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研究成果の概要（和文）：色々な側面からクロト蛋白の腎保護効果を検討した。
アドリアマイシン腎症では、クロト蛋白はWntシグナルを阻害することで腎内アンジオテンシン、血圧、蛋白尿
を低下させた。またクロト蛋白はIGF受容体を阻害しSODを誘導することで酸化ストレスを軽減させた。更にクロ
ト蛋白はTGFβのシグナルも阻害して上皮間質遷移や線維化を抑制した。腎硬化症では、クロト蛋白は腎内アン
ジオテンシンと血圧を低下させ、髄質の線維化を抑制した。
更に生理学的見地から、クロト蛋白が副甲状腺ホルモン受容体と相互作用を来し、そのシグナル伝達を阻害する
ことでビタミンＤの活性化を抑制することを示した。

研究成果の概要（英文）：Renoprotective actions of exogenous klotho protein supplementation were 
examined in adriamycin nephropethy, nephrosclerosis models.In adrimaycin nephropathy, exogenous 
klotho protein supplementation inhibits Wnt signaling to reduce renal angiotensin II concentration, 
blood pressure and proteinuria. In addition, klotho protein suppressed TGFβ signaling to decline 
epithelial-mesenchymal transition and renal fibrosis. 
In early phase of nephrosclerosis model, klotho protein decreased renal angiotensin II 
concentration, blood pressure and medullary fibrosis. Klotho protein also inhibited Akt-mTOR pathway
 to ameliorate renal hypertrophy.
In addutuin, klotho protein interacted with parathyroid hormone (PTH) receptor to inhibit its 
binding to PTH itself. FGF23 increased renal klotho expression, serum and urinary klotho levels. 
These data suggest that FGF23 transduces its signal to reduce vitamin D activation via klotho. 

研究分野： 腎臓病学

キーワード： クロト
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）クロトは最近クローニングされた蛋
白で、腎の遠位尿細管と脳の脈絡叢や副甲
状腺に発現している。TRPV５を活性化し
カルシウム代謝に関与するとともに、
FGF23 受容体の一部を形成しリン代謝に
も関与している。 
 
（２）クロトは膜型細胞を一回貫通する
130kd の蛋白であるが、細胞内ドメインは
アミノ酸１０残基ほどで、細胞膜直上付近
を ADAM で切断され分泌される。腎臓は
水、電解質代謝だけでなく蛋白やプロスタ
グランジン等を分泌し、生体の恒常性に寄
与している。腎臓由来のホルモンとしては、
レニンやエリスロポイエチンが挙げられる
が、クロト蛋白も遠隔臓器に作用する蛋白
である。実際、分泌型クロトは全身的に働
き SOD やカタラーゼといった活性酸素分
解酵素群を誘導することが示唆されている。
また、クロト蛋白は内皮細胞の寿命を延命
し、一酸化窒素等の産生を亢進させる。 
 
（３）そして、クロト蛋白は WNT や TGFβ
の受容体と相互作用することが最近明らか
となった。更に、遠位尿細管から分泌され
たクロト蛋白は尿中にも認められ、尿細管
内腔より作用して近位尿細管でのリンの再
吸収抑制を来たすと考えられる。 
 
２．研究の目的 
（１）クロト遺伝子を過剰発現させること
で、免疫複合体などによって惹起される腎
障害が、尿細管病変だけでなく糸球体病変
を含めて軽減される。 
 
（２）しかし、クロト遺伝子過剰発現によ
る腎保護効果が膜型クロト蛋白によるか分
泌型クロト蛋白に依存するかは詳細には検
討されていない。我々は分泌型クロト蛋白
の補充がアドリアマイシン腎症において線
維化などの尿細管間質病変だけでなく蛋白
尿や糸球体組織病変についても抑制効果を
示すことを報告した。分泌型クロト蛋白を
外因性に投与することで得られる腎保護作
用について詳細な機序を明らかとすること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）分泌型クロト蛋白が WNT のシグナルを
阻害して糸球体病変を改善したという仮説
を検証するため、in vivo と in vitro の実験
を行った。WNT は腎発生に重要な役割を果た
す。In vivo の検討では、WNT シグナルの阻
害薬を用いた。アドリアマイシン投与したラ
ットを４群に分け、生食を投与する群、クロ
ト蛋白を投与する群（30μg/kg/day）、WNT の
シグナル阻害薬TDZD-8の投与を開始する群、
TDZD-8 とクロト蛋白の両方を投与する群を
作成した。クロト蛋白が WNT 阻害に比較して

