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第1章 序論 

 

1-1 はじめに 

 

本研究は、下垂体における幹細胞と幹細胞の生存する場所（幹細胞ニッチ）

を主題としている。第一章では、本研究の背景となる下垂体の発生や細胞構成、

現在までの幹細胞研究、または幹細胞ニッチの指標とした新規因子であるコク

サッキーウイルス・アデノウイルス受容体（Coxsackievirus and Adenovirus 

Receptor, CAR）について述べる。 

 

1-2 下垂体について 

 

下垂体とは、脊椎動物に共通している内分泌器官である。視床下部に接して

脳の直下にあり、視床下部-下垂体-標的器官を制御軸とし、視床下部や標的組織

から放出される各種のペプチドホルモンやステロイドホルモンのフィードバッ

クの調節機構により調節されている。下垂体は腺下垂体（前葉と中葉）と神経

下垂体（後葉）により構成され、多種のホルモンの合成・分泌することにより

成長，生殖，適応，代謝，行動など多くの生体機能の制御に関与している。前

葉では、6種類のホルモン、成長ホルモン(GH)、プロラクチン(PRL)、副腎皮質

刺激ホルモン(ACTH)、甲状腺刺激ホルモン(TSH)、性腺刺激ホルモン（同じ細

胞で分泌される黄体形成ホルモン(LH)と卵胞刺激ホルモン(FSH)の総称）が合成

され、下垂体内に張り巡らされた毛細血管を通って全身に運ばれ、各機能を発

揮することになる（図1）。成熟ラットでは、表1に示したような前葉ホルモン産

生細胞の割合が報告されている(Ben-Jonathan et al. 1983) 。 
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1-3 下垂体の発生 

 

下垂体（前、中、後葉の3葉からなる）は、2つの異なる起源から発生する。

胎仔発生初期の過程において、下垂体神経葉（後葉）は、神経管が前脳、中脳

および菱脳の3つの部分に別れた後に、間脳視床下部の一部が腹側に折れ込んで

形成される。一方、下垂体前・中葉は、咽頭後部の口腔上皮から陥入し、増殖

しながら口腔上皮から離れ、腺下垂体（前・中葉）原基であるラトケ嚢（Rathke's 

pouch）になる。その後、活発な細胞の分裂と移動が続き、経時的に形態変化を

伴いながら、ラトケ嚢の腹側から前葉が形成され、やがて中葉となる背部にお

いて間脳からなる後葉と接することで、下垂体が形成される(Kawamura and 

Kikuyama 1998; Kouki et al. 2001)。細胞レベルでは、未分化細胞がホルモン産生

細胞へと分化しつつ、出生前には最終分化したすべてのホルモン産生細胞が出

揃う。この組織発生と細胞分化の過程は、様々な転写因子やシグナル伝達因子

の発現により時空間的に制御されている（図2）(Zhu et al. 2005; 加藤幸雄 et al. 

2009)。出生後になると、下垂体の形状は大きく変化しないが、成長発達期を経

て急速に増大し、成熟した個体の細胞数は出生直後より30倍程に増加している 

(Ben-Jonathan et al. 1983; Yako et al. 2013)。成熟後の下垂体では、生理状態に応じ

てホルモン産生細胞の増加や割合の変動も観察されている(Candolfi et al. 2006; 

Kominami et al. 2003; Ogasawara et al. 2009; Pawlikowski 1999)。以上の胎仔期の組

織形成におけるホルモン産生細胞の分化や、生後組織の発達と細胞の更新に絶

えず行われる各種細胞の補給機構において、特に注目されているのが最近話題

の幹・前駆細胞である。 
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1-4 下垂体の幹・前駆細胞とホルモン産生細胞の供給 

 

1-4-1 幹細胞と分化能 

 

幹細胞は多分化能を持ち、成熟した機能細胞へと分化できる細胞である。細

胞の持つ分化能により胚性幹細胞と組織幹細胞に分類されている。受精卵から

胚盤葉へと発生し、内部細胞塊より得られる細胞は、胚葉を超えた様々な細胞

に分化できる多能性（Pluripotency）を持つため、胚性幹細胞（ESC： Embryonic 

Stem Cell）と呼ばれる。それに対して、各組織の起源となる細胞は、その組織

におけるすべての機能細胞に分化できる複能性（Multipotency）を持つため、組

織幹細胞と呼ばれている（図3）。組織の形成と維持のために、幹細胞は不均等

分裂を行い、一方は潜在的に分化能を持つ細胞のプールを維持し、他方は必要

とされる細胞に分化するように細胞供給を行うと考えられている。 

最近の10年間で幹細胞が様々な組織で発見され、組織形成と維持や損傷後の

再生に機能している。下垂体においても幹細胞の研究が展開され、複数のアプ

ローチから幾つかの幹・前駆細胞の候補が同定され、分離されている。 
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1-4-2 SP細胞（The Side Population）の分離  

 

1996年、細胞透過性が非常に高く、核酸との結合能を持つ蛍光色素ヘキスト

（Hoechst 33342）をマウスの骨髄細胞に取り込ませて、フルオロサイトメトリ

ーによる細胞分画を行うと、ヘキストの取り込み量の低い尐量の細胞集団の存

在が観察された(Goodell et al. 1996)。その細胞画分を、主たる取り込み量の多い

細胞分画、MP画分（Main Population）と区別して、SP画分（Side Population）と

命名された。その細胞分画の発現遺伝子を調べてみると、幹細胞や前駆細胞に

見られる因子が多く含まれていた。その後、SP細胞は骨髄以外に、脳、肝臓、

心臓などの組織やがん細胞集団にも存在していることが同定され、細胞種を超

えた幹・前駆細胞共通の性質であると考えられた。さらに、このSP細胞分画は、

Verapamilなどの薬剤排出阻害剤の添加後に消失することから、薬剤の排出に係

わる分子によって細胞内から色素を排出することと考えられている。その中に、

膜輸送体ABCファミリーであるABCG2が薬剤の排出に係わる分子の一つである

ことが報告されている(Zhou et al. 2001)。この分子は、幹細胞の マーカーでもあ

る(Bunting 2002)。一方、口腔扁平上皮癌の細胞株Ho-1-N-1の培養細胞から調製

したSP画分（全体の3%を占める）に抗がん剤を加えたところ、ABCトランスポ

ータ－や抗アポトーシスタンパク質などの発現が高いために、明らかな抗がん

剤抵抗性を示したとの報告がある(Yajima et al. 2009)。 

その後、マウス下垂体前葉でもSP細胞の分離が行われた。全体の細胞の1.5%

がSP画分に回収され、その一部の細胞（0.02%）がsphere（細胞塊, 下垂体の場

合はpituisphereと呼んでいる）形成能を示した。発現する遺伝子を調べると、MP

画分と比べて、Sca1、Sox2、Oct4、Nanog、Bmi1などの幹細胞マーカーといわれ

る遺伝子が高いレベルで発現していた(Chen et al. 2005; Chen et al. 2006)。この細
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胞を用いてBrdUの取り込み実験を行うと、その細胞群は極端に取り込みが尐な

く、静止期の状態の細胞が多数を占めることが予想された(Chen et al. 2005)。つ

まり、幹細胞のマーカーの存在と合わせて判断すると、SP画分にはあまり細胞

分裂を行わない幹細胞が多く存在していると考えられる。 

下垂体のSP画分をさらにStem cell antigen 1 (Sca1)の発現レベルにより分画す

ると、Scal
highとnon-Scal

high
 の2群に分別された(Chen et al. 2009)。Scal

high
 では、

Notchシグナル経路を構成するNotch受容体や、転写因子Hes1とHes5を高発現し

ていた(Chen et al. 2006)。それらは、細胞の維持と増殖の機能に関与している因

子である(Liu et al. 2010)。一方、non-Scal
highには、主に下垂体原基（ラトケ嚢）

でよく発現している転写因子Hesx1、Prop1、Pax6、Lhx4などが発現していた。 

このSP画分の2つ細胞画分を使って、面白い実験が行われている。Scal
highと

non-Scal
high

 の画分を個別に培養すると、non-Scal
highだけがsphereを形成した。こ

のpituisphereの培養を継続したものを調べてみると、前葉を構成するすべてのホ

ルモン産生細胞種が出現しており、分化能を持つことが示された(Chen et al. 

2009)（図4）。この実験により、成熟下垂体においても幹細胞が存在しており、

それらはSP画分のnon-Scal
highとして分離できることが明確に示された。 
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1-4-3 SOX2陽性細胞群 

 

SP画分として分離する幹細胞の研究とは別に、幹細胞特異的に発現する遺伝

子群の分析が進められてきた。前述した幹細胞マーカーであるSox2、Oct4、Nanog、

Bmi1などの中でも、特にSox2は神経幹細胞で発現する事で注目されている。こ

のSox2は、Soxファミリーに属する転写因子である。Sox （Sry related HMG box; 

Sryは性決定遺伝子Sex-determining region Yの略語）は、High Mobility Group 

(HMG)box スーパーファミリーに属する転写制御因子で、現在までA～Hまでの

グループに区別される21種が同定されている。Sox2は、SoxB familyに属する転

写活性化因子で、初期胚では広範な組織に発現している(Avilion et al. 2003; 

Wegner 1999)。Sox2と他の3因子（Oct3/4・Klf4・c-Myc）を使って、人工多能性

細胞であるiPS細胞が作製されたことは記憶に新しい(Takahashi and Yamanaka 

2006)。 

 Fauquierらは成熟下垂体前葉組織を酵素処理により細胞分散させ、浮遊状態

で培養することでpituisphereを形成させた。このpituisphereを形成する細胞の98％

はSOX2陽性であり、分化誘導条件下で培養を続けると、全てのホルモン産生細

胞が出現した(Fauquier et al. 2008)(図5)。彼らは、さらにホルモン産生細胞の分化

の過程で、SOX9、Nestin、S100βが一過性に発現する事を見出している。BrdU

の取り込みを調べると、 SOX2陽性細胞の中で  SOX9が存在する細胞

（SOX2
+
/SOX9

+）は増殖した。一方、SOX9陰性の細胞（SOX2
+
/SOX9

-
)はゆっく

り増殖しているか、静止状態を示していた。このことから、SOX9、Nestin、S100β

を発現するSOX2陽性細胞は、分化過程の途中段階にあるtransit amplifying細胞で

あることが示唆された。 
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1-4-4 下垂体コロニー形成細胞（PCFCs：The Pituitary Colony-Forming Cells） 

 

分散した下垂体細胞を培養すると、その中の一部の細胞群がコロニーを形成

した。そのコロニーをPCFCsと呼ぶ。PCFCs細胞は、下垂体前葉の0.2%を占め、

濾胞星状細胞（FS細胞）様の形態を持ち、分裂能を持っていた(Lepore et al. 2006; 

Lepore et al. 2005)。PCFCs細胞の28%が、FS細胞の特徴である蛍光ジペプチド

beta-Ala-Lys-NE-AMCA（AMCA）の取り込み能を持ち、Angiotensin-converting 

enzyme (Ace) や  Sca1を発現していることも確認された(Lepore et al. 2006; 

Lepore et al. 2005)。培養を14日継続すると、単一のコロニーの中に、GHまたは

PRL陽性細胞が確認され、分化能を持つことも明らかにされた(Lepore et al. 2005)。

さらに、下垂体におけるACE陽性細胞の分布を調べると、Marginal Cell Layer 

(MCL)と呼ぶ細胞層と実質層に散在的に存在していた(Lepore et al. 2006)。MCL

とは、下垂体の発生過程で生じるラトケ嚢の遺残腔を取り囲む細胞層で、従来

から幹・前駆細胞の存在する場所と予想されている。このことから、ACEを発

現する細胞は、幹・前駆細胞と考えられる。 

 

1-4-5 Nestin－Creを用いた下垂体幹細胞研究 

 

中間径フィラメントNestinは、主に中枢神経系の形成過程で多能性幹細胞に選

択的に発現する事が知られているが、この遺伝子は下垂体でも発現している

(Krylyshkina et al. 2005)。このNestin遺伝子のプロモーターを蛍光タンパク質GFP

に連結したキメラ遺伝子を組み込んだマウス（Cre-loxPシステムを使ったコンデ

ィショナルノックアウトマウス）が作製され、多くの神経細胞の研究に応用さ

れてきた。Gleibermanらは、このNestin-GFPマウスを用いて、下垂体のNestin陽



18 

 

性細胞を解析し、以下の結果を報告している(Gleiberman et al. 2008)。 

Nestin-GFPの発現は、マウス胎仔11.5日齢（E11.5）からラトケ嚢背側の尐数の

細胞に始まり、その数は生後1日（P1）までに徐々に増加するが、ほとんどが分

裂をせずにMCLに局在していた。生後7日を経て、Nestin-GFP陽性細胞は分裂と

移動を開始し、前葉と中葉の全体に分布するようになった。しかし、活発な移

動と分裂はこの成長期にしか認められず、P21になるとMCL以外でのNestin-GFP

の発現は消失していった。 

次に、持続的に発現を促すプロモーターであるROSA26を付加し、Nestin-CRE/ 

ROSA26-loxP-stop-loxP-GFPマウスを作製し、GFPの発現を追跡する実験が行わ

れた。このトランスジェニックマウスでは、Nestinプロモーター制御下に一度

GFPの発現が開始すると、その発現は細胞分化が進んでNestinの発現を消失して

も持続するため、細胞の分化進行過程を追跡することができる。このマウスの

新生仔の下垂体では、GFP陽性ホルモン産生細胞が前葉と中葉に散在していた

(Gleiberman et al. 2008)。この時のGFP陽性細胞の割合は全下垂体細胞の2％であ

った。この事は、新生仔下垂体に存在するホルモン産生細胞の多くはNestin陰性

の細胞から分化したことを意味している。 

しかし、5ヶ月齢では、GFP陽性細胞は約20%に増加し、全種類のホルモン産

生細胞の複数にGFPの蛍光が確認された。さらに、Nestinプロモーター制御下で

タモキシフェン（ tamoxifen）応答性的にCre-recombinaseが働くように、

ROSA26-loxP-stop-loxP-GFP レポーターマウスと交配した5ヶ月齢のTGマウス

を用いた実験が行われた(Gleiberman et al. 2008)。このマウスでは、タモキシフェ

ンと結合したCre-recombinaseが核に移行して機能することで、その時点でNestin

の発現している細胞でGFPが恒常的に発現する事になり、タモキシフェン誘導的

に蛍光を標識された細胞が分化した後でも観察出来る事になる。つまり、この
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場合には、Nestinの発現を経過して分化したホルモン産生細胞の可視化が可能と

なり、実際の観察の結果でも、GFP陽性のホルモン産生細胞が確認出来た。この

事は、胎仔期のものとは異なり、生後の幹・前駆細胞が存在する事を意味して

いる。さらに、この成熟したTGマウスから分離したNestin-GFP陽性細胞を培養

すると、当初にSOX2、Cytokeratin 8、Cytokeratin 18、 Lhx3、Epcamを発現して

いたが、時間の経過に伴って、Nestin-GFP陽性細胞から全てのホルモン産生細胞

の出現が確認された。 

しかし、この結果に問題がないわけではない。同様の実験が行われ、その結

果では、NestinがマウスE18.5まで発現しないという結果であった(Rizzoti 2010)。

Nestinには、脳特異的な発現調節領域(Tronche et al. 1999)があり、用いたプロモ

ーター領域によっては厳密な制御が解除されてしまい、そのために異所性に発

現が起きている可能性が指摘された。しかし、Nestin抗体を用いた免疫組織化学

では、ラットの胎仔期下垂体にはNestin陽性細胞が観察されており、それらは分

裂に伴い遷移状態にある未分化細胞であると考えられている(Yako et al. 2013; 

Yoshida et al. 2013)。 

 

1-4-6 濾胞星状細胞（FS細胞：Folliculo-Stellate Cell） 

 

下垂体の非ホルモン産生細胞の代表格が、FS細胞である。成熟下垂体前葉全

体の細胞の5-10%を占め、成長因子やサイトカインを分泌することや、ホルモン

産生細胞の制御と周囲の微小環境を維持する支持細胞であるとの報告もある

(Devnath and Inoue 2008)。その他にも、塩基性線維芽細胞成長因子（bFGF）、内

皮細胞成長因子（VEGF）が存在する事から血管新生への関与や、スカンベンジ

ャー作用など、実に多様な機能が報告されている (Devnath and Inoue 2008; 
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Vankelecom 2007a)。これに対して、最近、このFS細胞のマーカーとして知られ

るタンパク質S100 (Shirasawa et al. 1984)の存在と他の因子との共存を調べる実

験から、これまで一様に扱われてきた非ホルモン産生細胞群は、幹・前駆細胞

を含めた様々な細胞種で構成されることが判ってきた（図6）(Yoshida et al. 2009; 

Yoshida et al. 2011)。 
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1-4-7 トリプシンストレス耐性細胞 

 

2011年、Wakaoらは間葉系細胞を長時間の高濃度トリプシン処理にも耐性を示

す尐数の細胞（トリプシン耐性細胞）が存在することを発見し、Muse

（Multilineage-differentiating stress-enduring）細胞と名付けて発表した(Wakao et al. 

