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要

有色ラットの眼底後極部にクリプ トンレーザーによる

弱度の光凝固を行い,網膜の創傷修復過程における塩基

性線維芽細胞増殖因子 (basic ibroblast growth factor,

bFGF)と FGF receptor lの messenger RNA(InRNA)

の発現を,DIGラベルプロープによるin situ hybridia,ion

法によって検討した。正常網脈絡膜では神経節細胞層,内

顆粒層にのみbFGFと FGF rece誠 or lの mRNAの発現を
みた。光凝固後 3日 には凝固部の網膜下の増殖 した細胞
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約

や脈絡膜血管内皮細胞にbR「 とFGF reoe¨rlの mRNA
の発現をみた。この発現は 3日以後は少しずつ減弱し,創

傷修復がほぼ完成 した 14日 には消失 した。この結果か

ら,bFGFがレーザー光凝固後の創傷の修復に関連 して

いることが示された。(日眼会誌 100:270-278,1996)

キーワード:塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF),FGF
receptor l,創傷修復,網膜,網膜色素上皮

網膜光凝固後の創傷修復過程における塩基性線維芽細胞
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Abstract
We investigated the expression of mRNA of basic were seen in the ganglion cell layer and inner

fibroblast growth factor (bFGF) and FGF receptor 1 nuclear layer. On day 3 after photocoagulation, we

in rat retina after laser photocoagulation using in observed expression of bFGF and FGF receptor 1

situ hybridization method. Pigmented rats (Brown mRNA in the proliferating retinal pigment epith-
Norway strain) received weak photocoagulation by elial (RPE) cells and endothelial cells of choriocapil-
krypton Ieser (500 pm, 0.05 sec, 60 mW) in the poste- laris at the photocoagulated lesion. We also obser-
rior retina. On 1, 3, 5, 7, 14 days after Iaser ved expression of bFGF mRNA in some macro-
photocoagulation, the rats were fixed by perfusion phage-like cells. On day 14 after photocoagulation,
with phosphate-buffered 4/s paraformaldehyde and these expressions had disappeared. Our results sug-
the eyes were enucleated. The eyes were further geste that bFGF may be involved in the process of
fixed by immersion in the same fixative, then quickly retinal wound healing after laser photocoagulation.
frozen in liquid nitrogen and finally sectioned with a (J Jpn Ophthalmol Soc 100 :270-278, 1996)

cryostat. In situ hybridization was performed on

frozen sections with digoxigenin (DIG) labeled ribo- Key words : Basic fibroblast growth factor
probes synthesized from rat bFGF cDNA and FGF (bFGF), FGF receptor 1, Wound hea-

receptor 1 cDNA. In normal chorioretinal tissue, ling, Retina, Retinal pigment epith-
the signals of bFGF and FGF receptor 1 mRNA elium
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I緒  言

網膜光凝固療法は,糖尿病網膜症,網膜静脈閉塞症,未

熟児網膜症,加齢性円板状黄斑変性症など種々の疾患の

治療として臨床的に広く用いられている。弱度レーザー

光凝固を行うと網膜色素上皮細胞を中心に網膜深層が凝

固されて損傷されるが,そ の後,創傷修復が進行 し,約 4

週後にはほぼ創傷修復が完了することが知 られてい

る1)。 塩基性線維芽細胞増殖因子 (basic mroblast gOwth

factor,bFGF)は ,網膜の多 くの細胞に存在しているこ

とが確認されており2)～ 7),中胚葉誘導と分化,神経栄養因

子としての生物活性を示す細胞増殖因子であり,血管新

生,創傷治癒の過程においても大きな役割を果たすと考

えられている8)～ 12)。 我々はレーザー光凝固後の創傷修復

過程におけるbFGFの 関与を調べる目的で,ラ ットに弱
度レーザー光凝固を行い,創傷修復過程におけるbFGF
とFGF receptor lの 発現を in situ hybridization法 を

