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研究成果の概要（和文）：4週間のエクオール投与（EQ 0.50mg/日）は雄性骨粗鬆症モデルマウ

スにおいて、脛骨の骨量減少を抑制し、骨吸収マーカーを抑制する傾向を示した。加えて、エ

クオールは RAW264 細胞から破骨細胞への分化を容量依存的（0.1～50μM）に抑制し、成熟破骨

細胞のカスパーゼ 3/7 活性を促進した。これらの結果より、エクオールは骨吸収を抑えること

で、男性骨粗鬆症の骨代謝を改善する可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：The administration of equol (0.50 mg/day) for 4 weeks inhibited 
tibial bone loss, and markers of bone resorption tended to decrease in orchiectomized 
mice. Furthermore, equol significantly inhibited the osteoclast formation induced by 
RANKL (receptor activator of NF-kappaB ligand) in a dose-dependent manner (0.1-50 μM) 
in RAW 264 cells and promoted the activities of caspase 3/7 in RAW 264 cell-derived mature 
osteoclasts. These results suggest that equol improves the bone metabolism in male 
osteoporotic patients, and the inhibition of bone resorption may contribute to the 
improvement of bone metabolism. 
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１．研究開始当初の背景 
我が国における骨粗鬆症患者数のうち、お

よそ 1/4～1/5 が男性であり、その予防は重
要な課題である。一方、大豆イソフラボンは
弱いエストロゲン様作用を持つことで、閉経
後女性の骨量減少を抑えることが示されて
いる。エクオールはダイゼインの代謝産物で
あり、他のイソフラボンより強いエストロゲ

ン様活性をもつことが報告されている。他方、
初老の男性において骨吸収を調節する最も
重要なホルモンはエストロゲンであること
が示唆されている。しかしながら、男性骨粗
鬆症に対するエクオールの作用は検討され
ていない。 
２．研究の目的 
本研究は男性骨粗鬆症に対するエクオー



ルの作用とその作用機序を解明することを
目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）雄性骨粗鬆症モデル動物の骨代謝に対
するエクオールの作用 
①実験計画 

8週齢雄性 ddy マウスに偽手術（Sham 群）、
あるいは精巣摘出手術(ORX 群)を行い、精巣
摘出したマウスにエクオールまたは 17β-エ
ストラジオール(E2)を充填した浸透圧ポン
プを皮下に埋め込んだ。エクオール 0.25mg/
日（EQ 0.25 群）、EQ 0.50mg/日（EQ 0.5 群）、
または E2 0.03μg/日（E2 群）の濃度で 4週
間投与した(n=4-7)。飼料は AIN-93G を基本
組成とし、大豆油をコーン油に置換したもの
をペアフェッドで与えた。4週間飼育後に心
臓から血液を採取した後、子宮および脛骨を
摘出した。 
 
②脛骨骨密度 

摘出した脛骨は二重エネルギーX線測定法
で測定した。 
 
③骨吸収マーカー 

骨吸収マーカーとして、尿中デオキシピリ
ジノリン（DPD）濃度を酵素免疫測定（ELISA）
法で測定した。 
 
④血清および尿中エクオール濃度 
血清および尿中エクオール濃度は時間分

解蛍光免疫測定法で測定した。 
 
（２）破骨細胞、骨芽細胞に対するエクオー
ルの作用 
①細胞培養 

RAW264 細胞は 10％ウシ胎児血清、1％抗生
物質を含むαMEM(フェノールレッド不含)培
地で培養した。RAW264 細胞は破骨細胞に分化
誘導するため、播種 24 時間後に
RANKL(receptor activator of NF-kappaB 
ligand) (100ng/ml)を添加した。ST2 細胞は
10％ウシ胎児血清、1％抗生物質を含む
DMEM(フェノールレッド不含)培地で培養し
た。ST2 細胞はコンフルエントとなる播種 3
日後にエクオールを添加した。RAW264 および
ST2 細胞は温度 37℃、二酸化炭素濃度 5％で
培養した。 
 
②細胞増殖 

細胞増殖性を測定するため MTT分析を行っ
た。測定には CellTiter 96® AQueous One 
Solution Cell Proliferation Assay
（Promega(株)）を使用した。RAW264 細胞は
播種 24時間後に RNKL と同時にエクオールを
添加し、添加 24時間後に MTT 分析を行った。
ST 細胞は播種と同時にエクオールを添加し、

