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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨粗鬆症予防におけるプレバイオティクス作用を介した難消化性食品成
分と大豆イソフラボンの併用効果を明らかにするとともに、腸内細菌叢を介した骨代謝における作用機序を閉経
後骨粗鬆症モデルマウスにおいて検討した。閉経後モデルマウスにおけるダイゼインと難消化性グルカンの併用
摂取は、腸内細菌叢の変化を介してエクオール産生を亢進させるとともに、骨密度の低下を防ぐ可能性が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we demonstrated that the combination of indigestible 
food components and soy isoflavone might prevent osteoporosis through prebiotic effect. We examined 
the modulation of microbiota to understand the mechanism underlying the prebiotic effect of this 
combination on bone metabolism in ovariectomised (OVX) mice. The combination of daidzein and 
indigestible glucan enhanced the production of equol by modulating the microbiota and mitigated the 
OVX-induced decline in bone mineral density of mice.

研究分野： 栄養

キーワード： 閉経後骨粗鬆症　大豆イソフラボン　難消化性食品　腸内細菌叢　エクオール　骨密度　難消化性グル
カン　炎症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ダイゼインと難消化性グルカンの併用摂取は、腸内細菌叢の変化を介してエクオール産生を亢進させるととも
に、骨密度の低下を防ぐ可能性が示唆された。本研究成果は、プレバイオティクス作用により腸内細菌叢の変化
を介して、骨密度低下を防いでいる点が学術的に優れていると考えられる。また、本研究成果は閉経後骨粗鬆症
の予防における食生活の重要性を示すものであり、社会的にも意義があると思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

現在、我が国では高齢化が急速に進んでいることから（平成 27 年版高齢社会白書）、高齢化
に伴う疾病の予防は 21 世紀の保健医療の重要課題である。女性は閉経期を迎えるとエストロ
ゲンの低下により骨粗鬆症や脂質代謝異常症など生活習慣病のリスクが増加する。骨粗鬆症の
発症には食事や運動等の生活習慣が関わっていることから、その改善による予防が期待される。 

大豆イソフラボンは化学構造が女性ホルモンであるエストロゲンと類似していることから、
弱いエストロゲン様作用をもち、閉経後の骨量減少や脂質代謝異常を改善することがヒトを対
象とした研究や実験動物において報告されている（Messina, J Nutr. 2010）。ダイゼインは大
豆イソフラボンのひとつであり、腸内において腸内細菌により他のイソフラボンより強いエス
トロゲン様活性を持つエクオールへと代謝される。しかし、ダイゼインの代謝に関わる腸内細
菌の有無および代謝能はヒトにより異なる。近年、エクオール産生者は非産生者と比べてイソ
フラボンの健康効果が得られ易いことが明らかにされつつある(Setchell, et al., J Nutr. 2002)。 

 一方、習慣的な食事はイソフラボンの代謝とエクオール産生能に影響を及ぼすことが知られ
ており、疫学研究においては、食物繊維および炭水化物の摂取とエクオール産生が正の相関を
持つことが報告されている（Lampe, Proc Soc Exp Biol Med 1998）。他方、難消化性食品成分
（食物繊維、オリゴ糖および難消化性デンプン等）は腸内細菌の Bifidobacteirum spp.や
Lactobacillus spp.を増加させるなど（図 1; Tousen et al., Metabolism 2011）、消化管を介して
健康に有効に作用するプレバイオティクス作用を持つことから注目を集めている。また、
Bifidobacteirum spp.や Lactobacillus spp は、腸内においてダイゼインからエクオールへ代謝
される際に重要な役割を果たしていることが示唆されている（Raimondi et al., Appl Microbiol 

Biotechnol 2009）。 

 他方、骨の健康維持において、骨-腸内細菌シグナリング経路が重要な役割を果たしているこ
とが示唆されており、骨粗鬆症モデルマウスへの乳酸菌の投与は骨髄および腸の炎症関連遺伝
子発現を増加させるとともに、骨密度の減少を抑制したことが報告されている（Ohlsson et al., 

PLoS One 2014）。 

研究代表者らは現在までに、エクオール摂取が閉経後女性の骨密度減少を抑制すること、閉
経後骨粗鬆症モデルマウスにおいてエストロゲン欠乏に起因する骨密度の低下、並びに骨髄中
の骨代謝および炎症関連遺伝子発現の増加を抑えることを明らかにしている。さらに、閉経後
骨粗鬆症モデルマウスにおいて、大豆イソフラボンと難消化性デンプンの併用摂取は、エクオ
ール産生を促進し、エストロゲン欠乏により生じた骨密度の減少をより効率的に抑制すること
を報告している（Tousen et al., Metabolism 2011）。 

