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緒　言

　原発性胆汁性肝硬変 (Primary Biliary Cirrhosis: PBC) は，胆管の破壊による肝臓内への胆汁うっ滞を原因とする疾
患で，その発症には自己免疫の関与が想定されている 1)．過去に実施された双生児を用いた遺伝学的研究より，PBC の
発症において遺伝要因が強く影響することが明らかになっている 2)．近年のゲノム解析技術の革新的な進歩により，疾
患の罹りやすさに寄与する遺伝子多型を網羅的に探索する全ゲノム DNA 解析技術として「ゲノムワイド関連解析
(Genome Wide Association Study: GWAS)」という遺伝統計学的手法が開発され，多くの疾患や形質を対象として世界
中で実施されている．我々も PBC を対象とした GWAS を実施し，HLA, TNFSF15, POU2AF1 などの疾患感受性遺伝
子を同定した 3)．しかしながら，疾患感受性遺伝子領域内に存在し，発症に直接寄与する遺伝子多型や，それらに起因
する PBC 発症の分子メカニズムは，未だ解明されていない．本研究では，PBC 感受性遺伝子 TNFSF15 における第一
義的な一塩基多型 (SNP) を同定し，発症に関わる分子メカニズムを解明したので，報告する．

方法および結果

１．生物情報学的解析･症例対照関連解析を用いた TNFSF15 領域の候補 SNP の選定 4)

　TNFSF15 の全長は約 200 kb である．まず，遺伝子多型データベースである dbSNP には，TNFSF15 領域にて
3,602 ヶ所の遺伝子多型が登録されていた．この中から，1) 日本人集団において１％以上の頻度で存在，2) 翻訳領域･
非翻訳領域･発現制御領域（DNase I 感受性領域や H3K27Ac マーカー）のいずれかに存在，3) 転写因子の結合親和性
を変える，といった基準を満たす遺伝子多型を，1,000 Genomes Project･ENCODE･HaploReg v2 などのデータベース
を駆使した生物情報学的解析を利用して選定し，32 ヶ所の SNPs に絞り込んだ．
　次に，これらの SNPs を対象として，日本人 PBC 患者 1,274 例および健常者 1,091 例を用いた遺伝子型タイピングお
よび症例対照関連解析を実施した．その結果，rs4979462 (P = 1.85×10－14), rs56211063 (P = 2.21×10－14) が PBC 感受
性との最も強い関連を示した．これに，rs4979462 と完全な連鎖不平衡の関係にある rs55768522 を加えた３ヶ所の
SNPs が，最終的な候補 SNPs に絞り込まれ，いずれも発現制御領域に存在していた（図１）．
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図 1． TNFSF15 領域の候補 SNP を対象とした症例対照関連解析.
生物情報学的解析を利用して選定した候補 SNPs について，日本人 PBC 患者 1,274 例・健常者 1,091 例を対象と
した遺伝子型タイピングを実施し，それぞれの SNPs におけるアリル頻度を患者群・健常群で比較して χ2 検定
を実施した．縦軸が P 値（対数値），横軸が第 9 染色体上の各 SNPs の位置を示し，各点が各 SNPs の P 値を示
す．赤線で囲んだ３ヶ所の SNPs (rs4979462, rs56211063, rs55768522) が，最終候補の機能的 SNPs である．

２．In vitro 機能解析を用いた第一義的 SNP の同定 4)

　最終候補 SNPs によって転写因子との結合に差が出るか否かを，ヒト肝臓細胞腫 HepG2 の核タンパクを用いた
Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) にて検討したところ，rs4979462 および rs56211063 にて，野生型アリル
と PBC リスクアリルとの間でバンドシフトに差が生じた（図 2）.
　さらに，これらの SNPs が転写制御に関与するか否かを，ヒト T 細胞腫 Jurkat およびヒト胆管細胞腫 HuCCT1 を
利用した Luciferase assay にて検討したところ，唯一 rs4979462 においてのみ，野生型アリルと PBC リスクアリルと
の間で転写活性に有意差が見られた（図 2）．以上より，TNFSF15 の rs4979462 が，PBC の感受性に直接寄与する機
能的な遺伝子多型であることが示唆された．
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図 2． rs4979462 が PBC 感受性に直接寄与する機能的 SNP である.
A) 最終候補の３ヶ所の SNPs を対象に，EMSA を実施した．rs4979462 および rs56211063 において，野生型ア
リルと PBC リスクアリルとの間でバンドシフトの差が見られた．B, C) rs4979462 (B) および rs56211063 (C) を
対象にした Luciferase assay. rs4979462 のみ, PBC リスクアリルによる Luciferase 活性の上昇が見られた. *P <
0.05 (student's t-test)．

３．PBC 感受性における rs4979462 の寄与 4)

　rs4979462 に起因する PBC 感受性への影響を分子レベルで明らかにするため，更なる解析を実施した．まず，
TFSEARCH を利用した生物情報学的解析によって，rs4979462 に結合している転写因子が NF-1 だと予想された．そ
こで，抗 NF-1 抗体を用いた Super-shift assay を実施したところ，前項の EMSA にてリスクアリルに生じていたシフ
トバンドが消失した（図 3）．このことから，rs4979462 のリスクアリルによる NF-1 結合部位の形成が示唆された．
　さらに，生体内での TNFSF15 産生量と rs4979462 遺伝子型との相関を検討するため，GENEVAR を利用した e-QTL
解析を実施したところ，PBC リスクアリルを有する健常者の B 細胞において TNFSF15 mRNA 発現レベルの有意な上
昇が確認された（図 3）．
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図 3． rs4979462 により NF-1 結合部位が生じ，TNFSF15 発現のエンハンサー活性を亢進させる．
A) rs4979462 を対象にした Super-shift assay．抗 NF-1 抗体により，PBC リスクアリルによって生じたシフトバ
ンドの消失が見られた．B) GENEVAR を利用した e-QTL 解析．PBC リスクアリル (T) を有する健常者の B 細
胞において TNFSF15 mRNA 発現レベルの有意な上昇が確認された．

考　察

　本研究により，PBC 感受性遺伝子 TNFSF15 に存在し発症に直接寄与する遺伝子多型として，rs4979462 を同定し
た．さらに，rs4979462 の PBC リスクアリルが新たな NF-1 結合部位を形成し，TNFSF15 発現のエンハンサーとして
機能することにより，過剰な TNFSF15 産生，さらには，炎症惹起および PBC 発症へと導かれる可能性が示唆された．
既に同定されているほかの PBC 感受性遺伝子に対しても同様の解析を実施することで，新たな創薬標的分子が見出さ
れるばかりか，遺伝子多型を利用した「PBC 発症予測キット」の開発など，個々の遺伝要因に基づき最適な医療を選
択する「オーダーメード医療」へと展開する可能性がある．
　その一方で，GWAS を用いた網羅的解析をもってしても，多因子疾患の遺伝要因の大部分は未解明だとされている
5)．今後は，さらに大規模な GWAS に加え，次世代シークエンサーを利用する全ゲノムシークエンス解析やエクソー
ム解析により，疾患発症に対し高リスクな稀少変異の網羅的探索や，1,000 人規模の健常者全ゲノムシークエンス配列
を利用したインピュテーション解析なども適用され，遺伝要因の解明がよりいっそう進展することが予想される．
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