用いて検討し,そ の発現を光凝固後 3日～ 1週間の比較

的早期に認めたので報告する。

II実 験 方 法

1.光 凝 固

実験動物として,体重 200～ 300gの雄の成熟有色ラッ

ト(Brown Norway系 )18匹 36眼を使用した。ペントバ

ルビタールナ トリウム(ネ ンブタール②の腹腔内注射に

よる全身麻酔下に,眼底後極部にクリプトンレーザーに

よる弱度の光凝固を行った。凝固条件は照射野 500 μm,

照射時間 0.05秒,出力 60 mWと し,組織観察用カバー

ガラスをコンタクトレンズとして用いて細隙灯顕微鏡で

眼底を観察し,眼底後極部へ散在性に光凝固を行った。光

凝固後,小さい白色の凝固斑を生じたが,網膜出血はみな

かった。

2.螢光眼底造影

眼球摘出の前日に眼底検査,お よび 10%フ ルオンセイ

ンナトリウム (フルオンサイト③)0.l mlを 尾静脈から注

入し,螢光眼底造影を行った。

3.組織標本の作成
In situ hybridization用 の組織標本としては,光凝固

後 1日 ,3日 ,5日,1週,2週に,4%パ ラフォルムアル
デヒドで灌流固定を行ったのち眼球摘出し,4%パ ラ
フォルムアルデヒドで 2時間,30%サ ッカロースで 2時

間浸漬固定したのち眼球を凍結し,ク リオスタットで 10

μmの凍結薄切切片を作成した。
光学顕微鏡的に組織を詳細に調べる目的には,眼球摘

出後 2%グルタールアルデヒドで固定し,0.lMリ ン酸
緩衝液で 24時間洗浄,前眼部を除去し網膜を細切 した。

この切片を 1%四酸化オスミウムで後固定を 1時間行
い,型のごとくエタノール系列で脱水した後,エ ポン 812

に包埋した。試料は LKB ultramicrotome Vで 2μmの
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切片を作成し,ト ルイジンブルー染色後,光学顕微鏡下で

観察した。

4.RNAプロープの作成
ラットbFGFについては,翻訳領域のすべてを含む塩
基配列 1～820番 目までの 820塩基対のラットbFGF
complementary DNA(cDNA)EcoR I fragment13)を

BIuescript II SK+に組み込み,サブクローニングした。

サブクローニングした cDNAの挿入方向の確認を行い,
制限酵素(Xba I)を 用いて直線化 。linearizeした。T3
RNAポ リメラーゼによるRNA転写を行うと同時に
digoxigenin(DIG)‐ UTPを 取 り込 ませ,digoxigeninに
よる標識プローブとした.T3promoter側 にcDNAの
3′端が挿入された plasmidか らantisenseプローブ,T3
promotor側 にcDNAの 5′端が挿入された plasmidか

らsenseプローブを作成した。

ラ ッ トFGF receptor lに ついては,塩基配列 957

～1257番目までの 300塩基対のラットFGF receptor l

cDNA fragment14)を 用いて,同様の過程でDIG標識非

放射性 RNAプローブを作成した。この fragmentは ,主
に細胞外領域と膜貫通領域から成 り,チ ロシンキナーゼ

領域を含んでいないため,他の FGF receptorと の相同

性が少なく,FGF receptor lの 特異性が高い領域であ

る。Antisenseプ ローブは,cDNAを 制限酵素 EcoR Iで

直線化 。linearizeし た後にT3RNAポ リメラーゼによ
りRNA転写を行って作成した。Se“eプローブは,制限
酵素 Asp 718で直線化 。linearizeした後にT7RNAポ
リメラーゼによりRNA転写を行って作成した。
5. In situ hybridization法

前処置として凍結薄切切片を乾燥し,4%パ ラフォル
ムアルデヒドで再固定,洗浄,proteinase K処理を行い,

内因性アルカリフォスファターゼの不活化を行った後,

アルコール脱水した。組織切片上で,作成したDIG標識
RNAプ ローブ と約 16時 間の hybridizationを 行った
後,余分なプローブを洗浄し,RNase処理した。ブロッキ
ング処理をし,アルカリフォスファターゼ標識―抗 DIG

抗体で抗体反応を行った後,5-bromo‐ 4-chloro-3-indolyl

phosphate(BCIP)と nitroblue tetrazoliurn salt(NBT)

