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線維芽細胞成長因子及びそのフラグメントは

ラットの夜間摂食を抑制する

九州大学医学部生理学第一講座（指導：堀 哲郎教授）

李 愛軍

lntracerebroventricular Infusions of Fibroblast Growth Factor and 
Its Fragments Suppress Nocturnal Feeding in Rats 

Ai-Jun Li 

Dゅartmentof Physiology, Faculty of Medicine(Director : Prof T. Hori) 
Kyushu University 60, Fukuoka 812 

Acidic fibroblast growth factor,_14。(aFGF,_,40),basic FGF□,s (bFGF1-Hs) and several 
aFGF fragments were injected into the 3rd ventricle of rats to investigate their acute effects on 
the nocturnal food intake. Infusions of aFGFi-14。andbFGF1-1,s immediately before the onset of 
darkness significantly suppressed the food intake for 12 hrs in a dose-dependent manner. The 

potency of aFGF1-1,。toinhibit the feeding was 1.5 times greater than that of bFGF,-1,s-While 
an infusion of aFGF114-1,。(aC-terminal fragment) had no effect on the feeding, that of aFGF1_15 
(a N-terminal fragment) suppressed the food intake, although its potency corresponded to about 
1/80 of the same molar concentration of aFGF1_,40. An infusion of the other aFGF fragments 

containing N-terminals (aFGF1-29, aFGF1-20) or aFGF9-29 had no effect on the food intake. 
However, [l6Ala]aFGF,_29, in which the cysteine residue at the position 16 was replaced with 

alanine, significantly depressed the food intake. Its potency was about 1/20 that of aFGF,_140. 
These results suggest that aFGF1-1,。andbFGF1_,46 participate in the central regulation of food 
intake, and that the amino-terminal portion of aFGF is critical for its action on feeding regula-

tion. 

はじめに

線維芽細胞成長因子 (fibroblast growth factor, 

FGF)は1974年にウシの脳および下垂体から見いだ

され， BALB/c3T3細胞などの線維芽細胞に対し，強

い増殖作用を示すことから命名された列ヘパリンに

対して強い親和性を持つことから，ヘパリン結合性成

長因子 (heparin-bindinggrowth factor, HBGF) と

も呼ばれ，酸性FGF(aFGF)，塩基性 FGF

(bFGF), Int-2, hst/ks, FGF-5, FGF-6およびケラ

チノサイト成長因子(KGF)などがこれまでに FGFフ

ァミリーとして同定されている3)17)18)19). これらの

FGFファミリーの中で最も研究されているのが，それ

ぞれ140個と 146個のアミノ酸配列からなる aFGF

およびbFGFで，分子量が約16,000Daであり，両者

は55％のホモロジーをもっている2)3).FGFの生物活

性は標的細胞の細胞膜にある受容体を介して発現し，

現在までに少なくとも 4種類 (flg/FGFR-1,bek/ 

FGFR-2, FGFR-3, FGFR-4)のFGF受容体が同定

されている13)26)27)32)．このうち，FGFR-4はaFGFにの

み強い結合性を持つが，他の3種についてはaFGFお

よびbFGFのいずれも結合しうる 26).

aFGFおよびbFGFは種々の中胚葉由来の細胞の

分化や増殖に関与していることがよく知られている

が2)3)，最近，中枢神経系にも広く分布していることが

明らかになっており叫その中枢作用が注目されてい

る．例えば，大脳皮質や海馬の培養神経細胞の生存や

樹状突起の成長および伸展をbFGFが促進すること

がinvitroの実験で明らかになっている22)24).また in

函 oでは， bFGFの投与により海馬采ー脳弓切断によ

るラット中隔野のコリン作動性ニューロンの逆行性変

性が防止されI)'aFGFの脳室内持続投与は，頚動脈結

紫によるスナネズミの海馬CA1ニューロンの虚血性

細胞死を防ぐ35しさらにaFGFおよびbFGFは海馬
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CA1ニューロンの長期増強を促進することもラット