 これまでの報告から、難消化性食品成分が大豆イソフラボンの代謝を変え、エストロゲン欠
乏に起因する骨代謝や脂質代謝異常の改善に寄与することが考えられる。しかしながら、難消
化性食品成分は構造や性質の違いにより様々な種類に分類され、それにより生理作用も異なる。
そのため、それぞれの難消化性食品成分のプレバイオティクス作用の違いによる骨代謝への作
用は充分に検討されていない。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、骨粗鬆症予防におけるプレバイオティクス作用を介した難消化性食品成分と大
豆イソフラボンの併用効果を明らかにするとともに、難消化性食品成分の腸内細菌叢を介した
骨代謝における新規メカニズムを閉経後骨粗鬆症モデルマウスにおいて検討することを目的と
した。 

 

３．研究の方法 

（１） 実験動物、飼料および試験計画 
①平成 28年度 難消化性食品成分のスクリーニング 

8 週齢の雌性 ddY マウスに偽手術（Sham）、あるいは卵巣摘出手術（OVX）を施し、閉経後骨
粗鬆症モデルマウスを作成した。OVXしたマウスを OVX 群、0.1％ダイゼイン（Dz）飼料摂取（OVX
＋Dz）群、0.1％Dz と 5％難消化性グルカン（GL）飼料摂取（OVX＋Dz＋GL）群、0.1％Dzと 5%
イソマルトオリゴ糖（IO）飼料摂取（OVX+Dz＋IO）群および 0.1％Dz と 5 %グアガム分解物（GA）
飼料摂取（OVX＋Dz＋GA）群に分けた。 

OVX群および Sham群には AIN-93Gの基本飼料を、OVX＋Dz群、OVX＋Dz＋GL群、OVX＋Dz＋IO
群料、OVX＋Dz＋GA 群にはそれぞれの飼料を 6 週間摂取させた。解剖前 48 時間尿を採取した。
6 週間後、ペントバルビタール麻酔下で解剖を行い、心臓より血液を採血した後、盲腸および
左大腿骨を摘出した。 
 
②平成 29年度 ダイゼインおよび難消化性グルカン用量試験 

8 週齢の雌性 ddYマウスに Sham、あるいは OVX を施し、閉経後骨粗鬆症モデルマウスを作成
した。OVX したマウスを OVX 群、OVX＋0.05％Dz 飼料摂取（OVX＋DzL）群、OVX+0.08％Dz 飼料
摂取（OVX＋DzH）群、OVX+2.5％GL飼料摂取（OVX＋GLL）群および OVX+5.0％GL飼料摂取（OVX
＋GLH）群に分けた。OVX群および Sham群には AIN-93G の基本飼料を、OVX＋DzH群、OVX＋DzL
群、OVX＋GLH群および OVX＋GLL 群にはそれぞれの飼料を 6週間摂取させた。 
 



③平成 30年度 ダイゼインと難消化性グルカン併用試験 
8 週齢の雌性 ddY マウスに偽手術（Sham）、あるいは卵巣摘出手術（OVX）を施し、閉経後骨

粗鬆症モデルマウスを作成した。OVXしたマウスを OVX 群、0.08％Dz飼料摂取（OVX＋Dz）群、
5％GL 飼料摂取（OVX＋GL）群、0.08％Dzと 5％GL 飼料摂取（OVX＋Dz＋GL）群に分けた。 

OVX 群および Sham 群には AIN-93G の基本飼料を、OVX＋Dz 群、OVX＋GL 群、および OVX＋Dz
＋GL 群にはそれぞれの飼料を 6 週間摂取させた。解剖前 48 時間尿、および解剖 1 日前に糞便
を採取し、解析まで-80℃で保存した。 
すべての試験は国立研究開発法人医薬基盤・健康・栄養研究所国立健康・栄養研究所の実験

動物研究審査委員会の承認を得た後に実施した。すべての動物は「実験動物の飼養および保管
並びに苦痛の軽減に関する基準」（平成 18 年 4月 28日，環境省告示第 88号）に従い取り扱っ
た。 
 