48 時間後に MTT 分析を行った。 
 
③TRAP 染色 
RAW264 細胞から破骨細胞への分化を評価

するため、分化誘導 3日後に TRAP 染色を行
った。染色された 3つ以上の核を持つ多核細
胞の数を測定した。 
 
④カスパーゼ 3/7 活性 
RAW264 細胞を成熟破骨細胞に分化させた

後、エクオールを添加し、12 時間後にカスパ
ーゼ 3/7 活性を測定した。カスパーゼ 3/7 活
性の測定は Caspase - Glo™ 3/7 Assay kit
（Promega（株））を用いた。 
 
⑤アルカリフォスファターゼ（ALP）染色 
ST2 細胞から骨芽細胞への分化を評価する

ため、エクオール添加 10 日後に ALP 染色を
行った。ALP 染色は Alkaline Phosphatase 
Staining kit（（株）プライマリーセル）を
用いた。 
 
（３）統計解析 
すべてのデータは平均値±標準偏差で示

した。統計解析の有意水準は 5％とした。群
間の比較は一元配置の分散分析を行い、その
後 Tukey-Kramer法で多重比較検定を行った。
マウス脛骨骨密度の検定は共分散分析を行
い、共変量は体重を用いた。 
 
４．研究成果  
（１）雄性骨粗鬆症モデル動物の骨代謝に対
するエクオールの作用 
①体重変化、精嚢重量 
4 週間エクオールを投与した後、全ての群

で体重に有意な差は認められなかった。精巣
を摘出した群において、精嚢重量が Sham 群
と比べ低値を示した。一方、エクオール投与
の影響は認められなかった。 
 
②血中および尿中エクオール濃度 
EQ 0.25 群、EQ 0.50 群の血中エクオール

濃度は 1950±780、 2144±679nmol/L, 尿中
エクオール濃度は 8.25±2.31、 13.2±2.94 
(μmol/L)/(クレアチニン mg/dL)であった。 
 
③脛骨骨密度 
脛骨骨密度を図 1に示した。EQ 0.50 群は

ORX 群と比べ有意に高値を示し、EQ 0.25 群
は高い傾向を示した。精巣を摘出したことに
より骨量が減少したが、エクオール投与
（0.50 mg/日）により、骨量減少が抑制され
た。 
 
④骨吸収マーカー 
骨吸収マーカーを表 1に示した。尿中 DPD

濃度は ORX 群と比較し Sham 群、E2 群は有意



 に低値を示した。また、EQ 0.50 群は ORX 群
と比較し低い傾向を示した。 ③カスパーゼ 3/7 活性 

アポトーシスによる細胞死の指標として、
カスパーゼ 3/7 活性を測定した（図 3）。成熟
破骨細胞において、エクオール 50μM を添加
した場合、コントロールと比較しカスパーゼ
3/7 活性が有意に高値を示した。 

図 1．マウス脛骨骨密度 
 
表 1．骨吸収マーカー 

群 尿中排泄デオキシピリジノリン
(nmol/L)/creatine(mg/dL)

Sham 1.76 ± 0.43b 
ORX 2.56 ± 0.33a 
EQ 0.25 2.41 ± 0.41a 
EQ 0.50 2.29 ± 0.22ab 
E2 1.80 ± 0.34b 

 
図 3．カスパーゼ 3/7 活性に対するエクオー
ルの影響（コントロールに対する活性割合
（％）で示した） 
 

 ④ALP 染色 
ST2 細胞にエクオール（0.01, 0.1, 1, 10, 

μM）を添加し、骨芽細胞の分化に対する影
響を検討した。しかし、エクオールは、ST2
細胞から骨芽細胞への分化に対して、顕著な
影響を及ぼさなかった。 

（２）破骨細胞、骨芽細胞に対するエクオー
ルの作用 
①MTT 分析 

RAW264 細胞において、RANKL と同時にエク
オールを添加した場合、細胞増殖は容量依存
的（エクオール: 0.1, 1, 10, 25, 50μM）
に抑制された。ST2 細胞はコントロールに対
し、エクオール 50μM 添加により細胞増殖が
45％抑制された。しかし、ST 細胞において、
エクオール（0.1－25μM）添加による有意な
細胞増殖抑制は認められなかった。 