の海馬スライス標本で証明されている10)36)42l_

aFGFおよびbFGFが中枢性の摂食行動調節作用

を持つことも最近明らかになっている．ラット脳脊髄

液中の aFGFおよびbFGFの濃度は，摂食2時間後に

約1000倍に上昇し，摂食の代わりに，ブドウ糖を腹腔

内投与しても脳脊髄液中の aFGFは用量依存的に増

加する叫また， aFGFをラット脳室内に投与すると摂

食量が抑制される 9)33しさらに「摂食中枢」である視床

下部外側野 (lateralhypothalamic area, LHA)ニュ

ーロンに aFGFを電気泳動的に直接投与すると．ブド

ウ糖感受性ニューロンだけが活動を抑制される9)24)．こ

れらのことはaFGFおよびbFGFが中枢性摂食調節

に重要な役割を果たしていることを示唆する．

上述したように FGFが種々の中枢作用をもつこと

は次第に明らかにされているが．その有効生物活性部

位については不明の点が多い． bFGFの3T3細胞に対

する分裂作用は， 70番目から 122番目の配列に関与

し37)，またbFGFのヘパリンに対する結合能力はC末

端が重要な役割を果たしていることが明らかになって

いる39)．一方， aFGFについては． N末端の aFGF1_15

がaFGF全構造と同様に海馬 CA1ニューロンの長期

増強を促進することが知られている 36)．これらのこと

はFGFの生理作用発現とそのアミノ酸配列に特異的

な関係があることを示唆するが，その詳細な構造—活性

相関は明らかでない．

本研究では， aFGFおよびbFGFをラットの第3脳

室に投与し，その摂食行動に対する効果を比較検討し，

さらに 6種の aFGFフラグメントを脳室内に投与し．

aFGFアミノ酸配列中の摂食調節作用に対する有効活

性部位の同定を行った．

実験方法

1. 実験動物

雄性Wistar系ラット (250-300g) を用いた．明暗

12時間（明期は 0700-1900)サイクル， 22土2℃の室渥

環境で，ラットを 1ケージ当たり 1匹ずつ飼育した．

餌（粉末型CE-2, 日本クレア）と水は薬物を注入する

1830から 190!)の間以外は自由に与えた．

2. 投与薬物

本研究には次の薬物を用いた： aFGF,_14。（ウシ脳

由来aFGF1-140,1μgaFGFl-14。あたり bovineserum 

albumin (BSA) 50 μg添加， R& D system Inc., U. 

S.A,以下aFGFと略する）， bFGFl-146（リコンビナ

ントヒト bFGF,_146,武田薬品，以下bFGFと略す

愛軍

る），合成aFGF,_15および合成aFGF11,-14。（ウシ脳

aFGFl-15およびウシ脳aFGF,u-140，静岡県立大学矢

内原昇教授より供給），合成 aFGFピ 29, 合成

aFGF1-2o，合成aFGF,-2,（ウシ脳aFGF1-2s,aFGF,-20 

およびaFGF,-29，ペプチド研究所）および合成[16

Ala] aFGF1-2, （ウシ脳aFGF曰，の 16番目のシステ

イン残基をアラニンに変換したもの，ペプチド研究

所）．各実験において同じ用量の生理食塩水を，［16

Ala]aFGF1-2，の場合は熱不活性化溶液 (100℃で， 3

時間以上加熱したもの）をそれぞれ対照溶液として注

入した．

3. カニューレ留置手術

ネンプタール麻酔下 (40mg/kg,腹腔内投与）で，

ラットを脳定位固定装置に固定し，頭蓋骨に直径約2

mmの穴を開け， 23ゲージのステンレス製ガイドカニ

ューレ（長さ 18.0mm，外径0.64mm，内径0.39mm) 

