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研究成果の概要（和文）： 

プロラクチン（PRL）をつくる下垂体腫瘍は、既に内科的治療法が確立しており、薬物により治
療可能なものが多い。今回、治療容易な PRL をつくる腫瘍に他の腫瘍も分化させれば治療が容
易になるのではないかという発想のもと、PRL 細胞の分化を促進する因子、それに関連する因
子の探索、機能解析を行なった。PRL 産生を直接増幅する因子として mPOU を見出した。さらに、
mPOU は Pit-1 遺伝子発現をも促進し、間接的にも PRL 発現を増強することがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Prolactinoma is a treatable pituitary tumor that responds to dopamine agonists. Induction 
for PRL cell differentiation may be related to PRL and D2 receptor gene expression and 
resulted in treatable tumors. In the present study, to clarify the mechanism of PRL gene 
expression, we searched brain cDNA library and found that mPOU bound to PRL gene and 
increased PRL reporter gene expression. mPOU also stimulated Pit-1 reporter gene 
expression. RNA interference for mPOU resulted in a decrease in PRL content and Pit-1 
mRNA levels in GH3 cells. Chromatin immuno-precipitation assay showed that mPOU bound 
to PRL and Pit-1 gene. Taken together, these results suggested that mPOU was a stimulating 
factor for PRL gene expression directly and indirectly via enhancement of Pit-1 gene 
expression. 
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１．研究開始当初の背景 
 成長ホルモン(GH)、プロラクチン(PRL)、
甲状腺刺激ホルモン(TSH)β遺伝子に結合し、
それらの発現を促進する下垂体特異的転写
因子である Pit-1 のクローニング以来、下垂

体の発生、細胞分化機構は急速に明らかとな
ってきた(Cell. 55:519-29,1988)。Pit-1 に
次いで、Pit-1 発現を制御する転写因子とし
て Prop1 が同定され(Nature 384:327-33, 
1996)、さらに ACTH 細胞の分化を制御する
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Tpit (Genes Dev 17:738-47, 2003)などの転
写因子や下垂体の初期分化に関与する種々
の転写因子が見いだされ、下垂体の分化過程
の理解はおおいに進んだ。 
 Pit-1 変異によって、ヒトやマウスで GH、
PRL、TSH が欠損する複合下垂体ホルモン欠損
症が発症することから考えても、これらのホ
ルモン発現における Pit-1の重要性は明らか
である。しかし、下垂体では、この 3種のホ
ルモンは通常共存しておらず、それぞれ別個
の細胞に存在するので、Pit-1 単独では、そ
れらのホルモンの細胞特異的発現は説明で
きない。私どもは、これまで、Pit-1 以外の
因子が Pit-1と共同して特定のホルモン発現
を亢進させることを想定し、その因子の単離
同定を試み、Pit1 存在下に PRl 遺伝子発現を
増強する新規転写因子として mPOU をクロー
ニングした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、内因性 mPOU の役割、意義に
ついて明確にすることに重点を置いた。 
 具体的には次のことを目標とした。下垂体
細胞において mPOU RNA interference (RNAi)
を行ない、PRL などの PRL 細胞の特性を決定
している蛋白の mRNA 量を調べ、内因性 mPOU
の役割を明確化する。ついで、その成績から
推測された標的遺伝子における mPOU の作用
点を明らかにすることを試みる。さらに、in 
vivo での mPOU の機能を検討するため、mPOU
ノックアウトマウスを作製すし、mPOU の個体
における役割、意義を検討する。さらに、ク
ロマチン免疫沈降法、ウェスタンブロットを
併用し、mPOU の標的遺伝子上の作用点、他の
転写因子、転写共役因子との相互作用を明確
にすることである。 
 
３．研究の方法 
（１）内因性 mPOU の下垂体特異的蛋白発現
に及ぼす効果 
○1  PRL、GH 産生細胞特異的蛋白発現におけ
る mPOU の意義を明確にするため、GH３細胞
（ラット下垂体由来 GH、PRL 産生細胞株）を
使用して、Brn-5(mPOU の rat orthologue)の 
RNAi を行ない、PRL、GH mRNA 発現に及ぼす
効果を、real time quantitative PCR で検討
した。 
○2  正常 PRL、GH 産生細胞においても、
mPOU(Brn-5)が機能しているのか明らかにす
る目的で、ラット下垂体初代培養系で Brn-5 
RNAi を行ない、PRL、GH、TRH 受容体 mRNA の
発現量の定量を試みた。 
 
