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要

水晶体は,その多 くを房水から栄養されており,水晶

体の外部環境として,房水は重要な役割を果たしている。

最近,こ の房水中に上皮成長因子や塩基性線維芽細胞成

長因子などの細胞成長因子の存在が確認されて,水晶体

上皮の生理にどのように関与 しているのか,注目されて

いる。 しか し,こ れら細胞成長因子がその生物作用を発

揮するためには,細胞表面の リセプターの存在,ま た,

その内部化が必要である。そこで今回,上皮成長因子,

線維芽細胞成長因子のレセプターの存在, また,上皮成

長因子,塩基性線維芽細胞成長因子の内部化について,

ヒト白内障水晶体の上皮細胞を材料とし,免疫組織化学

ヒト水晶体上皮細胞における上皮成長因子 ,
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的手法を用い調査した。その結果,水晶体の上皮細胞は,

上皮成長因子,線維芽細胞成長因子に対するリセプター

を細胞表面に有 していること, また,上皮成長因子,塩
基性線維芽細胞成長因子が細胞内へ内部化されているも

のと考えられ,水晶体内での上皮細胞の役割から考えて,

これは細胞成長因子が水晶体の生理に大きく関与 してい

るものと考えた。 (日 眼会誌 99:81-86,1995)

キーワー ド:上皮成長因子,線維芽細胞成長因子,塩基

性線維芽細胞成長因子,免疫組織化学, リ
セプター,内部化

The Existence of Epiderinal Growth Factor and Basic Fibroblast

Growth Factor in i日 :ulΥlan Lens Epithelial Cells

KiyoyukilMalima and Masashi Kousaka
D″α〃%ιπ′グ (ン)力′力αノ勿ο′οり,F%′

・
ι
・
ια Zιαノ厖 υπグυ′観

・
″ Sθ力οο′〆 ″グ ,・

`グ

π

Abstract
The aqueous humor supplies the lens with nutri- existence of receptors for EGF and FGF as well as

tion. Recently, the existence of epidermal growth the internalization of EGF and b-FGF. From these
factor (EGF) and basic fibroblast growth factor results. We inferred that the function of EGF and
(b-FGF) has bean confirmed in the human aqueous b-FGF was strongly related to the physiological
humor. For this reason, it was thought that the condition of LEC (J Jpn Ophthalmol Soc 99 : 81-86,
function of these growth factors was related to the 1995)
physiological condition of the lens epithelial cells
(tEC). Therefore, we looked for the existence of Key words : Human lens epithelial cells, Epidermal
receptors for EGF, FGF, and the internalization of growth factor, Basic fibroblast
EGF and b-FGF using LEC from human cataractous growth factor, receptor, Internaliza-
Ienses in immunohistochemistry. We confirmed the tion

I緒  言

Epiderinal growth factor(EGF)は , Cohenl)に より,

1962年,雄マウス顎下腺 中か ら発見 され,鍋roblast

growth factor(FGF)は ,Gospodarowicz2)に より,1974

年,ウ シ下垂体から発見された。また,こ の FGFは ,1985

年に,等電点の違いにより,塩基性のbasic FGF(b―

FGF)と ,酸性の acidic FGFに分類された3)。 これら細

胞成長因子の生物作用については,こ れまでにいくつか

報告されているが,最近,EGF,ま た b―FGFが ヒト房水

中に存在していることが確認され4)～6),房水からその多

くを栄養されている。角膜また水晶体の生理に,こ れら

細胞成長因子が大きく関与しているものと考えられてい

る。しかし, これら細胞成長因子が細胞に対して生物作
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用を発揮するためには,こ れら細胞成長因子に対するリ

セプターの存在 とリセプターを介した内部化が必要であ

る7)。 そこで,ヒ ト自内障の水晶体上皮細胞を材料 とし

て,EGF,FGFリ セプターの存在,ま た EGF,b‐ FGFの

内部化について,免疫組織化学的手法を用い調査 した。

II実 験 方 法

1.EGFリ セプターの検索

57～78歳の自内障患者 12例 12眼を対象として,自 内

障手術時の前嚢切開,COntinuOuS CurVelnear CapSu10r‐

hexis(CCC)の際に,水晶体の中央部から得られた上皮

細胞の付着した前嚢片を,0.5%glutaraldehydeを 使用

し,細胞膜 を 4°Cで 15分間固定後,Ca2■ , Mg2+_free
phOSphate burered sahne(PBS)を 用い洗浄した。次

に,PBSに 溶解 した 0.1% bovine serum albumin

(BSA)を 使用し,30分間ブロッキングを行った後,一次

抗体 として,TRI社製,抗 EGFリ セプターモノクローナ

ル抗体 (マ ウス IgG,catalog#1096)を BSAで loo倍

に希釈し,室温で 60分間反応させた。その後,ス トレプ

トアビジン法を用い, リセプターの免疫組織化学的検索

を行った。すなわち,PBSで洗浄後,二次抗体としてビ

オチン標識ヤギ抗マウス IgG。 ラビットIgGを室温で 10
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図 l A Epidermal grawth factor(EGF)リ セプターの存在部位

染色部位にEGFリ セプターの存在が確認された.

