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インスリン分泌に及ぼすエクオールの作用に関する研究
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ABSTRACT

Insulin secretion steadily decreases in the development of non-obese type 2 
diabetes mellitus (T2DM) in Asian patients. Insulin is secreted by pancreaticβ-cells 
in response to elevated glucose levels in the blood. Therefore, the improvement 
of insulin secretion not only by sustaining an adequate β-cell mass but also by 
inducing β-cells to secrete more insulin is crucial for the prevention of T2DM 
in Asians. In the present study, we investigated the effects of S -equol, which is 
produced from the soy isoflavone daidzein by intestinal microflora, on glucose-
stimulated insulin secretion in pancreatic β-cells. S-Equol enhanced insulin secretion 
of isolated mouse islets under high, but not low, glucose conditions. R-Equol did 
not have this eff ect. S-Equol also increased insulin secretion of INS-1 rat β-cells in 
high glucose conditions, whereas 17β-estradiol did not. These results show that 
S -equol enantiospecifically enhances glucose-stimulated insulin secretion through 
a mechanism diff erent from estrogen signaling. Thus, S-equol might be a potential 
agent for the prevention of T2DM. Soy Protein Research, Japan 17, 169-173, 2014.
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2型糖尿病は，膵β細胞からのインスリン分泌不全と
末梢組織でのインスリン抵抗性が原因となって発症す
る．欧米人では肥満によるインスリン抵抗性の獲得が
2型糖尿病発症の主因であり，インスリン抵抗性の改

善を目的としたビグアナイド薬やチアゾリジン薬が汎
用される1）．一方，非肥満型の2型糖尿病を発症するア
ジア人は，欧米人と比較して健常時よりインスリン分
泌能が低い上，発症早期からインスリン分泌低下が観
察される2）．そのため，インスリン分泌を促進するた
めのスルホニル尿素薬やグリニド薬が汎用される3, 4）．
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しかし，これらのインスリン分泌薬は，血糖値（グル
コース濃度）に依存せずにインスリンを分泌させるた
め，低血糖を引き起こすリスクを持つ．近年，グルコー
ス濃度に依存してインスリンを分泌させるインクレチ
ン関連薬が注目され5），特にアジア人型2型糖尿病への
効果が関心を集めている．

生理的なインスリン分泌は主に，膵β細胞の（i）量
と（ii）グルコース応答能によって規定されるため，
これらを調節する食品因子にはアジア型の2型糖尿病
効果が期待できる．我々は，（i）の改善に関して，大
豆イソフラボンのdaidzeinから腸内細菌により産生さ
れるS-equol （(3S)-3-(4-hydroxyphenyl)-7-chromanol） が
β細胞の生存を亢進させる作用を持つことを見出し
た6）．S-equolは大豆ポリフェノールのdaidzeinから腸
内細菌によって立体選択的に産生される，女性ホル
モン様作用を持つ物質として知られる7, 8）．本研究課
題では，マウス単離膵島および膵β細胞株を用いて，

（ii）のグルコースに応答したインスリン分泌に対する
S-equolの作用について検討を行った．

方 法

細胞培養
ラットβ細胞株であるINS-1細胞は，10%牛胎児血

清，11.1 mM グルコース，1 mM ピルビン酸ナトリ
ウム，10 mM HEPES，100 units/mL ペニシリンG，
100μg/mL ストレプトマイシン硫酸塩，50μM 2-メル
カプトエタノールを含むRPMI1640培地を用いた．培
養はすべて95% air，5% CO2，湿度98%，37℃インキュ
ベータ―内で行った．エストロゲン様作用について検
討する場合は，デキストランコートしたチャコールと
混合することでステロイド物質を除去した牛胎児血清

（10%）を用いて調製したステロイドフリー培地を用
いて行った．

マウスの膵島単離法
8週令の雄性ICRマウス（Kiwa experimental  

animal，Wakayama）から膵島の単離を行った．イソ
フルラン麻酔下にて安楽殺後，ハンクスバッファーに
溶解したコラゲナーゼP（Roche Diagnostics，Basel，
Switzerland）を総胆管から注入し，切り出した膵臓
を37℃でインキュベートした．KRBバッファーで膵臓
を懸濁後，フィコール-コンレイを比重液とした密度
勾配遠心法を用いて膵島を分離した．動物実験は，大
阪府立大学の動物実験委員会の承認を受けて行った．

