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研究成果の概要（和文）：イソフラボン代謝産物のequolには鏡像異性体が存在している。卵巣摘出(OVX)骨粗鬆症モデ
ル動物に、各鏡像異性体を0.5mg/dayで皮下投与したところ、S-equolは、天然の選択的エストロゲン受容体作動薬(SER
Ms)のように子宮重量に影響を与えることなく、R体より強く骨量減少を抑制した。また、同マウスの大腿骨の遺伝子変
動をマイクロアレイ解析に供したところ、骨吸収を担う破骨細胞分化関連遺伝子の発現を抑制する可能性が示唆された
。更に、投与イソフラボン量低減化のため、難消化性糖質の併用摂取効果も検討し、有効な最低投与量はアグリコンの
daidzeinとして0.05%程度であることが確認された。

研究成果の概要（英文）：　 Equol, a metabolite of isoflavone, is a chiral molecule that exists as the 
enantiomers (R)(+)-equol and (S)(-)-equol.To compare the effect of R-equol and S-equol on bone loss, 
ovariectomized (OVX) mice were used and each equol(0.5mg/day) were administered to the OVX mice. As 
natural selective estrogen receptor modulators (SERMs), the equol enantiomers inhibited bone loss, while 
minimizing the impact on the uterus. S-equol had stronger effects than R-equol in vivo. We performed 
transcriptome analysis to comprehensively understand the effects of equol enentiomers in mouse femur．DNA 
microarray analysis demonstrated that S-equol might down-regulate the expression of osteoclast 
differentiation associated genes responsible for bone resorption. Furthermore, to reduce isoflavone 
amount for the administration to OVX mice, a combination of isoflavone and indigestible sugars should be 
considered. The effective lowest dose was confirmed whether it might be about 0.05% as the aglycone 
daidzein.

研究分野：食品機能学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(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。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は多くの報告
が存在するが、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、その代謝産物で強い生理活性をもつ
equol に着目し、それらの骨量減少抑制およ
び脂質代謝改善作用を検討してきた 1,2)。 
 
(2) 主要イソフラボン daidzeinから equolの
変換状態には種差があるが、特にヒトでは、
各個人が有する腸内細菌叢および腸内環境
が関連しており、equol 産生能の高さは、ホ
ルモン依存性がん、骨粗鬆症、更年期障害、
脂質異常症のリスク軽減に繋がると考えら
れている。更に equolには鏡像異性体が存在
し、近年、主に S体の効果が報告されて来た
が、R体についても、がん予防などの側面よ
り期待されるようになった 3)。 
 
(3) 2006年、内閣府・食品安全委員会の大豆
イソフラボンに対する安全性評価の結果が
公となって以来、イソフラボンの有効性より
も安全性が問題視されるようになった。しか
し、前述のイソフラボンの SERM 様作用に
ついては未検討であり、各個人の equol産生
能も考慮に入れられていない。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、equolの構造の違いが、骨代
謝に与える影響について、また、どちらの異
性体が骨粗鬆症予防に効率良くはたらくの
か、安全性も考慮した上で検討した。卵巣摘
出(OVX)骨粗鬆症モデル動物に対する S, R, 
ラセミ体 equolの有効性を骨量減少抑制作用
とし、安全性を子宮肥大の有無で評価した。
先ずは、有効性を発揮し、安全性を担保する、
即ち前述の生殖器官に副作用を与えず、骨に
対してはエストロゲン様作用を示す SERM
様作用を発揮する投与量を決定し、より優れ
た構造を有する代謝産物の可能性を明らか
にすることを第一の目的とした。 
 
(2) また、同時に摂取する食品因子と組み合
わせることで、イソフラボン摂取量を低減さ
せる可能性についても検討することを第二
の目的とした。プレバイオティクスであるフ
ラクトオリゴ糖(FOS)は小腸では難吸収性で
あり、大腸で発酵することから、大腸からの
ミネラル吸収を促進し、イソフラボン配糖体
の糖鎖切断および equolの産生能も高めるこ
とで 2,4)、同時摂取するイソフラボン量の低減
化に寄与する食品因子としての可能性が期