（２）内因性 mPOU の各種下垂体転写因子発
現に及ぼす効果 
下垂体の発生、分化に関与する転写因子発現
に果たす mPOU の意義を明確にするため、GH

３細胞で、Brn-5(mPOU の rat ortholog)に対
して RNAi を行ない、Pit-1,Prop1,HesxI, 
Lhx3 等、種々の下垂体の発生、分化に関与す
る 転 写 因 子 の mRNA 発 現 を real time 
quantitative PCR で検討した。 
 
（３）mPOU の作用点の検討 
内因性 mPOU を減少させることによって観察
された標的遺伝子発現の変動が直接作用か
否か、次の方法で確認した。標的遺伝子の
５’上流配列とルシフェレース cDNA を結合
させたレポータープラスミド、および mPOU
発現ベクターを作製した。これらを GH３細胞
にトランスフェクトし、mPOU 発現によりレポ
ーター活性が亢進するか調べた。 
 
（４）mPOU(Emb)ノックアウトマウスの作製 
Emb(mPOU の mouse ortholog)遺伝子の５’側
から C末側を相同領域として利用するように
組み換えベクターを作製し、Emb ノックアウ
トマウスの作製をこころみた。 
 
（５）クロマチン免疫沈降法（chip assay） 
による mPOU 結合部位の同定 
１ mPOUを過剰発現させたGH3細胞のメデイ
ウムにホルマリンを加え、細胞内で蛋白質・
DNA をクロスリンクした。細胞成分を可溶化
した後、ソニケーションし、クロスリンクさ
せたDNAを断片化させた。mPOU抗体を用いて、
この DNA 断片を免疫沈降し、クロスリンクを
はずしたのち、DNA を精製回収した。PRL、
Pit-1 遺伝子の種々の領域を増幅しうる各種
PCR primer を用いて、DNA を増幅し、それぞ
のの遺伝子のどの領域に mPOU がリクルート
されるのか検討した。 
 
（６）Prop1 の作用を修飾するコファクター
の単離 
mPOU は PRL 遺伝子以外に、Pit-1 遺伝子にも
結合し、Pit-1 遺伝子発現を亢進させる転写
因子であることが、上記実験から明らかとな
った。mPOU 以外にも Pit-1 遺伝子発現を調節
する因子の存在が推測されるので、Pit-1 発
現に対して最も重要な転写因子である Prop1
の作用を修飾するコファクターのクローニ
ングを試みた。Prop1 の trans-activating 
domain をベイトとし、酵母を使用した two 
hybrid system で、ヒト中枢神経系ライブラ
リーから Prop1結合因子のクローニングを試
みた。 
 
４．研究成果 
主な研究成果を次に記す。 
（１）内因性 mPOU の下垂体特異的蛋白発現
に及ぼす効果 
○1  RNAi により GH３細胞の内因性 Brn-5 を
減少させたところ、PRL 発現量は減少した。



一方、GH 発現量の減少は明確ではなかった。 
○2  正常下垂体初代培養系で Brn-5 の RNAi
を行なったが、RNA 取り込み量が十分でなく、
干渉がかからなかった。ウィルスベクターを
使用して取り込み高率を上昇させ、さらに検
討中である。 
 
（２）内因性 mPOU の各種下垂体転写因子発
現に及ぼす効果 
GH3 細胞において、Brn-5 の RNAi をおこなっ
たところ、Pit-1 発現の低下が認められた。
Pit-1 は PRL 遺伝子発現を促進する転写因子
であるので、内因性 Brn-5 は Pit-1 発現をも
促進していること、Brn-5 は PRL 遺伝子への
直接作用ばかりでなく、Pit-1 遺伝子発現を
介する間接作用を介しても PRL遺伝子発現を
増強させている可能性が示唆された。 
 
