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研究成果の概要（和文）：カロリー制限などのような食事修飾は、寿命延長効果を有する。 Klotho欠損 (KL)マ
ウスは、短命で、老化が促進したモデルマウスである。リン制限食は、 KLマウスの寿命を延長させ、その表現
型を回復させる。本研究では、リン制限食による糖鎖修飾機能について、Npt2cを例として解析した。リン制限
食により、Npt2cと Klothoは、誘導され、Npt 2cの糖鎖修飾パターンが、変化した。Klothoと Npt2cの欠損マウ
スを掛け合わせた KLNpt2cマウスでは、明らかに、klothoマウスの老化兆候が改善した。よって、リン制限は、
糖鎖修飾を誘導する食事因子と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Dietary modifications such as calorie restrictions have a lifespan extension
 effect. Klotho deficient (KL) mice are short-lived, aged-promoted model mice. The inorganic 
phosphate (Pi) -restricted diet prolongs the life span of KL mice and restores its phenotype. In 
this study, we investigated whether Pi-restricted diet causes the modification of the 
N-glycosylation of Npt2c. By Pi-restricted diet, Npt2c and Klotho were induced, and the 
N-glycosylation pattern of Npt 2c was changed. KLNpt2c (Klotho/Npt2c DKO) mice showed the rescued KL
 phenotypes. In conclusion, Pi restriction was considered to be a diet inducing N-glycan 
modification

研究分野：生活科学・食生活学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

食生活の乱れは、栄養代謝異常に起因する心

血管障害、糖尿病、慢性腎臓病などの生活習

慣病の発症に関与している。最新のニュトリ

オーム解析技術により、食事と各種疾患との

関係において膨大な研究が蓄積された。その

結果、食事による老化や生活習慣病の原因と

して、糖鎖修飾酵素機能が重要な位置を占め

る可能性が明らかにされた。糖鎖は、核酸及

び蛋白質とならぶ、第３の生命鎖とも呼ばれ、

自然界に存在する蛋白質全種類の、約半数以

上は糖鎖修飾を受けた糖蛋白質として存在

している。Klotho 遺伝子は、ヒトの老化に良

く似た症状を呈する突然変異マウス（klotho

マウス）の原因遺伝子として同定され。

klotho を変異させたモデル動物では、短命、

成長障害、高リン血症、高カルシウム血症な

どの老化症状を示すが、リン制限食やビタミ

ンD制限食により表現型が回復する。さらに、 

klotho を過剰発現させた動物は寿命が延長

し、低リン血症を呈する事が明らかにされて

いる。我々は、糖鎖遺伝子発現解析技術を用

いて、リン制限食による腎尿細管におけるリ

ン輸送分子の糖鎖修飾解析した結果,  II 型

ナトリウム依存性リン輸送タンパク質 

NaPi-IIc (Npt2c)の糖鎖修飾がリン制限摂取

で影響される事が明らかになった。 

 

２．研究の目的 

リン制限食には生体における糖鎖修飾機序

が存在する事を明らかにする為に、腎臓に注

目した。血中リン濃度の維持には、腎臓近位

尿細管に発現する２型 Na 依存性リン酸トラ

ンスポーター（NaPi-II）が重要な役割を担

う。NaPi-II サブファミリーである Npt2c は

近年、家族性低リン血症性くる病（HHRH）の

責任遺伝子であることが報告され、ヒトにお

ける重要性が明らかになっている。膜型

Klotho は生体内において FGF23、FGF レセプ

ターと結合し、Npt2c の発現調節を行ってい

る。一方で最近、膜型 Klotho の細胞外領域

が切断され血液、尿中へ分泌され、分泌型

Klotho として独自の機能を持つことが報告

されている。分泌型 Klotho は N 型糖鎖を介

してカルシウムチャネルTRPV5の機能を調節

しているが、リン代謝における役割は明らか

ではない。そこで本研究では低リン食による 

Npt2c の糖鎖修飾の分子機能に関して、糖鎖

修飾酵素 Klotho との関係を調べた。 

 

