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エクオールのラット骨格筋への影響および蓄積量に関する研究
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ABSTRACT

Equol, a soy isoflavone metabolite, is thought to be a candidate as a ligand for 
nuclear receptors such as estrogen-related receptorγ (ERRγ), which aff ects skeletal 
muscle properties. We addressed whether dietary equol administration affects 
skeletal muscle function and fi ber type-related protein expression in rats. Seven-
week-old male F344 rats were orally administered a solution with or without equol 
(10 mg/kg/day) for 5 weeks, then blood and tissue samples were collected. Muscle 
function was measured two days before sacrifi ce. Signifi cant diff erences between 
the control group and the equol group were not found in muscle function and fi ber 
type-related protein expressions. However, equol existed in plasma at more than 20
μM which could be expected of ligand activity by nuclear receptors, though almost 
all the equol was in conjugated form. Equol accumulation was detected in skeletal 
muscle in three out of six rats administered equol. Furthermore, the accumulation 
tended to be high in electrically stimulated muscles. Soy Protein Research, Japan 16, 
162-168, 2013.
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骨格筋にはエストロゲン受容体α（ERα）1），エスト
ロゲン関連受容体γ（ERRγ）2），ペルオキシソーム増
殖活性化受容体δ（PPARδ）3）等の核内受容体が発現
し，これらは骨格筋の代謝能力，筋重量，筋線維タイ
プ，ミトコンドリア合成，インスリン抵抗性といった

種々の骨格筋の特性に影響を及ぼすことが知られてい
る．一方大豆イソフラボン類（ダイゼイン，ゲニステ
イン，グリシテイン，エクオール）はこれら核内受容
体のリガンド活性を有することが知られている4, 5）．
エクオールは大豆イソフラボンの1種であるダイゼ

インが腸内細菌によって代謝され生成される物質で，
ヒトにおいては日本人で約5割，欧米人で約3割がエク
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オールを産生できるとされている6）．エクオールは，
女性ホルモン作用（エストロゲン様）の活性がダイゼ
インやゲニステインなどの大豆イソフラボンの主成分
よりも高いとされ，そのエストロゲン様作用から，エ
クオールは閉経後の骨粗鬆症や更年期障害予防効果が
期待されている7）．
前年度までの報告で8, 9），7週齢Wistar系雄ラットに，

粗精製大豆イソフラボン（ソヤフラボンHG，不二製油）
を重量比0.4%で配合した飼料あるいは対照飼料（AIN-
93G）を4週間，摂食量を揃えて給餌した結果，大豆イ
ソフラボン（S）群はコントロール（C）群に比べ，
前脛骨筋重量の有意な低下，EDL筋のMyHC1比率（遅
筋タイプ）の有意な増加，ヒラメ筋でミトコンドリア
マーカー porinの発現量が増加している事を報告した．
血清中のダイゼイン，ゲニステイン，グリシテイン，
エクオール濃度を測定した結果，摂取した大豆イソフ
ラボンは，ラット血清中ではほとんどがエクオールと
して存在していたことが分かった．従って骨格筋で生
じた変化はエクオールによる影響と推測された．
そこで本研究ではエクオール精製標品をラットに経
口投与し，筋線維タイプや筋重量への影響を見るとと
もにより多くの視点から骨格筋特性への影響を確認す
るために筋力，筋持久力の測定を行い，エクオールが
骨格筋の特性に及ぼす影響を明らかにすることを目的
として実験を行った．

方 法

1. 試薬
(S)-エクオールはCayman Chemical製，(R,S)-エクオー
ルはLC Laboratories製，β-glucuronidase，partially 
purified sulfatase，recombinant glucuronidaseは
Sigma-Aldrich製の標品を購入した．
2. 実験動物
実験動物は7週齢の雄性 Fischer 344ラット（九動）

を使用した．飼育環境は各群ステンレス製のケージに
おいて室温22±2℃，湿度50±10%，照明は8:00点灯，
20:00消灯の12時間照明で飼育した．飼育期間中，水
は自由に摂取させた．飼育は畜産化学研究室内の動物
飼育室において九州大学の実験動物飼育規則に則して
行った．
3. 実験デザイン
実験1： エクオール経口投与後の血漿中エクオール濃