相乗又は相加効果を呈するかを、糸球体病変
の改善効果について評価した。 
 
（２）腎機能や蛋白尿、クロト、ビタミン D、
PTH などの生理的な指標は勿論だが、特にネ
フリについて immunohistochemistry(IHC)で
検討を行った。更に、細かな機序として WNT
の測定、特にクロト蛋白で阻害される
WNT1,3,4,5a を RT-PCR で評価した。WNT1 に
ついては抗体が入手可能であり、western 
blot(WB)や IHC も行った。更に、WNT 下流の
βカテニンや GSK-3β、Snail の遺伝子発現
についても RT-PCR や WB、IHC で検討した。 
 
（３）間質病変については上皮間葉遷移の関
与を検討した。上記の４群の腎間質・尿細管
組織について WNT、βカテニン、Snail に加
え TGFβなど発現を RT-PCR や WB、IHC で検討
した。更に上皮間葉遷移については Snail だ
けでなくαSMA や Twist を指標として評価を
行った。線維化については、TGFβと分泌型
クロト蛋白の関係に重点を置き研究した。フ
ィブリオネクチン等の発現を上記４群で
RT-PCR や WB、IHC で行った。クロト蛋白は
TGFβシグナルを抑制するが、TDZD-8 には認
められない。測定した TGFβと線維化マーカ
ーの間での相関を検討し、分泌型クロト蛋白
使用群でのみ TGFβの上昇に比して線維化反
応が抑制されるという仮説を検証した。 
 
（４）我々はクロト蛋白がビタミン Dの活性
化を障害することを報告した。この知見はク
ロト蛋白が骨軟化症などを惹起する可能性
があることを示唆しており、クロト蛋白のビ
タミン D活性化抑制を詳細に検討した。上述
のように、分泌型クロト蛋白は色々な蛋白と
干渉し WNT や TGFβ受容体には抑制作用を及
ぼす。同様にクロト蛋白が PTH 受容体と結合
し抑制作用を発揮することが考えられた。ま
ず、in vitro の無細胞系で PTH 受容体とクロ
ト蛋白を共存在させ、両者が結合するか否か
を PTH 受容体に対する抗体と protein G をコ
ートしたビーズを用いて検討した。また、培
養尿細管細胞を用いて、IP3 の産生に対する
効果を観察した。In vivo の系では PTH を投
与時に見られる活性型ビタミンDの上昇や尿
中 cAMP の上昇に対する分泌型クロト蛋白の
効果を検討した。 
 
（５）腎硬化症に対する分泌型クロト蛋白の
影響を検討した。対象としては、悪性高血圧
のモデルである SHR-SP ラットの片腎摘＋加
塩食を用いた。これを 2群に分け、対照液を
投与する群、クロト蛋白を投与する群（30μ
g/kg/day）を作成した。クロト蛋白の投与量
については、アドリアマイシン腎症と同等と
する。糸球体病変や間質病変、腎線維化の発
生機序について生理学、病理学、分子生物学
的な手法を用いて精査した。 
 



４．研究成果 
（１）クロト蛋白は、腎臓病の悪化に寄与し
ている TGFβ受容体や Wnt と結合して、各々
のシグナル伝達を阻害する。慢性腎臓病では
腎臓や循環血液中のクロト蛋白は減少して
いる。外因性のクロト蛋白補充が腎保護効果
をもたらすかをアドリアマイシン腎症で検
討した。ラットにアドリアマイシン (5 
mg/kg)を静注した後３群に分けた：第１群に
は生食を、第２群にはクロト蛋白（10 
μg/kg/day）を、第３群にはクロト蛋白と
4-benzyl-2-methyl-1,2,4-thiadiazolidine
-3,5-dione (0.33 mg/Kg/day, TDZD)を投与
した。アドリアマイシンを投与しない群を対
照群とした。アドリアマイシンは血清クロト
蛋白濃度を低下させ、クロトと E-cadherin
の腎臓での発現を減少させた。 アドリアマ
イシンは腎臓での Wnt、TGFβ、アンジオテン
シ ノ ーゲン の 発現を 亢 進させ 、 腎 内
β-catenin とアンジオテンシン II の濃度を
上昇させた。クロト蛋白補充は、アドリアマ
イシンによる β-catenin とアンジオテンシ
ン II の上昇を抑制したが Wnt 発現は亢進し
たままであった。クロト蛋白と TDZD の同時
投与は、クロトによる腎臓での β-catenin
とアンジオテンシン II の蛋白量の低下を逆
転させた。また、クロト蛋白と TDZD の同時
投与では、TGFβ とアンジオテンシノーゲン
に対するクロトの改善効果にも抑制が見ら
れたが、E-cadherin は抑制されたままであっ
た。今回の結果は Wnt がアドリアマイシン腎
症の成立に関与していることを示した。更に
クロト蛋白補充は Wnt シグナルを阻害して、
腎内アンジオテンシン II を低下させた。 ま
た、クロト蛋白は TGFβ and WNT のシグナル
伝達を阻害することで上皮間葉遷移を抑制
することが示唆された（図１）。 
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（２）クロト蛋白は腎内レニンーアンジオテ
ンシン系と相互作用する。しかし、クロト蛋
白補充が高血圧性腎障害に、どのような影響
を与えるかは十分に検討されていない。片腎
摘を行った高血圧自然発症ラットを２群に
分け、一群にはクロト蛋白の補充を行い、他
群は対照として生食を用いた。４週後にラッ

