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研究成果の概要（和文）：通常フラボノイドは疎水性が高く、食品添加物としては汎用性が低い。
そこで、酵素的な糖付加また環状オリゴ糖で包接し、水溶性を高めた大豆イソフラボンおよび
柑橘系フラボノイド（ヘスペリジンまたはヘスペレチン）について、その生体内利用率と骨粗
鬆症モデル動物への影響を検討したところ、生体内利用率は、特に環状オリゴ糖で包接された
柑橘系フラボノイド上昇し、2型糖尿病モデルラットの続発性骨粗鬆症の症状が軽減された。 
 
研究成果の概要（英文）：Since native flavonoids are typical hydrophobic compounds, the 
compounds have not been frequently used as multipurpose food additives. Enzymatic 
modified- soy bean isoflavone and hesperidin, and cyclodextrin-clathrated (CD) hesperetin, 
a citrus bioflavonoid, have higher water-solubility than native corresponding flavonoids. 
Those water-soluble flavonoid derivates showed high bioavailability, and especially, 
CD-hesperetin improved secondary osteoporosis in both weanling and old type 2 diabetic 
rodents. 
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１． 研究開始当初の背景 
(1) 高齢者人口の増加に伴い、骨粗鬆症はま
すます重要な疾患となり、その予防対策が必
須となっている。骨粗鬆症発症には様々な要
因が関与しているが、食習慣が大きく影響す
るといわれている。骨粗鬆症予防因子として、
まず三大栄養素摂取が充足した上でのミネ
ラルやビタミン類の適切な摂取が挙げられ
ているが、非栄養性成分であり、エストロゲ
ン様作用を有する大豆イソフラボンの骨粗

鬆症予防効果についても良く知られている。
研究代表者らは、一定の量では子宮などの生
殖器官に副作用を与えずエストロゲン様作
用 を 示 す 天 然 の Selective Estrogen 
Receptor Modulator (SERM:選択的エスト
ロゲン受容体作動薬)である可能性を有し、骨
量減少を抑制する大豆イソフラボンと、その
代謝産物であり強い生理活性をもつ equolに
着目し、その骨量減少抑制作用を検討してき
た。また、プレバイオティクスであるフラク
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トオリゴ糖(FOS)が腸内細菌叢の改善を介し
てイソフラボン配糖体からアグリコンへの
代謝を修飾しdaidzeinからequolの産生を促
進することも確認してきた。 
 
(2)さらに、イソフラボンとは異なる作用機序
で骨量減少抑制作用をもつ柑橘系フラボノ
イドのヘスペリジンについてもその新規な
機能性を解明してきた。HMG-CoA還元酵素
阻害剤であるスタチン系薬剤はコレステロ
ール代謝を改善するが、骨量減少抑制作用を
併せもち、研究代表者らはヘスペリジンにも
同様な作用があることを確認している。近年、
コレステロール合成に関わるメバロン酸代
謝経路が破骨細胞と骨芽細胞の形成や機能
に関与し骨代謝調節にも重要な役割を果た
すことが示されている背景も、この研究には
重要なポイントである。 
 
２．研究の目的 
 近年、このように生理機能が解明されつつ
あるイソフラボンおよびへスペリジンであ
るが、共に疎水性が強く、食品添加物として
の利用性には限界がある。イソフラボンは大
豆およびその加工食品からの摂取が可能で
あるが、特にヘスペリジンは柑橘類の果皮に
多く含有されるため、通常の食品形態からで
は、その摂取効果があまり期待できない。 
αG イソフラボンおよび同へスペリジンは、
酵素処理により糖付加を施し、その水溶性を
一万倍に高めたものである。また、サイクロ
デキストリン(CD)-ヘスペレチンはヘスペリ
ジンのアグリコンであるヘスペレチンを環
状オリゴ糖の CDで包接したもので、化合物
表面の水溶性を増加させており、いずれも食
品添加物、サプリメントとしての可能性を広
げたものである。これら水溶性フラボノイド
摂取後の体内動態と生理作用については報
告が少なく、特に骨代謝に関連したものは研
究代表者らの報告のみであり、それも αG ヘ
スペリジンの効果しか評価されていない。 
そこで本研究では、3 種の水溶性フラボノ
イドの骨量減少抑制機能について、骨量減少
の発症機序が異なる 3種のモデル動物（卵巣
摘出閉経後骨粗鬆症モデル(OVX)マウス、マ
グネシウム(Mg)欠乏ラットおよび2型糖尿病
モデルラットを用い、対応する疎水性の強い
nativeなフラボノイドと比較し、骨代謝に連
動する脂質代謝の変動とともに検討するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)平成 21年度 
①酵素処理により水溶性を高めた αG イソ
フラボンの体内動態について検討するため、
ラットへの胃内単回投与を行い、血中アグリ
コン濃度の経時変化の曲線下面積(AUC)を計

