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研究成果の概要（和文）： 
近年、細胞の増殖・機能維持に関するシグナル伝達経路として NOTCH シグナル伝達経路が着

目され、特に魚類やげっ歯類の発生分化において、その特異的な機能が報告されている。本研

究では、ヒト正常下垂体、下垂体腺腫において NOTCH シグナル伝達経路（受容体 NOTCH1, NOTCH3, 

リガンド Jagged1, Jagged2）の発現を解析した。正常下垂体で NOTCH1 は GH 細胞の、NOTCH3

は ACTH 細胞の細胞質局在が確認されたが、GH 産生腺腫では NOTCH3 が核内に検出され活性化型

として機能することが示唆された。ACTH 産生腺腫においては NOTCH1, NOTCH3 共に各局在を示

した。NOTCH シグナル伝達経路は、ヒト下垂体において細胞の分化、増殖、維持に関与してい

ると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The Notch signaling pathway is a highly conserved pathway for cell to cell interaction. It is 

known that this pathway is involved in the regulation of cellular differentiation and proliferation. 

It was reported that Notch signaling pathway functions in the pituitary gland. In mouse pituitary, 

persistent expression of activated Notch2 is sufficient to delay gonadotrope (LH/FSH producing 

cells) differentiation, and activated Notch1 suppress the corticotrope differentiation and promote 

the GH or TSH producing cells. The other, in human pituitary gland, it was reported that NOTCH3 

mRNA was expressed in clinically nonfunctioning adenoma. However, it has not been clarified whether 

NOTCH signaling is related to the functions and/or growth of several adenomas. To elucidate the 

functional role of NOTCH signaling in human pituitary adenomas, we focused on the NOTCH3 signaling 

pathway in this study, and detected the expression and localization of NOTH3 receptor and NOTCH 

ligands DLL1, Jagged1, and Jagged2 in various types of human pituitary adenomas by 

immunohistochemistry. Cleaved NOTCH3 which is active form (N3ICD; NOTCH3 intracellular domain) 

was localized in nuclei of pituitary adenoma cells. N3ICD was observed in all GHomas, 60% of ACTHomas, 

90% of Gn-omas, and half cases of NCAs. The expression of DLL1 was detected in 90% of GHomas, 70% 

of ACTHomas, all cases of Gn-omas and NCAs. No signals for NOTCH3 and DLL1 were observed in TSHomas 

and PRLomas. These results are further suggestive of the idea that NOTCH signaling pathway plays 

a role in the functional differentiation of human pituitary adenomas. 
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１． 研究開始当初の背景 
本研究テーマにおける国内外での状況： 
下垂体前葉細胞の発生分化（ホルモン産生能）
については、1988 年に Rosenfeld と Karin が
Pituitary specific transcription 
factor(Pit-1)をクローニングして、
GH,PRL,TSHへの分化に携わることを発表して
以来、多くの転写因子が発見され、細胞の機
能分化の分子機構については、もっとも進ん
だ分野であり、良いモデルとして注目されて
いる。   
これまでの研究により下垂体細胞および下

垂体腺腫の機能分化は右図１のように転写

因子・共役因子の組合わせにより、主として

(1)GH-PRL-TSH（■)、(2)POMC(ACTH のﾌﾟﾛﾎﾙ

ﾓﾝ)(■)、および(3)FSH/LH(■)の 3 細胞系譜

に分けられることが明らかにされてきてい

る(転写因子 Pit-1: GH-PRL-TSH, 転写因子

Tpit, neuroD1: POMC(ACTH), 転写因子 SF-1: 

