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序論

脳の機能は個体の機能の中心であるが、多くの部分は謎に包まれており、その解

明は生命科学の究極の目標といってもよい。近年、遺伝子工学の手法を取り入れた

分子生物学の飛躍的な発展により神経細胞の分子レベルでの機能が次々に明らかに

なってきた。そして遺伝子クローニングやパッチクランプ法などにより脳に存在す

る様々な因子が単離されてきた。線維芽細胞増殖因子(FibroblastGrovJth Factor ， 

以下FGFと略す)は、本来脳や脳下垂体から単離された増殖因子であるが、近年遺伝

子クローニングにより多くのメンバーが発見され、脳の発達、機能維持に重要な役

割を果たしていると期待される因子の一つである。

現在、 FGFfamilyのメンバーは、少なくともFGF-1からFGF-18までの18種類が

同定されており (Fig.1-1)、アミノ酸配列の相向性は30"-'79 %である(1，2，3， 1， 5， 

6，7，8，9， 10， 11， 12， 13， 14， 15)0 18種類のFGFの中でもプロトタイプである

acidic FGF(aFGF)とbasicFGF (bFGF)は胎児及び成体の様々な臓器に発現してい

るが、 FGF-3、FGF-.J、 FGF-52之びFGF-6は胎児や腫蕩細胞において、 FGF-7は

腎臓、結腸、回腸などの」部の成体組織において主に発現している(1，2，3，4，ふ 6，

7)。又、 FGF-8とFGF-9はそれぞれマウス乳癌細胞とヒトグリオーマ細胞から、

FGF-10はラット胎児から単離されている(8，9，10) 0 FGF-11からFGF-14(FHF-1 

"-' FI-IF--1)はヒト網膜から、 FGF-16はラット心臓からそれぞれ単離されている(11，

13)口 FGF-15はE21¥-Pbx1の下流標的因子として向定され、 FGF-17、FGF-18は

ラット胎児から単離されている(12，14， 15)。これら18種類のFGFの中ではaFGF、

bIむF、FGF-5、FGF-9、FGF-10及びFGF -11 "-' FG F -14が成体の中枢神経系にお

いて発現している。中でもaFGF、bFGFにおいては神経栄養作用、神経分化作用な

どを/示すことが報告されており、 FGFの脳内における作用が注目されている(16，

17， 18)。又、 FGFは細胞表面上の特異的なレセプターを介してその作用を発現して

おり、現代までにFGFレセプターは、 FGFR-1からFGFR-4の4種類が同定されてい

る(Fig.1-2)(19， 20， 21，22，23，24，25，26，27)。これらはいずれも細胞外にイム

ノグロプリン様ドメインを持ち、細胞内にチロシンキナーゼドメインを持つ構造を

示し、互いに55~70% の相向性を持っている (28 ， 29) 0 

著者は脳内における神経細胞の分化や機能維持に対するFGFの役割を解明するた
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めに、まず初めに脳内におけるFGFの発現領域、発現細胞を同定することが重要で

あると考えた。そこで脳について生理学的、解剖学的に知見が事官なラットを用い

て、 insitu hybriclization法により生後の脳内におけるFGFl1iR"¥人の発現分布を、

著者が研究していた、背時報告されていた10種類のFGFについて詳細に検討した。そ

の結果、成体の脳内においては10種類のFGFの中でもaFGF、bFGF、FGF-5、
FGF-9、FGF-10mR"¥.Aが発現しており、 aFGF nlRl'¥.Aは広い領域の神経細胞に強

く、 bFGFmR'¥'Aは海馬の神経細胞に強く、広い領域のグリア細胞に弱く、 FGF-5
nl~'\; ... 叫ま海馬、視床、大脳皮質の神経細胞に弱く、 FGF-9nlR~.Aは広い領域の神

経細胞に強く、 FGF-10mR'¥ .. -¥は広い領域の神経細胞に強く発現していることを明

らかにした。又、当研究室においてFGFレセフターについても脳内発現を調べてお

り、 FGFR-1mR，¥;Aは広い領域の神経細胞に、 FGFR-2nlR'¥'.i主は広い領域のオリ

ゴデンドロサイトに、 FGFR-3nlR'¥'Aは広い領域のアストロサイトに、 FGFR-.l
mR'¥'えは内側網核の神経細胞にのみ発現していることを明らかにしている(30，31， 
32)。

さらに、著者は生後の脳発達過程における10種類のFGF111陀記Aの発現を、生後2
日、 7日、 11日、 15日、 49日齢のラット脳を用いて検討を行った。その結果、ほと

んどのFGFm陀礼主は成体での発現領域と同じ領域で生後間もなくから成体まで持

続的に発現していたが、 FGF-5nlR'¥' .. -¥のみが生後11日目前後に、小脳皮質の内頼、

粒層で一過性に発現していた。そしてFGFレセブターについても同様に調べたとこ

ろ、 FGFR-4mRNAがFGF-5mR'¥'Aの高発現するのと同じ時期に小脳皮質の外頼

粒層で一過性に高発現していたため、著者はFGF-5がFGFR-4と結合可能かどうか

検討を行い、 FGFーらはFGFR-4に結合することを明らかにした。

さらに著者はFGF-5の研究の過程において、脳内で発現しているFGF-5のC末端

欠失型のアイソフォームをコードしているcD:-¥Aを単離した。そしてこの欠失型

FGF-5アイソフォームの発現分布、生理活性についてFGF-5と比較しながら検討を

行い、 FGF-5の欠失型アイソフォームがFGF-5のアンタゴニストとして働くことを

明らかにした。

以下、これらの知見について二章に分けて論述する。
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なお本文中あるいは図表中で使用した略号は以下の通りである。

aFGF 

bFGF 

cONA 

FGF 

FGFR 

GST 

ISH 

PCR 

PBS 

RT-PCR 

SOS 

tRNA 

lTTP 

acidic fibroblast growth factor 

basic fibroblast growth factor 

c0111plenぼ ntaryONA 

fibroblasl growth factor 

fibroblast growth factor receptor 

glutatione S-transferase 

in situ hybridization 

polymerase chain reactlon 

phosphate-buffered saline 

reverse transcription polymerase chain reaction 

sodiurn dodecyl sulfate 

transfer RNA 

uridine-5' -triphosphate 
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第一章 FGF-5の生後の脳内発現に関する研究

近年、 FGFは増殖因子のみならず、中枢神経系の分化因子、栄養因子として注

されているロ中でも特に、脳神経系に対する作用の研究が進んでいるのはaFGF

bFGFであり、これらは神経細胞の初代培養系における生存促進作用、海馬神経細

胞のグルタミン酸毒性に対する桔抗作用、神経切除した前脳基底野のコリン作動性

神経細胞に対する回復促進作用などを示すことが報告されている(16， 17， 18， 33， 

34)。しかしその他のFGFの脳内における生理的役割はほとんど明らかになってい

ない。そこで、 FGF familyの脳内における役割を解明するためには、まず初めに

FGFの脳内における発現分布を調べることが重要であると考えた。そこで著者が研

究していた当時報告されていたaFGFからFGF-10までの10種類のcDNAをクローニ

ングし、 ISHにより成体の脳及び生後の脳発達過程におけるFGF m悶¥TAの発現領

域、発現細胞の同定を行った。その結果、成体の脳においては、 aFGF、bFGF、

FGF-5、FGF-9、FGF-10 m定判Aがそれぞれ特異的な領域で発現していた。又、

ほとんどのFGFは生後間もなくから成体まで成体での発現領域と同じ領域で持続的

に発現していたが、 FGF-5 mR.¥スにおいてのみ生後の脳発達過程において小脳皮

質で一過性に発現していた。そして4種類のFGFレセブターについても同様に調べ

たところ、 FGFR-4mRNi¥のみがFGF-5mR'対Aの一過性に発現するのと同じ時期

に小脳皮質で一過性に発現していたことから、 FGF-5とFGFR-4の相互作用につい

ても検討を行った。

実験結果

第1節 成体ラット脳内におけるFGFmRNAの発現

FGF family mRNA の脳内での発現について調べるために、ラットのaFGF'"'-'

FGF-10の10種類のcDNAを単離し、ラット脳のcoronal sectionを用いて、 ISHを

行った。
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Figure 2-1. Localization of aFG F--FG F-1 0 mRNAs in consecutive coronal 
sections of the rat brain. Coronal sections were hybridized with a 35S-1abeled antisense 
RNA probe for each mRNA， and exposed to X-ray film for 10 days. Cx， cerebral cortex; Th， 

thalamus; Hy， hypothalamus; Hi， hippocampus; Md， midbrain; Cb， cerebellum; Bs， brainstem. 

