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眼の発生分化にともなう線維芽細胞増殖因子

レセプター遺伝子発現

第 1報 FGFレ セプター 1遺伝子の発現パターンについて

大 内 淑 代

岡山大学医学部眼科学教室

要  約

ニワ トリ胚の眼の発生分化にともなう線維芽細胞増殖因子 (FGF)の標的細胞 を同定する目的で,ふ卵 1日

より5.5日 のニワトリ胚 を用いて,FGFレ セプター 1(FGFR l)遺 伝子の発現時期 と部位 をれ s″
“

hybridi‐

zation法 により検討 した。ふ卵 1日 ,1.5日 においては胚全体に一様に発現 していたが,ふ卵 2.5日 になると

頭部では,眼杯,水晶体胞,眼杯周囲の間葉組織,間脳の神経上皮に局在がみられた。ふ卵 3.5日 になると,

眼杯内層における発現に局在がみられるようになり,水晶体側の眼杯内層に強い発現がみられた。FGFR l遺

伝子の発現が,ニ ワ トリの眼の形態形成,特に前後軸の決定に関与 していることが示唆 された.(日 眼会誌

97: 304-309, 1993)
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Abstract

To reveal the expression pattern of fibroblast growth factor receptor 1 (FGFRI) gene during
chick eye development, in sitzhybridization was performed on sections of chick embryo from stage 8

to 28. At stage 8 and 10, transcripts of FGFR1 were observed over the whole embryo and they were

located at the optic cup, the lens vesicle, the orbital mesenchyme and the neuroepithelium of the

diencephalon at stage 17. In the inner layer of the optic cup at stage 21, the expression was restricted
to the anterior portion. It was suggested that FGFR1 expression was involved in chick eye develop-

ment, especially in determination of anterior-posterior axis of the eye. (J Jpn Ophthalmol Soc 97 :304

-309, 1993)
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I緒  言

近年,細胞成長因子は動物の形態形成に直接関与す

る重要な因子 と考えられている。なかでも,■broblast

grOwth factor(FGF)と transfornling growth factor

type β (TGF―β)フ ァミリーとは, カエル, ニフトリ

胚において中胚葉および神経誘導に関与することが知

られ形態形成に果たす役割が大きいとされている1).

眼においても,例えばニフトリの培養網膜色素上皮細

胞は,培養条件により神経網膜の細胞にも水晶体上皮

細胞にも分化転換するが,いずれの現象にもbasic

FGF(bFGF)が 必要であることが報告されている2)～ 4)。

筆者は,眼 の形態形成に もbFGFな どFGFフ ァ ミ

リーが関与 して いると考 え,ニ フ トリ胚を用 い て

bFGFの 発現を グπ stt hybridization(ISH)法 ンこより

検討したが,胚全体に弱く一様に発現しており特徴的

なパターンを見出す ことはできなかった。そこで今回

は,FGFの 標的細胞を同定す る 目的で FGFレ セ ブ

ター (以下,FGFR)に焦点を当てた。

FGFRは ,細胞内にチロシンキナーゼ領域をもつ レ

セプターで,こ れまでに哺乳類では 4種 6),ニ ワトリで

は 3種 のサブタイプ,FGFR l,FGFR 2,FGFR 3の

存在が知 られている6)7)。 まず FGFR lの眼発生分化に

おける遺伝子発現の時期と部位を, ニワトリ胚を用い

て ISH法により検討した.

II 実験方法

1.リ ボプローブの調製

リボプローブの鋳型となる FGFR lの相補的 DNA
(以下,cDNA)断片は,ニ フトリ3日 胚 cDNAラ イブ

ラリー (川 崎医科大学,濃 野勉博士 より供与)か ら

polymerase chain reaction(PCR)法 を用いて得た .

異なったサブタイプの FGFR cDNAを 得ることがで

きるように, 3種の FGFR cDNAに 相同性の高いキ

ナーゼ部分を増幅するような混合プライマーを用い
,

上記ライブラリーをスクリーニングした(図 1).PCR
産物 419塩基対を pGEM 7① (Promega社 )ベ クター

に挿入し dideoxy‐ chain termination法 により塩基配

列を決定 し,FGFR l,FGFR 2,FGFR 3の cDNAで
あることを確認 した。このうち FGFR lcDNAを 鋳型

にして RNA合 成酵素 (SP 6, T7RNA polymerase)

により[α _35S]UTP(37× 103 GBq/mmol,Amersham

社,SJ 263)を 用いてセンス,ア ンチセンスRNAを常

法8)に より合成 した。合成 RNAは アルカリ加水分解
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図 l FGFRcDNAの キナーゼ領域の一部を増幅す

るような混合プライマー.