度
体重約110 gのラットに頸静脈カニュレーション手
術を施し，エクオール溶液（43.2μg (S)-エクオール，0.54 

mg (S)-エクオール，1.08 mg (R,S)-エクオール for each 
rat）を経口投与後0, 0.5, 1, 2, 3, 6, 12, 24時間にカニュー
レより0.3 mLずつ採血を行った．血液はEDTA処理し，
遠心分離後に血漿を得た．経口投与の溶媒には3%エ
タノール10%Tween80を含む1×PBSを使用した．そ
の後，血漿中のエクオール濃度を後述するHPLC法で
測定した．
実験2：エクオール経口投与長期実験
まずラットはAIN-93Gに準ずる標準飼料（大豆油は

コーン油に置換）を自由摂取させ6日間予備飼育を行っ
た．その後，体重，増体量および摂食量が同程度にな
るように6匹ずつの2群に分け，1群は溶媒のみを与え
る対照群（C群），もう1群は10 mg/kg/dayの (R,S)-エ
クオールを毎日経口投与する群（E群）とし，5週間飼
育した．C群E群ともに，経口投与はイソフルラン麻
酔下で行った．筋力測定や解剖時の代謝状態へ及ぼす
摂食の影響を最小限にするために，飼料は17:00 ～ 9:00
のみ与え，経口投与は9:30 ～ 10:00に行った．この実
験条件ではエクオールによる摂食量の低下は誘導され
ないことが分かったため，飼育期間を通じて飼料は自
由摂食とした．解剖の2日前に後述する筋力，筋持久
力を測定した．5週間飼育終了後，三種混合麻酔薬（塩
酸メデトミジン＋ミタゾラム＋ブトルファノール）を
腹腔内投与し，麻酔をかけ，その後断頭と殺し，採血
後内臓（心臓，肝臓，腎臓，脾臓），脂肪組織（副精
巣周囲，腎周囲，腸間膜，褐色脂肪）および6種類の
筋肉（ヒラメ筋（Sol），腓腹筋，足底筋，長趾伸筋（EDL），
前脛骨筋，大腿四頭筋）を採取し重量を測定した．筋
肉はすぐに液体窒素で凍結させ，解析に用いるまで－
80℃で保存した．また血液から分離した血漿を－80℃
で保存し解析に用いた．
4. 筋力，筋持久力測定
本測定では，大阪府立大学の岩田晃准教授が開発

したラットの筋力・筋持久力測定システムを利用し
た10）．本システムはひずみゲージを用いてラットの下
腿部が発揮する力を測定する装置である．ひずみゲー
ジは加えられた力に応じて発生する機械的な微小変
化である「ひずみ」を電気信号として検出するセン
サーである．実際の測定方法として，まず三種混合麻
酔薬で麻酔を施したラットの右膝裏から脛骨神経を
露出し，双極鉤電極（株式会社ユニークメディカル : 
KS207-024）を掛けた．次に右後肢の足首を90度の角
度でひずみゲージを貼付した金属板に固定し，脛骨神
経を電気刺激することで下腿部の筋肉を収縮させた．
脛骨神経は，下腿筋群を支配している神経で，脛骨神
経を刺激するとかかとを支点とし，足が下腿側へ回転
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する（つま先を伸ばす）動きが発生する．その結果，
足裏に接している金属板がひずみ，そのひずみがひず
みゲージによって検出される．ただし金属板は十分に
硬く，足が自由に回転することはできない．従って収
縮様式としては，等尺性収縮が最も近い．ひずみゲー
ジから得られた電気信号を，コンピュータ上で力に変
換した．電気刺激としては，パルス幅1 msの矩形波，
刺激間隔を3 ms（周波数250 Hz），刺激パルス数を毎
秒40回，刺激電圧を発揮張力がほぼ最大となる60 Vに
設定し，100秒間刺激（100回の繰り返し強縮）を与え
た．また1回目に発揮された筋力を最大発揮筋力とし，
この値を100とした時の相対筋力の推移を筋持久力の
指標とした．筋力測定後は神経露出のための傷口に縫
合と消毒を施し，ケージに戻した．
5.  ミオシン重鎖（MyHC）アイソフォーム組成の
SDS-PAGE解析
特殊な組成のゲルを用いたSDS-PAGE法で11），各筋
組織中のMyHCアイソフォーム（MyHC1，2A，2X，
2B）を分離し，それらの割合をImageJで解析した．
6. Western blotting
ヒラメ筋，EDLからたん白質を抽出し，Western 
blottingにより，遅筋タイプの指標であるミオグロビ
ン，代謝に関わるたん白質でPPARδの標的遺伝子で
あるUCP3（uncoupling protein-3），ミトコンドリアマー
カー porinの発現量を測定した．ローディングコント
ロールとしてβ-actinを測定した．
7. 血清および骨格筋の大豆イソフラボンの定量
血清あるいは腓腹筋にクエン酸ナトリウムバッ
ファー（25 mM, pH 5.0）を加え，β-glucuronidase，
par t i a l l y  pu r i f i e d  su l f a t a s e，recomb inan t 
glucuronidaseの混合物を用いて37℃で60分酵素処理を
行った．大豆イソフラボンを酢酸エチルで抽出した後，
遠心濃縮し，残留物をメタノールで溶かしHPLC分析
用サンプルとした．HPLCカラムにはYMC-Triart C18
を用いた．移動相組成はギ酸を0.1%含むアセトニトリ
ル水溶液とし，グラジエント条件は，0-65分までアセ
トニトリル濃度を15-30%まで上げ，65-70分までは30%
保持とした．エクオールは282 nmの吸光からピーク
を同定し，定量した．

