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【序論】

FGF (Fibroblast Growth Factor)は線維芽細胞を初めとし、 ヒ皮細胞や血

管内皮細胞、グリア細胞など様々な細胞に増殖活性を示すペプチド性増殖因

子である。そしてアミノ酸配列の相同性から研究当初は九種類

(1，2，3，4，5，6，7，8，9)、現在19種類のメンバーからなるファミリーを形成する

ことが知られている(1 0， 11 ， 1 2 ， 1 3 ， 14， 1 5 ， 1 6) 0 また、当研究室では更に二つ

のFGFが存在することを確認している。その構造はファミリ一間で配列の相

向性が高く生理活性に関わると考えられているコア領域と、比較的相同'I'，:tの

低いN末端領域とからなる。また、FGF-3を始めとして多くのFGFがN末端に

シグナルペプチドを持ち細胞外に分泌されることが知られていることから

(3，4，5，6，7，8) 、FGFは細胞-細胞聞の情報伝達に関わると考えられる。

FGFファミリーのうちaFGF、bFGFは胎児及び成体の広範な臓器に広く分

布するのに対し、その他のFGFは胎児期や成体の一部の臓器などで時間的、

空間的に限定された発現分布を見せる。これらのFGFは特定の時期に発現部

位近傍で局所的に作用する因子と考えられている。

また、その生理作用として各種器官の損傷修復 (17，18，19，20，21) 、神経

生存維持 (22，23) 、皮膚の創傷治癒 (24)、血管新生 (25，26) 、胎児期で

は中座葉誘導 (25，27，28) 、筋発生 (29)、四肢形成 (30，31) など様々な

作用を持ち、実際にこれらの生理作用を利用して角膜や皮膚の創傷治癒や各

種臓器の再生修復、血管新生作用を利用した心筋梗塞などへの応用が期待さ

れている (32，33)。

私は、このファミリーに属する新規ペプチドを明らかにすることが、新た

な生体代謝経路の解明やそれを応用した新規医薬品の開発などにおいて意義

深いものになると考え、遺伝子のレベルで探索を行った。今回私は、実際に

生体で発現している新規なFGFを探索する目的で実験を行うために、 FGFファ

ミリーの持つ構造類似性に着目したHomology-basedPCR法を用いた。またそ

のsourceとしてラット胎児を使用することで実際の生体で高発現している因

子を単離することを目指した。
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その結果、新規なFGF、FGF-l0を単離する事に成功した。また、こ
の新規

FGFが成体において白色脂肪組織に特異的に高発現していることも明
らかと

し、今までに類をみない脂肪組織特異的増殖因子として形成や発達に
関わる

因子であることを示唆する重要な知見を得た。

以下、これらの知見について二章に分けて論述する。

守2-

【略語表】

本文中あるいは図表中で用いた略号は以下の通りである。

aFGF: acidic fibroblast growth factor 

bFGF: basic fibroblast growth factor 

cDNA: cOlnplentary DNA 

CTP: cytidine 5'-triphosphate 

FGF: fibroblast growth factor 

FGFR: fibroblast growth factor receptor 

FRSK: fetal rat skin keratinocyte 

PCR: polymerase chain reaction 

PBS: phospate-buffered saline 

RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction 

tRN A: transfer RN A 

UTP: uridine 5'-triphosphate 
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【第一章:新規FGFの同定と生体内分布】

私はこのファミリーに属する因子を新規に発見することが、新たな生体の

機能解明と新たな医薬への応用の双方にに有意義で、あると考え、実際に生体

内で発現している新規FGFを選択的に探索するためにHornology-basedPCR法

と言う方法を用いて実験を行った。

一章では、その探索の方法とその結果見つかった新規FGFの構造と活性、

及び生体内分布を報告する。

序説

FGFは、最初牛下垂体より線維芽細胞に対する細胞増殖活性を持つ二種の

ペプチド (aFGF.bFGF) として単離されてきた(1，2)。その後の研究か

ら、アミノ酸配列の類似した複数のメンバーからなるファミリーを形成して

いることが明らかとなった。 Fig.1-0-1に研究当初発見されていた九種類の

FGFの構造を示す。 aFGF、bFGF'¥FGF-9を除く FGFはシグナル配列を持つ

分泌蛋白である。シグナル配列を持たないFGFに関しでも細胞外に存在する

ことが知られており、細胞障害時に出てくる、または未知の細胞外分泌機構

を持っと仮定されている。また、 FGFは中央部にコア領域を持っており、そ

の部分でのアミノ酸配列の相向性は30----60%である。特にaFGFで、30番目及

び101番目に存在するシステインは高度に保存されている。これに対し、 N

末端側の領域は比較的相向性が低い。

このようにFGFは構造上類似する点があるが、メンバーの多くは最初Jから

FGFとして単離されたわけではなし培養細胞から増殖活性を持つ因子とし

て単離されたもの (5，8，9)や、 oncogeneとしてとられたもの (34)がアミノ

酸配列の類似性から後からメンバーに加えられたものである。また、 FGFファ

ミリーに属する因子は当初は線維芽細胞増殖活性を持つことが特徴であった

が、現在では多彩な細胞に増殖活性を持つ事が知られており、なかには

FGF-7のように線維芽細胞に対しては増殖活性を持たないが上皮細胞に対し

ては増殖活性を持つ因子も存在することが分かつている。このように、 FGF

ファミリーは単に「線維芽細胞の増殖因子」として括ることはできない多様

な因子群である。

実際FGFファミリーは、生体内では細胞増殖のみならず¥血管新生因子や

発生・分化の調整因子 (35)、神経栄養因子 (36) としても働くことが知ら

れており、多様な生理作用を担う重要なペプチド群であると考えられる。ま

た、これらの作用が医薬への応用も考えられていることからその点でも興味

深い因子であると考えられる。
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第一節:新規FGFの単離

Homology-based PCR法によりFGF関連遺伝子を探索した。本方法は、既知
の蛋白のアミノ酸配列の相向性を利用して縮重プライマーを作製し、

類似する物質の遺伝子をPCRにより選択的に増幅する方法である。 FGFファ
ミリーはそのアミノ酸配列上で一様に類似しているわけではなく、第一章の

序説で述べたようにファミリ一間で特に相向性の高いコア配列が中央に存在

する。更に各FGFのメンバーで特に相向性の高いもの同士では、
ミノ酸配列が一致する部位が存在する。私はFGF配列のもつこの特J性を利用

しHomology-basedPCRを千子った。すなわち、

それに

部分的にア

FGFファミリ一間で高度に保存されて

ノ酸配

列が一致する部位を基に作成した縮重プライマーでRT-PCRを行い、
た遺伝子断片の中に新規FGFをコードするものがなし 1かをシークエンス解析
によって探索するという方法をとった。

鋳型としてrat胎児14.5日目より抽出したtotalRN Aより令成した
cDNAを使用した。これは、この時期が胎児の発生において各粍器官の形成

や発達の著しい形態、形成期に当たり、

未知のFGFの発現が見られる可能件カ勺占j

【結果}

幾つかの縮重プライマーを試した結果、

を用いて作製したcDNAライブラリーから新規FGFと考えられる遺伝子が単
離された。この遺伝子は、コーデイング領域が645塩基対からなり、
する蛋白は215アミノ酸になる (Fig.l-l-l)