（３）mPOU の作用点の検討 
PRL 遺伝子の５’上流配列とルシフェレース
cDNA を結合させたレポータープラスミド、お
おび mPOU 発現ベクターを作製した。これら
を GH３細胞にトランスフェクトしたところ、
mPOUはPRLレポータープラスミド活性を増加
させた。５’上流配列を順次切断したレポー
タープラスミドを使用し、mPOU の作用点を決
定した。0.6kb の PRL 遺伝子５’上流配列を
もつレポータープラスミドでも活性化は見
られ、mPOU の作用点の少なくとも一部はその
領域にあることが推測された。Pit-1 の５’
上流配列をもつレポータープラスミドをト
ランスフェクトしたところ、mPOU は Pit-1 レ
ポータープラスミド活性も増強させた。同様
の切断実験から、pit-1 遺伝子上の作用点も
0.6kb 以内の領域にあると推定された。 
 
（４）mPOU(Emb)ノックアウトマウスの作製 
Brn-5 (mPOU の rat ortholog)には５’上流
側が異なったスプライシングバリアントが
あることが明らかとなった。転写開始点は、
当初考えられていた部位よりかなり上流で
あり、これまで未知であったエクソン１と長
いイントロン１が存在し、これらをスキップ
して、私どもがクローニングした Brn-5 mRNA
ができることが明らかとなった。これは
Emb(mPOU の mouse ortholog)遺伝子において
も同様と考えられる。以前にも Emb ノックア
ウトマウスの作出を試みたが、イントロン１
を５’側の相同領域として利用するように組
み換えベクターを作製したため、振り返って
みると、その箇所には他の遺伝子と共通する
繰り返し配列が存在しているため、目的とし
た箇所を組み替えることができなかったも
のと考えられた。今回は、この点を改良し、
今回明らかとなった５‘上流側を５’側の相
同領域として利用し、ノックアウトマウスを
作製したが、やはり正しい相同組替え体は得

られなかった。 
 
（５）クロマチン免疫沈降法（chip assay） 
による mPOU 結合部位の同定 
mPOU 抗体を使用して得られた免疫沈降物質
中の DNA をテンプレートとして、PCR をおこ
なった。PRL 遺伝子の最も転写開始点の近く
に存在する Pit-1結合エレメントを増幅する
PCR primer、Pit-1 遺伝子の Pit-1 結合配列
を含む領域を増幅する PCR primer を使用し
た時、予測されたサイズの DNAが増幅された。 
この結果から、mPOU は少なくとも PRL 遺伝子
の転写開始点に近い Pit-1 結合エレメント、
および Pit-1 遺伝子自身の Pit-1 結合エレメ
ントに結合することが示唆された。 
 
（６）Prop1 の作用を修飾するコファクター
の単離 
ヒト中枢神経系ライブラリーから Prop1結合
因子の候補タンパクを７種拾いだした。最も
多かった蛋白は、amino-terminal enhancer 
of split (AES)であった。Cos7 細胞で AES と
Prop1 を発現させた時、Prop1 に対する抗体
により、AES は共沈し、Prop1 と AES は実際
に複合体を形成することが示唆された。
Prop1によるPit-1レポーター活性の亢進は、
AES 発現ベクターの同時トランスフェクショ
ンにより抑制されたことより、Prop1 の機能
を抑制する因子であることが明らかとなっ
た。また、mammalian two hybrid assay で
AES の N 末端部の Q ドメインが、Prop1 との
作用に必要な部位であることがわかった。 
 
（７）得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト、今後の展望 
 mPOU に関する以上の成果は、いずれも世界
に先駆けて発表したものであり、しばしば発
表論文は引用されている。 
 また、AES に関する成績は、米国の Camper
のグループの発表成績と一致するものであ
る。 
 これまで研究してきた転写因子の異常で
は、先天性下垂体ホルモン複合欠損症をきた
すが、今回、後天性下垂体ホルモン複合欠損
症を見出した。この成因は不明であるが、
pit-1 に対する自己抗体が出現しており、自
己免疫機序が関与しているものと思われる。
今回の研究の副産物として、この新規疾患概
念を提唱することができた。 
 今後、本研究を継続し、下垂体細胞分化の
機構をさらに明確にすることにより、安全か
つ有効な下垂体腫瘍の治療法を開発するこ
とができるものと考えられる。 
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