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大豆成分の抗アレルギー性発現に関与する標的分子に関する研究
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ABSTRACT

Genistein and daidzein are polyphenolic isoflavones contained in soy protein and intestinal
bacteria metabolize daidzein to equol.  We previously reported that isoflavones and equol
suppress the expression of the high-affinity IgE receptor FcεRI in human basophilic cells.
In this study, we examined what molecules are involved in the suppressive effect of
isoflavones and equol on FcεRI expression.  Isoflavones are structurally similar to estrogen
and generally bind to estrogen receptors (ERs) with high affinity.  To assess whether the
suppressive effect of isoflavones and equol on FcεRI expression is mediated by ERs, we
investigated the effect of 17β-estradiol (E2) on the cell surface expression of FcεRI.  We
found that E2 did not affect the FcεRI expression.  Moreover, the suppressive effect of
isoflavones and equol on the FcεRI expression was not inhibited by pre-treatment with
ERs antagonist ICI 182780.  On the other hand, we have reported that the FcεRI
expression is negatively regulated by the PPARγ ligand, prostaglandin D2 metabolite 15
deoxy-Δ12, 14 prostaglandin J2 (15d-PGJ2).  In addition, it has been reported that some
flavonoids including genistein exhibited weak peroxisome proliferator-activated receptor
γ (PPARγ) agonist activities.  To explore whether the effect of isoflavones and equol are
mediated by PPARγ, RNA interference-mediated gene silencing was utilized to down-
regulate PPARγexpression.  The PPARγdown-regulation did not affect the suppressive
effect of isoflavones and equol on the cell surface expression of FcεRI.  These results
suggest that the suppressive effect of isoflavones and equol on FcεRI expression is not
mediated by either ERs or PPARγ. Soy Protein Research, Japan 10, 128-133, 2007.
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大豆イソフラボンであるgenistein，daidzeinおよび

