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研究成果の概要（和文）：組織幹細胞は多分化能を持ち、組織内における細胞供給源となっている。申請者ら
は、成体ラット下垂体前葉の組織幹細胞と予想されるS100β/SOX2/CXCR4/CD9陽性細胞を約86%以上の純度で分画
することに成功した。単離した細胞はBMPシグナリングによって誘導される転写因子ID2の発現増加によって血管
内皮細胞へと分化することを明らかにした。また血管新生の亢進が見られる下垂体腺腫モデルラットの下垂体前
葉でも同様の血管新生が起こっていることも示唆した。またS100β/SOX2/CXCR4/CD9陽性細胞から3次元培養を利
用することでホルモン産生細胞への分化に成功した。

研究成果の概要（英文）：S100β protein, SOX2 and CXCR4-triple positive (S100β/SOX2/CXCR4-positive) 
cells have been suggested to be adult pituitary stem/progenitor cells. We found that cluster of 
differentiation (CD) 9 is expressed in the majority of adult rat S100β/SOX2/CXCR4-positive cells, 
and we succeeded in isolating them using an anti-CD9 antibody with a pluriBead-cascade cell 
isolation system. Cultivation of these cells showed their capacity to differentiate into endothelial
 cells via the up-regulation of transcription factor ID2 and bone morphogenetic protein signaling, 
and horumone-producing cells. By using the anterior lobes of prolactinoma model rats, the 
localization of S100β/SOX2/CXCR4/CD9-positive cells was confirmed in the tumour-induced 
neovascularisation region. Thus, the present study should provide a better understanding of the 
adult tissue stem cells of the anterior lobe and further preclinical and clinical studies on tumour 
vascularisation.

研究分野： 組織学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から、成体下垂体前葉の組織幹細胞と認識されているSOX2陽性細胞で膜タンパク質CD9が発現することが
明らかとなり、そのCD9に対する抗体を利用することで、簡便に組織幹細胞を純化することが可能となった。さ
らに純化した組織幹細胞をin vitroの実験系に供与することで、胚葉を超えた血管内皮細胞への分化に成功し
た。これは、下垂体前葉の組織幹細胞からの血管新生を伴う組織発生機構の解明と成体でのホルモン産生細胞の
供給システム解明への一助となる。さらにプロラクチノーマという下垂体腺腫の発生メカニズム及び薬理学的対
処への応用にも寄与すると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
下垂体前葉は、ホルモンの合成・分泌を行い、成長、生殖、代謝、行動など多くの生体機能

の制御に関与している重要な内分泌器官である。5 種類のホルモン産生細胞と、非ホルモン産
生細胞である S100β陽性細胞と、血管系の細胞から構成される。そして生体の生理状態に応じ
てホルモン産生量変動やホルモン産生細胞の割合などが調節される。このホルモン産生細胞の
供給は、分化能を持つ幹・前駆細胞が担っていると考えられているものの、依然として未解明
である。そして最近、S100β陽性細胞が下垂体前葉の組織幹細胞として注目され始めている。
S100β陽性細胞は幹細胞マーカーである SOX2 陽性であり、申請者らは幹細胞マーカーCXCR4 が
発現することも明らかにした（Horiguchi et al. Endocrinology. 2012）。また申請者らは、S100
β、SOX2、CXCR4 陽性細胞（S100β/SOX2/CXCR4 陽性細胞）は膜タンパク質 CD9 を発現すること、
その CD9 抗体とビーズを利用した抗体ビーズトラップ法により、ラット下垂体前葉から S100β
/SOX2/CXCR4 陽性細胞の単離、培養に成功している。さらに S100β/SOX2/CXCR4/CD9 陽性細胞
を血管内皮細胞へと分化させることに成功している。 
 

２．研究の目的 
申請者はSOX2/CXCR4陽性細胞をCD9発現及びその抗体の利用により単離することに成功した

ことから、(1) S100β/SOX2/CXCR4/CD9 陽性細胞の下垂体前葉組織幹細胞性を証明し、(2) S100
β/SOX2/CXCR4/CD9 陽性細胞から血管内皮細胞への分化過程とその制御機構の解明、さらに(3）
ホルモン産生細胞への分化誘導を目指す。これら 3点から幹・前駆細胞によるホルモン産生細
胞の供給システム解明への一助とする。 
 

３．研究の方法 
(1) S100β/SOX2/CXCR4/CD9 陽性細胞の下垂体前葉組織幹細胞性の証明 
成体雄ラット下垂体前葉から、細胞表面抗原に対する抗体（抗ラット CD9 モノクローナル抗

