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研究成果の概要（和文）： 
 333 名の原発性胆汁性肝硬変(PBC)患者を進行群と非進行群，あるいは重症化群と非重症化群
に分け，その両群間で候補遺伝子（胆汁酸のホメオスタシスに関わる遺伝子や正常の胆管形成
に関わる遺伝子）の一塩基多型の出現頻度を比較する相関解析を行うことで，PBC の重症化関
連遺伝子の同定を試みた。計 26 個の候補遺伝子内に存在する 109 個の一塩基多型を解析した。
肝硬変への進行に関与する遺伝子として CYP7A1，CYP8B1，HNF4A，PPARGC1A，RXRB，ASBT およ
び ABCG8 を同定した。また，最も重症で黄疸を伴う肝不全への進行に関与する遺伝子として
CYP7A1，PPARGC1A，RXRB，FGF19，MDR3，ABCG8 および ITGAV を同定した。 
  次に，有意な相関を認めた遺伝子多型をバイオマーカーとして用い，重症化を予測できる遺
伝子診断法の開発を試みた。検査法として感度・特異度・陽性的中率・オッズ比および P値の
バランスが最も良かったバイオマーカーの組合せは，肝硬変進行の予測には「CYP8B1 + 
PPARGC1A」が，肝不全進行の予測には「CYP7A1 + PPARGC1A + ABCG8 + ITGAV」が有用であった。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Primary biliary cirrhosis (PBC) is a chronic and slowly progressing autoimmune 

liver disease characterized histopathologically by inflammation and destruction of the 

intrahepatic small bile ducts, thus resulting in cholestasis and thereby leading to hepatic 

damage, cirrhosis, and eventually hepatic failure. Although the precise etiology of PBC 

remains unknown, both several environmental factors and multiple genetic factors may 

contribute to the pathogenesis as well as progression of PBC. As we focused on 26 

candidate genes related with the homeostasis of bile acid and normal bile duct formation, a 

candidate gene-based association study on susceptibility to the progression of PBC was 

carried out using 109 single nucleotide polymorphisms in the 26 candidate genes for 333 

Japanese PBC patients. 
 Chi-square test or Fisher's exact test revealed that the 7 genes, CYP7A1，CYP8B1，
HNF4A，PPARGC1A，RXRB，ASBT, and ABCG8, were associated with susceptibility to the 

progression to cirrhosis, and that the 6 genes, CYP7A1，PPARGC1A，RXRB，FGF19，MDR3，
ABCG8, and ITGAV, appeared to be susceptible to severe progression to haptic failure with 

jaundice. Furthermore, a combination of polymorphisms of CYP8B1 and PPARGC1A is a 
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useful biomarker for identifying high-risk PBC patients for progression to cirrhosis. 

Likewise, a combination of polymorphisms of CYP7A1, PPARGC1A, ABCG8, and ITGAV is 

useful as the best biomarker for severe progression to haptic failure with jaundice. 
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1. 研究開始当初の背景 
  原発性胆汁性肝硬変(primary biliary 
cirrhosis: PBC)は，慢性非化膿性破壊性胆
管炎による胆管減少とそれに伴う胆汁うっ
滞を特徴とする慢性肝疾患である。PBC の主
な病因は自己免疫疾患とされているにも関
わらず，免疫抑制剤やステロイドは無効であ
る。PBC 患者の多くが治療薬ウルソデオキシ
コール酸 (UDCA) によく反応する一方で，一
部の患者では 10-20年かけて病態が進行し重
症化する。全体では，約 3割の患者が重症化
して肝硬変に至る。さらに重症化する患者の
一部（全体の約 1割）は，急激に胆管が減少
して 5年以内に黄疸を伴う肝不全へと進行す
る。この様に PBC 患者間で臨床病態，重症度
および長期予後に個人差を認め，この個人差
に遺伝因子の関与が示唆されている。患者の
予後を左右するこれらの遺伝因子の同定は
PBC の病態解明において重要である。 
 現在までに多くの遺伝子多型と PBCの発症
（疾患感受性）との相関が報告されている。
一方で，PBC の進行に関与する遺伝子多型の
報告は少なく，その遺伝子の殆どは免疫シス
テムに関わるものであった。しかし，PBC の
治療において免疫抑制剤やステロイドが無
効で，胆汁酸である UDCA が治療効果を示す
ことからも，PBC の重症化に免疫系以外の機
序が寄与していることが推察される。 
  PBC 患者では肝臓内胆管の減少により肝細
胞内に過剰に蓄積した胆汁酸が肝毒性を示
していることから，胆汁酸ホメオスタシスを
司る分子，特に胆汁酸代謝酵素は PBC の重症
化に重要な役割を担っていると考えた。 