2011)。Muse 細胞を分離培養し、神経系細胞、脂肪細胞、骨細胞、肝細胞へ高

効率で分化誘導ができたことから、胚葉を超える多能性が確認された。また、

遺伝子発現解析からも、多くの多能性幹細胞マーカーの発現が確かめられた。

Muse細胞を、幹細胞の培養で用いられる浮遊培養を行うと、ES細胞の胚様体

（Embryoid Body）のような細胞塊を形成した。この点はES細胞やiPS細胞の場

合に似ているが、Muse 細胞のテロメラーゼ活性は非常に低く、奇形腫を形成し

ないという点は大きな違いであった。テロメラーゼ活性はiPS細胞などの無限増

殖能に必要であると考えられているため、Muse 細胞は無限増殖能を持たないこ

とが示唆される。 

さらに、Wakaoらの研究グループは、Muse 細胞が無限増殖能を獲得するとiPS 

細胞に変化することを実験的に示している(Wakao et al. 2011)。ヒト皮膚線維芽細

胞をMuse 細胞とMuse 細胞以外の細胞に分離し、山中4因子（Oct3/4、Sox2、

Klf4、c-Myc）を導入すると、Muse 細胞のみが効率良くiPS 細胞へと転換する

ことが確認された。さらに、Muse 細胞とMuse 細胞由来iPS 細胞の遺伝子発現

パターンを解析したところ、多能性関連遺伝子群ではその発現パターンが両者

とも似ていた。つまり、4因子の導入することにより、Muse細胞が持っている多

能性関連遺伝子は大きく影響されていないことが分かった。両細胞種の違いを

比較すると、Muse細胞由来iPS細胞は、Muse細胞に比べて、Nanog、Oct3/4、Sox2 

などの幾つの多能性関連分子が高かった以外に、細胞分裂関連遺伝子群の発現
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がかなり高かった。一方で、非Muse 細胞に山中4因子を導入しても、多能性関

連遺伝子群発現はほとんど変化せず、細胞分裂関連遺伝子群の若干のものの発

現が高かった。すなわち、山中4因子は、Muse 細胞と非Muse 細胞に共通して

おり、主に細胞増殖関連遺伝子群の発現を上昇させることに関与すると考えら

れ、iPSに変化した細胞は元々多能性を持つMuse細胞であった可能性を示唆して

いる。こうした結果は、成体に存在している幹細胞は、ストレスや障害に強い

耐性を持つことも示している。以前に報告されている組織幹細胞やガン幹細胞

は、放射線、低酸素、薬剤などによるアポトーシス誘導に対して強い抵抗性を

持っているとの知見と良く一致している。 

我々の研究室は、下垂体初代培養をトリプシン処理を行う事で、下垂体にお

いてもトリプシンストレス耐性細胞が存在していることを確認している（Yohida 

et al. 未発表）。これらの細胞が、どの様な性質を持っているのか、今後の解析

結果が期待される。 

 

1-4-8 下垂体における幹細胞ニッチ 

 

前述した下垂体発生期に形成されるラトケ嚢では、前葉と中葉の間には腔が

残り、ラトケ嚢遺残腔と呼ばれている。この構造は、生後にも残り続ける。そ

して、ラトケ嚢から遺残腔に沿って並ぶ単層の細胞層はMarginal Cell Layer 

(MCL)、またMCL以外を構成する主要部は実質層と呼ばれている（図7）。 

下垂体におけるホルモン産生細胞の分化は、様々な転写因子が発現すること

で制御されている。胎仔期には、SOX2陽性である未分化細胞からホルモン産生

細胞への分化が開始されるが、その時期の幹・前駆細胞の一部は、SOX2やその

他の因子を発現しながら生存し、出生後の下垂体の発達と組織再生などの細胞
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供給に機能すると考えられる。その幹・前駆細胞を維持するために機能してい

ると考えられる転写因子群の中でも、下垂体だけで特異的に発現する転写因子

として唯一同定されているのがPROP1であり、重要な役割を果たしていると考

えられる。また、出生前後では、下垂体の幹・前駆細胞では質的な変化があり、

そこではS100βや転写因子PRRXなどがSOX2陽性細胞で発現しており、成体下垂

体の幹・前駆細胞（Adult Stem/Progenitor Cell）を担っている事が示されている

(Yoshida et al. 2009; Yoshida et al. 2011)。一方、幹・前駆細胞の維持、そして細胞

分化や組織の成熟などの制御には、特定の幹細胞ニッチが大きく関わっている

ことが判明されている(Leatherman 2013)。幹細胞ニッチ(Niche)とは、幹・前駆細

胞が存在する微小環境であり、組織幹細胞の維持や分化の調節を担っている。

近年、様々の組織の解析から、幹細胞ニッチの構造は組織ごとに異なるが、一

般的には、幹・前駆細胞と支持細胞からなる。最初に、支持細胞が細胞間シグ

ナル伝達を介して幹細胞と接着することによってニッチを形成し、幹・前駆細

胞の未分化状態保持や増殖への制御に存在すると提唱されていた。しかし、最

近では、支持細胞の幹細胞との相互トランジション（形質転移）や機能細胞へ

の分化などの現象が確かめられるなど、異なるメカニズムも存在していること

が示唆されている(Johansson et al. 1999)。 

下垂体の発生過程で注目されるのは、MCLのほとんどの細胞が、胎仔期から

変わらずに非ホルモン産生細胞で構成されていることである(Yoshida et al. 2009; 

Yoshida et al. 2011)。この特殊な場所は、下垂体の幹・前駆細胞が維持されてい

るニッチとして考えられている。表2は、出生直前のMCLと実質層におけるSOX2、

PROP1とPRRXの陽性細胞の分布を示している(Yako et al. 2013)。こうした多様な

幹・前駆細胞を育む機構がどのようなものか、今後の解明が期待される。
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1-5 コクサッキーウイルス・アデノウイルス受容体CARについて 

 

1-5-1 CAR遺伝子の発見の経緯と応用への期待 

 

1975年、Lonberg-Holmらは、Adenovirus（アデノウイルス） type 2、5と

Coxsackievirus（コクサッキーウイルス）group Bは異なるウイルスファミリーに

も関わらず、共通のレセプターに結合することを報告した(Lonberg-Holm et al. 

1976)。一方、1985年、MapolesらはHeLa細胞（ヒト子宮頸がん細胞株）から、

コクサッキーウイルスB3と結合する約49.5kDaの受容体タンパク質を単離し、

Rp-aと命名した(Mapoles et al. 1985)。1988年、HsuらはRp-aタンパク質を抗原と

して作製したマウスモノクローナル抗体RmcBを用いた実験で、コクサッキーウ

イルスBに属する6種全ての感染を阻止できることを確認した(Hsu et al. 1988)。そ

の後、1997年になって、Bergelsonらは、RmcB抗体を用いた免疫アフィニティー

クロマトグラフィーによりHeLa細胞から受容体タンパク質を精製して、そのペ

プチド配列を決定し、コクサッキーウイルスB受容体タンパク質の一次構造を明

らかにした。さらに、その受容体タンパク質をコードする遺伝子を同定したと

ころ、ヒトゲノム中に同じ年に同定されていたアデノウイル2受容体(Mayr and 

Freimuth 1997)と一致した。こうした経緯から、この受容体は、コクサッキーウ

イルスとアデノウイルの共通受容体として、Coxsackievirus and Adenovirus 

Receptor（CAR、遺伝子名はCxadr）と命名され、その後、多くの研究者によっ

てその生物学的機能の解析が進められてきた(Bergelson et al. 1997; Bowles et al. 

1999)。 

20世紀末には、アデノウイルス（図8）に関する研究の発展と遺伝子治療法の

開発が相まって、遺伝子形質導入法としてのアデノウイルスの改良と応用開発
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が相次いで進められ、Adenoviral Mediated Gene Transfer (AMGT)技術が飛躍的な

発展をとげた（図9）(Kremer and Perricaudet 1995)。改良されたアデノウイルス

ベクターでは、遺伝子導入によって腫瘍化が起こらず、ヒトの多様な細胞種に

効率よく感染するなど様々な長所が確認されている (Hemmi et al. 1998; 

Hemminki et al. 2003; Kremer and Perricaudet 1995; Pearson et al. 1999; Seidman et al. 

2001)。特にiPS、ES細胞に高い導入効率が示される遺伝子導入法として汎用され

ている(Tashiro et al. 2010)。一方、このウイルスベクターが細胞に付着して細胞

内に進入するために必須の細胞表面レセプターについて、より詳細に解析する

重要性が増大している。ウイルスに対する感受性が低いCAR-negativeな細胞や、

CARの発現が低レベルの細胞にCARを強制発現すると、導入効率が大幅に改善

されることが相次いで報告されている (Li et al. 1999; Miller et al. 1998)。こうし

た知見は、アデノウイルスをベクターとする遺伝子治療において、CARの発現

の有無が治療の成否の決め手となることを示しており、CARの解析は重要な課

題となっている。 



29 

 

 

  



30 

 

1-5-2 生体におけるCARの発現 

 

コクサッキーウイルスとアデノウイルスは主にヒトを宿主とした一般的な感

染ウイルスであり、手足口病、心筋炎、髄膜炎あるいは脳炎等を引き起こす病

原体ウイルスである(Roelvink et al. 1998)。特に、幼児や小児は、易感染者として

感染が頻発する。成人では、感染率が非常に低く、重症にはなることはない。

この違いは、ウイルス感受性が異なると考えられる。一つの原因は、生体にお

けるコクサッキーウイルスとアデノウイルスに対するレセプターの発現レベル

に応じている。その中でも、CARの発現レベルが重要な要因である(Sun et al. 

2012)。マウスの組織におけるCARの局在解析が進められており、その発現時期

は胎仔期から新生仔にかけて強く、また、広範な組織での発現が確認されてい

る(Hotta et al. 2003)。そうしたCARの発現する各々の組織における機能が興味深

い。 

 

1-5-3 CAR遺伝子 

 

マウスCAR遺伝子Cxadrは、16番染色体の末端に存在する。転写開始点は、翻

訳開始点（ATG）上流141-1616領域に存在し、8個のエクソンから構成されてい

る。現在までに選択的スプライシングによりCAR分子をコードする2種類のアイ

ソフォームが存在することが報告されている(Chen et al. 2003)。マウスのアイソ

フォームCAR1とCAR2のmRNAは、それぞれ1.4-と6-kbの長さであり、いずれも

膜貫通ドメインを含み、エクソン1-6の膜外、膜貫通ドメイン配列は同じである

が、エクソン7からの膜内ドメインは異なる。mCAR1は3’側はエクソン7近位の

一部とエクソン8からなるが、mCAR2のそれは全エクソン7とその後の長い3’非
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翻訳領域からなり、エクソン8を含まない（図10）(Chen et al. 2003; Tomko et al. 

1997)。ヒトCAR遺伝子は、21 番染色体に存在し(Bowles et al. 1999)、8つのエク

ソンを持つことが報告され、エクソンとイントロの構造はマウスのものと類似

しているが、ヒトではスプライシングにより膜貫通領域を欠いた可溶型が生成

されることが確認されている（図10）(Bowles et al. 1999; Thoelen et al. 2001)。そ

の他、幾つかの偽遺伝子も報告されている(Bowles et al. 1999)。 
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1-5-4 CARタンパク質と結合様式 

 

タンパク質とmRNAの両方の解析から、ヒトCAR（hCAR2）は、全長365アミ

ノ酸で構成され、分子量が40kDa (Tomko et al. 1997) であることが判明した。分

子内には2箇所、Asn106とAsn201にN-結合型糖鎖があり、実際のSDS-ポリアク

リルアミドゲル電気泳動では46kDaを示す。CARには、選択的スプライシングに

よる2分子種があることが分かった。構造図（図11）に示すように、アミノ酸配

列には、N末端側から、短いリーダー配列（19残基）、膜外ドメイン（216残基)、

膜貫通ドメイン（23残基）および膜内ドメインカルボキシル領域（94あるいは

107残基）で構成されている。さらに、最近になって、選択スプライシングによ

り膜貫通領域を欠いた可溶型分子の生成が報告されている(Bergelson et al. 1997)。 

CARは、免疫グロブリンスーパーファミリーに属する分子で、N末端側の細胞膜

外には、2つのIg様構造である遠位のD1（V-like module）と近位のD2（C2-like 

module）を持っており、他分子との相互作用をする領域である(Coyne and 

Bergelson 2005)。また、マウスとヒトのいずれにも確認されたアイソフォームは、

細胞内C末端領域のみが異なるが、いずれもPDZ結合モチーフを持っている。

CAR1はITTV-COOH、CAR2はGSIV-COOHの配列を持ち、他のPDZモチーフを持

つタンパク質と相互作用することが認められた。 

CARのアミノ酸配列は、種間で保存性が高い。ヒト、マウス、ラット、イヌ、

ブタの間で約90%の相同性を示している(Bergelson et al. 1998; Fechner et al. 1999; 

Tomko et al. 1997)。特に、膜外ドメインに存在するD1とD2は、それぞれ91-94%

及び95%であり、膜内ドメインも約95%の高い種間の相同性がある(Fechner et al. 

