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イソフラボンの骨形成促進効果の検討－in vitro－
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ABSTRACT

The effect of genistein, a soybean isoflavone, on new bone formation by bone marrow
cells from mature rats and humans was examined.  Bone marrow cells were
collected from the femoral diaphysis of 7-week-old Fisher rats, cultured in MEM
containing fetal calf serum and then cultured with or without the addition of
dexamethasone to the bone-forming medium.  Genistein was added at concentrations
of 10－5, 10－6, 10－7 or 10－8 M.  Bone formation was examined 2 weeks after culture.
After informed consent was obtained from a 55-year-old woman with lumbar
spondylosis deformans, bone marrow cells were collected from her ilium for culture
by the same process, and bone formation investigated.  In both rats and humans,
when dexamethasone was added to the bone-forming medium, genistein (10－7 M and
10－8 M) caused a significant increase in the levels of calcium, alkaline phosphatase,
and DNA compared with cells not cultured in genistein.  In conclusion, genistein was
found to promote bone formation at physiological concentrations across species, and
thus may be useful as a bone formation-promoting factor.  Soy Protein Research, Japan
6, 128-134, 2003.
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大豆たん白質は，生体内において様々な作用を来す

ことより，種々の慢性疾患予防が期待されている1, 2)．

中でも大豆たん白質の一種であるgenistein，daidzein，

glyciteinなどのイソフラボンは，エストロゲンと構造

が類似しておりレセプターを競合することから，微弱

なエストロゲン作用を示すことが知られている3)．こ

のことを利用し閉経後の女性の動脈硬化や骨粗鬆症の

治療，さらに前立腺がん予防にもなるという報告もあ

り注目されている．

殊に，骨吸収抑制機序が認めることや，エストロゲ
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ン投与に認められるような女性生殖器への発がん性も

