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研究成果の概要（和文）： ベータクロトーはおもに肝臓の肝細胞で発現している、グリコ

シダーゼ様ドメインを二つ持つＩ型の膜タンパク質である。アルファークロトーとともに

クロトーファミリーに属する。 

 胆汁酸合成の制御をとおした脂質の取り込み量の調整など、広くエネルギー代謝に関わ

る内分泌性タンパク質（ホルモン）のひとつとして、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）—１９

が同定された。このＦＧＦ—１９は小腸（より胃から遠い回腸末端部に発現が多い）の上皮

細胞に発現しており、門脈中を循環して肝細胞にシグナルを受け渡す。そのシグナルを伝

えるために、ベータクロトーを必要とする。 

 ベータクロトータンパク質はアルファークロトータンパク質同様に、糖鎖を認識するレ

クチン構造をもつ（糖結合タンパク質のことレクチンとよぶ）。そのため、その認識する糖

鎖構造がＦＧＦ１９にもあるものと考え、これまで研究を進めてきた。本研究課題におい

て、特殊糖鎖特異的抗体を用いることで、ベータクロトーが特異的に認識する糖鎖構造を

見出すことに成功した。 

 この発見は、クロトーファミリータンパク質がレクチンとしてどのように、ＦＧＦシグ

ナルを伝えるのかの理解につながった。それだけでなく、アルファークロトーはナトリウ

ムカリウムポンプ複合体との結合にも、同様の糖結合機構を使っていることが分かった。

つまり、ひとつのタンパク質が、どのようにして複数の分子（ＦＧＦファミリーとナトリ

ウムカリウムポンプ）と相互作用するのかについて、合理的に理解することができた。 

 本課題での発見は今後、ナトリウムカリウムポンプ複合体のような生理分子がどのよう

に細胞膜表面まで調節的に運ばれるか、という生理学上の未解決な問題を解く糸口となる。

つまり、糖転移酵素による糖鎖修飾の制御が、生理分子の輸送を調節していることがわか

った。この成果をもとに、糖鎖の生物学的な意義を解明する研究が広く行われることにな

ると期待される。 

 

 

研究成果の概要（英文）：Beta-Klotho, a type-I single-spanning membrane protein, has two 

tandem glycosidase-like domains and is expressed mainly in hepatocyte. The gene, 

beta-klotho, and alpha-Klotho belong to the Klotho family.  
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 FGF19 was identified as a lipid mediator; which controls bile acids synthesis to 

regulate lipid intake. The FGF19 protein is expressed in ileum to input signal in liver. 

Expression of the beta-Klotho is necessary for the signal.  

 Like alpha-Klotho, beta-Klotho recognizes a monosaccharide as well. Therefore,we 

deduced that the monosaccharide is attached to FGF19 protein. Using an antibody for 

unique glycan, we have identified the specific glycan of which beta-Klotho recognizes.  

 Our study revealed how these Klotho lectins transduces the FGF signals. 

Furthermore, we have shown that alpha-Klotho binds to NaK-ATPase through the 

same recognition system. Meanwhile, it has been understood how one protein can bind 

to distinct binding partners, FGF family and NaK-ATPase complex.  

 Our understandings will lead to solve unsolved questions that how physiological 

proteins, such as NaK-ATPase complex, are recruited to the surface membrane. That is, 

it would be understood that regulation of glycosylation by several glycosyl transferases 

regulates transports of the physiological molecules. It should be expected that more 

wide study to reveal biological significance of glycan would spread.  
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１．研究開始当初の背景 

 

 老化遺伝子として発見されたアルファー

クロトーは、その老化様症状を与える原因と

していくつかの説が提出された。１）ナトリ

ウムカリウムポンプと複合体を形成して、細

胞膜表面へと輸送する。こうして形成された

あらたなナトリウムカリウム勾配が、カルシ

ウムイオンやリン酸イオンの輸送に用いら

れる。さらに、このときに形成されるナトリ

ウム勾配は、副甲状腺ホルモンの分泌にも必

須である（伊村ら２００６年サイエンス）。

２）線維芽細胞増殖因子２３の共受容体とし

て、そのシグナルを伝える。このシグナルが

伝えられないと、ビタミン D が過剰に合成さ

れ、体内のカルシウムイオンとリン酸イオン

の濃度が病的に上昇する。その結果、骨粗鬆

症などの老化様症状があらわれる。３）アル



ファークロトーがカルシウムチャネル（トリ

ップチャネル）の糖鎖修飾を切断し、そのチ

ャネルの細胞膜表面量を増やす。アルファー

クロトーの発現が無いことで、このカルシウ

ムチャネルの活性が抑制され、カルシウムイ

オンの再吸収が抑制される。その結果、骨粗

鬆症が引き起こされる。４）アルファークロ

トーがインシュリンシグナルを抑制する。分

泌されたアルファークロトーがインスリン

受容体の活性化を抑制することで、エネルギ

ー代謝を落とし長生きする。５）アルファー

クロトーがウィントシグナルを阻害する。幹

細胞の増殖を抑制するウィントシグナルが、

アルファークロトーノックアウトマウスで

は亢進しているため、幹細胞が減少するため

老化様症状をしめす。 

 上記のように、アルファークロトーノック

アウトマウスが老化様症状を示すことを説

明する分子機構は、まことに混沌としていた。 

  

 

２．研究の目的 

 