1999)。しかし、細胞膜貫通ドメインの相同性は低く、ヒトとマウスにおいては

約77%である(Tomko et al. 1997)。 
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近年、新たな膜タンパク質Xenopus laevis cortical thymocyte protein（CTX）が

発見された 。CTXは、免疫グロブリンスーパーファミリーに属し、膜外にIg様

VとC2型環状構造を持ち、一回膜貫通領域と細胞質領域から構成されている

(Chretien et al. 1998; Chretien et al. 1996)。その後、類似する構造を持つIg様構造を

持つタンパク質が幾つか発見され、これらのタンパク質が新たなサブファミリ

ーに分類されてCTX-subfamilyと命名された(Du Pasquier et al. 1999)。これまでに、

CLMP(Raschperger et al. 2004)、ESAM (Hirata et al. 2001)、A33(Heath et al. 1997)、

BT-IgSF (Suzu et al. 2002)、hepaCAM (Chung Moh et al. 2005)、さらに、４つのJAMs

が、CTX-subfamilyに属することが報告されている(Bazzoni 2003; Johnstone et al. 

2000)。CARもタンパク質構造解析によって、CTX類似構造を持つことが判明し、

CTX-subfamilyメンバーとして分類されている（図12）(Barton et al. 2001)。 
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生体内では、CARは膜外ドメインを介して自己会合や他のタンパク質と相互

作用することで、複合体を形成することが確認されている(Patzke et al. 2010)。同

一の細胞におけるCAR同士の結合様式は、主に膜外ドメインの頭部D1同士が、

あるいは、尾部D2同士が向かい合って結合する形式により、U形のホモ二量体

を形成する。相隣接する細胞におけるCAR同士の結合では、主に2つのCAR分子

間でD1-D2の相互作用により、タイトジャンクションが形成される（図13）(Patzke 

et al. 2010)。一方、ヘテロフィリックな結合様式は、多様な機序と関連している。

CARと細胞外マトリックスとの結合では、CARの膜外ドメインD1-D2を介してマ

トリックス糖タンパク質TN-R、LN-1、agrinなどとヘテロフィリックな結合を作

っている。さらに、こうした結合は細胞接着や神経突起のガイダンスに関わる

ことが報告されている(Patzke et al. 2010)。特にフィブロネクチンフラグメントと

の結合が、神経突起伸展を促進する機構に重要な機能を担っているとの報告が

あり(Bewley et al. 1999)、細胞移動と言う点で興味深い。ウイルス付着に関与す

るCARのヘテロ分子結合形式が存在しており、主にD1が関与している。アデノ

ウイルス殻外結合部分で作製したファイバーノブにはCARのD1がヘテロダイマ

ーを形成する能力のあることが報告されている（図13） (Bewley et al. 1999; van 

Raaij et al. 2000)。 

また、CARの膜内ドメインはPDZ結合ドメインを含み、細胞内タンパク質と

の相互作用により細胞内シグナル伝達など重要な機能を担っているとの報告が

ある(Bruning et al. 2005; Okegawa et al. 2001)。CARはZO-1、 MUPP-1、JAMsなど

様々なタイトジャンクションタンパク質と複合体を形成し、細胞間接着に関与

している。この他にも、細胞移動、分裂、増殖なタンパク質との相互作用があ

るが、詳細は後述の「CARが関与する生理機能」で述べる。ウイルスの感染に

は、CARの膜内ドメインとの関係性は確認できていない(Leon et al. 1998; Wang 
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and Bergelson 1999)。  

細胞におけるCARの局在は、膜内ドメインが関与することが報告された

(Cohen et al. 2001; van't Hof and Crystal 2002)。CARのスプライシングにより生じ

るアイソフォームCAR1とCAR2ではC末端アミノ酸配列が異なり、別々のPDZ結

合ドメインを持つことが同定された。そのことにより、相互作用する細胞内タ

ンパク質に差異が生じて、それぞれが異なる生理機能に繋がっている可能性が

ある。その局在が詳しく調べられると、CAR1は細胞のアピカル側に局在し、

CAR2はバソラテラル側に局在することが明らかになった（図14）(Excoffon et al. 

2010)。この細胞内局在様式の違いは、MAGI-1bタンパク質が関係している

(Excoffon et al. 2010)。CAR1のPDZ結合ドメインITVVとCAR2のGSIVは共にバソ

ラテラル側に局在するMAGI-1bタンパク質と結合できるが、CAR1の結合は不安

定な分子構造を形成するために、分解されてしまいアピカル側のみに局在する

と考えられる。 
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1-5-5  CARが関与する生理機能 

 

1-5-5-1 CARと細胞内情報伝達系 

 

CARは、隣接した細胞との接着を介して情報のやり取りや、細胞質内C末端部

にあるPDZ結合ドメインを持つことにより、細胞内に存在するPDZ結合ドメイン

を持つシグナル伝達タンパク質と相互作用することで、様々な生理機能に関与

していることが考えられる。 

 

1-5-5-2 CARを介する細胞間接着 

 

CARの機能の研究は、最初に細胞間接着分子として同定されたことに始まる

(Cohen et al. 2001; Coyne and Bergelson 2005)。CHO細胞にCARを強制発現して

CAR陰性の細胞と共培養すると、CARを発現する細胞同士が接着してホモフィ

リックな細胞集団を形成していることが確認された(Cohen et al. 2001)。また、

CAR特異的な抗体を添加すると、CAR発現細胞のホモフィリックな結合が妨害

された(Cohen et al. 2001; Honda et al. 2000)。そうした相互分子が相次いで同定さ

れ 、 そ れ ら に は 、 zonula occludens-1 (ZO-1) (Raschperger et al. 2006), 

membrane-associated guanylate kinase 1b (MAGI-1b), protein interacting with protein 

C kinase (PICK1), postsynaptic density 95 (PSD-95) (Excoffon et al. 2004), と

multi-PDZ domain protein-1 (MUPP1) (Coyne et al. 2004) などがある。それらの分

子は、細胞極性の維持とともに、タイトジャンクションやギャップジャンクシ

ョンなどの細胞間接着装置の形成などに関わっていることから、CARは細胞間

接着に重要な役割を担っていると考えられる。 
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タイトジャンクションは細胞膜の障壁構造として、不必要な高分子やイオン

を通過させない機能を担っている。培養細胞を用いて調べてみると、CARの強

制発現により上皮細胞の密着性が強くなり、蛍光分子FITCで標識したデキスト

ランの様な高分子や低分子イオンの透過に対する抵抗性が有意に高くなる事が

確認された(Cohen et al. 2001)。その際に、CARがタイトジャンクションを形成す

ることで、コクサッキーウイルスとアデノウイルスへの感染抵抗性も強くなっ

ていたことは、興味深い(Cohen et al. 2001)。一方、培養液にEDTAを加えると、

細胞間CARのタイトジャンクション形成を解除できることから、CARが介する

同士間結合の維持には重金属が重要な事も明らかにされている。さらに、CAR

のタイトジャンクション形成を解除すると、膜外ドメインが暴露されることに

なり、CARを介する細胞へのウイルス感染率が高くなることから、ウイルスの

感染には、遊離状態のCAR膜外ドメインが必要であると考えられている。逆に

言うと、CARの同士間結合によるタイトジャンクションの形成は、ウイルスの

細胞表面への吸着を妨害できることになる(Cohen et al. 2001)。 

 

1-5-5-3 細胞移動 

 

タイトジャンクションを構成するタンパク質の一つであるJAML（Junctional 

Adhesion Molecule-Like）は、CARの膜外ドメインと結合する分子として同定さ

れた(Zen et al. 2005)。GSTタグを融合させた組換え体JAMLを担体に固定し、CTX

ファミリーに属するnectin2, A33, JAM-A, JAM-C, CARなどとの結合を調べたと

ころ、JAMLはCARとの間で最も高い結合力を示した。そのCAR/JAML複合体は、

CARのD1ドメインとJAMLのD2ドメインにより形成されていることも確認され

た。JAMLは、新規CTXファミリーに属するタンパク質の一つであり、近年、主
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に血球系細胞で発現していることが報告されている(Moog-Lutz et al. 2003; Weber 

et al. 2007)。さらに、JAMLは同種結合（homophilic binding）以外に、多数の類

似構造を持つタンパク質とヘテロな結合（heterophilic binding）を形成し、感染

や外傷の刺激により引き起こされる白血球の炎症性遊走に機能していることが

分かっている(Martin-Padura et al. 1998; Zen et al. 2005)。そのため、CARは白血球

遊走に関与している可能性が示唆され、培養細胞を用いて、CAR/JAMLの機能

解析が行われている。組換え体CARをコーティングした培養ディッシュを使っ

て、CAR
-
/JAML

+の多形核白血球（PMN）を播種すると、PMNがディッシュに接

着する事が確認された。一方、組換え体JAMLをコーティングした培養ディッシ

ュに CAR
+
/JAML

-の腸管上皮細胞株であるT84細胞を播種すると、こちらもディ

ッシュに接着することが示された。T84細胞層に多形核白血球が経上皮遊走する

ことが確認された。さらに、JAMLやCARの抗体を添加すると、多形核白血球の

通過率が大幅に抑制されることからも、CARとJAMLの結合は、タイトジャンク

ションが存在する上皮細胞間に白血球を通過移動させるために重要である(Guo 

et al. 2009; Verdino and Wilson 2011; Zen et al. 2005)。これ以外にも、CARとJAML

の結合は細胞増殖の制御やサイトカイン産生の促進などに関わることも報告さ

れている(Witherden et al. 2010)。 

 

1-5-5-4 不均等分裂 

 

幹細胞は、不均等な細胞分裂を通じて自己を複製すると共に、分化が進行す

る前駆細胞からさらに分化を進めて娘細胞を生成する。この分化への方向に導

く決定因子であり、Notchシグナル経路の膜構成要素でもある細胞運命決定因子

として知られているNumbに結合する因子として、転写因子Ligand-of-Numb 
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protein-X (LNX)が同定されている(Dho et al. 1998; Rice et al. 2001)。この因子はユ

ビキチン化能を持っており、Numbをユビキチン化する事でタンパク質分解系を

誘導する制御を介して、Notchシグナル伝達経路の調節に関与することが考えら

れる。最近、CARは、LNX分子内の細胞質内に位置する第二のPDZ結合ドメイ

ンと相互作用していることが確認された(Mirza et al. 2005; Sollerbrant et al. 2003)

が、その機能はまだ十分に判っていない。CARがLNXと複合体を形成して幹細

胞の不均等分裂やNotchシグナル経路の制御に関与している可能性が推測され

ている。 

 

1-5-5-5 細胞分裂と増殖 

 

複数の研究から、腫瘍においては、CARの発現が正常組織と比べて低下もし

くは消失していることが示されている(Anders et al. 2009; Li et al. 1999)。がんの発

生、増殖、転移など各過程において、CARは何らかの役割を果たしている可能

性が推測されることから、CARの機能解析は、がんの発生機序やがん治療に新

たな展開をもたらす事が期待される。 

腫瘍の悪性度とCARの発現レベルが関連しているようで、浸潤性がんにおい

ては、表在性がんと比べてCARの発現が顕著に低いとの報告がある(Asaoka et al. 

2000; Hemmi et al. 1998; Miller et al. 1998)。がん細胞株を用いた解析により、CAR

タンパク質はがん細胞間でも接着の役を担っていることが判った(Bruning and 

Runnebaum 2003)。また、CARの発現量に応じて細胞集合が促進される一方で、

がん細胞増殖の抑制が観察されている(Huang et al. 2005; Okegawa et al. 2001)。前

立腺がんや膀胱がんなどから樹立されたがん細胞株を用いた実験からは、CAR

の発現が増加することにより、細胞増殖の抑制が確認された(Okegawa et al. 2000; 
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Okegawa et al. 2001)。この時、CARの細胞膜外ドメインに対する抗体RmcBを作

用させると、細胞増殖の抑制効果を有意に打消すことができた。しかし、抑制

効果を完全に阻止することができなかったことから、CARの細胞成長・増殖の

抑制機能には、膜外と膜内ドメインのいずれもが必要であることが考えられる。

以上のことから、CARは、膜受容体として細胞間のシグナル伝達を通じて細胞

の成長や増殖を負に制御していることが考えられる。また、この過程で、CAR

がP21(サイクリン依存性キナーゼ阻害因子)の関与する細胞サイクルの制御に関

与していることを示唆する結果が得られている(Hall et al. 2000)。CARを過剰に発

現させると、P21のタンパク質レベルの増加が見られるとともに、細胞分裂抑制

因子であるがん抑制因子RB（Retinoblastoma）の安定型（リン酸化型）タンパク

質の量が増加して、細胞増殖の抑制の作用が亢進された(Okegawa et al. 2001)。 

 

1-5-6 CAR遺伝子発現の制御に関わる細胞内シグナル経路 

 

1-5-6-1 NF-κB経路とJAK-STAT経路 

 

腫瘍壊死因子であるTNF-αとインターフェロンIFN-γは、動物体内で病原体な

ど感染防御や免疫系及び炎症の調節に関与するサイトカインである。Vincentら

は、内皮細胞、気管支上皮系譜の細胞株などをTNF-αとIFN-γの存在下で培養す

ると、CARのmRNAとタンパク質共に著しく減尐することを報告している

(Vincent et al. 2004)。多くのサイトカインは細胞内シグナル伝達に関与している

ことが知られているが、TNF-αはNF-κB（nuclear factor-kappa B）第一経路の活性

化因子であり、抗アポトーシス遺伝子の発現を抑制して細胞死を誘導する。一

方、IFN-γはヤヌス・キナーゼ（JAK, Janus kinase）活性化因子であり、JAKキナ
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ーゼ－シグナル伝達性転写因子（JAK-STAT）経路を調節している。STATは、Signal 

Transducers and Activator of Transcriptionの略で、細胞増殖、分化および生存など

の過程を制御するタンパク質である。このことから、CARの発現は、JAK-STAT

経路を介する細胞内シグナル伝達系を介して調節される可能性が示唆される。 

 

1-5-6-2 TGF-βシグナル経路 

 

上皮－間葉転移（Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT）は、上皮細胞から間

葉系様細胞に質的な変化する現象であり、様々な組織形成およびその過程にお

ける細胞侵入に関与している。多くの研究により、Transforming Growth Factor-β

（TGF-β）はEMTの誘導因子であることが証明されている。TGF-βは、Snail、SIP1、

Twist、E2A(E47/E12)などの転写因子を介して上皮接着分子の転写を抑制するこ

とにより細胞の遊走を誘導する。また、様々な細胞種に対して細胞増殖、分化

などに機能している。特に、上皮系細胞には、強い増殖抑制作用を示している。 

従って、TGF-βが介するEMTの過程において、上皮細胞におけるタイトジャン

クションの機能を担っているCARとE-cadherinがどうなるかを調べた実験があ

る。TGF-βによりEMTを誘導すると、CARとE-cadherinの発現は両方とも抑制さ

れ、TGF-β下流の転写因子であるSnailは、CARとE-cadherinのプロモーターに直

接結合することが示された(Batlle et al. 2000; Lacher et al. 2006)。また、Snailが強

力にCARとE-cadherinの転写を抑制することで、EMTを誘導していることが確認

されている。このSnailの発現は、ERKやNF-kBの下流で調節されていることがす

でに知られている。 

また、EMT制御因子であるZEB1がCARの発現を抑制することが報告されてい

る。ヒト膵臓細胞株PANC-1とヒト乳腺細胞株MDA-MB-231を用いて、ZEB1の発
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現をノックダウンさせると、フィブロネクチンの発現が低下すると共に、CAR