このアミノ酸配列の特徴としては、

いる2つのシステイン残基のうちN末のものが、

得られ

それに関わる様々なFGFがI旬発現して

FGF-3とFGF-7の縮重プライマー

vr コ
。
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その意義は不明である。

を用いて解析したところ 、

しかしながら、

換わっていることや、

リッチ領域の存在が挙げられる。

この配列をVonHeijneの計算法 (37) N 

末端に36アミノ酸からなるシグナルペプチドと想定される配列が存在したこ
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また、
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とから、この蛋白は分泌蛋白であると思われた。

ATGTGGAAATGGATACTGACACATTGTGCCTCAGCCTTTCCCCACCTGCCGGGCTGCTGTTGCTGCTT 

M W K W 工 L T H C A S A F P H L P G C C C C F 

CTTGTTGCTCTTCTTGGTGTCTTCCGTCCCTGTCACCTGCCAAGCTCTTGGTCAGGACATGGTGTCAC 

L L L F L V S S V P V T C Q A L G Q D M V S P 

CGGAGGCTACCAACTCCTCTTCCTCCTCCTCTTCCTCCTCCTCG1'CCTCTTCCTTCTCCTCTCCTTCC 

E A T N S S S S S ' $ S & S s s. S & .F S S P S 

AGCGCGGGGAGGCATGTGCGGAGCTACAATCACCTCCAGGGAGATGTCCGCTGGAGAAAGCTGTTC総

S A G R H V R S Y N H L Q G D V R W R K L F 

O.TTCACCAAGTACTTTCTCAAGATTGAAAAGAACGGCAAGGTCAGCGGGACCAAGAAGGAAAACTGTC 

::::・F T K Y F L K 工 E K N G K V S G T K K E N C P 

CGTACAGTATCCTAGAGATAACATCAGTGGAAATCGGAGTTGTTGCCGTCAAAGCCATTAACAGCAAC 

Y S 工 L E 工 T S V E 1 G V V A V K A 工 N S N 

TATTACTTAGCCATGAACAAGAAGGGGAAACTCTATGGCTCAAAAGAATTTAACAATGAC謀総AAACT

Y Y L A M N K K G K L Y G S K E F N N D B万三K L 

GAAAGAGAGGATAGAGGAAAATGGATACAACACCTATGCATCTTTTAACTGGCAGCACAACGGCAGGC 

K E R 工 E E N G Y N T Y A S F N W Q H N G R Q 

AAATGTATGTGGCATTGAATGGAAAAGGAGCTCCCAGGAGAGGACAAAAAACAAGAAGGAAAAACACC 

M Y V A L N G K G A P R R G Q K T R R K N T 

TCCGCTCACTTCCTCCCCATGGTGGTCCACTCATAG 

S A H F L P M V V H S * 

Fi只.1-1-1 N ucleotide sequence of the codin完了e幻onof the rat FGF-10 cDNA 

and the predicted amino acid sequence of the protein. 

: Serine-rich region : conserved cystein 

Underlined amino acides indicate a putative signal peptide sequence. 

ー8-

また、この配列と既知のFGFとの相向性をアミノ酸レベルで見た o

Fig.1 -1-2には、他のFGFとのコア領域におけるアミノ酸配列の相向性を示す。

コア領域はその中央に挿入配列が存在する。表にはその挿入配列の前後各々

について個別に相向性を計算した結果を示している。

この結果から、単離された遺伝子のコードする蛋白は他の9つのFGFと30

-----60%の相向性を示し、特にFGF-7、FGF-3と相向性が高いことがわかった。

このことから、私は今回単離された遺伝子のコードする蛋白は確かにFGFファ

ミリーの一員であると考え、十番目に発見されたFGFとしてFGF-10と名付

けた。

Homology (%) 

FGF-1 (a FGF) 41 32 

FGF-2 ( b FGF ) 37 43 

FGF-3 ( int-2 ) 52 66 

FGF-4 ( hst-1 ) 36 30 

FGF-5 49 46 

FGF-6 ( hst-2 ) 44 41 

FGF-7 ( KGF ) 55 62 

FGF-8 ( AIGF ) 28 41 

FGF-9 ( GAF ) 42 52 

Fi只1・1-2 Amino acid sequence comparison of rat FGF-1 0 with other members 
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次に、平均距離法により FGFの蓄歯類における進化系統樹を作製したとこ

ろ、 FGF-10と進化的に最も近いのはFGF-7であることカちテかった (Fig.1-1-3)。

以上の結果から、 FGF-10はFGFファミリー内ではFGF-7に最も近い分子で

あると考えられた。

Me七hod: UPGMA 

Mouse FGF-3 

I l Rat FGF-5 

.--

Rat FGF-I0 

Rat FGF-7 

Mouse FGF-4 

Mouse FGF-6 

L一一一

Rat FGF-l 

Ra七 FGF-2

Mouse FGF-8 

Rat FGF-9 

Fi_g.1-1-3 The apparent evolutionary relationship of members， FGF-1 ------FGF-10 

of the h_llman FGF family. 
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第二節:FGF骨 10蛋白の生物活性

1)第一節で述べたように、 FGF-I0はシグナノレ配列を持つと思われることから、

細胞外に分泌される分泌蛋白であると考えられた。このことから、私は

FGF-I0蛋白を培養細胞において発現させれば、その培養上清中にFGF-10蛋

白が放出され、その培養上清がなんらかの生物活性を持つと考えた。このこ

とを確かめるため、動物細胞であるCOS-l細胞でFGF-I0蛋白を発現させ、培

養上清の細胞増殖活性を調べた。また、細胞増殖活性は上皮細胞の培養細胞

株であるFRSK細胞に対する活性を指標とした。

【結果】

この培養上清は、 FRSK細胞に対してコントロールに比べ3倍近いチミジン

取り込みを、即ちDNA合成の充進を引き起こした (Fig.l -2 -1 )。これはこの

培養上清中に含まれる FGF-I0蛋白によるものと考えられることから、

FGF-10が実際に細胞外に分泌され細胞増殖活性を持つ蛋白であることが明

らかとなった。

[3H] thymidine uptake (cpm) 

12500 

10000 

7500 

5000 

2500 

。
control 

Fi日1-2-1Mito只enicacti vi ty of FGF -10. 

FGF・10

Mitogenic activity of recombinant FGF-10 produced in COS-l cel1s was 

examined using FRSK cells. 
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この結果から、 FGF-10は線維芽細胞には活性がないが上皮細胞には細胞増

殖活性があるというユニークな因子であると考えられた。

このような活性特性は他のFGFファミリーではFGF-7で見られるのみであ

り、第一節で述べたように両者のアミノ酸配列の相向性が高いことや、進化

上最も類似していることなどと合わせて考えると、両者はFGFファミリー内

2)更に、 FGF-10の細胞に対する増殖活性を詳しく検討した。細胞は線維芽細

胞としてNIH/3T3細胞を、上皮細胞としてFRSK細胞を使用した。また、線

維芽細胞の増殖因子としてFGF-2を、上皮細胞の増殖因子としてFGF-7を用

その活性を指標としてFGF-10の細胞増殖活性を検討した。

実験では大腸菌で大量発現させたFGF-10蛋白を使用している。

また、本いて、

で更にサブファミリーと呼べる独自のカテゴリを形成するものと考えられる。

このようにFGF-10とFGF-7の両者が似通っていることから、両者は生体内

で相補的役割を示す可能性がある。私はFGF-10の発現している組織を明ら

かにすることで、 FGF-10の生体内機能の解析を目指すと共に、

【結果}

線維芽細胞ではbFGFで見られるような増殖活性は見られず~'¥ FGF-7同様コ

ントロールとほとんど差が出なかった (Fig.1-2-2，A)。一方、上皮細胞に対

その活性はFGF-7とほぼ同程度かそれ以上であった

この可能性

についても検討した。しては増殖活性を示し、

(Fig.1-2-2， B)。

FRSK B: NIH/3T3 A: 
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Fi只.1-2・2Determination of mito只enicactivity of FGF-l O. 

