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Ⅰ．諸言

　ポリフェノールの中でも大豆などに含まれて
いるダイゼインは、エストロゲン様作用1）、ス
テロイドホルモン合成酵素の3㌼-ヒドロキシス
テロイドデヒドロゲナーゼ（HSD）の抑制作用2）、
薬物代謝酵素であるチトクロームP450に対す
る阻害作用3）など様々な作用が報告されている。
コレステロール合成の抑制作用については、脂
質代謝に関わる核内レセプターであるPPARα、
PPARγおよび脂質合成に関わるLiver X receptor

（LXR）αの活性化作用、脂質合成転写因子で
あるSREBP-1cに対する抑制作用4）、HMG-CoA

レダクターゼ阻害作用5）などが報告されており、

高コレステロール血症を伴う脂質異常症の治療
の一助として期待できる食品である。しかしな
がら、コレステロール合成の上流に位置する
HMG-CoAレダクターゼの阻害に注目した食品
や薬物（スタチン系薬物）に関する報告は多く
存在するが、HMG-CoAよりさらに下流に位置
するコレステロール合成経路に作用する物質の
報告例は少ない。そのため、コレステロール合
成経路の下流を抑制する物質とスタチン系薬物
の併用は、相乗的なコレステロール合成抑制効
果が期待できる。
　コレステロール合成経路の下流は、スクアレ
ンからラノステロールが合成され、ラノステロ
ールからラソステロールあるいはデスモステロ
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ールを経由する2つの経路により、コレステロ
ールが合成される6）。そこで、本研究では、コ
レステロール合成の下流に位置するスクアレン
からコレステロールまでの合成経路に対するダ
イゼインの効果を検討した。

Ⅱ．方法と材料

1．試薬
　コレステロール合成前駆体の標準品のうち、
スクアレンは和光純薬工業社（大阪）製を用い、
7-デヒドロコレステロール、デスモステロール、
ラソステロールおよびコレステロールはシグマ
-アルドリッチ社（セントルイス、MO）製を用
いた。内部標準物質（Internal Standard, I.S.）で
ある5α-コレスタンは和光純薬工業社製を、ダ
イゼインはLKT Laboratories社（セントポール、
MN）製をそれぞれ用いた。トリメチルシリル
誘導体化剤であるTri-Sil HTP Reagent {ヘキサメ
チルジシラザン（HMDS） : トリメチルクロロ
シラン（TMCS） : ピリジン = 2 : 1 : 10} は
Thermo Fisher Scientific社（ウォルサム、MA）
製を用いた。細胞破砕用のジルコニアビーズ（直
径 0.5 mm）はトミー精工社（東京）製を用いた。

2．  HepG2細胞を用いたコレステロール合成系
に対するイソフラボンの作用

　ヒト肝がん由来のHepG2細胞を100 mmディ
ッシュ中に1×106 cells /10 mLとなるように播種
し、10% FBSを含むDMEM培地を用いて6時間
前培養後、10% LPDS含有DMEM培地に交換す
ることで、コレステロール合成を亢進させる細
胞培養系を作製した。この細胞培養系に、ダイ
ゼインのDMSO溶液（5、10、25、50 µmol/L）
を加え、40時間培養後、細胞サンプルを得た。
また、コレステロールに対する作用については、
ダイゼインを添加し72時間培養後、細胞サンプ
ルを得た。細胞サンプルは、trypsin-EDTA処理
を行って回収し、細胞数を計測した。なお、ダ
イゼインの濃度は、Cell counting kit-8 （同仁化
学研究所、熊本）を用いて、細胞毒性の認めら
れない （生存率90%以上） 濃度を評価に用いた。

