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研究成果の概要（和文）：FGF21は肝臓や胸腺で発現する分泌因子であり、最近の研究で胸腺老化予防作用が報
告された。本研究の結果より、若年期のFGF21 ノックアウト(KO)マウス胸腺において、成熟T細胞の減少が確認
された。FGF21 KOマウスの胎児胸腺器官培養でも成熟T細胞が減少していたが、FGF21タンパクの添加によって、
アポトーシスによる未熟T細胞の減少と、成熟T細胞の回復がみられた。しかし、FGF21の共受容体として知られ
るβKlotho KOマウス胸腺では上記の表現型はみられなかった。以上より、FGF21は新生児期および若年期の胸腺
内でβKlotho非依存的にT細胞の分化を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have previously shown that Fgf21 is expressed in the thymus as well as in
 the liver. Recently, Fgf21 was reported to protect against ageing-related thymic senescence. 
However, the function of Fgf21 in the juvenile thymus remained to be elucidated. In this study, we 
demonstrated that young Fgf21 knockout mice, but not β-Klotho knockout mice, showed a significant 
reduction in the percentage of single-positive CD4+ and CD8+ thymocytes without obvious alteration 
in thymic epithelial cells (TECs). Furthermore, treatment with recombinant FGF21 rescued the 
impairment in fetal thymus organ culture (FTOC) of Fgf21 knockout mice. Annexin V staining revealed 
FGF21 protein enhanced apoptosis of immature thymocytes undergoing selection process in FTOC, 
suggesting that FGF21 may facilitate the selection of developing T cells. Our data suggest that 
Fgf21 acts as one of intrathymic cytokines in the neonatal and juvenile thymus, involving thymocyte 
development in a β-Klotho-independent manner.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
多機能性細胞間シグナル因子である線維

芽細胞増殖因子（FGF）ファミリーの一つで
ある FGF21 は、主に肝臓で産生され、糖・脂
質代謝を調節すると考えられている。一方で
申請者は、FGF21 が 4 週齢のマウスの胸腺に
おいて肝臓の約8倍の発現量を示すことを認
めた。予備検討において、胸腺を構成する
CD4-CD8- (DN)、CD4+CD8+ (DP)、CD4+CD8- (CD4 
SP)、CD4-CD8+ (CD8 SP)細胞、胸腺上皮細胞
をそれぞれ単離し、FGF21 の発現を測定した
ところ、FGF21 は胸線上皮細胞(TEC)に特異的
に発現していることが分かった。そこで、
FGF21 の新たな生理機能として、T 細胞の分
化、成熟に関与する可能性を考えた。 
さらに作成済みの FGF21 ノックアウト 

(KO) マウス(Endocrinology 150, 4625-33, 
2009)を用いて野生型（WT）と FGF21 KO マウ
スを比較した。その結果、胸腺細胞数に違い
はみられなかったが、KO マウス胸腺において
CD4 T 細胞は減少傾向を示し、さらに CD8 T
細胞は有意に減少していた。末梢血において
は、CD4 T 細胞はほとんど変化がなかったも
のの、CD8 T 細胞は KO マウスにおいて有意に
減少していることが確認された。 
以上より、FGF21 は胸腺において CD8 T 細

胞の分化に関与しており、その結果末梢にお
ける CD8 T 細胞数にも影響を及ぼしているも
のと考えられた。 
 
２．研究の目的 
予備検討の結果より、本研究では、FGF21

が CD8 T 細胞の分化・成熟に関与していると
考え、その生理的役割について解明すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) FGF21 の発現細胞の解析のために、4 週
齢 C57BL/6 マウス胸腺を採取し、セルソータ
ー を 用 い て T 細 胞 (CD45+EpCAM-) 、
TEC(CD45-EpCAM+)、TEC 以外の胸腺ストローマ
細胞(CD45-EpCAM-)に分画した。これらの細胞
の FGF21 mRNA 発現を定量的 RT-PCR を用いて
測定した。また、FGF21 の受容体と考えられ
ているFGFR1とβKlothoの発現細胞について
は、T 細胞サブセット(T1;TCRβ -CD69-, 
T2;TCRβintCD69-, T3;TCRβ intCD69+, T4;TCR
βhiCD69+, T5;TCRβhiCD69-)と、TEC、TEC 以
外のストローマ細胞に分画し mRNA 発現を同
様に検討した。 
 
(2) FGF21 の胸腺における生理的役割の解明
とβKlotho の寄与について調べるために、
C57BL/6 を遺伝的背景に持つ FGF21 KO マウス
とβKlotho KO マウスそれぞれの胸腺および
脾臓におけるT細胞サブセットと胸腺ストロ

ーマ細胞の解析を行った。 
 
(3) FGF21 の胸腺内 T 細胞分化における役割
をさらに詳しく調べるために、胎児胸腺器官
培養(FTOC)を行った。具体的には、胎生 15.5
日目の胎児胸腺を採取し、Millicell 0.4μm 
inserts (Millipore)上で AIMV 培地を用いて
培養した。このとき、recombinant human 
FGF21 (rhFGF21, 500 ng/ml)を添加し、3 日
おきに培地を交換した。培養 14 日目に細胞
を回収し、T 細胞サブセットの割合について
フローサイトメトリーを用いて解析した。ア
ポトーシス細胞は Annexin V 染色を用いて検
出した。 
 
４．研究成果 
本研究の研究期間中に、胸腺に発現する

FGF21 が老齢マウスにおける胸腺老化を抑制
するという報告がされた（Proc. Natl. Acad. 
Sci 113, 1026-1031, 2016)。そこで本研究
では、新生児期および若年期の胸腺に焦点を
あて、FGF21 の生理的役割の解明を試みた。 
 