 本研究課題の研究目的として、線維芽細

胞増殖因子（ＦＧＦ）—１９のホルモンとし

て十分に高い活性をあたえる、翻訳後修飾

（おもにＯ型糖鎖修飾）を明らかにするこ

とを掲げた。換言すれば、その糖鎖修飾と

はベータクロトータンパク質が認識する糖

鎖構造であり、それを明らかにすることで

もある。 

 生体内に比較的少なく存在する、ある特

殊な構造をもった糖鎖に対する特異的抗体

を用いた研究から、ベータクロトータンパ

ク質が認識する糖鎖構造をほぼ特定するま

で至った。 

 さらに、期待以上の成果として、ナトリ

ウムカリウムポンプのベータサブユニット

とアルファークロトーの結合にも、同様に

Ｎ型糖鎖修飾が重要な役割を果たしている

ことを明らかにすることができた。このき

わめてまれなＮ型糖鎖修飾は、腎臓におい

てナトリウムカリウムポンプのベータサブ

ユニットに特異的になされており、この糖

鎖修飾を目印としてアルファークロトーが

糖鎖を認識していることがわかった。 

 しかしながら、これらの糖鎖の詳細な構

造（糖の結合の向きや修飾基の位置）は未

だ確定できていない。そのため、今後はＦ

ＧＦ—１９を培養細胞に大量合成し、さらに

大量に精製をすることで、核磁気共鳴法（Ｎ

ＭＲ法）による糖鎖構造の確定をおこなわ

なければならない。このための、培養細胞

をもちいた大量合成、および大量精製系を

立ち上げた。  

 さらに、ニワトリを抗体産生動物として

用いて、マウスのＦＧＦ—１９にたいする特

異的抗体を作製した。最新のニワトリモノ

クローナル抗体作成技術を用いて、そのモ

ノクローナル抗体を発現するハイブリドー

マ細胞を樹立することができた。このモノ

クローナル抗体をもちいて、マウスにおけ

るＦＧＦ—１９の発現部位の同定を、詳細に

確定することができた。さらに、この結果、

マウスの小腸の上皮細胞から直接、生体内

のＦＧＦ—１９を精製することができるよ

うになり、本研究課題の研究目的である、

糖鎖構造の確定へと大きくすすめるように

なった。 

 

３．研究の方法 

 

  線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）—１９の

修飾糖鎖構造を核磁気共鳴法（ＮＭＲ法）

で確定する。 

 本研究課題を通じて、マウスのＦＧＦ—

１９を特異的に認識する抗体を作製するこ

とに成功した（「現在までの達成度」の項参



照）。この抗体を用いて、マウスの小腸上皮

細胞から、生体内に存在するＦＧＦ—１９を

大量に精製することをこころみる。とくに、

このニワトリモノクローナル抗体での組織

染色から、マウスの小腸の回腸末端部にお

いて、ＦＧＦ—１９のタンパク質が高発現し

ている上皮細胞を見出すことができた。そ

のため、このマウスの回腸末端部の小腸上

皮をスタート実験材料にして、ここからマ

ウスの『エンドジェナス』なＦＧＦ—１９の

精製をはじめる。 

 また、特殊糖鎖特異抗体を用いた解析を

通じて、ベータクロトーが認識する糖鎖構

造が分かってきたことから、汎用される培

養細胞にその糖鎖修飾酵素群を発現させて、

ＦＧＦ—１９に糖鎖を付加することをここ

ろみる。つまり、培養細胞において、生理

活性の高いＦＧＦ—１９を人工的に造り出

す方法を開発する。そのさいに、清水先生

（広島大学）の開発された「ほ乳類複製開

始点」「マトリックス結合領域」遺伝子配列

をＦＧＦ—１９遺伝子を発現する培養細胞

へと組み込む。こうすることで、従来の約

１００倍の発現をもつ安定発現株を得るこ

とを目指す（株式会社トランスジェニック

への委託）。 

 こうして得た精製ＦＧＦ—１９タンパク

質から、ヒドラジン分解にて糖鎖を切り出

してＰＡラベル化する。低速液体クロマト

グラフィー（平成２３年度の本研究課題の

予算にて購入済み）をもちいて、ＰＡラベ

ルを指標にこの糖鎖を分離精製する。 

 精製した糖鎖を核磁気共鳴法（ＮＭＲ法）

で測定することで、その原子レベルでの構

造を明らかにする。この構造を確定する上

に必要な、複数の標準糖鎖を有機合成する。

これらの測定と合成はいずれも、株式会社

ナード研究所と株式会社東京化成に実績が

あり委託する。 

 
４．研究成果 
 

  線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）—１９の

修飾糖鎖構造を推定することができた。 

 本研究課題を通じて、マウスのＦＧＦ—

１９を特異的に認識する抗体を作製するこ

とに成功した。この抗体を用いて、マウス

の小腸上皮細胞から、生体内に存在するＦ

ＧＦ—１９を大量に精製できるようになっ

た。とくに、このニワトリモノクローナル

抗体での組織染色から、マウスの小腸の回

腸末端部において、ＦＧＦ—１９のタンパク

質が高発現している上皮細胞を見出すこと

ができた。そのため、このマウスの回腸末

端部の小腸上皮をスタート実験材料にして、

ここからマウスの『エンドジェナス』なＦ

ＧＦ—１９の精製ができるようになった。こ

れらはいずれも世界に先駆けて成功したこ

とであり、今後のクロトーに依存したＦＧ

Ｆ研究を主導するものとなる。 
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