トから腎臓を摘出した。また、免疫沈降法を
用いてクロト蛋白とアンジオテンシン１型
受容体の相互作用を検討した。外因性のクロ
ト蛋白補充は腎のクロト発現、血中クロト濃
度、尿中クロト排泄を上昇させ、血圧と酸化
ストレスを抑制した。しかし、クロト蛋白補
充はクレアチニンクリアランスには有意な
影響を与えなかった。クロト補充は腎の
TGFβ 発現と αSMA 蛋白量を低下させたが、
Wnt や Snail レベルには影響しなかった。更
にクロト蛋白補充は腎でのAktリン酸化を抑
制し、mTOR 蛋白を低下させ腎重量を減少させ
た。また、クロト蛋白補充は腎内アンジオテ
ンシン II 濃度、アンジオテンシノーゲン発
現を減弱させ、HIF-1α 蛋白を減少させ、髄
質の fibronectin を低下させた。クロト蛋白
はアンジオテンシン１型受容体と相互作用
を来し、その内在化に影響を与えた。今回の
結果は、クロト蛋白がアンジオテンシン１型
受容体と結合して、その内在化に影響を与え
ることで腎内レニンーアンジオテンシン系
に抑制的に働くことを示した。また、クロト
補充は Akt–mTOR 系を抑止して腎肥大を減弱
することを示唆した。更に、クロト蛋白補充
は HIF-1α 経路を阻害して髄質の線維化を
低下させることを明らかとした。 
 
（３）最近、リン利尿因子として認識された
fibroblast growth factor (FGF) 23 はビタ
ミン Dの活性化を阻害するが、その詳細な機
序は明らかにされていない。ヒトでは FGF23
はクロトの発現している遠位尿細管に作用
するが、ビタミン Dの活性化は近位尿細管で
行われる。クロトは遠位尿細管に発現してい
て、酵素的に膜近辺で分解され、分泌型クロ
トは腎間質を経て循環血液中に放出される。
FGF23 の投与は腎での膜型クロトと血中のク
ロト蛋白を共に上昇させた。ビタミン D活性
化 酵 素 で あ る 25-hydroxy-vitamin D 
1-hydrohylase (1-OH)の発現は近医尿細管に
おいて副甲状腺ホルモン（PTH）でコントロ
ールされている。クロト蛋白は多くの膜蛋白
と結合して、その生理活性を調節することが
知られている。免疫沈降法、細胞培養、in vivo
の動物実験などの方法でPTH受容体とクロト
蛋白の相互作用について検討した。免疫沈降
法ではヒトクロト蛋白がヒトPTH受容体と結
合して、PTH 受容体に対するヒト PTH の結合
を阻害することを初めて示した。更に、ヒト
近位尿細管細胞を用いた検討ではヒトクロ
ト蛋白は、PTH によるイノシトール３リン酸
の生成を抑制することを証明した。これに加
えて、in vivo の動物実験では PTH による尿
中 cyclic AMP の 上 昇 と 血 中
1,25-dihydroxy-vitamin D (1,25VD)の増加
は、両者ともにヒトクロト蛋白で抑制された。
また、ヒトクロト蛋白は PTH による 1-OH 発
現の亢進を細胞培養でも動物実験でも抑制
した。これらの結果は、遊離クロト蛋白が
FGF23による1,25VD合成抑制のメディエータ



ーであることを示唆した（図２）。 
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