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研究成果の概要（和文）： ラット腺下垂体の発生において、腺細胞の最終分化に同期して細胞

接着因子カドヘリンの型の変化（カドヘリンスイッチング）が起こることを明らかとした。こ

の変化は、１）細胞膜直下のアクチンフィラメントの重合／脱重合を介して、ホルモンの調節

性分泌に影響を与えること、２）Notchシグナリングと相俟って細胞の増殖・分化を調節する

役割があることが示唆された。下垂体腺細胞の分化には、従来から主張されている液性調節に

加えて、カドヘリンの変化が深く関わっていると考えられる。 

 

 

研究成果の概要（英文）： We found in the developing rat adenohypophysis that primordial 

cells co-expressed E- and N-cadherins, but endocrine cells lost E-cadherin to possess 

only N-cadherin in the process of cell differentiation. This change of cadherin type, 

cadherin switching, was shown to play important roles in the regulated secretion of 

hormones by affecting cortical actin network and in the Notch signaling-mediated 

proliferation/differentiation of progenitor cells through differential cell adhesion.  
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１．研究開始当初の背景 

 細胞接着因子カドヘリンは、細胞と細胞の接

着を担う主要な分子であり、胎生期の組織形成、

成体組織の維持に重要な働きをする。カドヘリ

ンには、多くの型が存在し、それぞれが同種好

性に結合する。我々は、ラットを用いた組織化学

的観察から、胎仔の下垂体原基の細胞は、すべ

て E-カドヘリンと N-カドヘリンを共発現している

こと、ホルモン産生細胞は、分化の過程で E-カ

ドヘリンを失い、分化後には、N-カドヘリンのみ
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をもつようになることを明らかとした（Kikuchi et 
al., 2006, 2007）。組織発生の過程で、カドヘリン

の型が変化する現象は、カドヘリンスイッチング

と呼ばれており、細胞の形質を決める重要な事

象でる。上記の研究成果は、内分泌組織で初め

てのカドヘリンスイッチングの報告例となった。さ

らに興味深いことに、成体の下垂体においても、

前葉・中葉の一部、及びラトケの遺残腔を取り囲

むマージナルレイヤーの中に、胎児期の未分化

細胞と同様にE、N-両カドヘリンを発現する細胞

（以下、E+N+細胞と記す）が小集団をつくって存

在 し て い る こ と が わ か っ た （ Kikuchi et al., 
2007）。 

 腺下垂体細胞の発生・分化は、外来の様々な

液性因子によって調節されることが、Scully and 

Rosenfeld (2002)によって示され、広く受け入れ

られているが、加えて、カドヘリンスイッチングが

重要な役割を果たしている可能性が考えられる。

一般に、E カドヘリンが先駆的な細胞接着因子

であり、N カドヘリンは、発生過程で特定の組織

に誘導されるものであるとみなされる。神経管の

形成（Takeichi, 1990）、レンズの形成（Xu et al., 
2002）等に N-カドヘリン誘導の例をみる。上皮

の一部がNカドヘリンを発現、陥入して器官を形

成するという点において、ラトケ嚢形成もまさにこ

の一であると思われる。しかし、腺下垂体細胞で

は、E-カドヘリン、N-カドヘリンの共存状態が、

組織発生後期にまで継続することから、ラトケ嚢

の形成にとどまらず、細胞分化との関連が強く示

唆された。 

 

２．研究の目的 

以上の背景を踏まえ、カドヘリンスイッチング

が腺下垂体細胞に与える細胞学的影響を明ら

かとし、細胞発生・分化に果たす役割を解明す

ることを目的として本研究を行なった。 

また、下垂体は、内分泌系の統合器官として、

個体の生理的状態に応じて各種のホルモン産

生細胞をダイナミックに増減させる。この現象は、

分化した細胞の自己増殖で説明されてきたが、

近年、成体下垂体に progenitor が存在し、各種

の細胞に分化しているとする仮説が内外で論じ

られている。この問題に関して、カドヘリン発現

を手掛かりに探究することを本研究のもうひとつ

の目的とした。 

 

