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要

線維芽細胞増殖因子 (■broblast growth faCtOr,

FGF)は生体で血管新生の重要な促進因子とみられてい

る。我々は,ラ ットの脈絡膜新生血管発生モデルの局所

網脈絡膜において FGF receptor lの messengerRNA

(mRNA)の発現を証明した。成熟有色ラッ トの眼底後

極部に強度レーザー光凝固を行い,実験的に脈絡膜新生

血管を作成 した。光凝固後,経時的に眼球を摘出の上,

網脈絡膜の切片を作り,FGF receptor l cDNA frag‐
mentか ら作った sense,antisense probeを 用いて in

situ hybridizationを 行った。

正常網脈絡膜では,FGF receptor lの mRNAは ,網

膜神経節細胞層,内顆粒層に発現 していた.光凝固後,
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脈絡膜新生血管の発展時期に,脈絡膜血管壁,網膜色素

上皮細胞,脈絡膜色素細胞にmRNAの発現をみた.脈絡

膜新生血管の形成に関連 した細胞に FGF receptor lの

mRNAの強い発現がみられたことは,FGFが脈絡膜新

生血管発生に強 く関与 していることを示 した。網膜色素

上皮細胞,血管内皮細胞に対しFGFは自己分泌 (auto‐

crine)あ るいは傍分泌 (paracrine)的 に働いていると

考えられた。 (日 眼会誌 99:642-648,1995)
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Abstract

Fibroblast growth factor (FGF) is an important
factor for neovascularization in uiao. [n order to
clarify the role of FGF in experimentally produced

choroidal neovascularization, we demonstrated
mRNA for FGF receptor 1 in situ hybridization.
Krypton laser photocoagulation was applied to the
posterior retina of colored rats to produce choroidal
neovascularization experimentally. These eyes were

removed at several different intervals after
photocoagulation. Chorioretinal section were used

for in situ hybridization. FGF receptor I cDNA
fragment was used to make antisense and sense

probes for in situ hybridization. In normal chorio'
retinal tissue, staining indicating the existence of
FGF receptor 1 mRNA was seen in the ganglion cell

layer and inner nuclear layer. After the photocoa-
gulation, the staining was seen in the retinal pig-

ment epithelial cells, melanocytes in the choroid,

and choroidal blood vessel wall in the photocoa'
gulated lesions. FGF receptor 1 mRNA \Mas expres-

sed through the development of choroidal neovas-

cularization, and it appears that FGF is necessary

for development of choroidal neovascularization.
Previous workers showed that the capillary endothe-

lial cells and retinal pigment epithelial cells produce

basic FGF in aitro. It seems that FGF efrects those

cells in an autocrine or paracrine manner in uiao. (J

Jpn Ophthalmol Soc 99 : 642-648, 1995)
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I緒  言

近年急増している老人性円板状黄斑変性の治療 とし

て,脈絡膜新生血管を光凝固する治療法が一般的である

が,その成績は必ずしも良好ではない1)。

最近,薬物療法

としてインターフェロンによる老人性円板状黄斑変性の

薬物治療が注目されつつある。

しかし,その機序は,現在のところ不明である2)～ 4)。 生

体内で血管新生を起 こす血管新生因子 としては,線維芽

細胞増殖因子 伍broblast growth factors,FGFs),trans_

fOrming gowth factor(TGF),血小板由来内皮細胞増

殖因・子 (platelet‐ derived endothelial cell gOwth fac_

tor,PD―ECGF),血管内皮増殖因子 (vascular endo‐

thelial growth factor,VEGF)な ど,多種類の増殖因子

があると推定されている5).

そのうち,FGFは生体で血管新生進展に関与する重要

な因子 とみられ,特に塩基性線維芽細胞増殖因子 (basic―

FGF)は血管内皮細胞のプロテアーゼ産生,細胞の遊走

および増殖を調節していることが示されている6)。 また,

FGFが,そ の活性を発現するためにはいったん細胞外に

分泌された後,標的細胞の FGFレ セプターに結合する

必要がある7).

