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研究成果の概要（和文）：胆汁排泄成分の恒常性維持に関わる胆汁排泄トランスポーター群の発

現調節機構を明らかとすることを目的として研究を開始した。その結果、胆汁生成に関わる一

連のトランスポーター群と相互作用する細胞内因子を酵母 two-hybrid スクリーニングにより

同定し、これらがリン脂質、有機アニオン化合物輸送体の発現・機能調節に選択的に働くこと

を明らかとした。コレステロールの胆汁排泄に関しては、いったん細胞外に分泌され、外側か

らコレステロール分泌を促進する機能的共役因子も新たに見出した。また、上記とほぼ並行し

て骨形成等の生体ホメオスタシスに関わる RANKL を取り巻く蛋白質群の機能共役についても新

たに研究を開始し、RANKL の生合成過程から膜表面発現までの多段階に渡る制御を行う新規な

相互作用蛋白質群を同定し、その機能を明らかとすることに成功した。見出された相互作用蛋

白質群は、過去に細胞内シグナル伝達関連分子や小胞輸送関連分子との相互作用が報告されて

いる分子でもあり、当該膜蛋白質の発現調節システムとしてより高次な調節機構の存在を初め

て提唱するに至った。 
 
研究成果の概要（英文）：We started a study for the purpose of clarifying a regulation 
mechanism of the biliary excretion transporters involved in homeostatic maintenance of 
the bile components. As a result, we identified molecules interacting with a series of 
transporters by yeast two-hybrid screening. These molecules selectively regulate the 
expression and localization of organic anion transporter and phospholipid transporter. 
Concerning to the cholesterol transporter, we have identified a molecule stimulating 
cholesterol efflux mediated by ABCG5/G8 from outside cells. Finally, we started research 
related to bone homeostasis especially focusing on RANKL which is a key regulator of bone 
resorption / bone formation. As a result, we succeeded in identifying a series of 
interacting molecules and signaling cascade regulating the biosynthesis and trafficking 
of RANKL in osteoblastic cells. Those are known to be involved in cellular signaling and 
vesicular trafficking in other cells. We proposed for the first time that these machinery 
play role in regulation of RANKL as well as phenotype of bone homeostasis. 
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１．研究開始当初の背景 
薬物トランスポーターは、薬物の体内動態に
重要な役割を果たし、薬理効果・副作用の発
現に大きく寄与している。また、薬物のみな
らず胆汁酸・脂質などの内因性物質の輸送能
を有するものも多く存在し、先天性・後天性
の発現機能変動が疾患原因となる場合も少
なくない。しかしその発現・機能変動の分子
メカニズムの詳細は十分解明されていない。 
 
２．研究の目的 
薬物トランスポーター膜蛋白質の細胞内局
在や輸送機能制御に必要な可溶性タンパク
質群・膜タンパク質群を同定し、生理的役割
を解明するとともに、先天性の遺伝変異、後
天性の要因による病態発症機構との関連を
解析することにより、新規治療法・創薬標的
の提唱につなげることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
細胞内外の刺激に伴い膜表面局在が変化す
ることが知られる排泄トランスポーター群
について、酵母 two-hybrid 法により相互作
用因子のスクリーニングを行なった。得られ
た個々因子について in vitro、ならびに in 
vivo 機能解析を進めた。また、過去の情報か
ら相互作用が想定される分子については発
現・機能制御との関連を詳細に検討した。日
本人で頻度の高い遺伝多型を有する薬物ト
ランスポーターについて特定の疾患発症と
の関連性について調査した。更に後半では、
骨粗鬆症の創薬標的と関連の深い骨代謝関
連膜蛋白質の細胞内トラフィック制御にも
研究を展開した。 
 
４．研究成果 
１）肝胆管側排泄輸送体の相互作用蛋白質の
同定と機能解析に関する研究 
肝細胞胆管側に発現する種々排泄輸送体の
発現・機能制御の分子実体を明らかとするこ
とを目的として酵母 two-hybrid 法によるス
クリーニングを行った。その結果、ABCC2 に
対して SUMO 化関連因子群を（Minami et al., 
2009）、リン脂質輸送体 ABCB4 に対して RACK1
を相互作用因子として見出した（Ikebuchi et 
al., 2009）。RACK1 は ABCB4 のみならず ABCG2
の発現調節にも同様に関与することを示し、
RACK1 が肝臓においてこれら複数の胆汁排泄
輸送体群の共通調節因子として働く可能性

