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研究成果の概要（和文）：非肥満非アルコール性脂肪肝（non-obese NAFLD）のゲノムワイド関連解析によって
新たにノミネートした13番染色体の新規候補遺伝子領域は、NAFLD全体とも関連することを明らかにした。関連
する領域は、GPC6遺伝子Intron 6にマップされ、周辺４遺伝子の調節領域として機能している可能性が示唆さ
れ、そのうちGPR180遺伝子は肝臓脂肪蓄積とともに血清脂質濃度を制御することがノックアウトマウスによって
明らかになった。パスウェイ解析によって、GPR180の欠損はmTORC1シグナルを負に制御し、その結果、SREBP1,2
の活性化を抑制していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Our genome-wide association analysis to explore genetic loci associated with
 lean NAFLD in the Japanese population suggested a new candidate locus mapped to GPC6 in chr13, 
which also showed weak association with whole NAFLD. The association signal in GPC6 was suggested to
 function as a regulatory element for adjacent genes, in which GPR180 was nominated as the most 
likely locus involved functionally in hepatic lipid levels. Gpr180 knockout mice showed ameliorated 
hepatic lipid deposition and serum lipid levels. The mTOR signaling pathway was the most plausible 
pathway for the hepatic lipid accumulation in the results of GSEA analysis of the KO mice. 
Phosphorylation analysis of the signal proteins also supported the weakened mTORC1 signaling in the 
Gpr180KO mouse liver. The global inhibitor of mTORC, rapamycin, is ineffective for ectopic lipid 
accumulation. GPR180 could be a novel therapeutic target for fatty liver and dyslipidemia.

研究分野： 人類遺伝学

キーワード： 脂肪肝　ゲノムワイド関連解析　新規関連遺伝子座　mTORC1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NAFLDの治療は、通常、最大のリスクファクターである肥満に対して体重管理が先ず行われ、それに繋がる食事
療法と運動療法が推奨されている。しかし、肥満もインスリン抵抗性もないlean-NAFLDの治療は、その必要性を
含め検討不十分であった。本研究は、ゲノムワイド関連解析を用いた探索から、mTORの関わる複雑なシグナル経
路のうちmTORC1経路を選択的に調節することによって脂肪肝を軽減させる新たなターゲット分子を提示できたと
考えられる。選択性の低いmTORC阻害薬rapamycinに代わる、新たな薬剤開発に向けて、GPR180阻害薬は重要な候
補になる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

非アルコール性脂肪肝（NAFLD）は、メタボリック症候群の肝臓病変として捉えられ、世界
的な肥満人口の増加と共に有病率が上昇しており、本邦においても同様の傾向が観察されてい
る。我々の同一施設における横断研究においても、2009〜11 年での超音波診断（男性の 54.6%、
女性の 21.4%）から 2017〜18 年の診断（男性の 57.5%、女性の 34.4%）へと有意に増加してい
た。しかし、メタボリック症候群診断基準を満たす割合はそれぞれ（男性 20.3%、女性 3.4%）
と（男性 19.5%、女性 3.9%）であり、差を認めず、NAFLD の原因を肥満増加のせいだけにす
ることはできなかった。また、NAFLD の中には、BMI 25 未満でも脂肪肝と診断される、いわ
ゆる lean-NAFLD が男女とも 48%程度含まれていた。lean-NAFLD は、アジア人種に多いと報
告されており、遺伝的負荷による易罹患性が疑われていた［1］。NAFLD は心血管性疾患の独立
したリスク因子であることも、明らかにされ、生活習慣の欧米化に伴い、動脈硬化を基盤とした
虚血性心疾患、脳卒中による死亡が死因の第 1 位を占める我が国においては、NAFLD の臨床的
ならびに公衆衛生学的意義を明らかにする重要性が、年々高まっている。NAFLD の病態生理に
は複数のメカニズムが関わっており、リスクファクターとして明らかになっているのは、①肥満
（インスリン抵抗性）、②性差、③薬剤、④遺伝素因である。遺伝素因の解明に、ゲノムワイド
関連解析が大きく貢献し、オッズ比>2 を示す PNPLA3 やオッズ比 1.3 の TM6SF2 のミスセン
ス SNP が明らかにされた。これらの SNP は、肝細胞での VLDL 分泌障害をもたらし、エネル
ギー過剰摂取によって合成した脂肪滴が細胞質に貯留した結果、脂肪肝が形成される。しかし、
私たちが lean-NAFLD の GWAS を実施した結果、PNPLA3 と TM6SF2 との有意な関連は認め
られず、Chr6, 7, 12, 13 に関連を示唆する遺伝子座を見いだした（図１A,B）。 