我々は,生体内における血管新生過程において FGF
レセプターが発現する時期や,その細胞を明らかにする

ため,ラ ットの脈絡膜新生血管発生モデルにおいて酸性

線維芽細胞増殖因子 (acidic―FGF)お よび basic_FGFの

受容体であるFGF receptor l mg gene)の messenger

RNA(mRNA)の発現)伏態をin situ hybridization法 に

より検索した。

II実 験 方 法

1.プロープの作成

大阪大学医学部第二解剖学教室の和中氏から分与され

た 957～1257番 目までの 300ベースペアの FGF rece―

ptor l complementary DNA fragmentの組み込まれた

vector(pBluescript KS(十 ))8)を 用いた。

この vectorを コンピテント細胞 (XLl― Blue,STRA―

TAGENE社 )に 挿入 し,そのコンピテント細胞を培養

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,T3お よび

T7RNAポ リメラーゼを用いて antisenseお よび sen―

seRNAを 増幅 させ,そ れぞれ の RNAを DIG―RNA
LabeHng Kit(Boehringer Mannheim社 )を 一部使 用

し,デ ィゴキシゲニンで標識し非放射性プローブとした。

2.実験動物と脈絡膜新生血管作成方法

成熟有色ラット (Brown‐Norway系 )の眼底後極部に

クリプ トンレーザーで強度光凝固 (100 μm,0.1秒,100
mW)を約 20か所に行い,実験的に脈絡膜新生血管を作

成した。光凝固直後,1日 ,3日 ,7日 ,14日 ,28日 に経時
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的にラットを4%パラホルムアルデヒド/リ ン酸緩衝生

理食塩水で灌流固定した後,眼球を摘出し,さ らに2時

間, 4%パ ラホルムアルデヒド/リ ン酸緩衝生理食塩水

に浸漬固定,30%サ ッカロースに2時間漬けた後,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 15

μmの網脈絡膜切片を作成した。全例 6匹 12眼 のラット

を用い,各実験には2眼ずつ使用した。

3. In situ 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,antisenseRNAを 目的のmRNAを検出する

ためのプロープに,senseRNA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 リフォスファ

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l基1質 として 5‐ Bromo-4-chloro‐ 3-indolylphOsphate

(BCIP)お よび nitroblue tetrazoHumchloride(NBT)

を用いて発色反応を行い,光学顕微鏡で観察した。また,

対比染色 としてメチルグリーンを用いた。

III 結  果

正常網脈絡膜をantisenseRNAプ ローブを用いてハ

イブリダイゼーションすると,FGF receptor lの mRNA
の発現を示す紫色の染色は,網膜神経節細胞層に強 く,

内顆粒層に弱 くみられた。それ以外の網膜の各層,網膜

色素上皮層,脈絡膜には染色をみなかった (図 la)。

正常網脈絡膜で senseRNAプ ロープを用いて対照 と

したものでは,網膜,網膜色素上皮,脈絡膜,いずれに

も染色をみなかった (図 lb)。

図 2は,光凝固直後の組織をantisenseRNAプ ローブ

でハイブリダイゼーションしたものである。神経節細胞

層には弱い染色をみたが,他の網膜組織,網膜色素上皮,

脈絡膜には染色をみなかった。光凝固 1日 も同様の結果

であった。

光凝固後 3日 には,神経節細胞層の染色には変化なく,

内顆粒層の染色の増強,脈絡膜血管壁,網膜色素上皮細

胞および脈絡膜内のメラノサイトなどに染色がみられた

(図 3a～ c)。

光凝固 7日 には,図 4aの ように,antisenseRNAプ
ロープを用いてハイブリゼーションした組織では,網膜

下腔および Bruch膜 上に増殖 した網膜色素上皮細胞に

強い染色をみた。また,脈絡膜では,脈絡膜血管壁のみ

が染色されており,メ ラノサイ トは染色されていなかっ

た。図 4bは ,網膜下腔に増殖した網膜色素上皮細胞を拡

大したもので,増殖した紡錘型を示す網膜色素上皮細胞

の胞体に強い染色をみた。

光凝固 14日 には,脈絡膜網膜下新生血管周囲に増殖し

た紡錘型の網膜色素上皮細胞には染色をみた。新生血管

周囲の色素を持った球形のマクロファージ様細胞には染
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図 la,b,c 正常網膜.

