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研究成果の概要（和文）：今回我々は、新規、骨格筋衛生細胞発現遺伝子R3h domain containing like 
(R3hdml)を同定し、機能解析を行った。その結果、R3hdmlノックアウトマウスでは筋分化マーカーや増殖マーカ
ーの発現が低下するが、その原因としてR3hdmlはIGT-AKTシグナルやフォブロネクチンの発現調節を介して、筋
衛生細胞の増殖に関与し、骨格筋の発達・再生に関わる可能性が示唆された。R3hdml研究は加齢性骨格筋減少
（サルコペニア）などの筋関連疾患の新たな治療法につながる可能性がある。 

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified a novel skeletal satellite-cell-expressed gene,
 R3h domain containing-like (R3hdml). R3hdml protein was secreted from cultured myotubes into the 
conditioned media, suggesting that R3hdml a novel myokine. In R3hdml knock out (KO) mice, the body 
weight and skeletal muscle mass were lower than that in the wild type control mice. Expression 
levels of cell cycle-related markers within the skeletal muscle was decreased in R3hdml KO mice 
compared with control mice. Cardiotoxin (CTX) was injected into the skeletal muscle to induce 
skeletal muscle regeneration after injury; consequently, the expression of R3hdml increased during 
skeletal muscle regeneration. Recovery of hand grip strength after CTX injection was significantly 
impaired in the R3hdml KO mice and overexpression of R3hdml rescued this decreased hand grip 
strength. Our results indicate that R3hdml is important for skeletal muscle development as well as 
regeneration.

研究分野：老年医学

キーワード： 骨格筋　サルコペニア　筋衛生細胞

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化社会を迎えている今、健康長寿を達成するためにもサルコペニアなどの骨格筋関連疾患のメカニズムの解
明と治療法の確立は急務である。骨格筋は優れた再生能力をもち、障害を受けても速やかに機能を回復する。こ
の再生には筋衛星細胞が重要な役割をはたしている。本研究はR3hdml という新しい筋衛星細胞発現遺伝子を中
心にした研究であり新しい切り口でサルコペニア発症機序の解明やさらには治療応用に繋がることが期待され
る。



 
 

１．研究開始当初の背景 

我が国は超高齢化社会を迎えている。現代の高齢者医療の大きな課題は、高齢者が日常的に介

護を必要とせず、自立した生活ができる生存期間、いわゆる健康寿命を延伸することである。加齢に

伴い骨格筋が減少する現象はサルコペニアと称され、高齢者の身体活動能力を著しく低下させ、生活

の質の低下や肥満、糖尿病の発症・進展にも深く関与する。加齢に伴い、骨格筋の量的な変化に加

えて、質的な変化も生じ、この変化により代謝性疾患や骨格筋障害がさらに助長するといった悪循環

を生み、虚弱高齢者 (fraility)を増やし、健康寿命延伸の大きな障壁となっている。このように、サルコ

ペニアは克服すべき課題ではあるが、その発症機序の理解は不十分かつ介入方法も限られおり、こ

の分野のブレークスルーは、今後も高齢者数が増加の一途をたどる我が国おける緊急の課題である。 

骨格筋は優れた再生能力をもち、障害を受けても速やかに機能を回復する。この再生には筋衛星

細胞が重要な役割をはたしている。筋衛星細胞は筋形質膜と基底膜の間に存在する未分化な細胞で

あり通常は休眠状態にあるが、障害後、活性化し増殖、分化し筋線維へと癒合する。加齢に伴い筋衛

星細胞の再生能力が低下することが報告されている (Conboy IM et al. Science 2003)。 

我々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（Takemoto M et al. 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（Takemoto M et al. EMBO J 2006）。この過程で糸球体発現遺伝子の一つとし

て R3h domain containing like (R3hdml)遺伝子を同定し、さらに R3hdml が筋衛星細胞に発現すること

も見出した。 

 

２．研究の目的 

本研究は R3hdmlの機能解析を通して筋再生メカニズムを明らかにすることであり、サルコ

ペニアの新たな介入法の開発を最終目的とした基盤研究である。 

 

３．研究の方法 

（１）生理学的な条件下における R3hdml の発現、骨格筋の発達、機能の解析 –in viv 

野生型マウスより下肢骨格筋を生後 0日、7日、21日毎に採取し、R3hdml 遺伝子の発現を RT-PCR

法を用いて検討した。骨格筋から筋衛生細胞を単離培養し、ex vivo で分化させ R3hdml の遺伝

子レベル、タンパクレベルの発現を検討した。筋衛生細胞の細胞融解液ならびに培養上清中の

R3hdml 蛋白の発現をウェスタンブロット法にて確認した。C2C12 細胞の分化過程における

R3hdml タンパク発現と MyoD、Myogenin、Pax7 などの筋原生制御因子の発現を時間を追って観

察した。R3hdml 遺伝子の 5’UTR をルシフェラーゼ発現ベクターに組み込み、C2C12 細胞に遺伝

子導入を行い、C2C12 細胞の分化にともなう転写活性を観察した。 

（２）筋障害・再生モデルにおける R3hdml の発現、骨格筋の発達、機能の解析 –in vivo 

10mM の CTX (0.9% NaCl 溶液 100l)を腓腹筋に注射を行い、経時的な組織学変化、R3hdml の遺

伝子変化を検討した。 

（３）R3hdml 欠損による筋衛星細胞に対する影響に関する解析 -in vitro 

野生型ならびに R3hdml 欠損マウスから筋衛星細胞を単離し、筋衛星細胞の増殖に関与する細胞

内シグナルである IGF-1-AKT シグナルや、筋衛星細胞のニッシェ形成に需要なフィブロネク

チン発現を観察した。 



 
 

