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大豆イソフラボングルコシドおよびアグリコンの血栓予防効果：
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ABSTRACT

Prevention of life style-related diseases, in which thrombogenesis is deeply involved,
is the currently important social problem. Diet is undoubtedly one of the important
risk factors of the diseases.  Therefore, prevention of thrombogenesis is beneficial for
that of the diseases.  To prevent, prothrombotic state has to be assessed.  Currently
used multifactorial tests seem not to have succeeded.  As thrombus is the result of
the interaction among blood cells, blood vessels and blood flow, we established a
sensitive and reproducible animal model of thrombogenesis for assessing the effect of
diets on thrombotic state.  In the model thrombus is formed by He-Ne laser
irradiation in the carotid arteries of genetically atherogenic mice deficient both in
apolipoprotein E (apoE-/-) and low density lipoprotein receptor (LDLR-/-).  We have
demonstrated using this model that genistein-rich isoflavone aglycone prevents high
fat diet-induced prothrombotic states.  However, purity of the isoflavone preparation
used in this study was low (30%).  Therefore, the results were not conclusive. The aim
of the present study was to clarify the antithrombotic effect of isoflavone and to
compare the effects of isoflavone forms, glucoside (daidzin and glycitin rich) and
aglycone (daidzein and glycitein rich), using the preparation with high purity
(glucoside 80%; aglycone 90%).  The male mice were raised with commercial solid diet
until 6 weeks of age and the test diet feeding started from 6 until 14 weeks of age.
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Isoflavones were supplemented to the basic high fat diet (40% in energy; control diet)
to be 25 mg/kg diet (glucoside), 13 mg/kg diet (aglycone equivalent to 25 mg/kg diet of
glucoside in molar concentration) and 650 mg/kg diet (aglycone).  Thrombus was
formed in the left carotid artery by He-Ne laser irradiation in the presence of Evans
blue.  He-Ne laser-induced thrombosis method (in vivo) revealed that aglycones showed
antithrombotic effect at 13 mg/kg diet (P =0.031) and at 650 mg/kg diet (P = 0.007)
but not glucoside (P = 0.349).  Shear-induced platelet reactivity test (in vitro) showed
the antiaggregatory tendency in aglycone at 650 mg/kg diet (P=0.064).  The results
confirmed that daidzein and/or glycitein have antithrombotic effect, but not daidzin
and/or glycitin.  The antithrombotic effect may be partly due to antiaggregatory
effect.  Deficiency of antithrombotic effect in glucoside might be due to its lower
absorption in the intestine.  Soy Protein Research, Japan 5, 108-116, 2002.
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生活習慣病の予防は大きな社会問題となっている