a:antisenseRNAプ ロープを用いて in Situ hybridi‐

zationを行った。網膜神経節細胞層 (大矢 じり)に 強

く,内顆粒層 (小矢じり)に弱 く,線維芽細胞増殖因子

ンセプター 1(FGF receptor l)の 発現を示す染色が

みられる。その他の網膜組織,網膜色素上皮,脈絡膜

および脈絡膜血管 (*米印)壁には染色をみない。b:

sense RNAプ ロープを用いた対照.網膜,網膜色素上

皮,脈絡膜,いずれの組織においても染色をみない。

c:antisenseRNAプ ロープを用いて in situ hybridi―

zationを 行った。網膜神経節細胞層の細胞 (矢 じり)

には染色がみられるが,網膜血管 (*印 )壁には染色を

みない。

対比染色 :メ チルグリーン
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図 2 光凝固直後.

antisenseRNAプ ロープを用いて in situ hybridiza‐

tionを 行った。網膜神経節細胞層には弱い染色 (矢 じ

り)を認めるが,他の網膜組織,網膜色素上皮脈絡膜

には染色をみない。

対比染色 :メ チルグリーン

色をみなかった (図 5a,b).

光凝固 28日 には,図 6aの ごとく,多 くの網膜下新生

血管部周囲には染色をみなかったが,一部の新生血管に

おいては,図 6bの ごとく,そ の周囲の網膜色素上皮細胞

に軽い染色をみた。

senseRNAプ ロープを用いた対照では,全時期を通じ

て染色をみなかった。

IV 考  按

Wanakaら 9)は
, ラットて` FGF receptor lの 1■RNA

の発現をみたことをin situ hybridizationで観察 し,胎

生期および出生後間もない網膜では,網膜色素上皮細胞 ,

神経網膜 に広範囲に FGF receptor lの mRNAの 発現

がみられ,成熟ラット網膜 には,今回の研究 と同じく網
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図 4a,b光凝固後 7日 目.

antisenseRNAプロープを用いて in situ hybridiza‐

tionを行った。

a:光凝固部の網膜下腔に増殖 した網膜色素上皮細胞

(小矢じり),脈絡膜血管壁 (大矢 じり)に FGF rece‐

ptorl mRNAの 発現を示す染色がみられる。b:光凝

固部の網膜下腔 に増殖 した網膜色素上皮細胞 (矢 じ

り)の拡大,細胞の胞体に FGF receptor lの mRNA
の発現を示す紫色の染色がみられる。

膜神経節細胞層,内顆粒層にのみその発現をみたと報告

している。我々はFGF receptOr lの mRNAの発現は正

常網膜組織においては,網膜神経節細胞層,内顆粒層に

発現がみられたが,そ の他の網膜には発現をみなかった。

網膜神経節細胞層に FGF receptor lの mRNAの強い

発現がみられ,網膜神経節細胞が正常状態において FGF
に対し何らかの反応を示していると考えられた。また,

正常網膜では,網膜色素上皮細胞にはFGF receptor l

の mRNAの発現はみられず,正常状態での網膜色素上

皮細胞は,FGFに は反応していないとみられた。この結

果は,上述した従来の報告と等しい結果であった。

また,Heuerら 10)は,成長期のニフトリの網膜におい

て,FGF receptor lの mRNAは網膜神経節細胞層,内
および外顆粒層などに弱く発現をみたと示している。ま

た,大内ら11)12)も ニフトリ胚ふ卵を用いて FGF receptor

lの mRNAの発現をin situ hybridization法 で調べ,胚

発生期において神経網膜,網膜色素上皮に強 く発現して

に
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図 3a,b,c 光凝固後 3日 目.

antisenseRNAプロープを用いて in situ hybridizatiOn

を行った。

a:網膜神経節細胞層 (大矢 じり)の染色には変化なく,

内顆粒層 (小矢じり)の 染色 の増強,網膜色素上皮細胞
(黒枠内)お よび脈絡膜 (*印 )内の色素細胞 などに染色
がみられる。b:光凝固部周辺部の網膜色素上皮細胞 (矢

じ り)の 拡 大 (図 3aの 黒 枠 内)。 細胞 の胞 体 に FGF
receptor lの mRNAの発現 を示す紫色の染色がみられ
る.c:光凝固部脈絡膜の拡大.脈絡膜深層の血管壁 (大

矢じり),脈絡膜色素細胞 (小矢 じり)に FGF receptOr l

の mRNAの 発現を示す紫色の染色がみられる.
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図 5a,b 光凝固後 14日 目.

