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研究成果の概要（和文）： 
肝細胞の毛細胆管側膜(canalicular membrane; CM)に発現するトランスポーターである Bile 
salt export pump(BSEP)の機能低下は、肝内胆汁うっ滞を惹起する。CM からの内在化促進に

よる BSEP の CM 発現量の低下がその一因として報告されているが、BSEP の翻訳後制御に関

わる分子機構は不明であり、未だ当該疾患に対する有効な治療法は確立していない。本研究で

は、①ユビキチン(Ub)化という翻訳後修飾が BSEP の CM からの内在化シグナルとして働くこ

と、②BSEP は CM で Ub 化を受けた後、AP2 というアダプタータンパク質を介してクラスリ

ン依存的な内在化を受けていることを見出し、上記の分子機構の一端を明らかにすることに成

功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Bile salt export pump (BSEP) localizes on canalicular membrane of hepatocytes and 
mediates biliary excretion of bile salts. BSEP dysfunction attributed to its internalization 
from hepatocanalicular membrane and subsequent degradation causes intrahepatic 
cholestasis. At present, no medical therapy for this disease state has been established, 
because the regulatory mechanism of cell surface expression of BSEP remains to be 
elucidated. In this study, we explored it focusing on posttranslational machinery and 
demonstrated that ubiquitination, a posttranslational modification, of BSEP plays a role in 
its internalization via clathrin-mediated endocytosis involving the AP2 adaptor complex, 
an adaptor protein required for cargo selection in clathrin-mediated endocytosis. 
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１．研究開始当初の背景 
BSEP は CM に局在し、肝細胞から胆汁中へ

の胆汁酸排泄を担うトランスポーターであ

り、胆汁流形成に働いている。遺伝的ならび
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に種々の肝疾患に付随して、BSEP は CM か

ら内在化し、CM における発現量が減少する

ことが報告されており、その際には胆汁流の

低下(肝内胆汁うっ滞)、肝細胞内の胆汁酸蓄

積による肝毒性が惹起され、肝疾患が重篤化

する。このような肝内胆汁うっ滞を伴う重篤

な肝疾患症例は年間 5,000～10,000例が報告

されているにも関わらず、BSEP の CM から

の内在化制御に関わる分子機序が未解明で

あるため、未だ有効な内科的療法が確立して

いない。現行の利胆薬を用いて症状の改善が

認められない場合には、唯一の治療法は肝移

植である。肝移植は生着するかどうかが確実

ではなくリスクが高いこと、高額な手術費が

かかること、さらに免疫抑制剤を一生服用し

続けなくてはならないことなどから、患者に

多大な負担を強いる治療法である。また現状

では、肝移植の需要に対して施術例数が追い

ついていない。これらの問題点を解決するた

めに、肝内胆汁うっ滞症治療薬の開発が切望

されている。 
 
２．研究の目的 
CM に発現し、胆汁酸の肝細胞から胆汁中へ

の排泄を担うトランスポーターである BSEP
を対象とし、BSEP の CM からの内在化に関

わる分子機構を理解することにより、肝内胆

汁うっ滞を伴う肝疾患に対する新たな創薬

標的を提唱することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)膜タンパク質の細胞膜からの内在化/分解

シグナルの 1 つとして、Ub 化が知られてい

る。Ub 化された膜タンパク質は、細胞膜か

ら内在化し、初期エンドソームにおいてリソ

ソーム分解経路へと選別を受ける。これまで

に我々は、Ub のドミナントネガティブ

(dominant negative; DN)体を発現させた

HEK293T 細胞を用い、ビオチニレーション法

を駆使することにより、Ub 化が BSEP の細胞

膜からの内在化に関与することを見出して

いる。本研究においては、肝細胞由来で CM
を形成する McA-RH7777 細胞をホスト細胞

として用い、実際に Ub 化が CM からの内在

化に働くか否かについて検討した。 
タイトジャンクションが障害となるため、

CM に発現する膜タンパク質の内在化をビオ

チニレーション法を用いて評価することは

困難である。本研究では蛍光タンパク質と

BSEP のキメラタンパク質を発現する

McA-RH7777 細胞を構築し、Ub の DN 体が

CM に発現する本キメラタンパク質の消失速

度に及ぼす影響を Time lapse imaging を用い

て評価することにより、BSEP の CM からの

内在化に対する Ub 化の作用を検討した。 
 
(2)我々はこれまでに、clathrin-mediated 
endocytosis(CME)のアダプタータンパク質で

ある AP2 adaptor complex(AP2)が BSEP の C
末端に存在するチロシンモチーフと相互作

用し、BSEP の CME を促すことを見出してい

る(Hayashi H, et al., Hepatology. 2012 
55(6):1889-900)。本内在化経路と、上述の Ub
化を介した BSEP の内在化経路の関連性を検

討すべく、AP2 と相互作用できない BSEP 変

異体を作成し、Ub の DN 体が本 BSEP 変異体

の CM からの内在化に及ぼす影響を(1)に記

載した方法論を用いて評価した。 
 

４．研究成果(図 1 参照) 
(1) Ub 化が BSEP の CM からの内在化シグナ

ルとして働き、CM 発現量を負に制御してい

ることが示唆された。 
 
(2) CM で Ub 化を受けた BSEP は、Eps15、
AP2 の働きにより、クラスリン依存的な経路

を介して CM から内在化していることが示唆

された。 

 
以上の成果は、CM に発現する BSEP の内在

化経路に関わる分子機構を初めて明らかに

したものであり、肝臓学領域において重要な

研究成果であるとともに、今後の難治性肝疾

患の内科的治療法の開発に貢献するもので

ある。 
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