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要

網膜の虚血性疾患には新生血管が発生する.こ れらの

疾患の血管新生に関わる血管新生因子として,血管内皮

増殖因子,線維芽細胞増殖因子 (■broblast growth fac‐

tor,FGF)な どが推測されている。この研究では網膜静

脈閉塞症を実験的に作製 し,塩基性線維芽細胞増殖因子

(basic‐ FGF,b‐ FGF)と その レセプターの一 つである

FGFレ セプター 1の発現を Jれ sJれ hybridization法 に

よ り検 討 した。b‐FGFお よび FGFレ セ プ ター 1の

cOmplementary DNA(cDNA)fragmentか らディゴキ

シゲ ニ ン標識 した anti‐ senSeお よび sense RNAプ

ローブを作製した。成熟有色ラットを用い,網膜静脈閉塞

症モデルとして,色素レーザーの 577 nmの波長で,視神

経乳頭から2乳頭径以内の網膜動静脈の血管をレーザー

で直接凝固 し,こ の部の血管壁に損傷を加えた。その 1週

後に再度,同条件で網膜静脈起始部のみを直接凝固 し静

脈を閉塞 させた。対照として後極部網膜に網膜血管を避

けて,同 条件でレーザー凝固を行った.処置後,経時的に
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約

眼球を摘出し cryostatで約 10 μmの切片を作製,各切

片に上記プ ロープ を用いて れ s"“ hybridiZationを

行った。b‐ FGFおよび FGFレセプター 1の messenger

RNA(mRNA)の発現を示す染色は,こ のモデルではそ

の早期から内顆粒層,視細胞内節において増強していた。

また,b‐ FGFお よび FGFレ セプター 1の mRNAの 発

現を示す染色は網膜血管壁にもみられた。b‐ FGFは虚血

網膜においてその産生が増加し,ま た,虚血状態において

網膜血管壁は FGFに対するレセプターが増加すること

が示され,b‐ FGFが循環障害に対 し網膜血管内皮細胞の

保護あるいは再生,増殖を担っている可能性が示された。

(日 眼会誌 101:564-570,1997)
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veins within two disc diameters of the optic nerve the inner nuclear layer and the inner segment of the
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photoreceptors, and appeared in the retinal vessel

wall in the early stage. This shows that b-FGF and
FGF receptor 1 increased in the ischemic retina, and
were produced on the retinal vessel wall. This sug-
gests that b-FGF may be involved in protection,
regeneration, and proliferation of the retinal yascu-

lar endothelial cells in retinal circulatory disturb-
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anCe。 (J Jpn()phthalinol Soc 101:564-570,1997)
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I緒  言

