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研究成果の概要（和文）：下垂体前葉は成長、生殖、恒常性の維持に重要な6種類のホルモンを分泌する内分泌器官で
ある。前葉にはホルモン産生細胞以外に、非ホルモン産生性の濾胞星状細胞が存在する。本研究は前葉内での濾胞星状
細胞による新たな細胞機能調節を明らかにすることを目的とした。まず濾胞星状細胞で特異的に蛍光タンパク質を発現
する遺伝子改変ラットを使い、蛍光タンパク質を指標に濾胞星状細胞のみを純化して、この細胞で特異的に発現してい
る遺伝子を明らかにした。そしてその中から、組織学的手法を用いて濾胞星状細胞でのみ発現する新たな成長因子を同
定することに成功した。これらの因子がホルモン分泌調節に関わっていると考えた。

研究成果の概要（英文）：The anterior pituitary gland produces six types of hormones, which are crucial to 
control growth, reproduction, and homeostasis. A non-hormone-producing cell, folliculostellate cell, is al
so known to exist in the gland. The purpose of this study is to clarify the function of folliculostellate 
cell in the anterior pituitary gland. Folliculostellate cells were purified by fluorescence activated cell
 sorting from the green fluorescent protein-transgenic rats and numerous genes that were specifically expr
essed in the cells were identified. And then, specific growth factors were identified in folliculostellate
 cells by means of histological technique. These molecules may play important roles in the regulation of h
ormone-producing cells in the anterior pituitary gland.
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１．研究開始当初の背景 
下垂体前葉は成長、生殖、代謝、免疫にか
かわる６種類のホルモン（ACTH, GH, PRL, 
TSH, LH, FSH）を産生する内分泌細胞が存
在し、これら内分泌細胞の機能調節は視床下
部や末梢臓器からのホルモンにより調節さ
れている。しかし、下垂体の内分泌細胞は生
体の内分泌学的な変化に伴い細胞機能の亢
進や細胞分化、細胞増殖などがダイナミック
に変化しつつも組織全体としての秩序が維
持される。これらを制御するメカニズムは視
床下部の支配、末梢臓器のフィードバック機
構のみでは説明できない。すなわち下垂体の
内分泌細胞のダイナミックな変化を支える
ためには、葉内で産生・分泌される液性因子
を介したパラクライン機構による調節が注
目されている[Denef. 2008、その他]。 
濾胞星状細胞は電子顕微鏡により無顆粒性
細胞として同定され、アストロサイトと同様
に S100b タンパク質を発現する。また、葉内
に広く分布し、互いにギャップ結合を介した
ネットワークを形成している。さらに、この
細胞は成長因子、サイトカイン（bFGF, VEGF, 
IL6 など）やレチノイン酸を合成・分泌する
ことが知られている。このような特徴から、
濾胞星状細胞は神経細胞にとってのグリア
細胞のように、ホルモン産生細胞に対する支
持細胞としての役割が想定される。その一つ
として、液性因子を介した機能調節細胞の役
割が考えられる[Inoue. 1999、その他]。 
しかし、これまでは濾胞星状細胞を下垂体
から純粋に単離することができず、その機能
解析が十分には進まなかった。近年、S100β
タンパク質のプロモーターを用いたGFPトラ
ンスジェニックラットが作出され [Itakura. 
2007]、正常な濾胞星状細胞を生きたまま単
離したり観察したりすることが可能となっ
た。この動物は濾胞星状細胞の研究にとって
画期的であり、この動物を用いることで濾胞
星状細胞の機能解析が飛躍的に進むものと
期待される。申請者はこのラットをいち早く
導入し、最近、濾胞星状細胞をセルソーター
で純化することに成功した。 
 
２．研究の目的 
 以上のような背景を踏まえ、濾胞星状細胞
による新たな細胞機能調節機構を明らかに
することを最終的な目的として研究を行っ
た。本研究では、濾胞星状細胞で特異的に発
現する分泌因子に注目し、１）組織学的、細
胞学的解析、２）生理条件の変化での動態の
解析、３）ホルモン産生細胞への作用の解析
を段階を追って計画した。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験動物：Wistar 系ラット（SLC より購
入）及び S100βタンパク質（以下、S100b）
プロモーター下でGFPを発現する遺伝子改変
ラット（S100b-GFP TG ラット：埼玉大学 井
上金治教授より供与を受け自家繁殖）を用い

た。下垂体前葉初代培養細胞は成体雄（60 日
齢）から採取した。また、様々な下垂体前葉
機能亢進モデルを作成するために、成体雄ま
たは雌を用いて生殖腺、副腎、または甲状腺
の摘出手術を行った。各種性周期は膣スメア
により確定した。また、各発生段階の胎仔は
雌雄を交配させて膣内に精子を確認した日
を胎生 0.5 日（E0.5d）とした。 
 
