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研究成果の概要（和文）：　本研究では植物性機能物質の抗炎症作用に着目し、慢性炎症が原因となる生活習慣
病、特にロコモティブシンドロームとメタボリックシンドロームの同時予防を目指した。先ずは炎症制御により
分化が抑制される破骨細胞を対象として、in vitroの系で植物性機能物質のスクリーニングを行い、イソフラボ
ン代謝産物と含硫化合物の高い抗炎症作用を確認し、そのメカニズム解析と慢性炎症疾患モデルに対する影響も
検討した。また、メタボへの影響については、黒・褐色米抽出物を用いた試験で、その生理活性物質としてアン
トシアニン類及びその他の成分の関与を推測し、モデル動物でのPPARαの活性化を介した肝脂肪蓄積抑制効果を
確認した。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we focused on the anti-inflammatory effects of functional 
phytochemicals, and aimed at simultaneous prevention of lifestyle-related diseases caused by chronic
 inflammation, especially locomotive/metabolic syndromes. First, we screened anti-inflammatory 
effects of phytochemicals by using osteoclasts (OC) in vitro, since OC is activated in inflammatory 
condition. Equol enantiomers, isoflavone metabolites, and suforaphane, a sulfur-containing compound,
 were found as effective compounds for anti-osteoclastogenesis. We determined the detailed mechanism
 in OC, and examined the anti-inflammatory effects of those phytochemicals in chronic inflammatory 
disease modeled animals. Regarding anti-metabolic syndrome, we used black/brown rice extracts, which
 involved anthocyanins and other ingredients as physiological active substances. The extracts 
inhibited hepatic fat accumulation via activation of PPAR-alpha in obese and type II diabetes model 
mouse with high fat diet intake. 

研究分野： 食品機能学

キーワード： ファイトケミカル　ポリフェノール　含硫化合物　炎症制御　ロコモティブシンドローム　メタボリッ
クシンドローム　破骨細胞　シグナル伝達
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
平成 23 年厚生労働省国民生活基礎調査に

よると、要介護・要支援の第 1 位は運動器の
障害、即ちロコモティブシンドローム（ロコ
モ）である（2 位：脳血管疾患、3 位：認知
症）。ロコモの中で、骨粗鬆症による骨折、
特に大腿骨頸部を折った場合には寝たきり
になる確率が高く、長寿であっても QOL が著
しく低下する。また、脳血管疾患は、メタボ
リックシンドローム（メタボ）から引き起こ
される疾患であり、老後の健康寿命を長くす
るためには、この両シンドロームに共通した
病態、即ち炎症の関与を理解し、制御するこ
とが重要と考えた。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、抗炎症作用を有する既知の食

品因子である非栄養性機能物質のうち、大豆
由来の植物エストロゲンであるイソフラボ
ンおよびその代謝産物の equol、柑橘系フラ
ボノイドの hesperidin および nobiletin の
骨・脂質代謝に対する影響を、主として骨粗
鬆症、リューマチおよび糖尿病モデル動物を
用いて検討して来た 1-3)。そこで、本研究では、
非栄養性ではあるが、生体調節作用を有する
食品因子である植物性機能物質の炎症制御
機構を介した生活習慣病、特にロコモティブ
シンドローム(ロコモ)やメタボリックシン
ドローム(メタボ)予防・治療の可能性につい
て検討するため、骨破壊を進める破骨細胞前
駆細胞、脂肪前駆細胞分化に対する in vitro 
試験および炎症に関わる疾病モデル動物に
対する in vivo 試験を実施することを目的と
した。更に、細胞内標的タンパク質の同定、
細胞内伝達経路の解析を詳細に行い、効率的
な抗炎症作用を有し、ロコモとメタボを同時
に制御可能で安全性も高い成分の探索を試
みた。 
 

