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卵白アルブミン免疫マウスを用いたgenisteinのアレルギー抑制機構の解明
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ABSTRACT

The isoflavone genistein is a phytoestrogen found in high levels in soy products that
has been associated with decreased incidences of breast and prostate cancers.  In this
study, we examined effect of genistein on the antigen-specific immune responses in
ovalbumin (OVA)-immunized BALB/c mice.  Groups of mice were exposed to vehicle
or genistein by gavage.  The doses of genistein used were 4 and 20 mg/kg body/day.
OVA-specific proliferative responses, IFN-γ and IL-4 productions were decreased in
genistein administered mice compared to those in control mice without decreasing
responses to anti-CD3 mAb.  OVA-specific IgG1, IgG2a and IgG2b productions were
also decreased in genistein administered mice.  However, genistein administration
did not influence the TNP-Ficoll-specific IgM and IgG levels.  These findings suggest
that genistein suppresses antigen-specific immune responses by suppressing the
induction of antigen-specific T cells.  Moreover, treatment with ICI 182, 780
decreased OVA-specific proliferative responses, but genistein did not suppress these
responses synergistically in ICI 182, 780 treated mice.  The mechanism for the
suppression of T cell induction by genistein is responsible for the competition with
endogenous 17β-estradiol for estrogen receptors.  Soy Protein Research, Japan 8, 63-70,
2005.
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大豆は良質なたん白質および脂質に富み，日本人の

