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速筋における大豆イソフラボンによるインスリン様成長因子の
発現調節機構に関する研究
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ABSTRACT

Skeletal muscle is a tissue composed of heterogeneous muscle fi bers with diff erent 
biochemical and contractile properties. Fast-twitch extensor digitorum longus 
(EDL) muscle is characterized with regard to contractile function. EDL is required 
for the abilities to stand up from a chair or to recover from a stumble to prevent 
a fall. Soy isoflavones such as daidzein have estrogenic activities and are called 
phytoestorgens. To investigate the beneficial effects of daidzein on fast-twitch 
muscle mass, ovariectomized (OVX) mice as a model of post-menopausal women 
were fed daidzein. The mass of EDL muscle was higher in daidzein-fed OVX mice 
than in control-fed OVX mice. Dietary daidzein increased the mRNA levels of total 
insulin-like growth factor 1 (IGF-1) and its two alternative splicing variants (IGF-1Ea 
and MGF) in EDL muscle. The serum levels of daidzein and S-equol in daidzein-
fed OVX mice reached approximate 2μM and 0.5μM, respectively. In C2C12 
myotubes, 1μM daidzein increased the mRNA levels of total IGF-1, IGF-1Ea and 
MGF, whereas 0.5μM S-equol had no eff ect on the expression of IGF-1. The serum 
of daidzein-fed OVX mice increased the mRNA levels of total IGF-1, IGF-1Ea and 
MGF in C2C12 myotubes. Likewise, the serum of daidzein-fed female rats increased 
IGF-1 mRNA level, and acetone-treated serum of daidzein-fed female rats had the 
same effect. These results suggest that dietary daidzein directly and indirectly 
increases IGF-1 expression in EDL muscle. Soy Protein Research, Japan 18, 123-128, 
2015.
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高齢女性は男性に比べ骨格筋量が低く，骨粗鬆症の
割合が高いため，加齢による筋力の低下により段差に
つまずいて転倒し，骨折しやすい1, 2）．骨折をすると安
静を余儀なくされ寝たきりとなる．骨格筋には速筋と
遅筋の2種類のタイプがある．持久力には主に遅筋が
関与し，瞬発力には収縮速度の速い速筋が関与する3）．
長趾伸筋は下肢の下腿にある速筋であり3），長趾伸筋
の筋量が減少すると足首が上手く背屈出来ず4），段差
でつまずいて転倒するリスクが高まる．そのため，骨
格筋量の維持・増加に寄与する食品成分を日常の食事
から摂取することは高齢者が自力で健全な生活をする
ために有益であると考えられる．
女性ホルモンのひとつであるエストロゲンは卵巣か
ら分泌され，生殖器官，骨格筋，骨などの器官で多様
な生理的機能を発揮する5, 6）．しかし，高齢で閉経にな
ると体内のエストロゲン濃度が低下する5）．大豆イソ
フラボンであるダイゼインは女性ホルモン様作用を示
す食品成分である7）．骨格筋量を増加させる主な因子
としてインスリン様成長因子（IGF-1）が挙げられる8）．
IGF-1はシグナルペプチド，成熟型ペプチド，Eペプチ
ドから構成される前駆体として発現する9）．ヒトでは
IGF-1EaとIGF-1Eb，MGFの3つのスプライシングバ
リアントが存在するのに対して，マウスやラットなど
のげっ歯類ではIGF-1EaとMGFの2つのスプライシン
グバリアントが存在する9）．そこで本研究では，閉経
モデルマウスである卵巣摘出（OVX）マウスの長趾
伸筋量に対するダイゼイン摂取の影響を検討するとと
もに，IGF-1発現に対するダイゼイン摂食の影響を検
討することを目的とした．

方 法

動物実験飼育法
7週齢のddY雌性マウス（Kiwa Laboratory Animals, 
Wakayama, Japan）を麻酔下で，卵巣を腹腔から取り
出し，卵管を縫合糸で縫合して，卵管と子宮の接合部
で切断した．その後，子宮を腹腔にもどし，皮膚を接
合した（卵巣摘出マウス，OVXマウスとする）．その
後，OVXマウスを2群（コントロール食群とダイゼイ
ン食群）に分け，コントロール群にはスクロースをス
ターチに代えた改変AIN-76を毎日摂取させた．ダイゼ
イン群はゴマ油で溶かしたダイゼインを0.1%含んだ改

変AIN-76を毎日摂取させた．飼料組成はTable 1に示
す．飼料の摂取を開始してから1週間後，腋窩動脈を
切断して採血し，安楽殺したマウスの後肢にある骨格
筋組織（長趾伸筋）を切除し，重量を測定した．その後，
液体窒素で凍結し，使用するまで-80℃で保存した．
8週 齢 の 雌 性Wistarラ ッ ト（Kiwa Laboratory 