結果と考察

実験1： エクオール経口投与後の血漿中エクオール濃
度

Fig. 1Aは体重約110 gのラットに43.2μg，0.54 mg，
1.08 mgのエクオールを経口投与した後の血中エク

オール濃度の経時的変化を示している．1.08 mg （約
10 mg/kg）の投与量で前回の大豆イソフラボン実
験と同等以上の20μM程度の最大濃度に達した．こ
れより経口投与されたエクオールは投与後30分で血
中濃度のピークを迎え，その後約24時間をかけて低
下していくことがわかった．この経過は血中濃度の
ピークが投与後0.5-1.0 hであることを示した報告と
一致する12）．またFig. 1Bは10 mg/kgエクオールを経
口投与し30分後の血中エクオール濃度を脱抱合酵素
であるβ-glucuronidase，partially purifi ed sulfatase，
recombinant glucuronidase混合物の有無で比較した結
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Fig. 1. Plasma equol concentrations in rats post oral 
gavage of an equol solution. (A) The dose was 
43.2μg (n=1), 0.54 mg (n=1), 1.08 mg (n=3) 
for each rat. The body weight of rats was 
approximately 110 g. Results of 1.08 mg are 
expressed as means±SE. (B) Comparison 
of equol concentration with or without β
-glucuronidase, partially purified sulfatase 
and recombinant glucuronidase in sample 
preparation. The result suggests almost all 
equol existed as conjugated form in rat plasma. 
N.D., not detected.
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群48.63±2.02 vs E群43.13±1.22 g/kg, p<0.05）．この
変化は，過去にエクオールで脂肪組織重量が低下した
とする報告と一致する13）．脂肪組織重量が低下した機
序については不明であるが，肝臓や脂肪組織等の筋以
外の組織でエクオールが生理作用を発現する経路が存
在することを示唆している．Fig. 2Aは最初の1回目を
最大発揮筋力とし，最大発揮筋力を100とした相対筋
力の推移（筋持久力）を示している．最大発揮筋力お
よび筋持久力は2群間で差は見られなかった．Fig. 3は
ラットのEDLとSolにおけるSDS-PAGEによるミオシ
ン重鎖の解析結果である．どちらの筋肉においても，
2群間でMyHC組成に違いは見られなかった．Western 
blottingによりEDLとSolにおける，ミトコンドリア
マーカーであるporin，速筋タイプの増加因子と考え
られているFOXO1，遅筋タイプ増加因子と考えられ
ているPGC1α，脱共役たん白質であるUCP3，酸素の
貯蔵体で遅筋に多いmyoglobinのたん白質発現量を調
べたが，全ての因子においてEDL，Solともに2群間で
有意な差は見られなかった（data not shown）．
以上に示すように，血中には抱合体であるが20μM

果である．同一個体の血漿サンプルで，酵素処理を行っ
た場合のみエクオールが検出されたことから，血中で
はエクオールはほぼ100%抱合体として存在している
ことが分かった．この結果も経口摂取したエクオー
ルは99%以上が抱合体であるとの報告と一致していた
12）．生体では多くのフラボノイド類はグルクロン酸あ
るいは硫酸抱合体で存在していると言われており，生
理的な活性も大きく異なると言われている．従って，
今後フラボノイドを生体で評価する場合，常に抱合化
による影響を考慮する必要があるであろう．
実験2：エクオール経口投与長期実験
Table 1は5週間毎日，10 mg/kgのエクオールを経
口投与した後のC群とE群の体重と総摂食量の平均を
示している．これらの値に2群間で差は見られなかっ
た．データは示していないが，飼育期間中も同様に差
は見られなかった．Table 1には採取した各組織の重
量も示した．2群間で各臓器，骨格筋重量に有意な差
は見られなかった．しかし，体重で補正した白色脂肪
組織重量（副精巣周囲脂肪，腎周囲脂肪，腸間膜脂肪）
の合計はC群に比べE群で有意な減少が見られた（C