3．  細胞サンプル中のコレステロール前駆体の
GC-MS定量

　細胞サンプル（2×106個）に、メタノール2 

mLおよびジルコニアビーズ0.9 gを加え、室温
で5分間振とうし、細胞を破砕した。そこに、
内標準物質（I.S.）である5α-コレスタン250 ng

を溶解したメタノール3 mLおよび10 mol/L水酸
化カリウムの2 mLを加え、室温で1時間攪拌し、
けん化を行った。その後、50%リン酸を加えて
中和し、水5 mLおよびn-ヘキサン10 mLを加え、
室温で5分間振とうして溶媒抽出を2回行った。
n-ヘキサン層を窒素気流下で溶媒を乾固させ、
Tri-Sil HTP Reagentを70 µL加え、60℃、30分、
窒素雰囲気下でトリメチルシリル誘導体化を行
った7）。窒素気流下で溶媒を乾固させ、n-ヘキ
サン100 µLで再溶解してGC-MS定量した。コ
レステロール定量ではさらに10倍希釈して
GC-MS定量した。なお、GC-MSの条件は以下
に示した。
　キャピラリーカラム: DB-5MS（30 m×0.25 

mm, 0.25 µm thickness）、キャリアーガス : 

Helium（1 mL/min）、カラム温度 : 180℃（1 

min）→20℃ /min→250℃→5℃ /min → 280℃
→3℃ /min→300℃（12 min）、注入口温度 : 230

℃、イオン源温度 : 250℃、インターフェース
温度 : 250℃、注入量 : 1 µL、検出モード : 

Selected Ion Monitoring （SIM）、GC-MS装 置 : 

shimadzu QP5050A

4．細胞からの添加回収率の検討
　HepG2細胞にコレステロール合成前駆体標準
品（50, 150, 300, 500 ng）あるいはコレステロ
ール標準品（1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25.0 µg）を、
添加あるいは無添加した細胞サンプルを調整
し、3.と同様の前処理後、GC-MS測定し、検量
線を作成した。そして、TMS誘導体化のみの
コレステロール合成前駆体およびコレステロー
ル標準品と上記に示した細胞サンプル濃度を比
較し、添加回収率を求めた。

5．統計学的分析
　ダイゼインの添加濃度とコレステロールおよ
びコレステロール合成前駆体の濃度について、
Excel 2013を用いて一次元配置分散分析および
sutudent t-testを行い、p < 0.05を統計学的有意と
した。
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Ⅲ．結果

　スクアレン、5α-コレスタン（I.S.）、コレス
テロール、7-デヒドロコレステロール、デスモ
ステロールおよびラソステロールは、それぞれ
保持時間が11.82 min、12.53 min、15.72 min、
16.74 min、16.67 minおよび17.02 minに検出さ
れ、これらはすべて良好に分離できた。さらに、
3～ 10 µg/mLの範囲において濃度とピーク面
積の相関係数は0.997～ 0.999、添加回収率は、
100±2.8 %（スクアレン, n = 3）、103.7±3.2 %（コ
レステロール, n = 3）、100.2±1.9 %（7-デヒド
ロコレステロール, n = 3）、99.9±0.9 %（デス
モステロール, n = 3）および100.2±3.7 %（ラ
ソステロール, n = 3）と良好な回収率が得られ
た。また、培養培地にLPDSを用いる培養条件
を検討したところ、培養時間が36～ 48時間で、
デスモステロールおよびラソステロールの増加
が確認でき、72時間でコレステロールの増加が
確認できたため、コレステロール合成前駆体の
評価は培養時間を40時間、コレステロールの評
価には72時間として評価した。
　この方法を用いて、ダイゼインによる作用を
検討したところ、コレステロール合成前駆体の
測定結果は、スクアレンについては、コントロ
ール（12.28 ± 10.64 µg / 106cells）に対して100 

～ 115 % と、大きな変化は認められなかった。
また、7-デヒドロコレステロールおよびラソス
テロールについては、ダイゼインの終濃度50 

µmol/Lにおいて、有意差が認められた｛7-デヒ
ドロコレステロールF（4,10） = 46.27, p < 0.05、
ラソステロールF（4,10） = 6.50, p < 0.05, n = 3｝
もののコントロール（ 7-デヒドロコレステロ
ール 0.46 ± 0.12 µg / 106cells、ラソステロール 

