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緒 言 

 
脊椎動物を基本とする生体はリン酸カルシウムを貯蔵させる骨形成により強固な骨格を形成し多彩な運動や防御を

可能にする一方、他の組織では石灰化が生じないような制御が働いている。動脈は血管内皮細胞や血管平滑筋細胞を含

む中膜、外膜から構成され、通常では石灰化しない柔軟な組織として拡張と収縮を行っている。しかし、老化や動脈硬

化、高血圧、糖尿病、慢性腎不全、透析などに伴い病的な血管石灰化が認められるようになり、血管の梗塞により重篤

な合併症に関連する。 
血管平滑筋細胞のリプログラミングでは骨芽細胞分化に必須である Runt-related transcription factor 2（Runx2）、

Muscle segment homeobox（Msx）、Osterixといった転写因子の関与が示唆されている。一方、主要電解質であるカ

ルシウム・リンの血中濃度は骨―腎臓―腸管というネットワークにより恒常性が保たれており、各臓器の間をホルモン

が調節している。骨では骨吸収により、腎臓では再吸収と排泄により、腸管では吸収によりカルシウム・リン濃度を調

節している。近年の研究よりFibroblast growth factor 23（FGF23）-Klothoはリン利尿ホルモンとその受容体として

同定され、生体内におけるリンの恒常性維持に必須であることが報告された。そして Klotho 欠損マウスはリンの排泄

障害を生じ、高リン血症由来の早老症や血管の石灰化という病態を呈する［1］。類似する病態として、慢性腎不全では

持続的な高リン血症から血管内膜から中膜にかけて高度な石灰化を生じ心血管イベントによる死亡率増加が認められ

る［2］。このように血管の石灰化に関連する機序を考えた場合、主に血管平滑筋細胞が骨形成能を獲得する分化やカル

シウム・リンの電解質異常という全身的な要因の他には、リン酸カルシウムの結晶沈着を生じる微小環境における局所

的要因が考えられている。 
Indian hedgehog（Ihh）は生理的な骨軟骨形成において必須的役割を果たしている主要因子である。骨端軟骨部の成

長を担う内軟骨性骨形成ではBone morphogenetic protein（BMP）シグナルから誘導されるRunx2やMsx2が 前肥

大化軟骨層で Ihh 発現を促進し、協調して X 型コラーゲンの産生や軟骨細胞の肥大化、石灰化を生ずることが報告さ

れている［3］。しかしながら、血管の形成や石灰化などの病態における Ihhシグナルの関与や機能的役割、その制御機

序について渉猟しうる限りでは未だ全く報告されていない。そこで本研究では、まず Ihhを血管局所因子として仮設を

立て血管平滑筋細胞特異的に遺伝子発現を欠損させたマウスを作製し表現型を検索することで、Ihhシグナルの血管形

成や血管構造の維持への役割の有無を検討することを目的とした。さらに高リン血症に伴う血管石灰化については局所

的因子の関与や相互作用については全く検討されていないため、Klotho 欠損マウスの解析を進めることで、この病態

における Ihhシグナルの関与や影響を検討することを研究計画として挙げた［4］。 
 

方 法 

 
α-Klotho KO（B6.129K l t m 1 Y i n /Jcl）マウスはMTAの同意の下、日本クレア（大阪）より購入した。α-Klotho 

KO はβ-geo（E.Coli（クラス 1）由来β-ガラクトシダーゼ遺伝子（LacZ）およびネオマイン耐性遺伝子（neo）の融

合遺伝子）とバクテリオファージP1（クラス1）由来 loxP配列を供与核酸として有している。過剰麻酔にてα-Klotho
マウスを Sacrifice し、採血を行い、大動脈、心臓、両側の腎臓および肺組織を摘出し、各々を用途に応じて凍結保存

もしくは 70%エタノールで固定した。大動脈は腎動脈分岐部より同定し、中枢側に剥離をすすめ大動脈弓基部で切離
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し、摘出した。助成金開始後、本研究計画に基づき学内の遺伝子組換え実験計画書および動物実験計画書の更新を行い、

