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研究要旨：原発性胆汁性肝硬変 (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ある。しかしその病因の詳細は不明であり、一定の見

解を得るに至っていない。本研究では、より感度が高く定量性にもすぐれてい

る次世代シークエンサーを用いて、PBC に特徴的に発現される血清内の短鎖遺

伝子断片についてその特徴的な発現プロファイルを検討した。その結果、血清

内の遊離miRNAの内数種類でPBCと他のウイルス性肝疾患で異なる発現プロ

ファイルを持つものを同定した。さらにこの解析法が、PBC の病態解析及び亜

病型の診断にも有用である可能性が示唆され、今後はこの miRNA が他の肝線

維化マーカーといかなる相関を持つか検討することが必要と思われた。 

 

 原発性胆汁性肝硬変 (PBC) は原因不明の疾

患で、その病因は未だ不明である。一方、近年

次世代シークエンサーを用いた遺伝子発現の超

大量解析が進んでおり、肝疾患領域でも次世代

シークエンサーを用いた解析、とりわけマイク

ロ RNA の報告が散見されている。マイクロ

RNA (以下 miRNA) は短鎖 RNA であり、標的

となる分子の発現を調整する多彩な役割を有し

ている。肝疾患では主にウイルス性肝炎でそれ

ぞれ発現が特徴的な miRNA の報告がなされて

きた。今回、PBC の患者の血清より得られた検

体を用いて、血清内の遊離 miRNA を網羅的に

検討した。本年度は、特に技術的な検討を行う

ために、PBC と他の肝疾患と比較することによ

り miRNA プロファイリングによる階層的クラ

スター分類が技術的に可能かということについ

て、少数例での端索的検討を行った。 

 

A. 研究方法 

 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

ークエンシングを行った。疾患コントロールと

して同数の慢性 B 型肝炎、同数の慢性 C 型肝炎、

そして健常者からの検体を用いて検討した。ミ

スマッチの許容は 1％で行い、ANOVA による有

意差検討で統計学的さを認めたものについては

さらに定量的 PCR 法にて発現の多少を検討し

た。 

 

B. 研究結果 

(1) 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。さらに

定量的 PCR 法で発現を定量したところ、次世

代シーケンサーで特徴的に低値であった

miRNAはこの方法でも低値であることが確認
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された。 

 

(2) 亜病型ごとの検討では、門亢症型と、肝不全

型で特異的に低下する miRNA が拾い上げら

れ、定量的 RT-PCR でも低下が確認された。 

 

C. 考察 

 血清内遊離 miRNA を解析することにより、

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できる。今後、さ

らに症例数を増やして PBC に特徴的な miRNA

や新規 miRNA の同定を行い、さらに肝線維化

マーカーとの比較を行う予定である。 

 

D. 結論 

 次世代シークエンサーによるmiRNA解析は、

PBC の発症に関係する miRNA の探索に有用で

あり、さらに、亜病型ごとに異なる発現プロフ

ァイルを有している可能性が示された。PBC で

の線維化マーカーの探索にも有用なツールにな

る可能性が示された。 
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