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緒 言

疫学調査の結果，大豆食品を多く摂取する集団では，

心臓病の危険因子である肥満度指数，血圧，血清総コ

レステロール（Total-C）濃度が非摂取群よりも低いこ

とが報告されている１）．大豆食品には健康維持に寄与

する成分が複数存在し，そのうち血清コレステロール

の低下機構については，大豆タンパク質とイソフラボ

ンの作用が多く研究されている．実験動物を用いた実

験結果から，大豆タンパク質の摂取の代表的な作用と

して，胆汁酸の排出促進，肝臓におけるコレステロー

ル合成の増加と胆汁酸合成への代謝シフト，low den-

sity lipoprotein（LDL）受容体の活性化が起こること

が知られており，これらの変化が血清コレステロール

濃度を低下させると推察されている２）．一方イソフラ

ボンは，肝細胞を用いた実験でコレステロール合成と

分泌を抑制したり，LDL受容体の遺伝子発現と活性
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を増加させたりすることが示され，実験動物レベルで

も LDL受容体の活性化や血清コレステロール濃度の

低下が認められた３）．このように大豆成分とコレステ

ロール代謝の関係は解明されつつあるが，ヒト試験で

はこれらの成分を摂取しても血清コレテロール濃度は

有意に低下しなかったとの報告もある４）．その理由と

して，大豆製品にはタンパク質やイソフラボン以外に

も食物繊維や植物ステロール，不飽和脂肪酸等の脂質

代謝に影響する成分が含まれていることが挙げられ

る４）．さらに，単一成分では見られない食品成分間の

相互作用が脂質代謝に影響することも予想される．し

かし食品そのものの機能性を調べた研究は少なく，食

品成分間の相互作用もほとんど解明されていないのが

現状である．本研究では，大豆食品である凍り豆腐は

ラットの血清コレステロール濃度を低下させるのか，

また，肝臓でのコレステロール代謝にどのような影響

を与えるのかを遺伝子発現レベルで解析した．凍り豆

腐は，その主要成分がタンパク質であり，イソフラボ

ンも含んでいる．そのため，大豆食品中の両成分によ

る作用解明に適していると考え，本研究で取り上げた．

さらに大豆タンパク質とイソフラボンの作用も解析

し，これらの相互作用についても解析した．

実験材料及び方法

１．飼料の材料

粉末凍り豆腐は�みすずコーポレーションより購入
した．１００g中にエネルギー２，１９３kJ，水分７．４g，タン

パク質５０．３g，脂質３４．４g，炭水化物１．９g，食物繊維１．４

g，灰分４．６g（以上，製造者による分析値），イソフラ

ボンはアグリコン当量約３０mg（著者による分析値）

含まれていた．分離大豆タンパク質は不二製油�より
恵与され，８０％メタノール水で洗浄・乾燥処理し，イ

ソフラボン含量を低減させた（アグリコン当量９．１２mg

/１００g）．

２．動物実験

４週齢の Sprague-Dawley雄性ラット（Charles River

�）を明暗サイクル（点灯７：００，消灯１９：００），室温（２２℃
±１℃），湿度（５５－６５％）が一定の飼育室にて市販の

標準飼料で５日間予備飼育した．その後，タンパク質

源とイソフラボン含量の異なる食餌で１４日間飼育した

（n＝７－８）．試験飼料はカゼイン食（C），カゼイン＋

イソフラボン食（CI），大豆タンパク質食（S），大豆

タンパク質＋イソフラボン食（SI），飼料中タンパク