Table 1. Body weight and organ weights in rats 
administered 10 mg/kg/day equol for five 
weeks

Variable (g) Control Equol
Initial body weight 138.5±11.0 137.4±4.5
Final body weight 200.3±5.9 193.4±7.6
Body weight gain 61.7±4.6 56.3±7.1
Total food intake 416.6±16.5 410.7±13.9
Food effi  ciency† 0.147±0.006 0.134±0.013

sk
el
et
al
 m
us
cl
e EDL 0.098±0.004 0.092±0.003

Soleus 0.089±0.003 0.084±0.003
Gastrocnemius 1.039±0.014 1.007±0.044
Plantaris 0.224±0.444 0.219±0.678
TA 0.353±0.010 0.345±0.014
Quadriceps 1.764±0.045 1.709±0.083

fa
t p
ad

Epididymal fat 3.731±0.169 3.287±0.197
Perirenal fat 3.214±0.175 2.697±0.208
Mesenteric fat 2.792±0.203 2.379±0.108
Brown adipose tissue 0.218±0.013 0.226±0.016
Liver 5.495±0.359 5.497±0.381
Spleen 0.476±0.017 0.437±0.033
Kidneys 1.473±0.053 1.443±0.051
Testes 2.700±0.081 2.610±0.104
Heart 0.641±0.018 0.625±0.026
Values are means±SE for 6 rats. Left (intact) 
muscles were weighed. EDL; extensor digitorum 
longus, TA; tibialis anterior. †food effi  ciency=body 
weight gain (g)/total food intake (g)
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Fig. 2. Effect of five-week administration of 10 mg/
kg/day equol on maximum isometric tetanic 
force and muscle endurance capacity of rats. 
There was no significant difference between 
control and equol group. Values are means±
SE for 6 rats.
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を超えるエクオールが一時的に存在していた．それに
も関わらず筋組織において筋機能や関連するたん白質
発現に対する影響は，全く観察されなかった．この理
由については二つ考えられ，抱合体化されたエクオー
ルは完全に生理活性を失っており，通常飼育下では再
度アグリコンとはならず生体外へ排出されている可能
性，そしてもう一つは血中に高濃度で存在しても筋
細胞まで到達しない可能性である．そこで，後者の可
能性を検討するために，筋組織にエクオールが蓄積し
ていたかどうかを確認した．結果，E群では6個体中
3個体の大腿四頭筋において検出可能なレベルのエク
オールの蓄積が確認された（Table 2）．エクオール定
量に際し，脱抱合化酵素処理をしなかった場合はE群
でも全くエクオールが検出されなかったことから，ア
グリコンの形態では蓄積されていないことが分かった
（data not shown）．また解剖時には断頭による放血を
実施しているため残存している血液の影響はわずかで
ある．今回は，筋組織全てを解析に供したが，筋組織
のどの部位（血管内壁，筋線維間隙，筋細胞内等）に
エクオールが局在していたか，現段階では分かってい
ない．今後，特異抗体の作出や組織切片のレーザーマ
イクロダイセクションの応用で，エクオールの局在（筋
細胞まで到達していたのか）を明らかにすることが可

能と考える．
玉ねぎに含まれるフラボノイドの1種であるケルセ

チンは損傷した血管に入り込み動脈硬化を抑制するこ
とが知られている14）．本研究で行ったラットの筋力・
筋持久力測定は，神経電気刺激により骨格筋に対し，
強力な筋収縮を誘導する．実際測定終了後の脚部は明
確な浮腫が観察される．筋損傷の程度は評価していな
いが，損傷が誘導されている前提で，電気刺激をかけ
た右腓腹筋と刺激をかけていない左腓腹筋のエクオー
ル蓄積量を比較したところ，大腿四頭筋でエクオール
が検出されたE群の3個体で，刺激をかけた右腓腹筋
でのみエクオールの蓄積が確認された（Fig. 4）．エ
クオールが検出された個体内で，大腿四頭筋（Table 

Table 2. Equol concentrations in quadriceps muscles 
of rats administered 10 mg/kg/day equol for 
fi ve weeks.