とE-cadherinの発現が大幅に増加することが確認された。プロモーター解析によ

り、ZEB1はCAR遺伝子上流のE2 boxに結合して、直接に制御していることが分

かった。さらに、ZEB1発現を抑制することにより、TGF-βにより誘導されたCAR

の発現低下が回復することも確かめられた。ところが、TGF-βはZEB1のタンパ

ク質の量的レベルに影響しないため、CARの発現制御にはTGFとZEB1は協同的

に働いていると予想されている(Lacher et al. 2011)。 

 これらのことから、CARは、上皮細胞において接着分子としてタイトジャン

クションを形成しており、EMTの過程においてCARの発現が制御されて減尐し

ていることが明らかになった。しかし、CARの減尐と細胞運動性の獲得に関与

する直接的な証拠はまだ得られていない。さらに、この過程に伴い、細胞増殖

や分化に関与している可能性も考えられ、今後の研究が期待される。 

 

1-5-6-3 増殖・分化・アポトーシスのシグナル経路（Raf /RAF/MEK/ERK経路） 

 

Raf /RAF/MEK/ERKは、細胞の増殖・分化・アポトーシスにおいて中心的な役

割を担っているシグナル伝達系である。この経路の活性化は、多くの転写因子

の発現を介して、細胞増殖、分化の促進やアポトーシスの抑制などを引き起こ

す。さらに、過剰活性化などの異常により、細胞の癌化と関連することがよく

知られており、その過程で、接着分子の発現に負制御も行っていることが示唆

されている。こうした中で、CARの発現が、Raf/RAF/MEK/ERK経路によって制

御されているとの報告がある(Anders et al. 2003)。MAPキナーゼキナーゼ(MEK)

のインヒビターU0126とPD184352を結腸直腸癌細胞株SW480に添加すると、こ

の細胞におけるCARの発現は有意に増加した。これに対して、マメ科ネムノキ
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亜科の若葉や芽に含有されている毒性アミノ酸ミモシンを48h処理させて細胞

サイクルをG1に停止させて細胞分裂を止めると、CARの発現の変化がなくなっ

た。一方、Rafの抑制因子であるPI3Kを増加させると、同細胞でのCARの促進効

果が見られた。さらに、逆にRaf-1を活性化すると、CARの発現が減尐すること

が確認された。 

以上のことから、CARの発現がRaf /RAF/MEK/ERK経路の活性化によって負の

制御を受けており、細胞接着、増殖、分化などの過程に関与していることが示

唆される。しかし、このシグナル経路においてCARの発現を直接制御する因子

や分子機序は依然として不明であり、今後の研究が期待される。 

 

1-5-6-4 転写制御因子SP1 

 

最近、 Chung らは、 EMSA (Electrophoresis Mobility Shift Assay) と ChIP

（Chromatin ImmunoPrecipitation）assayの実験により、転写因子SP1がCARのプロ

モーターの制御を担っていることを証明した(Chung et al. 2011)。SP1はDNA結合

タンパク質であり、GC-rich DNAエレメント(GC box)に特異的に結合し、様々な

遺伝子の転写を制御していることがよく報告されている。ヒトCARのプロモー

ター上流に、SP1 binding motif (−503/−498)の存在が確認されている。ヒストン脱

アセチル化酵素阻害剤トリコスタチンA(TSA)によるクロマチン構造の開放状態

下で、SP1を結合させることにより、CAR遺伝子の転写活性化が示された。CAR

陰性細胞株においても、SP1を強制発現させることで、CARの発現がSP1量依存

的に増加していた。 

SP1の機能には未解明の点が多いが、多くのがん細胞で発現しており、細胞の

がん化に関与することが示され、腫瘍マーカーのひとつとしても考えられてい
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る。最近、がん細胞が劣悪な環境に適応するメカニズムの一つとして、SP1によ

る低酸素応答が報告されている(Koizume et al. 2012)。このことは、近年報告が増

加しているCARのがん細胞における発現とその機能を見ると、CARとSP1の関連

性はがん細胞の解明の新しい系口になることが期待される。 

 

1-6 これまでのCARの研究に基づく本研究の課題 

 

これまでの研究で、CARは細胞膜受容体として細胞間の相互作用に応じて働

く様々なシグナル伝達系を介して、器官形成や細胞成長、増殖など重要な生理

機能に関与しているとこが明らかになってきた。特に、CARの存在が幹細胞ニ

ッチと深く関わっているとの報告は大変興味深く、その機能について分子レベ

ルでの解明は、幹細胞のみならず、組織形成や移植組織の再生を始めとする再

生医療などの重要な課題に答えることになる。 

以上の背景を元に、本研究はラット発生過程におけるCARと幹細胞の関連性

に着目し、特に、下垂体における未分化細胞の制御メカニズムについて解析を

進めたものである。 
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第2章 生体組織におけるCARの発現 

 

2-1 緖言 

 

CARタンパク質は、多様な生物種で確認されている。哺乳類、鳥類、爬虫類、

両生類、条鰭亜綱等の種を含めて高い保存性を持ち、特に、哺乳類であるヒト、

チンパンジー、ウシ、イヌ、マウスとラットの種間では、90％以上の相同性が

保持されている。こうした、進化上の高い保存性はCARが重要な役割を担って

いる事を示すもので、これまで、それぞれの種での生理的機能が報告されてい

る(Coyne and Bergelson 2005)。 

マウスでは初期胚が形成される時期（E6.5）に外胚葉でのCARの発現が確認さ

れており（図15）、以下に述べる様に、胚発生の進行に伴って、神経系を中心に

生体内の数多くの組織にCARの存在が確認されるようになる。こうしたことか

らも、多数の器官形成と関与するなどの重要な役を担っていることが予想され

ている。 
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2-1-1 神経系の発生における関与 

 

胎仔期におけるCARの発現は、時空間的な変化を示している。CARは、最初

に、外胚葉を起源とする神経管に強く発現する（図15）。この神経管は、前脳、

脳幹と脊髄へと分化し、さらに、前脳から大脳と間脳、脳幹から中脳と菱脳が

分化する。この発生過程において、CARは、未成熟の神経上皮細胞で高発現し

ていることが確認された(Hotta et al. 2003)。 Hondaらは、これらの機能解析を行

い、未成熟の神経細胞におけるCARの発現は細胞間の相互作用、移動、さらに、

神経線維束の形成などに関与することを示唆する結果を報告している(Honda et 

al. 2000)。その報告では、出生後一週間からCARの発現は著しく減尐するが、海

馬歯状回の顆粒細胞下層（subgranular layer: SGL）、側脳室下帯（subventricular 

zone: SVZ）、および、吻側移動経路（rostral migratory stream：RMS）においては、

CARは、恒常的に発現が持続されていた（図16）。近年、これらのCARの発現部

位は、生後の神経幹・前駆細胞の存在場所（神経幹細胞ニッチ）と同定されて

いる(Eriksson et al. 1998; Gage 2000; Laywell et al. 2000; Lois and Alvarez-Buylla 

1993; McKay 1997; Pagano et al. 2000; Rao 1999; Reynolds and Weiss 1992)。従って、

CARは、神経系の新生機構の維持を行う細胞において重要な役割を果たしてい

ると考えられる。 

側脳室下帯SVZは成体の脳内で最大の幹・前駆細胞のニッチである。その部位

では、上衣細胞はCAR陽性で単層を形成しており、神経幹細胞であるアストロ

サイト細胞とリボン状に側脳室の壁に沿って存在している（図17）。その幹細胞

は前駆細胞へと分化し、吻側移動経路RMSを通って移動し、分化しながら最終

的に嗅球へと定着する。当初、CARを発現している上衣細胞は、幹細胞アスト

ロサイトを支持するニッチ細胞と考えられていたが、最近の研究では、上衣細
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胞とアストロサイトは互いにその性質を転換させて、相互に細胞量を補い合っ

ていることが示されている(Nomura et al. 2010)。Nomura らは、CAR陽性の上衣

細胞がゆっくりとした細胞サイクルで自己増殖しながら、アストロサイトに変

換して、成熟神経細胞へと分化することを、in vivoの細胞系譜の追跡実験と培養

実験の両面から実証している(Nomura et al. 2010)（図17）。ところで、脳傷害によ

る神経の新生を行うと、内因性の神経幹細胞の増殖が誘導される。また、脳虚

血性脳障害や頭部外傷後の脳を調べると、海馬歯状回SGLや側脳室下帯SVZの神

経幹・前駆細胞が増殖して、それらの細胞が受傷領域や梗塞部に移動して神経

細胞に分化することが報告されている(Nakatomi et al. 2002; Yamashita et al. 2006)。

そうした際に、上衣細胞からアストロサイトへのトランジション（形質転換）

が観察されている(Johansson et al. 1999)。 
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2-1-2 心臓の器官形成 

 

胎仔期のCARが高発現する臓器として、神経系以外では、心臓が注目されて

いる。胎仔期の心臓におけるCARの高い発現は、出生後初期まで維持され、そ

の後急激に減尐し、成熟するとさらに低下していた(Tomko et al. 2000)。ところが、

成熟した正常心臓と比べて、免疫性心筋炎(Ito et al. 2000)、拡張型心筋症(Noutsias 

et al. 2001)、心筋梗塞(Fechner et al. 2003)など、いずれも心疾患の多くを占める病

例でCARが高発現していることが相次いで報告された。こうしたことから、心

臓の組織あるいは心筋細胞の形成と修復に関するCARの役割の解明に注目が集

まっている(Raschperger et al. 2006)。 

生体におけるCARの機能を解析するために、CAR欠損マウス（CAR
-/-）が作製

されたが、その胎仔はE9.5-E13.5の時期で致死を示した(Dorner et al. 2005)。それ

は心臓形成不全が主な原因であると考えられ、透過型電子顕微鏡で心筋の超微

細構造を解析すると、心筋における筋原線維の密度（線維数とその直径を含む）

が顕著に減尐しており、さらに、繊維の配向性も無秩序になっていた。また、

心筋細胞内のミトコンドリアは拡大しており、グリコーゲンの蓄積が確認され

た。E11.5のCAR
-/-の心臓を正常型のそれと比べると、細胞分裂とアポトーシス

には差が見られなかったが、正常型より発育が遅く、一つの房室管しか形成さ

れていなかった。この心臓形成不全では、さらに、共通房室弁口にある主要な

大血管の拡張に伴う心膜の水腫などの症状が見られた(Dorner et al. 2005)。その

他にも、血液循環機能の不全があり、不十分な血液流量によってさらに各組織

の形成に影響を与え、致死損害の原因になると推察される(Berdougo et al. 2003; 

Hogers et al. 1999; Huang et al. 2003)。 

LisewskiらはCre–loxシステムを使って、心臓特異的プロモーターの制御下で、
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CARの発現を時間特異的にノックダウンさせて、成熟個体におけるCARの機能

を解析している(Lisewski et al. 2008)。その結果、タモキシフェンによるCre発現

の誘導により、心臓でのCAR発現をノックダウンすると、10日後のCARタンパ

ク質の減尐が確認される時期と一致するように、不整脈などが発症し始めた。

心電図ではQRS群とQT間隔の異常は見られないが、心房から心室への房室伝導

が阻害され、PR間隔延長を呈していた（図18）。このことは、成体期にCARを欠

損した心臓では大きな構造的な異常が観察されず、心筋細胞は正常な脱分極と

再分極を起こすことができるが、房室ブロック（Atrio Ventricular Block）という

心房と心室との間で起こる調律異常が存在することを示している。さらに、房

室結節細胞における刺激伝導系に関与する分子と相互作用する分子を調べたと

ころ、アダプタータンパク質であるconnexin 43とconnexin 45の発現が大きく減尐

していた(Lisewski et al. 2008)。どちらも、細胞接着や細胞内情報伝達の機能を担

っていることから、CARは細胞間接着や情報伝達に関与していると考えられる。 
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2-1-3 精子形成 

 

CARの発現は精巣にも観察され、精上皮の細胞間接着分子として示されてい

る(Cheng and Mruk 2009)。精子の発生は、精細管の内側にある精原細胞が減数分

裂を経て、成熟した精子となり、管を通って精巣上体へと運ばれる。他の上皮

組織と異なり、精上皮では、セルトリ細胞間に形成されるタイトジャンクショ

ンにより血液精巣関門（Blood-Testis Barrier; BTB）が存在しる。精原細胞を基底

側から管腔側へと移動させるため、その関門を通過する必要があり、周期的な

精巣関門の再構築が重要である(図19)。この特徴のある組織で、CARはどの役割

を担っているかが注目されている(Mirza et al. 2007)。 

CARの発現は、マウスE18.5の発達中の精細管内のセルトリ細胞と生殖細胞の

両方に強い発現が確認される。この発現状態は生後初期まで維持されているが、

生後一週間から、生殖幹細胞である始原生殖細胞は、発達中の精細管の中心位

置から基底膜に遊走して精原細胞となる。生後12日には精原細胞の遊走が終わ

るとともに、CARの発現が弱くなることが観察された。その後、基底膜とセル

トリ細胞との間に血液精巣関門が形成され、精原細胞が管腔側と仕切られ、免

疫学的には生殖細胞を非自己として存在させることになる(Chihara et al. 2010)。

タイトジャンクションのマーカーであるoccludinとの共存関係を調べると、精細

管のCARは、occludinとほぼ類似の分布をしていることが観察された(Raschperger 

et al. 2006)。このことから、CARは、接着分子の一つとして、精子形成時の血液

精巣関門の構成に関与することが予想された。生殖細胞の管腔側への移動に多

くの細胞表面分子が関与することが知られているが、それら分子が生殖細胞の

遊走障害による不妊を引き起こす原因の一つとなることは、CARの役割を考え

る上で注目に値する。 
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精巣の分化と成熟に伴って、CARの発現様式は徐々に変化する。成熟すると、

全体の発現量は大幅に減尐し、発現部位がさらに限局化した組織像が見られた。

また、発現している細胞を調べるとセルトリ細胞での発現が消失し、生殖細胞

のみに局在するようになり、精子形成のステージ依存的であった。CARの発現

は、ステージⅦ、Ⅷ（前細糸期）で最も強く、ステージⅤからⅨ（細糸期）で

弱い発現が確認されるが、ステージⅠやⅪではCARの発現が観察されなかった。

精母細胞は、精細管ステージVIII～IX（プレレプトテン期およびレプトテン期）

において血液精巣関門を通過して基底区画から内腔へと移動する。このことか

ら、CARは精上皮における主要なタイトジャンクション構成成分ではなく、生

殖細胞が血液精巣関門を通り抜けて遊走することに関与すると考えられた。と

ころで、以前に同定されている生殖細胞の遊走に関与する分子であるclaudin-3

のステージ依存的な発現も、CARと良く似た発現パターンを示しており(Meng et 

al. 2005)、両者の間にどのような関連があるか興味深い。その他、精巣における

CARは、Notchシグナル系の制御に関係するLNX、および、LNX2と相互作用す

ることや、精細胞のアクロソームで発現している分子で分化に必要である

JAM-Cと複合体を形成することが報告されており(Mirza et al. 2006)、CARの発現

は精細胞の遊走や精子形成などの過程にも不可欠な役割を担っている可能性が

示唆されている。 
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2-1-4 本章の研究目的 

 