  また，細胞表面レセプターである integrin 
αvβ6 が transforming growth factor β1 の
活性化を介して肝線維化を促進しているこ
とや，形態形成因子 epimorphin が integrin 
αvβ1 を介して正常な胆管形成を制御してい
ることから，integrin αv 鎖をコードする
ITGAV 遺伝子も PBC の重症化に重要な役割を
担っていると考えた。 
  よって本研究では，胆汁酸ホメオスタシス
に関わる遺伝子や正常な胆管形成に関わる
遺伝子の多型が，PBC の重症化に関与してい
ると仮説を立ててその検証を行った。  
 
2. 研究の目的 
  本 研 究 で は ， 一 塩 基 多 型  (single 
nucleotide polymorphisms: SNPs) を用いた
候補遺伝子アプローチ法による相関解析に
よって，PBC の重症化に関わる遺伝子を同定
することを目的とした。次に，有意な相関を
認めた遺伝子多型をバイオマーカーとして
用い，重症化を予測できる遺伝子診断法の開
発も試みた。 
 
3. 研究の方法 
(1) 国立病院機構肝臓病研究班の PBCコホー
ト研究に登録された日本人 PBC 患者 333 名を
対象とした。登録時に，文書によるインフォ
ームド・コンセントを行い，各被験者から同
意を得た後，試料（血液）を採取した。同研
究はヒトゲノム・遺伝子解析倫理委員会の承
認を得ている。全ての患者試料と情報は情報
管理者を介して匿名化した。 
 



(2) 国際基準に従い，①血清抗ミトコンドリ
ア抗体の陽性，②肝胆道系酵素の上昇，③肝
生検の組織学的所見(Scheuer 分類)を満たし
た者を PBC と診断した。自己免疫性肝炎の治
療のためにプレドニゾロン(>5 mg/day)を投
与されている患者，急性肝炎，B型慢性肝炎，
C 型慢性肝炎，アルコール性肝炎などの肝疾
患を合併している患者は除外した。 
 
(3) PBC 患者を病理所見(Scherer 分類)と臨
床症状から次の 3つの病期に分類した。肝生
検の病理所見が Scheuer 分類の stage 1 また
は stage 2 であるか，病理所見が不明であっ
ても門脈圧亢進や肝硬変による臨床症状が
ない患者を clinical stage Iとした。Scheuer
分類の stage 3 または stage 4 であるか，門
脈圧亢進や肝硬変による臨床症状を呈する
患者（但し，血清総ビリルビン< 2 mg/dL で
あり，黄疸を伴わない）を clinical stage II
とした。Scheuer 分類がいずれのステージで
あっても黄疸を伴う（血清総ビリルビン≥ 2 
mg/dL）患者を clinical stage III とした。 
 
(4) 本研究では，病態の進行や重症度および
予後に焦点を当て，以下の 2種類の基準を用
いて，PBC 患者の臨床病期を再分類した。ま
ず，長期にわたって病態が殆ど進行せずに良
好な予後を示す病態に着目して，clinical 
stage I の患者を early stage に，clinical 
stage II と III の患者を late stage に再分
類した。また，極めて重篤な肝不全へ進行し
て肝移植の適応となる病態に着目して，
clinical stage III の患者を jaundice stage
に， clinical stage I と II の患者を
non-jaundice stage に再分類した。 
 
(5) PBC患者の末梢血から NucleoSpin BloodL 
Kit (Macherey-Nagel, Düren, Germany)を用
いてゲノム DNA を抽出した。 
 
(6) 本研究では，胆汁酸の合成や合成促進に
関わる 5つの遺伝子(CYP7A1，CYP8B1，CYP27A1，
HNF4A，PPARGC1A)，過剰な胆汁酸に反応して
合成を抑制する 8つの遺伝子(FXR，RXRB，SHP，
FGF19，FGFR4，KLB，FOXO1，GPS2)，胆汁酸
の血流への排泄に関わる 5 つの遺伝子(PXR，
OSTA，OSTB，MRP3，MRP4)，胆汁酸の解毒抱
合に関わる 2つの遺伝子(BAAT，UGT1A1)，胆
汁酸の胆管への排泄に関わる 4 つの遺伝子
(BSEP，MDR3，ABCG5，ABCG8)，胆汁酸の腸肝
循環に関わる 1つの遺伝子(ASBT)，および正
常な胆管形成や線維化に関わる 1つの遺伝子
(ITGAV) を候補遺伝子とした。 
 International HapMap database から候補
遺伝子内に存在する全ての SNPs を抽出し，
Haploview ソフトウェアを用いて多型解析を
行う tag SNPs を選出した。また，遺伝子の