Scale bar=lcm. 
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Figure 2-2・Localizationof aFGF mRNA in the rat brain.Bright-field (A，c，E) ，nd dark-field (B，D，F)photomicro-graphs .coronal sections labeled with a35s-trzzzh℃rJr立ぷ::teLt:121出2122tT212J2
tlucleus; 12. hypoglossal nucleus. Scale bar= lmm. 
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Figure 2-3. Cellular localization of aFGF mRNA in the anterodorsal thalamic 
nucleus (A)， oculomotor nucleus (B) and hypoglossal nucleus (C). Bright-field 
photomicrographs. Coronal sections labeled with a 3ち-labeledaFGF antisense RNA probe 
were dipped in liquid emulsion， and counterstained with cresyl violet after 3 weeks of 
exposure. Black grains in the photomicrographs show the localization of aFG F mRNA. Arrows 
and arrowheads indicate neurons and glial cells， respectively. Scale bar=40μm. 
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Figure 2-4.Localization of bFGF mRNA in the rat brain.Bright-field (A，C)and 
dark-field (B，D)photomicrographs.coronal sections labeled with a35s-labeled aFGF 

主力二rA2;己主?fロ;uzrロロムヨニロt立?3J2ト22JZ
fields of the hippocampus; Scale bar= lmm. 
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Figure 2-5. Cellular localization of bFGF mRNA in the tenia tecta (A)， indusiurn 
griseum (B)， CAl region of the hippocampus (C) and cere bral cortex (D). Coronal 
sections labeled with a 35S-1abeled bFGF antisense RNA probe were dipped ill liquid ernulsion， 
and counterstained with cresyl violet after 3 weeks of exposure. Black grains il1 the 
photomicrographs show the localization of bFGF mRNA. Arrows and arrowheads indicate 
neurons and glial cells， respectively. Scale bar=40μm. 
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Figure 2-6. Localization of FG F-9 mRNA in the rat brain. Bright-りeld(A， C) and 
dark-field (B，D)photomicrographs.Coronal sections labeled with aぬ S-labeledFGF-9 
211tisfilse RNA probp were dipped in liquid emulsion，and counterstail1ed with cresyi violet 
ifW3weeks ofGxposm3，oculomotor nucleus;R，red nucleus;12，hypoglossal nucleus; 
LRt， lateral reticular nucleus. Scale bar= 1mm. 
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Figure 2-7. Cellular localization of FGF-9 mRNA in the red nucleus (A)， lateral reticular nucleus (B)， cerebral cortex (C) and thalamus (D). Bright-field photomicrographs. Coronal sections labeled with a 3ち-labeledFGF-9 antisense RNA probe were dipped in liquid emulsion， and counterstained with cresyl violet after 3 weeks of exposure. Black grains in the photomicrographs show the localization of FG F -9 mRNA. Arrows and arrowheads indicate neurons and glial cells， respectively. Scale bar-40μn1. 
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Figure 2-9.Cellular localization of FGF-10m RNA i n the late rodorsal thalamic 

出12sl(A)，the dorsal motor nucleus Of the vagus(B)th inferior州 ve (C) 
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aFGF mRNA 

aFGFm悶ぜAの中程度あるいは強度の発現は、視床では様々な視床核に、中脳で

は黒質、動眼神経核などの神経核に、脳幹では舌下神経核、 三叉神経核などの神経

核に、小脳では小脳核に認、められ、その発現は全て神経細胞で観察された (Fig.2-

1，2-2，2-3) 0 aFGF m陀ぜAは他にも終脳、視床、視床下部、中脳などの特定の領

域の神経細胞にも弱いながら発現していた。

bFGF mRNA 

bFGFmR~Aは脳全般にわたって弱く発現していた (Fig. 2-1)。特にbFGF

mRNAは、海馬のC.A.l， C~吃領域、 Tenia tecta、lndusiumgriseumなどの限られ

た領域で強く発現していた (Fig.2-4)。そしてこれらの領域での発現は、神経細胞

で観察された(Fig.2-5)。皮質の神経細胞でも弱いながらその発現が観察された。

しかし、その他の領域でのbFGFm町吋Aの発現はグリア細胞に観察された。

FGF-5 mRNA 

FGF-5 m悶対Aは海馬のCA1、 CA2領域やTeniatecta、視床、大脳皮質において

弱く発現していた(Fig.2-1)。そしてその発現は神経細胞で観察された。

FGF-9mRNA 

FGF-9 D1RNAは脳全般にわたって発現していた (Fig.2-1)。特にFGF-9mRI刈A

の中程度あるいは強度の発現は、海馬ではCA2、 CA3領域に、視床では様々な視床

核に、中脳では動限神経核、赤核などの神経核に、脳幹では舌下神経核、三叉神経

核などの神経核に、小脳では小脳核、頼、粒層などに認められ、その発現は全て神経

細胞で観察された(Fig.2-6，2-7)。また皮質、視床の神経細胞でもFGF-9mRNA 

の弱い発現が観察されたD
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FGF-10 mRNA 

視C1¥.3領域に、海馬ではCA1、FGF-10 m~刈Aの中程度あるいは強度の発現は、

脳幹では;号ド赤核などの神経絞に、中脳では動限神経核、床では様々な視床核に、
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生後の脳発達過程におけるFGFmRNAの発現第二節

生後2生後の脳発達過程における10種類のFGFmRNAの発現分布を調べるため、

その49日齢のラット脳を用いてISHにより検討を行った。15日、11日、7日、口
μ

ほとんどのFGFにおいてすでに生後2日目から成体での発現分布と同様の分結果、

+ 
+ 

FGF-5 mRNAにおしかし、その発現は成体まで持続していた。布を示しており、

+ + + 
+ +十

+
+
 

+
+
+
 

+
+
+
 

+
+
+
 

+
+
+
 

+
+
+
 

+
+
+
 

視床では生後間もなくから持続的に成体までいては成体で発現が認められた海馬、
+ + 
+ + 

十

+ 
+ 
+ 

それ以外に小脳において一過性の強い発現が見られた。その発現が認められたが、

生後11日目に生後間もなくから小脳皮質で弱い発現が見られ、FGF-5 mRNAは、

しかしその後FGF-5mRNAの発現は弱まり、おいて最も強い発現が観察された。

FGFレセプターに又、生後49日目ではその発現は認められなかった(Fig.2-10A)。

ついても同様に調べたところFGFR-1からFGFR-3の3種類のmRNAは生後2日目か

FGFR-4ロボNAにおいてはFGF-ら成体まで成体と同じ発現分布を示していたが、

5mRNAが一過'性に発現するのと同じ時期に小脳皮質で一過性に発現しているのが

確認された(Fig.2-10B)。

A 

P2 P49 P15 Pll P7 

待ゅ
$. 
L9F 

-# 

三

-e.‘

Figure 2-10. Localization of FGF-5 (A) and FGFR-4 (B) mRf、JAsin coronal 

sections of the rat cerebellum at different stages of post-natal development 

(P2， P7， P11， P15 and Adult). Coronal sections of the rat cerebelllum were hybridized 

with :l'-S-labeled FGF-5 or FGFR-4 antisense RNA probes and exposed to X-ray film. Cb， 

cerebellum; Bs， brainstem. 
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第三節 小脳におけるFGF-5とFGFR-4mRNAの一過性の発現
第二節でFGF-5とFGFR-4mRNAの強い発現が見られた生後11 の小脳皮質

