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メカニズムの中でとらえて検討した.糖尿病網膜症をは

じめ,網膜虚血に伴 う血管新生は血管内皮増殖因子

(VEGF)が重要な働きをしていると考えられる。TGF‐β
は血管内皮細胞に対して直接的には血管新生抑制的に作

用するが,周囲の細胞 (ミ ュラー細胞や線維芽細胞)に作

用して VEGF産生や細胞外基質産生を促進することで,
間接的には血管新生促進的に作用する.角膜上皮および

実質創傷治癒過程では,TGF‐βは上皮細胞が創傷部を

覆う過程に抑制的に作用し,実質細胞の活性化によって

異常な結合組織形成に関与する可能性が示唆された。以

上の作用は,他の因子からの影響を受けつつサイ トカィ

ン・増殖因子ネットワークを形成して細胞機能を制御し

ている。眼という多様な多 くの細胞から成る器官の恒常

性維持,病態解明の細胞 レベルでの理解にはTGF‐β
スーパーファミリーを含めたサイ トカイン・増殖因子

ネットワークの解明が重要 と考えられる。(日 眼会誌

101:927-947,1997)

キーワー ド:TGF‐βスーパーファミリー,血管新生,角
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要

眼の機能を含めた生命現象を細胞生物学的な方向から

眺めるときに,多細胞生物における細胞間相互作用の解

明がある。多細胞生物がまとまった働きをするためには,

構成 している細胞の機能を制御するお互いの情報伝達が

大切である。この細胞間情報伝達物質の一つとしてサイ

トカイン・増殖因子がある。トランスフォーミング増殖

因子ベータ(TGF‐β)スーパーファミリーを取り上げ,眼

の生命現象をこのファミリーを通して検討することによ

り,今 日的な意味での眼研究における細胞生物学の位置

づ け を試み た。TGF‐βスーパーファミ リーはTGF‐β
ファミリー,アクチビンファミリー,骨形成因子(BMP)
ファミリーなどを含む。その作用としては細胞の増殖,分

化,遊走,アポ トーシス,細胞外基質産生制御などがある.

受容体は I型および II型受容体がシグナル伝達に必須

である。本報告では,ま ず I型 および II型受容体のク

ローニングおよび同定,そ して眼組織における分布を検

討した。TGF‐β受容体,アクチビン受容体,BMP受容体
は角膜,毛様体上皮,水晶体上皮,網膜,血管など広い範囲

にわたって分布していた.これらの因子が眼組織の恒常

性維持に重要な働きをしていることが示唆された。眼に

おける病態での働きを眼内血管新生および角膜創傷治癒



One human body is composed of 6X10t' cells, and

eyes are also composed of many cells of different
functions. The cellular functions and intercellular
interaction are regulated by many regulators in-
cluding cytokines and growth factors to maintain

the homeostasis. The transforming growth factor-

B (TGF-B) superfamily, a large family of multifun-
ctional factors, regulates various cellular functions,

including cellular proliferation, migration, differen-
tiation, apoptosis and extracellular matrix produc'

tion. The TGF-B superfamily contains about 30

multifunctional factors, and is divided into several

families according to the sequence homology. The

TGF-B family, the activin family, and bone mor-
phogenic proteins belong to the TGF-B superfamily.

TGF-B superfamily members transduce signals

through type I and type II serine/threonine type

transmembrane receptors, The signals are trans-
duced from receptors through nuclei by Smad family
members, which are phosphorylated by the activat-

ed type I receptors and translocate from cytoplasm

into nuclei. TGF-B family memtrers and the TGF-B

superfamily receptor family are expressed in ocular

tissues including the cornea, ciliary epithelium, lens

epithelium, retina, and blood vessels. This observa'
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tion suggests the important ance of the TGF-B

superfamily in eyes. Smad family members (Smad 1,

Smad 2, Smad 3 and Smad 4) are expressed in the

cultured retinal pigmant epithelial cell line (D407),in

which TGF-B and activin A stimulate the transloca'
tion of Smad 2, but not Smad 1 into nuclei, whereas

bone morphogenetic protein (BMP) sitmulates that
of Smad 1, but not Smad 2. TGF-B superfamily
members play important roles in the pathogenesis of
retinal neovascularization and in the wound healing
process of corneal tissue. TGF-B inhibits the en-

dothelial fucntions, but, stimulates angiogenesis in
uiao.TGF-B is involved in the formation of abnor-

mal connective tissue in corneal wound healing. In
these processes, many cytokines and growth factors

are involved, interacting with each other and form-
ing networks. It is mandatory to clarify the net-

works to investigate molecular pathogenesis and

new therapeutic agents. (J Jpn Ophthalmol Soc 101:

927-947, t997)

Key words: TGF-B superfamily, Angiogenesis,
Corneal wound healing, Cytokine/
growth factor network, Cell biology
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Abstract

I緒  言

今回の宿題報告の課題は,眼の研究における細胞生物

学の位置を明らかにすることである。細胞が生体を構成

する基本単位であること,そ して生命現象が細胞を基本

単位 として営まれていることは,19世紀にSchleiden,

Schwann,Virchowら の生命科学の巨人達の努力によ

り,今日では常識となっている。しかし,他面ではあまり

に当たり前すぎて,今回のテーマの先端性に誤解が生ま

れるかも知れない。本項では今日的な意味で細胞生物学

が現代生命科学の中心に座っていることを示すことを最

終目的としたいと考えている。

これまでの生命科学は物理学,化学などと同様により

細かな構成単位を同定し,性質を極めることへと向かっ

ていた。しかし同時に,生命科学の最も大切な応用分野で

ある臨床医学は,常に生体全体を相手 としなければなら

ない。今日,臨床医学の専門化に際して,眼科医は主に眼

という器官を中心に診療を行うが,そ れにしても細胞レ

ベルからみると極めて大きな眼という器官全体を相手に

しなければならない。最新の生命科学の成果である分子

生物学が眼全体の病態の理解に現時点で直結しているわ

けではない。このように,分析を極めて個々の現象の理解

ができれば目的が達するというわけに行かないのが臨床

医学の難しさである。つまり,分析で得られた多くの基本

的な因子を再構成して,生命現象を我々がみえるレベル

にまでまとめあげる作業は遅れている。今回,細胞生物学

がテーマになった意義は,こ のような分析的な方向が主

流になり,個々のデータを総合して生体レベルで理解す

ることがまだ完成していない時代に,こ れからの生命科

学,臨床医学の方向を考えてみるよい機会とすることで

ある。

生命現象を細胞生物学的な方向から眺めるときに種々

の側面が考えられるが,その重要な項目として,多細胞生

物における細胞間相互作用の解明がある。多細胞生物が

まとまった働きをするためには,構成している細胞の機

能を制御するお互いの情報伝達が大切である。この細胞
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間情報伝達物質には,低分子量の一酸化窒素などから蛋

白質,脂質,巨大な分子である糖質など様々である。今回,

我々は蛋自質性の因子であるサイトカイン・増殖因子を

取り上げた。すなわち,サイトカイン・増殖因子とは細胞

間の情報伝達を行う蛋自質性の因子である
1)。 そして,そ

の中で トランスフォーミング増殖因子ベータ(TGF―β)

スーパーファミリーを取 り上げ,眼 の生命現象をこの

ファミリーを通して検討することにより,今日的な意味

での眼研究における細胞生物学の位置づけについて考え

てみたい.

II TGF―βスーパーファミリーの

分子生物学

1.TGF‐βスーパーファミリーとは何か ?

TGF‐βスーパーファミリーは,そ のプロトタイプであ

るTGF―βとアミノ酸配列が似ている(相同性の高い)サ

イ トカイン・増殖因子のファミリーである
2)3).ス _パ_

ファミリーは相同性の高い因子によるファミリーに分け

られる.こ れには TGF_β ファミリー,ア クチビンファミ

リー,骨形成因子ファミリー(bone morphogenetic pro‐

tein family,BMP family)な どがある (図 1)4)。

プロトタイプの TGF‐βは分子量 25 kDの二量体構造

をもったペプチ ドで,哺 乳類では TGF‐βl,TGF―β2,

TGF‐β3の 3種類のアイソフォームが確認されている。

そのお互いの相同性は 70～80%に及び,効 υ′′つ での作

用は極めて類似 している。しかし,ノ ックアウトマウスを

用いた検討によると,TGF‐βlノ ックアウトでは生後 2

～ 3週で多臓器の炎症が起こり5)6),TGF‐β2ノ ックアウ

トでは眼を含み,心臓,肺,顔面,四肢,脊柱,内耳など多 く

の臓器の形成異常がみられ
7),TGF‐
β3ノ ックアウ トで

は口蓋裂,肺形成異常などの奇形がみられた
8)。 このよう

に phenotypeが 異なっており,3者の生体内での作用は

異なっていることが示唆されている。

TGF―βの作用 としては,細胞の増殖,遊走,分化,ア ポ

トーシス,細胞外基質蓄積などが知 られている2)3)。 この

ように,一つの因子が細胞やその周囲の状況により多様

TGF― βファミリー

な作用をもつことがサイトカイン・増殖因子の特徴の一

つである(多様性,pleiotropism).

