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研究成果の概要（和文）：内分泌型線維芽細胞装飾因子（ＦＧＦ２３、ＦＧＦ１９およびＦＧＦ２

１）は適切な翻訳後修飾、とくに、ある特定の糖鎖修飾を受けることでその高い生理活性が得ら

れることが知られている。ＦＧＦ２３に高い生理活性を与える修飾糖鎖の詳細な解析を基に、Ｆ

ＧＦ１９、ＦＧＦ２１に高い生理活性を与える修飾糖鎖の同定を行なった。どちらもその高い生

理活性を得るには、糖鎖修飾の中でもグルクロン酸修飾がもっとも重要な影響を与えることを明

らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We have proposed that specific carbohydrate modifications play an 
important role in physiological activities of the endocrine fibroblast growth factors, including 
FGF-23, FGF-19, and FGF-21. Based on our previous study that a sugar modification 
increases activities of FGF-23, we tried to identify any modifications that enhance activities 
of other endocrine fibroblast growth factors, FGF-19 and FGF-21. Consequently, we show 
that a distinct terminal glucuronic acid sugar modification is sufficient for proper activity of 
these growth factors. 
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１．研究開始当初の背景 
 
⑴内分泌型線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）は
臓器間にシグナルを伝えることが知られて
いた。これまでに主に３つの因子が知られて
おり、それらは①骨で分泌され腎臓にシグナ
ルを伝えるＦＧＦ２３、②小腸で分泌され肝
臓にシグナルを伝えるＦＧＦ１９、③肝臓か
ら分泌されるＦＧＦ２１である。 
 
⑵これらの増殖因子が、標的臓器にシグナル

を伝えるには、それぞれのシグナルを受容す
る繊維芽細胞増殖因子受容体の他に、シグナ
ルを介在するタンパク質の発現が必要であ
ることが分かった。それぞれのシグナル分子
に対する介在タンパク質として、①ＦＧＦ２
３シグナルを受容するための、腎臓に発現し
ているアルファクロトー、②ＦＧＦ１９シグ
ナルを受容するための、肝臓に発現している
ベータクロトー、がすでに発見されていた。
また、③ＦＧＦ２１シグナルは標的臓器がま
だ分かっておらず、ベータクロトーの関与が
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考えられているが、いまだそれが介在してい
ることは確立されていない。 
 
⑶腎臓に発現しているアルファクロトーと
ＦＧＦ２３は直接結合する。一方で、アルフ
ァクロトーは糖結合タンパク質であること
が知られていた。これらのことを考え合わせ
ると、ＦＧＦ２３の糖鎖修飾が、アルファク
ロトーとの結合に何らかの影響を及ぼすの
ではないかと推論された。 
 
⑷糖鎖修飾を受けないＦＧＦ２３は、糖鎖修
飾を受けているＦＧＦ２３に比べて、アルフ
ァクロトーへの結合力が低下していた。そこ
で、この修飾糖鎖の構造を解析した結果、末
端にグルクロン酸を持つことが分かった。 
 
⑸アルファクロトーはこの末端にグルクロ
ン酸を持つ糖鎖に直接結合することができ
る。このことから、アルファクロトーはグル
クロン酸糖鎖を認識する「グルクロン酸レク
チン」であるということができる。 
 
⑹ＦＧＦ１９は肝臓にシグナルを伝える際
に、介在タンパク質としてベータクロトーを
必要とする。ベータクロトーとアルファクロ
トーのアミノ酸相同性から、ベータクロトー
も糖認識タンパク質であることが予測され
た。 
 
⑺ＦＧＦ１９の修飾糖鎖、およびベータクロ
トーの認識する糖鎖の構造を同定すること
で、ＦＧＦ１９はいったいどのような分子機
構で、高い生理活性を得ているのかを理解す
る研究を試みた。 
 
