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要

翼状片 5例および正常結膜 4例の切除組織について

免疫組織化学的に塩基性線維芽綱胞増殖因子 (bFGF)の

局在を,ま た,れ s"“ hybridizatiOn法 によりbFGF特

異的メッセンジャーRNA(bFGFmRNA)の 局在を検討
した。翼状片,正常結膜とも トルイジンブルー染色でメタ

クロマジーを呈する肥満細胞に,bFGF免疫組織染色で

強い陽性所見が得られた。翼状片組織のメタクロマジー

陽性肥満細胞密度は,正常結膜に比較し有意に多く認め

られ,肥満細胞におけるbFGF陽性率は,翼状片 84%,正

常結膜 69%であつた。Iれ s"“ hybridiZatiOn法 での検

討から,翼状片において多くの肥満細胞にbFGFmRNA
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翼状片と肥満細胞

―翼状片の肥満細胞では塩基性線維芽細胞増殖因子の発現が充進している一
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陽性所見 が得 られ たが,正 常対 照者 の結 膜 で は,

bFGFmRNA陽 性肥満細胞はほとんど認められなかっ
た。翼状片組織では,肥満細胞の bFGF産生および保有

が完進しており,肥満細胞の bFGFが翼状片の進展に関

与している可能性があると考えられた。(日 眼会誌 102:

300-306,1998)

キーワード:翼状片,肥満細胞,塩基性線維芽細胞増殖

因子,免疫組織化学,Iん s"“ hybridiZatiOn

法
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Ahstract

growth factor (bFGF) protein immunohistochemi- bridization indicated that the bFGFmRNA is located

cally, and bFGF specific messenger RNA (bFGF- in most mast cells in pterygium specimens, but in

mRNA) by in situ hybridization in the excised tis- only a few mast cells in normal conjunctival speci-

sue of 5 cases of pterygium and 4 cases of normal mens. These resuls suggest that increased bFGF pro-

conjunctiva. Immunohistochemical staining for bFGF tein produeed and stored by mast cells in the ptery-

showed strong positive staining in metachromatic gium may contribute to its progression. (J Jpn Oph-

mast cells stained with toluidine blue in the ptery- thalmol Soc 102 :300 306' 1998)

gium and in normal conjunctival specimens. The

mean metachromatic mast cell count in pterygium Key words: Pterygium, Mast cells, Basic fibroblast

specimens was increased significantly when com- growth factor, Immunohistochemistry,

pared with normal conjunctiva. In mast cells, bFGF In situ hybridization

positive rate was 847o in pterygium specimens, and

て発見されたが,線維芽細胞のみでなく,多種にわたる細

胞の増殖促進,細胞運動,細胞分化に関与し,生体内では

血管新生や創傷治癒に深く関わっていることが知られて

いる1)2).組織学的に線維芽細胞の増殖,膠原線維,類弾性
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I緒  言

塩基性線維芽細胞増殖因子(basic fibroblast grOWth

factor,bFGF)は 線維芽細胞の増殖を促進する因子とし
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線維の蓄積および著明な血管侵入をみる
3)1)翼
状片の発

生,進展において bFGFが関与 している可能性が高いと

考えられる。一方,翼状片組織には正常結膜に比較し肥満

細胞密度が明らかに高いことが報告
5)さ
れている。従来 ,

この肥満細胞とbFGFと の関係について,肥満細胞由来

のヘパリンがヘパリン結合性増殖因子である bFGFと

の結合を介 して関与すると考えられてきた
。)')が
,最近肥

満細胞が bFGFを 直接産生 ,貯蔵することが報告詢`11)さ

れ注目されている。今回,翼状片と正常結模において,免

疫組織化学的に bFGFタ ンパクの局在を,ま た,れ sjια

hybridization法 に よ りbFGFメ ッセ ン ジ ャー RNA
(bFGFmRNA)の局在を検討 した。また,bFGF陽性細胞
および bFGFmRNA陽性細胞 と肥満細胞 との関係につ
いて検討 し,興味ある知見が得 られたのでここに報告す

る.

