
(57)【要約】
【課題】　ラット肝細胞において誘導が認められないことが知られているリファンピシン
によるＣＹＰ３Ａ誘導法の提供。
【解決手段】　リファンピシン存在下にラット小型肝細胞を培養することを特徴とする、
ＣＹＰ３Ａ誘導法。
【選択図】　なし

JP 2007-37466 A 2007.2.15



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 リ フ ァ ン ピ シ ン 存 在 下 に ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 を 培 養 す る こ と を 特 徴 と す る 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ 誘
導 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 被 験 薬 物 及 び リ フ ァ ン ピ シ ン 存 在 下 に ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 を 培 養 し 、 薬 物 代 謝 酵 素 誘 導 能
を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 被 験 薬 物 と リ フ ァ ン ピ シ ン の 相 互 作 用 の 検 定 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ラ ッ ト 肝 細 胞 に お け る リ フ ァ ン ピ シ ン に よ る Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ 誘 導 法 及 び ラ ッ ト 肝
細 胞 を 用 い た リ フ ァ ン ピ シ ン と 被 験 薬 物 の 相 互 作 用 の 検 定 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 リ フ ァ ン ピ シ ン は 抗 結 核 薬 と し て 使 わ れ て い る 肝 排 泄 型 の 薬 剤 で あ る が 、 ヒ ト 肝 臓 中 に
存 在 す る シ ト ク ロ ム 系 薬 物 代 謝 酵 素 で あ る Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ を 誘 導 す る た め に 、 併 用 す る と 効
果 が 得 ら れ な い 薬 剤 や 肝 臓 に 重 大 な 障 害 を 及 ぼ す 薬 剤 が 多 数 あ る と 考 え ら れ 、 リ フ ァ ン ピ
シ ン 投 与 状 態 で の 薬 物 代 謝 系 の 研 究 が 必 要 で あ る 。 し か し 動 物 実 験 で 頻 繁 に 使 わ れ る ラ ッ
ト 等 の げ っ 歯 類 で は 、 ヒ ト Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ に 相 当 す る Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ １ 及 び Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ２ の リ フ
ァ ン ピ シ ン に よ る 誘 導 が 認 め ら れ な い こ と が わ か っ て い る た め 、 こ れ ら の 動 物 を 使 っ た 従
来 の 研 究 法 で は 正 確 な 評 価 は 困 難 で あ る 。 ま た 、 ヒ ト 肝 細 胞 を 用 い た 実 験 は 細 胞 の 入 手 が
難 し く 、 研 究 を 行 う の は 困 難 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 ラ ッ ト 肝 細 胞 に お い て 誘 導 が 認 め ら れ な い こ と が 知 ら れ て い る リ フ ァ
ン ピ シ ン に よ る Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ 誘 導 法 を 提 供 す る と と も に 、 ラ ッ ト 肝 細 胞 を 用 い た 被 験 薬 物 と
リ フ ァ ン ピ シ ン と の 相 互 作 用 検 定 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 そ こ で 本 発 明 者 は 、 種 々 の 動 物 の 細 胞 を 用 い て 薬 物 代 謝 酵 素 誘 導 能 の 検 討 を し て き た と
こ ろ 、 全 く 意 外 に も ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 を リ フ ァ ン ピ シ ン 存 在 下 に 培 養 す れ ば 、 従 来 ラ ッ ト
肝 細 胞 で は 誘 導 さ れ な い と 考 え ら れ て い た Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ 誘 導 が 生 じ る こ と を 見 出 し た 。 さ ら
に 、 こ の 培 養 系 を 用 い れ ば 、 生 体 内 に お け る 被 験 薬 物 と リ フ ァ ン ピ シ ン と の 相 互 作 用 が 検
定 で き る こ と も 見 出 し た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 リ フ ァ ン ピ シ ン 存 在 下 に ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 を 培 養 す る こ と を 特 徴
と す る 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ 誘 導 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
