
(19)国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201710860736.X

(22)申请日 2014.11.26

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 107513550 A

(43)申请公布日 2017.12.26

(30)优先权数据

2013-246906 2013.11.29 JP

(62)分案原申请数据

201480040060.4 2014.11.26

(73)专利权人 株式会社日立高新技术

地址 日本东京都

(72)发明人 高桥亮介　神田胜弘　清水佑辅　

市川久词　

(74)专利代理机构 北京银龙知识产权代理有限

公司 11243

专利代理师 金鲜英　陈彦

(51)Int.Cl.

C12Q 1/02(2006.01)

G01N 33/15(2006.01)

C12M 1/34(2006.01)

C12M 1/00(2006.01)

(56)对比文件

CN 101977643 A,2011.02.16

CN 103182085 B,2017.06.20

EP 2293063 A1,2011.03.09

WO 9401217 A1,1994.01.20

审查员 黄蕊

 

(54)发明名称

成分分析方法

(57)摘要

通过应用本发明，能够对药品候选化合物

(母体化合物和代谢产物)在转运蛋白途径和扩

散途径中的血管(基部/基侧)侧排出组分和管腔

(顶部)侧排出组分、以及细胞内残留组分进行定

量。由此，能够决定被给药的药品候选化合物的

总量和向各组分的分配比率。对被给药的药品候

选化合物的动力学进行评价变得可能，能够从庞

大数量的药品候选化合物中体外筛选出发挥药

效的药剂候选物。本发明的目的在于，提供一种

装置和方法，该装置和方法能够通过对给药至细

胞的药物的血管(基部/基侧)侧排出组分、管腔

(顶部)侧排出组分、细胞内残留组分进行定量，

从而求出向各组分的分配比率，在体外探明药物

动力学整体情况。
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1.一种成分分析方法，其为评价进入细胞或者由细胞排出的化学物质的量的成分分析

方法，具备：

第一工序：向收容有含有评价对象的化学物质的细胞的容器中的第1容器、第2容器添

加第1缓冲液，将所述第1容器、所述第2容器内的温度调整为第1温度并保温；

第二工序：由所述第1容器和所述第2容器的各自回收所述第1缓冲液；

第三工序：在所述第二工序后，向所述第1容器添加含有解除细胞间粘附的试剂的第2

缓冲液，将所述第1容器内的温度调整为第3温度并保温；

第四工序：在所述第二工序后，向所述第2容器添加第3缓冲液，将所述第2容器内的温

度调整为所述第3温度并保温；

第一测定工序：在所述第二工序后，测定由所述细胞向所述第1容器内的所述第1缓冲

液排出的所述化学物质的量S1，测定由所述细胞向所述第2容器内的所述第1缓冲液排出的

所述化学物质的量S2；

第二测定工序：在所述第三工序后，测定由所述细胞向所述第1容器内的所述第2缓冲

液排出的所述化学物质的量B1；

第三测定工序：在所述第四工序后，测定由所述细胞向所述第2容器内的所述第3缓冲

液排出的所述化学物质的量B2，

基于所述化学物质的量S1、S2评价来自所述细胞的基部/基侧面的所述化学物质的排

出量，

基于所述化学物质的量B1和所述化学物质的量B2评价来自所述细胞的顶部面的所述

化学物质的排出量。

2.一种成分分析方法，其为评价进入细胞或者由细胞排出的化学物质的量的成分分析

方法，具备：

第一工序：向收容有含有评价对象的化学物质的细胞的容器中的第1容器、第2容器、第

3容器添加第1缓冲液，将所述第1容器、所述第2容器、所述第3容器内的温度调整为第1温度

并保温；

第二工序：由所述第1容器、所述第2容器和所述第3容器的各自回收所述第1缓冲液；

第四工序：在所述第二工序后，向所述第2容器添加第3缓冲液，将所述容器内的温度调

整为第3温度并保温；

第五工序：在所述第二工序后，向所述第3容器添加所述第3缓冲液，将所述容器内的温

度调整为比所述第3温度低的第4温度并保温；

第一测定工序：在所述第二工序后，测定由所述细胞向所述第1容器内的所述第1缓冲

液排出的所述化学物质的量S1，测定由所述细胞向所述第2容器内的所述第1缓冲液排出的

所述化学物质的量S2，测定由所述细胞向所述第3容器内的所述第1缓冲液排出的所述化学

物质的量S3；

第三测定工序：在所述第四工序后，测定由所述细胞向所述第2容器内的所述第3缓冲

液排出的所述化学物质的量B2；

第四测定工序：在所述第五工序后，测定由所述细胞向所述第3容器内的所述第3缓冲

液排出的所述化学物质的量B3，

基于所述化学物质的量S1、S2、S3评价来自所述细胞的基部/基侧面的所述化学物质的
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排出量，

基于所述化学物质的量B3评价来自因被动扩散的所述细胞的基部/基侧面的所述化学

物质的排出量，

基于所述化学物质的量B2和所述化学物质的量B3评价来自经由转运蛋白的所述细胞

的基部/基侧面的所述化学物质的排出量。

3.一种成分分析方法，其为评价进入细胞或者由细胞排出的化学物质的量的成分分析

方法，具备：

第一工序：向收容有含有评价对象的化学物质的细胞的容器中的第1容器、第2容器添

加第1缓冲液，将所述第1容器、所述第2容器内的温度调整为第1温度并保温；

第二工序：在所述第一工序后，由所述第1容器和所述第2容器的各自回收所述第1缓冲

液；

第四工序：在所述第二工序后，向所述容器添加第3缓冲液，将所述容器内的温度调整

为第3温度并保温；

第一测定工序：在所述第二工序后，测定由所述细胞向所述第1容器内的所述第1缓冲

液排出的所述化学物质的量S1，测定由所述细胞向所述第2容器内的所述第1缓冲液排出的

所述化学物质的量S2；

第三测定工序：在所述第四工序后，测定由所述细胞向所述容器内的所述第3缓冲液排

出的所述化学物质的量B2，

基于所述化学物质的量S1、S2评价来自所述细胞的基部/基侧面的所述化学物质的排

出量，

基于所述化学物质的量B2评价来自所述细胞的基部/基侧面的所述化学物质的排出

量。

4.一种成分分析方法，其为评价进入细胞或者由细胞排出的化学物质的量的成分分析

方法，具备：

第一工序：向收容有含有评价对象的化学物质的细胞的容器中的第1容器、第2容器、第

3容器添加第1缓冲液，将所述第1容器、所述第2容器、所述第3容器内的温度调整为第1温度

并保温；

第二工序：由所述第1容器、所述第2容器、所述第3容器的各自回收所述第1缓冲液；

第三工序：在所述第二工序后，向所述第1容器添加含有解除细胞间粘附的试剂的第2

缓冲液，将所述第1容器内的温度调整为第3温度并保温；

第四工序：在所述第二工序后，向所述第2容器添加第3缓冲液，将所述第2容器内的温

度调整为第3温度并保温；

第五工序：在所述第二工序后，向所述第3容器添加所述第3缓冲液，将所述容器内的温

度调整为比所述第3温度低的第4温度并保温；

第一测定工序：在所述第二工序后，测定由所述细胞向所述第1容器内的所述第1缓冲

液排出的所述化学物质的量S1，测定由所述细胞向所述第2容器内的所述第1缓冲液排出的

所述化学物质的量S2，测定由所述细胞向所述第3容器内的所述第1缓冲液排出的所述化学

物质的量S3；

第二测定工序：在所述第三工序后，测定由所述细胞向所述第1容器内的所述第2缓冲
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液排出的所述化学物质的量B1；