２．研究の目的 
 
⑴生理活性の高いＦＧＦ１９を同定する。 
 
①	 糖鎖修飾がＦＧＦ２３に高い生理活性を
与えることを手掛かりに、ＦＧＦ１９が糖
鎖修飾を受ける残基を特定する。 
 

②	 ＦＧＦ１９の修飾糖鎖の構造を原子レベ
ルで決定する。 

 
③	 培養細胞に糖鎖修飾酵素を発現させるこ
とで、生理活性の高いＦＧＦ１９を再構成
する。 

 
⑵ベータクロトーの認識する糖鎖構造を決
定する。 
 
①	 アルファクロトーがグルクロン酸を認識
することを手掛かりに、その類似糖を中心
にベータクロトーが認識する糖（単糖）を

もとめる。 
	  

②	 ベータクロトータンパク質の活性中心を
構成するアミノ酸残基の配置が、どのよう
に特定の糖を認識するのかを、原子レベル
で理解する。 

 
３．研究の方法 
	 
⑴ＦＧＦ１９点変異体ライブラリーを作製
する。	 
	 
①	 糖鎖修飾を受けるアミノ酸残基を特定す
るために、その修飾を受ける可能性がある
アミノ酸残基に点変異を入れ、その一連の
変異体ＦＧＦ１９を作製する。	 
	 

②	 これらの変異体ＦＧＦ１９ライブラリー
を、培養細胞に発現させる。ウェスタンブ
ロットで解析することで、どのアミノ酸残
基に糖鎖が付加されるかを解析する。	 

	 
③	 糖転移酵素をＦＧＦ１９とともに発現さ
せることで、どの糖転移酵素がＦＧＦ１９
に糖鎖を付加させうるのかを見出す。	 

	 
⑵抗ＦＧＦ１９抗体を作製する。	 
	 
①	 マウスの抗ＦＧＦ１９抗体をニワトリに
免疫することで、抗マウスＦＧＦ１９ニワ
トリ抗体を作る。大腸菌にマウスのＦＧＦ
１９を発現させ、組み換えタンパク質を精
製し、免疫源とする。事前の条件検討では、
大腸菌に合成させて精製したマウスのＦ
ＧＦ１９をマウスに免疫しても、抗体価が
上がらず、免疫できなかったことが分かっ
ていた。 
	 

②	 抗マウスＦＧＦ１９抗体のモノクローナ
ル抗体を樹立する。ニワトリのハイブリド
ーマ作製法が確立していることから、この
技術を用いてニワトリのモノクローナル
抗体産生細胞を樹立する。	 

	 
③	 エライザ検出系を作製することで、マウ
ス血液中、および組織中のＦＧＦ１９の濃
度を測定する。上記で樹立したモノクロー
ナル抗体と、免疫したマウスの血清中に含
まれるポリクローナル抗体を用いること
で、マウスのＦＧＦ１９を定量できるサン
ドイッチエライザ系を開発する。	 

	 
⑶天然型のＦＧＦ１９を精製する。	 
	 
①	 樹立したモノクローナル抗体を用いて、
マウスの小腸組織から内在性のＦＧＦ１
９を精製する。精製したモノクローナル抗



体のアフィニティーカラムを作製するこ
とで、精製の効率を高めることができる。 
	 

②	 エサの摂取状況、小腸の解剖学的位置（空
腸と回腸による違いや胃からの距離）、お
よび日内変動により、ＦＧＦ１９の発現量
は大きく異なる。そのため、サンドイッチ
エライザ系を用いることで、どの条件で最
も多くのＦＧＦ１９が生体から得られる
かを見積もる。	 

	 
⑷ＦＧＦ１９の糖鎖構造を決定する。	 
	 
①	 生体から精製したＦＧＦ１９をトリプシ
ン消化しペプチド断片にする。逆相カラム
により分離したペプチドを、質量分析計を
用いて解析する。得られたスペクトルの中
から糖鎖修飾を受けたペプチドを見出す。 
 

②	 糖鎖修飾を受けたペプチド断片をMS−
MS解析することで、その糖鎖の分子量と
開裂パターンからその構造を推定する。 

 
③	 推定された糖鎖を有機合成する。ＦＧＦ
２３に付加されている糖鎖を有機合成す
ることに成功している。この経験にもとづ
いて、ＦＧＦ１９に付加されている、質量
分析計で推定された糖鎖構造を実際に有
機合成することで大量に得る。 

 
④	 合成した糖鎖のＮＭＲスペクトルと、Ｆ
ＧＦ１９から分離した糖鎖のそれを比較
することで、その構造を決定する。 

	 
⑸活性の高い糖鎖修飾を持つＦＧＦ１９の
産生を培養細胞で再現する。	 
	 
①	 決定されたＦＧＦ１９の糖鎖構造を合成
する糖転移酵素の候補をリストする。この
糖転移酵素を組み合わせて培養細胞発現
させることで、ＦＧＦ１９に人工的に修飾
糖鎖を付加する。 
 

②	 Ｏ型糖鎖付加修飾の第一段階の糖修飾酵
素である、Ｎアセチルガラクトサミン糖転
移酵素複数種類のうち、どの酵素がＦＧＦ
１９にＮアセチルガラクトサミンを付加
できるかを見出す。 

