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研究成果の概要： 

交付期間で、新規転写因子 PROP1 の特異抗体を作製し、下垂体の発生過程における発現変動を

解析し、PROP1 が発生初期の下垂体の全細胞に存在し、その後ホルモン産生細胞の出現に伴い

その数を減じることを初めて明らかにした。しかも、PROP1 陽性細胞は常に細胞分化に重要な

因子 SOX2 と共存する事も初めて明らかした。さらに、新規の転写因子 PRX2 の同様な解析を行

い、PROP1-PRX2-下垂体の分化細胞と言う系譜の一端を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

性腺の成熟をはじめ、雌雄における配偶
子形成に重要な役割を担っているものが、
下垂体で合成・分泌される性腺刺激ホルモ
ンである。このホルモンの機能の解明は、
畜産動物にとどまらず、ヒトを初めとする
全ての脊椎動物が営む繁殖・生殖にとって
重要な課題の一つである。我々はこの性腺
刺激ホルモンを構成するブタ FSHβ鎖遺伝
子の解析の過程で、下垂体特異的転写因子
PROP1 が FSHβ鎖遺伝子の発現を制御する
ことを，本研究の開始直前に、世界に先駆

けて報告した。 
PROP1 以外の、現在解析中である複数の

新規因子には神経、造血組織、そして下垂
体の発生分化に重要な役割を持つホメオ
ティック因子のホモログが存在しており、
FSHβ鎖遺伝子の発現調節機構の解明にと
どまらず、下垂体機能の獲得過程において
機能する転写因子についても重要な知見
を提示することになる。 
 

２．研究の目的 
(1) 性腺刺激ホルモンはサブユニット構



造を持つホルモンであり、FSHβ鎖の他に
α鎖と LHβ鎖遺伝子があるが、PROP1 を含
め解析中の因子群が、それらサブユニット
遺伝子の転写に関与するか否かは重要か
つ興味ある点で、急務の課題として取り組
む。既に、PROP1 が、α鎖の転写調節にか
かわっている実験結果を得ており、他の因
子も同様に解析を展開する。さらに、FSH
β鎖上の結合部位で、これらの因子が相互
作用している可能性が考えられ、結合配列
の詳細な分析、および転写因子間相互作用、
転写因子と転写補助因子間相互作用、また、
性腺刺激ホルモン合成にかかわる情報伝
達系因子との相互作用、を解析することで
性腺刺激ホルモン合成を巡る転写因子間
ネットワークの全容解明を目指す。 
(2) クローン化した複数のホメオティッ
ク因子の中で、PROP1 は下垂体の発生・分
化に深くかかわる事が報告されているが、
他の因子の中には、我々によって下垂体で
の存在が初めて確認されたものがある。こ
れらの因子が果たす、下垂体の発生・分化
における時間的・空間的な役割を解明する
目的で、発現レベルを個体発生的に解析す
るため、ブタ胎児期の下垂体全 RNA を用い
て発現変動の分析、および免疫組織化学的
分析を行う。 
 

３．研究の方法 
(1)転写活性能の測定：pSEAP2-Basic ベクタ
ーにゴナドトロピン転写開始点上流を連結
したレポーター遺伝子を、動物細胞に導入し
てプロモーター活性を測定した。 
(2)抗体作製：ラット PROP1 C-末端部 126-223
残基を用いて、モルモットで抗体を作製した。 
(3)相互作用因子の解析：酵母発現系を用い
て相互作用因子をクローニングした。 
(4)免疫組織化学：各種のホルモン、転写因
子の抗体で蛍光標識免疫組織化学を行った。 
(5)転写物の定量的測定：特異プライマーを
用いてリアルタイム PCR により定量した。 
(6)組換え体タンパク質の調製：各種因子の
cDNA を pET32a に組み込んで発現させ、組換
えタンパク質を精製した。 
(7)DNA－転写因子結合実験：組換えタンパク
質と、蛍光標識した各種の合成オリゴヌクレ
オチドを使って結合特性を調べた。 
(8)DNA 結合特性の解析：SELEX (Systematic 
Evolution of Ligands by EXponential 
enrichment)により解析した。 
(9)細胞内局在の解析：クローン化したタン
パク質の蛍光タンパク質融合ベクターによ
り、細胞内局在を観察した。 
(10)トランスジェニック（TG）ラットによる
解析：ブタ FSHβ鎖-852/+10 領域とレポータ
ー遺伝子 (HSV1-TK)を連結したキメラ遺伝
子を導入した TG ラットにより、プロモータ

