
hon p.1 [100%]

755

a北海道医療大学薬学部生命物理科学講座薬品分析化学

教室，b株式会社ジェノメンブレン 現所属：神戸大学

連携創造本部

e-mail: kurosawa＠hoku-iryo-u.ac.jp

755YAKUGAKU ZASSHI 130(5) 755―761 (2010)  2010 The Pharmaceutical Society of Japan

―Note―

化学発光測定法による Bile Salt Export Pump 輸送活性の測定
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Monovalent bile acids, such as taurine- and glycine-conjugated bile acids, are excreted into bile by bile salt export
pumps (BSEP, ABCB11). Human BSEP (hBSEP) is physiologically important because it was identiˆed as the gene
responsible for the genetic disease: progressive familial intrahepatic cholestasis type 2 (PFIC-2). The evaluation of the
inhibitory eŠect of hBSEP transport activity provides signiˆcant information for predicting toxic potential in the early
phase of drug development. The role and function of hBSEP have been investigated by the examination of the ATP-
dependent transport of radioactive isotopically (RI)-labeled bile acid such as a tritium labeled taurocholic acid, in mem-
brane vesicles obtained from hBSEP-expressing cells. The chemiluminescence detection method using 3a-hydroxysteroid
dehydrogenase (3a-HSD) had been developed for a simple analysis of bile acids in human biological ‰uids. This method
is extremely sensitive and it may be applicable for the measurements of bile acid transport activities by hBSEP vesicles
without using RI-labeled bile acid. The present paper deals with an application of the chemiluminescence detection
method using 3a-HSD with enzyme cycling method to the measurement of ATP-dependent transport activities of
taurocholic acid (T-CA) in membrane vesicles obtained from hBSEP-expressing Sf9 cells. Calibration curves for T-CA
was linear over the range from 10 to 400 pmol/ml. The values of the kinetic parameters for hBSEP vesicles obtained by
the chemiluminescence detection method were comparable with the values of that obtained by liquid chromatography-
mass spectrometry method. This assay method was highly useful for the measurements of bile acid transport activities.
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諸 言

肝における胆汁酸排泄は肝細胞内の胆管側膜上に

局在する各種 ATP binding cassette（ABC）トラン

スポーターが関与しており，その主な ABC トラン

スポーターとして，Bile salt export pump (BSEP,

ABCB11), Multidrug resistance protein 2 (MRP2,

ABCC2）などが知られている．13) BSEP はヒト体

液中における主要胆汁酸であるグリシン及びタウリ

ン抱合型胆汁酸（1 価胆汁酸）の胆汁排泄を担って

おり，胆汁酸排泄に最も密接に関与するトランス

ポーターとされている．これら胆汁酸排泄型トラン

スポーターの機能障害は胆汁うっ滞を誘起する一因

と考えられており，BSEP の遺伝子変異によって生

じる進行性家族性肝内胆汁うっ滞 2 型などの遺伝的

疾患も見い出されている．4,5)さらに，BSEP の胆汁

酸輸送活性は，各種薬剤の投与により阻害を受ける

ことが明らかにされている．そのため，BSEP の機

能解析は，臨床のみならず医薬品開発の初期段階に

おける肝毒性予測に極めて重要と考えられてい

る．68)

各種 ABC トランスポーターの活性測定法の一つ

として，ABC トランスポーターを発現させた反転

膜小胞（vesicles）を利用する薬物輸送実験法が開

発されている．9,10)本法は，vesicles 内に取り込まれ

たリガンド量から輸送活性を求める方法であり，ト
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ランスポーターの輸送能を直接評価するものとし