Rat Control Equol
μmol/kg wet tissue

#1 N.D. 0.17
#2 N.D. 0.21
#3 N.D. 0.43
#4 N.D. N.D.
#5 N.D. N.D.
#6 N.D. N.D.

N.D., not detected.

Fig. 3. Effect of five-week administration of 10 mg/kg/day equol on myosin heavy chain (MyHC) isoform 
compositions in EDL and soleus muscles of rats. There was no signifi cant diff erence between control 
and equol group. The blurred MyHC1 bands in soleus were treated as a single band in densitometric 
analysis. Values are means±SE for 6 rats.
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要　　　　約

骨格筋にはエストロゲン受容体（ERs），エストロゲン関連受容体（ERRs），ペルオキシソーム
増殖活性化受容体（PPARs）等の核内受容体が存在し，これらは筋重量や筋線維タイプといった骨
格筋の特性に影響を及ぼすことが知られている．一方，大豆イソフラボンはこれら核内受容体のリ
ガンド活性を有することが知られている．これまでに粗精製大豆イソフラボンを与えたラットで遅
筋タイプの増加と筋重量の低下が観察され，また血中にダイゼインの代謝産物エクオールが最も多
く存在することがわかった．そこで本研究では，エクオールが骨格筋の特性にどのような影響を与
えるか検討した．ラットにエクオールを10 mg/kg経口投与すると，30分後の血中エクオール濃度
は核内受容体リガンド活性が期待できる20μMを超えることがわかった．しかし5週間10 mg/kgエ
クオールを投与した結果，大豆イソフラボン摂取によってみられた骨格筋特性の変化は再現されな
かった．筋力や筋持久力も2群間に差はみられなかった．E群の骨格筋中にはエクオールが存在して
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2）と電気刺激をかけた腓腹筋（Fig. 4）の蓄積量を
比較すると，3個体とも電気刺激をかけた腓腹筋の蓄
積量の方が高値であった．このことから運動をさせ筋
損傷を誘導した方がエクオールが蓄積しやすくなると
推測された．Kawaiらによると，マクロファージはβ
-glucuronidase活性を有しているので，抱合化された
エクオールも脱抱合される経路は存在する．筋損傷に
よって，マクロファージが損傷部位で増加すれば，局
所的に脱抱合されたエクオールが，筋組織で増加する
可能性が考えられる．従って，抱合体に代謝されるフ
ラボノイド類の生理活性を調べるには，損傷や炎症反
応を組み合わせると，無処理区とは異なる影響が見ら
れるかもしれない．
以上より，結論として5週間のエクオール経口投与

では，大豆イソフラボン摂取によってみられた筋線維
タイプの変換や筋重量，ミトコンドリアマーカーの発
現量などの骨格筋特性の変化は再現されなかった．最
大発揮筋力や筋持久力にもエクオール投与の影響はみ
られなかった．しかし白色脂肪組織重量はエクオール
投与群で有意に減少しており，筋以外の組織まで目を
向けるとエクオールによる影響は観察された．骨格筋
中にはエクオールが存在，蓄積していることがわかっ
たが，全てのエクオールは活性型のアグリコンではな
く不活性型の抱合体であった．以上より核内受容体の
リガンドとして知られるエクオールが骨格筋に何らか
の変化を起こさせるためには抱合体ではなくアグリコ
ンの形態で，筋細胞に到達させることが必要であると
考えられた．

Fig. 4. Equol concentrations in intact or stimulated muscles of rats administered 10 mg/kg/day equol for 
fi ve weeks. (A) Equol concentrations of all rats used in the experiment. Three out of six rats showed 
detectable amount of equol in stimulated gastrocnemius muscles. (B) Mean value of equol concentrations. 
The samples in which equol was not detected were analyzed as zero. N.D., not detected.
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文　　　　献

いることがわかったが，全て抱合体の形態であった．以上より，核内受容体のリガンドとして知ら
れるエクオール10 mg/kg投与はラット骨格筋特性にほとんど影響を与えないことがわかった．筋
細胞にエクオールを作用させるには何らかの方法でアグリコンの形態に変換させることが必要であ
ると考えられた．また筋力測定に用いた側と用いていない側の腓腹筋のエクオール含量を調べたと
ころ刺激側のみで蓄積が確認されたことから，運動をさせ筋損傷，再生を誘導した方がエクオール
が蓄積しやすくなると推測された．




