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研究成果の概要（和文）：肝臓の毛細胆管側膜に発現するBSEPの阻害は、毒性の高い胆汁酸が肝

細胞内に蓄積することで肝障害が惹起されるため、医薬品候補化合物のBSEP阻害能を評価するた

めのスクリーニング系が構築されている。しかし、既存の評価系では、輸送体の局在性の低下や

代謝物が毒性の要因の場合にはその影響を評価し難い。そこで本研究では、ラット、ヒト遊離肝

細胞を用いた、新たなBSEP機能評価系の構築を目的として、薬剤性肝障害を起こす薬物について、

BSEPの局在性と輸送機能への影響の検討を行った。その結果、肝障害を誘発することが既知の化

合物（25化合物）について、評価を行った結果、CyclosporinAに加えて胆汁うっ滞型肝障害を惹

起する9化合物において、BSEP内在化という新規阻害機序により肝障害が惹起される可能性が明

らかとなった。また、ヒト肝細胞においてMatrigelを重層することで肝細胞の極性を回復させた

Sandwich cultured hepatocytesにおいて胆汁酸に依存した肝毒性が見られるかについて検討を

加えた結果、先の検討においてBSEP阻害を示した11化合物のうちGlibenclamideにおいては、ヒ

ト肝細胞内でのみ毒性を示さず、これは、代謝速度に起因することを明らかとした。以上、本研

究からヒトSandwich cultured hepatocytesを用いた手法が胆汁うっ滞型肝障害をスクローニン

グするための有用なツールとなることを示した。 

 
研究成果の概要（英文）：Drug-induced liver injury (DILI) is a major reason for the dropout of 

candidate compounds from drug testing and the withdrawal of pharmaceuticals from clinical use. 

Among the various mechanisms of liver injury, the accumulation of bile acids (BAs) within hepatocytes 

is thought to be a primary mechanism for the development of DILI. Although bile salt export pump 

(BSEP) dysfunction is considered a susceptibility factor for DILI, little is known about the relationship 

between drug-induced BSEP dysfunction and BA-dependent hepatotoxicity. Furthermore, few methods 

are at hand for the systematic and quantitative evaluation of BA-dependent DILI. This study aimed to 

construct a model of DILI by employing sandwich-cultured hepatocytes (SCHs). SCHs can be used to 

assess functions of canalicular transporters such as BSEP and the activity of metabolic enzymes. Here, 

the impact of 25 test compounds was investigated on BA-dependent cytotoxicity in SCHs. As a result, 

BA-dependent toxicity was observed for 11 test compounds in SCHs treated in the presence of BAs, 

while no signs of toxicity were observed for SCHs treated in the absence of BAs. Of the 11 compounds, 

nine were known BSEP inhibitors. Moreover, for some compounds, an increase in the severity of 

BA-dependent toxicity was observed in SCHs that were co-treated with 1-aminobenzotriazole, a 

non-selective inhibitor of cytochrome P450 (CYP450)-mediated drug metabolism. These results indicate 

that the SCH-based model is likely to prove useful for the evaluation of BA-dependent DILI, including 

the effects of drug metabolism and BSEP inhibition on liver injury. 
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１．研究開始当初の背景 

肝臓の毛細胆管側膜にはMRP2、 BSEPが

発現しており、ATPの加水分解エネルギー

を利用して有機アニオン性薬物や胆汁酸等

の内因性基質を濃縮的に胆汁中に排泄する

ことで胆汁流の生成に寄与している。これ

ら輸送体の胆管側膜から細胞内への内在化

や膜への局在化のバランスが崩れると

MRP2, BSEPの膜発現の減少により胆汁う

っ滞が誘発される。重篤な肝毒性が原因と

なり製造中止になったTroglitazoneの肝障害

の機序の一つとしてその硫酸抱合体による

BSEPの機能阻害が報告されており、BSEP

の阻害は肝障害と密接に関わることが知ら

れ て い る 。 近 年 、 女 性 ホ ル モ ン や

CyclosporinAによりMrp2, Bsepの内在化に

伴った胆汁流の減少が報告されている。し

かし、これら薬物等により惹起された輸送

体の内在化に起因する胆汁酸の蓄積による

肝障害は報告されていない。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究は「BSEPの内在化を伴った

機能低下による胆汁酸の蓄積が薬剤性肝障

害の一因となる」という仮説を立て、薬剤

性肝障害を起こす薬物について、BSEPの局

在性と輸送機能への影響を検討し仮説を立

証することを目的とした。 

３．研究の方法 

本研究課題では、ラット、ヒトより調製した

培養肝細胞及び蛍光標識 BSEP 発現細胞株の

構築を行い、薬剤性胆汁うっ滞に関わる胆汁

酸輸送体 BSEP の局在性の変動により生じ

る輸送機能の低下を評価する。また蛍光標識

した BSEP を導入した McARH7777 細胞株を

構築し、BSEP 局在評価スクリーニング系と

して、正常なヒト肝細胞の代替実験法となり

うるか検討を行う。 

４．研究成果 

肝臓の毛細胆管側膜に発現するBSEPの阻害は、

毒性の高い胆汁酸が肝細胞内に蓄積すること

で肝障害が惹起されるため、医薬品候補化合

物のBSEP阻害能を評価するためのスクリーニ

ング系が構築されている。しかし、既存の評

価系では、輸送体の局在性の低下や代謝物が

毒性の要因の場合にはその影響を評価し難い。

そこで本研究では、ラット、ヒト遊離肝細胞

を用いた、新たなBSEP機能評価系の構築を目

的として、薬剤性肝障害を起こす薬物につい

て、BSEPの局在性と輸送機能への影響の検討

を行った。前年度において構築したBSEP-GFP

発現MCARh7777細胞株において、Molecular 

Devise社の協力のもとハイコンテントスクリ

ーニングを用いて、肝障害を誘発することが

既知の化合物（25化合物）について、評価を

行った結果、CyclosporinAに加えて胆汁うっ

滞型肝障害を惹起する9化合物において、BSEP

の内在化を引き起こす事が新たに明らかとな

り、BSEP内在化という新規阻害機序により肝

障害が惹起される可能性が明らかとなった。



本化合物において、ヒト肝細胞において

Matrigelを重層することで肝細胞の極性を回

復させたSandwich cultured hepatocytesにお

いて胆汁酸に依存した肝毒性が見られるかに

ついて検討を加えた結果、先の検討において

BSEP阻害を示した9化合物のうち

Glibenclamideにおいては、ヒト肝細胞に対し

て毒性を示さなかった。本化合物について、

詳細な検討を行った結果、Glibenclamideはヒ

ト肝細胞内で速やかに代謝による消失が起き

ていることが、毒性を示さない原因であるこ

とが明らかとなり、ヒトSandwich cultured 

hepatocytesを用いた手法が胆汁うっ滞型肝

障害をスクローニングするための有用なツー

ルとなることを示した。 
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