糖尿病網膜症,網膜静脈閉塞症,未熟児網膜症など網膜

の虚血を来す疾患においては,し ばしば新生血管が発生

する。これらの疾患において,血管新生が起こるには何ら

かの血管新生因子が関与 していると推測される1)。

循環

障害に陥った網膜に血管新生因子が産出され,そ れが血

管内皮細胞に作用して網膜血管新生,乳頭上血管新生お

よび虹彩血管新生などが眼内に新生血管を生じるとされ

ている2)。 MichaelsOn3)が 1948年 ,糖尿病網膜症の病因を

説明するのに血管新生促進因子の存在を初めて提唱して

いる。

血管新生に関わる血管新生因子 として,血管内皮細胞

増 殖 因 子 (vascular endotheHal growth factOr,

VEGF)4),線 維芽細胞増殖因子伍broblast growth fac―

tor,FGF)5)6),そ の他種々の増殖因子7)8)が
報告 されてい

る。著者らは実験的に作製した網膜静脈閉塞症について,

塩基性線維芽細胞増殖因子 (basic― FGF,b‐ FGF)と その

レセプターの一つで酸性線維芽細胞増殖因子 (acidic‐

FGF,a― FGF)と 共通のレセプターであるFGFン セプ

ター 19)の発現をグη sグιπ hybridization法 により検討し

たので報告する。

II実 験 方 法

1.実験動物 と実験モデルの作製

成熟有色ラット(Brown‐ Norway系 )を 用い,色素レー

ザーの 577 nmの 波長を用いて網膜静脈閉塞症 と対照モ

デルを作製した。網膜静脈閉塞症モデルは,凝固条件とし

て 0.2秒 ,50 μm,50 mWで ,1回 目光凝固として乳頭か

ら2乳頭径以内の網膜動静脈起始部の血管を直接凝固し

血管壁を損傷 し,1週間後に 2回 目光凝固として網膜静

脈起始部のみを直接凝固し静脈を閉塞させた。図 laは ,

2回目凝固直後の網膜静脈閉塞症モデルの眼底である。

対照モデルは,同条件で血管を避けて後極部網膜のみ

を光凝固した。図 lbは ,2回目凝固直後の対照モデルの

眼底である.

処置後,3時間,1,2,3,5,7,14,28日 に経時的に

眼球を摘出し,4%パ ラフォルムアルデヒド/リ ン酸緩

衝生理食塩水に 4時間浸漬固定,30%サ ッカロースに 2

時間浸漬した後,液体窒素を用いて急速凍結し,ク リオス

タットを用いて約 10 μmの網脈絡膜切片を作製 した。全

例 16匹,32眼 のラットを用いて各 ラットの片眼 を開塞

症モデルに,他眼 を対照モデル とし,そ れぞれ 16眼 ,各時

期に 2眼ずつ検討 した.

2.プロープの作製

大阪大学第 2解剖学教室 か ら分与 された塩基配列

957～ 1,257番 日までの 300ベースペアの FGF receptor

図 la 2回 目凝固直後の網膜静脈閉塞症モデルの眼底 .

網膜静脈の視神経乳頭から2乳頭径以内を光凝固し

静脈を閉塞 させた。凝固斑 と網膜静脈の強い拡張 を

みる。

図 lb 2回 目の凝固直後の対照モデル眼底 .

対照モデルは血管を避けて後極部網膜のみを光凝固し

た。
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図 2 処置後 3時間の静脈閉塞症モデルの眼底 .

網膜動静脈の著 しい拡張蛇行 と網膜出血がみられる

図3 処置後 3時間の静脈閉塞症モデルのフルオレセ

イン螢光眼底造影.

網膜動静脈への螢光色素の流入遅延,毛細血管の拡

張蛇行をみる。

図 4 処置後 3日 の静脈閉塞症モデルの眼底 .

強い網膜内および網膜下出血 を伴った滲出性網膜剥離

をみる。
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図 5 処置後 14日 の静腹脈閉塞症モデルの眼底 .

網膜静脈の自線化,網膜内出血,広範囲の網膜の萎縮が

みられる。

図 7 処置後 3時間の対照モデルの螢光眼底造影 .

光凝固部網膜に過螢光 をみるが,網膜動静脈への螢光

色素の流入遅延をみない。
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図 6 処置後 14日 の静脈閉塞症モデルの螢光眼底造影 .

広範囲の毛細血管床の閉塞による無血管野の形成が

みられる。
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図 8 正常網膜。

Fibroblast growth factor(FGF)レ セプター 1に対す

る antisense RNA prObeを用いた か s〃′′hybridiza‐

tion.FGFレ セプター 1の lnRNAの 存在を示す紫色

染色は神経節細胞 (大矢印)に 強 くみ られ,内顆粒層最

内層 (小矢印)に もみるが,網膜血管壁 (矢 じり)に はみ

られない。

▼▼ 1°‐0理m

網膜静脈閉塞症における basic― FGFと レセプター・松島他

■20.■
FT「

・

図 9 処置後 3時間の静脈閉塞症モデル.

FGFレ セプター 1の mRNAに対する が″s″″hybrid‐

ization.FGFレ セプター 1の lnRNAの 存在を示す染

色は内顆粒層 (白 矢印),視細胞内節 (黒矢印)に 強 くみ

られ,網膜血管壁の細胞 (矢 じり)に も強い染色をみる。

l complementary DNA(cDNA)fragment10)と ,武 田薬

品か ら提供された塩基配列 1～820番 目までの 820ベ ー

スペ アの b‐FGF cDNAH)が ,そ れ ぞれ組 み込 まれ た

vector(pBluescript KS(十 ))を 用いて,非放射性 RNA
プローブを作製 した。この vectorを コンピテン ト細胞

(XLl― Blue,STRATAGENE社 )に 挿 入,培 養 した 後 ,

プラス ミドを抽出した (QIAGEN Plasmid kit使 用)後 ,

制限酵素を用いて直線化 した後,RNAポ リメラーゼを

図 10 処置後 2日 の静脈閉塞症モデル .

