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グルタチオン高含有酵母エキスのアセ トア ミノフェン

誘発性肝障害 に対す る有効性
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   The effects of orally administered glutathione-enriched yeast extract were studied in a model of acute 

hepatotoxicity induced by a high intraperitoneal dose of acetaminophen in rats. The reduced glutathione 

(GSH) -enriched extract showed dose-dependent hepatoprotective effects which were associated with recov-

ery of the liver GSH level. Because no hepatoprotective effects were obtained using bread yeast extract that 

contained only low levels of GSH, the GSH-enriched yeast extract was shown to be effective by serving as 

a useful precursor for GSH biosynthesis in the liver. Because the hepatoprotective effect of GSH-enriched 

yeast extract tended to be stronger than that calculated from its GSH contents, substances other than GSH 

might also have contributed. Oxidized glutathione (GSSG) -enriched yeast extract given orally also showed 

a hepatoprotective effect together with recovery of the liver GSH level.
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生 体 内組 織 に お け る還 元 型 グ ル タ チ オ ン(γ 一L-Gluta-

my1―L-Cysteiny1-Glycine:以 下GSH)レ ベ ル の低 下 は さ

まざまな障害の発症 と密接に関連 している1)。た とえば,

アルコール飲取や薬物摂取による肝障害2)3),喫煙 による

肺障害4),あ るいは運動による酸化ス トレス5)等 は組織

GSHレ ベ ルの低下 を伴 う障害例 として知 られている。

このことは,組 織GSHレ ベ ルが低下をきたすようなス

トレスに曝される場合,外 部か らのGSHの 積極的な補

給が,組 織GSHの 低 下抑制やその回復 を図り,組 織障

害の抑制をもたらすことを期待させ る。

しかしなが ら,GSHは 生体内での重要性 は広 く認識

されているものの,夕 倍区か ら補給することの有用性6)に

対する認知度は決 して高 くないのが現状である。経口的

にi摂取 されたGSHが 腸 管内で構成アミノ酸へ加水分解

され る点 を考 えると,GSHの 経 口摂取 は組織中での

GSH生 合成原料の供給源 として意義があると考 えられ

る。実際われわれは,肝GSHレ ベ ルの低下 を伴った肝

障害モデル として知 られ るアセ トア ミノフェン(AAP)

大 量投与ラットを用いて,GSHお よび酸化型 グルタチ

オン(GSSG)の 経 口投与により,低 下した肝GSHレ ベ

ルの回復促進およびそれに伴う肝障害抑制効果を確認 し

ている(未 発表)。

今回は,グ ルタチオンを豊富に含むように培養した酵

母菌体から熱水抽出したグルタチオン含有エキスに関し

て,AAP大 量投与ラットの肝GSHレ ベルおよび肝障害

に対する影響を検討 し,こ のグルタチオン高含有酵母エ

キスの経口摂取時における栄養生理学的な有効性を実証

したので,そ の結果を報告する。

なお,本 報告では,GSHお よびGSSGを 区別な く用

いる場合はグルタチオンと記載する。

実 験:方 法

1.供 試サンプル

GSH高 含有酵母エキスは,グ ルタチオン12.9%(w/

w),す なわちGSHを10.9%お よびGSSGを2.0%含 む

「グルタイース トエキス⑪」(以 下,GYE:協 和発酵工業

㈱製)を 用いた。水溶液中でのグルタチオンの安定化を

図ったGSSG高 含有酵母エキス7)(以下,GYD)は,GYE〒305-0841つ くば 市 御 幸 が 丘2
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溶液を直接酸化処理 して調製した(後 述)。 なお,グ ルタ

チオン高含有酵母エキスの比較対照品 としてグルタチオ

ン含有量の少ない一般的に使用されているパ ン酵母エキ

スを用いた。GSHお よびGSSGは 協和発酵工業㈱製を,

AAPは 和光純薬㈱製 を用いた。

2.供 試サンプル溶液の調製

各供試サンプルは0.9%生 理食塩水に溶解 し,AAPは

約80℃ 下 で35mg/mL溶:液 に,グ ルタチオン,GYEお

よび比較対照のパン酵母エキスはそれぞれ100,400お よ

び270mg/mL溶 液 に調製 した。GYD溶 液 の調製は次の

とおり行った:GYE20gを0.9%生 理食塩水90mLに

溶解後,pH5.3を 示すその溶液をまず6NNaOH3.2

mLでpH9.0に 調整 した。次に,10時 間激 しく撹拝後,

6NHC13.8mLでpHを5.3に 再調整 し,0.9%生 理食

塩水で最終濃度20mg/mLに 調 製して得 られた ものを

GYD溶:液 とした。

今回の実験に供 したGYE,GYDお よびパ ン酵母エキ

スのGSHな らびにGSSG含 有量をTable1に 示 した。

3.実 験動物および飼育方法

Sprague-Dawley系 の7週 齢 ・雄性ラツト(SLC㈱)