FSH/LH など）。ヒト下垂体腺種における機能

分化も多くのものが、図１のような正常下垂

体細胞での転写因子の組み合わせと同様の

メカニズムにより制御されていることが、

我々の研究で明らかとなっている。ヒト下垂

体に見られる特徴は、POMC,PRL を除く多くの

下垂体細胞、腺腫細胞にαSU が同時に発現し

ていることである。このαSU の発現に関して

は、最近になって Foxl2 など新たな転写因子

も報告されている（Ellsworth BS et al.）
が、早期の機能分化については、まだ解明さ

れていない点が多い。中でも今回は、ヒト下

垂体細胞、腺腫において(1)分化の早期に

POMC とαSU,Pit-1 系細胞の分化の分岐点が

ある、(2)FSH/LH/TSH など糖ﾀﾝﾊﾟｸﾎﾙﾓﾝのみな

らず、GH・PRL 産生細胞・腺腫にも高頻度に

αSU(更に一部で FSH/LH)が共有される点に

注目した。αSU はﾎﾙﾓﾝの転写促進因子として

作用していることが実験的に証明されてい

る(Burrows HL et al, Mol Endocrinol; 1996)。
図 1(○)に示すように Notch signaling が作

用しているとの報告がなされている。また、

ヒト下垂体腺腫の中には“細胞系譜の異な

る”GH(■)と ACTH(■)、αSU と ACTH(■)が

同一細胞内に共存するような“細胞系譜を越

えた”機能分化を示す腫瘍もあり初期の転写

因子の発現異常が提唱されている。このよう

な背景で、今回の研究では、下垂体分化の初

期の機能分化、特に POMC と Prop1/Pit1 系譜

への分化に重要な Notch signaling に注目し

て、下垂体腺腫についての以下の課題を解明

することを目的とする。 

 
 
 
２．研究の目的 
下垂体分化の初期の機能分化に関与してい

る Notch signaling に注目して、以下の問題

を解明することを目的とする。 

 

（１）下垂体腺腫におけるNotch signaling(ﾚ

ｾﾌﾟﾀｰ、ﾘｶﾞﾝﾄﾞ、標的分子)の発現について 



 げっ歯類では、下垂体での Notch signaling

の報告があるがヒト下垂体細胞、腺腫での解

析は、極めて少ない。Notch ﾚｾﾌﾟﾀｰ､ﾘｶﾞﾝﾄﾞ、

Notch 標的分子が、早期のαSU,POMC,GH への

分化に関与することに注目し、下垂体腺腫で

の分化への関与を明らかにする。方法は、免

疫組織化学（Notch 細胞外ﾄﾞﾒｲﾝ、細胞内ﾄﾞﾒｲ

ﾝに対する抗体を用いて細胞内局在を観察）、

Real Time RT-PCR（各種下垂体腺腫を対象に

Notch ﾚｾﾌﾟﾀｰ、ﾘﾝｶﾞﾝﾄﾞ、標的分子の mRNA 発

現を定量的に解析）が主体となる。免疫組織

化学には、これまで日本医大脳外科で採取さ

れた下垂体腺腫約 1500 例が対象となる。さら

に、細胞系譜を越えた機能分化を示す下垂体

腺腫（ACTH と GH を同時発現する症例など）

を取り上げ、下垂体腫瘍での機能の分化異常

における Notch signaling の解析も行う。以

上のことから、下垂体腺腫におけるホルモン

産生と Notch signaling 分子の発現を明らか

にし、機能分化における Notch の役割を考察

する。 

 

（２）下垂体細胞・腺腫におけるNotch 

signalingの機能の解明 

 上記での結果を踏まえて、Notch ﾚｾﾌﾟﾀｰ、

ﾘｶﾞﾝﾄﾞ、標的分子の役割を明らかにする。方

法としては、ヒト下垂体腺腫の初代培養細胞

（αSU 産生、GH/PRL 産生、ACTH 産生を中心

として）、ヒト下垂体培養細胞株（HP75）、下

垂体腫瘍由来細胞株（αT3-1,αT1-1,TβL2

など）を対象に Notch signalng 遺伝子導入、

RNAi を用いて個々の分子のホルモン産生、増

殖、ｱﾎﾟﾄｰｼｽなどへの影響を明らかにし、Notch 

signaling の個々の腫瘍細胞での機能的役割

を明らかにする。 

 

（３）Notch signalingの機能についての実験

下垂体腫瘍ﾓﾃﾞﾙによる実証とヒト腫瘍への還

元 

我々が保持している腫瘍ﾓﾃﾞﾙ動物（Prop-1

ﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆｯｸ(Tg)ﾏｳｽ、ﾄﾞｰﾊﾟﾐﾝ(D2)ﾉｯｸｱｳﾄ(KO)

