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概 要 （背景、目的） クロトー（Kl）分子は、複数の結合分子、たとえば Na,K-ATPase、FGF 受容体、FGF23 などとの

相互作用により、ミネラル代謝の中枢的役割を担っている。その後応募者が発見した事実として、Kl 発現細胞は、必ず

CD13（ANPEP）が発現しており、GEO-profile による遺伝子発現プロファイル検索では、FGF23 過剰発現マウス、

AQP11KO マウスなどの各種のミネラル異常を示す遺伝子変異マウスで、Kl 遺伝子発現と正の相関を示すことが判った。

これらの観察に基づき、ミネラル代謝機構を理解するため、新たなミネラル因子と想定される CD13（ANPEP）の機能を解

析することを目的とした。 

（方法） CD13（ANPEP）ノックアウトマウスを作製し、表現型を解析した。 

（結果） 膜分子である CD13 は血管内皮細胞にも発現しており、血管新生、修復維持に関わるという報告がある（PNAS, 

2010）。しかしながら、CD13 がミネラル代謝に関わるという報告はない。ミネラル代謝異常の表現型を示すKl 遺伝子欠

損マウスおよびビタミン D 活性化酵素 CYP27B1 遺伝子欠損マウスの副甲状腺を、我々が樹立した抗 CD13 抗体 Rx116

で染色すると、CD13 分子は発現が上昇している事が示唆された。また、遺伝子発現情報から、FGF23 過剰発現マウスで

CD13 発現は有意に低下している事を明らかにした。このことを裏打ちするように、Basal diet を与えて飼育すると、Ca、Pi、

PTH の血中濃度に異常は見られないものの、ビタミン D が低く FGF23 が高い、という表現型を示した。つまり、CD13 欠損

マウスでは、ミネラル恒常性の代償機構にバランス不全が起きているらしい。ただし、この原因臓器は、尿細管、副甲状腺、

小腸、骨のいずれでも起こりうることから、現在解析中である。 

（まとめ） CD13 はこれまで血管新生や myeloid 細胞のマーカーと考えられて来た。作成した CD13 遺伝子欠損マウスは

部位特異的ノックアウトが可能であり、実際にミネラル代謝恒常性に対して、異常を示した。この分子機構を明らかにする

ため、さらに検討中である。 

 

１．はじめに 

現在まで提出されているKl 分子機構に関する仮説

は、 

i）リン酸抑制ホルモンである FGF23 に結合し、受容体複

合体の一部（共受容体）として必須である（浦川ら，文献

1） 

ii）Na,K-ATPase と細胞内エンドソームで結合し、体液 Ca

の変化に反応して、細胞内リクルートを起こすシステム

を構成する（伊村ら，文献 2, 3, 4） 

iii）遠位尿細管に発現する transient receptor potential 

vanilloid channel 5（TRPV5）の修飾シアル酸を加水分

解し、Ca 輸送活性を調節する（Chan, Q ら） 

iv）Wnt に結合してシグナルを修飾する（Liu ら） 

など、多岐にわたる。しかしながら、現段階で信頼すべき

情報は（機能 i, ii）であると考えられ、いずれかに CD13 が

コミットする可能性が高いと考えられる。CD13 は以前より

知られていた膜抗原で、血管内皮、顆粒球、腎臓、脂肪

など広範囲な臓器に発現するエンドペプチダーゼのホモ

ログである（文献 5-14）。本研究では CD13 のミネラル代謝

における生理機能を解析するために作出した CD13-KO
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マウスを用いて、解析を進めた。当初の作業仮説として

は、 

1）CD13の存在下では、Kl依存性FGF23受容体結合な

いし FGF23 シグナルに影響を受けるかどうか？（CD13

がKl に結合する事で、FGF23 の結合を競合的に阻害

するモデル） 

2）CD13 の存在下ではKl 依存性 Na,K-ATPase 調節性リ

クルート能に影響を受けるかどうか？（CD13がKlに結

合する事で、Na,K-ATPaseリクルート経路への干渉がお

きるモデル） 

3）既報の CD13 の機能（ウイルス受容体、血管新生と維持）

に対して、Kl が何らかの機能修飾をするのではない

か？（CD13 KO マウス、およびKl KO マウスにおける

表現型の比較解析） 

の３点を検証する計画で研究を開始した。 

 

２．研究・実験方法 

２．１ 実験動物ならびに飼育条件 

日本 SLC より野生型 C57/B6J 雄マウスを購入し、本研

究施設の規定に従って飼育した。また CD13-loxP 挿入遺

伝子改変マウス（図 1）は、理化学研究所 CDB の規定に

基づいて飼育の上、実験、観察に供した。 

２．２ 抗体作成 

マウス脈絡叢をパラホルムアルデヒドによって固定した

後、界面活性剤 TritonX-100 で処理し、ホール臓器のまま

ラットに免疫した。ラットリンパ節細胞を用いてハイブリドー

マを作成後、「少なくとも脈絡叢と尿細管を認識するもの」

で、且つ「副甲状腺を認識するが甲状腺は認識しないも

の」という基準で組織染色によるスクリーニングを実施し、

結果として 3 個の CD13 抗体を樹立した。 

２．３ 遺伝子改変マウスにおける遺伝子発現変動プロフ

ァイル（表 1） 

「http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles/?term=anpep」

のとおり解析を行った。 

 

