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１．研究の目的と背景

　近年、食品分野において急速に進行する高齢化社会への
対応が急務とされている。当研究グループではこれまで 
に、各種食品産業用酵素製剤を用いて高齢者を対象とした
新規大豆加工食品の開発を試みてきた。その過程で、酵素
モルシンで豆腐を処理すると、モルシン中のβ-グルコシ
ダーゼにより、大豆イソフラボンが体内に吸収されにくい
配糖体型から吸収されやすいアグリコン型に変換され、イ
ソフラボンアグリコンが増加することを見出した1）。
　大豆イソフラボンは女性ホルモンであるエストロゲン様
の生理作用を持っており2）、その摂取は骨粗鬆症の予防3）

や乳がんなどの発生抑制4）に有用であると言われている。
食品中に含まれる大豆イソフラボンは配糖体型で存在し
ているものが多く5）、腸内で産生されるβ-グルコシダー
ゼによりアグリコン型に変換され体内に吸収される6-8）が、
このβ-グルコシダーゼの産生には個人差があるため9）、
イソフラボンアグリコンとして摂取する方が望ましい。
　本研究では、モルシン処理した豆腐（モルシン処理豆腐）
がイソフラボンアグリコンを多く含有することに着目し、
その機能性について検討を行うため、抗酸化活性の測定や
乳がん細胞への影響を検討した。本研究によりモルシン処
理豆腐の機能性が明らかになれば、他の大豆食品への応用
が考えられ、女性高齢者向けの新規大豆食品の開発が期待
される。

２．研究の方法

（１）モルシン処理豆腐の作製
　食品用酵素製剤としてモルシン F（キッコーマン株式
会社）を使用した。モルシン処理豆腐の作製には、市販
の絹ごし豆腐（さとの雪食品株式会社）、食塩（財団法
人塩事業センター）を使用した。モルシン処理豆腐は、
Nishinoaki らの方法1）に従って作製した。モルシンの代わ
りに蒸留水を使用して同様に作製したものを、コントロー
ル豆腐とした。

（２）イソフラボンの抽出
　Nishinoaki らの方法1）に従って、モルシン処理豆腐およ
びコントロール豆腐よりイソフラボンの抽出を行った［抽
出イソフラボン（M）および抽出イソフラボン（C）］。
　（１）で作製した豆腐を凍結乾燥したもの 10 mg に 90％
メタノール／ 0.5％酢酸溶液を加えてイソフラボンを抽出

し、70％メタノール 1 ml に溶解した。

（３）抗酸化活性の測定
　SOD Assay Kit-WST（株式会社同人化学研究所）のプ
ロトコルに従って、イソフラボンの抗酸化活性を測定し 
た。イソフラボンは、標準物質として配糖体型のダイジ 
ン、ゲニスチン（共に和光純薬工業株式会社）と、アグリ
コン型のダイゼイン、ゲニステイン（共に和光純薬工業株
式会社）をそれぞれメタノールに溶解し、抽出したイソフ
ラボンと共に抗酸化活性を測定した。

（４）細胞培養
　乳がん細胞は、ヒト乳がん細胞 MCF7（ATCC Number:  
HTB-22）を使用し、35 mm の細胞培養ディッシュ（Nunc）
中で培養を行った。培地は、DMEM 培地（SIGMA）に
10％牛胎児血清（FBS）（invitrogen）を加えたものを使
用した。

（５）イソフラボンのMCF7への影響
　抽出したイソフラボン 20 µl を培地中に添加して培養を
行い、MCF7 の増殖能を検討した。標準物質のダイゼイ
ンとゲニステインについても、それぞれ 1 µM と 100 µM
となるよう培地中に添加して培養を行った。DMEM 培地
中のフェノールレッドには弱いエストロゲン様の作用があ
るため、イソフラボン添加後はフェノールレッド除去培地
DMEM（SIGMA）に換え、FBS は活性炭（チャコール）
処理されたホルモンフリーの cFBS（invitrogen）を使用
した。DMEM に 10％ cFBS と L-Glutamin（SIGMA）を
加えた培地にイソフラボンを添加し、3 日間培養を行った。
培養後 0 日目、1 日目、2 日目、3 日目に細胞数をカウン
トし、それぞれのサンプルについて、グルタチオン測定 
キット（Northwest Life Science Specialities, LLC）のプ
ロトコルに従って、細胞内の抗酸化活性を測定した。細胞
中のタンパク質や酵素はグルタチオン測定に影響を与える
可能性があるため、サンプルは全て除タンパク処理を行っ
た。

３．研究の実施経過

（１）イソフラボンの抗酸化活性の測定
　ダイジン、ゲニスチン、ダイゼイン、ゲニステインおよ
び抽出したイソフラボンについて抗酸化活性を測定した
が、いずれにおいても明らかな活性は認められなかった
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（データ示さず）。

（２）イソフラボンのMCF-7 への影響
　MCF7 にダイゼイン、ゲニステインおよび抽出したイ
ソフラボンを添加し、3 日間培養を行った結果、ゲニステ
イン 1000 µM では培養 1 日目から、ダイゼイン 100 µM

では培養 2 日目から MCF7 の増殖能が低下した。抽出イ
ソフラボン（M）はイソフラボンを添加せずに培養を行っ
たもの（コントロール）と差が見られなかった（図 1）。
　MCF7 の細胞内のグルタチオン濃度は、抽出イソフラ
ボン（M）とコントロールに差が見られなかった（データ
示さず）。

図 1　イソフラボンの MCF7 への影響

４．研究から得た結論と今後の課題

　本研究では、標準物質のダイジン、ゲニスチン、ダイゼ
イン、ゲニステインの抗酸化活性が見られなかった。これ
については、今回の測定法が適切ではなかった可能性があ
るが、抗酸化活性の測定法は多種多様あるため、今後は標
準物質における抗酸化活性の測定法を確立したうえで、抽
出したイソフラボンについて測定を行いたいと考えてい
る。
　MCF7 への影響については、モルシン処理豆腐より抽
出したイソフラボンを添加したものとコントロールとで
は、細胞増殖能とグルタチオン濃度に差が見られなかった。
大豆イソフラボンが MCF7 に与える影響を検討した研究
では、その濃度に幅があり、今回の条件では明らかな影響
が見られなかった可能性があるので、添加量などを詳細に
検討したい。細胞内グルタチオンの測定においては、今後、
培養条件や測定方法の検討を行う予定である。
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