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研究成果の概要（和文）：原発性胆汁性胆管炎（PBC）は、慢性進行性の胆汁鬱滞性肝疾患であり、胆管上皮細
胞に対する自己免疫反応の関与が示唆されている一方で、その発症・進展機序は未だ不明なままである。
本研究では、疾患の罹りやすさに関連する遺伝子を網羅的に探索するゲノムワイド関連解析（GWAS）という遺伝
統計学的手法を用いて、新規日本人PBC感受性遺伝子領域を同定した。さらに、SNPインピュテーション解析や機
能解析などを駆使し、それぞれの遺伝子領域において、発症に直接寄与する機能的遺伝子多型（causal 
variant）の同定、および、causal variantに起因するPBC発症機序の解明に至った。

研究成果の概要（英文）：Primary biliary cholangitis (PBC) is a chronic and cholestatic liver disease
 that is caused by the autoimmune destruction of bile ducts.
In this study, we identified novel susceptibility gene loci for PBC in the Japanese population by 
genome-wide association study (GWAS). Additionally, disease causal variants in these loci and their 
molecular mechanisms for disease susceptibility in PBC were clarified using Single Nucleotide 
Polymorphism (SNP) imputation analysis and in silico/ in vitro functional analysis.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 原発性胆汁性胆管炎（PBC）　ゲノムワイド関連解析（GWAS）　疾患感受性遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、胆管に症状が出る自己免疫疾患である原発性胆汁性胆管炎（PBC）の発症に寄与する遺伝要因
の同定、および、そこから発症に至るまでのメカニズムが、それぞれ明らかにされた。
本研究を手掛かりに、マウスなどを用いた個体レベルでの研究に加え、遺伝情報を元にした創薬や、「発症予測
キット・副作用予測キット」の開発を目指した臨床研究への発展、さらには、予防および治療の双方向からのア
プローチによるPBCの制圧が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

原発性胆汁性胆管炎（PBC）は、慢性進行性の胆汁鬱滞性肝疾患であり、胆管上皮細胞に対す

る自己免疫反応の関与が示唆されている一方で、その発症・進展機序は未だ不明なままである。

一卵性双生児一致率は他の自己免疫疾患と比較しても極めて高率（約 60％）であることに加え、

家族集積性も見られることから、PBC の発症には遺伝要因の強い関与が示唆されている。 

 近年のヒトゲノム解析技術の進歩により、疾患の罹りやすさに関連する遺伝子（疾患感受性遺

伝子）の網羅的探索法である

ゲ ノ ム ワ イ ド 関 連 解 析

（GWAS）が世界中で実施され

ている。PBC 研究においても、

人見が参加する研究グルー

プによって日本人を対象と

する GWASが実施された結果、

8 ヵ所の PBC 感受性遺伝子が

同定された（Kawashima M, 

Hitomi Y, et al, Hum Mol 

Genet 2017）（図 1：横軸はマ

ーカーとなる一塩基多型

（SNP）が存在する染色体上

の位置、縦軸は PBC との関連の強さを示し、縦軸の高い位置にある SNPs ほど、疾患との関連が

強い）。 

GWAS の成果を、病因・病態解明や、個々の遺伝的背景を元に最適な医療を選択する「個別化

医療」へと展開するためには、疾患感受性遺伝子の機能探索に加え、疾患感受性遺伝子領域内に

存在し発症に直接寄与する機能的遺伝子多型（primary functional variant）の同定およびそれ

らを対象とする機能解析もまた、次のステップとなる。なぜなら、primary functional variant

が及ぼす遺伝子機能や発現への影響のみならず、primary functional variant を標的とした創

薬や既存薬剤適用のヒントが得られるためである。 

しかしながら、GWAS は網羅的な探索法であるため、疾患への寄与が不明な感受性遺伝子が、

しばしば同定される（日本人 PBC 感受性遺伝子 POU2AF1A など）。そればかりか、疾患感受性遺伝

子領域内において約 500 塩基に 1 ヶ所の割合で存在する多数の SNPs の中から、正確に primary 

functional variant を同定するのは非常に困難であった。そのため、GWAS によって同定された

疾患感受性遺伝子を対象とした、更なる研究が期待されている。 

 