 
③	 上記に次ぐ第２段階の反応酵素と予想さ
れる、グルクロン酸転移酵素３種類以上の
うち、どの酵素がＦＧＦ１９にグルクロン
酸を付加するかを見つける。 

 
④	 グルクロン酸糖鎖修飾の最終段階と予想
される、硫酸基転移酵素およびグルクロン
酸異性化酵素のうち、どの酵素の組み合わ

せがＦＧＦ１９の糖鎖を修飾し、ＦＧＦ１
９に高い生理活性を与えるのかを決定す
る。 

 
⑤	 これらＦＧＦ１９の糖鎖修飾を促す酵素
を適切な量比で培養細胞に発現させるこ
とで、生理活性の高いＦＧＦ１９を産生、
分泌できる細胞を得る。 

 
⑥	 この細胞のスクリーニングは、産生され
たＦＧＦ１９のベータクロトーへの結合
能を評価することで行なう。定量的な結合
は、表面プラズモン共鳴（Surface Plasmon 
Resonance）法で解析する。 

	 
⑹ベータクロトーの立体構造を決める	 
	 
①ベータクロトーの構造モデルをアルファ
クロトーの構造を基に予測する。アルファク
ロトーの立体構造モデルが解かれている。こ
の構造モデルデータに基づいて、ベータクロ
トーのとりうる立体構造をコンピューター
計算により予測する。	 
	 
②ベータクロトータンパク質のエックス線
結晶構造解析を行なうことで、その原子レベ
ルでの立体構造を明らかにする。ベータクロ
トーを大量に発現する培養細胞を樹立する。
精製したベータクロトータンパク質、数ミリ
グラムを用いて、結晶化条件をもとめる。結
晶化条件の最適化を経て、大型放射光施設ス
プリング８にて、ベータクロトータンパク質
結晶のエックス線回折データを取得する。得
られた回折データから、ベータクロトーの立
体構造を解析する。	 
	 
③とくにベータクロトーの活性中心の構造
を基に、認識する糖鎖構造を自由エネルギー
計算により判定する。ベータクロトーの活性
中心の構造データから、この構造がどのよう
な糖鎖を認識しうるのかを推定する。各糖の
転移酵素、結合タンパク質、分解酵素の構造
をもとに、最も強く結合する糖鎖構造を予測
し、実際の実験結果と比較し考察する。	 
	 
４．研究成果	 
	 
⑴ＦＧＦ１９の糖鎖修飾を受けるアミノ酸
残基を特定した。	 
	 
①	 マウスＦＧＦ１９にはＮ型糖鎖修飾を受
けうるアスパラギン残基は存在しないた
め、Ｏ型糖鎖修飾を受けるセリン、スレオ
ニン残基をアラニン残基に次々と変異を
入れた点変異体ライブラリーを作製した。	 
	 

②	 マウスＦＧＦ１９のＣ末端ドメインにあ



るセリン残基の少なくとも一つに糖鎖修
飾を受けうることが分かった。この残基は
調べた限りの種によって保存されていた
ため、この残基の糖鎖修飾は種によって保
存されているとの考察を得た。	 

	 
⑵ＦＧＦ１９の抗体を樹立した	 
	 
①	 大腸菌で合成したマウスＦＧＦ１９を精
製して、ニワトリに免疫した。免疫した２
羽とも血清中の抗体価が上がり、血清を採
取することで、抗マウスＦＧＦ１９ニワト
リポリクローナル抗体が得られた。さらに、
この抗体を精製することに成功した。 
	 

②	 この免疫をした２羽のニワトリからリン
パ組織を採取し、抗体産生ハイブリドーマ
細胞を作製した。このハイブリドーマ細胞
ライブラリーを、精製したマウスＦＧＦ１
９タンパク質にする結合活性を指標に、表
面プラズモン共鳴法によってスクリーニ
ングした。その結果、結合定数が低く、解
離速度の遅い、ＦＧＦ１９タンパク質の立
体構造を認識するモノクローナル抗体を
産生するハイブリドーマ細胞株を２種類
樹立することができた。この２種類の細胞
の培養上清それぞれ約１リットル分から、
モノクローナル抗体約２ミリグラムを精
製することに成功した。	 

	 
③	 この２種類の精製された抗マウスＦＧＦ
１９ポリクローナル抗体と、精製された抗
マウスＦＧＦ１９モノクローナル抗体を
得た。これらの抗体はいずれも、同様の染
色像を与え、生体内のマウスＦＧＦ１９を
認識できていることを確認した。	 