Animals）を2群（コントロール食群とダイゼイン食
群）に分け，コントロール群にはスクロースをスター
チに代えた改変AIN-76を毎日摂取させた．ダイゼイ
ン群はゴマ油で溶かしたダイゼインを0.1%含んだ改変
AIN-76を毎日摂取させた．飼料組成はTable 1に示す．
飼料の摂取を開始してから1週間後，下大静脈から採
血し，安楽殺させ，血清を分離した．
マウスとラットを用いたすべての動物実験は公立大

学法人大阪府立大学動物実験規程に従って実施した．

細胞培養法
マウス由来C2C12筋芽細胞（RIKEN Bioresource 

Center Cell Bank, Tsukuba, Japan）は，10%牛胎児血
清，100 units/mLペニシリン，100μg/mLストレプト
マイシン，1.0 g/L炭酸水素ナトリウムを含むD-MEM
培地（増殖培地）で培養した．細胞培養は95% Air，
5% CO2，37℃のインキュベーター内で行った．継代
は70%飽和状態になった細胞をリン酸緩衝生理食塩水
（PBS）で洗浄し，0.25%トリプシンと0.02% EDTAを
含むPBSで処理することで細胞を剥がし，新鮮な培地
に懸濁することで行った．C2C12筋芽細胞が飽和状態
になったところで2%ウマ血清，100 units/mLペニシ
リン，100μg/mLストレプトマイシン，1.0 g/L炭酸水
素ナトリウムを含むD-MEM培地（分化培地）で培養
した．以降2日ごとに分化培地を交換し，筋管細胞へ
分化させた．

Key words : isoflavone, daidzein, skeletal muscle, insulin-like growth factor 1, 
ovariectomy mice

Casein 20.0
DL-Methionine 0.3
Corn starch 65.0
Cellulose 5.0
Corn oil 5.0
Vitamin mix (AIN-76) 1.0
Mineral mix (AIN-76) 3.5
Choline chloride 0.2
Total 100.0

Table 1. Composition of diets ingredients %
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リアルタイムRT-PCR法
凍結した骨格筋組織から全RNAを抽出後，逆転
写反応でcDNAを合成した．IGF-1とIGF-1バリアン
ト（IGF-1EaとMGF），ペプチジルプロリルイソメ
ラーゼA（PPIA）遺伝子，グリセルアルデヒド-3-リ
ン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）のmRNA量は，合
成したcDNAと以下の特異的なプライマーを用いて
定量的PCRによって測定した．定量的PCRのPCRは
SYBR® Premix Ex Taq TM II（TAKARA bio, Shiga, 
Japan）のプロトコルに従い，Thermal Cycler Dice 
Real Time（TP800, TAKARA bio）を用いて行った．
マウスのデータはPPIA遺伝子を，C2C12細胞のデー
タはGAPDH遺伝子の発現量を内部標準としてサンプ
ル間の補正を行った：IGF-1（Total）（センスプライ
マー：5'-GTGTGGACCGAGGGGCTTTTACTTC-3'；
アンチセンスプライマー：5'-GCTTCAGTGGGGCAC
AGTACATCTC-3'），IGF-1Ea（センスプライマー：
5'-GCTTGCTCACCTTCACCAGC-3'；アンチセンスプ
ライマー：5'-AAATGTACTTCCTTCTGAGTCT-3'），
MGF（センスプライマー：5'-GCTTGCTCACCTTCA
CCAGC-3'；アンチセンスプライマー：5'-AAATGTA
CTTCCTTTCCTTCTC-3'），PPIA（センスプライ
マー：5'-GCAAATGCTGGACCAAACAC-3'；アンチ
センスプライマー：5'-TCACCTTCCCAAAGACCAC
AT-3'），GAPDH（センスプライマー：5'-AAAATGG
TGAAGGTCGGTGT-3'；アンチセンスプライマー：
5'-TTTGATGTTAGTGGGGTCTC-3'）

血清中のダイゼイン濃度測定法
マウス血清100μlに10μlの β-Glucuronidase type

（glucronidase activity;≧85,000 U/mLとsulfatase 
activity; ≦7,500 U/mL）H-2 from Helix pomatia（Sigma, 
St. Louis, MO, USA）を含む100 mMの酢酸（pH 5.0）
を100μl加え，37℃で一晩インキュベートした．反応
後，抽出内部標準として100 pmolのBiochanin Aを添
加し，200μlの酢酸エチルと混合した後，4℃，20,000
×gで5分間遠心した．上清を別のチューブに移し，残
りの下層にさらに200μlの酢酸エチルを加えて混合後，
4℃，20,000×gで5分間遠心した．全量（400μl）を窒
素ガスで完全に蒸発させた．その後，300μlのメタノー
ルに再溶解したものを，高速液体クロマトグラフィー
による解析を行った．ダイゼインは254 nm，S-エクオー
ルは280 nmでそれぞれ検出した．