て，より明確な機能解析が可能とされている．すな

わち，リガンドとしてトリチウム標識化タウロコー

ル酸（［3H]T-CA）などを利用すれば，その放射活

性より BSEP の輸送活性を求めることが可能であ

る．現在，本活性測定法は，各種薬剤による BSEP

阻害活性評価のスクリーニング法として臨床並びに

医薬品開発分野において広く利用されている．しか

しながら，ラジオアイソトープ（RI）使用に関連

する様々な制限から本スクリーニングを一般の実験

室で実施することは困難であり，汎用性に問題が残

されている．これまで，筆者らは RI 標識体を使用

しない BSEP 活性測定法として，LC/MS 法による

輸送活性測定法を開発し，BSEP における各種胆汁

酸の輸送能について検討を加えた．11)本法は，測定

感度及び特異性に優れるものの，上記スクリーニン

グ法の適用には，検体処理能力が不足する．これら

のことから，より汎用性，簡便性に優れる活性測定

法の開発を検討することとした．

胆汁酸の簡易定量法として，3a-ヒドロキシステ

ロイドデヒドロゲナーゼ（3a-HSD）の作用により

生成する還元型ニコチンアデニンジヌクレオチド

（NADH）をモニターする測定系は汎用性に優れ，

臨床分野においても広く利用されている．12,13)さら

に，生成する NADH を酵素サイクリング法により

増幅し，ペルオキシダーゼ並びにルミノールを利用

する化学発光検出の組み合わせではピコモルレベル

の胆汁酸の検出が可能となる．1416)本分析法は特殊

な試薬を必要とせず，簡便かつ高感度に胆汁酸の定

量が可能であることから，BSEP の胆汁酸輸送活性

測定への応用が十分期待できると考えられる．そこ

で本研究では，上記酵素サイクリングを組み合わせ

た測定系を応用して BSEP 輸送活性測定の開発を

行い，LC/MS 法による輸送活性測定との相関を検

討した．

実 験 の 部

1. 試薬 タウロコール酸（T-CA），アルコー

ル脱水素酵素（ADH），1-メトキシフェナジンメチ

ルサルフェート（1-MPMS），ミクロペルオキシダー

ゼ（m-POD）及び NADH は Sigma 製，NAD＋

（NADH free）は Roche 製，3a-HSD はナカライテ

スク製，リンゴ酸脱水素酵素（MDH）及びグルタ

ミン酸オキサロ酢酸トランスアミナーゼ（GOT）

は和光純薬製，オキサロ酢酸及びルミノールは東京

化成工業製，L-グルタミン酸ナトリウムは関東化学

製を使用した．アデノシン 5′-三リン酸二ナトリウ

ム（ATP）並びにアデノシン 5′-一リン酸二ナトリ

ウム（AMP）はオリエンタル酵母より購入した．

各種有機溶媒は HPLC 用溶媒を使用した．BSEP

輸送実験には，昆虫 Sf9 細胞に human BSEP を発

現させた BSEP 反転膜小胞（hBSEP vesicles，ジェ

ノメンブレン製）を用いた．その他の試薬類は市販

の特級品を使用した．

2. 試液 T-CA を 20 mM トリス塩酸緩衝液

（pH 9.0）に溶解し 1.0400 pmol/ml の範囲で胆汁

酸標準液を調製した．NAD＋ (20 mM ) / 3a-HSD

(1.5 Units/ml）の混合溶液は，20 mM トリス塩酸

緩衝液（pH 9.0）を用いて調製した．酵素サイクリ

ング用試液として，MDH 溶液（40 Units/ml, 0.1

M リン酸緩衝液，pH 7.5），ADH 溶液（22.5 Units/

ml, 40 mM ピロリン酸緩衝液，pH 8.8），並びにオ

キサロ酢酸（2 mM)/エタノール（1.2 mM）混液

（0.1 M トリス塩酸緩衝液，pH 8.0）の 3 種の溶液

をそれぞれ 1：1：2（v/v/v）の比に混合したもの

を用いた．NAD＋（5 mM)/MDH (20 Units/ml)/

GOT (1.0 Unit/ml)/グルタミン酸（25 mM）混液

は 50 mM 2-アミノ -2- メチルプロパノール緩衝液

（pH 9.5）を用いて調製した．化学発光測定には，

3.0 mM 1-MPMS 水溶液及び m-POD（20 mM)/ルミ

ノール（80 mM）混合溶液（0.4 M 炭酸ナトリウム

塩酸緩衝液，pH 9.5）を使用した．

3. 装置 化学発光測定には，プレートリー

ダー AB-2300 ルミネッセンサー JNRⅡ（アトー製）

を用いた．LC/MS 測定には QP-8000 型液体クロマ

トグラフ/質量分析計（島津製作所製）を用いた．

4. 化学発光測定法による T-CA の定量 各種

濃度（1.0400 pmol/ml）の胆汁酸標準液（50 ml）

をポリプロピレン製反応チューブにとり，NAD＋/

3a-HSD 混合溶液（50 ml）を加え，37°C で 30 分間

インキュベートした．反応液に 1 M 水酸化ナトリウ

ム（5 ml）を加え，75°C で 30 分間加温し，過剰の

NAD＋ を分解した．反応溶液（10 ml）をとり，そ

れに酵素サイクリング試液（40 ml）を加え，酵素

サイクリング反応（4°C, 12 時間）に付した．加熱

（100°C, 3 分間）により反応を停止した後，NAD＋/
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MDH/GOT/グルタミン酸混液（200 ml）を加え，