質の構成割合が１：１であるカゼイン＋凍り豆腐食

（T１０）または凍り豆腐食（T２０）の６種類とした（表

１）．食餌タンパク質量は各群２０％に調製し，CIと SI

表１．食餌組成

Ingredients (g/kg diet) C CI S SI T10 T20
Casein (90.5% purity)１ ２２５ ２２５ ０ ０ １１３ ０
Soy protein isolate (88.7% purity)２ ０ ０ ２２０ ２２０ ０ ０
Freeze-dried tofu (50.3% protein)３ ０ ０ ０ ０ １９９ ３９８
Soybean oil １５０ １５０ １５０ １５０ ８１．６ １３．２
Corn starch １５０ １５０ １５０ １５０ １５０ １５０
Cellulose ２０ ２０ ２０ ２０ １７．３ １４．４
Vitamin mixture４ １０ １０ １０ １０ １０ １０
Mineral mixture５ ３５ ３５ ３５ ３５ ３５ ３５
L-Cystine ３ ３ ３ ３ ３ ３
Choline bitartrate ２．５ ２．５ ２．５ ２．５ ２．５ ２．５
Isoflavone mixture６ ０ ０．１２ ０ ０．１０ ０ ０
Sucrose ４０４．５ ４０４．４ ４０９．５ ４０９．４ ３８８．６ ３７３．９
Total energy (kJ/kg diet)７ １８，１２０ １８，１２０ １８，１７１ １８，１７１ １７，６９３ １７，６０５

C，カゼイン食；CI，カゼイン＋イソフラボン食；S，大豆タンパク質食；SI，大豆タンパク質＋イソフラボン食；
T１０，カゼイン＋凍り豆腐食；T２０，凍り豆腐食．
１ カゼイン，乳由来（和光純薬�）
２ フジプロ（不二製油�）
３ トーフミール（�みすずコーポレーション）
４ AIN-９３ビタミン混合（オリエンタル酵母工業�）
５ AIN-９３Gミネラル混合（オリエンタル酵母工業�）
６ ゲニステイン：ダイゼイン＝３：１（wt:wt）
７ 五訂増補日本食品標準成分表を基に算出した値
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にはイソフラボンを T２０に含まれる凍り豆腐由来の量

（０．１２g/kg）と等しくなるように添加した．凍り豆腐

は脂質や食物繊維も含むため，各食餌間で含有量が等

しくなるよう大豆油，セルロースで調整した．試験期

間中は自由に飲水・摂食させた．飼育終了後にエーテ

ル麻酔下で腹部大動脈より採血し，肝臓を採取した．

本実験は食品総合研究所動物実験委員会の承認を得

て，同所規定の動物実験ガイドラインに従い実施した．

３．血清および肝臓コレステロール濃度の測定

血清 Total-Cおよび high density lipoproteinコレステ

ロール（HDL-C）濃度はコレステロール E－テストワ

コーおよび HDL－コレステロール E－テストワコーに

より測定した（和光純薬工業�）．肝臓コレステロー
ル濃度は Folch法により総脂質を抽出し，cholesterol

oxidaseを用いて測定した６）．

４．ＤＮＡマイクロアレイによる遺伝子発現量の測定

各 個 体 の 肝 臓 RNAを Acid Guanidinium-Phenol-

Chloroform法により抽出した後，血清脂質濃度を基準

に各群５サンプルを選抜した．RNAは One-Cycle Tar-

get Labeling and Control Reagents（Affymetrix�）によ
りプローブ化され，Affymetrix Rat Genome２３０_２．０ア