が，生活習慣病の主要な危険因子のひとつは疑いもな

く食事である．生活習慣病に血栓形成が深い関わりを

もつことから，適切な食事による血栓の予防は生活習

慣病の予防にとっても有益であろうと考えられる．

食事と血栓に関する研究においては動物実験が行わ

れることが多い．しかし，これらの研究においては，

血液中の幾つかの血栓関連因子を定量し，これらの結

果に基づいて推測が行われ結論が導かれ，食事指針が

作られてきた．しかしその指針はしばしば変更を余儀

なくされ，このことが栄養学に対する人々の信頼を揺

らがせてきたように考えられる．より確かな指針を作

るためには，できるだけ推論を排するような研究方法

を確立・使用することである．

血栓の栄養学的研究において最も重要なことは，血

栓形成傾向（血栓準備状態）評価にいかなる方法を用

いるかということである．ヒトをはじめ実験動物で汎

用されている血栓形成傾向測定法は，血中の血栓性因

子定量法である．すなわち多くの因子の測定結果に基

づき血栓形成傾向が推測されている．しかし，これら

の多因子定量法による血栓形成傾向把握の有効性につ

いては限界が指摘されている．そこで我々は，上記の

目的に適した評価法を確立することを企図してきた．

血栓は血球，血管壁，血流の相互作用によって形成

される．したがって血管内に血栓をつくり，そのでき

易さから血栓形成傾向を総合的に評価する方法はより

生理的である．我々が採用した測定法は，麻酔下のラ

ット血管をヘリウムネオン（He-Ne）レーザーで照射

して血栓をつくり，そのでき易さから血栓形成傾向を

評価するものである1)．この評価法が優れていること

は幾つかの実験で確かめられた2－5)．食事と血栓に関

する多くの動物実験においては，健常ラットやマウス

に非現実的な，多量のコレステロール（１％）やコー

ル酸が与えられる．しかし，これらの動脈硬化発症に

強い抵抗性をもつ動物では，動脈硬化指数が上昇して

も，動脈硬化が形態的に確認されることは希であり，

血栓形成傾向の亢進の報告も希である．そこで我々は

apolipoprotein E（apoE）とlow density lipoprotein

receptor（LDLR）の両者を欠損している先天的動脈

硬化マウス（apoE-/-・LDLR-/-ダブルノックアウトマウ

ス，DKマウス）の頸動脈にHe-Neレーザーを照射し

て血栓を形成し，血栓形成傾向を判定するという動物

モデルを確立した6)．このモデルを用いれば，実際の

食事に含まれる程度のコレステロールや高脂肪食が，

動脈硬化や血栓形成傾向を亢進させることを証明する

ことができる．そして我々はこの動物モデルを用いて，

イソフラボンアグリコン（genistein rich）が血栓予防

作用をもつことを明かにした7)．しかし，この実験に

用いられたイソフラボン試料に含まれるイソフラボン

含量は30％であり，この試料の血栓予防作用をイソフ

ラボンの効果と結論づけるには無理がある．最近，純

度90％のイソフラボンアグリコンと純度80％のイソフ

ラボングルコシドが精製された．

本研究はイソフラボンの血栓予防効果を検討するこ

と，アグリコンとグルコシドのいずれがより強い効果

をもつかを明らかにすること，またその効果のメカニ

ズムの一端を明らかにすることを目的として行われ

た．
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材料と方法

材　料

実験動物 apoE-/-・LDLR-/-ダブルノックアウトマウス

はJackson Laboratory（Bar Harbor, USA）から購入

し，神戸学院大学動物飼育室で兄妹交配して繁殖させ

た．本研究には雄性マウスのみを使用し，全期間を通

じて明暗それぞれ12時間，室温22.5±0.5℃，湿度55±

５%で飼育した．また水道水と飼料は自由摂取とした．

実験動物の取り扱いは，日本生理学会の「生理学領域

における動物実験に関する基本方針」および「神戸学

院大学研究・教育遂行上の生命倫理に関する申し合わ

せ」に従った．

飼料 精製飼料と天然飼料を配合して半合成食を調製

した．用いた飼料は以下の通りである．ミルクカゼイ

ン，β-コーンスターチ，シュークロース，セルロー

スパウダー，ミネラル混合，ビタミン混合（以上オリ

エンタル酵母工業（株），Japan），大豆油（不二製油

（株），Japan），精製牛脂（植田製油（株），Japan），バ

ター（明治乳業（株），Japan），L-シスチン，コレステ

ロール（以上ナカライテスク（株），Japan），重酒石酸

コリン，第３ブチルヒドロキノン（以上和光純薬工業

（株），Japan），（株）豊年より提供されたイソフラボン

グルコシド（純度78.4%（daidzin 34.2%，glycitin

35.6%，genistin 6.9%）），およびアグリコン（純度

90.7%（daidzein 40.5%，glycitein 43.5%，genistein

6.4%））．

薬剤 麻酔剤：Sodium pentobarbital（Nembutal, 50

mg/mL, Abbott Lab, USA）を用いた．

Evans blue：Merck社製（Germany）Evans blueを生

理食塩水で種々の濃度に希釈して用いた．

方　法

給餌プロトコル 実験飼料は，AIN93G8)を改変した高

脂肪食（脂肪エネルギー比40％）をコントロールとし6)，

これにグルコシドを25 mg/kg diet含むグルコシド食，

イソフラボン部分を同量含むアグリコン食（13 mg/kg

diet）およびアグリコンを50倍量含む高アグリコン食

（650 mg/kg diet）の４種類の餌を調整した（Table 1）．