第三测定工序：在所述第四工序后，测定由所述细胞向所述第2容器内的所述第3缓冲

液排出的所述化学物质的量B2；

第四测定工序：在所述第五工序后，测定由所述细胞向所述第3容器内的所述第3缓冲

液排出的所述化学物质的量B3，

基于所述化学物质的量S1、S2、S3评价来自所述细胞的基部/基侧面的所述化学物质的

排出量，

基于所述化学物质的量B1和所述化学物质的量B2评价来自所述细胞的顶部面的所述

化学物质的排出量，

基于所述化学物质的量B3评价来自因被动扩散的所述细胞的基部/基侧面的所述化学

物质的排出量，

基于所述化学物质的量B2和所述化学物质的量B3评价来自经由转运蛋白的所述细胞

的基部/基侧面的所述化学物质的排出量。

5.一种成分分析方法，其为评价进入细胞或者由细胞排出的化学物质的量的成分分析

方法，具备：

第一工序：向收容有含有评价对象的化学物质的细胞的容器中的第1容器、第2容器、第

3容器、第4容器添加第1缓冲液，将所述第1容器、所述第2容器、所述第3容器、所述第4容器

内的温度调整为第1温度并保温；

第二工序：由所述第1容器、所述第2容器、所述第3容器、所述第4容器的各自回收所述

第1缓冲液；

第三工序：在所述第二工序后，向所述第1容器添加含有解除细胞间粘附的试剂的第2

缓冲液，将所述第1容器内的温度调整为第3温度并保温；

第四工序：在所述第二工序后，向所述第2容器添加第3缓冲液，将所述第2容器内的温

度调整为所述第3温度并保温；

第五工序：在所述第二工序后，向所述第3容器添加所述第3缓冲液，将所述容器内的温

度调整为比所述第3温度低的第4温度并保温；

第六工序：在所述第二工序后，向所述第4容器添加含有解除细胞间粘附的所述试剂的

所述第2缓冲液，将所述容器内的温度调整为比所述第3温度低的所述第4温度并保温；

第一测定工序：在所述第二工序后，测定由所述细胞向所述第1容器内的所述第1缓冲

液排出的所述化学物质的量S1，测定由所述细胞向所述第2容器内的所述第1缓冲液排出的

所述化学物质的量S2，测定由所述细胞向所述第3容器内的所述第1缓冲液排出的所述化学

物质的量S3，测定由所述细胞向所述第4容器内的所述第1缓冲液排出的所述化学物质的量

S4；

第二测定工序：在所述第三工序后，测定由所述细胞向所述第1容器内的所述第2缓冲

液排出的所述化学物质的量B1；

第三测定工序：在所述第四工序后，测定由所述细胞向所述第2容器内的所述第3缓冲

液排出的所述化学物质的量B2；

第四测定工序：在所述第五工序后，测定由所述细胞向所述第3容器内的所述第3缓冲

液排出的所述化学物质的量B3；
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第五测定工序：在所述第六工序后，测定由所述细胞向所述第4容器内的所述第2缓冲

液排出的所述化学物质的量B4，

基于所述化学物质的量S1、S2、S3、S4评价来自所述细胞的基部/基侧面的所述化学物

质的排出量，

基于所述化学物质的量B3评价来自因被动扩散的所述细胞的基部/基侧面的所述化学

物质的排出量，

基于所述化学物质的量B2和所述化学物质的量B3评价来自经由转运蛋白的所述细胞

的基部/基侧面的所述化学物质的排出量，

基于所述化学物质的量B3和所述化学物质的量B4评价来自因被动扩散的所述细胞的

顶部面的所述化学物质的排出量，

基于所述化学物质的量B1、所述化学物质的量B2、所述化学物质的量B3和所述化学物

质的量B4评价来自经由转运蛋白的所述细胞的顶部面的所述化学物质的排出量。
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成分分析方法

[0001] 本申请是原申请、申请日为2014年11月26日，申请号为201480040060.4，发明名称

为“成分分析装置、药效分析装置和分析方法”的中国专利申请的分案申请。

技术领域

[0002] 本发明涉及对新药开发有用的、对于药物的摄取、代谢、排泄这样的药物动力学的

整体情况的体外(in  vitro)评价。

背景技术

[0003] 在新药开发工序中，在药剂法上必须要进行对人体的体内给药、验证效能的临床

试验(“人体临床试验”)，但是人体临床试验、动物实验试验需要庞大的开发费。近年来，这

些开发费成为最大的原因，新药开发整体的成本在增加。作为其中的一个原因大多是因为，

针对在开发工序前期的非临床动物实验中无法检测到药效不良、毒性的药剂候选物，在开

发工序后期的人体临床试验中首次发现药效不良、毒性，而至此为止的开发成本、人体临床

试验所花费的成本变得白费。

[0004] 从这样的背景出发，为了提高人体临床试验的通过率、试图削减新药开发成本，在

早期就缩小能呈现药效且没有发现毒性的新药候选物质的范围变得重要。对此，许多制药

企业期望能有一种体外(in  vitro)评价系统，该评价系统在药物研发的初期阶段，不是只

采用与人体细胞的特性相关性低的动物实验来缩小药剂候选物的范围，而是能够使用人体

细胞来良好地预测给药药物在人体体内的药物动力学。然而，还没有确立利用细胞来对被

给药的药品候选化合物的摄取、代谢、胆管和血管排泄这样的药物动力学的整体情况进行

把握、解析的方法。

[0005] 药剂为了在体内发挥药效，已经被摄取到肝脏中的药剂需要成为代谢产物、或者

不被代谢而是作为原来的化合物(母体化合物)而排出到血管侧，然后再次随着血液流而进

行再循环，到达目标脏器、器官。因此，在体外试验系统中也是这样，如果能测定在给药后排

出到血管侧的药品候选化合物的再循环部分，对于在新药开发中最重要的指标之一的药效

进行评价，则能够成为非常有用的药物动力学评价方法。此外，通过探明药物动力学整体情

况(药物动力学整体情况包括在胆管排泄后作为尿、便排泄到体外的、从细胞排泄到胆管的

部分(消失部分)、细胞内残留部分)，则能够求得向各组分的分配比率。

[0006] 专利文献1和专利文献2中，公开了迄今为止向培养细胞给予药剂，对从细胞的胆

管排泄的部分(消失部分)进行评价的方法。该评价方法是对药剂消失部分进行评价的方

法，上述药剂消失部分为，给药药剂不发挥毒性、药效而排泄到胆管中，之后作为尿、便排泄

到体外的部分。

[0007] 现有技术文献

[0008] 专利文献

[0009] 专利文献1：日本特开2012‑65659

[0010] 专利文献2：日本特开平8‑503610
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发明内容

