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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨格筋由来の分泌因子R3hdmlが、NAFLDに果たす役割を検証した。
R3hdmlノックアウトマウスを用いた実験で、R3hdml欠損が脂肪肝を悪化させ、そのメカニズムとして、R3hdmlが
PIP3によるAKTシグナル伝達を促進し、METによるPTK2シグナル伝達を抑制することが示唆された。さらに、血中
R3hdml抗体濃度が肝線維化マーカーであるFib-4指数と正の相関関係にあることが明らかになった。加えて、抗
体スクリーニングにより、NASH関連因子としてPEPCK抗体を同定した。糖尿病患者においては、PEPCK抗体濃度が
予後と関連していることも明らかし報告した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the role of R3hdml, a skeletal muscle-derived
 secretory factor, in NAFLD. Using R3hdml knockout mice, we found that R3hdml deficiency exacerbates
 steatosis. The mechanism is suggested to be that R3hdml promotes PIP3-mediated AKT signaling and 
suppresses MET-mediated PTK2 signaling. Furthermore, we found a positive correlation between serum 
R3hdml antibody levels and the Fib-4 index, a marker of liver fibrosis. In addition, antibody 
screening identified PEPCK antibody as a NASH-related factor. In diabetic patients, PEPCK antibody 
levels were also found to be associated with prognosis.

研究分野： 糖尿病・代謝

キーワード： マイオカイン　NASH　NAFLD
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生活習慣の欧米化に伴い、虚血性心疾患などの動脈硬化性疾患の罹患率は増え続けており、常に我が国の死因の
上位を占めている。動脈硬化は血管壁における慢性炎症に伴い、脂質の異常蓄積によって生じる。さらに脂質の
肝臓への蓄積する病態に、非アルコール性脂肪肝があり、時に炎症（非アルコール性脂肪性肝炎（NASH））が慢
性化し、肝硬変、肝がんを生じる。脂肪肝からNASHまでを含む一連の肝疾患（NAFLD）の罹患者は1,000万人以上
であると推定されており、動脈硬化とともに、その予防法や治療法の開発は喫緊の課題である。R3hdmlとNASHと
の関連を明らかにすることで、新たな治療戦略開発につながる可能性がある。

※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 

【動脈硬化や脂肪肝の克服は現代の我が国おける喫緊の課題である】 

生活習慣の欧米化に伴い、虚血性心疾患などの動脈硬化性疾患の罹患率は増え続けており、

常に我が国の死因の上位を占めている。動脈硬化は血管壁における慢性炎症に伴い、脂質の

異常蓄積によって生じる。さらに脂質の肝臓への蓄積する病態に、非アルコール性脂肪肝が

あり、時に炎症（非アルコール性脂肪性肝炎（NASH））が慢性化し、肝硬変、肝がんを生じ

る。脂肪肝から NASH までを含む一連の肝疾患（NAFLD）の罹患者は 1,000 万人以上であると

推定されており、動脈硬化とともに、その予防法や治療法の開発は喫緊の課題である。本研

究は我々が同定した新規マイオカイン R3hdml の動脈硬化や NASH に対する効果を検証する

ことにある。  

【筋衛星細胞分泌蛋白 R3h domain containing-like (R3hdml)の発見】 

申請者らのグループはこれまで腎糸球体発現遺伝子の同定とその機能解析を行ってきた。

この目的のため新しいマウス糸球体採取方法を確立（Am J Pathol 2002）し、マウス糸球体

特異的 cDNA ライブラリーや糸球体特異的 cDNA マイクロアレーを作成し、新たな糸球体特

異的遺伝子を同定しその機能解析を行ってきた（EMBO J 2006）。この過程で糸球体特異的な

遺伝子の一つとして R3hdml 遺伝子を同定した。R3hdml は正常な状態では糸球体に特異的に

発現が観察される。機能解析を行った所、transforming growth factor beta (TGF-β)の細

胞内シグナルのうち p38MAPK を阻害し、糸球体構成細胞の一つであるポドサイトのアポト

ーシスや細胞老化の抑制に関与していることを明らかにした（論文投稿中）。さらに近年の

ゲノムワイド関連解析にて R3hdml 遺伝子がアジア人や日本人の 2型糖尿病の発症に関連す

る候補遺伝子の一つである可能性が報告された (Nat Genet 2011、PLoS One 2013、Diabetes 

Metab Res Rev. 2017)。そこで R3hdml 遺伝子と糖尿病との関連を検討する目的で、糖尿病

を含む病的な条件における腎外組織での R3hdml の発現様式を検討したところ、肥満 2型糖

尿病モデルマウス(db/db マウス)の骨格筋で発現が増加した。さらに骨格筋にコブラ毒であ

るカルジオトキシン (CTX: Cobra cardiotoxin)やグリセロールを注入し傷害すると障害前

には殆ど検出されない R3hdml が、筋細胞の再生時期に一致して遺伝子レベル、タンパクレ

ベルでの発現増加が観察された。さらに R3hdml 発現細胞の同定を目的にマウス筋衛星細胞

を単離し、R3hdml を観察したところ、単離衛星細胞で発現し、さらに分化に伴ってその発

現が増加することを明らかにした。この発見を契機に、これまで申請者は活性化した筋衛星

細胞から分泌される R3hdml は筋衛星細胞の増殖や分化を促し、骨格筋の発達や再生に重要

な役割を果たすことを明らかにし報告した（EMBO rep 2019）。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は R3hdml を将来、動脈硬化や NASH の新たな治療に結び付けるべく① 動脈硬