37°C で 30 分間インキュベートした．反応液（50 ml）

をマイクロプレートの各ウェルに分注し，1-MPMS

溶液（50 ml）及び m-POD/ルミノール混液（50 ml）

を加え，直ちに 5 秒間の発光強度をプレートリー

ダーで測定した．

5. Human BSEP vesicles を用いた胆汁酸輸送実

験 胆汁酸の BSEP 輸送実験には，昆虫 Sf9 細

胞に human BSEP を発現させた hBSEP vesicles を

用い，未反応の胆汁酸の除去には迅速ろ過法8,17)を

利用することとした．T-CA（最終濃度 1.050 mM）

及び hBSEP vesicles（タンパク量 50 mg）を含む輸

送用緩衝液［100 mM KNO3, 10 mM Mg(NO3)2及び

50 mM スクロースを含む 10 mM Hepes-Tris 緩衝液，

pH 7.4, 30 ml］を 37°C で 5 分間プレインキュベー

ト後，10 mM ATP（20 ml）あるいは 10 mM AMP

（20 ml）を添加し，反応を開始した．2 分間インキ

ュベートした後，氷冷した反応停止用緩衝液（50

mM ス クロ ース ， 100 mM KNO3 を含 む 10 mM

Hepes-Tris, pH 7.4, 200 ml）を添加し，反応を停止

した．ついで，反応液をグラスファイバーフィル

ター（マイクロプレートフィルター，孔計 1.0 mm，

ミリポア製）を用いて吸引ろ過し，氷冷した反応停

止用緩衝液（200 ml×5 回）で洗浄した．フィルター

上に吸着した T-CA（vesicles 内に取り込まれた T-

CA）の溶出は既報11)に従い，エタノール（1.4 ml）

を用いた．溶出液を減圧下濃縮した後，残渣に 20

mM トリス塩酸緩衝液（pH 9.0, 50 ml）を加えて溶

解し，前項に従って T-CA の定量を行い，活性値

（pmol/min/mg protein）に換算した．なお，ATP

依存輸送活性値は ATP 共存下における活性値から

AMP 共存下における活性値を差し引いて求めた．

6. LC/MS 法による hBSEP vesicles 輸送活性測

定11) 分離カラムには Mightysil RP-18（150 mm

×2.0 mm I.D., 5 mm，関東化学製）を使用した．

溶離液には 35％アセトニトリル/10 mM 酢酸アンモ

ニウム混液を用い，流速を 0.2 ml/min に設定し

た．イオン化モードはエレクトロスプレーモード

（ネガティブイオン検出モード）を使用した．ネブ

ライザーガスには窒素（4.5 l/min）を用いデフレ

クター電圧は－45 V に設定した．定量分析には T-

CA の分子関連イオン［M-H]－（m/z 514）をモニ

ターイオンとする Selected ion monitoring 法を用

い，内標準法により定量した．実験の部 5. と同様

に hBSEP vesicles と T-CA をインキュベートした

後，LC/MS 法により輸送活性を求めた．

7. 速度論的パラメーター（Km 値及び Vmax 値の

算出) hBSEP vesicles 輸送活性の速度論的パラ

メーターは以下の式に従い算出した．

v＝
Vmax×s
Km＋s

v, s, Km 及び Vmax はそれぞれ，輸送の初速度

（pmol/min/mg protein），T-CA 濃度（ mM) , Mi-

chaelis-Menten 定数（ mM）及び輸送の最大速度

（pmol/min/mg protein）を示す．Km 値及び Vmax 値

は Kaleida Graph（Synergy Software 製）を利用し，

非線形回帰によって求めた．

結 果 と 考 察

1. 化学発光測定系の条件検討 Human BSEP

の胆汁酸に対する親和性は側鎖アミノ酸抱合形式に

より異なり，タウリン抱合体＞グリシン抱合体＞遊

離形の順で低下するとされている．6,17)そこで，本

研究では輸送基質として，T-CA を用いることと

し，化学発光測定法による本胆汁酸の簡易定量法に

ついて検討することとした．化学発光測定法による

胆汁酸測定の概略を Fig. 1 に示した．14,15)まず，

NAD＋ 存在下，胆汁酸の 3a- 水酸基を酸化する 3a-

HSD の作用により，酸化反応が進行し，NADH が

生成する（Production of NADH）．ついで，アル

カリ処理により過剰の NAD＋ を分解後，生成した

NADH は酵素サイクリングによりリンゴ酸へと変

換，蓄積される（Accumulation of malic acid）．蓄

積されたリンゴ酸は，MDH 及び NAD＋ の再添加

により，サイクリング数に応じて増幅された

NADH 及びオキサロ酢酸へと変換される（Genera-

tion of NADH）．この平衡反応を NADH の生成に

偏らせるために，生成したオキサロ酢酸をグルタミ

ン酸並びに GOT によりアスパラギン酸として系外

へ除去する．ついで，生成した NADH は，電子伝

達体である 1-MPMS と反応し，1-MPMSH2 を与

え，溶存酸素によりスーパーオキシドアニオン

（O－
2 ）と過酸化水素（H2O2）が生じ（Generation

of H2O2），ルミノールにより化学発光が生じる．

その発光量を測定し，胆汁酸の定量を行うものであ

る．
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Fig. 1. Principle of the Chemiluminescene Detection Method
for Bile Acids Using 3a-Hydroxysteroid Dehydrogenase with
Enzyme Cycling Reaction

Fig. 2. EŠects of 1-MPMS Concentration (A) and Luminol Concentration (B) on Chemiluminescence Intensity
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測定系の各段階における酵素反応並びに化学発光