Mitogenic activity of recombinant FGF-10 produced in E. coli along with b 

1 10 

FGF圃7

1 10 

b-FGF 

。1 10 
ng!ml 

FGF・10

10 

FGF・7

1 10 

b-FGF 

1 。

.13. 

FGF and FGF-7 as controls was examined using NIH/3T3 cells (A) and FRSK 
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第三節:FGF-10遺伝子の発現分布

FGF-10の生理的意義を解明するため、胎児期及び成体におけるFGF-10遺伝

子の発現部位の特定を試みた。

【結果1
1) embryo:ラット 14日目胎児においてinsitu hybridizationを行った結果

(Fig.1-3・1) 、下垂体後葉、第一頚椎、肺、十二指腸、脊髄尾端部など限ら

れた組織に強いシグナルが見られた。また、上顎部、下顎部、舌部、脳後方

部にも見られた。このことから、 FGF-I0遺伝子は胎児において様々な組織

で特異的に発現していることが分かつた。

A B 

Fig.1-3-1 Localization of FGF-10 mRNA in sa只ittalsection of the rat embryo 

(E14). 

A sagittal section of the embyo was hybridized with a 35S-1abeled FGF-10 cRNA 

probe. The labeled section was counterstained with hematoxylin and eosin. 

Bright-field (A) and dark-field (B) photomicrographs are shown. 

Pi， the posterior pituitary; Cv， the first cervical vertebra; Du， the duodenum; 

L u， the 1 ung; Sp， sacral and coccygeal segments of the spinal cord. 

.14. 

2) adult:成体ラットの主要な臓器(脳、心臓、肺、肝臓、腎臓、小腸、脂肪

組織)についてNorthern analysisを行った (Fig.1-3 -2)。特に強い発現が見

られたのは肺と脂肪組織でありその他の臓器ではほとんど発現が見られなかっ

たO また、このほかの臓器として胃、筋肉、胸腺、勝臓、牌臓、精巣などで

RT-PCRに依って発現を見ているが (datanot shown)、FGF-10遺伝子の発

現は見られなかった。

このことから、成体においてはFGF-10の主な発現部位は肺と脂肪組織であ

り、特に脂肪組織に高発現することが明らかとなった。

Br He Lu Li Ki In Ad 

28S→ 

18S→ 

Fiι1-3-2 Expression of FGF-1 0 mRN A in the rat adult tissues. 

Total RNA (10μg each) was electrophoresed on a denaturing agarose gel (1 %) 

containing formaldehyde. RNA was transferred onto a nitrocell ulose membrane， 

and hybridization was performed with a 32P-labeled rat FGF-10 cDNA probe. 

The positions of 28S and 18S RNAs are indicated as 285 and 185. Lanes Br， 

He， Lu， Li， Ki， In， Ad indicate total RNA from the adult brain， heart， lung， liver， 

kidney， intestine， and epididymal adipose tissue， respectively. 
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FGF-7は胎児期においては筋芽細胞や前脳、勝臓や肺などに見られ (38，39)、

成体においては肺や皮膚に発現している (40) 0 FGF-10の発現はFGF-7と

重なる部分もあるが、胎児期の下垂体や脳後方部、成体の脂肪組織における

FGF-10の高発現はFGF-10にしか見られないものであった。このことから、

FGF-10は単なるFGF-7の代替因子ではなく独自の生理作用を持つ因子である

と考えられる。
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第一章 考察

第一章の実験結果から、 FGF-10はアミノ酸配列だけでなく、進化上、また

増殖活性の細胞特異性などからも、 FGF-7に最も類似したFGFと考えられる o

FGF-7は線維芽細胞に活性をもたず、上皮細胞に活性を持つなどファミリー内

でも特異なFGFであった。 FGF-7とFGF-10は、アミノ酸配列だけでなくその

活性も類似していることから、両者は単に配列が似ているだけでなく、 FGFファ

ミリー内で他のFGFファミリーから独立したサブファミリーを形成していると

考えられる。

また、 FGF-10遺伝子は胎児期には第三節の1に示したように、色々な組織で

特異的な発現をしていた。更に形態形成期の胎児の whole-mountin situ 

hybridizationで、FGF-10が肢芽に高発現していること、並びにFGF-10beadsの

埋め込み実験で蛇足の形成が見られることなどが明らかとなった(41)。また、

Vanderbilt大学のHoganらはFGF-10が肺の発生時の分岐構造形成において重要

な因子であることを報告している(42)。これらのことはFGF-10が胎児期に

おいて器官の形態形成に重要な因子であることを示唆している。

一方、アダルトでは脂肪組織や肺に特異的に発現しており、特に脂肪組織で

より強く発現していることから、成体での主な発現部位は脂肪組織であること

が明らかとなった。

このように脂肪組織に特異的に高発現している細胞増殖因子は現在までに報

告されていない。この点から FGF-10の脂肪組織における役割が今まで知られ

ていないユニークなものであることが期待された。また、胎児期において

FGF-10が器官形成に重要な因子であることが示唆されていることから、

FGF-I0が脂肪組織の形成や発達に関わる因子であることも期待された。
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【第一章;方法】

:第一節の実験法:

1) cDNAの合成

各 cDNAは、 RNAを 300unitの Moloney murine leukemia virus 

reversetranscriptase (GIBCO-BRL)、15unitのhumanplacenta RNase inhibitor 

(Wako)、0.5μgrandom hexadeoxynucleotide primerを含む反応液 (fina120

μ1) 中で37
0C1時間反応させて合成した。

2) Homolo灯 -based-PCR法による新規FGFの単離とその全配列決定

第一節の実験法1の方法により、ラット 14日目胎児のpoly-ARNAより逆転、

写したcDNAを作成した。このcDNAを鋳型として、 FGFファミリー特異的な

縮重プライマーを用いたPCRにより FGFに類似性のある遺伝子断片(約

110pb) を増幅した。縮重プライマーはFGF-3とFGF-7の共通配列 (FGF-3

における 96番目 ~101番目のアミノ酸配列YLAMNK から、 126番目 ~131番

目のYNTYAS) の縮重プライマーを使用した。これらの遺伝子断片を

pGEM -T Vectorに組み込み大腸菌に導入し、多様な配列をもっcDNAライブ

ラリーを得て、それぞれについて蛍光自動シークエンサーにより配列決定し

た。得られた配列のうち、新規と思われるものをデーターベースに登録され

ている既知の配列と比較することで、新規の配列であるかどうかを確認した。

こうして得られた断片配列を基にし、 RACE(Rapid Amplification of cDN_A 

End)法により、得られた遺伝子断片の上流(5'側)並びに下流 (3'側)の

配列を決定した。

:第二節の実験法 :