アクチビンファミリーは卵巣から分泌され,下垂体細

胞からの foHicle stimulating hormone(FSH)分泌を促

進するホルモンとして発見された。その後,赤芽球の分化

誘導,神経栄養作用,血管内皮細胞や網膜色素上皮細胞の

細胞増殖抑制作用など,多様な作用をもつサイ トカイ

ン・増殖因子として再発見された9)10)。 下垂体のFSH分
泌を抑制するホルモンとしてインヒビンも発見された.

インヒビンとアクチビンは作用が正反対であるが,構造

的には類似している。インヒビンはα鎖とβ鎖のヘテロ

ニ量体であるが,ア クチビンはβ鎖の二量体である。β

鎖には哺乳類ではβA,B,Cの 3種類がクローニングさ
れている9)10)(図 1)。

骨形成因子(BMP)は 元々筋肉などの非骨組織に投与

すると骨組織が形成されることからクローニングされた

が,他のファミリー同様に,それ以外に多 くの作用をもつ

ことが判明している。作用としては,細胞の増殖,分化,細

胞接着,発生過程での形態形成など極めて多様である
11)。

以上の因子はそれぞれが多様な作用をもつと同時に,

同じ細胞が種々の因子によって同様の作用を発揮するこ

とが知られている。これを冗長性(redundancy)と 呼び,

サイトカイン・増殖因子のもう一つの特徴である。例え

ば,血管内皮細胞が TGF―βl,ア クチビンAに よって増
殖が抑制されることが冗長性の例である

2)12)。

2.TGF‐βスーパーファミリーの作用発現と受容体
TGF―βの各因子は,い ずれ もI型 受容体 (分子量 50

～55 kD)お よびII型受容体 (70～100 kD)の 2種類の受

容体がリガンド存在下に複合体を形成することにより作

用を発揮する2)3)11)(図 2).I型受容体および II型受容体

はいずれもセリン/ス レオニンキナーゼの作用をもつ細

胞膜結合型酵素である3)4)11)。 表 1に示すように,現在ま

でに 7種類のI型受容体分子,4種類の II型受容体がク
ローニングされている。歴史的には,ま ず II型受容体が

クローニングされ,I型受容体のクローニングがその後

に我々のグループを含むいくつかのグループによってな

Inhibin-38 1

inhibin‐ OC」
TGF‐β2¬
TGF‐β3 1

寵
‐。1」

,|卜 |ヽ●‐●

図 1 トランスフォーミング増殖因子ベータ (TGF‐β)スーパーファミリーのメンバーの相同性の系統樹 .
TGF‐βスーパーファミリーは相同性が高い因子をまとめたファミリーに分けられる.TGF―βファミリー,ア

クチビンファミリー,骨形成因子ファミリー(BMPフ ァミリー)が大きなファミリーである。系統樹は TGF―β
スーパーファミリーのメンバーの活性型の部分の相同性の高いものが距離が近い。(文献 4か ら改変引用 )
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図 2 TGF‐βI型および II型受容体の検出.

ブタ培養大動脈内皮細胞において
1251_TGF‐

βlを細胞膜上に発現した受容体に結合させ,化学架橋剤により

複合体を安定化 させ,SDS‐ PAGEで分析した結果を示す。6種類の I型受容体 (ALK-1:activin receptor‐
like kinase‐ 1,Act R― I:ア クチビン I型受容体,Act R‐ IB:ア クチビンIB型受容体,BMP R―IA IBMP IA

型受容体,BMP R‐IB:BMP IB型 受容体,Tβ R― I:TGF・βI型受容体)に対する特異的な抗体による免疫沈
降法を用いて 6種類の I型受容体のうち,どの I型受容体が TGF‐βに結合するかを検討した。TGF‐ I型受容

体のみで 1251‐ TGF‐βl― TGF‐β受容体複合体が検出された。詳細は本文参照.TGF‐βII型受容体を抗体で

検出するとTGF‐βI型受容体も検出され,TGF‐βI型および II型受容体が複合体を形成していることがわか

る.1251_TGF―βlの結合の特異性を確かめるため,放射性ヨードラベルしない TGF‐βlに よる結合のブロッ

クを行った。結合がブロックされたものが特異的な結合である.

表 l TGF‐βスーパーファミリーとその受容体ファミ

リーの対応

よると,TGF‐βは II型受容体に単独で結合するが,I型

受容体がないとシグナルは伝達されず (図 3,4),I型受

容体は単独ではTGF‐βを結合せず,II型受容体が共存

下に結合する
2)。 そこで,TGF―βスーパーファミリー受

容体の発現が極めて低いCOS-1細胞にTGF‐β II型受

容体遺伝子導入とともにALK-1～ 6の一つ一つの com‐

plementary deOxyribonucleic acid(cDNA)を 共導入し

たところ,TGF‐βはALK‐ 1～ 6のすべてに結合した
14).

このデータではALK‐ 1～6が TGF‐βの受容体になり得

ることを示しているが,真の受容体は不明である。次に,

我々はTGF―βに反応するミンク肺上皮細胞,ブ タ大動

脈内皮細胞においてTGF‐βに結合する分子を検討した

ところ,ALK-5の みが検出されたので ALK-5が TGF‐β
I型受容体 と名付けられた。図 2は ブタ大動脈内皮細胞

での検討を示す。この図に示すように,TGF―βリガンド

ー受容体複合体は抗 TGF‐βI型受容体抗体のみによっ

て検出されており,TGF―βが生理的条件ではTGF‐βI

型受容体 (ALK‐ 5)の みに結合することがわかる
14)。 抗

TGF‐β II型受容体抗体でもII型受容体とともに I型受

容体も検出されたことから,TGF―βI型,II型受容体が

TGF―βリガンド存在下に複合体を形成していることが

わかる。さらに,TGF―βI型,II型受容体がTGF―βのシ

グナルを伝達する機能を持っていることで真の受容体で

あることの証明には必要である。その証明のために

TGF―βI型受容体が発現していない変異細胞に I型受

容体の 6種類を遺伝子導入して反応性の回復をみたとこ

受 容 体 因  子

TGF‐β  I型受容体
アクチビン I型受容体
アクチビン IB型受容体
BMP IA型 受容体
BMP IB型受容体
ALK-1
ALK‐ 7

TGF―β  II型受容体
アクチビン II型受容体
アクチビン IIB型受容体
BMP II型受容体

TGF― β

アクチビン,BMP
アクチビン

BMP
BNIP

不明

不明

TGF―β

アクチビン,BMP
アクチビン,Blヽ 41P

BNll)

TGF_β :transfOrming grOwth fuctor― β,BMP:骨 形成因子 ,
ALK‐ 1: activin receptor‐ like kinase‐ 1,ALK-7: activin

receptor‐ like kinase‐ 7

された2)11)13)～ 16).サ イトカイン・増殖因子のリガンドと受

容体の組み合わせの同定は,重要な問題であると同時に

難しい問題である.I型受容体うち,TGF‐βの受容体を

同定する過程により,受容体のリガンド同定法を我々の

データを基に紹介する。

II型受容体 との構造上の類似性から,6分子のセリ

ン/ス レオニンキナーゼ型受容体がクローニングされた。

これを activin receptor‐ like kinase‐ 1(ALK-1)～ ALK‐ 6

と名付けた“
)(ALK‐ 715)は 1996年にクローニングされた

ので,今回の検討には入っていない)。 これまでの研究に

屁

吼諷_
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TCF― β GFTGF― β ●●

図 3 TGF‐βのシグナル伝達機構.
TGF―βは I型および II型受容体に結合する。II型受
容体は I型受容体をリン酸化しての活性化する.活性

化された I型受容体は Smadフ ァミリーの因子をリン
酸化してシグナルが伝達されていく。I型および II型

受容体に結合する多 くの蛋白質が明 らかになってい

る。詳細は本文参照 .

ろ,TGF‐βI型受容体 (ALK‐5)の みで TGF‐βの反応性

の回復がみられた (図 4)“ )。 これをまとめると,ALK―

1～ALK‐ 6の うちで ALK‐ 5が TGF―βの真のI型 受容

体であることが示されたことになる.TGF―β以外の因子

に対する受容体としては,表 1に示すように,アクチビン

は 2種類のI型受容体 と2種類の II型受容体の組み合
わせによリシグナルが伝達される11)17)。 アクチビンI型

受容体とIB型受容体では発現される作用が異なるとの

報告 17)も ある。これでアクチビンの作用の多様性を一部

説明することができる。また,ア クチビンとBMPは I型
受容体のうちアクチビンI型受容体 (ALK-2),II型 受容

体のうちアクチビン II型および IIB型受容体を共有し

ている18)。 これでアクチビンとBMPの 冗長性 (redun―
dancy)の一部が説明できると考えられる。すなわち,ア

クチビンI型受容体+ア クチビンII型 (ま たはIIB型 )
受容体はアクチビンのシグナルとBMPの シグナルを伝
達で きることになる。アクチビンや BMPと 異な り,
TGF‐βには相互に共有されない一種類の I型受容体,II

型受容体があるのみであるので,表 1の対応で TGF‐β
のもつ作用の多様性,冗長性を説明できないH)14)16)。 この

ため,細胞内シグナル伝達経路の解明が大切になる。

3.TGF‐βスーパーファミリーの受容体から細胞核
へのシグナル伝達経路

TGF‐βのシグナル伝達は受容体に TGF_β が結合し

lR

1型受容体
変異型細胞

野生型細胞

作 用
反応せず

真のTGF一 βl型受容体cDNA

遺伝子導入
1型受容体

変異型細胞

反応回復

図 4 真の TGF‐βI型受容体の同定 .
野生型は TGF‐βに反応する.TGF‐βI型受容体変異
細胞は TGF―βに反応 しない。後者を用いた反応性の

回復 (rescue)を みる実験の模式図を示す。TGF‐βに対

する反応性が回復するためには真の TGF‐βI型受容
体の遺伝子を変異細胞に導入する必要がある。この実

験系 を用いてALK‐ 1～6の cDNAを 検討 した とこ
ろ,ALK-5の cDNAを 導 .入 したときのみ TGF‐βに
対する反応性が回復 した。このことから,ALK-5が真
の TGF―βI型受容体であることが明らかになった.

