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研究成果の概要（和文）：腎臓は線維化して次第に腎不全に進行してく。腎臓から分泌されてい

る Klotho 蛋白は線維化を促進させる Wnt シグナルを抑制することで線維化、腎不全への進行を

抑制する。加齢ともに腎臓だけでなく組織の線維化は進行し、臓器機能低下につながるが、

Klotho は腎臓のみならず、全身の線維化を抑制し、抗老化に働いている可能性がある。腎臓の

働きを守ることは老化の予防につながるのである。 
 
研究成果の概要（英文）：The kidney increases fibrotic changes with aging and gradually progresses to 
chronic renal failure. The Klotho protein secreted by kidney attenuates fibrosis, progress to renal 
dysfunction by inhibiting Wnt signal promoting fibrosis. Organ fibrotic changes progresses as well as 
kidney with aging and leads to organ functional decline with aging. But Klotho may restrain fibrosis of 
not only the kidney but also the other organs and may work for anti-aging. To keep the renal function 
normally may lead to the prevention of the aging. 
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１．研究開始当初の背景 
腎臓では加齢に伴った腎機能低下が、腎硬化
症および分子生物学的変化を伴って認めら
れる。近年の人口高齢化に伴い、このような
腎硬化症患者は増加の一途をたどっており、
高齢者の透析患者増加が医療経済面からも
深刻な課題となりつつある。さらに軽微な腎
障害や検尿異常で定義づけられる慢性腎臓
病 CKD が、強力な心血管病 CVD の危険因子
であることが判明している。本邦では一般住

民の約 10%が CKD に該当し、高齢化が CKD
増加に寄与していることが明らかとなった。
高齢者の QOL を維持し健康加齢を達成する
ためには、加齢による腎機能低下のメカニズ
ムを明らかにし、CVD 及び慢性腎不全の予防
及び治療戦略を立案することが重要となる。
加齢に伴う進行性腎障害の責任病変の主体
は腎臓尿細管間質の線維化である。腎臓尿細
管間質の線維化は腎不全への Final common 
pathway であり、線維化進行抑制は腎機能の
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保護につながるものである。加齢による組織
線維化は腎臓のみならず、様々な臓器におい
て認められる。高齢マウスの骨格筋では筋肉
の一部が繊維組織に置き換わっている。高齢
マウスでは、骨格筋が筋原性形質から線維形
成性形質への形質変換が生じ、線維組織への
変換が生じている。Brack らは、この転換が
Wnt シグナル伝達経路の活性化と関連してお
り、Wnt 阻害剤によって抑制されること、な
らびに Wnt 受容体である Frizzled 蛋白質ファ
ミリーに結合する高齢マウス血清成分が、
Wnt シグナル伝達亢進の原因と考えられるこ
とを明らかとした。この結果は、加齢に伴う
組織線維化の増加において、Wnt シグナル伝
達経路が重要な役割を果たしている可能性
を示している。腎臓線維化モデルである尿管
結紮モデルを用いた実験では、Wnt は腎線維
化過程においても活性化することが報告さ
れている。一方、Liu らは、挿入突然変異に
よって早期老化症状を呈するマウス系統で
ある Klotho 変異マウスを用い、抗老化蛋白で
ある Klotho が Wnt と直接結合して Wnt 活性
を抑制することを報告した。Klotho 変異マウ
スでは、Klotho 蛋白減少のため、Wnt のシグ
ナルが増強し、細胞レベルで Senescence が促
進され、組織では線維化や皮膚の肥厚が生じ
ることを明らかとした。klotho 遺伝子は分子
量約 130kD の一回膜貫通蛋白をコードして
おり、細胞外ドメインと細胞内ドメインを併
せ持つ。この遺伝子の変異マウスは寿命が
8~10 週と短く、中膜石灰化、内膜肥厚を特徴
とする動脈硬化、皮膚の萎縮、成長障害など
の表現形質は末期腎不全の病態とも重複し
ている。さらに klotho 遺伝子は、主として遠
位尿細管で発現しており、腎障害進展に伴い
その発現減少が報告されている。これらのこ
とより Klotho 蛋白の減少が腎不全の病態形
成に重要な役割を果たしていることが推測
される。 
 
２．研究の目的 
我々は「Klotho蛋白は腎線維化過程において、
Wnt-signal 系抑制により EMT を抑制し、線維
化抑制に働き、腎保護作用を発揮する」との
仮説を立てるに至った。EMT は尿細管間質線
維化の初期過程において必須であり、線維化
抑制の機序を考える上で検討する必要があ
ると考えた。本仮説検証のため、具体的には
以下の項目の解明を目的に本研究を行った。 
(1) 間質線維化と Wnt シグナルの連関の検
討：腎間質線維化過程において、Wnt シグナ
ル活性化が如何に変化しているかを検討し
た。 
(2) Klotho 蛋白発現量低下による腎間質線維
化の影響の検討：Klotho ヘテロ変異マウスを
用い、Klotho 蛋白発現量が腎間質線維化へ及
ぼす影響を検討した。同時に Wnt シグナル活