図 lB EGFリ セプターの存在部位。

陰性対照では染色されなかった。
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分間反応させ,PBSで洗浄後,ペルオキシダーゼ標識ス

トレプ トアビジンを室温で 5分間反応 させる方法であ

る。 その:後,3 aminO_9 ethylcarbazole(AEC)染 色を施

行し,EGFリ セプターの検索を行った。また,58～80歳

までの自内障患者 10例 10眼 を対象として,一次抗体に

正常マウスの全血清を使用,同様の実験方法を施行し,

これを陰性対照とした。

2.EGFの検索

56～84歳の自内障患者 11例 11眼を対象として,EGF
リセプターの検索時と同様の方法で入手された上皮細胞

の付着 した前嚢片を,70%エチルアルコールを使用し,

上皮成長因子,塩基性線維芽細胞成長因子の存在・馬嶋他
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細胞質を室温で 10分間固定後,PBSを用い洗浄した。次

に,BSAを使用し30分問ブロッキングを行った後,一次

抗体 として,湧永製薬の抗ヒトEGF抗血清 (ラ ビット,

ロット番号 006B)を BSAで 100倍 に希釈 して室温で

60分間反応させた。この後,ス トレプ トアビジン法,AEC
染色を施行し,EGFの検索を行った。また,56～ 78歳の

自内障患者 10例 10眼 を対象として,一次抗体に正常ラ

ビット全血清を使用,同様の実験方法を施行し, これを

陰性対照とした。

3.FGFリ セプターの検索

67～84歳の自内障患者 13例 13眼を対象として,同様
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靱
図2A EGFの存在部位。

染色部位にEGFの存在が確認された.

図 2B EGFの 存在部倣。

陰性対照では染色されなかった。
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の方法で入手された上皮細胞の付着した前嚢片を0.5%
glutaraldehydeを 使用し,4°Cで 15分間固定後,PBSを
用い洗浄した。次に,BSAを使用し30分間ブロッキング

を行った後,一次抗体 として,コ スモバイオ社製,抗 ヒ

トFGFリ セプターモノクローナル抗体 (マ ウス IgG I,

catalog#05-149, ロット番号 10986)を BSAで 100倍

に希釈して室温で 60分間反応させた。この後,ス トレプ

トアビジン法,AEC染色を施行し,FGFリ セプターの検

索を行った。また,60～ 77歳の自内障患者 9例 9眼を対

象として,一次抗体に正常マウス全血清を使用,同様の

実験方法を施行し, これを陰性対照 とした。

日眼会誌 99巻  1号

4.b… FGFの検索

47～85歳の自内障患者 12例 12眼 を対象として,同様

の方法で入手された上皮細胞の付着した前嚢片を,70%
エチルアルコールを使用し,室温で 10分間固定後,PBS
を用い洗浄した。次に,一次抗体として,コ スモバイォ

社製,抗 ヒトbasic FGFポ リクローナル抗体 (ラ ビット

IgG,cata10g#40013,ロ ット番号 904202)を BSAで 100

倍に希釈して室温で 60分間反応させた。この後,ス トレ

プ トアビジン法,AEC染色を施行し,b‐ FGFの検索を

行った。また,55～ 72歳白内障患者 9例 9眼を対象とし

て,一次抗体として,正常ラビット全血清を使用し,同

図3A EGFリ セプターの存在部位.

染色部位にFGFリ セプターの存在が確認された

図3B FGFリ セプターの存在部位.

陰性対照では染色されなかった.
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様の実験方法を施行し, これを陰性対照とした。

III 結  果

1.EGFリ セプターの検索

全例,上皮細胞が染色された (図 lA)。 その染色部位

については,細胞膜,細胞質,核の染色が考えられるも

のの,今回の調査からだけでは,細胞膜なのか,細胞質

なのか,核なのか,あ るいはそのすべてが染色されてい

るのかについては明確ではない。しかし,細胞膜に存在

しているリセプターはEGFと 結合し細胞内へ内部化さ

れた後,ラ イソゾームで分解されてしまうため7),今回の

染色部位は細胞質ではなく,細胞膜に存在するリセプ

上皮成長因子,塩基性線維芽細胞成長因子の存在・馬嶋他

図 4A b‐ FGFの存在部位.

染色部位に b‐ FGFの存在が確認された

図 4B b‐FGFの存在部位 .