ﾏｳｽ、ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ（E2）過剰投与ﾗｯﾄ）を実験的下

垂体腫瘍のﾓﾃﾞﾙとして、免疫組織化学や Real 

time RT-PCR 法を用いて Notch ﾚｾﾌﾟﾀｰ、Notch

ﾘｶﾞﾝﾄﾞ、Notch 標的分子の発現を解析し、下

垂体腺腫形成過程におけるNotch  signaling

機構を検討する。そこで得られたﾃﾞｰﾀから、

腫瘍細胞で発現する Notch ﾚｾﾌﾟﾀｰに対応する

阻害剤（γsecretase ｲﾝﾋﾋﾞﾀｰなど）の影響を、

下垂体細胞株および実験腫瘍ﾓﾃﾞﾙを対象に解

析し、腫瘍細胞からのホルモン産生、細胞増

殖の抑制など、その機能について実証する。

これらの結果を踏まえて、ﾋﾄ腫瘍の機能発現

と分子標的治療も視野に入れたその制御など

への還元を試みる。 

 
３．研究の方法 

現在までに採集した約 1500 例の下垂体腺
腫の 10%ﾎﾙﾏﾘﾝ固定・ﾊﾟﾗﾌｨﾝ包埋ﾌﾞﾛｯｸを利用
して、以後の検討を行う。さらに 4%ﾊﾟﾗﾌｫﾙﾑ
ｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ固定ﾊﾟﾗﾌｨﾝ包埋ﾌﾞﾛｯｸおよびその同
一症例の cDNA 約 150 例については分子病理
学的に解析をおこなった。 

（１）下垂体腺腫におけるNotch signaling (ﾚ

ｾﾌﾟﾀｰ、ﾘｶﾞﾝﾄﾞ、標的分子)の発現解析 

免疫組織化学  

ヒト下垂体腺腫における Notch ﾚｾﾌﾟﾀｰ

(Notch2, Notch3)、Ｎotch ﾘｶﾞﾝﾄﾞ（Dll1, 

Jagged1, Jagged2）、Notch 標的分子(Hes1, 

Hes5, Rbp-Jκ)について、各々の特異抗体（表

1）を用いた免疫組織化学染色により機能発現

を解析。 

Notch signaling は NICD (notch 

intracellular domain)の核内移行によって

機能することから、Notch2 および Notch3 の

ﾘｶﾞﾝﾄﾞ結合部位（N末端）に特異的なモノク

ローナル抗体を作製する。さらに、NICD であ

る Cleaved Notch2、Cleaved Notch3 の特異抗

体を作製し、免疫組織化学およびｳｪｽﾀﾝﾌﾞﾛｯﾃ

ｨﾝｸﾞ法により下垂体腺腫における機能的な

Notch シグナル伝達経路の解析を行った。 

 