インスリン分泌アッセイ
単離膵島またはINS-1細胞をKRBバッファーで30分

間プレインキュベート後，2.8 mMあるいは16.7 mM 
グルコースを含むKRBバッファー中にS-equol（10
μM），R-equol（10μM）または17β-エストラジオール

（E2，10 nM）存在下で1時間培養後，分泌されたイン
スリン量を測定した．単離膵島でのインスリン分泌量
は1.5%HClを含む70%エタノールで抽出した膵島内在
のインスリン量で，INS-1細胞のインスリン分泌量は
細胞のたん白質量でそれぞれ標準化した．インスリン
の測定はサンドイッチELISA法9）で，たん白質の定量
はBradford法で行った．

エストロゲン受容体（ER）レポーターアッセイ
INS-1細胞をステロイドフリー培地を用いて48

ウェルプレートで培養後，pCAGGS-ERα10）または
pCAGGS-ERβ11） とp3xERE-TATA-Luc10），pGL4.74 
[hRluc/tk]をGenePORTER（Genlantis，San Diego，
CA，USA）を用いて形質導入した．5時間後に新鮮な
培地に交換して19時間培養した．S-equol（10μM）ま
たはE2（10 nM）存在下でさらに24時間培養した後，
Dual-Luciferase Reporter Assay System （Promega，
Madison，WI，USA）を用いてルシフェラーゼレポー
ター活性測定を行った．fi refl yルシフェラーゼの値を
Renillaルシフェラーゼの値で割った値を相対化したも
のをrelative light units（RLU）とし，グラフ化した．

統計解析
統 計 解 析 に はGraphPad Prism 5（GraphPad 

Software，La Jolla，CA，USA）を用いてStudent's t
検定またはANOVA法により解析し，p<0.05をもって
統計的有意とした．post-hoc分析にはBonferroni法ま
たはTukey-Kramer法を用いた．

結 果

単離膵島のインスリン分泌におよぼすS-equolの作用
インスリン分泌におけるS-equolの特異性を検討

するために，8週令の雄性ICRマウスの単離膵島を
S-equolまたはR-equol存在下で1時間培養し，インスリ
ン分泌量を測定した．その結果，S-equol（10μM）は
高グルコースによって上昇したインスリン分泌をさら
に促進させた（Fig. 1）．一方で，低グルコース時のイ
ンスリン分泌には影響を与えなかった．R-equol（10 
μM）はグルコース濃度に関わらず，インスリン分泌
に影響しなかった．
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INS-1細胞のインスリン分泌におよぼすS-equolの作用
S-equolのインスリン分泌促進作用がβ細胞への直接

的な作用かを調べるために，β細胞株を用いてS-equol
の作用を検討した．ラットβ細胞株であるINS-1細胞を
S-equol存在下で1時間培養し，インスリン分泌量を測
定した結果，高グルコース濃度下でのみ，S-equolはイ
ンスリン分泌を促進させた（Fig. 2）．

S-equolのインスリン分泌促進作用におけるエストロ
ゲン様活性の関与

S-equolによるインスリン分泌促進作用へのエス
トロゲン活性の関与を検討した．ERの2つのアイソ
フォーム（ERαまたはERβ）を発現させたINS-1細胞
において，S-equol（10μM）は女性ホルモンであるE2

（10 nM）と同程度までERαまたはERβの転写活性を
促進した（Fig. 3A）．一方，転写活性測定と同じ濃度
のE2を用いてインスリン分泌アッセイを行った結果，
高グルコース濃度下におけるインスリン分泌促進作用
はE2では観察されなかった（Fig. 3B）．

Fig. 1. Effects of S -equol on insulin secretion by 
isolated mice islets. Mice islets were incubated 
with 10μM S-equol or R-equol in the presence 
of 2.8 or 16.7 mM glucose for 1 h. Secreted 
insulin and intracellular insulin were measured 
by ELISA.†p<0.05 versus the value at low 
glucose concentration (2.8 mM) in each group, 
and *p <0.05 versus the value at control 
treatment in each glucose concentration. Data 
are expressed as means ± SD (n=4).

