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研究成果の概要（和文）：下垂体は脳の直下に位置する内分泌小器官で、申請者らは、下垂体特異的転写因子
PROP1と新規下垂体転写因子PRXsに着目して研究を進めてきた。本研究期間に、PROP1遺伝子の発現調節機構を解
析し、１）多数の因子の作用領域がプロモーター上流にあること、２）この遺伝子のメチル化が発生初期に発現
に部分的に関与していること、３）PROP1遺伝子が初期の下垂体原基でレチノイン酸の制御を受けること、４）
PRX1とPRX2陽性の下垂体細胞が下垂体毛細血管形成に機能していること、５）PRXsを発現するTtT/GF細胞はTGF
βによりペリサイト様の遺伝子発現をする未分化性を持つこと、などの成果を挙げた。

研究成果の概要（英文）：The pituitary gland is an endocrine organ that locates beneath the brain and
 synthesizes hormones important for maintenance of vital functions. The development and 
differentiation of tissues is progressing through the spatiotemporal expression of many 
transcription factors. This project focuses on the role of the pituitary-specific transcription 
factor, PROP1, and a novel pituitary transcription factor, PRX2 involved in pituitary organogenesis.
 Our studies have demonstrated following important results: 1) the responsive regions of many 
factors are present in the upstream promoter of PROP1 gene, 2) methylation of this gene is partially
 involved in expression in early development, 3) retinoid regulates the expression of PROP1 in the 
pituitary primordium, 4) PRX1- and PRX2-positive cells in the pituitary mesenchyme are involved in 
the pituitary vasculogenesis, 5) TtT / GF cells, expressing PRXs, derived from pituitary tumors, 
change into cells that express pericyte-like genes by TGFβ.

研究分野： 内分泌学
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１．研究開始当初の背景	 
下垂体は脳の直下に位置し、生体の機能維持
に働く複数のホルモンを合成する内分泌器
官であり、発達した血管網を通して、視床下
部の制御を受けてホルモンの分泌を行って
いる。この組織は、多数の転写因子の時空間
的な発現を通じて発生・分化が進行している。
申請者らは、下垂体特異的転写因子 PROP1 と
新規下垂体転写因子として発見した Paired	 
related	 homeobox	 proteins	 (PRXs;	 PRX1	 と
PRX2)に着目して、内分泌細胞と血管形成な
どの研究を進めている。	 
	 
２．研究の目的	 
下垂体の発生・分化過程における PROP1 と
PRXs の役割を明らかにするとともに、PROP1
遺伝子の発現制御を行う因子や、制御機構を
解析する。また、下垂体の幹・前駆細胞クラ
スターにおける PROP1 の発現制御の解析をお
こなう。また、下垂体腫瘍化から得られた
PRXs を発現する株化細胞 TtT/GF を使って、
この細胞の機能を解析する。	 
	 
３．研究の方法	 
	 
(1)	 PROP1 遺伝子の転写制御因子について：
PROP1 遺伝子プロモーターについて、各種の
転写因子の発現ベクターを用いて、プロモー
ターアッセイとその作用領域の解析を行っ
た。	 
	 
(2)	 エピジェネティクス制御の解析：下垂体
組織から抽出したゲノム DNA を用いて、バイ
サルファイト法による DNA メチル化解析を行
った。	 
	 
(3)	 PROP1 遺伝子のレチノイン酸の制御の解
析：下垂体原基を摘出してレチノイン酸存在
下で組織培養を行い、種々の因子の抗体を用
いた免疫組織化学、PROP1 遺伝子の発現量の
測定、などを行った。	 
	 
(4)	 TtT/GF 細胞の未分化性の解析：PRXs を
発現する下垂体腫瘍由来の TtT/GF 細胞の全
RNA を用いて、他の下垂体腫瘍由来の株化細
胞と発現遺伝子の比較を行い、未分化性を分
析した。	 
	 
(5)	 TtT/GF 細胞の分化能の解析：TtT/GF 細
胞を TGFβの存在下で培養して、発現する遺
伝子の変化を解析するともに、免疫細胞染色
でその変化を観察した。	 
	 
