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研究成果の概要（和文）：a-klotho 変異マウスでは、早期老化症状の発症に伴い、腎臓、皮膚、小腸、血管な
どで顕著な細胞死、組織破壊が生じ、代償性の幹細胞増殖とそれに続く幹細胞の枯渇が起こることを見出した。
次いで、a-klotho 変異マウスで観察される全身性の代謝異常が組織破壊を介して幹細胞の枯渇を促進し、老化
症状を促進することが明らかになった。a-klotho 変異マウスではNAD 代謝の副次的経路が顕著に亢進している
ことを見出し、a-klotho 変異マウスにおける幹細胞の維持、枯渇にNMN・ NAD+代謝の変容がどのように関わる
かについての解析している。 

研究成果の概要（英文）：Sever cell and tissue damages are observed in lung, kidney, skin, and blood 
vessels of a-klotho deficient mouse in association with the occurrence of multiple aging related 
disorders.
We found that increased stem cell growth and followed exhaustion of stem cells were induced to 
compensate sever cell and tissue damages. We next analyzed metabolic abnormalities and great 
activation of calpain-1 observed in a-klotho deficient mouse caused cell and tissue damages and 
followed compensatory responses of stem cells. In addition, we analyzed the abnormality of NAD 
metabolism in a-klotho deficient mouse and discovered the remarkable acceleration of secondary 
(usually minor) pathway of NAD metabolism. 

研究分野：分子病態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
老化個体における幹細胞の振る舞いについての情報、幹細胞の枯渇に関する情報はほとんどないことから、本研
究成果は幹細胞老化に関する基本情報としての意義が高い。
老化に伴うNAD代謝の変化、NMNの低下は知られていただが、早期老化マウスにおいてNAD代謝の副次経路が顕著
に亢進していることが初めて明らかになった意義は高い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

（１）申請者らは、ヒトの老化症状に類似した多彩な変異表現型を示すマウスを発見し、そ

の原因遺伝子α-klotho を同定した(Nature 1997)。ついで、その機能を解析、α-Klotho はカ

ルシウム恒常性の制御因子であると提唱した。α-Klotho KO マウスでは、激しい組織損傷、早

期老化変異表現型をもたらす。よって、α-klotho KO マウスの解析により組織破壊、組織修復

に関する新たな機構が解明されると期待された。α-klotho KO マウスは、組織損傷、組織修復

の制御を解析する優れたモデルであり、組織損傷、加齢疾患の発症プロセスにおける幹細胞の

機能変化を解析する優れたモデルとなるのではと考え、本研究を計画した。 

２．研究の目的 

目標１： α-Klotho の機能欠失、ビタミン D の過剰合成が幹細胞の増殖・分化のバランス制

御の破綻、幹細胞の枯渇をおこす機構とどのように関わるかを解明する。 

目標２：海馬神経幹細胞などの増殖・維持は血中 NMN に大きく依存していると報告されており、

ステムセルエイジング制御における Sirtuin/NAD システムの重要性を明らかにする。 

目標３：α-klotho 変異マウスにおける多能性幹細胞の活性化、動員による組織修復機構を解

析し、組織の維持、再構築における多能性幹細胞の役割解明に結び付ける。 

目的４：α-klotho KO マウスでは血糖値の制御異常が観察される。一方、β細胞の加齢に伴う

減少機構の解明、増殖誘導は幹細胞老化研究の中心的課題であり、その解明を目指した。 

３．研究の方法 

本研究ではα-klotho KO マウスの解析、近年の老化研究から推定される仮説を基盤に研究

の方向性、仮設を設定し、解析を進めた。解析を進める手順として [I] α-klotho KO マウス、

ビタミン Dレベルを低下させたマウス、脂肪細胞分化が回復したマウスなどを準備した。次い

で、[II] 海馬、小腸など幹細胞の動態解析に汎用されている手法を組み合わせて幹細胞に関す

る基本的な情報を得た。 [III] α-Klotho と関連分子の分子間相互作用の解析を試みた。[IV] 