　 さ ら に 本 発 明 は 、 被 験 薬 物 及 び リ フ ァ ン ピ シ ン の 存 在 下 に ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 を 培 養 し 、
薬 物 代 謝 酵 素 誘 導 能 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 被 験 薬 物 と リ フ ァ ン ピ シ ン の 相 互 作 用
の 検 定 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 従 来 、 ラ ッ ト 肝 細 胞 で は リ フ ァ ン ピ シ ン に よ っ て 誘 導 さ れ な い と 考 え
ら れ て い た Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ を 、 培 養 が 容 易 で 、 凍 結 保 存 も 可 能 な ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 で 誘 導 さ せ
る こ と が 可 能 と な っ た 。 こ の 培 養 系 を 用 い る こ と に よ り 、 種 々 の 被 験 薬 物 と リ フ ァ ン ピ シ
ン と を 併 用 し た 場 合 の 生 体 内 に お け る 相 互 作 用 、 す な わ ち 、 薬 効 、 肝 障 害 の 可 能 性 等 が 予
測 可 能 と な っ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 本 発 明 に お い て は 、 ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 を 用 い る 。 ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 は 肝 組 織 中 に 存 在 す
る 肝 幹 細 胞 の 一 種 で 肝 細 胞 と し て の 機 能 を 持 ち な が ら 、 非 常 に 高 い 増 殖 活 性 を 持 っ て い る
。 ま た 長 期 間 凍 結 保 存 し た 後 、 再 培 養 を 行 っ て も そ の 能 力 を 失 わ な い 。 ま た 、 ラ ッ ト 小 型
肝 細 胞 は 培 養 経 過 と と も に 薬 物 代 謝 酵 素 の 活 性 が 低 下 す る こ と は な く 、 成 熟 化 を 誘 導 す る
と そ の 活 性 も 成 熟 肝 細 胞 に 近 く ま で 上 が る 。 従 っ て 、 ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 は 、 薬 物 代 謝 酵 素
誘 導 能 の 高 い 状 態 を 長 期 間 に 渡 っ て 維 持 す る こ と が で き る 特 性 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 は 、 例 え ば ラ ッ ト の 肝 臓 よ り コ ラ ゲ ナ ー ゼ 灌 流 法 に よ っ て 採 取 さ れ た
細 胞 懸 濁 物 か ら 、 遠 心 操 作 を 繰 り 返 す こ と に よ っ て 単 離 す る こ と が で き る 。 ま た 、 同 細 胞
懸 濁 物 か ら 小 型 肝 細 胞 特 異 的 抗 原 に 対 す る 特 異 抗 体 （ CD44、 BRI3、 D6.1A等 ） や ヒ ア ル ロ
ン 酸 を 付 着 し た 担 体 な ど に よ り 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 得 ら れ た ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 は 、 凍 結 保 存 す る こ と が で き る の で 、 長 期 保 存 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ 誘 導 法 に あ た っ て は 、 リ フ ァ ン ピ シ ン の 存 在 下 に ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 を 培 養 す
る 。 培 養 液 中 の リ フ ァ ン ピ シ ン の 濃 度 は 、 １ ０ ～ １ ０ ０ μ Ｍ 、 さ ら に ３ ０ ～ １ ０ ０ μ Ｍ が
好 ま し い 。 ま た 、 ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 は 、 ３ ０ ～ ５ ０ 個 の 細 胞 よ り な る コ ロ ニ ー を 形 成 す る
培 養 ７ ～ ２ ０ 日 目 （ よ り 好 ま し く は 、 ８ ～ １ ４ 日 目 、 特 に 好 ま し く は １ ０ ～ １ ２ 日 目 ） に
一 旦 培 養 皿 よ り 剥 が し て 新 し い 培 養 皿 に 再 播 種 す る か 、 凍 結 保 存 し た 小 型 肝 細 胞 コ ロ ニ ー
を ５ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ ０ コ ロ ニ ー /６ ０ mm培 養 皿 （ よ り 好 ま し く は 、 １ ０ ０ ０ ～ ５ ０ ０ ０ コ
ロ ニ ー /６ ０ mm培 養 皿 、 特 に 好 ま し く は ２ ０ ０ ０ ～ ４ ０ ０ ０ コ ロ ニ ー /６ ０ mm培 養 皿 ） の 濃
度 で 播 種 し 、 培 養 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 被 験 薬 物 と リ フ ァ ン ピ シ ン の 相 互 作 用 検 定 法 に お い て は 、 上 記 培 養 条 件 に 被 験 薬
物 を 添 加 し た 系 で ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 を 培 養 す る 。 リ フ ァ ン ピ シ ン 及 び 小 型 肝 細 胞 濃 度 は 前