 

４．研究成果 

R3hdml は骨格筋や筋衛生細胞の分化に伴って発現する 

最初に骨格筋の発達に伴う R3hdml の発現様式を観察した。野生型マウスより下肢骨格筋を生後

0日、7日、21日毎に採取し、R3hdml 遺伝子の発現を RT-PCR 法を用いて検討した。その結果、

R3hdml の発現は出生直後にピークがあり、以後漸次発現低下し、生後 21 日目には、ほぼ消失

した。続いて、骨格筋から筋衛生細胞を単離培養し、ex vivo で分化させた所、R3hdml は分化

に伴い遺伝子レベル、タンパクレベルで発現が増加した。この分化に伴う R3hdml の発現亢進は

マウス筋芽細胞株である C2C12 細胞でも観察された。 

R3hdml は筋衛生細胞から分泌される新しいマイオカインである 

続いて、タンパクレベルでの解析を進めた。筋衛生細胞の細胞融解液ならびに培養上清中の

R3hdml 蛋白の発現をウェスタンブロット法にて確認した所、細胞融解液中には 28kDa の R3hdml

タンパクが検出できた。一方、培養上清中では 21kDa と細胞内よりも小さな R3hdml が検出でき

た。そこで培養上清中のタンパクを質量解析にて調べた所、R3hdml はタンパク質 N末端にある

Furin 切断部位で切断され培養細胞液に検出されることが明らかとなった。このことより、

R3hdml は筋衛生細胞から分泌される新しいマイオカインであることが示唆された。 

R3hdml は MyoD によって発現制御を受ける 

続いて C2C12 細胞の分化過程における R3hdml タンパク発現と MyoD、Myogenin、Pax7 などの筋

原生制御因子の発現を時間を追って観察した所、R3hdml タンパク発現に先だって MyoD が発現

していた。そこで、R3hdml のプロモーター領域と考えられる領域を in silico で解析した結果、

MyoD 結合配列が数か所見出された。そこで、その部位を含む R3hdml 遺伝子の 5’UTR をルシフ

ェラーゼ発現ベクターに組み込み、C2C12 細胞に遺伝子導入を行い、C2C12 細胞の分化にともな

う転写活性を観察した所、分化に伴ってルシフェラーゼの発現増加が観察された。さらに MyoD

を C2C12 細胞に強制発現させた細胞においても R3hdml 遺伝子の転写活性は増加したことより、 

R3hdml 遺伝子の発現制御には MyoD が関与することが示唆された。 

R3hdml は筋管形成や骨格筋の分化に重要である 

続いて、C2C12細胞のR3hdml遺伝子をRNA干渉法にてサイレンシングを行い、筋分化させた所、

野生型のC2C12細胞に比較してR3hdml遺伝子をサイレンシングさせた細胞では有意に筋管形成

が抑制された。次に、R3hdml 遺伝子ノックアウトマウスの下肢骨格筋を調べた所、ノックアウ

トマウスでは野生型に比し、筋重量が有意に軽く、また光学顕微鏡下でも筋繊維が野生型に比

し、細かった。さらに電子顕微鏡下で観察した所、筋サルコメア構造の配列がノックアウトマ

ウスでは著しく乱れていた。 

R3hdml ノックアウトマウスでは筋分化マーカーや増殖マーカーの発現が低下する 

続いて、生後 0日の R3hdml 遺伝子ノックアウトマウスおよび野生型マウスから下肢骨格筋を採

取し、遺伝子発現を RNA シークエンス法にて調べた。その結果、659 遺伝子セットに発現変化

が見られ、特に細胞周期に関与する遺伝子の発現変化が観察された。そこで、real time PCR

法を用いて RNA シークエンス法で得られた結果を確認した結果、Mki67、E2f1、Ccnd1 (CyclinD1)  

といった細胞増殖に重要な遺伝子がそれぞれ 72.5%, 34.6%, 39.0%低下し、細胞増殖抑制的に

働く p21 は有意に 124.0%増加していた。さらに MyoD, Myogenin といった筋分化マーカーも

R3hdml 遺伝子ノックアウトマウスで発現低下していた。 



 
 

R3hdml は IGF-1-AKT シグナルや、フィブロネクチンの発現に関与する 

続いて、筋衛星細胞の増殖に関与する細胞内シグナルである IGF-1-AKT シグナルや、筋衛星

細胞のニッシェ形成に需要なフィブロネクチン発現を観察した所、R3hdml 遺伝子ノックアウト

マウスでは野生型に比し、IGF-1 の発現や AKT のリン酸化が低下していた。さらにフィブロネ

クチンの発現も低下していた。C2C12細胞を用いた実験では R3hdml 遺伝子サイレンシングで

IGF-1 やフィブロネクチンの発現が低下し、逆に R3hdml 遺伝子の過剰発現で両遺伝子の発現が

増加した。 

R3hdml は骨格筋再生にも重要である 

最後に R3hdml 遺伝子と筋再生に関して検討を行った。10mM の CTX (0.9% NaCl 溶液 100l)を

腓腹筋に注射を行い、経時的な組織学変化、遺伝子変化を検討した所、R3hdml は骨格筋の障害

後の再生過程で発現が増加すること、R3hdml KO マウスでは骨格筋の再生が遅延し、筋力も低

下すること、R3dhml を腓腹筋局所に過剰発現することにより R3hdml 遺伝子ノックアウトマウ

スの表現型がレスキューされること明らかにした。 

以上の結果より、R3hdml は骨格筋の分化・再生に重要な筋衛星細胞から分泌される新たなマイ

オカインである可能性がある。 
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