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研究成果の概要（和文）：大豆イソフラボンのひとつゲニステイン（GNS）によるアセトアミノ

フェン（APAP）肝障害抑制効果を検討した。まず培養細胞を用いて APAP 肝障害に対する GNS

の抑制効果を検討した。対照には N－アセチル－L－システイン（NAC）を用いた。次に、GNS

の APAP肝障害抑制効果におけるエストロゲン受容体（ER）の関与を検証した。さらにマウスを

用いて同様の解析を行った。培養細胞実験では、GNSは APAP肝障害に対し、NACと同等もしく

はそれ以上の抑制効果を示した。また、ER阻害剤の投与により、GNSの APAP 肝障害抑制効果は

低下した。マウス実験でも、GNSによる APAP 肝障害抑制効果が認められた。GNS は ER を介して、

APAP肝障害を抑制すると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）：We found that genistein, a soybean phytoestrogen, reduced 

APAP-induced cytotoxicity of two cultured liver cell lines; HepG2 (human hepatocellular 

carcinoma cell line) and NCTC Clone 1469 (a mouse non-parenchymal hepatocyte). When these 

cell lines were treated with 5 mM APAP, the cell viabilities were decreased to 21.0% and 

8.6% at 48 hr, respectively. However, 10 μM genistein restored the both cell viabilities 

up to 66.1% and 52.8%, respectively. Analyses of reactive oxygen species (ROS) production 

level revealed that genistein reduced ROS produced by APAP in both cell lines. Taken 

together, these findings indicated that genistein might have protective effects against 

APAP-induced hepatotoxicity via anti-oxidative stress activities. On the other hand, we 

observed that genistein showed protective effects on APAP-induced acute mouse liver 

injury in combination with N-acetyl-L-cysteine (NAC). Because genistein is a common food 
factor, it should be a promising protective chemical agent against APAP-induced liver 

injury. In the future, we are planning to establish the improved therapeutic use of 

genistein for APAP-induced liver injury. 
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１．研究開始当初の背景 
ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン （ N-acetyl-para- 
aminophenol、APAP）は、総合感冒薬の配合
成分や解熱鎮痛剤として広く使用されてい
る、比較的安全な薬剤であり、小児、高齢者、
妊婦等に好んで処方される。しかしながら、
代 謝 産 物 で あ る N-acetyl-para- 
benzoquinone imine（NAPQI）に肝毒性があ
り、長期服用による肝機能障害や、自殺企図
などの大量服用による中毒性肝障害などの
副作用が知られている。急性薬物性肝障害の
およそ 42％は APAP によるものとする米国の
報告もあり、看過できない問題として認識さ
れている。APAPは広く用いられている有用な
薬剤であるだけに安全性の確保は特に重要
である。このような肝障害に対し、現時点で
は特段の予防策はなく、急性毒性に対しても
活性炭の使用やグルタチオン前駆体である
N-アセチル -L-システイン（ N-acetyl-L- 
cystein、NAC）の経口投与が治療法の基本と
なっているのみである。ただし、これらは
APAP摂取の早期にのみ有効であり、対応が遅
れると劇症型の肝不全を惹起し、致命的とも
なり得る。しかも、APAPをもっとも頻用する
のは慢性疼痛に悩む高齢者であることを考
慮すると超高齢化社会を迎える我国にとっ
て APAP 肝障害の予防や治療は医療費抑制の
観点からも重要な問題のひとつと言える。従
って、適切な予防法や更なる有効な治療法の
確立が望まれるのである。 
 
２．研究の目的 
エストロゲン受容体を発現しているマウス
培養肝非実質細胞をアセトアミノフェン処
理することで細胞障害を惹起させ、その細胞
障害に対するゲニステインの抑制効果を評
価した。 
 
３．研究の方法 
 

(1) アセトアミノフェン肝障害とゲニステ

インによる抑制効果の評価：培養細胞実験 

 ヒト肝癌由来細胞（HepG2）を 5 X 104 cells 

/ mLの細胞密度で播種し、24 時間培養後に 5 

mM APAPを添加した。その後、72時間まで細

胞生存率を計測した。また、5 mM APAP を添

加した HepG2の培地に 10μM GNS を同時添加

した場合の 48 時間後の細胞生存率、細胞内

活性酸素生成量を測定した（DCFDA 法）。GNS

の APAP 肝障害抑制効果の比較対照として

10μM NAC を用いた。 

 

(2) ゲニステインのアセトアミノフェン肝

障害抑制効果におけるエストロゲン受容体

の関与の検討 

 GNSによる APAP肝障害抑制効果におけるエ

ストロゲン受容体（ERs）の関与を調べるた

めに、ERs 阻害剤である 4-hydroxytmoxifen

（4-OHT）と fluvestrant をそれぞれ 10μM

の濃度で同時添加した。薬剤添加 48 時間後

に細胞生存率を計測した。 

 

