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シクロオキシゲナーゼ阻害効果をもつ大豆イソフラボンの
がん細胞増殖への影響
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ABSTRACT

Cyclooxygenase (COX) is a rate limiting enzyme for the production of 
prostaglandins (PGs) and thromboxane from arachidonic acid.  The enzyme 
catalyzes both bisdioxygenation of arachidonic acid (cyclooxygenase activity) 
producing PGG2 and conversion of PGG2 to PGH2 (PG hydroperoxidase activity).  
There are two isoforms, COX-1 which is constitutively expressed and COX-2 which 
is inducible.  COX-1 plays an essential role in platelet aggregation, whereas COX-2 
is necessary for ovulation and implantation.  Both isoforms function coordinately in 
carcinogenesis and infl ammation.  Nonsteroidal anti-infl ammatory drugs contribute 
to a reduction in mortality from colorectal cancer in individuals. Isoflavones are 
major soybean fl avonoids showing various pharmacological eff ects. We previously 
showed that isoflavones inhibited the enzyme activities of COX isoforms and 
genistein inhibited COX-1 and COX-2 with IC50 values of 28μM and 110μM, 
respectively. We investigated inhibitory eff ects of genistein on the proliferation rate 
of the human colon carcinoma COLO320DM cells overexpressing COX-1 or COX-
2. Genistein suppressed the cell growth and the DNA synthesis rate in the COX-
expressing cells. Soy Protein Research, Japan 18, 221-225, 2015.
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脂質代謝酵素の1つであるシクロオキシゲナーゼ
（COX）は，アラキドン酸からプロスタグランジン
（PG）などの脂質メディエーターの産生に関わる酵素

である．COXはアラキドン酸に2分子の酸素を付加し
てPGG2を産生するシクロオキシゲナーゼ反応とPGG2
の15位のヒドロペルオキシドを還元してPGH2を産生
するPGヒドロペルオキシダーゼ反応の2つの反応を触
媒する酵素である1）．PGH2は臓器特異的な酵素により



222 大豆たん白質研究　Vol. 18（2015）

PGD2やPGE2などの種々のPG類へ変換され，様々な生
体機能を発揮する．COXにはCOX-1とCOX-2の2つの
アイソザイムが知られ，アミノ酸の相同性は約60%で
ある．COX-1はほとんどの細胞に恒常的に発現してい
る構成型酵素であり，血小板凝集や胃酸分泌抑制，腎
臓での利尿作用など生体内で必須の役割を果たすPG
の合成を行うと考えられている．一方，COX-2は炎症
部位やがん組織において発現が誘導され，炎症の亢
進やがん細胞の増殖促進に関わっていることが報告
されている2, 3）．しかしながら，近年，COX-1および
COX-2を欠損させたマウスやアイソザイム特異的阻害
剤を用いた研究より，COX-1とCOX-2の両者が炎症や
がんに関わることが明らかになってきた4）．アスピリ
ンやインドメタシンなどの非ステロイド系抗炎症薬
（NSAIDs）は，炎症性のPG産生を抑制し，その抗炎
症作用を表すことからCOXの阻害薬として知られて
いる．NSAIDsの長期使用により結腸直腸がんの死亡
率が減少することが疫学研究において明らかにされ，
その後の数多くの研究でCOXの阻害は大腸がんの進
展に抑制的に働くことが示されている5, 6）．そのため，
これらCOXを制御することで，炎症やがんの増悪化の
予防が期待される．
大豆および大豆に含まれる種々の成分の生理機能，
とくに健康維持あるいは増進に貢献する作用は多岐に
わたり，多くの生理活性が明らかにされている．フラ
ボノイドであるイソフラボン類の有効機能に関する
研究は多く，骨代謝との関係やエストロゲン様作用
などが注目されてきた7）．細胞増殖に対するイソフラ
ボン類の効果についてもいくつかの報告があり，チロ
シンキナーゼ阻害をはじめとして種々のメカニズムが
明らかになっている8）．イソフラボン類は，COX-2の
発現をmRNAおよびたん白質レベルで抑制し，さら
にPGE2受容体の発現抑制や，PGを不活化する15-ヒド
ロキシPGデヒドロゲナーゼのmRNA発現誘導により，
PGの産生を減少させることが報告されている9, 10）．し
かしながら，イソフラボン類がCOXの酵素活性に直接
的に作用し，細胞増殖に対する影響についてはほとん
ど研究されていない．我々は，これまでイソフラボン
類のCOX阻害効果について検討し，その中でゲニステ
インが最も強いCOX阻害効果を示すことを見出して
いる．そこで，本研究ではCOX阻害効果をもつイソフ
ラボンについて，COX-1あるいはCOX-2を安定的に発
現させたヒト大腸がん由来細胞を用いて，がん細胞の
増殖に対する影響を調べた．