II 実 1験 方 法

1.対  象
平成 8年 7月 から平成 9年 4月 までに,防衛医科大学

校病院で切除された翼状片 5例 ,年齢 55.0± 7.97(平 均

値±標準偏差)歳 ,お よび他の内眼手術の結膜切開部から

切除された 2× 3mmの 鼻側輪部付近正常結膜 4例 ,年齢
62.5± 13.2歳 を対象とした。正常結膜の採取は,術前に

本研究に対する説明の上,同意が得られた患者に対して

施行されたものである。

2.組織切片の作製

切除された組織を4℃ のザンボニ固定液で一晩固定後

OCT compound・ (Miles)に 包埋 し,急速凍結 した.5μm
の凍結薄切切片を作製し,以下に示す方法で免疫組織化

学的検索および jれ s″′α hybridization法 で検討した。組

織片の作製に当たって,固定前に標本を十分伸展し,病変

の先端部から基底部まで観察できるように中央部を長軸

に沿って細切した。

3.免疫組織化学的検討

薄切切片をメタノールに溶解した0.3%過酸化水素溶

液に 30分間浸漬させ,内 因性ペルオキシダーゼを除去

後,一次抗体としてlμノmlの抗ヒトbFGFモ ノクロー

ナル抗体(和光),および陰性対照としてl μg/mlのマウ

ス IgG l(DAKO)を 4℃ で一晩反応させ,Labelled Strep―

tavidin Biotin法 (ヒス トファインSAB― PO(M)キ ットに,
ニチレイ)に より免疫組織化学染色を行った。発色を 3‐

amino‐ 9‐ ethylcarbazole(AEC)で 行い,光学顕微鏡を用

いて赤色に染色された陽性細胞 (bFGF陽性細胞)の分布

を観察 した,続いて,組織切片を写真撮影後メタノールに

浸漬させ,AECを 完全に溶解 ];ι色 し,同一切片を0.5N

塩酸に溶解 した 1%ト ルイジンブルー2)で 10分 間染色

し,再び写真撮影した。200倍に拡大した bFGF免疫組織

化学染色後,お よび トルイジンブルー染色後両者のカ

ラー写真 を比較することで,切 片全範囲に認められる
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bFGF陽性細胞数 ,ト ルイジンブルー染色で赤紫色にメ

タクロマジーした細胞 (メ タクロマジー陽性細胞)数 ,お

よび bFGF陽性かつメタクロマジー |`易性細胞数を計測

した。また,明 らかな凝血塊および正常角膜部分を除いた

上皮下組織の面積を画像解析ソフ ト(NIH image“ )を 用

いて計測し,メ タクロマジー陽性細胞密度を計算した .

4.IИ)sj′1し hybridization法

プローブとして Reedら 8)13)の 報告と同様の合成オリゴ

ヌクレオチ ド(5LAGCCAGGTAACGGTTAGCACACA‐
CTCC-3':ヒ トbFGFmRNA 692～718に 相補的なアン

チセンス鎖,お よび陰性対照としてセンス鎖)に ジゴキシ

ゲニンをテーリングしたものを用いた。ジゴキシゲニン

のテーリングはDIG oligonucleotide tailing kitO(BOeh―

ringer Mannheinl)を 用いて digoxigenin-labeled deoxy―

uridine― triphosphate/deoxyadenosine― triphosphate(1)IG―

dUTP/dATP)法 で行 った。l μg/mlの プローブ,25%ホ
ル ム ア ミ ド,1× Denhardt溶 液 ,4× saline‐ sodium cit―
rate burer(SSC),10%(W/V)硫 酸デキス トラン,サ ケ精

子 DNA 10 mg/mlを 含む hybridization溶 液で 37℃ 一

晩ハイブリダイズした.その後,標本を最終的に O。 25×

SSC,37℃ で洗浄した.500倍 アルカリフォスファターゼ

標識抗ジゴキシゲニン抗体 (Boehringer Mannheim)と

室温で 2時間反応後,内因性アルカリフォスファターゼ

活性阻害のため,0.2 mM levamizolを 含んだ nitrOblue

tetrazolium salt/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phos―

phate(NBT/BCIP)溶
,ィ拠で青色に発色させた.ま た,連続

切片を0.5N塩酸に溶解した1%ト ルイジンブルー12)で

10分間染色し,メ タクロマジー陽性細胞と比較した.