陰性対照では染色 されなかった
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ターに反応した結果ではないかと推察された。一方,陰
性対照群では,全例染色されなかった (図 lB)。

2.EGFの検索

全例,上皮細胞が染色された (図 2A)。 しかし,EGF
は細胞膜辺縁に均―に分散し,凝集,集合を行い, リセ

プターと結合した後,細胞内へ内部化され,一部は直接

核のクロマチンと特異的に結合するものの,その多 くは

ライソゾームで分解 されるという様式を示すため7),

EGFは細胞膜,細胞質,核のどの部位にも存在している

可能性があり,今回の結果からだけでは,細胞膜が染色

されているのか,細胞質が染色されているのか,核が染

色されているのか,あ るいはそのすべてが染色されてい

50μ m
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るのかについては明確ではなかった。しかし,組織の固

定にエタノールを使用し,EGF抗体を細胞内へ通過させ

やすくしていること,ま た細胞の輪郭に沿って染色がみ

られないことから,細胞膜が染色されたものではないと

考えた。そして今回の結果では,細胞質と核膜の染色が

考えられ, これらの部位にEGFが存在しているものと

推察した。一方,陰性対照群では全例染色されなかった

(図 2B)。

3.EGFリ セプターの検索

全例,上皮細胞が染色された (図 3A)。 しかし,こ の

場合もEGFリ セプターを検索 した時と同様,細胞膜が

染色されているのか,細胞質が染色されているのか,核
が染色されているのか,あ るいはそのすべてが染色され

ているのか,今回の調査からだけでは明確ではないが,

矢印のように,細胞の輪郭に沿って染色されている所見

がみられることから,細胞膜 に存在するFGFリ セプ

ターに反応したものと考えた。一方,陰性対照群では,

全例染色されなかった (図 3B)。

4.b‐FGFの検索

全例,上皮細胞が染色された (図 4A).し かし核では,

核小体を除いては,ほ とんど染色されなかった。また核

以外では,染色部位が細胞膜であるのか,細胞質である

のか,あ るいはその両者が染色されているのかについて

は,今回の調査からだけでは明確でない。しかし,FGF
リセプターの検索時にみられたような細胞の輪郭に沿っ

て染色されている所見はなく,均一な染色であり,ま た

EGFの検索時と同様,固定にエタノールを使用し,細胞

内へ b‐FGF抗体を取り込ませていることから,今回の調

査では,細胞質の b‐FGFに 反応しているものと考えた。

一方,陰性対照群では,全例染色されなかった(図 4B)。

IV 考   按

Avascular organで ある水晶体は,そ の多 くを房水か

ら栄養されてお り,水晶体の代謝を維持 している。ヒト

房水中に,Parelmanら 4)は平均 0.88 ng/ml,並木ら5)は

l ng/ml程 度の EGFを報告 し, また,Tripathiら 6)は
1

ng/ml程度の b―FGFを報告 している。このように房水

中にはEGF,b―FGFが存在 しており,こ れら細胞成長因

子が角膜, また,水晶体の生理になんらかの関与をして

いることは十分に考えられることである。しかし,そ の

生理作用を調査するにあたって,細胞成長因子がその生

物作用を発揮するためには,標的 となる細胞 にリセプ

ターが存在 し,こ のリセプターを介して実際に細胞内ヘ

内部化されるという条件が必要 となる。そこで今回,ヒ

ト自内障水晶体の上皮細胞を材料 として,EGFリ セプ

ター,EGFの存在を,ま た,FGFリ セプター,b―FGFの
存在を免疫組織化学的手法を用い調査した。この調査で,

FGFリ セプターに対する抗体は acidic,basicの 両 FGF
リセプターに反応するため,本来であればbasic FGFリ
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セプターに対す る抗体 を使用すべ きであるが,現在市販

され てい る抗体 は FGFリ セ プ ター抗体 のみで あ るた

め,今回はこの抗体 を使用 し調査 を行 った。

免疫染色 の結 果,ヒ ト自内障水 晶体 の上皮細 胞 は,

EGF,FGFの リセプターを有 してお り,ま た EGF,b‐
FGFは細胞内へ内部化 されてい る もの と考 えた。今 回

は,材料 として ヒ ト自内障水晶体 の上皮細胞 を使用 した

が,ヒ ト正常水晶体 の上皮細胞 を使用 した場合で も,同
様 な結果 を得 る ことがで きるか否 かが重要 な問題 とな

る。 しか し,ヒ トの細胞 を材料 とす る限 り,正常水晶体

の上皮細胞 を用 い, こうした調査 を行 うことはほ とん ど

不可能であることか ら,今回の結果 は有意義 と考 えた。

水晶体内において,最 も活発 なエネルギー代謝 を行 い
,

高い生理活性 を示す部位 は上皮細胞 である。 この上皮細

胞 に EGF,FGFに対す るリセプターが存在 し,こ れ らリ

セプターを介 して,EGF,b‐ FGFが細胞内へ内部化 され

ている可能性 を今回示唆 した。 そ して,細胞成長因子が

細胞の生理機能 に関与することか ら,水晶体上皮細胞 の

増殖,分化 とい う細胞挙動だけでな く,水晶体内への物

質輸送,カ プセル合成 な どの機能 に も影響 を与 えること

が推測 され,細胞成長因子の水晶体 に及ぼす作用 を調査

することは,今後の自内障研究 に非常 に重要である と考

えた .
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