FGFレセプター 1の mRNAに対する ノπsグル hybrid‐

ization.FGFレ セプター 1の mRNAの 存在を示す染

色は網膜内顆粒層 (△ ),視細胞内節 (矢印),網膜血管壁

の細胞 (矢 じり)に 強い染色をみる。

用いて antisenseお よび sense RNAを作製 し,そ れぞれ

の RNAを DIG‐ RNA Labeling Kit(Boehringer Mann‐

heim社 )を一部使用 してディゴキシゲニンで標識 し非放

射性プローブとした。

3. Iれ sJ′

“
hybridization

各組織切片 をプ ロテナーゼ K(10 μg/ml,20分 ),0.2

M塩 酸 (10分 ),0.25%無水酢酸 (10分 )で前処置 を行っ

た 後,antisense RNAを 目 的 の messenger RNA
(mRNA)を検出す るためのプローブに,sense RNAを
対照 として 50° C,16時間ハイブリダイズした。

ハイブ リダイゼーションの後,ア ルカリフォスターゼ

標識抗ディゴキシゲニン抗体で抗体反応を行 い,発色基

質 と して 5-bromo‐ 4-chloro-3-indolylphosphate(BCIP)

お よび nitrOblue tetrazoHurnchloride(NBT)を 用 いて

発色反応 を行い,光学顕微鏡 (以下,光顕)で観察 した。ま

た,対比染色 としてメチルグリーンを用いた.

各組織切片を antisense RNAを 目的の mRNAを 検

出するためのプローブに,sense RNAを 対照 としてハイ

ブリダイズした。

ハイブ リダイゼーションの後,ア ルカリフォスターゼ

標識抗ディゴキシゲニン抗体で抗体 反応を行 い,発色反

応の後,光顕で観察 した。また,対比染色 としてメチルグ

リーンを用いた。静脈閉塞症モデルおよび対照モデル と

も,光凝固部から離れた赤道部か ら周辺部分の組織 を観

察 した。

III 結  果

1.臨 床 所 見

静脈閉塞症モデルを臨床的に経過 をみると,処置直後

(図 la)か ら強度の網膜動静脈の拡張蛇行,網膜 内への

出血がみられた。図 2は処置後 3時間の眼底で,網膜動静

脈の著 しい拡張蛇行 と網膜出血をみる。図 3は 同時期の
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図 1l a 処置後 3時間の静脈閉塞症モデル.

basic‐FGF(b―FGF)の nlRNAに対する グπsルィhybri‐

dizatiOn.b‐ FGFの mRNAの 存在 を示す染色は内顆

粒層 (△ ),視細胞内節 (矢印),網膜血管壁 (矢 じり)に強

くみられる。

5.0上m

図 12 処置後 2日 の静脈閉塞症モデル .

b‐FGFの mRNAに 対 す る in situ hybridization.b―

FGFの mRNAの 存在を示す染色は内顆粒層,視細胞

内節 (矢印),網膜血管壁の細胞 (矢 じり)に 強 くみられ

れる。
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図 13 処置後 3時間の対照モデル .

