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研究成果の概要（和文）：下垂体前葉には5種類のホルモン産生細胞が存在し、さらに非ホルモン産生性の濾胞
星状細胞がこれらの細胞を取り囲むように存在する。濾胞星状細胞はパラクライン因子を介してホルモン産生細
胞の細胞機能を制御すると考えられている。しかし、その制御機構は十分には解明されていない。本研究では濾
胞星状細胞が新たに産生するパラクライン因子の同定を試みた。その結果、細胞成長因子や脂溶性ビタミンに属
する生理活性物質が同定され、それらは新たな前葉細胞の機能調節因子として働くことが分かった。

研究成果の概要（英文）：The anterior pituitary gland is composed of five types of hormone-producing 
cells and folliculostellate cells, which do not produce hormones. Folliculostellate cells encircle 
hormone-producing cells by cytoplasmic processes and control the functions of these cells via 
humoral factors. However, the folliculostellate cell-mediated cell-to-cell interactions are not 
fully understood. In this study, we found several bioactive substances including growth factors, 
cytokines, and vitamin, which were produced in folliculostellate cells. Furthermore, we showed that 
these molecules play important roles in the pituitary development, tissue formation, and hormone 
secretion. The data obtained from this project suggested that these molecules function as novel 
paracrine signaling molecules in the anterior pituitary gland.

研究分野： 内分泌学
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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 5 種類のホルモ
ン産生細胞と、非ホルモン産生性の濾胞星状
細胞より構成される。濾胞星状細胞は 60 年
以上前に電子顕微鏡により濾胞腔の周囲に
存在する無顆粒性細胞として同定され、支持
細胞の一種と考えられた[Rinehart et al., 
1953]。濾胞星状細胞はホルモン産生細胞を
取り囲むようにしてネットワークを形成す
ることから、ホルモン産生細胞の機能に何ら
かの役割を果たすと考えられてきた。 
最近の研究から、非ホルモン産生細胞であ

る濾胞星状細胞は、葉内における局所環境の
調節のために特に重要であると考えられる
ようになってきた。実際にこの細胞は成長因
子(bFGF, VEGF, IL6 など) [Denef, 2008]や、
申請者によりレチノイン酸を合成・分泌する
ことが報告されている[Fujiwara et al. 2007, 
2008]。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 et al., 2007]、正常な濾胞星状細胞
を生きたまま単離することや観察すること
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
セルソーターで分取することに成功した。そ
こで、この系を用い DNA マイクロアレイ解
析により特異的発現遺伝子を網羅的に解析
した。そして、申請者は濾胞星状細胞に特異
的に発現する骨形成タンパク質、トランスフ
ォーミング成長因子、オピオイド関連ペプチ
ド、ケモカイン、Wnt ファミリーなどに属す
る分泌因子 63 遺伝子を見出した。しかし、
これらの分泌因子の機能は不明である。 
 
２．研究の目的 
上記の背景およびこれまでの研究成果を

基に、本研究は濾胞星状細胞のホルモン産生
細胞におけるホルモン分泌、細胞分化、増殖
などに対する新たな役割を明らかにするこ
とを最終的な目標とする。具体的には、濾胞
星状細胞で特異的に発現する生理活性物質
に注目し、3 年間の研究期間内で以下のこと
を明らかにする。 
１）分泌性因子および受容体発現細胞を in 
situ hybridization 法や免疫組織学を用いて
同定する。 
２）前葉ホルモンの合成・分泌が変動する生
理条件の変化での発現動態を解析する。 
３）ホルモン産生細胞への作用（ホルモン合
成、分泌、細胞増殖など）を明らかにする。 
 
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。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) 分泌性因子の発現細胞の同定：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。目的の遺伝子特異的プライマーを
用いて PCR を行い、PCR 産物をベクターに
組込み、大腸菌に形質転換し、遺伝子断片を
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
たアンチセンスまたはセンスcRNAプローブ
を合成した。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。 
 