条件の最適化を行うこととした．なお，発光測定に

は操作の簡便性を考慮し発光検出プレートリーダー

を用いた．まず，化学発光における O－
2 と H2O2 の

生成反応について検討した．NADH（2×10－7 M）

を用いて 1-MPMS の至適濃度を検討したところ，1

5 mM の範囲で最大の発光量を与えたので，1-

MPMS 濃度は 3.0 mM に設定した［Fig. 2(A）］．次

に，ルミノールの至適濃度を検討したところ，20

100 mM のときに最大の発光量を与えたので，ルミ

ノール濃度を 80 mM に設定した［Fig. 2(B）］．さら

に，m-POD 濃度及び pH を検討し，それぞれ 20

mM 及び pH 9.5 に設定した．

次に，T-CA の酸化反応（Fig. 1, Production of

NADH）条件について検討を行った．本反応は塩

基性下で進行するので，反応液の pH を検討したと

ころ，pH 9.0 のときに最大の発光量を与えた．さ

らに，NAD＋ 並びに 3a-HSD 濃度を検討し，それ

ぞれ，20 mM, 1.5 Units/ml に設定し（Fig. 3），反応

時間は 30 分に設定した．設定した条件下，T-CA

の検量線を作成したところ，データは示していない

が，0.220 nmol/ml の範囲で，良好な直線性（r＞

0.999）が得られ，本分析法の定量性を確認するこ

とができた．しかしながら，この段階における検出

限界は 100 pmol/ml と BSEP 輸送活性測定への適

用には測定感度が不足することが判明した．そこ

で，本分析法にさらに酵素サイクリング法を組合

せ，高感度化を図ることとした．

NADH の高感度分析法として，MDH 及び ADH

を利用する酵素サイクリング法により，先述したよ

うに NADH を増幅する方法が確立されてい

る．15,16)すなわち，オキサロ酢酸が MDH によりリ

ンゴ酸へ変換される際，補酵素である NADH は

NAD＋ に変換される．この系にエタノールと ADH

が存在すれば，NAD＋ によりエタノールはアセト

アルデヒドへと変換され，同時に NADH が再び生

成する．この反応が繰り返す（サイクリング）こと

によりリンゴ酸が蓄積することとなる（Fig. 1, Ac-

cumulation of malic acid）．サイクリング終了後，

新たに過剰量の NAD＋ を加えると MDH により蓄

積したリンゴ酸はオキサロ酢酸へと酸化され，その

際，蓄積量に応じた NADH が生成する（Fig. 1,
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Fig. 3. EŠects of NAD＋ Concentration (A) and 3a-HSD Concentration (B) on Oxidation Reaction

Fig. 4. Calibration Curve for T-CA
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Generation of NADH）．本サイクリング反応では，

NADH が約 3000 サイクル/時間のサイクリング率

で増幅するとされており，その測定感度は，サイク

リング反応を利用しない場合に比し，数十倍に達す

るとされている．16) NADH をモニターする上記 T-

CA の定量法にも適用が可能と推測された．そこで，

T-CA の測定感度向上を目指し，本サイクリング法

の適用を検討することとした．

酵素サイクリング反応における，各種酵素，基質

濃度等の反応条件は既報15)の条件を採用することと

し，実験の部 4. に従って，T-CA の分析を行った．

その結果，得られた検量線は，10400 pmol/ml の

