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研究成果の概要（和文）： 
胆汁うっ滞性肝疾患の多くはその病因が不明であり原発性肝硬変（PBC)などでは自己免疫の関
与が想定されている。近年他の領域の自己免疫疾患でレトロウイルス感染症の病態形成への関
与が報告されたため、本研究では動物モデルやヒト検体での同ウイルスの探索を行い、さらに
より高感度の検出系である次世代シーケンサーを用いた基礎検討を行い、一部の動物モデルの
肝臓より内因性レトロウイルスの遺伝子産物を検出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The pathogenesis of human cholestatic liver diseases remains to be unknown.  Recently, 
the involvement of endogenous retroviral genes is reported in various human autoimmune 
diseases.  In this study, we evaluated these genes in human samples as well as animal 
model.  We detected some retroviral derived genes in female mouse liver.  Furthermore, 
we have done several conditioning experiments using sensitive deep sequencing analyzer.   
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１．研究開始当初の背景 
胆汁うっ滞性肝疾患には原発性胆汁性肝硬
変（以下 PBC）、原発性硬化性胆管炎（以下
PSC）、カロリー病などの疾患があるが、その
多くの病因は不明である。特に、PBC につい
ては自己免疫の機序が想定されているが、そ
の根拠として、①患者血清に抗ミトコンドリ
ア抗体（AMA）が高頻度に存在する、②リン

パ球主体の細胞浸潤が病理的特徴である、③
患者の Tリンパ球に、AMAの主抗原である PDH
に対する反応異常性が証明される、などがあ
る。しかし、単なる自己免疫性疾患と異なり、
なんらかの外来因子による病態成立を示唆
する学説もあり、その根拠としては、①通常
の自己免疫疾患と異なり免疫抑制剤が奏功
しない、②PDH 抗原自体は細胞特異性がなく
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普遍的に種々の細胞に存在する、③そのため、
PBC における標的細胞である胆管上皮細胞に
対する選択性の機序が不明である、④PBC 患
者検体（血清、肝生検など）より、外来性抗
原（細菌構成蛋白、ウイルス遺伝子など）な
どが検出できるという報告、などがあげられ
る。しかし、いずれも統一された見解を構成
するまでの証拠はないのが現況である。その
中で、最も近年話題となっているのは、PBC
の患者の血清および所属リンパ節より、ある
種のレトロウイルスの遺伝子が検出できる
というものがある(Xu et al PNAS 100:1844)。
これは、この報告に引き続く PBCに対する抗
レトロウイルス療法の臨床試験に対する理
論的根拠となっているが、その後の追試では
否定的な見解が多い。 
一方、PBC の病態解明のために、多くの動物
モデルの作成が試みられてきたが、その中で
も近年、NOD.c3c4 マウスが注目されている。
このマウスは、ヒト PBC 同様に、①AMA を産
生する、②リンパ球主体の胆管障害を起こす、
③肝不全にて死亡する、といった類似性を有
するものであるが、ヒト PBCと異なる病理学
的特徴として、胆管上皮の異常増殖に起因す
るのう胞形成がある(Koarada J Immunol 173: 
2315)（左図. Keratin 染色）。我々はこの、
のう胞形成に関して、胆管上皮細胞特異的な
Fas 抗原(CD95)発現異常が関与していること
を報告した(後述業績 8)が、これのみでは AMA
の産生といった自己免疫現象を説明するこ
とは不可能である。原発性胆汁性肝硬変（以
下 PBC）は、肝内胆管の進行性破壊と消失が
特徴的な原因不明の疾患で、ウイルスもしく
はウイルス関連因子の関与も推察されてい
る。 
 
２．研究の目的 
NODC3C4 マウス及び PBC などヒト胆汁うっ滞
性肝疾患における内因性のレトロウイルス
由来の遺伝子断片の病態形成に関わる役割
を探索した。また、さらに高感度の測定計を
確立するために次世代シーケンサーを用い
て、PBC 発症の原因解析を、①直接ウイルス
genomeをシーケンシングする方法、②血清内
の遊離 miRNAを抽出することで検討した。 
 
３．研究の方法 
肝臓、及び単離した胆管上皮細胞、及び血清
などから核酸を抽出し、それらを検体として
PCR法を用いて、内因性レトロウイルスの遺
伝子配列の有無を探索した。具体的には、主
に NOD.c3c4 マウスの胆管上皮細胞より、内
因性レトロウイルス由来の遺伝子、特にレト
ロウイルスの特徴でもある両端の LTR 配列
にはさまれる形での、gag、pro、env、pol、

superantigen の有無について分子生物学的
な検討を行った。(下図) 

