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アトピー性皮膚炎モデル動物に対する大豆イソフラボンの免疫調節作用
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ABSTRACT

The isoflavone genistein is a phytoestrogen found in high levels in soy products that
has been associated with decreased incidence of breast and prostate cancers.  In
addition, a recent clinical trial suggests that supplementation with the dietary
genistein may be as effective as hormone replacement therapy in attenuating
menopause-related bone loss without causing the associated side effects.  In this
study, we examined the effect of genistein on the immune responses in NC/Nga mice
that are used as an animal model for atopic dermatitis.  Groups of mice were exposed
to vehicle or the genistein by gavage.  The doses of genistein used were 4 and 20
mg/kg body weight/day.  Treatment with picrylchroride in the ear of NC/Nga mice
developed dermatitis.  Mice that received genistein showed mild dermatitis when
compared to the control mice.  We also determined serum IgE level, but significant
difference was not observed between the groups.  Although genistein did not affect
the in vitro lymphocyte proliferation, it suppressed cytokine production by spleen
cells.  These results showed that dietary genistein modulates an inflammatory
response resulting in amelioration of dermatitis in the skin of NC/Nga mice.  Soy
Protein Research, Japan 7, 130-136, 2004.

Key words : genistein, NC/Nga mice, IgE, cytokine, dermatitis

＊〒583-8555 羽曳野市はびきの3-7-30

Genisteinは大豆製品に多く含まれるイソフラボン

の一種であり，様々な生理作用を有していることが報

告されている．これまでの研究で，genisteinを含んだ

大豆製品の摂取は，アジア人における乳がんおよび前

立腺がんの発症リスク減少と関係していることが示さ

れており1)，その集団におけるgenisteinの抗腫瘍作用
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は数々の動物実験からも裏付けられている2～4)．一方，