以上の様な各組織におけるCARの発現と局在の結果を考慮すると、CARの生

体形成・維持に関わる機構は、その解明の端緒についたところであり、多くが

未知であるが、生命現象の探索にとって重要であることが示唆されている。さ

らに、各組織の発生初期過程にCARが高発現していることから、幹細胞におけ

る役割を担っている可能性が考えられる。そこで、本章では、幹細胞マーカー

との関連性について分析を行い、各組織に存在している幹細胞維持メカニズム

の解明への手掛かりになることを期待した。 
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2-2 材料及び実験方法 

 

2-2-1 実験動物 

 

動物実験は、明治大学動物実験委員会による承認を受けて実施された。胎齢

は、雌ラットのスメア像に精子を確認した午前中を胎仔期（E）0.5日齢とした。

胎齢E12.5のWistar-Imamichi妊娠ラットをジエチルエーテルにより麻酔し安楽死

した。その後、子宮から胎仔を取り出し、パラホルムアルデヒド固定を行った。 

 

2-2-2 パラホルムアルデヒド固定法 

 

採取した胎仔を、20 mM HEPESを含む4%（w/v）パラホルムアルデヒド固定

液(pH7.5) に4℃一晩、浸漬固定した。固定後、HEPES buffer (20 mM HEPES, 100 

mM NaCl, pH7.5)を含む30%（w/v）トレハロース溶液（pH7.5）に移し、組織が

溶液中に沈むまで置換を行った。置換後の組織をO.C.T-compound (Sakura Finetek 

Japan, Tokyo, Japan)に包埋し、液体窒素で冷却したアセトンで凍結し、使用時ま

で-80℃で保存した。クリオスタット（Leica Microsystems, Wetzlar, Germany）を

用いて10μm 厚の凍結切片を作製した。切片乾燥後、免疫染色を行った。 

 

2-2-3 免疫染色  

 

染色前に、組織切片を、ImmunoSaver (Nissin EM, Tokyo, Japan)を用いて115℃

で5分抗原修復処理を行った。HEPES bufferで3回洗浄後、切片周辺をImmunoedge 

penでマークし、10% FBS、0.4% TritonX-100 （Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 
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Osaka, Japan）を含むHEPES bufferで室温1時間ブロッキングを行った。1次抗体

（表3）を室温で一晩反応させ、HEPES bufferでの洗浄後、2次抗体（表4）は室

温で2時間の反応を行った。染色後、遮光下でHEPES bufferで洗浄後、

4’,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI, Vector laboratories, Burlingame, CA, USA)を

HEPES bufferで5倍希釈した溶液で封入し、細胞の核を染色した。 

 

2-2-4 観察 

 

染色後の切片は、共焦点レーザー蛍光顕微鏡（Olympus Co., Tokyo, Japan）で

観察を行った。各蛍光タンパク質の観察には、DAPI（励起波長320-400nm、吸

収波長410-510 nm）、 FITC / GFP（励起波長442-497 nm、吸収波長485-545 nm）、

Cy3（励起波長521-568 nm、吸収波長553-618 nm）、そして、Cy5（励起波長560-680 

nm、吸収波長625-775 nm）に適した各フィルターを使用した。  
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表 3：使用した一次抗体 

 

 

 

表 4：使用した二次抗体 

 

   

Species Isotype 

Working 

dilution 

Vendor (Area) 

      
      

 

CAR Rabbit IgG 1:500 Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Tex., USA) 

 

SOX2 Goat IgG 1:400 Neuromics (Edina, Minn., USA) 

 

E-cadherin Mouse IgG 1:200 
BD Biosciences (San Jose, Calif., USA) 

   

Species Isotype Label 

Working 

dilution 

Vendor (Area) 

  

Anti-rabbit IgG Donkey IgG Cy3 1:500 

Jackson ImmunoResearch  

(West Grove, Pa., USA) 

 

Anti-goat IgG Donkey IgG FITC 1:500 
Jackson ImmunoResearch 

  
Anti-mouse IgG Donkey IgG Cy5 1:400 

Jackson ImmunoResearch 
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2-3 結果 

 

2-3-1 胎仔期 E12.5 の whole body を用いた CAR の局在分析 

 

CAR は、背景でも述べたように多種の組織で発現している。本研究では、CAR

と幹・前駆細胞との関係の観点から、ラット胎仔期 E12.5 の whole body 凍結切

片に対して、CAR に加えて幹・前駆細胞マーカーである SOX2 と上皮幹細胞マ

ーカーである E-cadherin の抗体を用いて 3 重免疫組織化学を行った（図 20）。本

章では、次章で詳述する下垂体の結果以外の他の組織の結果について述べる。

Whole body の染色像の概要は、以下の様であった。以前から報告された CAR が

強発現している神経系では、確かに抗体陽性反応が確認された。また、最初に

CAR の発現が確認された組織である心臓においても、CAR の陽性反応が確認さ

れた。以上の結果は、用いた CAR 抗体の有効性を示している。さらに、全体的

な局在を観察すると、CAR は、主に中枢神経系である脳と脊髄の発現以外に、

心臓、腸、腎臓などでも強く発現していた。これらと、同時に行った SOX2 お

よび E-cadherin の染色とを合わせた観察結果を、由来する胚葉順に述べる。 
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2-3-2 外胚葉由来組織における CAR の発現 

 

脳と脊髄を含む中枢神経系、末梢神経系、感覚器などは外胚葉から発生する

組織である。ラット胎仔期 E12.5 においては、神経管の分化が進み、前脳、中脳、

菱脳、脊髄が形成されていく。この時期に、幹・前駆細胞マーカーSOX2 の免疫

組織化学を見ると、SOX2 陽性細胞は各脳胞に広く存在し、ほとんどの細胞は未

成熟な状態の神経細胞であることが示唆された（図 21）。しかし、各脳室帯にお

ける脳腔に面した内側から多くの細胞が強い SOX2 陽性反応を示していたが、

脳室帯外側の辺縁領域の尐数細胞は、SOX2 陰性であった。図 21 に見るように、

終脳、中脳、第四脳室などの脳腔から離れた外側には、SOX2 陰性の細胞が観察

された。一方、上皮幹細胞マーカーE-cadherin の染色結果を見ると、初期の神経

系でほぼ発現が見られず、終脳の脳室帯内側の一部の細胞にのみ陽性反応が確

認された。こうした染色像を CAR の免疫組織化学像と重ねて確認したところ、

ほぼ全ての脳室帯で CAR の陽性反応が存在しており、SOX2 のそれとよく重な

ることが確認された。しかし、前述の脳室帯外側の辺縁領域においては、CAR

の発現が脳室帯中央部より強い陽性反応を示していた。これら細胞は、SOX2 陰

性であった。 

ラットの内耳の発生は、菱脳両側が陥入して耳胞が形成されることから始ま

る。E12.5 の時期になると、内耳の原基である耳胞が形成され、菱脳に近い耳胞

の背側は将来の半規管および内リンパ管になる卵形嚢を形成し、腹側はラセン

器を含む蝸牛管となる球形嚢を形成する。この時期の SOX2 と E-cadherin の免疫

組織染色を観察すると、多くの細胞は SOX2 と E-cadherin に両陽性であったが、

それらの中でもシグナルの強弱が見られたが、強弱の一致は認められなかった

（図 22）。SOX2 は、球形嚢の両側に将来感覚領域になる場所に強く発現し、卵
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形嚢では弱い陽性反応を示していた。一方、E-cadherin 陽性反応は、SOX2 のそ

れと異なる局在が示され、特に卵形嚢で強く発現しており、球形嚢でも卵形嚢

付近の場所と最内側の細胞層に強く発現しているものの、腹側にはわずかな陽

性反応を示す細胞が存在するのみであった。さらに、CAR の染色結果を合わせ

て見ると、CAR は球形嚢のほぼ全ての細胞で発現しているものの、卵形嚢では

わずかな細胞にしか発現してなかった。球形嚢の細部では、CAR は内側の細胞

層に強く発現し、特に腔内に面したアピカル側でその発現が強かった。この CAR

の陽性反応の特徴は、E-cadherin のそれと類似していた。一方、球形嚢における

CAR と SOX2 の局在はよく重複していたが、SOX2 発現量との関連で見ると、

両者が一定の量比を保って存在しているようではなかった。 
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2-2-3 中胚葉由来組織における CAR の発現  

 

 中胚葉からは、主に骨、結合組織、筋肉、血液などの支持組織と生殖器が発

生する。中胚葉由来の心臓は、最初に完成する臓器であり、胎仔発生中期に血

液を循環させるために重要である。胎仔期 E12.5 においては、初期段階である原

始心臓が完成されるが、そこでは将来心臓の上皮、筋肉や血管を形成する始原

細胞が集められる。その時期の SOX2、E-cadherin と CAR の三重染色の観察で

は、原始心臓における SOX2 の発現は殆ど確認出来なかったが、一方で、

E-cadherin と CAR は同じ様な局在を示しており、心房と心室の何れにおいても

内外心膜とその中に挟んでいる心筋細胞層に強い陽性を示していた（図 23）。 

腎臓は中胚葉の腎節から発生する。E12.5 では、腎臓原基である造腎索におい

て、暫定的腎臓（中腎）が出現する。その後、中腎は雄性生殖腺へ分化する一

部を除き、ほかは徐々に退行する。中腎管は数十の単層細胞が並んでいるネフ

ロンからなり、造腎索の内部に折れ曲がっている。SOX2 と E-cadherin の染色像

を見ると、SOX2 の陽性反応が見あたらなかったが、E-cadherin の発現は多数の

ネフロンに存在し、単層に並んでいるネフロン細胞を囲むように細胞膜全体に

強く陽性反応が観察された（図 24）。さらに、E-cadherin の発現様式を観察する

と、中腎前端のネフロンではほぼすべての細胞が E-cadherin に陽性であったが、

中端から後端に向けて陽性細胞が減尐している傾向が見られ、後端になると

E-cadherin 陽性細胞が認められなかった。さらに、CAR の発現を見てみると、

ほぼすべてのネフロンの細胞は、ルーメンに面するアピカル側に CAR を発現し

ていた（図 24）。しかし、CAR と E-cadherin の陽性細胞の局在を比較すると、

互いの共存はよく見られたが、発現パターンは異なっており、中腎の中後端で

は CAR の陽性反応が強かった。 
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2-3-4 内胚葉由来組織における CAR の発現  

 

 内胚葉からは、主に消化器と呼吸器系組織が発生する。E12.5 では、3 つの部

分、前腸、中腸、後腸に分けられる原始消化管が存在する。前腸からは原始咽

頭から十二指腸近位部まで、下部呼吸器と外分泌腺である肝臓、膵臓を含む消

化器が発生し、中腸からは主に腸管が発生する。この時期における SOX2 と

E-cadherin の免疫組織像を観察すると、消化管と呼吸器と共に、ほぼ SOX2 の発

現は見られなかったが、E-cadherin は肺、肝臓、中腸などの組織に確認された。

CAR の局在を調べると、これらの組織における CAR の発現はわずかに認められ、

以下の様であった。 

肝臓では、CAR と E-cadherin の共存が確認された。E-cadherin 陽性細胞は、形

成したばかりの肝臓原基に多く存在していた。その分布は、散在的であり、細

胞のアピカル側に存在する像が観察された（図 25）。CAR 陽性細胞も散在的な

分布が認められ、細胞内発現様式は E-cadherin と同じようにアピカル側に存在し

ていた。すべての CAR 陽性細胞には、E-cadherin の共存が確認されていた。 

 一方、中腸でも検出された CAR 陽性シグナルは、腸管腔に接している細胞層

のみに存在していた。しかも、細胞内の局在を見ると、腔に面したアピカル側

に存在していた（図 25）。E-cadherin はすべての腸管の上皮細胞で発現し、内層

の細胞のみに CAR と E-cadherin の共存が確認された。 
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2-4. 考察 

 

幹細胞は、個体発生や組織維持において種々の細胞を供給できる分化能を持

つ細胞である。近年、幹細胞は様々な組織で発見されており、生体組織の恒常

性維持に役割を果たしている。受精卵は一つの細胞から体を構成する全種類の

細胞へ分化できる全能性を持っているが、個体成熟後、各組織においては何種

類かの細胞に限定される多能性を持つ成体幹細胞や単能性を持つ前駆細胞が存

在している。成体における幹・前駆細胞は、個体発生初期における全能性を持

つ幹細胞の一部が分化能を維持され続けて成体に残ったと考えられている。そ

れらの成体幹細胞が成立する仕組みや幹細胞維持に関わる多くの制御機構が精

力的に解明されつつあるが、その全容解明はまだ端緒である。 

本実験は、幹細胞維持機構において CAR の担っている役割を解析する事を目

的としており、CAR と、幹細胞マーカーである SOX2 と E-cadherin との共存関

係を調べる事で、胎仔期における各組織に存在している幹細胞について新たな

視点を示す事ができた。SOX2 は、個体の発生における未分化の維持などに関わ

る HMG box 型転写因子であり、初期胚の内部細胞塊で分化全能性の維持に重要

である。その後、主に原始外胚葉で神経系や感覚器（視神経、内耳など）の発

生過程に幹細胞性の維持制御に役割を果たしているため、特に神経系組織の

幹・前駆細胞マーカーとされている。ラット胎仔 E12.5 では、外胚葉由来の中枢

神経系、末梢神経系、感覚器などにおいて、多くの細胞は SOX2 陽性を示す未

分化状態の細胞として観察される。CAR の局在を SOX2 と比較すると、両者で

よく一致した分布が示され、CAR が幹・前駆細胞で機能している事を示してい

る。しかし、その一方で、脳室辺縁帯に SOX2 陰性細胞が観察されるが、これ

らの細胞は CAR 強陽性であることが確認された。これら細胞の存在は何を意味
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しているのか、さらに詳しい解析が必要である。 

E-cadherin は Ca
2+依存性の同種結合接着分子であり、組織の形態形成、主に上

皮組織に関与する重要な分子として確認されている(Damsky et al. 1983; Hyafil et 

al. 1981; Hyafil et al. 1980; Shirayoshi et al. 1983)。さらに詳しい機能を調べると、

E-cadherin は細胞間接着を介して幹細胞の多能性維持制御に関与していること

が認められている(Chen et al. 2010; Chou et al. 2008)。外胚葉では、神経管を形成

する部分が次第にN-cadherinを発現するようになりE-cadherinの発現が消失する

が、中、内胚葉では発現し続ける。原腸胚期以後、中胚葉領域の形成に際して

移動する細胞群では SOX2 の発現が抑制されるため(Kiernan et al. 2005)、心臓、

腎臓など各中胚葉組織では SOX2 は発現していない。さらに、胎仔期発生初期

の E12.5 には、これらの中胚葉組織における CAR と E-cadherin の共存が頻繁に

観察された。心臓原基では SOX2 陰性であるが、その代わりに、心臓幹・前駆

細胞に発現している因子 cKit、Sca1 などの時空間的な分布 (Chong 2012; 

Milgrom-Hoffman et al. 2011; Serradifalco et al. 2011)と比較すると、本実験で初期

の心臓で観察された CAR と E-cadherin 陽性細胞は分化能を持つ幹・前駆細胞で

あると考えらる。腎臓の中腎では、CAR と E-cadherin の共存も確認された。こ

の発現様式が何を意味しているかはまだ未解明である。 

一方、内胚葉である肝臓、腸などの組織において、CAR と E-cadherin を共発

現している細胞も多く存在していた。現在でも、肝臓における幹細胞のメカニ

ズムがまだ不明であるが、胎仔期において、胚性前駆細胞である肝芽細胞

（Hepatoblast）の存在が知られているが (Sigal et al. 1994)、この細胞種は

E-cadherinを特異的に発現していることが明らかになった(Nitou et al. 2000; Nitou 

et al. 2002)。肝芽細胞が肝臓の成熟過程において、肝実質細胞または胆管上皮細

胞へと分化しているの報告がある(Germain et al. 1988; Van Eyken et al. 1988)。一方、
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E-cadherin を利用して免疫磁気ビーズ法により、胎仔の肝臓から分離した陽性細

