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研究成果の概要（和文）：大豆イソフラボン代謝産物のエクオールの機能性と安全性の評価を行った。機能性の評価で
は、エクオールは脂肪細胞MC3T3-L1の分化を抑制するとともに、TNFにより抑制されたヒト血管内皮由来HUVEC細胞のeN
OS遺伝子発現を回復させた。エクオールは、骨粗鬆症モデル動物の骨・脂質代謝及び血流を改善する可能性が示唆され
た。
安全性の評価では、エクオールはエストロゲン受容体陽性乳がん細胞MCF-7のDNA合成期細胞の割合を有意に増加させた
。作用機構としては、細胞周期のG1期での進行を促進させることで陽性細胞増加に導く可能性は低く、MCM2-7のクロマ
チン結合などに正に機能する可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Efficacy and safety of isoflavone metabolite, equol, was examined. Equol 
inhibited differentiation of adipocyte, MC3T3-L1 cells and modulated eNOS gene expression in human 
vascular endothelial cells, HUVEC. Equol intake improved fat and bone metabolism as well as blood flow in 
estrogen deficient rats.
Equol, significantly increased proportion of DNA-synthesizing cells in mammary carcinoma MCF-7 cells. 
This effect may not be due to stimulation of progression during G1 phase of cell cycle but it may be due 
to stimulation of chromatin-binding of MCM2-7 complex.

研究分野： 栄養学

キーワード： 大豆イソフラボン　フィトケミカル　安全性評価　有効性評価

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
高齢化が急速に進む中、21 世紀の保健

医療は生活習慣病に対する予防が最重要

課題となっている。女性は閉経年齢を超え

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。骨粗鬆症や脂質代謝異常の

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、その改善による生活習

慣病の予防が期待される。 

大豆イソフラボンはエストロゲン様作用

を持つことが示唆されており、閉経後の骨

および脂質代謝異常、更年期症状に対する

有用性が示唆されている。大豆イソフラボ

ンのうちのダイゼインは腸内細菌により

エクオールへと代謝される。エクオールは

他のイソフラボンに比べて強いエストロ

ゲン様活性を持つことから、特にその有用

性が期待されているが、作用の詳細ならび

に安全性については十分に検討されてい

ない。 

我々は骨粗鬆症モデルマウスにおいて、

エクオールの投与が大腿骨の骨量減少を

有意に抑制し、全身の脂肪量を減少させる

ことを報告した（Fujioka et al. J. Nutr. 

2004）。さらに、閉経後女性へのイソフラ

ボンの介入試験において、エクオール産生

者は非産生者と比較し、骨量減少が抑えら

れ、体幹部体脂肪の増加が抑制されること

を報告している（Wu et al. Menopause, 

2007）。 

エストロゲンは脂質代謝を調節してい

ることが報告されていることから、弱いエ

ストロゲン作用を示すイソフラボンの脂

質代謝に対する作用も期待されているが、

エクオールの脂質代謝調節作用とそのメ

カニズムの詳細は検討されていない。また、

エクオールには、ほてりや肩こり等の更年

期症状の緩和作用が認められるという介

入試験の結果がある （Menopause, 2009）。

一方、我々は信頼できる RCT 研究のメタ分

析により、イソフラボンの摂取が成人男女

の収縮期血圧を有意に低下させることを

明らかにしているが（Taku et al. J 

Hypertes, 2010)、これらの現象は実験的

に証明されていない。 

さらに安全性の評価として、細胞増殖に

対する作用を、分子レベルで明らかにする。

イソフラボンを含めフィトケミカルの標

的細胞の増殖への効果は様々で統一的に

は評価できない。ここでは、標的細胞の

DNA 複製への影響に焦点をあて、DNA 複製

そのものへの効果と DNA 複製に中心的な

役割を担う MCM2-7 タンパク質の発現とク

ロマチン結合性に対する効果の両面から

調べる。これまでにマウスの in vivo の実

験から、エストロゲンが MCM タンパク質の

発現を促進し、MCM タンパク質のクロマチ

ン結合性を促進することが他のグループ

から示されている（Pan et. al. Proc. Natl. 

