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研究成果の概要（和文）：期間中に、以下の成果が得られた。下垂体前葉の幹・前駆細胞ニッチについて、①特
徴的な複数の因子の局在を明らかにした。②二種のニッチのうち実質層を構成する細胞集団（塊）を酵素分散に
より単離することに成功し、③その細胞塊の特性を解析し、培養条件によりホルモン産生細胞ならびに非ホルモ
ン産生細胞へと分化する細胞を示した。④膜抗原タンパク質CD9の抗体を使用し、幹・前駆細胞の分取を行い、
その一部が血管内皮細胞様の分化をすることを明らかにした。⑤第4の胚葉とされる神経堤細胞由来のP0タンパ
ク質系譜とSOX10系譜の細胞が、それぞれ前葉と後葉から、胎仔期初期に外胚葉由来の下垂体に侵入することを
初めて観察した。

研究成果の概要（英文）：he pituitary gland is a major endocrine organ for maintenance of vital 
functions. This project focuses on the characteristics of pituitary stem/progenitor cells and the 
roles on pituitary organogenesis and maintenance. Our studies have demonstrated following important 
results: 1) characteristic localizations of several specific factors, 2) isolation of one of two 
types of stem/progenitor cell niches, 3) demonstration of characteristic differentiation into 
hormone-producing and non-hormone-producing cells, 4) novel isolation of stem/progenitor cells by 
using anti-CD9 antibody and differentiation into vascular endothelial cell-like cells, 5) invasion 
of two types of the neural crest lineage cells into the anterior and posterior lobes of the 
pituitary gland, respectively.

研究分野： 内分泌学
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１．研究開始当初の背景	 
脳の直下に位置する下垂体は、生体の機能維
持に働く複数のホルモンを合成する主要な
内分泌器官である。この組織の発生は、多数
の転写因子の時空間的な発現を通じて制御
されている。この組織形成過程と成熟後の組
織では、存在する幹・前駆細胞が重要な役割
を担っている。申請者らは、これまでに下垂
体特異的転写因子 PROP1 や複数の特徴ある因
子に着目して、この組織の幹・前駆細胞の特
質と機能について研究を進めてきた。	 
	 
２．研究の目的	 
本研究課題では、下垂体の幹・前駆細胞の特
質を明らかにすること、その細胞の単離し分
化機序を調べること、である。また、これま
での蓄積した研究成果からは、外胚葉系譜と
される下垂体に、発生・分化過程において、
血管系の細胞も含めて起源を異にする細胞
群の存在が示唆されており、その解析も目的
としている。	 
	 
３．研究の方法	 
	 
	 (1) 免疫組織化学：ラット胎仔および出生
後の下垂体の組織切片を作成し、各種の因子
の抗体で蛍光標識免疫組織化学を行った。	 
	 
	 (2)細胞塊の単離：ラット下垂体を酵素分散
処理し､分散しきれない細胞塊を単離して、
抽出して全 RNA を使った解析を行った。	 
	 
	 (3)細胞塊ならびに分画した細胞を使って、
分化条件での培養を行い、培養後の細胞免疫
染色ならびには遺伝子発現を分析した。	 
	 
	 (4)膜抗原タンパク質 CD9 の抗体を使って細

胞分画を行った。	 
	 
	 (5)ラットやマウスを用いて、下垂体内にお
ける神経堤細胞を、P0 タンパク質、SOX10 に
対する抗体により解析した。	 
	 
４．研究成果	 
	 
(1)疫組織化学	 
ラット胎仔および出生後の下垂体の組織切
片を作成し、転写因子SOX2やPROP1、その他、
CAR(アデノウイルス−コクサッキウイルス共
通受容体)、ニューロネイチン、エフリンと
その受容体など各種の因子の抗体で蛍光標
識免疫組織化学を行った。その結果、幹・前
駆細胞に特異的な陽性シグナル反応が得ら
れた。それらの結果では、幹・前駆細胞に特
異な分子が存在すること、細胞間には特異で
強固な結合様式があることが判った。図 1に
エフリン B2 の結果を示す。	 
	 
(2)細胞塊の単離	 
S100β陽性を蛍光タンパク質で標識した遺
伝子組換えラットの下垂体を使って、酵素に	 
より分散処理し､分散しきれない細胞塊を単
離した。単離した細胞塊を、幹・前駆細胞マ
ーカーSOX2 の抗体を使って調べると、全てが
SOX2 陽性であった(図２)。また、S100βにつ

図 1．ラット胎仔期下垂体の ephrin-B2 の
免疫組織化学。ephrin-B2（赤）が主に前葉
（AL）と中葉（IL）の接する細胞層と、中
葉および前葉の実質層にも観察される。 

図２．ラット下垂体を酵素処理で分散す
ると、S100β陽性や陰性の細胞塊が存在
する（a-d）。SOX2 の抗体を使って調べ
ると、全てが SOX2 陽性であった(e-i)。 
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いては陽性のものと陰性のものが混在した。	 	 

