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ニワトリ胚網膜色素上皮に発現する線維芽細胞増殖因子レセプター遺伝子

―第 1報 Reverse transcriptiOn pOlymerase ch」 n reaction(RT― PCR)法 による検討―
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要

線維芽細胞増殖因子 (FGF)の網膜色素上皮に対する

作用を解明する目的でニワ トリふ卵 7.5日 胚 を用いて
,

網膜色素上皮に発現する FGFレ セプター (FGFR)遺伝

子のサ :ブ

｀
タイフ

°
をreverse transcription poly:merase

chain reaction(RT‐ PCR),去 により彰と討 した。 ニワ ト

リ胚網膜色素上皮か ら得 られた RNAか らチロシンキ

ナーゼ領域の相補的 DNA(cDNA)を 増幅 し,塩基配列

を決定 したところ3つ の異なったクローンを得た。 1ク

ローン は cek 2(FGFR 3), 1ク ローン は cek 3(FG‐

FR 2)の cDNAの一部であった.他の 1ク ローンは今 ま

での報 告 にはない未 知 の遺伝子 で,chick pigment

epitheliuln derived FGFR(CPE‐ FGFR)と 命名 した。
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CPE‐ FGFRは既矢口の FGFR遺イ云子 とア ミノ酸 レベル

で 70%以上の相同性 を有 し,新 しい FGFRで あると考

えた.ニ ワ トリふ卵 7.5日 胚網膜色素上皮には少な くと

も3種類の FGFR遺伝子が発現 していた。網膜色素上皮

において,FGFは 複数のサブタイプの FGFRを介 して

作 用 してい る こ とが示唆 され た。 (日 眼会誌 98:

625-629, 1994)

キーワー ド:FGFレ セプター,Reverse transcriptiOn

polylnerase chain reaction, 網月莫色,素|_L
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Abstract
To characterize the mechanism by which retinal one, named chick pigment epithelium derived FGFR

pigment epithelial cells (RPE) respond to fibroblast (CPE-FGFR), has not been previously identified.
growth factors (FGFs), reverse transcription The deduced amino acid sequence of CPE-FGFR is

polymerase chain reaction (RT-PCR) was perfor- more than 70(% identical with each preyiously char-
med on 7.5-day chick embryonic RPE. We amplified acterized FGFR. It appears that the effect of FGFs

and cloned tyrosine kinase related sequences from on difrerentiation of RPE are mediated by several

chick embryonic RPE messenger RNA and charac- types of FGFRs. (J Jpn Ophthalmol Soc 98 :625

terized the partial complementary DNA (cDNA) bV -629, 1994)

nucleic acid sequencing. Three difrerent FGF
receptor (FGFR) genes were found to be expressed in Key words : FGF receptor, Reverse transcription
7.5-day chick embryonic RPE; two of them were polymerase chain reaction, Retinal
cek 2 (FGFR3) and cek 3 (FGFR2), and the third pigment epithelium, Chick embryo

別刷請求先 :700 岡山県岡山市鹿田町 2-5-1 岡山大学医学部眼科学教室 藤原 美樹

(平成 5年 12月 21日 受付,平成 6年 3月 2日 改訂受理)

Reprint requests to: 1ヽlki Fuliwara,卜4.D. Departinent of Ophthahnology,Okayaina University卜 ledical School

2-5-l Shikata‐ cho,(E)kayarna‐shi,(3)kayarna‐ ken 700,Japan

(:Received iDecember 21,1993 and accepted in revised formヽ 4arch 2,1994)



626

I緒  言

線維芽細胞増殖因子(nbroblast growth factor,FGF)