３．研究の方法 
(1) 平成 27 年度：炎症性骨破壊には、破骨
細胞(OC)の分化・活性化が強く関連しており、
植物性機能物質の抗炎症作用をスクリーニ
ングするため、各物質の OC 分化抑制作用を
指標とした。初代培養系骨髄細胞(BMC)、を
用い、用量を変化させ、植物性機能物質(大
豆イソフラボン代謝産物の鏡像異性体
((S)-equol 及び(R)-equol）、柑橘系フラボノ
イド(hesperetin, naringenin)、オリーブポ
リフェノール(oleuropein, hydroxytyrosol)、
アントシアニン類(delphinidin, cyanidin)、
含硫化合物(sulforaphane, sulforaphene, 
erucin)を添加した。各至適条件にて培養後、
細胞毒性試験により毒性のない濃度での OC
分化抑制状態の確認を行った。OC は酒石酸抵
抗性酸性 phosphatase(TRAP)染色により、OC
の数と TRAP 活性により評価した。 
各物質のスクリーニング後に抗炎症効果

の高い植物性機能物質を添加した OC(BMC か
ら分化)を用い、DNA マイクロアレイに供し、

網羅的な遺伝子発現変動解析を行った。また、
各細胞の RNA を抽出後、real time PCR(qPCR)
にて OC 分化誘導および炎症性応答遺伝子発
現変動を定量し、western blotting 法にて関
連タンパク質発現変動を解析し、各物質の抗
炎症作用を比較検討した。 
オリーブポリフェノールの oleuropein に

ついては、標的分子同定のため、OC からタン
パク質抽出後、銀染色に供し、濃度依存的に
発現が上昇した特異的シグナルを LC-MS/MS
で解析した。 
 
(2)平成 28 年度：前年度の in vitro 試験に
より、低毒性・低用量で効果を発揮したイソ
フラボン代謝産物equolの鏡像異性体間の効
果の差異について、詳細な検討を行った。in 
vitro 試験では、初代培養系骨髄細胞(BMC)
と破骨細胞前駆細胞(RAW264.7)における比
較試験を行った。 
また、in vivo 試験でも各 equol 鏡像異性

体の投与量を変化させることによる骨代謝
調節作用の差異について解析を行った。ddY
雌マウスに偽手術(Sham)または卵巣摘出術
(OVX)を施し、OVX 単独群に加え(S)体、(R)
体をそれぞれ 0.25、0.5、1.0、2.0 mg/day
投与した 8 群に分け、計 10 群で 4 週間の飼
育観察を行い、大腿骨･骨密度(BMD)、子宮重
量および血中甲状腺ホルモン(T4)濃度を測定
し、大腿骨の骨代謝関連遺伝子発現変動を検
討した。 
また、sulforaphane 投与の OC 分化抑制の

詳細なメカニズム解明のため、RAW264.7 細胞
を DNA マイクロアレイ解析に供し、関連遺伝
子の定量及びタンパク質発現解析も行った。
さらに、非肥満型Ⅱ型糖尿病(続発性骨粗鬆
症発症)モデルである Goto-Kakizaki (GK)ラ
ットに、sulforaphane 配糖体(グルコシノレ
ート)を投与した。 
 
(3)平成29年度：equol鏡像異性体の in vitro
と in vivoの効果の差異の解明の一端として、
以前行った両鏡像異性体投与骨粗鬆症モデ
ルマウスの大腿骨のDNAマイクロアレイ解析
結果について、更に、遺伝子の機能別分類を
行う Gene Ontology 解析に供した。 
in vivo 試験での両鏡像異性体の生体利用

率の差異について、構造の違いによる腸肝循
環中の再吸収の差を推測し、その検討するた
め、各鏡像異性体のグルクロン酸抱合体を用
い、小腸吸収モデルの Caco-2 細胞による脱
抱合試験を行った。トランスウェルプレート
を用いて、Caco-2 細胞をインサート中に培養
した後、インサート内側(管腔側)に各 equol
鏡像異性体の 7 位グルクロン酸抱合体(S7G, 
R7G)を脱抱合酵素である- glucuronidaseと
共に添加し、37℃で 2時間培養し、管腔側と
インサート外側(基底膜側)の equol 濃度(ア
グリコンと抱合体)を ECD-HPLCにより測定し
た。さらに、中心静脈カテーテル留置ラット
への各鏡像異性体のゾンデによる胃内単回



投与後、無麻酔・無拘束下で経時的な採血を
行い(0，1，2，4，6，8，12，24 時間後）、そ
の血中鏡像異性体の濃度変化も観察した。 
また、両鏡像異性体の低用量投与による骨