(2) 分泌因子遺伝子の同定：ラット下垂体前
葉から RNA を抽出し、オリゴ(dT)20プライマ
ーと逆転写酵素を用いて cDNA を作製した。
cDNA を鋳型にして RT-PCR 法により濾胞星状
細胞で特異的に発現している遺伝子群の中
から、分泌因子を同定した。 PCR 産物をベク
ターに組み込み、大腸菌に形質転換し、クロ
ーニングした。得られたプラスミドから in 
vitro transcription により DIG ラベルした
特異的アンチセンスまたはセンス cRNA プロ
ーブを作製した。4％パラフォルムアルデヒ
ド固定したラット下垂体凍結切片で、作製し
た DIGラベル cRNA プローブを用いて in situ 
hybridization 法を行った。さらに合成ペプ
チドから抗体を作成した。 
 
(3) 分泌因子の動態解析：生殖腺摘出、副腎
摘出、甲状腺摘出、エストロゲン投与などに
より下垂体機能亢進状態となったラットを
作成した。これらの動物を用い、分泌因子発
現の動態を in situ hybridization、免疫組
織化学を用いて明らかにした。また、mRNA 発
現をリアルタイム RT-PCR 法により定量解析
した。定量 PCR には特異的 PCR プライマーを
設計し、SyberGreen を用いた。タンパク質の
定量にはケミルミを用いたWestern Blotting
法を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)濾胞星状細胞特異的分泌因子の同定 
こ れ ま で の 本 研 究 代 表 者 の 研 究 で 、
S100b-GFP TGラット下垂体前葉からセルソー
ティングを利用してGFP発現の有無により濾
胞星状細胞を純化し、濾胞星状細胞で発現し
ている遺伝子をDNAマイクロアレイ解析によ
り明らかにした。この発現遺伝子プロファイ
ルを利用し、近傍のホルモン産生細胞に作用
する因子を探索することを目指し、特に濾胞
星状細胞で特異的に発現する分泌因子遺伝
子をスクリーニングした。そして、成長因子
やサイトカインなど 63 遺伝子を同定した。
この中には、既に濾胞星状細胞で発現が知ら
れている bFgf、Tgfb、Vegf が含まれていた
が、多くは未同定の因子であった。次に、リ
アルタイム PCR 法を用いて、セルソーティン
グにより分取した濾胞星状細胞分画とそれ
以外の細胞分画（ホルモン産生細胞、血管系
細胞など）との発現量の比較を行い、特異的
で且つ高発現している 10 遺伝子を絞り込む
ことができた。 
 



(2)分泌因子の組織化学的解析 
発現遺伝子プロファイルから同定した分泌
因子を発現している細胞を同定するために
in situ hybridization を行った。まず、
各遺伝子を PCR で増幅し、遺伝子断片をクロ
ーニングした。遺伝子断片を鋳型とし、in 
vitro transcription により digoxigenin ラ
ベルした cRNA プローブを作成した。作成し
た cRNA プローブを用いて正常成獣ラット下
垂 体 前 葉 の 凍 結 切 片 で in situ 
hybridization を行ったところ、midkine と
pleiotrophin が下垂体前葉で発現している
ことが明らかとなった。そのうち midkine 
mRNA 発現細胞は下垂体前葉内で広く分布し、
下垂体後葉でも観察された。次に各ホルモン
に対する抗体を用いて二重染色法により細
胞同定を行ったところ、midkine mRNA シグナ
ルは如何なる前葉ホルモン免疫陽性反応と
共存しなかった。すなわち midkine は非ホル
モン産生細胞で発現していることが分かっ
た。さらに濾胞星状細胞のマーカーである
S100 タンパク質に対する免疫二重染色を行
い、midkine が濾胞星状細胞で発現している
ことを明らかにした。さらに特異的抗体を用
いてタンパク質の同定を試みたところ、
Western blotting法により下垂体前葉で予想
されたサイズのバンドが確認された。しかし、
免疫組織化学による細胞同定までは至って
いない。一方、midkine の受容体である Ptprz
の発現を解析したところ、ホルモン産生細胞
で発現していることが分かった。 
 
(3)分泌因子の発現動態 
次に、midkine の機能を明らかにするために、
下垂体形成過程、生殖腺摘出、副腎摘出、甲
状腺摘出、ステロイド投与、の下垂体を用い
て遺伝子発現の動態を解析した。この中で、
特に下垂体形成過程で著しく高い発現が観
察された。MKは E12.5 よりラトケ嚢および間
脳に強く発現が見られた。間脳より派生した
後葉には発生過程を通してmidkine発現細胞
が観察された。一方、E14.5 の前葉では前葉
主部、中間部で発現が維持されたが、隆起部
では観察されなかった。さらに発生が進むに
つれ、前葉主部、中間部での発現細胞は減少
した。下垂体形成時に midkine が成長因子と
して働くことが示唆された。 
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