ーの特性を解析した。 
(11)転写開始点の測定： 5'-RLM RACE 法に
より、転写開始点の決定を行った。 
 
４．研究成果 
(1)下垂体転写因子ネットワークの解析 
 下垂体のホ
ルモン遺伝子
の発現は、転
写因子のみで
はなく、相互
作用する他の
転写因子や多
数の転写補助
因子（コファ

クター）が関わ
っているとの考
えで、LIM ホメオ
ドメイン型転写
因子を bait として相互作用因子のクローン
化を行った。その結果、CLIM2 をクローニン
グし[15]、さらに CLIM2 の相互作用因子を探
す と 、 SSBP2[4] と ３ 種 の LIM-only 
protein(LMO1,LMO3,LMO4)[2]をクローニン
グした。前者は、特異な細胞内局在（ミトコ
ンドリア）を示し（図 1）、LMO は、細胞（図
2）、組織特異な存在を示した。 

図 1．SSBP2 の細胞内局
在。SSBP2（緑）に存在
し、CLIM2 が共存すると
核に移行する(C,D)． 

図 2．LMO の培養細胞特異な発現。LMO3 は細胞種でそ
の発現量は大きく異なる。L929 以外は、下垂体由来
の細胞。 

 以上のように、下垂体のホルモン遺伝子の
発現制御にかかわる転写因子がコファクタ
ーを介して機能する機序の一端を明らかに
することができた。 
(2)PROP1 の機能解析 
 PROP1 の結合特性を明らかにすることを目
的に、ランダムな配列をもつ 15mer のオリゴ
ヌクレオチドと PROP1との結合選抜を繰り返
す SELEX 解析を行った。5，7，9 回の選抜に
よって回収されたオリゴヌクレオチドの配 
列を決定した。その結果（図３）、コンセン
サス配列として11塩基からなるTAATNNNATTA
が得られた[3]。また、下垂体の初期に発現
して抑制的に遺伝子発現を制御するする転
写因子 HESX1 が PROP1 とヘテロダイマーを形
成して、HESX1 の抑制的効果を解除する（図
４）ことを明らかにた[12]。さらに、HESX1
と PROP1とのヘテロダイマーの機序を明らか
にした(投稿中)。 
 



 
 (3)新規下垂体転写因子 PRX2 の発見 
 ブタ FSHβ鎖プロモーター-852/-746 を
bait として、酵母 One-Hybrid System による
クローニングを行った。ブタ下垂体 cDNA ラ
イブラリーより、下垂体では新規の転写因子
となる、paired like homeodomain 型転写因
子 PRX2 を発見した（投稿中）。 

PRX2 は、以前に下顎や骨の形成に重要な因
子として発見された因子である。我々は、下

顎などでの発現よりも遅れて下垂体で発現
が開始されることをすでに観察しているが
（発表準備中）、図 5 に示すように胎児期下
垂体で LHβ鎖の発現とほぼ同じ頃より発現
を開始し、生後にその発現量を増し、下垂体
の形成と機能に一定の機能を果たすと予測
された。また、免疫組織化学では、LH を合成
しているゴナドトロフとそれ以外の細胞に
も存在していることが観察された。現在、ラ
ットを用いたい実験を進めており、生後の下
垂体では非ホルモン産生細胞に存在するこ
とが判明した（投稿準備中）。 