 

図１．Lean NAFLD の GWAS 解析（Chr6, 13 の locus zoom）（A, B）と腸内細菌叢解析
（C, D） 
 

Chr6 の lead SNP は Butyrophilin Like 2 (BTLN2)遺伝子に位置し、HLAclassI と classII
の間の座位である。HLA タイピングの結果、HLA-B*54:01 アレルが NAFLD リスクアレルで
あると示唆される結果が得られた。さらに、このアレル保有者は、mucinase を産生し糖質吸収
改善に働く可能性が示されている Akkermansia 属を有意に抑制することを明らかにした（図１
C,D）。Chr7 の leadSNP は、Contactin Associated Protein Like 2 (CNTNAP2)遺伝子イントロ
ン 14 の MIR548T コア配列近傍にマップされていた。Chr12 の lead SNP は、1.5Mb 以上にわ
たり 21 遺伝子を載せる巨大な連鎖不平衡ブロックにマップされ、責任遺伝子を同定するのは困
難な状況にあった。Chr13 の lead SNP は Glypican 6 (GPC6)のイントロン６にマップされ, 
Dopachrome Tautomerase (DCT), TDP-Glucose 4,6-Dehydratase (TGDS), G Protein-Coupled 
Receptor 180 (GPR180)が近傍に存在した［2］。 

NAFLD の治療は、通常、最大のリスクファクターである肥満に対する体重減少が先ず行わ
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れ、それに繋がる食事療法と運動療法が推奨されている。また、薬物療法として、インスリン抵
抗性が関わる場合にはチアゾリジン誘導体やビグアナイド剤などが推奨されている。しかし、肥
満もインスリン抵抗性もない lean-NAFLD の治療は、その必要性を含め検討不十分である。こ
れを受けて本研究では、lean-NAFLD の GWAS で、見いだした関連遺伝子が関わるパスウェイ
を同定し、それを遮断あるいは活性化する治療戦略が成立する可能性を検討することとした。 
 
２．研究の目的 

本研究では、lean-NAFLD の GWAS によって示唆された遺伝子座において、生物学的に機
能的な遺伝的バリエーションを同定し、lead SNP 周辺遺伝子にどのような影響を与えているか
を明らかにしたいと考え、この目的のために以下の到達目標を設定した。 
① Chr6 の lead SNP（あるいはそれに強い連鎖不平衡を持つ SNP）は、近傍遺伝子、とりわ

け HLAclassI と classII 遺伝子発現量や関連する HLA アレルが存在するかどうか、また、
Chr13 の lead SNP 近傍 4 遺伝子のうちどの遺伝子に機能的に関連しているかを明らかに
する。 

② その結果、判明した機能的 SNP が生物学的に関連する遺伝子産物について、関わるパスウ
ェイを遮断、あるいは活性化する方法を探索する。 
 

３．研究の方法 
① 13 番染色体の脂肪肝関連 SNP の集団遺伝学的関連の検証：GWAS によってノミネートさ

れた lead SNPs を、自治医科大学付属病院健診センターにおいて収集した 5,649 サンプル
と大規模地域ゲノムバンク 21,000 人のゲノムの中で脂肪肝の有無のデータが付随した
4077 サンプル、合計 9,726 サンプルを用い、全 NAFLD の case control study によって検
証した。 

② データベース検索を用いた機能予測と Chromosome conformation capture assay (3C-
assay) 

A) ENCODE ならびに HiC データベースを用いた SNP 関連ゲノム領域の機能予測：染色
体 13 の関連領域の機能予測を ENCODE と HiC database の検索によって実施した。 

B) 13 番染色体の脂肪肝関連 SNP 周辺の連鎖不平衡ブロックと近傍遺伝子プロモーターと
の機能的関連の検証：データベースでの機能予測結果を、Huh-7 と HEK293 細胞から調
整した genomic DNA を用いて 3C-assay にて検証した。 