３．研究の方法 

実験動物： Wistar 系ラット、SD 系ラットを様々な

発生段階で用いた。一部の実験には、S100b タ

ンパク（以下、S100b と記す）プロモーター下に

GFP を発現する S100b-GFP トランスジェニックラ

ット（60 日齢）を用いた（井上金治教授、埼玉大

学より供与を受けた）。 

１）カドヘリン発現パターンと細胞増殖、ホルモン

産生の関係の解析 

 腺下垂体細胞の分化は、「前駆細胞の増殖」、

「特定の細胞への commitment」、「増殖の停止と

ホルモン産生開始」、「増殖の再開」の段階を順

に経るものと考えられる。カドヘリンスイッチング

がこのうちどの事象と関連するのか、各種マーカ

ーの多重免疫染色によって調べた。 

２）カドヘリンスイッチングがもたらす細胞学的変

化の解明 

 カドヘリンの細胞生物学的特徴から、３つの仮

説を考えた。 

仮説１：細胞膜直下のアクチンフィラメントの重合

／脱重合を介して、ホルモンの調節性分泌に影

響を与える 

・胎仔および成体の組織・初代培養細胞を用い、

ファロイジン染色によって F-アクチンを観察し

た。 

・IRES 配列により CMV プロモーター下に E-カド

ヘリン及び ZsGreen を発現するプラスミドを作成

した。S100b-GFP ラットより、フローサイトメトリー

によって単離した下垂体ホルモン産生細胞分画

にリポフェクション法で導入し、E-カドヘリンを強

制発現させた。強制発現の影響を、ファロイジン

染色、各種のホルモンの免疫組織化学、in situ 

hybridization によって解析した。 

仮説２：カドヘリンの接着が細胞内シグナル伝達

を起こし、細胞の形質を変化させる。 

 胎生期および成体の腺下垂体初代培養細胞

に対し、E, N-カドヘリンの特異的阻害抗体を作

用させた。培養後、mRNA を抽出し、DNA アレイ

によって、既知のカドヘリンを起点とした細胞内

シグナル伝達について解析した。 

仮説３：カドヘリンによってもたらされる細胞選別

が Notch シグナリングを介して、細胞の形質に影

響を与える。 

・分化細胞と未分化細胞が混在する胎生 20 日

の腺下垂体細胞を初代培養した。2 日後に、免

疫細胞化学、電子顕微鏡観察によって、細胞選

別の様子を観察した。 

・Notch シグナリングが細胞増殖に与える影響

を、同シグナリングの直接のターゲットであるサイ

クリン D1 に対する in situ hybridization で検証し

た。 

・培養した E+N+細胞で、Notch 阻害剤 DAPT、可



 

 

溶化したリガンド（jagged-1 の細胞外ドメインに

Fc を結合）を添加し、その影響を Hes1、サイクリ

ン D1 の発現について検証した。 

３）成体下垂体における E+N+細胞の性質の解析 

①成体下垂体組織を用い、免疫組織化学によ

って E+N+細胞の分布を調べた。 

②S100b を E+N+細胞の指標として、S100b 陽性

細胞の集団からホルモン産生細胞が新生する

か否かを免疫組織化学的に検討した。 

③成体 E+N+細胞で、Notch、リガンド、Hes1 の発

現を検証した。 

４）分化したホルモン産生細胞の特異的染色法・

分取法の開発 

①初代培養において、分化した細胞を生かした

まま識別・分取するための新規の特異的染色法

を検討した。細胞表面に存在する、糖タンパク、

糖脂質をターゲットとし、各種のレクチンとコレラ

トキシンＢを用いて、細胞種特異的糖鎖を探索

した。 

②上記の結果から蛍光標識プローブを作成、初

代培養細胞を標識し、蛍光活性化細胞選別

（FACS）によって、特定細胞の純化を試みた。

分取した分画は、免疫組織化学および real time 

PCR によって純度を解析した。 

５）成体 E+N+細胞の細胞接着に関連する特性の

解析 

①S100ｂ-GFP ラットの下垂体前葉より S100b 陽

性細胞を FACS により単離した。ラミニンコートし

た容器に培養し、蛍光顕微鏡下に living 観察し

た。また、ラミニンの有無による遺伝子発現の差

異を DNA マイクロアレイにより網羅的に解析した。

候補となったカベオリン３、MAPK、サイクリン D1

の発現に対するラミニンの影響を real time PCR、

Western blotting、免疫組織化学で解析した。カ

ベオリン３の RNA 干渉実験を行い、細胞分裂に

対する影響を調べた。 

②S100b 陽性細胞でケモカインとそのリセプター

について、網羅的発現解析を行った。候補タン

パクについて、走化性アッセイ、浸潤性アッセイ

を行った。 

 