図３．SELEX 法による、PROP1 の DNA 結合特性の解析。
ランダムな配列をもつ 15mer のオリゴヌクレオチドと
PROP1 との結合選抜を繰り返して得られたものの塩基
配列を調べた。5，7，9 回の選抜により、11 塩基から
なる配列に結合特性を示すことが分かった（コンセン
サス配列：TAATNNNATTA）。縦軸は、11 塩基長における
各位置の塩基の出現頻度（％）を対数値（2=100％）で
示してある。 

(4)転写因子 Msx1 の機能解析 
 上記 PRX2 のクローニングの過程で、転写
因子 MSX1 をクローニングした[5]。この因子
は、上皮－間葉相互作用の認められる組織に
発現するホメオティック型因子であること
から、下垂体での機能に興味が持たれた。そ
こで、FSHβ, αGSU, LHβ遺伝子のプロモータ
ーをレポーターベクター(pSEAP2-Basic)に
連結したキメラ遺伝子の発現を、MSX1 の発現
ベクターとともに、下垂体腫瘍由来の株化細
胞 LβT2 に導入して調べた。MSX1 は FSHβと
αGSU のプロモーター活性を劇的に抑制し、一
方、LHβプロモーター活性にはほとんど影響
を与えなかった（図６）。また、下垂体発生
過程における MSX1 発現の推移を見ると、胎
児期の発現が出生後には著しく減じており
（図 7）、発生過程で重要な働きをしているこ
とが推測された。 

図５．PRX2 のブタ下垂体発達期における発現変動と
免疫組織化学。雌雄胎仔と生後（それぞれ、E30-E110
とP8-P230:数字は日齢)の下垂体から調製したRNAを
用いた RT-PCR ( 上 )。比較のため、 LHβ鎖と
cyclophilin A の発現を同様に調べた。下段は、
PRX2(赤)と LHβ(緑)の免疫組織化学。 

図６．転写因子 Msx1 のゴナドトロピンサブユニット
遺伝子(FSHβ, αGSU, LHβ)に対する発現制御。FSHβ, 
αGSU, LHβ遺伝子のプロモーターをレポーターベク
ター(pSEAP2-Basic)に連結したキメラ遺伝子の発現
を、MSX1 の発現ベクターとともに、下垂体腫瘍由来
の株化細胞 LβT2 に導入して調べた。 

  
 
 
 

図４．PROP1 と HESX1 の転写活性効果。FSHβ鎖プロ
モ ー タ ー (-985/+10) を レ ポ ー タ ー ベ ク タ ー
(pSEAP2-Basic)に連結したキメラ遺伝子の発現を、
PROP1 と HESX1 の発現ベクターとともに、下垂体腫瘍
由来の株化細胞 LβT2 に導入して調べた。 

図７．MSX１のブタ下垂体発達期における発現変動と
免疫組織化学。雌雄胎仔と生後（それぞれ、f40-f110
とp8-p230:数字は日齢)の下垂体から調製したRNAを
用いた RT-PCR。比較のため、ハウスキーピング遺伝
子 cyclophilin A の発現を同様に調べた。 



 (5)ブタαGSU 鎖のプロモーター解析 
ゴナドトロピンサブユニットαGSU 遺伝子

の発現調節機構は、転写開始点近傍の 300 塩
基領域が各種のほ乳類でよく調べられてい
る。一方、我々が約１ｋｂ上流までのプロモ
ーター活性を調べたところ、モルモット由来
の CHO 細胞ではほとんど発現を示さない。し
かし、α鎖上流域は、下垂体由来の LβT2 細
胞で高いプロモーター活性を示した[18]。つ
まり、細胞（組織）特異的な発現にかかわる
領域が-1053 までに存在することを示してい
る。しかも、５’からの欠失体の発現変化を
見ると（図 7Ａ）、-798/-552 と-551/-240 の
領域に、活性の著しい増加が確認された。特
に前者の領域はいまだに解析されていない
部分で、塩基配列上も種差の大きい領域であ
り、ブタ特異な調節にかかわっていると予想
される。また、上流域は、下垂体のホルモン
遺伝子に共通する転写因子 PTX1 は、抑制的
に働くことも判明した。 