性化に、Klotho 蛋白発現量が影響を与えてい
るのかを検討した。 
(3) Klotho 蛋白発現量増加による腎管質線維
化の影響の検討：Klotho 過剰発現マウスを用
い、Klotho 蛋白発現量が腎間質線維化へ及ぼ
す影響を検討した。また in vivo でマウスへ
Klotho 発現 plasmid の遺伝子導入を行い、
Klotho過剰発現によりWnt活性化シグナル抑
制、腎線維化抑制が生じるのかを検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 腎内 Wnt シグナル活性化部位を特定する
ために、Wnt レポーターマウスである BAT 
LacZ mice と Klotho 過剰発現マウス (KLTG)
を掛け合わせたマウスを用い、腎線維化モデ
ルである尿管結紮モデル (UUO) を作成した。
作成後 1 週、2 週後に Sacrifice を行い、以下
の検討を行った。Wnt シグナル活性化の検討
は Western blotting 法にて beta-catenin 発現量
を検討した。腎内 Wnt シグナル活性化部位を
特定するために、マウスの腎組織は LacZ 染
色、および LacZ 活性測定を行った。Masson
染色、Realtime PCR (CTGF、TGF-beta、type III 
collagen) にて線維化の検討を行った。 
(2) Klotho ヘテロマウス (KL-hetero)に UUO
手術を施行し、14 日後に屠殺し組織を検討し
た。KL-hetero には Klotho 発現 plasmid の筋肉
内遺伝子導入を行い、腎間質線維化の影響を
検討した Masson 染色、CTGF、TGF-beta、type 
III collagen 発現にて線維化の検討を行った。
Wnt-signalは Wnt-inducible geneの T cell factor 
1、c-myc、WNT1-inducible signaling protein 1、
fibronectin 発現、及び beta-catenin、fibronectin
の Western blot 解析にて検討した。 
 
４．研究成果 
(1) UUO 後、野生型マウス (WT) では、腎尿
細管で Wnt/beta-catenin 活性化 (LacZ 染色陽
性) が増加した (図 1)。beta-Galactosidase 活
性で測定した Wnt 活性も増加し、beta-catenin
発現量も増加していた (図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 腎線維化過程での組織 Wnt 活性化部位 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 2. 尿管結紮後の beta-catenin 発現量 
 
腎重量/体重比は UUO14 日後で Wild-UUO に
比較し、KL-TG-UUO で有意に低下が抑制さ
れていた。線維化部位は Wild-UUO に比較し、
KL-TG-UUO で有意に低下していた (図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 3. 尿管結紮後の組織線維化 
 
Masson 染色での線維化面積定量、TGF-beta、
type III collagen、CTGF の mRNA 発現のいず
れも KL-TG-UUO で有意に抑制されていた 
(図 4)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 尿管結紮後の
線維化関連遺伝子
発現 

alpha-SMA、Vimentin 陽性面積、蛋白発現と
もに KL-TG-UUO で有意に抑制されていた。
Wnt-signal、Wnt-inducible gene の mRNA 発現
ともに、KL-TG-UUO で有意に抑制されてい
た。 
 
(2) 腎重量/体重比はUUO14日後でWild-UUO
に比較し、KL-hetero-UUO で有意に低下して
い た 。 Masson 染 色 で の 線 維 化 も
KL-hetero-UUO で有意に低下していた (図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. Klotho ヘテロマウスの尿管結紮後の組
織線維化と Klotho 外因性投与の効果 
 
 
Beta-catenin 発現量も増加していた。TGF-beta、
type III collagen、CTGF の mRNA 発現のいず
れも KL-hetero-UUO で有意に増加していた。
Wnt-signal、Wnt-inducible gene の mRNA 発現
ともに、KL-hetero-UUO で有意に増加してい
た (図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. Klotho ヘテロマウスの尿管結紮後の遺
伝子発現変化と Klotho 外因性投与の効果 
 
Klotho 発現 plasmid 遺伝子導入により、これ
らの変化は抑制されていた (図 5、図 6)。 
 
本研究の結果を図にまとめる (図 7)。Wnt 刺
激により活性化された beta-catenin は各種の
線維化関連遺伝子を活性化し、腎線維化を促
進させる。Klotho 蛋白はこの活性化を抑制す
ることで線維化を抑制する。Klotho 蛋白には
この Wnt 抑制機序以外にも TGF-beta 受容体
と TGF-beta の結合を阻害する働きがあるこ



 

 

とも報告されており、両者の効果により線維
化を抑制しているのであろうと考えられる。 
 
Klotho 蛋白は腎線維化過程において、
Wnt-signal 系抑制により線維化を抑制し腎保
護作用を発揮することが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7. Klotho 蛋白による腎線維化抑制機序 
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