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研究成果の概要（和文）：　申請者らは、下垂体前葉の発生においてNotch-Hes経路が幹細胞の分化を制御しているこ
とを証明し報告してきた。下垂体機能低下症が特定疾患に指定され、下垂体の再生医療開発への期待は高まっている。
　本研究では、引き続き下垂体後葉における幹細胞の制御機構の解析を行なった。後葉の幹細胞が、Notchの下流因子
であるHes1およびHes5によって制御されていることを解明した。

研究成果の概要（英文）：The pituitary development requires the control of proliferation and 
differentiation of progenitors. Molecular mechanisms of adenohypophysis development are much better 
understood, but little is known about mechanisms that regulate neurohypophysis development.
The aim of this study was to clarify the role of Hes genes, known as Notch effectors, in neurohypophysis 
development. We have found that Hes1 and Hes5 control not only maintenance of progenitor cells but also 
pituicyte versus neuron fate specification during neurohypophysis development.

研究分野：発生
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１．研究開始当初の背景 

 

下垂体は生命維持のために重要な器官。特に

後葉は、水分バランスの制御に必須。マウス

で は 、 Rathke 嚢 の 背 部 が ventral 

diencephalonに接し、E10から、infundibulum

を 形 成 し 始 め 、 下 垂 体 後 葉

(neurohypophysis)になる。Infundibulum は

pituicyte へと分化し、これと視床下部の

neuron から投射される axon とで下垂体後葉

が形成される。Pituicyte は glia である。後

葉の発生機序は不明の部分も多い。我々は、

Notch の effector の Hes1 の関与を示唆した

が、詳細は不明である。 

 

２．研究の目的 

 

Hes1 および Hes5 が pituicyte の幹細胞の分

化の制御、後葉の形成をコントロールしてい

ることを示し、再生医療の基礎を築くことが

本研究の目的である。 

 

３．研究の方法 

 

（１）マウス下垂体での Hes1 の発現を詳細

に検討。 

 

（２）Hes1 ノックアウトでは Hes5 が代償し

ている可能性があるため、Hes1;Hes5 ダブル

ノックアウトを解析するのが良いが、このダ

ブルノックアウトでは神経系の変形がきつ

く、ほとんどがE10.5までしか育たないため、

下垂体の発生は解析できない。そこで、

Haploinsufficiency のため、Hes5 による代

償 が 低 下 す る こ と を 期 待 し て 、

Hes1KO;Hes5Ht マウスを解析することとした。

このマウスは、神経系の変形は軽く、生まれ

る直前の E18 まで観察可能であった。 

 

（３）E12.5 で後葉の evagination を詳細に

解析。Ki67 染色を施行。 

 

（４）pituicyte と glia (astrocyte)のマー

カーの S100 および differentiating neuron

のマーカーTuj1 の発現を検討。 

 

（５）progenitor のマーカーの Sox2 の発現

を検討。 

 

（６）Pulse chase assay。先に、E11.5 で

IdU を投与。24 時間後に、E12.5 で BrdU を投

与。1時間後に固定。 

 

（７）E16.5 を詳細に検討。 

 

４．研究成果 

 

（１）Hes1 は ventral diencephalon に強く

発現し、evagination した部分では発現が低

下 

我々は、以前、mouse の下垂体発生における

Hes1 の発現を報告したが、今回、ventral 

diencephalonのevagination部分をさらに解

析した。 Hes1 は、 E10.5 では ventral 

diencephalon に強く発現している（Kita et 

al）。Rathke に接した部分が evagination す

るが、その evagination した部分では Hes1

の発現低下。Ventral diencephalon では、特

に subventicular zone で陽性。Evagination

部分は、弱陽性で、基部は管腔側が強陽性。

Hes1 ノックアウトでは、evagination が小さ

く な る こ と を 以 前 報 告 し 、 Hes1 が

evagination を制御している可能性を示した

（Kita et al）。今回は、このメカニズムを

詳細に解析することにした。 

 

（２）Hes1KOHes5HT マウスの作成 

Hes1 ノックアウトは、Hes5 が代償すること

を報告してきた。このため、 ventral 

diencephalon での Hes5 の発現も確認。E12.5



で、 wild type では、 Hes5 は ventral 

diencephalon にはほとんど発現なかった。し

かし、Hes1 ノックアウトでは、Hes5 の発現

を認めた。このことから、Hes5 が Hes1 を代

償していると考えられた。Hes1 ノックアウト

ではHes5が代償している可能性があるため、

Hes1;Hes5 ダブルノックアウトを解析するの

が良いが、このダブルノックアウトでは神経

系の変形がきつく、ほとんどが E10.5 までし

か育たないため、下垂体の発生は解析できな

い。そこで、Haploinsufficiency のため、Hes5

による代償が低下することを期待して、

Hes1KO;Hes5Ht マウスを解析することとした。

このマウスは、神経系の変形は軽く、生まれ

る直前の E18 まで観察可能であった。以下、

Hes1KOマウスおよびHes1KO;Hes5Htマウスを

解析することにした。  

 

（３）Hes1KO;Hes5HT マウスでは、後葉が形

成されない 

E12.5 で後葉の evagination を詳細に解析。

Hes1KO ではコントロールに比べて後葉の

evaginationが小さい。Hes1KO;Hes5HTでは、

さらにフェノタイプが強く、evagination が

消失。次に、Ki67 染色を施行。コントロール

では、evagination した部分(infundibulum)