体，BD Pharmingen Co.）と目的細胞を分離できるキット pluriBead® Cell Separation kitを
使って、S100β/SOX2/CXCR4/CD9 陽性細胞を単離する。この細胞から RNA を抽出し、様々な組
織幹細胞マーカーである因子の発現量をリアルタイム PCR で解析し、その幹細胞性を証明する。 
 
(2)血管網様構造への分化過程とその制御機構の解明 
申請者らは、単離した S100β/SOX2/CXCR4/CD9 陽性細胞を細胞外マトリックスの一つである

ラミニン存在下、低密度（2.0×104 cells/cm2）、ウシ胎児血清（FBS）添加した培養液で単層
培養すると、血管新生で見られる網目様構造を形成することを明らかにしている。これは幹細
胞から血管新生に観察される動きであると予想される。この分化機構がどのように制御されて
いるかを網羅的な遺伝子発現解析により明からにする。申請者が発見した特定の培養法により
血管網様構造形成したものとしていない細胞から、RNA 抽出後マイクロアレイを行う。下垂体
前葉組織幹細胞から内皮細胞分化に誘導する遺伝子を抽出し、その発現促進・抑制により分化
誘導、抑制を行い、形態学的観察を行う。 
 
(3）ホルモン産生細胞への分化誘導 
単離した S100β/SOX2/CXCR4/CD9 陽性細胞を ES細胞の培養で利用される 3次元培養（ハンギ

ングドロップ）によって培養する。そこに多種の成長因子などを投与し、ホルモン産生細胞へ
の分化を組織学的及び電子顕微鏡により観察する。さらに遺伝子発現、ホルモン分泌を解析す
る。 
 
４．研究成果 
(1) S100β/SOX2/CXCR4/CD9 陽性細胞の下垂体前葉組織幹細胞性の証明 
CD9抗体を用いた抗体ビーズトラップ法によりラット下垂体からS100β/SOX2/CXCR4/CD9陽性

細胞の単離を試みた。その結果、CD9抗体陽性画分からは86.3%の割合でS100β/SOX2/CXCR4/CD9
陽性細胞の単離に成功した。さらに CD9 陽性画分と陰性画分での多種の幹細胞マーカー遺伝子
発現を解析し結果、Cd9、Cd13、Cd24、Cd133、Sox2、Sox9、Propr1、Cadh1、Ehb2、Cxcr4 が CD9
陽性画分に優位に高い発現を示した。また単離した CD9 陽性細胞が S100β、SOX2 陽性であるこ
とを免疫組織化学的に観察した（Horiguchi et al. Scientific Reports． 2018）。 
 
(2)血管網様構造への分化過程とその制御機構の解明 
 単離した S100β/SOX2/CXCR4/CD9 陽性細胞を血管内皮細胞に分化させたものとさせていない
ものから RNA を抽出後、cDNA マイクロアレイを行い網羅的に差次的遺伝子発現を解析した。そ
の結果、bone morphogenetic protein（BMP）のシグナルに関わる遺伝子群の発現が分化により
増加していたことから、BMP シグナル阻害剤や各遺伝子の siRNA を用いることにより、S100β
/SOX2/CXCR4/CD9 陽性細胞から血管内皮細胞への分化は、転写因子 ID2 から始まる BMP シグナ
リングによって誘導されることが明らかとなった。また血管新生の過剰な亢進が見られるプロ
ラクチノーマモデルラットを用いて、CD9 発現及び ID2、BMP シグナリング関連遺伝子群の発現
解析を行ったところ、S100β/SOX2/CXCR4/CD9 陽性細胞の血管内皮細胞分化と非常に似た遺伝
子発現が見られることを明らかにした（Horiguchi et al. Scientific Reports． 2018）。 



 
(3）ホルモン産生細胞への分化誘導 
単離した S100β/SOX2/CXCR4/CD9 陽性細胞を 3次元培養し、S100β/SOX2/CXCR4/CD9 陽性細胞

凝集塊を形成させた。その凝集塊をマトリゲルコートしたウェル上で bFGF や EGF さらに Wnt
シグナリング抑制剤を添加することで、成長ホルモン、プロラクチン、甲状腺刺激ホルモン、
副腎皮質刺激ホルモン、黄体形成ホルモンという 5種類の下垂体前葉ホルモン陽性を示す細胞
を検出した。これは下垂体前葉ホルモン産生細胞が凝集塊から発生（分化）したと考えられる。
特に、成長ホルモン産生細胞とプロラクチン産生細胞が多く観察された（未発表）。 
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