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【目的】

線維芽細胞増殖因子（FGF）は、中胚葉および神経外胚葉由来の様々な組織におい
て細胞の分化や増殖を制御するポリペプチドである。‘副腎においては二皮質の球状帯
と来状帯外側、‘および髄質のクロム親和性細胞に塩基性腺維芽細腕増殖因子（FGFl）
が発現している事がラットで報告され、我々もラッ相帽髄質のアドレナリン産生細
胞に酸性線推算細胞増殖因子（FGF二1）が発現している事を報告した。このように副腎
に選択的に発現するFGFの役割を解明するためには、その受容体の分布を明らかにす
る必要がある。本研究は、ラット副腎を用いて逆転写PCRおよびウェスタンプロット
解析によりFGF－1，2の双方に親和性の高い受容体FGFRlの発現やその型を調べると共に、
免疫組織化学的手放によりその局在を調べ、副腎でのFGF－1，2の標的を明らかにする事
を目的とした。またこれら由結果より、PGPRlが副腎機能にどのように関わっている
のかを過去の文献も合わせて考察した。

【方法】

1）mKNA解析；Wi血1r誠をベントパルビタールで麻酔後、庫流して両側副腎を掃出
し、顕微鏡下に皮質と髄質に分離して、・それぞれよりKNAを抽出い逆転写を行って
d刀寸Aを作成し、PCR．に使用した。・FOFRl遺伝子は選択的スプライシングによって多様
な受容体蛋白を作り出すが、細胞外に免疫グロブリン様構造を3つ（長銭型）もしく
は2つ（短鎖型と分泌型）持っており、この領域を検出するプライマーを使用した。
髄質のクロム親和性細胞に含まれるチロシンハイドロキシラーゼ（TH）の叫訓Aの
PCRも同時に行い、副腎の分離が正確かを検証した。またポジティブコントロールと

してβアクチンのP（埠も翠施した。PCR産物は3％アガロースゲルで電気泳動を行い、
エチジウムブロマイドで染色した。

2）ウェスタンブロッテイング解析；前述と同様に掃出した副腎をホモジネー下して
可辞性腺分画を分離し、7．5％のSDS・PAGEに電気泳動して膜に転写し、抗FGFR．1血清
（FR237、当センターでウサギを免疫して作成した抗体で、全てのFGPR1に共通の酸性

領域を認識する）とアルカリベルオキシダーゼ標識の抗ウサギI辞ポ‘リマーで免疫染色

し、D甲粛iで発色させた。
3．）免疫組織化学；Wi如r畑をベントバネビタールで麻酔後、潜流固定して両側副腎
を摘出し、20〟mの凍結切片を作成した。前処理にて内因性ベルオキシダーゼ様活性を

中和した切片を、FR237、ビオチン化抗ウサギ王gG、ABC（abiding－bi血TPemXydase
cⅧlpldで染色し、馳岨朋iで発色させた。ネガティブコンロールとして免疫前のウ
サギ血清や、PGFRlペプチドに吸収させた抗血清でも同様の染色を行っ挺。

4）二重免疫蛍光標識‘；前述同様に前処理をした切片を、m37および抗THマウ束モ
ノクローナル抗体で反応させた後、TⅨllS鮎d標識の抗マウスIgGヤギ抗体とAlexa4持
標識抗ウサギIgGヤギ抗体に反応させて染色し、共焦点レーザ⊥スキャン顕微鏡で観察
した。

（備考）1．論文‘内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、

2千宇程度でタイプ等で印字すること。
2．米印の柵には記入しないこと。
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【結果】

1）βアクチンのmKNAのプライマーでは259坤のバンドが副腎皮質、髄質に同等の濃さ
で検出された。THのmRNAのプライマーでは646坤のバンドが髄質にのみ検出された。
FGF軋1のmKNAのプライマーでは426坤と160t甲の2本のノ亨ンドが双方に検出され、それ
ぞれ3つおよび2つの免疫グロブリン様領域の塩基数に合致した。