は、Ki67 の発現が低下している。この Ki67

陽性細胞が減少している部分は、Hes1 の発現

が低下している部分に一致。また、ここでは、

BrdU の取り込みも低下している(後述)。後葉

の形成は、infundibulum の先端で細胞が分裂

を続けて延長していくのではなく、むしろ

infundibulum の先端は分裂が終わって分化

している。Hes1KO では、コントロールに比べ

て、infundibulum で、Ki67 陽性細胞が減少。

BrdU 陽性細胞も減少(後述)。Hes1KOHes5HT

では、evagination せず、この部分の管腔側

に、Ki67 の陽性細胞を認めるが、外側は陰性

となっている。HesKO マウスでは、progenitor

の分化が促進し、このため後葉が低形成とな

るか消失する。 

 

（４）Hes1KO;Hes5HT マウスでは、後葉の

progenitor が神経に分化するため後葉が形

成されない 

次に、pituicyte と glia (astrocyte)のマー

カーの S100 および differentiating neuron

のマーカーTuj1 の発現を検討。コントロール

では、ventral diencephalon の外側（非管腔

側）と evagination した部分の特に遠位で

s100 陽性。前者は astrocyte、後者は

pituicyte である。コントロールでは、

ventral diencephalon では Tuj1 陽性である

が（neuron の細胞体は非管腔側に位置し、

axon が管腔側に向けてのびる）、evagination

した部分は陰性。Hes1KO では、infundibulum

の分化が促進しているが、この部分では、

s100 陽性細胞（pituicyte）は増えない。代

わりに、この部分では、TuJ1 増える。さらに、

Hes1KOHes5HTでは、evagination消失するが、

この部分は、外層が s100 陰性で Tuj1 陽性で

あり、pituicyte および glia には分化せず、

neuron に分化している。この部分は、層が分

厚くなっている。なお、後述のように、この

部分に、TUNEL は陽性にならず、ノックアウ

トでは、apoptosis を起こして後葉が消失し

ているのではない。 

以上のように、ノックアウトマウスで後葉が

出来ない理由は、Hes遺伝子のneuron vs glia

の fate decision の機能が阻害され、

glia(pituicyte)になるはずの細胞が neuron

に分化するため。Neuron は pituicyte のよう

にevaginationせず、その場にとどまるので、

層は分厚くなる。 

 

（５）Infundibulum の基部に progenitor 集

中し、先端ほど pituicyte は分化が進んでい

る 

前述のように、コントロールでは、E12.5 で、

infundibulum の先端側は s100 強陽性。S100



は、可塑性は残ってはいるが、ある程度成熟

し た pituicyte の マ ー カ ー で あ る 。

Infundibulum の基部側は、外側（非管腔側）

でs100が強陽性。これらの強陽性の部分は、

mature してきた pituicyte といえる。次に、

calbindin で染色。Calbindin は immature 

pituicyte のマーカーであり、immature 

pituicyte は diffuse に淡く染まる。これは

一過性で、徐々に低下。なお、calbindin で

neuron は強く染まる。コントロールでは、

E12.5 で、infundibulum の基部側では、

calbindin が diffuse に陽性。この部分が

immature pituicyte である。S100 の結果も

あわせると、infundibulum の先端ほど、

pituicyte は 分 化 が 進 ん で い る 。

Hes1KOHes5HT では、嵌入が無くなり、同部は

非管腔側 calbindin 強陽性。この部分は Tuj1

陽性であり、pituicyte や glia でなく neuron

に分化している。Tuj1 の結果に一致。 

次に、Sox2 で染色。Sox2 は progenitor のマ

ーカー。コントロールでは、Sox2 は、ventral 

diencephalon の特に管腔側と infundibulum

の 全 体 が 陽 性 と な る 。 Pituicyte の

progenitorと分化後のpituicyteがしばらく

陽性となる。この部分は、前述の neuron に

分化した部分に一致している。ノックアウト

では、分化が促進し、evagination が消失し

ている。 

以上のように、ノックアウトでは分化が促進

し、glia になれずに neuron になるため、

pituicyte は形成されず、後葉消失。 

 

（６）Progenitor pool から pituicyte が分

化し、押し出される 

Pulse chase assay。先に、E11.5 で IdU を投

与。24 時間後に、E12.5 で BrdU を投与。1時

間後に固定。E12.5 での BrdU の陽性細胞の分

布は、Ki67 の陽性細胞の分布に矛盾しない。

Infundibulum では、BrdU の取り込みなし。

基部の管腔側には取り込みあり。 

E11.5 で IdU を取り込んでいた細胞は、E12.5

では、infundibulum に分布。後から投与の

BrdUは、infundibulumには取り込まれない。

基部には取り込みあり。最初に取り込まれて

いた部分は、分化して分裂終了。その後は、

基部のところから分裂が続いて押し出され

る。基部の progenitor pool で pituicyte が

作られ、押し出されていく。 

 

（７）E16.5 でも Hes1KO Hes5 HT では

pituicyte 形成せず 

次に、E16.5 で解析。E16.5 でも、Control に

比べ、Hes1KOでは後葉小さい。Hes1KO;Hes5 HT

では後葉消失。E12.5 で infundibulum が小さ

いあるいは消失していたのは、単に分化が遅

れていたのではない。次に、pituicyte を調

べるため、s100 で染色。Control に比べ、

Hes1KO では pituicyte 減少。Hes1KOHes5HT

では、pituicyte 消失。 
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