III 結  果

1.免疫組織化学的検討

1)bFGFタ ンパクの局在

翼状片先端部に近接する角膜上皮細胞層,お よびボウ

マン膜に明らかな bFGF陽性所見は認められなかった

(図 la).翼状片,正常結膜とも上皮細胞層にびまん性の

弱い陽性所見が得 られた。上皮下組織には,翼状片,正常

結膜とも細胞質に強い陽性所見を認める細胞が散在して

いた.こ の細胞以外に,形態的に血管内皮細胞および線維

芽細胞と考えられる一部の細胞に弱い陽性所見が認めら

れた (図 la,b,2).陰性対照では明 らかな染色を認めな

かった .

2)bFGF陽性細胞およびメタクロマジー陽性細胞の
比較

連続二重染色の結果から,翼状片,正常結膜ともに上皮

下に散在する bFGF陽性細胞の多 くはメタクロマジー

陽性であり,肥満細胞と考えられた。bFGF陽性細胞中メ

タクロマジー陽性肥満細胞である割合は翼状片に高かっ

た (表 1)。 また,メ タクロマジー陽性の肥満細胞の多くは

bFGF陽性であったが,明 らかな陽性所見を呈さない細
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図 1 翼状片の塩基性線維芽細胞増殖因子 (bFGF)免疫組織染色像 .
a:先端部.角膜 L皮細胞層 (矢印),ボウマン膜 (BM)は染色されていない。翼状片上皮細胞層 (失 じり)は びま
ん性に弱く染色されている。症例は 50歳女性.バーは 200 μm
b:体部.L皮細胞層はびまん性に染色されている.上皮 下組織には細胞質が強 く染色される細胞 (矢印)が散
在している.形態的に,血管内皮細胞,線維芽細胞と考えられる一部の細胞も染色されている。症例は 50歳女

`性 .バーは 200 μm

図 2 正常結膜の bFGF免疫組織染色像.
上皮下組織に細胞質が強く染色される細胞 (矢印)が少数認められる。症例は 59歳男性.バーは 200 μm
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図 3 翼状片体部の bFGF免疫組織染色および トルイジンブルーニ重染色の組織像 .
a:bFGF免疫染色,b:ト ルイジンブルー染色.両者とも陽性の細胞 (矢印)の他に,ト ルイジンブルー染色ではメタクロマジー
陽性だが,bFGF免 疫染色で明らかな陽性を示さない細胞 (矢 じり)も 認められる.症例は 62歳女性.バーは 100 μm
図 4 1翼状片体部のじれs″

“
hybridizatiOn法 による bFGFメ ッセンジャー RNA(bFGFmRNA)の 局在 .

a,b:連続切片でのアンチセンスプローブ(a),陰性対照としてセンスプローブ (b)を 用いたι7ι sじια hybridizatiOn法での染色結
果.位置関係から同 ・細胞と考えられる細胞 (失 じり)が,aでは紫色に染色されているが,bでは明らかな染色が認められない。
c,d:連続切片でのれ sじι

“
hybridizatiOn法および トルイジンブルー染色結果.cでは,11皮細胞層の不規則な陽性所見および上

皮 ド組織に陽性細胞の散在が認められる。失印の細胞は,位置関係から同一細胞と考えられ,bFGFmRNA陽 性細胞はトルイジ
ンブルーでメタクロマジーする肥満細胞と考えられる。症例は 51歳男性.a～ d:バーは 100 μm
図 5 正常結膜のじれs"“ hybridizatiOn法 による bFGFmRNAの 局在 .
a:Iれ sjια hybridization法.b:aの と連続切片を トルイジンブルー染色したもの.矢 じりの細胞は同一細胞と考えられるが,翼_
状片症例に比較しじれs,ια hybridization法での染色強度は弱い.症例は 46歳女性.バーは 100 μm
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表 1 塩基性線維芽綱胞増殖因子 (bFGF)陽性細胞中メ
タクロマジー陽性細胞の割合 (%)

