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研究成果の概要（和文）：胃疾患における老化抑制分子Klothoの意義を検討した。胃潰瘍とヘリコバクター・ピロリ（
Hp）感染には密接な関連がある。胃潰瘍組織においてKlothoの発現は低下すること、Klothoを投与することにより潰瘍
治癒は促進することを明らかにした。Hp誘発胃炎におけるTLR9シグナルの意義TLR9欠損マウスを用いて検討し、TLR9シ
グナルはHp誘発胃炎の初期過程において抗炎症的に作用することを明らかにした。Hp感染により、マウス胃粘膜におけ
るKlotho mRNAの発現レベルは低下しており、Hp感染は胃粘膜におけるKlothoの発現を低下させ、胃粘膜萎縮に関与す
る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The klotho gene was originally identified as an aging suppressor gene.  We investi
gated whether Klotho is involved in pathophysiology in the stomach diseases.  (Study 1) Gastric ulcer is a
ssociated with Helicobacter pylori (Hp) infection.  During gastric ulcer healing, expression of mRNA for K
lotho in gastric epithelial cells at the ulcer margin was reduced compared with normal gastric tissue.  Ad
ministration of recombinant Klotho accelerated gastric ulcer healing. (Study 2) We investigated the expres
sion and role of TLR9 in H. pylori-induced gastritis in mice.  Our findings suggest that TLR9 signaling pl
ays important roles in the suppression of H. pylori-induced gastric mucosal inflammation in the early phas
e via downregulation of TNF-alpha modulated by IFN-alpha1.  (Study 3) Expression of mRNA for Klotho was do
wnregulated in Hp-infected mice compared uninfected mice, suggesting the promotion of atrophy and carcinog
enesis of the stomach .  
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１． 研究開始当初の背景 

Klotho は多彩な老化症状類似の表現形をも

つマウスの研究から老化抑制分子として同

定されたタンパクである。その主な生理機能

は腎におけるカルシウムの輸送制御および

リン代謝の内分泌制御であるが、その他にも

抗炎症作用などの多彩な作用が解明されつ

つある。 

 

２． 研究の目的 

（研究１）胃潰瘍治癒過程における Klotho

の発現動態と意義の検討： 

胃潰瘍とヘリコバクター・ピロリ（Hp）感染

には密接な関連がある。本研究では胃潰瘍治

癒過程における Klotho の発現動態と潰瘍治

癒に及ぼす影響について検討した。 

（研究２）Hp 感染胃炎における Toll-like 

receptor 9 の意義： 

Toll-like receptor（TLR）は微生物由来の分

子を認識し自然免疫を発揮するが、そのなか

でTLR9は微生物由来のオリゴヌクレオチド

を認識する。本研究では Hp 誘発胃炎におけ

る Klotho の意義を解明する上の予備的検討

として、Hp 誘発胃炎における TLR9 シグナ

ルの意義をTLR9欠損マウスを用いて検討し

た。 

（研究３）Hp 感染による胃粘膜 Klotho の発

現動態： 

マウスに Hp を感染させ、胃における Kotho

遺伝子の発現を検討した。 

 

３． 研究の方法 

（研究１） 

① 実験動物および実験潰瘍の作成 

本研究では実験動物として 7 週齢雄性

C57BL/6 マウスを使用した。マウスを開腹し

て胃を露出させ、直径 4mm の円形枠を用い

て 60%酢酸を 30 秒間漿膜側胃壁に接触させ

ることにより潰瘍を作成した。酢酸潰瘍作成

3 日目を潰瘍発生日（Day 0）とし、潰瘍発

生日 4 日目（Day 4）および 7 日目（Day 7）

に胃を摘出した。 

②胃粘膜組織における Klotho の発現と局在 

胃組織を 4%パラホルムアルデヒドで固定し

凍結薄切標本を作成し、抗 Klotho 抗体を用

いた免疫染色法により胃粘膜における

Klotho タンパクの局在を検討した。 

③潰瘍組織における Klotho および FGF23

の mRNA 発現 

胃組織から mRNA を抽出し、real-time 

quantitative riverse 

transcription-polymerase chain reaction 法

により潰瘍組織における Klotho および

FGF23 の mRNA の発現状態を検討した。 

④Klotho の外因性投与が胃潰瘍治癒過程に

及ぼす影響 

潰瘍発生日(Day 0)よりマウスリコンビナン

ト Klotho (10 and 20 g/kg body weight/日、

１日２回投与、R&D Systems, Minneapolis, 

MN) を腹腔内投与し、Day4 および Day7 に

おける潰瘍面積を vehicle (PBS) 群と比較し

た。 

⑤Klotho および FGF23 が細胞増殖に及ぼす

影響 

胃上皮培養細胞株(MKN7 および AGS)に

FGF23 (10 ng/mL, R&D Systems)およびヒ

トリコンビナント Klotho (50 ng/mL, R&D 

Systems)を培地に添加し、MTT assay によ

り細胞増殖能を検討した。 

 

（研究２） 

①実験動物 

 野生型（WT）および TLR9 欠損マウス

(background: C57BL/6J)を使用した。 

②Hp 感染モデルマウスの作成 

 Hp (シドニー株(1.0 X 108 CFUs/ml) )培養

菌液（培地：ブルセラブロス）をマウスに計

3 回隔日経口投与した。菌接種後 2, 4 および

6 ヶ月後にマウスを解剖し胃組織をサンプリ

ングした。 



③胃組織 myeloperoxidase (MPO) 活性の測

定 

 胃粘膜への好中球浸潤の指標である MPO

活性を Bradley らの方法により測定した。 

④定量的リアルタイム RT-PCR によるサイ

トカイン遺伝子発現の検討 

TLR9, IFN-, TNF-, interleukin 

(IL)-4, 5 の遺伝子発現を定量的リアルタイ

ム RT-PCR 法を用いて検討した（TaqMan 

Gene Expression Assay Mix (PE Applied 

Biosystems, Inc.)）. 