を高倍率で検討したところ、 FGF-5m悶吋Aは小脳皮質の内頼、粒層の頼粒細胞の広
い領域で、 FGFR-4m悶ぜAは小脳皮質の外頼粒層の最外層にある増殖領域の頼粒細
胞で発現していた (Fig.2-11， 12)。

A 

Figure 2-11. Localizatlon of FGF-5 (A. B) and FGFR-4 (C. D) rnRNAs in coronal sections of the rat cerebellum (P11). Coronal sections of the rat cerebellum were hybridized with SS-labeled FGF-5 or FGFR-4 antisense RNA probes. The labeled sections were counterstained with Cresyl violet. Bright- (A. C) and dark- (B， D) field photomicrographs. White grains show localizations of FGFR-4 mRNA and FGF-5 mRNA. respectively. EG. external granule layer; Mol， molecular layer; IG， internal granule layer. Scale bar=200μrn. 
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第四節 FGF-5とFGFR-4の相互作用

FGFがその生理活性を示すためにはFGFレセプターとの結合が必要不可欠である

現在までにFGF-5はFGFR-1及びFGFR-2に結合し、 FGFR-3には結合しないこと

が報告されている(35， 36)。しかしFGFR-4についてはFGF-5との結合性が明らか

になっていないため、との一過性に発現するFGF-5がFGFR-4と結合できるのかど

うかは不明である。そのためFGF-5、FGFR-4をそれぞれタンパク質として発現さ

せ、 FGF-5のFGFR-4に対する親和性を調べた。

FGF-5は大腸菌により作製しでも生理活性を保持していることが報告されている

(35)。そのためFGF-5を大腸菌を用いてGST融合タンパク質として発現させること

を戸みた。又、 FGFR-4は細胞外ドメインをコードする領域のC末端に検出用の

Epitope tag、精製用のHistagを融合させた可溶型レセプターとしてバキユロウイ

ルス昆虫細胞発現系を用いて発現を行った(Fig.2-13)。との系を用いた理由はプロ

モーターが強力なため晴乳細胞由来の培養細胞に比べ目的とするタンパク質を比較

的大量に高次構造を維持したまま得ることが可能であるからである。

Exracellular domain 
of FGFR-4 E-tag His-tag 

¥h  
/ ~ 

Recombinant viral DNA 

Infection 

-、-、『句l.._____ r'¥ 

Insect cells 

Figure 2-13. Baculovirus expression system 
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GST融合FGF-5の発現

大腸菌により発現させたGST融合FGF-5は、 GSTに対して親和性のあるグルタチ

オンアフィニティーカラム及びFGFに親和性のあるヘパリンアフィニティーカラム

で精製後、 Superdex75を用いてゲル漉過を行い、目的のサイズである53I(Daのタ

ンパク質を得た(Fig. 2-14 A)。そしてこのタンパク質がGST融合FGF-5であるこ

とをGST抗体を用いたウエスタンブロットにより確認した(Fig.2-14 B)o 

可溶型FGFR-4の発現

見虫細胞で発現させた可溶型FGFR-4は、 Histagを利用してNi-λ寸A アフィニ

ティーカラムにより精製し、目的のサイズである56KDaのタンパク質を得た(Fig.

2-15 A)。そしてこのタンパク質が可溶型FGFR-4であることをE-tag抗体を用い

たウエスタンブロットにより確認した(Fig.2-15 B)。

入 B 

62 T 

32.5ー令

KDa 

Figure 2-14. (A) Coomassie blue 

protein staining and (B) immuno-

bloting analysis to show the 

expression of the FGF-5 in E. coli. 

A B 

R~3 

62 

1} 7 . 5 

KI)a 

Figure 2-15. (A) Coomassie blue 

protein staining and (B) immuno-

bloting analysis to show the 

expression of the solubleFG FR-4 in 

culture supernatant of High Five 

insect cells. 
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Association Dissociation Equilibrium 
constant (M) constant (M) dissociation constant (M) 

aFGF 2.27X 105 5.77 X 10-3 2.54X 10-8 

FGF-5 3.73X 105 1.73X 10-2 4.65 X 10-8 

考察
本研究で、著者は成体及び生後の脳発達過程における

aFGFからFGF-IOまでの

10種類の m悶ぜAの発現領域、発現細胞について同定を行った。その結果、 10種類
のFGFの中ではaFGF、bFGF、FGF-5、 FGF-9、FGF-10mRNAが成体の脳で
発現し、それぞれ特異的な発現パターンを示していた。そしてこれらの多くのもの
が神経細胞で発現していた。さらに当研究室でFGFレセプターについても同様に脳
内発現領域・発現細胞を調べ、 FGFR-1mRNAは広い領域の神経細胞に、 FGFR-
2m町、マ八は広い領域のオリゴデンドロサイトに、 FGFR-3m&~Aは広い領域のア
ストロサイトに、 FGFR-4 mRl¥Aは内側網核の神経細胞にのみ発現していること

を明らかにしている(30，31， 32)。
脳内で発現している5種類のFGFの内、 bFGF、FGF-5、FGF-9、FGF-10

m&~Aが海馬で高発現しているが、海馬で発現しているレセプターはFGFR-1一郎Aだけである口海馬においてはこれらFGFの作用はFGFR-1を介して行われる
ものと考えられる o さらに脳内の神経細胞に発現している悶レセフ。ターは主に
FGFR-1 m&~Aであることからも、 FGFの神経細胞に対する作用はFGFR-1を介
するものと考えられる。又、グリア細胞のオリゴデンドロサイト、アストロサイト
ではそれぞれFGFR-2、FGFR-3mRNAが発現していることから、 FGFのこれら
のグリア細胞に対する作用は両受容体を介するものと考えられた。

さらに著者は生後の脳発達過程において、 FGF-5m貯ぜAのみが成体で、の発現領
域とは別に小脳皮質の内頼粒層の頼粒細胞で一過性に高発現していることを明い
にした。又、 FGFレセプターについても同様に調べたところ、 FGF-5mRNAが高
発現するのと同じ時期にFGFR-4mRNAのみが小脳皮質の外頼粒層の最外層の増
殖領域の頼粒細胞で高発現しており、さらにFGF-5とFGFR-4の結合性を検討した

結果、 FGF-5がFGFR-4と結合できることを示した。
小脳皮質の頼粒細胞は生後直後では小脳皮質の表面に存在し、活発に増殖して外

頼粒層を形成する。そして生後7日目頃から分化が起こり、平行繊維を出しながら
外頼粒層からプルキンエ細胞層下に移動し内頼粒層を形成する。この頼粒細胞の増
殖と移動は生後日日目にピークを迎え、平行繊維は分子層としてプルキンエ細胞
層上に残る。そして、生後21日目には外頼粒層は完全に消失し、小脳の形態形成
が完成すると報告されている(38)。この小脳皮質の頼粒細胞の増殖と移動の盛んな