1) COS-1細胞を用いたFGF-10蛋白の発現、及び生物活性の測定

ラット FGF-10遺伝子を晴乳動物細胞発現ベクターであるpCDM8に導入し

た。これを電気パルス法により COS-1細胞に導入した。導入後、 10%fetal 
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bovine serumを添加したDMEM培地で24時間培養し、その後無血清培地にて

96時間培養した。 FGF-10蛋白を含む培養上清を上皮細胞 (FRSKcells)の培

地に添加し18時間培養後、 [6-
3H]thymidine (Amersham)を加えて更に4時間培

養したO その後培地を除去し、 2NNaOHで、細胞を破砕、セルハーベスタで回

収して細胞内に取り込まれた3H-thymidineのカウントを測定した。また、コ

ントロールとしてインサートを組み込んでいない発現ベクターのみのものを

導入したCOS司1細胞の上清を使用した。

2)大腸菌を用いたFGF-10蛋白の発現、及び、生物活性の測定

NIH 3T3及びFRSKcellsは96穴プレー トにl×103cells/weliになるようにま

いたものを使用した。細胞は各々 DMEM培地 /10% ca1f serum (NIH3T3 

cells)、Ham'sF-12培地/10%fetal bovine serum (FRSK cells)で80%コンフルエ

ントになるまで培養した。その後、細胞をPBSで二回洗浄後更に二十四時間

培養し、 humanFGF-10、human FGF-7 (Peprotech Inc.)、humanb-FGF 

(R &D Systems)を培地に添加し十七時間培養後、 [6-
3H]thymidineを加えて更

に四時間培養した。その後培地を除去し、 2NNaOHで細胞を破砕、セルハー

ベスタで回収して細胞内に取り込まれた3H-thymidineのカウントを測定した。

大腸菌発現系を用いたhumanFGF-10蛋白については、共同研究先である

住友製薬から分与していただいたものを使用した。

:第三節の実験法 :

1) in situ hybridizationによるFGF-10遺伝子の発現組織の同定

Wistar系ラットの14日目胎児のsagittal方向、厚さ16μmの新鮮凍結切片を

クリオスタットによって作成した。切片は、ゼラチン/polylysineコーテイン

グしたスライドグラス上に張り付けた。この切片を前処理として4%ホルマリ

ン/PBSで15分固定後、 1μg/mlproteinaseK溶液で10分処理、 0.25%無水酢酸

/O.lMトリエタノールアミン/0.15MNaCl中で10分間アセチノレ化をほどこし

た。これをエタノーノレで脱水、クロロホルムで脱脂した後、乾燥させた。乾

燥後、プレハイブリダイゼーションバッファをのせ、 55
0Cで1時間インキュ

ベートした。プレハイプリダイゼーションバッファは以下の組成である。
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50% Formamide 

4 X SSC (1 x SSCは150mMNaCl/15mM sodium citrateで、ある)

5 X Denhardt's sol ution 

10mM EDTA 

20mM DTT 

0.25mg/ml Yeast tRNA 

0.50mg/ml Salmon sperm DNA 

インキュベーション終了後、プレハイプリダイゼーションバッファを除去

し、 35Sで標識したFGF-10cRNAフ。ロープを含むハイブリダイゼーションバッ

ファに交換し、 55
0

Cで18時間ハイブリダイズさせた。プローブはpGEM-T

vectorに組みこまれたFGF-10遺伝子を!α_35S]UTP (30TBq/mmol Amersham) 

存在下で、 T7ないしはSP6RNA polymeraseを用いてinvitro転写し、その後

アルカリ処理により平均鎖長200bpに水解することにより作成した。

ハイブリダイゼーションノてッファはプレハイブリダイゼーションノてッファ

に10%dextran sulfateを加えたものを使用した。ハイブリダイゼーション終

了後、 2XSSCで二回洗浄し、 50μg/mlRNase溶液で、37
0

C30分RNase処理を

行い余剰プローブを分解した。更に、 50%formamide/2 X SSC中で55
0

C30分

の洗浄を二回行い、アルコールで脱水後乾燥させた。その後、

micro-autoradiographyにより cRNAフ。ロープを可視化、ヘマトキシリンーエオ

ジン染色で細胞を可視化し、鏡検により FGF-10mRNAの発現領域を見た。

2) N orthern analysisによるFGF-10遺伝子の発現組織の同定

Wistar系雄ラット (7~8週齢)から摘出した主要臓器(脳、心臓、肺、肝

臓、腎臓、小腸、脂肪組織)より、 totalRNAを抽出した。脂肪組織は副精

巣周辺のものを使用した。 RNA抽出はQuickPrep total RNA extraction kit 

(Pharmacia Biotech)を用いて行った。これをformaldehyde変性アガロースゲ

ル (1%)で電気泳動した。分離したRNAの泳動像を20XSSC中overnightで

ニトロセルロース膜に写し取った。膜は80
0

Cで二時間乾燥させた後、ハイブ
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リダイゼーションバッファ中で5S
0

C六時間プレハイブリダイゼーションした。

ハイブリダイゼーションバッファは以下の組成である。

50% Formamide 

5X SSC 

50mM Tris-HCl (pH 7.5) 

0.1% sodium pyrophoshate 

1.0% SDS 

4X Denhardt's solution 

O.lmg/ml Salmon sperm DNA 

その後、新たなハイブリダイゼーションバッファに 32pでラベルした

FGF-10cDNAプロープを加え、 60
0

Cで18時間ハイブリダイスさせた。プロー

フやはReadyto GO DN A labelling beads kit (Pharmacia Biotech)を用い、 lα_32p]

CTP (11 OTBq/mmol， ICN8iochemicals Inc.)で標識することで作成した。ハイ

ブリダイゼーション終了後、膜を2XSSC/0.1 % SDSで室温下20分三回洗浄し、

続いて0.1XSSC/0.1 % SDSで55
0

C20分二回洗浄した後、乾燥させた。乾燥し

た膜はイメージングプレートに 18時間露光させ、 BAS-2000 (Fuj i Photo 

Film Co.) により解析を行った。
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【第二章:脂肪組織特異的因子としてのFGF-IO】

序説

脂肪組織は今までは単なるエネルギーの貯蔵部位としてしか考えられてい

なかったが、最近の研究からレプチン(43)やPAI-1 (44)のように脂肪組

織自身が肥満や成人病に関わる様々な物質を産生/分泌することが明らかと

なり、新たな内分泌器官として注目され始めている。

特に最近肥満ラットであるob/obmouseの解析の過程で発見されたレプチ

ンは、脂肪組織で発現、分泌され、視床下部に存在するob-Rと呼ばれるレプ

チンレセプターに結合し、摂食を抑制するという今までにない蛋白であった

(45，46) 。また、レプチンやそのレセプターの異常が実際に肥満やインス

リン抵抗性、それに伴う糖尿病、高脂血症などの病態を引き起こすことも明

らかになっている。このように脂肪組織において特異的に発現する因子は、

今まで発見されていない重要な生体内機能に関わる可能性があり、同時に臨

床応用も期待できる極めて興味深い物質であるといえる。

第一章で述べたように、 FGF-10はアダルトの脂肪組織で特異的に発現が見

られる今までにない増殖因子である。これは上で述べたような理由から非常

に興味深い事実であり、 FGF-10の機能を解明することは肥満や成人病の研

究や医薬への応用も期待できると思われた。よって、私はFGF-10の発現が

見られる組織の中でも特に脂肪組織に重点を置いて以降解析を行うこととし

た。

二章では、その実験において得られた知見を示す。
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第一節:脂肪組織における FGF-IO発現の詳細な検討