ないことから4)，骨特異性にエストロゲン類似作用が

あると考えられており，今後骨粗鬆症への治療にも利

用されると期待される．しかしながら，genisteinの骨

代謝に与える効果については，不明な点が多い．

一方，1988年Maniatopoulousらは骨髄細胞培養の際

にデキサメサゾンなどを加えて培養すると，bone like

tissueが形成されると報告した5)．この培養骨組織は，

形態学的にも生化学的にも，遺伝子発現的にも骨組織

としての機能をもつことこが報告された6～10)．このin

vitro骨形成実験モデルを用いて，今回我々は，成熟ラ

ットとヒトにおいて，培養時にgenisteinを負荷し，骨

代謝への影響を検討した．

方法と材料

ラット骨髄細胞培養におけるgenisteinの効果の検討

７週齢雄Fischer系ラットの大腿骨の骨幹部より骨

髄細胞を採取し，T-75フラスコで初期培養した．培地

はα-Minimal Eessential Medium（MEM）に，15%牛

胎仔血清，抗生剤（Sigma）を含む標準培地を使用し

た．７日間初期培養後，0.01%トリプシン処理により

細胞浮遊液を調整した．

細胞浮遊液を104 cells/cm2濃度で6 well plateへ播種

し，デキサメサゾン負荷群と非負荷群に分けて，それ

ぞれにgenisteinを10－5，10－6，10－7，10－8 Mの濃度ず

つ負荷したグループを作成した．２週間培養後，培養

組織を肉眼的，顕微鏡的に観察し，各々のグループで

Alkaline phosphatase（ALP）活性，Ca量を測定した．

デキサメサゾン負荷群の培地は，αMEMに，15%

牛胎仔血清，抗生剤を含む標準培地に 10－ 8 Ｍ

dexamethasone (Dex, Sigma)， 10 mMNaβ -

glycerophosphate (MERCK)，82μg/mL ascorbic acid

phosphate (Wako Co. Japan) を加えたものを使用した．

非負荷群の培地は，標準培地を用いた．

ALP活性の測定 ２週間培養した培養組織を各培養皿

底面より，scraperで収集し2 mLのエッペンドルフチ

ューブに入れた．0.2% Nonidet P40を1 mL加え，超音

波により細胞分解した後，遠心分離（４℃，13,000回

転/分，10分間）を施行し，上清をALPの酵素液とし

た．酵素液5μLをassay buffer (0.56 M 2－amino-2-

methylpropanol (AMP)，1.0 mM MgCl2，10 mM p-

nitrophenyl phosphate） 1 mLを加え， 37℃で

Incubationし，30分後，0.2 M NaOHを2 mL加え反応

停止後，OD 410 nmの吸光度を測定した．ALP活性は，

検量線により，p-nitrophenolのμmol数で表現した11)．

Ca量の測定 上記の沈澱物に，20％蟻酸1 mLを加え，

１週間冷蔵室（４℃）にて振騰し脱灰した．脱灰後，

遠心分離（４℃，13,000回転/分，10分間）し，上清

のCaを測定した．CaはOCPC法（o-Cresolphthalein

complexion, Wako Pure Chemical Industries, Ltd,

Japan, code 272-21801）にて測定した5)．

ヒト骨髄細胞培養におけるgenisteinの効果の検討

変形性腰椎症の55歳の女性より，同意を得て，手術

中全身麻酔下で，腸骨より3 mL採取し，２つのT75フ

ラスコに播種し標準培地で初期培養した．２週間培養

して得られた骨髄間葉系細胞を0.01%トリプシン処理

により細胞浮遊液を調整した．

ラット骨髄細胞と同様に培養細胞をデキサメサゾン

負荷群と非負荷群とにし，それぞれにgenisteinを10－5，

10－6，10－7，10－8 Mの濃度ずつ負荷したグループを作

成し２週間培養後，培養組織を肉眼的，顕微鏡的に観

察し，ALP活性，DNAを測定した．

ALP活性 前述したように，同様にしてALP活性を測

定した．

DNAの測定 ２週間培養した培養組織を各培養皿底面

より，scraperで収集し2 mLのエッペンドルフチューブ

に入れた．0.5 mL buffer（0.05 M NaPO4，2.0 M NaCl，

2x10－3M EDTA，pH7.4）を加え，30秒間間隔をおい

て３回超音波にて培養組織を破砕した．その0.1 mLに

Hoechst 33258の0.9 mLを加え，蛍光（356 nm，

excitation and 492 emission）を測定した12)．標準曲線

は，牛胸腺DNAを用いて作製した．

なお，ラット，ヒト共に１グループは6 wellから成

り，それぞれの値を統計処理した．

統計処理

測定値はMicrosoft Excel 2001を使用し，平均値±

標準偏差で表し，二群間の比較は対応のないMann-

WhitneyのU検定を用いた．

結　　　　果

ラット骨髄細胞培養皿の肉眼的および顕微鏡的所見

ラット骨髄細胞培養皿の肉眼的写真をFig. 1に示す．

デキサメサゾンを負荷しない培養皿（Fig. 1-A）では，

白色の石灰化細胞結節は見られないが，デキサメサゾ

ンを負荷することで，培養皿上に白色の石灰化細胞結

節が多数見られる（Fig. 1-B）．Genistein 10－5 Mを添

加すると，石灰化が抑制され骨形成が見られなかった

（Fig. 1-C）．Genistein 10－6 M添加した群では，わずか

に石灰化細胞結節が見られるのみであった（Fig. 1-D）．

Genistein 10－7 M，10－8 Mを添加した群（Fig. 1-E, F）
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では，genisteinを添加しない群より，白色の石灰化細