により約 150塩基とし, プローブとして用いた。

2.ISⅡ 法

対象は, ニワトリ (white leghorn)ふ 卵 1日 ,1.5

日,2.5日 ,3.5日 , 4日 ,5.5日胚を用いた。

各胚は 4%パ ラホルムアルデヒドで 4℃ で 3時間固

定後, リン酸緩衝生理食塩水 (0.9%塩化ナ トリウム
,

10 mMリ ン酸ナ トリウム,pH 7.4,以下,PBS(― ))

で洗浄,エ タノール系列で脱水,キ シレン透徹,パ ラ

フィン包埋 した。ポ リリジン(p01y‐ L‐ lysine,500 μg/

ml,Sigma社 ,P1524)を 塗布 したスライ ドグラス上

に 5μm厚の切片を作製 し,脱パラフィンした。PBS

(― )で洗浄, グリシン (2 mg/ml)で クエンチし,0.1

Mト リエ タノールア ミン中で 0.25%(v/v)無 水酢酸

処理をした。2× SSC(0.3M塩 化ナ トリウム,0.03M
クエン酸三ナ トリウム)で洗浄 し,プ レハイブ リダイ

ゼーシ ョン(50%ホ ルムア ミド,2× SSC,10 mM dith‐

iothreitol(DTT),50℃ , 1時 間)を行った。前述 し

た リボプローブ (0.lμg RNA/ml)で ,50℃ で 16時

間ハイブリダイゼーション (2× SSC,10mM DTT,
lμ g/μ l yeast transfer RNA, lμ g/μ l sonicated

salmon sperm DNA,lμ g/μ l牛血清アルブミン,10%

dextran sulfate,50%ホ ルムア ミド)を行った。洗浄

(2× SSC, 10mM DTT,50%ホ ルムア ミド,50℃ )

後,NTE(0.5M塩 化ナ トリウム, 10 mMト リス塩

酸 (pH 8.0),lmMエ チレジア ミン四酢酸)中 ,37℃
で RNA分解酵素 (RNase A(20 μg/ml))処 理を行っ

た.洗浄 (0.1× SSC,10 mM DTT,50°C),脱水後 ,

乳剤 (Kodak社,NTB2)を塗布し4℃ で 2週間オー

トラジオグラフィーした。現像,ヘ マ トキシ リンーエ

オジン染色後,暗視野,明視野で検鏡した。

III 結  果

すべての切片においてセンスプローブによる ISH

を対照実験 として行ったが,有意なシグナルは検出さ

れなかった。よって以下アンチセンスプローブによる

結果のみ供覧する。また,今回用いた FGFR lプ ロー

アミノ酸配列

→5'プ ライマー

アミノ酸配列

→3'プ ライマー

EMEMMK
GA(AG)ATGGA(AG)ATGATGAA
KⅥ″MAPE
TC(AGCT)GG(AGCT)GCCATCCA
(CT)TT
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表 1 ニワトリ胚の眼の発生 (文献9)10)に よる)

ふ卵日数(時間)
Hamburger & Hamilton

. stage 眼 の 発 生

約 1 日(23-30)

約 1.5日 (29-38)

約 2 日(43-52)

(48-56)

約 2.5日 (52-64)