食生活を代表する食品である1)．多くの疫学的研究，

in vivoおよびin vitroでの研究から大豆イソフラボンは
乳がん，前立腺がんの発症抑制2, 3)，骨粗鬆症予防およ

び更年期障害の緩和4)などに効果があるとされている．

疫学的な例としては，日本をはじめとするアジアの

国々は欧米諸国と比較して大豆製品を多く摂取し，乳

がんや前立腺がんの発症率および死亡率が低いことが

明らかになっている 2, 5, 6)．大豆イソフラボンには，

genistein，daidzein，glyciteinの３種類のアグリコン

とそれぞれの配糖体およびそれらのマロニル化配糖体，

アセチル化配糖体の12種類がある7)．大豆イソフラボン

は食品中では配糖体として存在しているものが多いが，

腸内細菌によってアグリコンに代謝され吸収される8)．

大豆イソフラボンはステロイド骨格を有さないが，立

体的に構造がエストロゲンの一種である17β-estradiol

（E2）に類似していることからエストロゲンレセプター

（ER）に親和性を示し，その結果エストロゲン様作用

もしくは抗エストロゲン作用を示すと考えられ9)，フィ

トエストロゲン（植物エストロゲン）とも呼ばれてい

る7)．

genisteinおよびその誘導体は大豆中の含有量が高

く，エストロゲン様活性やその他の生理機能も強い7)．

genisteinの免疫機能への影響は，細胞性免疫10～12)およ

び液性免疫10, 13, 14)の両者で報告されている．また，抗

炎症作用14)，卵巣摘出マウスにおける胸腺萎縮13)など

も報告されている．しかしながら，genisteinが抗原特

異的応答に及ぼす影響およびその作用機序についての

報告は少ない．そこで本研究ではgenisteinが抗原特異

的T細胞およびB細胞応答に及ぼす影響およびその機

序の検討を行った．

実 験 方 法

実験デザイン

７週齢の雌BALB/cマウスを，０（コントロール），４

および20 mg/kg/day genistein投与群に分け，５日間

予備飼育した．その後35日間連続的に，０，４および

20 mg/kg/day となるように調製したgenistein溶液0.2

mLを，ゾンデにて１日１回経口的に強制投与を行っ

た．genistein投与開始日を０日として，７日および21

日に卵白アルブミン（OVA）またはTNP-Ficolによる

免疫を施した．

リンパ球増殖反応

OVAをウシ胎仔血清入りRPMI-1640培地で400μg/mL

に調整し，96-wellプレートに100μLずつ加えた．これ

に１ウェルにつき5×106 cells/mLに調整した細胞浮遊

液を100μL加えた．抗マウスCD3刺激の場合は，プレ

ートに抗マウスCD3 mAb（2μg/mL）を固相化し細胞

を加えた．それらを５％ CO2，37℃の条件下で72時間

培養し，培養終了の2 0時間前に [ 3H ] T h y m i d i n e

deoxyribose（[3H]TdR）（0.5μCi/10μL）を入れた．培

養終了後，細胞培養液をセルハーベスター（Packard

Instrument Co. Inc.）を用いてガラスフィルター上に

吸着させ，DNAに取り込まれた[3H]TdRの放射活性を

マトリックスベータカウンター（Packard Instrument

Co. Inc.）で測定した．

IFN-γおよびIL-4産生

ウシ胎仔血清入りRPMI-1640培地で400μg/mLに調

整したOVA溶液250μLに1×107 cells/mLに調整した細

胞浮遊液250μLを加え，24-wellプレートにて３日間培

養を行った．抗マウスCD3 mAbによる刺激では，ま

ずPBSにて2μg/mL に調整した抗マウスCD3 mAbを

300μLずつ24-wellプレートに入れ，４℃で一晩インキ

ュベートし固相化を行い，OVA刺激の場合と同様に細

胞を加えた．それらを５％ CO2，37℃の条件下で72時

間培養を行い，培養終了後，培養上清を回収し，

Mouse IFN-γおよびIL-4 ELISA kit（eBioscience）を

用いてIFN-γおよびIL-4産生量を測定した．

抗原特異的抗体産生

OVAまたはTNP-BSAをcoating bufferにて10μg/mL

に調整し，ELISAプレートに100μL/well入れ，４℃で

一晩インキュベートした．各ウェルを0.05% Tween 20

を含んだPBS溶液（PBS-T）で３回洗浄し，１％ BSA

を含むPBS-Tを200μL/well入れ，室温で２時間静置し，

ブロッキングを行った．３回洗浄した後，PBS-Tで段

階希釈した血清100μLをそれぞれウェルに入れ，室温

で２時間静置した．各ウェルを３回洗浄した後，１％

BSAを含むPBS-Tで1,000倍希釈したアルカリフォスフ

ァターゼ（AP）標識抗マウスIgG1，IgG2a，IgG2b，

IgGまたはIgMを100μL/well加え，室温で２時間静置

した．IgE測定では，１% BSAを含むPBS-Tで1,000倍

希釈したビオチン標識抗マウス I g E（B e c t o n

Dickinson Co.）を100μL/well加え，室温で１時間静

置した後，各ウェルを３回洗浄し，１％ BSAを含む

PBS-Tで3,000倍希釈したストレプトアビジン標識AP

を100μL/well加え１時間室温で静置した．各ウェルを

５回洗浄し，p-nitrophenyl phosphate（SIGMA）を

10%ジエタノールアミンバッファーに溶解した溶液

（1 mg/mL）を100μL/well加えて発色させた．その後

100μLの3 N NaOHで反応を止め，405 nmの波長にて

吸光度を測定した．