は,血管新生,創傷治癒,腫瘍化,形態形成など生物の

様々な側面に関わる重要な因子として知られている。眼

科臨床領域でも,増殖糖尿病網膜症や増殖硝子体網膜症

において,FGFが増殖膜や新生血管周囲の間葉組織,線

維芽細胞,網膜色素上皮由来の細胞に強く局在すること

が確かめられ,増殖糖尿病網膜症や増殖硝子体網膜症の

発症において,FGFの 網膜色素上皮への関与が示唆され

ている1)2)。 _方,ニ フトリ胚では,培養網膜色素上皮が

basic FGF(bFGF)の 存在下で,水晶体細胞や神経網膜

へ分化転換することが知られている3)4)。

このように,眼においてFGFは網膜色素上皮に存在

するFGFレ セプター (FGFR)を介して眼内に増殖性変

化を起こした り,水晶体細胞や網膜細胞への分化転換を

促していると考えられる。しかし,FGFRに は4種類の

サブタイプが存在し5),各 々のmes∝nger RNA(mRNA)
の発現パターンの相違からサプタイプごとに異なった機

能を有していることが推察されている8)。

そこで,著者は FGFの 網膜色素上皮に対する作用を

さ らに 解 明 す る た め に reverse transcription

polymerase chain reaction(RT‐ PCR)法を用いて網膜

色素上皮に存在するFGFR遺伝子のサプタイプを同定

した。

II実 験 方 法

1.RNAの 抽出

実験材料にはニフトリ (white leghorn)ふ卵 7.5日 胚

を使用した。

ニフトリ胚 より摘出した 20眼から,林7)の
方法を用い

0.02%EDTAで 37℃ 60分処理 した後,実体顕微鏡下に

網膜色素上皮を脈絡膜から剥離 し採取 した。常法により

塩化セシウム密度勾配超遠心法によって RNAを 抽出し

た8)。

対照実験 として, ニフトリ胚頭部, ニフトリ胚体部か

ら同様に RNAを 抽出した。

2. RT¨ PCR,去

各々lμ gの RNAを oHgo dT(Pharrnacia;社 )100ng,

dNTPs各 750 μM,逆 転写酵素 (BRL社)200単位,逆
転写酵素緩衝液 (50 mM Tris‐ HCl(pH 8.4),175 mM

KCl,10 mM dithiothreitol(DTT),3 mM MgC12)を

含む 20 μl反応液中で 37℃ 60分反応 させ,相補的 DNA
(cDNA)を合成 した。 この うち,5 μlを テンプレー トと

して 5′―プライマーおよび 3′
―プライマー400 ng,dNTPs

各 200 μM,Taq polymerase(Ampli Taq,Perkin Elmer

Cetus社 )1単 位,PCR緩 衝液 (50 mM KCl,10 mM
Tris― HCl(pH 8.3),1.5 mM MgC12,0・ 01%ゼ ラチン)

を含む 50 μlの 反応液を調整 しPCR法 を行った。PCR

増幅DNA

図 l  Reverse transcriptiom polynterase chain

reaction(RT‐ PCR),去 .

法のプライマーとしては異なったサブタイプのFGFR
cDNAを 同時に増幅できるように,サ ブタイプ間で最も

相同性の高いチロシンキナーゼ領域に設定した混合プラ

イマー9)を用いた。RT‐PCR法の反応条件を図 1に示す。

増幅には DNA thermal cycler(Perkin Elmer Cetus社 )

を用いた。

3.塩基配列の決定

増 幅 されたPCR産 物 419塩 基対 を T4p01ynucleo―

tide kinase(宝酒造)を用い,37℃ 1時間反応させ 5′ 末

端を リン酸化し,T41igase(宝酒造)と 4℃ で一晩反応

させ pGEM 7① (Promega社 )ベ クターの SmaI部位に

挿入した。Competent ceH,XLl‐ Blue(Stratagene社 )

に移入しいくつかのクローンをとりだし,dideoxy‐ chain

termination法 10)に より塩基配列を決定した。

III 結  果

ニワトリ胚網膜色素上皮,ニ フトリ胚頭部,ニ フトリ

胚体部から得られた RNAすべてから RT‐PCR法によ

り419塩基対の目的の大きさのDNAバ ンドが検出され

た (図 2).

サブクローニングにより得られた 5つのクローンの塩

基配列 を比較 した ところ,2ク ローンはcek 2(FG―

FR 3), 1ク ローン ま々cek 3(FGFR 2)の cDNAの一部

であった。他の 2ク ローンは互いに同一であったが,今
までの報告にはない未知の新しいFGFRであった。この

クローンを CPE‐FGFR(chick pigment epithelium deri_

ved FGFR)と 名付けた。CPE‐FGFRの アミノ酸配列と

既知のクローンとの比較を図 3に示す。アミノ酸レベル

での比較で CPE―FGFRは cek ln)(FGFR l)と 79.0%,

cek 212)(FGFR 3)と 81.9%,cek 312)(FGFR 2)と

79.0%, ヒ トFGFR 413)と 79.7%, イ モ リPFR 414)と

87.7%の相同性を認めた。

日眼会誌 98巻  7号

RNA

相補的 DNA

<逆転写>
37℃ 60分

<PCR法 >
95℃ 1分

45℃ l分

72℃ 1分

|

¬
I

I

:

