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がんカヘキシーによる筋萎縮に対するイソフラボンの効果
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ABSTRACT

Proinflammatory cytokines produced by tumor contribute to a progression of 
muscle wasting. We have previously reported that isofl avones, such as genistein 
and daidzein, prevent the tumor necrosis factor-α-induced muscle atrophy in 
C2C12 myotubes. In this study, we examined the effect of dietary flavonoids 
on the wasting of muscle caused by cachexia. LLC (1 x 106) cells were injected 
subcutaneously into the right thighs of C57BL/6 mice. Mice continued to receive 
normal and isofl avone diet containing 0.4% soyafl avone HG until the termination of 
the experiment. The wet weight and cross sectional area in hindlimb muscles were 
examined at 3 weeks after tumor-bearing. There were no significant differences 
between normal and isofl avone diet in the intake of food and body weight. The wet 
weight in skeletal muscle of tumor-bearing mice signifi cantly decreased, compared 
with that of vehicle injected mice. The isoflavone diet prevented the reduction 
of muscle wet weight and myofi ber size. Therefore, dietary isofl avones suppress 
muscle wasting in tumor-bearing mice. Soy Protein Research, Japan 18, 226-230, 2015.
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がんカヘキシーは筋肉や脂肪組織量の減少を特徴と
した体重減少を生ずる栄養不良状態であり，栄養補充
のみでは改善されない複雑な病態である．がんカヘキ
シーの原因としては，主に，がん細胞から分泌される
液性因子などが挙げられる．しかしながら未だ不明な
点が多い．近年の研究において，がん細胞を移植した
マウスの骨格筋では腫瘍の成長に従い筋重量が減少す
ることが報告されている1）．がん細胞による筋萎縮で
は筋たん白質合成の低下と筋たん白質分解の亢進が認
められ，特に，筋たん白質分解には骨格筋特異的なユ
ビキチンリガーゼであるAtrogin-1/MAFbxとmuscle 
RING fi nger 1（MuRF1）が関与する．実際に，結腸
がん（C26）細胞やルイス肺がん（LLC）細胞の移植
はマウス骨格筋内でAtrogin-1やMuRF1の発現を上昇
させることから2, 3），がんカヘキシーによる筋萎縮では
ユビキチンプロテアソーム依存性のたん白質分解経路
が重要な役割をしていることが示唆されている．
がんカヘキシー患者の血中では炎症性サイトカイン
が上昇することが知られており，慢性的な炎症状態が
がんカヘキシーによる筋萎縮の原因の一つであると考
えられている4）．TNF（tumor necrosis factor）-αな
どの炎症性サイトカインはNFκBやFoxo4などの転写
因子を介して，Atrogin-1やMuRF1の発現を誘導する．
以前の我々の結果において，大豆由来イソフラボンは
脱アセチル化酵素であるSIRT1の発現やAMPキナー
ゼを介してSIRT1活性化に間接的に作用し，TNF-αに
よって誘導されるMuRF1の転写活性や筋管萎縮を抑
制することを報告した5）．さらに，大豆イソフラボン
摂取群では坐骨神経切除による筋萎縮に対して抵抗性
を示した6）．したがって，大豆イソフラボンを含む食
事は筋萎縮予防の手掛かりとなりうる．しかしながら，
がんカヘキシーによる筋萎縮に対する大豆イソフラボ
ンの予防効果については研究されていない．
本研究では，大豆イソフラボンのがんカヘキシーに
よる筋萎縮予防効果をマウス筋萎縮モデルを用いて検
討した．

方 法

動物実験
7週齢，C57/BL6系雄マウスは24±1℃，午前6時か
ら午後6時までを明期として飼育した．実験動物の取
り扱いは長崎大学実験動物取り扱い指針に則して行っ
た．マウスは普通食を1週間自由摂取させた後，筋萎
縮モデルを模倣した．その間，普通食群と粗精製大豆
イソフラボン（ソヤフラボンHG，不二製油）を重量

比0.4%で配合した飼料を給餌させた群に分け，それぞ
れの試験食を3週間自由摂取させた．

がんカヘキシーモデル
マウス由来LLC細胞は37℃，5% CO2の条件下で，

増殖培地［100μg/mLストレプトマイシン，100 U/
mLペニシリン，10% 牛胎児血清（FBS）を含む
Dulbecco's modifi ed Eagle's medium（DMEM）］ で
培養した．培養細胞はトリプシンにて剥離し，Hanks' 
Balanced Salt solution （HBSS）に懸濁させた．1x106