BIA coreを用いたFGF-5とFGFR-4の反応速度定数の算出

得られたGST融合FGF-5、可溶型FGFR-4をBIAcoreを用いて反応速度定数の算
出を行った。 BIAcoreは表面プラズモン共鳴という光学現象を測定原理により生体
づ汗間の相互作用をラベルなしでリアルタイムに測定することが可能な装置である。
その結果、 FGF-5はFGFR-4に対し解離速度平衡定数 4.65 X 10 8(M)の親和性を不
し、その結合速度定数は1.73X10乏 (M)、解離速度定数は3.73X10る (M)であった
(Table 2-2)。又、コントロールとしてFGFR-4と高親和性を示すことが報告されて
いるaFGFについてもFGFR-4との親和性を同様にして調べたところ(37)、aFGFは
FGFR-4に対し解離速度平衡定数 2.54 X 10-8(M)の親和性を示し、その結合速度定
数は5.77X 10-3 (M)、解離速度定数は2.27X 10 -6 (M)であった。この結果よりFGF-5
はFGFR-4に対しaFGFの半分ほどの親和性を持っていることが判り、 FGF-5は
FGFR-4と結合できることが明らかになった。

Table 2-2. Kinetics parameters and calculated equilibrium for FGFR-4. 
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時期である生後11日目にFGF-5及びFGFR-4mRNAがそれぞ、れ内頼粒層、外頼粒
層の頼粒細胞で一過性に発現し、さらにFGF-5はFGFR-4に結合できることから、
内頼粒層の頼粒細胞で発現したFGF-5が外頼粒層の頼粒細胞で発現している

FGFR-4に作用し、小脳の分化に関与しているのではないかと考えられる。

生後の脳発達過程の小脳皮質における他のFGFmRl'呼Aの発現については、 FGF-
5m悶ぜA以外にもFGF-9mR1ぜAが小脳の頼、粒細胞で発現している。しかしFGF-9
mR1対Aは生後の脳発達過程にわたって著しい発現の変化を示さず、さらにFGF-9
はFGFR-4に結合しないことが報告されていることから(39)、FGF-9はFGFR-4を
介する小脳の分化には関係していないのではないかと考えられる。さらに最近同定
されたFGF-11~14 mRNAについては、脳で発現していることが報告されている
が、詳しい発現領域、発現細胞については不明である(11)。

FGFによるFGFR-1、-2、-3の活性化は、様々なタイプの細胞の増殖を誘導す

るが、 FGFR-4を介する細胞増殖の報告は現在のところない。 FGFR-4のシグナル
伝達に関与している分子は他のFGFレセプターのものとは異なることが報特されて
いる(40，41)。又、 FGFR-1あるいはFGFR-4を筋芽細胞に発現させた後、 bFGFに
よりFGFR-1を活性化させると筋芽細胞の増殖及び分化が促進されるのに対し、
FGFR-4を活性化させたときには筋芽細胞の分化が抑制されることも報告されてい
る(42)。増殖領域の頼粒細胞は分化することによりその増殖性を失うことから、

FGFR-4が筋芽細胞と同様に小脳の頼粒細胞に対しても同様な作用を示すのであれ
ば、 FGFR-4は増殖領域の頼粒細胞の分化を抑制し、増殖可能な状態を維持するこ
とにより増殖を促進し、小脳皮質の形態形成に関与しているのではないかと考えら
れる。
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第1章実験方法
第一節の実験

[lJ ラット組織中からの~~，，<\の調製
~~Aは、 wistarラットの様々な組織より guanidinium thiocyanate-phenol-

chloroform抽出法によって単離した(43)0Poly (必十は、 oligo (dT)セルロース

(Collaborative Reserch Inc. Type 2)を用いて調製した。

[2JラットaFGF'"'"FGF-IO cDr¥Aの単離
ラyト胎児、腎臓のの);Aは、それぞ、れ5μgのPoly (10 _._を300 unit の~olonて

m 日付neleukemia virus由来の逆転写酵素 (GIBCO-BRL)、 15 unitのhuman胎盤
献の~R.'\'ase inhibitor附 koPure Chemω， Japan) 及び0.5μgの6塩基から
なるランダムプライマーを含む反応液中に加え、 37

0

C，60分間反応を行い合成へたo

aFGF 及び~FGF cD:¥，，，-¥(508，十l2bp)は報告されている配列を元に特異的なフライLーを作製し肌F，C:\TCG~-\C~-\G廿GCTGCTGAG ， GC八CCCAG1~t\C/\CTCC-
γf.-¥GTC; bFGF， GC.AGC.-¥TCACτ寸CGCτ寸CCC， GACAτ寸GGAAGi¥AACA-
GT人T)、ラット胎児cD:¥'.i¥からPCR増幅した (44，45) 0 FGF -9 cD:'¥.r¥(396bp)は報
科されている配列を元に特異的なプライマー(GCAGCTGTACTGCAGGACTG，

寸GTC.¥GG GTCCr¥CTGGTCT)を作製し ラ y ト腎臓からPCR増幅したω)0FGF-
10 cD:¥"人(750bp)は報告されている配列を元に特異的なプライマー(C廿 C.AAGTA-
TGγrCTTCTG， GGC. ~主人G.AGTCATIGG'γrGT) を作製し、ラット胎児 cDNAか
らPCR増幅した(10)。ラットFGF-3cDNA (289bp)はマウスとヒトのアミノ酸配列
の相同性が高い領域 (YIλ111~K， DHE11VR)から縮重プライマーを作製し、ラット
胎児 cl)~l\から PCR増幅した(-l6 ， 47)0 FGF-7 cDNA(625bp)はFGF-7に特異的な
プライマー (CC，-¥GA..<¥TCI¥GTTCTTTGAAGTT)とオリゴdT-アダプター
(GCG入GCTCl"v-¥GCγ口γrT)を用いて5'RACE法によりラット胎児cDNAから増
幅した(-l8，49)0 FGF-8 cDNA(487bp)は、マウスとヒトのFGF-8のアミノ酸配列
で相向性が高い領域から FGF-8 プライマー (AGCATGTGAGGGAGCAGAG， 
TAGTI -GAGGAAαGAAGCG)を作製し ラソト胎児 cDNAからPCR増幅した
(8，50)。それらのcDNA断片は、 pGEM-TDNA vector (Promega Co. )にクローン
化した。ラット FGF-4，FGF-5， FGF-6 cDNA (328，352， 346 bp)は、報告されて
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いたマウスのFGF-4(51)，FGF-5 (52)， FGF-6 (53)のアミノ酸配列の相向性が高い
領域(VGIGF， THFLP )から縮重フライマーを作製し、ラット胎児 cDNAからPCR
増幅し、得られたcDNA断片をpGEM-3Zf十にクローン化した。得られたクローン
の塩基配列はdideoxy法(54)により解析した。

[3J aFGF""' FGF-10のR.i¥fAプローブの調製

35S標識R.~Aプローブは、クローン化したDNAより [α 35SJ lTTP (Boehringer 
Manぱleim)の存在下で1マ R.~A Polymerase 、T3 RNA Polymeraseあるいは
SP6RL1¥JA Polymeraseにより合成した。これらの町ぜAフローブは、アルカリにより
200 basesまで分解した。