	 
⑶ＦＧＦ１９サンドイッチエライザ系を確
立した	 
	 
①	 上記のポリクローナル抗体２種類と、モ
ノクローナル抗体２種類を組み合わせる
ことで、マウスＦＧＦ１９に対するエライ
ザ検出系の開発を進めた。 
	 

②	 このエライザ系は目下、ＩＢｌ社の協力
によって開発が進んでいる。	 

	 
⑷ＦＧＦ１９高発現するマウスを得た	 
	 
①	 生体内のマウスＦＧＦ１９タンパク質を
得る目的で、内在性のＦＧＦ１９を多く発
現している状態のマウスを得た。 
	 

②	 ＦＧＦ１９の発現は食事による影響を受
けること、日内変動することを確認できた。	 

	 

③	 小腸組織の中でも、とくに大腸に近い回
腸部分に多く発現していることを突き止
めた。	 

	 
④	 この小腸組織を作製した抗体で免疫染色
することで、ＦＧＦ１９の発現する組織と、
細胞内局在までを特定することに成功し
た。	 

	 
⑤	 さらに、既に系統を樹立していた、ベー
タクロトーノックアウトマウスの小腸組
織では、ＦＧＦ１９の発現量が野生型のマ
ウスと比べ大きく亢進していることを発
見した。このマウスを用いることで、より
多くの内因性のＦＧＦ１９を生体内から
得ることが可能となった。	 

	 
⑸糖転移酵素の発現ベクターライブラリー
を作製した	 
	 
①	 糖転移酵素群のうち基本的な酵素群の、
ほ乳動物の培養細胞に対する発現ベクタ
ーライブラリーを構築した。	 
	 

②	 これらのうち、Ｎアセチルガラクトサミ
ン転移酵素の１つ、グルクロン酸転移酵素
の３つ、硫酸基転移酵素の１つを培養細胞
に発現させ、実際に基質となるタンパク質
に、思いどおりの糖鎖を付加させることが
できることを確認した。	 

	 
③	 これらの酵素を発現させることで産生さ
れたＦＧＦ１９と、ベータクロトーとの結
合を定量する測定系を確立した。プロテオ
ンシステムを導入したことで、ハイスルー
プットの比較定量が行なえるようになっ
た。	 

	 
⑹ベータクロトーの認識する糖鎖構造を推
定することができた	 
	 
①	 ベータクロトーの発現している臓器であ
るマウスの肝臓、膵臓、脂肪組織から、抗
ベータクロトー抗体を用いて免疫沈降し、
その結合物を網羅的に解析した。	 
	 

②	 その結果、特徴的な糖鎖修飾を持つこと
が知られているタンパク質群が、ベータク
ロトーと共沈してくることが分かった。	 

	 
③	 これらの特徴は、アルファクロトーの認
識する糖鎖構造にきわめて似ているもの
の、部分的に異なる可能性を予見させるも
のであった。少なくともグルクロン酸修飾
という点では共通しているが、その後の硫
酸化修飾や、異性化修飾が異なるものと予
想された。	 



	 
④	 事実として、ベータクロトーノックアウ
トマウスの肝臓でのＦＧＦ受容体の糖鎖
修飾が変化していることを発見した。この
受容体の糖鎖修飾を、マウスの肝臓で検出
する実験系を開発できた。	 

	 
⑺ベータクロトーの発現細胞を新規な方法
で構築することで、数ミリグラムの発現細胞
株を得ることができた	 
	 
①	 すでに、アルファクロトーをヒト培養細
胞に高発現する細胞株を樹立することに
成功している。この方法と同様な方法を用
いることで、十分な生理活性を持ったベー
タクロトータンパク質を高発現するヒト
培養細胞株を樹立することができた。	 
	 

②	 この培養細胞を用いることで、培養上清
約１リットル分から、数ミリグラムの精製
ベータクロトータンパク質を得ることが
できた。	 

	 
⑻ベータクロトータンパク質の結晶を得る
ことができた	 
	 
①	 この精製ベータクロトータンパク質を用
いて、結晶化のスクリーニングを行なうこ
とができた。少なくとも複数の結晶化条件
で、ベータクロトータンパク質が結晶化す
ることを見出した。	 
	 

②	 とくに、ベータクロトータンパク質の修
飾糖鎖をエンドグリコシダーゼと、ノイラ
ミニダーゼで除去することで、結晶の最適
化を行うことに成功した。	 

	 
③	 アルファクロトータンパク質結晶のエッ
クス線回折データを大型放射光施設スプ
リング８にて取得した。	 
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