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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)の病態発症・進展に関わる新たな疾患関連遺伝
子多型(SNP)としてHigh-throughput sequence法を用いて新規にPTPRD rs35929428を同定した。健常ボランティ
ア群に対してNAFLD群では変異型が多く、変異型では肝組織への脂肪沈着およびFib-4高値例が多く、NAFLDの基
本的病態に関与している可能性が考えられた。
このSNPがコードする蛋白PTPRD R995Cを発現するベクターをヒト肝癌細胞株Huh7に導入して機能解析を行ったと
ころ、変異型ではSTAT3を抑制することで肝脂肪化および線維化が誘導されている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We performed a high-throughput sequencing to identify a novel genetic 
variant in non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). PTPRD rs35929428 was a novel single-nucleotide
 polymorphism (SNP) in patients with NAFLD. PTPRD rs35929428 associated with the development of 
NAFLD. In addition, PTPRD rs35929428 was associated with higher Fib-4 index and with heaptic fat 
droplets.
Biochemical analysis in cultured hepatocytes and liver tissues indicated that PTPRD R995C, which was
 encoded PTPRD rs35929428, attenuated the pSTAT3 (Tyr 705) in the liver, thereby enhancing hepatic 
fibrosis and steatosis.

研究分野：肝臓病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)に関連する疾患関連遺伝子多型(SNP)として従来からPNPLA3 rs738409が報
告されていたが、海外ではその他複数のSNPが報告されており、研究開始段階では一定の見解が得られていなか
った。今回日本人において新規に発見したSNPが、STAT3を介した肝脂肪化や肝線維化といったNAFLDの基本的病
態と関連する可能性のあるSNPであったことは臨床的に意義のある成果であると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 非アルコール性脂肪性肝疾患 (non-alcoholic fatty liver disease: NAFLD) は、組織診断ある
いは画像診断にて脂肪肝を認め、アルコール性肝障害などを除外した病態と定義され、一部は肝
硬変や肝癌に進展する慢性肝疾患である。その基本病態として、遺伝的な素因を背景にアディポ
サイトカインの調節異常、脂肪毒性、Toll-like receptor、腸内細菌叢の以上および鉄過剰など複
数の因子が複合的に関与する multiple parallel hits hypothesis が提唱されている。近年
Genome-wide association studies (GWAS) により NAFLD に関連する Single nucleotide 
polymorphism (SNP) が報告されてきた。そのうちの 1 つである patatin like phospholipase 
domain containing 3 (PNPLA3) rs738409 C>G (I148M) が肝脂肪化、炎症、線維化および肝癌
発症リスクに関与していることが報告された。PNPLA3 rs738409 は日本人においても NAFLD
のうち Matteoni 分類 Type 4 と相関があり、肝線維化との関連も示唆されている。しかし、詳
細な機序については明らかではなく、海外では他にも複数の疾患関連候補 SNP が報告されてい
たが一定の見解はえられておらず、研究開始時点において日本人において PNPLA3 以外は強い
相関を認める SNP の報告はなかった。そこで日本人 NAFLD 患者における病態発症や進展に関
わる新規 SNP の探索を行い、新規 SNP の臨床的意義について解析することとした。 
 