antisenseRNAプローブを用いて in situ hybridiza‐

tionを行った。

a:光凝固部 の網膜下腔に増殖 した紡錘型の網膜色素

上皮細胞 (*印 )に は,FGF receptor lの mRNAの
発現を示す染色がみられるが,その周囲の球状のマク

ロファージ様細胞 (矢 じり)に は染色はみられない。

b:球状のマクロファージ様細胞 (*印 )の拡大,FGF
receptor l mRNAの発現を示す染色はみられない。

いることを報告 している。藤原13)14)も
,ニ フトリ胚ふ卵を

用いて,FGF receptor lの発現を網膜色素上皮において

調べ,胚発生の時期により網膜色素上皮に発現する FGF
receptorの サブタイプは異なることを確認している。

これらの報告
9)～ 14)か ら,胎生期および成長期 には,

FGF receptorの発現は網膜色素上皮細胞および神経網

膜に広範囲にみられ,成熟期には,網膜神経節細胞層お

よび内顆粒層にのみ FGF receptorの発現がみられ,網

膜色素上皮細胞にはみられないことを示している。

光凝固後の FGF receptor lの mRNAの発現の状態

を,我々が既に報告
15)16)し たラットの脈絡膜新生血管の

発生の過程の各時期と比べて表 1に示した。

組織学的には,光凝固直後および 1日 には,網膜色素

上皮,Bruch膜は断裂し,凝固部の脈絡膜毛細血管板は

閉塞していた。 3日 には,網膜下腔には明らかに管腔の

形成された新生血管をみなかったが,網膜下腔には多種

の細胞がみられ,光凝固の周辺部には,扁平な網膜色素

上皮が増殖し重層しており,そ こには電子顕微鏡でみる

図 6a,b 光凝固後 28日 目.

antisenseRNAプ ローブを用いて in situ hybridiza―

tionを行った.

a:光凝固部の網膜下腔に増殖した網膜色素上皮細胞

(矢 じり)に は, もはや FGF receptor lの 発現を示す

染色はみられない。b:一部の光凝固部では,網膜下腔

に増殖した網膜色素上皮細胞 (矢 じり)に ,未だ FGF
receptor lの mRNAの 発現を示す染色がみられる。

と,既に血管内皮細胞が狭い管腔を形成していた。 7日
では,網膜下腔に管腔の大きい新生血管が多数発育して

いて,増殖した扁平な網膜色素上皮細胞が新生血管の上

を囲い込む傾向を示 していた。14日 では,管腔の発達し

た新生血管が紡錘型の網膜色素上皮の間に多数みられ,

感覚網膜の下を一層の網膜色素上皮が完全に覆ってい

た15)16)。

今回の in situ hybridization法による研究により,光
凝固直後から28日 までにおいて,FGF receptor lの m―

RNAの発現を示す染色は3日 目に最も強 くみられ,こ

の時期にFGFが光凝固後の組織修復における細胞増殖

に強 く関与してお り,さ らには脈絡膜新生血管に関与す

る細胞が最も盛んに増殖していると思われた。

すなわち,強度光凝固後の組織修復過程の早期におい

て,FGF receptor lの mRNAの発現が凝固部の各細胞

に最 も強くみられ,染色された細胞は,脈絡膜のメラノ

サイ ト,脈絡膜血管壁,網膜色素上皮細胞,網膜内顆粒

層の細胞などであり,広範囲の細胞が染色されていた。
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表 1 新生血管発生過程とFGF receptor lの関係
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強度光凝固による網膜色素上皮