(6) トランスジェニックラットの解析 
ブタ FSHβ鎖の組織/細胞特異的な発現調

節機構を解析するために、転写開始点上流域
-852/+10をHSV-TK1遺伝子に連結したキメラ
遺伝子を用いて、トランスジェニックラット
（TG-ラット）を作製した[13]。TG-ラットに
おける、各臓器での遺伝子発現を RT-PCR に
より解析した。その結果、組み込んだ HSV-TK1
は、確かに下垂体で発現しており、初期の目
的である-852 までの領域に組織特異的発現
調節領域が存在することが確認できた。この
結果は、上述した-852/-746 領域を bait とし
て酵母 One-Hybrid System による PROP1 と
PRX2 のクローニングの結果がと相互補完的
な意味を持ち、PROP1 および PRX2 が FSHβ鎖
の発現機構成立にそれらの役割を果たして
いる可能性を示唆するものである。一方、
RT-PCR の結果は、精巣で HSV-TK1 の異所性発

現を示していた（図９）。本 TG-ラットは、雄
性不妊を示していることから、HSV-TK1 の異
所性発現が何らかの原因と考え、TG-ラット
の精巣における実験を行う事となった。 

図９．ブタ FSHβ鎖-852/+10 を HSV-TK1 遺伝子に連
結したキメラ遺伝子を用いて作製した Tg-ラットに
おける、各臓器での遺伝子発現の RT-PCR 解析。組み
込んだ HSV-TK1 の発現をると、確かに下垂体で発現
している（FSH-tk-C）が、精巣で異所性の発現が認
められた（FSH-tk-D）。

TG-ラットにおける導入遺伝子の発現を調
べると、下垂体における転写開始点とは異な
り、HSV-TK1 の第一イントロン内に精巣特異
的な異所性転写開始点を持つことが分かっ

た[6]。HSV-TK1 の免疫組織化学（図１０左）
を行ったところ、HSV-TK1 生殖細胞の円形精
子細胞のみで発現していることが判明した。
また、アポトーシスを示す細胞は増えており、
その数はステージ II-X で有意に増加してい
た（図１０右）。この TG-ラットの解析結果は、
最初の FSHβ鎖の特異的発現制御と離れて、
精巣における特異的発現機構の解明、精子形
成機構の解明、雄性不妊症の機序の解明、と
して独立した研究テーマへと発展している。 

図１０．HSV-TK1 の免疫組織化学（左）とアポトーシ
スの解析（右）。HSV-TK1（赤）の存在を精細管にお
ける精子形成のステージごとに調べた（左上）。青は
核の染色像。左下の図は、精細管の一部を拡大した
もの。右上の染色像はアポトーシ Nakayama スを示
す細胞（茶褐色）で、右下のグラフはアポトーシス
を示す細胞数を、ステージ（XI-I と II-X）で比較し
たもの。N はノーマル、T は Tg-ラット。 

図８．ブタαGSU 鎖プロモーターの解析。αGSU 鎖プ
ロモーター(-1053/+12)をレポーターベクター
(pSEAP2-Basic)に連結したキメラ遺伝子の発現を、下
垂体腫瘍由来の株化細胞 LβT2（A）とモルモット由来
の Chinese hamster ovary cell（B）に導入して調べ
た。 
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2007 年 30 件 
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〔図書〕（計 １件） 
① 加藤幸雄、加藤たか子．下垂体腫瘍の実

験モデル、（「下垂体腫瘍のすべて」寺本
明・長村義之編、医学書院）: 印刷中 
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