て始まる。TGF―βは,ま ず II型受容体に結合し,TGF‐β

一II型受容体複合体にI型受容体が結合する16)19)。 I型受

容体はII型受容体により,GSド メイン(グ リシン(G),
セリン(S),ス レオニン(T)に 富んだ領域)に おいてリン

酸化され,キナーゼが活性化される(図 3)16)19)。 活性化さ

れた I型受容体が細胞質の蛋自質分子をリン酸化して,

シグナルが細胞外から細胞内へと伝達されていくことに

なる。

受容体―リガンド複合体が細胞内ヘシグナルを伝達す

るには,必ず I型受容体とII型受容体が必要であること

が次の実験で明らかになった。TGF―βI型受容体とII型

受容体の細胞内の部分を入れ替えたキメラ受容体を遺伝

子工学的に作製して細胞で発現させて TGF_β のシグナ

ル伝達について検討した20)。 図 5に示すように,細胞内に

TGF―βI型受容体とII型受容体の細胞内の部分がとも

に存在するときにのみシグナルが伝達された。このこと

から,細胞内ヘシグナルを伝達するにはTGF‐βI型受容

体とII型受容体がともに必要であることが証明された。

この受容体複合体に結合する分子は,近年多 く発見さ

れている16).TGF―βI型受容体に結合する因子としては

FKBP 12(FK 506 binding protein)12),フ ァルネシルト

ランスフェラーゼα(FT_α )サブュニットがあり,TGF―

IR

|

▼

●
ｌ

ｒ

●
　
１

セリンスレオニン

キナーゼ領域

TRIPl
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図 7 網膜色素上皮細胞株 (D407)に おける TGF‐β
スーパーファミリーの シグナル伝達 分 子 Smad

ファミリーの mRNAレ ベルでの発現.
RT―PCR法 を用いて観察 した。Smad l,Smad 2,
Smad 3,Smad 4の いずれも計算されたサイズに

PCR産物が検出された。

3)。 さらに,TGF―βI型受容体に結合してリン酸化され

る因子 として Smadフ ァミリーがクローニ ングされ

た16)21)。我々は網膜色素上皮細胞株 D407を 用いて,

Smadフ ァミリーの作用 について検討 した。D407は

TGF‐βスーパーファミリーの受容体のうち,TGF‐βI

型,II型受容体,ア クチビン I,IB型受容体,II,IIB型 受

容体,BMP IA,IB型 受容体,II型 受容体 の メッセン

ジャーRNA(mRNA)レ ベ ル で の発 現 が reverSe
transcriptase_p01ymerase chain reaction(RT― PCR)辛去

により確認された
22)(図
6)。 さらに,Smadフ アミリーの

Smad l,2,3,4の mRNAレ ベルでの発現 が RT―
PCR法 により確認された (図 7)。 蛋白質 レベルでは

Smad l,2を免疫組織化学的に観察したところ発現が

確認された (図 8)。 Smad l,2は ,無刺激の状態では細

胞質および細胞核にびまん性に分布していた (図 8)。 こ

の細胞に TGF―βlを作用させると(100 ng/ml,37° Cl

時間)Smad lの 分布は対照と変わらなかったが,Smad

2は細胞核に集中して存在する細胞がみられるように

なった (図 8)。 これは,TGF‐βlの刺激で Smad 2が リ

ン酸化され細胞質から細胞核へと移動することを示して

●●丁GF一 β

|
”
―

∞
―

lR llR IR |IR
lR lIR

lR |IR |IR |IR
lR lR llR IR

作用 (十 )    作用 (― )      作用 (― )      作用 (十 )

図 5 TGF‐βの I型 (IR)お よび II型受容体 (IIR)の細胞外領域と細胞内領域が入れ替わったキメラ受容体

を作製 し,種々の組み合わせでの TGF‐βのシグナル伝達について検討 した。

細胞内ドメインが TGF‐βの I型および II型受容体由来の部分から成っているときのみシグナルの伝達が

なされた。
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図 6 網膜色素上皮細胞株 (D407)に おけるTGF‐β
スーパーファミリー受容体ファミリーの メッセン

ジャーRNA(mRNA)レ ベルでの発現 .
reverse transcriptase‐p01yrnerase cllain reaction

(RT‐ PCR)法 を用いて観察した。(a)Tβ R‐ 1:TGF‐

βI型 受 容 体 ,Tβ R‐H:TGF‐βII型 受 容 体,(b)
ALK-1:activin receptor‐ like kinaSe-1,Act R― I:

アクチビン I型受容体,Act R‐IB:ア クチビン IB

型受容体,BMP R‐IA:BMP IA型 受容体,BMP
R_IB:BMP IB型受容体,Act R‐ II:ア クチビン II

型受容体,Act R‐ IIB:ア クチビン IIB型受容体 ,

BMP R― II:BMP II型受容体。いずれも計算された

サイズにPCR産物が検出された。

β II型 受容体 に結合す る因子 として TRIP l(TGF‐β

receptOr interacting protein‐ 1)が報 告 されている(図
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Srnadl Srnad2

Control

TGF―βl

図 8 D407細胞における Smad l,Smad 2の細胞
内局在の TGF‐βl刺激による変化 .
Smad l,Smad 2の 分布はそれぞれに対する特異抗
体を用いて免疫螢光法によって観察した。二次抗体
としてローダミン結合抗体 を用いた。D407細 胞に
TGF―βlを 作用させると(100 ng/ml,37°Cl時間 )
Smad lの 分布は対照 と変わ らなかったが,Smad
2は細胞核に集中して存在する細胞がみられるよう
になった。

TGF― β
●●

アクチピンA
燿関D

OP-1
CO

ヒアルロン酸

図 10培 養線維芽細 胞 の ヒアル 回ン酸 産 生 の
platelet‐ derived growth factor(PDGF)一 BBお
よび TGF‐βlに よる制御 .

PKCレ ベルでのクロス トークがみられる。PKC:
プロテインキナーゼ C,HAS:ヒ アルロン酸合成酵
素 .

ぞれの因子の刺激で,異なった Smadフ ァミリーの組み
合わせで伝達される可能性で一部は説明できるかも知れ

ない。今後,急速にデータが蓄積されて,TGF‐βスーパー

ファミリーの作用機序が分子レベルで明らかにされてい

くと考えられる。

4.TGF‐βスーパーファミリーと他の ファミリーの

因子とのクロストーク

TGF―βスーパーファミリーの因子は先にも述べたよ

うに,種々の因子とネットワークを形成して多細胞生物

の細胞間相互作用を制御している。我々は構造分子 (生体

の構造の要素となつている分子)と してだけでなく,機能

分子として重要であるヒアルロン酸(hyalurOnan)の 線

維芽細胞からの産生制御に対する血小板由来増殖因子

(platelet― derived growth factor,PDGF)と TGF‐βlの

影響について検討した24)。 ともに培養線維芽細胞のヒア

ルロン酸産生を促進した。そして,その促進作用はプロテ

インキナーゼ Cと いう細胞内シグナル伝達系の重要な

因子を介していた(図 10)。 この結果から,TGF―βはその

ファミリーに属していない因子と細胞内のシグナル伝達

因子のレベルでクロストークがあることが明らかになっ

た。

III 眼組織 における分布

1.蛋白質レベルでの受容体発現

眼組織を構成する細胞があるサイトカイン・増殖因子

の作用を受けるかどうかは,その受容体の蛋自質レベル

での発現をみればわかる。そこで,TGF―βスーパーファ

ミリー受容体ファミリーの蛋白質レベルの眼組織におけ

る発現について組織化学的に検討した25)26)。 検討したの

はI型受容体として,TGF―βI型受容体,ア クチビンIお

●● 燿X艤

|

図 9 D407細胞におけるSmad l,Smad 2の細胞
内局在の TGF‐βl,アクチビンA,OP‐ 1刺激による

変化.

いる(図 9)。 同様な実験系での検討では,ア クチビンA
刺激によって Smad lで はなく,Smad 2が細胞核へと
移動 し,OP-1(BMP-7)の 刺激ではSmad lが 移動 し,
Smad 2は移動 しない(図 9).Smadフ ァミリーの因子
が核内で転写因子,ま たはその一部として機能するかど

うかは今後の課題である16)21)23)。 さらに,Smadフ ァミ

リーの因子としてはSmad l～ 5が報告されており,今
後ますます増えていくと考えられている。そして,TGF‐

βのシグナルがアクチビンAと 同じSmad 2を 介して
いることは,何 らかのクロストークが細胞内シグナル伝

達経路のレベルで行われている可能性も考えられる。ま

た,TGF‐βスーパーファミリーの作用の多様性 も,そ れ

PKC

HAS

？

・

Smadl

核
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図 11 眼組織におけるTGF‐βスーパーファミリー受

容体ファミリーの分布 .