」

25サ イクル



平成 6年 7月 10日 線維芽細胞増殖因子レセプター遺伝子 第 1報 。藤原 627

IV 考  按

1.網膜色素上皮に存在するFGFRの サブタイプにつ

いて

現在まで` |こ FGFフ ァミ リー|ま acidic FGF(aFGF),

bFGF,INT 2,HST l,FGF 5,HST 2,KGF,FGF 8,

FGF 9の 9種 15)～17),FGFRは
哺 乳 類 で は FGFR l,

FGFR 2,FGFR 3,FGFR 4の 4種 5),ニ フトリではcek l

(FGFR l),cek 2(FGFR 3),cek 3(FGFR 2)の 3庖重11)12)

がクローニングされている。各々の FGFRは , リガン ド

である FGFと 1対 1の対応ではなく,複数の リガン ド

と結合することが明らかとなっているが,種々のサブタ

イプの間の生理作用の違いは明らかではない。

Patstoneら 18)は ,ニ フ トリ胚において FGFR遺伝子

がサブタイプにより異なった部位に発現することから,

細胞特異的に FGFRが発現 している可能性について考

察 していた。 しかし,著者の結果では,同一の細胞から

成る網膜色素上皮に少なくとも3種以上の複数のサブタ

イプの FGFR遺伝子が発現していた。したがって,組織

によっては複数のサ ブタイプの FGFRが 発現 している

ことが考えられる。

bFGFは FGFR l,FGFR 2に 高親和性を もって結合

するとされている。大内
9)19)は

,in situ hybridization法

によって網膜色素上 皮 に FGFR l遺伝子 が発現 し,

bp

713-

417-

249-

Ⅳ1  1  2  3
図 2 2.5%ア ガロースゲルによる電気泳動の写真.

ニフトリ胚網膜色素上皮(レ ーン 1), ニワトリ胚頭

部 (レ ーン2), ニワトリ胚体部 (レ ーン3)か ら得

られた RNAか ら RT・ PCR法 によ り目的の大 きさ

の cDNAが増幅 されている.M:DNAマ ーカー
,

bp i塩基対
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cekl

cek2

cek3

FGFR4

PFR4

CPE― FGFR

cekl

cek2

cek3

FGFR4

PFR4

CPE― FGFR

cekl

cek2

cek3

FGFR4

PFR4

CPE― FGFR

cekl

cek2

cek3

FGFR4

PFR4

★

匡M巨 VMKLMDKHKNllNLLGVCTQDGPLYV!VEFAAKGNLR
M・ ・M:G
M・ ・ M
M・ ・ M

L

Ａ

Ａ

Ａ

・

・

Ｒ

　

・

Ｇ

Ｇ

Ｇ

Ｇ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

・

Ｓ

Ｙ

Ｙ

Ｙ

Ｃ

Ｙ

Ａ

Ａ

Ｔ

Ａ

Ａ

Ｎ

Ｈ

Ｎ

　
・

Ｇ

Ｇ

★
Ｇ

★
Ｆ

★
Ｄ

☆
〕Ｖ
　
・
　

・
　

・
　

・
　

・

☆

Ｎ

　
・
　

・
　

・
　

・
　

・

一
Ａ

　

・
　

・
　

・
　

・

・

Ｒ

Ａ

Ａ

Ａ

Ａ

Ａ

L

00
EYLRARRLP― PD

Q

★★       ★ ★☆
MEYLES RRCIHRDL
・・・・ A・ KK・ ・ ・・ ・・

・・・・A・ QK・ ・・・・・

・・・・A・ QK・ ・・・・・

・Q・ ・・・・K・ ・・・・・

・A・ ・・・K・ ・・・・・・

▼            ★
!DYYKKTSNGRLPV
・ ・・・・・・ T・ ・・・・ ・

・・ ・・・・ ・ T・ ・・・・ ・

・ ・・・・・ ・ T・ ・・ ・・・

ME・ CYNP・ R!P・ ・ ・

M・ ・ S・ ・ 丁 CK・ P・ ・ ・

ME・ S・ ・ ・ NRVP・ ・ ・

・・ LSP・ CPRSS・ GP
・・・・ ・・ M・ KVP・ ・ ・

PV
Q・

★
LVTAENVMK:A
・・ ・ ED・ ・・・ ・・

・・ ・ ED・ ・ ・・ ・・

・・ ・ EN・ ・ ・・ ・ ・

・・ ・ ED・ ・・・ ・ ・

・・ ・ G・ ・・・・・ ・

000000000000               ☆
YTFDITELH匡 EQLCFKDLVSCVYQVARG

Ｐ

Ｐ

Ｐ

Ｐ

Ｐ

L

LARDVHD
・・ ・・ |・ H
・・・ ・ ・ ・ N

☆

Ｆ
一

Ｐ

☆

ハハＭ
★
ＷＫ

図3 CPE‐FGFRの アミノ酸酉己列とcek l,cek 2,cek 3,FGFR 4,PFR 4の アミノ酸配列との上ヒ較 .

