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研究成果の概要（和文）：　クズ（PL）、レッドクローバー（RC）、プエラリアミリフィカ（PM）、アルファルファあ
るいは大豆イソフラボン（DI）を含むサプリメントについて、イソフラボン15種類の含有量をHPLCで分析すると、PLサ
プリメントに高濃度含む製品があった。PL、RC、PMサプリメントはDIサプリメントと併用するなど複数製品を摂取する
ことでイソフラボンの過剰摂取になる可能性がある。
　酵母two-hybrid法（hERα）による、各素材の併用時の複合エストロゲン活性は、DI抽出物とRCエキス末の併用で相
加的に活性が強くなり、エストロゲン活性においても注意が必要である。

研究成果の概要（英文）：We investigated the contents of 15 kinds of isoflavone in various supplements 
containing Pueraria lobata (PL), red clover (RC), Pueraria mirifica (PM), alfalfa or soybean isoflavone 
(DI) by HPLC. Total isoflavone contents of PL supplements were higher than that of other supplements. PL, 
RC or PM supplements may be taken with DI supplements. Therefore, the possibility of excessive intake of 
isoflavone should be considered.
We measured the combined estrogenic activities of plant extracts as supplement materials by a yeast 
two-hybrid assay. RC extract plus DI extract showed additional estrogenic activity for hERα. It is 
necessary to take in RC and DI supplements with caution.

研究分野：食品安全性学・環境毒性学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 生活習慣病に対する不安や健康管理の高
まりなどから、数多くの健康食品が新聞・雑
誌等の広告で宣伝され、またドラッグストア
の店頭に並べられている。一方、健康食品の
有用性に関する情報は多いものの、安全性に
関する情報は極めて少ない状況にある。特に、
健康食品の過剰摂取と長期摂取、医薬品との
併用に関する情報は少なく、これらについて
の関連情報が必須とされる。ところで、健康
食品は医薬品との同時摂取のみならず、数種
類の健康食品を同時に摂取されることも想
定され、その安全性にも注視する必要がある。
しかし、健康食品を数種類同時に摂取した場
合の安全性について研究された報告はない。 
 ところで、イソフラボンはマメ科植物に含
まれ、エストロゲン活性をもつことが知ら
れている。イソフラボンの効果としては、ヒ
トの成人において心血管障害、骨粗しょう症、
ガンなどに対して予防効果があることが知
られている。大豆食品などを常食するアジア
系民族は乳ガンなどが少ないことが、欧米に
較べイソフラボンの摂取量が多いことに関
連づけて報告されている。大豆製品・イソフ
ラボンの摂取と乳ガン発生率の減少の関係
を示す厚生労働省多目的コホート研究を用
いた positive dataも発表されている。しかし、
一方でイソフラボンの摂取はヒツジやその
他の動物において生殖障害を引き起こすこ
とが知られ、わが国の食品安全委員会は、特
定保健用食品等で大豆イソフラボンが過剰
に摂取される可能性を考慮し、食事以外の特
定保健用食品等からの摂取を1日30 mgと設
定し、乳幼児等のハイリスクグループに対し
ては摂取を勧めていない。ところで、イソフ
ラボンを含む健康食品には、ゲニステインや
ダイゼインなどの大豆イソフラボン類を含
む健康食品のみならず、formononetin、 
puerarin 、biochanin A などのイソフラボン
を含む健康食品もあり、それらは同時に摂取
されることも考えられ、イソフラボンの過剰
摂取と複合エストロゲン活性はどうなるの
か安全性の観点から興味がもたれる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、健康食品を数種類摂取した
場合の安全性を、複数摂取のモデルとして、
イソフラボンを含む各種健康食品（サプリメ
ント）を用いて検討した。具体的には、イ
ソフラボンを含む各種サプリメント中のイ
ソフラボン含有量をHPLCによって調べ、更
にそれらの素材を用いて、併用時の複合エス
トロゲン活性を酵母 two-hybrid 法によって
検討し、サプリメントの併用摂取時の安全性
を、摂取量と作用の両面から考察することと
した。 
 