による発色反応でプローブの結合部位を紫色に発色させ

た。メチルグリーンで対比染色を行い,bFGF,FGF rece‐

ptor lそ れぞれのmRNAの組織での発現を光学顕微鏡
下に観察した。

III 結  果

1.臨 床 経 過

光凝固直後の自色の凝固斑は 3日 頃から次第に褪色

し,2週後には軽い色素沈着を残して疲痕化した。全経過

を通して明らかな漿液性網膜剥離や網膜出血をみなかっ

た。

螢光眼底造影では,凝固部は光凝固後 1日 には強い過
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図 1 光凝固後 1日 の光学顕微鏡所見 (ト ルイジンプ
ルー染色 )。

凝固部の網膜には外顆粒層,錐体粁体層,網膜色素上

皮層の細胞に凝固壊死をみた.脈絡膜には脈絡膜毛

細血管板 (矢印)と ,さ らに深層の脈絡膜血管の閉塞

がみられた。Bruch膜の明 らかな断裂 はみなかっ

た。

図 2 光凝固後 3日 の光学顕微鏡所見 (ト ルイジンブ
ルー染色 ).

凝固部の網膜の Bruch膜上には網膜色素上皮細胞

(*印 )が増殖して数層に重層し,内顆粒層の Muner

細胞 (0印 )が細胞突起を外顆粒層の視細胞消失部に

伸展させて組織を充填 しはじめていた.網膜下に

macrophage(大 矢印)が多数出現していた。脈絡膜

には線維芽細胞 (小矢印),血管内皮細胞 (▲ )の増加

を認めた。
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図3 光凝固後 7日 の光学顕微鏡所見 (ト ルイジンプ
ルー染色 )。

網膜色素上皮細胞が Bruch膜上を不規則に覆い(*

印),macrophageの 数は減少していた。脈絡膜毛細

血管板には,狭い管腔が形成されていた(矢印)。

」廻=巴

`♂
■

図 4 光凝固後 14日 の光学顕微鏡所見 (ト ルイジンブ
ルー染色 )。

網膜色素上皮細胞が Bruch膜上を規則的に覆い (*

印),Muller細胞が網膜色素上皮細胞 と接する所 ま

で細胞突起を伸ばして外顆粒層の視細胞消失部を充

填していた.Bruch膜 の下には,広 い管腔をもつ脈

絡膜毛細血管板がみられた (矢印)。

図 5 正常網膜 (メチルグリーン染色 )。
a l basic ibrOblast growth factor(bFGF)senseプ ロープで hybridizationし た組織の光学顕微鏡所見.網膜,網膜色素上皮 ,

脈絡膜に全 く発現をみなかった.GCL i gangHon celllayer,INL:inner nuclear layer,ONL:Outer nuclear layer.b:bFGF

antisenseプ ローブで hybridizationし た組織の光学顕微鏡所見.網膜神経節細胞層に強 く(▲ ),内顆粒層に弱い発現をみた

(矢印)。 ci mroblast growth factor(FGF)receptor l senseプ ローブでhybridizationし た組織の光学顕微鏡所見.網膜,網

膜色素上皮,脈絡膜に全 く発現をみなかった。d:FGF receptor l antisenseプローブで hybridizationし た組織の光学顕微鏡

所見.網膜神経節細胞層に強 く(▲ ),内顆粒層に弱い発現をみた (矢印)。

図 6 光凝固後 1日 (メ チルグリーン染色 )。
a:bFGF antisenseプ ローブで hybridizationし た組織の光学顕微鏡所見。凝固部の壊死に陥った網膜外顆粒層,錐体粁体層 ,

網膜色素上皮層に特別の発現はみられなかった。b:FGF receptor l antisenseプ ローブでhybridizationし た組織の光学顕

微鏡所見.凝固部の壊死に陥った網膜外顆粒層,錐体粁体層,網膜色素上皮層に特別の発現はみられなかった。
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螢光をみたが,光凝固後 3日 には弱くなり,その後は凝固

