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研究成果の概要（和文）： 

α-Klothoは Na+,K+-ATPaseと結合しており、細胞外カルシウムの低下に伴い、Na+,K+-ATPase 
を細胞膜にリクルートし、その活性を制御しており、その結果としてカルシウムの輸送、PTH
の分泌が誘導される。また、β-KlothoはFGF15 のシグナル伝達に必須であり、コレステロール

から胆汁酸を合成する律速酵素（Cyp7A1）の発現を負に制御する。更にFGF21 のシグナル伝達

はKlothoに依存せず、第３の因子が必要であることを示唆した。詳細な解析を行い、α-Klotho, 
FGF23, 1,25(OH)2

 

Dからなる電解質代謝を統合するシステム、β-Klotho, FGF15/humanFGF19、胆

汁酸からなるコレステロール／胆汁酸代謝の制御システムを明らかにした。次いで、α-Klotho
は糖鎖結合蛋白であり、α-KlothoがFGF23のT178 糖鎖配列に含まれているグルクロン酸を認識

し、結合していることを明らかにした。これらを総合してα-Klothoの分子機能を提案し、併せ

てカルシウム恒常性制御機構の新たなコンセプトと提唱した。 

研究成果の概要（英文）： 
α-Klotho binds to Na+,K+-ATPase and is rapidly translocated from endosomal 

organella to the plasma membrane together with Na+,K+-ATPase in response to altered 
extracellular calcium concentration. Increased Na+ gradient produced by elevated 
Na+,K+-ATPase activity drives PTH secretion and transepithelial transport of calcium. 
β-Klotho is essential for FGF15 signaling and functions as a key regulator of bile acid/cholesterol 
metabolism. Detailed analyses revealed a comprehensive regulatory scheme of mineral homeostasis 
involving the mutually regulated positive/negative feedback actions of α-Klotho, FGF23 and 
1,25(OH)2

 

D and an analogous regulatory network composed of β-Klotho, FGF15/humanFGF19 and bile 
acids that regulate bile acid/cholesterol metabolism. We also suggested Klotho-independent FGF21 
signaling pathway(s). α-Klotho functions as a glyco-recognition/binding protein . The demonstrated 
molecular functions of α-Klotho provide a new paradigm that may change current concept 
in mineral homeostasis. 
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１．研究開始当初の背景 
   挿入突然変異の解析により動脈硬化、軟

部組織の石灰化、骨密度の低下、肺気腫など

の多彩な加齢に伴う疾患に類似の症状を呈

するマウスを樹立し、その原因遺伝子

α-Klotho を同定した。α-Klotho はＩ型膜蛋

白をコードしており、大部分を占める細胞外

ドメインは type 1 β-glycosidase と相同性

を示す。β-glycosidase ファミリーは保存さ

れた２つの活性中心をもっており、それぞれ

の活性中心には種を超えて保存されている 2

つのグルタミン酸残基があるが、α-Klotho、
β-Klotho は、この４つの保存されたグルタ

ミン酸残基のうちの２つに共通の置換があ

ることを特徴としている。また、極めて弱い

がα-Klotho はβ-Glucuronidase 活性をもつ。 

α−Klothoは PTH を分泌する上皮小体、カルシ

ウムの再吸収制御を担う腎臓の遠位尿細管、

脳脊髄液産生の場である脈絡膜、すなわち、

血液や脳脊髄液などのカルシウム濃度の制

御を担う組織で発現しており、これらの発現

細胞ではα-Klotho は Golgi 体、Endosome に

大量に存在している。なお、膜貫通ドメイン

近傍で切断されて血清、脳脊髄液、尿中に分

泌される。 

一方、α-Klothoの結合分子の解析により

Na+,K+-ATPase と結合していることが明らか

となり、α-Klotho／Na+,K+-ATPase 複合体の

機能解明を中心にα-Klotho の分子機能を解

析することとなった。更に、解析の過程で

FGF23のシグナル伝達におけるα-Klothoの役

割が新たな課題となり、その解析を進めた。 

２．研究の目的 
α-Klotho がカルシウム代謝制御においてど

のような役割をどのような仕組みで担って

いるかを明らかにすることを目的として以

下の研究を計画した。特に（１）細胞外の変

化を認識し、Klotho／Na+,K+-ATPase 複合体

を細胞表面へリクルートする仕組みの解明、

（２）Na+,K+-ATPase の機能変化を介して

電解質バランスやＰＴＨなどのホルモン分

泌を制御する仕組みの解析が主な目的であ

ったが、研究の進展により、（３）FGF23 の

シグナル伝達におけるα-Klothoの役割、（４）

FGF23、α-Klotho によるビタミンＤ合成の

制御、（５）β-Klothoの同定とその機能解析、

（６）糖鎖認識・結合分子としての Klotho

の分子機能解析を進めた。 

 