翼状片 82.7 + 6.03_l

p <0.05

65.5!14.71

H限会誌 102巻  5ケ

サイトカインが注目されている07)。 最近,このサイトカイ

ンの 一つとして bFGFが肺,皮膚,関節の滑膜における

肥満細胞で直接産生され,ま た,肥満細胞が bFGFを 貯

蔵する主要な細胞であることが報告
8卜 11'さ れた。bFGFは

分泌のためのシグナル配列を持たず,その細胞外への放

出メカニズムは明らかではなかったが
1)2),肥
満細胞にお

いては脱顆粒とともに bFGFが細胞外へ放出される機

序が推定されている
8)1°

'11).肥満細胞」)ι顆粒に伴い細胞外

へ放出された bFGFは ,その強い線維茅細胞増殖作用や

血管新生作用により,線維化を伴う慢性炎症や血管新生

に深く関与するものと考えられる。これまで眼表面組織

においては,角膜上皮,実質,内皮細胞,結膜上皮細胞,結

膜上皮下線維芽細胞,血管内皮細胞にbFGFの 発現が報

告 ")｀
18)さ れているが,最近 Powersら

19に より,翼状片組

織のほとんどの肥満細胞が免疫組織化学的に bFGFを

発現していることが報告された。今回の検討では,従来の

報告同様に結膜上皮細胞,一部の線維芽細胞および血管

内皮細胞にbFGFの局在が認められ,POwersら り'の報告

と同様に翼状片組織の bFGF陽性細胞の多くはメタク

ロマジー陽性であり,肥満細胞と考えられた。また,今回

の検討では,翼状片組織に加え正常結膜組織においても,

bFGF陽性細胞の 65%以上は肥満細胞であり,翼状片お

よび正常結膜組織 ともに肥満細胞は bFGFの 主要な貯

蔵源であることが確認された.肥満細胞の bFGF産生 ,

貯蔵能には組織特異性がなく,生体内で共通に,正常組織

の維持や病的状態時の bFGF供給源 としての役割を

持っているのかも知れない。

肥満細胞は多種のサイトカインを合成,貯蔵するが,す

べてのサイトカインを同じように保有しているのではな

く,組織や病態により異なっていることが知られてい

る20).肥満細胞の bFGF陽性率について,正常肺,皮膚組

織でも多数の肥満細胞はbFGF陽 性であるが,肺線維

症,皮膚血管腫においては正常組織より多くの肥満細胞

に bFGFが陽性であったと報告Ю)さ れている.翼状片に

おいて,肥満細胞の bFGF陽性率は正常結膜より高く認

められた.ま た,正常結膜では,ほ とんどの肥満細胞に明

らかなbFGFmRNA陽性所見を認めなかったが,翼状片
では多くの肥満細胞にはっきりとしたbFGFmRNA陽
性 所 見が認 め られ た。L sjtt hybridization法 で は

mRNAの複写数により得られる信号強度が変化し,放射
性標識プローブを用いた場合に定量が可能とされる・

).

今回は免疫学的検出をしているため,染色強度か ら

mRNA量 の比 較 は で きないが,翼 状 片 にお い て
bFGFmRNA陽性肥満細胞が多く認められたのは,検出
感度を超えた bFGFmRNA量 を持つ肥満細胞が多いた
めと考えられる。これらの結果から,翼状片組織において

は,正常結膜組織に比較し肥満細胞の bFGF保 有率が高

いのみでなく,bFGF産 生も充進しており,何 らかの刺激

により肥満細胞が活性化されていることが推測される。

||:常結膜

t検定,平均値士標準価差

表 2 メタクロマジー陽性細胞密度およびメタクロマジー陽
性細胞中 bFGF陽性の割合

メタクロマジー

陽性細胞密度
(個 /mm」 )

bFG「 陽性率
(%)

翼‖犬片

正常結膜

45.5 r 10.8_l
p < 0.001

n.3r4.67-)

84.4± 5.45¬

pく(0.05
|

68.8± 11.1-」

t検定,｀「 均値
±標準偏差

胞も認められた (図 3a,b).メ タクロマジー陽性肥満細

胞中,bFGF陽性である割合は有意に翼状片に高 く,ま た

翼状片組織のメタクロマジー陽性細胞密度は正常結膜に

比較し有意に高かった (表 2).