胞を体外培養すると、尿素回路酵素（カルバミルリン酸合成酵素 I、CPSI）を発

現する肝細胞、または、デスミンを発現している肝星細胞が出現することが示

された(Nitou et al. 2002)。これらのことを含めて考えると、胎仔期の肝臓におけ

る CAR 陽性細胞は、幹・前駆細胞であり、成体においても幹細胞性を維持する

機能を担っている可能性がある。また、腸原基の上皮細胞では、すべての細胞

が E-cadherin を発現していたが、その中の特定の細胞だけが CAR を発現してお

り、経時的な観察を行うことで、この CAR 陽性細胞がどの様な機能を担ってい

るのか調べる必要がある。 

以上の結果から、CAR は胎仔期から三胚葉に由来する多くの組織に発現し、

種々の未分化細胞マーカーとの共存が頻繁に観察される。さらに、由来する胚

葉を超えて形質転換をするような細胞にも CAR が発現しているなど、CAR は多

様な発現様式をしながら各組織の形成過程における幹・前駆細胞の機能維持に

関与していると考えられる。本研究以外にも、同じようなことを示唆する研究

が増加しており、今後、CAR の機能解析を通じて幹・前駆細胞研究の新展開が

期待される。次章では、CAR の局在の詳細を下垂体で解析した研究を述べる。 
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第 3 章 下垂体発生過程における CAR の発現と局在様式の解析 

 

3-1 緖言 

 

 本研究は、下垂体に存在する組織幹・前駆細胞、または幹細胞ニッチに焦点

を当てている。新規因子 CAR を指標として、新たな視点から下垂体幹細胞ニッ

チのメカニズムの解析を展開している。 

本実験では、ラット CAR 遺伝子を既報のマウスと比較し、種間で保存性のあ

る遺伝子配列からエクソンとイントロンの位置を推測した。その結果に基づき、

特異的なプライマーを作製し、確認したところ、マウスと同じように、ラット

でも尐なくとも二つアイソフォームが発現している事が分かった。次に、

Real-time PCR 法により、胎仔期から成体期までの下垂体で CAR 遺伝子の発現を

測定た。また、特異的な抗体を用いて CAR 陽性細胞を同定し、下垂体の発生過

程における局在変化を観察した。さらに CAR 陽性細胞の性質を各マーカー因子

と多重蛍光免疫組織化学法により検討した。以上の結果、CAR 陽性細胞は、下

垂体の発生前期から出現し、未分化細胞の一つとして胎仔期から成体までその

存在を維持し続けることが明らかになった。詳しい機能やまだ未解明な点が多

く残っているが、本章の実験結果は、CAR が下垂体原基形成と幹細胞ニッチ形

成・維持に非常に重要な因子であることを初めて示したものである。 
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3-2 材料及び実験方法 

 

3-2-1 ラット CAR 遺伝子エクソン 7 の同定 

 

 ラットの CAR 遺伝子では、エクソン 7 の全長をコードする配列が定かではな

い。そこで、ラットとマウスのCAR遺伝子情報をNational Center for Biotechnology 

Information(NCBI)遺伝子データベースから取得し、Vector NTI Sequence analysis 

software を用いて、DNA の相同性解析を行った。その情報に基づき、ラットの

エクソンとイントロンの部位を推定し（図 26）、特異的なプライマーを作製し、

CAR遺伝子エクソン 7の同定と後述するラットCARのアイソフォームの確認に

利用した。 

  

3-2-2 cDNA の作製 

 

ラットの各胎仔期 E13.5 (n=15), E14.5 (n=10), E15.5 (n=17), E16.5 (n=14), E18.5 

(n=11), E20.5 (n=10), P0 (n=9)の全下垂体、及び出生後各日齢 P5 (n=5), P15 (n=8), 

P30 (n=6), P60 (n=3)の下垂体前葉と中後葉から ISOGEN (Nippon Gene, Tokyo, 

Japan) を用いて total RNAを抽出した。RQ1 RNase-free DNase I (Promega, Madison, 

Wis., USA) 処理により混入するDNAを分解した。抽出したRNA 1 μgを用いて、

Prime Script Reverse Transcriptase (Takara Bio, Otsu, Japan) により逆転写反応を行

い、cDNA を作製した。 
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3-2-3 Real-time PCR 

 

Real-time PCR は SYBR Green (Toyobo, Osaka, Japan) を用いて行い、ABI prism 

7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, Calif., USA)をで分析

を行った。比較 Ct 法により、内部標準である Tbp (TATA-box binding protein)に対

する相対的な値を算出している。アニーリング温度は 62℃、用いたプライマー

の配列は以下の通りである。 

PCR のサイクル条件 

Rat CAR1/CAREx8（CAR1）： 

Forward  5’-AACCAAGTCCCCAGTGAAGA-3’ 

Reverse  5’-AATGCCATCGGTCAGGTAAG-3’  

 

Rat CAR2/CAREx7（CAR2）： 

Forward  5’-GGAAGTGCATCACGACATCAG-3’ 

Reverse  5’-ACCGCTCCCATTCGACTTAG-3’  

 

Rat TATA box binding protein (Tbp)： 

Forward  5’-GATCAAACCCAGAATTGTTCTCC-3’  

Reverse  5’-ATGTGGTCTTCCTGAATCCC-3’ 

 

PCR産物のDNA配列は、電気泳動後磁性シリカビーズMagExtractor（TOYOBO）

を用いてゲルから抽出し、シーケンス反応を行った後、ABI PRISM 310 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems)で解析し、NCBI Gene データベースにある塩基配列

と比較し、目的の遺伝子産物であることを確認した。 
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3-2-4 免疫組織化学 

 

3-2-4-1 実験動物 

 

Wistar-crlj S100-GFP トランスジェニックラットは、埼玉大学理工学部 井上

金治教授によって作製されたものを供与された(Itakura et al. 2007)。また、

Wistar-Imamichi ラットも併用した。胎仔サンプルは、各胎齢の妊娠ラットをジ

エチルエーテルにより麻酔し安楽死した。その後、子宮から胎仔を取り出し、

組織の固定を行った。胎齢は、雌ラットのスメア像に精子を確認した午前中を

胎仔期（E）0.5 日齢とした。 

生後サンプルは、各日齢ラットをジエチルエーテルにより麻酔し安楽死した

後、速やかに下垂体を採取した。採取した下垂体は、各種固定法により固定し、

組織ブロックを作製した。 

 

3-2-4-2 エタノール固定法 

 

採取した新鮮組織を、O.C.T-compound を用いて包埋し、液体窒素で冷却した

アセトン中で凍結した。組織ブロックを-80℃で保存し、使用時に-20℃に冷却し

たクリオスタットを用いて、10μm 厚の切片を作製し、スライドガラスに貼り付

けて乾燥した。胎仔は矢状断面、生後下垂体では冠状断面の切片を作製した。

切片を予め-20℃に冷やしたエタノールに浸し、-20℃で 20 分固定を行った。固

定後の下垂体は、HEPES buffer で洗浄し、免疫染色を行った。 

3-2-4-3 パラホルムアルデヒド固定法 
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採取した新鮮組織を、20 mM HEPES を含む 4%（w/v）パラホルムアルデヒド

固定液(pH7.5) に 4℃一晩で浸漬固定を行った。固定後、HEPES buffer を含む 30%

（w/v）トレハロース溶液（pH7.5）に移し、組織が溶液中に沈むまで置換を行

った。置換後の組織を O.C.T-compound に包埋し、液体窒素で冷却したアセトン

で凍結し、-80℃で保存した。クリオスタットで 10μm 厚の凍結切片を作製した。

切片乾燥後、免疫染色を行った。 

 

3-2-4-4  ブアン固定法 

 

採取した新鮮組織を、ブアン固定液（ピクリン酸飽和水溶液 15：ホルマリン

5：酢酸 1）に 4℃、数時間の浸漬固定を行った。固定後、70%、80%、90%、100%

エタノールの順に 1 時間浸し、組織内の水分を徐々に除去した。脱水後、キシ

レンで組織を 1 時間 x2 回透徹した後、パラフィンに包埋した。組織ブロックか

らミクロトームで 6μm 厚のパラフィン切片を作製した。切片を脱パラフィン処

理後、免疫染色を行った。 

 

3-2-4-5 免疫染色 

 

染色前、組織切片を、ImmunoSaver を用いて 115℃で 5 分間の抗原賦活化処理

を行った。HEPES buffer で 3 回洗浄後、10% FBS、0.4% TritonX-100 を含む HE PES 

buffer で室温 1 時間ブロッキングを行った。1 次抗体（表 5）は室温で一晩反応

させ、HEPES buffer での洗浄後、2 次抗体（表 6）は室温で 2 時間反応を行った。

染色後、DAPI を HEPES buffer で 5 倍希釈した溶液で封入し、細胞の核を染色す

る。 
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3-2-4-6 観察 

 

共焦点レーザー蛍光顕微鏡で観察を行った。各蛍光タンパク質の観察には、

DAPI: 励起波長 320-400 nm、吸収波長 410-510 nm； FITC / GFP : 励起波長

442-497 nm、吸収波長 485-545 nm; Cy3: 励起波長 521-568 nm 、吸収波長 553-618 

nm; Cy5: 励起波長 560-680 nm、吸収波長 625-775 nm のフィルターを使用した。 

Alexa Flour 488 蛍光は FITC フィルターで検出した。 
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表 5：使用した一次抗体 

 

  

  

Primary 

antibody 
Species Isotype Label 

Working 

dilution 
Vendor (Area) 

       

 

CAR Rabbit IgG 
 

1:500 
Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Tex., 

USA) 

 

GFP Chicken IgY 
 

1:500 Aves labs (Tigard, Ore., USA) 

 

SOX2 Goat IgG 
 

1:400 Neuromics (Edina, Minn., USA) 

 

E-cadherin Mouse IgG 
 

1:200 BD Biosciences (San Jose, Calif., USA) 

 

KI67 Mouse IgG 
 

1:250 BD Biosciences 

 

Vimentin Mouse IgG 
 

1:10000 Sigma (Saint Louis, Mo., USA) 

 

Isolectin 

B4   

Alexa 

Fluor 488 
1:100 Vector (Burlingame, CA., USA) 

 

TSHβ Guinea pig IgG 
 

1:5000 NIDDK(Bethesda, Md., USA) 

 

FSHβ Guinea pig IgG 
 

1:5000 NIDDK 

 

ACTH Guinea pig IgG 
 

1:5000 NIDDK 

 

PRL Guinea pig IgG 
 

1:5000 NIDDK 

 

GH Guinea pig IgG 
 

1:2000 Shizuoka University (Shizuoka, Japan) 

 

 

   

  

Cocktail of anti-hormone antibodies   

 

TSHβ Guinea pig IgG 
 

1:5000 NIDDK 

 

FSHβ Guinea pig IgG 
 

1:5000 NIDDK 

 

GH Guinea pig IgG 
 

1:5000 Shizuoka University 

 

ACTH Guinea pig IgG 
 

1:2000 NIDDK 

 

PRL Guinea pig IgG 
 

1:2000 NIDDK 
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表 6：使用した二次抗体 

 

 

  
Seconday antibody Species Isotype Label 

Working 

dilution 
Vendor (Area) 

 
      

  
Anti-rabbit IgG Donkey IgG Cy3 1:500 

Jackson ImmunoResearch 

(West Grove, Pa., USA) 

 

Anti-goat IgG Donkey IgG FITC 1:500 Jackson ImmunoResearch 

 

Anti-guinea pig IgG Donkey IgG FITC 1:500 Jackson ImmunoResearch 

 

Anti-chiken IgY Donkey IgG FITC 1:500 Jackson ImmunoResearch 

 

Anti-mouse IgG Donkey IgG Cy5 1:400 Jackson ImmunoResearch 

  
Anti-mouse IgG Donkey IgG FITC 1:500 Jackson ImmunoResearch 
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3-3 結果 

 

3-3-1 ラット CAR 遺伝子のアイソフォームの確認 

 

 CAR 遺伝子の DNA 配列は既に決定されていたが、選択スプライシングによ

るアイソフォームの生成機序の解析は依然として続いている。現在まで、確認

されたアイソフォームは、ヒト CAR で 6 種、マウスでは 2 種が NCBI に登録さ

れている（図 10）が、ラットについては、Ex8 をコードする CAR1 の情報しか

登録されていない。CAR の遺伝子は、種間で良くその塩基配列が保存性されて

いるため、ラットにおいても、アイソフォームの存在が予想できる。そこで、

ヒトとマウスで確認された二つ膜貫通型 CAR1 と CAR2 を比較したところ、最

初に CAR1 で確認したエクソン 7 と 8 の間に長い転写領域が存在し、CAR2 のエ

クソン 7 ではその領域を長いエクソン 7 として転写されている。ラットにおけ

る CAR 遺伝子のエクソンとイントロンの構造はマウスと相同性が高いため、

Vector NTI Sequence analysis software を用いて、ラットとマウス DNA と cDNA 情

報を入力して相同性検索を行った。その結果、ラット CAR の遺伝子において、

マウス CAR2 のエクソン 7 と相同性の高い配列が確認された（図 26）。この結果

に基づいて、ラット CAR1 と予測した CAR2 に対して、それぞれ特異的なプラ

イマーを設計し、ラット下垂体 cDNA プライマーを用いて、PCR を行った。CAR1

と CAR2 で設計したプライマーの増幅配列位置とゲル電気泳動図を図 27 に示し

た。ゲルから回収した増幅産物 DNA をシークエンスで確認したところ、ラット

下垂体においても CAR2 が存在することが明らかになった（図 28）。 
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3-3-2 下垂体発生過程における CAR 遺伝子の発現 

 

本実験では、下垂体発生から成熟段階にわたる CAR 遺伝子の発現を確認する

ために下垂体の原基であるラトケ嚢形成期（E13.5）から、生後 60 日齢までの下

垂体組織の全 RNA を調製し、それらから cDNA を合成した。それらを用いて、

CAR 遺伝子の二つアイソフォーム CAR1 と CAR2（図 29）の発現量を定量的

Real-time PCR で測定した。その結果、ラトケ嚢が形成される E13.5 から、CAR1

と CAR2 二つアイソフォームの遺伝子発現は共に確認された。それらの量を、

内部標準として用いた Tbp の量に対する相対量として算出すると、CAR1 の発現

量は 0.14/Tbp、 CAR2は 2.0/Tbpであった。CAR1とCAR2の量比で見ると、CAR2

が CAR1 の 14 倍と高い値を示した。その後の発達の過程で両者の発現を見ると、

下垂体における CAR 遺伝子の発現は成体まで維持し続け、CAR1 と CAR2 の発

現変動パターンは類似していた。アイソフォーム間の量的関係でみると、CAR2

は一貫してCAR1より高い発現で推移していた。胎仔期において、CAR1とCAR2

の発現パターンには顕著な変化がなく、小さい範囲で変動していた。ところが、

生後直後から、両者の発現は徐々に低下していた。生後直後の P5 では、前葉に

おける CAR1 の発現量は 0.20/Tbp であり、CAR2 では 1.95/Tbp であった。とこ

ろが、成体 P60 になると、前葉における CAR1 は 0.13/Tbp であり、CAR2 は

0.97/Tbp となり、P5 に比べて CAR2 の減尐がやや目立った。中・後葉では、P15

における CAR の発現がピークとなり(CAR1 は 0.65/Tbp, CAR2 は 4.16/Tbp)、そ

の後に減尐しつつも、成体の P60 では、CAR1 が 0.36/Tbp 、CAR2 は 1.80/Tbp

となっており、前葉よりも高い発現レベルを示していた。 
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3-3-3 ラット下垂体原基形成期における CAR の局在 