とBruch膜の障害

↓

光凝固後
の日数

新生血管 FGF receptor lの発現

1日

3日

7日

14日

28日

網膜色素
込みはじ

新生血管未発生

↓

新生血管発生
しはじめる

↓

発現なし

↓

網膜色素上皮細胞,脈絡膜血管壁,脈絡膜
メラノサイ トに強い発現をみる

↓

た
囲

し

を
殖
管

増
血

紡錘型の網膜色素上皮細胞が新生 網膜色素上皮細胞,脈絡膜血管壁に強い発
い込む傾向を示す        現をみる

↓                    ↓

上皮細胞が増殖し新生血管を囲い 網膜色素上皮細胞,脈絡膜血管壁に発現を
める              みる

↓                    ↓

網膜色素上皮細胞が新生血管を囲い込む      発現をほとんどみない

新生血管内皮細胞でのFGF receptOr発 現は不明

また,今回の凍結切片を用いた光学顕微鏡的観察では確

定はできなかったが,網膜下腔の新生血管らしい管腔を

囲んでいる細胞にも染色がみられた。すなわち,強度光

凝固後の組織修復過程にFGFが働いており,ま た,脈絡

膜新生血管の発生,進展にも関与 していることが示され

た。

網膜下新生血管の近くの網膜色素上皮細胞は,光凝固

後 14日 の組織にも強い染色性を示 し,光凝固後,長期間

FGFに反応して増殖していることが示された。

また,網膜下新生血管の周囲に存在 した色素を含んだ

大型のマクロファージ様細胞は 7日 ,14日 ,28日 にみら

れたが,すべての時期において染色されず,FGFに対し

て反応していないことが示された。

宇山1),山
岸ら17)18)は,網膜下新生血管の発生と発育に

は増殖した網膜色素上皮細胞の随伴が必要で,発育後期

には増殖した網膜色素上皮細胞は新生血管を退縮させる

よう働いていることを示し,網膜下新生血管の発展に網

膜色素上皮は密接に関連していることを明らかにした。

今回の研究で網膜色素上皮細胞にFGF receptor lの m‐

RNAの発現がみられたことから,網膜色素上皮細胞は

FGFに反応して増殖し,網膜下への脈絡膜新生血管の発

育に関与していると思われた。また,網膜下新生血管は

脈絡膜血管から発生しているが,今回の研究で光凝固部

の脈絡膜の血管壁にFGF receptor lの mRNAの発現

がみられたことから,こ の部の血管内皮細胞が FGFに

反応し,脈絡膜新生血管発生に関与 していると思われた。

網膜色素上皮細胞と血管内皮細胞は,basic― FGFを産

生することが 物 υブ′節 で報告
19)～ 22)さ れており,Sternfeld

ら19)は ヒト網膜色素上皮細胞は basic―FGF遺伝子およ

びその蛋白を発現 してお り,basic― FGFが 自己分泌

(auto― crine)的 あるい|ま 傍分泌 (paracrine)的 |こ 網膜色

素細胞に作用しているであろうと報告している。また,

FGF : fibroblast growth factor

血管内皮細胞が 物 υ″/θ において basic‐ FGFを産生 し,

それが 自己分泌的に内皮細胞 に働 いてい るとす る報

告
20)～ 22)も あ る。今回 の研 究 で,FGF receptor lの

mRNAの 発現が網膜色素上皮細胞,脈絡膜血管壁など

にみ られた ことから,こ れ らの細胞が産生 した basic―

FGFが脈絡膜新生血管の発生過程において,各細胞に自

己分泌的あるいは傍分泌的に作用しているものと考えら

れた。

また,FGFがその活性 を示すために産生細胞から分泌

された後,標的細胞のレセプターに結合する必要がある

とされる23).FGFと FGF受容体の結合 を阻害すること

によって,あ るいは FGFレ セプターの発現 を抑えるこ

とによって血管新生を阻止することができると報告され

ているものには,イ ンターロイキン 124),イ ンターフェロ

ンγ
25),血小板第四因子 26)な どがある。今回の研究で,

FGFが脈絡膜新生血管の発生にその早期か ら血管新生

に強 く関与 していることが示された。 この ことは,脈絡

膜新生血管の治療法の一つ として FGF受容体機能阻害

による薬物療法の可能性 を示唆するものである。

我々は,本研究でラッ ト脈絡膜新生血管モデルを用い,

FGF receptor lの lnRNAのグ台3:見 を in situ hybridiza‐

tion法 によって検討 し,FGF receptor lの mRNAの 発

現は新生血管発生の早期か ら比較的長期間,網膜色素上

皮細胞,脈絡膜血管壁など新生血管に関連する細胞にみ

られ,basic―FGFを はじめ とするFGFフ ァミリーが脈

絡膜新生血管の発生過程 に強 く関与していることが明ら

かになった。

稿を終えるにあたり,FGF receptor l cDNAを分与され

た大阪大学医学部第二解剖学教室和中明生氏に深謝いたしま

す。

本論文の要旨は第 98回 日本眼科学会総会 (平成 6年 4月 )

で報告した。



648

なお,本研究には文部省科学研究費補助金 (奨励研究 A・

06771562,松島),厚生省特定疾患「網膜脈絡膜萎縮症調査研

究班」の援助を受けた。記 して謝意を表 します。
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