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大豆イソフラボンによる新たながん免疫チェックポイント療法の開発
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ABSTRACT

In this study, we examined the effect of soy isoflavone genistein on cancer 
immunotherapy in mice. C57BL/6 were inoculated with B16F1 melanoma cells 
and treated with either genistein or anti-mouse PD-1 monoclonal antibody (mAb) 
or with both. Mice treated with genistein or anti-PD-1 mAb showed lower tumor 
growth in vivo . In contrast, the reduction of tumor growth by treatment with 
genistein or anti-PD-1 mAb was canceled in mice treated with genistein and anti-
PD-1 mAb. Flow cytometric analysis showed that frequencies of T cell receptor 
β+ CD4+ cell and T cell receptor β+ CD8+ in the tumor were the same between 
the 4 groups. The concentration of IFN-γ in mouse tumor treated genistein, 
anti-PD-1 mAb and both were smaller than those in control mouse tumor. A 
signifi cant diff erence in TNF-α concentration in tumors was not observed among 
the 4 groups. These results show that the treatment of soy isofl avone genistein is 
eff ective for tumor therapy but the combination with anti-PD-1 mAb attenuates the 
tumor therapy. Soy Protein Research, Japan 25, 93-99, 2022.
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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，
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）．

がんの主な治療法としては外科治療や放射線治療，
化学療法，免疫療法などがある．外科治療や放射線治
療，化学療法は手術などによって腫瘍を外科的に摘出
するなど腫瘍組織に直接作用する治療法であるのに対
し，がん免疫療法は免疫細胞を介した方法であり，自
身の免疫細胞を活性化させがん細胞に対する攻撃力を
高める治療法である．

PD-1は，T細胞の細胞死誘導時に発現が増強される
遺伝子として単離・同定された免疫グロブリンに属す
る膜たん白質である8, 9）．PD-1はリガンドであるPD-L1
と結合することによりT細胞の活性化を抑制すること
が明らかにされている10）．PD-1は様々な免疫細胞に発
現しており，PD-L1はがん細胞や感染細胞などに恒常
的に発現している11）．また，腫瘍の局所においてはキ
ラー T細胞およびナチュラルキラー細胞がPD-1を高発
現しており，抗腫瘍免疫応答の減弱の原因とされてい
る．このPD-1/PD-L1結合を阻害する抗PD-1抗体の投
与により，抗腫瘍免疫応答を増強できることが報告さ
れている11, 12）．

これまでの研究で，大豆イソフラボンの一種である
ゲニステインはB16メラノーマ肺転移のin vivoの実験
系において抗腫瘍作用が報告されている．臨床の場で
広く用いられているがん免疫チェック療法であるが，
未だ有効な効果が得られる例は限られているのが現状
である．現在，がん免疫チェック療法の効果を高める
併用療法の研究が行なわれている．本研究では，がん
免疫チェック療法に大豆イソフラボンであるゲニステ
インがどのように作用するのかメカニズムを含めて解
析を行なった．

実 験 方 法

試薬
ゲニステインは，東京化成工業より購入した．抗マ

ウスPD-1抗体を産生するハイブリドーマをICRヌード
マウスの腹腔に投与し腹水を採取した．抗体の精製は
カプリル酸とアンモニウム硫安法の組み合わせで行
なった．腹水の2倍量の0.06 Mの酢酸バッファー（pH 4）
を加え，塩酸にてpHを4.8に調整をした．その溶液に
腹水容量の3.3%のカプリル酸を攪拌しながら徐々に添
加し室温で30分間攪拌した．溶液を遠心（4℃，10,000 
g，30分）し，得られた上清はPBS溶液で透析を行なっ
た．抗体溶液に等量の飽和硫安溶液（pH 8）を加え30
分間攪拌後，遠心（10,000 g，20分）した．沈殿物は
PBSに懸濁し，PBS溶液にて透析を行なった．

実験デザイン
6週齢雌C57BL/6マウスを日本SLC社より購入した．

飼育は全て，温度25±2℃，湿度55±10%，明暗周期
12時間（明期 8:00 ～ 20:00）で行なった．マウスは実
験期間を通じspecifi c-pathogen-free環境下で飼育し，
食餌と飲水は自由摂取とした．マウスは，対象群，ゲ
ニステイン群，PD-1群およびゲニステイン群 + PD-1
群の4群にランダムに分けた．ゲニステインの投与は，
マウス1匹体重1 kg当たりゲニステイン50 mgをB16F1
腫瘍移入1週間前より毎日行なった．抗PD-1抗体投与
は，B16F1細胞移入17日後からマウス1匹当たり500μg
の抗マウスPD-1抗体を3日ごとに投与を行なった．腫
瘍の大きさは肉眼的に観察することが可能な時点より
経時的に測定を行なった．腫瘍の大きさは次式により
算出した［π/6×〔（腫瘍長径×腫瘍短径）0.5〕3］．