2.99 ± 0.76 µg / 106cells）と比べそれぞれ138 ± 

4.8 %、131 ± 7.8 % と大きな増減ではなかった。
一方、デスモステロール（コントロール 0.35 

± 0.10 µg / 106cells）については、ダイゼイン
終濃度25, 50µmol/Lにおいて、125 ± 13.9 % （ n 

= 3 ）、217 ± 14.5 % （ n = 3 ）と、濃度依存的
な顕著な増加 ｛F（4,10） = 46.27, p < 0.05, n = 3｝
が認められた。コレステロールについては、ダ
イゼイン終濃度25 , 50 µmol/Lにおいて、一次
元配置分散分析においては有意差が認められな
かったが、Student t testにおいて p < 0.05となり、

コントロール（ 372.94 ± 88.16 µg / 106cells ）
と比べ82 ± 10.3 % （ n = 3 ）と、微減傾向であ
ることが示された （Fig. 1）。

Ⅳ．考察

　ヒト肝がん由来HepG2細胞にLPDS含有培地
で培養することにより、コレステロール合成経
路が亢進される評価系を用いてダイゼインを評
価したところ、デスモステロール量が増加し、
コレステロール量の微減が認められた。
　これまでに、ダイゼインにおいて3β

-hydoroxysteroid dehydrogenase （ 3β-HSD ）、
CYP3A4、HMG-CoAレダクターゼなどの生体
内酵素の抑制作用が多数報告2），3），5）されており、
本研究でも酵素抑制作用が推察され、中でもデ
スモステロールからコレステロールの生合成に
関与しているDHCR24の酵素抑制作用が推察さ
れた （Fig. 2）。今回の実験だけでは酵素抑制作
用を直接証明できていないが、DHCR24のみの
酵素阻害剤｛N, N-dimetyl-3β-hydroxycholenamide、
（3S, 20S）-20-（methyl-carbamoyl）-pregn-7-en-3

β-yl｝において、デスモステロールのみが蓄
積し、チモステロールおよび7-デヒドロデスモ
ステロールの大きな変化は認められていないこ
とが報告されている8）ことから、ダイゼインも
これらと同様にDHCR24の抑制と考えられる。
また、DHCR24の基質であるラノステロール、
チモステロール、5α-Cholesta-7, 24-dien-3β-ol

およびデスモステロールにおいて、Kcat（Vmax/

Km）がそれぞれ0.0033、0.0201、0.0586および
0.0180と報告9）されており、その中でも5α

-Cholesta-7, 24-dien-3β-ol のKcatが高く、酵素反
応が他に比べて17.8倍（ラノステロールを1と
して）高いことが報告9）されている。そのため、
ラノステロールからラソステロール、7-デヒド
ロコレステロールを通る経路（Fig.2 右）が、
迅速に反応し、DHCR24の抑制効果においては、
デスモステロールが中心に蓄積されることが考
えられる。また、ダイゼインを含むイソフラボ
ンには、スタチン系薬物に代表されるコレステ
ロール合成阻害薬と同様のHMG-CoAレダクタ
ーゼの阻害が報告5）されており、本研究によっ
て新たにコレステロール合成経路の下流に位置
するDHCR24酵素阻害作用が認められた。した
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Fig. 1 Effect of Daidzein on the levels of cholesterol 

precursors and cholesterol produced by HepG2 

cells.

 A  Squalene

     （12.28 ± 10.64 µg / 10
6
cells for control）

 B  7-dehydrocholesterol

     （0.46 ± 0.12 µg / 10
6
cells for control）

 C  Desmosterol

     （0.35 ± 0.10 µg / 10
6
cells for control）

 D  Lathosterol

     （2.99 ± 0.76 µg / 10
6
cells for control）

 E  Cholesterol

     （372.94 ± 88.16 µg / 10
6
cells for control）

 Concentrat ion(%)means the value of each 

compounds in the absence of Daidzein represents 

as 100%.

 *: p < 0.05, One-way ANOVA

 **: p < 0.05, Student t test



－ 151 －

生物試料分析　Vol. 41, No 3 (2018)

がって、この阻害作用はスタチン系薬物との併
用により、相乗的なコレステロール合成抑制作
用が得られると思われる。また、ダイゼイン自
身にもHMG-CoAレダクターゼ阻害作用がある
ので5）、コレステロール合成経路に対する相乗
的効果も期待できると思われる。
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