Acad. Sci., 2006）。 

 
２．研究の目的 
女性は閉経期を迎えると、エストロゲンの

分泌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。大豆イ

ソフラボンはエストロゲン様作用を持つこ

とが示唆されており、閉経後の骨・脂質代謝

異常、更年期症状及び高血圧に対して有効に

作用する可能性が示唆されている。なかでも、

ダイゼインから腸内細菌によって産生され

るエクオールは、他のイソフラボンに比べて

強いエストロゲン様活性を持つことが示唆

されている。しかし、その作用の詳細ならび

に安全性は不明である。そこで、本研究では、

エストロゲン欠乏に起因する骨及び脂質代

謝異常、さらには血管系に対するエクオール

の新規作用とそのメカニズム、さらに安全性

評価として細胞増殖に対する作用とそのメ

カニズムを分子、細胞および動物レベルで明

らかにすることを目的とする。 



 
３．研究の方法 
①25 年度：有効性評価としてダイゼイン

の代謝産物であるエクオールの脂肪細胞

の増殖と分化に対する作用を、脂肪細胞様

株細胞である MC3T3-L1 細胞を用いて検討

した。安全性評価として、エクオールのヒ

ト乳がん細胞MCF-7のDNA複製に対する影

響とその DNA 切断活性を調べた。 

②26 年度：ヒト血管内皮由来 HUVEC 細胞

を用いて、血管拡張に関連する eNOS 及び

血管の炎症に関与する遺伝子発現に対す

るイソフラボン及びエクオールの影響を

評価した。安全性評価として、エクオール

のヒト乳がん細胞の MCM2-7 タンパク質の

発現とそのクロマチン結合性に対する影

響を調べた。 

③27 年度：卵巣摘出骨粗鬆症モデル動物

にエクオールを摂取させ、骨・脂質代謝、

血流等に及ぼす影響を評価した。安全性評

価として、ダイゼインの MCF-7 細胞 DNA 複

製に対する影響と MCM2-7 タンパク質のク

ロマチン結合性に対する影響を調べた。 

 

４．研究成果 

①25 年度：有効性の評価では、エクオールは、

脂肪様株細胞 MC3T3-L1 細胞の増殖に対し、

0.1～50μＭでは影響を及ぼさなかったが、

100μＭでは有意に抑制した。また、エクオ

ールは、脂肪細胞の分化の指標である PPAR

γ、C/EBPα、FAS の遺伝子発現及び脂肪の蓄

積に対し、100μＭでは有意に抑制した（図

１）。 

 

図１.エクオールの脂肪細胞の脂肪蓄積に対

する影響 

 

安全性の評価では、エストロゲン受容体タン

パク質の存在を確認したヒト乳がん由来の

MCF-7 細胞を用いて、エクオールの DNA 複製

に対する影響を、DNA 合成前駆体となるブロ

モデオキシウリジン（BrU）の DNA への取り

込みを蛍光顕微鏡観察することにより調べ

たところ、1μMエクオールは、無添加細胞に

比べ DNA 合成を促進する傾向があったが、統

計学的な有意差は認められなかった。この結

果の確実性を検討するために、今後、実験例

数を増やして、エクオールの乳がん細胞の

DNA 複製への影響を明らかにすることとした。

一方で、エクオールは 100 μMまで、２本鎖

DNA 切断の指標となる、H2AX のリン酸化を有

意に増加させなかった（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ エクオールの DNA２重鎖切断(DSB)へ

の影響：MCF-7 培養液に各試薬の存在下に２

日間培養し、γ-H2AX 抗体を使った免疫染色

により DNA の２重鎖切断を調べた。E2：エス

トロゲン、Equ: エクオール、Ble: ブレオ

マシン 

 

②26 年度：有効性の評価では、イソフラボン

のヒト血管内皮由来HUVEC細胞を用いて血管

拡張に関連する因子の遺伝子発現に対する

作用を調べたところ、イソフラボン及びエク

オールは、TNF により抑制された HUVEC 細胞

の eNOS 遺伝子発現を回復させ、また TNF に

より更新した IL-6 遺伝子発現を抑制した。



これにより、イソフラボンには血管を拡張さ

せる作用がある可能性が示唆された。安全性

の評価では、エストロゲン受容体をもつヒト

乳がん由来 MCF-7 細胞に対し、添加するエク

オール濃度を0.01μM から100μM まで変え

て培養し、DNA 複製細胞の割合を調べたとこ

ろ、0.01μM から 10μM のエクオール存在下

に２倍以内のDNA複製細胞の増加が見られた。

1μM エクオール存在下での実験を繰り返し

た結果、DNA 複製促進が有意であることが示

された（図３）。エクオールによる DNA 複製

促進の機構を明らかにするために、DNA 複製

に DNA ヘリカーゼとして機能する MCM2-7 タ

ンパク質の量的な変化を調べたが、増加する

という結果は得られなかった。一方で、細胞

分画や細胞染色の手法を使った実験より、

MCM3 などでクロマチン結合型の割合が増加

する傾向が見られた。 

 