本研究は，徳島大学動物実験委員会によって承認さ
れたものである．

フローサイトメトリー解析
腫瘍組織約100 mgを計り，はさみで細かくきざみ

0.5%コラゲナーゼを含む10%牛血清添加RPM1 1640培
地中で攪拌しながら37℃で1時間インキュベートした．
攪拌細胞溶液を遠心したのち細胞をPBSにて2回洗浄
し，40%Percol溶液に縣濁し70%Percol溶液に重層を
行なった．1,800 rpmにて20分間遠心後，40%Percol溶
液と70%Percol溶液の中間層にある細胞を回収した．
細胞をPBSにて洗浄後1%牛血清を含むPBS溶液に懸
濁し，FITC標識抗マウスCD8 抗体，PE標識抗マウ
スCD4 抗体，PE/Cy5標識抗マウスCD45抗体および
APC標識抗マウスTCR-β抗体を添加し4℃で30分イ
ンキュベートした．染色細胞を洗浄後，Guava easy 
CyteおよびIncyteソフトウェア（メルクミリポア株式
会社）にて解析を行なった．
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IFN-γおよびTNF-α測定
腫瘍組織約100 mgを計り，テフロンホモジナイザー

にて組織を処理した．組織液を遠心分離後，上清を
回収しサイトカイン測定時まで－30℃にて保存した．
IFN-γおよびTNF-α測定はBioLegend社のIFN-γお
よびTNF-αELISAキットを用いて測定を行なった．

統計処理
データは，平均±標準偏差として示した．群間の統

計的有意差（＊P < 0.05）は，SPSSを用い一元配置分
析の後，多重比較検定Tukey HSDを用いた．P < 0.05
を統計的に有意であると判断した．

結 果

ゲニステインおよびPD-1抗体投与がB16F1腫瘍増殖
に対する作用

Fig. 1に示すプロトコールによりゲニステインおよ
びPD-1抗体投与を行なった．ゲニステインまたは抗
PD-1抗体の投与により腫瘍移植後23日および26日目に
おいて対照群と比べ腫瘍の体積の縮小が認められた．
ゲニステインおよび抗PD-1抗体の両者を投与した群に
おいては腫瘍移植後23日目には統計学的に有意な腫瘍
増殖の抑制が認められたが，26日目には対処群との間
に差を認めなかった（Fig. 2およびFig. 3）．腫瘍の重
量を測定したところ，4群間に統計学的な有意な差を
認めなかったが，腫瘍の体積と同様な傾向が認められ
た（Fig. 4）．

ゲニステインおよびPD-1抗体投与と腫瘍内免疫細胞
浸潤

抗腫瘍作用を発揮するのは白血球を中心とした免疫
細胞である．フローサイトメトリー法を用いて腫瘍
内に浸潤する免疫細胞の種類について解析を行なっ
た．腫瘍内に浸潤した白血球のほとんどはT細胞レセ
プターを発現した細胞群であった．それら細胞群にお
いてヘルパー T細胞のマーカーとしてCD4分子，細胞
傷害性T細胞のマーカーとしてCD8分子の発現を解析Fig. 1. Experimental protocol in this study.

Fig. 2. Eff ect of genistein and anti-PD-1 mAb treatment on B16F1 melanoma cells in C57BL/6 mice. Tumor-
inoculated C57BL/6 mice were given either genistein, anti-PD-1 mAb or genistein plus anti-PD-1 mAb. 
Tumor growth was investigated and data were shown in individual mice.
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Fig. 3. Effect of genistein and anti -PD-1 mAb 
treatment on B16F1 melanoma cells in 
C57BL/6 mice. Tumor-inoculated C57BL/6 
mice were given either genistein, anti-PD-1 
mAb or genistein plus anti-PD-1 mAb. The 
data were shown as mean ± SD. P  < 0.05 
compared with the control.
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Fig. 5. Percentages of TCR-β+CD4+ cells and TCR-β+CD8+ cells in the tumor. Cells were purified from the 
tumor according to the "Materials and Methods" section. Representing flow cytometric profile (A). 
Percentages of TCR-β+CD4+ cells (B) and TCR-β+CD8+ cells (C) were analyzed using fl ow cytometry. 
Lymphocyte subsets were defi ned as CD45+ cells. The data were shown as mean ± SD.
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した．T細胞レセプター陽性細胞においてCD4または
CD8陽性細胞の割合は4群間で統計学的な有意な差を
認めなかった（Fig. 5）．

ゲニステインおよびPD-1抗体投与とIFN-γおよび
TNF-αサイトカイン

腫瘍傷害に関わる免疫細胞から産生される主要な
サイトカインとしてIFN-γおよびTNF-αが知られて
いる．腫瘍組織におけるIFN-γおよびTNF-α含量を
ELISA法にて測定を行なった．IFN-γに関しては対照
群が他の群に比べ最も高い値を示した．一方，TNF-
αに関しては，4群間で差を認めなかった（Fig. 6）．