[0011] 发明要解决的问题

[0012] 现有技术只是对于胆管排泄量、即没有药效的成分的量进行评价的方法，是对体

外消失部分进行评价的方法。但是，为了获取具有药效的成分的信息，希望直接评价排泄到

血管侧的成分的量，然而现有技术中还没有确立对于排泄到血管的成分的量进行解析的方

法。进一步，不只是对于药物动力学的一部分进行评价，而是对于给药药剂的血管(基部/基

侧)侧排出组分、管腔(顶部)侧排出组分、细胞内残留组分这样的、给药药剂从细胞的何处

被排泄出、存积在何处，进行细分定量，从而能在体外提供药物动力学整体情况，进行更高

精度的药效评价，但是还没有确立这样的评价方法。

[0013] 解决问题的方法

[0014] 例如为一种成分分析装置，其特征在于，具备：调整上述多个容器内的温度的温度

调整部，以及测定上述多个容器内的成分、并且对该测定的上述成分进行解析的分析部；上

述多个容器为至少第1容器、第2容器；上述第1容器内和上述第2容器分别保持第1缓冲液；

上述温度调整部进行调整以使得上述第1容器内的温度与上述第2容器内的温度成为不同

温度；

[0015] 上述分析部测定从上述第1容器内的细胞向上述第1容器内的上述第1缓冲液排出

的成分的量、以及从上述第2容器内的细胞向上述第1容器内的上述第1缓冲液排出的成分

的量，并且对于通过上述细胞的转运蛋白而排出的上述成分的量进行解析。

[0016] 发明效果

[0017] 通过应用本发明，能够直接地评价排泄到细胞的血管侧的药剂等成分。进一步，通

过对药品候选化合物(母体化合物和代谢产物)在转运蛋白途径和扩散途径中的血管(基

部/基侧)侧排出组分和管腔(顶部)侧排出组分、以及细胞内残留组分进行定量，并且判定

被给药的药品候选化合物的总量和向各组分的分配比率，从而对被给药的药品候选化合物

的动力学进行评价成为可能，能够提高从庞大数量的药品候选化合物中体外筛选出发挥药

效的药剂候选物的筛选精度。其结果是，能够在早期缩小药品候选化合物的范围，减少无用

的动物实验、无用的人体临床试验。对于降低对制药企业来说成为沉重负担的新药开发成

本做出贡献。

附图说明

[0018] 图1为培养板；

[0019] 图2为样品调制流程；

[0020] 图3为工序4、5、6的定量对象和药物分布示意图；

[0021] 图4为各组分的定义和CDF的结果；

[0022] 图5为CDF的分配比率；

[0023] 图6为罗丹明123的分配比率；

[0024] 图7为自动测量装置构成图；

[0025] 图8为样品调制部的上表面图；

[0026] 图9为样品调制部的正面图；

[0027] 图10(a)为自动测量装置的运作流程图；
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[0028] 图10(b)为自动测量装置的运作流程图；

[0029] 图11为吸头端和吸头。

具体实施方式

[0030] 实施例1

[0031] 本实施例中，关于用于上述药效评价的成分分析方法，按照图2的工序0～6来进行

说明。此外，关于工序4～6，采用图3进行详述。

[0032] 其中，在以下的多个实施例中，基于药效成分的评价方法进行说明，但只是用于说

明本申请发明的一个例子，显然，药剂以外的化学物质、进一步还有药物代谢物的评价也能

够应用本申请发明的成分分析方法。此外，本实施例中给出的缓冲液、温度、时间等具体的

条件只是一个例子，显然，只要作为技术构思而具有同样的效果，则也可以应用别的条件。

[0033] 本实施例中，对于使用试验区1～3中的至少3个试验区的情况进行说明。各试验区

中，存在保持细胞的保持区域，这些保持区域可以对于各个试验区使用不同的容器，也可以

将具有多个保持区域的一个容器内进行分取，设定各试验区。

[0034] <工序0：肝细胞的调制和培养>

[0035] 本工序中，首先，进行了用于验证药剂效果的肝细胞的调制、培养。以下示出一个

例子。

[0036] 肝细胞的调制按照原位胶原酶灌流法进行。详细如下。将大鼠(rat)(5～6周龄)在

戊巴比妥麻醉的条件下开腹，在门脉中插入导管注入前灌流液(不含Ca2+和Mg2+、含有EGTA

的Hanks液)。在确认到充分进行了从肝脏的脱血之后停止灌流。将灌流液替换为胶原酶溶

液，进行灌流。本实施例中使用含有0.05％胶原酶的Hanks液进行灌流，但不限于此。在确认

到细胞间组织通过胶原酶而被消化之后，停止灌流。切除肝脏，在冷却的Hanks液中切细，通

过移液分散至细胞。使用等渗Percoll液，将在500G、5分钟的离心分离中存在损伤的肝细胞

除去。所得的肝细胞的生存率用台盼蓝排斥法测量，将生存率85％以上的肝细胞用于培养。

这里，将生存率85％以上的肝细胞用于培养，但是显然，并不必须限于该条件。此外，肝细胞

的调制并不限于原位胶原酶灌流法。使用的肝细胞也不限于源自大鼠，也不限于大鼠的系

统。本实施例中利用肝细胞，但不限于此。

[0037] 使如前所述的利用原位胶原酶灌流法调制的肝细胞悬浮于培养基中，在市售的胶

原包被培养皿中，将肝细胞以5×105个细胞/mL的密度在培养基中悬浮播种。播种密度、培

养基、培养板001没有特别限制。培养板示于图1。这里，示出了包含24个培养区域(孔，002)

的24孔培养板，但不限于此，只要是能够保持规定的细胞的容器，则也可以使用其他形状的

容器。播种后，使用CO2培养箱在5％CO2、37℃的条件下开始培养。经过18小时以上，之后，进

行首次培养基交换。对于播种后第18小时以后的培养中使用的培养基没有特别限制，本实

施例中，使用在从培养基(10％FCS+)中去除了FCS的培养基(以下称为培养基(FCS‑))中添

加了基质胶的培养基。之后每24小时使用培养基(FCS‑)进行培养基交换。如后所述，在工序

5中进行3种不同条件下的试验(试验区1、2、3：在工序5中详述)，因此在该时刻，对于同条件

的培养板准备独立的3个板。从工序0至4和工序5中，对3种试验区均进行同样的试验操作。

[0038] <工序1：肝细胞的调质>

[0039] 本工序中，将通过工序0培养的细胞调质为适于药剂评价。以下示出一个例子。
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[0040] 将通过工序0培养了4天的细胞的培养上清液除去，添加400L的Hanks液作为缓冲