 
（３）考察 
本研究は男性骨粗鬆症に対するエクオー

ルの作用とその作用機序を解明することを
目的とした。 
初めに男性閉経後骨粗鬆症モデルとして、

雄性骨粗鬆症モデルマウスを用い、エクオー
ルの骨代謝への影響を評価した。本実験にお
いて、雄性骨粗鬆症モデルマウスに対するエ
クオール（0.5mg/日）の投与は、脛骨の骨量
減少を抑制し、骨吸収マーカーを抑制する傾
向を示した。 

 
②TRAP 染色 

破骨細胞分化に対するエクオールの影響
を図 2に示した。エクオールは RAW264 細胞
から破骨細胞への分化を容量依存的（0.1－
50μM）に抑制した。 

疫学研究では、大豆イソフラボンの摂取量
が骨密度と正の相関を示すことが報告され
ている。また、主に欧米で行われた閉経後女
性を対象とした介入研究においては、大豆イ
ソフラボンが脛骨や大腿骨の骨量の減少を
抑えることが示唆されている（Clin Nutr. 
2008; 27:57）。加えて、閉経後骨粗鬆症モデ
ル動物において、大豆イソフラボンやその代
謝産物であるエクオールが骨量減少を抑え
ることは数多く報告されている（Forum Nutr. 
2009; 61:104）。しかしながら、雄性骨粗鬆
症モデル動物において、エクオールの骨量減
少抑制作用を示した報告は本研究が初めて
である。Wu らは精巣摘出雄マウスにおいて、

d 

図 2．破骨細胞分化に対するエクオールの作
用 



大豆イソフラボンであるゲニステインと運
動の併用が骨量減少を抑制したことを報告
しており（J Appy Physiol. 2003; 94:335）、
本実験の結果は、Wu らの結果とも一致する。
一方、Fujioka らは閉経後骨粗鬆症モデルマ
ウスへのエクオール（0.5mg/日）の投与は
全身骨の骨量減少を有意に抑制したことを
報告した(J Nutr. 2004; 134:2623)。本実験
において、骨代謝に対するエクオールの作用
は、Fujioka らの結果と比較し、穏やかであ
った。これはエクオールに対する感受性の

、

性
差

、

して抑制的
に

ールの顕著な作用は認められな
か

症の予防に繋がることが考えられる。 

者、研究分担者及び連携研究者に
下線） 

による違いであることが推測される。 
そこで、エクオールの男性骨粗鬆症骨代謝

に対する作用機序を明らかにするため、破骨
細胞、骨芽細胞に対するエクオールの作用を
検討した。本実験において、エクオールは
RAW264 細胞から破骨細胞への分化を容量依
存的（0.1－50μM）に抑制した。Ohtomo らは
マウス骨髄細胞と初代骨芽細胞の共存培養
において、1α,25(OH)2D3により誘導した破骨
細胞形成をエクオール（0.1μM）が抑制した
ことを報告している（Eur. J Nutr. 2008; 
47:273）。これは本実験の結果と一致してい
る。加えて、本実験において、エクオールは
成熟破骨細胞のカスパーゼ 3/7活性を促進し
た。ダイゼイン、エストラジオールが骨髄細
胞において、カスパーゼ 3、8の開裂を促進
することにより、アポトーシスが促進され
その結果として破骨細胞の分化が抑制され
たことが報告されている（JBMR. 2002; 
17:630）。すなわち、本実験においても少な
くとも一部に関して、エクオールはエストロ
ゲン様作用により、破骨細胞のアポトーシス
を促進することで、破骨細胞に対

作用したことが示唆される。 
他方、ST2 細胞から骨芽細胞への分化に対

するエクオ
った。 

これらの結果より、エクオールは破骨細胞

に作用し骨吸収を抑えることで、男性骨粗鬆

症の骨代謝を改善する可能性が示された。今

後、さらにエクオールの骨代謝への作用とそ

の作用機序を解明することにより、男性骨粗

鬆
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