３．研究の方法 

動物解析 

 マウスは恒温の飼育室で明暗サイクルの

条件下（8:00-20:00）、プラスチックケージ

内で飼育した。KLKO マウス；C57BL/6J 

α-Klotho(KL)ヘテロマウスは日本クレア株

式会社 (CLEA Japan, Inc.Tokyo, Japan)で

購入した。ヘテロマウスを交配し、

Klotho+/+(WT)マウス、Klotho-/-(KLKO)マウス

を得た。 

  KL2cDKO マウス作製；C57BL/6J 系統の

Npt2cKO マウスは、Npt2c 遺伝子の exon 3 に

ある転写開始点を含めた exon 2~5 の領域を

neomycin 耐性遺伝子に置き換えることによ

り作製した。C57BL/6J α-Klotho(KL)ヘテロ

マウスと Npt2cKO ヘテロマウスを交配(一次

交配)し、Klotho/Npt2c ダブルヘテロマウス

作製後これらを交配(二次交配)することに

より、Klotho-/-/Npt2c-/-(KL2cDKO)マウスを得

た。 

 食餌組成：食餌中リン含量による調節を検

討するため、アメリカ国立栄養研究所げっ歯

類用試料AIG-93G精製試料をオリエンタル酵

母より購入し、ミネラル混合から CaCO3およ

び KH2PO4を除去したものを用いて、コントロ

ール（CP）食（Pi:0.6%、Ca:0.6%）、低リン

（LP）食（Pi:0.02%、Ca:0.6%）を調節した。

水は微量元素としてカルシウム、リンを含む

水道水を避け、蒸留水を自由摂取させた。ま

た、タンパク源としてエッグホワイト（キュ

ーピー）を用いた。WT 及び kl/kl マウスは 7

週齡から食餌を CP食から LP食に換えて飼育

した。約 20 週齡で解剖し臓器を採取し、腎

については BBMV を精製した。  

蛋白解析 

 調製した BBMV にサンプルバッファー（125 

mM Tris-HCl pH 6.8、4% SDS、20%グリセロ

ール、0.2%ブロモフェノールブルー、メル

カプトエタノール）を等量混合し、95C で 3

分間加熱した後、直ちに氷冷した。BBMV は



10% SDS-ポリアクリルアミドゲルで分離し、

Hybond-P（Amersham pharmacia biotech）に

電気的に転写した。このメンブレンは、5%ス

キムミルク/1TBST（Tris-base、NaCl pH 

7.61）/Tween20 を用いて、室温で 1時間ブロ

ッキングした後、type IIa 及び IIc Na/Pi ト

ランスポーター抗体（type IIa 8000:1、type 

IIc 1000:1）と 4C で一晩インキュベート

した。さらに、このメンブレンを HRP 標識し

た抗体（peroxidase-conjugated affini pure 

goat anti-rabbit IgG）と室温で 1時間イン

キュベートした後、ECL+plus Kit（Amersham）

を用い、1 分間蛍光発色させ、フィルムに感

光させ検出した。 

 