範囲で，良好な直線性（r＞0.999）を示し（Fig. 4），

各測定ポイントを 4 回測定した場合の相対標準偏差

（R.S.D.）は 1.29.4％であった．また検出限界は

2.0 pmol/ml となり，酵素サイクリング反応を利用

しない場合に比し，約 50 倍の測定感度向上が認め

られ，BSEP 輸送活性測定への適用も十分に可能で

あると推測された．

2. Human BSEP vesicles の輸送活性測定 本

化学発光測定法を用いて hBSEP vesicles における

輸送活性測定を行うこととした．本法の実試料への

適用に際しては，輸送実験に使用した各種緩衝液由

来の塩類が，少量ではあるが夾雑物として T-CA

と共存することとなり，これら夾雑物が発光強度あ

るいは T-CA の輸送活性値に影響を及ぼす可能性

がある．そこで，予備検討として，T-CA を添加せ

ずに，実験の部 5. に従って得られた抽出物を調製

し，この抽出物に既知量の T-CA を添加し，実験

の部 4. に従って T-CA の定量を行った．その結

果，データは示していないが，抽出物の有無による

定量値の大きな変動は認められなかった．次に，本

法並びに LC/MS 法により T-CA の輸送活性を測定

し，得られた活性値を比較することとした．ATP

あるいは AMP 共存下，T-CA（最終濃度：5 mM）

と hBSEP vesicles（タンパク量：50 mg）を 37°C で

2 分間インキュベートし，vesicles に取り込まれた

T-CA を本化学発光測定法並びに LC/MS 法により

定量し，輸送活性値を求めた（Table 1）．その結

果，本法により得られた ATP, AMP 存在下より得

られた活性値及び ATP 依存活性値は，LC/MS 法

により得られた結果とよく一致する結果を与えた．

以上のことから，上記塩類等の夾雑物が活性値に及

ぼす影響は極めて少ないと推察された．さらに，本

化学発光測定法を用いて ATP 依存輸送活性値にお

ける T-CA の濃度依存性について検討したところ，

ATP 依存輸送活性値は基質濃度依存的に上昇する

とともに飽和性を示した（Fig. 5）．T-CA に対する

速度論的パラメーター（Km 値及び Vmax 値）を
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Table 1. Transport Activities of T-CA by Human BSEP-expressing Membrane Vesicles

Method
with ATP a) with AMP a) ATP dependent activity b)

(pmol/min/mg protein)

Chemiluminescence (n＝3) 79.3±12.3 32.0±5.5 47.3±13.9

LC/MS (n＝3) 83.1±5.6 28.9±2.7 54.2±6.4

Each value represents the mean±S.D. of 3 determinations. a)Membrane vesicles (50 mg of protein) from hBSEP ex-
pressing Sf9 cells were incubated in medium containing 5.0 mM T-CA at 37°C for 2 min with 4 mM ATP or AMP. b)
ATP-dependent transport activity was calculated by subtracting the transport activity in the presence of AMP from that
in the presence of ATP.