３．研究の方法 
（１）Klotho・Na+/K+ ATPase複合体の細胞

膜への移動を解析するために、脈絡膜を用い

て Na+/K+ ATPaseの細胞表面量、Na+/K+ ATPas

活性を測定する系を開発し、どのような細胞

外の変化が活性制御に関わるかを解析した。

Klotho の分泌が連動しているかを解析した。 

（２）Klotho・Na+/K+ ATPase 複合体の細

胞内局在、その顆粒の性質を解析し、Klotho、
Na+/K+ ATPase が存在する分泌顆粒の特性

を解析した。Klotho・Na+/K+ ATPase 複合

体の細胞表面への移動を制御できるシステム

を開発して、分子機構を解析した。（３）生体

応答能の破綻がどのようにして変異表現型の

発症プロセスと関わるかを解析する。同時に、

この研究で明らかにされたことを手掛かりに

ヒト疾患の解析へと展開した。（４）FGF23、
FGF15 (human FGF19)、FGF21 と FGF
受容体、α-Klotho、β-Klotho との結合、シグ

ナルの行き先等を解析した。（５）FGF23 の

糖鎖結合配列に変異を導入し、糖鎖の意義を

解析した。また、α-Klotho と hFGF、FGFR、

ヘパリン、ヘパラン硫酸との結合における糖

鎖認識について解析した。 

４．研究成果  

（１）α-Klotho／Na+,K+

  免疫沈降と質量分析によりα-Klotho結合

蛋 白 と し て Na

-ATPase複合体の同定 

+,K+-ATPase を 同 定 し た 。

α-Klotho・Na+,K+-ATPase複合体はER、Golgi

体を輸送され、Endosomeに蓄積しており、細

胞外カルシウム濃度の低下に応答して素早く

細 胞 表 面 へ と 移 動 し 、 結 果 と し て

Na+,K+-ATPaseの細胞表面量の増大と機能亢進

がおこる。この応答はα-Klothoに依存してお

り、ノックアウトマウスでは観察されない。

また、Na+,K+-ATPaseの細胞膜表面へのリクル

ートとα-Klothoタンパクの細胞外への分泌が

同時に起こり相関している。α-Klotho発現細

胞ではNa+,K+-ATPaseの細胞膜表面への移動は

「Conventional recruitment」と「α-Klotho 
dependent recruitment」の２つのシステムか

らなっており、前者は全ての細胞に存在し、

Na+,K+-ATPaseの基本的なリサイクリングを制

御している。一方、後者はα-Klotho発現細胞

に特異的に存在するシステムで、細胞外カル

シウム濃度の変化に応答してNa+,K+-ATPaseの

細胞表面へのリクルートをadditionalに制御

しており、細胞外カルシウム濃度が低下する

とNa+,K+-ATPaseの細胞表面量（機能）が増加



し 、 カ ル シ ウ ム 濃 度 が 上 昇 す る と

Na+,K+-ATPaseの細胞表面量（機能）が低下す

る。Na+,K+-ATPaseの細胞表面量の上昇によっ

て作り出された Na+ の濃度勾配、あるいは膜

電位の変化によって腎遠位尿細管におけるカ

ルシウムの再吸収、脈絡膜における脳脊髄液

へのカルシウムの輸送、上皮小体からのPTH

の分泌が誘導される。 

FGF23 はビタミンD合成の律速酵素であ

る 1α-hydroxylase遺伝子の発現を負に制御

しているが、このシグナル伝達にα-Klotho 
が必須であり、α-KlothoはFGF23 と共に活性

型ビタミンDの合成を負に制御している。よ

って、α-klotho

（２）ビタミンDの合成制御 

-/-マウスではビタミンＤ合成

を押さえるシステムが十分に作動せず、結果

としてビタミンD活性の機能亢進が続く。ビ

タミンDの作用は極めて多様であり、機能亢

進が続くことは大きな影響をもたらすと推

定された。そこで、ビタミンD前駆体を含ま

ない食餌により血清の活性型ビタミンD濃度

を低下させたところ、殆ど全てのα-klotho-/-

マウスの変異表現型が改善した。また、

1α-hydroxylase遺伝子とα-klothoのダブル

ノックアウトマウスは野生型マウスと区別

がつかないと報告され、活性型ビタミンDの

持続的な過剰合成がα-klotho-/-

更にα-klotho を高発現する患者を見つ

け、一方、α-klotho のミスセンス変異が報