[4J ISH 

8週齢の雄のwistar ラットより脳を摘出しすぐさま粉末ドライアイスにより凍結
させた。クリオスタットにより厚さ16μmの連続切片を作製し、 poly-L-lysineで、
コー トしたスライドグラス上に張り付けた。組織切片の前処理として4%
formaldehyde/PBS (pH 7.5)にて15分間固定を行い、 PBSで3分間洗浄した。次に
lμg / ml proteinase K処理を、 37 CCで 10分行い、再び~BSで洗浄後0.25%酢酸を
含むO.lMtriethanolamine/0.9 % :¥aClで10分間処理した。最後にアルコール系列
による脱水とchloroformによる脱脂を行い、前処理を終了した。プレハイブリダイ
ゼーションは、フレハイブリ夕、イゼーションバッファー(50% formamide， 4 x SSC 
(lxSSC: 0.15M NaCl/0.015M sodium citrate， pH 7.0)， 2.5XDenhardt' s 
solution (0.05% polyvinylpyrrolidine， 0.05% bovine albumin， 0.05% Ficoll)， 
5mM EDTA， pH 8.0， 500μg/ml yeast tRNA， 500μg/ml denaturecl salmon 
sperm DNA及び、20mMdithiothreitol)にて、 550Cで1時間行った。プレハイブリダ
イゼーションバッファーに最終濃度10%になるようにdextransulfateを加えたもの
をハイブリダイゼーションバッファーとして用い、これに35Sで標識したRNAプロー
プを加えたものを切片にのせ、 550

Cで18時間反応させた。ハイブリダイゼーション
終了後2XSSC/10mM 2-mercaptoethanoHこて550C10分間4回洗浄した。次に50
μg/ml RNaseを含むRNaseAバッファー(0.5M='JaCl， 10mM Tris/HCl及び、1mM
EDTA， pH 8.0)で37:lCで30分間反応を行い、 50% formarrせde/2XSSC/10mM 2-
mercaptoethanolにて550C10分間2回洗浄した。その後アルコール系列による脱水
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を行い、室温にて乾燥させた。ミクロオー トラジオグラフィ ーは、マクロオー トラ
ジオグラフィ ー終了後切片にて水で1: 1に希釈した乳剤 (NTB-3， Eastmann 
Ko酬を塗布し、 3週間露光後D-19にて現像することにより行った。ミクロオー ト
ラジオグラフィ ーを行った切片は、対比染色としてクレシルバイオレツトにより染

色を行った。

第二 ・三節の実験

[lJ FGFR-4 cD0JAのクローニング

ラットFGFR-4 cDNAは、 FGFR-1---4までの4種類のレセプターでアミノ酸配列
の問主が高い領域 (EDAG町 E~1EMM同から縮重フ。ライマーを作成し仇 22 ，
23. 24， 25， 26， 27)、Homology-basedPCR法により、 M13DNA vectodこクロー
ニングした。得られたクローンの塩基配列はdideoxy法(54)により解析した。

[2J FGF及びFGFレセプターのRl'¥Ji¥プロープの調製

第一節の実験方法 [3Jに準じて行った。

[3J ISH 
Wistar ラットの雄 (2日、 7日、 11日、 15日、 49日齢)の脳を用いた。以下第一節の

実験方法[4Jに同じ。

第四節の実験

[lJ大腸菌を用いたFGF-5タンパク質の発現及び、精製
シグナル配列であるN末端から20番目までのアミノ酸残基を除いたラットFGF-5

cDN.Aを CGCCTCGAGCATC肌 CGAAGCGAA，CGCCTCGAGTCATCTGTA-
AATITGGCγrの2種類のプライマーを用いてラット生後11 日齢の小脳 cD~Aから
PCR増幅し、大腸菌発現ベクターであるpGEX-4T-1DNA (Pharmacia Biotech)に
クロ一二ングした。この組み換えベクターを大腸菌に.トランスフエク卜した後、 taじ
プロモーターの誘導物質であるIPTGを用いてGST融合FGF-5タンパク質を大腸菌に
発現誘導させた。そして大腸菌を可溶化後、 GlutationeSepharose 4B affinity 
column (Pharmacia Biotech)、HeparinSepharose affinity column (Pharmacia 
Biotech)を用いて精製を行い、さらにSuperdex75 (Pharmacia Biotech)を用い
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てゲルろ過を行った。

[2J昆虫細胞を用いた可溶型FGFR-4タンパク質の発現及び精製
FGFR-4の細胞外ドメインをコードするcDNAは、生後11日齢のラット小脳の

cDNAを鋳型として0.05unit/μlのExTaqDNA polymerase (Takara， Japan)と
0.4pmol/μlのセンスフライマー(CCGGAATTCACCATGTGGCTGCTGアfGGCT)
とアンチセンスフライマー(CCATGCGGCCGCCTCCGATGTTGCTGITGT)を含む
反応液中でPCR増幅した。細胞外ドメインをコードするFGFR-4cDNAにEpitope
tag (GAPVPYPDPLEPR)及び6x His tag (HHHHHH)をコードする75bpのDNA断
片を結合させた可溶型FGFR-4cDNAを、 トランスファーベクターであるpBac
PAK9 (Clontech)に組み込んだ。次にこの組み換えトランスファーベクターと
Bsu36で消化された発現ベクターであるpBacPA1く6(Clontech)とを、 Sf9細胞にコ
トランスフェクションし、組み換えバキュロウイルスを作製した。可溶型FGFR-4
は、組み換えウイルスをEX-CELL400昆虫細胞用培地(JRHBIOSCIENCES)中で
High fiveに感染させ、 270Cで72時間培養して発現させた。その後培養上清を回収
し、 一晩PBSで透析を行った。これにNaCl及びimidazoleをそれぞれ最終濃度0.5M
及び、20mMになるように加え、 Histagに親和性を有する :'\i-;\;寸Aカラム(QL生GE~)
を用いて可溶型FGFR-4を精製した。

[3J SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-P，，-¥GE)
精製した可溶型FGFR-4及びGST融合FGF-oを還元下SDS-polyacrylamidegel 

(8%)を用いた電気泳動により分離した。泳動後のゲルはクルマシーブリリアントブ
ルーR-250(和光純薬)で染色した。

[4J Western blotting 

精製した可溶型FGFR-4及びGST融合FGF-5を還元下SDS-polyacrylamide gel 
(8%)を用いた電気泳動により分離し、ニトロセルロース膜(Hybond-ECL，
Amersham)に転写した。次にこのニトロセルロース膜を0.1% Tween 20と5%
nonfat dry milkを含むPBSを用いてblockingを行い、可溶型FGFR-4を転写した膜
にはE-tag抗体 (PharmaciaBiotech)を、 GST融合FGF-5を転写した膜にはGST抗
体 (PharmaciaBiotech)をそれぞれPBSで1/500倍希釈し、室温で1時間反応させた。
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PBS-Tで、洗浄後、 E-tag抗体を反応させた膜にはhorseradishperoxidaseを結合さ
せたgoatanti-rabbit IgG (Cappel)を、 GST抗体を反応させた膜にはhorseradish
nproxidaseを結合させたrabbitanti-goat IgG (Southen Biotechnology おSOCia川山それぞれ郎で川附希釈し室温で一時間反応させた。そ

minescent horseradish peroxidase してこの膜をPBS-Tで4回洗浄し、 chemilu
substrate (ECL， Amersham)を反応させた。発光反応は、 X線フィルム(RX

Medical， Fuji Film CO.)に露光し可視化した。

[oJ BlAcoreによる反応速度定数の測定
可溶型FGFR-4のC末端に付加した6XHis-tagを介して、 Ni-NTAセンサーチッフ

(Pharmacia Biotech)に国相化し、アナライトとしてaFGF(Amgene)あるいはGST
融合FGF-oを用いて反応速度定数を測定した。
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1 40 
MSLSLLFLIFCSHLILSAPAQGEKRLTPEGQPAPPRNPGD 