老化の基本メカニズムとの連関を視野にα-klotho KO マウスにおける NAD 代謝を再検討し、老

化、加齢疾患モデルとしてのα-klotho KO マウスの位置付けを検証した。 [IV] α-klotho KO

マウスにおける血糖値維持機構の変容、血糖値の制御に関わる因子を解析、膵β細胞の幹細胞

の解析、膵β細胞の増殖を誘導する因子の解析を進めた。[V]これらの結果を総合してステムセ

ルエイジングの分子機構解明に結びつけることを目指した。 

４．研究成果 

１）α-klotho KOマウスをモデルとする組織損傷、加齢疾患発症の分子機構の解明 

α-klotho KO マウスで起こっている顕著な組織破壊が一過的な幹細胞の動員／過剰な活

性化、引き続く枯渇をもたらす可能性を検証するために-klotho KOマウスにおける組織損傷

誘導プロセスを解析した。-klotho KOマウスの特徴はリン、活性型ビタミンD (1,25(OH)2D)、

FGF23が顕著に亢進しており、大きな影響をもたらすことである。一方、ビタミンD前駆体を

含まない餌による飼育、1-hydroxylase遺伝子と-klothoのDKOの作成などによりビタミンD

活性の低下・正常化を誘導すると変異症状は改善する。同様に高リン血症の改善も組織障害

を大きく改善する。これらの結果はビタミンDの持続的な活性亢進、あるいは血中リン濃度の

顕著な亢進が、-klotho KOマウスの多彩な変異表現型の重要な要因／引き金であることを示

している。次の課題は組織破壊の実行部隊の解明であるが、-klotho KOマウスでは、Calpain-1

の顕著な活性化が生後２週、３週より観察され、次いで生後４週頃より内在性のCalpain-1阻

害剤であるカルパスタチンによる分解阻害を乗り越えて細胞障害を引き起こす。この事実と

符号するようにKOマウスでは生後４週頃から顕著な組織障害が観察されるようになる。そこ



でCalpain-1阻害剤を-klotho KOマウスに投与し、その効果を解析したところ、外観、毛並

み、体重、動脈の異所性石灰化、肺気腫、皮膚の老人性萎縮、骨密度の低下、骨の形成異常

など、いずれも顕著に改善することを確認した。この結果はビタミンDの持続的な活性亢進が

Calpain-1の活性化シグナルとして作用することを示唆している。組織破壊が激しい肺、腎臓

等ではグランザイム、パーフォリン、FasL陽性細胞がコントロールに比して多数観察され、

組織障害の現場を捉えることに成功した。一方、強い抗炎症作用を持つ化合物の投与により

組織破壊が改善することも明らかとなり、活性型ビタミンD、リンの亢進が組織破壊に関わる

事実と併せて、活性型ビタミンD、炎症反応の亢進が協同的に作用し腎臓、血管内皮、肺胞細

胞、皮膚などの細胞においてCalpain-1の機能が亢進し、同時に細胞死シグナルが活性化し、

組織障害／細胞死をもたらすと推定された。 

２）α-klotho KOマウスで観察される組織損傷に幹細胞の制御異常が関わるか 

-klotho KOマウスでは生後3-4週より早期老化症状、組織破壊が進行する。そこで、生

後3, 5 ,6週、10週以後の-klotho KO マウス、野生型マウスの海馬における幹細胞マーカー

の発現、BrdUの取り込み、Ki67陽性細胞数を解析し、α-Klotho の欠失が幹細胞の増殖、分

化に与える影響を詳細に解析した。生後3週ではKO、野生型マウス間で差異は見いだされなか

ったが、組織破壊が進行する生後4, 5週では-klotho KO マウスの海馬において幹細胞数が

増加しており、BrdUを取り込んだ細胞数も野生型より多く認められたが、10週以後の-klotho 

KO マウスでは幹細胞数が有為に減少していた。生後3週以降に起こる顕著な組織破壊が一過

的な幹細胞の動員／過剰な活性化をもたらしたものと推定され、組織破壊の進行を止めるこ

と（ビタミンD を含まない餌による飼育）を試み、Ki67陽性細胞数の増加、並びに幹細胞の

枯渇が抑えられることを確認した。以上より、-klotho KOマウスは幹細胞の一過的増殖、減

少・枯渇機構を解析する優れたモデル系であることが確認された。

組織破壊、幹細胞分裂の亢進、幹細胞の枯渇・消耗
Nestin/海馬/３週 Nestin/海馬/５週 Nestin/海馬/12週

Wild ≒ α-kl-/- Wild < α-kl-/- Wild >> α-kl-/-

組織破壊発症前 発症後，修復亢進 幹細胞の枯渇、消耗
 

次いで、幹細胞の自己複製、分化制御に-Klothoが何らかの機構で関わる可能性を検討

した。まず、-KlothoがWntに結合し幹細胞の運命制御に関わる可能性であるが、-Klotho 結