(3) 分泌性因子の下垂体前葉細胞に対する作
用の解析：Wistar 系雄ラット（60 日齢）の
下垂体前葉を酵素処理し、単離細胞を得た。
細胞を10%牛胎児血清を含む培地で3日間培
養した。その後、刺激因子を添加して 24 時
間培養した。培養後、細胞を回収してリアル
タイム PCR 法を用いて遺伝子発現量を解析
した。また、DNA マイクロアレイ解析を行
い（受託解析）変動遺伝子の探索を行った。
さらに、培養液中へのホルモン分泌は ELISA
を用いて測定した。また、分泌性因子による
細胞内シグナル伝達は各種阻害剤や免疫細
胞化学的手法を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ミッドカイン（Mdk）、プレイオトロフィ
ン（Ptn）の発現動態：ヘパリン結合性成長
因子である Mdk と Ptn 発現細胞を in situ 
hybridization により同定することに成功し
た。Mdk は胎生の腺性下垂体および神経性下
垂体原基で強く発現しており、Ptn は神経性
下垂体原基で発現していることが分かった。
両因子は下垂体の形成に関与すると考えら
れた。さらに、Mdk は成体下垂体前葉の濾胞
星状細胞で発現し、その受容体である Ptprz1
はホルモン産生細胞（GH 細胞、ACTH 細胞）
で発現していることが明らかとなり、Mdk は
濾胞星状細胞の新たなパラクライン因子と
してホルモン産生細胞の細胞機能を調節す
ることが示唆された。 
 
(2) トランスフォーミング成長因子(TGF)β
2 の機能解析：S100b-GFP TG ラットを用い
て、セルソーターにより濾胞星状細胞を除き、
単離細胞を三次元培養法を用いて培養した
ところ、不正形な細胞塊を形成し、周皮細胞
が減少し、周皮細胞における I 型・III 型コラ



ーゲン発現が減弱することを発見した。また、
電子顕微鏡により、この細胞塊ではコラーゲ
ン線維の発達が著しく悪いことを明らかに
した。さらに、TGFβ2 を培養液に添加する
とコラーゲン発現が増加した。また、濾胞星
状細胞を含む細胞塊でも TGFβ受容体阻害
剤によりコラーゲン合成が減少した。これら
の結果から、濾胞星状細胞が産生する TGF
β2 が周皮細胞のコラーゲン合成を促進する
ことが分かった。 
 
(3)レチノイン酸の機能解析：下垂体前葉初代
培養細胞でレチノイン酸により発現が増減
する遺伝子を DNA マイクロアレイ解析によ
り同定した。それらレチノイン酸応答遺伝子
の中から成長ホルモン産生細胞の機能に関
わる成長ホルモン放出ホルモン受容体
（Ghrh-r）とグレリン受容体（Ghs-r）の遺
伝子発現に対するレチノイン酸の効果を解
析した。その結果、レチノイン酸はレチノイ
ン酸受容体（RAR と RXR）を介して、それ
ら遺伝子発現を促進することが分かった。更
に、ラット下垂体前葉初代培養細胞を用いて、
Ghrh-r と Ghs-r のそれぞれのリガンドであ
る GHRH とグレリンによる成長ホルモン分
泌におけるレチノイン酸の効果を検討した。
その結果、レチノイン酸は GHRH やグレリ
ンによる成長ホルモン促進作用を増強する
ことが分かった。 
 
(4) 骨形成タンパク質 6（BMP6）の機能解
析：In situ hybridization 法および免疫組織
化学により前葉内の濾胞星状細胞の一部が
BMP6 mRNA を発現していることを明らか
にした。リアルタイム PCR 法を用いて前葉
における BMP 受容体発現を解析したところ、
I 型受容体では Acvr1 と Bmpr1a が、II 型受
容体ではAcvr2aとBmpr2が主に発現してい
ることが分かった。更に、単離したラット下
垂体前葉細胞の初代培養細胞に BMP6 を処
理すると、BMP 受容体のシグナル分子であ
る SMAD がリン酸化されて核内に移行する
ことが分かった。これらのことから BMP6
は前葉内の新たなパラクライン因子として
働く可能性が考えられた。現在、その機能解
析を進めている。 
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