genisteinは抗腫瘍効果のみならず，構造が女性ホルモ

ンであるエストロゲンに類似していることより，閉経

後の骨減少に対する治療効果も期待されている．最近

のgenisteinを用いた臨床試験では，一日当たり54 mg

のgenisteinを摂取することにより，閉経に伴う骨量減

少に対しホルモン療法と同程度の効果があることが報

告されている5)．

最近の調査より，日本人の約３人に１人はなんらか

のアレルギー様症状を訴えているとされている6)．こ

のように，近年増加傾向であるアレルギー疾患である

が，その明確な原因およびその発症に関わる因子につ

いては必ずしも十分に解明されていない．その原因の

一つとしてヒトのアレルギー疾患を解明するための適

切なモデル動物が存在しなかったことがあげられる．

NC/Ngaマウスはヒトのアトピー性皮膚炎に類似した

皮膚症状を自然発症するモデル動物として1997年に報

告されたマウスである7)．NC/Ngaマウスは，specific

pathogen-free（SPF）環境下で飼育すると肉眼的に何

ら異常を認めないが，conventional環境下では７～８

週齢頃になると痒感の強い皮膚炎を自然発症する．こ

れまでにこのモデル動物を用い種々の免疫抑制剤やサ

イトカインが皮膚炎の病態に及ぼす影響が検証されて

おり8～10)，現在，疾患モデル動物として広く用いられ

ている．

本研究では，大豆イソフラボンであるgenisteinのこ

れまで明らかにされていない機能性を見出す目的で，

免疫機能との関係をアレルギーモデル動物である

NC/Ngaマウスを用いて検討を行った．

方　　　　法

動　物

６週齢の雌NC/Ngaマウスを日本SLC（静岡）より

購入した．動物は実験期間を通じSPF環境下で飼育を

行った．

皮膚炎誘導および皮膚炎評価

SPF NC/Ngaマウスの胸部，および腹部に5%ピク

リルクロライド（PCI）を塗布し，その後，１週間間

隔でオリーブオイルに溶解した1％ PCIを耳部に塗布

した．実験終了後，マウス耳部における皮膚炎を０

（無症状），１（軽度），２（中程度），および３（重度）

の４段階に分類し，両耳のスコアの平均値を臨床症状

として数値化した．

血清IgE濃度

マウス血清中のIgE濃度は，Mouse IgE Quantitation

Kit（BETHYL Lab., Inc.  TX. USA）を用いて測定を

行った．

リンパ球増殖反応

マウスより脾臓を摘出し，スライドガラスを用い細

胞溶液を調整した．96ウエルプレートに，１ウエル当

たり2.5×105個の細胞を加え，固相化抗マウスCD3モ

ノクローナル抗体（mAb）（2μg/mL）および抗マウ

スCD28 mAb（1μg/mL）による刺激を，37℃，5％

CO2環境下で48時間行った．培養終了12時間前に１ウ

エル当たり0.5μCiの3H標識チミジン（3H-TdR）を加

え，細胞に取り込まれた3H-TdR量をβカウンターに

より測定を行った．

サイトカイン産生

リンパ球増殖反応の場合と同様に細胞溶液を調整し

たのち，24ウエルプレートに，5×106個/mLの濃度で

固相化抗マウスCD3 mAb（2μg/mL）および抗マウス

CD28 mAb（1μg/mL）による刺激を行った．培養終

了後，培養上清を回収し培養上清に含まれるサイトカ

イン量をELISA法により測定した．

サイトカインELISA

抗マウスIFN-γ mAb（R4-6A2）または抗マウスIL-

4 mAb（11B11）を50 mM carbonate buffer（pH 9.6）

で10μg/mLに溶解した後，ELISAプレートに１ウエ

ル当たり100μL加え，4℃で一晩インキュベートした．

1％ BSAを含んだPBS溶液でウエルをブロッキングし

たのち，標準サイトカインたん白質あるいは培養上清

を100μL加え室温にて２時間インキュベートし，その

後，ビオチン標識抗マウスIFN-γ mAb（XMG1.2）ま

たはビオチン標識抗マウスIL-4 mAb（BVD6-24G2）

を室温で２時間反応させた．ウエルを洗浄後，ストレ

プトアビジン標識アルカリフォスファターゼを１時間

反応させ，p-nitrophenylphosphateを加え発色を行い，

マイクロプレートリーダーにて405 nmの吸光度を測

定した．サイトカインの濃度は標準サイトカインたん

白質を用いた標準曲線より算出した．

リンパ球サブセット解析

リンパ球（1～2×106 cells）を0.1％牛血清アルブミ

ンを含んだPBS溶液100μLに懸濁し，phycoerythrin

（PE）標識抗マウスCD4 mAbおよびFITC標識抗マウ

スCD8 mAb，またはPE標識抗マウスCD3 mAbおよび

fluorescein isothiocyanate（FITC）標識抗マウスB220

mAbを加え，氷中で30分間インキュベートし染色を行

った．染色した細胞は，FACScaliberおよびCELL

Quest（Becton Dickinson, CA, USA）を用いて解析を

行った．
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結　　　　果

NC/Ngaマウスに一日当たりgenistein 0 mg/kg，4

mg/kg，または20 mg/kgの経口投与を行った．それぞ

れの群のマウスに週１回，10週間PCIを塗布し皮膚炎

の誘導を行った．経時的に体重および摂食量の測定を

行ったが，郡間における有意な差は認められなかっ

た．

次にPCIの連続塗布により誘導される皮膚炎に対す

るgenisteinの影響について検討を行った．NC/Ngaマ

ウスに連続的にハプテンの塗布を行うと，コンベンシ

ョナル環境下で飼育した場合に発症する皮膚炎と類似

した症状を呈することが報告されている11)．Genistein