FGFレセプター 1の mRNAに 対する ′″s″′
`hybrid―

ization.FGFレセプター 1の mRNAの 発現を来す染

色は正常網膜 とほぼ変化な く,血管壁の細胞 (矢 じり)

も染色 されなかった。
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図 1l b 処置後 3時間の静脈閉塞症モデル.

b‐FGFの mRNAに 対 す るグπ sグ′a`hybridizatiOn.強

い循環障害により毛細血管の拡張をみるが,そ の毛細

血管壁の細胞 (矢 じり)に もb‐ FGFの mRNAの 存在

を示す染色をみる。

フルオレセイン螢光眼底造影で,網膜動静脈の拡張 と螢

光色素の動静脈への流入遅延 (尾静脈へ静注後 20秒以

上)を みる.処置後 1日 には強い網膜出血,網膜下出血を

伴う滲出性網膜剥離を生 じた。図 4は 処置後 3日 の眼底

で,滲出性網膜剥離,網膜出血,網膜下出血をみる。処置後

7日 には滲出性綱膜剥離は吸収したが,網膜は毛細血管

の閉塞のため広範囲に無血管野となり,網膜の強い萎縮

がみられた。図 5は処置後 14日 の眼底で,網膜静脈の自

線化,網膜内出血,広範囲の網膜の萎縮がみられ,フ ルオ

レセイン螢光眼底造影では広範囲に毛細血管床が閉塞し
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広い無血管野がみられた (図 6)。

対照モデルにおいては,上述のごとき眼底の変化はみ

られなかった。図 7は処置後 3時間の対照モデルのフル

オレセイン螢光眼底造影で,網膜の光凝固部に過螢光を

みるが,網膜動静脈への螢光色素の流入状態には異常は



みられなかった。

2.組織学的および antisense probeを 用いた Jれ sJι

“hybridiZationの 結果

正常網膜では,b―FGF,FGFレ セプター1と ともに網

膜神経節細胞層および内顆粒層の最内側にmRNAの 発

現を示す染色がみられたが,網膜血管壁には染色をみな

かった。図 8は FGFレセプター 1の mRNAを染めたも

のである。

経時的に静脈閉塞症モデルについてみると,FGFレ セ

プター 1は ,処置後 3時間ではmRNAの発現を示す染

色は内顆粒層,視細胞内節に強 くみられ,さ らに,網膜血

管壁の細胞も強 く染色されていた (図 9)。

処置後 2日 には図 10の ごとく,網膜閉塞症モデルでは

内顆粒層,視細胞内節,網膜血管壁の細胞に強い染色をみ

た.処置後 4日以降には網膜内層の細胞成分は強い循環

障害のため壊死に陥 り,メ チルグリーンによる核染色で

もほとんど染色をみず,FGFレ セプター 1の mRNAに
対する染色もほとんどみられなかった。

b‐FGFの mRNAの発現を示す染色は,処置後 3時間

には,静脈閉塞症モデルでは図 1l aの ごとく,内顆粒層,

視細胞内節,網膜血管壁に強 く染色がみられた。また,強

い循環障害により毛細血管の拡張をみたが,そ の毛細血

管壁の細胞にも染色をみた(図 1l b).

処置後 2日 に図 12の ごとく,内顆粒層,視細胞内節,網

膜血管壁の細胞に強い染色をみた。

処置後 4日 以降には網膜内層の細胞壊死に伴 い,b‐

FGFに対する染色はほとんどみられなかった。

対照モデルでは,FGFレ セプター 1お よびb_FGFの
mRNAの発現 を示す染色は正常網膜 とほぼ変わ りな

く,血管壁の細胞は染色されなかった。図 13は処置後 3

時間の対照モデルで,FGFレ セプター 1の mRNAを染

色したものである。

sense RNAプローブを用いた対照ではすべての組織

において染色をみなかった。処置後,各時期に検討した 2

眼はどの時期においてもほぼ同様の結果を示した。

IV考  按

この実験で作製 したレーザー凝固による静脈閉塞症モ

デルは強い網膜の循環障害を来し,臨床でみられる静脈

閉塞症 と異なり,処置後数日で網膜内層の虚血による壊

死を来した。

しかし,高度の循環障害による b―FGFお よびFGFレ
セプター 1の mRNAの発現を網膜内層が壊死に陥るま

での数日間,観察することができた。

その結果,網膜の層構造においては,内顆粒層および視

細胞内節において両 mRNAの発現を示す染色が増強す

ることが示された。内顆粒層での発現は網膜内層の循環

障害に対する反応 と考えられ,視細胞内節での発現は滲

出性網膜剥離に対する反応 として b―FGFお よび FGF
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ンセプター 1の 産生が増加 したと考えられる。また,b‐

