
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８４５０３

基盤研究(S)

2014～2010

クロトーファミリーの分子機能解明を基盤とした代謝の臓器相関に関する研究

Study of the metabolic regulation based on the elucidation of molecular function of 
Klotho family

６０１０８０２４研究者番号：

鍋島　陽一（Yo-ichi, Nabeshima）

公益財団法人先端医療振興財団・その他部局等・その他

研究期間：

２２２２９００３

平成 年 月 日現在２７   ５ ２７

円   167,300,000

研究成果の概要（和文）：α-Klotho (Kl)、β-Klの機構解明により以下の結果を得た。α-Kl結合蛋白の糖鎖構造、α
-Klの構造解析、MDシミュレーションによりα-Klは3S-GlcA、HNK-1に結合する新規レクチンであることを発見した。蛋
白間相互作用、FGF23シグナル伝達における糖鎖の新たな機能を解明した。更に、コレステロール代謝のバストネス、
胆汁がと体重調節に関連しないこと、脂肪組織がアミノ酸代謝制御に関わること、カルパイン１阻害剤投与により多様
な老化類似症状が改善すること、ヒト血中α-Klは加齢に伴って減少し、FGF23濃度と逆相関すること等を明らかにした
。全体として恒常性維持機構の理解に貢献した。

研究成果の概要（英文）：We studied molecular mechanisms of newly established homeostasis regulation 
system by analyzing the molecular functions of α-Kl, β-Kl and circulating FGF subfamily. The followings 
were clarified. 1) Crystal structure analysis of α-Kl and its MD simulation study revealed α-Kl acts as 
a novel lectin that recognizes 3S-GlcA/HNK-1 sugars. 2) We found novel functions of glycans in protein- 
protein interaction and in FGF23 signal trasduction. By analyzing the functions of β-Kl we discovered 
that 3) Robustness of cholesterol metabolism, 4) Decreased body weight in β-Kl KO is not depend on the 
increased bile acids synthesis, and 5) β-Kl is involved in the regulation of amino acid metabolism. We 
also found that 6) Calpain1 inhibitor administration improves the aging related phenotypes of α-Kl KO 
mice, and that 7) α-Kl gradually decreases during aging and reversely correlates with FGF23 levels. 
Taken together, animal homeostasis regulation mechanisms are intensively clarified.

研究分野： 分子病態学

キーワード： 恒常性　レクチン　結晶構造解析　クロトー　コレステロール代謝　HNK-1糖鎖
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様	 式	 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景  
動物個体は内外の変化に適確に応答す

ることによって恒常性を維持し、健康な
生命活動を営む。一方、この生体応答能
の破綻は恒常性維持機能の低下、生理機
能の減退をもたらし、様々な加齢変化、
加齢疾患の要因となっている。α-Klotho
、β-Klotho、FGF19	 サブファミリーの発
見は代謝制御を統合的に担う新たなシス
テムを浮き彫りにした。この新規システ
ムは電解質代謝、脂質代謝、糖代謝、エ
ネルギー代謝の制御に及んでおり、まさ
に動物個体の生存と機能維持を統合的に
担うものであり、その解明は老化の解明
、加齢関連疾患の病態解析、治療法の開
発に資すると期待され、急速な展開、広
がりを見せていた。 	 
本研究代表者は klotho変異マウスを発

見し、その機能解析を進め、α-Klothoは
発現細胞（副甲状腺、腎遠位尿細管、脈
絡膜）のゴルジ体、分泌小胞においてNa,K	 
-ATPaseと結合しており、細胞外Ca2＋濃度
の低下に素早く応答してNa,K-ATPaseが
細胞表面へ誘導され、作り出されたNa+

の濃度勾配、膜電位の変化に応答して腎
臓でのCa2+の再吸収、脈絡膜を介したCa2+

の脳脊髄液への輸送、副甲状腺でのPTH
の分泌が制御されていることを明らかに
した。また、α-KlothoKOマウスとFGF23	 KO
マウスの変異表現型が酷似していたこと
を手がかりとしてFGF23のシグナル伝達
にはα-Klothoが必須であることが明ら
かになり、Cyp27b1(ビタミンD合成の律速
酵素)の発現を負に制御することを見い
だした。更にα-Klothoの機能亢進患者を
見いだし、機能低下患者の報告と併せて
α-KlothoはヒトにおいてもCa2+、リン代
謝の制御因子であることを示した。 	 
α-Klothoのホモログとしてβ-Klotho