個のLLC細胞は1週間の予備飼育を行ったマウス右脚
の大腿筋近傍の皮下に移植した．一方，コントロール
群はHBSSをマウス右脚の大腿筋近傍の皮下に投与さ
れた．投与後，マウスは4群（普通食コントロール群: 
NC; 普通食がん細胞移植群：NT；大豆イソフラボン
食コントロール群：SC；大豆イソフラボン食がん細
胞移植群：ST）に分け，3週間の飼育を行った後，直
ちに後肢の前脛骨筋，腓腹筋を採取した．湿重量を
測定し，体重当りの筋湿重量を算出した．このとき，
NCの平均筋湿重量を100%とした．

蛍光染色法
マウスから前脛骨筋を取り出し，すぐにイソペン

タンと液体窒素を用いて急冷した．クリオスタット
の庫内を－20℃に下げ，薄切（3μm）し，スライ
ドグラスに付着させた．室温で風乾し，PBSで洗浄
後，冷アセトンで固定した．固定後，PBSで洗浄し
た．このスライドグラスを湿箱に並べ，5%精製ミル
クカゼイン（雪印乳業）を含むPBSにて，室温で1時
間反応させた．次に1次抗体としてRabbit polyclonal 
anti-Laminin抗 体（abcam），Mouse monoclonal anti-
Myosin（FAST）抗体（SIGMA-ALDRICH）と4℃で
一晩反応させた．2次抗体として抗rabbit IgG Alexa 
568（Molecular Probes）， 抗mouse IgG Alexa 488
（Molecular Probes）と室温で1時間反応させた．核染
色はHoechestと室温で10分間反応させた．その後，蛍
光退色防止剤（Dako）で封入し，カバーグラスをか
けて顕微鏡下で観察した．

筋線維面積の計測
結果は全て，BIOREVO BZ-9000（Keyence, Osaka, 

JAPAN）蛍光顕微鏡で撮影したものをBZ-II analyzing 
supplicationソフトウェアを用いて処理した．
前脛骨筋の断面は倍率×20で撮影し，少なくとも

250個の筋横断面積を測定した．
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結果と考察

我々は以前の研究において，大豆イソフラボン摂取
群では坐骨神経切除による筋萎縮に対して抵抗性を示
すことを報告している6）．そこで，大豆イソフラボン
ががんカヘキシーによる筋萎縮においても効果的かど
うか検討した．飼育期間のマウスの1日当たりの摂食
量はそれぞれNC, 2.5±0.5 g  ; NT, 2.7±0.3 g ; SC, 2.8
±0.1 g ; ST, 2.7±0.1 gであった．一方，飼育期間終了
時の体重はNC, 22.3±0.9 g ; NT, 23.6±1.8 g ; SC, 23.0
±0.5 g ; ST, 23.2±1.1 gであった．以前の研究と同様，
大豆イソフラボン摂取群と普通食摂取群の体重増加お
よび摂食量における変化は認められなかった．
3週間のがん細胞移植により，腫瘍重量は普通食群，
大豆イソフラボン摂取群において，それぞれ1.40±0.53 
g，1.57±0.29 gであった．普通食群において，がん細
胞を移植することにより，腓腹筋湿重量がおよそ85%
まで減少した．一方，大豆イソフラボン摂取群では，
普通食群と比較して，筋重量の減少はおよそ98%まで
に留まり，がん細胞移植による筋萎縮に対して抵抗性
を示した（Fig. 1）．がんカヘキシーによる筋萎縮は
TNF-αなどのがん細胞由来液性因子を介して引き起
こされることが知られている．同様に，TNF-αは速
筋優位に萎縮が起こる老化による筋萎縮の原因の一つ
とされている．より詳細な形態学的観察を行うために
速筋優位の筋肉である前脛骨筋を用いて，速筋型ミオ
シンの免疫染色を行った．普通食群において，がん細
胞を移植することにより，筋線維の萎縮が認められた．
それらの面積はそれぞれNC, 2123.5±959.2μm ; NT, 
1268.5±550.5μmであり，およそ60%筋線維面積が減
少した（Fig. 2）．一方，大豆イソフラボン摂取群にお
ける筋線維面積は，SC, 1899.1±801.4μm; ST, 1537.8
±707.8μmであり，コントロール群と比較してがん細
胞移植群では81%の減少であった（Fig. 2）．筋湿重量
の変化同様，筋線維面積においても大豆イソフラボン
摂取群ではがんカヘキシーによる筋萎縮に対して抵抗
性を示すことが示唆された．
TNF-αによって誘導されるAtrogin-1の発現はMAP
キナーゼファミリー（p38, ERK1/2, JNK）の活性化
によって引き起こされる7）．実際に，膵臓のβ細胞に
おいて，大豆イソフラボンの成分であるゲニステイン
の抗炎症効果はERKシグナル経路の抑制を介して引き
起こされることが報告されている8）．我々もまた，大
豆イソフラボンを摂取したマウスの骨格筋では，がん
細胞の移植によって誘導されるERKのリン酸化を抑制
することを見出しつつある．したがって，大豆イソフ