FGFお よびFGFレセプター 1の mRNAの発現を示す

染色は,両染色 とも同じ部位および時期に一致してみら

れた。つまり,こ れ らの染色された細胞に b―FGFがオー

トクリン的,あ るいはパラクリン的に作用していると考

えられた。

また,網膜血管壁 に もb‐FGF,FGFレ セプター 1の

mRNAの発現を示す染色が強 くみられた.こ のことは

内皮細胞を含めて網膜血管壁を構成する細胞は,循 環障

害による虚血に対 しb―FGFと そのレセプターである

FGFレ セプター 1の産生を増加させるものと考えられ

た。

網膜の微小循環障害により網膜新生血管が発生する代

表的疾患として増殖糖尿病網膜症があるが,Sivalingam

ら12)は
増殖糖尿病網膜症眼の硝子体内 b―FGF濃度につ

いて検討し,活動性の盛んな増殖網膜症では b‐FGF濃度

が高いと報告し,b‐FGFが重要な血管新生因子であろう

としている。また,Hannekenら 13)は
硝子体手術により得

た増殖糖尿病網膜症の増殖組織内の新生血管内皮細胞に

おける b‐FGFを免疫組織化学的に検索して,そ の発現は

低いと報告し,b‐FGFの線維血管増殖における局所的な

役割は否定できないが,拡散性の血管新生因子ではない

であろうとしている.こ れらの報告から,臨床においては

未だ b― FGFの役割は明確にはされていない。

吉岡ら14)は 虚血巣における basic― FGFの 局在を,ラ ッ

トの一側性中大脳動脈閉塞モデルを用いて免疫組織化学

的に検討 している。それによると,梗塞巣内の新生血管の

内皮細胞に b―FGFの染色性がみられたと報告している。

恩田ら15)は ラット大動脈の内膜擦過モデルを用いて,

損傷後血管の細胞増殖動態 とb―FGFの 関連について検

討し,擦過後血管の内皮細胞には b―FGF蛋自の局在細胞

とb―FGFの mRNAの発現の増加が細胞増殖の促進時

期と一致しており,擦過後の b‐FGF産生増加が内皮細胞

の再生,増殖に重要な役割を担つている可能性は否定で

きないと述べている。

これらの報告のごとく,血管内皮細胞の増殖に b‐FGF
が関与 している可能性を示唆する報告が多い。

近年,分泌型の血管内皮細胞のみを標的とした血管新

生因子 として血管内皮増殖因子 (vascular endothelial

growth factor,VEGF)が 注目されており,臨床16)17)ぉ ょ

び実験モデル18)に おいて,虚血網膜の網膜血管新生に大

きな役割を果たしていることが明らかにされつつある。

b―FGFは分泌のためのシグナル配列がないため,細胞外

への放出される機序が未だ不明であることが b‐FGFの

役割を考えるうえで問題ではあるが19),我 々の研究で,b―

FGFお よび FGFレ セプター 1の mRNAの発現が静脈

閉塞によって起こる循環障害により網膜血管壁にみられ

たことは,b‐FGFが循環障害に対 し網膜血管内皮細胞の

保護あるいは再生,増殖をVEGFと ともに担つている可

平成 9年 7月 10日 網膜静脈閉塞症における basic‐ FGFと レセプター 。松島他
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能性が あ る と考 えられ,臨床的 に網膜循環 障害 を来す疾

患 にお ける網膜新生血管増殖 に b‐FGFが関与 してい る

可能性 を示唆する結果が得 られた。

稿を終えるに当たりFGF receptor l cDNAを 分与された

大阪大学医学部第 2解剖学教室和中明生氏,b‐ FGF cDNAを

提供 された武田薬品に深謝いたします.

本論文の要旨は第 61回 日本中部眼科学会総会 (1995年 9

月)に おいて報告した。

なお,本研究 には文部省科学研究費補助 金 (奨励研究 A―

07771584,松 島),日 本私学振興財団学術研究振興資金の援助

を受けた。記して謝意を表 します。
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