RT-PCR  Real time RT-PCR 

 現在までに採取されたヒト下垂体腺腫の中

で、機能性腺腫（GH 産生腺腫、ACTH 産生腺腫、

PRL 産生腺腫など）および非機能性腺腫（多

くの腫瘍がαSU，FSHβ産生腺腫）の cDNA を

用いて Notch ﾚｾﾌﾟﾀｰ(Notch2, Notch3)、Notch

ﾘｶﾞﾝﾄﾞ（Dll1, Jagged1, Jagged2）、Notch 標

的分子(Hes1, Hes5, Rbp-Jκ)について特異的

Primer（表 2）を設計し、Real Time RT-PCR

法により定量的に発現解析を行った。 

更に、異
常なホル
モン産生
（GH と
ACTHなど
細胞系譜
を越えた



ホルモンの同時産生など）についても Notch
ﾚｾﾌﾟﾀｰ、Notch ﾘｶﾞﾝﾄﾞ,Notch 標的分子の関与
を明らかにする。 
 

（２）下垂体腺腫におけるWnt signalingの機

能的意義 

 発生や形態形成など様々な生命現象に重

要な役割を果たしている WNTシグナル伝達経

路の活性化が、多くの疾病に深く関わってい

ることが明らかとされつつあるにも関わら

ず、ヒト下垂体においては未知であった。そ

こで、ヒト下垂体腺腫に特異的な WNT シグナ

ル伝達経路、特にげっ歯類の解析から下垂体

ホルモン産生細胞への影響が考えられる

WNT4 とその受容体 Frizzled6（FZD6）シグナ

ル伝達経路の機能を解明するために免疫組

織化学を試行し、その発現を確認した。さら

に FZD6 を起点として活性化するシグナル伝

達経路を Western Blotting 法により解析を

行った。 

 
４．研究成果 
 
（１）下垂体腺腫におけるNotch signaling (ﾚ

ｾﾌﾟﾀｰ、ﾘｶﾞﾝﾄﾞ、標的分子)の発現解析 

免疫組織化学  

正常下垂体において、NOTCH1 は αSU 陽性

GH 細胞の、NOTCH3 は ACTH 細胞の細胞質もし

くは細胞膜に確認された。しかしながら、核

内陽性は認められなかった。また、リガンド

DLL1 は正常下垂体で陰性、JAGGED1 は αSU

陰性 GH 細胞に、JAGGED2 は PRL 細胞および

Gn 細 胞 に 陽 性 で あ っ た （ 図 1 ）。      

腺腫においては、正常下垂体とは異なり、

NOTCH の核内陽性が認められた。GH 産生腺腫

の全例に NOTCH3 の核内陽性が確認され、リ

ガンドは JAGGED1 が 30％、JAGGED2 が全例で

細胞膜陽性であった。PRL 産生腺腫では 50％

の症例に NOTCH1 の核内陽性が認められ、リ

ガンドは JAGGED1, 2 が 40％の割合で細胞膜

陽性であった。TSH 産生腺腫では、NOTCH1 核

内陽性、JAGGED2 の細胞膜陽性が観察された。

一方、ACTH 産生腺腫の 50％に NOTCH1 の、70％

に NOTCH3 の核内陽性が確認され、リガンド

は JAGGED2 が 50％に細胞膜陽性であった。

ACTH 産生腺腫同様に Gn産生腺腫および Null 

cell 腺腫においても NOTCH1,3 の核内陽性例

が確認された（図 2）。 

 

（２）下垂体腺腫におけるWnt signalingの

発現解析 

正常下垂体における WNT4、FZD6 はともに

Gn細胞の一部に発現していた（図3A, 図4）。

腺腫における WNT4、FZD6 発現は、GH 産生腺

腫、PRL 産生腺腫、TSH 産生腺腫で高頻度に

確認された（図 3B, 図 4）。また、その下流

シグナルであるβcatenin 経路の活性化（β

catenin の核移行）が報告されているにも関

わらず、下垂体腺腫の全例では認められなか

った（図 5）。一方、MAPK 経路（ERK1/2, c-Jun, 

p38, CaMKⅡ）のうち ERK1/2 を介して機能す

ることが示唆された。 

 

以上のことから、次のことが考察された。 

① ヒト下垂体では腺腫化に伴う NOTCH シグ

ナル伝達経路の亢進が考えられた。また、腺

腫間で受容体の核陽性およびリガンドの細

胞膜陽性パターンが異なることから、下垂体
 



腺腫の機能分化における NOTCHシグナル伝達

現し、ここでは

T/MAPK シグナル伝達経路が重要な役割を

担うことが示唆された。 

 

腺腫への腫瘍化に伴ってホ

1 系譜の細胞の腫瘍化と

もに MAPK 経路を介して機能する可能性が

表論文等

経路の関与が強く示唆された。 

 

② WNT-FZD6 シグナル伝達経路は、ヒト下垂

体の腺腫化に伴って、GH産生腺腫、PRL 産生

腺腫、TSH 産生腺腫といった PIT1 細胞系譜の

腺腫タイプ特異的に発

WN

【結論】 

① ヒト下垂体における NOTCHシグナル伝達

経路は、正常から

ルモン産生細胞に特異的に活性化すること

が考えられた。 

② ヒト下垂体における WNTシグナル伝達経

路は、主として PIT

と

明らかとなった。 
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