ラボン摂取による筋萎縮予防効果は骨格筋中のERKシ
グナル抑制を介して引き起こされた可能性が示唆され
る．しかしながら，大豆イソフラボンは他の経路にも
作用する可能性があるため，さらに詳細な検討が必要
である．

Fig. 1. Effect of dietary soy isoflavone on tumor-
induced decrease in muscle wet weight. 
Isoflavone diet or normal diet was given to 
mice for 3 weeks after tumor-bearing (TB) or 
Hanks' Balanced Salt solution (HBSS) injection 
(Vehi). Wet weight of gastrocnemius muscle 
was measured. Data are mean ± SD (n=6). ＊p 
<0.05, compared with HBSS injected muscle of 
mice fed the normal diet.
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Fig. 2. Eff ect of dietary soy isofl avone on tumor-induced decrease in muscle cross-sectional area. Isofl avone diet 
or normal diet was given to mice for 3 weeks after tumor-bearing (TB) or Hanks' Balanced Salt solution 
(HBSS) injection (Vehi). (A) Sections (3-μm thickness) of tibialis anterior (TA) muscle from NC, NT, SC 
and ST groups were immunostained with anti-myosin heavy chain fast-type (green) and anti-laminin 
(red) antibodies and Hoechst 33342 (blue). The overlay shows in Fig. 2A. (B) The distributions of cross-
sectional areas indicate the average area of the myofi bers in the section. NC, HBSS injected mice fed 
normal diet; NT, tumor-bearing mice fed normal diet; SC, HBSS injected mice fed isofl avone diet; ST, 
tumor-bearing mice fed isofl avone diet.
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要　　　　約

がんカヘキシーによる筋萎縮はがん細胞由来液性因子を介して引き起こされることが知られてい
る．これまでの我々の研究において，TNF-αなどの炎症性の液性因子が筋管細胞に作用し，たん
白質分解の律速酵素であるユビキチンリガーゼの発現を増大せることを報告している．また，大豆
イソフラボン摂取群では坐骨神経切除による筋萎縮に対して抵抗性を示した．したがって，液性因
子を介した筋萎縮に対しても大豆イソフラボンが効果的である可能性が示唆される．本研究では，
これまで我々が得た結果を基に，大豆由来イソフラボンのがんカヘキシーによる筋萎縮予防効果を
検討した．
がんカヘキシーモデルは，1×106個のルイス肺がん細胞を移植し，筋萎縮を模倣した．移植後，

マウスに普通食もしくは，粗精製大豆イソフラボン（ソヤフラボンHG，不二製油）重量比0.4%で
配合した飼料（イソフラボン食群）を与えた．3週間後に解剖し，筋重量，筋線維横断面積の測定
を行った．
普通食群とイソフラボン食群では共に，がん細胞移植を行っても摂食量や体重に差はみられな
かった．普通食群ではがんカヘキシーマウスにおいて，萎縮筋で観察される筋重量の減少や筋線維
面積の縮小が認められた．これに対して，イソフラボン食群ではがんカヘキシーによる筋重量や筋
線維面積の減少に対して完全ではないが抵抗性を示した．以上の結果より，食事性の大豆イソフラ
ボン摂取はがんカヘキシーによる筋萎縮予防につながりうることが考えられた．
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