液，在37℃培养10分种(图2工序1)。缓冲液的种类和量没有特别限定。

[0041] 工序1的操作优选重复两次。通过这样地将细胞能够适应的成分从工序0的培养中

使用的培养基替换为缓冲液(例如Hanks液)，能够调整用于在以下的工序中进行正确的测

定、解析的基底。但是，显然，工序1的重复次数可以根据所使用的缓冲液的种类、细胞的种

类任意变更。

[0042] <工序2：药液给药>

[0043] 本工序中，将进行评价的药液给药至细胞。以下示出一个例子。

[0044] 除去缓冲液之后，将10M的CDF(荧光试剂)200L添加到孔中，在37℃培养30分钟，然

后在4℃保持5分钟(图2工序2)。试剂的种类、浓度、量没有特别限定。由于CDF发出荧光，因

此可以用酶标仪作为模型试剂来简便地定量。此外，将给药量设定为200μL，这是作为孔内

的细胞整体浸没在试剂中的量而选择的。关于CDF的浓度，只要是以往作为细胞的荧光分析

而使用的浓度就可以。作为用于通过酶标仪检测到的试剂量，也优选应用本浓度。培养的时

间设定为30分钟，这是基于预备研究的结果而采用的，该预备研究的结果是药剂的摄取和

排出基本达到平衡状态为止的时间为30分钟。出于防止所给药的药剂向细胞外漏出的目

的，在30分钟培养后将板温度设为4℃。这是因为，通过使容器内的温度低，能引起细胞抑制

药剂向外部排出的现象。

[0045] 通过这样使药剂的温度为规定的温度以下，药剂留在细胞内，能够抑制向细胞外

漏出的现象。本实施例中设为4℃，但只要是能够抑制所给药的药剂向细胞外漏出的温度，

则不限于此。此外，只要是能够抑制所给药的药剂向细胞外漏出、例如施予抑制剂那样的方

法，则不限于降低温度的方法。无论如何，工序2中的温度成为比工序1中设定的板温度低的

温度。这是因为，与工序2相反，工序1中的调质优选使细胞内吸收、排出药剂的现象活性化

的温度(例如37℃)。

[0046] 药剂给药的时机不限于本实施例。例如，有时可在试验日的前一天或者几天之前

就开始进行药剂给药。这种情况下，在工序0的阶段施予药剂，工序1、2可省略。

[0047] <工序3：细胞洗涤>

[0048] 本工序中，通过工序3洗掉细胞内含有的药液以外的物质。以下对一个例子进行说

明。

[0049] 接着，将板保持于4℃，直接使用冰冷的400μL  Hanks液洗涤3次(图2工序3)。设定

为4℃的目的与前述相同。培养时培养基的量为400μL，出于除去残留在孔内壁的培养基成

分的目的，将洗涤Hanks液的量设定为400μL。通常的生物化学分析中洗涤次数为3次是通

例，遵循该通例。各个条件没有限定。由此，能够除去成为测定对象的药液以外的物质，进一

步提高后面的工序中药效评价的精度。

[0050] <工序4：血管侧排出组分回收>

[0051] 作为评价药效的一个指标，有效的是分析所给药的药剂是容易在细胞内长时间停

留、还是只能短时间停留。对此，本工序中，为了取得用于上述指标的数据，在后述的工序5

评价各试验区内的细胞之前，使药剂在规定时间以内从细胞内漏出。以下示出一个例子。

[0052] 首先，施予前处理用的缓冲液(例如Hanks液)，在37℃培养30分钟，回收含药剂的

Hanks液(上清)(图2工序4)。缓冲液可以使用与工序5中使用的缓冲液相同种类的缓冲液，

说　明　书 4/14 页

9

CN 107513550 B

9



也可以使用其他种类的缓冲液。为了使直到工序3为止存积在肝细胞(图3、101)内的药剂通

过第一血管侧排出、即通过被动扩散途径(图2工序4，(1)’)和转运蛋白(TP)途径(图2工序

4，(2)’和示意图中102)排出到Hanks液中，维持在37℃。如后所述，工序5中也进行血管侧排

出，为了区分，将工序4中的血管侧排出定义为第一血管侧排出，将工序5中的血管侧排出定

义为第二血管侧排出。本质上都是从细胞内排出到血管侧(基部/基侧)(上清)的工序。转运

蛋白是在细胞膜上发现的负责物质运输的膜蛋白。负责细胞内外的主动物质运输。此外，被

动扩散是通过转运蛋白途径以外的途径向细胞外排出，包括从细胞膜漏出等。将工序4中排

出到Hanks液中的药剂定义为血管侧排出组分，这是因为面向Hanks液的细胞上表面部分相

当于基部(Basal)/基侧(Basolateral)面(图3，104)，推测为在生体内面向血管的部分。

[0053] 在接下来说明的工序5中，是通过不同的3种操作进行药剂回收的工序(试验区1、

2、3)，但在工序5之前，可以事先通过工序4如上述那样获取如第一血管侧排出组分(排出到

Hanks液的药剂)，从而能够获得验证药剂是否容易在细胞停留的指标。

[0054] 这里，为了探明血管侧排出各组分而使用的Hanks液可以使用任意试验区的Hanks

液。例如，可以对后述的所有试验区1～3的Hanks液进行评价，也可以仅使用一部分。

[0055] 此外，工序3、4是为了更详细地实施根据本发明的分析并且进行高精度评价的工

序，显然，可以跳过本发明，进行工序5的操作。如图2所示，上述工序0～4为至少在试验区1

～3中进行的工序。就工序5而言，为了通过后述的解析来获得本发明所要求的多个指标数

据，分别对于试验区1～3采用不同条件进行处理。以下示出一个例子。

[0056] <工序5、试验区1：利用37℃崩解体系的上清的回收>

[0057] 就试验区1而言，如图3的试验区1所示，使胆管侧排出(3)与第二血管侧排出(也就

是从扩散(1)和转运蛋白(TP)(2)的排出)的合计组分从细胞向缓冲液(例如Hanks(‑)液)排

出。Hanks(‑)液是不含钙离子、镁离子的Hanks液，用于本试验区那样的不对细胞间粘附进

行强化的情况。以积极地解除细胞间粘附为目的，使用下述的EGTA那样的螯合剂。接着，添

加含有1mM  EGTA的Hanks(‑)液200μL。EGTA具有对于与细胞间粘附分子的粘附相关的Ca2+、

Mg2+的作用进行抑制的螯合作用，是用于解除细胞间粘附的试剂。由此，使培养过程中形成

的胆管崩解。在37℃培养30分钟之后，回收上清。只要是具有螯合作用的试剂，则不限于

EGTA。含有EGTA的缓冲液的种类、量和培养温度以及时间没有特别限定。工序5的试验区1

中，在工序4结束的阶段存积在细胞内的药剂(图3工序5和示意图(1)、(2))、和排出到胆管

中的药剂(图3工序5和示意图(3))全部排出到上清中，并且被回收(图3工序5、试验区1)。将

工序5中的(3)定义为胆管侧排出组分是因为，在细胞间粘附部分所形成的间隙周围的细胞

膜部分相当于顶部(Apical)面(图3，105)，并且推测间隙是毛细胆管(图3，103)。工序5的试

验区1中，温度维持在37℃，因此从细胞内排出到血管侧的组分包括被动扩散途径(图3工序

5，(1))和转运蛋白途径(图3工序5，(2))。

[0058] <工序5、试验区2：利用37℃维持体系的上清的回收>

[0059] 试验区2不像试验区1那样使胆管崩解，而是仅排出图3所说的第二血管侧排出(扩

散(1)和转运蛋白(2))。

[0060] 添加200μL的Hanks液。试验区2不同于试验区1，不含EGTA等螯合剂，所以是维持细

胞间粘附的状态，因此，是不诱发毛细胆管崩解的试验区。在37℃培养30分钟后，回收上清。

工序5的试验区2中，使工序4结束的阶段存积在细胞内的药剂(图3工序5和示意图(1)、(2))
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排出到上清中，并回收(图3工序5，试验区2)。按照至此为止的说明，将排出到上清中的药剂