約 3.5日

8+
10

14+

第一次眼胞が形成される

眼柄が認められる

水晶体胞が形成される,眼杯が形成され
始める

水品体胞が表皮外胚葉より分離する,視
室がはぼ消失する

眼杯が完成する

眼杯外層に色素が出現する

16

17

21-23

ブは他の FGFR cDNAと クロスハイブリダイズしな

いことを確認 した。

ニフトリ胚のふ卵 日数と眼の発生の関係について ,

表 1に まとめた9)10)。 ここに示 したように限の発生は

胚発生のきわめて早期より開始され,ニ フトリ胚では

ふ卵約 3.5日 までに眼のおおまかな構造が形成 され

る。ふ卵 1日 で第一次眼胞が形成 され,ふ卵 1.5日 で

眼柄 が認 め られ るよ うに な る。両 時期 にお いて

FGFR l遺伝子は,胚全体に一様に弱 く発現する傾向

にあったが局在性は認められなかった。

ふ卵 2.5日 になると (図 2)頭部では,間脳の神経

上皮,眼杯周囲の間葉組織,眼杯の外層,内層の将来

それぞれ神経網膜,網膜色素上皮 (以下,RPE)と な

る細胞,水晶体胞に多くの発現を認めた。図 2には上

図2 ふ卵約 2.5日 のニワトリ胚横断面 (左 :明視野,HE染色 右 :暗視野)。

暗視野において,眼杯 (OC),水 晶体胞 (L),眼杯周囲の間葉細胞 (M),間脳の神

経上皮 (D)に 白い銀粒子が集積しておりFGFRl mRNAの 存在を示している。

×50(OT:耳胞,MY:髄脳,LMi下顎弓,UM:上顎突起)
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シ ョンの銀粒子とは混同されやすいが,明視野強拡大

で検鏡すれば識別可能である。ふ卵 3.5日 では(図 3),

頭部間葉組織において,ふ卵 2.5日 に比べ発現が腹側

に移動 しており,眼杯の腹側の間葉組織,上顎突起 ,

500μm

図3 ふ卵約 3.5日 のニワトリ胚横断面 (左 :明視野,HE染色 右 :暗視野).

眼杯内層において水晶体側により強い発現を認める。ふ卵 2.5日 と比べ,頭部間葉

組織における発現が腹側に移動している.× 20

図4 ふ卵約4日 のニワトリ胚頭部横断面 (左 :明視野,HE染色 右 :暗視野).

眼周囲と上顎突起 (UM)に強い発現を認める.暗視野での網膜色素上皮 (RPE)の 白い粒子は色

素顆粒による粒子である。×20

顎突起,下顎弓,耳胞,髄脳 も示 されているが, これ

らの部位には発現が少なかった。

ふ卵 3.5日 頃より眼杯外層に色素が出現し始め,ふ

卵 4日 以降は,暗視野では色素 と′ヽイブ リダイゼー

,ヽ
lt:‐、1
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下顎弓に発現が見られた.眼杯外層,内 層,水晶体の

細胞にはひき続き発現を認め,眼杯内層においては
,

視神経側より水晶体側に銀粒子の集積を顕著に認め

た .

ふ卵 4日 (図 4)では,眼杯内層の水晶体側におけ

る局在がより顕著になり,頭部間葉組織においては眼

周囲,上顎突起に局在がみられた。

ふ卵 5.5日 では,水晶体側の眼杯内層には FGFR l

遺伝子の発現を認めたが,視神経側になるに従い発現

がほとんどみられなくなった.頭部間葉組織において

は,眼周囲に弱い発現がみられた .