丸 :介在アミノ酸配列,黒星印 :チ ロシンキナーゼ領域で保存されるアミノ酸,黒三角 :リ ン酸化部位

E
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FGFR 2遺伝子は発現していないことを報告し,bFGF
の網膜色素上皮への作用はFGFR lを 介すると述べて

いるが,著者の結果では FGFR 2(cek 3)も 網膜色素上

皮に発現していた. したがって, bFGFは FGFR 2も 介

して網膜色素上皮に作用していると考えられる。このよ

うな結果の違い ま々, PCR法が in situ hybridization法 よ

り徴量の遺伝子を検出できるため,発現量の少ないサブ

タイプの遺伝子を検出できたものと考 える。大内9)19)が

5.5日 胚以前の早期胚を使用しているのに対し,著者は

7.5日 胚を使用してお り,発生段階においてサブタイプ

の発現量に変化が生 じてくるのかも知れない。また,今
回用 いた方法で採取 され る網膜色素上皮の純度 は

99.9%と いわれているが7),脈絡膜組織が混入している

可能性は完全には否定できない。一方,今回の結果では

FGFR l(cek l)遺伝子は検出されなかった。しかし,

得られたクローンが 5つのみであるので,網膜色素上皮

におけるFGFR l(cek l)遺伝子の発現については, こ

の結果のみでは結論できない。今後,FGFR l(cek l)

に特異的なプライマーを作成し検討する必要があると考

える。

2.網膜色素上皮に発現 していた新 しいFGFRに つい

て

FGFRは細胞外免疫グロブリン領域,膜貫通領域,細

胞内チロシンキナーゼ領域の 3つの領域から成るレセプ

ターで,中でも細胞内チロシンキナーゼ領域がFGFRの

各々のサブタイプ間において構造が最もよく保存されて

いるといわれている。 また,FGFRで はチロシンキナー

ゼ領域の中央部に 14個の介在アミノ酸配列を有するこ

とが特徴とされる5)。 今回,こ の介在ア ミノ酸配列の部位

をはさんだ 419塩基対のキナーゼ領域を増幅し検討した

が,新 しくクローニングした CPE―FGFRでは既知のど

のFGFRと も70%以上の相同性を持っていた。また,通

常チロシンキナーゼ活性をコードする領域で保存される

アミノ酸がどのサブタイプのFGFRと も完全に一致し,

リン酸化部位と推定 されるチロシンを FGFRの定位置

に保ち,14個の介在ア ミノ酸配列を有することから,今

までの報告にはない新 しいタイプの FGFRで あると考

えた。

CPE―FGFRは現在までに報告された遺伝子の中では

イモ リの PFR 4と 最 も高い相同性を認めた。PFR 4は

ヒトFGFR 4に 最も相同性が高く,イ モ リの FGFR 4と

してクローニングされた遺伝子で,胚発生早期の神経組

織に主に発現していると報告されている14)。 現在までに

ニワトリではcek l,cek 2,cek 3の 3種 しかクローニン

グされていないが,CPE‐ FGFRが ニフ トリにおける 4

番目の FGFRである可能性があると考えている.

稿を終えるにあたり,御指導と御校閲を賜りました松尾信

彦教授に深謝いたします。

本論文の要旨は第58回 日本中部眼科学会で発表した。

日眼会誌 98巻  7号

本論文は岡山大学審査学位論文である.

文  献

1)IIanneken A,Juan E,Lutty GA, Fox GM,
Schirer S, Hjelmeland L:M: Altered distribu‐

tion of basic nbroblast gr。 、vth factor in diabetic

retinopathy. ノヽrch ()phthalrnol 109: 1005-1011,

1991.

2)ReygrobelletiDF,Baudouin C,Negre F,Caruene

JP,Gastaud P,Lapalus P: Acidic FGF and
other growth factors in preretinal lnenlbranes

from patients 、アith diabetic retinopathy and

pr01iferative vitreOretinopathy.()phthalmic Res

23: 154-161, 1991.