結果と考察

ダイゼインの長趾伸筋量に及ぼす影響
ダイゼイン摂取の骨格筋量に及ぼす影響を閉経モデ

ルマウス（OVXマウス）で評価した．その結果，ダ
イゼインを摂取することによって後肢の速筋である長
趾伸筋の重量がOVXマウスで増加した（Table 2）．

Fig. 1. Eff ects of daidzein on IGF-1 expression in OVX mice
 OVX mice were fed diets containing 0.1% daidzein for 7 days. Total RNAs were prepared from extensor 

digitorum longus muscles. Quantitative RT-PCR was performed for IGF-1 , IGF-1Ea , MGF, and PPIA 
mRNA. Data were normalized to PPIA mRNA. Values are indicated as mean ± SD. (n=5).
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Muscle mass ratio＊ 0.587±0.057 0.688±0.039a

Table 2. Extensor digitorum longus muscle weights 
in daidzein-fed OVX mice

＊ Ratio of muscle mass (mg)/body weight (g)
ａ Signifi cant diff erence between the control group and 
daidzein group (p<0.05)
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長趾伸筋におけるIGF-1発現に及ぼすダイゼインの影
響
ダイゼインによる長趾伸筋量の増加にIGF-1が関与

しているかを検討するため，長趾伸筋からRNAを抽
出し，リアルタイムPCR法によりIGF-1のmRNA発現
量を測定した．IGF-1発現量はコントロール食群に比
べてダイゼイン食群で発現が上昇した（Fig. 1）．また
ダイゼイン摂食はIGF-1遺伝子の2つのバリアントであ
るIGF-1EaとMGFの発現量を増加させた．

C2C12筋管細胞におけるIGF-1発現に及ぼすダイゼイ
ンの影響
ダイゼインは腸内細菌によってS-エクオールに代謝
されるので，ダイゼイン摂取マウスのダイゼインとS-
エクオールの血中濃度を測定した．ダイゼイン摂取群
では，ダイゼイン濃度は2.35μM，S-エクオール濃度は
0.43μMあった（Table 3）．一方，コントロール食摂
取群の血中では，ダイゼインもS-エクオールも検出さ
れなかった．そこで，ダイゼインが筋管細胞のIGF-1
発現に及ぼす影響を検討するために，C2C12筋管細胞
を1μMのダイゼイン存在下で培養し，IGF-1の発現レ
ベルをRT-PCR法により測定した．その結果，C2C12
筋管細胞においてダイゼインはIGF-1発現を増加させ
た（Fig. 2）．この際，ダイゼインは2つのスプライシ
ングバリアント（IGF-1EaとMGF）の発現を増加さ
せた．一方，0.5μMのS-エクオール存在下で培養した
C2C12筋管細胞では，IGF-1発現に影響はなかった（Fig. 
3）．

ダイゼインを摂取したマウスの血清がC2C12筋管細
胞のIGF-1発現に及ぼす影響
ダイゼインを摂取したマウスの長趾伸筋において

IGF-1の発現が上昇した要因として，S-エクオール以
外のダイゼインの2次代謝物，あるいはダイゼインま
たはその代謝物の刺激により生体内で産生された因子
が関与する可能性がある．そこで，ダイゼインを摂食
させたOVXマウスの血清をC2C12筋管細胞に添加す
ることで，IGF-1発現に対する血清成分の影響を検討
した．その結果，コントロール食を摂取したマウスの
血清に比べて，ダイゼイン食を摂取したマウスの血清
存在下で培養した細胞ではIGF-1 mRNA量が増加した
（Fig. 4）．またダイゼイン食のマウス血清はIGF-1Eaと
MGFの発現量を増加させた．

C2C12筋管細胞におけるIGF-1発現に及ぼすダイゼイ
ン食のラット血清の影響
IGF-1発現を増加させる血清成分をさらに評価する

ため，ダイゼインを摂取させたラット血清を用いて検

Fig. 2. Eff ects of daidzein on IGF-1 expression in C2C12 myotubes
 C2C12 myotubes were incubated in diff erentiation medium containing 1μM daidzein for 3 h. Quantitative 

RT-PCR was performed for IGF-1 , IGF-1Ea , MGF,  and GAPDH mRNA. Data were normalized to 
GAPDH mRNA. Values are indicated as mean ± SD. (n=3).