粉末飼料は終濃度0.6%になるように添加した寒天を用

いて固形とし，給餌まで－30℃の冷凍庫で保存した．

雄性apoE-/-・LDLR-/-ダブルノックアウトマウスに標準

固形飼料（CE-2，日本クレア（株），Japan）を６週齡

まで与え予備飼育した後，８週間実験飼料を摂取させ

種々の測定に用いた．

He-Neレーザー惹起マウス頸動脈血栓形成法 -in vivo-

本法の詳細は別報の通りである6, 7)．簡単に述べると，

まずNembutal（65 mg/kg body weight）をマウス殿筋

に注射し，麻酔した．注射20分後，左大腿動脈にポリ

エチレンチューブ（PE10, Becton Dickinson and

Company, USA）を留置した．次いでマウス頸部を切

開し，左総頸動脈を露出（径450～500μm），石英フ

ァイバーを用いて鏡筒内に導入されたHe-Neレーザー

（Model NEO-50MS，ネオアーク（株），JAPAN）を照

射した．血栓形成はカニューレよりEvans blueを動注

して開始させた．血栓形成過程は頸動脈を落射照明装

置で照明し（Model LG-PS2，オリンパス（株），Japan），

鏡筒上部に設置したCCDカメラを介して（Model

TMC-7，竹中機器システム（株），Japan）パソコンに

取り込んだ（Macintosh Power Mac G3）（Fig. 1）．

Table 1. Experimental diets supplemented by isoflavone glucoside and aglycone

Ingredient Control Aglycone

Cystine 0.3 0.3 0.3 0.3
Corn starch 36.2 36.2 36.2 36.2
Sucrose 9.95 9.95 9.95 9.95
Soy oil 3 3 3 3

Total grams 100 100 100 100

Casein 23.2 23.2 23.2 23.2

Isoflavone glucoside or aglycone 0 0.0025 0.0013 0.065

Glucoside High aglycone

Butter 7.5 7.5 7.5 7.5
Beef tallow 10 10 10 10
Cellulose 5 5 5 5
Mineral mixture 3.5 3.5 3.5 3.5
Vitamin mixture 1 1 1 1
Choline bitartrate 0.25 0.25 0.25 0.25
tert-Butylhydroquinone 0.0041 0.0041 0.0041 0.0041
Cholesterol 0.05 0.05 0.05 0.05
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Evans blue動注から10秒間隔で10分間，合計61枚の画

像を取り込み血栓サイズの解析に用いた（Fig. 2）．

ズリ惹起血栓形成法（Haemostatometry）-in vitro-

本法はGorogとKovacsによって開発された方法であ

る9－11)．この方法の特徴は，抗凝固剤を添加しない血

液を用いて，血液流動下でズリ惹起血小板反応性（血

小板粘着+血小板凝集能），凝固能，血栓溶解能を連続

的に測定できる点である．測定原理をFig. 3に示す．

まず，Nembutal麻酔下のマウス腹大動脈より25Gの注

射針を用いて，抗凝固剤を加えないで採血した．直ち

に注射筒をヘモスタトメーターのホルダー（A）にセット

した．注射筒に２本のポリエチレンチューブ（id, 0.50

mm; od, 1.00 mm）を取り付け，60 mm Hg下で１本の

チューブから流動パラフィンを一定流速（0.057 mL/min）

で注射筒内に流入させ，他方のチューブから同量の血

液を押し出した．採血２分30秒後，（B）においてチュ

ーブを針（直径0.18 mm）で穿刺し，生理食塩水中に

出血させた．穴はズリ応力（375 dyne/cm2）で活性化

された血小板からなる止血栓で塞がれた．止血栓形成

により（C）への血流は回復するが，やがて凝固により

血流は停止した．これらの変化を圧変化として経時的

に記録し，コンピュータで解析した．典型的な

HaemostatogramをFig. 4に示す．穿刺により生じる圧

の最大降下から圧が30％および90％回復するまでの面

積をそれぞれH1，H2，採血から凝固により圧が10 mm

Hg低下するまでの時間をCT1，10 mm Hgになるまでの

時間をCT2として，それぞれ血小板反応性（H1，H2）

と凝固能（CT1，CT2）の指標とした．

血漿脂質の測定 麻酔下マウス腹大動脈より採血後，

抗凝固した（Microtainer, EDTA K2, Becton Dickinson

and Company, USA）．次いで，遠心分離し（3,000 rpm，

10 min，4℃）血漿を得た．血漿コレステロール量と

血漿トリグリセライド量は市販の酵素法キットで測定

した（コレステロールEテストワコー，トリグリセラ

イドEテストワコー，和光純薬工業（株））．

統計処理

統計学的有意差検定にはANOVAを用い，post hoc

にはFisher PLSDを用いた．この解析には市販の統計

用ソフトを用いた（StatView 5.0, SAS Institute Inc,

USA）．結果はmean±SEMで表し，P＜0.05を統計学

的に有意差ありとした．

Fig. 1.  He-Ne laser-induced mouse carotid artery thrombosis model.