MSLSLLFLIFCSHLILSAPAα~EKRLTPEGQPAPPRNPGD 

FGF-5の欠失型アイソフォームに関する

研究

第二章
EちF・5
Truncated Fて;F-5

60 80 100 
SSGSRGRSSATFASSSASSPVAASPGSQGSGSEHSSFQWSPSGRRτ'GS LYCRVG IGFHLQ 

SSGSRGRSSATFASSSASSPVAASPGSQGSGSEHSSFQWSPSGRRτ'GSLYCRVGIGFHLQ 

120 140 160 
IYPDGKVNGSHEASVLSILEIFAVSQGIVGIRGVFSNKFLAMSKKGKLHASAKFTDDCKF 

IYPDGKVNGSHEASVLSQ 1YR合

その発現は胎児期全般FGF-5はシグナル配列をもった分泌型タンパク質であり、

180 200 220 
RERFQENSYNTYASAIl奴TEKτロREWYVALNKRGKAKRGCSPRVKPQHVSTHFLPRFKQS

X、

hair 

55)。

運動神経に対する栄養肉子、

成体では中枢神経系において弱く発現しているら、

胎児期における分化作用、FGF-5の作用として、

にわたって見られ、

240 260 
EQPELSFTVTVPEKKKPPRPWKPKVPLSPSRRSPSPVKYRLKFRFG合

58)。gro¥rvth cycleのレギュレーターなどが現在までに報告されている(56，57， 

Figure 3-1. Amino acid sequences of rat FGF-5 and its truncated form. 

Nurnbers indicate amino acid positions of rat FGF-5 and its truncated form. Asterisk 

著者はFGF-5cDNAを胎児 cDNAから縮重プライマーを用いてHon101ogybased 

その構造FGF-5とは構造の異なるcDN.Aを単離した。PCR法により単離する際に、

indicate the termination sites of translation. 
を詳しく調べたところFGF-5の欠失型アイソフォームをコード していることが明ら

生理作用についてFGF-5第二章ではこの欠失型FGF-5の発現分布、かになった。

と比較しながら検討を行った。
FGF-5遺伝子の構造決定

現在までに報告されているヒト

FGF-5遺伝子の構造を参考にしてラッ トFGF-5遺伝子の構造について調べた(59)。

欠失型FGF-5が生成する機構を調べるため、

mRNA 欠失型FGF-5cDNAの単離及び、

実験結果

第一節欠失型FGF-5

の生成機構
エキソ ン1からエキソ ン3の3つのエキソンによラットFGF-5遺伝子は、その結果、

15Kbの大きさであっ6Kb、それぞれのイントロンの大きさは、り構成されており、

GT-AG ruleに千迂っていた。どちらのイントロンも、そして、た(Fig.3-2)。
欠失型FGF-5cDNAの単離及びFGF-5cDNAとの構造比較

J:xon 1 
P 0 G K V N G S H B A S V 

ーーー '山 cα:;GAτ'GGCAAAGτ'CAAτ'GGATCCCACGAAGCCAGτm

P 0 G K V N G S H B A S V 同
志向

6のアミノ酸配列の中で相同。、cDNAを単離するためにFGF-4、著者はFGF-5

その過cDNAの単離を試みた。FGF-5 性の高い領域に縮重プライマーを作製し、
118 

L S 1 L B 1 F A V S Q 

GTTAAgtaagttgc--- 6 kb -ー -gtcatcctagGTATTTTGGAAATATTTGCTGτ"GTCfCAG

L S 

117 
このcD0IA断片をもと程においてFGF-5とは構造の少し異なるcD0:A断片を得た。

Exon 2 
G 1 V G 1 R G V F S N K F L A H S K K G K L 

GGGATTGTAGGAATAα:;AGGAGTITTCAGCAACAAAττττ'TAGCGAτ"GTCAAAAAAAGGAAAACf 

その結果、九生CE法によりそのコーディング領域の全塩基配列を調べた。

このcD:¥AはcDNAは266個のアミノ酸残基をコードしているのに対し、FGF-5 

151 152 Exon 3 

H A S A K F T 0 0 C K 
CCAτちCAAσrgtaagtagaa--- 15 kb --・ccacctctagGCCAAATTTACAGAτ芯ACTGTA

Q 1 Y R 

このcDNAのうJ末端から 117個のアミノ121個のアミノ酸残基をコードしており、

このことからFGFーらと同じであった (Fig.3-1)。酸残基をコードする塩寒配列は、

FGF-5のC末端を半分ほど欠失した欠失型FGF-5をコードしているこのcDNAは、 F R B R 
AGTTCAGGGAGAGA ---

Figure 3-2. Nucleotid sequences of exon/intron boundaries of the rat FGF-5 

gene. Exon and intron sequences are indicated by capital letters and lower case letters， 

respectively.Numbers above amino acids indicate the positions of rat FGF-5.An asterisk 

indicates a termination site of translation. 
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欠失型FGF-5mRNAの生成機構

FGF-5 cDNA，欠失型 FGF-5cDNAをFGF-5遺伝子と比較したところ、 FGF-5

mRNAがエキソン1'"'-'3の3つのヱキソンにより構成されているのに対し、欠失型

FGF-5 mRNAは、ヱキソン1とエキソン3の2つのエキソンにより構成されていた

(Fig. 3-3)。このことから欠失型 FGF-5mRNAは、 FGF-5遺伝子よりalternative

splicingによって生成されるものと考えられた。そして欠失型 FGF-5lnRNAは、

ヱキソン2を欠失していることからエキソン3のreadingframeがずれ、エキソン3

の5番目のアミノ酸に終始コドンが生じる。その結果、本来114個のアミノ酸をコー

ドしているエキソン 3は、 4個のアミノ酸だけをコードすることになり、欠失型

FGF-5 mRNAは、 FGF-5の半分ほどの大きさのタンパクをコー ドしていた。

第二節 FGF-5と欠失型 FGF-5mRNAの組織分布

FGF-5と欠失型FGF-5との共通配列であるエキソンlと3にそれぞれプライマー

を作成し、様々な臓器のm悶対Aを用いてRT-PCR法によりFGF-5と欠失型 FGF-5 

mRNAの発現を調べた。このプライマーを用いるとFGF-5と欠失型 FGF-5cDNA 

はそれぞれ385bp、281bpのサイズで増幅される。 FGF-5 及び欠失型 FGF-5 

mRNAは共に胎児、成体の脳で発現していた(Fig.3-4 A)。しかし、欠失型FGF-5

m附呼Aの発現量は、 FGF-5 m悶吋Aと比較すると少なかった。成体の筋、心、肺、

肝、腎、腸には発現は見られなかった。又、 s-Actin mRNAは使用した臓器に

おいて、同程度の発現(523bp)が見られた(Fig.3-4 B)。

A 
bp 1 2 3 4 5 6 7 8 

117 118 151 152 

SVLS 同¥ 工LE工 LBAS ，戸、、、
AKFT ..... 、、 ...， 、、

a， 』
、、

FGF-5 mRNA 

Exon 1 Exon 2 Exon 3 

FGF・5gene 

SVLS Q工YR*

Truncated 
FGF喧 5mRNA 

385→ 

281→ 

B 

12345678  

523→ 
Figure 3-3. Schematic represention of the mechanism of the rat FGF-5 variant 

mRNA generation. Open-boxes and black bars represent exons and introns， respectively. 

The corresponding amino acids are also indicated and numbered according to the sequenc巳

of rat FGF-5. 

nr 

h
u
 

Figure 3-4. Expression of the rat FGF-5 mRNA and its variant (A) and the rat 

s -actin mRNA (B). cDNAs were synthesized from the rat embryo and adult tissue RNAs. 