（２） 測定および解析方法 
① 盲腸内 pHおよびβグルコシダーゼ活性、並びに腸内細菌叢解析：盲腸内容物の重量と pH

を測定した後，盲腸内容物のβ‐グルコシダーゼ活性を測定した。すなわち，盲腸内容物
を 50mMリン酸緩衝液（pH7.0）で希釈，混合した後，遠心分離（1200g，2 分，4℃）した。
上清に 1mMp-ニトロフェニル-β-D-グルコピラノシド基質溶液を加え，37℃，60分間イン
キュベートした。インキュベート後，0.1M炭酸ナトリウムを加えて反応を停止させ，405nm
で比色定量を行った。糞便中の腸内細菌叢の解析は TR-FLP法により行った。 

② 尿中イソフラボン排泄量：尿中ダイゼインおよびエクオールの分析は時間分解蛍光免疫測
定法により行った。 

③ 大腿骨骨密度および骨関連指標：摘出したマウス左脛骨の骨密度および骨関連指標は、DXA
法および X線 CT法により測定した。 

④ 骨髄中遺伝子発現量：骨髄中伝子発現量は qRT-PCR法により行った。すなわち、IsogenⅡ
（日本ジーン）を用いて脛骨骨髄より Total RNA を抽出した。RNA からの cDNA の合成は、
Prime Script RT Master Mix（タカラバイオ株式会社）を用いた。リアルタイム PCR解析
は MiniOpticon Real-time PCR System（Bio-Rad Laboratories 株式会社）を使用し、PCR
反応試薬として SYBR Primer Ex TaqⅡ（タカラバイオ株式会社）を使用した。リアルタイ
ム PCR反応条件は、95℃、30 秒の初期変性の後、95℃、5秒の変性、60℃、30 秒でのアニ
ーリングを 40サイクル行った。 

⑤ 統計解析：測定結果は平均値±標準誤差で表した（p < 0.05）。骨密度の有意差検定は、
体重を共変量として共分散分析を行った後、Bonferroni の多重比較検定を行った。その他
の有意差検定は、一元配置分散分析を行った後、Tukey 法による多重比較検定を行った。 

 
４．研究成果 
（１）平成 28年度 難消化性食品成分スクリーニング試験 
プレバイオティクス作用を介してエクオール産生を亢進させるともに、骨密度の低下を効果

的に抑制する難消化性食品成分を検索した。  
閉経後モデルマウスにおける GL と Dzの併用摂取は、盲腸内 pHを低下させβグルコシダーゼ

活性を上昇させるとともに（図 1）、エクオール産生を有意に亢進した（図 2）。また、骨密度に
おいて僅かであるが難消化性グルカンとダイゼインの併用摂取による効果が認められた。GAと
Dz の併用摂取は盲腸内βグルコシダーゼ活性、エクオール産生および骨密度において、GL併用
摂取と同様の傾向が認められたが、難消化性グルカン併用摂取よりも、作用は弱かった。一方、
IO 併用摂取による有意な影響はほとんど認めらなかった。これらの結果より、GAおよび IO に
比較し、GLは大豆イソフラボンとの併用効果が高い可能性が示された。 
 しかし、Dz 単独摂取でもエストロゲン欠乏に起因する骨密度低下を偽手術マウスと同じレベ
ルまで抑制していたことから、骨密度低下における Dz と GL との併用摂取による、有意な抑制
作用を明らかにすることは出来なかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 難消化性食品成分（難消化性グルカン、イソマルトオリゴ糖、グアガム分解物）が盲腸内

pH、盲腸内容物重量およびβグルコシダーゼ活性に及ぼす影響 
C： βグルコシダーゼ活性の単位; p-Nitrophenol, mM/g cecal contents/60 min 

Sham:偽手術群、OVX：閉経後骨粗鬆症モデル群、Dz：OVX＋ダイゼイン摂取群、GL：OVX＋ダイゼイン＋難消化性グル

カン摂取群、IO：OVX＋ダイゼイン＋イソマルトオリゴ糖摂取群、GA：OVX＋ダイゼイン＋グアガム分解物摂取群 



 

