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ABSTRACT

The soy isofl avone 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 daidzein and equol on the antigen-specific immune 
responses in ovalbumin (OVA)-immunized BALB/c mice. Groups of mice were 
exposed to the vehicle, daidzein or equol by gavage. The doses of soy isofl avones 
used were 4 and 20 mg/kg body/d. OVA‒specifi c proliferative responses, IFN-γ 
and IL-4 productions were compared to those in control mice. OVA-specific IgE 
productions were increased in 20 mg/kg equol administered mice. IL-13 production 
in mice administered with 20 mg/kg equol was signifi cantly increased. Therefore, 
the mechanism for the elevation of the level of IgE by equol is responsible for the 
increment of IL-13 production by T cells. Soy Protein Research, Japan 12, 142-148, 
2009.
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大豆イソフラボン成分の免疫調節作用に関する研究

酒井　徹＊・中本真理子・府録咲奈・廣田優子・首藤恵美

徳島大学大学院ヘルスバイオサイエンス研究部

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，
ゲニステイン，ダイゼイン，グリシテインの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
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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．

ゲニステイン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．
ゲニステイン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，エクオールや
ダイゼインといった他の大豆イソフラボンが免疫機能
に及ぼす影響については不明な点が多い．そこで本研
究ではエクオールおよびダイゼインが抗原特異的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．

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ダイゼインまたはエクオール
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
したダイゼインまたはエクオール溶液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．イソフラ
ボン投与開始日を０日として，７日および21日に卵白
アルブミン（OVA）による免疫を施した．
リンパ球増殖反応

OVAを牛胎仔血清入り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20時間前に[3H]Thymidine 
deoxyribose（[3H]TdR）（1μCi/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，IL-4およびIL-13産生

牛胎仔血清入り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，IL-4およびIL-13 ELISA kit

（eBioscience）を用いてそれぞれのサイトカイン産生
量を測定した．
抗原特異的抗体産生

OVAをcoating buff er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又はIgG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IgE（Becton 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．
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Scheff e 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

脾臓重量対するダイゼインおよびエクオールの影響
ダイゼインおよびエクオール投与マウスにおける臓

器重量の測定を行った．体重に関しては，イソフラボ
ン投与群と非投与群との間に有意な差を認めず，また，
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群と非投与群との間に差を認められなかった（Fig. 3）．
抗原特異的抗体産生に対するダイゼインおよびエク
オールの影響

抗原特異的B細胞応答に対する影響を検討するため
に，OVA特異的IgG，IgG1，IgG2aおよびIgE抗体を
測定した．OVA特異的IgG，IgG1，IgG2aに関しては，
コントロール群，ダイゼイン投与群およびエクオール
投与群の間で有意な差を認めなかった．しかしながら，
OVA特異的IgE抗体は，20 mg/kgエクオール投与マ
ウスで有意に高値を示した（Fig. 4）．
IL-13産生に対するダイゼインおよびエクオールの影響

20 mg/kgのエクオール投与を行ったマウスでは，抗
原特異的IgE抗体レベルの上昇が認められた（Fig. 4）．

脾臓重量および体重100 g当たりの脾臓重量について
も統計的に有意な差を認めなかった（Fig. 1）．
抗原特異的T細胞応答に対するダイゼインおよびエク
オールの影響

OVA特異的なT細胞応答を観察すると，統計的な
有意差は認められないものの，エクオール投与群で量
依存的にリンパ球増殖反応が高くなる傾向が認められ
た．一方，抗CD3 mAbで刺激を行い，T細胞応答を
観察した場合，エクオールの投与による増殖反応の増
強は認められなかった（Fig. 2）．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，大豆イソフラボン投与
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Fig. 1. Body and sleen weight in BALB/c mice administered with daidzein or equol. The values are means±SD. 
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IL-4は，IgE産生を誘導するサイトカインであるが，
OVA特異的IL-4産生量は，20 mg/kgのエクオール投
与群とコントロール群で差を認めなかった（Fig. 3）．
そのため，IL-4以外にIgEのクラススイッチに関わる
サイトカインであるIL-13についてELISA法を用いて
測定を行った．20 mg/kgのエクオール投与を行った
マウスでは，OVA特異的IL-13産生がコントロールマ
ウスに比べ統計的に有意に上昇していた（Fig. 5）．

考  察

大豆イソフラボンと免疫機能に関する研究は，こ
れまでゲニステインを中心として行われてきている．
Yellayiらは，ゲニステイン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）．

50

100

150

200

250

500

1,000

1,500

2,000

2,500

3,000

3,500

4,000

4,500

IF
N
-γ
(p
g/
m
L)

IL
-4
 (p
g/
m
L)