図に示した部位での蛋白質レベルでの発現が強 く認

められた。

よび IB型受容体,BMPIA,IB型受容体,ALK‐ 1で あ

り,II型受容体 としては TGF‐β II型受容体,ア クチビン

II型受容体,BMI)II型 受容体である。BMl)II型受容体

にはカルボキシ末端側に約 530ア ミノ酸から成る長いペ

プチド鎖のついた long VerSiOnと ,そ れのない trmcat―

ed versionが 存在 していることが知 られている
27)28).

BMP II型受容体に対 しては,2種類の抗体を作製 して

10ng versiOnと truncated versionの 発現が検出できる

ようにした.蛋自質レベルでの発現は,免疫組織化学的に

ラット眼を用いて凍結切片で検討した。抗体は上記各受

容体のアミノ酸配列から合成したペプチ ドに対 して,家

兎で作製したポリクローナル抗体を用いた
28).反 応の特

異性 は各受容体 cDNAを COS-1細胞に一過性導入 し

て,確かに受容体を認識 しているのを確認 した.

2.ラ ット成体眼における発現

TGF―β,ア クチビン,BMPの それぞれに対する I型受

容体,II型受容体 (表 1)は 広範囲の細胞 に分布 してい

る。角膜 (角膜上皮細胞 ,実質細胞,内皮細胞),毛様体上

皮,水晶体上皮細胞,網膜色素上皮細胞には表 1に示した

受容体がアクチビン IIB型受容体を除いて発現が確認

された (図 11)25)20.ア クチビン IIB型受容体の抗体は入

手できず,ま だ確認されていない.網膜における発現をみ

ると,神経節細胞から外顆粒層,視細胞内節までは上記と

同じ受容体が発現 していた。上で述べたように,TGF‐β

スーパーファミリーの因子のシグナルは I型受容体,II

型受容体がともに存在することが必要である
2)20).眼 の

種々の組織に TGF―β,ア クチビン,BMPの 因子が作用

を及ぼすことが示された (図 11)。

I型受容体,II型受容体の発現が異なっていたのは視

細胞外節における受容体の発現である。すなわち,視細胞

外節で発現がみられたのは TGF―β II型受容体 とBMP

日眼会誌 101巻  12号

II型受容体 truncated formの みであり,I型受容体 はみ

られなかった26)29).網膜視細胞外節での TGF―βお よび

BMP II型受容体 truncated formの発現の意義は現在

不明である。二つの可能性が考えられる.一つは,II型受

容体のみを介するシグナルの存在の可能性である。もう

一つは,TGF―βまたは BMPの シグナル伝達が外節形成

過程で遮断されたあとの状況を見ている可能性である.

今後の研究が必要である。

3)網膜発生過程での発現

網膜における TGF‐β,ア クチビン,BMPに対する受

容体の発現がみられることから,成体網膜での機能がこ

れらの因子により制御されていることを示している。次

に綱膜の発生過程における作用について検討するため,

各受容体の発現の変化をラット網膜 において検討 し

た29)。 ラット網膜は出生前は層状構造は未分化であ り,出

生前後の段階で,ま ず神経節細胞が分化する。この段階の

網膜細胞には視細胞 とアマクリン細胞,双極細胞 ,ミ ュ

ラー細胞に分化できる多能性のある細胞が存在 してい

る30。 我々の観察では,内・外顆粒層の分離は生後 3～ 6

日の間に起きる。生後 6日 頃から視細胞層の形成が見ら

れるようになる。しかし,生後 9日 の段階では視細胞外節

の発達は始まっているが,ロ ドプシンの発現は未だほと

んどみられなかった
29)。 Fultonら 31)32)に よると,視細胞

外節の発達が始まるのは生後 9～ 10日頃からで,生後約

2週間で視細胞外節はほぼ adultと 同じ大 きさになる

が,ロ ドプシンの発現は生後約 19日 で adultの 50%,そ

して約 40日 で adultの レベルにまで増加する。このよう

な網膜発生経過 とTGF‐βスーパーファミリー受容体

ファミリーの発現を免疫組織学的に検討した
29).I型 受

容体,II型受容体が揃ってシグナルが伝達されるように

なるタイミングは,TGF―βスーパーファミリーの各因子

に対する I型受容体,II型受容体の組み合わせで異なっ

ており,そ の発生過程における生理的な役割が異なって

いることが示唆された.TGF― βI型,II型受容体 は出生

前後から網膜細胞に蛋白質レベルで発現され,こ の頃に

は遅 くとも TGF―βの作用が受容されるようになると考

えられた。アクチビンの作用のうち,ア クチビン 1/ア ク

チビンII型受容体を通しての作用は生後 9日 頃から発

揮され,ア クチビンIB/ア クチビンII型受容体を通して

の作用は出生前後から発揮されると考えられた
29).BMP

については BMP R‐IA/BMP R‐ IIを介するシグナルは

出生前後から,BMP R‐ IB/BMP R‐ IIを介するシグナル

は生後 9日 頃から発揮されると考えられた
29).

TGF‐βスーパーファミリーの網膜発達における作用

は,現時点では不明である。TGF‐βスーパーファミリー

の神経組織における作用としては,ア クチビン Aの神経

栄養作用
33)や
神経発生制御

34),神
経細胞へのアポ トーシ

ス誘導 (BMP-4)35),神経細胞突起の伸長促進作用 (OP‐

1)36),網 膜発生への Rttαγ(BMPフ ァミリーに属する

皮
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grOWth/differentiatiOn factor‐ 6のゼブラフイッシュに
おける相同分子)の関与37)な どが知られており,網膜にお

いてもibrOblaSt grOWth factor-2(FGF‐ 2,basic FGF)38)

などと並んで重要な作用を持つことが考えられた。この

ようなエビデンスを併せて考えると,網膜発生過程にお

ける検討からTGF‐βスーパーファミリーの神経組織機

能制御についての重要な情報が得るれると考えられる。

IV TGF―βスーパーファミリーと

眼疾患の病態

1.病態研究のス トラテジー

正常眼組織における TGF―βスーパーファミリー受容

体発現は広範に及んでおり,生理的に重要な働きをもつ

ことが示唆された。生体の恒常性を維持するためには,多

くの因子が複雑に絡み合ったネットワークを形成して機

能していると考えられる。それが機能不全を起こした状

態が種々の疾病である。ということは,病態の解明を目指

すには多くの因子が複雑に絡み合ったネットワークの構

造を解明しなければならないことになる.そ して,こ れに

よって生理的な状態での恒常性維持機構を解明すること

にもなると考えられる。細胞生物学的な手法は,病態解明

の中心となるものである。TGF‐βスーパーファミリーの

因子はどのような作用をもつのかということについて,

細胞生物学的手法を用いて検討した。

研究のストラテジーとしては,以下のような項目につ

いての検討が必要である。

(1)臨床的研究により病態を検討する.

(2)分子,細胞レベルでの情報をできるだけ詳しく集
め,病態モデルを作る。

(3)生体レベルで上記モデルの検証を行う。

本稿では増殖糖尿病網膜症の網膜 。硝子体新生血管と

角膜創傷治癒をとりあげ,そ れぞれの病態 とTGF―β
スーパーファミリーの働きを検討した。

2.増殖糖尿病網膜症の網膜・硝子体新生血管
1)臨床的な検討

糖尿病網膜症が進行 し,新生血管が発症する重症網膜

症は増殖糖尿病網膜症 と呼ばれ,重篤な視力障害を来

す39)。 今日,後天性失明原因のトップを緑内障と分け合っ

ている40)。 厚生省調査研究班によると,糖尿病患者は現在

600万人に及ぶと考えられ,糖尿病網膜症の有病率は糖
尿病患者の 38%,失 明者は3%と いう推定もある41)。 そ
の病態は血管新生を含む結合組織性増殖膜が形成される

ことによる39)42).臨床的な観察により,網膜血管の開塞に

伴った網膜の虚血状態と新生血管が関連があることが明

らかにされた43)～ 45)。

増殖網膜症の硝子体手術時に得られた眼内液 (前房,硝

子体)や増殖膜を用いた検討によつてどのような増殖因

子が存在しているかがわかる.AieHOら 46)は 眼内液中の

血管内皮増殖因子 (vascular endothehal grOwth factOr,

~口 ~

非糖尿病群     A群        8群
(n=4)       (n=8)      (ハ =14)

図 12 糖尿病網膜症重症度別の眼内液 (前房水,硝子
体液)の VEGF濃度 .
VEGF濃度はラジオイムノアッセイにより測定 し
た。非糖尿病群 :糖尿病を有 しない患者,A群 :網
膜症なし,単純網膜症を有する眼.B群 :活動性の増
殖網膜症を有する眼.n:眼数.平均値の差の検定は
t検定によった。(文献 47,眼紀から許可を得て転
載 )