待される。また、その他の難消化性糖質の併
用摂取効果についても検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)平成 24 年度: 8 週齢の ddY 雌マウスに
Sham（偽手術）または OVX術を施し、OVX
群を 4 群 (S-equol(Eq), R-Eq, ラセミ体
-Eq(Racemi), 17-estradiol(E2)投与)に分け、
4 週間の飼育観察を行った。3 種の equol お
よび E2は、溶媒(DMSO/PEG)に溶解し、浸
透圧ポンプにて各々皮下より 0.5mg/day/kg
体重を投与した(E2は positive controlとして
0.03g/day/kg体重投与)、飼育期間中は基礎
飼料として AIN93-G を自由摂取させた。4
週間後、マウスを解剖し、血液、肝臓、大腿
骨および脛骨を採取した。試験実施項目とし
て、大腿骨は、骨密度、骨強度、骨構造解析
に供し、脛骨は real-time PCRによる骨代謝
関連遺伝子発現解析に供した。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), 
deoxypyridinoline（DPD), I型コラーゲン C
末端テロペプチド(CTx))は ELISA 法にて測
定した。血清、尿中 S-および R-equol濃度は
共同研究先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
ぎ、キラルカラムを用いてクーロアレイ
HPLCにて測定した。更に equol鏡像異性体
の破骨細胞に対する作用を検討するために
マウス骨髄細胞に破骨細胞分化誘導剤(活性
型ビタミン)と equol 鏡像異性体を各々添加
して破骨細胞の分化状態を観察した。 
 
(2)平成 25 年度：前年度と同様なマウスに同
様な処理を行い、ラセミ体と E2 投与群を除
いた 4群にて 4週間の飼育観察を行い、血液、
尿を採取し、各組織（脳、肝臓、腎臓、大腿
骨、脛骨）を摘出した。脳、肝臓、腎臓、脛
骨は、HPLCによる equol鏡像異性体濃度測
定に、大腿骨は RNAを抽出し、DNAマイク
ロアレイ解析に供した。 
 
(3)平成 26 年度：難消化性糖質との併用摂取
でイソフラボン投与量の低減化を図るため、
イソフラボン配糖体(ISO)とFOSとの併用摂
取試験を行った。8 週齢の ddY 雌マウスに
Shamまたは OVX術を施し、OVX群を 6群
(OVX 単独、OVX+0.16%ISO(ISO), OVX+ 
5%FOS(FOS), OVX+ISO+FOS(IF), OVX 
+0.08%ISO(50%ISO), OVX+50%ISO+ 
FOS(50%IF))に分け、計 7群で 4週間の飼育
観察を行った。次に投与イソフラボンを配糖
体からアグリコン(daidzein)に換えて同様な
試験を行った。更に、難消化性糖質の種類を
FOS からセロオリゴ糖(COS)に変更して、
FOSと同様に COSとイソフラボン配糖体と
の併用摂取試験も行った。 
 
４．研究成果 
(1)Equol 鏡像異性体の骨代謝調節作用の差



異(平成 24年度) 
 大腿骨・骨密度(BMD)および骨強度はOVX
により明らかな低下が認められ、equol 鏡像
異性体の中では、S-equol で骨量減少抑制効
果が強く(図 1)、骨吸収マーカー(CTx)におい
ても低下抑制がみられた。また、副作用のマ
ーカーである子宮肥大は認められなかった
(図１)。骨吸収関連遺伝子として TNF-、IL-6、
RANKL/OPG比の mRNA発現は OVXによ
り高値または高値傾向を示したが、各 equol
投与により抑制傾向がみられた。しかし、構
造による差異は認められなかった。S-equol
の方がR-equolよりも効果が強かった点につ
いては、血・尿中の S-equol濃度が明らかに
高いことに起因するものと思われるが(図 1)、
この生体内利用率の差については、今後の検
討が必要とされる。Equolは破骨細胞分化を
抑制したが、構造よる差異はみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1. 子宮重量、大腿骨 BMDおよび 
尿中 equol鏡像異性体濃度 

           平均値±標準誤差.  
異なるアルファベット間で有意差あり(p<0.05). 

 
(2) DNAマイクロアレイを用いた equol鏡像
異性体投与による大腿骨・骨代謝遺伝子変動
の網羅的解析と組織分布(平成 25年度) 
 OVXを施した equol 鏡像異性体投与マ
ウスの大腿骨から RNAを抽出し、DNAマイ
クロアレイに供し、先ず、得られたデータを
正規化、階層クラスタリング解析を行ったと
ころ、4 群間で異なるクラスタリングとなっ
たが、クラスター間の距離については、
OVX+S-equol 投与群で対照の Sham 群と近
く、OVX+R-equol投与群で OVX群と近い結
果となった(図 2)。また、fold changeが 1.3
以上、p<0.05で変動した遺伝子は、Sham－
OVX間では 1,403、OVX－OVX-S間では 726、
OVX－OVX-R 間では 4,410、OVX-S－
OVX-R間では4,388であった。更にSham 群
に対して OVXで upし、OVXに対し OVX-S
で downした遺伝子は 139、逆に downし、
upした遺伝子は 93であった。この 139遺伝
子のうち、細胞接着、細胞分裂、神経分化等
細胞機能に関わる遺伝子群が多かった。中で
も、Wntシグナル関連の遺伝子に変動がみら
れ、OVX では G タンパク質を介して細胞内
Ca2+の上昇(Ca 感知受容体(Casr)の発現変動
あり）からカルシニューリンの上昇を誘導し、
破骨細胞分化の調節因子であるNFATc1によ
る破骨細胞分化誘導が推測され、S-equol 投
与により破骨細胞分化が抑制される可能性
が示唆された。更に、S-equol と R-equol の
体内の分布状態を比較したところ、肝臓、腎
臓、骨では S-equolが、脳では R-equol濃度
が優位となる傾向を示した。特に、骨（脛骨）
における S体の高値は、S-equolの生体内利
用率の高さと骨への移行性がR-equolよりも
優れていることを示す結果であり、in vivo
での骨量減少抑制作用の強さを裏付けるも
のと思われる。また、H24 年度に行った in 
vitro での破骨細胞分化に対する鏡像異性体
の影響について、再度サンプル数を増やし検
討するため、骨髄細胞培養液中への各 equol
を 0.1～10 µM添加したところ、S-equolより
も R-equol で、破骨細胞分化を強く抑制し、
in vivo試験とは異なる結果となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 階層的クラスタリング解析 