その代謝産物であるequolに抗アレルギー作用（高親

和性IgE受容体FcεRI発現の抑制作用）を見出してき

たが，その作用は，これまでに我々が明らかにしてき

たFcεRI発現の抑制機序とは異なることから1)，FcεRI

の新たな発現抑制機構の存在が示唆された．

大豆イソフラボンおよび e q u o lは，生体内で

estrogen receptors（ERs，ERαおよびβ）に結合し，

生理機能を発揮することが知られている2, 3)．一方，

peroxisome proliferator-activated receptorγ（PPARγ）

の合成アゴニストがFcεRI発現を抑制すること4)や

genisteinがPPARγリガンド活性を有すること5)が報告

されている．

そこで本研究では，大豆イソフラボンの抗アレルギ

ー性発現に関与する生体内分子の解明を目的として，

大豆イソフラボンおよびequolのFcεRI発現抑制作用

におけるERsおよびPPARγの関与について検討した．

方　　　　法

細胞培養と試薬

ヒト好塩基球様細胞株KU812は５～10％牛胎児血清

（FBS）を含むRPMI 1640培地により，ヒト乳がん由

来細胞株MCF-7は10％FBSを含むDMEM培地により，

マウスマクロファージ様細胞株RAW264.7およびマウ

スメラノーマ細胞株B16は５％FBSを含むDMEM培地

により37℃，５％炭酸ガス加湿下で継代・維持した．

Genisteinおよびdaidzeinは，東京化成工業株式会社よ

り，equolはLC Laboratoriesより，17β-estradiol（E2）

はSigmaより，15 deoxy-Δ12, 14 prostaglandin J2（15d-

PGJ2）はCaymanより購入し，dimethylsulfoxide

（DMSO）に溶解した．ICI 182780はTocrisより購入し

エタノール（EtOH）に溶解した．

各種細胞のERα発現レベルの解析

MCF-7細胞，KU812細胞，RAW264.7細胞および

B16細胞の細胞溶解液をSDS-PAGEに供し，抗ERα抗

体を用いてERαを検出した．

高親和性IgE受容体FcεRI発現の測定

KU812細胞（３～５×105 cells/mL）を25μMの

genistein，daidzein，equol，1～1,000 nM のE2または

5μMの15d-PGJ2を添加した５％FBS含有RPMI 1640培

地で24時間培養した．また，イソフラボンおよび

equolのFcεRI発現抑制作用に及ぼすERsアンタゴニス

トの影響については，KU812細胞（３～５×10 5

cells/mL）を1μMのICI 182780あるいはその溶媒であ

るエタノールを添加した５％FBS含有RPMI 1640培地

で30分間インキュベート後，25μMのgenistein，

daidzein，equolを添加し24時間培養を行った．培養後，

細胞を回収し，抗FcεRIα鎖抗体を用いたフローサイ

トメトリー解析により細胞表面上に発現するFcεRIを

測定した．図中に示した数値は，コントロールのFcεRI

発現量を100%としたときの相対発現量として表した．

FcεRIα鎖たん白質発現レベルについては，イムノ

ブロット解析により検討を行った．細胞を25μMの

genistein，daidzein，equolもしくはその溶媒である

DMSOを添加した５％FCS含有RPMI 1640培地で24時

間培養を行った後，細胞溶解液をSDS-PAGEに供し，

抗FcεRIα鎖抗体を用いてFcεRIα鎖を検出した．

siRNAベクターおよびPPARγ発現抑制KU812細胞の

構築

PPARγ標的配列GTTTGAGTTTGCTGTGAAG6)を含

むsiRNAインサートのプライマーを作製し，アニーリ

ングしたsiRNAインサートをpsiRNA-hH1hygro G2ベ

クター（Invivogen）のAcc65 I/Hind III切断サイトに

挿入した．コントロールベクターは，PPARγ標的配列

およびKU812細胞の遺伝子と相同性を持たないスクラ

ンブル配列GCATATGTGCGTACCTAGCATを挿入し

たベクターを用いた．構築したsiRNA-PPARγおよび

コントロールベクターをエレクトロポーレーションに

よりKU812細胞へ導入し，hygromycin B（Roche）添

加培養により遺伝子導入細胞を選択した．細胞溶解液

をSDS-PAGEに供し，抗PPARγ抗体を用いてPPARγ

を検出し，siRNA-PPARγベクター導入細胞において

PPARγ発現が抑制されていることを確認した．

結果と考察

イソフラボンおよびequolのFcεRI発現抑制作用にお

けるERsの関与

ヒト好塩基球様細胞株KU812において，ERαの発現

が確認された（Fig. 1）．そこで，KU812細胞のFcεRI

細胞表面発現に及ぼすE2の影響を検討した結果，1

μMのE2においてFcεRI発現がコントロールに比べて

10％低下する程度で顕著なFcεRI発現抑制効果は認め

られなかった（Fig. 2A）．非妊娠時の血中エストロゲ

ン濃度は排卵期が最も高いが，数nM程度である．通

常，E2が1μM以上で血中に存在することは考えにく

く，E2は本実験条件においてはFcεRI発現を抑制しな

いことが示唆された．また，KU812細胞にERsアンタ

ゴニストICI 182780を作用させても，イソフラボンお

よびequolのFcεRI発現抑制効果はほとんど阻害され

なかった（Fig. 3）．これらの結果から，イソフラボン
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はERを介さない経路でFcεRI発現を抑制しているこ

とが示唆された．

イソフラボンおよびequolのFcεRI発現抑制作用にお

けるPPARγの関与

RNA干渉法によりPPARγ発現を抑制したKU812細

胞を構築し（Fig. 4A），PPARγリガンド15d-PGJ2の

FcεRI発現抑制効果に及ぼす影響をフローサイトメト

リー解析により検討した．その結果，15d-PGJ2のFcε

RI発現抑制効果はPPARγ発現を抑制した細胞におい

て阻害された（Fig. 4B）．次にこれら細胞株を用いて

イソフラボンおよびequolについても同様に検討した．

PPARγを低下させてもFcεRI発現抑制効果は阻害され

なかった（Fig. 5）．以上の結果より，イソフラボンお

よびequolのFcεRI発現抑制作用には，PPARγが関与

しないことが示唆された．

0

0.5

1

1.5

MCF-7

KU812
RAW264.7

B16

ERα

β-Actin

R
e
la

ti
v
e
 I
n

te
n

s
it

y
 

(E
R
α

/β
-a

c
ti

n
)

Fig. 1. ERα protein level in various cell lines.  Whole
cell extracts were analyzed by immunoblot
analysis with antibodies against ERα andβ-
actin.