VEGF)濃度が活動性増殖糖尿病網膜症で上昇すること
を報告し,我々

47)48)も
確認した。図 12に 我々が先に報告

した結果を示すが,VEGF濃度は非糖尿病,単純および
増殖前糖尿病網膜症眼に比べて,活動期の増殖網膜症眼

では有意に高値を示した,7).TGF―βアィソフォームの中

ではTGF―β2が上昇していたという報告49)がある。我々

は眼局所におけるTGF‐βスーパーファミリーの因子の

産生を調べる目的で,硝子体手術時に摘出した増殖膜に

おける発現を組織化学的に観察した50)。 増殖膜構成細胞

で観察 されたのはTGF‐βアィソフォームの中では

TGF‐β2で あり,他にアクチビンAの発現が観察され
た。網膜での TGF_β の産生は動物種によって異なるが,
TGF―βl,β 2,β 3と もに発現 している51)。血液中にも

TGF―βは存在しているが,TGF―βlが多ぃ52)53)。 しかる
に,TGF―βlは眼内液中での濃度は極めて低いことが確

認された54)。 これらのことから,糖尿病網膜症眼での血液

眼柵機能障害による血液由来の TGF‐βがたまたま眼内

に流入したのみではなく,眼局所で TGF―βが産生され

ていることがわかった。その他にもFGF‐2 FGF,PDGF,
inSulin― like growth factor― I(IGF‐I),TGF_β ,TGF‐α,

epidermal growth factor(EGF)お よび各種ケモカイン,

(ng/m2)
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表 2 サイトカイン,増殖因子の特徴と糖尿病網膜症の
臨床像

因子
眼内濃度 低酸素による 血管新生
上昇   誘導   (グ″υわο) 作用対象

日眼会誌 101巻  12号

は,成長ホルモンーIGF― I系 を抑制するとVEGFに は影

響を与えないで網膜血管新生発症を減少させることがで

きるとの生体内での研究の報告があり,血管新生におい

ても一つのサイトカイン。増殖因子で糖尿病網膜症の臨

床像をすべて説明することはできないことがわかる
03)。

2)糖尿病網膜症における血管新生の分子細胞生物学

前項のような実験的,臨床的な検討をふまえて,糖尿病

網膜症における血管新生の病態の分子細胞生物学レベル

での解明の試みを我々のデータを中心に紹介する。ここ

で用いた手法は,培養血管内皮細胞および グπυわθにお

ける血管新生促進作用アッセイ系を用いて,種々のサイ

トカイン・増殖因子の血管新生制御作用およびその分子

機構を積み上げて病態モデルを作るというものである。

検討したのは TGF‐βスーパーファミリーに属する因子

として TGF‐βl,ア クチビンA,そ して眼内血管新生を

促進する因子の代表として VEGFである。TGF‐βのう

ち,増殖糖尿病網膜症など網膜・硝子体病変を持つ眼の

眼内液に存在するのは TGF^β 2が ドミナントである

が49)50),効 υttθ では用量依存性が異なるのみで作用は

ほとんど同じであるため
64),効 υ′″短実験には入手が容

易であった TGF‐βlを用いた。

血管新生制御因子はグπυグυθと物 υグ′つ で作用が一見

矛盾するように見えることがある
2)65)66).TGF―

βは生体

内に投与すると血管新生を促進する
67)08)(図

13)。 しかる

に,TGF―βlは培養ブタ大動脈内皮細胞に作用させると

強力な増殖抑制因子として働 く(図 14)。 そのため,あ る

因子の血管新生制御作用を検討する際にはれ υわθとグη

υレθの実験系を用いる必要がある。

3)fz υ′υθにおける血管新生制御作用

まず,鶏卵漿尿膜(chick choriOallantOiC membrane,

CAM)に おける血管新生制御作用を検討 した。BrookS

ら69)の方法に従って,孵化 10日 目の卵 CAM上 に検討し
たい因子を含む濾紙製のデイスクを置き,そ の周囲の血

管を観察した。TGF―βlを含むデイスクの周りには血管

十

　
　

十

　

　

　

＋

　
　

＋

　
　

＋

十
　
　

十
　
　
　
　
一　
　
　
一

+  血管内皮,周 皮
細胞,血球

+  血管内皮,平 滑
筋細胞,線維芽
細胞細胞

十  血管内皮,線 維
芽細胞細胞

十  血管内皮,線 維
芽細胞細胞

+  血管内皮,線 維
芽細胞細胞,平
滑筋細胞,上 皮
細胞,血球

一/十・

VEGF: vascular endOthelial grOwth factOr, PDGF:

1)!atelet_derived grOwth factOr、  FGF I nbroblast gro、 vth

factor,IGF― I:insulin― like growth factor‐ 1,

*:条
件 による

サイ トカイン(IL-8,monocyte chemotactic prOtein-1

(MCP-1),macrophage‐ c01ony stimulating factor(Nl‐

CSF))な どが眼内液で増加していることが報告
42)55)～ 60)

されている。

これらサイトカイン,増殖因子の特徴 と糖尿病網膜症

の臨床像を表 2に まとめた。血管新生については,糖尿病

網膜症の臨床像として大切な網膜虚血による血管新生を

説明できるのはVEGFと PDGFで ある56).こ のうち,

VEGFは増殖期に眼内液濃度が上昇するという臨床

デ_夕 46)47)55)お よび網膜虚血による血管新生疾患モデル

での血管新生との関連が確認されている
01)62)。 VEGFは

グ%υ″′知 の検討で主に血管内皮細胞,周皮細胞などに作

用して血管新生を引き起こす。しかし,新生血管とともに

形成される結合組織の形成促進はVEGFの みでは説明
できない。結合組織を形成するために線維芽細胞に作用

する因子として,PDGF,FGF-2,IGF‐ I,TGF―βなどが考

えられる(表 2)。 また,高濃度酸素負荷網膜症モデルで

Rabbit cornea assaY:TGF'P1

メヽ

cOntЮ:            TGF・ βl

図 13 家兎角膜法によりTGF‐βlの生体内血管新生促進作用が示された。

P:ペ レット.TGF―βl(lμ g)ま たはバッフアー(COntr01)を 含む.
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なかった。TGF‐βスーパーファミリーの中で血管新生を

促進す るのは TGF―βlと BMPフ ァミリーに属する
grOWth/differentiatiOn factor‐ 5(GDF-5)で あった66).

アクチビンAの他に GDF‐ 5と 同じBMPフ ァミリーに
属するBMP-2に は血管新生促進効果はみられなかっ
た。TGF―βlに よる血管新生を家兎角膜法で確かめた。

図 13に 示すように,TGF―βlを含むペレットヘの血管

新生がみられた。

4)2υグ′η における検討―血管内皮に対する直接作
用―

血管新生の分子メカニズムを検討する際には,血管新

生を 4つ のステップに分 けて検討す る とよい(図
15)65)70)71)。 この4つのステップは,①血管内皮細胞から
のプロテアーゼの分泌による基底膜の分解,②血管内皮

細胞の遊走,③血管内皮細胞の増殖,④管腔形成である。
それぞれを培養血管内皮細胞を用いて検討する実験系が

あるので,本研究でもこの系を用いて血管新生制御のメ

カニズムを検討した。培養細胞 としては,ヒ ト皮膚毛細血

管由来内皮細胞,ウ シ大動脈内皮細胞,ブタ大動脈内皮細

胞を適宜用いて検討した。

血管内皮細胞からのプロテアーゼの分泌 :ヒ ト皮膚毛

細血管由来内皮細胞,ウ シ大動脈内皮細胞におけるウロ

キナーゼ型プラスミノーゲン・アクチベーター (uPA)の

3)内 皮細胞増殖
内腔

増 殖

⌒
Ｓ

）
〓
０
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図 14 TGF‐βlに よる培養ブタ大動脈内皮細胞増殖
抑制効果 .
3Hサ
イ ミジン取 り込 みにより観察 した.対照を

100%と してTGF―β lに よる取 り込み抑制を示し
た .

が密に形成されている。陽性対照としておいた FGF―

1(acidic FGF),VEGFにおいても血管が密に形成され
ているが,ア クチビンAに は血管新生促進作用はみられ

1)プ ロテアーゼ活 性化

内腔

血管内皮

基底膜

プロテアーゼ活性化と基底膜破壊

2)内皮細胞遊走

010~ 10~ 0

内腔

遊走 4)管腔形成
内腔

図 15 Folkmanに よる血管新生の 4つのステップの模式図 (文献70,71参照).
詳細は本文参照.
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Tube lormation ot capillary endothelial cells

Control VEGF(100ngml)

TGF‐β(100ng′ml)         activin A(100ng′ m:)

図 16 1型 コラーゲンゲル内におけるヒト皮膚毛細血

管由来血管内皮細胞による管腔形成 .