胞結節が，より多数形成されるのが肉眼的に観察され

た．

ラット骨髄細胞培養（Dex(-)，Genistein(-)，Fig. 1-A）

の位相差顕微鏡像では，紡錘形細胞の密な増生が見ら

れるが，石灰化細胞結節は見られなかった．ラット骨

髄細胞培養（Dex(+)，Genistein 10－5 M，Fig. 1-C）の

位相差顕微鏡像では，培養細胞の増殖は抑制され，骨

の再生像は見られなかった．ラット骨髄細胞培養

（Dex(+)， Genistein 10－7 M，Fig. 1-E）位相差顕微鏡

像では，培養細胞は重層化し，石灰化基質が多数見ら

れた．ラット骨髄細胞培養（Dex(+)，Genistein 10－8 M，

Fig. 1-F）でも同様に多数の石灰化細胞結節が観察さ

れた．

ラット骨髄細胞培養時におけるALP活性

デキサメサゾン負荷群 genisteinの濃度が10－8，10－7 M

のALP活性が最も高値を示し，いずれもgenisteinを負

荷しないコントロールとの間に有意差を認めた．10－5 M

では，コントロール群に比し有意に抑制される結果と

なった（Fig. 2A）．

デキサメサゾン非負荷群 genisiteinを添加していな

いコントロール群のALP活性値が測定感度以下であっ

た．しかし，コントロール群に比べ，10－6，10－7 M，

および10－8 Mの濃度で有意にALP活性値が上昇した

が，10－5 Mの濃度では上昇したものの有意差は認めな

かった（Fig. 2B）．

ラット骨髄細胞培養時におけるCa量

デキサメサゾン負荷群 genisteinの濃度が10－7，10－8

Mの濃度でコントロールに比し有意にCaが上昇した

が，10－5，10－6 Mの濃度では，抑制され，コントロー

ルとの間に有意差も認めた（Fig. 3A）．

デキサメサゾン非負荷群 全てのグループでCaは測

定感度以下であった（Fig. 3B）．

Fig. 1. Photographs of cultured rat bone marrow cells after 2 weeks of incubation.  A, Dex (-) genistein (-); B, Dex
(+) genistein (-); C, Dex (+) genistein 10－5 M; D, Dex (+) genistein 10－6 M; E, Dex (+) genistein 10－7 M; F, Dex
(+) genistein 10－8 M.  When genistein was added at 10－7 M or 10－8 M (E and F), it was macroscopically
obvious that more white, calcified nodules were formed than in the absence of genistein (B).

Fig. 2-A. ALP activity of genistein-treated rat bone
marrow cells cultured with dexamethasone.
High activity was observed in cultures with
10－7 and 10－8 M genistein.

Fig. 2-B. ALP activity of genistein-treated rat bone
marrow cells cultured without dexamethasone.
Values were lower compared with culture in
the presence of dexamethasone, but the activity
was relatively high in cultures with 10－6, 10－7,
and 10－8 M genistein.
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ヒト骨髄細胞培養皿の顕微鏡的所見

ヒト骨髄細胞培養（Dex(-)，Genistein(-)）の位相差

顕微鏡像では，紡錘形細胞の密な増生が見られるが，

石灰化細胞結節は見られなかった．ヒト骨髄細胞培養

（Dex(+)，Genistein 10－7 M）位相差顕微鏡像では，培

養細胞は重層化し，石灰化基質が見られた．

ヒト骨髄細胞培養時におけるALP活性

デキサメサゾン負荷群 genisteinの濃度が10－7，10－8

Mではコントロールに比し有意にALP活性値が上昇し

たが，10－5，10－6 Mの濃度では抑制傾向を認めた

（Fig. 4A）．

デキサメサゾン非負荷群 genisteinの濃度が10－6，

10－7 M，および10－8 Mの濃度においてALP活性値の上

昇傾向はあったものの有意差は認めなかったが，10－5 M

の濃度ではALP活性値は有意に抑制された（Fig. 4B）．

ヒト骨髄細胞培養時におけるDNA

デキサメサゾン負荷群 genisteinの濃度が10－8 M，

10－7 MでDNAが高値を示し，コントロール群との間

に有意差も認めた．10－5 M，10－6 Mでは，コントロー

ル群に比し有意にDNAは抑制された（Fig. 5A）．

デキサメサゾン非負荷群 genisteinの濃度が10－6 M，

10－7 M，10－8 Mで，若干コントロールに比しDNAが

上昇したものの有意差は認められず，10－5 Mでは有意

にDNAが低下した（Fig. 5B）．

考　　　　察

加齢により男女とも骨量は減少するが，殊に女性は

著しくかつ急激で，70歳代では最大骨量の70%まで減

少すると言われている．その主因は閉経後のエストロ

ゲン欠乏であることは広く知られており13)これは閉経

後の女性にエストロゲンを補充すれば骨量減少が抑制

される14)ことで証明される．そのため，この閉経後骨

粗鬆症に対し，欧米では女性ホルモン補充療法

Fig. 3-A. Ca level of genistein-treated rat bone marrow
cells cultured with dexamethasone.  High
levels were observed in cultures with 10－7

and 10－8 M genistein.

Fig. 3-B. Ca level of genistein-treated rat bone marrow
cells cultured without dexamethasone.  Ca
was below the measurable limit in all cases.

Fig. 4-A. ALP activity of genistein-treated human bone
marrow cells cultured with dexamethasone.
High activity was observed in cultures with
10－7 and 10－8 M genistein.

Fig. 4-B. ALP activity of genistein-treated human bone
marrow cells cultured without dexamethasone.
ALP activity was inhibited by 10－5 M genistein.
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（HRT；hormone replacement therapy）として一般的