.
考 察

本研究では，がん免疫チェック療法の一つである抗
PD-1抗体投与に大豆イソフラボンの一種であるゲニス
テインを組み合わせることによる影響を観察した．ゲ
ニステインおよび抗PD-1抗体の単独投与は抗腫瘍作用
を示した．ゲニステインおよび抗PD-1抗体の同時投与
も腫瘍移植23日目においては対照群と比べ腫瘍増殖が
有意に抑えられていたが，ゲニステインおよび抗PD-1
抗体による相加的な作用は認められなかった（Fig. 2
およびFig. 3）．これまでの報告で，B16F10メラノー
マ細胞を接種したマウスに20 mg/kgのゲニステイン
を投与する実験系では，ゲニステインの投与により有
意な腫瘍の増殖抑制が観察されており，その作用機序
としてはナチュラルキラー細胞および細胞傷害性T細
胞を介した細胞傷害性反応や，T細胞からのサイトカ
イン産生を高めることが示唆された13）．ゲニステイン
は抗腫瘍効果を有することが報告されているが，一方

で免疫反応を抑制することも報告されている．高濃
度のイソフラボンをマウスに投与すると胸腺におい
て成熟過程の分化段階であるCD4+CD8+細胞が著しく
減少し，胸腺の萎縮が起こるという報告である14）．胸
腺の萎縮に伴い成熟型の末梢Tリンパ球の減少，遅
延型過敏症反応の減弱といった機能性低下が起こる．
OVA免疫マウスにゲニステインを投与すると，OVA
特異的な増殖反応，サイトカイン産生（IFN-γおよび 
IL-4）および抗体産生が抑制される14, 15）．また，ゲニ
ステインは，チロシンキナーゼの阻害活性を有してい
るので16），細胞内シグナル経路を減弱させる可能性も
ある．

腫瘍内におけるリンパ球集団の解析をフローサイト
メトリー法にて行なったところ，ほとんどの細胞がT
細胞マーカーであるT細胞レセプターβ鎖を発現して
いた．また，CD4およびCD8分子の発現を解析したと
ころ，その発現比率に関しては4群間で差を認めなかっ
た（Fig. 5）．一般的にT細胞レセプターβ鎖は成熟型
T細胞が発現する分子であり，CD4またはCD8分子を
発現している．今回の解析では，CD4およびCD8陽性
の細胞割合は合わせて40%程度で，残りはCD4および
CD8を発現していない細胞群であり，細胞特性が解析
されていない細胞集団である．これらの知見は，新た
な抗腫瘍免疫機構の糸口となる発見かもしれない．

主要な抗腫瘍免疫を司るサイトカインとしてIFN-γ
およびTNF-αが知られている．今回，IFN-γおよび
TNF-αを測定したが，IFN-γに関しては対照群が最
も高いという結果が得られた（Fig. 6）．対照群では腫
瘍の大きさは最も大きく，免疫細胞が活発に働いてい
ることを反映した結果であることが推察される．

Fig. 6. The concentration of IFN-γ and TNF-α in the tumor. Tumor tissue was homogenized and centrifuged 
to remove debris. The concentration of IFN-γ(A) and TNF-α(B) were determined by ELISA methods. 
The data were shown as mean±SD. P < 0.05 compared with the control.
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文　　　　献

要　　　　約

大豆イソフラボンには，骨粗鬆症，乳がんおよび前立腺がんといったホルモン依存性のがん予防
作用があることが知られている．大豆イソフラボンの中でもゲニステインは，大豆中の含有量が高
く，また生理活性が強い．がんの新たな治療法としてがん免疫チェック療法が開発され，現在臨床
で広く用いられている．がん免疫チェック療法は，がん細胞から免疫細胞への抑制シグナルを抗体
により遮断するものであり，その効果を高める手法の開発に注目が集まっている．今回は，がん免
疫チェック療法の効果を高める手法としてゲニステインの効果を検証した．B16F1メラノーマを移
植したマウスに，ゲニステイン投与あるいは抗PD-1抗体を投与すると腫瘍増殖の抑制が認められた．
一方，両者の投与による相加的な影響は認められなかった．腫瘍内に浸潤する細胞群について検討
を行なったが，T細胞レセプター陽性のCD4およびCD8陽性細胞の割合はいずれの群においても統
計学的な有意差を認めなかった．腫瘍内におけるIFN-γ濃度は対照群で最も高く，ゲニステインあ
るいは抗PD-1抗体を投与した群で低値を示した．これらの結果は，ゲニステインあるいは抗PD-1
抗体の単独投与は抗腫瘍作用を示すが，両者の併用は相加的な作用を認めないことを示唆している．
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