をCE―2固 形飼料(オ リエンタル酵母工業㈱)で1週 間予

備飼育 した後,試 験に供 した。予備飼育期間中の飼料お

よび飲用水は自由摂取 とし,室 温22±1℃,湿 度60%,白

色蛍光灯による人工照明(7～19時)の 明暗条件のもとで

飼育 した。

4.AAP大 量投与実験

ラットを18時 間絶食させた後,ラ ッ ト各群の平均体重

が均一になるように群分 けした。各供試サンプル溶液を

経口投与 し,-同 時にAAP700mg/kgを 腹 腔内投与 し

た。AAP投 与5時 間後 に肝臓を,そ してAAP投 与27

時 間後 に血液 をおのおのネンブタール麻酔下で採取 し

た。肝臓は,0.9%生 理食塩水で洗浄後,分 析 まで―80℃

で凍結保存 した。血液は,そ の凝固が確認 された後,遠

心分離(×3,000rpm,15min,40C)し,得 られた血清

を分析 まで凍結保存 した。

5.採 取サンプルの分析

5.1肝 臓GSHレ ベ ル測定 採取 した肝臓サ ンプル

約0.5gに,そ の湿重量の4倍 容 のリン酸緩衝液(pH

7・4)を添加後,ガ ラスホモジナイザーで破砕 し,肝 ホモ

ジネー トを得た。得られた肝ホモジネー トに対 してただ

ちに等量の8%ス ルフォサ リチル酸 を添加 した。それを

撹搾後,遠 心分離(×6,000rpm,10min,4℃)し て取

得 した 上 清(酸 可 溶 性 画 分)0.5mLを 用 い て,Reeveet

al.の 方法8)を 改 良 した 手 法 でGSHを 測 定 した 。 す な わ

ち,200mMの5,5〆-Dithiobis(2-nitrobenzoicacid)を

50μL添 加 後,ギ 酸40μLを 加 えて 撹 拝 し,水 飽 和 酢 酸

エ チ ル で洗 浄 して 得 られ た 水 層 をHPLC分 析 に供 した 。

な お,HPLCの 分 析 条 件 は,カ ラ ム:STRODS-M(4.O

mm×250mm,Shimadzu),溶:離i液:ギ 酸 ア ン モ ニ ウ

ム 一ギ酸(0.025mM,pH4)十10%メ タ ノ ー ル,流 速:1・O

mL/min,カ ラ ム 温 度:40.C,検 出:UV280nmお よび

注 入 量:10μLと 設 定 した 。

5.2血 清 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ 活 性 値 グ ル タ ミ ン

酸 ・オ キサ ロ酢 酸 ・トラ ンス ア ミナ ー ゼ(GOT)活 性 値

(IU/L)お よび グ ル タ ミン酸 ・ピル ビ ン酸 ・トラ ンス ア ミ

ナ ー ゼ(GPT)活 性 値(IU/L)の 測 定 は市 販 生 化 学 検 査

Table 1. Glutathione contents (w/w (%)) of the 

        yeast extract.

*'GSH+GSSG . *ZGSH-enriched yeast extract. 
*3GSSG -enriched yeast extract . *4GSH not detected.

Fig. 1. Effect of oral GYE on hepatic GSH con-
       centration. 

Rats were orally administered GYE (GSH-
enriched yeast extract), its related compounds 

(i.e. B.E., bread yeast extract ; GSH, reduced 
glutathione) or 0.9% saline (CONT) before injec-
tion of acetaminophen (AAP) 700 mg/kg body 
weight. The administered amount of each com-

pounds (g/kg body weight) was as follows : 
GYE', 0.78 ; GYEZ, 1.94 ; GYE3, 3.88 ; BE, 
6.67 ; GSH, 0.50. Each sample was equal to ad-
ministering glutathione (GSH + GSSG) as the 
following amount (g.kg body weight) : GYE', 
0.10 ; GYEZ, 0.25 ; GYE3, 0.50 ; BE, 0.03. He-

patic GSH concentration was measured according 
to the high-performance liquid chromatography 
method of Reeve et al. (1980) 8) with modifications 

(consult "Methods"). Data represent mean ± SE 
of 6 rats. Different letters above the error bars 
indicate significant (p <0.05) differences between 
the various conditions.
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用酵素キット(ト ランスア ミナーゼCIIテ ス トワコー

