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研究成果の概要（和文）：胆道閉鎖症の成因における遺伝的素因を明らかにするために、片側のみ胆道閉鎖症を
発症した4組の一卵性双生児の血球からDNAの抽出し、エクソーム解析を行った。
それぞれの双胎において罹患児もしくは非罹患同胞のみが持っている一塩基多型を調べたが、4組の双胎に共通
する多型や多型を有する遺伝子は認めなかった。次に、4組中3組の双胎についてコピー数多型解析を行なった
が、双胎間で異なるコピー数を持つ共通の遺伝子は認めなかった。さらに、過去に胆道閉鎖症の感受性多型とし
て報告されている遺伝子座につき、双胎の罹患児と非罹患児間で比較したが、双胎間で異なる一塩基多型は認め
なかった

研究成果の概要（英文）：To determine the genetic predisposition in the etiology of biliary atresia, 
DNA was extracted from blood cells of four pairs of monozygotic twins who developed biliary atresia 
unilaterally and subjected to exome analysis.
Single nucleotide polymorphisms that were discordant between the twins were examined, but no 
polymorphisms or polymorphic genes common to all four twin pairs were identified. Next, copy number 
variant analysis was performed on the twins, and no common genes with different copy numbers were 
found between the twin pairs. Furthermore, we compared affected and unaffected twins at loci 
previously reported as susceptibility polymorphisms for biliary atresia, but no single nucleotide 
polymorphisms that differed between the twins were identified.

研究分野：小児肝臓病学

キーワード： 胆道閉鎖症　一卵性双生児　エクソーム解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胆道閉鎖症は世界中で最多の小児肝移植適応疾患であり、本邦でも全肝移植の中で最多適応疾患である。一方で
慢性的なドナー不足、高額な医療費などは解決すべき重要な課題となっている。これまで胆道閉鎖症には有効な
内科的治療法は存在しないが、根本的治療の開発には病因・発症機序の解明が必須である。本研究目的は、胆道
閉鎖症の遺伝的素因を、本来同一の遺伝子を有するはずの一卵性双生児のうち片側のみ胆道閉鎖症を発症したペ
アのゲノム配列を比較することにより明らかにすることを目的としたが、研究期間中に感受性遺伝子は同定され
なかった。更なる解析の追加、胆道閉鎖症の発症における環境因子の探索が必要である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

胆道閉鎖症は生後数週間のうちに肝外胆管が線維性に閉塞する疾患で、日本での発症率は
約 1 万出生に 1 例と小児期の慢性肝疾患の中で最も頻度が高い。また最終的には 7〜8 割の
患者が肝移植による救命を要し、世界中で小児肝移植の適応の最も多い疾患であるとともに、
これまで本邦で行われてきた肝移植の中でも最多適応疾患となっている。一方で慢性的なド
ナー不足、健常生体ドナーに肝切除を行うリスク、高額な医療費などは解決すべき重要な課
題となっている。胆道閉鎖症の生命予後は、肝門部空腸吻合術（葛西術）、肝移植という 2つ
の外科的治療により著しく改善してきたが、急速に進行する肝線維化に対して有効な内科的
治療法はいまだに存在しない。言うまでも無く、根本的治療の開発には病因・発症機序の解
明が必要であるが、胆管の発生障害、ウイルス感染など胆道閉鎖症に関して提唱されてきた
様々な病因は、これまでいずれも再現性に乏しい。これに対し、胆道閉鎖症の成因に対する
遺伝的素因に対しては、家族内集積を認めないことから否定的とされてきた。しかし一方で、
① 以前より胆道閉鎖症の発症率には人種差があり、フレンチポリネシアンで 1/3000 出生と
高く、アジア人（1/8000〜1/12000）、黒人、白人（1/18000）と発症率は低下すること、② 胆
道閉鎖症の 10〜20%の患者では、多脾、無脾、先天性心疾患、腸回転異常、左右軸の形成異常
などの肝外症状を合併すること、③ Inversin を初めとした遺伝子欠損マウスにおいて胆道
閉鎖症に酷似した病態を認めること、④ さらに最近では複数の genome-wide association 
study (GWAS)やコピー数多型解析により、異なる人種で ADD3, GPC1 などが胆道閉鎖症感受性
遺伝子の候補として報告されるなど、胆道閉鎖症の遺伝的素因・感受性の存在を示唆するデ
ータが蓄積されてきた。 
 

２．研究の目的 
本研究目的は、胆道閉鎖症の発症における遺伝的素因の有無を、本来同一の遺伝子を有する

はずの一卵性双生児のうち片側のみ胆道閉鎖症を発症した双胎ペアのゲノム配列を比較する
ことにより明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 

本研究では申請者および共同研究者が診療している片側のみ胆道閉鎖症を発症した双胎 4
組の保護者に同意を得のたち、罹患児及び同胞から血液検体を採取した。また罹患児が乳児
期に肝門部空腸吻合術を受けた医療施設から肝門部空腸吻合術に際して摘出されホルマリン
固定もしくは組織切片作成のためにパラフィン包埋された胆管組織の譲渡を受けた。 
その後、罹患時及び同胞の血球より注したゲノム DNA の抽出を行い、全エクソーム解析を