 

  本項では、下垂体組織における CAR の陽性細胞の局在と特定を目的として、

免疫組織化学を用いた実験を行った。前章で述べたように、ラット下垂体を含

む E12.5 の胎仔の whole body 凍結切片を用いて、CAR と幹・前駆細胞マーカー

SOX2 抗体の 2 重免疫組織化学を確認したところ、外胚葉由来と考えられている

腺下垂体において CAR の陽性シグナルが確認された（図 30）。この時期の将来

腺下垂体原基となる陥入しつつある口腔上皮は、活発な細胞分裂により肥厚し

ている。この口腔上皮のすべての細胞は SOX2 陽性であり、未分化な状態の細

胞である。驚くべき事に、CAR の免疫シグナルは、将来 MCL になる口腔に面

した一層細胞にのみに陽性であった（図 30）。CAR陽性細胞が位置するMCLは、

下垂体の発生成熟過程と生後の生涯を通じて多数の幹・前駆細胞マーカーが消

失せずに発現し続けでおり、幹・前駆細胞が存在するニッチと考えられている。

従って、ラトケ嚢の形成前期に、CAR 陽性細胞は将来 MCL を形成する細胞層

で限局していることが確認された。このことは、CAR 陽性細胞は下垂体の幹細

胞あるいは、ニッチを形成する細胞である可能性を示唆している。 
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3-3-4 下垂体胎仔期発生過程における CAR の局在 

 

ラット胎仔期における下垂体CAR陽性細胞の局在分布の変化を調べるために、

下垂体発生初期（E11.5）から後期の E19.5 までの CAR の局在を組織化学的に解

析した。口腔上皮が上方の脳側に陥入し始める E11.5（図 31）では、CAR 陽性

のシグナルは、腹側口腔に面している下層の細胞にしか観察されなかった。E13.5

になると、陥入する底部が閉じて口腔上皮から離脱することでラトケ嚢が出来

上がる。その際に、将来に前葉となる部分と中葉となる部分の間に残る遺残腔

に面している MCL の細胞にのみが CAR 陽性であった（図 31）。この時期では、

すべての細胞は SOX2 を発現する未分化性を持つ細胞である。CAR の発現を重

ねて考えると、図 31 の結果は、これら幹・前駆細胞はヘテロな細胞集団であり、

局在場所によって異なる役割を担っている可能性を示唆している。ラトケ嚢は

その後、未分化細胞の分化が進み、E16.5 頃から、ACTH を産生するホルモン細

胞が出現し始める。さらに、この時期には Rostral tip と前葉の間の Atwell’s recess 

(Daikoku et al. 1981; Nakakura et al. 2006)と呼ばれる位置に、下垂体の門脈形成が

開始し、ラトケ嚢周辺に存在する間葉系細胞が、血管形成に伴いラトケ嚢内部

に侵入することが確認されている（Yako et al. 未発表）。これに対して、MCL に

おいては、CAR 陽性細胞の局在は維持されていた。さらに、前葉の実質層に、

わずかではあるが、CAR 陽性反応が観察されるようになった（図 32）。その後、

胎仔発生後期の E19.5 になると、全ての種類のホルモン産生細胞がほぼ揃い、下

垂体の基本的な形態形成がほぼ完了する。この時期にあっても、MCL における

CAR の局在は変わらずに存在していた（図 32）。前葉実質層の CAR 陽性細胞の

散在も同様に確認された。 
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3-3-5 出生後における CAR の局在 

 

生後の成長に従い、下垂体は著しい細胞増殖と分化の進行により成熟した組

織となる。生後の下垂体を経時的に観察すると、生後直後から成体になるまで

MCL における CAR の発現は胎仔期と変わらずに維持されていた。しかし、前

葉側の CAR 陽性細胞の様相は、成長に伴い変化を見せていた。特に、注目され

るのは、生後直前まで、MCL における単層の CAR 陽性細胞は、複層の CAR 陽

性細胞からなる MCL zone を形成していたことである（図 33）。実質層に散在す

る CAR 陽性細胞のクラスターでは、その数が増加していた（図 33）。P15 にな

ると、MCL zone の CAR 陽性細胞が除々に減尐する一方で、実質層の CAR 陽性

細胞クラスターの数はさらに増加していた（図 33）。細胞内局在を見ると、アピ

カル側からバソラテラル側へと変化していた。その後、MCL zone と実質層の

CAR 陽性細胞は共に減尐し、成熟後下垂体 P60 では、実質層のクラスターの数

が減尐して、複層の MCL zone は消失してほぼ単層に戻り、同時に細胞内局在も

アピカル側へと変化を示した（図 34）。 
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3-3-6 CAR 陽性細胞における CAR の細胞内極性について 

 

 第 1 章で述べたように、CAR1 と CAR2 の C 末端は異なる PDZ 結合ドメイン

を持つことが確認され、さらに、CAR の細胞局在様式にも関わっていることが

報告されている。膜貫通型 CAR1 と CAR2 では、いずれも細胞膜に均一な分布

ではなく、CAR1 は細胞のアピカル側に局在し、CAR2 はバソラテラルに局在す

るような極性があるとされている。下垂体における CAR の局在を観察すると、

胎仔期では、MCL と実質層共に細胞のアピカル側に存在していた（図 32）。こ

の細胞内局在様式は胎仔期を通じて変わらなかった。しかし、生後では、その

局在は変化していた。生後直後では、CAR の局在はアピカル側とともにバソラ

テラル側にも確認された（図 33）。ところが、成熟すると、一部の細胞では CAR

の局在様式が再びアピカル側に戻ったことが観察された（図 34）。しかし、下垂

体における CAR1 と CAR2 の発現比は生涯を通じてほぼ一定であり、常に CAR2

が優位であった（図 29）。 
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3-3-7 CAR 陽性細胞における各種マーカータンパク質の発現解析 

 

 下垂体の幹・前駆細胞には、各種の特徴的タンパク質の発現が知られている。

CAR 陽性細胞はの特性を解析するために、各ホルモン抗体、濾胞星状細胞マー

カーである S100β-GFP（トランスジェニックラットを使用）、幹・前駆細胞マー

カーSOX2、上皮幹・前駆細胞マーカーE-cadherin、下垂体特異的転写因子 PROP1、

分裂マーカーKI67 を用いて検討を行った。 

 

3-3-7-1 CAR はホルモン産生細胞には存在しない 

 

胎仔期後期（E20.5）においては、ほぼすべてのホルモン産生細胞種が最終分

化している。CAR と全種ホルモンの抗体カクテルとの共染色を行ったところ、

すべてのホルモン産生細胞では、CAR の陽性反応は認められなかった。CAR の

細胞内局在様式が変わった出生後 P3 で観察される各ホルモン産生細胞でも、

CAR 陽性反応は存在しなかった。さらに、成体下垂体の免疫染色においても、

CAR とホルモンは共存しないことが確認された（図 35）。 
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3-3-7-2 CAR 陽性細胞の一部は S100β を発現している濾胞星状細胞（FS 細胞）

でも発現している 

 

 S100βは濾胞星状細胞マーカーとして知られている。S100β-GFP トランスジ

ェニックラットの下垂体を用いて、CAR と S100β との共存を調べた。その結果、

MCL の CAR 陽性細胞の一部に GFP の蛍光が確認された。一方、実質層では、

クラスター状のS100β-GFP陽性細胞の一部でCARの存在が確認された（図36）。

CAR 陽性細胞の一部は FS 細胞であることが明らかになった。 
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3-3-7-3 CAR は幹・前駆細胞マーカーと共存する 

 

 CAR はホルモン産生細胞で発現しないことから、CAR 陽性細胞は幹・前駆細

胞である可能性を念頭に、幹・前駆細胞マーカーである SOX2、上皮幹・前駆細

胞マーカーである E-cadherin、下垂体特異的転写因子 PROP1（Prophet of PIT1）

の抗体を用いて免疫組織化学を行った。胎仔期 E11.5 の脳室方向へ陥入している

口腔上皮は二層の細胞からなり、すべての細胞は SOX2 に陽性の幹・前駆細胞

であった（図 37）。CAR の免疫組織化学では、陽性反応は口腔に面した下層の

細胞層にのみ存在していた。従って、この時期の CAR 陽性細胞には、SOX2 が

共存していることになる。E12.5 でも染色像は同様であり、複層になった口腔上

皮の単層の細胞のみが CAR 陽性細胞であった（図 30）。E13.5 になると陥入した

上皮の底部が閉じて将来の前葉と中葉となる部分がラトケ遺残腔を挟む様に位

置するラトケ嚢となる。この時点で Rostral tip(将来の隆起葉)を含めてラトケ嚢

を構成する全ての細胞は SOX2 陽性であり、さらに、E11.5 から発現を開始した

下垂体特異的転写因子 PROP1 は Rostral tip を除くラトケ嚢の全ての細胞で陽性

反応が確認された（Yoshida et al. 2009）。CAR は遺残腔に接する一層の細胞層

（MCL）のみに限局した陽性反応を示していた（図 38）。従って、この時期には

全ての CAR 陽性細胞は、SOX2 と PROP1 を発現している特異な幹・前駆細胞と

言うことになる。この共存関係は E15.5 まで変わることはなかった。E16.5 以後

は、MCL での存在とはべつに、わずかではあるが、実質層においても CAR 陽

性細胞が確認され、胎仔後期 E20.5 でも同様であった（図 31、32）。この実質層

における CAR 陽性細胞における SOX2 と E-cadherin の共存を確認したところ、

MCL と同様の結果が観察された（図 37、38）。 

 生後直後の下垂体を観察すると、MCL 付近に CAR 陽性細胞の数が大幅に増
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加し、これまでの一層の細胞が多層の構造、MCL zone を形成していた。SOX2、

E-cadherin との共存を調べると、MCL の一層の CAR 陽性細胞層は胎仔期と変わ

らず SOX2 と E-cadherin に陽性であった（図 39、40）。しかし、MCL 以外の MCL 

zone の細胞は SOX2 陰性で CAR のみが陽性であった（図 39）。E-cadherin とは

異なる共存関係が観察された。MCL zone の CAR 陽性細胞は E-cadherin とは一

部を除いて共存関係をほぼ維持していた。しかし、一部で観察された E-cadherin

の消失は、MCL zone 下層部の CAR 陽性細胞に特徴的であるとの傾向が見られ

た（図 40）。また、CAR 陽性細胞において PROP1 の消失が確認された細胞が存

在した（図 39）。その後は、成熟に伴い、MCL zone の CAR 陽性細胞は減尐し、

P60 になると、ほぼ元の状態に戻って MCL の単層のみに存在するようになり、

その細胞は SOX2 および E-cadherin とが共存していた（図 39、40）。一方、生後

の実質層にも、クラスターを形成した CAR 陽性細胞が観察されたが、それらは

ほぼ SOX2 および E-cadherin のいずれも陽性であった（図 39、40）。 
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3-3-7-4 CAR 陽性細胞の分裂能 

 

 CAR 陽性細胞の分裂能を調べるために、分裂マーカーKI67 を用いて共染色を

行った。KI67 は細胞周期関連核タンパク質であり、分裂周期中のすべての細胞

（G1、S、G2、M 期を含む）が陽性である。しかし、その存在量は M 期に最も

高い。幹・前駆細胞は、生体内において長期間にわたり、未分化細胞のプール

を維持するために自己複製能を持つことが知られている。一方、分化して成熟

した体細胞は、主に生理機能を担っており、自己分裂は限定的であるとされて

いる。 

 免疫組織化学の結果、E12.5 では複層の細胞層からなる口腔上皮におけるすべ

ての細胞は KI67 陽性であり分裂サイクルにあると判断される（図 41）。つまり、

CAR 陽性細胞も KI67 陽性であり、分裂サイクルにある事が分かった。成熟が進

むと、胎仔後期 E20.5 には、分裂細胞の割合は減尐していたが、MCL に存在す

る多くの細胞は KI67 陽性であった （図 41）。生後の P15 になると、MCL と実

質層クラスターを形成した CAR 陽性細胞の一部は、KI67 陽性であることが確認

され（図 41）、生後においても一部 CAR 陽性細胞は分裂能を持つことが明らか

になった。 
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3-3-7-5 生後直後の CAR 陽性細胞における EMT の可能性 

 

胎仔期と生後における CAR 陽性細胞の極性と局在様式が変化し、さらに MCL 

zone では SOX2 と E-cadherin が減尐・消失する CAR 陽性細胞が出現したことか

ら、生後直後では、これらの CAR 陽性細胞で細胞形質のトランジション（形質

転換）が起こっている可能性がある。間葉系幹・前駆細胞では、ほぼ SOX2 を

発現してないため、こうした細胞形質のトランジションが上皮‐間葉転移 EMT

によるものかどうかを、間葉系細胞マーカーであるとともに EMT マーカーでも

ある Vimentin (Ivaska 2011)について共染色を行った。血管内皮細胞も Vimentin

陽性であるため、この血管内皮細胞に結合するマーカーとして用いられている

Isolectin B4 を同時に使って EMT 細胞と区別した。 

 図 42 中に中空の矢頭（open arrowhead）で示した細胞は、Vimentin と Isolectin 

B4 両方に陽性であり血管内皮細胞と判定できるが、その細胞は CAR 陰性であ

った。矢頭で示したように、MCL における CAR 陽性細胞の中には、Vimentin

陽性の細胞がわずかに存在していた。一方、MCL zone に存在する CAR 陽性細

胞の多くは Vimentin 陽性であり、Isolectin B4 陰性であることが確認された（図

42、矢印）。このことは MCL zone の CAR 陽性細胞は EMT の状態にある細胞と

考えられる。MCL zone とは別に、実質層に観察された CAR 陽性細胞は Vimentin

陰性である細胞が多いことから（図 42）、実質層の CAR 陽性細胞は EMT が終了

したものと考えられる。 
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3-4 考察 

 

3-4-1 CAR と幹細胞ニッチの関係 

 

 本研究は、下垂体の幹・前駆細胞とそれらの細胞を育む場であるニッチにつ

いて、膜受容体であり、幹・前駆細胞における存在が注目されつつあるウイル

ス受容体として同定された分子、CAR を指標として取り組んだ研究である。主

として免疫組織化学を行って、下垂体における CAR の局在様式を解析したとこ

ろ、CAR は下垂体の起源である口腔上皮（E11.5）で既に発現しており、ラトケ

の遺残腔に面する一層の細胞層のみに局在していた。こうした実験結果から、

CAR は下垂体の中で特異な場所に位置する細胞群で発現して、この組織の形成

に機能していることが明らかになった。 

発生初期の下垂体原基ラトケ嚢の特定の場所である MCL に局在する CAR 陽

性細胞は、その後もその局在様式を持続していた。MCL は、以前から下垂体の

幹・前駆細胞が存在する場所（ニッチ）とされており、多数の幹・前駆細胞の

マーカーに対する陽性反応を示す細胞の存在が報告されている(Yoshida et al. 