部周囲に淡い過螢光をみるのみであった。全経過を通し

て,新生血管の発生を疑わせる網目状の過螢光はみな

かった。

2.光学顕微鏡所見

光凝固後 1日 ,凝固部の網膜は外顆粒層,錐体粁体層,

網膜色素上皮層の細胞に凝固壊死を生じ,凝固部の脈絡

膜には脈絡膜毛細血管板 と,さ らに深層の脈絡膜血管の

閉塞がみられた。Bruch膜の明らかな断裂をみなかった

(図 1)。

光凝固後 3日 ,凝固部の網膜の Bruch膜上には網膜色

素上皮細胞が増殖して数層に重層し,内顆粒層のMuller

細胞は細胞突起を外顆粒層の視細胞の消失した部位に伸

展させて組織を修復しはじめていた.網膜下には,色素を

含んだ大型のmacrophageが多数出現していた。脈絡膜

には線維芽細胞,血管内皮細胞の増加を認めた (図 2)。

光凝固後 7日 ,増殖した網膜色素上皮細胞が Bruch膜

上を不規則に覆い,網膜下の macrophageの 数は減少し

ていた。網膜外顆粒層の視細胞が消失した部位をMuner

細胞が突起を伸ばして充填していた。凝固部の脈絡膜毛

細血管板には狭い管腔が形成されていた (図 3)。

光凝固後 14日 ,網膜色素上皮細胞が Bruch膜 上を規

則的に覆い,Muller細胞が網膜色素上皮細胞と接する所

まで突起を伸ばして視細胞の消失した部位を修復してい

た。脈絡膜毛細血管板は太い管腔が形成され,血流が再開

していた (図 4)。

3. In situ hybridization所見

正常網脈絡膜でbFGFお よび FGF receptor lの an―
tisense RNAプローブを用いて in situ hybridizationを

行うと,両者ともその発現を示す紫色の発色は,網膜神経

節細胞層に強く,内顆粒層に弱くみられた。それ以外の網

膜の各層,網膜色素上皮層,脈絡膜には発色をみなかった

(図 5b,d)。 同じく正常網脈絡膜でbFGFお よびFGF
receptor lの sense RNAプローブを用いて対照として

in situ hybridizationす ると,両者とも網膜,綱膜色素上

皮,脈絡膜に全く発現をみなかった(図 5a,c).

光凝固後 1日 ,そ れぞれのantisenseプ ローブで hy―
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bridizationし た組織では,正常網脈絡膜 と同様に神経節

細胞層にbFGFお よび FGF receptor lの mRNAの発
現がみられたが,光凝固部の壊死に陥った網膜外顆粒層,

錐体粁体層,網膜色素上皮層には特別な発現をみなかっ

た (図 6a,b)。

光凝固後 3日 ,そ れぞれの antisenseプ ローブで hy―

bridizationし た組織では,神経節細胞層のbFGFお よび

FGF receptor lの mRNAの発現は非凝固部 と変化な
く,凝固部の網膜下の増殖した細胞に強い発現をみた(図

7b,e)。 これらの細胞は同時期のエポン包埋における組

織所見と照らし合わせると,主に網膜色素上皮細胞と推

察された。bFGF陽性細胞の一部はmacrophageと みら

れる細胞 もあった(図 7c)。 Bruch膜 下の活性化 した脈

絡膜血管内皮細胞にもbFGFおよび FGF receptor lの

発現を認めた (図 7c,f)。 それぞれの senseプ ローブで

hybridizationし た組織では,凝固部に発現をみなかった

(図 7a,d)。

光凝固後 5日 ,凝固部の網膜下に増殖した細胞や脈絡

膜血管 内皮細胞 にbFGFお よび FGF receptor lの

mRNAの発現をみた。しかしその程度は,3日 と比較す
るとやや弱かった。

光凝固後 7日 ,そ れぞれの antisenseプ ローブで hy―

bridizationし た組織では,神経節細胞層のbFGFお よび
FGF receptor lの mRNAの発現は非凝固部 と変化な
く,網膜下の細胞にはごく弱い発現をみるのみであった

(図 8a,b)。

光凝固後 14日 ,そ れぞれの antisenseプローブで,hy‐

bridizationし た組織では,神経節細胞層のbFGFお よび

FGF receptor lの mRNAの発現は非凝固部 と変化な
く,網膜下の細胞には全く発現をみなかった。

IV考  按

線維芽細胞増殖因子 (FGF)フ ァミリーは 1970年代か

ら種々の細胞から分離され,そ の生物学的機能が研究さ

れてきた。すなわち,種々の細胞の分化や増殖を制御する

ことがわかっている8)9).FGFフ ァミリーに属する増殖因

子の一つである塩基性線維芽細胞増殖因子 (bFGF)は ,

網膜光凝固部におけるbFGFと FGF receptor lの 発現・山本他

図 7 光凝固後 3日 (メチルグリーン染色)。
a:bFGF senseプ ロープで hybridizationし た組織の光学顕微鏡所見.凝固部を含む網脈絡膜に発現はみなかった。b:bFGF
antisenseプローブで hybridizationし た組織の光学顕微鏡所見.凝固部の網膜下の増殖した細胞 (▼ )に bFGF mRNAの 発
現をみた。c:図 bの拡大.Bruch膜 (大矢印)下の脈絡膜血管内皮細胞(0印 )や Bruch膜上の網膜色素上皮細胞と思われる