告され、その症状はカルシウム、リン代謝、

PTHの分泌、ビタミン D合成制御の異常が主

なも のであった。 これら の事実から

α-Klotho はマウスのみならずヒトにおい

ても電解質代謝の制御因子であることが明

らかとなった。 

マウスにお

ける多彩な変異表現型の主な要因であるこ

とが明らかとなった。 

（３）

   α-Klothoの機能解明により、カルシウ

ム制御に関する教科書の記載を書き換える

こととなった。カルシウムホメオスタシスの

制御は時間軸にそって大きく３つのステッ

プに分けられる。（１）第１は極めて速い応

答であり、細胞外カルシウム濃度の低下に伴

うカルシウムの再吸収、脳脊髄液への輸送、

PTH の分泌がこれに相当し、いずれも

α-Klotho・ Na

カルシウムホメオスタシス制御におけ

るα-Klothoの位置づけ 

+,K+-ATPase複合体の細胞膜表

面へのリクルートの上昇によって作り出さ

れた Na+

（４）

 の濃度勾配、膜電位の変化に依存し

ている。次いで、（２）分泌されたＰＴＨに

よる骨からカルシウムを放出させる反応、腎

尿細管でのカルシウム再吸収、ビタミンＤ合

成を促進する反応が起こるが、これは数時間

にわたる応答である。（３）第３の反応はビ

タミンＤによる小腸からのカルシウムの吸

収や腎尿細管でのビタミンＤ受容体を介し

たカルシウムの再吸収促進応答であり、数時

間から一日を超えて続く。すなわち，これら

の応答は時間軸にそった多段階の反応から

なっており、かつ、複雑な相互作用、フィー

ドバック機構によって制御されており、全体

として血液・体液、脳脊髄液のカルシウム濃

度は極めて狭いレンジに保持される仕組み

となっている。この仕組みの中で、α-Klotho
は、一方でカルシウムの低下に応答して素早

くカルシウム濃度の上昇を誘導する引き金

を引いており（腎臓でのカルシウムの再吸収、

脳脊髄液へのカルシウム輸送、ＰＴＨの分

泌）、他方でビタミンD合成の抑制を介してカ

ルシウム濃度の上昇を抑えるフィードバッ

クシステムを担っている。α-Klothoの機能は

長らく不明であったが、「カルシウム恒常性

を制御する全く新しい分子」であることが明

らかとなった。 

α-Klotho のホモログである β-Klotho を

同定した。β-Klotho は肝臓、膵臓、脂肪細胞

で発現し、そのノックアウトマウスではコレ

ステロールから胆汁酸を合成する律速酵素

（Cyp7A1）の顕著な発現亢進、二次的な HMG 

CoA Reductase（コレステロール合成の律速

酵素）の発現亢進、胆汁酸の糞便への排出増

加が観察された。この変異表現型は FGFR4

（FGF15、human FGF19がリガンド）ノックア

ウトマウス、FGF15 ノックアウトマウスの変

異表現形とそっくりであったことから、

β-Klotho ノックアウトマウスに human FGF19

を投与し、 FGF19 シグナルの伝達には

β-Klotho が必要であることを確認した。  

β-Klothoの同定と機能解析 

β-Klotho に対する免疫沈降用のモノク

ローナル抗体を分離し、WT、β-Klotho KO マ

ウスの脂肪細胞より免疫沈降、massによる全

ゲル解析を行い、β-Klotho結合タンパクの候

補をリストした。一方、脂肪細胞の初代培養

システムによりβ-Klotho の機能を解析する

システムを立ち上げ、脂肪代謝、コレステロ

ール代謝の恒常性維持機構を解析している。 

（５）

FGFの多様性に比してFGF受容体は少な

く、しかも共通の受容体が各種の細胞に発現

している。このような状況下で循環している

hFGF subfamily（FGF23, FGF15（human FGF19）, 

FGF21）が特定の細胞においてどのように受

容体を認識しシグナルを伝えるかは謎であ

Klothoファミリーと循環するhFGFによ

る代謝制御システムの解析 



ったが、α-Klotho、β-Klotho遺伝子ノックア

ウトの変異表現型が、それぞれFGF23、FGF15

ノックアウトマウスの変異表現型とそっく

りであったことが解決の糸口となった。そこ

で、α-Klotho、β-Klotho、hFGF subfamily に

よる代謝制御機構の全体像を解明する為に、

in vivoにおける(i)α-Klotho、β-Klothoと