４．研究成果 

１）カドヘリン発現パターンと細胞増殖、ホルモン

産生の関係の解析 

 細胞増殖： 胎生 13 日、PCNA によって示され

る細胞分裂は、ラトケ嚢の頂部に著しく観察され

た。分布は、N-カドヘリンの発現に良く一致した。

胎生16日以降にみられるE-カドヘリンの消失は、

細胞分裂の停止と極めて高い相関を示した。す

なわち、前駆細胞においては、E、N カドヘリンを

併せて持つ状態の細胞が細胞増殖活性を示す

と考えられた。サイクリン D1 の免疫染色の結果

もこの結論を支持した。一方で、分化後のホル

モン産生細胞の細胞分裂には、カドヘリンの発

現は、関係がみられなかった。 

 ホルモン産生： 隆起部原基でみられるTSH産

生細胞の出現（胎生 16 日）、主部でみられる

ACTH 産生細胞の出現（胎生 16 日）、中葉でみ

られる POMC 産生細胞の出現（胎生 18 日）、ど

れもが E-カドヘリンの消失と細胞単位で一致し

た。  

 以上の結果から、腺下垂体細胞のカドヘリンス

イッチングは、commit された細胞の段階から細

胞分裂を停止してホルモン産生を開始する段階

へ移行する過程に関与していると考えられた。

（Kikuchi et al., 2009） 

２）カドヘリンスイッチングがもたらす細胞学的変

化の解明 

仮説１「細胞膜直下のアクチンフィラメントの重合

／脱重合を介して、ホルモンの調節性分泌に影

響を与える」 

未分化細胞と分化細胞が混在する胎生 20 日、

および成体の下垂体を観察したところ、E-カドヘ

リン陽性細胞にのみ細胞膜直下のアクチン網が

特徴的に観察された。続いて、成体下垂体ホル

モン産生細胞分画に E-カドヘリンを強制発現さ

せたところ、顕著なアクチン網の形成がみられた。

E-カドヘリンを強制発現させたプロラクチン細胞

では、プロラクチン mRNA の発現に違いがみら

れないのに対して、免疫組織化学での染色性が

著しく減少していることがわかった。 

膵島β細胞、神経内分泌クロム親和性細胞

では、細胞膜直下のアクチン網は、分泌顆粒が

細胞膜へ接近する過程に大きな影響をもつこと

が示されている。腺下垂体では、カドヘリンスイ

ッチングの結果としてアクチン網が減ずることが、

ホルモンの調節性分泌に必要であることが示唆

された。（Kusumoto et al., 2010） 

仮説２「カドヘリンの接着が細胞内シグナル伝達

を起こし、細胞の形質を変化させる」 

カドヘリンを起点とする既知の細胞内シグナ

ル伝達系のマイクロアレイ解析を行ったが、いず

れも有意な変動は認められず、当仮説は支持さ

れなかった。 

仮説３「カドヘリンによってもたらされる細胞選別

が Notch シグナリングを介して、細胞の形質に影

響を与える」 



 

 

