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研究成果の概要（和文）：下垂体前葉は 6種類のホルモンを分泌して成長、生殖、恒常性の維持

に重要な器官です。本研究は下垂体腫瘍形成の過程で、レチノイン酸(RA)の役割を明らかにす

ることを目的としました。エストロゲンによる腫瘍モデルラットで、腫瘍形成に伴い RA合成酵

素が減尐し、その作用はエストロゲンα受容体を介することを明らかにしました。また、RAは

下垂体前葉細胞で様々な遺伝子発現を調節することが分かりました。本結果は、腫瘍形成機構

の解明や治療に寄与することが期待されます。 

 

研究成果の概要（英文）：The anterior pituitary gland secrets six types of hormones, which 

are crucial to maintain growth, reproduction, and homeostasis. The purpose of this study is 

to clarify the relationship between retinoic acid (RA) and tumorigenesis of pituitary. I 

demonstrated that RA synthesizing enzyme was reduced in estrogen-induced prolactinoma 

model rats, and that the effect was mediated by estrogen receptor alpha. In addition, RA 

exerted effects on several genes expression in the anterior pituitary cells. It is hoped that 

these results contribute to elucidating the neoplasia mechanism and tumor therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

レチノイン酸（RA）は細胞増殖・分化を調
節して個体発生や器官形成・維持に不可欠な
因子として広く知られている。さらに RA は
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様々な腫瘍形成を抑制することから 、基礎
と臨床医学の両面において重要なホルモン
として認識されている。RA は前駆物質より
細胞内において代謝を経て合成され、遺伝子
調節因子として作用する。前駆物質であるビ
タミン A（レチノール）やプロビタミン A は
経口的に摂取され、一旦レチニルエステルの
形で肝臓に貯蔵され、必要に応じてレチノー
ルとして血中に分泌される。そして細胞内に
おいて酸化酵素群（ADH, SDR, RALDH）に
よりレチノール→レチナール→RA の代謝経
路を経て合成される。合成された RA は核内
受容体（RAR, RXR）に結合して特定の遺伝
子発現を調節し、そして代謝酵素（CYP26a1, 

b1）により不活性化される。 

下垂体前葉は 6 種類のホルモンを産生・分
泌して成長、生殖、恒常性の維持に重要な内
分泌腺である。下垂体前葉ホルモンの合成・
分泌は視床下部からの神経内分泌的調節、末
梢臓器からの内分泌的調節、下垂体前葉内で
の自己分泌・傍分泌的調節のさまざまな機構
により制御されている。これら調節機構の破
綻は下垂体ホルモン産生腫瘍の大きな要因
の一つとして考えられている。RA は下垂体
前葉の細胞分化、ホルモン産生の制御に重要
な因子一つとして知られている。さらに、最
近下垂体ホルモン産生腫瘍との関連が報告
されている。しかし、RA がどこで産生され
どのように作用し、代謝されるかはほとんど
明らかにされていなかった。申請者はこれま
でに正常ラットの下垂体前葉で発生期には
RA 合成酵素のうち RALDH2, 3 が発現し、
成体では RALDH1 が発現していることを明
らかにしている。さらに、RALDH1 はエス
トロゲンにより抑制的に制御されているこ
とを見出している。これらのことから申請者
は下垂体前葉で局所的に RA が合成されるこ
とを示唆してきた。 

 

２．研究の目的 

下垂体前葉での RA 受容体、代謝酵素の局
在、動態がどのように制御され、局所的に産
生された RA がどのように作用するかについ
ては未だ明らかになっておらず、RA の機能
を理解するうえで合成経路、受容経路、代謝
経路を包括的に明らかにすることは必要と
考えられる。さらに、下垂体ホルモン産生腫
瘍形成における局所での RA 合成－代謝経路
の関与についてはまったく明らかにされて
ないことから、申請者は下垂体前葉での RA

による細胞機能調節機構の破綻が下垂体ホ
ルモン産生腫瘍を誘導する可能性に着目し
た。本研究は、①正常、機能亢進状態、腫瘍
組織で RA 合成酵素、受容体、代謝酵素の発
現細胞を明らかにする、②それらの発現変動
を定量的に明らかにする、③RA によるホル
モン産生や細胞増殖、細胞分化への影響を明

らかにする、ことを計画した。 

 

３．研究の方法 

（１）RA 受容体、代謝酵素産生部位の同定：
ラット下垂体前葉から RNA を抽出し、オリ
ゴ(dT)20 プライマーと逆転写酵素を用いて
cDNA を作製した。cDNA を鋳型にして
RT-PCR 法により下垂体前葉に発現する RA

受容体（RAR, RXR）、代謝酵素(CYP26a1, 

b1)のそれぞれのサブタイプを同定した。 

PCR 産物をベクターに組み込み、大腸菌に形
質転換し、クローニングした。得られたプラ
スミドから in vitro transcription により
DIG ラベルした特異的アンチセンスまたは
センス cRNA プローブを作製した。4％パラ
フォルムアルデヒド固定したラット下垂体
凍結切片で、作製した DIG ラベル cRNA プ
ローブを用いて in situ hybridization （ISH）
法を行った。 

