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研究成果の概要（和文）：（１）beta Klothoノックアウトマウス（KO）や肝細胞特異的トランスジェニックマウスを
用いた研究の結果、肝細胞に発現するbeta Klothoは、胆汁酸のみならず脂質・リポタンパク質代謝恒常性に必要かつ
十分であった。（２）KOにおける体重減少と食餌性肥満への抵抗性は、肝臓や脂肪組織でのbeta Klotho発現レスキュ
ーによって消失しなかった。すなわち体重の制御には、肝臓・脂肪組織以外の臓器（中枢神経系など）におけるbeta K
lothoが重要であることが示された。（３）KOは血漿アミノ酸濃度異常を呈したが、これは脂肪細胞におけるbeta Klot
ho発現レスキューで正常化した。

研究成果の概要（英文）：(1)Studies using beta Klotho knockout mice (KO) and hepatocyte-specific 
transgenic mice have shown that liver beta Klotho is both necessary and sufficient for lipid and 
lipoprotein homeostasis as well as for bile acid regulation. (2)Decreased body weight and resistance to 
diet-induced obesity in KO were not rescued by liver or adipocyte rescue of beta Klotho expression, 
suggesting that body weight regulation by beta Klotho is attributable to its expression in tissues other 
than these cells. (3)Amino acid dysregulation was found in KO mice, which was rescued by an 
adipocyte-specific rescue of beta Klotho expression.

研究分野：代謝学
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１．研究開始当初の背景 
 

Klothoは成体においては肝臓、膵
臓、白色および褐色脂肪組織に高いレベルの
発現を示す 1型膜タンパク質である。肝臓に
発現するKlotho は、小腸で胆汁酸依存的に
合成・分泌される内分泌型 FGF、FGF15/19
の受容体構成分子として働き、FGF15/19 に
よる胆汁酸合成の律速酵素 Cyp7a1の遺伝子
発現を抑制することにより胆汁酸合成のネ
ガティブフィードバック機構を媒介する。 

胆汁酸は脂質や脂溶性ビタミンの
吸収のための消化管内腔における食物由来
脂質のミセル化に必須であるのみならず、コ
レステロールからの Cyp7a1による胆汁酸合
成はコレステロールの最大かつほぼ唯一の
クリアランス経路である。しかし、Klotho
ノックアウトマウスの体内脂質動態につい
てはほとんど分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 

そこで本研究では、脂質の消化吸収
や、トリグリセライドやコレステロールの体
内における最適分配の観点から、Klotho の
分子機能が哺乳類個体の脂質恒常性に及ぼ
す影響の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 

Klothoは成体においては肝臓、膵
臓、白色および褐色脂肪組織に高レベルの発
現を示すことから、これら各臓器における新
しい分子機能を解明するべく、次の研究を行
った。 
（１）肝臓における脂質代謝に及ぼす影響を
探るため、全身性のKlotho ノックアウトマ
ウスと、アルブミンプロモーターを用いて肝
細胞特異的にKlotho を発現させたトランス
ジェニックマウスを交配し、肝臓でのみ
Klotho 発現をレスキューしたマウスを用い
て、各臓器の遺伝子発現の網羅的解析、肝臓
におけるメタボローム解析、放射性同位元素
ラベル体の酢酸や VLDL を投与することに
よる体内脂質フラックスの解析などを行い、
詳細な脂質代謝静態・動態の解析を行った。 
（２）膵臓における役割を調べるため、膵臓
におけるKlotho 結合タンパクの探索を行う
と同時に、ラットに対する膵管カニュレーシ
ョンの技法を用いてFGF15/19投与後の動物
の膵液を経時的に回収し膵液タンパク質の
組成を分析した。 
（３）全身性のKlotho ノックアウトマウス
や、これと aP2 プロモーターを用いて
Klotho を脂肪細胞特異的に発現させたマウ
スを交配し、脂肪組織でのみKlotho 発現を
レスキューしたマウスを用いて、血漿や肝臓、
白色および褐色脂肪組織のメタボローム解
析を行い、脂肪組織に発現するKlotho が制
御する代謝産物の同定を目指した。 

 
４．研究成果 
 

各組織に発現するKlotho の機能
を左記の方法により詳細かつ丹念に解析す
ることにより、それぞれ下記の事実を明らか
にすることに成功した。 

（１）Klothoノックアウトマウス
では、特に低脂肪（高炭水化物）食による飼
育下で、低トリグリセライド血症が認められ
た。リポタンパク質分画の検討では、VLDL
や LDL などのトリグリセライド含量の高い
低比重リポタンパク質の減少が著明であっ
た。一方、胆汁酸合成の直接的基質であるコ
レステロールについては、有意差が認められ
なった。Klotho ノックアウトマウスの低ト
リグリセリド血症の原因に迫るため、チロキ
サポール投与による VLDL放出測定、3H ラ
ベル体 VLDL の投与による血漿 VLDL クリ
アランスの測定、肝臓への取り込みなどの検
討を行い、肝臓への取り込みの亢進が低トリ
グリセライド血症の原因であることを突き
止めた。一方、コレステロール代謝について
は、肝臓での de novo合成を担うHMG CoA 
synthase、HMG CoA reductase等の遺伝子
発現の亢進、acetyl CoAや HMG CoA濃度
の増加、3Hラベル体酢酸を用いたトレーサー
実験における de novo合成の亢進が示された
ことから、代償的コレステロール合成の亢進
が、Klotho ノックアウトマウスが低トリグ
リセライド血症にもかかわらず低コレステ
ロール血症を呈さない原因であると考えら
れた。 

（２）FGF15/19を投与した後に膵
液を回収したところ、膵消化酵素群の分泌が
亢進していることがラットで示された。
Klotho ノックアウトマウスを用いた検討を
試みたが、マウスでは採取可能な膵液量が極
めてわずかであったため、安定的な量の膵液
をアッセイに用いることができず、個体差が
極 め て 大 き く な っ た 。 そ の た め 、
CRISPR/Cas9 システムを用いたKlotho ノ
ックアウトラットを新たに作製することと
し、FGF15/19 による膵消化酵素分泌促進作
用のKlotho 依存性についてはこのノックア
ウトラットの完成を待つこととなった。この
点については今後に課題を残す結果である。 

（３）GC/MS、LC/MS、CE/MSに
よるメタボロミクスを行ったところ、
Klotho ノックアウトマウスにおいては血漿
および白色脂肪組織でのアミノ酸濃度異常
が認められた。この変化は一般に肥満や糖代
謝異常に合併するような分岐鎖アミノ酸（必
須アミノ酸）の濃度よりもむしろ、アスパラ
ギン酸やグルタミン酸などの非必須アミノ
酸の濃度において顕著であった。トランスジ
ーンによる脂肪組織でのKlotho 発現のレス
キューは上記アミノ酸濃度異常のほとんど
を正常化させたことから、脂肪組織内のアミ
ノ酸濃度、さらには血漿中のアミノ酸濃度の



制御には脂肪細胞におけるKlotho の発現が
必須であることが示された。一方、脂肪組織
のKlothoは in vivoでSlcファミリーのアミ
ノ酸トランスポーターと結合していること
を既にわれわれは証明しており、これと併せ
て理解することにより、哺乳類個体のアミノ
酸恒常性におけるKlotho の機能的意義を示
すことができたと考えている。今後はこのア
ミノ酸トランスポーターとの分子間相互作
用のさらなる検討と、トランスポーターノッ
クアウトマウスの表現型とKlotho ノックア
ウトマウスの表現型の類似性の検討を行う
予定である。 
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