Fig. 2. Eff ects of S -equol on insulin secretion in INS-
1 cells. INS-1 cells were incubated with 10μM 
S-equol in the presence of 2.8 mM or 16.7 mM 
glucose for 1 h. Secreted insulin was measured 
by ELISA and normalized to the cellular 
protein content. †p<0.05 versus the value at 
low glucose concentration (2.8 mM) in each 
group, and *p<0.05 versus the value at control 
treatment in each glucose concentration. Data 
are expressed as means ± SD (n=4).

Fig. 3. Effects of estrogenic activity of S -equol on 
insulin secretion. (A) Effects of S -equol and 
E2 on the transcriptional activities of ERα 
and ERβ. INS-1 cells that had been incubated 
in steroid-free medium were transiently 
transfected with pCAGGS-ERα or pCAGGS-
ERβ, p3xERE-TATA-Luc, and pGL4.74[hRluc/
tk]. Cells were incubated with 10μM S-equol 
or 10 nM E2 for 24 h, and luciferase activities 
were determined. Data are expressed as 
means ± SD (n=4). (B) Effects of E2 on 
insulin secretion in INS-1 cells. INS-1 cells 
were exposed to 10 nM E2 in the presence 
of 16.7 mM glucose for 1 h. Secreted insulin 
was measured by ELISA and normalized by 
cellular protein. Data are expressed as means 
± SD (n=4).
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考 察

本研究により，マウス単離膵島およびβ細胞株であ
るINS-1細胞において，S-equolは高グルコースに誘導
されたインスリン分泌を促進することが明らかとなっ
た．S-equolによるインスリン分泌促進作用は低グル
コース下では観察されなかったことから，低血糖を生
じさせるリスクがないことが示唆された．また，イン
スリン分泌促進作用は鏡像立体異性体であるR体では
観察されなかったことから，立体選択的な作用である
ことが判明した．

インクレチンであるglucagon-like peptide-1（GLP-1）
は，細胞内cAMPを増加させ，protein kinase A （PKA）
シグナルを活性化することでグルコース濃度依存的に
インスリン分泌を促進する12）．PKAシグナルはグル
コース刺激によるインスリン分泌を増強する“増幅経
路”を増強する．我々は，S-equolが鏡像立体選択的に
INS-1細胞のcAMPを増加させ，PKAシグナルを活性

化することを見出しており6），GLP-1と同様にPKAシ
グナルを活性化させることで“増幅経路”を促進する
機構が考えられる．またS-equolの作用はINS-1細胞の
みならずマウス単離膵島においても観察されたことか
ら，in vivoにおいてもPKAシグナル活性化作用が期
待される．

INS-1細胞においてS-equol（10μM）とE2（10 nM）
はエストロゲン受容体の転写活性を同程度まで上昇さ
せたが，S-equolのみがインスリン分泌を促進し，E2
はインスリン分泌を促進しなかった．S-equolは，女性
ホルモン様作用を介して骨粗鬆症や顔面紅潮などの更
年期障害を予防することが知られるが13, 14），本研究は，
S-equolは女性ホルモン様作用とは独立した生理作用
も有することを支持する結果であった．

本研究により，S-equolはβ細胞の（i）量の調節に加
えて，（ii）グルコース応答能を亢進することでインス
リン分泌量を増加させ，アジア人型2型糖尿病に有益
な抗糖尿病物質としての効果が示唆された．

要　　　　約

本研究では，大豆イソフラボンであるダイゼインから腸内細菌によって産生されるS-equolがマ
ウス単離膵島およびINS-1細胞においてインスリン分泌を促進する作用を持つことを明らかにした．
この作用は低グルコース濃度下では見られず，高グルコース濃度下でのみ観察された．また，鏡像
異性体であるR-equolにはインスリン分泌促進作用は観察されなかった．S-equolによるインスリン
分泌促進作用は女性ホルモン様作用とは異なるメカニズムで発揮されることが示唆された．これら
の結果から，S-equolはグルコース応答能を亢進することでインスリン分泌量を増加させる抗2型糖
尿病物質としての効果が示唆された．
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