脂肪組織はその性質の違いから大きく分けて白色脂肪組織と褐色脂肪組織

の二つに分けられる 。これらは形態的にも生体内での役割にも大きな違いが

ある。

白色脂肪組織は組織の大部分が単胞性の脂肪滴を持った脂肪細胞に代って

しめられており、毛細血管や神経はあまり発達していない。白色脂肪組織は

皮下、副精巣周辺部などを始めとする身体内の至る所に存在する一般的な組

織と言える。白色脂肪組織に存在する脂肪細胞は白色脂肪細胞とl呼ばれ、先

に述べたように単胞性の脂肪滴が細胞の大部分を占めている直径20lLm ---

100μmの大きな細胞が主である。細胞の縁には細胞質と核が押し込まれて

いる。白色脂肪細胞ではエネルギーを中性脂肪として保存し、必要に応じて

血中に放出する他脂質代謝などを行う。即ち、白色脂肪組織は生体内におけ

るエネルギー備蓄のための組織である (47，48)。

また、白色脂肪組織は更に刺激に対する反応性の違いから内臓脂肪とその

他の部位の脂肪組織とに分けられる。内臓脂肪組織は腸間膜周辺部に存在す

る脂肪組織で、小腸で吸収された栄養分に即応して脂質の取り込みや放出を

行う。このため過食や飢餓など短期間の栄養状態の変化に対する反応性が高

い脂肪組織である。その他の部位の白色脂肪組織はもっと長期間の栄養状態

の変化で脂質代謝を行うため、短期間の栄養状態の変化には反応性が鈍い

(49 )。両者は各々の反応性を持って個体がエネルギー危機に陥ったときの

ために備えている。

一方、褐色脂肪組織は微細な脂肪滴を多数含んだ脂肪細胞からなり、更に

その細胞を縫うように血管や神経などが張り巡らされている。褐色脂肪組織

は特に蓄歯類や冬眠を行う生物で発達しており、ヒトを始めとするその他の

生物では新生児に極小さく見られる程度である。存在部位も肩日甲骨聞に主に

存在し、版下部や腎周辺部に極わずかに存在する以外見られない特殊な組織

である。褐色脂肪組織に存在する脂肪細胞は褐色脂肪細胞と呼ばれ、微細な

脂肪滴が多数存在する他胞性脂肪滴と、異常に多いミトコンドリアが特徴で

ある。褐色脂肪細胞に存在するミトコンドリアには非共役蛋白
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(UCP: uncoupling protein) と呼ばれる特徴的なプロトンポンプが存在する。

これは通常の細胞のミトコンドリア内に存在する H-ATPaseと違い、 ATP産

生無しにミトコンドリア内外のプロトン輸送を行う。その結果、細胞は中性

脂肪をATP産生無しに消費させることが可能になる。すなわち、蓄積エネル

ギーを生体内エネルギーに変換せず¥熱エネルギーへと変換する(非震え熱

産生)ことになる。従って、褐色脂肪組織は熱産生組織である。

そして、交感神経刺激により細胞内の中性脂肪を使用して非震え熱産生を

行うことで寒冷時の体温上昇に役立つが、一方で過食時には余剰エネルギー

消費を行う (50)組織となる。即ち、褐色脂肪組織はエネルギー消費を行う

組織でもある。

私はこれら様々な脂肪組織におけるFGF-10の発現を、 Northern analysisで

調べた。

28S→ 

{結果】

N orthern analysisによってFGF-10遺伝子の脂肪組織間での発現量の違いを

ラットにおいて調べた (Fig.2-1-1)。

その結果、白色脂肪組織(副精巣周辺、皮下、腸間膜周辺)ではいずれも

FGF-10が高発現していたが、褐色脂肪組織(肩甲骨間)では発現が微弱な

であった。

この結果から、 FGF-I0は白色脂肪組織に特異的に高発現する因子と考えら

れた。

Q
U
 

0
0
 

。且E 
Mes Sub Int 

Fi只.2-1-1Expression of FGF -10 mRN A in rat adi pose tissues 

Aliquots of RNAs (10μg) were electrophoresed on a denaturing agarose gel 

(1 %) containing formaldehyde. RNA was transferred onto a nitrocellulose 

membrane， and hybridization was performed with a 32P-labeled rat FGF-10 

cDNA probe. The positions of 28S and 18S RNAs are indicated as 285 and 185. 

Lanes Epi， Mes， Sub， Int indicate RNA from epididymal， mesenteric ， and 

subcutaneous white adipose tissues， and interscapular brown adipose tissue， 

respectively. 
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第二節:脂肪細胞における FGF-10発現

1)脂肪組織は大きく分けると、分化が進み細胞内に脂肪滴を多くため込んだ

成熟脂肪細胞と、そこまで分化が進んでおらずほとんど脂肪滴をためていな

い前駆脂肪細胞とで構成されている (47)。この両者は分化の程度が違うだ

けでなく、発現している物質や影響を受ける分子に違いが存在する。私は脂

肪組織内でFGF-10の発現する細胞に特異性があるかを調べるため、脂肪組

織を成熟脂肪細胞画分と前駆脂肪細胞を多く含むstromal-vascular画分に分画

し、両者におけるFGF-10の発現量の違いを見た。

【結果}

遠心分画によりラット白色脂肪細胞を成熟脂肪細胞画分と前駆脂肪細胞を

多く含むstromal-vascular画分とに分け、 Northern analysisで、FGF-10発現量

を調べた (Fig.2-2-1B)。また、コントロールとして、成熟脂肪細胞にのみ

発現が見られるレプチンを使用した (Fig.2・2-1A)。

その結果、 FGF-10はレプチンとは逆に成熟脂肪細胞画分ではほとんど発現

が見られなかったが、前駆脂肪細胞画分には高発現していた。

このことから、 FGF-10は白色脂肪組織の細胞でも特に前駆脂肪細胞で特異

的に高発現している因子と考えられた。
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Ma S-V Ma S-V 

A;Leptin B:FGF-l0 

Fiι2-2-1 Expression of FGF-10 mRNA in mature adipocytes and 

stromal-vascular cells of the subcutaneous white adipose tissue. 