２．研究の目的 

以上を背景として、GWAS を用いて人見が参加する研究グループによって同定された日本人 PBC

感受性遺伝子領域を対象に、primary functional variant の同定、PBC 発症機序の解明、さらに

は個別化医療への展開を目的として、本研究で実施した以下の計画を立案した。 

(1) PBC 感受性遺伝子領域内のすべての SNPs を対象に、大規模生物情報学的解析・各種機能予

測データベースを利用した in silico 解析・in vitro 機能解析を駆使し、primary 

functional variant を同定した。 

(2) 細胞腫やデータベース等を利用し、PBC 感受性遺伝子や primary functional variant の機

能解析を実施することで、PBC の発症機序を解明した。 

図 1 日本人 PBC を対象として実施された GWAS にて、複数の

疾患感受性遺伝子領域を同定した（Kawashima M, Hitomi Y, 

et al. Hum Mol Genet 2017） 



３．研究の方法 

(1) 大規模な生物情報学的解析による primary functional variant 候補の絞り込み 

GWAS にて同定された日本人 PBC 感受性遺伝子領域内に存在するすべての SNPs の中から、以下

の方法にて primary functional variant の候補を絞り込んだ。 

① SNP インピュテーション解析・High-density association mapping 

SNP インピュテーション解析には、次世代シークエンサーによって得られた、精度が高く（平

均カバレッジが 30 以上）、充分量（数百検体以上）の健常者全ゲノム DNA 配列データが参照配

列として必須である。この基準を満たす日本人データを保有するのは、東北大学東北メディカ

ル・メガバンク機構（ToMMo）のみであった（Nagasaki M, et al. Nat Commun 2015）。 

本研究においては、ToMMo の長崎正朗教授（当時）らとの共同研究にて、研究グループ以外

への公開が制限されている ToMMo の健常者全ゲノム DNA 配列データ（n=2,049）を参照配列と

して利用し、PBC を対象とした GWAS データ（PBC 患者：894 例、健常者：1,029 例）からの SNP

インピュテーション解析（IMPUTE2 利用）および High-density association mappingを ToMMo

のスーパーコンピュータにて実施した。 

② SNP 機能予測データベースを用いる in silico 解析 

上記解析にて PBC 感受性との強い関連を示す SNPs を対象に、「RegulomeDB」（遺伝子変異が

発現制御に及ぼす影響を包括的に検討）・「Polyphen2」（遺伝子変異によるアミノ酸置換がタン

パクに与えるダメージを検討）・「Transfac」（遺伝子変異周辺配列における転写因子との結合

を検討）・「PolymiRTS」（遺伝子変異による 3’-非翻訳領域への miRNA 結合への影響を検討）

などのデータベースを駆使する in silico 解析を実施して、primary functional variantの

候補を効率的に選定した。 

(2) Primary functional variant の同定および発症メカニズム解明を目指す in vitro 機能解析 

絞り込んだ primary functional variant 候補の遺伝子上の位置に応じた、以下の in vitro機

能解析にて、primary functional variant を同定した。さらに、primary functional variant

に起因する発症機序を解明した。 

① ルシフェラーゼ・アッセイ（SNP の周辺配列にルシフェラーゼ遺伝子を結合した発現ベクタ

ーを細胞に導入後、遺伝子変異による遺伝子発現制御の差を蛍光の強さで検知） 

② ゲルシフト・アッセイ（転写因子との結合による DNA 断片の電気泳動速度の違いを利用） 

(3) PBC 感受性遺伝子や primary functional variant の機能解析 

PBC 感受性遺伝子や primary functional variant に起因する発症機序を解明すべく、以下の

解析を実施した。 

① CRISPR-Cas9 を利用するゲノム編集キットにて、複数の細胞（ヒト T 細胞腫 Jurkat、ヒト肝

細胞腫 HepG2、ヒト胆管細胞腫 HuCCT など）を対象とし、各 primary functional variant

をノックインした定常株を作製した。それらを用いて、各 PBC 感受性遺伝子の機能に応じ

た in vitro 機能解析を実施した。 

② e-QTL（発現量的形質遺伝子座）解析データベースである「GTEx portal」を利用し、ヒトゲ

ノム中の全遺伝子の発現量に対する primary functional variant の寄与の有無を、主要臓

器（全血・肝臓・脾臓など）ごとに網羅的に検討した。 

 

 

 