⑤免疫組織学的検討によるTLR9の発現部位

の検討 

TLR9 の発現と局在、マクロファージ、樹状

細胞、CD3+T 細胞、血管内皮との関連を免

疫組織染色法および蛍光抗体二重染色法に

より検討した。 

（研究３） 

マウスに Hp を感染させ、胃粘膜における

Klotho mRNA の発現を検討し、非感染マウ

スと比較した。 

 

４．研究成果 

（研究１） 

①胃組織における Klotho タンパクおよび

mRNA の発現と局在 

胃において Klotho の発現は主に胃上皮細胞

に認められた(図２)。胃潰瘍組織における

Klotho の mRNA 発現は健常組織に比較して

約 1/5 に低下していた。一方、胃潰瘍組織に

おけるFGF23のmRNA発現は健常胃組織に

比較して著明に mRNA の発現が亢進してい

た。 

②Klotho の外因性投与が胃潰瘍治癒過程に

及ぼす影響 

マウスリコンビナント Klotho の腹腔内投与

はDay 7における潰瘍面積をコントロール群

に比し有意に縮小させた。 

③Klotho および FGF23 が細胞増殖に及ぼす

影響 

Klotho および FGF23 の添加は胃上皮細胞

（MKN7 および AGS）の細胞増殖を有意に

亢進させた。 

 

以上の結果から、胃潰瘍治癒過程において胃

組織中の Klotho の発現は低下すること、

Klotho の外因性投与は潰瘍治癒を促進させ

ることが明らかとなった。Klotho の胃潰瘍治

癒促進作用の機序として上皮細胞増殖能亢

進作用によるものである可能性が示唆され

た。 

 

（研究２） 

①Hp 感染胃粘膜における TLR9 遺伝子の発

現動態 

Hp 感染により胃粘膜における TLR9 の遺伝

子発現は経時的に増強した。 

②免疫組織学的検討によるTLR9の発現部位

の検討 

TLR9 の局在を免疫組織学的に検討したとこ

ろ、主に粘膜固有層および粘膜下層の炎症細

胞と血管内皮細胞にTLR9に対する免疫反応

性が認められた。 

マクロファージ、樹状細胞、CD3+T 細胞、

血管内皮におけるTLR9の発現を蛍光抗体二

重染色法により検討したところ、マクロファ

ージ、樹状細胞 CD3+T 細胞および血管内

皮細胞に TLR9 の発現を認めた。 

③Hp 感染 WT マウスおよび TLR9 欠損マ

ウスにおける 胃粘膜好中球浸潤 および組

織学的胃炎の比較 

Hp 感染により胃組織における好中球浸潤が

誘導された。Hp 感染 2 および 4 ヶ月後にお

いては TLR9 欠損マウスでは野生型マウス

に比し胃組織の好中球浸潤はより高度であ

った。Hp 感染 6 ヶ月後には両者同レベルで

あった。HE 染色による胃粘膜組織を検討し

たところ、TLR9 欠損マウスにおいては主に

粘膜下層の炎症細胞浸潤が野生型マウスに

比し高度であることが確認された。 



④Hp 感染 WT マウスおよび TLR9 欠損マ

ウスの胃粘膜における  IFN- および 

TNF-の mRNA 発現  

Hp 感染は胃組織における IFN-および

TNF遺伝子発現を増強させた。Hp 感染 2

および 4 ヶ月後においては TLR9 欠損マウ

スでは野生型マウスに比し、IFN-および

TNF遺伝子発現の程度はより高度であっ

た。Hp 感染 6 ヶ月後にはそれらのサイトカ

インの発現レベルは両者同レベルであった。 

⑤Hp 感染 WT および TLR9 欠損マウスの

胃粘膜における IL-4 および IL-5 の mRNA 

発現  

Hp感染による胃組織中 IL-4および-5の有意

な発現誘導は認めなかった。 

⑥Hp 感染 WT および TLR9 欠損 マウスの

胃粘膜における  IFN1 and IFN-の

mRNA 発現 

胃組織における IFN-1 および IFN-の

mRNA 発現 は Hp 感染により増加傾向を認

めた。Hp 感染 TLR9 欠損マウスについては

鋳組織におけるこれらの mRNA 発言は Hp

感染野生型マウスに比し減少傾向を認めた。 

 

以上の結果から、TLR9 シグナルは Hp 誘発

胃炎の初期過程において抗炎症的に作用す

ることが明らかとなった。 

 

（研究３） 

Hp 感染により、マウス胃粘膜における

Klotho mRNA の発現レベルは非感染胃粘膜

に比し約 1/10 に低下した。 

以上より、Hp 感染は胃粘膜における Klotho

の発現を低下させ、胃粘膜萎縮に関与する可

能性が示唆された。 
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