダイゼインは

SNPによる誘導は抑制したが，ヘムによる誘導は抑制しなかった．これらの誘導・抑制機構に差異

があることが示唆されたが，Bach1やNrf2といったHO-1の転写制御因子のmRNAレベルに大きな変

化は無く，作用機序を更に解析している．遊離ヘムは毒性が強く，HO-1誘導は疾病予防にも重要

である上，ヘム鉄とイソフラボンが併用される可能性も高いことから，ヘムによるHO-1誘導を阻

害しないダイゼインが食品成分としてより好ましい場合もあると考えられる．
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