方 法

細胞培養
安定かつ強力に発現誘導できるエロンゲーショ

ンファクター 1α（EF-1α）のプロモーターをもつ
pEF-BOSプラスミドのSapIサイトにネオマイシン
耐性遺伝子を導入し，XbaIサイトにヒトCOX-1ある
いはヒトCOX-2のcDNAを組み込んだ発現プラスミ
ドpBOSNeoCOX1とpBOSNeoCOX2を 用いた11）． ア
ラキドン酸代謝酵素を持たないヒト大腸がん細胞
COLO320DM細胞にこれらの発現プラスミドをリポ
フェクタミン（Invitrogen社）によりトランスフェク
ションした．1.5 mg/mLのジェネティシンでCOX発現
細胞をセレクションし，COXを過剰に発現した安定形
質発現COLO320DM細胞を得た．COLO320DM細胞は，
10%のウシ胎仔血清と100 U/mLのペニシリン，100
μg/mLのストレプトマイシンを含むRPMI1640培地を
基本培地として，5%CO2存在下で，37℃，100%水蒸
気中で培養した．継代はトリプシン溶液を用いて行っ
た．

MTTアッセイ
生細胞数を測定するために，3-（4,5-ジメチル-2-

チアゾリル）-2,5-ジフェニルテトラゾリウムブロ
ミド（MTT）が細胞内の解糖系脱水素酵素により
定量的に紫色のフォルマザンに変換されることを
利用したMTTアッセイを行った．COXを導入した
COLO320DM細胞を96ウェルプレートで一晩培養した
後，種々の濃度のゲニステインと一定時間培養した後，
培地を除去し，0.5 mg/mLのMTTを含むRPMI1640培
地を各ウェルに添加し，37℃で4時間インキュベート
した．その後，0.04 M HClを含むイソプロパノールを
各ウェルに添加し，細胞内に析出したフォルマザンを
溶解した．測定波長を570 nm，参照波長を630 nmと
してプレートリーダーで測定した．

BrdU取り込み試験
細胞の増殖速度を定量するために，ピリミジンア

ナログであるブロモデオキシウリジン（BrdU）の細
胞内でのDNAへの取り込みをBrdU Cell Proliferation 
Assay Kit（Exalpha Biological社）を用いて，DNA
合成速度を測定した．COXを導入したCOLO320DM
細胞を96ウェルプレートで一晩培養した後，種々の濃
度のゲニステインと3時間培養した．60μM BrdUを
各ウェルに添加し，37℃で1時間インキュベートした．
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その後，70%エタノールで細胞を固定し，抗BrdU抗
体とペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウスIgGを添加し，
細胞に取り込ませたBrdUを標識した．ペルオキシダー
ゼの基質としてテトラメチルベンジジンを添加し，発
色の強度をBrdUの取り込み量として，測定波長を450 
nm，参照波長を570 nmとしてプレートリーダーで測
定した．また，MTTアッセイで測定した生細胞数で
補正した．

結果と考察

イソフラボン類のCOX-1およびCOX-2阻害効果を検
討した結果，イソフラボン配糖体では阻害が見られな
かったが，イソフラボンアグリコンでは濃度依存的な
阻害効果が見られた．イソフラボンアグリコンの中
では，とくにゲニステインの阻害効果が強く，COX-1
に対するIC50は28μM，COX-2に対しては110μMであ
ることを見出している．そこで，本研究ではイソフラ
ボンの中でもとくにCOX阻害効果の高かったゲニス
テインに焦点を当てて，細胞増殖への影響を検討し
た．まず，ゲニステインを1 ～ 100μM含む培地中で
48時間まで培養したCOX-1あるいはCOX-2を発現した
COLO320DM細胞の細胞増殖についてMTTアッセイ
で調べた．COX-1ならびCOX-2発現細胞は10μMのゲ
ニステインと48時間培養すると，その細胞増殖は非
添加よりもわずかに低下した．一方，100μMのゲニ
ステインでは48時間の培養までほとんど増殖が認めら
れなかった（Fig. 1）．次に，ゲニステインを20 μM

と100μM含む培地中で3時間培養したCOX-1あるいは
COX-2を発現したCOLO320DM細胞のDNA合成速度
をBrdUの取り込み量にて定量した．100μMのゲニス
テイン存在下ではCOX-1発現細胞のDNA合成は，非
添加の細胞と比べて50%抑制された．一方，COX-2発
現細胞におけるDNA合成は20%抑制されたが，有意な
差は認められなかった（Fig. 2）．
COXは細胞増殖に関わる重要な分子の1つであり，