を同定した。β-Klotho	 KOマウスでは胆
汁酸合成の律速酵素、Cyp7A1、Cyp8B1の
顕著な合成亢進が観察されたが、Fxr/Shp
を介した既知の制御経路は機能しており
、Cyp7A1、Cyp8B1の発現を抑える第２の
経路が存在し、第２の経路にβ-Klothoが
関わると推定した。この第２の経路は
Fgf15	 KOマウス、FGFR4	 KOマウスでも観
察されないことが報告され、β-Klothoが
FGF15/FGFR4と複合体を形成してCyp7A1
、Cyp8B1の発現を負に制御するのではと
の仮説が浮かび上がった。そこで
α-Klotho	 、β-KlothoとFGF23、FGF15及
びFGFR1、FGFR4による複合体形成、シグ
ナル伝達、ターゲット遺伝子の発現等を
解析した。その結果、β-Klotho、FGF15
、FGFR4、胆汁酸からなる胆汁酸／コレス
テロール代謝の全体像、並びにα-Klotho
、FGF23、FGFR1、1,25(OH)2Dからなるビ
タミンD合成制御の全体像が明らかとな
った。更に、血中を循環する第３の因子

であるFGF21については、当初、脂肪細胞
においてβ-Klotho、FGFR1と複合体を形
成して、シグナルを伝えると報告された
が、β-Klotho	 KOマウスとFGF21	 KOマウ
スの変異表現型が一致せず、第３の因子
の可能性を含めて明確な機構の解明が求
められていた。 	 
２．研究の目的	 
本研究では  α-Klotho、β-Klotho、FGF19	 
subfamily等、関連分子間の特異的認識機
構を解明し、分子機能、生理機能解明の
分子基盤とすることをめざした。当初４
課題の推進を目指したが研究の進展によ
り第５の課題を加えた。 	 
課題１：腎臓では  α-Klotho/FGF23/FGFR1
複合体が、肝臓ではβ-Klotho/FGF15/	 
FGFR4複合体が形成される。α-Klotho、
β-Klothoはβ-glycosidase	 familyの一員
であるが、その活性中心に変異があり、
糖鎖結合分子として機能する可能性が示
唆された。そこで、結合分子の糖鎖構造
を解析し、α-Klotho、β-Klothoがそれぞ
れ特異的な複合体を形成する機構の解明
を目指した。 	 
課題２：α-Klotho は Na+,K+ATPase と結
合しており、その細胞膜へのリクルートは細
胞外カルシウム濃度の変化に応答しており、
この制御におけるα-Klothoの役割解明、また、
α-Klotho／Na+,K+-ATPase 複合体形成機構
の解明を目指した。 
課題３：  β-Klotho は FGF19 シグナルを
介して胆汁酸合成を制御すると共に、特
定の分子と結合して脂質代謝、コレステ
ロール代謝の臓器相関に関与している
と推定されていた。そこで、脂質代謝、
コ レ ス テ ロ ー ル 代 謝 制 御 に お け る
β-Kloth の機能の解明を目指した。  
課題４：FGF21の組織特異的シグナル伝達
を制御する機構は多くの疑問が残されて
おり、新規因子の関与を含めて複合体形
成の分子機構の解明と代謝制御に於ける
FGF21の役割の解明を目指した。 	 
課題５：α-Klotho変異マウスでは顕著なカル
パイン１の活性化が起こっており、その阻害
剤投与により変異表現型の改善を試み、組織
破壊をもたらす経路の解析を試みた。 
３．研究の方法  
課題１：FGF23、FGF19 の糖鎖修飾が、そ
れぞれα-Klotho、β−Klotho と特異的に複合
体を形成ことに寄与していると推定し、
FGF23、FGF19 の糖鎖修飾部に変異を導入
して、その可能性を確認し、重要性が認めら
れた糖鎖の構造を決定した。FGF23 の糖鎖
配列、他の α-Klotho 結合タンパク質、
Na+,K+-ATPase、FGFR1の糖鎖の構造上の
特徴を解析した。更にα-Klothoの立体構造の
決定、MDシミュレーション、糖鎖とのドッ
キングシミュレーションを行い、糖鎖認識機
構の解明を進めた。α-Klothoと結合している
蛋白質についている糖鎖の複合体形成にお



