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研究成果の概要（和文）：本研究では、慢性肝炎モデルにて、胆汁うっ滞の改善に伴う肝病態に

対する影響を評価すると共に、ヒト肝スライス等を用いてヒトでの有効性を検証することを目的

として研究を行い、胆汁排泄輸送体の局在変化に関わる因子としてEthan DIGEを用いた２次元蛍

光ディファレンシャル解析により胆汁輸送体の局在制御を担う可能性のある複数の蛋白質

（Anexin A2）を同定し、MRP2の膜局在の制御因子であることを明らかとした。さらにMRP2と同

様に胆汁流の生成に関わるBSEPの機能低下時において、培地中の胆汁酸に依存した毒性感受性の

亢進することをヒト、ラット及びヒト肝細胞を用いたSandwich cultured hepatocyteにおいて見

出した。 

 

研究成果の概要（英文）： In this study, we examined localization of biliary transporters and 

physiological liver failure in chronic hepatitis by using human liver slices.  We could determine 

the new binding partners (AnexinA2 etc) of biliary transporters by using two-dimensional 

fluorescence differential analysis with Ethan DIGE.  And we could characterize AnexinA2 

regulate the canalicular membrane localization of Mrp2.  Moreover, inhibitors 

(CyclopsorinA and Glibenclamide) of Bsep, one of biliary transporter, shows toxicity in the 

presence of the concentrated bile acids mixtureby using human sandwich cultured 

hepatocytes. 
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発症し、肝障害の重篤化を招く。我々は、

急性の酸化ストレス時に胆汁排泄輸送

体の局在変化による機能低下に起因す

る肝内性胆汁うっ滞を明らかとし、その

メカニズムを解明してきた。一方で C 型

肝炎などの慢性肝疾患時にも胆汁排泄

輸送体の mRNA 発現量は変化せずに輸

送体の膜局在性の低下による胆汁うっ

滞が報告されている。長期にわたる胆汁

うっ滞は胆汁酸などの蓄積により、肝硬

変・肝癌へと進行することから、その早

期発見と治療法の確立は重要である。そ

こで、本研究においては慢性の酸化スト

レスに起因する慢性肝疾患時の胆汁う

っ滞に関して、酸化ストレスの発生と胆

汁酸の肝臓内蓄積について分子生物学

的解析を行う。それに基づき慢性肝疾患

時の胆汁うっ滞に対する新たな診断法

の確立と治療標的分子を見出す。 

２．研究の目的 

本研究では、これまでに明らかとした MRP2

の局在性を上昇させるシグナル伝達の関連

因子に着目し、それら活性化、阻害剤及び利

胆薬等を慢性肝炎モデルマウスにて、胆汁う

っ滞の改善に伴う肝病態に対する影響を評

価すると共に、ヒト肝スライス等を用いてヒ

トでの有効性を検証することを目的として

研究を行った。さらに胆汁うっ滞の起因とな

る酸化ストレスの発生機序に関して、これま

での研究背景からミトコンドリアに着目し

た研究を行った。 

３．研究の方法 

(1)  in vivo と in vitro の慢性肝炎モデルに

おけるプロテオミクス解析により、胆汁排

泄輸送体の局在変化時に特異的に変動する

因子を同定した。 

(2)  C型肝炎ウイルスのコア蛋白質を発現

している肝細胞(Hep-39b)とそのコントロ

ール細胞(Hep-swx)において、C 型肝炎時に

併発し胆汁うっ滞の起因となる酸化ストレ

スの発生機序に関して、ミトコンドリアに

着目した検討を行った。 

４．研究成果 

(1) 本研究においては、モデルとして汎用さ

れるLipopolysachalideの投与を行い、胆汁排

泄輸送体の局在変化に関わる因子として膜裏

打ちタンパク質であるRadixinとの結合が重

要な因子であることを明らかとし、更にヒト

及びラット肝スライスを用いて、酸化ストレ

スがヒトにおいても胆汁輸送体の局在に影響

を与えていることを明らかとした。更に、

Ethan DIGEを用いた２次元蛍光ディファレン

シャル解析により胆汁輸送体の局在制御を担

う可能性のある複数の蛋白質の同定に成功し

た。本年度の検討により得られたこれら結果

は、そこで本研究では、これまでに明らかと

したMRP2の局在性を上昇させるシグナル伝達

の関連因子についてEthan DIGEを用いた２次

元蛍光ディファレンシャルの解析を行った結

果、MRP2と新規に結合する蛋白質として

AnnexinA2を同定した。本蛋白質とMRP2との結

合に関してGST-pull down assayにより検討を

行ったところ、MRP2の局在の上昇時には、

AnnexinA2と結合の減少が認められた。本検討

における詳細な解析からAnnexinAが、MRP2を

含む膜蛋白質の細胞内動態に関わる重要な因

子であることを明らかとした。また、MRP2と

同様に毛細胆管側膜に発現し胆汁うっ滞の生

成に関わるBSEPの機能低下時において、培地

中の胆汁酸に依存した毒性感受性の亢進する

ことをヒト、ラット肝細胞Sandwich cultured 

hepatocyteにおいて見出した。 

(2) C型肝炎ウイルスコア蛋白質の発現細胞

から単離したミトコンドリアについて、ミト

コンドリアへの鉄の取り込みが上昇すること

が明らかとなり、この鉄取り込みの上昇には、



カルシウムユニポーターが関与することを明

らかとした。さらにカルシウムユニポーター

の阻害剤によりHep39bにおけるコア蛋白質と

鉄の共存化に増悪する細胞障害に対して抑制

効果を示し、C型肝炎の新規治療標的となる可

能性を示した。 
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