CD3OVAMedium

CD3OVAMedium

Control

Daidzein 4 mg

Daidzein 20 mg

Equol 4 mg

Equol 20 mg

Control

Daidzein 4 mg

Daidzein 20 mg

Equol 4 mg

Equol 20 mg

0

0

Fig. 3. Cytokine productions from splenocytes in BALB/c mice administered with daidzein or equol. Spleen cells 
were stimulated with OVA or plate-bound anti-CD3 mAb. After 72 hr, supernatants were collected and 
contents of IFN-γ and IL-4 were determined by ELISA as described in the Materials and Methods. The 
values are means±SD. 
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また，２型コラーゲンを免疫し関節炎を誘導したマウ
スにゲニステインを投与すると，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．我々も，ゲニステイン
の免疫調節作用について検討を行い，抗原特異的T細
胞の誘導抑制15），T細胞からのサイトカイン産生の増
強16），抗炎症作用17）があることを明らかにしてきた．
一方，ゲニステイン以外の大豆イソフラボンが免疫機
能に及ぼす影響に関する研究は数が少なく，またその
メカニズムについての報告は皆無である．そのため，
本研究では，ダイゼインおよびエクオールが抗原特異
的免疫誘導に与える影響について検討を行った．

OVA免疫BALB/cマウスに，ダイゼインおよびエク
オールの投与を行い，OVA特異的T細胞機能を解析し

た結果，OVA特異的リンパ球増殖反応およびIFN-γ
/IL-4産生に対しては，これら大豆イソフラボンは影
響しないことが明らかとなった（Fig. 2およびFig. 3）．
20 mg/kgゲニステイン投与マウスでは，OVA特異的
リンパ球増殖反応やサイトカイン産生が著しく低下す
ることから15），これらイソフラボンは構造的に類似し
ているものの免疫細胞に対する作用は異なることが示
された．ゲニステインは，チロシンキナーゼやトポイ
ソメラーゼII阻害活性を有することが知られており，
免疫誘導抑制はこれら酵素阻害作用が関与しているも
のと思われる．

抗原特異的B細胞応答に対する影響を検討するため
に，OVA特異的IgG，IgG1，IgG2aおよびIgE抗体を
測定した．するとOVA特異的IgE抗体が，20 mg/kg
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要　　　　約

大豆イソフラボンはこれまでの研究で，骨粗鬆症，心血管疾患および悪性腫瘍の発症を抑制する
作用があることが明らかになっている．また，免疫系に対する大豆イソフラボンの作用としては主
としてゲニステインで解析が進められており，腫瘍増殖抑制，抗原特異的免疫応答の抑制，さらに
抗アレルギー作用があることが動物モデルで証明されている．今回は，免疫に対する影響が解析さ
れていないエクオールおよびダイゼインが免疫機能にどのように影響を及ぼすのか，卵白アルブミ
ン（OVA）免疫マウスモデルを用い検討を行った．OVA特異的IgE抗体に関しては，エクオール
投与群はコントロール群に比べ高値を示し，統計的にも有意な差が観察された．また，IgE産生を
司るサイトカインであるIL-13産生もエクオール投与群で高値を示した．これまでの報告で，ゲニ
ステインは抗原特異的抗体産生および増殖反応を抑制することが報告されている．今回の結果より
エクオールは抗原特異的IgE抗体産生を上昇させる作用を有することが明らかとなり，ゲニステイ
ンとは異なる免疫調節作用があることが示された．

エクオール投与マウスで有意に高値を示した（Fig. 4）．
IgE抗体は，Th2細胞から産生されるサイトカインに
より産生が増強することが知られている．まずTh/
Th2分化誘導を観察する目的で，IFN-γ/IL-4産生を測
定したが，エクオール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）．In vitroにおいて
エクオールがIL-4産生を増強させる報告があり，その
メカニズムは転写因子であるAP-1のDNA結合能の上
昇であった18）．我々は，OVA特異的T細胞レセプター
遺伝子導入マウスであるDO11.10マウスの脾細胞をin 
vitroにおいてOVAで刺激を行い，そこにエクオール
を添加しIL-4の産生を測定したが，IL-4産生の増加は
認められなかった（data not shown）．エクオールの
IL-4産生増強作用を示した研究では，T細胞株である
EL-4細胞をPMAで刺激した非生理的実験系で行って
おり，これらの差異がIL-4産生に及ぼす結果が異なっ
たことと関連していると思われる．IL-4産生において，
エクオール投与で差を認めなかったため，IgEクラス
スイッチに関するサイトカインであるIL-13について
検討を行ったところ，20 mg/kgエクオール投与群は
コントロール群に比べ有意に高い産生が認められた

（Fig. 5）．IgG1抗体は，IgE抗体と同様，Th2細胞によ
り産生が高まる抗体サブクラスである．今回の我々の
結果では，エクオールは，抗原特異的IgE抗体産生は
高めるが，抗原特異的IgG1抗体の産生は高めなかった．
IL-13遺伝子欠損マウスでは，抗原特異的IgE抗体レベ
ルの著しい低下が認められるが，IgG1抗体には影響が

認められないことが報告されている19）．そのため，エ
クオール投与で抗原特異的IgE抗体レベルの上昇が認
められたのは，IL-13依存性のメカニズムであること
が示唆された．
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Spleen cells were stimulated with OVA 
or plate-bound anti-CD3 mAb. After 72 hr, 
supernatants were collected and contents of 
IL-13 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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