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研究成果の概要（和文）： 

Klotho は肝臓、膵外分泌組織、脂肪組織に高いレベルの発現を示す膜タンパク質であるが、
特に膵臓・脂肪組織における生理的意義には未解明の部分が多い。本研究では膵臓における
FGF15/19-Klotho システムの機能解析と脂肪組織におけるKlotho 結合タンパク質の同定・
機能解析を行った。リコンビナントヒト FGF19 をラットに静脈内単回投与すると膵液タンパ
ク量、膵消化酵素濃度、膵液の SDS-PAGE 展開・銀染色により可視化される複数のタンパク
質バンドの増加が観察され、FGF15/19 が膵液タンパク質分泌刺激作用を有することが明らか
となった。一方、マウス白色脂肪組織の免疫共沈－質量分析実験で同定したKlotho 結合分子
群のうち、膜輸送担体である２分子について、これらに対する抗体で免疫沈降し、Klotho に
対する抗体でウエスタンブロットすることで結合の検証を行い、結合を再確認した。また
3T3-L1 細胞を用いて脂肪細胞への分化の各段階における２種類の輸送担体の遺伝子発現と基
質輸送活性を測定した。その結果、高レベルのKlotho 発現が検出される分化後期においても
遺伝子発現と基質輸送活性が検出された。以上より膵外分泌能、脂肪細胞機能におけるKlotho

の生理的意義の一端が明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Klotho is a membrane protein highly expressed in the liver, exocrine pancreas, and 

adipose tissue. We have previously shown that Klotho is essential for FGF15/19 

dependent negative feedback of bile acid synthesis from cholesterol. In this study, we find a 

potential role of FGF15/19 – Klotho system in the secretion of lipase and other pancreatic 

enzymes. We furthermore identified and confirmed two Klotho -binding transporters in 

white adipose tissue. Along with Klotho, these membrane transporters are present and 

active in 3T3-L1 adipocytes, suggesting a role of Klotho in the regulation of transporter 

activity in adipocytes. 
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１．研究開始当初の背景 



Klotho は肝臓、膵外分泌組織、脂肪組織に
高いレベルの発現を示す膜タンパク質であ
るが、その生理的意義には未解明の部分が多
い。研究代表者らはこれまでに、Klotho が
マウス肝組織において FGF15、FGFR4と結
合し、胆汁酸合成酵素 Cyp7a1の発現制御に
必須の役割を果たすことを示した。一方、膵
外分泌腺、脂肪組織におけるKlotho の機能
は全く未解明である。Klotho とアミノ酸配
列上及びドメイン構造上高い相同性を有す
るKlotho の研究成果により、Klotho は細
胞膜上でタンパク質複合体を形成すること
により FGF（fibroblast growth factor）の受
容体共役分子ないしは膜輸送担体の活性制
御分子として細胞生理機能制御を司ると考
えられた。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、膵臓および脂肪組織における
Klotho の機能を解明する目的で、膵液分泌
におけるFGF15-Klothoシステムの意義と、
脂肪細胞におけるKlotho 結合膜輸送担体の
探索・同定・機能解析を試みた。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 膵臓における解析：SD ラットに予めカ
ニュラを留置し、リコンビナントマウス
FGF15を静脈内単回投与し、膵液量、膵
液タンパク質濃度、膵液消化酵素活性、
膵液中のタンパク質組成について検討を
行った。 

(2) 脂肪組織における解析：マウス白色脂肪
組織の免疫共沈－質量分析実績により、
Klotho 結合分子を探索し、そのうち膜
輸送担体分子 A, Bの２分子に特に着目
し、3T3-L1脂肪細胞を用いて遺伝子発現
と輸送活性をラジオアイソトープラベル
した輸送基質の取り込み活性により評価
した。 

 
４．研究成果 
 

(1) 膵臓における解析：FGF19の単回静脈内
投与によりラット膵液のリパーゼ活性の
増加が検出された。FGFによる膵液中リ
パーゼ活性の増加は、以前より膵酵素分
泌促進作用を有することが知られるコレ
シストキニンよりも遅く、投与約 45分後
がピークと考えられた。膵液を変性後に
SDS-PAGEで展開すると、コントロール
溶媒投与後の膵液と比較して、濃度が不
変の分子と増加する分子との両者が存在

することが銀染色で確認された。 
(2) 脂肪組織における解析：マウス白色脂肪

組織の免疫共沈実験により質量分析で同
定したKlotho 結合分子群のうち、膜輸
送担体である A, Bの 2つについて、同じ
くマウスの白色脂肪組織のライセートを
用いて①Klothoの免疫共沈物をA, Bの
それぞれに対する抗体でウエスタンブロ
ットする実験（順方向実験）、②A, Bの
それぞれに対する抗体で免疫沈降した共
沈物をKlotho に対する抗体でウエスタ
ンブロットする実験（逆方向実験）を行
った。全ての実験において免疫共沈物中
に予想される分子のバンドが検出され、
A, BのいずれについてもKlotho との結
合が証明された。次に 3T3-L1細胞を定
法に従い脂肪細胞へ分化誘導し、分化過
程における A, Bの遺伝子発現と基質輸
送活性を測定した。その結果、高いレベ
ルでのKlotho の発現が検出される分化
後期を含むいずれの分化段階においても
A, Bの遺伝子発現と基質輸送活性が検出
された。 

以上より膵外分泌能、脂肪細胞機能における
Klotho の生理的意義の一端が明らかとなり、
Klotho による脂質・エネルギー代謝の統一
的制御原理の解明への足掛かりが得られた。 
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