(1) マウス胸腺における FGF21 の発現は、胎
生 15.5 日から確認され、12 週齢まで維持さ
れていた。胸腺組織は外側の皮質と内側の髄
質に分かれており、それぞれ皮質上皮細胞 
(cTEC)、髄質上皮細胞 (mTEC)によって特徴
的な微小環境が作られている。予備検討の結
果と同様に、FGF21 は TEC に特異的に発現し
ていた。さらに cTEC と mTEC に分画すると、
FGF21 は成熟 mTEC (CD45-EpCAM+UEA-1+MHChigh) 
に最も高い発現が認められ、未成熟および成
熟 cTEC (CD45-EpCAM+UEA-1-MHClow or high)にもわ
ずかに発現していた。 
 
(2) 次に、1週齢と 4週齢の FGF21 KO マウス
胸腺におけるT細胞サブセットの解析を行う
と、WTマウスと比較して CD4 SP および CD8 SP
が共に有意に減少、あるいは減少傾向を示し
た。二次免疫器官である脾臓においても同様
の結果が得られた。以上より、予備検討の結
果とは異なり、FGF21 が CD8 T 細胞の分化に
限らず、CD4 T 細胞への分化も制御すること
が示唆された。さらに、胸腺 T 細胞を TCRβ
と CD69 の発現パターンから 5 つの段階 
(T1;TCRβ -CD69-, T2;TCRβ intCD69-, T3;TCR
β intCD69+, T4;TCR β hiCD69+, T5;TCR β
hiCD69-)に分け解析を行った。1週齢 FGF21 KO
マウス胸腺では、WT マウス胸腺と比較して、
後期の分化段階である T4と T5の割合が減少
していた(図 1)。これらの結果より、FGF21
は胸腺においてT細胞の後期の分化段階であ
る DPから SPへの分化を制御している可能性
が示唆された。 



図 1. FGF21 KO マウス胸腺における成熟 T細
胞の減少 
1週齢の FGF21 KO マウス胸腺における T細

胞サブセットの解析を行った。上：代表的な
フローサイトメトリーのプロット。下：各 T
細胞サブセットの割合。**P ‹ 0.01 
 
(3) FGF21 は、FGFR1 と共受容体である
βKlotho に結合することで活性を示すとい
われている。FGFR1 およびβKlotho は、胸腺
でTECを含む胸腺ストローマ細胞に高発現し
ていたが、T 細胞にはほとんど発現していな
かった。このことから、FGF21 は TEC または
繊維芽細胞や血管内皮細胞などの胸腺スト
ローマ細胞に作用すると考えられた。しかし
予想に反して、FGF21 KO マウス胸腺では、WT
マウス胸腺と比較して、TEC、繊維芽細胞、
血管内皮細胞数や、機能遺伝子 (Aire, β5t, 
IL7, Ccl19, Ccl21a, Ccl21b, Foxn1)、皮質
や髄質などの組織形態に違いはみられなか
った。以上より、FGF21 は TEC の増殖や機能
に影響を与えないものと考えられた。 
 βKlothoは共受容体としてFGF21シグナル
を誘導することが知られている。しかし、β
Klotho KO (Klb-/-)マウス胸腺では、Klb+/-マ
ウスと比較して、FGF21 KO マウス胸腺で見ら
れた成熟 T細胞の減少がみられなかった。こ
のことは、胸腺において FGF21 がβKlotho 非
依存的にT細胞の分化を制御することを示唆
している。 
 
(4) FGF21 の胸腺内 T 細胞分化における役割
を確認するために、胎児胸腺器官培養(FTOC)
を用いてFGF21タンパク質添加による影響を
検討した。その結果、WT マウス FTOC への
rhFGF21 添加により、未熟 T 細胞（T1, T2）
の割合は減少し、正の選択後(T4)および成熟
(T5)T 細胞の割合は増加した。細胞数につい
ては、rhFGF21 添加により未熟な T 細胞

(T1-T4)が減少したが、成熟 T 細胞(T5)に影
響はみられなかった。さらに、1 週及び 4 週
齢の結果と同様に、FGF21 KO マウス FTOC で
も T4および T5の割合の減少が確認されたが、
rhFGF21 添加により、これらの細胞割合の回
復がみられた（図 2）。以上の結果より、FGF21
は胸腺内T細胞分化を促進することが示され
た。 
 WT FTOC への rhFGF21 添加により、未熟 T
細胞数が減少したことから、FGF21 は未熟 T
細胞のアポトーシスを誘導している可能性
が示唆された。一般的に胸腺では、未熟な T
細胞のうち、無応答あるいは自己反応性の T
細胞が、TEC との相互作用による選択の過程
でアポトーシスによって排除される。WT FOTC
への rhFGF21 添加により、選択の過程の T細
胞(T3)におけるアポトーシス細胞の割合が
有意に増加した。以上の結果より、FGF21 が
胸腺内の分化過程における未熟T細胞の選択
を促進している可能性が考えられた。 
 

図 2. FGF21 タンパク処理は FTOC における T
細胞分化を促進する 
FGF21 (500 ng/ml)存在下、非存在下で WT

および FGF21KO マウスの FTOC を 14日間行っ
た。上：代表的なフローサイトメトリーのプ
ロット。下：各 T細胞サブセットの割合。*,#P 
< 0.05, **,##P < 0.01, and ***P < 0.001 
versus WT without rhFGF21, $P < 0.05, and 

$$P < 0.01 versus Fgf21 KO without rhFGF21. 
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