機能に影響を与えると既に報告されている
SNPs も解析対象の tag SNPs とした。本研究
では26個の候補遺伝子に対して109個のtag 
SNPs を解析した。 
 
(7) 各 SNP の多型部位を挟むように PCR 用の
primer pairs を設計して PCRにより増幅した。
各 SNP の遺伝子型の決定には，PCR-制限酵素
断片長多型法，PCR-直接 DNA シークエンス法
および PCR-融解曲線分析法を用いた。 
 
(8) 患者の臨床情報と各 SNP多型間で相関解
析を行った。各候補遺伝子ごとに，early 
stage と late stage 群間で，jaundice stage
と non-jaundice stage 群間で，SNPs 多型の
出現頻度を有意差検定（χ二乗検定または
Fisher の正確確立検定）することで，PBC の
重症化関連遺伝子を同定した。同定した重症
化感受性遺伝子はロジスティック回帰分析
により，患者年齢補正後，他の重症化関連遺
伝子との独立性を検証した。 
 
(9) 同定した候補遺伝子多型を複数組合せ
たもの（多変量解析を行い，組合せた各多型
がお互いに独立していることを検証した後
に）をバイオマーカーとして用い，PBC の重
症化を予測できる遺伝子診断法であるかを
検証した。P値が 0.01 以下で，高感度，高特
異度，高陽性的中率で，かつ高オッズ比（相
対的危険を意味する）を示すバイオマーカー
の組合せを検索し，検査法としての有用性を
評価した。 
 
4. 研究の成果 
(1) 患者の臨床情報の解析 
  本研究に登録された 333 名の PBC 患者の平
均年齢は 64.01 ± 11.26 歳で，女性 288 名
(86.5%)，男性 45 名(13.5%)であった。患者
の平均観察期間は 69.76 ± 63.12 ヶ月で，
333 名の PBC 患者のうち 98名(29.4%)は他の
自己免疫性疾患を併発していた。 
 
(2) 臨床情報の比較 
  まず，early stage と late stage 群間で臨
床情報を比較した結果，late stage 群の平均
年齢が有意に高く(66.9 vs. 62.8 歳, P = 
0.003)，観察期間が有意に長くなっていた
(88.7 vs. 62.1 ヶ月, P = 0.001)。これは，
患者年齢が late stage への進行のリスク因
子であることを示すため，多型解析の結果を
多変量解析により補正した。次に，jaundice 
stage と non-jaundice stage 群間で臨床情報
を比較した結果，jaundice stage 群の平均年
齢が有意に低くなっていた(58.8 vs. 64.3 歳, 
P = 0.033)。 
 
 



(3) Late stage への進行に関わる遺伝子 
① 胆汁酸の合成や合成促進に関わる遺伝子
のうち，CYP7A1 と CYP8B1 と HNF4A と
PPARGC1A は late stage への進行に関与し
ていた。 
CYP7A1 の rs3824260 の A/A または A/G 
genotype を持つ患者は，2.58 倍 late 
stage に進行しやすかった(P = 0.0061)。 
CYP8B1 の rs12494055 の T/T genotype を
持つ患者は，3.63 倍 late stage に進行し
やすかった(P = 0.0221)。 
HNF4A の rs6031587 の C/C genotype を持
つ患者は，2.01 倍 late stage に進行しや
すかった(P = 0.0049)。 
PPARGC1A の rs8192678 の A/A または A/G 
genotype を持つ患者は，2.21 倍 late 
stage に進行しやすかった(P = 0.0077)。 

 
② 過剰な胆汁酸に反応し合成を抑制する遺
伝子のうち，RXRB は late stage への進行
に関与していた。 

 RXRB の rs2072915 の A/A genotype を持つ
患者は，2.18 倍 late stage に進行しやす
かった(P = 0.0040)。 

 
③ 胆汁酸の胆管への排泄に関わる遺伝子の
うち，ABCG8 は late stage への進行に関
与していた。 

 ABCG8 の rs4148222 の T/T または C/T 
genotype を持つ患者は，1.92 倍 late 
stage に進行しやすかった(P = 0.0297)。 