The FGF-5 cDNA. its variant and the s -actin cDNA were amplified from the cDNAs by 

PCR. The amplified products were fractionated by electrophoresis on polyacrylamide gel (8 

%)， and stained with ethidium bromide. 1 embryo; 2， brain; 3， muscle; 4， heart; 5， lung; 6， 

liver; 7， kidney; 8， small intestine. 
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第三節 欠失型FGF-5の生理活性

欠失型FGF-5がFGFレセプターに結合できるかどうかを調べるため、 FGF-5に

結合することが報告されているFGFR-1と欠失型FGF-5をタンパク質として発現さ

せ、これらの親和性をFGF-5と比較し検討した。同様にしてFGFR-4に対する親和

性も調べた。又、欠失型FGF-5のNIH3T3線維芽細胞に対する増殖活性も検討した。

GST融合欠失型FGF-5と可溶型FGFR-1の発現

欠失型FGF-5は、第一章で述べたようにFGF-5と同様に大腸菌を用いてGST融

合タンパク質として発現させた。 GST融合欠失型FGF-5はGST融合FGF-5と同様

の方法により精製を行い、 34KDaのサイズのタンパク質を得た(Fig.3-5)0 FGFR-

1はFGFR-4と同様、バキュロウイルス見虫細胞発現系を用い、 FGFR-1の細胞外

ドメインのC末端にEpitopetag、Histagを融合させた可溶型レセプターとして発

現させた。可溶型FGFR-1は可溶型FGFR-4と同様の方法により精製を行い、

60KDaのサイズのタンパク質を得た(Fig.3-6)。

A B 

Figure 3-5. (A) Coomassie blue protein 
staining and (B) immunobloting 
analysis to show the expression of 
truncated form FGF-5 in E. coli. 

A 13 

17G 

Figure 3-6. (A) Coomassie blue protein 
staining and (B) immunobloting 
analysis to show the expression of 
soluble FGFR-l in culture supernatant 
of High Five insect cells. 
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BIA coreを用いたFGF-5アイソフォームとFGFレセプターとの反応速度定

数の算出

リガンドとしてGST融合欠失型FGF-5とGST融合FGF-5、レセフターとして可

溶型FGFR-1と可溶型FGFR-4をB以 coreを用いて結合実験を行い、反応速度定数

の算出を行った(Table 3-1)。 その結果、欠失型FGF-5はFGFR-1に対し解離速

度平衡定数 6.43x 10 -8(M)の親和性を示した。又、 FGF-5はFGFR-1に対し解離速

度平衡定数4.36x 10毛 Gv1)の親和性を示したことから、欠失型FGF-5はFGF-5と比

較し同程度の親和性を持っていることが判った(Table3-1A) 0 FG FR-4についても

ロl様lこ調べたところ、欠失型FGF-5はFGFR-4に対し解離速度平衡定数1.02x 10-' 

(ゅの親和性を示し、 FGF-5はFGFR-4に対し解離速度平衡定数4.65X10 8(同の親

和性を示した。欠失型FGF-5はFGFR-4に対してはFGF-5より半分ほど弱い親和性

しか持っていなかった(Table 3-1B)。この ことより 欠失型FGF-5は、 FGF-5とレ

セプターの結合特異性が異なることが判った。

A. FGFR-1 

Association 
constant (M) 

FGF-5 1.34 x 105 

truncated 1 1 ，')， / 1 r.S :=~ _ 1.13 x 1 O!J 

fonn FGF-5 

B. FGFR-4 

Association 
Constant (M) 

FGF-5 3.73 x 105 

truncated 2.09 x 105 

form FGF 5 

Dissociation 
constant (M) 
5.84X 10-3 

7.27x 10-3 

Dissociation 
constant (M) 
1.73 X 10-2 

2.14x 10-2 

EQuilibrium 
dissociation constant (M) 
4.36 X 10-8 

6.43 X 10-8 

EQuilibrium 
dissociation constant (M) 
4.65 X 10-8 

1.02x 10-7 

Table 3-1. Kinetics parameters and calculated equilibrium for FGFR-l (A) and 
FGFR-4 (B). 

FGF-5アイソ フォームのNIH3T3細胞に対する増殖活性の検討

欠失型FGF-5がFGFレセプターと結合可能なことから、NIH3T3線維芽細胞に対

する増殖活性をWST-1アッセイにより調べた。 WST-1は細胞上精に添加すると細

胞に取り込まれ、ミトコ ン ドリアに存在する脱水素酵素により還元され400""' 

450nmに吸収波長を持つ物質に変化するため、細胞数に比例してこの吸光波長が

増大する。そのため吸光度を測定する ことにより細胞の数の定量が可能である。

FGF-5あるいは欠失型FGF-5をNIH3T3線維芽細胞に作用させ、 WST-lアッセイ
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を行った結果、 FGF-5は濃度依存的に細胞増殖活性を示したのに対し、欠失型

FGF-5は細胞増殖活性を示さなかった(Fig.3-7 A， B)。さらにFGF-5により誘導さ

れる細胞増殖に与える欠失型FGF-5の影響を調べるため、 FGF-5一定濃度存在

欠失型FGF-5を作用させた。その結果、欠失型FGF-5はFGF-5により誘導される

細胞増殖を濃度依存的に抑制した(Fig.3-7C)。

A FGF-5 B 

0.25 

O.D. 

0.00 

C 
0.25 

O.D. 

0.00 

FGF-5 

truncated 
form FGF-5 

0.25 

O.D. 

0.00 

OnM O.1nM O.5nM lnM 5nM 

FGF-5 + 
truncated form FGF-5 

5nM 5nM 5nM 5nM 

lnM 5nM 10nM 

Truncated form 
FGF-5 

OnM 0.111M O.5nM 111.¥11 SnM 

Figure 3-7. Effects of increasing amounts of FGF-5 alone (A) and truncated 

form FGF-5 alone (B) on NIH fibroblast mitogenesis as assessed by WST-l 

assay. (C) Effects of increasing amounts of truncated form FGF-5 on NIH 

fibroblast mitogenesis inducing by 5nM FGF-5 as assessed by WST-l assay. 
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考察