Daidzein S-Equol
(μM) (μM)

Control N.D. N.D.
Daidzein 2.35±0.57 0.43±0.20

Table 3. Serum daidzein and S-equol concentration in 
daidzein-fed OVX mice

Values are means ± SD, n=5  N.D., not detectable
Serum daidzein concentration was measured by 
HPLC. Biochanin A was used as an internal standard.
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討した．ダイゼインを摂取したラットの血清による
C2C12筋管細胞のIGF-1発現に及ぼす影響を検討した
結果，OVXマウスと同様にダイゼイン食を摂取した
ラットの血清存在下で培養した細胞ではIGF-1 mRNA
量が増加した（Fig. 5，左パネル）．ダイゼインを摂取

したラットの血清はアセトン処理によりたん白質を除
去してもIGF-1の発現を増加させた（Fig. 5，右パネル）．
つまり，IGF-1発現を増加させたダイゼイン摂取した
ラットの血清成分は高分子のたん白質ではなく，低分
子化合物であると示唆された．

Fig. 3. Effects of S -equol on IGF-1 expression in 
C2C12 myotubes

 C2C12  myo t ube s  we r e  i n c uba t ed  i n 
differentiation medium containing 0.5μM 
S -equol for 3 h. Quantitative RT-PCR was 
performed for IGF-1 and GAPDH mRNA. Data 
were normalized to GAPDH mRNA. Values 
are indicated as mean ± SD. (n = 3).

Fig. 4. Eff ects of serum of daidzein-fed mice on IGF-1 expression in C2C12 myotubes
 C2C12 myotubes were incubated in D-MEM medium supplemented with serum (2% v/v) from 

control diet-fed or daidzein-fed mice, and 100 units/mL penicillin and 100 μg/mL streptomycin for 
3 h. Quantitative RT-PCR was performed for IGF-1 , IGF-1Ea , MGF, and GAPDH mRNA. Data were 
normalized to GAPDH mRNA. Values are indicated as mean ± SD. (n = 5).

Fig. 5. Eff ects of serum of daidzein-fed rats on IGF-1 
expression in C2C12 myotubes

 (Left panel) C2C12 myotubes were incubated in 
D-MEM medium supplemented with serum (2% 
v/v) from daidzein-fed rats, and 100 units/mL 
penicillin and 100 μg/mL streptomycin for 3 h. 
(Right panel) C2C12 myotubes were incubated 
in D-MEM medium supplemented with 
acetone-treated serum (2% v/v). Quantitative 
RT-PCR was performed for IGF-1 and GAPDH 
mRNA. Data were normalized to GAPDH 
mRNA. Values are indicated as mean ± SD. (n 
= 5).
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文　　　　献

要　　　　約

骨格筋量は男性に比べ女性の方が少なく，さらに加齢と共に骨格筋量は減少するため，閉経後の
女性は転倒のリスクが高い．つま先が段差を越えるのを助ける速筋である長趾伸筋の重量を維持・
増量できれば高齢女性の転倒による寝たきりを予防できると考えられる．そこで本研究では，閉経
モデルマウスである卵巣摘出（OVX）マウスの長趾伸筋に対するダイゼイン摂取の影響を検討し
た．OVXマウスにダイゼインを摂取させた結果，OVXマウスの後肢の速筋である長趾伸筋の重量
が増加した．長趾伸筋において，ダイゼイン摂取は骨格筋量を増加させるIGF-1の発現を増加させた．
またIGF-1遺伝子の2つのバリアントであるIGF-1EaとMGFの発現も増加させた．そこで，C2C12筋
管細胞におけるIGF-1発現に及ぼすダイゼインの影響を検討したところ，ダイゼイン摂取マウスの
血中濃度に相当する1μMのダイゼインはIGF-1遺伝子と2つのバリアントの発現を増加させた．一
方，ダイゼイン摂取マウスの血中濃度に相当する0.5μMのS-エクオールはIGF-1発現に影響を与え
なかった．さらにダイゼインを摂食させたOVXマウスの血清存在下で筋管細胞を培養したところ，
コントロール食のマウスの血清に比べてIGF-1と2つのバリアントの発現が増加した．ダイゼイン食
を摂取したラットの血清存在下で培養した細胞ではIGF-1発現が増加した．さらにダイゼインを摂
取させたラットの血清はアセトン処理によりたん白質を変性除去してもIGF-1の発現を増加させた．
長趾伸筋では，ダイゼインそのものがIGF-1の発現を上昇させるだけでなく，S-エクオール以外の
ダイゼイン摂取によって生じた低分子化合物がIGF-1発現を上昇させることで筋重量を増加させた
と推測された．
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