 
④ 胆汁酸の腸肝循環に関わる遺伝子のうち， 
ASBT は late stage への進行に関与してい
た。 

 ASBT の rs4772525 の C/C genotype を持つ
患者は，1.72 倍 late stage に進行しやす
かった(P = 0.0346)。 

 
(4) Jaundice stage への進行に関わる遺伝子 
① 胆汁酸の合成や合成促進に関わる遺伝子
のうち，CYP7A1 と PPARGC1A は late stage
への進行に関与していた。 
CYP7A1 の rs1457043 の G/G genotype を持
つ患者は，4.55 倍 jaundice stage に進行
しやすかった(P = 0.0013)。 
PPARGC1A の rs4235308 の C/C または C/T 
genotype を持つ患者は，3.55 倍 jaundice 
stage に進行しやすかった(P = 0.0358)。 
 

② 過剰な胆汁酸に反応し合成を抑制する遺
伝子のうち，RXRB と FGF19 は jaundice 
stage への進行に関与していた。 
RXRB の rs2072915 の A/A genotype を持つ
患者は，5.07 倍 jaundice stage に進行し
やすかった(P = 0.0178)。 
FGF19 の rs948992 の G/G genotype を持つ

患者は，3.35 倍 jaundice stage に進行し
やすかった(P = 0.0083)。 

 
③ 胆汁酸の胆管への排泄に関わる遺伝子の
うち，MDR3 と ABCG8 は jaundice stage へ
の進行に関与していた。 
MDR3のrs31658のT/TまたはC/T genotype
を持つ患者は，3.36 倍 jaundice stage に
進行しやすかった(P = 0.0259)。 
ABCG8 の rs4148222 の T/T または C/T 
genotype を持つ患者は，6.71 倍 jaundice 
stage に進行しやすかった(P =0.0148)。 

 
④ 正常な胆管形成や線維化に関わる遺伝子
のうち，ITGAV は jaundice stage への進
行に関与していた。 

 ITGAV の rs1448427 の G/G または A/G 
genotype を持つ患者は，2.87 倍 late 
stage に進行しやすかった(P = 0.0310)。 

 
(5) PBC の重症化を予測できる遺伝子診断法
の有用性の評価 

 
《Late stage への進行の予測》 
① オッズ比（相対的危険度）が高かった組合
せは，「CYP8B1 + PPARGC1A (オッズ比 (OR) 
= 9.20)」，「CYP8B1 + PPARGC1A +  RXRB (OR 
= 7.58)」および「CYP7A1 +  CYP8B1 + 
PPARGC1A (OR = 6.43)」であった。 

 
② 感度が高かった組合せは，「CYP7A1 + 
PPARGC1A (感度= 71.9%)」，「CYP7A1 + RXRB 
(感度= 67.7%)」および「PPARGC1A + RXRB 
(感度= 62.5%)」であった。 

 
③ 特異度および陽性的中率が高かった組合
せは，「CYP8B1 + PPARGC1A + RXRB (特異
度= 99.6%，陽性的中率= 75.0%)」，「CYP8B1 
+ PPARGC1A (特異度= 99.2%，陽性的中率= 
77.8%)」および「 CYP7A1 + CYP8B1 + 
PPARGC1A (特異度= 99.2%，陽性的中率= 
71.4%)」であった。 

 以上の結果から，検査法として感度・特異
度・陽性的中率・オッズ比および P値のバラ
ンスが最も有用であった遺伝子多型の組合
せ（バイオマーカー）は「CYP8B1 + PPARGC1A」
であり，感度= 7.3%と低かったが，特異度= 
99.2%および陽性的中率＝77.8%で，OR = 9.20
（つまり，9.20 倍肝硬変へ進行しやすいこと
を意味している）と共に高く，そして P 値= 
0.0030 と強い相関を認めた。 
 
《Jaundice stage への進行の予測》 
 バイオマーカーとして jaundice stage へ
の進行を予測できる遺伝子多型の組合せは
「CYP7A1 + PPARGC1A + ABCG8 + ITGAV」が
最も有用であった。感度・特異度・陽性的中



率・オッズ比・P 値は，それぞれで 37.5%，
98.6%，60.0%，43.20，1.77×10-7であった。 
  今後もバイオマーカーの探索を継続し，感
度・特異度・陽性的中率が共に 80%以上であ
り，オッズ比が 20 以上で，かつ P値が 0.0001
以下のバイオマーカーを用いた遺伝子診断
法を開発して臨床応用をめざす。そして，結
果のすべてを英語論文にまとめて科学雑誌
へ投稿して公表する。また，当研究室のホー
ムページでも公表する。 
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