2.Ls彦
“
hybridization法 による検討

翼状片組織において,症例により染色性に差はあるも

のの,検討した 5例すべてに上皮下に散在する細胞の細

胞質に陰性対照ではみられない濃い青色の染色が認めら

れ,bFGFmRNA陽 性と考えられた (図 4a,b).連 続切片
での検討から多 くのメタクロマジー陽性の肥満細胞が

bFGFmRNA陽 性 と考えられた (図 4c,d).正 常結膜の
ほとんどの肥満細胞は,陰性対照と比較し明らかな染色

を認めなかったが,4例 中 2例 の一部の肥満細胞に淡い

染色が得 られ,bFGFmRNA陽 性が疑われた (図 5a,b).

しかし,翼状片にみた明らかな陽性所見を呈する細胞は

認められなかった。また,翼状片および正常結膜上皮細胞

の一部にもbFGFmRNA陽 性所見が認め られたが,症
例,部位により染色性は異なり,一定の傾向は認められな

かった (図 4c,5a).

IV考  按

肥満細胞はアレルギー性炎症反応を引き起こす主要な

細胞の一つであるが,創傷治癒や線維化を伴う慢性炎症

ばかりでなく,正常組織や病的状態における血管新生に

も深く関与すると考えられている
°η.組織学的に線維芽

細胞の増生,リ ンパ球 。形質細胞などの炎症細胞浸潤や

著明な血管侵人を認める翼状片組織
3,1)で は,肥満細胞密

度は正常結膜に比較し明らかに高く
ら
'1肥満細胞が翼状片

の発生,進展に関与している可能性が高い。これらの慢性

炎症や線維化,血管新生における肥満細胞の役割は完全

には解明されていないが,肥満細胞に山来する数多くの

ケミカルメディエータが関与するとされ,その中でも腫

瘍壊死因子α(TNF‐α)や インターロイキン(ILs)な どの
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肥満細胞の bFGF産 生を促進する因子は明らかでな
いが,翼状片では先端部上皮 ドの線維芽細胞に stem cell

factor(SCF)が 異常発現 してお り,こ れが翼状片組織の

肥満細胞集積の要因 となる可能性 を報告
5)し
た。この

SCFは ,肥満細胞の遊走 ,増殖促進効果のみでなく,TNF―

αや ILsな どのサイトカインを含む各種ケ ミカルメディ

エータの合成促進や放出刺激作用を持つとされる
2)。 こ

れらのサイトカインに加えて,SCFが肥満細胞の bFGF
産生を刺激する口I能性は高く,翼状片において,先端部に

異常発現 した SCFが肥満細胞の集積のみでなく,bFGF
産生,放出を刺激する因子となっている可能性がある。

翼状片の拡大・進展要因として,紫外線などの刺激に

より角膜上皮細胞が障害され,輪部角膜上皮下への線維

芽細胞浸潤を誘発し,こ れをきっかけに翼状片が進展 し

てい くとの仮説
〕詢がある.角 膜 上皮細胞 に存在する

bFGFは外傷により細胞質から漏出しボウマン膜へ沈着
するとの報告

2'も
あ り,翼状片先端部付近の角膜上皮や

ボウマン膜に bFGFの 集積が確認されるのであれば,翼
状片進展の要因として興味深いと考える.しかし,今回の

検討からは,翼状片先端部角膜上皮,ボウマン膜への明ら

かな bFGF陽性所見は得 られなかった。翼状片の切除時
に紫外線などの刺激を受けていたとは限らないが,こ の

結果からは,角膜上皮下に線維芽細胞が浸潤 していく直

接の要因として,bFGFの関与は明らかではない。この要

因の解明には,今後他の因子を含めた検討が必要と思わ

れる。

翼状片の進展には,多 くのサイトカインをはじめとす

るケミカルメディエータが複雑に関与していると推測さ

れ,単一の要因で説明可能なものではないと考えられる。

今回の検討から,翼状片組織では正常結膜に比較 し肥満

細胞密度が高いのみでな く,その bFGF保有率,産生能
が充進 していることが明らかになった。bFGFは ,その生
理活性からも翼状片にみられる組織学的変化の形成に深

く関与 しており,翼状片進展の 一要因であると推測され

た。

本論文の要旨は第101回 日本眼科学会総会 (平成 9年 5月 ,

京都)で発表した.
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