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研究成果の概要（和文）：温帯地域に生息する動物は、日長の変化に適応して季節的な繁殖を行

っている。近年、日長の測時機構には下垂体の付け根に位置する下垂体隆起葉が重要である事

が明らかになった。しかしながら、下垂体隆起葉の内分泌学的な機能は十分に明らかになって

いない。下垂体隆起葉の内分泌機能を明らかにするために、下垂体隆起葉で季節・時刻依存的

に発現変動する転写共役因子 Eyes	
 absent	
 3	
 （EYA3）の機能に着目したところ、EYA3 は転写共

役因子としてだけでなく他の機能にも寄与している可能性が明らかになってきた。	
 

 
研究成果の概要（英文）：Animals	
 living	
 outside	
 the	
 tropical	
 region	
 perform	
 seasonal	
 

reproduction	
 in	
 accordance	
 with	
 changes	
 in	
 the	
 photoperiod.	
 Recent	
 studies	
 have	
 

demonstrated	
 that	
 pars	
 tuberalis	
 (located	
 at	
 the	
 base	
 of	
 the	
 anterior	
 pituitary	
 gland)	
 

plays	
 an	
 important	
 role	
 in	
 photoperiodic	
 time	
 measurement.	
 However,	
 endocrine	
 functions	
 

of	
 the	
 pars	
 tuberalis	
 have	
 not	
 been	
 completely	
 elucidated.	
 To	
 evaluate	
 the	
 potential	
 role	
 

of	
 the	
 pars	
 tuberalis	
 in	
 endocrine	
 function,	
 we	
 observed	
 the	
 function	
 of	
 the	
 Eyes	
 absent	
 

3	
 (EYA3)	
 since	
 EYA3	
 mRNA	
 expression	
 was	
 previously	
 observed	
 in	
 the	
 pars	
 tuberalis	
 in	
 a	
 

time-dependent	
 manner.	
 The	
 function	
 of	
 EYA3	
 in	
 the	
 pars	
 tuberalis	
 may	
 not	
 only	
 be	
 

coactivation	
 of	
 transcription	
 but	
 also	
 contribution	
 to	
 several	
 other	
 functions.	
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１．研究開始当初の背景 
	