を示した（Ikebuchi et al., 2010）。 
 
２）NPC1L1 の生理機能と調節機構に関する研
究 
消化管におけるコレステロールトランスポ
ーターNPC1L1の機能解析をCaco2に高発現さ
せた系を用いて詳細に解析し、世界に先駆け
て報告した（Yamanashi et al., 2007）NPC1L1
はコレステロールのみならず脂溶性ビタミ
ンの吸収をも担うことも示すことができた
（Narushima et al., 2008）。更にビタミン
Ｋがその基質となることを見出し、臨床的な
意義を含めて検証中である。NPC1L1 はヒトに
おいて肝細胞の胆管側に局在し、胆汁に分泌
されたコレステロールの再吸収への関与が
示唆されていること、NPC1L1 のホモログであ
る NPC1 で NPC2 との機能的相互作用が知られ
ていたこと、NPC2 が胆汁中に検出されること
から、NPC1L1 と NPC2 にも何らかの機能共関
が存在するとの仮説を立て、これを検証した。
その結果、両者が相互作用し、肝臓において
NPC1L1 が NPC2 の発現を負に制御することを
見出した（投稿準備中）。更に、NPC2 の胆汁
中濃度とコレステロールの胆汁排泄には正
の相関があり、胆汁中 NPC2 が肝細胞胆管側
に発現するコレステロール排泄トランスポ
ーターABCG5/G8 からのコレステロールアク
セプターとして機能することを示した。すな
わち NPC1L1 はそれ自身が胆汁中からのコレ
ステロールの再吸収を行い、胆汁中へのコレ
ステロール分泌を抑制するとともに、NPC2 の
分泌を制御することで ABCG5/G8 からの胆汁
分泌も間接的に抑制するという、二段階に渡
って肝臓からのコレステロール排泄の負の
制 御 因 子 で あ る こ と を 明 ら か と し た
（Yamanashi et al., in press）。 
 
３）痛風発症と ABCG2 の遺伝多型に関する研
究 
高尿酸血症に引き続いておこる生活習慣病
である痛風の主要な病因遺伝子として尿酸
排出トランスポーターABCG2/BCRP を見出し、
ABCG2 の機能欠損・低下をもたらす遺伝子変
異の組み合わせが痛風発症リスクの上昇に
繋がることを示すことに成功した（Matsuo et 
al., 2009）。ABCG2 の変異が何故痛風発症リ
スクとなるかの分子機序について現在検討
を継続している。 
 



４）骨代謝制御因子の分泌制御に関する研究 
骨芽細胞に発現し、破骨前駆細胞内を活性化
するリガンド分子 RANKLは主に分泌型リソソ
ームに局在しており、①細胞膜表面に局在す
る少量の RANKL は、破骨前駆細胞内にシグナ
ルを入力するリガンド分子としてだけでな
く、RANK との相互作用に伴って骨芽細胞内に
リバース・シグナルを伝達するシグナル受容
分子としても機能し、②このリバース・シグ
ナルによって、分泌型リソソームからの
RANKL 放出がトリガーされることなどが明ら
かとなった（Kariya et al., 2009）。またさ
らに、骨芽細胞に発現する RANKL のデコイ受
容体 OPG は従来、細胞外に分泌された後に細
胞膜表面の RANKLと結合することでシグナル
伝達を阻害していると考えられてきたが、③
実は大部分の RANKLはゴルジ体でのタンパク
質合成段階で既に OPG と相互作用しており、
OPG と複合体を形成した RANKL が Class C Vps 
complex との相互作用を介して分泌型リソソ
ームへの選別輸送を受けていること、および
④この OPG による RANKL 選別輸送の調節機能
は、デコイ受容体としての機能より大きく破
骨細胞活性化抑制に寄与していることを明
らかにすることにも成功した（Aoki et al., 
2010）。また、⑤分泌型リソソームから細胞
膜表面への RANKL 移行過程には低分子量 Gタ
ンパク質である Rab27a/b と、そのエフェク
ター分子である Slp4, Slp5, Munc13-4 が関
与していること、なども見出している。これ
らの結果は、RANKL の細胞内局在の制御が生
体における骨代謝調節に極めて重要な役割
を果たしていることを示唆しており、従来の
RANKL シグナル伝達制御に関する常識を塗り
替える発見である。今後は、RANKL が細胞膜
表面に移行する過程に関与する分子の同定
を進め、新規の骨粗鬆症治療標的の提唱につ
なげていく予定である。 
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