３．研究の方法 
(1) イソフラボンを含む各種サプリメント
中のイソフラボン含有量の測定 

①材料 
 エストロゲン活性をもつことが知られて
いるクズ（PL）、レッドクローバー（RC）、PL
と同属のプエラリアミリフィカ（PM）、アル
ファルファ（AF）あるいは大豆イソフラボン
（DI）を含むサプリメントについて、PL 4 製
品、RC 5 製品、PM 5 製品、AF 3 製品、DI 5
製品を、京都市内のドラッグストアおよびイ
ンターネットを介した通信販売で購入した。 
②HPLC の試験溶液の調製 
 サプリメント試料 1 gに 80％メタノールを
50 mL 加えてホモジナイザーにより撹拌した 
(50 rpm、3 min) 。それをろ紙 (5A) でろ過
し、残渣に再び 80％メタノールを 50 mL 加え
てホモジナイザーにより撹拌、ろ過した。そ
れらのろ液を 2-3 mL まで減圧濃縮(≦40 ℃)
し、80 ％メタノールで 20 もしくは 25 mL に
定容した。そして、メンブランフィルター 
(0.45 m)でろ過したものを HPLC 試験溶液と
した。 
③HPLC 測定条件 
 大豆イソフラボン 12 種類（daidzein, 
daidzin, genistin, genistein, glycitein, 
glycitin, 6”-O-acetyldaidzin, 6”-O- 
acetylglycitin, 6”-O-acetylgenistin, 
6”-O-malonyldaidzin, 6”-O-malonylgly 
citin, 6”-O-malonylgenistin）、RC の主成
分 と い わ れ て い る イ ソ フ ラ ボ ン の
formononetin、プエラリア属特有のイソフラ
ボンの puerarin の分析は HPLC のグラジエン
ト条件で行った。カラムは Inertsil ODS-2 
(4.6 mm i.d. × 250 mm、5 m) (GL Sciences 
Inc. 製)を使用し、ガードカラムに Inertsil 
ODS-2 (4.6 mm i.d. × 50 mm)を用いた。移
動相は A液をアセトニトリル-水-酢酸 (15 : 
85 : 0.1) 、B 液をアセトニトリル-水-酢酸 
(35 : 65 : 0.1) に調製した。グラジエント
条件は 0分 B液 0％から50分 B液 100％まで
の直線濃度勾配とし、さらに 60 分まで B 液
を 100％とした。流速 : 1.0 mL/min、カラム
温度 : 40 ℃、注入量 : 10 L、検出波長 : 
UV 254 nm とした。 
 RC のもう一つの主成分のイソフラボンの
biochanin A の分析は HPLCのアイソクラテッ
ク条件で行った。カラムは Inertsil ODS-2 
(4.6 mm i.d. × 250 mm、5 m) (GL Sciences 
Inc. 製 ) を使用し、ガードカラムに
Inertsil ODS-2 (4.6 mm i.d. × 50 mm)を
用いた。移動相はメタノール-1 mmol/L 酢酸
アンモニウム水溶液 (60 : 40) に調製した。
流速 : 1.0 mL/min、カラム温度 : 室温、注
入量 : 10 L、検出波長 : UV 254 nm とした。 
 
(2) 酵母 two-hybrid 法におけるイソフラボ
ンを含むサプリメントの素材の併用時の複
合エストロゲン活性の測定 
①材料 
 イソフラボンを含むサプリメントの素材
として、イソフラボンをほとんど含まなかっ
た AF を除き、DI 抽出物、RC エキス末、PM



末を国内で購入した。またPLの素材として、
葛根を国内で購入し、水抽出物し、凍結乾燥
することで、葛根水抽出物（KD）を作製した。 
②酵母 two-hybrid 法の試験溶液の調製 
 KD、RC エキス末、PM 末、DI 抽出物の各試
料 2 g に 80％メタノールを 50 mL 加えてホモ
ジナイザーにより撹拌した (50 rpm、3 min) 。
それをろ紙 (5A) でろ過し、残渣に再び 80％
メタノールを 50 mL 加えてホモジナイザーに
より撹拌した。それら上澄み液を 80 %メタノ
ールで 100 mL に定容した。その 2 mL をとり、
窒素気流下で乾固し、超純水 200 L に溶解
した。それを-グルクロニダーゼ含有の酢酸
緩衝液 1 mL で酵素処理 (37 ℃、24 h) 後、
ジエチルエーテル 5 mL で抽出し、遠心分離 
(3000 rpm、5 min) した。ジエチルエーテル
画分を窒素気流下で濃縮乾固し、DMSO 200 L
に溶解して、試験溶液とした。 
③エストロゲン活性の測定 
 ヒトエストロゲンレセプターα（hER）を
組み込んだ酵母をトリプトファンおよびロ
イシンを除いた培地に播種後、振とう培養 
(30 ℃、17 h) し、対数増殖期のものを試験
用酵母液とした。次に、発光測定用黒色
96-well プレートに、試験溶液を単独、また
は併用添加した。さらに試験用酵母液を添加
し、混合後、静置培養 (30 ℃、4 h) した。
酵母細胞壁融解酵素を Z buffer (60 mmol/L 
Na2HPO4、40 mmol/L NaH2PO4、10 mmol/L KCl、
1 mmol/L MgSO4) で溶解した溶液と-ガラク
トシダーゼ測定用化学発光用キット 
(Aurora Gal-XE kit、ICN 社製) の反応試薬
を 5 : 3 で混合した溶液を添加し静置培養 
(37 ℃、1 h) した。その後、プレートを発
光測定装置 (AB2100、ATTO BioInstument 社
製) にセットして、化学発光用キットの発光
促進液を添加しながら、発光強度を計測し、
-ガラクトシダーゼ量を測定した。エストロ
ゲン活性の強さは各試験溶液の濃度ごとに
化学発光強度をもとめ、対照に対する化学発
光強度比 (T/B) として算出した。 
 