記 と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 培 養 は 、 コ ラ ー ゲ ン を コ ー ト し た デ ィ シ ュ 上 で 行 う の が 好 ま し い 。 ま た 、 培 地 と し て は
、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 、 Ｗ ｉ ｌ ｌ ｉ ａ ｍ ’ ｓ 　 Ｍ ｅ ｄ ｉ ｕ ｍ 　 Ｅ 培 地 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 等
を 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 培 地 中 に は Ｆ Ｂ Ｓ 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン 、 Ｄ
Ｍ Ｓ Ｏ 等 を 添 加 す る こ と が で き る 。 培 地 中 に 加 え る の が 好 ま し い も の と し て は 、 ニ コ チ ン
ア ミ ド 、 増 殖 因 子 、 デ キ サ メ サ ゾ ン 、 イ ン ス リ ン が 挙 げ ら れ る 。 増 殖 因 子 と し て は 、 肝 細
胞 増 殖 因 子 [HGF, hepatocyte growth factor]、 腫 瘍 増 殖 因 子 [TGF-alpha, Transforming 
growth factor-alpha]、 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 [FGF, fibroblast growth factor]な ど が 挙
げ ら れ る 。 培 養 は 、 通 常 ３ ５ ± ５ ℃ 、 ３ ～ ７ ％ Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 の 条 件 で 行 う の
が 好 ま し い 。 ま た 試 験 を 行 う ま で の 培 養 時 間 は 、 ２ 日 以 上 で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 の Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ 活 性 は 、 リ フ ァ ン ピ シ ン の 濃 度 に 依 存 し て 高 く な る 。 従
っ て こ の 培 養 系 を 用 い れ ば 、 リ フ ァ ン ピ シ ン と 被 験 薬 物 と の 相 互 作 用 が 検 定 で き る 。 リ フ
ァ ン ピ シ ン と 被 験 薬 物 と の 相 互 作 用 を 検 定 す る に は 、 被 験 薬 物 非 添 加 時 の Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ を 含
む 薬 物 代 謝 酵 素 誘 導 能 と 被 験 薬 物 添 加 時 の 薬 物 代 謝 酵 素 誘 導 能 と を 対 比 す れ ば よ い 。 こ こ
で 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ を 含 む 薬 物 代 謝 酵 素 誘 導 能 は 常 法 、 例 え ば 酵 素 反 応 の 基 質 を 含 む 緩 衝 液 を
ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 に 加 え て 酵 素 反 応 を 行 い 、 代 謝 産 物 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 測 定 す れ ば よ い 。
こ こ で 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ と し て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ２ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ２ ３ が 挙 げ ら れ
、 こ の う ち 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ２ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ２ ３ が 好 ま し い 。 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ 以 外 の 薬 物 代 謝 酵 素
と し て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｂ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｅ 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 次 に 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を 説 明 す る が 、 本 発 明 は 何 ら こ れ ら 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の
で は な い 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
実 施 例 １
Ａ ： 試 験 方 法
１ ） 凍 結 小 型 肝 細 胞 の 調 製
　 オ ス の ラ ッ ト 肝 臓 を 灌 流 し 、 得 ら れ た 細 胞 を ハ ン ク ス 緩 衝 液 （ 表 １ ） に 懸 濁 し て ５ ０ ×
ｇ 、 １ min、 ４ ℃ で 遠 心 し 、 上 清 を 回 収 す る 。 こ の 操 作 を ３ 回 繰 り 返 す 。
　 ５ ０ × ｇ 、 ５ min、 ４ ℃ で 遠 心 し 、 沈 殿 を ハ ン ク ス 緩 衝 液 に 懸 濁 す る 。 こ の 操 作 を ３ 回