Aliquots of RNAs (10μg) were electrophoresed on a denaturing agarose gel 

(1 %) containing formaldehyde. RN A was transferred onto a nitrocell ulose 

membrane， and hybridization was performed with a 32P-labeled rat leptin cDNA 

probe (A) and a 32P-labeled rat FGF-10 cDNA probe (B). Lanes Ma and S-V 

indicate RN A from mature adipocytes and stromal-vascular cells of 

subcutaneous white adipose tissue， respectively. 
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2)第二節 lの結果はFGF-10が脂肪細胞分化によって発現量の変化する因子で

ある可能性を示している。既に分化によって発現の変化する因子は幾っか知

られており、例えば脂肪細胞特異的な転写因子である C/EBPsは前駆脂肪細

胞から分化のある程度進んだ脂肪細胞にかけて発現するが、同じく脂肪細胞

特異的な転写因子であるPPARγ は分化がある程度進んだ前駆脂肪細胞から

成熟脂肪細胞に発現し (51)、脂肪組織から分泌されるレプチンは更に分化

の進んだ成熟脂肪細胞でのみ発現する (52)ことなどが知られている。これ

らの因子は脂肪細胞の機能や脂肪細胞分化、組織発達に関わることが知られ

ている。特にC/EBPsやPPARγ は脂肪細胞の分化に極めて重要なキーフア

クターであることが知られている (53)。

FGF-IOが分化の進行過程で発現量が変化するかどうかをを確かめるために、

分化中の脂肪細胞についてFGF-IOの発現量を検討した。そしてその方法と

して、先ほど得た前駆脂肪細胞画分を初代培養し、これに分化誘導をかけた

ときのFGF-IO発現量の変化をRT-PCRを用いて見ることにした。

また、分化の度合いの指標として、分化後期のマーカー遺伝子である

PPARyの、成熟脂肪細胞のマーカー遺伝子としてレプチンの発現を各々見

た。

【結果}

FGF-IOは分化誘導開始二十四時間後(培養開始三日目)で発現のピークを

迎え、その後はPPARγ と対照的に分化が進むに伴い逆に発現が減少した

(Fig.2-2・2)。そしてレプチンの発現が見られる培養開始八日目にはほとん

ど発現が見られなくなった。

これらのことからFGF-IOは前駆脂肪細胞の分化の初期に一過性に発現が充

進する因子であることが分かった。

ー28-

o 2 3 4 6 8 (days) 

PPARγ 

Leptin 

FGF-I0 

Fi只.2-2-2 Temporal patterns of FGF-IO mRNA durin只 preadipocyte

differen tia tion. 

Total RNAs were collected at 0， 2， 3， 4， 6， 8 days throughout the preadipocyte 

differentiation program. 

以上のことから、 FGF-IOは前駆脂肪細胞が脂肪細胞へと分化し始める時期

に一過性に発現が元進すると考えられる。 FGF-IOが脂肪細胞全般に発現し

ているのではなく、前駆脂肪細胞の、 しかも分化過程で一過性に発現が充進

することは、 FGF-IOのもつ生理作用が時期的、細胞的に特異なものである

ことを表している。

このことをふまえ、私は次にFGF-IOが実際の脂肪組織において、どの細胞

に対して、どのような作用をする因子であるかを同定しようと試みた。
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第三節:FGF-IOの脂肪細胞への活性の検討

1) FGFは細胞表面上にある特異的な受容体を介して、その生理機能を発現し

ている (2) 。現在までにFGFのレセプターは、 FGFR-1からFGFR-4の四種

類が同定されている (54，55，56，57，58，59，60，61，62)。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、細胞内にはチロシンキナーゼドメ

インを持つ構造を示し、互いに50---70%の相向性を持っている。また、

FGFR -1 ---FGFR-3には最も細胞質よりの第三イムノグロプリン様ドメインの

選択的スプライシングによりbタイプとcタイプの二つのアイソフォームが存

在していることから、リガンド結合特異性の違うレセプターが合計7種類存

在する。

さて、 FGF-10はFGF-7と同様にFGFレセプターの中でも FGFR-2bに特異的

に結合することが報告されている (63)。実際、当研究室においても FGFレ

セプターの細胞外領域を用いたリガンド結合実験においてそのことを確認し

ている。私は、 FGF-10のレセプターと考えられる FGFR-2bの脂肪組織にお

ける成熟脂肪細胞・前駆脂肪細胞の各細胞画分での発現を調べ、 FGF-10の

作用する細胞の同定を試みた。その手段として、 FGFR-2の遺伝子上に

FGFR-2bのみに制限酵素Hae皿の認識部位がある領域が存在することを利用

した。その領域の PCR産物をHaemで制限酵素消化し電気泳動すると、

FGFR-2bが存在している場合は産物が切断されて低分子側に二本のバンドが

出てくるが、存在しない場合は一本のままである。このことを利用し、前駆

脂肪細胞及び成熟脂肪細胞のFGFR-2b発現を調べた。

【結果】

結果、 FGFR-2bは成熟脂肪細胞画分では検出されなかったが、一方前駆脂

肪細胞画分では発現していることがわかった (Fig.2-3-1)。よって、

FGF-10は成熟脂肪細胞ではなく前駆脂肪細胞に対して作用する因子である

と考えられた。

FGF-10が前駆脂肪細胞に高発現していることとFGF-10のレセプターと考

えられるFGFR-2bが前駆脂肪細胞でのみ発現していることを併せて考えると、

.30・

FGF-10は前駆脂肪細胞にautocrine . paracrine的に働く因子と考えられる。

民1a s-v 

FGFR-2 b 

Fi只.2-3-1Expression of isoforms of immunoglobulin -like domain m of FGFR -2 in 

rat mature adipocytes and stromal-vascular cells. 

The DNA fragments of immunoglobulin-like domain m with surrounding 

regions of FGFR-2 were amplified from the total RNA from mature adipocytes 

and stromal-vascular cells by polymerase chain reaction using specific primers. 

The amplified DNA of FGFR-2 were digested with Hae皿.The digests were 

fractionated by electrophoresis on a poly acrylamide gel (8%) 

Lanes M a and S -V indicate RNA from mature adipocytes and stromal-vascular 

cells of subcutaneous white adipose tissue， respectively. 
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2)第三節の1で述べたように、 FGF-I0は前駆脂肪細胞に作用する因子と考え

られる 。そこで、初代培養した前駆脂肪細胞に対してFGF-I0が実際に細胞

増殖活性を持っかどうかを生細胞数を測定する¥tVST-lアッセイ法を用いて検

討した。本実験では第一章で使用した大腸菌発現系から得られたFGF-I0蛋

白をイ史月jした。

第四節:FGF-IOの脂肪組織の発達に与える影響の検討

0.10 

第三節で述べたように、 FGF-I0は前駆脂肪細胞の増殖因子と考えられるが、

そうすると脂肪組織の発達や形成など未成熟な脂肪細胞の増舶が起こるとき

にFGF-I0が重要な役割を持つ可能性がある。これを確かめるために以下実

験を進めたO

脂肪組織は胎児発生後期から形成されていくが、本格的な発達は離乳が起

こる生後二十日前後を境に起きる (64)。これは、乳児期の母乳内の糖質に

依存したエネルギ一代謝経路が離乳に伴い食餌中の脂質を中心とした代謝経

路に切り替わる、即ち代謝経路の成熟が起きて始めて脂質蓄積器官である脂

肪組織が生体内で大きな意味を持つようになるからである(65)。

もし、脂肪組織発達にFGF-I0が関わるならば、離乳前後のこの時期に遺伝

子の発現量が大きく変化すると考ぇ、生後の皮下及び腸間膜周辺部の脂肪組

織より抽出したRNAによるNorthern analysisを用いてその変化を検討した。

{結果】

FGF-I0を加えていない細胞に比べて、 FGF-I0を加えた細胞では濃度依存

的に細胞数の増加が見られた (Fig.2-3-2)。このことから FGF-I0は確かに

前駆脂肪細胞に対して増殖活性があることが分かつた。

Absorbance (OD 405) 

戸、JハU
n
U
 

250)ωυ
ロ

2
5∞
心
〈

【結果】

皮下、腸間膜周辺部いずれの脂肪組織でもFGF-I0は四週齢以降、即ち離乳

後に発現量が増大し、その後はほぼ一定に発現していた (Fig.2-4-1)。この

ことからFGF-I0は離乳後の脂肪組織発達に重要な役割を持つ可能性が高い

と考えられた。

。 。 1 12.5 

FGF-I0 (ng/ml) 
25 

Fi只.2-3-2 Mito只enic activity of recombinant FGF-I0 for primary rat 

p readipocytes. 