レイと反応させた．遺伝子発現強度は Affymetrix

GeneChip Operating Software１．２にて解析し，アレイ間，

遺伝子間で標準化した後，発現シグナル強度が５０以下

の値を除いた．各群間で発現量が異なる遺伝子は

GeneSpring７．３．１ソフトウェア（Agilent Technology�）
にて解析した．測定方法および解析条件の詳細は文献５）

に準ずる．

５．リアルタイムＰＣＲによる遺伝子発現量の測定

肝臓 RNAから TaqMan Reverse Transcription Re-

agents（Applied Biosystems�）を用いて cDNAを得た．

遺伝子発現量は ABI PRISM７０００リアルタイム PCRシ

ステム（Applied Biosystems�）で測定した．発現量
は１８S RNAの発現量を参照値とし，C群での発現量

を１としたときの相対量で表した．３-hydroxy-３-

methylglutaryl-coenzyme A reductase（Hmgcr）のプラ

イマーおよびプローブの配列は３’-CGTCTTCAGCACT

GTCGTCATT-５’，３’-GAAAAAAGGGCAAAGCTTCAT

TT-５’，および３’-TTCCTCGACAAAGAATTGACAGGC

T-５’であった．

６．統計処理

統計処理にはソフトウェア SPSS１３．０J for Windows

（日本 IBM�）を用い，実験結果は平均値±標準誤
差（SE）で表した．一元配置分散分析の後，Tukey-

Kramerの多重比較検定により危険率５％以下を有意

差ありと判定した（p＜０．０５）．食餌タンパク質源とイ

ソフラボン添加の相互作用は，C，CI，S，SI群で二

元配置分散分析により有意差を判定した．

実験結果および考察

実験期間中の摂食量に各群間での有意差はなく，エ

ネルギー摂取量にも違いはなかった．血清 Total-Cお

よび HDL-C濃度は，Cおよび CI群と比較して S，SI，

T１０，T２０群で有意に低く（図１A），凍り豆腐は大豆

タンパク質と同様に血清コレステロール濃度の低下作

用を持つことを示した．一方，Cと CI，Sと SI群の

間にはこれらの濃度に差がなかった．著者らのグルー

プが過去に行った研究では，２．０g/kgゲニステイン食

はイソフラボンを含まない食餌と比べて血清脂質濃度

を有意に低下させたが，１．０g/kg食ではこの低下作用

が小さくなったことを認めた５）．本研究では食餌イソ

フラボン濃度が０．１２g/kg相当であり，凍り豆腐に含

まれる程度の少量のイソフラボンは血清コレステロー

ル濃度に影響しないことを示唆した．しかし，肝臓コ

レステロール濃度は血清とは逆の傾向を示した（図１

B）．また，これらの濃度への大豆タンパク質とイソ

フラボンの相互作用は有意でなく（血清 Total-C，p＝

０．１９７；血清 HDL-C，p＝０．３４１；肝臓コレステロール，

p＝０．１３２），イソフラボンの血清脂質濃度調節作用は

食餌タンパク質源の種類に依存しないことが示唆され

た．

次に，凍り豆腐食が血清コレステロール濃度の低下

に寄与する機構を解明するため，肝臓で発現する遺伝

子を DNAマイクロアレイで解析した．C群と比べて

他群で１．５倍以上発現量が変化した６８８遺伝子のうち，

各遺伝子の生物学的機能を Rat Genome Database７）で検

索してコレステロール代謝に関連する遺伝子を抽出し

たところ，８遺伝子が検出された（表２）．そのうち

４遺伝子（Hmgcr，Lss，Tm７sf，Hsd１７b７）がコレス

テロール合成系の酵素であった．コレステロール生合

成経路の上流に存在する律速酵素 Hmgcr８）とその下流

に存在する Lssは C群と比べて S，T２０群で低下ある

いは低下傾向を示したことから，大豆タンパク質や凍

り豆腐食は肝臓でのコレステロール合成を抑制し，そ

の結果，肝臓から血清へのコレステロール分泌が減少

したと考えられた．しかし，肝臓コレステロール濃度

は大豆タンパク質と凍り豆腐群でカゼイン群よりも高

かったため（図１B），フィードバック機構によりコ

レステロール合成が抑制された可能性もある．一方，
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同経路のさらに下流に位置する Tm７sf２と Hsd１７b７で

は，前者は S群で低下し，後者は SI群で増加してお

り，同経路の上流と下流で発現量変化の相違が見られ

た．この経路の中間産物も，より上流の酵素活性に影

響すると考えられており８），部分的にフィードバック

が起きた結果とみられる．あるいは，肝臓から末梢組

織にコレステロールを輸送する very low density lipo-

proteinを形成するには，核となる apolipoprotein B

（ApoB）や脂質輸送タンパク質 microsomal triglyceride

transfer protein（MTP）が必要であるため８），ApoBや

MTPの合成が阻害されて肝臓からのコレステロール

分泌が妨げられ，血清コレステロール濃度が低下した

とも考えられる．実際，ApoB遺伝子の発現量はマイ

クロアレイ解析の条件は満たさなかったが，C群に対

して S群で０．６００±０．０２倍，T２０群では０．５２４±０．０２５

倍であり，大豆タンパク質や凍り豆腐摂取による低下

傾向を示した．一方，血清コレステロールを肝細胞に

取り込む LDL受容体（Ldlr）遺伝子の発現量は，C

図１．タンパク質源とイソフラボン添加が血清コレステロール濃度（Ａ）および
肝臓コレステロール濃度（Ｂ）に及ぼす影響

図２．食餌タンパク質源とイソフラボン添加が肝臓
HMG-CoA reductase遺伝子の発現に及ぼす
影響（リアルタイム PCRでの測定値）

C，カゼイン食；CI，カゼイン＋イソフラボン食；S，大豆タンパク質食；SI，大豆タンパク質＋イ
ソフラボン食；T１０，カゼイン＋凍り豆腐食；T２０，凍り豆腐食．値は平均値±SEで示す（各群７－
８匹）．表中の a，bの表示は異なる文字を付した群間で有意差があることを示す（p＜０．０５）．