アフリカツメガエル卵母細胞を用いた輸送

機能検討 

 アフリカツメガエル(雌)は、埼玉実験動物

(株)より購入した。アフリカツメガエルは、

0.1％ 3－AMINOBENZOIC ACID ETHYL ESTER

（SIGMA）に 10～15 分浸すことによって麻酔

し、卵母細胞の塊をカエルの下腹部から外科

的に摘出した。摘出した卵母細胞は 2 ng／ml

コラゲナーゼ A（BOEHRINGER MANNHEIM）を

含む Ca2＋free の ORⅡ溶液（8.25 mM NaCl、 

2 mM KCl、1mM MgCl２、 10 mM Hepes／Tris pH 

8.5）で 30～40 分処理し、コラゲナーゼが残

らないように Ca2＋free の ORⅡ溶液で十分に

洗浄した。さらにBarth’s solution （88 mM 

NaCl、1 mM KCｌ、0.82 mM MgCl2、0.41 mM 

CaCl２、0.33 mM Ca(No３)２ 、 2.4 mM NaHCO3、

10 mM Hepes ）で洗浄し、defolliculation 

solution（110 mM NaCl、1 mM EDTA 、10 mM 

Hepes）中で、follicular layer を取り除い

て Barth’s solution 中で保存した。卵母細

胞に、0.5μg / μl の濃度の cRNA 及び poly 

(A) +RNAを 50 nl（１個あたり25 ngの cRNA ）

手動インジェクター（NARISHIGE）で注入し、

50 ng / ml の gentamicin（SIGUMA ）を含む

Barth’s solution 中で、18 ℃、2日間保存

した。 

 

４．研究成果 

KLKO マウスの表現型 

 KLKO マウスは、既に報告されているように

WT マウスと比較して血中 Ca 濃度および血中

PTH 濃度に変化は見られないが、血中 Pi、血

中 FGF23、および血中 1,25(OH)2D3濃度はとも

に有意な上昇を認めた。また 24 時間尿中排

泄量は、Ca、Pi ともに WTマウス、KLKO マウ

ス間で差は見られなかった。 

 5 週齢および 8 週齢の WT マウス、KLKO マ

ウス腎臓における石灰化を確認した。5 週齢

においては、WT マウス、KLKO マウスともに

石灰化は確認されなかったが、8 週齢ではこ

れまでの報告通り、KLKO マウスにのみ顕著な

石灰化が確認された。 

  

KLKO マウスにおける腎リン輸送活性および

リン酸トランスポーター発現 

 8 週齢 WT マウス、KLKO マウスの腎臓 BBMV

を用いて Na存在下における Pi輸送活性およ

びリン酸トランスポーター発現の検討を行

った。を検討した。KLKO マウス 小腸リン酸

輸送活性は、WT マウスと比較し増加傾向が認

められた。また KLKO マウス腎における Npt2a

および Npt2c mRNA 発現は、WT マウスと比較

して有意な変化は認められなかった。糖鎖解

析による Npt2a および Npt2c 糖鎖修飾を行っ

たところ、WT マウスと比較して、KLKO マウ

スにおいてNpt2a糖鎖修飾に差は認められな

かったが、Npt2c 糖鎖修飾は差が認められた。

この Npt2a および Npt2c の発現を確認するた

め免疫蛍光染色を行ったところ、Western 

Blotting 解析と同様、腎臓 Npt2a の発現に変

化は見られず、Npt2c のみの膜局在の増加が

確認できた。 

 

KL2cDKO マウスの解析 

 KL2cDKO マウスは、KLKO マウスと比較して

寿命の延長が見られ、身体も大きく、毛並み

にもつやがでた。また、WT マウス、KLKO マ

ウス、KL2aDKO マウス、Npt2aKO マウス、

KL2cDKO マウス、および Npt2cKO マウスの体

重変化を 20 週齢まで追跡した。これまでの

報告通り、WT マウスと比較して、Npt2cKO マ

ウスでは変化がなく、Npt2aKO マウスはわず

かに体重減少が認められた。KLKO マウスは特

に離乳後からの体重減少が確認された。既に

報告されているように、KL2aDKO マウスは



Npt2aKOマウスとKLKOマウスの中間型の発育

が見られた。一方、KL2cDKO マウスにおいて

も、KL2aDKO マウスとほぼ同様の体重変化が

みられた。 

 8週齢のNpt2cKOマウスはWTマウスと比較

して、血中 Ca、およびリン濃度に変化は認め

られないが、血中 1,25(OH)2D3の軽度上昇、

および FGF23 濃度の軽度低下が認められる。

KL2aDKO マウスは既に報告されているように、

KLKO マウスと比較して有意に血中 Ca 濃度の

高値、血中リン濃度の低下、1,25(OH)2D3濃度

の上昇が認められ、FGF23 濃度は高値を維持

していた。 KL2cDKO マウスは、KLKO マウス

と比較して血中 Ca、Pi、および FGF23 濃度に

大きな違いは認められなかったが、わずかで

あるが、1,25(OH)2D3濃度に減少傾向が認めら

れた。 

 