に施行されている．本邦でも産婦人科領域では徐々に

浸透しつつあるが，まだまだ骨粗鬆症に対する治療薬

としては，活性型ビタミンD剤やカルシウム製剤程に

は普及していない．

その理由としてはエストロゲン剤に対するいくつか

の問題点が指摘されているからであろう．第一に子宮

体がんの発生頻度が３～８倍になること13)，乳房痛や

乳がんの発生頻度の増加，また体重増加，不整性器出

血や腹満感などの副作用が強調されることで，服薬コ

ンプライアンスが非常に低いことである．そこで，骨

のレセプターに対してはエストロゲン作用を持ちなが

ら，生殖器のレセプターに対しては，副作用となる様

なエストロゲン作用を持たないSERM（selective

estrogen receptor modulator）が理想的であり，今回

我々が検討したgenisteinを始めとする大豆たん白イソ

フラボンはSERMとなりうると考えられ注目されてい

る15)．

genistein，daidzein，glyciteinなどのイソフラボン

は，エストロゲンと構造が類似しており，レセプター

を競合することから微弱なエストロゲン作用を示すこ

とが知られているが3)，骨特異性であり，前述した様

な女性生殖器への副作用がない．

イソフラボンの骨に対する作用機序としては基本的

にエストロゲンと同様であり，以下の様なものと推測

される．一部副甲状腺ホルモンを介して消化管や腎尿

細管でのCaの再吸収を促進し，エストロゲンがビタ

ミンD受容体の発現を調節している可能性もある．ま

た，近年エストロゲン受容体がヒト，トリの破骨細胞16)

ヒト，トリ，ウサギの骨芽細胞に17, 18)存在することが

報告され，エストロゲンが骨に直接作用しているとも

考えられる19)．さらに，エストロゲンは骨吸収サイト

カインとされるIL-1，IL-６，腫瘍壊死性因子（TNF）

などを介して，骨吸収を調節しているともいわれてい

るが，実際，閉経後の骨粗鬆症患者ではIL-1の産生が

亢進しており，さらにエストロゲンを補充すれば正常

化すること19)，また卵巣摘出した患者のIL-1，TNFα，

GM-CSF産生能を経時的に調べたところ，各サイトカ

インは上昇し，さらにそれらはエストロゲンの補充で

正常値まで戻ったということ，がすでに報告され20)エ

ストロゲン欠乏により産生亢進したIL-1は破骨細胞前

駆物質から破骨細胞への分化を促進し骨吸収を促して

いる可能性がある．一方，genisteinは，エストロゲン

作用以外にtyrosinekinaseの阻害作用を有し，骨吸収

を抑制するということがすでに知られているが21, 22)こ

の様な作用はエストロゲンでは期待出来ない．

今回我々は，ラットとヒトの骨髄細胞培養時に，

genisteinを添加し，Ca，ALP活性，およびDNA活性

を測定した．骨髄細胞の培養時にデキサメサゾンを負

荷すると培養皿上で骨組織の再生が行われるが23, 24)，

genisteinを添加することでCa，ALP活性，および

DNAは上昇し，genisteinが骨形成を促進することを

示した．もっとも至適濃度はあるようで，genistein濃

度が10－5 Mではover doseとなり，むしろ抑制されて

いたが，10－7 M，10－8 Mでは一様に，コントロール群

に比し有意に測定値は上昇した．これは，非負荷群で

は，どの濃度でも一様に低い活性しか示さなかったが，

10－7 M，10－8 Mで，これらの生化学的マーカーが，上

昇する傾向にあったことは興味深い．また，培養細胞

の肉眼的所見および顕微鏡的所見はこれらの生化学的

結果を支持した．

以上，ラットおよびヒトでも種に関わらず，血中の

Fig. 5-A. DNA content of genistein-treated human bone
marrow cells cultured with dexamethasone.
The DNA content was high with 10－7 and 10－8

M genistein, but was decreased at 10－5 M.

Fig. 5-B. DNA content of genistein-treated human bone
marrow cells cultured without dexamethasone.
The DNA content was reduced by 10－5 M
genistein.
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要　　　　約

大豆たん白質イソフラボンの一種であるgenisteinが，成熟ラットとヒトにおいて骨髄細胞の骨形

成能に与える影響を検討した．まず，７週齢Fisher系ラットの大腿骨の骨幹部より骨髄細胞を採取

しウシ胎児血清を含むMEMにて初期培養後，トリプシン処理し細胞浮遊液を調整した．細胞浮遊

液を6 well plateへ播種し，デキサメサゾンを添加した負荷（骨形成培地）群，および添加しない非

負荷群に群分けし，各々にgenisteinを10－5，10－6，10－7，10－8 Mの濃度になるように負荷し，２週

培養後，骨形成を検討した．次に変形性腰椎症の55歳の女性より同意を得て腸骨より骨髄細胞を採

取し，同様にして培養し，骨形成を検討した．デキサメサゾンを添加した骨形成培地群では，

genisteinを負荷することでラット，ヒト共に10－7 Mおよび10－8 Mでは，genistein非負荷群に比し，

Ca，alkaline phosphatase活性およびDNAが有意に上昇した．ヒトおよびラットにおいて，種に関

わらずGenisteinが生理的濃度で骨形成を促進することを示し，骨形成促進因子として期待される．
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