ける役割を解析した。 
課題２：α-Klothoは細胞外カルシウム濃度の
変化に応答して Na+,K+ATPase の細胞膜へ
のリクルートの制御に関わっている。各種の
変異を導入したα-Klotho と Na+,K+ATPase
を発現する HeLa細胞を樹立し、細胞膜への
移動を誘導し、リクルートに必要なα-Klotho
の機能領域を解析した。細胞外カルシウムの
変化を感知し、Na+,K+ATPaseのリクルート
へとシグナルを伝える機構の解明を目指し
て腎臓、副甲状腺、脈絡膜に共通に発現する
分子を探索し、その特徴から解析対象を絞り、
その細胞生物学的性質を解析した。 
課題３：肝臓、膵臓、脂肪組織において
β−Klotho と結合している分子を網羅的に解
析し、重要な分子を選び、その機能解析、ま
た、結合因子のノックアウトマウス、高発現
マウスなどを作成し、解析を進めた。肝臓で
特異的にβ−Klothoを発現する Tgマウスを作
成、ノックアウトと掛け合わせ、脂質代謝、
コレステロール代謝、アミノ酸代謝における
肝臓のβ−Klothoの役割を解明した。 
課題４：生理的活性の高い FGF21 の調整を
目的として肝臓で FGF21 を高発現するマウ
スを樹立した。次いで脂肪、膵臓、肝臓から
FGF21 を含む複合体を免疫沈降し、構成要
素を解析した。解明された FGF21 複合体構
成分子を培養細胞で発現させ、それぞれの要
素間の結合、複合体形成機構を解析し、
FGF21システムの特徴を調べた。 
課題５：α-Klotho変異マウスの変異症状は生
後３週目より始まることから、３週目より連
日、カルパイン１阻害剤を投与し、６週目に
組織学的解析、骨の µCT解析、血中電解質関
連分子の測定等を行い、効果を解析した。 
４．研究成果  
（１）FGF23 の O 型糖鎖の構造と機能	 
FGF23 には３個の O 型糖鎖配列が推定され、
それぞれに変異を導入し、その機能を解析し
た結果、178 番目のスレオニンに結合する糖
鎖（O-GlycanT178）が FGF23 のシグナル伝達
制御を担っていることを突き止め、
O-GlycanT17 糖鎖構造を決定した（下図）。ま
た、O-GlycanT17 はは FGF23 の腎臓への集積、

FGF23とα-Klothoの結合の促進、生理的濃度
でのシグナル伝達を担っていることを確認
した。その機構として O-GlycanT17 糖鎖が
α-Klotho に結合し、α-Klotho を FGF23 と結
合しやすい状態へとシフトさせることによ
り FGF23とα-Klothoの結合を促進、安定化さ

せることを発見し、「タンパク間相互作用に
おける糖鎖の新たな機能」を提唱した（投稿
中）。 
（２）α-Klotho は硫酸化グルクロン酸、
HNK-1 認識レクチン	 
α-Klothoはグリコシダーゼの一員であり、極
めて弱いグルクロ二ダーゼ活性を示すこと
からグルクロン酸認識モチーフをもつこと
が示された。また、Na+,K+ATPase、FGFR1、
メプリン α/β、CD13 など、同定した全ての
α-Klotho 結合タンパク質の N 型糖鎖は抗
HNK-1抗体（糖鎖（3S-GlcA-Gal-GalNAc-O---
配列を認識する）と共通に反応することを発
見した。HNK-1糖鎖は NK細胞で発見された
糖鎖であり、同様の糖鎖を持つ蛋白質が特に
脳、腎臓で発現していることが知られていた
が、これらの HNK-1 を認識する蛋白質は知
られておらず、本研究により HNK-1 認識レク
チンが発見された。また、FGF23の特殊な O
型糖鎖もα-Klothoのグルクロン酸認識モチー
フに直接結合することを発見、「α-Klotho は
β-glycosidase から進化した硫酸化グルクロン
酸、HNK-1糖鎖を認識する新規のレクチンで
ある」と結論した（投稿中）。 
（３）糖鎖修飾による複合体形成の制御
Na+,K+ATPase β-subunit 、 FGFR に は