 

図３ MCF-7 細胞 DNA 複製に対するエクオー

ルの影響：MCF-7 培養液にエクオール(Eq)ま

たはエストロゲン(E2)を加え１日間培養し

た後、BrU を添加し、抗 BrU 抗体を用いて免

疫細胞染色することで、DNA 合成期の細胞を

検出した。全体の細胞中の DNA 合成期細胞の

割合を縦軸に示す。 

 

③27 年度：有効性評価では、卵巣摘出骨粗鬆

症モデルラットを用いて、エクオールの脂質

代謝、骨代謝及び血流に対する影響を評価し

たところ、５週間の 0.064％エクオールの混

餌投与は、エストロゲン欠乏による全身体脂

肪量（図４）と血中総コレステロールの増加

及び骨量減少を改善した（図５）。また、エ

クオール摂取は、エストロゲン欠乏による血

流の低下を改善する傾向が認められたが、大

動脈血管内皮の eNOS、カベオリン 1及びカル

モデュリン1遺伝子発現子発現には影響しな

かった（図６）。 
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図４. エクオール摂取が骨粗鬆症モデルラ

ット（OVX）の全身脂肪量に及ぼす影響 

ANOVA: 異なる文字で有意差あり、Ｐ＜0.05 
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図５．エクオール摂取が骨粗鬆症モデルラッ

ト（OVX）の腰椎骨密度に及ぼす影響 

ANOVA: 異なる文字で有意差あり、Ｐ＜0.05 
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図６.エクオール摂取が骨粗鬆症モデルラッ

トの大動脈内皮の eNOS 遺伝子発現に及ぼす

影響 

 

安全性評価では、ダイゼインの効果を調べ

た。0.01～100 μM のダイゼインの存在下に

１日間培養した MCF-7 細胞の DNA合成期細胞

を、BrU の取り込みにより検出した（図７）。 

1 μM ダイゼイン添加細胞では、非添加細胞

の約２倍の DNA 合成陽性細胞が観察された。

この増加は統計的に有意であった。ダイゼイ

ンによる DNA 合成細胞の増加が、サイクリン

D1 の核局在化による G1 期進行の促進によっ

てもたらされた可能性を検討するために、

MCF-7 細胞に対する、サイクリン D1 核局在化

を抑制する GSK-3βキナーゼ阻害剤の LiCl2

添加の影響を調べた。25 mM LiCl2によりサイ

クリン D1 の核局在化が促進されたが、DNA 合

成細胞の増加は認められず、逆に低下した。

この条件に 1 M ダイゼインを共存させると、

DNA 合成の抑制が部分的に解除された。よっ

て、ダイゼインによる DNA 合成の促進をサイ

クリン D1 の核局在化で説明することは難し

い。また、LiCl2は DNA 合成に対し負に作用す

る未知の作用をもち、その効果をダイゼイン

は緩和すると考えられる。さらに G1 期移行

でのダイゼインの効果を検討するために、G0

から G1 期への移行に関わる転写因子 MYC の

変動について調べたが、現在までのところ、

MYC タンパク質の量的な変化は認められてい

ない。以上の結果から、ダイゼインによる DNA

合成細胞陽性率の増加は、G1 期の進行の促進

では説明できないと考えられる。ダイゼイン

は、MCM2-7 ヘリカーゼのクロマチン結合の促

進を含む別の機構でDNA合成を促進すると考

えられる。 

 

図７ ダイゼインの MCF-7 細胞 DNA 複製に対

する影響:MCF-7 細胞培養液にダイゼインを

10-8から 10-4M までの濃度で加え、１日間培養

した。BrU 取り込み細胞を免疫染色法で検出

した。全体の細胞中の取り込み細胞の割合を

縦軸に示す。 

 

これらの結果より、大豆イソフラボン及び

その代謝産物であるエクオールは、エストロ

ゲン欠乏時における脂質代謝、骨代謝及び血

流低下を改善する可能性が示唆された。また、

ダイゼインとエクオールは、1M の濃度で、

ヒト由来乳がん細胞のDNA複製期細胞の割合

を２倍程度増加させることが分かった。その

機構としては、イソフラボンが遺伝子発現を

誘導することで MCM2-7 タンパク質を増加さ

せることや、エストロゲン受容体を介して、

MCM2-7 などに直接的に作用する可能性が考

えられる。 
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