化や NASH モデルマウスに対する R3hdml の役割とそのメカニズム解析と、② R3hdml を実臨

床に結び付けるために血液中 R3hdml 濃度を測定しその臨床的意義を明らかにすることであ

る。③さらに新たな NASH をはじめとした代謝関連疾患マーカーを開発することとした。 

 

３．研究の方法 

（1）R3hdml ノックアウトマウスの表現型を野生型マウスと比較する 



（2）血中 R3hdml タンパク濃度を ELISA 法で、R3hdml 自己抗体を Amplified Luminescence 

Proximity Homogeneous Assay (AlphaLISA)法で測定し、臨床所見との関連を検討。  

（3）新たな代謝関連マーカーの開発 

 

４．研究成果 

（1）R3hdml ノックアウトマウスの表現型を野生型マウスと比較 

R3hdml ノックアウトマウ ス（KO）にマウス NASH モデルであるコリンメチオニン欠乏

食を負荷することで野生型に比し脂肪肝が悪化した（図１） 

 

R3hdml の欠損に伴う脂肪肝の悪化のメカ

ニズムを検討するため、R3hdml ノックア

ウトマウ ス（KO）と野生型マウス（WT）

の胎児肝臓から RNA と抽出し Illumina 

NextSeq 500 を用いて RNA-seq 解析を行

った。発現変動解析、階層的クラスタリン

グ、Gene Ontology エンリッチメント解析

などを行った。その結果、R3hdml の欠損

に伴い、肝臓において Glucose metabolism、

Gluconeogenesis、PIP3 activates AKT signaling などが低下し、MET activates PTK2 

signaling が増加することが明らかとなった。 

 

（2）血中 R3hdml 抗体濃度測定の臨床所見との関連を検討 

健常者ならびに糖尿病患者の血中抗 R3hdml 抗体濃度を測定し、その臨床的意義を検討す

る。研究同意が得られた健常者（96 名）、糖尿病患者（274 名）を対象とした。 

R3hdml タンパクの一部を GST(glutathione S-transferases)-融合タンパクとして大腸菌で

発現させ、glutathione-Sepharose を用いてアフィニティ精製をした。この精製タンパク質

を抗原として、glutathione-donor beads と anti-human-IgG-acceptorbeads を用いて

Alpha(amplified luminescent proximity homogeneous assay)-LISA 法により血清抗体レベ

ルを測定した。その結果、健常者では抗 R3hdml 抗体濃度は GPT (r = 0.254, p = 0.12)と

相関し、糖尿病患者では抗 R3hdml 抗体濃度は BMI (r = 0.266, p < 0.001)、GOT (r = 

0.276, p < 0.001)、GPT (r = 0.284, p< 0.001)、GGT (r = 0.230, p < 0.001)、HbA1c (r 

= 0.166, p = 0.006)、TG (r = 0.166, p = 0.006)、HDLC (r =-0.141, p = 0.021)、UA (r 

= 0.218, p < 0.001)と代謝関連因子との関連が観察された。この結果より R3hdml に対す

る抗体が産生され、その作用が阻害されることで非アルコール性脂肪肝の発症・進展が進行

することが考察された。 

 

（3）血中 PEPCK 抗体と糖尿病との関連 



さらに新たな代謝関連疾患索マーカー探索を行った。我々は、ホスホエノールピルビン酸カ

ルボキシキナーゼ（PEPCK）に注目した。自己抗体は、

細胞破壊により細胞内タンパク質が漏れ出し産生

され、繰り返しの漏れ出しは抗体値を上昇させる。

特にインスリン抵抗性を有する糖尿病患者は糖新

生が亢進し、さらに NAFLD NASH を合併しやすいた

め、肝細胞から PEPCK が漏れ、抗体値を上昇させる

との仮説で研究を進めた。R3hdml 抗体を測定した 

健常者（96 名）、糖尿病患者（274 名）を対象とし

た。その結果、図 2に示すように糖尿病患者では有

意に PEPCK 抗体が上昇していることを明らかにした。 

続いて、糖尿病患者で PEPCK 抗体と臨床所見との関連を検討した所、高血圧患者の方が

非高血圧患者よりも抗体値が高かった。 

 

表１ 糖尿病患者血中 PEPCK 抗体濃度と臨床所見 

 

さらに糖尿病患者の臨床所見と抗体値の相関分析では、抗体値と年齢、Ca 値、CPK、血小

板数、血圧の間に有意な相関が見られた（表 2）。 



 

表 2 糖尿病患者血中 PEPCK 抗体濃度と臨床検査 

 

最後に、PEPCK 抗体の予測価値を評価するために ROC

曲線解析を行い、Youden 指数のカットオフ値を設定し

た。DM 患者を 100 ヶ月経過観察し、生存率をカットオ

フ値上下で比較した。期間中には 33 の死亡例が確認さ

れ、死因は心筋梗塞 2 例、脳梗塞 1 例、がん 12 例、死

因不明 18 例。抗体高値の方が低値よりも予後不良であ

ることが確認された（P = 0.022）（図 3）。 

 

本研究により R3hdml の機能低下は NAFLD、NASH を悪化

させ、臨床的には R3hdml 抗体によって R3hdmｌの機能が阻

害されることにより肝障害を含めた代謝関連疾患と関連する

可能性が示唆された。さらに本研究を通じて、新たな代謝関連マーカーとして PEPCK 抗体が同定

され、PEPCK 抗体は DM 患者の新たな予後予測マーカーとなり得る可能性がある。PEPCK 抗体

に関して BMC Endocr Disord.;23(1):239 に報告した。 
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