COX-1とCOX-2はいずれもがん細胞の増殖転移に促
進的に働いているという数多くの報告がある5, 6）．実
際，COX阻害剤であるインドメタシンがCOX発現細
胞の増殖を抑制することが報告されている11）．Wntは
Frizzled受容体に作用して，細胞内のβカテニン分解
を行うApc/Axin/GSK3β複合体の形成を抑制するこ
とによりβカテニンは核内へ移行し，TCF/LEFファ
ミリーの転写因子を活性化してサイクリンD1などの
細胞増殖に関わる遺伝子を活性化する．PGE2はEP2/
EP4に結合すると，Gsを介してアデニル酸シクラーゼ
を活性化し，cAMP産生を増加させ，プロテインキナー
ゼA（PKA）が活性化する．活性化されたPKAはグ
リコーゲン合成酵素キナーゼ3β（GSK3β）のリン酸
化を促進することで，Apc/Axin/GSK3β複合体形成
を阻害するか，PKAがβカテニンを直接リン酸化する
ことでユビキチン化を阻害することで，βカテニンの
安定化を向上させ，細胞増殖に寄与している可能性が
示唆されている12）．
COX-1とCOX-2の酵素活性に対するゲニステインの

阻害効果は，COX-1に選択的な傾向が見られ，今回の
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Fig. 1. Genistein inhibits cell growth of COLO320DM cells overexpressing COX-1 and COX-2.  COX-1 and COX-
2 cells were cultured in a 96-well plate at an initial density of 5 × 103 cells/well in the medium with 2% 
fetal bovine serum, and subjected to MTT assay.  The cells were cultured in the absence (circles) or 
presence of genistein (lozenges at 1μM, squares at 10μM and triangles at 100μM). Data represent mean 
± SEM (n=6).
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要　　　　約

シクロオキシゲナーゼ（COX）は，アラキドン酸からプロスタグランジンE2をはじめとした種々
の脂質メディエーターを産生する酵素である．COXにはCOX-1とCOX-2の2つのアイソザイムが知
られ，COX-1は生理機能維持に関わり，COX-2は炎症部位やがん組織で誘導され，これらの病態の
増悪化に関係していると考えられている．近年，COX-1あるいはCOX-2を欠損させたマウスやアイ
ソザイム特異的阻害剤を用いた研究より，COX-1とCOX-2の両者が炎症やがんの増悪化に関わるこ
とが明らかになってきた．これまでに我々は，イソフラボン類がCOXの酵素活性を阻害することを
見出し，その中でゲニステインが強いCOX阻害効果を持つことを明らかにしている．本研究では，
COX-1あるいはCOX-2を安定的に発現させたヒト大腸がん由来COLO320DM細胞を用いて，COX阻
害効果をもつゲニステインについてがん細胞増殖に対する影響を調べた．その結果，ゲニステイン
はCOX発現細胞の増殖を濃度依存的に阻害するとともに，COX-1発現細胞のDNA合成を抑制した．

BrdU取り込み試験によるDNA合成速度もCOX-1発現
細胞でDNA合成が低下した．COX-2選択的阻害薬に
より心血管疾患のリスクが高まることが知られてお
り，主にCOX-2から産生される血小板凝集抑制作用と
血管拡張作用を持つPGI2とCOX-1から産生される血小
板凝集作用と血管収縮作用もつトロンボキサンA2のバ
ランスが崩れることによって生じることが一因と考え
られている13, 14）．COX-2への選択性が高くないことは，
生体にとって安全性と薬理作用の両方に寄与できるか
もしれない．
以上のことから，イソフラボン類の中で，比較的強
いCOX阻害効果を持つゲニステインについて，COX
発現細胞の増殖を抑制することを見出した．ゲニステ
インによる細胞増殖抑制は，その一部でCOX阻害を介
して発揮されることが示唆された．
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Fig. 2. BrdU incorporation of COLO320DM cells 
overexpressing COX-1 and COX-2.  Five × 103 
cells in each well were incubated in a 96-well 
plate with BrdU at 37℃ for 1 h.  Results were 
normalized based on the numbers of viable 
cells which were simultaneously determined 
by the MTT assay.  Data represent Data 
represent mean ± SEM (n=3). ＊p<0.05 from 
the cells without genistein using one-way 
analysis of variance with Dunnet's post hoc 
test.
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