HNK-1 糖鎖修飾を受け
たものと受けていない
ものがあり、修飾された
もののみが選択的に
α-Klotho に結合するこ
と（左図）、HNK-1糖鎖
修飾を制御する酵素
の発現誘導により

HNK-1 糖 鎖 を 持 つ
βsubunit や FGFR1 が
増え、α-Klothoと結合す
る分子が増えることが

明らかと、HNK-1糖鎖修飾がシグナル伝達の
制御に関わる可能性が示唆された（投稿中）。 
（４）α-Klothoの結晶構造解析  
α-Klothoの結晶構造解析により上記の結果の
分子基盤を解明した。α-Klothoは N、Cドメ
インよりなり、２つのドメインの立体構造は
よく保存されている。Nドメインの糖鎖認識
構造は狭く、２つのループ構造が蓋をしてお
り、糖鎖がアクセスできない構造をとってい
たことから、分子動力学的解析により、分子
の運動を解析し、ループが開いた構造と閉じ
た構造をとることを明らかにした。一方、C
ドメインの糖鎖認識構造は広く臼状の構造
をとっていた（下図）。次いで、糖鎖と糖鎖



認識構造のドッキングシミュレーションを
行い、N-ドメインのループが開いたポーズに
FGF23の O-glycanT178が結合すること（下図）、

糖鎖が結合することにより Nドメインの構造
変換が誘導され、FGF23 が結合し易い状態へ
とシフトすることが示唆された。また Cドメ
インの糖鎖結合ポケットには多様な結合タ
ンパクの HNK-1 糖鎖が結合する（下図）。（投
稿中）	 

（５）機能を保持した高発現系の開発	 
多コピーの外来遺伝子がクロマチンに組み
込まれる動物培養細胞高発現系を開発し、機
能を保持した対象蛋白質を大量に合成、精製
することに成功した。この方法により FGFR1、
β-Klotho、FGF23 の大量合成に成功し、
α-Klotho/FGF23/FGFR1 複合体、β-klotho の
結晶構造解析を進めている。	 
（６）FGF23 シグナル伝達モデルの提案	 
FGF23 シグナル伝達の分子機構を示すモデ
ルを構築した。FGF23はα-Klothoに効率よく
トラップされ、腎臓に集積し、FGFR1と共に
FGF23/α-Klotho/FGFR1複合体を形成する。２
個のα-Klotho/FGF23 複合体の４つのドメイ
ンがリングを作り、２分子の FGFR1 を取り
巻くことによって FGFR1 を活性化し、シグ
ナルを伝えることが示唆された（下図）。	 