代謝への効果および安全性を検討するため、
OVXマウスへの長期間飼育(5ヵ月)を行った。 
さらに、ロコモ予防の一環として抗加齢タ

ンパク質であるSMP30を制御する植物性機能
物質のスクリーニングも行った。その際、老
化モデルである継代数 P-40 のラット肝臓由
来の FAO 細胞を用いた。 
メタボへの影響についてはフィリピン大

学との国際共同研究を行った。フィリピン産
2 種の有色米(黒米(BL)・褐色米(BR))の抽出
物(RPE)を肥満・Ⅱ型糖尿病モデルマウス
(KKAy)に投与し、肝脂肪蓄積に対する作用を
検討した。 
 
４．研究成果 
(1)平成 27 年度：炎症制御により、その分化
が抑制される破骨細胞(OC)を主な試験対象
とした。OC の分化抑制は骨粗鬆症を惹起する
骨破壊の抑制に繋がることから、抗炎症作用
を有する植物性機能物質のスクリーニング
を行うツールとして適すると判断した。先ず、
骨髄細胞を用いた植物性機能物質の細胞毒
性試験と TRAP を指標とする OC分化抑制につ
いて検討したところ、低毒性・低用量で OC
分化を強く抑制する物質は、sulforaphane = 
sulforaphene = erucin (含硫化合物) > equol 
( イ ソ フ ラ ボ ン 代 謝 産 物 ) > 
3-hydroxytyrosol (オリーブポリフェノー
ル) >  hesperetin = maringenin (柑橘系
フラボノイド) >  cyanidin > delphinidin 
(アントシアニン類) = oleuropein(オリーブ
ポリフェノール)の順となった。アントシア
ニン類で OC に対する効果は delphinidin の
方が強かったが、細胞毒性が低濃度(5M)か
ら認められたことから、cyanidin の方が、安
全性が担保され(50M まで細胞毒性無し)且
つ有効性を発揮していると評価した(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. ｱﾝﾄｼｱﾆﾝ類の破骨細胞分化抑制作用(A、B)及び細胞毒性

(C,D) 

平均値標準誤差，異なるアルファベット間で有意差あり(p<0.05).   
 

qPCR により解析した OC 分化関連遺伝子発
現は、これら植物性機能物質により制御され
ることを確認した。 
低毒性で OC 分化を強く抑制する物質の中

で、イソフラボン代謝産物は既に確認済みで
あ る こ と か ら 、 含 硫 化 合 物 で あ る
sulforaphane 投与 OC について、DNA マイク
ロアレイによる網羅的遺伝子発現変動解析
を行った。その結果、OC 分化を正に制御する
Ctsk と新分子として Cldn5 が抽出された。
Ctskは骨基質分解酵素である cathepsin K の
遺伝子であり、qPCR による結果と一致した。
また、OC の細胞融合・多核化を負に制御する
Tal1の発現上昇も確認された。 
オリーブポリフェノールは、構造により OC

抑制結果が異なったが、骨代謝制御分子の探
索に関しては新規性が高く、oleuropein の
OC 分化・増殖分子群のタンパク質発現および
標的分子・タンパク質の発現解析も行ったと
ころ、MAPK シグナルの抑制が認められ、HSP70
が特異的分子であることを見出した。 
実施した植物性機能物質が骨形成を担う

骨芽細胞に与える影響も検討したが、OCの場
合と異なり、殆ど影響が認められなかった。 
 
(2) 平成 28 年度：以前の動物試験により、
equol 鏡像異性体では生体利用率が異なる為、
(S)体の方が骨量減少抑制作用を強く発揮す
ることを確認しているが、詳細は不明であっ
た。そこで、初代培養系骨髄細胞(BMC)とマ
クロファージ系のRAW264.7細胞を用いて(S)
体と(R)体の破骨細胞(OC)分化抑制作用を比
較したところ、BMC では(R)体の方が強く、RAW
細胞では（S)体と(R)体の差異は認められな
かった。この一因として、BMC には骨芽細胞
(OB)も含まれており、OC は OB 由来の RANKL
により分化誘導が促進されることから、BMC
を用いた系では、(R)体が(S)体よりも OB 由
来の RANKL の作用を抑制し、OC 分化を阻害し
ていることを推測した。実際、OB における
RANKL の発現は(S)体添加では変わらず、(R)
体添加で抑制されることを確認したが、詳細
については今後の検討が必要である。 
in vivo 試験の OVX マウスに対して(S)体、