繰 り 返 す 。
　 １ ５ ０ × ｇ 、 ５ min、 ４ ℃ で 遠 心 し 、 沈 殿 を ハ ン ク ス 緩 衝 液 に 懸 濁 す る 。
　 １ ５ ０ × ｇ 、 ５ min、 ４ ℃ で 遠 心 し 、 沈 殿 を Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ Ｓ （ 表 ２ ） に 懸 濁 す る 。
　 ５ ０ × ｇ 、 ５ min、 ４ ℃ で 遠 心 し 、 沈 殿 を Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ Ｓ に 懸 濁 す る 。
　 細 胞 数 を 数 え 、 ６ × １ ０ 4 細 胞 ／ mlに な る よ う Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ Ｓ で 調 製 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ７ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ８ 】
　 調 製 し た 細 胞 懸 濁 液 を １ ０ ０ mm　 培 養 皿 （ Ｃ Ｏ Ｒ Ｎ Ｉ Ｎ Ｇ ） に ９ mlず つ 分 注 し 、 Ｃ Ｏ 2

イ ン キ ュ ベ ー タ ー （ ３ ７ ℃ ， ５ ％ Ｃ Ｏ 2 ， 湿 度 ９ ５ ％ ） で 培 養 す る 。 培 養 ２ 日 目 に 培 地 を
Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ Ｓ で 交 換 し 、 そ の 後 ２ 日 に １ 回 、 培 地 を Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ Ｓ ／ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ （ 表
３ ） で 交 換 す る 。 １ ０ 日 間 培 養 後 、 培 養 皿 か ら 培 地 を 除 き ６ mlの Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 ２ mlの
０ ． ０ ２ ％ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 加 え て 攪 拌 、 液 を 除 く 。 ３ ７ ℃ に 温 め た Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 ｄ ｉ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ
ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｓ ｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎ （ Ｓ Ｉ Ｇ Ｍ Ａ ） を ２ ml加 え 、 Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で
５ min静 置 す る 。 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を １ ml加 え て 細 胞 を 回 収 、 ５ ０ ０ rpm、 ５ minで 遠 心 し 、 沈 殿 を
１ ml（ ４ 培 養 皿 分 ） の セ ル バ ン カ ー （ 三 菱 化 学 ヤ ト ロ ン ） に 懸 濁 す る 。 － ３ ０ ℃ で ３ ０ mi
n凍 結 し た の ち 、 － ８ ０ ℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ０ 】
２ ） コ ラ ー ゲ ン コ ー ト 培 養 皿 の 調 製
　 ラ ッ ト の 尾 か ら 調 製 し た コ ラ ー ゲ ン 液 （ ５ mg／ ml） を ０ ． １ ％ 　 酢 酸 で １ ０ ０ 倍 に 希 釈
し 、 ６ ０ mm　 培 養 皿 （ Ｃ Ｏ Ｒ Ｎ Ｉ Ｎ Ｇ ） に ３ mlず つ 分 注 す る 。 室 温 で １ hr静 置 し て か ら コ
ラ ー ゲ ン 液 を 除 き 、 ク リ ー ン ベ ン チ 内 で 一 晩 乾 燥 さ せ た の ち 、 紫 外 線 を １ hr照 射 し て 滅 菌
、 ３ mlの Ｐ Ｂ Ｓ を 加 え て ３ ７ ℃ で ３ ０ minイ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 Ｐ Ｂ Ｓ を 除 き 、 解
凍 し た 小 型 肝 細 胞 を ３ ， ０ ０ ０ ～ ５ ， ０ ０ ０ コ ロ ニ ー ／ 培 養 皿 で 播 種 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
３ ） 小 型 肝 細 胞 の 培 養
　 凍 結 小 型 肝 細 胞 を ３ ７ ℃ イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 解 凍 し 、 ３ ７ ℃ に 温 め た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ
Ｓ 培 地 １ ０ mlに 加 え て ５ ０ × ｇ 、 １ min遠 心 す る 。 上 清 を 除 き 、 ３ ７ ℃ に 温 め た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ
／ Ｆ Ｂ Ｓ 培 地 ３ mlに 沈 殿 し た 細 胞 を 懸 濁 し て コ ラ ー ゲ ン コ ー ト 培 養 皿 に 播 種 す る 。 Ｃ Ｏ 2

イ ン キ ュ ベ ー タ ー （ ３ ７ ℃ ， ５ ％ Ｃ Ｏ 2 ， 湿 度 ９ ５ ％ ） で 培 養 し 、 ２ ４ 時 間 後 培 地 を 無 血