③ マウスを用いた検証実験 
A) AAV ベクターを用いたノックダウンによる機能遺伝子のスクリーニング：3C-assay に

おいて機能的関連が疑われた 4 遺伝子をマウスで発現抑制する shRNA template を
pAAV-U6-CMV-hrGFP vector に挿入し、AAV8 ノックダウンベクターを作成、マウス尾
静脈より投与し、機能的に脂肪肝に関連する遺伝子の絞り込みを行った。 

B) ノックアウトマウス作成と機能的検証：スクリーニングによって最も機能的関連が疑わ
れた遺伝子をCRISPR/Cas9システムを用いて破壊し、肝臓の脂肪蓄積などを評価した。 

④ パスウェイ解析：ワイルドならびにノックアウトマウス肝臓より RNA を抽出し、RNAseq
解析によってノックアウトによる機能変化に関連する遺伝子群を明らかにし、それを更に、
シグナル分子等の活性化をタンパクレベルで検証した。 

 
４．研究成果 
① 脂肪肝関連 SNP の集団遺伝学的関連の検証：lean-NAFLD の GWAS で見いだした lead 

SNP を 9,726 サンプルを用いて検証した結果、GPC6 遺伝子 Intron 6 は脂肪肝全体とも関
連することが明らかになった。 

② データベース検索を用いた機能予測と 3C-assay：ENCODE データベースによって GPC6
遺伝子 Intron 6 に H3K27 acetylation や転写因子の ChIP mark が認められ、3C-assay で
は、近傍の５遺伝子 GPC6, GPC6-AS2, DCT, TGDS, GPR180 プロモーターとの機能的関
連が明らかになった。 

③ ノックダウンによるスクリーニング：近傍５遺伝子のうち蛋白をコードする４遺伝子をノ
ックダウンした結果、Gpr180 発現低下は肝臓内脂質レベルを有意に低下させることが明ら
かになった。 

④ ノックアウトマウスの表現型：全身 Gpr180 ノックアウトマウスは、通常食では差を認め
なかったが高脂肪食負荷によって、肝臓脂肪レベルや血清脂質に有意な低下が認められた
（図２A,B）。 

⑤ パスウェイ解析：ワイルドならびにノックアウトマウス肝臓の RNAseq 解析結果を GSEA
解析した結果、cholesterol homeostasis といくつかのシグナル伝達経路遺伝子群の発現低
下が認められた。これを、リン酸化タンパク抗体を用いて検証した結果、mTORC1 シグナ
ルの活性低下とともに SREBP1 発現低下が認められた（図２C）。 

⑥ AAV ベクターを用いたレスキュー実験：GPR180 をノックアウトマウスに AAV ベクター
を用いて GPR180 の発現を回復させた結果、肝臓脂肪レベルや血清脂質の有意な回復とと
もに、mTORC1 シグナルの活性と SREBP1 発現の上昇を認めた。 

これらの研究結果から、染色体 13 の脂肪肝関連 SNP は、GPR180 の発現変化の結果である



可能性が示唆された。また、Gpr180 機能喪失は、高脂肪食による肝臓の脂肪蓄積を有意に抑制
することだけではなく、血中脂質レベルも低下させること、そのメカニズムは、肝臓での mTORC
シグナルの抑制から SREBP 活性化と転写抑制、引いては脂質合成の抑制へと繋がることによ
って生じていることが明らかになり、論文として公表した[3]。最近、GPR180 は褐色脂肪細胞
における TGFβシグナルを減弱させ UCP 発現低下から、エネルギー消費低下から肥満がもた
らされることが、別のグループによって報告された[4]。我々の結果とは、一部、異なる結果が示
されているが、時間・空間的に遺伝子産物の機能が異なる多面性を明らかにした結果とも考えら
れた。更に、本研究は、mTOR の関わる複雑なシグナル経路のうち mTORC1 経路を選択的に
調節する新たな分子の提示とも考えられる。選択性の低い mTORC 阻害薬 rapamycin を補完す
る、新たな薬剤開発のターゲットとしての可能性が示唆された。 

 

 
図２．GPR180 ノックアウト（KO）マウスの表現型解析．（A）高脂肪食負荷マウスの肝臓脂肪
蓄積．KO マウスでの明らかな脂質蓄積の低下．（B）血清コレステロール値．高脂肪食負荷 KO
マウスでの明らかな低下．（C）肝臓の Western blot 解析．KO マウスでの mTOR リン酸化と
SREBP1 活性化の低下． 
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