（７）Na+,K+ATPase のリクルート制御	 

α-Klothoは Na+,K+ATPaseと結合して細胞
外カルシウム濃度の変化に応答する。この応
答をミミックするために各種細胞に
α-Klotho の 発 現 を 誘 導 し 、 内 在 性 の
Na+,K+ATPaseとの複合体を形成、カルシウ
ムの低下に対する応答性を検討した。しかし、
培養細胞には細胞外カルシウムに応答する
システムが備わっておらず、TRPV４を共発
現させ、そのリガンドで細胞を刺激すること
によりα-Klotho/Na+,K+ATPase 複合体を細
胞膜にリクルートする系を開発した。
α-Klotho配列に欠失を導入し、リクルート制
御に必要な領域を解析したところ、直接結合
する細胞外ドメインに加えて膜貫通ドメイ
ンも必要であるとの結果を得た。 
細胞外カルシウムの変化を Na+,K+ATPase
のリクルートに変換する仕組みの解析を目
的として腎臓、副甲状腺、脈絡膜に共通に存
在するカルシウムセンサー機構を解析した
ところ、既知のカルシウム感知機構とは明ら
かに異なる仕組みが浮かび上がった。そこで、
関与する分子の遺伝子ノックアウトを作成
したところ、明らかに電解質代謝異常が観察
され、詳細を解析中である。	 
（８）β-klotho による脂肪代謝制御	 
β-Klothoは肝臓において FGFR4、FGF15と複
合体を形成し、胆汁酸合成を抑える。β-Klotho 
KO ではコレステロールから胆汁酸が過剰に
合成され、便に排泄される。にもかかわらず、
血中コレステロール値は維持され、トリグリ
セリド値が低下していた。両者の合成酵素の
発現、ラベルした共通の前駆体からの合成量
等を測定し、コレステロールが優先的に合成
され、血中濃度が保持される仕組み（コレス
テロール代謝のロバストネス）が証明された
（投稿中）。	 
（９）β-Klotho	 KO の体重低下	 
胆汁酸はエネルギー代謝のキー分子であり、
過剰合成は体重減少をもたらすと報告され
ている。KO マウスでは胆汁酸合成が亢進して
おり、体重減少の要因と推定された。肝臓特
異的に β-Klothoを発現する Tgマウスを作成、
KO と掛け合わせて、胆汁酸合成の亢進、コ
レスエロールの過剰排泄をレスキューした
が、KO マウスの体重減少は改善せず、他の
臓器、あるいは胚発生時の β-Klothoの機能に
よる体重維持機構が示唆された（投稿中）。	 
（１０）β-Klotho	 結合分子と代謝制御	 
β-Klotho 結合分子の網羅的解析により、脂肪に
おいて Slc1a5、 Na+,K+-ATPase 等を同定した。
脂肪細胞における Na+,K+-ATPase の細胞膜へ
のリクルートに影響する分子を解析したところ、
複数種のアミノ酸が浮かび上がった。また、KO
マウスの血中アミノ酸レベルにも異常が見つかり、
脂肪細胞によるアミノ酸代謝の新たな制御機構
の研究へと進展している。 
（１１）FGF21 の機能解析	 
β-Klotho の脂肪、膵臓での機能解明は遅れて
いたが、FGF21 が β-Klotho、FGFR1と複合体
を作りシグナルを伝達することを示唆され

 



た。しかし、FGF21、β-Klotho ノックアウト
マウスの変異表現型には明確な類似点が見
いだせず、幾つかの可能性を検討した。ヒト
FGF21を肝臓で発現するTgマウスを作成し、
ヒト FGF21 が効率良く膵臓、ついで脂肪に
集積することを確認した。しかし、大腸菌
で合成した FGF21 と比較して顕著に活性が
高いことを示唆する結果はえられなかった。
更に翻訳後修飾の寄与を確認する目的で
FGF21の糖鎖結合部位に変異を導入し、検討
したがその意義は確認できなかった。一方、
脂肪、膵臓における β-Klotho 複合体には、
FGFR1、FGF21に加えてパールカンが含まれ
ていることが明らかになり、FGFR1、β-Klotho、
パールカンを発現する培養細胞再構成系を
作ってパールカンの意義を解析中である。ま
た、パールカン遺伝子ノックアウトを解析し、
FGF21 シグナル伝達系の特徴を解明しよう
としている。 
（１２）カルパイン１活性化の重要性	 
α-Klotho変異マウスではカルパイン１の顕著
な活性化が変異症状の重要な要因と推定さ
れた。生後３週目より連日、カルパイン１阻
害剤を投与し、６週目に組織学的解析、骨の
µCT解析、血中電解質関連分子の測定等を行
い、多様な症状が顕著に改善することを確認
し、顕著な蛋白分解の亢進が α-Klotho 変異
マウスの多彩な老化類似症状をもたらす要
因の一つであると結論した。動脈石灰化に伴
いFGF23の合成が誘導されること、血清FGF23
濃度が石灰化の指標となることを示した。	 
（１３）血中 α-Klotho 測定キット開発  
ヒトα-Klotho測定エライザキットを開発し、
加齢に伴って減少すること、FGF23 濃度と逆
相関することを明らかにした。	 
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