Mitogenic activity of recombinant FGF-I0 was determined using primary rat 

preadipocytes from the epididymal white adipose tissue as described under " 

Capter 2's methods ". 
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第五節:FGF-I0 knockoutの脂肪組織形成に与える影響

FGF-I0が胎児期における脂肪組織形成に関わる可能性について検討するた

め、 FGF-IOKO mouseの解析を行った。

FGF-IO KO mouseは東大分子生物学研究所との共同研究で作製した o

Fig.2-5-1に示すように、 FGF-IOの欠失は四肢や肺の形成不全を引き起こし

た。また、その他下垂体、顎下腺など様々な組織の形成不全がみられた。こ

れらの結果は、 FGF-IOが肢芽形成や肺の分岐構造形成を始めとする胎児期

の形態形成に重要な役割を持つことを示唆した以前の報告 (41，42) を裏付

けるものであった。

Subcutaneous mesenteric 

PI0 P28 P49 P70 PI0 P28 P49 P70 

A 

Fig.2-4・1Expression of FGF-1 0 mRN A in white adipose tissues durin只postnatal

d evelopment. 

Aliquots of RNAs (10μg) were electrophoresed on a denaturing agarose gel 

(1 %) containing formaldehyde. RNA was transferred onto a nitrocellulose 

membrane， and hybridization was performed with a 32P-labeled rat FGF-10 

cDNA probe. Lanes PIO， P28， P49， and P70 indicate RNA from subcutaneous 

and mesentric white adipose tissues at postnatal days 10， 28， 49， and 70， 

respectively. 

B 
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FGF-l0-1
ー

Fi疋.2-5-1 FGF-10 knockout mouse. 

A;Newborn FGF-10+/ー(left)and FGF-I0-/ー(right)pups from side view. 

B; Frontal view of thoracic anatomy. 
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2)胎児から新生児にかけての時期の白色脂肪組織においても FGF-IOが発現し

ていることから、 FGF-IOの欠失は胎児期の脂肪組織に影響を与える可能性

が高いと考えられた。このことを確かめるため、 FGF-IOKO mouseとwild

typeのmouseの皮下脂肪組織の水平方向切片をoilred 0によって脂肪染色し、

脂肪組織の大きさや脂肪滴蓄積量に変化があるかどうかを調べた。

私は、 FGF-I0が脂肪組織形成に重要な因子であるならば、このKOmouse 

において脂肪組織に何らかの異常が出ると考ぇ、以下の実験を行った。

1 )まず¥生後すぐの新生児においてFGF-IOmRNAが脂肪組織にどの程度発現

しているのかを調べるために、 KOmouseと同系統のC57BL/6系のマウスに

ついてinsitu hybridization法で、FGF-IOmRNA発現を調べた。

【結果}

FGF-I0は、生後すぐのC57BL/6系マウスにおいて、皮膚の直下に存在す

る白色脂肪組織で発現が見られた (Fig.2-5-2)。その発現は胎児期において

FGF-IOが高発現している肺と同程度であり、胎児期においてもFGF-I0が脂

肪組織に発現していることが分かつた。一方、肩肝骨聞の褐色脂肪組織では

成体と同じくほとんど発現が見られなかった。

【結果}

脂肪組織は大きさ、脂肪滴の蓄積とも、 FGF-IOKOmouseで、wildに比べて

著しく減少しており (Fig.2-5-3) 、形成不全を起こしていた。一方、褐色脂

肪組織においては白色脂肪組織ほどの形成不全は見られなかった。これは元々

褐色脂肪組織にはFGF-IOがほとんど発現していないためと考えられる。

以上のことから、 FGF-IOは白色脂肪組織形成に重要な因子と考えられる。

A B 

A: FGF-I0+/+ 

Ad 、/
，.. 

‘・ ‘' 

Lu 

ハU1i
 
F
 
G
 
F
 
B
 

Fi只.2-5・2Expression of FGF-l 0 mRNA in newborn mouse. 

A crossbers section of the newborn mouse was hybridized with a 35S-1abelled 

FGF-I0 cRNA probe (B). The section was also counterstained with hemaoxylin 

and eosin (A). Ad and L u indicate the subcutaneous white adipose tissue and 

1 ung， respectively. 

Fi只2-5・3Oil red 0 stainin広ofnewborn mouse. 

A: FGF-IO+1+ 

B: FGF-l 0-1 
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第二章考察

以上のことから、 FGF-IOは白色脂肪組織で高発現し、前駆脂肪細胞におい

てautocrineまたはparacrlneに働く前駆脂肪細胞増殖因子と考えられる。

また、 FGF-I0は脂肪細胞の分化の極初期に前駆脂肪細胞に増殖因子として

働く可能性が考えられた。脂肪細胞の分化では、その初期にclonalexpansion 

と呼ばれる一過性に細胞数が増加する時期があることが知られており (49)、

前駆脂肪細胞に増殖活性を持つFGF-IOが同じく分化初期に一過性に発現允

進することは非常に興味深い現象と考えられる。

そして、離乳後に発現が上昇すること、 FGF-IOをknockoutすることで脂

肪組織の形成不全が起こることから、 FGF-IOは脂肪組織の形成・発達に関

わる因子と考えられた。脂肪組織の過形成は肥満につながり、ひいては高脂

血症や糖尿病、動脈硬化など様々な成人病の引き金となる。脂肪組織の形成・

発達にFGF-IOが関わるならば、これらの疾患の病因の解明や予防・治療に役

立つかもしれなしユ。また、最近の研究で高脂血症治療薬として使われている

チアゾリジン誘導体がPPARγ を標的としていることが明らかとなった (66)。

この報告から、チアゾリジン誘導体は代謝の活発な若い脂肪細胞数を増やす

ことで結果的に血中脂質量を低下させるのではないかという仮説が提唱され

ている。もしこの仮定が真実であれば、前駆脂肪細胞の増殖因子である

FGF-I0にも同様の作用があるかもしれない。

このようにFGF-IOの脂肪組織における役割は、学術的だけでなく医薬への

応用の見地からも非常に興味深いものと期待された。

-38-

{第二章:方法】

:第一節の実験法 :

1)脂肪組織におけるNorthern analysis 

vVistar系雄ラ ット (7---8週齢)から摘出した各部脂肪組織(副精巣周辺部、

腸間膜周辺部、皮下、肩押骨間)よりtotalRNA.を抽出し、 Northcrn 3n alysis 

を行った。RNA抽出法並びにNorthern analysisのノf法は第 afEに記載したん-

法に準ずる。

:第二節の実験法:

l)脂肪組織の分画

Rod bellらの方法 (67)を基に実験を行った。 Wistar系雄ラッ ト (4迦齢)