VEGFに よって毛細血管様構造の形成が促進 され
た。TGF‐βl,ア クチビンAに よっては促進されな

かった。

活性誘導をzymographyを用いて観察した
72).TGF―

βl

はuPAの活性を抑制 した。一方,GDF‐ 5と 陽性対照の

VEGFが uPA活性化を誘導した06)。

血管内皮細胞の遊走 :ボイデンチャンバー法を用いて

検討 した“
).TGF―βlは 内皮細胞遊走を抑制し,GDF‐ 5

は遊走を促進 した。GDF‐5の 遊走促進作用は,チ ェッ

カーボード解析によると濃度差に応じて促進する化学走

性 (chemotactic)的であった。

血管内皮細胞の増殖 :[3H]サ イミジンの取 り込みに

よって検討した。TGF‐βlは ウシ大動脈内皮細胞,ブ タ

大動脈内皮細胞の増殖をともに抑制した(図 14)。 しか

し,ヒ ト皮膚毛細血管由来内皮細胞は TGF―βlに対 し

て,低濃度では抑制,高濃度では促進というような二相性

の反応を示した。GDF-5は ブタ大動脈内皮細胞,ヒ ト皮

膚毛細血管由来内皮細胞およびウシ大動脈内皮細胞に対

して増殖制御効果はみられなかった。VEGFに よる増殖

促進効果は,ヒ ト皮膚毛細血管由来内皮細胞で顕著にみ

られた.ウ シ大動脈内皮細胞での VEGFに対する反応が

みられなかったのは,培養条件下で VEGFに対する受容

体の発現が低下したためと考えられる
73)。

管腔形成 :I型 コラーゲングルの二層の間に血管内皮

細胞を培養して毛細血管網様のネットワークの形成の促

進作用により観察した
66)72)。 細胞 としては,ヒ ト皮膚毛細

血管由来内皮細胞,ブタ大動脈内皮細胞およびウシ大動

脈内皮細胞を用いたが,実際に管腔形成がみられたのは

ヒト皮膚毛細血管由来内皮細胞の系のみであつた。

VEGFは管腔形成を促進したが,TGF‐βl,GDF-5の い

日眼会誌 101巻 12号

表 3 TGF‐β,GDF‐ 5と VEGFの血管新生制御作用と
ビ
“
υ″rο における血管内皮細胞に対する直接作用

血管内皮ヘ
因子 げ 脇 面 薦 琶枡 肝 増殖 管腔 1′′^
TGF―β

GDF-5

VEGF

十

　

＋
‐
　

＋

+

+ + 十 十

PA : plasminogeu activator, GDF-5 : growth/differentiation

factor-S, VEGF: vascular endothelial growth factor

ずれも管腔形成促進作用はみられなかった。アクチビン

Aに よつても管腔形成促進作用はみられなかった(図

16).

TGF―βl,GDF-5と VEGFに よる血管新生制御作用

と血管内皮細胞に対する直接作用を表 3に まとめた。

VEGFは れ υグ′/ο で血管内皮細胞の機能を活性化し,′π

υ′υθでの血管新生促進は血管内皮細胞への直接作用に

よることが考えられる。GDF-5も 4ス テップのすべてで

はないが,血管内皮細胞の遊走とuPAの 活性化作用を

示すため,′πυ多
・
υθでの血管新生促進は血管内皮細胞への

直接作用によることが考えられる。しかし,TGF‐βlは

血管内皮細胞に直接作用としては抑制的に作用するが,

生体内での作用としては TGF‐βlは血管新生を促進し

た (表 3)。 どのようなメカニズムで TGF‐βlは生体内

(物 υわθ)で血管新生を促進するのであろうか ?

5)シ υ″″θにおける検討一血管内皮に対する間接作

用―

TGF‐βlは種々の細胞に作用して VEGFの 産生を促

進する74)75).今 回は網膜を構成するグリア系の細胞であ

るミュラー細胞をラット網膜から分離培養してTGF―

βlを作用させてVEGFの産生を測定した76)。培養ラッ

ト網膜 ミュラー細胞は RT‐PCR法による検討でTGF―β

I,II型受容体を発現しているのを確認した。TGF‐βに容

量依存性に反応して VEGFの産生が促進された76)。 すな

わち,対照では培養液中にVEGFは ラジオイムノアッセ

イ法で測定するとほとんど検出されなかったが,TGF―

βl(l ng/ml)を 24時 間 作 用 させ る と,培 養液 中 の

VEGF濃 度 は 8.1± 6.9(平 均値士標 準偏差)ng/ml,
TGF_β l(lo ng/ml)で,VEGFは 24.7± 4.4 ng/mlと 用

量依存性にVEGF産生の増加がみられた。

他に,血管新生制御 との関連ではTGF‐βlは多くの細

胞外基質の産生を促進し,また,それに対する細胞の受容

体であるインテグリンなどの発現を制御 (多 くの場合促

進)す る
75)。
我々の観察によると,TGF―βlは線維芽細胞

に作用してヒアルロン酸の産生が促進する
24)。
高分子量

ヒアルロン酸は血管新生を抑制し,低分子量ヒアルロン

酸は促進することが知られている
77)。 このように,細胞外

基質を介する血管新生にもTGF‐βは関与する可能性が

ある。
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の血管新生制御作用は血管内皮細胞に対する直接作用に

よるだけでなく,二次的な作用も重要であることがわか

る。最近クローニングされた angiopoietin‐ 1は血管内皮

細胞の増殖,管腔形成などを促進しないが
81),血
管内皮細

胞と周囲の細胞や細胞外基質との相互作用を制御するこ

とにより血管新生制御因子として作用する81)82)。 また,

tissue factorも 血管内皮細胞には直接に作用しないが,

血管周囲の細胞の機能を制御することにより血管形成を

制御するのではないかと考えられる83)。 これらの因子の

作用は血管新生の過程で血管内皮細胞が血管系を作るた

めのいわば環境作 りと,で きた血管の成熟,再構築

(remodelling)に 関与すると考えられている82)84)。 TGF―

βも細胞外基質蓄積制御,細胞外基質に対する受容体 (イ

ンテグリンなど)の発現制御作用を持ち,angiopoietin-1

や tissue factorと 同様の作用を持つ可能性がある。

7)今後の課題一生体内モデルでの検討―

血管新生制御の研究のためには,生体内での作用を併

わせて検討することが必要であることは上に繰 り返し述

べた通りである。あるサイトカイン・増殖因子の生体内

での作用を検討するには,発生工学的な手法を用いて,サ

イトカイン・増殖因子を多量に発現させるトランスジェ

ニックアニマルや,あ る因子の発現を抑制するノックア

ウト動物での研究がある。培養系では血管内皮細胞に全

く作用を及ぼさない angiopoietin-1が 血管新生の制御

因子として重要であること81),培養系では血管内皮に抑

制的に働 くTGF‐βlが生体内での血管形成過程に関与

していること85)を 明らかにしたのはノックアウトマウス

での検討による。ただし,この場合に観察されるのは血管

形成のうち,血管系が全く存在しない状態から発生する

過程であるvasculogenesisと ,元々血管が存在している

所に血管が新生するangiogenesisの 二つのメカニズム

が合わさっていることに注意しなければならなぃ56)。

分子細胞生物学的なデータを基に構築された血管新生

制御モデルは,眼内で網膜症の病態で本当に機能してい

るかを必ずチェックしなければならない。先にもふれた

が,現時点での網膜虚血に伴う眼内血管新生動物モデル

としては,先にふれた網膜静脈をレーザー光照射で開塞

させた網膜静脈閉塞症モデル61)や未熟児網膜症のモデル

である出生直後の動物の高酸素暴露モデル62)な どがあ

る。これらを用いて VEGFの作用をブロックすると眼内
血管新生発症が阻止されたことから,そ の血管新生に

VEGFが 主たる役割 を果た していることが示 され
た86)～ 88)。 しかし,実用的な増殖糖尿病網膜症モデルを用

いた研究により検討された後に,初めてVEGFが臨床的
にも増殖糖尿病網膜症の血管新生の主役であるかがわか

る。言葉をかえると,VEGFを ブロックすれば増殖糖尿

病網膜症に伴う血管新生を抑制できるかという問題が解

明されて初めて,VEGFの 阻害因子が治療薬としての臨

床的な検討へと進められると考えられる。これまでに糖

血管新生

ンテグリン

細胞外

ヒアル ロン酸

VEGF  アクチビン A

図 17 血管新生をめぐる各種サイトカイン・増殖因子
の相互作用.

詳細は本文参照.

○ :促進,○ :抑制,P:促進または抑制の作用が不
疋 。

6)網膜血管新生の病態モデルとその考察

前項までの結果を基に,血管新生の過程における血管

内皮細胞の多 くの因子による制御機構を図 17に まとめ

た。血管内皮細胞に対する直接作用は,VEGFは血管新
生促進的であり,TGF‐βは抑制的である。しかし,TGF―

βは血管内皮以外の細胞に作用してVEGFの産生を促
進し,さ らには細胞外基質の産生を促進するなどして間

接的に血管新生を促進するように作用する。アクチビン

Aは血管内皮細胞に抑制的に働 くこと12),CAM法によ

る物 υあο血管新生の検討でその促進作用がみられな

かったことから,血管新生に少なくとも促進的には働か

ない。

生体内での血管新生は多くの血管新生促進および抑制

因子の相互作用により最終的に促進されるか,抑制され

るかが決まる78)。 ぃわば血管新生促進および抑制因子の

バランスの上に立って生体の血管新生が起こるかどうか

が決定されることになる。眼内血管新生促進因子として

は表 2に あげた因子があり,血管新生の生体内での抑制

因子としては血小板因子 4(PF 4),イ ンターフェロン,

既知の蛋白質分子の一部 (プラスミノーゲンの一部であ

るアンジオスタチン,XVIII型 コラーゲンの一部である

エンドスタチンなど),ケ モカインの一部などがある
79)。

これらの因子が眼疾患に関与していることは,ま だ確定

していない。インターフェロンを老人性黄斑変性の黄斑

下血管新生の治療に応用する試みがあることから,イ ン

ターフェロンが眼内血管新生の抑制因子として作用し得

ることが示唆される80)。 これまでの研究がどちらかとい

うと促進因子の作用に重点がありすぎたが,今後は種々

の因子のバランス,言葉を換えればサイトカイン・増殖

因子のネットワークの解明が大切である78)。 そして,こ の

ネットワークで TGF―βスーパーファミリーの因子は生

体内で非常 に複雑な影響 を血管新生過程 に及ぼす.