(R)体投与群とも濃度依存的な子宮重量の増
加傾向を示した。(S)体投与では 0.5 mg/day
以上の投与群から有意に増加し、(R)体投与
群では 2 mg/day 投与群のみが有意に高値を
示し、子宮への影響は(S)体の方が強くあら
われた。しかし、最も高い子宮重量を示した
2 mg/day の(S)体投与群でも Sham群に対して、
明らかに低値であった。また、イソフラボン
高用量投与で変動するとの報告 4)がある血中
T4濃度では、全群間において差は認められな
かった。加えて、大腿骨・骨密度(BMD)は OVX
群に対して 0.5 mg/day 以上の(S)体投与群で
有意に高値を示し改善作用が認められたが、
(R)体投与群は濃度を変化させても改善作用
を示さなかった。これらのことから、子宮重
量への影響も(S)体の方が強いが、用量を変



化させても大腿骨の骨量減少抑制効果は(S)
体のみで示されることが明らかとなった。in 
vivo 試験での効果の差異は鏡像異性体の生
体利用率の違い、特に再吸収時の脱抱合の違
いを推測した。 
含硫化合物の sulforaphane は細胞融合分

子(DC-STAMP,OC-STAM), RANK, OSCAR の遺伝
子発現を低下させ(図 2)、STAT1 のリン酸化
を抑制した(図 3)。これは、STAT1 とその上
流の OSCAR との相互作用により、OC の細胞融
合が阻害され、OC 分化・活性化の抑制に繋が
ることを示唆した新規性の高い結果である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. Sulforaphane は破骨細胞分化関連遺伝子発現を抑制する． 

平均値標準誤差，異なるアルファベット間で有意差あり(p<0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. Sulforaphane は STAT1 のリン酸化を促進する． 

平均値標準誤差，異なるアルファベット間で有意差あり(p<0.05) 
 
さらに sulforaphane 配糖体投与のⅡ型糖

尿病・続発性骨粗鬆症モデルである GK ラッ
トの大腿骨・海綿骨領域の骨量減少が抑制さ
れることも確認した。 
 
(3)平成 29 年度：equol 鏡像異性体投与マウ
スの大腿骨を用いたDNAマイクロアレイにつ
いて、遺伝子の機能別分類を行う Gene 
Ontology 解析を行った結果、骨代謝関連遺伝
子として、Biological Process から SCN2A1、
FGFBP1を、 Cellular Component から CAMK1G、
CD2 を、Molecular Function から SLC10A6、
SLC16A12が変動し、qPCRで確認したところ、
同様な結果となり、遺伝子発現の面からも
(S)体の強い骨代謝調節作用が示唆された。 
破骨細胞(OC)と骨芽細胞(OB)が共存する

BMC では、OB の影響を受けた(R)体での作用
が強く、OC のみの RAW264.7 では（S）= (R)
となり、H27 年度の in vivo 試験から(S)体
の血中濃度が高いことを鑑みると、効果の差
異は鏡像異性体の生体利用率の違い、特に再
吸収時の脱抱合の違いにあることを推測し
た。そこで、Caco-2 細胞を用いた小腸モデル
での吸収実験を行った。両鏡像異性体の 7位
グルクロン酸抱合体(S7G, R7G)の脱抱合試験
では、(S)体の方で、Caco-2 細胞の基底膜側
のアグリコン型が多く、抱合型が少なく、(R)
体では逆の結果を示したことから、腸肝循環
時の(S)体の抱合化が促進されることが示唆
された。その裏付として、ラットへの両鏡像
異性体の胃内単回投与では、生体利用率（血
中濃度の経時変化の曲線下面積：AUC）が(S)
体で高値を示す結果となり、(R)体よりも骨
代謝改善効果が強くなるというメカニズム
の一端が明らかとなり、equol の直接摂取に
際しては、(S)体の有効性が示唆された。 
また、両構造異性体の低用量投与による長