４．研究成果 

(1) GWAS および SNP インピュテーション解析 

 人見が参加する研究グループ

によって実施された GWAS に用い

られたサンプルセットに加え

（Kawashima M, Hitomi Y, et 

al, Hum Mol Genet 2017）、新規

に収集したサンプルセットに対

する GWAS メタ解析を実施したと

ころ、Chromosome 3q13.3 を新規

PBC 感受性遺伝子領域として世

界で初めて同定した（図２、

Hitomi Y, Ueno K, et al. Sci 

Rep 2019）。 

(2) Chromosome 17q12-21 

Chromosome 17q12-21 領域において強い疾患感受性との関連（P < 1.0 × 10-8）を示した 23

か所の SNPsを対象にした in silico解析の結果、rs9303277、rs113897057、rs2313430、rs12946510

が最終的な primary functional variant の候補として残った。これらの SNPs を対象にした in 

vitro 機能解析の結果、rs12946510 を primary functional variant として同定した。 

この SNP によって、転写因子

FOXO1の結合における allele間の

差が認められた。また、この SNP が

発現量を制御していた遺伝子は、

rs12946510 近傍の IKZF3 ではな

く、rs12946510 から約 200kb 離れ

た ORMDL3 および GSDMB であった。

（図３、Hitomi Y et al. Sci Rep 

2017） 

以上の知見により、疾患感受性

アリルを有する集団では、Th2 細胞への分化に重要だと報告されている ORMDL3 発現量が比較的

少なく Th1 細胞や Th17 細胞優位になることから、胆管に対する自己免疫反応が惹起されやすい

ということが想定される。 

(3) Chromosome 3q13.3 

Chromosome 3q13.3 領域において強い疾患感受性との関連（P < 1.0 × 10-6）を示した 29 か

所の SNPs を対象にした in silico 解析の結果、rs2293370 と rs56008261 が最終的な primary 

functional variant の候補として残った。これらの SNPs を対象にした in vitro 機能解析の結

果、rs2293370 を primary functional variant として同定した。 

 この SNP によって、転写因子 RUNX1 の結合における allele 間の差が認められた。また、この

SNP が発現量を制御していた遺伝子は POGLUT1 であった（Hitomi Y et al. Sci Rep 2019）。 

(4) NFKB1/MANBA 

NFKB1/MANBA 領域において強い疾患感受性との関連（P < 1.0 × 10-7）を示した 135 か所の

図２ 追加サンプルを用いて実施された GWAS メタ解析にて、

新規日本人 PBC 疾患感受性遺伝子領域を同定した

（Hitomi Y, Ueno K, et al. Sci Rep 2019） 

図３ rs12946510の疾患感受性アリルでは、FOXO1の

結合が減弱することで、ORMDL3 および GSDMB 発現量

が減弱していた（Hitomi Y, et al. Sci Rep 2017） 



SNPs を対象にした in silico 解析の結果、rs2272676, rs230504, rs17032850, rs3774959, 

rs7678055, rs4648055, rs227361 が最終的な primary functional variant の候補として残っ

た。これらの SNPs を対象にした in vitro 機能解析の結果、NFKB1 に位置する rs17032850およ

び MANBA に位置する rs227361 を、それぞれ primary functional variant として同定した。 

 rs17032850 は、転写因子 LEF1 の結合にお

ける allele 間の差を介して NFKB1 発現量を

制御していた。また、rs227361 は、転写因子

RXRの結合における allele 間の差を介して

MANBA 発現量を制御していた（図４、Hitomi Y 

et al. Cell Mol Gastroenterol Hepatol 

2019）。 

 さらに、それぞれの primary functional 

variant を CRISPR/Cas9 を利用してノックイ

ンした Jurkat 細胞株クローンを作製し、それ

ぞれの転写因子の発現を RNAi にてノックダ

ウンしたところ、NFKB1 および MANBA の発現

量におけるアリル間の差が消失したことか

ら、それぞれの primary functional variant

における遺伝子発現量への寄与が確証づけられた。 

(5) 総括 

本研究においては、GWAS および次世代シークエンサーを基盤として、大規模生物情報学的解

析・各種機能予測データベース・機能解析の組み合わせにより、すべての既知の日本人 PBC 感受

性遺伝子に起因する発症メカニズムを明らかにすることができた。 

本研究で得られる成果を手がかりとして、モデルマウスなどを用いた個体レベルでの病因・病

態研究に加え、遺伝子変異の情報を元に新規に開発された薬剤や「発症予測キット・副作用予測

キット」の実用性・安全性を検証するための、臨床研究等へと発展することが期待される。 

図４ rs17032850 は転写因子 LEF-1 を介

してNFKB1発現を制御する。rs227361は転

写因子 RXRを介して MANBA発現量を制御

す る 。 （ Hitomi Y, et al. Cell Mol 

Gastroenterol Hepatol 2019） 
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