FGF15 (FGF19)、 FGF21、FGF23、FGF受容体

との結合、(ii)FGFシグナル伝達によるリン

酸化カスケードの解析、(iii)FGF23、FGF15

のターゲット遺伝子の発現解析、更に

(iv)Klotho family、hFGF subfamily のフィ

ードバック作用の検討を行い、α-Klotho、
FGF23、1,25(OH)2

当初、β-KlothoがFGF21のシグナル伝達

を担うと報告されたが、(i)β-klotho

D、PTHから成る電解質代謝

の全体像、β-Klotho、FGF15、胆汁酸からな

るコレステロール／胆汁酸代謝の全体像を

明らかにした。 

-/- マウ

スにおいてもFGF21 シグナルが伝達されるこ

と、(ii)FGF21-/-マウスの変異表現型が

β-klotho-/-マウスの変異表現型とオーバーラ

ップしないこと、(iii) FGF21 、β-Klotho、
FGF受容体が複合体を形成しないこと、(iv) 

FGF21 の投与がβ-Klothoの発現に影響しない

こと、β-klotho-/-

（６）

マウスでFGF21 の発現が増

加しないことを確認し、FGF21のシグナル伝

達にとってβ-Klothoは必須ではなく、FGF21

の組織特異的シグナル伝達を担う未知の因

子の存在が推定されるとの結論に達した。 

FGF23 に は ３ 箇 所 の 糖鎖 結 合 配 列

（O-linked）があり、糖鎖が結合している。

178 番目のスレオニンに結合する糖鎖（T178

糖鎖）はFGF23の発現細胞内での分解を抑え、

200 番目のスレオニンに結合する糖鎖は

FGF23 の血液中での安定性を担っている。ま

た、FGF23 シグナルは腎臓の遠位尿細管で伝

達されるが、T178糖鎖を欠失するとFGF23の

腎臓への集積が低下し、一方、α-klotho

糖鎖認識・結合分子としてのKlothoの

分子機能 

-/-

 

マ

ウスではFGF23 は殆ど腎臓に集積しない。更

に、T178糖鎖を欠失するとFGF23 のα-Klotho
との結合能が低下し、不安定になる。一方、

α-Klotho はFGFR1、グルクロン酸を含むヘパ

リン、ヘパラン硫酸とは結合するが、グルク

ロン酸がガラクトースに置換されているケ

ラタン硫酸には結合しない。興味深いことに

α-Klothoは極めて弱いβ-glucronidase活性

を持っており、相手分子の糖鎖、中でもグル

クロン酸を認識し、結合、あるいは分解する

可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 そ こ で 、

Estrone-3β-D-Glucronide (特異的グルクロ

ニダーゼ阻害剤)、或いはグルクロン酸を反

応系に添加したところ、α-KlothoとFGF23 と

の結合、α-KlothoとFGFR1、ヘパリンとの結

合が阻害され、FGF23 のシグナル伝達が阻害

された。これらの結果は血液を循環する

FGF23 が腎臓において膜結合型、あるいは細

胞外マトリックスに結合している分泌型

α-Klothoにトラップされ（腎臓への集積）、

FGF23/α-Klotho複合体が形成され、次いで

FGF23/α-Klotho/FGFR1 複合体が形成され、

FGF23 シグナルが伝達されることを示唆して

いる。なお、FGF23 とα-Klothoの結合は極め

て安定であるが、α-KlothoはFGFR1 から速や

かに解離することから、 FGF23/α-Klotho 
/FGFR1複合体が形成されると直ちにFGFR1の

リン酸化がおこり、FGF23/α-Klotho複合体が

FGFR1 から離れると推定される（Hit and Run 

away mechanismをサポートする）。また、

α-Klothoは糖鎖認識タンパクとして機能す

ること、α-Klothoの酵素活性中心がFGF23 の

糖鎖認識に関わること、又、α-Klothoは電解

質代謝システムの進化（PTH、ビタミンDの出

現、腎臓機能の飛躍的な進歩）と平行してグ

リコシダーゼファミリーから分子進化し、そ

の構造が保存されてきたことを示唆する。ち

なみに、T178 糖鎖配列にグルクロン酸が含ま

れていることが示唆されており、構造解析を

進めている(投稿準備中)。 
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