2009; Yoshida et al. 2011)。特に、胎仔期初期（E13.5）では、ホルモン産生細胞は

まだ出現しておらず、全ての細胞は SOX2 と PROP1 に陽性を示す幹・前駆細胞

であるが、CAR は MCL に存在する細胞のみに局在して存在していた。その後

の発達期間でも、MCL における CAR 陽性細胞の局在は変わらず維持されてい

た。このことは、この時期の幹・前駆細胞群は、既に異なる細胞集団で構成さ

れている事を示している。従って、組織形成において、幹・前駆細胞には、そ

れぞれが局在する場所で、それぞれの細胞に課せられ、特定の役割を果たして

いると解釈できる。 
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各ホルモン抗体との共染色では、下垂体の発生・成熟段階を通じて、CAR は

最終分化したホルモン産生細胞には検出されず、SOX2、E-cadherin、PROP1 な

どに陽性を示す幹・前駆細胞に存在していた。このことから、CAR 陽性細胞は

下垂体における幹・前駆細胞に属する細胞種であると判断できる。これらの幹・

前駆細胞マーカーに対する染色像を注意深く観察すると、前葉と中葉のそれぞ

れの MCL では、CAR 陽性幹・前駆細胞が一層に並んで局在しており、一方の

実質層においては、多数のクラスターを形成して散在していた。これらの 2 様

の局在を示す CAR 陽性細胞は、種々の幹・前駆細胞マーカーとの共染色を行う

と、複数種の共存関係が観察されることから、幹・前駆細胞としての形質が異

なる細胞群が存在すると判断される。つまり、MCL に局在する細胞は自己増殖

によりその細胞数を維持すると共に、一部は形式を転換させる EMT を介して実

質層に CAR 陽性細胞を供給しながら、実質層のニッチの数を増やし、下垂体成

長期のホルモン産生細胞の供給を行っていると推察される。今回、CAR を指標

とする幹・前駆細胞の観察結果から、下垂体における幹・前駆細胞の維持と供

給や、ホルモン産生細胞の補給についての機序の一端が明らかになった（図 43）。 
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3-4-2 CAR によるニッチの形成 

 

上皮組織では、組織固有の形態が、多くの細胞接着分子により形成されてい

ることが知られている（図 44）。それらの細胞接着分子の結合様式には、ホモフ

ィリック同一分子間結合、ヘテロフィリック異種分子間結合、リガンド架橋型

結合という結合様式がある。上皮組織においては、主にホモフィリック結合が

細胞間接着を担っている。上皮組織由来である下垂体では、接着はホモフィリ

ック結合様式を介して、類似の性質を示す細胞の集団を形成することを示唆す

る報告がある(Kikuchi et al. 2007)。本研究の結果は、CAR が、ホモフィリック結

合を介して幹・前駆細胞層やクラスターを形成し、分化能を持つ細胞を育むニ

ッチ形成に機能していることを示唆している。特に興味深いことは、後述の EMT

にも関連するが、単層の MCL を形成している CAR 陽性細胞ではアピカル側（ル

ーメン側）に CAR が局在しているが（図 32）、MCL zone の多層の細胞ではバソ

ラテラル（細胞の側面）にも CAR が観察された（図 33）。このことは、CAR 陽

性細胞が多層を形成したり、細胞が移動するときに CAR が重要な働きをしてい

る事を示している。MCL における単層の形成と多層の形成において CAR がど

のような分子機序を介して機能しているのか、また、どの様な細胞接着分子が

関係しているかは、今後の検討課題である。 
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3-4-3 出生後の CAR 陽性細胞の役割について 

  

CAR 陽性細胞の局在変化を見ると、胎仔期では CAR 陽性細胞はほぼ MCL に

限局して存在していたが、出生後では陽性細胞の数は大幅に増加し、局在様式

も変化していた。生後では、MCL 単層の局在が、複層からなる MCL zone を形

成するように増殖し、さらに実質層ではクラスターの数が増加していた（図 33）。

下垂体の発達の速度は一定ではなく、丁度この時期の下垂体は、出生後 7 日頃

から起こす急激な発達期の前期にあることから、CAR 陽性細胞の MCL zone の

形成や実質層のクラスター数の増加は生後の下垂体発達（postnatal growth wave）

に備えた、幹・前駆細胞ニッチの増殖と考えられる。その後、成体となり組織

の形成が完成すると、CAR 陽性細胞数は減尐し単層の MCL に戻り、同時に、

実質層におけるクラスターの数も減尐した。このことは、ホルモン産生細胞な

どへの分化・供給の需要の低下に応じていたと考えられる。以上の事は、CAR

陽性細胞が胎仔期と生後における分化や細胞供給の役割を担っている幹・前駆

細胞であり、他の幹・前駆細胞マーカーに陽性を示す細胞とは異なる状態の細

胞集団であると考えられる。 

 

3-4-4 S100β が存在する CAR 陽性細胞について 

 

本研究で、CAR 陽性細胞の一部の S100β 陽性を示す細胞が存在することが確

認された（図 36）。下垂体には S100β と呼ぶタンパク質が存在する細胞が知られ

ている。S100β は S100 ファミリーの 1 つであり、Ca
2+結合タンパク質である。

下垂体以外にも、大脳皮質のアストロサイト、脂肪細胞、軟骨細胞、精巣ライ

ディッヒ細胞などでの発現が確認されている。多くの腫瘍にも見つかることか
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ら腫瘍マーカーとされ、その機能が注目されている。しかし、S100β ノックアウ

トマウスは顕著な欠損を見せず、機能の確定には至っていない(Nishiyama et al. 

2002)。下垂体では、ホルモンを産生しない濾胞星状細胞にその存在が確認され

たことで、以前からその機能が注目されてきた  (Devnath and Inoue 2008; 

Vankelecom 2007a)。S100β 陽性細胞には、支持細胞や貪食細胞といった様々な性

質が報告されており(Devnath and Inoue 2008; Vankelecom 2007b)、現在では S100β

陽性の細胞は複数の細胞種からなると考えるのが妥当であろう。我々の研究で

は、S100β 陽性の細胞は、複数のマーカーを使った免疫組織化学により濾胞星状

細胞の様な突起を持つ細胞ばかりでなく、幾つかのポピュレーションが存在し

ている事を観察している(Yoshida et al. 2009; Yoshida et al. 2011)。一方、近年、

S100β 陽性の分化能に焦点を当てた研究が行われており、骨格筋細胞やホルモン

産生細胞へと分化する事が報告されている(Mogi et al. 2004; Osuna et al. 2012)。ま

た、幹・前駆細胞が持つ蛍光色素ヘキストを排出する能力を使って、幹・前駆

細胞と他の分化の進んだ細胞をセルソーターで分離する技術が開発されている。

その結果、ヘキスト量の尐ない画分 Side Population (SP)が分離された(Goodell et 

al. 1996)。その細胞画分に発現する遺伝子を調べてみると、S100β が高い発現を

示していた。また、さらに SP 画分を細かく分画して得られた Non-Sca1
high画分

（内皮系幹・前駆細胞で発現する stem cell antigen1(Sca1)の発現が低い細胞集団）

には、S100βが高発現していることが判った。Garcia-Lavandeiraらは、GDNF family 

receptor alpha-2 (GFRA2；  glycosylphosphatidylinositol(GPI)-linked cell surface 

receptor)に着目して下垂体の幹・前駆細胞を調べている(Garcia-Lavandeira et al. 

2009)。この受容体は、神経細胞の生存と分化に機能しており、構造的も似てい

る、2 つの神経栄養因子、Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF)と 

neurturin (NTN) の受容体である。この GFRa2 陽性細胞を計測してみると、その
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43％は S100 陽性であった。 また、S100β 遺伝子プロモーターを蛍光タンパク

質 GFP に連結したキメラ遺伝子を導入して作成したトランスジェニックラット

が作製されている(Itakura et al. 2007)。この S100β-GFP TG ラットを用いて解析し

たところ、S100β 陽性細胞の約 85%が、SOX2 陽性或いは SOX2、PROP1 両方陽

性であった(Yoshida et al. 2009; Yoshida et al. 2011)。さらに、下垂体の初代分散細

胞の in vitro培養を行い、S100β陽性細胞をリアルタイムに追跡観察すると、S100β

陽性細胞の中にホルモンの産生が確認され、下垂体における幹・前駆細胞から

ホルモン産生細胞へと分化する機序の一部が確認された（Higuchi et al. 未発表）。

こうした研究結果を総合して考察すると、S100β 陽性細胞の一部は分化能を持つ

細胞であり、しかも、S100β 陽性細胞は主に出生後から観察されることから

(Itakura et al. 2007)、この細胞の一部は成体下垂体における幹・前駆細胞である

と考えられる。 

 

3-4-5 CAR のアイソフォームとその局在特性と役割について 

 

CAR 遺伝子(Cxadr)の転写産物からは、選択スプライシングにより生じる 2 種

のmRNAから、CAR1（Ex8も持つCAR
Ex8）とCAR2（Ex7で終わっているCAR

Ex7）

というアイソフォームが生成する。いずれも、細胞膜内に PDZ 結合ドメインと

よぶドメイン構造を持つが、そのアミノ酸配列は CAR1 と CAR2 で異なること

が確認されている（図：11）。その細胞内 PDZ 結合ドメインは、CAR の細胞膜

上の局在様式と関連することが報告されている(Excoffon et al. 2010)。その報告に

よると、CAR1 は細胞のアピカル側に局在し、CAR2 は細胞のバソラテラル側に

存在している。CAR1 については、分化した気道上皮細胞に低レベルであるが発

現していることが報告されている(Excoffon et al. 2010)。CAR1 と CAR2 には、そ
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れぞれ 2 つの細胞外ドメインを持つため、ホモフィリックな結合であっても、2

つの細胞外の相互ドメイン間の組み合わせにより異なる細胞間結合が生成する 

(Bewley et al. 1999; Guo et al. 2009; Patzke et al. 2010; Verdino and Wilson 2011; Zen 

et al. 2005)。こうした結合部位の多様な組み合わせや細胞膜局在の特性により多

様な機能を担っていることが考えられる。 

Real-time PCR の結果から、下垂体においては、CAR1 と CAR2 両方が E13.5

から生後までに発現しているものの、CAR2 の発現が優勢であることが判った。

しかも、生後における CAR2 mRNA の著しい変化は認められない。一方、免疫

組織化学の結果は、胎仔期においては、CAR のシグナルは MCL と実質層のい

ずれの場所でも、細胞のアピカル側にしか検出されなかった。これに対してバ

ソラテラルにおける局在は、生後の一時期でのみに発現が確認された。従って、

上述した、CAR1 は細胞のアピカル側に局在し、CAR2 は細胞のバソラテラル側

に存在しているとの報告(Excoffon et al. 2010)は、下垂体には当てはまらず、細胞

や組織によって異なる局在の制御機構が存在している可能性がある。 

上述したように本研究の結果は、生後直後に、CAR 陽性細胞の増加による多

層からなる MCL zone 形成が起こると同時に、CAR 分子の局在変化が起きてい

る事が判る。この変化が起こる時に、MCL zone における CAR 陽性細胞内では

SOX2 と E-cadherin が減尐あるいは消失する（図 39、40）。SOX2 の消失は分化

の進行を、E-cadherin のそれは運動性の獲得を意味する。幹・前駆細胞が特定の

場所で増殖し、組織全体に分布するためには、その過程で移動をする運動能を

獲得する事が必要である。そのためには形態的、機能的変化を遂げて、運動能

を示す間葉系様細胞になることが起こっており、上皮間葉転移 EMT が鍵となる。

この転移過程では、細胞極性の消失や上皮細胞接着分子の減尐、さらに間葉系

マーカーの出現が見られる事が知られている(Mendez et al. 2010)。 
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3-4-6 生後直後に CAR 陽性細胞で上皮間葉転移 EMT が起こっている可能性に

ついて 

  

生後直後の下垂体には MCL zone が形成され、その zone における CAR 陽性細

胞は CAR の極性を変化させた上で、上皮接着分子である E-cadherin を減尐させ、

さらに、間葉系幹細胞では存在しない SOX2 も減尐・消失している。その一方

で、間葉細胞フィラメントである Vimentin が出現し始めることから、正に、CAR

陽性細胞が EMT を起こしていると判断出来る。このような時期においても、

MCLを形成する一層の細胞層においてVimentin陽性を示す細胞は極わずかであ

り（図 42）、MCL の CAR 陽性細胞は幹・前駆細胞のプール（ニッチ）を維持し

ている。従って、MCL zone の Vimentin 陽性となった CAR 陽性細胞の多くは移

動性を獲得して、前葉の実質層に移行して実質層の前葉の幹・前駆細胞ニッチ

を形成し、その場が維持されながら、ホルモン産生細胞の供給を行うことが考

えられる。実質層の CAR 陽性細胞では、Vimentin 陽性細胞が大幅に減尐してい

ることから、実質層に定着する細胞は再び上皮様の細胞に変換している可能性

がある。また、生後直後と幼仔期 P15 を比較すると、MCL zone の CAR 陽性細

胞の増加は生後直後で顕著に観察されたが、実質層のクラスターの増加は P15

でピークになっており、MCL と実質層で示す変化の時期には差があることが判

る（図 33）。実質層の増加時期が MCL zone の形成と比べて遅く観察されること

は、実質層における CAR 陽性細胞とクラスターの増加は、MCL zone から移行

することによる時間差と考えられる。その後も含めて MCL のニッチの幹・前駆

細胞によって、実質層の幹・前駆細胞のプールが維持されていると考えられる。

今後、MCL と実質層の幹・前駆細胞の違いや、それぞれの細胞の維持の仕組み

の解明が待たれる。 
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3-4-7 結語 

 

 近年、新たなアプローチの開発と様々な新規因子の発見により、下垂体幹・

前駆細胞による組織形成・維持機構の研究が多様な視点から積極的に解明され

つつある。本論文では、新規因子 CAR の局在解析から、胎仔期から成体に存在

する幹・前駆細胞の維持と幹細胞ニッチ形成機序の予想を展開した。下垂体に

おける CAR 陽性細胞は、幹・前駆細胞の中でも特異な位置を占める細胞である

と考えられ、発生過程で幹細胞のニッチ形成に関与している。さらに、CAR 陽

性細胞は幹細胞性を維持しながら、成体の成長過程の要求に応じて細胞形質転

換を起こすことにより前葉実質層に移行し、実質層における前葉の幹・前駆細

胞ニッチを形成することで、成長速度に見合ったホルモン産生細胞の需要に対

応すると予想される。今後は、こうした知見に基づいて、CAR 陽性細胞の特性

を解析したり、ホルモン産生細胞への分化誘導実験を行うことによって、下垂

体における幹・前駆細胞の正体を明らかにできるのではないだろうか。そして、

この CAR を巡る研究から、幹細胞研究に新たな展開をもたらすことを期待して

いる。 
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