TGF‐βの作用のみをとっても,結果として生体内で血管

新生促進的か抑制的かは非常に複雑なバランスの上に成

り立っている(図 17)。

TGF―βの生体内血管新生促進作用をみると,生体内で
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代謝異常の動物モデルとして種々の動物でス トレプ トゾ

トシン投与動物,ガ ラクトース投与動物,膵臓摘出動物な

どがある。しかし,こ のモデルでは血管新生を伴 う綱膜症

を作ることは不可能ではないが難 しぃ
89)。 比較的短期間

に高率に網膜血管新生を発生する実用的な増殖糖尿病網

膜症モデルの開発の必要性はますます高くなっている.

3.角 膜創傷治癒とTGF‐βスーパーファミリー

1)角膜創傷治癒のメカニズム

角膜は眼球の最表層に位置 しているため外界に接して

おり,常 に外傷の危険にさらされている.こ のため,眼球

の恒常性を維持するためには形成された創傷を速やかに

治癒する必要がある
90)～ 92,。 この創傷治癒過程は種々の因

子により制御されている
90,～ 93).サ イ トカイン・増殖因子

はその中で重要な働きをしている。ここでは角膜の創傷

治癒機構について検討する。

角膜上皮の欠損部の治癒は,そ の周囲の上皮細胞が遊

走,増殖,分化を経て欠損部が覆われる
90,92).こ の過程は

極めて多 くの因子により制御されている。これ までに角

膜上皮の創傷上皮治癒を促進する因子として,EGF,ker‐

atinOcyte gro、vth factor(KGF),hepatocyte′ gro、vth

factor(HGF)な どが報告90)～ 93)さ れている。これらは主に

角膜上皮細胞の遊走,増殖などを促進し,角膜上皮創傷治

癒過程を促進する。角膜実質の創傷治癒過程では角膜実

質を構成するコラーゲン,プロテオグリカンの合成,分解

が重要であると考えられている
9° ).実際には実質の傷害

部に周辺の角膜実質細胞が活性化され球形細胞に変化

し,III型 コラーゲンなどが産生される。その後,角膜実質

細胞が増殖し,異常な結合組織を産生して欠損部を補う

ことになる。この過程にも多 くの因子が関与 していると

考えられる
9° )。

TGF―βは角膜構成細胞に発現 しており
94)～ 96),涙

液に

も存在している
07)。 その受容体 も角膜構成細胞に発現さ

れ て い る25)26)(図 18a).今 回,我々は TGF‐βスーパー

ファミリーの生体内での作用を検討するモデルとして,

角膜上皮および実質の創傷治癒過程での作用について観

察した。TGF―βスーパーファミリー (TGF‐β l,β 2,β 3,

アクチビン A)お よびその受容体 (TGF‐βI,II型受容体 ,

アクチビン I,IB,II型受容体,BMPIA,IB,II型受容体 )

の発現を蛋白質レベルで検討 した
98)99).

2)角膜上皮創傷治癒メカニズムとTGF―βスーパー

ファミリー

ルイスラット角膜に n―ヘプタノールを用いて 3mm
径の上皮剥離を形成し

98),_L皮
創傷治癒過程を観察した。

創傷作製後 1日 では 1層 の再生上皮が形成されていた。

この再生上皮では TGF―βスーパーファミリーの受容体

の発現がみられなかった (図 18b).2日後には再生上皮

の多層化がみられるようになり,5日 後以降では形態学

的には創傷作製以前の状態に戻った。この過程で TGF‐β

スーパーファミリーの受容体 の発現 は回復 した (図 18

(+)

実質

創傷作成後 5日

涙液 .

実質 TGF― β受容体 (+)

図 18 ラット角膜上皮創傷治癒過程とTGF‐β.
a)ラ ット角膜におけるTGF―βI型受容体の発現.角

膜上皮細胞,実質細胞,内皮細胞において発現がみられ

た。免疫組織化学的に観察した。epi:角 膜上皮,k:角

膜実質細胞,end:角膜内皮細胞。X400,barは 10 μm
b)創傷作製後 1日 には一層の再生上皮が創傷部を

覆った。この再生上皮にはTGF‐β l,β 2,β 3,TGF‐βI

型および II型受容体の発現はみられなかった。創傷作

製後 5日 には一層の再生上皮が創傷部を覆った.こ の

再生上皮には TGF―βl,β 2,β 3,TGF‐βI型および II

型受容体の発現の回復がみられた。図にはTGF‐β受

容体の発現を示したが,TGF‐βの発現 も受容体発現と

平行した。詳細については本文参照 .

b)。 正常状態での角膜上皮は先に述べたように,TGF‐β

スーパーファミリーの受容体を発現 しており
25)26),角 膜

上皮創傷治癒過程で一時的に発現が低下するが,多層化

の過程で発現が回復することは,そ の過程に重要な働き

をしていることが示唆された。そして,TGF‐β以外のア

a)

b)創傷作成直後

涙液

実質

日眼会誌 101巻 12号

上皮欠損

再生上度 TGF― β受容体 (― )

+)

創傷作成後 1日

涙液

|

T

end

ep:

k
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クチビン,BMPの I,II型受容体も角膜上皮に発現して
いることから,こ れらの因子が角膜上皮恒常性維持に多

重に作用していることが示唆された98).

角膜上皮創傷治癒過程でのTGF―βの作用としては,

角膜上皮細胞の増殖,遊走の制御
100)-103),分

化の制御
102),

細胞―細胞間または細胞基質問の接着制御などが考えら

れる。EGFに よる再生上皮の増殖,遊走促進をTGF―β
が抑制するというブレーキとしての作用が報告

100)さ れ

た。細胞 と細胞外基質の接着を司っているのがインテグ

リンで,細胞表面に発現しているαサブユニットとβサ

ブユニットから成っている104)。現時点でαサブユニッ

ト16分子,β サブユニット8分子がクローニングされて

おり,α・βの組み合わせとして 20種類の複合体が知ら

れている。インテグリンは角膜上皮にも多くが発現して

おり,創傷治癒過程で重要な働きをしていることが示唆

されている105)106).TGF‐βlは これらのインテグリンの

発現を促進する場合 と抑制する場合がある2)107).細 胞や

培養条件によって促進,抑制が異なるので2)107),角膜上皮

細胞で TGF‐βによりどのような接着分子が制御されて

いるかはこれからの問題であるが,イ ンテグリンの発現

が TGF―βにより制御されることが上皮細胞接着機構の

生体内での作用である可能性が考えられる。

皮膚の創傷治癒に TGF‐β
108)-111)の

他にもアクチビン

A,BH2),BMP-2■ 3)は関与していることがこれまでに不

唆されている.そ のメカニズムとしては,細胞接着の制

御,細胞外基質の産生などであり,角膜創傷治癒にもこの

ようなメカニズムが関与していることが示唆される。こ

れまでにも述べたように,角膜上皮創傷治癒過程で

TGF‐β以外のTGF‐βスーパーファミリーの因子に対

する受容体の発現が角膜上皮細胞にみられたことから,

皮膚同様にTGF‐β以外の因子の関与が考えられる。

3)角膜実質創傷治癒メカニズム とTGF‐βファミ
リー

角膜実質の創傷治癒としては,外傷,感染症などの他に

最近では屈折矯正手術での回復過程が問題となってい

る。屈折矯正手術は放射状角膜切開とエキシマレーザー

を用いたエキシマレーザー角膜切除 (photorefractive

keratectomy,PRK)が 日本でも慎重に臨床的な検討が

行われている。本研究ではPRKの 創傷治癒過程 と
TGF―βの関連について検討した。PRKで臨床的に問題
となるのが創傷治癒過程でみられる上皮下混濁 (corneal

haze)と 再近視化である。これらは上皮下に形成される

異常な結合組織形成や,そ の収縮などによる。TGF―βは

線維芽細胞の遊走促進,増殖の制御 (条件によっては増殖

を促進する),細胞外基質蓄積促進,結合組織の収縮など

の作用を持ち,皮膚の創傷治癒に関与することが知られ

ている2)110)ln)H4)115)。 そして,角膜創傷治癒過程で EGF,
FGFな どとともにTGF―βが発現し関与している司

‐
有旨

性が報告
93)96)116)117)さ れている.

1)エキシマレーザー角膜切除直後

TCF

涙 液

実質

エキシマレーザー切除

C理翌証_ TGF― β受容体 (+)
角膜実質細胞

2)切除後 1日

涙 液
TGF― β受容体 (

TGF

∈理藝ユ_ TGF― β受容体 (+)
角膜実質細胞

3)切除後 5日

角膜実質細胞
TCF― β受容体 (+)

図 19 ラット角膜におけるエキシマレーザー角膜切
除後の創傷治癒過程とTGF‐β.

創傷治癒の過程の詳細については本文参照 .

ECM:細胞外基質.