（２）RA 合成酵素、受容体、代謝酵素の動
態解析：生殖腺摘出、副腎摘出、甲状腺摘出、
エストロゲン投与などにより下垂体機能亢
進状態となったラットを作成した。さらに、
エストロゲン誘発下垂体腫瘍モデルラット
を用いて、エストロゲンを持続投与すること
で、プロラクチン細胞が機能亢進から過形成
を経てプロラクチン産生腫瘍へと進行する
各段階を作成した。これらの動物を用い、RA

合成酵素、受容体、代謝酵素の発現細胞の動
態を ISH、免疫組織化学（IHC）を用いて明
らかにした。また、mRNA 発現をリアルタイ
ム RT-PCR 法により定量解析した。PCR に
は特異的 PCR プライマーを設計し、
SyberGreen を用いた。タンパク質の定量に
はケミルミを用いた Western Blotting 法に
より高感度・定量解析系を確立する。 

（３）RA の下垂体前葉細胞への作用：ラッ
ト下垂体前葉を酵素処理により分散し、初代
培養を行った。培養液に RA を 10－6～10－10 

M 濃度で添加し、24～72 時間培養した。細
胞から RNA を抽出し、cDNA を合成してリ
アルタイム RT-PCR 法により前葉ホルモン、
視床下部ホルモン遺伝子発現を定量した。 

 

４．研究成果 

（１）下垂体で発現しているレチノイン酸受
容体（RARα、β、γ、RXRα、β、γ）を
RT-PCR により増幅し、クローニングした。
リアルタイム PCR により発現量を定量した
ところすべての受容体サブタイプ遺伝子の
発現が見られたが、RARαが最も高い発現パ
ターンを示した。成体ラット下垂体前葉で発
現するレチノイン酸代謝酵素（Cyp26a1,b1）
遺伝子をクローニングした。得られた遺伝子
断片から in situ hybridization のプローブを
作成することが可能となった。また、ISH お
よび免疫組織化学により正常成獣ラット下



垂体前葉で RA 合成酵素の一つである
RALDH1 はプロラクチン細胞と濾胞星状細
胞に局在することが明らかになった。 

（２）エストロゲン高感受性ラットである
LEXF ラットに diethylstilbestrol(DES)を詰
め入れたチューブを皮下に埋め込み１ヵ月
で既に著しい下垂体の肥大がみられ、３ヶ月
では血腫を伴うプロラクチノーマが形成さ
れた。リアルタイム PCR 法により RALDH1

のｍRNA発現がDES処理１週間で著しく減
弱していることが分かった。さらに、プロラ
クチン細胞で産生された RALDH1 は DES

投与により減弱するが、濾胞星状細胞の
RALDH1 発現はプロラクチノーマにおいて
も維持されることが分かった。DES により形
成されたプロラクチノーマは DES を除くこ
とで縮小したが、3 ヶ月経過しても正常な下
垂体の大きさには戻らず、RALDH1 発現は
抑制されたままであった。 

（３）正常下垂体前葉細胞の初代培養系で、
①17beta-estradiol は RALDH1 を濃度依存
的、時間依存的に抑制した、②その抑制効果
はエストロゲン受容体（ER）アンタゴニスト
（ICI182,780）で阻害された、③ER alpha

の選択的アゴニスト（PPT）では抑制効果が
見られたが、ER beta の選択的アゴニスト
（DPN）では見られなかった。以上のことか
ら、エストロゲンは ER alpha を介して
RALDH1 発現を抑制することが明らかとな
った。さらに、RALDH1 はプロラクチン細
胞と濾胞星状細胞で発現しているが、エスト
ロゲンはプロラクチン細胞で発現する
RALDH1 を抑制することから、細胞の種類
により RALDH1 の発現調節機構が異なるこ
とが考えられた。 

（４）正常下垂体前葉から細胞を単離し、RA

を添加した培地で培養した後、前葉ホルモン
のうち成長ホルモン、プロラクチンは増加し、
甲状腺刺激ホルモンは抑制された。視床下部
ホルモン受容体では成長ホルモン放出刺激
ホルモン受容体及びドーパミン 2型受容体の
発現が促進された。All trans－、9cis－RA

ともに濃度依存的、時間依存的に各種遺伝子
発現を変化させた。  

以上の結果から、エストロゲン誘発プロラ
クチノーマで腫瘍が形成され、それに伴う
RALDH1 の減尐が、プロラクチン細胞で ER 

alpha を介して引き起こされる可能性が示さ
れ、エストロゲンによるレチノイン酸合成酵
素減尐、それによるレチノイン酸の産生量の
減尐がプロラクチノーマ形成に関与する可
能性が示唆された。また、下垂体前葉でレチ
ノイン酸が合成され、オートクライン、パラ
クラインによりホルモン遺伝子の発現を制
御する可能性が示唆された。また、レチノイ
ン酸は視床下部ホルモン受容体遺伝子の発
現にも作用することから、視床下部ホルモン

の感受性を高め、間接的に分泌を制御してい
ることが示唆された。 
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