合分子の網羅的解析で同定された候補分子の中にWntは含まれていない。また、-Klothoの構

造解析、結合相手の糖鎖解析より、HNK-1糖鎖抗原が-Klotho結合蛋白に共通に付加されてい

ることを見いだしたが、WntにHNK-1糖鎖抗原が結合しているとの結果は得られなかった。ま

た、-Klothoの発現は海馬の一部に限局されているが海馬における幹細胞マーカーの発現、

BrdUの取り込み、Ki67陽性細胞数などの変化は海馬全体で確認されており、-Klothoの直接

的作用は否定的である。第2の検討課題は、-klotho KO マウスで過剰に合成されるビタミン

DとVDRの複合体が増殖と分化のバランス異常をきたす可能性である。培養細胞を用いた検討

ではVDRがβ-catenin とCBP、あるいはp300との複合体を形成することが知られているが、個

体レベル（-klotho KO マウス）では、複合体形成についての明確な結論が得られなかった。 

３）α-klotho KOマウスにおけるNAD代謝異常について 



NADは細胞におけるエネルギーレベルのセンサーであり、老化制御因子 Sirtuinの活性化

に必須の分子である。興味ふかいことに、NAD、及び、その前駆体であるNMNの血中濃度が加

齢に伴い低下するが、NMNを投与すると健康寿命の延長をもたらし、また、Sirtuin 1の視床

下部における機能亢進は寿命延長、老化遅延をもたらすと報告されている。さらにNMNによる

海馬の幹細胞の維持、増強についても報告されている。一方、細胞内で NMN を合成する活性、

ひいては NMN から NAD を合成する活性は各種の細胞・組織で違いがあり、特に神経細胞、

視床下部の神経細胞、膵β細胞などではNMNを合成する酵素（iNampt）の活性が低く、脂肪細

胞よりNMN合成酵素(eNampt) が分泌され、それを取り込んでNAD 産生に利用している。この

事実は、血中 NMN、脂肪細胞から分泌されるeNampt濃度を維持すること、加齢に伴うNMN、

eNamptの低下を抑えることの重要性を示しているが、α-klotho KO マウスでは肝心の脂肪細

胞がほとんどないことからα-klotho KO マウスにおけるNAD代謝の変容が推定された。そこ

で、α-klotho KOマウスの血液や肝臓などのメタボローム解析を行ったところ、血中トリプ

トファンの亢進、トリプトファンからNADを合成する経路の中間体メタボライトの顕著な亢進、

肝臓におけるNADレベルの顕著な亢進を示すデータが得られた。また、トリプトファンからキ

ノリン酸を介してNAD合成に至る酵素の発現増強が観察された。NADはニコチンアミドから

NAMPTによりNMNに変換され、NmnatsによりNADに変換される経路（主要経路）とトリプトファ

ンからキノリン酸を介してNAD合成に至る副次的な経路によって合成されるが、α-klotho KO

マウスにおいては、肝臓で過剰に合成されたNADが細胞表面でCd38によってNAMに分解され、

各種の臓器に運ばれ、再度NADへと変換される経路、すなわち副次的経路が顕著に亢進してい

た。副次的経路については情報が乏しく、老化、加齢関連疾患との関連も不明である。 

４）膵β細胞の加齢に伴う減少と膵β細胞の増殖誘導機構について 

インスリン遺伝子の発現と β 細胞量の制御という課題に取り組み、抑制因子 ICER

（inducible cAMP early repressor）が活性化因子と競合して β 細胞の機能と量をコントロ

ールしていること、そして、これらの転写因子の発現バランスが崩れて抑制因子が過剰発現

すると、インスリン産生とβ細胞維持機構が破綻し、早期から重度のインスリン分泌不全に

よる糖尿病を発症することを Tg マウスを作製して実証した。ついでβ細胞の増殖にはβ細

胞の分裂以外に幹細胞から供給される可能性（幹細胞説）を検証し、膵島が膵管上皮細胞に

隣接して存在すること、肥満のヒトや組織再生時にβ細胞が膵管上皮細胞に多く見られるこ

と、lineage trace により膵管上皮細胞に幹細胞が存在し、β 細胞の増殖に貢献しているこ

とを証明した。一方、上記の糖尿病 Tg マウス（オス）の精巣を除去（castration）あるいは

17β-エストラジオールの投与により膵管上皮細胞中および膵島の β 細胞を急激に増加させ

ることに成功し、膵島の形態と血糖値が回復することを明らかにした。そこで、β 細胞の増

殖に関与する候補遺伝子、また、血糖値が正常化した際にβ細胞の増殖停止に重要な役割を

持つと推定される遺伝子の同定に成功した。Flox マウスを作製し解析中である。 
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