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研究成果の概要（和文）： 
	
 FGF21の機能発現に重要と考えられるβKlothoの動態に特に着目した。 
安定発現株による実験から、 
１）グルコース濃度に応じたβKlotho分子の成熟・動態の変化を明らかにした。 
２）食後を想定した高グルコース処理で３０分以内の成熟型βKlothoの発現増強を認めた。 
内因性βKlothoを発現する分化誘導した caco2細胞から、	
 
１）高グルコース濃度が FGF21による刺激応答を選択的に増強する事を示した。	
 
２）βKlothoが主に顆粒状に細胞質に分布する事を示した。	
 
 
研究成果の概要（英文）： 
	
 βKlotho was focused on, due to the importance to FGF21 function 
According to the analysis of the HEK293 cell expressingβKlotho stably, 
1) βKlotho shifts the molecule size and amount along with the glucose concentration. 
2) High glucose treatment leadsβKlotho molecule size shift and amount in 30 min. 
According to differentiated caco2 cell, which induce endogenousβKlotho expression, 
1) High glucose condition selectively enhances FGF21 signaling  
2) βKlotho distributes mainly in cytosol as a vesicular like pattern.  
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１．研究開始当初の背景 
	
 従来 FGF は増殖・分化に関わる因子とし
て理解されてきた。ところが、生理的条件下
でどの FGF 受容体とも結合出来ない偽遺伝

子と考えられていた FGF19 サブファミリー
に代謝に関わる機能のある事が遺伝子改変
動物を用いた実験からわかってきた。しかし、
受容体と結合出来ない FGF が如何に機能を
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発現するか、そのメカニズムの解明が期待さ
れた。 
	
 我々は Klotho ファミリー分子が選択的に
FGF 受容体と複合体を形成し、FGF19 サブ
ファミリーによる細胞内への情報伝達を可

能にする事を見出した。 
	
 一方、分化・増殖に関わる情報伝達系が如

何に代謝に関わるアウトプットを誘導出来

るのか、また、共役因子が存在する事が如何

に機能に関わるのか、以前提示される課題は

多い。 
	
 我々は従来の FGF機能と代謝型 FGFを差
別する因子として、FGF受容体と結合する共
役因子 Klothoファミリー分子に着目した。 
 
２．研究の目的 
	
 糖・脂質代謝に関わる事が明らかにされつ

つある「FGF21の代謝機能発現機構の解析」
を目的とした。FGF刺激に対する応答の差異
が分化した細胞の染色体レベルで制御され

ている可能性もあるが、FGF21 の情報伝達
を特異的に可能にする Klotho ファミリー分
子、βKlothoがこの制御機構で果たす役割は
大きいと考えた。また FGF21 が液性因子と
して機能する事は、近年周知される代謝異常

疾患の創薬シーズとしての可能性も高いと

考えられる。 
 
３．研究の方法 
	
 βKlothoの動態と情報伝達の関わりを異
なる糖濃度の培養条件下で比較検討した。 
	
 本研究の開始時点では、内因性のβKlotho
を発現する培養細胞の取り扱いが難しかっ

たため、各種 Klothoファミリー分子の安定
発現細胞株を樹立しβKlotho分子の成熟、局
在、また、FGF21刺激時の情報伝達能など
の検討を進めた。また、平行して内因性β

Klothoを発現する培養細胞のスクリーニン
グも行い、安定発現細胞株で得られた結果の

再現を試みた。	
 

	
 

４．研究成果	
 

	
 	
 βKlothoを HEK293 細胞に遺伝し導入、
安定発現する培養細胞樹立し、異なるグルコ

ース濃度で一晩インキュベートした後にβ

Klothoの検出を試みた。その結果、グルコー
ス濃度５−１０mMにて成熟型βKlothoと思
われるバンドが認められ、２０mM以上で高
分子型バンドを検出し、３０mMでは成熟
型・高分子型バンドの量的な増加を認めた。	
 

	
 また食後を想定し、培地中の糖濃度を上昇

した後のβKlotho動態の経時変化を追った
ところ、糖添加後３０分程で成熟型・高分子

型バンドの出現を認めた（図１）。	
 
	
 
図１：グルコース濃度変化とβKlothoの動態	
 

	
 

	
 こうした糖濃度の変化が FGF リガンドによ

る刺激に影響するか検討した。βKlothoを安
定発現する HEK293 細胞をおのおのの糖濃度

で一晩培養、各種 FGF で刺激し、細胞内への

シグナル伝達の強度を MAPK のリン酸化の度

合いで評価した（図２）。	
 

	
 低グルコース濃度で弱かった FGF 依存的な

MAMK のリン酸化が高糖濃度では増強してい

る事が分かった。しかし、bFGF、FGF15 にも

同様の傾向が観察され、FGF21 特異的な現象

か更なる検討が必要と思われた。	
 

	
 幸い、内因性βKlothoを発現誘導する細胞
株、caco2細胞を見出し、同細胞を用いた内
因性βKlothoの挙動・反応性を検討した。	
 
	
 
図２：異なるグルコース濃度と FGF 反応性	
 

	
 
	
 
	
 

	
 caco2細胞はコンフルエントの状態で２、
３週間培養を続けると小腸上皮を模した形

態・機能、たとえば糖輸送能などを持つに至

る。βKlothoは小腸でも発現が認められ、



 

 

糖・脂質代謝に関わる FGF21の機能を考え
ると、個体中での機能を想定・解析する上で

も重要な知見と思われる。	
 

	
 βKlothoは caco2細胞において、分化誘導
後 2週間をピークに発現が誘導されることを

見出した（図３）。	
 

	
 この条件に分化誘導した caco2細胞を異な
る糖濃度で 2晩インキュベートし、それぞれ

FGFリガンドで刺激したところ下図（図３）
のような結果を得た。	
 

	
 安定発現株で観察した刺激応答同様１０

mMでそれぞれの FGF刺激に対する応答性
が亢進している事が確認される一方、２０

mMにグルコース濃度を上げたところ、
bFGF、FGF15刺激応答が減衰する一方で、
FGF21の反応は増強する傾向が見られた。 
	
 

図３：分化した caco2細胞の異なるグルコー
ス濃度下での刺激応答性	
 

	
 

	
 
	
 

	
 分化誘導した caco2細胞を抗 villin抗体で
免疫染色したところ、報告通りに villinが微
絨毛様に陽性反応を示していることを見出

した。一方、βKlothoは顆粒状の陽性反応を
示し、villinで示される分化形質がより顕著
な細胞でより陽性反応が強い傾向を認めた

が、両者の陽性反応は必ずしも共局在してい

なかった。 
	
 共焦点顕微鏡を用い、Z軸で観察すると
villinの陽性反応が頭頂側に分布するのに対
し、βKlothoは大部分が細胞質に散在してい
る様子が観察された。	
 

	
 

図４：分化した caco2細胞におけるβKlotho
の発現分布 
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