Fig. 2. Three dimensional feature of a thrombus.
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結　　　　果

体重に及ぼす影響

結果をFig. 5に示す．本実験では餌は自由摂取とし

たが，各群間に有意差は認められなかった．

血漿コレステロール値に及ぼす影響

グルコシド食群およびアグリコン食群では，コント

ロール食群に比べ血漿コレステロールの減少傾向が認

められた（それぞれP =0.09およびP =0.07）．一方，高

アグリコン食群（650 mg/kg diet）では差は認められ

なかった（Table 2）．

血漿トリグリセライド値に及ぼす影響

各群間に有意な差は認められなかった（Table 2）．

血栓形成傾向に及ぼす影響

結果をFig. 6に示す．アグリコン食群（13 mg/kg

diet）および高アグリコン食群（650 mg/kg diet）で

は，コントロール食群に比べ血栓形成傾向の有意な抑

制が認められた．一方，グルコシド食群には有意な抑

制は認められなかった．

血小板反応性および凝固能に及ぼす影響

結果をFig. 7に示す．有意ではないが，H1ではアグ

リコン添加によって血小板反応性が抑制される傾向が

認められた（P =0.06）．しかしH2では認められなかっ

た．

考　　　　察

過去数十年の間，年を追って生活習慣病が増加して

きた．生活習慣病には血栓症が一次性あるいは二次性

に発症する．従って生活習慣病は血栓性疾患でもある．

生活習慣病急増の重要な危険因子の一つが食事である

ことは広く認められているところである．本研究は日

本人の代表的な食品である大豆に多く含まれているイ

ソフラボンの血栓予防効果を明らかにすることを企図

して行われた．

本研究に先立ち我々は，食事と血栓に関わる研究に

役立つ，感度，再現性に優れたHe-Neレーザー惹起

Measurement Control Glucoside Aglycone High aglycone
Cholesterol（mg/100 mL） 1183±50 1017±42 980±22 1156±74

（P＝0.09） （P＝0.07）
Triglyceride（mg/100 mL) 121±19 162±29 182±32 －

Table 2. Effects of isoflavone glucoside and aglycone on plasma cholesterol and triglyceride, as measured using
apoE and LDLR double knockout mice.  n= 4-6 in each group

Fig. 3. Principle of haemostatometry.  Haemostatometer is composed of three parts, A, B and C.  Non-
anticoagulated blood in a syringe is kept vertically in a holder at 37℃ (A).  Non-anticoagulate blood is
displaced by paraffin liquid at 0.057 mL/min, resulting in blood flow in the other polyethylene tubing (i.d.,
0.50±0.01 mm; o.d., 1.00±0.02 mm).  Bleeding in surrounding saline at 37℃ is caused by punching with a
needle, 0.18 mm in diameter, followed by haemostasis, and shear-induced platelet-rich plug formation (B).
Polyethylene tubing is connected to a blood waste reservoir under 60 mm Hg and changes in pressure are
recorded (C).
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apoE-/-・LDLR-/-ダブルノックアウトマウス頚動脈血栓