	 	 
	 さらに、下垂体特異的転写因子 PROP1 の抗
体と SOX2 との二重染色を行うと、S100β同
様に、幾つかのタイプが存在した（図３）。	 
	 
(3)細胞塊の分析	 
単離した細胞塊を三次元培養の条件で培養

を継続し、その後、細胞免疫染色を行ってみ
ると、一部の細胞がホルモン産生細胞（少な
くとも成長ホルモン産生細胞）に分化してい
た（図４）。	 
	 
(4)	 CD9 の抗体を使った細胞分画	 
CD9 の抗体を使って幹・前駆細胞の分画を試
みた。その結果、ほぼ CD9 陽性である幹・前
駆細胞画分が得られた。	 
	 分画した細胞を骨形成因子（BMP）存在下
で培養すると、図 5のような細胞間のつなが
りができ、対照の培養結果と異なっていた。	 
培養後の細胞免疫染色では、Isolectin	 B4 に
陽性の細胞が観察され、血管内皮細胞様の細
胞へと分化していることが示唆された。	 
	 

(5)神経堤細胞の解析	 
ラットの下垂体にたいして、神経提細胞のマ
ーカーとされる SOX10 の抗体を使った免疫組
織化学を行った。その結果は、出生直前から
SOX10 陽性のシグナルが、下垂体後葉に観察
された。日齢を追って調べてみるとその細胞
は S100β陽性ともなり、数を増していた（図
６）。さらに中葉にも出現し、前葉にも移動し
ていた。前葉では数は少ないものの、PROP1
にも陽性となり、多様な変化を見せた（図７）。	 
	 次に、やはり神経堤細胞マーカーである P0
タンパク質のプロモーターを使って P0 発現
細胞を蛍光タンパク質で標識した P0-Cre マ
ウスを使って、P0 系譜の細胞を解析した。そ
の結果、下垂体の発生の初期の口腔上皮が陥
入する時期の下垂体原基（ラトケ嚢）に P0 系	 
譜のシグナルが観察された（図８）。それらの
細胞は、PROP1 を発現し下垂体幹・前駆細胞

図３．ラット下垂体から分取した幹・前駆細
胞塊は、全てが SOX2 陽性（緑）であるが、
下垂体特異的転写因子 PROP1（白）では全て
が陽性、一部が陰性、全てが陰性といったサ
ブタイプがある。 

図４．細胞塊の分析。単離した細胞塊を三
次元培養で培養し、細胞免疫染色を行った。
SOX2 陽性（赤）以外にホルモンないし成長
ホルモン（白；白矢頭）の細胞がある。白
線矢頭は ACTH 陰性。	  

図５：分画したラット下垂体前葉の CD9 陽
性細胞は、血清（FBS）の存在下では細胞間
のネットワークを形成するようになり（A）、
内皮細胞のマーカーV-cadherin陽性であり
（B）、内皮細胞と結合する Isolectin	 B4
に 8.3％が陽性であった（C）. 
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様の性質を獲得していた（図９）。それらの細
胞が、ホルモン産生細胞に分化することも確
認され、神経堤由来のホルモン産生細胞は全
体の 5−10％を占めていた。原基が形成された
以降に、再度 P0 系譜の細胞が侵入している事
も観察され、それは血管形成に関わる細胞で
あることが示された。	 

	 
(6)研究成果の意義と考察	 
	 
以上の結果から、以下のことが明らかとなっ
た。それらは、①下垂体前葉に存在する二様
のニッチはエフリンや CAR などの特徴的な膜
タンパク質が存在して、その特異な構造が維

持されていること、②そのうちの実質層を構
成する細胞集団（塊）を単離して分析すると、
培養条件によって異なる細胞種へと分化でき
る細胞が存在すること、③膜抗原タンパク質
CD9 が幹・前駆細胞のマーカーとなり細胞分
離のツールとなること、④その一部が血管内
皮細胞様の分化をすること、⑤第 4 の胚葉と
言われる神経堤細胞系譜の二種の細胞（P0 タ
ンパク質系譜と SOX10 系譜の細胞）が下垂体
に侵入して一部が幹・前駆細胞として定着す
ると共に、ホルモン産生細胞や血管系の細胞
の一部に分化していること、などである。	 
	 
	 本研究の成果は、これまでの下垂体研究に
とって新しい知見であり、下垂体の発生・分
化とこの組織の機能維持機構に重要な情報を
与えている。中でも、下垂体に起源を異にし
つつも幹・前駆細胞の一部して存在している
という、神経堤細胞の存在を証明した成果は、
この組織で発生する腫瘍や、生理状態に応じ
て適正なホルモン産生細胞数を変化させると
いった、増殖異常や細胞供給などの機序の解

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 

図７．ラット胎仔期下垂体の免疫組織化学。
SOX10 陽性は、前葉で下垂体特異的転写因
子 PROP1（白）を発現する様に分化している。 

図８．マウス胎仔期下垂体の免疫組織化学。
赤は神経提細胞を、緑は神経堤細胞のマー
カーとなる P0 ミエリンタンパク質プロモ
ーター依存的に蛍光タンパク質で標識され
た神経提系譜の細胞で、経時的に下垂体内
に進入している。 

図９．下垂体原基ラトケ嚢の免疫組織化学。
それぞれ神経堤細胞系譜（緑）、PROP1（赤）、
SOX2（白）を示す。下垂体に侵入した神経
堤細胞が、未分化性（SOX2 陽性）であると
ともに、下垂体特異的転写因子 PROP1 を発
現する様に分化している。 
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明に新たな突破口となると期待出来る。	 
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