投与10週間後の皮膚症状をスコアリングし，比較検討

したところgenisteinを4 mg/kg/day投与した群はコン

トロール群と比較して皮膚症状に差を認めなかった

が，20 mg/kg/day投与群では皮膚症状の軽減傾向が

認められた（Fig. 1および2）．NC/NgaマウスではPCI

の連続塗布により皮膚炎を発症すると共に血清IgEレ

ベルの上昇が認められる．そのため，PCI処置10週後

の血清中のIgEレベルをELISA法を用いて測定を行っ

た．すると，PCIの連続投与で血清IgEレベルの上昇

が認められたが，genistein投与群と非投与群との間で

有意な差は認められなかった（Fig. 3）．

上記の結果より，genisteinはPCI連続投与により発

症する皮膚炎を軽減するもののIgEレベルに対しては

影響を及ぼさないことが示された．このメカニズムに

ついて検討を行うために，g e n i s t e i nを投与した

NC/Ngaマウスのリンパ球機能およびサブセットにつ

いて解析を行った．特異抗体を用いフローサイトメト

リーによりリンパ球サブセットについて解析を行った

ところ，genisteinの投与によりCD4，CD8およびCD3

陽性細胞の割合の有意な減少，そしてB220陽性細胞

Fig. 1. Clinical skin features in NC/Nga mice
administered with or without genistein.  Skin
features in NC/Nga mice received 0 mg/kg/
day (left) and 20 mg/kg/day genistein (right) 10
weeks after PCI treatment.

Fig. 2. Skin severity score in NC/Nga mice
administered with or without genistein.
Clinical severity score for dermatitis was
defined as the individual score graded as 0
(none), 1 (mild), 2 (moderate) and 3 (severe) 10
weeks after PCI treatment.  Data are mean±
SEM for 6 mice.
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Fig. 3. Serum IgE levels in NC/Nga mice administered
with or without genistein followed by PCI-
treatment.  Serum was obtained from each
mouse and level of IgE was determined by
ELISA as described in the Materials and
Methods.  The value represents mean±SD.

の有意な増加が認められた（Fig. 4）．また，機能的な

解析を行うためin vitroにおける増殖反応を測定した
が，これに関してはgenistein投与群と非投与群との間

で差を認めなかった（Fig. 5）．ヘルパーＴ細胞は産生

するサイトカインパターンにより，Th1およびTh2型

に分類することができる．Th1はIFN-γやIL-2を産生

し細胞性免疫を司るのに対し，Th2はIL-4，IL-5，IL-

6などのサイトカインを産生し主として液性免疫に中
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心的な役割を果たす．これらTh1/Th2バランスの不均

衡はアレルギー疾患や自己免疫疾患の発症あるいは病

態と強く関係していることが多くの報告により示され

ている．PCI非処置群に比べコントロール群はIFN-γ

およびIL-4の両者の産生量が増加しており，これは炎

症反応を反映したものと推察される．これに対し

genistein投与群はコントロール群と比較しIFN-γに

関しては低下傾向そしてIL-4に関しては有意な低下を

示した（Fig. 6）．このことより，genisteinによる皮膚

炎症状の改善作用の一部はサイトカイン産生の抑制が

関与しているものと思われる．

考　　　　察

Genisteinの代表的な生理作用の一つとして抗腫瘍

作用がある．その機構として腫瘍の増殖に関与する

protein tyrosine kinaseやtopoisomerase II等の酵素阻

害が推測されている．しかしながら，genisteinの抗腫

瘍効果は，先天的に胸腺を欠くＴ細胞欠損マウスでは

認められないことから12)，in vivoレベルでは免疫機能
を調節し，その結果として抗腫瘍作用を発揮している

ことが示唆されている．Guoらは，genisteinを投与し

Fig. 4. Expression of CD4, CD8, CD3 and B220 in spleen cells from NC/Nga mice administered with or without
genistein.  Spleen cells were stained with PE-conjugated anti-CD4 mAb and FITC-conjugated anti-CD8
mAb, or PE-conjugated anti-CD3 mAb and FITC-conjugated anti-B220 mAb.  Percentages of positive cells
were quantified by using flowcytometory.  The value represents mean±SD.