2）ウェスタンブロッテイングでは可溶性膜分画に13OkDおよび75kDの2本のバンドが

検出され、．これらは長鎖型および分泌型のFGRlの分子量に合致した。
3）免疫染色で臥　主に副腎の皮質球状帯および髄質にFGFRl陽性細胞が分布し、被膜
も染色されていた。髄質ではほぼ全ての細胞がFGFRl陽性であった。これらは、事前に
FGFRlペプチドに吸収させた抗血清では染色されなかった。

3捕

4）FGRlおよびT且の二重染色では、副腎皮質のFGFRl陰性細胞は甲には陰性であった
副腎髄質細胞は双方に陽性で、FGER拉THが共存していると考えられ車。

t考察】　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

逆転写PCRの結果、ラット副腎の皮質および髄質で、長鎖型および短鎖型の両サブタ
イプのFGFRlが発現していた。ウェスタンブロッテイングの師異より、ラット副腎の
FGFRlは長鎖型および短鎖型に属する分泌型であると考えられた。免疫組織化学では、
FGPRl陽性は主に皮質球状帯と髄質および被膜にみら－れ、その分布が明らかになった。・
披臆の腺推算細胞がFGFRlを発現しFGP－2により増殖する事は知られている。ラットの副

腎皮質球状帯でもFGF－2は検出されており．、発達期および成就ラットの副腎でFGFRlと
PGP－2のmKNAの分泌の推移が一致しているとの報告や、培養系にてFGF・2が副腎皮質細
胞の分裂を強力に促進するという報告などを考え合わせると、FGF－2は副腎皮質細胞の自
己分泌型の増殖周子であるとの説が支持される。また皮質球状帯は下垂体を介する中枢
支配を受けて水分代謝磯蘭を担っているが、視床下部のバゾプレッシン含有神経細胞に
もFGP－2の存在が報告されており、ノ芋ゾプレッシンと華に遠方の標的である皮質球状帯に
作用し、水分調節など由生理学的役割に関与する可能性も考えられる。‘一方、副腎髄質
でのFGFRl・はT叫陽性のカテ．コテミン細胞に共存していたが、牛の副腎髄質細胞ではPGF－
2とFGFRlの応答によりTに遺伝子が活性化されたとの報告があり、FGFRlがTH遺伝子の

発現を調節する可能性が示唆される。免疫蛍光染色にて副腎皮質、髄質の両耳でFGRl
は細胞内および表面に観察されたが、細胞内での正確な局在については免疫電頭による
検討が必要である。

【結論】

長鎖型および分泌型のF即Rlがラット副腎の皮質および髄質の両方で発現している。
FGFRl蛋白は、被膜に加え、虎．質では主に球状帯に存在し、髄質ではT斑陽性のカテコテ
ミン細胞に局在していた。　　　　　　　　　　ハ
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・
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（学位論文審査の結果の要旨）

腺維芽細胞増殖国子1型受容体（pG暫Rl）は、a氾押掛1）およびb呵問勘に共通
する高親和性受容体として、発生・分化・増殖に重要な役割を担う。副腎にはmRlが発

現する事が報告されているが、その局在やサブタイプについては不明である。

本研究は、副腎たおける氾Fおよび悶沌1の機能的意義を閉らかにする目的で、RT－
PCR詰、ウエスタンプロット法、免疫組織牡を用いて、ラッ帽り腎におけるⅨ押Rlの局在と
サブタイプを検討したものである。その結果、

1

1）ラット副腎の皮質と髄質の双方に長鎖型と分泌型の2種中サブタイプの悶沌1が発

■現して別毎轟弾型が優位である0
2）mj魔性細胞の多くは、被膜、皮質球状帯、髄質に存結しており、来状帯と網状

帯ゐ陽性細胞は少数であった。－・

3）チロシン水酸化酵素（TH）との二重免疫蛍光染色の結果、髄質のpGFRlはTに陽性の
．カテコテミン産生細胞に共存していた。．

本研究は酎腎におけるFGFRlの局奉とサブタイプについて初めて明らかにし、副腎に
・おける斑肝の機能を解明する上で重要な知見を与えるものであり、博士（医学）の学位を

授与するに値するものと認める。

尚、本学位申請者は、平成16年2月4日実施の簡文内容とそれに関連した試問を受け、
合格と認められたものである。

（平成1笥三　2月13日）