４．研究成果 
(1) イソフラボンを含む各種サプリメント
中のイソフラボン含有量 
 厚生労働省は、特定保健用食品やいわゆる
健康食品のうち、大豆イソフラボンを含む食
品では、大豆イソフラボンアグリコン換算値
を表示するよう通知している。そこで、配糖
体とアグリコンの分子量比よりもとめたア
グリコン換算係数を用いて、分析結果のイソ
フラボン含有量のうち、配糖体の含有量をア
グリコンに換算した。換算前の大豆イソフラ
ボンの合計量 (大豆イソフラボン量) 、大豆
イソフラボン量とそれ以外のイソフラボン
量の合計量 (総イソフラボン量) とともに、
換算値を用いた大豆イソフラボンアグリコ
ン換算値、総イソフラボンアグリコン換算値
を算出した。また各製品に表示された最大 1
日摂取目安量をもとに、1 日摂取目安量あた

りの総イソフラボン量、大豆イソフラボンア
グリコン換算値、総イソフラボンアグリコン
換算値をもとめた。 
 PL サプリメントにおいて、15 種類のイソ
フラボンを合計した総イソフラボン量は
0.227-148 mg/g の範囲、RC サプリメントに
おいて 0.811-164 mg/g の範囲で含まれ、高
濃度のイソフラボンを含む製品があった。PM
サプリメントにおいて 0.684-51.6 mg/g の範
囲、DI サプリメントにおいて 5.12-65.5 mg/g
の範囲であった。AF サプリメントにおいては
0.1 mg/g 未満で極めて少なかった。 
 イソフラボン含有量を表示した製品は、DI
サプリメントでは 4製品、RC サプリメントで
2製品、PL サプリメントで 1製品あった。し
かし、PL サプリメントの 1製品では、1日摂
取目安量あたりの表示量と分析値とは大き
く異なった。 
 食品安全委員会より平成 18 年に大豆イソ
フラボンの安全性評価が報告され、特定保健
用食品における大豆イソフラボンアグリコ
ン換算値の 1 日上乗せ摂取量の上限値は 30 
mg/day とされている。今回の製品はいわゆる
健康食品に相当するが、特定保健用食品と同
様に安全性を考慮する必要がある。PL サプリ
メントの分析値に基づく最大1日摂取目安量
あたり大豆イソフラボンアグリコン換算値
が 2製品(34.9、111 mg/day)で 30 mg/day を
超えていた。これらは海外製品であった。ま
た DIサプリメント 1製品(32.0 mg/day)で 30 
mg/day を 超 え て い た 。 Puerarin や
formononetin、biochanin A は体内で腸内細
菌叢や薬物代謝酵素等の働きを受けて、大豆
イソフラボンと同等のエストロゲン活性を
示すと考えられる。そこで、これらを含めた
1 日摂取目安量あたりの総イソフラボンアグ
リコン換算値において、PLサプリメントでさ
らに 1 製品(73.4 mg/day)が 30 mg/day を超
えていた。これも海外製品であった。 
 RC サプリメントには大豆イソフラボンを
ともに含む製品が 5製品中 3製品あった。RC
サプリメントの1日摂取目安量あたりの総イ
ソフラボンアグリコン換算値は 0.717-26.9 
mg/day の範囲で、DI サプリメントは
5.76-32.0 mg/day の範囲であったことから、
RC サプリメントは DI サプリメントと同程度
のイソフラボンを摂取する可能性があった。
PMサプリメントの1日摂取目安量あたりの総
イ ソ フ ラ ボ ン ア グ リ コ ン 換 算 値 は
0.172-14.2 mg/day で、DI サプリメントに比
べて少なかった。  
 以上のことから、PL サプリメントのような
海外製品を個人輸入し摂取することは注意
が必要である。また、PL サプリメントはエス
トロゲン様作用を期待して販売されていな
いため、これらを併用摂取する可能性を考え
ると、PL サプリメントの摂取には注意が必要
である。今回調査した RC、PM、AF のサプリ
メントでは単一製品を適切に摂取すれば、イ
ソフラボン摂取量の観点から問題はないと



