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研究成果の概要（和文）： 
肝細胞の細胞膜に発現する輸送タンパク質である Bile salt export pump(BSEP)の細胞膜発現
量の低下は、肝内胆汁うっ滞を惹起する。BSEP の細胞膜発現量制御の分子機構が不明である
ため、当該疾患に対しては有効な治療薬は存在せず、その開発が切望されている。本研究では、
①Ub 化という翻訳後修飾が BSEP の内在化シグナルとなること、②AP2 というアダプタータ
ンパク質が BSEP の細胞膜からの内在化に働くことを見出し、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, is an internalization 
signal of BSEP and that AP2, an adaptor protein for clathrin-mediated endocytosis, is 
associated with BSEP internazliation through its direct interaction with BSEP. 
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１．研究開始当初の背景 
胆汁酸、ビリルビングルクロナイドの肝細胞
から胆汁中への排泄は、それぞれ BSEP, 

MRP2 という肝細胞毛細胆管側膜に局在す
るトランスポーター(TP)を介して行われ、遺
伝的ならびにストレス要因に付随した BSEP, 
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MRP2 の毛細胆管側膜上からの減少は、それ
ぞれ胆汁酸、ビリルビングルクロナイドの胆
汁排泄の低下を招く結果、肝内胆汁うっ滞、
黄疸として顕在化し、最終的には重篤な肝機
能障害の発症につながることが明らかにさ
れている。しかしながら、当該疾患において
両 TP の細胞膜発現量が低下する分子機序に
関しては未解明であり、肝内胆汁うっ滞、胆
道ドレナージ減黄不応例および黄疸のある
肝硬変などは、総計で年間 5,000～10,000 例
の患者がいるにも関わらず、有効な内科的療
法の開発が進んでいないのが現状であり、現
行の利胆薬を用いて症状の改善が見られな
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、
新規肝機能障害改善薬の開発が強く望まれ
ている。 
 
２．研究の目的 
肝細胞毛細胆管側膜上に局在し、胆汁酸、ビ
リルビングルクロナイドの肝細胞から胆汁
中への排泄を担うトランスポーター(TP)で
ある BSEP, MRP2 を対象とし、両 TP の細胞
膜上発現量制御の分子機構を解明すること
により、両 TP が関連する疾患である肝内胆
汁うっ滞、黄疸を伴う肝機能障害の新たなる
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、ユビキチン(Ub)化
が知られている。Ub化されたタンパク質は、
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、4PBAが細胞膜上に存在す
る BSEPの分解抑制作用を有すること
(Hayashi H, Sugiyama Y. Hepatology. 2007 
45(6):1506-16.)、さらには、4PBAが細胞膜
上 BSEPの Ub化を低下させること（Hayashi H, 
Sugiyama Y. Mol Pharmacol. 2009 
75(1):143-50.)を見出している。本研究では、 
Ubのドミナントネガティブ体を発現させた
培養細胞において、biotinylation法を用い
て細胞膜上 BSEPの分解速度、内在化速度、
内在化後の分解速度を測定することにより、
BSEPの細胞膜からの内在化/分解プロセスに
対する Ub化の関与を検討した。 
 
(2)これまでの報告から BSEPは clathrin依
存的な内在化をすることが推測されたこと 
(Ortiz DF et al, J Biol Chem. 2004 

30;279(31):32761-70.)、clathrin-mediated 
endocytosisのアダプタータンパク質である
AP2 adaptor complex(AP2)の認識配列が BSEP
の細胞内ドメインに存在すること、さらには
マイクロアレイ解析の結果、4PBA投与時に
AP2のサブユニットの 1つである AP2αの発現
量の顕著な変化が認められたことから、BSEP
の内在化に対する AP2の寄与を検討した。
RNAi法を用い、BSEPの内在化速度、発現量、
輸送機能に対する AP2の影響を評価するとと
もに、site-directed mutagenesis法、GST 
pulldown法など種々の分子生物学的手法を
用いて BSEPと AP2の相互作用部位について
解析を進めた。 
 
４．研究成果 
(1) Ub 化は BSEP の内在化シグナルとして働
くことにより、細胞膜上に発現している BSEP
の分解促進に働くことが示唆された。 
 
(2)AP2 は BSEP の C 末端に存在するチロシン
モチーフに結合し、BSEPの細胞膜からの内在
化に働いていることが明らかとなった。 
 
以上の成果は、BSEPの細胞膜からの内在化経
路、細胞膜発現量制御の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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