KL2cDKO マウス腎臓における石灰化、肺組織

の病理所見 

 WT マウス、および Npt2cKO マウスは、腎結

石は認められない。KLKO マウス(8 週齢)は、

腎臓皮質において広範囲に腎結石が認めら

れる。一方、KL2cDKO マウスでは、KLKO マウ

スと比較し石灰化症状の大幅な緩和が確認

された。さらに肺組織のHE染色を観察した。

これまでに報告されている通り、KLKO マウス

では肺胞毛細血管内への顕著な血液貯留、毛

細血管内水分の間質への漏出といった肺水

腫様症状が見られたが、KL2cDKO マウスでは

KLKO マウスに認められた肺水腫症状が改善

し、WT マウスおよび Npt2cKO マウスと同様の

肺所見であった。 

 

 KLKO マウスにおける Npt2c の糖鎖修飾  

Npt2c は、成長期において発現が顕著増加し、

成熟するにつれて減少することから成長期

に重要なリントランスポーターであると考

えられている。腎臓における Npt2a タンパク

質の糖鎖修飾パターンは、WT マウスと比較し

KLKO マウスでは顕著な変化は認められなか

ったが、Npt2c タンパク質の糖鎖修飾パター

ンには、変化が観察された。KL2cDKO マウス

は、KLKO マウスと比較して Npt2a の糖鎖修

飾パターンに違いは確認されなかった。一方、 

KL2aDKOマウスにおける Npt2cの糖鎖修飾パ

ターンは、低リン食摂取時と同様に、変化が

観察された。 

 

細胞レベルの解析 

袋ネズミ腎近位尿細管由来 OK 細胞、および

アフリカツメガエル卵母細胞に、 Npt2c を過

剰発現させ検討を行った。Npt2c は N 型糖鎖

修飾蛋白質であり、変異体の実験から糖鎖が

局在並びにリン輸送活性に重要であること

が明らかとなった。次に、分泌型 Klotho の

Npt2c に対する作用について検討したところ、

両実験系とも分泌型 Klotho 処理によりリン

輸送活性が有意に低下した。分泌型 Klotho

の機能の 1つとして、シアリダーゼ活性が報

告されているが、シアリダーゼ処理により

Npt2c リン輸送活性が有意に上昇したのに対

し、分泌型 Klotho はシアリダーゼ阻害剤に

よる作用を受けなかったことから、Npt2c に

対する分泌型 Klotho の作用はシアリダーゼ

活性非依存的であることが示された。また

Npt2c糖鎖付加不全変異体では分泌型Klotho

の作用が消失したことから、分泌型 Klotho

は糖鎖を介してNpt2cの機能を調節している

ことが示唆された。これらの結果より Klotho

は FGF23 シグナルを介した経路と、管腔側か

らの分泌型 Klotho による経路の 2 つの異な

った経路を介してNpt2cの糖鎖修飾調節を行

っていることが考えられた。 

  以上、分泌型 Klotho による Npt2c の糖

鎖修飾と、その影響を明らかにした。また、

KL2cDKOマウスにおいてKLKOマウス表現型の

改善が確認された。Klotho は、生体内におい

て、リン制限食で誘導され、腎臓での糖鎖修

飾に影響する可能性が示唆された。リン制限

食は、 KL マウスの寿命を延長させ、その表

現型を回復させる。本研究では、リン制限食

による糖鎖修飾機能について、Npt2c を例と

して解析した。 リン制限食により、Npt2c と 

Klotho は、誘導され、Npt 2c の糖鎖修飾パ

ターンが、変化した。Klotho と Npt2c の欠

損マウスを掛け合わせた KLNpt2c マウスで

は、明らかに、 klotho マウスの老化兆候が

改善した。よって、リン制限は、糖鎖修飾を

誘導する食事因子と考えられた。 
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