(和光純薬(株)製))を 用 いた。

6.統 計 処 理

実験データは平均値 ±標準誤差 で表 した。統計解析

は,一 元配置分散分析後,Duncanの 多重検定法により

各群間の有意差(p<0.05)を 判定 した。

実 験 結 果

1.経 ロ摂取GSH高 含有酵母エキス(GYE)の 効果

AAP大 量投与 ラットに,GYEを0.78,1.94あ るいは

3・88g/kg経 口投与 した結果,AAP投 与5時 間後では,

AAP単 独 投与に比べて肝GSHレ ベ ルのGYEの 投与

量に依存 した回復促進効果が見られた(Fig.1)。 また,

GYEに よるAAP投 与27時 間後での血清GOTお よび

GPT活 性 値の有意な上昇抑制効果(ρ<0.05),す なわち

肝障害抑制効果が確認 され,そ の効果 も投与量依存的で

あった(Fig.2)。

GYEとGSHを 比較 した結果,グ ルタチオン(GSH+

GSSG)500mg/kgを 含 むGYE(3.88g/kg)はGSHそ

の ものの500mg/kgよ りやや強い肝GSHレ ベ ル回復

および肝障害抑制効果 を示 し,グ ルタチオンとして250

mg/kg含 むGYE(1.949/kg)の 投与がGSHそ の もの

の500mg/kgと 同等の効果 を示した。一方,グ ルタチオ

ン量が0.5%(w/w)で あるパ ン酵母エキスを6-67g/kg

(グル タチオンを33mg含 有)経 口投与 した ところ,肝

GSHレ ベルの回復効果および肝障害抑制効果はともに

ほとんど見られなかった。

2.経 ロ摂取GSSG高 含 有酵母エキス(GYD)の 効果

GSSG500mg/kg,あ るいはそれ と等量のGSSGを 含

むGYD3.88g/kgを ラットに経口投与し,そ の効果を比

較検討した結果,GYDに はGSSGと 同等の肝GSHレ

ベル回復促進効果(Fig.3)お よび肝障害抑制効果(Fig.

4)が 確認 された。

3.経 ロGYEお よびGYDの 肝GSHレ ベル回復促

進効果の比較

等量のグルタチオ ンを含 むGYEあ る いはGYDを

3.88g(含 有 グルタチオン量500mg)/kgを ラットに経

口投与 し,そ れらの肝GSHレ ベル回復促進効果を同一

実験で比較 した結果,GYEに ついては含有グルタチオン

量か ら期待される以上の効果が再確認されたが,GYD

につ いてはこのような効果は見 られなかった(Fig.5)。

考 察

AAPの 大量投与 は,急 激 な肝GSHレ ベ ルの低下 を

伴 った急性肝障害 を誘発することが知 られている9)。そ

こでAAP大 量 投与ラッ トに,GYEを 経 口摂取させた結

果,投 与量依存的な肝GSHレ ベ ルの回復効果(Fig.1),

(A)

(B)

Fig. 2. Effect of oral GYE on AAP-induced 
      serum GOT (A) and GPT (B) activities. 

Serum samples for measurement of glutamic 
oxaloacetic transaminase (GOT) and glutamic 

pyruvic transaminase (GPT) were collected 27 h 
after AAP dose. The abbreviations used are the 
same as those used in Fig. 1. Data represent 
mean ± SE of 4 rats. Different letters above the 
error bars indicate significant (p <0.05) differ-
ences between the various conditions.

Fig. 3. Effect of oral GYD on hepatic GSH con-
      centration after AAP administration. 

GYD represents the GSSG-enriched yeast extract. 
GSSG was administered 0.50 g/kg body weight. 
GYD was administered 3.88 g/kg body weight, 
which equals administering GSSG 0.50 g/kg body 
weight. Groups of 4 rats were orally administered 

GYD before AAP administration. Hepatic GSH 
concentration was determined 5 h after the admin-
istration of AAP. Data represent mean±SE. 
Different letters above the error bars indicate 
significant (p <0.05) differences between the vari-
ous conditions.
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および肝障害抑制効果(Fig・2)が 確認された。グルタチ