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樹状細胞（DC）の抗原提示機能　

樹状細胞はCD11cマイクロビーズ（Miltenyi Biotec）

を用い標識を行い，MACS LSカラムによってDCを単

離した．また，CD4+ T細胞は，DO11.10マウスの脾細

胞よりCD4+ T細胞単離キット（Miltenyi Biotec）を使

用して単離を行った．96-wellプレートにCD4+ T細胞

2×105 cells/50μLおよびDC 5×104 cells/50μLを入れ

た．刺激物としてウシ胎仔血清入りRPMI-1640培地で

2μg/mLに調製したOVA323-339ペプチド，400μg/mLに

調製したOVA，またはウシ胎仔血清入りRPMI-1640培

地100μLを入れ，5% CO2，37℃条件下で48時間培養し

た．培養終了の12時間前に[3H]TdR (0.5μCi/10μL) を

１ウェルにつき10μLずつ加え，CD4+ T細胞のDNA合

成を測定した．

CD4+CD25+ T細胞の細胞増殖抑制機能

CD4+CD25+ T細胞単離キット（Miltenyi Biotec）の

細胞精製プロトコールに基づき，MACS LDおよびMS

カラムを用いてCD4+CD25+ T細胞およびCD4+CD25－ T

細胞を単離した．コントロール群または20 mg/kg/day

genistein投与群から単離したCD4+CD25+ T細胞を96-

wellプレートに5×104 cells/50μL，2.5×104 cells/50μL，

1.25×104 cells/50μL，0.625×104 cells/50μL，0.3125×

104 cells/50μLまたは0 cells/50μL入れ，これにコント

ロール群より単離したCD4+CD25－ T細胞5×104 cells/50

μLおよびアクセサリー細胞を1×105 cells/100μLを加

えた．抗マウスCD3 mAbを含むウシ胎仔血清入り

RPMI-1640培地（10μg/mL）を10μL/well加え，５％

CO2，37℃の条件下で72時間培養した．培養終了の12

時間前に [3H]TdR (0.5μCi/10μL) を１ウェルにつき10

μLずつ入れた．

エストロゲンレセプター阻害剤投与

ICIをエタノールにて50 mMの濃度に溶解し，－20℃

で保存した．ICI投与日に，ICIストック溶液を60℃に

保温したコーン油と混合して6.5 mMの濃度に調整し，

これをマウス１匹当りに100μL皮下注射した．ICI非

投与群では，ICI投与群と等量のエタノールを含むコ

ーン油100μLを同様に皮下注射した．ICIおよびコン

トロール溶液の投与は４日毎に行った．

統計処理

データは全て平均値±標準偏差で示した．有意水準

の検定は，一元配置分散分析を行い，有意水準５％で

有意差が認められたものに対してScheffe testを行っ

た．検定はすべて StatView Version 5.0（ SAS

Institute Inc.）を用いて行った．

結　　　　果

抗原特異的T細胞応答に対するgenisteinの影響

OVA特異的なT細胞応答を観察すると，genistein投

与量依存的にリンパ球増殖反応が低下し，genistein

20 mg/kg/day投与群ではコントロール群と比較して

有意に低下した（P < 0.05）．一方，抗CD3 mAbで刺激

を行い，T細胞応答を観察した場合，genisteinの投与

による増殖反応の低下は認められなかった（Fig. 1）．

OVA特異的なT細胞によるサイトカイン産生を測定し

たところ，１型ヘルパーT細胞が産生するIFN-γ，２

型ヘルパーT細胞が産生するIL-4の両者において，

genisteinの投与量依存的にサイトカイン産生量が低下

する傾向が見られた（Fig. 2）．IFN-γ産生においては

genistein 20 mg/kg/day投与群でコントロール群と比

較して有意に低下した（P< 0.05）．一方，抗CD3 mAb

で刺激を行った場合はIFN-γ，IL-4ともgenisteinの投

与による産生抑制は認められず，IL-4に関しては，逆

に産生量の増加が認められた（P <0.05）．

抗原特異的B細胞応答に対するgenisteinの影響

genistein投与マウスにおけるOVA特異的なIgG1，

IgG2a，IgG2bおよびIgE量を測定した（Fig. 3）．コン

トロール群と比較して，genistein 4 mg/kg/dayおよび

20 mg/kg/day投与群では，IgG1の産生量が有意に低

下し（それぞれP < 0.05，P < 0.01)，IgG2a，IgG2bの

産生量も低下する傾向が見られた．一方，IgEについ

てはgenistein投与による影響が認められなかった．

Fig. 1. Proliferative response of splenocytes upon
stimulation with OVA in BALB/c mice
administered with genistein. Spleen cells were
stimulated with OVA or plate-bound anti-CD3
mAb.  After 48 hr incubation, DNA synthesis
was determined by measuring incorporated 3H-
TdR.  The values are means ± SD.  *P <0.05
compared with the control.
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胸腺非依存性抗原（TI）に対する特異抗体に対する