著者は、ラットにおいてFGF-5遺伝子よりalternativesplicingにより生成される

FGF-5とは異なるmRNAの発現を確認し、それはFGF-5の欠失型をコードしてい

ることを明らかにした。そしてこの欠失型FGF-5mRNAは、 FGF-5m同文Aと同様

に胎児期及び成体の脳で発現していた。さらに欠失型FGF-5とFGF-5のFGFレセブ

ター結合特異性を比較検討したところ、欠失型FGF-5はFGFR-lにはFGF-5と同程

度の親和性を示したものの、 FGFR-4にはFGF-5より弱い親和性しか示さなかった。

又、欠失型FGF-5の線維芽細胞に対する細胞増殖活性を検討したところ、欠失型

FGF-5は細胞増殖活性を示さず、 FGF-5の細胞増殖活性に対しアンタゴニストとし

て働いた。これらのことから欠失型FGF-5は、胎児期、成体の脳で発現している

FGF-5の生理活性をレセプター特異的に調節している可能性が示唆されたD

FGF-5以外にもaFGFにおいて、 FGF-5と同様の機構により欠失型アイソフォー

ムが発現していることが報告されている(60)。この欠失型aFGFもまたaFGFに対し

アンタゴニストとして働くことが明らかになっている。

FGFはその多様な生理作用から、将来、医薬品として利用される可能性が高い。

ガン細胞の多くにFGFの高発現が見られ、ガン細胞の増殖を促進していると考えら

れていることからも、欠失型FGF-5が高親和性を示めすFGFレセプターに対し、様々

なFGFのアンタゴニストとして働き、 FGFによるガン細胞の増殖を抑制できるので

はないかと考えられる。さらにガン細胞の中には欠失型FGFの発現が異常をきたし

欠失型FGFによるFGFの活性の調節ができなくなるためにガンになる可能性も考え

られる。今後更なる研究により胎児、成体の脳で発現する欠失型FGF-5及びFGF-5

の坐理的役割が明らかになることと共に、医薬品として利用されることが期待され

る。
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第2章実験方法

第一節の実験

[lJ FGF-5及び欠失型FGF-5cDNAのクローニング

欠失型FGF-5 cDNAは、 FGF-4， 5， 6のアミノ酸配列の相向性が高い領域

(VG IG FH，THFLPR)の縮重フライマーを用いてをラット胎児よりPCR増幅した。得

られたcDN，A.断片をpGEM-T DNA vectorにクローン化し、 dideoxy法(54)により

塩基配列の決定を行った。さらにその塩基配列を元に、 3' ノンコーディング領域は

3'恥主CE法(49)により胎児cDNAよりPCR増幅し、上記と同様に塩基配列を決定し

た。全長をコードするFGF-5及び欠失型FGF-5cDNAは、マウスの5' ノンコーディ

ング領域のプライマー(GCTCGGGTGGC CTCfTCTCT)とラットの3' コーディング

領域のプライマー(CATCCGAAGCGAAACTTCAG)と用いてPCR増幅し得られた。

[2J ラット FGF-5の遺伝子の構造決定

ヒトFGF-5遺伝子の構造を元にexon1とexon2およびexon2とexon3に相当する

領域にプライマーを作製しCintron 1， ATCTGCAGATCTACCCGGAT， AGITG-

CATGGAGIIIICCl寸寸: intron 2. GGAA~~Tr\1TfGCTGTGTCTCAGGG

GAITGT， AAGTGGGTGGAGACGTGCTGGGGTTTGA)、 Lt¥Taq pOIymarase 

(Takara， J apan)を用いて、ラット FGF-5のイントロンcD0JAをPCR増幅した。こ

れを鋳型としてエキソン/イントロンの境界領域の配列をdideoゎ7法(54)により決定

した。

第二節の実験

FGF-5及び欠失型FGF-5m町可Aの組織分布

第1章l節の実験方法 [lJ， [2Jに準じて、ラットの各組織から得たpoly (A) + 

RNAより cDNAを作製した。これらを鋳型として、次のプライマ 一、

CGACGTTTGCTTCGTCl寸CT及びTCTGTGAA士CGCTGACGCATを用いてPCRを

行い、 385bp、281bpのFGF-5、欠失型FGF-5 cDNAを増幅した。又、コントロー

ルとして s-actinプライマー(61)を用いて同様にPCR増幅した。増幅したDNAは8

% polyacrylamide gelにより電気泳動を行い目的とするDNAを検出した。
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第三節の実験

[ 1J欠失型FGF-5タンパクの発現及び精製

シグナル配列であるN末端から20番目までを除いたラット欠失型FGF-5のアミ

ノ酸残基をコー ドするcDNAをCGCCTCGAGCATCATCCGAAGCGAA，

CGCCTCGAGTCATCTGTAAATTTGGCTTの2種類のフライマーを用いて増幅し、

発現ベクターであるpGEX-4T-1DNAにクローニングした。以下、第l章4節の実

験方法 [lJに準じて、 GST融合欠失型FGF-5を得た。

[2J見虫細胞を用いた可溶型FGFR-1タンパク質の発現及び精製

細胞外ドメインをコー ドするFGFR-1cDNAはラット胎児cDNAを鋳型として

0.05 unit/μlのExTaq DNA polymerase (Takara， Japan)と0.4pmol/μlのセンス

プライマー(CCGAGCTIGACCATGTGGGGCTGGAGGGGCCT)とアンチセンスプ

ライマー(CCATGCGGCCGCCACGGCTGGTCTCTCTIC)を含む反応液中でPCR増

幅した。細胞外ドメインをコードするFGFR-1cDNAにE-tag

(GAPVP¥'PDPLEPR)及び6X His tag (HHHHHH)をコードする75bpのDNA断片を

結合させた可溶型FGFR-1cDNAを、 トランスファーベクターであるpBacPAK9 

(Clontech)に組み込んだ。以下、第1章3節の実験方法 [lJに準じて、可溶型

FGFR-1を得た。

[3J SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)

第一節の実験方法 [3Jに準じて行った。

[4J Western blotting 

第一節の実験方法 [3Jに準じて行った。

[5J BIA coreによる反応速度定数の測定

可溶型FGFR-1あるいは可溶型FGFR-4のC末端に付加した6XHis-tagを介して、

Ni-NTAセンサーチッフ(PharmaciaBiotech)に固相化し、アナライトとしてGST融

合FGF-5あるいはGST融合欠失型FGF-5を用いて反応速度定数を測定した。
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[6J WST-1アッセイによるFGF-5及び欠失型FGF-5の細胞増殖活性の測定

3X 103個のNIH3T3細胞を96ウェルプレートに、 10% fetal bovin serum含有D-

MEM培地 (GibcoBRL)で24時間培養後、 0.1%fetal bovin serum含有D-~\1EM培

地に置換した。更に24時間培養後、種々の濃度のGST融合FGF-5あるいは欠失型

FGF-5を添加したlμg/mlHeparin及び、 0.1%fetal bovin serum含有D-MEM培

地に置換した。更に48時間培養後、 WST-1(DOJINDO)を添加し、 4時間後405nm

の波長を測定することにより細胞数を計測した。

-44一

総括及び結論

本研究において著者は、 FGF-5の脳内発現に関する研究を行い、以下の新知見を

得た。

1. aFGFからFGF-10の10種類のFGFmRNAのラット脳内発現分布を調べたと

ころ、 aFGF、bFGF、FGF-5、9、10mRNAが脳内においてそれぞれ特異的な

発現分布を示し、多くのものが神経細胞で発現していることを明らかにした。脳

内で発現している FGFレセプターは、神経細胞ではFGFR-1、FGFR-4

m悶対A、グリア細胞のオリゴデンドロサイトではFGFR-2 mRNA、グリア細胞

のアストロサイトではFGFR-3 mRJ'対Aが発現していることから、 FGFはこれら

受容体を介しそれぞれの細胞に作用するものと考えられる D

2. 生後の脳発達過程において10種類の FGFmRNAの発現分布を調べた結果、

FGF-5 nl陀ぜAのみが小脳皮質の内頼粒層の頼粒細胞で一過性に発現していた。

さらにFGFレセフターについても同様に調べたところ、 FGFR-4 mRl~Aのみが

小脳皮質の外頼粒層の最外層の増殖領域の頼粒細胞で一過性に発現していた。さ

らにFGF-5とFGFR-4の結合性を検討したところ、 FGF-5はFGFR-4に結合した。

これらのことより小脳形成時に内頼粒層の頼粒細胞で発現したFGF-5が、外頼

粒層の頼粒細胞で発現しているFGFR-4に作用して、頼粒細胞の分化に関与して

いるものとものと考えられる。

3. FGF-5のアイソフォームである欠失型FGF-5 cDNAをラット胎児cDNAより

クローニングした。この欠失型FGF-5mRJ'対A はFGF-5遺伝子よりalrernative

splicingにより生成され、 FGF-5 mRJ'対Aと同様、胎児期、成体の脳に発現して

いた。そして欠失型FGF-5はFGFR-1に結合できるものの、 FGFR-4には弱い親

和性しか示さなかった。さらに欠失型FGF-5は線維芽細胞に対し増殖活性を示

さず、 FGF-5の細胞増殖活性に対しアンタゴニストとして働くことを明らかに

した。これらのことから欠失型FGF-5は、レセフター特異的にFGF-5の活性を

調節する因子として働いているものと考えられる。

本研究の成果は、 FGF-5の生理作用の解明に有用な知見となるのものである。
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