定义为第二血管侧排出组分。工序5试验区2中，温度维持在37℃，因此从细胞内排出到血管

侧的组分中包括被动扩散途径(图3工序5、(1))和转运蛋白途径(图3工序5、(2))。

[0061] 通过对从工序5的试验区1和试验区2回收的药剂的量进行定量解析，从而例如从

对试验区1中回收的药剂量进行定量化的值中减去对试验区2中回收的药剂量进行定量化

的值，从而能够分别算出胆管侧排出(3)的药剂量和第二血管侧排出的药剂量。

[0062] <工序5、试验区3：利用4℃维持体系的上清的回收>

[0063] 关于试验区3，通过设为比后述的试验区1、2更低的温度条件，抑制第二血管侧排

出中从转运蛋白(1)排出的药剂，仅排出通过扩散(2)的排出部分。

[0064] 添加200μL的Hanks液，在4℃培养30分钟后，回收上清。试验温度与同样是维持体

系的工序5试验区2不同。这是因为，通过设为4℃，抑制转运蛋白途径的血管侧排出。工序5

试验区3中，通过采用抑制转运蛋白活性的低温4℃的试验区，能够仅对被动扩散途径的排

出量进行定量(图3工序5，(1))、通过与工序5试验区2的比较来算出(定量)通过转运蛋白途

径的血管侧药剂排出量。各药剂中存在用于移动细胞内外的特异性转运蛋白。因此，能够排

除被动扩散途径的排出量，对转运蛋白途径的排出量进行定量，这意味着能够对各药剂的

特异性排出量进行定量。缓冲液的种类、量和培养温度以及时间没有特别限定。与上述同样

地，通过对于来自工序5的试验区2和试验区3的回收药剂进行定量，能够算出转运蛋白途径

的排出组分。这里，本实施例中示出了使用试验区1、2、3分别算出排出组分的例子，但试验

区的数量不必须是3。例如，如果想要仅分离胆管侧排出(3)和第二血管侧排出((1)+(2))，

则仅实施试验区1和2即可，如果想要从第二血管侧排出中仅分离出扩散(1)和转运蛋白

(2)，则仅实施试验区2、3即可。此外，根据需要，通过设计其他用途的4℃崩解体系，能够抑

制向毛细胆管侧的排出中经由转运蛋白的排出，仅测定通过扩散的排出部分。由此，例如通

过将该4℃崩解体系与试验区3比较，能够分开评价通过扩散向毛细胆管侧的排出和通过转

运蛋白途径向毛细胆管侧的排出部分。

[0065] 上述的各试验区1～3中的工序按照任何顺序进行均可，也可以将各工序并行实

施。

[0066] <工序6：胆管组分、细胞内组分的回收>

[0067] 再次在工序6中回到与3试验区共同的操作。工序6中，为了定量细胞内残留组分而

进行药剂的回收。当用酶标仪等对荧光药剂等进行定量时，优选添加含有1％的表面活性剂

的Hanks液例如200μL，使之悬浮，全量回收(图2工序6)。由此，能够使细胞膜破碎，使细胞内

存积的药剂排出。将所得的样品移动到培养板，使用酶标仪进行荧光测量。对于用于空白测

定，准备仅添加了Hanks液的孔。在激发波长484nm、吸收波长519nm测定荧光强度。

[0068] 此外，当使用质量分析(LCMS)装置等对药剂进行定量时，通过由添加水而引起的

低渗化、有机溶剂处理等，从而在细胞内抽出残留部分后使用甲醇等有机溶剂使之悬浮，全

量回收(图2工序6)。然后，使用LCMS装置进行后述的药剂的定量。

[0069] <基于测定结果确定向各组分的分配比率，并评分>

[0070] 基于反映由上述工序所得的药剂量的荧光强度，计算向各组分的分配比率。这里，

将工序5、6的总和(图3，B#+C#＝(1)+(2)+(3)+(4))设为药剂量100％。将这种情况设为“方

式1”。
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[0071] 从利用荧光量测定而求得的6种值(B1、B2、B3、C1、C2、C3)，求出图4的方式1所示那

样的向各类别的分配比率。基于这些值进行如下的对应命名：

[0072] ·仅通过扩散的第二血管侧排出组分(Extracellular  Efflux  by  Diffusion(通

过扩散的细胞外排出)，ExEfx‑Dif)为B3；

[0073] ·仅通过转运蛋白途径的第二血管侧排出组分(Extracellular  Efflux  by 

Transporter(通过转运蛋白的细胞外排出)，ExEfx‑TP)为B2‑B3；

[0074] ·胆管侧排出组分(Bile  Canaliculi  Efflux(胆管排出)，BCEfx)为B1‑B2；

[0075] ·细胞内残留组分(Cell(细胞))为C1。

[0076] 基于该结果，能够描绘出向图5的方式1那样的圆形图，能够从视觉上理解向各组

分的分配比率的整体情况。

[0077] 进一步，基于定量结果，能够进行以下的药剂固有的评分。本实施例中，示出了算

出的CDF的分数的一个例子。算出的分数不限于此。

[0078] 对于转运蛋白途径的血管侧排出进行评价的分数为：

[0079] ·作为通过转运蛋白途径排出的药剂量相对于第二血管侧排出药剂量的比例

(Ratio  of  Extracellular  Efflux  by  Diffusion(通过扩散的细胞外排出的比例)，

RexEMTP)，通过(B2‑B3)/B2求得。

[0080] 对于向胆管的排泄进行评价的分数为：

[0081] ·作为胆管排泄药剂量相对于摄取到细胞内的总药剂量的比例(Biliary 

Retention  Drug(胆保留药剂)，BiRD)，通过(B1‑B2)/(C1+C2)求得，

[0082] 或者，另外的方法中，

[0083] ·作为胆管排泄药剂量相对于细胞内残留的药剂量的比例，通过(C2‑C1)/C2或

(B1‑B2)/C1等求得。

[0084] <不同药剂间的分配比率和分数的比较>

[0085] 将CDF变更为罗丹明123，进行与上述相同的操作，从而能够得到图6所示的结果

(方式1)。可以看出，能够检测到与示出了CDF结果的图5(方式1)显著不同的分配比率。

[0086] 此外，例如，通过转运蛋白途径排出的药剂量相对于CDF的血管侧排出药剂量的比

例(RexEMTP)、以及胆管排泄药剂量相对于摄取到细胞内的总药剂量的比例(BiRD)分别为

41.08、18.58，与此相对，罗丹明123的该结果分别为52.52、4.92，可知，与罗丹明123相比，

CDF是保持了容易排泄到胆管、难于排出到血管侧的性质的药剂。如上所述，通过本发明，能

够评价各个化合物呈现出何种药物动力学。

[0087] 实施例2

[0088] 实施例2中，对于如下的情况进行说明：关于基于测定结果确定向各组分的分配比

率、以及评分，采用与实施例1不同的方法。

[0089] 本实施例中，通过利用图3中记载的S#(相当于工序4)的定量值，能够获得实施例1

的方式1所示的向各组分的分配比率之外，给药药物易于还是难于在细胞内停留的信息，能

够进行更精密的评价。即，将工序4、5、6的总和(图3，S#+B#+C#＝(1)’+(2)’+(1)+(2)+(3)+

(4))设为100％的给药药物量。将该情况作为“方式2”。因此，能够使用通过工序4、5、6的各

试验区求出的9个种类(S1、S2、S3、B1、B2、B3、C1、C2、C3)作为评价指标。

[0090] 基于通过荧光量测定求得的9个种类的值，求得图4的方式2所示的向各类别的分
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配比率。由这些值，进行如下的对应命名：

[0091] ·第一血管侧排出组分(Sup组分)为S1(≒S2≒S3)；

[0092] ·仅通过扩散的第二血管侧排出组分(Extracellular  Efflux  by  Diffusion(通

过扩散的细胞外排出)，ExEfx‑Dif)为B3；

[0093] ·仅通过转运蛋白途径的第二血管侧排出组分(Extracellular  Efflux  by 

Transporter(通过转运蛋白的细胞外排出)，ExEfx‑TP)为B2‑B3；

[0094] ·胆管侧排出组分(Bile  Canaliculi  Efflux(胆管排出)，BCEfx)为B1‑B2；

[0095] ·细胞内残留组分(Cell(细胞))为C1。

[0096] 基于该结果，能够描绘出图5的方式2那样的圆形图，能够从视觉上理解向各组分

的分配比率的整体情况。通过使用实施例2所示的方法，关于成为在细胞内易于或难于停留

的指标的Sup组分，CDF为70.82，与此相对罗丹明123为39.29(图6，方式2)，可知CDF存在易

于向血管侧排出的倾向。这与实施例1的细胞内残留组分评价一致。

[0097] 进一步，基于定量结果，能够进行药剂固有的评分，这如实施例1所记载。

[0098] 实施例3

[0099] 实施例3中，对实施例1和2叙述的一系列工序实现自动化的装置的一个例子进行

描述。这里，关于后述的装置的运作目的、各构成的作用等，当与上述实施例1，2重复时，有

时省略记载。

[0100] 对于实施例1～2中示出的在各试验区1～3设定的保持有细胞的区域，在后述的装

置构成中，采用“试验区1用孔”“试验区2用孔”“试验区3用孔”等表述来进行说明，它们可以

例如分别针对每个试验区设定上述的“孔培养板”的多个容器，也可以对一个孔培养板中的

多个孔进行分区、将分区的每个区域设定作为例如“第1容器”“第2容器”“第3容器”等。

[0101] 特别地，试验区1用孔和试验区2用孔进行几乎相同的温度调整，因此对一个孔培

养板内进行分区设定的话，从精度、速度的观点出发，能够有效率地进行评价。

[0102] 这里，关于后述的装置运作中对各试验区用孔(容器)的交换操作，可以自动交换

也可以通过手动操作来交换。关于该容器的交换、设置操作，以下省略说明。

[0103] 本装置如图7所示，由培养部106、样品调制部107(包括输入部107A)、分析部108和

显示部109构成。进一步，样品调制部107具有后述的对各容器(板)内的温度进行调整的温

度调整部107B、以及能够向容器供给或回收液体的送液部107C等。分析部108具有测定药剂

等成分的量的测定部108A，以及解析部108B，该解析部108B对于从测定部取得的药剂等成

分的量、从转运蛋白途径、胆管途径、细胞内残存、转运蛋白和胆管以外排出的部分(扩散)