Fig. 5. Proliferation responses of splenocytes upon
stimulation with anti-CD3/CD28 mAb in
NC/Nga mice administered with or without
genistein.  Spleen cells were stimulated with
plate-bound anti-CD3/CD28 mAb.  After 48 hr
incubation, DNA synthesis was determined by
measuring incorporated 3H-TdR.  The value
represents mean±SD.
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たマウスにおいて，腫瘍の排除に関わる細胞群である

細胞傷害性Ｔ細胞およびNK細胞活性が有意に上昇す

ることを報告している13)．大豆イソフラボンの一種で

あるgenisteinの免疫機能に対する影響については腫瘍

免疫との関連研究が多く，免疫制御機構およびアレル

ギー反応との関連は十分に解明されていない．

今回の我々の研究よりgenisteinはハプテン連続塗布

により誘導される皮膚炎を軽減する作用を有している

ことが示された（Fig. 1および2）．Th2細胞が産生す

るIL-4はIgE抗体の誘導に関与する代表的なサイトカ

インである．そのためgenisteinによる皮膚炎改善作用

の機序を解明する目的でＴ細胞からのサイトカイン産

生を測定したところIL-4のみならずIFN-γ産生を抑制

することが明らかになった（Fig. 6）．一方，リンパ球

増殖反応は抑制しないことから（Fig. 5），genisteinは

特にサイトカイン産生に至るシグナル伝達系路に作用

していることが推察される．サイトカインはアレルギ

ー反応に重要な役割を演じているが，4 mg/kgと20

mg/kg genistein投与群で比較した場合，サイトカイ

ン産生レベルが同程度にも関わらず，皮膚炎症状の程

度が異なることから，サイトカイン産生の抑制は

genisteinによる病態制御に関わるが，それのみが原因

ではないことを示している．これまで，NC/Ngaマウ

スの皮膚炎症状に関連する遺伝子と高IgE血症を引き

起こす遺伝子は独立していることが遺伝学的な手法に

より明らかにされている14)．さらに，近年，IL-4レセ

プターを介したシグナル伝達系路に関わる転写因子の

一つであるsignal transducers and activators of

transcription (STAT) 6欠損NC/Ngaマウスを用いた研

究より，IL-4はNC/Ngaマウスにおける皮膚炎発症に

は直接的には関与していないことが報告されている15)．

これらのことより，genisteinによる抗炎症作用はＴ細

胞レベル以外に，アレルギー反応のエフェクター細胞

である肥満細胞に対して作用している可能性がある

が，この点に関しては現在解析中である．

G e n i s t e i nは女性ホルモンの一種である1 7β -

estradiolと構造が類似しているため，その生理作用は

共通する面も多い．17β-estradiolのリンパ球に対す

る影響としてin vitroでは，Ｔ細胞やＢ細胞に対する

増殖抑制作用16)そしてIL-2産生およびIL-2レセプター

の発現抑制が報告されている17)．一方，in vivoでは17

β-estradiolの投与によりTh1細胞の分化誘導の亢進18)，

IFN-γ等のサイトカイン産生の増加が起こることが示

されており19)，その作用は必ずしもin vitroとin vivoで
の実験系で一致した知見が得られていない．

Genisteinの胸腺萎縮作用はエストロゲンレセプター

依存性と非依存性の両者が存在していることが報告さ

れており20)，免疫細胞に対してはgenisteinとエストロ

ゲンは必ずしも同様の作用を発揮しないことが推察さ

れる．今後は本実験で明らかとなったgenisteinの抗ア

レルギー作用の詳細なメカニズムの解明と共に他の免

疫疾患モデルでも検討を行うことにより大豆製品の新

たな免疫機能に関する三次機能を見いだせることと思

われる．
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Fig. 6. Cytokine productions of splenocytes upon stimulation with anti-CD3/CD28 mAb in NC/Nga mice
administered with or without genistein.  Spleen cells were stimulated with plate-bound anti-CD3/CD28
mAb.  After 48 hr, supernatants were removed and contents of IFN-γ and IL-4 were determined by
ELISA.  The value represents mean±SD.
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要　　　　約

Genisteinは大豆製品に多く含まれるイソフラボンの一種である．本研究では，アトピー性皮膚

炎発症モデル動物であるNC/Ngaマウスを用いてgenisteinが皮膚炎をはじめとするアレルギー反応

に及ぼす影響について検討を行った．NC/Ngaマウスの耳部にピクリルクロライドの連続塗布を行

い皮膚炎を発症させ，それらのマウスに0 mg/kg/day，4 mg/kg/day，又は20 mg/kg/dayの
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