３．結 果 

３．１ 遺伝子改変マウスにおける CD13 遺伝子発現情

報 

CD13 とミネラル代謝との関連を探索するために、NIH 

GEO-profile を用いて発現影響の解析を行った。その結

果、FGF23-トランスジェニックマウス（肝臓で過剰発現させ

たマウス）において、腎臓での CD13 発現が低下している 

 

 
図 1. CD13 ノックアウトマウス作製のスキーム。部位特異的ノックアウトを計画し、図のような loxP 挿入を行って ES 細胞を

樹立した。副甲状腺、小腸、尿細管特異的 Cre-Tg マウスとの交配により、臓器特異的な CD13-KO マウスを得る予定であ

る。
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ことを見いだした。Kl-KOマウス、VDR-KOマウスのデー

タを加えると、それぞれ表 1 のような発現プロファイルとな

り、CD13がミネラルを決定する諸因子と関連づけられる事

が示唆された。 

３．２ CD13 欠損マウスの作出とミネラル異常の解析 

KO マウスを観察することにより、CD13 の生理的な役割

を解明できる。既報の CD13 KO マウスの解析では、ミネラ

ル代謝の切り口で解析されていなかった。本研究では、

Kl発現細胞におけるCD13の機能に焦点を当てており、

組織部位別に CD13 の発現を制御できる観察システムが

望ましい。我々は「ミネラル代謝に関連する臓器」すなわ

ち、尿細管および副甲状腺に特異的な Cre 発現マウスと

掛け合わせることによって、臓器別に機能解析を計画した。

そのために、loxPをCD13遺伝子アリルにノックインした変

異マウスを作成し、まずトータル CD13 欠損マウス個体を

樹立し解析を開始した。通常飼育の状況では Ca、Pi、

PTH、ビタミン D の血中濃度に異常は見られなかった。遺

伝子変異マウスの GEO プロファイルから、FGF23 ないしリ

ン酸代謝機構との関連を疑い、血中ミネラル関連因子の

濃度を測定した。CD13ノックアウトマウスにBasal dietを与

えて飼育すると、Ca、Pi、PTHの血中濃度に異常は見られ

ないものの、ビタミンDが低くFGF23が高い、という表現型

を示した（図 2）。すなわち、CD13 欠損マウスでは、ミネラ

ル恒常性の代償機構にバランス不全が起きているらしい。

しかし CD13 はミネラル代謝を司る重要な臓器、副甲状腺、

尿細管、小腸絨毛上皮に発現しているため、この表現型

の責任臓器は分別できていない。従って、各臓器に発現

する Cre-Tg マウスとの交配により、責任臓器を特定し、分

子メカニズムの解析を行う計画を継続中である。 

 

 

表 1. GEO profile による遺伝子発現変動の相関性。Alpha Klotho と CD13 の発現は同一の向きに変動する。 

gene expression FGF23-Tg CLDN16-KO AQP11-KO 

CD13 ↓ ↑ ↓ 

alpha Klotho ↓ ↑ ↓ 

 

 

図 2. ミネラル恒常性破綻の発見。基本的な栄養素が含まれる Basal diet を与えると、野生型に比較して CD13-KO マウス

では、血中 Ca、Pi、PTH は変化がないが、VD は低く、FGF23 が高いという表現型を示す。 
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４．考 察 

CD13は血球や血管に発現している事、ウイルス受容体

として有名になったことにより、却ってその生理的役割が

追求されてこなかった。一方、研究者らはクロトー分子機

構の研究から、ミネラル制御の新規メカニズムの発見とミ

ネラル制御機構の概念刷新を行ってきた。その中で、いま

まで制御困難であった未知のくる病や腎不全におけるミ

ネラル病態の解明と治療への関心が高まっている。そのよ

うな中、ミネラル制御システムの全体像を新規に理解する

必要がある。我々は、多用な標的分子をもつクロトーの結

合相手の一つである CD13 の役割に着目した。今回行っ

た KO マウスの解析により、CD13 がミネラル代謝に対して

何らかの寄与をしている事が証明された。しかし、その分

子機構はいまだ不明である。このデータから出発し、未知

のミネラル調節機構の発見に結びつく事を期待して研究

を継続している。 
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Summary 

We have reported that CD13 binds alpha Klotho in kidney tubules through glucurinide-modification 

recognition.  In parathyroid gland and choroid plexus as well, CD13 associates alpha Klotho.  It has been also 

found that CD13 expression is altered in 3 mutant mice lines, that are FGF23-Tg, CLDN16-KO and AQP11-KO 

mice.  Interestingly, in all the lines, Klotho expressions were altered for the same direction as CD13 gene 

expression.  Thus, we established CD13-KO mouse line and analyzed mineral parameters.  As a result, we 

found that serum Ca levels were significantly elevated compared with those of WT mice when fed with low 

phosphorus containing diet.  This fact demonstrated that mineral homeostasis was impaired in CD13-KO mice. 


