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研究成果の概要（和文）： 
交付期間で、新規転写因子 PROP1 の特異抗体を作製し、下垂体の発生過程における発現変動を

解析し、PROP1 が発生初期の下垂体の全細胞に存在し、その後ホルモン産生細胞の出現に伴い

その数を減じることを初めて明らかにした。しかも、PROP1 陽性細胞は常に細胞分化に重要な

因子 SOX2 と共存する事も初めて明らかした。さらに、新規の転写因子 PRX2 の同様な解析を行

い、PROP1-PRX2-下垂体の分化細胞と言う系譜の一端を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）： 
This study aimed to understand how homeotic transcription factors develop anterior 
pituitary and provide abilities to produce several hormones and regenerate 
hormone-producing cells throughout the life. By several approaches of molecular biology, 
cell biology and immunohistochemistry, we demonstrated that a pituitary specific 
transcription factor PROP1 and novel pituitary factors PRX1/PRX2 are indispensable for 
the pituitary organogenesis. To clarify the molecular functions are remained to be resolved 
in near future. 
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１．研究開始当初の背景 

性腺の成熟をはじめ、雌雄における配偶
子形成に重要な役割を担っているものが、
下垂体で合成・分泌される性腺刺激ホルモ
ンである。このホルモンの機能の解明は、
畜産動物にとどまらず、ヒトを初めとする

全ての脊椎動物が営む繁殖・生殖にとって
重要な課題の一つである。我々はこの性腺
刺激ホルモンを構成するブタ FSHβ鎖遺伝
子の解析の過程で、下垂体特異的転写因子
PROP1 が FSHβ鎖遺伝子の発現を制御する
ことを，本研究の開始直前に、世界に先駆
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けて報告した。 
PROP1 以外の、現在解析中である複数の

新規因子には神経、造血組織、そして下垂
体の発生・分化に重要な役割を持つホメオ
ティック因子のホモログが存在しており、
FSHβ鎖遺伝子の発現調節機構の解明にと
どまらず、下垂体機能の獲得過程において
機能する転写因子についても重要な知見
を提示することになる。 

 
２．研究の目的 
(1) 性腺刺激ホルモンはサブユニット構
造を持つホルモンであり、FSHβ鎖の他に
α鎖と LHβ鎖遺伝子があるが、PROP1 を含
め解析中の因子群が、それらサブユニット
遺伝子の転写に関与するか否かは重要か
つ興味ある点で、急務の課題として取り組
む。既に、PROP1 が、α鎖の転写調節にか
かわっている実験結果を得ており、他の因
子も同様に解析を展開する。さらに、FSH
β鎖上の結合部位で、これらの因子が相互
作用している可能性が考えられ、結合配列
の詳細な分析、および転写因子間相互作用、
転写因子と転写補助因子間相互作用、また、
性腺刺激ホルモン合成にかかわる情報伝
達系因子との相互作用、を解析することで
性腺刺激ホルモン合成を巡る転写因子間
ネットワークの全容解明を目指す。 
 (2) クローン化した複数のホメオティ
ック因子の中で、PROP1 は下垂体の発生・
分化に深くかかわる事が報告されている
が、他の因子の中には、我々によって下垂
体での存在が初めて確認されたものがあ
る。これらの因子が果たす、下垂体の発
生・分化における時間的・空間的な役割を
解明する目的で、発現レベルを個体発生的
に解析するため、ブタ胎児期の下垂体全
RNA を用いて発現変動の分析、および免疫
組織化学的分析を行う。 
 

３．研究の方法 
 
(1)組換え体タンパク質の調製：ラット PROP1
の C 末端側ペプチド部分をコードする cDNA
を pET32a に組み込んで発現させ、C末端側組
換えペプチドを精製した。 
 
(2)抗体の作成：上記の PROP1C 末端側組換え
ペプチドを用いて、抗ラット PROP1 ウサギ抗
体を作製した。 
 
(3)免疫組織化学：ラット胎仔および生後の
下垂体の組織切片を作成し、各種のホルモン
（LHβ、FSHβ、α鎖、GH、PRL、ACTH）、転
写因子(SOX2、PROP1、PRX)、NESTIN などの抗
体で蛍光標識免疫組織化学を行った。 
 

(4) 転写物の定量的測定：ラット胎仔および
生後の下垂体より全 RNA を調整して、cDNA を
合成した。ラット PROP1 の特異プライマーを
作成して、リアルタイムPCRによりPROP1mRNA
量を定量した。 
 
４．研究成果 
 
(1)抗体作成 
ラット PROP1 の C 末端側組換えペプチド（図
１A）を用いて抗体を策して。その抗体は、
PROP1 に対する特異性（図１B）を示し、免疫
組織化学で特定の核で陽性反応を示し、その
細胞(図１C左) 段左)はミラー切片を用いた 

 
 図 1．PROP1 抗体作成と免疫組織化学。 
 
in situ ハイブリダイゼーションの陽性反応
を示す細胞(図 1，下段右)と一致していた。 

 
図２．PROP1 の免疫組織化学。胎仔 18.5
日(E18.5)、19.5 日(E19.5)、出生日（P0）、
生後 5日(P5) 、60 日（P60）、600 日（P600）
の染色像。PROP1(赤)。核（DAPI 染色、
青）。 

 
(2)下垂体の発達過程における PROP1 陽性細
胞の局在変化 
下垂体（胎仔 18.5 日、19.5 日、出生日、生
後 5日、60 日、600 日）を用いて免疫染色を
行った（図２）。その結果、胎齢 18.5，19.5、
出生日、生後５では、前葉と Marginal Cell 