考えられた。しかし、異種の複数製品を摂取
することで、過剰摂取のおそれや有害影響が
起こる可能性はある。また RC、PM、AF には, 
イソフラボン以外にフラボノイドやクメス
タンなどエストロゲン活性を示す他の成分
が含まれている。これらに着目しても更なる
総合的な評価が必要であると考えられる。 
 
(2) 酵母 two-hybrid 法におけるイソフラボ
ンを含むサプリメントの素材の併用時の複
合エストロゲン活性 
 各試験溶液を単独添加した際のT/Bの変化
を調べた（Figure 1）。用量反応曲線は DI 抽
出物の曲線が最も低い濃度で上昇しはじめ
ており、測定した試料の中で最もエストロゲ
ン活性が強いことがわかった。RC エキス末、
KD、PM 末の順に用量反応曲線が右へシフトし
ており、エストロゲン活性の強さは DI 抽出
物> RC エキス末> KD> PM 末の順であった。 
 DI 抽出物と RC エキス末、KD、PM 末を併用
添加した際の T/B の変化を調べた（Figure 2）。
DI 抽出物の単独添加よりも RC エキス末を併
用添加することでエストロゲン活性は強く
なった (Figure 2A) 。また RC エキス末の添
加濃度依存的にエストロゲン活性は強くな
った。このことから、DI 抽出物に対して RC
エキス末が相加的に働いたと考えられる。し
かし、KD または PM 末を DI抽出物と併用添加
してもエストロゲン活性は大きく変わらな
かった (Figure 2B、2C) 。 
 マメ科植物の抽出物の中で、ERとの明ら
かな結合親和性を示すのは PL のみであるこ
と、ERとでは PL> RC> 大豆の順で結合親和
性が強いことが知られている。しかし、今回
の結果では DI 抽出物> RC エキス末> KD（PL
の素材）> PM 末の順であった。DI 抽出物は
大豆からイソフラボンを抽出した素材であ
ることから、活性が強くなったと考えられる。
各試料の総イソフラボン量を HPLC で調べる
と、DI 抽出物 (274 mg/g) > KD (147 mg/g) > 
RCエキス末 (43.5 mg/g) > PM末 (1.87 mg/g) 
の順であった。総イソフラボン量とエストロ
ゲン活性を比較すると、KD と RC エキス末で
総イソフラボン量とエストロゲン活性の順
が異なった。KD の主なイソフラボンは
puerarin である。試験溶液を調製する際にイ
ソフラボンを生体内で利用される形に近づ
けるため、-グルクロニダーゼを用いた酵素
処理によって配糖体の糖を外してアグリコ
ンにした。しかし、配糖体の構造を持つ
puerarin の糖が今回の酵素処理では糖が外
れなかったために、puerarin がエストロゲン
活性をほぼ示さず、RC エキス末> KD> PM 末
の順になったのではないかと考えられた。そ
こで、KD の総イソフラボン量から puerarin
を除くと 24.4 mg/g となり、RC エキス末の総
イソフラボン量 (43.5 mg/g) よりも少なく、
RC エキス末> KD> PM 末の順となり、活性に
反映された。Puerarin は個人差があるものの、
腸内細菌によりエストロゲン活性の強い

daidzein へ代謝されることがわかっている。
別の試験系を用いるなどして、puerarin をア
グリコンにして KD のエストロゲン活性を測
定する必要性が考えられ、今後の検討課題と
なった。 
 

Figure 1. KD、RC エキス末、PM 末、DI 抽出
物のエストロゲン活性 
KD : 葛根水抽出物、RC : RC エキス末、DI : 
DI 抽出物、PM : PM 末 
 

（A） 

（B） 

（C） 

Figure 2. DI 抽出物と RC エキス末 (A)、KD 
(B)、PM 末 (C) を併用添加した際の複合エス
トロゲン活性 
 



 DI 抽出物と RC エキス末の併用では相加的
にエストロゲン活性が強くなった。このこと
から、DI と RC を含むサプリメントを併用す
る際にはイソフラボンの過剰摂取とともに
エストロゲン活性においても注意が必要で
あると考えられた。 
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