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研究成果の概要（和文）：早成性及び晩成性鳥類の Pit-1 遺伝子イントロン 1 のクローニングお

よび構造類似性を検討し、発現制御領域の解析を行った。鳥類の Pit-1 遺伝子イントロン 1 領

域は似ているものの、種によっては挿入や欠損が生じていることが示された。また、晩成性鳥

類の多くはニワトリ翻訳開始点のコドンが異なることから、翻訳産物としては存在できないこ

とが明らかになった。さらに、転写開始点は従来考えられていた部位より 1.5ｋほど上流であ

り、発現を制御する領域が非常に小さいことが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Intron 1 of the precocial and altricial bird  of the Pit-1 gene were 
cloned and sequenced. Homologous position of putative translation starting site of Pit-1w/
γin the altricial species was not ATG methionin codon. Thus, it is suggested that Pit-1w/
γ is not exist in the altricial species. Moreover, transcription starting region was cloned by 
RT-PCR. Results of this study showed that regulatory region of Pit-1w/γ is smaller than 
previously expected. 
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１．研究開始当初の背景 

脊椎動物の下垂体において発現する下
垂体特異的転写因子（Pit-1）は成長ホル
モン、プロラクチン、甲状腺刺激ホルモ
ンの発現を調節する転写因子である。
Pit-1cDNA のクローニングはほ乳類にお

いて最初に報告され、続いて魚類や鳥類
において報告された。ほ乳類では通常型
Pit-1の他にイントロン1の一部領域（β
挿入）を含む Pit-1βというアイソフォ
ームが存在する。ほ乳類においてβ挿入
が生じると GH の発現に関しては通常型
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Pit-1 と同様の効果を示すが、PRL 遺伝子
への発現誘起効果は減少する。魚類の
Pit-1 は、ほ乳類のβ挿入を基本的に含
む以外にもほ乳類には存在しないエクソ
ン（γ挿入）を有している。β及びγ挿
入は魚類の PRL 遺伝子発現制御に必須で
ある事が明らかにされており、ほ乳類に
おいてβ挿入が生じると PRL 遺伝子の発
現誘起効果が減少する結果とは反対の結
果になるという興味深い報告がなされて
いる。鳥類においては、β挿入を有する
ｍＲＮＡが存在する、という報告と存在
しない、という報告があり、詳細は明ら
かではない。一方、魚類及び鳥類におけ
る Pit-1 結合コンセンサス配列が提唱さ
れており、シチメンチョウ PRL 遺伝子プ
ロモーターの Pit-1 結合コンセンサス配
列において存在する多型は血中 PRL 濃度
と関連が認められる事を明らかにしてい
る。これらの結果は鳥類においても
Pit-1 は PRL 遺伝子の発現に関与し、形
質発現に影響を与えている可能性が非常
に高い事を示している。また、ほ乳類の
通常型 Pit-1 に相当する Pit-1αの他に
イントロン 1 において転写が開始する
Pit-1w/γというアイソフォームが発現
する事が明らかにされている。しかしな
がら鳥類の Pit-1w/γはイントロン 1 内
より転写が始まることから発現制御に重
要と思われている N 末端領域のセリンリ
ッチ領域を欠損している。現在まで
Pit-1w/γの機能及び発現制御領域は不
明である。 

 
２．研究の目的 
 Pit-1の発現機構及び Pit-1による PRL

や GH 遺伝子の発現制御機構は主としてほ
乳類及び魚類において行われて来た。従っ
て、進化学的に両類の間に含まれる両生類、
は虫類、鳥類ではほとんど解明されていな
い。その結果、魚類において認められるβ
挿入は PRL や GH 遺伝子の発現誘起には必
須であるのに対し、ほ乳類では PRL 遺伝子
の発現に対しては抑制的にはたらくとい
う、相反する点に関しての明瞭な解答が得
られていなかった。本研究においてはリコ
ンビナント鳥類Pit-1を用いて結合領域や
アイソフォーム間の競合について検討す
ることにより新たな知見が得られると考
えられる。従って、遺伝子工学的手法によ
るリコンビナント Pit-1w/γの産生とそれ
を利用したゲルシフトアッセイによる結
合能検定、Pit-1w/γ発現ベクターとＰＲ
ＬやＧＨプロモーターの同時トランスフ
ェクションによる発現制御機構の解明、
様々な鳥類 Pit-1イントロン 1のクローニ
ング、キジ科鳥類のプロもター領域のクロ

ーニングと保存性を含めた比較解析及び
鳥類特異的 Pit-1w/γの発現制御領域の解
析を目的とした。 
３．研究の方法 
リコンビナント Pit-1w/γを大腸菌に発