カドヘリンスイッチングが起こることで、分化し

た E-N+細胞（ホルモン陽性）と未分化な E+N+細

胞（SOX2 陽性）がそれぞれ集団を形成すること

が明らかとなった。このうち、未分化な細胞の集

団には Notch1,2 とそのリガンドである jagged-1

が発現していることがわかった。 

 E+N+細胞を初代培養し、シグナル伝達経路に

ついて解析したところ、Hes１が発現していること、

その発現が Notchシグナル阻害剤の DAPT によ

って消失することが確認された。また、Notch シ

グナリングの直接のターゲットであるサイクリン 

D1 について解析したところ、組織中で、Notch タ

ンパクとサイクリン D1 の発現の間に高い相関が

認められた。Horiguchi et al. (2011)の方法に従

って、ラミニンコート上で E+N+細胞を培養したとこ

ろ、BrdU で確認される細胞増殖能、サイクリン 

D1 の発現量はともに、DAPT 添加によって有意

に減少し、可溶化 jagged-1 添加によって有意に

上昇することがわかった。 

 以上の結果から、腺下垂体では、カドヘリンに

よる細胞選別が未分化細胞間の Notch シグナリ

ングを担保することによって、未分化細胞の集

団が維持されていることが考えられた。（Tando 

et al., 発表準備中） 

３）成体下垂体における E+N+細胞の性質の解析 

 成体下垂体で E+N+細胞の分布を免疫組織化

学によって調べたところ、前葉においては、濾胞

星状細胞の一部（あるいは殆ど）が該当し、中葉

においては、MSH 産生細胞の大きな集団の間

に介在していた。また、ラトケの遺残腔を取り囲

むマージナルレイヤーも E+N+であった。すなわ

ち、中葉、マージナルレイヤーでは、E+N+細胞

は、S100b 陽性細胞と同義であった。前葉では、

S100b 陽性細胞のある程度の割合が E+N-である

可能性があり、今後解明する必要がある。S100b

陽性細胞は、同種細胞で集団を作る性質がある

が、カドヘリンによる細胞選別がその主因である

可能性が高い。 

 中葉の E+N+細胞を電子顕微鏡観察したところ、

マージナルレイヤー細胞と似た未熟な形態を示

す細胞が多数を占めたが、これに交じって、分

泌顆粒をもつ細胞が点在していた。S100b-GFP

ラットを用いて、各種ホルモンに対する免疫組織

化学を行ったところ、GFP を発現し、かつ、

POMC 陽性となる細胞、その他、LH、prolactin、

GH、TSH 陽性となる細胞が確認された（Kikuchi 

et al., 2011a）。 

前葉、中葉、マージナルレイヤーの E+N+細胞

には、特異的に Notch１,2、jagged-1、SOX2 の

発現が高い頻度で認められた。すなわち、これ

らの細胞は、成体に残存した未分化細胞、ある

いは組織特異的幹細胞の性質をもった細胞で

ある可能性が強く示唆された。（発表準備中） 

４）分化したホルモン産生細胞の特異的染色法・

分取法の開発 

 各種のレクチンとコレラトキシンＢを用いて、細

胞 種 特 異 的 糖 鎖 を 探 索 し た 結 果 、 PNA 、

S-WGA、コレラトキシンＢがそれぞれ、分化した

prolactin 細胞、ACTH 細胞、GH 細胞に特異的

な糖鎖を認識することがわかった。UEA-I は、

prolactin 細胞と GH 細胞の多くを認識した。 

 蛍光標識したコレラトキシンＢを用いて GH 細

胞を染色し FACS によって分画を試みた。免疫

組織化学、real time PCR によって推定された

GH 細胞分画の純度は、98％であり、これは、こ

れまでに報告されたどの純化手法よりも高い値

であった。（Kikuchi et al., 2011b） 

５）成体 E+N+細胞の細胞接着に関連する特性の

解析 

 前記したように、成体における E+N+細胞は、

S100b 陽性細胞と一致することがわかった。そこ

で、S100b-GFP ラットより FACS によって純化し

た S100b 陽性細胞を用い、初代培養下で細胞

接着に関連する特性を調べた。 

① S100b 陽性細胞は、細胞外基質の存在を受

容して細胞突起を伸ばし、カドヘリンによって相

互に細胞接着するがわかった。同時にサイクリン

D1 の発現が起こり、細胞分裂が促されることが

明らかとなった。シグナル伝達経路としては、イ

ンテグリンβ1 がラミニンを受容、カベオリン３を

介して MAPK 経路が活性化するものであること

が特定された。（Horiguchi et al., 2011a, 2011b） 

②S100b 陽性細胞には、CXCL12 とそのリセプタ

ーCXCR4 がともに発現しており、走化因子とし

て S100b 陽性細胞同士を結び付ける役割を果

たしていることがわかった。（Horiguchi et al., 
2012） 
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