genisteinの影響　

genistein投与群におけるOVA特異的抗体産生低下

（Fig. 3）の原因が，genisteinによる抗原特異的T細胞

の分化誘導抑制に伴うものなのか，またはgenisteinが

B細胞に直接的に作用したことによるのかを明らかに

する目的で，TI抗原であるTNP-Ficollで免疫を施し，

genistein投与マウスにおけるTNP特異的抗体産生を測

定した（Fig. 4）．IgM，IgGの両者ともgenistein投与

開始日を０日として，14日においてgenistein投与群で

産生量が上昇し，25日に低下したが，OVA特異的抗体

産生低下が認められた35日においては３群間で差が認

められなかった．これより，genisteinはB細胞に直接

的に作用して抗体産生を抑制していないことが示唆さ

れた．

DCに対するgenisteinの影響

抗原特異的T細胞の誘導において，最初に，抗原提

示細胞によるT細胞への抗原提示が起こる．そこで

genistein投与による抗原提示細胞の機能への影響につ

いて検討を行った．g e n i s t e i n投与および非投与

BALB/cマウスから単離したDCを，DO11.10マウスか

ら単離したCD4+ T細胞と共にOVA323-339またはOVA存

在下で48時間培養し，[3H]TdRの細胞への取り込みを

測定した．また，genisteinがDCのプロセッシングの

過程に影響を及ぼしているかを明らかにする目的で

OVA323-339およびOVAを加えて培養を行ったが，どちら

の刺激においても３群間でCD4+ T細胞の活性化に伴

う[3H]TdRの細胞への取り込みに差が認められなかっ

た（Fig. 5）．

CD4+CD25+ T細胞に対するgenisteinの影響

genisteinが抑制性T細胞であるCD4+CD25+ T細胞機

能に及ぼす影響について検討を行った．28日間20

mg/kg/day genisteinを投与したBALB/cマウスの脾臓

より単離したCD4+CD25+ T細胞，CD4+CD25－ T細胞

の割合をフローサイトメトリーによって解析したが，

いずれの細胞群においてもgenistein投与群とコントロ

ール群で有意な差は認められなかった（data not

shown）．さらに，コントロール群またはgenistein投

与群から単離したCD4+CD25+ T細胞を，コントロール

群より単離したCD4+CD25－ T細胞，アクセサリー細

胞および抗CD3 mAbと共に培養し，リンパ球増殖反

応を測定した．genistein投与群とコントロール群の両
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Fig. 2. Cytokine productions from splenocytes in BALB/c mice administered with genistein.  Spleen cells were
stimulated with OVA or plate-bound anti-CD3 mAb.  After 48 hr, supernatants were collected and contents
of IFN-γand IL-4 were determined by ELISA as described in the Materials and Methods.  The values are
means ± SD.  *P< 0.05 compared with the control.
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determined by measuring incorporated 3H-TdR.
The values are means ± SD of triplicate
observation.  *P <0.05 and **P < 0.01 compared
with the control.

者において加えるCD4+CD25+ T細胞量の数に依存して

増殖反応が低下したが，２群間で差は認められなかっ

た（Fig. 6）．

genisteinの抗原特異的免疫誘導におけるエストロゲ

ンレセプター阻害剤の影響

genisteinは構造がエストロゲンに類似していること

から，各細胞に対する作用にはERの関与が考えられ

る．そこで，ICI投与マウスにおける抗原特異的T細胞

の分化誘導を観察し，ERに対するgenisteinの作用を

検討した．genistein 0 mg/kg/day・ICI非投与群と比

較してgenistein 0 mg/kg/day・ICI投与群における増

殖反応が有意に低下した（P < 0.05）ことから，内因

性エストロゲンはOVA特異的なT細胞誘導の維持に関

わっていることが推察された（Fig. 7）．genistein 20

mg/kg/day・ICI投与群でも増殖反応が低下したが，

低下の程度はgenistein 0 mg/kg/day・ICI投与群とほ

ぼ変わらないことから，genisteinがERに結合し，エ

ストロゲンに対して拮抗的に働いたことが推察され

た．

考　　　　察

本研究では，ヒトが摂取しうるgenistein量における

免疫機能への影響をマウスで検討するために，genistein

投与量を4および20 mg/kg/dayに設定した．日本人の

推定上の大豆イソフラボン摂取量は27.8 mg/day

（genistein 13.48 mg/day）と算定されている15)．また，

大豆ベースの乳児食を与えられた乳児は 6～ 1 1

mg/kg/dayの大豆イソフラボンを摂取している計算に

なり16)，大豆ベースの乳児食を与えられた乳児では，

細胞性および液性免疫低下が示唆されている13)．卵巣

摘出マウスに8 mg/kgのgenistienを注射し経時的に血

中genistein濃度を測定したところ，投与２時間後まで，

大豆ベースの乳児食を与えられたヒト乳児と同程度の

濃度を維持していた13)．本研究は，健常なヒトにおけ

るgenisteinの免疫機能への影響をマウスの系で観察す

ることを目的とするため，卵巣摘出は行わなかった．

Yellayiらは，genisteinの皮下投与を行ったスカシガ

イヘモシアニン（KLH）免疫マウスにおいて，KLH特

異的IgG産生が低下したことを報告している13)．また，

２型コラーゲンを免疫し関節炎を誘導したマウスに

genisteinを投与すると，誘導される関節炎の軽減およ

び２型コラーゲンに対する自己抗体レベルが低下する14)

という報告もある．これらの報告より抗原特異的抗体

産生に対してgenisteinが抑制的な作用を及ぼすことが

示されている．しかしながら，T細胞応答を含めた抗

体産生に至るgenisteinの作用機序については十分には
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要　　　　約