をラットの脳地図28)により，十字縫合から後方0.2

mm,深さ 7.5-8.0mm,正中位に留置した． 2個のス

テンレス製ねじをアンカーとして両側の側頭骨に装着

し，歯科用セメントでガイドカニューレを固定した．

手術後， 29ゲージのステンレス製ワイヤー（長さ 18.0

mm)をガイドカニューレに挿入し，ポリエチレン製キ

ャップでカバーした．手術後1週間の回復期間をおい

た．

4. 薬物投与方法およぴ摂食量の測定

摂食量を 3日間以上測定し，安定した基礎摂食量を

示すことを確惣したのち，無麻酔無拘束下で1830-

1900の間に薬物を第3脳室内に投与した．ポリエチレ

ンチューブ（長さ 60cm)のl端を 29ゲージのステン

レス製注入用カニューレにつなぎ，他端をハミルトン

マイクロシリンジに装若した．注入直前にガイドカニ

ューレ内の29ゲージのワイヤーを除去し，注入用カニ

ューレを挿入した．試薬は 10μlの溶液として，微量注

入器 (KN-201，夏目製作所）を用い，第3脳室投与に

10分間かけて注入した．餌箱内の粉末飼料を 1900,

2200および0700の時点で測定し，それぞれ3時間

(1900-2200)および12時間 (1900-0700)摂食量を

計測した．

5. 組織学的検索

実験終了後，ラットを過量のネンブタールで深く麻

酔し， 2％ポンタミンスカイブルー•0.5M 酢酸ナトリ

ウム溶液5μlを第 3脳室内へ薬物注入方法と同様の

方法で投与した．ついで10％の中性ホルマリン溶液

(100 ml)を，左心室から潅流し，脳を摘出した．さ

らに一日以上 10％の中性ホルマリン溶液内で固定し
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て，凍結前額断連続切片(50μm)を作製し，顕微鏡下

で，カニューレ先端の位置を確認した．さ らに，（l）薬

物投与前に 29ゲージワイヤーをはずしたとき，脳脊髄

液がガイドカニューレより滲出すること，（2）ポンタミ

ンスカイプルーで脳室全体の内壁が染色されているこ

と，（3）脳内の出血や脳炎の徴候が見られないこと，の

3つの基準に適合したラットだけを採用した．

6. 統計学処理

総ての測定値は平均値士標準誤差で表示した．注入

前日と注入日の測定値を pairedt testで検定し，p<

0.05を有意とし・た．

結 果

1. aFGFおよぴbFGF脳室内投与の摂食に対す

る作用

aFGF(50および200ng/rat)を第3脳室内に投与す

ると，摂食址が有意に減少した(Fig.lA)．対照生理食

塩水溶液の投与 (n=5) は摂食凪には効果なかった．

注入前日と比べ，50ng/rat (n=6)の投与は 12時間摂

食旦を 4.0土1.1g (17.3土1.0から 13.3土0.7 g, p< 

0.01)減少させ， 200ng/rat (n=6)の投与は 3時間摂
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Fig. 2 Effects of bFGF infused into the 3rd cere-

bra! ventricle on food intake (A). Other 

description as for Fig. 1 
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Fig. 1 Effects of aFGF infused into the 3rd cere-

bra! ventricle on food intake for 3 hr 

(upper) and 12 hr (lower) after infusion (A) 

The percentage lihibition of food intake 

for 12 hr is indicated in bottom (B). *P<O 

05, ••P<0.01 compared with that in the 
preinfusion day. 