Fig. 2. Effect of E2 on the cell surface expression of FcεRI.  KU812 cells were cultured with E2 (A), genistein (25
μM), daidzein (25μM) or equol (25μM) (B) for 24 h in 5% FBS-RPMI 1640 medium.  Cells were examined
by immunolabeling using the anti-FcεRIαchain antibody followed by staining with the FITC-conjugated
goat anti-mouse IgG antibody.  Mouse IgG2b antibody was used as the isotype-matched negative control.
Data acquisition was performed on a FACSCalibur flow cytometer.
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Fig. 3. Effect of isoflavones and equol on the cell surface expression of FcεRI in KU812 cells treated with ERs
antagonist.  KU812 cells were pre-incubated with ICI 182780 (1μM) in 5% FBS-RPMI 1640 medium for 30
min, After pre-incubation, cells were cultured with genistein (25μM), daidzein (25μM) or equol (25μM) in
5% FBS-RPMI 1640 medium for 24 h.  Flow cytometric analysis of FcεRI expression was done as described
for Fig. 2.

Fig. 4. Effect of 15d-PGJ2 on the FcεRI cell surface expression in KU812 cells stably transfected with siRNA-PPARγ.
KU812 cells were transfected with the constructed plasmid or control plasmid by electroporation.  Cell
lysates were fractionated by SDS-PAGE, and then immunoblotted using the PPARγ andβ-actin antibodies
(A).  Stable siRNA expressing cells were cultured with 15d-PGJ2 (5μM) for 24 h under 5% FBS-RPMI 1640
medium.  Flow cytometric analysis of FcεRI expression was done as described for Fig. 2 (B).
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Fig. 5. Effect of isoflavones and equol on the FcεRI expression in KU812 cells stably transfected with siRNA-PPARγ.
Stable siRNA expressing cells were cultured with genistein (25μM), daidzein (25μM) or equol (25μM) for 24 h
in 5% FBS-RPMI 1640 medium.  Flow cytometric analysis of FcεRI expression was done as described for Fig.
2 (A).  Cell lysates were fractionated by 10% SDS-PAGE, and then immunoblotted using the anti-FcεRIαand
β-actin antibodies (B).
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要　　　　約

本研究では，大豆イソフラボンおよびequolの高親和性IgE受容体FcεRI発現抑制作用に関与する

生体内分子の解明を目的として検討を行った．大豆イソフラボンおよびequolは，生体内で

estrogen receptors（ERs）に結合し，生理機能を発揮することが知られている．そこで，大豆イソ

フラボンおよびequolのFcεRI発現抑制作用におけるERsの関与についてERsアンタゴニストICI

182780を用いて検討した結果，大豆イソフラボンおよびequolのFcεRI発現抑制活性はICI 182780に

より阻害されなかった．これまでに，peroxisome proliferator-activated receptorγ（PPARγ）の合
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成アゴニストがFcεRI発現を抑制すること，また，genisteinはPPARγリガンド活性を有することが

報告されている．そこで，大豆イソフラボンの抑制作用におけるPPARγの関与を検討するために，

RNA干渉法によりPPARγの発現を特異的に抑制したKU812細胞を構築した．このPPARγノックダ

ウン細胞における大豆イソフラボンのFcεRI発現抑制作用について検討した結果，大豆イソフラボ

ンおよびequolのFcεRI発現抑制作用は，細胞表面およびFcεRIα鎖たん白質発現のいずれに対して

も観察された．以上の結果から，大豆イソフラボンおよびequolはFcεRI発現抑制作用にERsおよび

PPARγは関与せず，細胞内標的分子が他に存在する可能性が示唆された．