算することより、また尿中排泄量を測定する
ことにより、その吸収ピークポイントと吸収
量を nativeなイソフラボン配糖体と比較し、
体内利用率を把握した。 
②骨粗鬆症モデルとして OVXマウスもしく
はMg欠乏ラットを用い、対照群（正常動物）、
骨量減少モデル単独群、＋nativeイソフラボ
ン、＋αG イソフラボン、OVXでは positive 
control群（エストロゲン投与）の計 4もし
くは 5群に分け、各々4週間ずつ別の時期に
飼育観察後、骨指標についての評価を行った。
更に OVXもしくはMg欠乏状態で引き起こ
される血清・肝臓脂質量増加に対する αGイ
ソフラボン投与の影響も確認した。また、αG 
イソフラボン投与による daidzein代謝産物
equolおよび O-DMAの動態についても評価
した。試験実施項目としては、被験動物の飼
育管理、代謝ゲージによる採糞尿、データ解
析など。骨密度は DXA法、骨強度は三点折
り曲げ法、骨代謝（骨形成および骨吸収）マ
ーカー (Osteocalcin（OC), deoxy- 
pyridinoline (DPD), I型コラーゲン C末端
テロペプチド(CTx))は ELISA法、血中・肝
臓中の脂質量については市販のキットを用
いて分光光度計にて測定した。骨・腎臓中
Ca、Mg濃度を原子吸光光度計にて測定した。
血・尿中イソフラボンおよびその代謝産物濃
度は時間分解蛍光免疫測定法(TR-FIA)によ
り測定した。尚、daidzein， genistein，equol
は日本の当機関での測定が可能であるが、 
O-DMAは、現在ヘルシンキ大学でしか測定
が行えないため、その測定法開発者であるヘ
ルシンキ大学の Adlercreutz教授の研究グル
ープの協力を仰いだ。 
 
(2)平成 22年度 
①21年度の αG イソフラボンと同様、αG ヘ
スペリジンの体内利用率を把握した。 
②骨量減少モデルとして OVXは以前用いた
ことから、この試験系では骨量減少モデルと
してMg欠乏ラットを中心に用いた。試験群
として対照群（Mg正常動物）、Mg欠乏単独
群、＋nativeヘスペリジン、＋αG ヘスペリ
ジン群の計 4群に分け、6週間の飼育観察後、
骨指標についての評価を行った。更にMg欠
乏状態で引き起こされる血清・肝臓脂質量増
加に対する影響も確認した。また、大腿骨か
ら RNAを抽出し、DNAマイクロアレイ解析
に供した。試験実施項目として被験動物の飼
育管理、代謝ゲージによる採尿を行い、骨密
度は DXA法、骨強度は三点折り曲げ法、骨
代謝マーカー (OC, DPD, CTx)はELISA法、
血中・肝臓中の脂質量については市販のキッ
トを用いて分光光度計にて測定した。骨・腎
臓中 Ca、Mg濃度を原子吸光光度計にて測定
した。血中ヘスペレチン（ヘスペリジンアグ
リコン）量は、電気化学検出(ECD)-HPLCに



 

 

て測定を行った。 
 
(3)平成 23年度 
①22年度の αG ヘスペリジンと同様、CD ヘ
スペレチンの体内利用率を把握した。この際、
nativeのヘスペレチンおよび αGヘスペリジ
ンとの比較検討も行う。 
②Mg欠乏ラットを用い、対照群（正常動物）、
骨量減少モデル単独群、＋nativeヘスペレチ
ン、＋CD-ヘスペレチン、＋nativeヘスペリ
ジン、＋αG ヘスペリジンの計 6群に分け、
各々4週間ずつ別の時期に飼育後、骨指標に
ついての評価を行った。更にMg欠乏状態で
引き起こされる血清・肝臓脂質量増加に対す
る影響も確認した。さらに追加実験として
OVXマウスにて nativeヘスペリジンとスタ
チン投与の比較も行った。また、2型糖尿病
モデルの Goto-Kakizaki(GK)ラットを用い、
Wistarラットを対照に加えた同様な試験群
とし、骨指標、血清・肝臓脂質量に加え、血
糖値、血清インスリン、アディポネクチン濃
度、糖代謝に関与する酵素活性などを測定し、
糖尿病に対する効果も検討した。さらに脂質
および骨代謝関連遺伝子発現について
real-time PCRを用いて解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)水溶性 αGイソフラボンの機能性 
酵素処理による糖転移を施し、水溶性を高

めた αG-イソフラボン(ISO)を用い、まずは体
内動態について検討したところ、αG-ISO 由
来の daidzein, genisteinおよび daidzein代
謝産物の equol，O-DMAは nativeなイソフ
ラボン配糖体と比較し、早期に血中に検出さ
れる傾向を示した。また、OVX及びMg欠乏
の骨量減少モデル動物に対し、αG-ISO は骨
吸収抑制作用により骨量減少を抑制した。そ
の際、nativeなイソフラボン配糖体投与に比
較し、αG-ISO投与では O-DMA は高い bio- 
availability を示したものの、骨指標、体内
脂質量において native な配糖体との顕著な
差は認められなかった。 