食凪を 1.3士0.4 g (3. 9士0.3から 2.7土0.5g, p< 

0.05)，そして 12時間摂食凪を 8.4土1.0g(l9.4土0.6

から 11.1土0.9g,p<0.01)減少させた．注入前日の

12時間摂食砿と比較すると，50および200ng/ratの

投与による摂食抑制は用砿依存的で，それぞれ21.8土

5.2および42.7士4.6％の減少であった (Fig.1B)．-

方，同じ用砿の bFGFの脳室内投与で3時間摂食凪は

有意に抑制されなかっが， 12時間摂食祉は有意に抑制

された (Fig.2A)．注入前日の 12時間摂食砿と比べる

と，50(n=5)および200ng/rat (n=6)のbFGFに

対してそれぞれ2.9士1.0(18.0土0.6から 15.1士0.7

g, p<0.05)および5.8土1.4g(l9.6士1.0から 13.8士

1.Sg, p<0.01)の減少がみられ， 12時間凪に対する

抑制は用祉依存的で，それぞれ 15.6士5.0および

30.0士6.9％であった (Fig.2B).一方，生理食塩水の

投与 (11=6) は摂食祉に効果はなかった．

2. aFGF,_"およぴaFGF11,-!4oの脳室内投与の摂

食に対する効果

aFGFの摂食調節作用に対する作用の活性部位を検

討するために，N末端の aFGF1-15およびC末端の

aFGF,"_"oを第3脳室内に投与し，その摂食に及ぼす

効果を検討した．200ng/ratのaFGF,_15(n=6)の脳

室内投与では摂食量は変化しなかったが， 400ng/rat 

(n=5)投与では 3時間および 12時間摂食屈が有意
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Fig. 4 Effects of aFGF11H" (A) and aFGF1-20 (B) 

infused into the 3rd cerebral ventricle on 

food intake. No significant difference was 

found between the preinfusion and infusion 

day in any measured period. 

に減少した(Fig.3A)．注入前日址と比べると， 400ng/ 

ratの投与により 3時間および 12時間屈がそれぞれ

1.3土0.2(3.1土0.2から 1.8土0.2g,p<0.01)および

2.4土0.5g(l8.6士0.2から 16.2士0.6g,p<0.01)減

少した．400ng/ratのaFGF1-1sの投与では， 12時間摂

食凪は 12.8土3.0％減少した(Fig.3B)．一方，生理食

塩水投与は摂食旦に影欅しなかった． aFGF1-1sの摂食

抑制作用と対照的に， 200(n=6)および400ng/rat 

(n=5)のaFGF11,-1"の投与は，生理食塩水の投与と

同様摂食量に影響を及ぼさなかった (Fig.4A)．さら

に，図には示していないが， 800ng/rat (n=4)の

aFGF11,-1.aの投与でも摂食凪は変化なかった．

3. aFGF,_,,, aFGF9_,., aFGF1-20およぴ[16Ala] 

aFGF1-2，の第 3脳室内投与の摂食に対する効果

より強力な摂食抑制活性を持つ aFGFフラグメン

トを同定するために， aFGF,_29,aFGF,_,., aFGF1-20 

および[16Ala] aFGF1-2，を第3脳室に投与した．

aFGF1-2• (200および400ng/rat, 11=6)の脳室内投

与は 3時間摂食址にも 12時間摂食址にも効果はなか
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Fig. 5 Effects of [16Ala] aFGF1-2• infused into 
the 3rd cerebral ventricle on food intake 

(A). Other description as for Fig. 1. 

った (Fig.4B)．さらに図には表示していないが， 800

ng/ratのaFGF,_,,(n=3)投与も摂食址には影署しな

かった．一方，aFGF,_2，の 16番目のシステイン残基を

アラニンに変えた[16Ala]aFGF,_,，は， 200(11=6)お

よび400ng/rat (n = 6)の投与で摂食星を有意に抑制
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した (Fig.5A). 200 ng/ratの[16Ala]aFGF1_2，投与