オン量が0.5%で あ る通常のパン酵母エキスの経口投与

では肝GSHレ ベルの回復効果および肝障害抑制効果が

見 られなかった ことから,グ ルタチオンを高含有する

GYEの 栄養生理学的な有用性が実証された。

GYEを 直接酸化処理して調製 したGYDも,そ れに含

まれる量 と等量のGSSGの 効 果に匹敵する肝GSHレ ベ

ル回復促進(Fig.3)お よび肝障害抑制(Fig.4)効 果 を

発揮した。すでにわれわれはGSSGそ の ものを経口摂取

した場合,GSHと ほぼ同程度の有効性を発揮すること

を確認 しており(未 発表),今 回得 られたGYDの 効 果

も,そ れに含 まれるGSSGに 起 因すると考えられた。こ

の ことか ら,GYDも 生体へのグルタチオンの有効な補

給源であることが確認された。

GYEは それに含有され るグルタチオン量か ら期待 さ

れる以上の強い肝GSHレ ベ ル回復促進および肝障害抑

制傾向を示 した(Fig・1,2お よび5)。 このことは,経 口

GYEの 効 果が,そ の多 くは多量に含有されるグルタチ

オンの作用に依存 していると考えられるものの,一 部グ

ルタチオン以外の成分も関与 している可能性を示唆して

いる。一一方,GYDで は,GYEで 見 られた含有グルタチ

オ ン量か ら期待される以上 の効果 は見 られなかった

(Fig.3～5)。 す なわち,GYE中 のグルタチオン以外の成

分の有効性がGYEをGYDに 変換処理する過程で消失

した可能性があり,こ のことは,そ の未知成分が還元的

性質を有する成分であることを示唆 している。GSH生

合 成の材料であるシスチンおよびメチオニンのGYE中

の含有量は少ないため(そ れぞれ0-24%お よび0.01%),

それ らの肝GSHレ ベ ル回復に対する寄与は考 え難い。

また,GYE中 に比較的多量に存在する賦型剤であるデ

キス トリンが肝GSH合 成 に必要なATPの 供 給源 とし

て作用 した可能性 も考えられるが,GYDに も同量含 ま

れる点よりその可能性は否定される。近年,フ ラボノイ

ド 関 連 化 合 物(flavonelo),7,8-dihydroxyflavonell),

kaempfero1-3-o-galactoside12),silymarin13))あ る い は カ

キ肉エキス14)等の新たな物質群にも肝GSHレ ベ ル回復

作用を有することが報告されつつあることから,GYE

中に もグルタチオン以外の新規 な肝GSH回 復促進能を

有する物質が存在する可能性 も期待される。

今回得 られた結果は,グ ルタチオン高含有酵母エキス

の栄養生理学的な有効性を初めて実証 したものである。

今後,実 生活で想定される現実的なス トレス障害に対す

るグルタチオン高含有酵母エキスの有用性を実証する予

定である。

要 約

グルタチオン高含有酵母エキスの経口摂取が,組 織障

(A)

(B)

Fig. 4. Effect of oral GYD on AAP-induced 
      serum GOT (A) and GPT (B) activities. 

Serum samples for measurement of GOT and 
GPT were collected 27 h after AAP dose. Each 
sample was administered as the same amount per 
body weight as that stated in Fig. 3. Data repre-
sent mean ± SE of 4 rats. Different letters above 
the error bars indicate significant (p <0.05) 
differences between the various conditions.

Fig. 5. Comparison between Oral GYE and 
      GYD on hepatic GSH concentration 

      after AAP administration. 

GYE or GYD which both contained the same 
amount of glutathione were administered orally 
(0.50 g/kg body weight) before AAP administra-
tion. Hepatic GSH concentration was determined 
5 h after the administration of AAP. Data repre-
sent mean ± SE of 5 rats. Different letters above 
the error bars indicate significant (p <0.05) 
differences between the various conditions.
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害の抑制,さ らには障害組織において低下 したGSHレ

ベ ルの回復に対 して有効であることを実証するため,ア

セ トア ミノフェン(AAP)大 量投与ラットを用いたモデ

ル系で検討を行い,以 下の結果を得た。

1)GSH高 含 有 酵母 エキ ス(GYE:GSH=10.9%

(w/w),GSSG=2.0%)の 経 口摂取は,AAP大 量投与 に

より低下した肝GSHの 回復促進効果,お よびそれに伴

う肝障害抑制効果を投与量依存的に発揮 した。グルタチ

オン含有量の低い通常のパン酵母エキス(GSH=0%,

GSSG=0.5%)に は効果がほとんど認められなかったこ

とから,GSHを 高含有するGYEの 栄養生理学的な有用

性が明らか となった。 このGYEの 効果 には,生 体への

グルタチオン供給源 としての作用が大 きく関与している

と考えられるが,含 有するGSH量 か ら期待される以上

の肝GSH回 復促進および肝障害抑制効果 を発揮 した点

か ら,GSH以 外 の成分 も寄与 していることが示唆 され

た。

2)GSSG高 含有酵母エキス(GSH=0%,GSSG=

12.9%)の 経 口摂取にも,そ れ自体に含 まれる量 と等量

のGSSGと 同程度の肝GSH回 復促進および肝障害抑制

効果が認められ,そ の生体へのグルタチオン供給源 とし

ての有用性が確認された。
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