から摘出した各脂肪組織 (腸間膜周辺部、皮下)を lmg/mlのcollagenase

Type 1 (Worthington biochemical Co.)で消化し、ナイロンメ ッシュ (φ

200μm)で未消化物を除去した後、 30QXgで、2分間遠心し、 上部に浮遊して

いる成熟脂肪細胞と下部に沈殿している前駆脂肪細胞画分とに分けた。

2)分画した細胞のNorthern analysis 

第二節の実験法1.の方法により得られた細胞から各々totalRNAを抽出し、

Northern analysisを行った。 RNA抽出法並び、にNorthern analysisの方法は第

一章に記載した方法に準ずる。

3)脂肪細胞の初代培養

第二節の実験法1の方法により得られた前駆脂肪細胞画分を、 M199培地

/10% fetal bovine serumを用いて37
0

C、5%C0
2下でインキュベートした。24

時間後に培地を新しいものに取り替え、プレートに張り付かなかった細胞を

除去した。その後、コンフノレエントになるまで培養し各実験に使用した O

4)脂肪細胞の分化誘導とRT-PCRによる遺伝子発現の検討
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第二節の実験法1の方法により得られた前駆脂肪細胞を 35mmdishに

1600.000cells/ dishづ、つまき、第二節の実験法3の方法で培養した。二日間

培養しコンフルエントに達した時点で、 0.2μMInsulin /0.25μM 

Dexamethasone /0.5mM 3-isobutyl-1-methyl-xanthine (IBMX)を加えたM199

培地/10%fetal bov ine serumに取り替え、分化誘導をかけた。 48時間後に再

びM199培地/10%fetal bovine serumに交換し、以降二日に一度培地を交換し

た。

この方法に基づき培養と分化誘導を行い、培養開始からO日目.2日目.3 

日目 .4日目 .6日目 .8日目の各過程において細胞からRNAを抽出した。ま

ず、 35mmdishから培地を除去し、 PBSで二回洗浄した後にセルスクレイパー

を用いて細胞をプレートから剥がし、 QuickPrep total RNA extraction kit 

(Pharmacia Biotech)を用いてtotalRNAを抽出した。

得られたtotalRNA (1μg) から、第一章第一節の実験法lの方法で、cDNA

を合成し、 PPARγ(5' -G AGA TGG AA TTCTGGCCCACCAACTTCGG-3'、及び

5' -T A TCA T AAA T AAGCTTCAA TCGGA TGGTTC-3')、レプチン (5'-TGCTCCAGC

AGCTGCAAGGT-3'、及び、5'-GAAGAATGTCCTGCAGAGAG-3') 、FGF-10 (5'-

CTTCCAGT A TGTTCCTTCTG-3'、及び5'-GGCAAAGAGTCATTGGTTGT-3')の各特

異的プライマーを用いてRT-PCRを行った。

:第三節の実験法:

l) FGFR-2の脂肪細胞における発現分布

Miyakeらによる実験法 (68) に基づいて実験を行った。第二節の実験法l

の方法で抽出したtotalRNAを第一節の実験法lの方法でcDNA合成し、

FGFR-2b/FGFR-2c共通プライマー (5'-CAGCCCCACi¥ TCCAGTGGA T-3'及

び5'-TTGG A TCCTCTGGCAACTCG-3' )でRT-PCRを行った。増幅したPCR

産物は制限酵素HaeIIIで37
0

C18時間消化後、 8%ポリアクリルアミドゲノレで

電気泳動による分離を行った O

2) WST-lアッセイを用いたFGF-I0の細胞増殖活性の検討

第二節の実験法1の方法により得られた前駆脂肪細胞を96穴プレートに

.40. 

3000cells/wellになるようにまき、無血清のI'vI19 9~:地で20時間培長後、 0 . 1% 

fetal bovine serumを含むIvI19 9培地にFGF-10長白を 0-----2Sng/ml添加し、 37

℃、 S%C0
2
下で三日間培養した。その後、 well内の生細胞数を WST-lcell 

counting kit (Wako)で、測定した。

:第四節の実験法:

1)生後の脂肪組織のNorthern analysis 

生後10日齢、四週齢、七週齢、-卜週齢のWistar系雄ラットの腸間膜及び皮

下の脂肪組織より totalRNAを抽出し、 Northernanalvsisを行った。RNA..抽Jill

法並びにNorthern analysisの方法は第一章に記載 した)Jy去に準ずる。

:第五節の実験法:

l) in situ hybridizationによるFGF-10遺伝子の新生児の発現の検討

FGF-10 KO mouse作成に使用したC57BL/6系マウスの誕生直後の個体を水

平方向の新鮮凍結切片とし、 insitu hybridization法により FGF10 mRNAの

発現を調べた。 insitu hybridization法は第一章に記載した方法に準ずる。

2) oil red 0による脂肪染色

FGF-10 KO mouseおよびそのwildtypeの誕生直後の個体を水平方向の新鮮

凍結切片とした。切片は、ゼラチンコーテイングしたスライドグラス上に張

り付けた。この切片の内、皮下脂肪組織を含むものを15%ホルマリン/PBSで

20分固定後、純水で30秒、 60%isopropanolで1分洗浄し、 oilred 0液

(0.18% oil red 0/60% isopropanol) につけ37
0

Cで10分インキュベートした。

その後、 60%isopropanolで2分、純水で3分洗浄した後にヘマトキシリンで

対比染色を行い、飽和Li2C03で色出しした後に封入した。
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【結語】

私は、ラットより新規FGFであるFGF-IOを単離し、これの生理的意義を解

明する研究を通じて以下のような新しい知見を得た。

l 今回新規に単離されたFGFであるFGF-IOは215アミノ酸からなり、 N末端

側に36アミノ酸からなる分泌蛋白であった。

2. FGF-IOは、アミノ酸配列の類似性、増殖活性の細胞特異性などから、

FGF-7サブファミリーの一員であると考えられた。

3. FGF-IOは、胎児期においては色々な組織に高発現していたが、成体期に

は肺と脂肪細胞にのみ特異的な発現を示した。なかでも白色脂肪組織で特

に高発現しているユニークな因子であった。

4. FGF-IOは脂肪組織において、分化初期に一過性に発現し、前駆脂肪細胞

で、autocrineもしくはparacnneに働き、その増殖を司ると考えられた。また、

脂肪細胞のclonalexpansionの時期とFGF-10遺伝子発現の充進する時期が

似通っていることから両者に何らかの関係があることが期待された。

5. FGF-IOは、離乳後の脂肪組織発達に伴い発現が上昇することやFGF-IOの

欠失が脂肪組織の形成不全を引き起こすことから、脂肪組織の形成、発達

に関与する因子であると考えられた。

FGF-IOは、脂肪組織特異的に発現する新たな増殖因子であり、脂肪組織形

成/発達に重要な因子でもある。このことから、 FGF-IOは新たな生体内機能

の解明という学術的な意味だけでなく、肥満やそれに伴う成人病の成因の解

明やその予防や治療と言った医学的な意味でも、非常に興味深い因子である

と考えられた。
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