２．研究の目的 
 我々は high-throughtput sequencing 法を用いて、日本人 NAFLD 患者における病態発症や
進展に関わる新規 SNP の探索を行い、同定された新規 SNP が NAFLD の病態にどのように関
与するか機能解析を行うことを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法  
 NAFLD 患者および健常ボランティア (control) 末梢血から Ficoll 遠心分離法を用いて単核
球を抽出して DNA を抽出した。プライマーデザインは炎症、糖・脂質代謝異常、腫瘍性疾患お
よび金属代謝に関連する 1,031 遺伝子（12,609 アンプリコン）を論文検索により選出し、それ
らの遺伝子領域を増幅するプライマーデザインを作成した。DNA シーケンスは high-
throughput シーケンサ Ion ProtonTM (ThermoFisher)を用いて塩基配列を同定した。得られた
塩基配列情報は human reference genome swquence (GRCh37/hg19)にマッピングされ、ゲノ
ム解析用ソフトウェアを用いて解析した。アンプリコンシーケンスにおける有意差検定は
Fisher’s exact test を用い、P <0.05 でかつアミノ酸置換を伴うものを候補遺伝子とした。その
他のデータは Mann-Whitney U test または Fisher’s exact test を用い、P <0.05 を統計学的有
意差ありとした。 
 肝病理組織による検討は、Hematoxylin-Eosin (HE) 染色を行い、Matteoni 分類および Brunt
分離による評価を行った。肝脂肪沈着を 0 (<5%)、1 (5-10%)、2 (10-34%)、3 (34-67%)、4 (>67%)
の 5 群に分類して評価した。免疫組織化学染色は Rabbit polyclonal anti-PTPRD と Rabbit 
monoclonal anti-phospho Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (pSTAT3) 
(Tyr705) を用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1) 候補遺伝子の探索 
 NAFLD 患者 36 名および control 群 27 名より抽出したゲノム DNA のアンプリコンシーケン
スにおいて Fisher’s exact test により P <0.05 かつアミノ酸置換を伴う SNP を 7 つ同定した
（図 1）。これら 7 つの SNP に対して Taqman SNP genotyping assay を行い、Cohen’s kappa
係数 0.8 以上の一致率が高い SNP を 4 つ抽出した (EXO1 rs1047840、PTPRD rs35929428、
IFNAR2 rs2229207、FAM3B rs111988437) 。次に PROVEAN prediction によりアミノ酸置換
が蛋白質機能に影響しているか検討したところ、PTPRD rs35929428 (R995C) のみが機能異常
ありと判定された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. NAFLD における遺伝子多型の探索結果 
 
(2) PTPRD 多型頻度の検討 
 PTPRD rs35929428 の多型頻度を NAFLD 群 53 例、control 群 41 例で Taqman SNP 
genotyping assayにて検討したところPTPRD rs35929428のGA群はNAFLD群の方がcontrol



群よりも有意に多かった (P =0.015、OR=5.00、95%CI: 1.33-18.70)。 
 
(3) 肝線維化と脂肪沈着との関連 
 NAFLD 群 53 例のうち PTPRD rs35929428 の GG 群(38 例)と GA 群(15 例)を比較したとこ
ろ、肝線維化の指標である Fib-4 index の値が GA 群では 1.45 以上の症例が有意に多く(図 2a) 
(34.9% vs 7.1%)、肝生検組織標本における脂肪沈着の程度も GA 群の方が GG 群と比べて強く
認めた (図 2b)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. PTPRD rs35929428 野生型(GG 群)と変異型(GA 群)と肝線維化、脂肪化の比較 
 
(4) PTPRD rs35929428 R995C 蛋白の機能解析 
 ヒト肝癌細胞株 (Huh7) に PTPRD rs35929428 がコードする蛋白 PTPRD R995C を発現さ
せ、STAT3 のリン酸化に与える影響について検討した。その結果 wild type PTPRD を導入した
Huh7 では IL-6 刺激により STAT3 のリン酸化が亢進しているのに対し、PTPRD R995C を導
入した Huh7 では STAT3 のリン酸化が減弱していた (図 3a, 3b) 。次に NAFLD 患者の肝組織
において 16 例の PTPRD GG 群と 9 例の GA 群で免疫組織化学染色を行い STAT3 のリン酸化
を評価したところ、GG 群の方が GA 群よりも肝細胞核に強くリン酸化 STAT3 (pSTAT3) を認
め、pSTAT3 陽性細胞数は GA 群が GG 群より減少していた (図 3c)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. PTPRD R995C と STAT3 のリン酸化 
 
今回の研究の結果、日本人 NAFLD 患者における疾患感受性遺伝子多型として新規に PTPRD 
rs35929428 を同定した。PTPRD rs35929428 は肝組織における STAT3 のリン酸化を減弱させ
ることにより肝線維化および肝脂肪化に関与していることが示唆された。 
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