 
(3)難消化性糖質(プレバイオティクス)による
equol 産性能の増強とイソフラボン投与量の
低減化(平成 26年度) 
①FOS との併用摂取：OVX マウスを用い、
イソフラボン配糖体の投与量を、骨量減少抑
制作用が発現する半量とし、５％FOSを併用
摂取させたところ、ISO または FOS 単独、
ISO･FOS 併用（IF 群）、何れの投与量にお
いても BMDの減少抑制作用が認められたが、
IF群で最も強い抑制傾向を示した(図３)。し
かし、ISO 配糖体半量投与で FOS を併用摂
取させても、相加効果はみられなかった。次
に同様な OVX マウスにアグリコンの
daidzein(Dz)と FOS の併用摂取を行ったと
ころ、0.1%Dz単独、Dz+FOSとの併用(DF)、
その半量の単独・併用摂取群いずれでも OVX
による骨量減少は有意に抑制され、併用摂取
群で equol濃度の上昇も認められたが、更に
その半量の 0.025%ではFOSとの併用摂取を
行っても equol産生は上がらず、骨量減少も
抑制されなかった。以上より、5%FOS との
併用摂取で equol産生増強が期待できる投与
量は、Dz(アグリコン)で 0.05%、イソフラボ
ン配糖体では、0.16%であることが確認され
た。この配糖体の中の Dz の割合としては約
0.04%であり、前述の 0.05%と近似した値で
あった。また、骨量減少に対する効果につい
ては、Dz 量としては 0.05%、イソフラボン
配糖体では、0.16%の半量である 0.08%でも
抑制効果が現れた。イソフラボン配糖体には、
Dz 配糖体＋他のイソフラボンである
genisteinおよび glyciteinの配糖体も含有さ
れていることから、これらの効果も影響した
ものと思われる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 大腿骨 BMD 
平均値±標準誤差.  

異なるアルファベット間で有意差あり(p<0.05). 
 

②COSとの併用摂取：イソフラボン配糖体と
COSとの併用摂取により、尿中 equol濃度は
増加し、equol産生の促進が確認された。Dz
として、同様な投与量の場合、FOS併用摂取
との比較では、絶対量は FOS 併用摂取の方
が高値を示したが、増加量では、COS併用摂
取の方が高値傾向を示した。また、その際、
海綿骨量の多い大腿骨遠位部 BMDと脛骨近
位部 BMD は OVX により減少したが、ISO

単独投与により骨量減少抑制傾向、COS併用
摂取(IC)では有意にその減少を抑制した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

              
図 4 尿中 equol濃度 (nM/Cre) 
平均値±標準誤差.  

異なるアルファベット間で有意差あり(p<0.05). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 大腿骨および頸骨・骨密度 
平均値±標準誤差.  

異なるアルファベット間で有意差あり(p<0.05). 
 
(4)まとめと今後の展望 
 主要大豆イソフラボン daidzien の代謝産
物である equol について、 in vivo では
S-equol の方が R-equol よりも生体内利用率
と組織移行性がよく、子宮重量を上げること
なく、骨量減少抑制作用を示す SERM 様作
用を有することが確認された。しかし、in 
vitro での破骨細胞に対する直接的な影響で
は、in vivoとは様相が異なり、今後はこの差
異の詳細について明らかにする必要がある。
また、FOSとの併用摂取によるイソフラボン
投与量の低減化は、ISO単独で骨量減少抑制
作用を発揮する投与量の半量までは可能で
あった。equol の産生についても、前駆体の
daidzein の量を半量まで落としても促進可
能であるが、それよりも低容量では equolへ
の変換促進が難しいと思われる。更に本研究
では、他の難消化性糖質(COS)との組み合わ
せによる equol産生増加と骨量減少抑制作用
も確認された。 
本研究において、これらの結果をヒト試験
にも活かすことを考えていたが、今回はかな
わず、今後の課題としたい。 
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