IV考  按

1. FGFRの リカ・ンドについて

現在までに FGFフ ァミリーは 7種,FGFRは哺乳

類では 4種 5),ニ フトリでは 3種 6)7)存在することが知

られている。 リガン ドであるFGFと FGFRと の対応

は一対一ではなく,一種の FGFRは 複数の FGFと 結

合することが明らかにされている。FGFR lは少なく

ともbFGF, acidic FGF(aFGF), FGF4に結合しう

ることが報告されてお り5),こ れいの FGFフ ァミリー

が眼の発生分化に関与 していることが示唆された。

2.眼発生における FGFの標的細胞 について

胚発生における FGFR l遺伝子の発現パターンに

ついて, Heuerら 10は ニワトリ胚を用いて,Wanaka
ら12)は ラット胚を用いて研究 している。両者 とも,

FGFR l遺伝子が発生途上の神経系に広 く発現 してい

ることを報告している。特に Heuerら は眼の網膜につ

いて詳細な検討を行っているが,他の眼組織における

FGFR l遺伝子の発現パターンについては詳細に検討

されていない。そこで筆者は,網膜以外の眼組織にお

いても FGFR l遺 伝子の発現パターンを詳細に検討

した。その結果,神経網膜,RPE,水晶体における発

現は彼らの結果と一致 していた。 ところが,彼 らは着

日していなかったが,FGFR l遺 伝子は眼周囲の間葉

組織にも強く発現していた。また,その発現部位の変

移を検討してみると非常に複雑で,初期には背側の頭

部間葉組織にびまん性に発現していたが,そ の後,発
現が腹側に移動 し顎部の間葉組織に も発現がみ られ

た。更に発生が進むと,眼周囲や顎部の突起に発現が

局在 していた。以上の結果よりFGFR lお よびその リ

ガン ドは, ニワトリ胚の眼において,将来神経網膜 ,

RPE,水晶体となる組織だけでなく中胚葉や神経堤由

来の眼組織や顔面の形態形成に関与 していることが推
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察される。 したがって眼発生期の FGFフ ァミリーの

標的細胞は,神経外胚葉,表皮外胚葉,中胚葉,神経

堤由来の細胞であることが明らかになった。

3.眼の発生分化におけるFGF,FGFRの役割につ

いて

ふ卵 3.5日 よ り眼杯内層における FGFR l遺 伝子

の発現が一様でなくなり,水晶体側により顕著な発現

がみられた。発生がすすむに従い,水晶体にいちばん

近い眼杯内層からは虹彩毛様体上皮が分化し,他の大

部分の眼杯内層から分化する神経網膜においても視細

胞の構成など前眼部 (水晶体側)網膜 と後極部 (視神

経側)網膜 とでは性質を異にするようになる。このよ

うな “位置"に よる細胞の分化の違いは位置情報 とい

う概念で解釈 されている13).位置情報は,3次元座標 と

して細胞に与えられ,背腹軸,前後軸,遠近軸 (眼球

の場合,放射軸)の 3軸によって決定されるとされて

いる13).水晶体側か,視神経側かによる眼杯内層の分化

の違いは,鼻・側頭軸 (前後軸)にそった細胞の分化

様式の違いととらえることができ,網膜ではこの前後

軸が初めに決定 される14)。

今回の筆者の結果より,ニ ワ

トリ胚ではふ卵 3.5日 で眼杯内層の前後軸が決定され

始め,FGFR lの リガン ド,す なわ ち少 な くと も

bFGF,aFGFや FGF4が この前後軸の決定に関与 し

ているのではないかと考えられる。FGFR l遺 伝子の

眼杯内層における発現について,Heuerら n)は ふ卵 4

日より水晶体側に発現が局在 して くると述べている。

その理由について,後極部網膜から分化が始まり,未
成熟な周辺部網膜ほど後期まで細胞増殖 しているた

め,FGFR l遺 伝子発現が後期まで残存すると考察 し

ている。FGFの機能 として,細胞増殖の調節という側

面はいうまでもな く重要であるが,未分化な細胞に位

置情報をあたえる因子である可能性 も示唆される。

ところで,今回の結果 よ リニ ワ トリ胚の RPEに
FGFR lが 発現 していることが示 され,RPEの 神経網

膜や水晶体への分化転換に際 して,bFGFが RPE上
の FGFR lに作用 していることが推察される。しかし

ながら,FGFR 2も bFGFと 高親和性で結合すること

が 知 られ5),FGFR 2が RPEに 存 在 す る な らば

FGFR 2を 介する作用であることも考 えられる。最近

Guinemotら 15)は ,aFGFが bFGFよ り強力にRPEに

網膜特異抗原 の発現を誘導す る と報告 してお り,

aFGFも FGFR lに作用している可能性がある.も っ

とも,aFGFの レセプターには FGFR l以外に角化細

胞増殖因子 レセプター (keratinOCyte grOWth faCtOr
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receptor, KGFR)お よび FGFR 4が あ り5), これ らの

FGFRサ ブタイプの RPEに おける発現の有無 も検討

する必要がある.
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部口腔生化学教室谷口茂彦教授および西川 清大学院生 ,

同歯科麻酔室小山英樹助手,同第二保存学教室明貝文夫大

学院生,川崎医科大学薬理学教室濃野 勉助手に御礼申し

上げます。

本論文の要旨は第 8回国際眼研究会議 日本部会で発表 し

た。
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