 
（２）平成 29年度 ダイゼインおよび難消化性グルカン用量試験 
ダイゼインと難消化性グルカンのより高い併用効果を見出すことを目的とし、ダイゼインお

よび難消化性グルカンの摂取量の違いによる骨密度および盲腸内容物への影響について検討し
た。 

5.0％GL摂取により盲腸内 pH が低下するとともに、βグルコシダーゼ活性の上昇が認められ
た（図 3）。また、閉経に起因する大腿骨骨密度の低下を 0.08％Dz 摂取は有意に抑制し、5.0％
難消化性グルカン摂取は抑制する傾向が認められた（図 4）。一方、0.05％Dz 摂取および 2.5％
GL 摂取では、顕著な生体影響は認められなかった（図 4）。これらの結果より、0.08％Dzと 5.0％
GL との併用摂取は、より高い併用効果を生じる可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）平成 30年度 ダイゼインと難消化性グルカン併用試験 

 骨粗鬆症予防におけるプレバイオティクス作用を介した難消化性食品成分と大豆イソフラ
ボンの併用効果を明らかにするとともに、難消化性食品成分の腸内細菌叢を介した骨代謝にお
ける新規メカニズムを閉経後骨粗鬆症モデルマウスにおいて検討した。 
閉経後骨粗鬆症モデルマウスにおけるダイゼインと難消化性グルカンの併用摂取は、腸内細

菌叢の組成を変化させるとともに、エクオール産生を有意に亢進した（図 5）。また、ダイゼイ
ンと難消化性グルカンの併用摂取は、エストロゲン欠乏に起因する骨密度および骨強度指標の
低下を有意に抑制するとともに骨髄中の、破骨細胞分化因子である RANKL および炎症に関連す

図 2 難消化性食品成分（難消化性グルカン、イソマルトオリゴ糖、グアガム分解物）がエクオ

ール産生に及ぼす影響  
A: 24 時間尿中エクオール排泄量、B: 24 時間尿中ダイゼイン排泄量、C: 尿中エクオール/ダイゼイン比率（エクオール産生

能の指標） 

Sham:偽手術群、OVX：閉経後骨粗鬆症モデル群、Dz：OVX＋ダイゼイン摂取群、GL：OVX＋ダイゼイン＋難消化性グル

カン摂取群、IO：OVX＋ダイゼイン＋イソマルトオリゴ糖摂取群、GA：OVX＋ダイゼイン＋グアガム分解物摂取群 

図 4 ダイゼインおよび難消化性グルカンが大腿骨骨密度に及ぼす影響 
Sham：偽手術群、OVX：閉経後骨粗鬆症モデル群、DzL：OVX＋0.05％ダイゼイン摂取群、DzH：OVX＋0.08％ダイゼイ

ン摂取群、GLL：OVX＋2.5％難消化性グルカン摂取群、GLH：OVX＋5％難消化性グルカン摂取群 

図 3 ダイゼインおよび難消化性グルカンが盲腸内 pH、盲腸内容物重量およびβグルコシダーゼ

活性に及ぼす影響 
C： βグルコシダーゼ活性の単位; p-Nitrophenol, mM/g cecal contents/60 min 

Sham：偽手術群、OVX：閉経後骨粗鬆症モデル群、DzL：OVX＋0.05％ダイゼイン摂取群、DzH：OVX＋0.08％ダイゼイ

ン摂取群、GLL：OVX＋2.5％難消化性グルカン摂取群、GLH：OVX＋5％難消化性グルカン摂取群 



る IL7R 遺伝子発現の増加を抑制した（図 6）。本研究成果において、ダイゼインと難消化性グ
ルカンの併用摂取は、腸内細菌叢の変化を介してエクオール産生を亢進し、エストロゲン欠乏
に起因する骨密度の低下を防ぐ可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（４）結論 
本研究では、骨粗鬆症予防におけるプレバイオティクス作用を介した難消化性食品成分と大

豆イソフラボンの併用効果を明らかにするとともに、腸内細菌叢を介した骨代謝における作用
機序を閉経後骨粗鬆症モデルマウスにおいて検討した。閉経後モデルマウスにおけるダイゼイ
ンと難消化性グルカンの併用摂取は、腸内細菌叢の変化を介してエクオール産生を亢進させる
とともに、骨密度の低下を防ぐ可能性が示唆された。 
本研究成果は、難消化性グルカンのプレバイオティクス作用により腸内細菌叢の変化を介し

てエクオール産生を亢進し、骨密度低下を防いでいる点が学術的に優れていると考えられる。
また、本研究成果は閉経後骨粗鬆症の予防における食生活の重要性を示すものであり、社会的
にも意義があると思われる。 
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