(3) 実験動物におけるゲニステインのアセ

トアミノフェン肝障害抑制効果の確認 

 8 週齢の C57Bl/6J Jc1 雄性マウス（体重

20.6 ± 2.2 g）をコントロール群、APAP 単

独投与群、APAP＋GNS 投与群、APAP＋NAC 投

与群、及び APAP＋GNS＋NAC 投与群の 5 群に

分けた。APAPは 25 mg / mL溶液、GNSは 10 mg 

/ mL 溶液、NAC は 20 mg / mL 溶液とした。

24 時間絶食マウスに APAP（500 mg / kg BW

）を腹腔内投与し、更にその 1 時間後に GNS

（100 mg / kg BW）あるいは NAC（200 mg / kg 

BW）を経口投与した。さらに別の APAP 投与

マウスに GNS と NAC を同時投与した。3 日後

に屠殺、肝臓を回収後、肝湿重量、血清 ALT

値の測定、および肝組織の病理学的解析を行

なった。 

 

４．研究成果 

(1) アセトアミノフェン処理による肝細胞

生存率低下とゲニステインによる抑制効果 

 HepG2 の生存率は 24 時間まで 70％程度を

維持していたが、48 時間になると 30％程度

にまで急激に低下した（図１）。 
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図１ アセトアミノフェン（APAP）負荷した

場合の HepG2生存率の経時的変化 

 

48時間で低下した細胞生存率は 10μMの GNS



を同時処理することで 55％程度にまで回復

した（図２）。 
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図２ APAP肝障害に対する GNSおよび NACの

抑制効果（細胞生存率） 

 

一方、同様の実験を 10 μM の NAC について

行なうと、その生存率は 40％程度となった。

即ち、培養細胞レベルの実験では、APAP肝障

害の抑制に GNS は極めて有効であり、その効

果は NACと同等かそれ以上であることが明ら

かとなった。細胞内活性酸素生成量において

も同様の結果が得られた。即ち、APAP 投与で

肝細胞内活性酸素生成量は増加したが、GNS

同時投与でその生成量はコントロールレベ

ルにまで低下した（図３）。この効果は NAC

と同程度であった。 
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図３ APAP肝障害に対する GNSおよび NACの

抑制効果（細胞内活性酸素（ROS）生成量） 

 

(2) エストロゲン作用の関与 

 ２種類の ERs 阻害剤（4-OHT、Fluvestrant

）の投与により、GNS により回復した細胞生

存率はどちらの阻害剤においても低下し、

GNSの APAP肝障害抑制効果が阻害される結果

となった（図４）。 

 

  

 
図４ アセトアミノフェン（APAP）肝細胞障

害に対するゲニステイン（GNS）の抑制効果

におけるエストロゲン受容体の関与。CONT：

コントロール、4-OHT：4-Hydroxytamoxifen、

Fulv：Fulvestrant、NAC： N-アセチル-L-シ

ステイン 

 

(3) マウスにおけるアセトアミノフェン肝

障害に対するゲニステインと NACの抑制効果 

 すべてのマウスの生存率は 100％であった。

肝臓の湿重量はコントロール群に対し、APAP

単独投与群で約 1.3 倍、APAP＋GNS 投与群で

約 1.4 倍、APAP＋NAC 投与群で約 1.5 倍と増

加していたが、APAP＋GNS＋NAC 投与群では

1.2 倍程度に抑えられていた。血清中の

alanine aminotransferase （ALT）値は APAP

投与で 3 倍以上上昇していたが、GNS 投与に

よりその上昇は僅かに抑えられた（図５）。 
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図５ 薬剤投与した場合のマウス血清中の

alanine aminotransferase（ALT）値。A：コ

ントロール群、B：アセトアミノフェン（500 

mg / kg BW）投与群、C：アセトアミノフェ

ン（500 mg / kg BW）＋ゲニステイン（100 mg 

/ kg BW）投与群、D：アセトアミノフェン（

500 mg / kg BW）＋NAC（200 mg / kg BW）

投与群、E：アセトアミノフェン（500 mg / kg 

BW）＋ゲニステイン（100 mg / kg BW）＋NAC

（200 mg / kg BW）投与群. 



NAC： N-アセチル-L-システイン 

 

ただし、NAC 投与では ALT 値が顕著に抑えら

れ、現行の治療法の有効性を示す結果となっ

た。以上の結果より、マウス実験でも、GNS

による APAP 肝障害抑制効果が有意に認めら

れ、GNSの有効性が示された。特に GNS と NAC

の同時投与で抑制効果が高かった。病理所見

では APAP 単独投与群で見られた肝細胞索の

乱れ、細胞の空砲化などの異常所見が APAP

＋GNS 投与群で軽減していた（図６）。 

 

 

 

 
図６ 薬剤投与したマウス肝臓の病理所見。

APAP：アセトアミノフェン（500 mg / kg BW）、

GNS：ゲニステイン（100 mg / kg BW） 
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