Fig. 5. Concentration Dependence of T-CA Uptake by Hu-
man BSEP-expressing Membrane Vesicles

ATP-dependent transport activity was calculated by subtracting the
transport activity in the presence of AMP from that in the presence of ATP.
Each value represents the mean±S.D. of 3 determinations.

Table 2. Kinetic Parameters of Human BSEP-expressing
Membrane Vesicles

Method Km(mM)
Vmax

(pmol/min/mg protein)

Chemiluminescence (n＝3) 34.6±9.7 358.1±54.0

LC/MS (n＝3) 32.0±8.0 342.7±44.6

The Km and Vmax values for T-CA were determined by nonlinear least-
squares regression analysis using the data shown in Fig. 5. Each value
represents the mean±S.E. of 3 determinations.

Fig. 6. Inhibitory EŠects of Rifampicin on the Uptake of T-
CA by Human BSEP-expressing Membrane Vesicles

The uptake of T-CA (5.0 mM) was determined after the incubation with
an inhibitor (rifampicin, 100 mM) in the presence of ATP or AMP for 2 min
at 37°C in transport buŠer (pH 7.4). ATP-dependent transport activity was
calculated by subtracting the transport activity in the presence of AMP from
that in the presence of ATP. Each value represents the mean±S.D. of 4 de-
terminations. Statistical analysis was performed using Student's t test, with p
＜0.01 considered as indicating a signiˆcant diŠerence. p＜0.01.
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Michaelis-Menten 式から算出したところ，得られた

Km 値及び Vmax 値は化学発光測定法及び LC/MS 法

の両測定法でほぼ同様な結果を示した（Table 2）．

以上の結果より，本化学発光測定が hBSEP vesicles

による胆汁酸輸送活性測定に適用可能であることが

判明した．

これまで，シクロスポリン A，グリベンクラミ

ド，プラバスタチン，リファンピシンなどの種々の

薬剤が BSEP の輸送活性を阻害することが明らか

にされている．68)各種薬剤による BSEP の阻害評

価は，臨床のみならず新規医薬品開発分野において

極めて重要な情報を提供する．そこで，阻害剤とし

てリファンピシンをとりあげ，本分析法の BSEP
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阻害活性評価への適用を試みた．リファンピシンの

共存下あるいは非共存下における TCA の輸送活

性を本分析法により測定した．その結果，BSEP 輸

送活性は阻害剤非共存下（コントロール）に比し，

リファンピシン共存下では明らかに低下しており，

コントロールにおける ATP 依存活性値を 100％と

した場合の相対活性値は 12.6％であった（Fig. 6）．

［3H]T-CA をトレーサーとして用い同様の検討を行

った薮内らは，その相対活性値は 9.0％と報告して

おり，8)ほぼ同様の結果を得ることができた．

結 論

本法では 3a-HSD を始めとする種々の酵素を利

用していることから，BSEP 阻害活性測定に適用す

る場合，あらかじめ，各種阻害剤がこれらの酵素反

応に及ぼす影響について検討する必要がある．ま

た，酵素サイクリング反応に比較的長時間（12 時

間）を必要とする．しかしながら，煩雑な前処理操

作を必要とする LC/MS 法並びに従来の RI 標識化

胆汁酸を使用する方法に比し，本法は多数検体の同

時測定が可能なマイクロプレートリーダーを利用す

る発光測定法であり，より汎用性に優れた活性測定

法であると考えられた．今後，さらに検討を加える

ことにより，本法が BSEP 阻害活性評価のスク

リーニング法として展開されることが期待される．
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