現・合成させ、アフィニティークロマトグ

ラムを用いて精製し、ゲルシフトアッセイ

によりPRL及びGHプロモーターに対する結

合能検討する。さらに PRL 及び GH プロモー

ターをレポーターベクターに組み込みこん

だプラスミドを作成するとともに、ほ乳類

細胞における発現ベクターに Pit-1α及び

Pit-1w/γcDNAを組み込んだものも作成し、

GH3 や COS7 細胞に同時に導入し、プロモー

ターへの結合と発現制御機構を明らかにし

た。 
 ダチョウ、ブンチョウ、ジュウシマツ、

オオタカの血液よりゲノム DNA を抽出し、
ニワトリ、シチメンチョウ及びアヒルのエ
クソン 1及ぶエクソン 2に保存された配列
よりイントロン1を増幅するプライマーを
設計し、イントロン 1領域を増幅し、塩基
配列を決定する。比較された塩基配列より
保存領域を明らかにし、Pit-1γ発現制御
領域の検討を行った。さらに、ニワトリ
Pit-1 遺伝子のイントロン 1領域とエクソ
ン 2-a及び 3’-UTRにおいてプライマーを
設定し、mRNA より逆転写を行い、PCR によ
る産物が得られるか否かによって Pit-1γ
の 5’UTR 領域の推定および発現に関与し
ていると考えられる配列の推定を行った。 
４．研究成果 
大腸菌に発現・合成させ、精製したリコ

ンビナント Pit-1w/γをゲルシフトアッセ

イにより PRL プロモーターに対する結合能

検討したところ、結合能が認められた。さ

らにPRL及びGHプロモーターをレポーター

ベクターに組み込みこんだプラスミドを用

いた解析によりプロモーターへの結合と発

現誘起効果を持つことが示された（結果は

現在投稿中）。 

さらに、様々な鳥類において Pit-1γが

発現するか否かを明らかにするためにダチ

ョウ、オオタカ、ブンチョウ、ジュウシマ

ツにおける Pit-1 イントロン 1 の塩基配列

を決定し、類似領域、種特異的配列を明ら

かにした。その結果、鳥類全体で共通して

いる領域は２k ほどであり、ニワトリのイ

ントロン 1 は最小の構成単位から出来てい

る事が示された。さらに、PCR 増幅により、

キジ科鳥類のほとんどはニワトリで同じ大

きさのイントロンを持ち、鳥類の中では短

いことが明らかになった。一方、アヒル特

異的と思われていた領域は鳥類全体におい



 

 

て保存されていた事が新たに明らかになっ

た（下図）。 

さらに、イントロン１において鳥類共通

の領域はほぼ中央で分ける事ができるが、

それぞれの鳥類における類似性も明らかに

された（下表）。 

また、進化的に古いと考えられる早成性

の鳥種では Pit-1γの翻訳に必要なメチオ

ニンコドンが有するのに対し、晩成性鳥種

ではメチオニンコドンが存在せず、また塩

基の欠損も生じており、Pit-1γが存在する

事が不可能な事が明らかにされた。従って、

Pit-1γは早成性においてのみ存在する可

能性が考えられたが、一方で発現しても翻

訳されない mRNA として存在する可能性も

考えられた(下図 ニワトリにおける

Pit-1w/γ予想転写開始点近傍の比較図 

Z,J,B,G, C,D,O はそれぞれキンカチョウ、

ブンチョウ、ジュウシマツ、オオタカ、ニ

ワトリ、アヒル、ダチョウを示す)。 

Pit-1αあるいは W/γの発現関与及びキ

ジ科鳥類の発現共通性を検討するために、

ニワトリにおける転写開始領域より約3800

塩基上流までのプロモーターをクローニン

グした。この結果、キジ科鳥類では非常に

強く構造が保存されている事が明らかにな

った。このことから Pit-1 結合領域は強く

保存されており、鳥類の PRL 遺伝子発現に

関して、Pit-1 が関与している事が強く示

された 
 Pit-1αはほ乳類で報告されているも

のと同様に PRL プロモーター及び GH プロ
モーターへの結合能を示し、ルシフェラー
ゼアッセイにより転写を促進させる事が
明らかになったが、既に記述したように、
晩成性鳥類では Pit-1γは存在しないこと
が強く示された。従って、ニワトリ Pit-1
イントロン 1 内における Pit-1γの発現制
御領域を明らかにすることに焦点を絞っ
た。正確な転写開始点を明らかにし、5‘UTR
を決定する必要からニワトリPit-1遺伝子
のイントロン 1 領域とエクソン 2-a 及び
3’-UTR においてプライマーを設定し、
Pit-1γの 5’UTR 領域の推定を行った。そ
の結果、Pitγの 5’UTR は予想されていた
ものより遥かに長く、当初 TATA ボックス
と推定されていた領域は 5’UTR であり、
ATG 開始コドンより上流 1400 塩基までは
UTR である事が確認された。従って、ATG
開始コドンより上流 1450 塩基付近に存在
する TATAAATAA という配列が TATA ボック
スとして機能している可能性が示唆され
た。この結果に基づきエクソン 1の終わり
より650塩基程が発現制御領域と思われた。
この領域を鳥類で比較すると近縁種では
95％の相同性を示すものの、鳥類全体では
65％ほどの相同性であり、高い類似性を示
す訳でもない事が確認された。従って、相
同性の高い領域が発現に関与している事
が示され、全く当初の予測とは異なる結果
が示された。ルシフェラーゼアッセイを該
当領域で行ったが、プロモーターを挿入し
たプラスミドとコントロールプラスミド
とでは大きな発現量の変化は認められず、
Pit-1γの発現にはイントロン 1 の UTR 以
外の領域が関与している可能性が強く示
唆された。 
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