 
(2)水溶性 αGヘスペリジンの機能性  
αG ヘスペリジンの体内利用率を把握し、
骨量減少モデルとしてマグネシウム(Mg)欠
乏ラットを用いた。試験群として対照群（Mg
正常動物：N）、Mg欠乏単独群(D)、＋native
ヘスペリジン(DH)、＋αG ヘスペリジン(Dα)
群の計 4群に分け、6週間の飼育観察後、骨
指標についての評価を行った。更にMg欠乏
状態で引き起こされる血清・肝臓脂質量増加
に対する影響も確認した。nativeヘスペリジ
ン及び αG ヘスペリジンはMg欠乏による体
内脂質量増加および骨量減少を抑制した(図
1)。また、OVX マウスにおける native ヘス
ペリジンとスタチンは同等に OVX による骨

量減少を抑制し、増加した脂質量を改善した。 
大腿骨の DNA マイクロアレイ解析では、

Mg欠乏により、Ca-sensing receptor、骨吸
収に関わる TNF 受容体ファミリー関連遺伝
子発現が増加し、骨形成タンパクである
BMPファミリーの遺伝子発現が減少し、Mg
欠乏による骨量減少の生化学値を反映する
変動を示したが、変動遺伝子が少なかったた
め、ヘスペリジン類投与サンプルの解析は行
わなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. 大腿骨骨密度(BMD)，骨形成マーカー

(OC)および肝臓コレステロール(TC)
および中性脂肪(TG)農度 

 
(3)水溶性 CDヘスペレチンの機能性 

CD で包接させ水溶性を高めたヘスペレチ
ン (CD)を正常ラットに投与したところ、
native ヘスペリジン(Hes)、ヘスペリジンア
グリコン(Ag)、αG ヘスペリジン(αG)と比較
し、明らかに高い血中濃度を示し AUC も高
値となった(図 2)。次に 2 型糖尿病モデルの
GK ラット(若齢)に CD-Hes を投与したとこ
ろ、糖代謝関連酵素活性の変動により血糖値、
インスリン濃度が改善され、血中アディポネ
クチン濃度、血中及び肝臓中性脂肪、コレス
テロール値が対照の正常群に近づく結果と
なった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．血清曲線下面積（AUC）による 

ヘスペレチン吸収量 
 



 

 

骨指標については、ミネラル吸収促進が観
察されたCD-Hesの骨量減少抑制効果は認め
られたが、非包接型の nativeヘスペリジンで
は変化がみられなかった。 
次に、これまでの若齢に対し、高齢Ⅱ型糖

尿病モデル (GK)ラット (G 群 )を用い、
AIN93G 組成の対照食、native ヘスペリジ
ン(HES:H)またはCD-Hes(CH)添加食を投与
し、正常動物の Wistar ラット(W 群)にも同
様の飼料を 8 週間投与した。その結果、GK
群において上昇した血糖値、インスリン濃度、
血・肝臓中脂質量、変動した糖代謝関連サイ
トカイン・酵素は、HES および CD-Hes 投
与により正常ラットに近づく改善効果が観
察された。また GKラットでは糖尿病による
続発性骨粗鬆症が引き起こされ、低下した骨
密度・骨強度、骨代謝マーカーの変動も HES
および CD-Hes投与により改善された。この
メカニズムを検討するため、肝臓および大腿
骨から RNA を抽出し、関連遺伝子発現変動
を定量したところ、HESによる肝臓での糖・
脂質代謝改善はPPAR-γ遺伝子発現の変動を
介したインスリン抵抗性改善に関与するこ
とが示唆され、大腿骨では炎症系サイトカイ
ンである TNF-α、IL-1βなどの骨吸収関連遺
伝子発現が抑制され、破骨細胞分化・活性化
抑制にはたらき、Ⅰ型コラーゲン遺伝子の
Col1A、IGF-1（インスリン様成長因子）な
どの骨形成関連遺伝子発現は逆に促進され
たため、骨芽細胞活性化に寄与する可能性が
示唆され、大腿骨・BMD、骨強度(Breaking 
Force)が改善された(図 3)。水溶性 CD-Hes
と疎水性 HES との差異は血中 Hes 濃度、
血・肝臓中コレステロール濃度、Ca吸収率、
骨代謝マーカー、肝臓の HMG還元酵素遺伝
子発現などに現れ、いずれも CD-Hes投与で
強く作用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. 大腿骨・骨密度 (BMD)，骨強度

(Breaking force) お よ び 骨 吸 収
(TNF-α)・骨形成(Col1A1)関連遺伝子
(mRNA)発現 

 
以上より、水溶性を高めた大豆イソフラボ

ンでは顕著な影響が認められなかったが、ヘ
スペリジン類では、とくに環状オリゴ糖で包
接した CD-Hesの bioavailabilityが高く、い
くつかの測定項目で優れた機能性が発揮さ
れ、添加物としての付加価値を高めた。 
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