は3時間摂食量を 1.5土0.3g(4.8土0.2から 3.3士

0.2g,p<O.Ol),12時間摂食鼠を 3.0土1.2(19.2士1.1

から 16.2土1.1g, p<0.05)減少させ， 400ng/ratの

投与では 12時問摂食量が3.5±0.8 g (20. 0土0.9から

16.5土1.7g,p<0.01)減少した． 200および400ng/ 

ratの[16Ala]aFGF,_,，投与後の 12時間摂食量は，注

入前日量と比較し，それぞれ14.9士6.3および18.7エ
4.8％減少した(Fig.SB)．一方，加熱不活性化した[16

Ala]aFGF1_29 (400 ng/rat, n=5)の脳室内投与は摂

食量には影響を及ぼさなかった．さらに， aFGF,-29(1

μg/rat, n=5および4μg/rat, n=6)の脳室内投与も

摂食量には効果はなく，それぞれ投与前日が18.5土

1.2および18.0士0.4gに対して 16.7士1.0および

17.3士0.5gであり，有意の差はなかった．また

aFGF1_2。(4μg/rat, n=6)の脳室内投与も，投与前
日が 18.7土0.4gに対して 18.2土0.9gであり，効果

なかった．

考 察

本研究において， aFGFおよびbFGFの第3脳室内

投与によりラットの夜間摂食量が用量依存的に抑制さ

れることが明らかになった．この aFGFの摂食抑制作

用はこれまでの報告9)33)と一致しており，さらにその

摂食抑制作用が投与の翌日には回復すること，またデ

ータには示してないが，熱で不活性化した aFGFおよ

びbFGFは無効なこと，運動量には影響しなかったこ

となどから，この摂食抑制作用が非特異的な毒性作用

でなく，摂食行動に対する直接的な作用であることが

示唆される．ラット脳脊髄中の aFGFは摂食後2時間

で， 10pg/mlから 10ng/mlに上昇し， bFGFも同様

に上昇する24)．本研究に用いた aFGFおよびbFGFの

最小有効濃度は 50ng/rat (3 pmol)であり，ほぼ生理

的な濃度といえる．すなわち，摂食後に脳内に増加す

るaFGFおよびbFGFが内因性満腹物質として摂食

抑制に関与している可能性が強い．摂食調節物質であ

るインスリン，グルカゴンおよびカルシトニンなども

摂食後，脳脊髄液中に著明に増加し，脳内投与で摂食

抑制作用を示すが12)29)30)，現在のところ aFGFはこれ

らの満腹物質の中で有効濃度が最も低い．

aFGFの50および200ng/rat脳室内投与は，前日

の12時間摂食量と比べ，それぞれ21.8および42.7%

摂食量を抑制した (Fig.IE)．一方同凪のbFGFはそ

れぞれ15.6および30.0%の抑制を示した (Fig.