清 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 、 表 ４ ） に 交 換 し 、 以 後 ２ 日 に １ 回 、 培 地 を Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｄ Ｍ
Ｓ Ｏ で 交 換 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ３ 】
４ ） 小 型 肝 細 胞 の 成 熟 化
　 凍 結 小 型 肝 細 胞 を １ ４ 日 間 培 養 し た の ち 、 成 熟 化 を 行 う 。 Ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｇ ｅ ｌ （ ベ ク ト ン
デ キ ン ソ ン ） を ４ ℃ に 冷 却 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 で １ mg／ mlに な る よ う 希 釈 し 、 氷 上 で 静 置 す
る 。 培 養 皿 か ら 培 地 を 除 き Ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｇ ｅ ｌ 溶 液 を １ mlず つ 分 注 し 、 Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー
タ ー 内 で １ 時 間 培 養 し た の ち 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 培 地 を ２ ml加 え て 培 養 を 続 け る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
５ ） 誘 導 剤 の 添 加
　 リ フ ァ ン ピ シ ン （ Ｓ Ｉ Ｇ Ｍ Ａ ） を １ ０ ｍ Ｍ に な る よ う Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ （ Ｓ Ｉ Ｇ Ｍ Ａ ） に 溶 解 し
、 さ ら に Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 で １ ０ ０ 倍 に 希 釈 し て 孔 径 ０ ． ２ μ ｍ の フ ィ ル タ ー で 濾 過 し 、 ４ ℃
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で 保 存 す る 。 そ れ を さ ら に Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 培 地 で 希 釈 し 、 ０ 、 １ 、 ３ 、 １ ０ 、 ３ ０ μ
Ｍ の リ フ ァ ン ピ シ ン を 含 む 培 地 を 調 製 す る 。
　 成 熟 化 後 ７ 日 間 、 お よ び 成 熟 化 せ ず 播 種 後 ２ １ 日 間 培 養 し た 小 型 肝 細 胞 を リ フ ァ ン ピ シ
ン 添 加 培 地 で 培 養 す る 。 リ フ ァ ン ピ シ ン 添 加 後 ３ 日 間 培 養 を 行 っ た の ち に 酵 素 反 応 を 行 う
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
６ ） 酵 素 反 応
　 リ フ ァ ン ピ シ ン 添 加 お よ び 非 添 加 で ３ 日 間 培 養 し た 小 型 肝 細 胞 を ３ ７ ℃ の Ｋ Ｈ 緩 衝 液 （
表 ５ ） ３ mlで ２ 回 洗 浄 し た の ち 、 １ ０ μ Ｍ の ミ ダ ゾ ラ ム （ Ｕ Ｌ Ｔ Ｒ Ａ Ｆ Ｉ Ｎ Ｅ 　 Ｃ ｈ ｅ ｍ
ｉ ｃ ａ ｌ ｓ ） を 含 む Ｋ Ｈ 緩 衝 液 を １ ． ５ ml加 え て Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー で １ 時 間 反 応 さ
せ る 。 反 応 液 を 回 収 し 、 － ８ ０ ℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ７ 】
７ ） サ ン プ ル 処 理
　 サ ン プ ル ４ ０ ０ μ ｌ を フ ィ ル タ ー （ ウ ル ト ラ フ リ ー 、 Ｃ ３ Ｌ Ｈ 、 日 本 ミ リ ポ ア ） を 用 い
て 、 遠 心 分 離 （ ２ ４ ０ ０ × ｇ 、 ４ ℃ 、 ５ 分 ） す る 。
　 得 ら れ た ろ 液 ２ ５ ０ μ ｌ に 内 部 標 準 溶 液 （ Ｐ ｈ ｅ ｎ ａ ｃ ｅ ｔ ｉ ｎ の メ タ ノ ー ル 溶 液 、 １
０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） １ ０ μ ｌ を 加 え 、 そ の う ち の ５ ０ μ ｌ を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に 注 入 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
８ ） 　 検 量 線 溶 液
　 １ '－ ヒ ド ロ キ シ ミ ダ ゾ ラ ム 溶 液 （ １ ０ ０ 、 ３ ０ 、 １ ０ 、 ３ 、 １ 、 ０ ． ３ 、 ０ ． １ μ Ｍ
） ２ ５ ０ μ ｌ に 内 部 標 準 溶 液 １ ０ μ ｌ を 添 加 し 、 そ の う ち の ５ ０ μ ｌ を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に 注 入 す
る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
９ ） Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 条 件
　 カ ラ ム ： Xterra RP１ ８ 、 ５ μ ｍ 、 ４ ． ６ × １ ５ ０ mm（ Ｗ ａ ｔ ｅ ｒ ｓ ）
　 移 動 相 ： Ａ 液 ； １ ０ mmol／ Ｌ リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH７ ． ４ ）