さらに Superantigen は TCRVβの一部のサ
ブタイプとMHC 分子と結合を非特異的に誘
導しリンパ球の活性化を誘導するので、この
ような作用がNOD.c3c4マウスのリンパ球で
あるか検討した。また、provirus がマウス
genome に組み込まれ、マウスの種によって
viremia を呈する場合や、ほとんど不活化さ
れ転写産物が認められないものまで多岐に
及ぶため、適当なコントロールマウスを用い
て、この内因性レトロウイルス由来遺伝子の
有無を検討したが、一定の見解を得るまでの
測定は不可能であった。 
したがって、既存の方法ではこれ以上の確定
的な回答を得ることが困難と考えて、新規の
測定計の樹立を目指した探索的な検討を行
った。 
すなわち、より多くの遺伝子断片を検討でき
る次世代シーケンサーを用いて、このような
検討が可能かについての探索的な検討も行
った。より具体的には、まず① PBC患者での
検討の前に、この手法により外来性のウイル
スを同定可能かどうか、C 型肝炎感染ヒト血
清にて検討をおこなった。血清より遊離 RNA
を抽出、mRNA-seq sample prep kitを用いて、
ライブラリーを作成し、Illumina シーケン
サーにてシーケンシング。② PBC患者の血清
内遊離 miRNAのプロファイリングを検討。血
清より Trizol LSを用いて Total RNAを抽出、
TruSeq small RNA sample prep kitを用いて、
ライブラリーを作成し、シーケンシングを行
った。 
得られた膨大なリードは、bwa, samtools, 
cutadapt, UCSC などのプログラムを用いて、
アセンブリーして統計学的な解析を行った。 
 
４．研究成果 
NODC3C4 マウスの検体からの内因性レトロウ
イルスの遺伝子配列の検出結果は、下図の通
り、一部の雌マウスの肝臓のみに発現を認め
た。 



 

 

しかし、肝内病変を示しているにもかかわら
ず、マウスの個体により検出が異なっていた
ため、より高感度かつ定量性に富む検出系の
確立が求められるとの判断に至った。 
次世代シーケンサーを用いた解析に関して
は、最初に基礎条件設定のため、C 型肝炎感
染血清 2検体の解析をおこなった。今回行っ
た基礎的検討では、得られた試料の品質がそ
の後の解析に大きな影響をもとらすことが
わかり、以下の解析では一定の品質を担保さ
れた検体のみを用いて解析を行った。下図に
今回用いた典型的な試料の品質を示す。 

今回の一連の検討では、1,000万−3,000万リ
ード/１レーン解析され、C型肝炎由来のリー
ドは 0.1%程度であった。 
ヒト由来ではない外来性の遺伝子断端も多
数認められた。そのため、ヒト胆汁うっ滞性
疾患の新たな病因解析の手段として、次世代
シーケンサーを用いた方法が有力な手段と
なり得ることがわかった。また逆に、C 型肝
炎患者以外の試料からは、C 型肝炎ウイルス
に由来する遺伝子断片は全く検出できず(下
図)、 

次世代シーケンサーを用いた解析が非常に
特異性が高いことも示された。また同じ慢性
C 型肝炎の患者であっても、その血液中のウ
イルスの多様性は全く異なっており、次世代
シーケンサーをこれらの違いを明快にかつ
定量性に豊かな形で検出可能であることが
示された。② PBC患者血清 5検体の血清内遊
離 miRNA のプロファイリングを行い、B 型肝
炎、C 型肝炎、健常者と多群比較しクラスタ
リングANOVA(分散分析)でP<0.05を抽出した。
P-value が計算できたものは 670 個あり、解
析の結果得られたものは、110 個の miRNA。
110 個の miRNA について発現パターンによる
クラスタリングを行い、ヒートマップを作成
したところ、PBC は一つの群を形成した。考
察 次世代シーケンサーはウイルス解析にお
いても強力なツールになることが示され、新
規ウイルスを同定することも可能である。
PBC 患者血清にて今後、解析予定することに
より、疾患の新たな特徴を見い出せる可能性
があり、発症原因の解明に迫ることが可能で
あると思われた。 
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