行い、双胎間でゲノム配列を比較した。さらに各双胎ペア間で異なった一塩基多型を 4 組で
比較し、ペア間で共通していた多型に対して、サンガーシークエンス法により配列の確認を
行った。さらに過去にコピー数多型解析、ゲノムワイド関連解析(GWAS)で報告されている胆
道閉鎖症の感受性一塩基多型についても双胎間で比較検討し、ペア間で共通していたものは
サンガーシークエンス法で配列の確認を行った。 
また 4人の罹患児のうち、3人の患者のホルマリン固定パラフィン包埋胆管組織を、肝門部

空腸吻合術実施施設から各施設の倫理委員会で承認を得た後に収集し、マイクロダイセクシ
ョンにより胆嚢上皮細胞を採取しゲノム DNAを抽出し、品質管理チェックを行った。 
 

４．研究成果 
研究に参加した 4 組全員が女児であり検体採取時の年齢は 1〜9 歳であった。双胎第 1子が

2 人、第 2子が 2 人であった。出生週数は 35週 0 日〜37 週 5日、罹患児の出生体重は 2086
〜2512g、胆道閉鎖症罹患児は、生後 38〜88 日に肝門部空腸吻合術を受けており、いずれも
肝外合併症は認めなかった。また生後 88 日で肝門部空腸吻合術を受けていた罹患児は 2 歳
時に生体部分肝移植を受けていた。 
 
血球由来 DNAの一塩基多型の双胎間での一致率はそれぞれ、98.3%, 98.1%, 97.7%, 98.5%

であり、4 組ともに一卵性双生児であると判断した。次に、各双胎のペアで罹患児のみに認め
る一塩基多型や多型を有する遺伝子を調べたところ、4 組に共通する一塩基多型は 3個所、3
組に共通する一塩基多型は計 10 個所、2 組に共通する多型は計 83 個所、各ペア特有の多型
は計 752個所（164〜243個所/双胎）であった。そのうち 4 組に共通していた一塩基多型は、
2個所が KLRC3 内に、また残りの 1個所は DHX40 内に存在していた。しかし各検体の多型を
サンガーシークエンス法で確認したところ、いずれも 3 多型とも双胎間で相違がないことが
判明した。 
 
 



つぎに 4 組の双胎に関して、SureCall 4.0 を用いてコピー数多型解析を行った。各双胎間
で異なるコピー数（欠失もしくは重複スコア >0.8）は 52〜2980個所認めたが、双胎ペア間
で共通した領域は認めなかった。 
 
さらに、右表にまとめた過去に
報告のある胆道閉鎖症の発症の感
受性多型の各遺伝子座のうち、エ
クソン領域に存在する多型につい
てサンガーシークエンス法を用い
て双胎間で比較を行った。しかし
双胎間で多型に差は認めなかっ
た。 
 
最後に、ホルマリン固定パラフ
ィン包埋組織から抽出した胆嚢上
皮細胞由来のゲノム DNAの品質チ
ェックを行ったが、遺伝子の断片
化が激しく、全エクソーム解析に
用いるには不適当と考えられた。 
 
以上、本研究期間内に行った血
球由来 DNAのエクソン領域の解析
では、胆道閉鎖症罹患児と非罹患
同胞の間で、胆道閉鎖症の発症感
受性に影響を与える可能性を疑わ
せる一塩基多型は同定できなかっ
た。今後、血球由来全ゲノム解析
を行い非エクソン領域の多型の解
析を行う。また経年ホルマリン固
定パラフィン組織からより高品質
のゲノム DNAを抽出できる方法を
模索し、胆道閉鎖症罹患者の胆管
上皮細胞と血球細胞由来のゲノム
DNAを比較し、胆道閉鎖症発症における胆道系細胞の体細胞変異の可能性について解析行う。 

表：胆道閉鎖症の発症に関する遺伝的感受性多型 
文献 Locus Gene Race/population 
1 rs17095355 XPNPEP1/ADD3 Chinese 
2 rs17095355 XPNPEP1/ADD3 Thai 

3 
rs7099604 ADD3 

Caucasian 
rs17095355 XPNPEP1/ADD3 

4 
rs3126184 ARF6 

Caucasian 
rs10140366 ARF6 

5 
rs10865291 EFEMP1 

Caucasian rs6761893 EFEMP1 
rs727878 EFEMP1 

6 

rs2569190 CD14 Chinese 
rs755622 MIF Turkish 
rs1799969 ICAM1 Turkish 
rs1160263 ITGB2 Chinese 
rs3025039 VEGFA Chinese 

rs2292832 GPC1 Chinese 
rs3828336 GPC1 Chinese 
rs916145 USF2 Chinese 
rs3746444 miR-499 Chinese 
rs1501299 Adiponectin Thai 
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