C，カゼイン食；CI，カゼイン＋イソフラボン食；S，
大豆タンパク質食；SI，大豆タンパク質＋イソフラボ
ン食；T１０，カゼイン＋凍り豆腐食；T２０，凍り豆腐
食．値は C群での発現量を１としたときの相対値を
平均値±SEで示す（各群７－８匹）．表中の a，bの表
示は異なる文字を付した群間で有意差があることを示
す（p＜０．０５）．
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群と比べ S，SI，T１０，T２０群で有意に減少したため（表

２），血清コレステロールの低下作用が血清から肝臓

へのコレステロール輸送の促進によるものではないと

推察できる．コレステロール異化関連の遺伝子では，

胆汁酸合成の律速酵素 cytochrome P４５０，family７，sub-

family a，polypeptide１（Cyp７a１）遺伝子の発現量が

S，SI群で C群よりも高く，T２０群では有意に上昇し

た（表２）．また，コレステロールを胆汁酸に排出す

る輸送体 ATP-binding cassette，sub-family G（Abcg）

のファミリーである Abcg５と Abcg８遺伝子も T１０と

T２０群で有意な上昇が見られた（表２）．これら遺伝

子の発現増加は，胆汁酸を介したコレステロール排出

が増加したことを示唆している．イソフラボン添加は，

Lss遺伝子で C群と比べて CI群で有意に低下した以

外は有意な影響を示さなかった．大豆タンパク質とイ

ソフラボンの相互作用は一部の遺伝子で有意差が生じ

た（Lss，p＝０．００８，Tm７sf２，p＝０．００２，Ldlr，p＝０．０００６）

が，血清や肝臓のコレステロール濃度には相互作用が

なく，生理的な影響を与えるものではなかったと考え

られる．

更に，DNAマイクロアレイの結果を検証するため，

リアルタイム PCRにて Hmgcr遺伝子の発現量を測定

した．両方法で測定した発現量の変化は相似しており，

DNAマイクロアレイ解析の結果が裏付けられた（図

２）．

以上の結果から，ラットで見られた凍り豆腐による

血清コレステロール濃度低下作用は，イソフラボンで

はなく大豆タンパク質成分に由来することが明らかに

なった．また，遺伝子発現レベルでの解析により，こ

の低下作用は肝臓でのコレステロール合成の抑制およ

び胆汁酸へのコレステロール排出促進により誘導され

ることが示唆された．
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要 約

コレステロール代謝への凍り豆腐の影響を，大豆タ

ンパク質とイソフラボンによる影響と比較した．ラッ

トの血清コレステロール濃度は，カゼインと比べ凍り

豆腐と大豆タンパク質摂取により有意に低下した．肝

臓でのコレステロール代謝関連遺伝子の発現量は，凍

り豆腐と大豆タンパク質により変化した．コレステ

ロール合成系酵素は減少し，胆汁酸合成律速酵素とコ

レステロール排出輸送体は減少した．一方，イソフラ

ボンは血清コレステロール濃度や遺伝子発現に影響を

表２．食餌タンパク質源とイソフラボンの添加が肝臓コレステロール代謝関連遺伝子の発現に及ぼす影響

GenBank
accession
number

Gene
symbol Gene name

Dietary group

C CI S SI T10 T20

BM390399 Hmgcr
3-hydroxy-3-methylglutaryl-
Coenzyme A reductase

１．００±０．１８b ０．７７６±０．１３７ab ０．４９７±０．０３０a ０．５９３±０．０１９ab ０．６８８±０．０６６ab ０．５１４±０．０８５a

NM_013134 Hmgcr
3-hydroxy-3-methylglutaryl-
Coenzyme A reductase

１．００±０．２３b ０．７４４±０．１２７ab ０．３７９±０．０６６a ０．４８２±０．０６１ab ０．６６５±０．０６０ab ０．４８８±０．０８１ab

BM390574 Lss lanosterol synthase １．００±０．０８b ０．６４７±０．１１０a ０．４３８±０．０８６a ０．６７７±０．０９８ab ０．６９２±０．１５２ab ０．６２５±０．１２４a