3):Pittack C,JOnes Pl,Reh TA: Basic nbroblast

gro、vth factor induces retinal pigrnent epitheliurn

tO generate neural retina グπ υ夕
・
ι%ο. Developlllent

l13:577-588,1991.

4)阿 形清和,江 口吾朗 :分 子転換 の分子機構.村松

喬,他 (編 ):実験医学増刊,第 9巻,第 7号 ,羊土

社,東京,686-691,1991.
5)服部 豊 :ヘ パ リン結合性増殖因子受容体 (FGF受

容体)の構造 と機能.寺田雅昭,他 (編 ):実験医学 ,

第 10巻,第 1号,羊土社,東京,25-31,1992.
6)Peters KG,lVerner S,Chen G,ヽ rilliams LT:

′
I｀ 、vo FGF receptor genes are differentially expres‐

sed in epithelial and rnesenchynlal tissues during

lilllb forrnation and organogenesis in the lllouse.

I:)eVe10pFllent l14: 233-243, 1992.

7)林  倫子 :網膜色素上皮の組織培養に関す る研究 .

―正常 ニワトリ胚網膜色素上皮の培養細胞 について

一。 日眼会誌 81:692-700,1977.
8)Chirgwin J:M,Przybyla AE, MacDonald RJ,

Rutter VVJ:  Isolation of biologically active

rib01lucleic acid frolll sources enriched in ribonu‐

clease. Biochernistry 18:5294-5299, 1979.

9)大内淑代 :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,日 眼 会誌

97: 304-309, 1992.

10)Sanger F,Miklen S,Coulson AR: DNA sequen‐

cing、vith chain‐ terrninating inhibitors.IProC l｀ Tatl

Acad Sci 74:5463-5467, 1977.

11)IPasquale EB, Singer SJ: Identincation of a

developrnentally regulated protein‐ tyrosine

kinase by using anti‐ phOsphotyrosine antibodies

tO screen a cE)NA expression library. Proc lヽ latl

Acad Sci 86:5449-5453, 1989.

12)Pasquale EB: A distinctive fainily of elllbryonic

prOtein― tyrOsine kinase receptOrs.Proc Natl Acad

Sci 87: 5812-5816, 1990.

13)Partanen J,Mtikela TP,Ecrola E,Korhonen J,

IIirvonen II,ヽ Velsh LC,et al: FGFR‐ 4,a novel

acidic ibroblast grov′ th factor receptor 、″ith a

distinct expressiOn pattern.Eヽ 4BC)J 10: 1347

-1354, 1991.

14)Shi DL,Feige JJ,Rlou JF,Desimone DⅥγ
,

]Boucaut JCI: E)ifferential expression regulation

of two distinct ibroblast growth factor receptors



平成6年 7月 10日

during developrnent of the urodele anlphibian

PleurOdeles 、valtl. 1)eveloprnent l16: 261-273,

1992.

15)坂本裕美 :ヘ パ リン結合性増殖因子 ファ ミリーの構

造 と機能.寺田雅昭,他 (編):実験医学,第 10巻 ,

第 1号,羊土社,東京,19-24,1992.
16)Tanaka A,:Miyamoto K,IMinamino N,Takeda

lγl,ISato lB,1latsuo II,et al: (〕loning and charac‐

terization of androgen‐ induced groヽvth factor

essential for the androgen dependent gro、 vth of

n10use lllarnrnary carcinOrna cells. :Proc Natl

Acad Sci 89:8928-8932, 1992.

線維芽細胞増殖因子レセプター遺伝子 第 1報・藤原 629

],IiyamOto pl,Naruo lK,Seko C, IIatsumoto S,

Kondo T, KurOkawa T: lM:olecular cloning of

nOvel cytOkine cDNA encoding the ninth inelnber

of the nbroblast grO、 vth factor farnily,、 vhich has a

urlique secretiOn prOperty.ヽ lol Cell Blol 13:4251

-4259, 1993.

Patstone G,Pasquale EB,:Maher PA: Difierent

inernbers of the ibroblast growth factor receptor

falllily are specinc to distinct cell types in develop―

ing cllicken enlbryo.II)ev IBlol 155:107-123,1993.

大内淑代 :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 2報.FGFレ セプ

ター 2遺伝子 の発現パ ターンにつ いて。 日眼会誌

97: 563-568, 1992.

17)

18)

19)