2018年5月に承認された。遺伝子組換え実験および動物実験は委員会が承認するプロトコールに基づいて行われた。 
マウスGenotypingにはマウス尾もしくは耳部の組織を一部摘出し、Lysis Bufferで溶解した後、通法通り精製した

ゲノムDNAを使用した。Genotyping PCRはTaq polymerase（Takara）を用いた conventional PCR法にて行った。

マイクロCT撮影は、マウスから目的臓器を摘出し70%アルコールに浸漬し、CTスキャンR_mCT-2（Rigaku）を用

いてスキャンを行い、ソフトウェア TRI/3D-BON （RATOC system）を用いて構築を行った。 
 

結果および考察 

 

1．α-Klotho KO マウスラインの確立と表現型 
kl/kl マウスはα-Klotho 挿入突然変異マウスであり、α-Klotho の遺伝子発現は極めて低く機能的には無視できるも

ののnull mutationではなく、また低リン食投与によりその発現が部分的に回復し変異表現型が改善することが報告さ

れている。そのため、我々は日本クレアよりα-Klotho KO マウスを購入しnull mutation を用いて研究を行うことと

した。2018 年 11 月下旬より当研究室の動物実験施設内での飼育を開始し、まず始めに C57BL6 と交配を行い、ライ

ン化を行った。当初、交配における fertilityが低かったため、研究実施進度は遅れている。 
その後、α-Klotho Heteroの雌雄の交配グループをいくつか作製し、α-Klotho homo個体の収集を行い表現型の評

価を行った。図1に現在までのサンプリング可能であった個体情報とデータの一部を示している。個体の尾の一部を採

取し cDNAを精製しGenotyping PCRを実施した結果、WTおよびKOのバンドが検出されこれにより遺伝子型の解

析方法の確立を行った（図1a）。8週齢における各個体の全長および体重の測定を行い、α-Klotho homo変異体は発育

障害を生じていることが見出された（図1bc）。 
2．α-Klotho KO マウスの心血管系と腎臓の評価 
臓器の評価として、研究計画に沿うように大動脈と心臓を含む心血管系と腎臓に着目して評価を行った。70%エタノ

ールで固定後にmicroCT を撮影し、軟組織陰影と硬組織陰影に関して 3D 構築を行った。その結果、図 2 に示すよう

にα-Klotho homo変異体において大動脈（弓部）および腎臓にて著明な石灰化の蓄積が観察された。 
3．考察 
α-Klotho homo 変異体では以前の報告に一致するように著明な石灰化の蓄積が観察され、今後、心血管系と腎臓に

おいて Ihhがどのように関連しているかということを検討する。現在、心血管系と腎臓においてより特異的に石灰化部

位を採取するための方法を模索しており、確立を出来次第、qPCRもしくはRNA Seqを用いてヘッジホッグシグナル

関連因子の発現の変化について調べる予定である。緒言に述べたように本研究では血管石灰化におけるリン代謝異常が

局所因子とどのように関係するか検討する計画である。すなわちα-Klotho homo マウスにおいて血管平滑筋特異的に

Ihh を欠損させα-Klotho homo マウスの表現型が変化しうるかを検討する。α-Klotho homo マウスα-Klotho－/－：

SM22-Cre: Ihh ｆ/ｆ両グループ間で主にLife Span、血中リン濃度、血管石灰化について差異が生じるかを評価する。こ

れら in vivoにおける結果は、心血管系と腎臓において生ずる石灰化のメカニズムの理解に繋がると考えられる。 
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図1．α-Klotho KO マウスラインの確立と表現型 
a）α-KlothoマウスのGenotypingの一例。WT380 bpとKO300 bpのバンドを示す。 
b）8週齢のGross phenotype。左よりKL1/Hetero、KL2/WT、KL4/Homo = α-KlothoKO 

マウスを示す。KL4にて発育障害が見られる。 
c）現在までのサンプリング可能であった個体情報について示す。 
 
 

 
図2．α-Klotho KO マウスの心血管系と腎臓における石灰化 

上段でKL2/WT、下段でKL4/Homoの各臓器のMicroCT画像を示す。各臓器の右側に検出された

石灰化像を示している。 
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