各自的量进行解析。上述装置构成是一个例子，显然，也可以是例如如下的构成等：只有解

析部在另外的装置中实行，将从测定部取得的信息发送到该另外的装置。

[0104] 此外，样品调制部的详细构成示于图8和图9。样品调制部中，像至此在实施例1‑2

中叙述的那样，目的是自动调制成为分析对象的各组分。各构成要素的说明按照后述的流

程来叙述。

[0105] 自动测量装置的运作流程图示于图10。图10的流程只是一个例子，像实施例1<工

序2>中记载的那样，当药剂给药的时机不同时，不限于此。本实施例中，关于保持细胞的容

器，作为一个例子使用了具有多个细胞保持区域(孔)的板来说明，但容器不限于板，显然，

只要能够保持细胞即可。
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[0106] <从培养部向样品调制部的移送>

[0107] 首先，肝细胞在培养部106中培养(图7、图10)(图10(a)子工序1)。然后，将保持有

所培养的肝细胞的板移送到样品调制部的带有第一调温功能的板座210上、以及带有第二

调温功能的板座(211)上(图7、图10)(图10(a)子工序2)。

[0108] <样品调制：相当于实施例1、2的工序1>

[0109] 设置于送液部107C的、附加有用于吸引液体的吸引嘴的吸引头205移动到上述板

座上的、应除去的培养基填充的培养板001的孔002，从孔吸引培养基，进行全量除去(图10

子工序3)。除去的培养基被废弃回收到废液槽206中。

[0110] 接着，将保持液体301的吸头302从保管有多个吸头的吸头架207安装至装配有吸

引嘴的吸头端204。吸头端移动至常温药液架209，吸引缓冲液(图10子工序4)。移动至目标

孔，添加缓冲液之后(图10(a)子工序5)，吸头端移动到集尘箱214，将吸头废弃。为了防止污

染等，本文中使用可更换的吸头，但不限于此。

[0111] 吸引头移动至填充有缓冲液的孔，进行缓冲液的除去(图10(a)子工序6)。除去的

培养基被废弃回收到废液槽206中。将该工序重复共计2次(洗涤工序)(图10(a)子工序7)。

[0112] 接下来，在吸头端204安装吸头架207内的吸头，吸头端移动至常温药液架209，吸

引缓冲液(图10(a)子工序8)。移动至目标孔，添加缓冲液之后，吸头端移动至集尘箱214，将

吸头废弃。在37℃待机10分钟(调质)(图10(a)子工序9)。然后，吸引头205移动至填充有缓

冲液的孔，将缓冲液全量除去(图10(a)子工序10)。

[0113] <样品调制：相当于实施例1、2的工序2>

[0114] 在吸头端204安装吸头架207内的吸头，吸头端移动至常温药液架209，吸引药液

(图10(a)子工序11)。移动至目标孔，添加药液之后(图10(a)子工序12)，吸头端204移动至

集尘箱214，将吸头废弃。在37℃待机30分钟(图10(a)子工序12)。然后，将作为保持有容器

的容器保持部的一个构成例的带有第一调温功能的板座210和带有第二调温功能的板座

211从37℃变化至4℃之后(图10(a)子工序13)，吸引头205移动至填充有药液的孔，将药液

全量除去(图10(a)子工序14)。

[0115] 这里，关于本实施例中的温度调整部，说明了在板座上搭载调温功能，但显然，温

度调节部可以与容器保持部分离地存在。

[0116] <样品调制：相当于实施例1、2的工序3>

[0117] 在吸头端204安装吸头架207内的吸头，吸头端移动至冷藏药液架208，吸引缓冲液

(图10(a)子工序15)。如前所述，使用冷藏的药液是为了使转运蛋白活性那样的主动生命现

象停止。为了这一目的，冷藏药液架208将药液、缓冲液等保持于低温。移动至目标孔，添加

缓冲液之后(图10(a)子工序16)，吸头端204移动至集尘箱214，将吸头废弃。吸引头移动至

填充有缓冲液的孔，将缓冲液除去(图10(a)子工序17)。除去的培养基被废弃至废液槽206。

将该工序重复共计3次(洗涤工序)(图10(a)子工序18)。

[0118] <样品调制：相当于实施例1、2的工序4>

[0119] 将带有第一调温功能的板座210和带有第二调温功能的板座211从4℃变化至37℃

之后(图10(a)子工序19)，在吸头端204安装吸头架207内的吸头，吸头端移动至冷藏药液架

208，吸引缓冲液(图10(a)子工序20)。移动至目标孔，添加缓冲液之后(图10(a)子工序21)，

吸头端204移动至集尘箱214，将吸头废弃。在37℃待机30分钟(图10(a)子工序20)。然后，将
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带有第一调温功能的板座210、和带有第二调温功能的板座211从37℃变化至4℃之后(图10

(a)子工序22)，在吸头端204安装吸头架207内的吸头，移动至填充有含药剂的缓冲液的孔，

吸引含药剂的缓冲液(上清)，分注到第一板座212、和第二板座213上的回收用的回收板中

(回收)(图10(a)子工序23)。

[0120] <样品调制：相当于实施例1、2的工序5>

[0121] 将带有第一调温的板座210从4℃变化至37℃之后(图10(a)子工序24)，在吸头端

204安装吸头架207内的吸头，吸头端移动至常温药液架(209)，吸引含有EGTA的缓冲液(图

10(a)子工序24)。移动至第一板座212上的试验区1用的孔，添加含有EGTA的缓冲液之后(图

10(b)子工序25)，吸头端204移动至集尘箱214，将吸头废弃。在37℃待机30分钟(图10(b)子

工序26)。

[0122] 在吸头端204安装吸头架207内的吸头，吸头端移动至常温药液架209，吸引缓冲液

(图10(b)子工序27)。移动至第一板座212上的试验区2用的孔，添加缓冲液之后(图10(b)子

工序28)，吸头端204移动至集尘箱214，将吸头废弃。在37℃待机30分钟(图10(b)子工序

28)。

[0123] 在吸头端204安装吸头架207内的吸头，吸头端移动至冷藏药液架209，吸引缓冲液

(图10(b)子工序29)。

[0124] 移动至第二板座213上的试验区3用的孔，添加缓冲液之后(图10(b)子工序30)，吸

头端204移动至集尘箱214、将吸头废弃。在4℃待机30分钟(图10(b)子工序30)。

[0125] 在吸头端204安装吸头架207内的吸头，移动至填充有含药剂的EGTA缓冲液的孔，

吸引含药剂的EGTA缓冲液(上清)，分注(回收)至第一板座212上的回收用的回收板中(图10

(b)子工序31)。

[0126] 在吸头端204安装吸头架207内的吸头，移动至填充有含药剂的缓冲液的孔，吸引

含药剂的缓冲液(上清)，分注(回收)至第一板座212上的回收用的回收板中(图10(b)子工

序32)。

[0127] 在吸头端204安装吸头架207内的吸头，移动至填充有含药剂的EGTA缓冲液的孔，

吸引含药剂的缓冲液(上清)，分注(回收)至第一板座213上的回收用的回收板中(图10(b)