 

 

Layer と呼ぶ一層の細胞層（MCL,矢頭）に
PROP1 の強い陽性反応が観察された。また、
前葉の実質層の分布も発達に従って増えて
いた。 
 一方、生後 60 日以降では、PROP1 陽性細胞
の存在は確認されるものの、劇的にその数は
減少していた。 
 
(3)PROP1 と未分化マーカーSOX2 の共存 
ラット胎齢 13.5 日の下垂体では、PROP1 は全
ての細胞に存在する事を確認している。しか
も、その細胞には、幹・未分化細胞のマーカ
ーである SOX2 が存在していることから、下
垂体の細胞分化の指標として、PROP1 と SOX2 

図３．PROP1 と SOX2 の二重免疫組織化学。
PROP1(A,赤)、SOX2（B,緑）、核(C,青)。D お
よびEは、A-C中の枠で囲んだ部分の拡大図。
矢頭は SOX2 単独陽性細胞、矢印は PROP1 お
よび SOX2 が共存する細胞を示す。 
 
の共存を、下垂体の発達過程で調べた(図 3)。 
 その結果が、全ての細胞が PROP1 および
SOX2 陽性であった E13.5 と比べて、下垂体の
発達が進んだ状態では、陽性細胞の減少と共
に、両者の共存細胞以外に、SOX2 単独陽性細
胞が存在する事が観察された。それらの割合
は変化するようで、この観察結果を定量的に
確認するために、下垂体の発達期の PROP1 と
SOX2 陽性細胞の変化を計測した。 
 
(4) 下垂体の発達期の PROP1 と SOX2 陽性細
胞の計測 
測定結果を表 1 に示した。MCL では、胎仔Ⅱ
期に 50％を超えた PROP1 細胞は、出生後 5日
で 5％と激減した。生後 600 日では、1％強と
さらに減少していていたが、PROP1 陽性細胞
が確認された。実質層では、胎仔期に 20％前
後であったものが、やはり生後 5 日に 7％へ
と 6割程度の減少を示したが、生後 600 日で
も 4％と MCL に比べて高い割合で存在してい
た。 
 一方、SOX2陽性細胞は、MCLで胎仔期に90％
弱の高い存在比を示し、生後 600 日でも 44％
と以前と高い値を示した。しかし、PROP1 が
共存する細胞は、生後 5 日を境に激減し 2.8
であった。ところが、実質層では SOX2 細胞 

 

 
表１．PROP1 および SOX2 陽性細胞の計測。細
胞数は、DAPI 染色された核の数で測定した。 
 
は、生後 600 日でも 11％と高い値を示し、そ
のうちの34％はPROP1が存在していた。PROP1
から見ると、全ての PROP1 細胞には、胎仔期
および生後を通じて必ず SOX2 が存在してい
た。 
 また、下垂体ホルモンとの共存を調べると、
PROP1 細胞は、胎仔期と同じく何れのホルモ
ンとも共存しなかった。従って、PROP1 細胞
は、非ホルモン産生細胞に区分される。 
 
(5) 濾胞星状細胞マーカータンパク質 S100
との共存の解析 
S100 は、下垂体の非ホルモン産生細胞の大豊
的な細胞である濾胞星状細胞のマーカーと
して知られている。そこで、PROP1、SOX2 に
加えて、S100 の共存を調べた。 
 その結果、MCL の SOX2 細胞は、主に SOX2
単独か、S100共存細胞であった(合計約 77％，
図４)。これに対して実質層では、ほとんど
が PROP1 に SOX2 と S100 が共存する細胞(約
60％)であり、MCL と実質層では異なる細胞構
成であった。 
 

図４．PROP1 および SOX2 陽性細胞の分布。 
 
(6) PROP1 および S100 の発現の推移 
PROP1 は濾胞星状細胞での発現が強く示唆さ



 

 

れたため、PROP1 および S100 の下垂体の発達
過程での発現変動を、リアルタイムＰＣＲ法
を用いて定量的解析を行った。その結果、
PROP1は出生後10日には有意な減少を示した。
一方、S100 は出生直前から発現を開始し、タ

ンパク質レベルでは存在が確認出来る生後
15 日から増加する事が明らかとなった。 
 
 
図 5．PROP1(白抜き)および S100(黒塗り)の
発現レベル。TBP に対する相対値で示した。 
 
（６）研究成果の意義と考察 
以上の結果から、PROP1 は、①非ホルモン産
生細胞を構成すること、②幹・未分化細胞マ
ーカーと共存する事で、下垂体の細胞供給を
行う機能を担っている、③MCL と実質層で異
なる性質を持つ幹・未分化細胞で機能する事
などが明らかとなった。 
 今回、下垂体の発達過程での定量的な細胞
構成の変化を調べた事で、図６に示した様な
仮説が提唱出来た。即ち、PROP1 は胎仔期に
下垂体としての性質を特徴付ける胎仔期

幹・未分化細胞で発現を開始し、出生前後で
存在場所を大きく変化させると共に、S100 の
発現の中で成熟幹細胞（Adlt stem cell）の
構成因子として重要な役割を担っていると
考えられる。 
 s 
図６．下垂体の発達過程での非ホルモン産生
細胞・幹・未分化細胞の推移。PROP1、SOX2、
S100 陽性細胞は、胎仔期から生後まで MCL や
実質層（Parenchyma）で存在場所を変えなが
ら、下垂体の細胞を供給する幹細胞を担って
いる 
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