４．研究成果	 
	 
(1)	 PROP1 遺伝子の転写制御因子について：
下垂体の発生初期に発現が知られている複
数の転写因子の発現ベクターを、PROP1 遺伝

子を連結したレポーターベクターと CH0 細胞
に共導入して、発現レベルを調べた。その結
果ら、１６種の因子が発現の調節に関わるこ
とが示唆された（図１）。また、それらの因
子と幹細胞マーカーである SOX2 との共役を
調べ、幾つかの因子が協調的に働く可能性を

示した。	 
	 
(2)	 PROP1 遺伝子のエピジェネティクス制
御：胎仔期および生後成熟期の下垂体前葉か
らゲノム DNA を調製して、PROP1 遺伝子の DNA
メチル化部位の解析結果を比較すると、非メ
チル化度がある程度に違うことが幾つかの
領域で観察された（図 2）。この事から、胎
仔期において、PROP1 遺伝子は、低メチル化
状態であることが判明した。	 
	 

図２．下垂体ゲノムを胎仔期や出生後の組織
から調製して、バイサルファイト法により、
メチル化（黒丸の部位がメチル化を受けてい
た）の程度を調べた。最上段にはゲノムの模
式図（矢印が転写開始点、白枠、黒枠がエク
ソンで、前者は非翻訳領域）・調べた 7 領域
のうち、３箇所で胎仔期と較べてメチル化の
程度に違いが存在した。 

図 1．PROP1 遺伝子転写開始点上流に作用する

種々の転写因子 



 

 

(3)	 PROP1 遺伝子のレチノイン酸の制御：組
織化学的にレチノイン酸合成酵素と受容体
が、初期の下垂体原基に存在する事を確認し
た。その後、摘出した下垂体原基をレチノイ
ン酸存在下で培養して PROP1 遺伝子の発現レ
ベルを解析すると有意にそのレベルが増加
していた（図３）	 
	 

(4)	 下垂体毛細血管形成：	 下垂体の PRX1 と
PRX2 陽性細胞について免疫組織化学を行い、
両者が幹・前駆細胞としての性質を持つこと、
そして、下垂体内に張り巡らされた血管網の
形成に関わることを明らかにした（図４）。	 	 

	 	 
(5)	 TtT/GF 細胞の分化能：TtT/GF 細胞の未
分化性と発現遺伝子の特徴に注目して、TGF
βの存在下で培養すると、形態変化を示した。
その際の遺伝子の発現変化を調べると、ペリ
サイト様の遺伝子発現をする細胞に変化す
ることが示された。その特徴から、マーカー
として NG2 などの抗体で細胞染色を行うと、
ペリサイト（血管周皮細胞）などに特的な	 
分子が確認できた（図５）。	 
	 
(6)研究成果の意義と考察	 
以上の結果により、①下垂体の発生初期には、
下垂体特異的転写因子 PROP1 は、時空間的発
現する多数の転写因子の制御を受けると共
に、②エピジェネティクスなメチル化の制御
も受け、さらに、③レチノイン酸シグナルに
よる調節も受けることが初めて判った。また、
PRXs を発現する TtT/GF 細胞の解析から、④

PRXs を発現する細胞の一部は未分化性を持
っていること、⑤TGFβシグナルにより血管
形成に関わるペリサイトへと分化すること
が示唆された。	 
	 本研究により、未解明の多かった下垂体発
生初期の分子機序の解明がかなり進展した。	 
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図３．摘出した下垂体原基（A）をレチノイド
（ec23、Am80）で 72 時間処理する（B）と有
意に Prop1の発現が増加した。 

図４．ラット胎仔期下垂体の免疫組織化学。
PRRX1 および PRRX2 の陽性細胞（赤）には
Isolectin（白）や NESTIN（緑）に陽性（矢
印）のものがある。 

図５．TtT/GF 細胞を TGFβで処理すると細胞
の形状が変わることから、発現する遺伝子と
その産物であるタンパク質の変化が推測でき
る。網羅的なタンパク質の解析を行い、幾つ
かのマーカータンパク質を細胞免疫染色で調
べた。その結果、ペリサイト（周皮細胞）に
特徴的な NG2、Nestin、Collagen などが TGF
β処理によって著明に増加していることが判
った。 
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