ラットにエキシマレーザー角膜切除を施行 し,そ の創

傷治癒過程を組織学的に観察 した
99)。 ルイスラット角膜

に対 して COMPAK 200エ キ シマ レーザー (LASER
SIGHT Technology,Florida,米国)を用いて,角膜を 3

mm径 で 90 μmの深さで切除した。切除後 1日 では創傷
部は再生上皮で覆われておらず,2日 後には再生上皮が

覆った。上皮下に切除後 2～10日 に実質細胞細胞増殖が

みられた。切除後 5～ 10日 では実質細胞細胞増殖の周囲
の実質に細胞外基質として,フ ィプロネクチン,ラ ミニン

の発現上昇がみられた。切除後 30日 で実質細胞細胞密度

は正常へ と回復した。切除後 1日 で再生角膜上皮先端部

の TGF―βI型受容体および II型受容体の発現がみられ

なくなったが,2日 後に創傷部を覆った再生上皮では発

現がみられた (図 19)。 切除後 2～ 10日 にみられた増殖し

た実質細胞は,TGF‐βI型受容体および II型受容体を発

現していた (図 19).TGF―βは上皮および実質細胞で発

現していた。角膜上皮治癒過程で創傷部を再生上皮が覆

うまでは TGF‐β受容体の発現が低下したことは再生上

皮の遊走,増殖に TGF―βの寄与が少ないことが示され

た。実質細胞には TGF―β受容体が発現しており,上皮お

実 質

涙 液
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よび実質細胞にTGF―βの発現もみられたことから,細

胞外基質の産生は TGF―βによるのではないかと考えら

れる。TGF―βの作用を生体内で検証するために上記のモ

デルに TGF‐βに対する中和抗体 を腹腔内投与 し(50

μg/日 を術直後から5日間),投与終了直後に組織学的に

観察したところ,角膜実質の細胞増殖が抑制された結果

もこれを支持する99).

ネコ眼角膜のエキシマレーザー角膜切除をエキシマ

レーザー装置 EC 5000(NIDEK)を 用いて行ったモデル

での観察でも,角膜実質切除部位に IH,IV型 コラーゲ

ン,ラ ミニンの発現が増加し,上皮下に増殖した実質細胞

にTGF―β受容体および TGF―βの発現が増加していた。

アクチビン受容体,BMP受容体の発現は変化しなかっ

た118)。 この実験からも角膜切除部位の実質細胞の活性

化,細胞外基質産生促進に TGF―βが重要な働きをして

いると考えられた。

4。 今 後 の課 題

以上,本研究では角膜創傷治癒過程を生体モデルを用

いて,組織化学的手法を用いて機能分子としてのTGF―β

スーパーファミリーの役割について検討した。創傷治癒

過程に関わる角膜上皮細胞,活性化実質細胞にTGF―β

スーパーファミリーの受容体が発現されており,そのリ

ガンドとなる因子も涙液に存在し,角膜構成細胞から産

生:さ れている25)26)94)～ 97).TGF―βの1動 きについては,生イ本

モデルでの作用阻害実験からみて実質創傷治癒過程で実

質細胞の反応に重大な影響を与えていることが示唆され

た。今後,培養角膜上皮細胞や角膜実質由来の培養ケラト

サイ トを用いた研究 によって,2υグ′"の
レベルでの

TGF‐βの機能を分子レベルで研究することが必要であ

る100)-103).TGF―βスーパーファミリーのうち,TGF‐β以

外の因子も角膜上皮創傷治癒に関与していることがアク

チビン,BMPに対する受容体の発現パターンから示唆

される25)26)98)。 現時点では詳細は不明であるが,ア クチビ

ンの上皮の分化への関与の可能性
112),BMPの上皮―実

質の形態形成に関与 している可能性
119)が考えられる。さ

らに,血管新生の項でも述べたのと同様に,角膜創傷治癒

過程でも多くのサイ トカイン・増殖因子が相互に影響し

合ってネットワークを形成している可能性が考えられ

る02)96)100■ 20)。 このネットワークにTGF―βスーパーファ

ミリーがどのような役割をしているかを解明していくこ

とも,これからの重要な課題である。

創傷治癒過程については,上皮のみが切除された場合

の創傷治癒過程と異なり,エキシマレーザー角膜切除後

の治癒過程は上皮および実質の双方の治癒過程が平行し

て進行し,お互いに影響し合うことが考えられる。角膜実

質細胞は上皮が欠損 した状態では活性化したままとな

り,異常な結合組織の形成またはコラゲナーゼ活性化に

よる実質の破壊が起 こり得る
90)121)。 創傷治癒過程での上

皮組織欠損が起きないようにした laser tt sι
・
′z kerato―
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分子生物学

細胞生物学

疾患観察   疾患モデル
(tranSgeniC animalS,
gene targeting)

図 20 眼における分子細胞生物学的研究のス トラテ
t′
′~.

mileusis(LASIK)法 を用いると角膜混濁発生を抑制す

る.こ のことは,実質の創傷治癒過程は上皮が存在すると

きにはない場合と異なっていることが考えられる。その

メカニズムおよびTGF‐βスーパーファミリーの役割の

研究も今後の課題である。

V これからの細胞生物学

TGF‐βスーパーファミリーを軸に細胞生物学的な手

法を用いた眼研究を今回の発表では紹介した。最初にも

述べたように,我々臨床家の最終目的は疾患の治療法を

見つけ出すことである。生命現象のメカニズムの解明と

は,生理的な状態とその破綻である病態の解明を意味す

る。今回紹介したように,その研究のストラテジーとして

は図 20に示すように,分子生物学,細胞生物学,生体レベ

ルでの検討の少なくとも 3つ の研究が不可欠である。現

代の生命科学では分子生物学は細胞生物学と切っても切

れないように結びついており,必然的にこの両者は一緒

に研究することになる。さらに,生体レベルヘと研究を進

めるには 2つのルートが考えられる。

一つは,今回の研究で紹介した血管新生のメカニズム

の研究のように病態を構成する細胞を培養して,その性

質,各種の制御物質の作用を詳細に積み上げていく方法

である。これは時として不必要な情報を取り入れたり,各

因子の重要度が判断できなかったりという欠点はある

が,病態を分子レベルで理解するためには是非必要なも

のである。今後のこのルー トの課題は,細胞内シグナル伝

達経路をなるべく多くの因子について解明して,それぞ

れの相互作用,ク ロストークを分子レベルで理解し,かつ

予測できるようにすることである。これは,い うのは簡単

であるが,実行するのは極めて難しい。シヨウジヨウバエ

(fruit fly)の EGF受容体機能制御には50の経路がある

ことが推測
122)さ れた。おそらく,こ れはますます増えて

くるであろう。同様のことが各サイトカイン・増殖因子

にも当てはまることが示唆されるから,細胞生物学を単

純に積み重ねて行くだけでは目的に到達しない。生体全

体を視野に入れた研究法が必要であるのはこのような理

vivo )

生理学研究
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由による。これが第二に考えられる研究法である。今回の

研究で角膜上皮創傷治癒に用いた方法がそれである。す

なわち,生体モデルである因子のみをブロックするとど

うなるかを観察するものである。さらに,今 日ではある遺

伝子を生体全体または限られた局所で発現を制御する発

生工学的な方法 (ト ランスジェニックアニマル,ジーン

ターゲティング)が利用できる。この方法も生体レベルで

の研究であるから,種々の因子が存在 している状態であ

る因子のみを動かしている。生体ではある因子がなくな

ると,当然他の因子が作用を補うことがあり得るので,本

当にねらった因子のみが動いているという保証はない。

しかし,生体で検討できること,本当にねらった因子は確

実に動かし得ることなどから,現時点で最 も有力な研究

法であることは間違いがない。そして,細胞生物学的な研

究 と併せて行うことにより,よ り有益な情報が得られる

こととなる。

最終的には如何に基礎研究が進んでも,臨床医学の目

的はヒトにおける病気を理解し治療することである以

上,実際の病気をつぶさにみること,そ こからできるだけ

多くの情報を得ることが臨床医学にとって最終的に最も

大切なことであることには変わりがない。ここが ぐらつ

いていては如何に沢山モデルを作ってもどれが本物かを

判定できないということが起きかねない。臨床医学につ

いて,ヒ ポクラテス以来先人達のいい古した言葉である

“患者さんから学ぶ大切さ"が今回の研究からも改めて浮

き彫 りにされたと考えている。

稿を終えるに当たり,宿題報告の機会を与えて下さいまし

た日本眼科学会評議員各位,日本眼科学会会員各位ならびに,

第 101回 日本眼科学会総会長宇山昌延教授 (関西医科大学),

座長の労をお取りいただいた玉井 信教授 (東北大学)に心か
ら感謝申し上げます。本研究はこれまで御指導いただいた三

島済一名誉教授 (東京大学),増田寛次郎名誉教授 (東京大学),

新家 員教授 (東京大学)の貴重な御助言,御指導とお励まし
によるものとここに厚くお礼申し上げます。また,本研究にお

いて福田雅俊名誉教授 (琉球大学),三嶋 弘教授 (広島大学)
には貴重な御助言をいただきましたことを厚くお礼申し上げ

ます。

本研究は文部省科学研究費補助金,財団法人三共生命科学

研究振興財団の研究助成を受けたことを付記して謝意を表し

ます。
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