子工序33)。

[0128] 将带有第一调温功能的板座210和带有第二调温功能的板座211均变化至室温之

后(图10(b)子工序34)，在吸头端204安装吸头架207内的吸头，吸头端移动至常温药液架

209，吸引1％的TritonX‑100或纯水/甲醇(图10(b)子工序35)。移动至带有第一调温功能的

板座(210)和带有第二调温功能的板座211上的试验区1、2、3用的孔，添加1％的TritonX‑

100或纯水/甲醇之后(图10(b)子工序36)，吸头端204移动至集尘箱214，将吸头废弃。

[0129] 在吸头端204安装吸头架207内的吸头，移动至填充有上述试剂的孔，全量吸引细

胞悬浮液，分注(回收)至第一板座212和第二板座213上的回收用的回收板中(图10(b)子工

序37)。

[0130] 关于上述装置的运作，对实施例1、2的试验区1～3的各个工序中按顺序实施运作

的情况进行了叙述，各工序可以按顺序进行，也可以各个工序并行实施。

[0131] <从样品调制部向测定部的移送>

[0132] 培养板回收的药剂被移动至测定部(图10(b)子工序38)。在测定部中，利用酶标仪
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或LCMS进行药剂的测定(图10(b)子工序39)。

[0133] <由解析部进行的分配比率和分数的算出以及结果的显示>

[0134] 基于测定结果算出向各组分的分配比率和分数(图10(b)子工序40)。然后，将所得

的算出值在显示部中显示(图10(b)子工序41)。

[0135] 以上，关于实施例1～3中说明的构成，如果举出一个例子的话，例如如下所述。

[0136] ＜构成1＞

[0137] 一种成分分析装置，其特征在于，具备：保持多个容器的保持部，所述多个容器保

持规定的细胞；调整所述多个容器内的温度的温度调整部；测定所述多个容器内的成分、并

对该测定的所述成分进行解析的分析部，

[0138] 所述多个容器为至少第1容器、第2容器，所述第1容器内和所述第2容器分别保持

第1缓冲液，所述温度调整部进行调整以使得所述第1容器内的温度与所述第2容器内的温

度成为不同的温度，所述分析部测定从所述第1容器内的细胞向所述第1容器内的所述第1

缓冲液排出的成分的量、从所述第2容器内的细胞向所述第2容器内的所述第1缓冲液排出

的成分的量，并且通过所述细胞的转运蛋白排出的所述成分的量进行解析。

[0139] ＜构成2＞

[0140] 根据构成1记载的成分分析装置，其特征在于，所述规定的细胞为肝细胞，所述多

个容器至少为所述第1容器、所述第2容器和第3容器，在所述第3容器内保持有添加了规定

的物质的第2缓冲液，

[0141] 所述温度调整部进行调整以使得所述第2容器内的第2温度比所述第1容器内和所

述第3容器内的第1温度低，所述分析部测定从所述第1容器内的肝细胞向所述第1容器内的

所述第1缓冲液排出的成分的量、从所述第2容器内的肝细胞向所述第2容器内的所述第1缓

冲液排出的所述成分的量、以及从所述第3容器内的肝细胞向所述第3容器内的所述第2缓

冲液排出的所述成分的量，并且对通过所述肝细胞的转运蛋白而排出的所述成分的量、通

过所述肝细胞的毛细胆管而排出的所述成分的量、以及从所述肝细胞的转运蛋白和毛细胆

管以外排出的所述成分的量进行解析。

[0142] ＜构成2＞

[0143] 根据构成2记载的成分分析装置，其特征在于，进一步具有供给或回收所述多个容

器内的液体的送液部，所述送液部向所述多个容器供给含有所述成分的成分溶液，在回收

所述成分溶液之后向所述多个容器内供给第3缓冲液，在回收所述第3缓冲液之后向所述第

1容器和所述第2容器供给所述第1缓冲液、向所述第3容器供给所述第2缓冲液，所述分析部

测定从保持于所述多个培养容器的任一个之中的所述肝细胞向所述第3缓冲液内排出的成

分的量。

[0144] ＜构成4＞

[0145] 根据构成3记载的成分分析装置，其特征在于，所述第3缓冲液与所述第1缓冲液为

同一种缓冲液。

[0146] ＜构成5＞

[0147] 根据构成3记载的成分分析装置，其特征在于，所述温度调整部调整温度，以使得

保持所述第3缓冲液时的所述多个容器中的至少一个容器内的温度比所述第1温度低。

[0148] ＜构成6＞
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[0149] 根据权利要求1记载的成分分析装置，其特征在于，所述分析部测定在所述第3容

器内的肝细胞内残留的所述成分的量、以及在所述第1容器或所述第2容器中的至少一个容

器内的肝细胞中残留的成分的量，并且对在所述肝细胞的毛细胆管以外残留的所述成分的

量进行解析。

[0150] ＜构成7＞

[0151] 一种药剂成分分析装置，其特征在于，具备：保持多个容器的保持部(所述多个容

器保持吸收了药剂的肝细胞)，供给所述多个容器内的液体的送液部，调整所述多个容器内

的温度的温度调整部，以及测定所述多个容器内的药剂的量、并且对该测定的药剂进行解

析的分析部；所述多个容器为第1容器、第2容器和第3容器；所述送液部向所述第1容器和所

述第2容器供给第1缓冲液，并且向所述第3容器供给第2缓冲液(所述第2缓冲液促进所述药

剂从所述肝细胞的毛细胆管排出)；所述温度调整部调整温度以使得所述第2容器内的温度

比所述第1容器内和所述第3容器内的温度低；所述分析部分别解析：从所述第1容器内的肝

细胞排出到所述第1缓冲液内的所述药剂的量、从所述第2容器内的肝细胞排出到所述第1

缓冲液内的所述药剂的量、从所述第3容器内的肝细胞排出到所述第2缓冲液内的所述药剂

的量、

[0152] 从所述肝细胞的转运蛋白排出的所述药剂的量、从所述肝细胞的毛细胆管排出的

所述药剂的量、以及从所述肝细胞的转运蛋白和毛细胆管以外排出的所述成分的量。

[0153] ＜构成8＞

[0154] 一种药剂成分分析装置，其特征在于，具备：保持多个容器的保持部(所述多个容

器保持吸收了药剂的肝细胞)，供给或排出所述多个容器内的液体的送液部，调整所述多个

容器内的温度的温度调整部，以及测定所述多个容器内的药剂的量、并且对该测定的药剂

进行解析的分析部；所述送液部向所述多个容器供给所述药剂，在将所述药剂从所述多个

容器排出之后供给前处理用缓冲液，在将所述前处理用缓冲液从所述多个容器回收之后向

所述多个培养容器中的所述第1容器和所述第2容器供给第1缓冲液，以及向所述第3容器供

给第2缓冲液(所述第2缓冲液促进所述药剂从所述肝细胞的毛细胆管排出)；所述温度调整

部调整温度以使得所述第2容器内的第2温度比所述第1容器内和所述第3容器内的第1温度

低；

[0155] 所述分析部分别解析：从所述多个容器内的肝细胞排出到所述前处理用缓冲液内

的所述药剂的量，从所述第1容器内的肝细胞排出到所述第1缓冲液内的所述药剂的量，从

所述第2容器内的肝细胞排出到所述第1缓冲液内的所述药剂的量，从所述第3容器内的肝

细胞排出到所述第2缓冲液内的所述药剂的量，在对所述肝细胞进行前处理的阶段从所述

肝细胞排出的所述药剂的量，从所述肝细胞的转运蛋白排出的所述药剂的量，从所述肝细

胞的毛细胆管排出的所述药剂的量，以及从所述肝细胞的转运蛋白和毛细胆管以外排出的

所述药剂的量。

[0156] ＜构成9＞

[0157] 根据构成8记载的药剂成分分析装置，其特征在于，所述前处理用缓冲液与所述第

1缓冲液为同一种缓冲液。

[0158] ＜构成10＞

[0159] 根据构成8记载的药剂成分分析装置，其特征在于，所述温度调整部调整温度，以
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使得所述第1温度比保持所述前处理用缓冲液时的所述多个容器中的至少一个容器内的温