モデルを確立した 6)．我々はこのモデルを用いて，

genisteinを主体とするイソフラボンが血栓予防作用を

もつことを示唆した7)．しかし，用いたイソフラボン

試料のイソフラボン含量は30％と低く，血栓予防作用

がイソフラボン以外の物質による可能性を排除できな

かった．そこで今回，genistein以外の成分を主体とす

るが，イソフラボン含量の高い試料を用いて，イソフ

ラボンの血栓予防作用を検討することにした．また，

これらの作用はグルコシドとアグリコンのいずれが強

いのか，いかなるメカニズムによるのかを探るべく本

実験を行った．

He-Neレーザー惹起血栓形成法はKovacsとGorogに

よって確立された血栓の動物モデルである1)．本法に

おいてはEvans blueの静注と血管のレーザー照射によ

り血栓が形成される．青い色素のEvans blueはHe-Ne

レーザーの赤い光を吸収してそのエネルギーを熱に変

える．そのため照射部位の血管内皮に熱傷が起こる．

障害は血小板の粘着と凝集を惹起して血小板を主体と

する血栓を形成させる．生活習慣病特に動脈において

形成される血栓で中心的な役割を果たすものは血小板

であり，本血小板血栓モデルは，ヒトにおける動脈血

栓症研究のよいモデルになりうる．

イソフラボンの血栓予防作用を検討する本研究にお

いては，基本食として西欧食の成分を参考にした．こ

れは日本人の食事組成が西欧化されていること，西欧

食の高脂肪含量が易血栓性を惹起することから，この

食餌がイソフラボンによる易血栓性予防を検討するの

に適していると考えたからである6)．

イソフラボンは大豆に含まれる代表的なポリフェノ

ールであり，イソフラボンと種々の生活習慣病に関し

ては，疫学研究はじめ種々の研究がある12)．日本人１

日当たりのイソフラボン摂取量については17.96 mg12)，

30 mg13)，50 mg14)などが報告されている．これらの値

は西欧人の摂取量3～5 mg13)に比べて多い．本研究に

おいて得られた結果を単純計算すると，イソフラボン

アグリコン125 mg/日/人（体重65 kg）の摂取が血栓

予防に有効であることになる．この値は動物による種

差を考えると人の摂取量の範囲内にあるように考えら

れる．

本実験において，同じモル濃度を含むイソフラボン

の場合，グルコシドに比べてアグリコンがより有効で

Fig. 4 .Typical haemostatogram.  Arrow indicates needle puncture.  H1=Area until 30% pressure recovery;
H2=area until 90% pressure recovery; CT1=time until a pressure drop of 10 mm Hg from baseline (60 mm
Hg) caused by clotting; CT2=time until pressure decreases to 10 mm Hg and keeping below 10 mm Hg for 1
min.

Fig. 5. Body weight change in control and isoflavone-
treated mice.  (●), control group; (■), glucoside
group; (○), aglycone group; (□), high aglycone
group.  n=16-20 in each group.
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あることが示された．４群の体重増加曲線に有意差が

なかったことから，グルコシドとアグリコンの摂取量

の間に差があったとは考えにくい．グルコシドは腸管

内の微生物やグルコシダーゼによりアグリコンとして

吸収される15, 16)．そしてグルコシド摂取の場合にはア

グリコン摂取に比べてそれらが長期間投与であって

も，血中濃度はほぼ半分である17)．グルコシドとアグ

ルコン摂取の血栓予防効果の違いは血中濃度増加の違

いに起因するものと思われる．これらのことからアグ

リコンとしての摂取がグルコシドとしての摂取に比べ

て，血栓予防という観点からは優れているように考え

られる．

アグリコンの血小板血栓形成抑制機序については明

らかではないが，本研究においてアグリコン摂取でズ

リ惹起血小板反応性が抑制されていたことから，一部

は血小板抑制によるものと考えられる．

本研究において，daidzeinとglycitein混合物に血栓

予防効果があることが明らかにされた．その活性が両

者にあるのかいずれか一方にあるのかは現段階では不

明である．また，以前の研究においてgenisteinに血栓

抑制効果があることが示唆されたが，これらを総合す

るといずれのアグリコンにも活性があるように予想さ

れる．したがって今後の研究において，アグリコンと

グルコシドの血栓予防作用の違いが腸管からの吸収率

の違いによるのか，アグリコンとグルコシドを血中に

注入したときに血栓阻害作用に違いがあるのか（in
vivo），in vitroにおいて両者間に血小板反応性阻害作

用に差があるのかなどを，その作用機序解明を考慮し

つつ検討する必要がある．

結論 本研究はHe-Neレーザー惹起apoE-/-・LDLR-/-ダ

ブルノックアウトマウス頚動脈血栓モデルを用いて，

イソフラボンアグリコンに血栓予防作用があることを

証明した．

謝辞 イソフラボンサンプルをご提供頂いた（株）ホー

ネンコーポレーションに深甚なる謝意を表する。

Fig. 6. Effect of isoflavone glucoside and aglycone on
high fat diet-induced thrombogenicity, assessed
by the mouse carotid artery thrombosis method
in apoE and LDLR double knockout mice.  C:
control diet, G: glucoside diet, A: aglycone diet,
HA: high aglycone diet.  ＊P <0.05, ＊＊P <0.01.
n=6-9 in each group.

Fig. 7. Effect of isoflavone glucoside and aglycone on shear-induced platelet reactivity, assessed by
haemostatometry in apoE and LDLR double knockout mice.  C, control diet; G, glucoside diet; A, aglycone
diet; HA, high aglycone diet. ＊P < 0.05, n= 5-6 in each group.
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