2B)．したがって， aFGFのほうがbFGFに比べ，約

1.5倍強力な摂食抑制作用をもつことになる． Invitro 

ではbFGFはaFGFより，通常10-100倍強い成長促

進作用を持つことが知られている叫しかし，視神経切

断後の網膜神経節細胞の変性を aFGFはbFGFに比

べより強力に防止する40しまた aFGFは培養海馬支脚

ニューロンの生存を促進するが， bFGFには作用がな

ぃ45)．これらのことは，本研究も含めて， aFGFがある

種の神経細胞に対してはbFGFより強力な生物学的

作用を持っていることを示している．

視床下部の摂食中枢である LHAおよび満腹中枢で

ある視床下部腹内側核 (ventromedialhypothalamus, 

VMH)は摂食行動の抑制にもっとも重要な脳内部位

であり，とくに両中枢内にある化学感受性ニューロン

は摂食の制御に重要な役割を果たしている15)23)• 125J _ 

aFGFおよび1251-bFGFを側脳室内に投与すると，

LHAのニューロンの細胞体が標識されることから列

LHAニューロンがFGF受容体を有していることが

示唆される．また， MatsuoらはFGF受容体の FGFR

-1がLHAのニューロンに存在することを免疫組織

化学法により明らかにした20).aFGFを直接LHAブ

ドウ糖感受性ニューロンに電気泳動的に投与すると，

数分間の潜時の後に，ニューロンの活動が10分間にわ

たって持続的に抑制される 9)24)．さらにこの抑制はプロ

テインキナーゼCを介していることも明らかになっ

ている 24しまたbFGFもブドウ糖感受性ニューロンに

対して同様の作用を持つことがわれわれの予備実験で

明らかになっている．これに対して， VMHでは125I-

aFGFや125!-bFGFにより標識される細胞5)や抗

FGFR-1抗体陽性細胞20)は見いだされていない．また

aFGFをVMHのニューロンに投与しても，ニューロ

ン活動は変化しない9)2')．さらにわれわれは予備実験で

抗aFGF抗体の LHA投与が摂食量を増加させるこ

とを見いだしている．増殖促進作用や成長作用などの

生物活性に対する抗aFGF抗体や抗aFGF1-1s抗体の

aFGFの抑制効果はまだ知られていない力!,aFGFと

これらの抗体との免疫学的結合は確かめられてい

る11)43).bFGFの3T3細胞における DNA合成促進作

用やウシ血管内皮細胞の増殖作用や遊走能の促進，さ

らに PC12細胞の神経突起の伸長促進作用などを抗

bFGF抗体が抑制することも報告されている14)21)31)84)• 

こられのことから，予備実験で用いた抗aFGF抗体が

内因性の aFGFの生理的摂食抑制機能の発現を阻害

した結果，摂食量が増加したことが示唆される．以上

のことは， aFGFおよびbFGFの標的部位が視床下

部，とくに LHAであること，さらにその摂食抑制作用
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の少なくとも一部はLHAブドウ糖感受性ニューロン

の抑制を介している可能性を示している．

本研究では， aFGFのC末端のaFGF1uー140には摂

食調節作用がなかったが， N末端の aFGF1-1sは有意

に摂食を抑制した．ただし同じモル濃度では効果が

aFGFの1/80であった．これに対して，より長い N末

端配列のaFGF1-20,aFGF._,，およびaFGF1-20には摂

食に影響がなかった． FGFファミリーにはすくなくと

も二つのシステイン残基が存在し， aFGFとbFGFに

おいてはこれらのシステイン残基が分裂作用，安定性，

ヘパリン依存性などに影響することが知られてい

る16)25)38),aFGF群のアミノ酸配列中のシステイン残

基は16と83番目にあり，さらにヒト型とウシ型の

aFGFはそれぞれ117と47番目にもシステイン残基

を持っている •)7). aFGF1-2e, aFGF._2,, aFGF,-20は摂

食抑制効果がなかったが，これらのフラグメントでは

16番目のシステイン残基が分子間でジスルフィド結

合をつくり，構造的変化を起こしている可能性がある．

ヒト型aFGFはジサルフィド結合の形成により， 3T3

細胞に対する分裂作用が消失する16しまた aFGFのシ

ステイン残基をセリンに変換すると， 3T3細胞に対す

る分裂作用が修飾される25)．本研究では， aFGF1-2,Iこ

対して， 16番目のシステインをアラニンに変換してジ

サルフィド結合を形成しないようにした[16Ala] 

aFGF1-2• は aFGF の 1/20 の効果で， aFGF1-15 より強

力な摂食抑制作用を示した．これらの結果は，aFGFの

摂食調節作用がN端側にあり，一個のアミノ酸の変化

によりペプチドの摂食抑制作用が劇的に変わることか

ら，システイン残基がaFGFの分裂作用だけでなく，

摂食調節作用においても重要な役割を果たしているこ

とを示唆している．

総 括

aFGF, bFGFおよび6種のaFGFフラグメントを

暗期直前にラットの第3脳室内に投与し，その後12時

間夜間摂食量に対する中枢性作用を検討した．

1). aFGFおよびbFGF（それぞれ50および200

ng/rat)の脳室内投与は用量依存的に夜間摂食量を減

少させた．さらに， 12時間摂食量における摂食抑制作

用を比較すると， aFGFはbFGFより約1.5倍強力で

あった．

2) aFGFのN末端のaFGF,_"(400 ng/rat)脳室

内投与は摂食量を有意に減少させたが，その C末端の

aFGFn,-140投与は摂食量には影響がなかった．

3) aFGF1_2,(200および400ng/rat), aFGF,_,,(1 

および4μg/rat)およびaFGF,_2。(4μg/rat)の脳室
内投与は摂食には影響しなかった．一方， 16番目のシ

ステイン残基をアラニンに置換した[16Ala] 

aFGF,_29 (200, 400 ng/rat)の投与は摂食量を有意に

抑制した．さらにその 12時間夜間摂食量に対する摂食

抑制作用はaFGF1_15より強力であった．

4) 以上の結果から， aFGFおよびbFGFは中枢性

の満腹物質であること， aFGFのアミノ酸配列の N末

端およびその配列中のシステイン残基が摂食調節に重

要な役割を果していることが明らかになった．
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