度高。

[0160] ＜构成11＞

[0161] 根据构成7至10记载的药剂成分分析装置，其特征在于，所述分析部测定在所述第

3容器内的肝细胞内残留的所述成分的量、以及在所述第1容器或所述第2容器中的至少一

个容器内的肝细胞中残留的成分的量，并且对在所述肝细胞的毛细胆管以外残留的所述成

分的量进行解析。

[0162] ＜构成12＞

[0163] 一种成分分析方法，其特征在于，包括：调温工序，调整温度以使得保持规定的细

胞的第2容器内的温度比保持所述规定的细胞的第1容器内的温度低；测定工序，测定从所

述第1容器内的细胞向所述第1容器内的所述第1缓冲液排出的成分的量、以及从所述第2容

器内的细胞向所述第2容器内的所述第1缓冲液排出的成分的量；以及解析工序，基于由所

述测定工序测定的结果，对通过所述细胞的转运蛋白而排出的所述成分的量进行解析。

[0164] ＜构成13＞

[0165] 根据构成12记载的成分分析方法，其特征在于，所述细胞为肝细胞；在保持有所述

肝细胞的所述第3容器内，保持添加了规定的物质的第2缓冲液；在所述调温工序中，进行调

整以使得所述第2容器内的第2温度比所述第1容器内和所述第3容器内的第1温度低；在所

述测定工序中测定：从所述第1容器内的肝细胞向所述第1容器内的所述第1缓冲液排出的

成分的量，从所述第2容器内的肝细胞向所述第2容器内的所述第1缓冲液排出的所述成分

的量，以及从所述第3容器内的肝细胞向所述第3容器内的所述第2缓冲液排出的所述成分

的量；在所述解析工序中分别解析：通过所述肝细胞的转运蛋白而排出的所述成分的量，通

过所述肝细胞的毛细胆管而排出的所述成分的量，以及从所述肝细胞的转运蛋白和毛细胆

管以外排出的所述成分的量。

[0166] ＜构成14＞

[0167] 根据构成13记载的成分分方法，其特征在于，在所述调温工序之前进一步包括送

液工序，供给或回收包括至少所述第1容器、所述第2容器和所述第3容器的多个容器内的液

体；在所述送液工序中，向所述多个容器供给含有所述成分的成分溶液，在回收所述成分溶

液之后向所述多个容器内供给第3缓冲液，以及在回收所述第3缓冲液之后向所述第1容器

和所述第2容器供给所述第1缓冲液、向所述第3容器供给所述第2缓冲液；在所述测定工序

中，解析从保持于所述多个培养容器的至少一个中的所述肝细胞向所述第3缓冲液内排出

的成分的量。

[0168] ＜构成15＞

[0169] 根据构成14记载的成分分析方法，其特征在于，所述第3缓冲液与所述第1缓冲液

为同一种缓冲液。

[0170] ＜构成16＞

[0171] 根据构成14记载的成分分析方法，其特征在于，在所述调温工序之前包括前处理

调温工序，调整温度以使得保持所述第3缓冲液时的所述多个容器中的至少一个容器内的

温度比所述第1温度低。

[0172] ＜构成17＞
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[0173] 一种药剂成分分析方法，其特征在于，包括：送液工序，向多个容器供给液体，所述

多个容器保持吸收了药剂的肝细胞；调温工序，调整所述多个容器内的温度；测定工序，测

定所述多个容器内的药剂的量；以及解析工序，对所述测定工序中测定的药剂进行解析。所

述多个容器为第1容器、第2容器和第3容器；在所述送液工序中，向所述第1容器和所述第2

容器中供给第1缓冲液，向所述第3容器供给第2缓冲液，所述第2缓冲液促进所述药剂从所

述肝细胞的毛细胆管排出；在所述调温工序中，调整温度以使得所述第2容器内的温度比所

述第1容器内和所述第3容器内的温度低；在所述测定工序中测定：从所述第1容器内的肝细

胞排出到所述第1缓冲液内所述药剂的量，从所述第2容器内的肝细胞排出到所述第1缓冲

液内的所述药剂的量，从所述第3容器内的肝细胞排出到所述第2缓冲液内的所述药剂的

量，在所述第3容器内的肝细胞内残留的所述成分的量，以及在所述第1容器或所述第2容器

中的至少一个容器内的肝细胞中残留的成分的量；在所述解析工序中分别解析：从所述肝

细胞的转运蛋白排出的所述药剂的量，从所述肝细胞的毛细胆管排出的所述药剂的量，从

所述肝细胞的转运蛋白和毛细胆管以外排出的所述药剂的量，以及在所述肝细胞的毛细胆

管以外残留的所述成分的量。

[0174] ＜构成18＞

[0175] 一种药剂成分分析方法，其特征在于，具备：送液工序，供给或排出多个容器内的

液体，所述多个容器保持吸收了药剂的肝细胞；调温工序，调整所述多个容器内的温度；测

定工序，测定所述多个容器内的药剂的量；以及解析工序，对由所述测定工序测定的药剂进

行解析，在所述送液工序中，向所述多个容器供给所述药剂，在将所述药剂从所述多个容器

排出之后供给前处理用缓冲液，在将所述前处理用缓冲液从所述多个容器回收之后向所述

多个培养容器中的所述第1容器和所述第2容器供给第1缓冲液、向所述第3容器供给第2缓

冲液，所述第2缓冲液促进所述药剂从所述肝细胞的毛细胆管排出；在所述调温工序中，调

整温度以使得所述第2容器内的第2温度比所述第1容器内和所述第3容器内的第1温度低；

在所述测定工序中测定：从所述多个容器内的肝细胞排出到所述前处理用缓冲液内的所述

药剂的量，从所述第1容器内的肝细胞排出到所述第1缓冲液内的所述药剂的量，从所述第2

容器内的肝细胞排出到所述第1缓冲液内的所述药剂的量，从所述第3容器内的肝细胞排出

到所述第2缓冲液内的所述药剂的量，在所述第3容器内的肝细胞内残留的所述成分的量，

以及在所述第1容器或所述第2容器中的至少一个容器内的肝细胞中残留的成分的量；在所

述解析工序中分别解析：在对所述肝细胞进行前处理的阶段从所述肝细胞排出的所述药剂

的量，从所述肝细胞的转运蛋白排出的所述药剂的量，从所述肝细胞的毛细胆管排出的所

述药剂的量，从所述肝细胞的转运蛋白和毛细胆管以外排出的所述药剂的量，以及在所述

肝细胞的毛细胆管以外残留的所述成分的量。

[0176] ＜构成19＞

[0177] 根据构成18记载的成分分析方法，其特征在于，所述前处理用缓冲液与所述第1缓

冲液为同一种缓冲液。

[0178] ＜构成20＞

[0179] 根据权利要求18记载的药剂成分分析方法，其特征在于，在所述调温工序之前包

括前处理调温工序，调整温度以使得所述第1温度比保持所述前处理用缓冲液时的所述多

个容器中的至少一个容器内的温度高。
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