期間飼育(5 ヵ月)を行い、安全性を確認しつ
つ骨代謝への効果の検討を行ったところ、
(S)体で子宮肥大を起こすことなく、骨量減
少が抑制される傾向が確認された。(R)体で
も子宮肥大は起こらなかったが、(S)体より
も血中濃度が明らかに低く、骨量減少抑制効
果は認められなかった。 
有色米(黒米(BL)・褐色米(BR))の抽出物

(RPE)を肥満･Ⅱ型糖尿病モデルの KKAy マウ
スに投与したころ、肝臓の中性脂肪蓄積を抑
制し、ペルオキシソーム脂肪酸酸化の律速酵
素である acyl-CoA oxidase の遺伝子発現が
上昇し、ルシフェラーゼアッセイにより、肝
脂肪蓄積抑制にはたらく PPARも活性化され
ていることを確認した。これらの結果は、有
色米に含有されるアントシアニン類量によ
るものと推測したが、BL の RPE は、BR より
高いアントシアニン含量であったが、2 種の
有色米間で改善効果に差異はなく、同様の
PPARアゴニスト活性を示したことから、ア
ントシアニン類以外の責任成分の存在も示
唆された(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



FAO 細胞に植物性機能物質を添加したとこ
ろ、equol、カテキン類(EGCG, EGC)、apigenin
で、抗加齢タンパク質の SMP30 の発現が上昇
することが明らかとなった。特に EGCG, EGC
はカルシウムシグナルを介してSMP30を正に
制御している可能性が示唆された。 
さらに申請者らは簡便に抗炎症作用をス

クリーニングする実験系を新たに構築した。
炎症時に活性化される転写因子NF-Bにより
発現調節されるように組換えを行ったルシ
フェラーゼ遺伝子を、RAW264.7 細胞にレポー
ターとして導入することで、ルシフェラーゼ
活性により炎症状態を定量化可能なレポー
ター細胞を作製した。この細胞を使用し、リ
ポ多糖（LPS）添加など炎症を惹起する条件
下でルシフェラーゼ活性が増加することを
確認した。また、この RAW264.7 細胞は、前
述のように破骨細胞(OC)にも分化するので、
NF-B ではなく、OC 分化のマスターレギュレ
ータである NFATc1 により発現量が調節され
る ル シフェ ラ ーゼ遺 伝 子を導 入 し た
RAW264.7 細胞も構築したため、抗炎症作用と
同様に、この系で OC 分化抑制作用もスクリ
ーニングすることができ、これらのレポータ
ー細胞を用いることで、更に簡便に食品成分
の抗炎症作用をスクリーニングすることが
可能となった。 
 
 (4)まとめ 
 生活習慣病予防(特にロコモとメタボの同
時予防)を目指して植物性機能物質の炎症制
御機構について検討するため、抗炎症作用を
有する可能性のある植物由来のポリフェノ
ール類及び含硫化合物を、安全性に配慮しつ
つ in vitro系(炎症性骨破壊を引き起こす破
骨細胞(OC))でスクリーニングしたところ、
sulforaphoneとequol鏡像異性体の効果が強
いことを確認した。これらの物質を中心に慢
性炎症疾患である骨粗鬆症およびⅡ型糖尿
病モデル(肥満・非肥満)を用いて in vivo試
験も行い、in vitroと in vivoの効果の差異
についても検討しつつ、当該植物性機能物質
の炎症制御機構についてその一端を明らか
にした。特に equol 鏡像異性体では、OCに対
する効果は同等だが、生体内利用率は(S)体
の方が高く(脱抱合の差異)、低用量・長期投
与でも安全性に問題なく有効性を発揮し、脱
抱合酵素の作用が類似するヒトでのequol非
(低)産生者は、(S)-equol サプリメントを摂
取した方が効果的である可能性を示した。 
メタボに対する植物性機能物質の抗炎症

効果については検討が不十分ではあったが、
ロコモに対して、抗炎症作用を介してその機
能性を発揮する植物性機能物質は、以前の研
究結果も併せると、メタボに対する効果も期
待でき、ロコモとメタボの同時予防は可能で
あると推測する。今後は新規に開発した簡便
な抗炎症作用のスクリーニング系を用いて
従来法で試験済みのものを確認して妥当性
を検討し、新規の機能性物質及び微生物によ

る代謝産物等についても試験予定である。 
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