細胞 (0印 )に bFGF mRNAの発現をみた。また,macrophage様の細胞 (小矢印)に もbFGF mRNAの発現をみた。d:FGF
receptor l senseプ ロープで hybridizationし た組織の光学顕微鏡所見.凝固部を含む網脈絡膜に発現はみなかった。e:FGF
receptor l antisenseプ ローブで hybridizationし た組織の光学顕微鏡所見.凝固部の網膜下に増殖した細胞 (▼ )に FGF
receptor l mRNAの 発現をみた。f:図 eの拡大.Bruch膜 (大矢印)下の脈絡膜血管内皮細胞 (小矢印)や Bruch膜上の網膜

色素上皮細胞(0印 )と思われる細胞に FGF receptor l mRNAの 発現をみた。

図 8 光凝固後 7日 (メチルグリーン染色)。
a i bFGF antisenseプ ローブでhybridizationし た組織の光学顕微鏡所見.凝固部の網膜下の細胞 (矢印)に bFGF mRNAの
発現をごく弱く認めた。b:FGF receptor l antisenseプローブで hybridizationし た組織の光学顕微鏡所見.凝固部の網膜下

の細胞 (矢印)に FGF receptor l mRNAの 発現をごく弱く認めた。
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創傷修復過程においても重要な役割を果たすと考えられ

ており8),皮膚創傷部
15)や
脳創傷部

16)においてその存在が

報告され,ま た bFGFの投与によって創傷修復が促進さ

れること17)や bFGFの中和抗体によって創傷修復が遅
延することが報告

18)さ れている。網膜においても,bFGF
の投与によってレーザー光凝固後の創傷修復が促進され

たとの報告
19)がある。

本研究では,我々はレーザー光凝固後の網膜にみられ

る網膜色素上皮細胞を主とした創傷修復過程にbFGF
がどのように関与するのかを調べるため,Bruch膜 を破

壊せず脈絡膜新生血管を発生させない比較的弱い凝固を

行って,光凝固後の網膜におけるbFGFの 発現を調べ

た。その結果,組織学的には,光凝固後 1日 ,凝固部の網膜

は外顆粒層,錐体粁体層,網膜色素上皮層に凝固壊死を生

じ,光凝固後 3日 ,凝固部の網膜の Brunch膜上には網膜

色素上皮細胞が増殖して数層に重層し,色素を含んだ大

型 の macrophageが 多数出現 していた。内顆粒 層 の

Muner細胞は細胞突起を外顆粒層の視細胞の消失 した

部位に伸展させて組織を修復しはじめていた。光凝固後

7日 には,ほぼ 2層の網膜色素上皮細胞が Bruch膜上を

不規則に覆った。光凝固後 14日 には,Muner細胞が網膜

色素上皮細胞と接する所まで突起を伸ばして,外顆粒層

の視細胞の消失した部を充填しており,視細胞消失部は

7日 よりさらに縮小していた。単層の網膜色素上皮細胞

が Bruch膜上を規則的に覆ていた。

In situ hybridization法 によって bFGF,FGF rece―

ptor lの mRNAの発現をみると,光凝固後 1日 には凝
固部の網膜下にbFGF,FGF receptor lの mRNAの発
現はなく,光凝固後 3日 には,凝固部の網膜下に増殖した

細胞や活性化 した脈絡膜血管内皮細胞にbFGF,FGF
receptor lの mRNAの発現をみた。その後 5,7日 を観
察するとこの発現は網膜下の細胞の増殖が減少するに