BM390364 Tm7sf2
transmembrane 7 superfamily
member 2

１．００±０．０９bc ０．８６１±０．１２６ab ０．５２３±０．０４６a ０．６６３±０．０５１ab １．２１±０．１２c １．１８±０．１６c

NM_017235 Hsd17b7
hydroxysteroid (17-beta)
dehydrogenase 7

１．００±０．０６a １．０５±０．０５a １．４４±０．０６ab １．７３±０．１８b １．３７±０．１１ab １．２４±０．１６ab

X13722 Ldlr low density lipoprotein receptor １．００±０．０６b ０．７５０±０．０６０ab ０．５４８±０．０２２a ０．７０１±０．０５３a ０．６８１±０．１１０a ０．５４８±０．０７０a

NM_012942 Cyp7a1
cytochrome P450, family 7,
subfamily a, polypeptide 1

１．００±０．３１a ０．８３０±０．２７６a ２．０９±１．１２ab １．９４±０．２４a １．２８±０．２７a ４．５１±０．９７b

NM_130414 Abcg8
ATP-binding cassette,
sub-family G (WHITE), member 8

１．００±０．３１a １．２０±０．１８a ２．２４±０．５７a ２．６２±０．７１a ８．９５±２．７１b ９．１６±２．８１b

NM_053754 Abcg5
ATP-binding cassette,
sub-family G (WHITE), member 5

１．００±０．２２a ０．９３１±０．２７３a １．７８±０．４１a １．９４±０．１９a ４．７７±０．６５b ４．３０±０．７９b

C，カゼイン食；CI，カゼイン＋イソフラボン食；S，大豆タンパク質食；SI，大豆タンパク質＋イソフラボン食；
T１０，カゼイン＋凍り豆腐食；T２０，凍り豆腐食．
値は C群での発現量を１としたときの相対値を平均値±SEで示す（各群５匹）．
表中の a-cの表示は異なる文字を付した群間で有意差があることを示す（p＜０．０５）．

３７



与えず，食餌タンパク質源との相互作用もほとんどな

かった．よって，血清コレステロール濃度の低下作用

は凍り豆腐のタンパク質成分に由来し，肝臓でのコレ

ステロール合成の抑制と胆汁酸の排出促進によるもの

と考えられた．

参考文献

１）Yamori, Y. Worldwide epidemic of obesity: hope for

Japanese Food. Clin Exp Pharmacol Physiol. 31, S2

−4 (2004)

２）Potter, S. M. Overview of proposed mechanisms for

the hypocholesterolemic effect of soy. J Nutr. 125,

606S−611S (1995)

３）O/ rgaard, A., Jensen, L. The effects of soy isoflavones

on obesity. Exp Biol Med 233, 1066−1080 (2008)

４）Sacks, F. M., Lichtenstein, A., Van Horn L., Harris,

W., Kris-Etherton, P., Winston, M. Soy Protein, isofla-

vones, and cardiovascular health. Circulation 113,

1034−1044 (2006)

５）Takahashi, Y., Odbayar, T. O., Ide, T. A comparative

analysis of genistein and daidzein in affecting lipid me-

tabolism in rat liver. J Clin Biochem Nutr 44, 223−

230 (2009)

６）Ide, T., Oku, H., Sugano, M. Reciprocal responses to

clofibrate in ketogenesis and triglyceride and cholesterol

secretion in isolated rat liver. Metabolism 10, 1065−

1072 (1982)

７）Rat Genome Database, http://rgd.mcw.edu/

８）Sakakura, Y., Shimano, H., Sone, H., Takahashi, A.,

Inoue, N., Toyoshima, H., Suzuki, S., Yamada, N.

Sterol regulatory element-binding proteins induce an en-

tire pathway of cholesterol synthesis. Biochem Bio-

phys Res Commun 286, 176−183 (2001)

３８