 動物が季節的な繁殖活動（光周性）を行う

ためには、日長を測時し適切な時節を読み取

らなければならない。この日長の測時機構に

は、下垂体隆起葉から合成・分泌される甲状

腺刺激ホルモンがマスターコントロール因

子として働いていることがニホンウズラを

用いた研究から明らかになり、続いてヒツジ

やマウスにおいても季節を測時する仕組み

に同じ分子が下垂体隆起葉で使われている

ことが明らかになった。しかしながら下垂体

隆起葉は、日照情報を伝達する光周性に重要

な部位で有るが詳細な内分泌学的機能は分

かっていなかった。	
 

 
２．研究の目的 
	
 動物は、種を残すために自ら季節を読み取

り春という食べ物が豊富な時期を測時して

繁殖活動を行っている。この測時機構は、従

来の常識では考えられない甲状腺刺激ホル

モン（TSH）の新たな作用によるものである

事が証明された。すなわち下垂体隆起葉から

産生・分泌される TSH が脳内に作用し生殖腺

を制御する機構である。このように内分泌機

構には、よく分かっていない器官や作用が残

されている。そこで、TSH と同様に下垂体隆

起葉で時節・時刻依存的に発現変動する転写

共役因子 Eyes	
 absent	
 3（EYA3）に着目し、

EYA3 の機能解析から下垂体隆起葉の役割を

解明し新しい視点から家畜、家禽の生殖内分

泌に貢献する事を目的とした。	
 

 
３．研究の方法 
(1)EYA3 と転写共役因子複合体を形成する分

子の同定	
 

①短日条件下（6時間明期、18 時間暗期）で

飼育したニホンウズラを長日条件下（20 時間

明期、4 時間暗期）に移行した際の明期開始

から 16、18、22 時間目の下垂体隆起葉より

タンパク質ライブラリー(AD)を作成した。こ

のタンパク質ライブラリーとニホンウズラ

EYA3 発現ベクター (BD)を用いて Yeast	
 

two-hybrid 法により EYA3 と複合体を形成す

るタンパク質の抽出を行った。	
 

②in	
 situ	
 hybridization 法により EYA3 と複

合体を形成する可能性のあるタンパク質の

ニホンウズラ脳における発現部位の同定を

行った。	
 

(2)EYA3 の経時的な細胞内局在の検討	
 

	
 短日条件下（6時間明期、18 時間暗期）で

飼育したニホンウズラを長日条件下（20 時間

明期、4 時間暗期）に移行した際の明期開始

16 時間目から 28 時間目について 2 時間おき

に脳をサンプリングし、Anti	
 quail	
 EYA3 抗

体を用いて免疫組織化学法により下垂体隆

起葉における EYA3 の経時的な細胞内局在の

検討を行った。	
 

(3)EYA3 による TSHBの転写調節機構の検討	
 

	
 ニホンウズラ TSHB の転写開始点を決定し

TSHB の転写調節領域のクローニングを行っ

た。TSHB の転写開始点から上流 242b までの

転写調節領域を含むルシフェラーゼベクタ

ー（qTSHB-Luc）を作成した。ニホンウズラ

EYA3、SIX	
 homeobox	
 1(SIX1)、thyrotrophic	
 

embryonic	
 factor(TEF)、hepatic	
 leukemia	
 

factor(HLF)に関して翻訳領域をクローニン

グしそれぞれの発現ベクターを作成した。こ

れらのベクターを HEK293 細胞にトランスフ

ェクションしルシフェラーゼアッセイによ

り EYA3 による TSHBの転写調節機構の検討を

行った。	
 

	
 
４．研究成果	
 

(1)EYA3 と転写共役因子複合体を形成する分

子の同定	
 



 

 

	
 EYA3 は、転写共役因子であることから EYA3

の標的遺伝子を同定する事により下垂体隆

起葉の季節性機能の解明に迫ることができ

る。最初に EYA3 は直接 DNA に結合できない

ため、EYA3 と複合体を形成する転写制御因子

を Yeast	
 two-hybrid 法を用いてスクリーニ

ングを行った。101 個のポジティブクローン

から DNA シークエンスにより重複する遺伝子

を排除し、in	
 situ	
 hybridization による発

現部位の同定より光周期におけるニホンウ

ズラ下垂体隆起葉の EYA3 と複合体を形成す

る可能性のあるタンパク質を 7遺伝子まで絞

り込むことに成功した。この中には、カルシ

ウム結合タンパク質、キナーゼ活性の制御タ

ンパク質、ユビキチンに関するタンパク質、

EYA3 ノックアウトマウス脳において mRNA の

発現が減少しているタンパク質が含まれて

いたが、EYA ファミリーと複合体を形成する

と知られている SIX ファミリーを始め転写制

御因子は含まれず、EYA3 は転写制御機構に直

接関わっていないと考えられた。	
 

(2)EYA3 の経時的な細胞内局在の検討	
 

	
 上記の結果と EYA3 は、ホスファターゼと

しての機能も報告されていることから、EYA3

の転写共役因子以外の機能が考えられた。そ

こで、光周期下のニホンウズラの下垂体隆起

葉における EYA3 の経時的な細胞内局在を

EYA3	
 mRNA の発現ピークである明期開始 16 時

間目から 12 時間にわたり免疫組織化学によ

り検討したところ、EYA3 は核内よりも細胞質

に多く局在している傾向があった（図 1）。	
 

(3)EYA3 による TSHBの転写調節機構の検討	
 

	
 近年、哺乳類の EYA3 は下垂体隆起葉にお

いて TSHB の転写制御を行うカレンダー遺伝

子として報告された。そこで、ニホンウズラ

TSHB 遺伝子（qTSHB）の転写開始点を決定し

ゲノミック DNA より qTSHB の転写調節領域

2650b をクローニングしヌクレオチド配列を	
 	
 

	
 

	
 

決定した。qTSHBの転写開始点から上流 242b

の配列には、SIX コンセンサス配列である So

サイト、D	
 box が存在し、qTSHB はヒツジお

よびマウス間でそれぞれ 77%の相同性を有し

ていた。そこで、qTSHB-Luc ベクターを HEK293

細胞に EYA3、SIX1、TEF、または HLF 発現ベ

クターと共にトランスフェクションし qTSHB

の転写活性を調べたところ TEF または HLF に

より qTSHBの転写活性が増加し、それらの転

写活性は SIX1 をコトランスフェクションし

たときにさらに増加した（図 2）。	
 

	
 

	
 



 

 

	
 

しかし、ニホンウズラ EYA3 による転写活性

は認められなくニホンウズラ下垂体隆起葉

における EYA3 は、転写共役因子以外の役割

があると考えられた（図 2）。	
 

	
 以上の知見より、ニホンウズラの光周性に

おける下垂体隆起葉の EYA3 は、転写共役因

子としてだけでなく他の機能にも寄与して

いる可能性が明らかになった。今後、EYA3 と

複合体を形成するタンパク質の詳細な機能

解析を行う事で下垂体隆起葉の内分泌的機

能の 1つの解明に繋がると考えている。	
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