従って弱くなり,光凝固後 14日 でみられなくなった。こ

の陽性細胞は同時期のエポン包埋における組織所見と照

らし合わせると,主 に網膜色素上皮細胞と推察された。ま

た,bFGF陽性細胞の一部はmacrophageと 思われるも

のもあった。しかしながら,それぞれの細胞の正確な同定

については,免疫電子顕微鏡法による蛋白レベルでの観

察が必要であり,今後の課題と思われた。

培養網膜色素上皮細胞において bFGFの mRNAの
発現がみられると同時にFGF receptorの発現がみられ

ることが報告
20)さ れ,bFGFの網膜色素上皮細胞におけ

るオートクリン作用が推察されている。また,培養血管内

皮細胞においても,bFGFの産生,receptorの 発現が報

告21)～ 23)さ れ,血管内皮細胞におけるbFGFのオートクリ
ン作用が示唆されている。

炎症や腫瘍細胞の増殖過程
24),創
傷修復

16)25)な ど,あ る

ぃはグπ υι
・
′御26)27)の種々の条件下で活性化された macro―

phageか らbFGFが合成されることが報告28)さ れてい
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る。また,創傷部の細胞での FGF receptor lの 発現も報

告
16)さ れている。我々の実験においても,網膜色素上皮細

胞や脈絡膜血管内皮細胞 と思われる細胞 にbFGFと

FGF receptor lの 発現を認め,macrophage様 の細胞に

bFGFの発現を認めたが,こ のことからレーザー光凝固
後の網膜組織の創傷修復 において,こ れ らの細胞が

bFGFを合成し,それがオー トクリン,パ ラクリン的に作
用して,網膜色素上皮細胞や脈絡膜血管内皮細胞を増殖

させていることが推察された。

共同研究者の緒方
29)30),松
島ら
31)は
,ラ ットの実験的脈

絡膜新生血管モデルにおいて,有色ラット網膜に強い光

凝固を行い,光凝固後 3～14日 の時期に増殖 した脈絡膜

血管内皮細胞と網膜色素上皮細胞にbFGFお よび FGF
receptor lの mRNAの 発現を認め,bFGFは オー トク
リン,あ るいはパラクリンの作用機序で血管新生や細胞

増殖の生物活性を表していることを示した。緒方,松島ら

の実験 は,網膜に強凝固を行い Bruch膜 を強 く損傷 し,

脈絡膜新生血管を発生させたものである。我々の今回の

実験は,弱い凝固なので Bruch膜の損傷が軽 く新生血管

の発生をみなかったが,弱度光凝固による網膜の創傷修

復過程においても凝固部にbFGFの 発現をみた。このこ

とから,血管新生は bFGFの 存在のみによって制御され

るのではないことが示唆された。

最近,血管内皮細胞増殖因子 (vascular endotherial

growth factor,VEGF)と bFGFは相乗的に培養ウシ毛

細血管内皮細胞の増殖を促進することが報告
32)さ れてお

り,血管新生においてはこの 2つ の因子の関与が注目さ

れノている。また,transfOrining growth factor‐ β(TGF―β)

とbFGFは培養ウシ網膜毛細血管内皮細胞の増殖に対
して相反する作用を持つ との報告

33)も あり,種々の細胞

増殖因子の作用は,他の細胞増殖因子の存在やその濃度

に影響されることが種々の 物 υttθ の研究から明らかに

なっている。我々の網膜色素上皮を主 とした網膜外層の

創傷修復過程の研究においても,他の増殖因子について

今後検討してゆく予定である。

我々の実験の結果から,弱度網膜光凝固後に創傷部の

網膜下に増殖した細胞や脈絡膜血管内皮細胞にbFGF
とFGF receptor lの mRNAが 発現していることが示
され,bFGFが レーザー光凝固後の創傷修復に関連 して

いることが示された。

稿を終えるにあたり,bFGF cDNAを 分与していただいた

武田薬品の五十嵐貢一氏と,FGF receptor l cDNAを 分与し

ていただいた大阪大学医学部第二解剖学教室の和中明生氏に

深謝いたします。

本論文の要旨は,第 99回 日本眼科学会(1995年 ,名古屋)

で,山本が口演した。

なお,本研究には文部省科学研究費補助金 。一般研究 B(宇

山)お よび奨励研究 A(緒方),厚生省特定疾患「網膜脈絡膜萎

縮症」調査研究班,日本私学振興財団学術研究振興資金の援助
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