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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、胆汁排泄輸送体の局在変化に関わる因子としてRadixinなどのアンカー蛋白質のリン酸赤状態の変化の生体へ
の影響について検討を行った。その結果、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 c
ultured 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 partne
rs (AnexinA2 etc) of biliary transporters by using two-dimensional fluorescence differential analysis with
 Ethan DIGE.  And we could characterize AnexinA2 which negatively regulates the canalicular membrane local
ization of Mrp2 and Bsep.  Moreover, chlestatic drugs(CyclopsorinA and Glibenclamide), including inhibitor
s  of Bsep, one of biliary transporter, shows hepatotoxicity in the presence of the concentrated bile acid
s mixtureby using human sandwich cultured hepatocytes.
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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 

(Multidrug resistance associated protein 

2)、 BSEP (Bile salt export pump)が発現

しており、ATP の加水分解エネルギーを利用

してビリルビンやグルタチオン(GSH)、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。近

年、これら慢性肝炎時に MRP2 や BSEP 及び

Radixin の mRNA 発現量低下を伴わない胆管

側膜での局在性の低下が報告されている。ま

たRadixinの C末端の脱リン酸化によりアン

カーとしての機能を失い、細胞質へ局在変化

することが知られている。これらから慢性肝

疾患時の胆汁輸送体の局在変化にラット同

様にRadixinのリン酸化の変化が関与してい

ることを示唆している。 

胆汁うっ滞時には胆汁排泄輸送体の基質

である胆汁酸等が肝臓に蓄積し肝線維化や

肝硬変、肝癌への進行に関わると考えられて

いる。しかし現在、これら慢性肝疾患時にお

ける胆汁排泄輸送体の内在化に伴う胆汁酸

等の蓄積が及ぼす生体への影響については

明らかとなっていない。 

２．研究の目的 

そこで、本研究は MRP2 と BSEP の局在性が

Radixin の C 末端のリン酸化状態を変化させ

ることにより可逆的に制御されるという申

請者の研究成果を基にして、慢性の肝炎モデ

ルに被検化合物の投与を行い、局在性の回復

に伴う胆汁うっ滞の改善が、肝硬変や肝癌へ

の進行を抑制するか検証を行う。これらによ

り慢性肝疾患時におけるRadixinの脱リン酸

化による胆汁排泄輸送体の内在化に伴う内

因性基質の蓄積が肝病態の悪化に関わるこ

とを明らかとすることを目的とする。 

３．研究の方法 

既に構築した BSEP 及び MRP2 の N 末端に緑

色蛍光色素 (GFP) を融合させた MRP2, 

BSEP-GFP 発現ベクターを肝細胞に導入し、

検討を行う。またヒト Sandwich cultured 

hepatocyte において、BSEP の内在化を伴う

胆汁うっ滞や肝障害を誘発する薬物につい

て、その毒性が胆汁酸の蓄積に依存するのか

について検討を行う。 

４．研究成果 

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。

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。また胆汁排泄輸送体の局在変化

に関わる因子としてRadixinなどのアンカー

蛋白質のリン酸赤状態の変化の生体への影響

について検討を行った。その結果、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。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

障害のスクリーニングや、局在制御のメカニ



ズムの解明に有用なツールとなることを示し

た。 
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