大豆イソフラボンには，骨粗鬆症予防，乳がんおよび前立腺がんの発症抑制等の効果があるとさ

れ，大豆イソフラボンを含む健康食品の開発が進んでいる．大豆イソフラボンの中でもgenisteinと

その誘導体は，大豆中の含有量が高く，また生理活性が強い．genisteinの免疫機能への影響および

その詳細なメカニズムついては不明な点が多い．そのため本研究ではgenisteinの抗原特異的免疫応

答およびその機序について検討を行った．genisteinを35日間経口投与した卵白アルブミン（OVA）

免疫BALB/cマウスの脾細胞を用いて，OVA刺激によるリンパ球増殖反応およびサイトカイン産生

（IFN-γ，IL-4）を測定したところ，いずれもgenisteinの投与量依存的に低下した．一方，抗CD3

mAb刺激ではこれらの低下は認められなかった．これより，genisteinは直接的にT細胞機能を低下

させるのではなく，抗原特異的T細胞の分化誘導を抑制することが示唆された．また，OVA特異的

IgG2aおよびIgG1産生も同様にgenistein投与群で低下した．しかしながら胸腺非依存性抗原免疫マ

ウスにおいては特異抗体産生にgenistein投与による影響が認められなかった．そのためgenistein投

与によるOVA特異的抗体産生低下はgenisteinがB細胞に直接作用したのではなく，OVA特異的T細

胞の分化誘導の抑制が関与していることが示唆された．さらに抗原特異的T細胞の誘導に関わる細

胞群である樹状細胞およびCD4+CD25+ T細胞機能について検討したが，それら細胞にはgenisteinの

影響が認められなかった．エストロゲンレセプター阻害剤をOVA免疫マウスに投与するとgenistein

投与マウスと同様に抗原特異的T細胞の誘導が抑制され，両者を投与したマウスでもその反応抑制

の程度は同程度であった．そのためgenisteinの特異免疫誘導抑制はエストロゲンと拮抗的に作用す

ることが関与していることが示唆された．

解明されていない．そこで本研究ではgenisteinが抗原

特異的応答に及ぼす影響およびそのメカニズムの検討

を行った．

最初に，抗原特異的T細胞およびB細胞応答に対す

るgenisteinの影響を検討した．OVA存在下におけるリ

ンパ球増殖反応（Fig. 1）およびサイトカイン産生

（IL-4 およびIFN-γ）（Fig. 2）はgenisteinの投与量依存

的に低下した．一方，抗CD3 mAb存在下においては

低下が認められなかった．これより，genisteinは直接

的にT細胞機能を低下させるのではなく，抗原特異的

T細胞の分化誘導を抑制することが示唆された．

次に，genistein投与群におけるOVA特異的抗体産生

低下が，genisteinによる抗原特異的T細胞の分化誘導

抑制に伴うものなのか，またはgenisteinがB細胞に直

接的に作用したことによるのかを明らかにする目的

で，抗体産生にT細胞の補助作用が必要ないTI抗原

（TNP）で免疫し，TNP特異的抗体産生を測定した．

その結果，TNP特異的抗体産生には影響が認められな

かったため，genisteinはB細胞に直接的に作用してい

ないことが示唆された（Fig. 4）．これより，in vivoに

おいて，genisteinの投与により，T細胞からのサイト

カイン産生が低下し，それに伴い，抗体産生も低下す

ることが示唆された．

genisteinの各細胞に対する作用としては，構造がエ

ストロゲンに類似していることからERを介したエス

トロゲン様作用，エストロゲンとの拮抗作用，そして

チロシンキナーゼ阻害作用が考えられる．ICIはERαお

よびERβに結合するエストロゲンアンタゴニストであ

る17)．そこでICI投与下における抗原特異的T細胞の分

化誘導を観察することによって，genisteinのERに対

する作用について検討を行った．その結果，まず明ら

かになったのは，ICI投与マウスでは特異免疫の誘導

が著しく抑制されており，エストロゲンは抗原特異的

なT細胞誘導の維持に関与していることであった．

genistein投与マウスにおけるT細胞応答はICI投与マウ

スと同程度であり，両者の投与によってもICIまたは

genistein投与による抑制を増強させる影響が認められ

なかったことより，genisteinは免疫細胞上のERにお

いて，エストロゲンと拮抗的に作用することが示唆さ

れた（Fig. 7）．17β-ヒドロキシステロイド脱水素酵素

はエストロゲンの代謝に関与する酵素であるが，

genisteinはこの酵素活性の抑制作用をもつ18)．また

genisteinは，活性化エストロゲンを減らす性ホルモン

結合グロブリンの産生を刺激する19)．genisteinのこれ

らの作用によって活性化エストロゲンレベルが低下し

た結果，エストロゲンによる抗原特異的なT細胞誘導

維持能が低下したという可能性も考えられる．
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