　 　 　 　 　 Ｂ 液 ； メ タ ノ ー ル ／ ア セ ト ニ ト リ ル （ ５ ／ ７ 、 ｖ ／ ｖ ）
　 溶 出 条 件 ： グ ラ ジ ェ ン ト
　 　 Time(min)        ０ → ５ → １ ７ → ２ ５ → ２ ６ → ３ ５
　 　 B conc.（ ％ ） 　 ３ ０ → ３ ０ → ６ ０ → ６ ０ → ３ ０ → ３ ０
　 流 速 ： １ ml／ min
　 カ ラ ム 温 度 ： ４ ０ ℃
　 Ｕ Ｖ 検 出 波 長 ： ２ ６ ３ nm
　 分 析 時 間 ： ３ ５ min
【 ０ ０ ３ ０ 】
１ ０ ） タ ン パ ク 濃 度 測 定
　 酵 素 反 応 を 行 っ た 培 養 皿 に １ mlの リ シ ス 緩 衝 液 （ 表 ６ ） を 加 え て ４ ℃ で １ ｈ ｒ 静 置 し た
の ち 、 緩 衝 液 に 細 胞 を 懸 濁 さ せ て 回 収 し 、 氷 上 で 超 音 波 処 理 （ Ｓ ｏ ｎ ｉ ｆ ｉ ｅ ｒ 、 ５ ０ ％
　 ｄ ｕ ｔ ｙ 、 ｏ ｕ ｔ ｐ ｕ ｔ １ 、 ３ ０ ｓ ｅ ｃ ） を 行 う 。
　 １ ， ２ ０ ０ × ｇ 、 ５ min、 ４ ℃ で 遠 心 し 上 清 を 回 収 、 Ｂ Ｃ Ａ 　 ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 ａ ｓ ｓ
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ａ ｙ 　 ｋ ｉ ｔ （ Ｐ Ｉ Ｅ Ｒ Ｃ Ｅ ） で タ ン パ ク 濃 度 を 測 定 す る 。 濃 度 標 準 は Ｂ Ｓ Ａ を 用 い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ２ 】
１ １ ） デ ー タ 処 理
　 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 得 ら れ た 代 謝 産 物 量 を 培 養 皿 あ た り の タ ン パ ク 量 で 割 り 、 酵 素 活 性 （ pmol／
min／ mg protein） と す る 。 各 項 目 ３ 培 養 皿 ず つ の 実 験 と ４ 培 養 皿 ず つ の 実 験 を 行 い 、 リ
フ ァ ン ピ シ ン 非 添 加 条 件 で の 酵 素 活 性 を １ と し て 相 対 値 を 算 出 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
Ｂ ． 結 果
　 リ フ ァ ン ピ シ ン を ０ ～ ３ ０ μ Ｍ に な る よ う に 添 加 し て 培 養 し た ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 を 図 １
に 示 す 。 ま た 、 そ の と き の Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ 活 性 を 測 定 し た 結 果 を 図 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 図 １ か ら 明 ら か な よ う に 、 １ ～ ３ ０ μ Ｍ の 濃 度 範 囲 に お い て リ フ ァ ン ピ シ ン は ラ ッ ト 小
型 肝 細 胞 の 培 養 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 図 ２ か ら 明 ら か な よ う に 、 リ フ ァ ン ピ シ ン を ０ 、 １ 、 ３ 、 １ ０ 、 ３ ０ μ Ｍ に な る よ う 加
え て ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 を 培 養 し 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ 活 性 を 測 定 し た 結 果 、 リ フ ァ ン ピ シ ン １ μ Ｍ
の 条 件 下 で は 活 性 は 無 添 加 の 条 件 と 比 べ る と 若 干 低 下 す る が 、 リ フ ァ ン ピ シ ン 濃 度 を 高 く
す る と 活 性 は 濃 度 依 存 的 に 上 昇 し 、 ３ ０ μ Ｍ 条 件 下 で は 無 添 加 に 比 べ て 活 性 は 高 く な る こ
と が 判 明 し た 。 従 っ て 、 こ の 系 に 被 験 薬 物 を 添 加 し 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ 活 性 そ の 他 の 薬 物 代 謝 酵
素 活 性 を 測 定 す れ ば 、 被 験 薬 物 と リ フ ァ ン ピ シ ン と の 相 互 作 用 が 検 定 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
【 図 １ 】 リ フ ァ ン ピ シ ン 存 在 下 に 培 養 し た ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 の 位 相 差 顕 微 鏡 像 を 示 す 。
【 図 ２ 】 リ フ ァ ン ピ シ ン 存 在 下 に 培 養 し た ラ ッ ト 小 型 肝 細 胞 の Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ 活 性 を 示 す 。 リ
フ ァ ン ピ シ ン 濃 度 ０ の 時 の 値 を １ と し て 、 各 濃 度 に お け る 活 性 を 相 対 値 で 表 す 。
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【 図 １ 】
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【 図 ２ 】
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