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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・前駆細胞を育む微小環境（ニッチ）とその制

御機序の解明を主題としている。第一章では、本研究の背景となる、現在まで

の下垂体幹・前駆細胞に関する知見と、細胞接着を介したシグナル伝達分子で

ある ephrin/Ephシグナルに関して述べる。 

 

1-2 下垂体 

 

	
 下垂体は脳の直下に存在する、脊椎動物に共通の内分泌器官である。下垂体

は腺性下垂体（前葉、中葉）と神経下垂体（後葉）に分かれており、複数のホ

ルモンを産生することで、個体の恒常性維持に寄与している。中でも前葉には 5

種類のホルモン産生細胞が存在し、6種類のホルモンが産生されている（図 1）。

6種類のホルモンとは、成長ホルモン（growth hormone; GH）、プロラクチン

（prolactin; PRL）、甲状腺刺激ホルモン（thyroid-stimulating hormone; TSH）、

副腎皮質刺激ホルモン（adrenocorticotropic hormone ; ACTH）、卵胞刺激ホル

モン（follicle-stimulating hormone; FSH）、黄体形成ホルモン（luteinizing 

hormone; LH）である。GH は骨や筋肉に作用して、骨や筋肉のタンパク質代

謝を促進する。PRL は乳腺に作用して乳汁の分泌を促進する機能や、その他に

も多くの組織で異所性に発現し、多様な生理作用を持つことが知られている。

TSHは甲状腺に作用して甲状腺ホルモン（チロキシン）の産生を、ACTHは副

腎皮質に作用してグルココルチコイドの産生を促進する。FSHと LHは精巣や

卵巣に作用してテストステロンやエストロジェンなどの性ホルモンの産生を促
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進し、配偶子の減数分裂や卵の成熟と排卵を制御している。また、これら下垂

体ホルモンの合成、分泌は、視床下部からのホルモンにより制御されている（図

1）。さらに、標的器官からのホルモンによっても下垂体ホルモンの産生、分泌

量が調節されており、視床下部-下垂体-標的器官を軸とした、フィードバック機

構により制御されている（図 1）。 
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図 1.	
 視床下部−下垂体−標的器官軸とフィードバック機構 

 

下垂体は視床下部の直下に位置しており、視床下部から放出されるホルモンに

より、6種類の下垂体前葉ホルモンの産生、分泌量が調節されている。また、標

的器官から分泌されるホルモン量によっても制御を受け、個体のホメオスタシ

スを維持している。当研究室で作成した図を許諾を得て掲載。 
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1-3 下垂体の発生と成長因子 

 

	
 下垂体は 2 つの異なる起源に由来し、その発生は胎仔発生初期（マウスでは

胎齢 E 7.5日、ラットでは E 9.5日頃）に開始する（図 2）。下垂体神経葉（後

葉）は、神経管が前脳、中脳および菱脳の 3 つの部分に分かれた後に、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、腺性下垂体は外胚葉由来

である咽頭後部の口腔上皮が増殖しながら陥入し形成される。そして、ラット

では E13.5 に口腔上皮から解離することで、腺性下垂体の原基であるラトケ嚢

（Rathke’s pouch）が形成される。その後、ラトケ嚢の細胞が盛んに細胞増殖

ならびに細胞移動を行いながら胎仔期下垂体の組織形成と分化を進行させる。

また、下垂体形成は出生時には終了しておらず、生後にも進行する。生後 7 か

ら 21日頃に、著しい細胞分裂と細胞分化が生じる（Ward et al. 2005）。この生

後 7から 21日頃に生じる、生後の Growth waveを経て、成体下垂体として成

熟する。また、ラット E12.5 以前に口腔上皮の口腔に面したアピカル側の層と

して存在していた一層の細胞層は、ラトケ嚢形成後にも遺残腔に接する細胞層

（Marginal Cell Layer；MCL）として成体下垂体でも維持される（図 2）。 

	
 このような下垂体の発生は、神経下垂体または腺性下垂体単独では進行せず、 

両組織のインタラクションと、それらの間で分泌される成長因子が重要な役割

を果たしている。図 3 で示すように、陥入を開始した口腔上皮は間脳腹側と接

する形で発生を進める。この際、口腔上皮と接した間脳から BMP4、FGF8/10/18、

WNT5aが分泌されることで、口腔上皮の細胞増殖と陥入が誘導され、ラトケ嚢

が形成される。また、口腔上皮の腹側では Shhが発現し、腹背軸に形成される

BMP4/FGFならびに BMP2/SHHの勾配により、後述する細胞分化に関与する

転写因子の誘導パターンが決定され、下垂体発生中期（ラット E16.5）頃から

ホルモン産生細胞が出現し始める（Vankelecom 2012; Zhu et al. 2007）。 
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図 2.	
 下垂体の発生 

 

（A）胎仔期における下垂体の発生を矢状断面で、（B）生後の発生を冠状断面

で模式的に示す。下垂体の発生は、ラット E9.5日頃に、将来の後葉である間脳

腹側（黄色）と、将来の前葉と中葉である口腔上皮（青色）が接触することで

開始する。下垂体の発生は胎仔期だけでは完了せず、細胞増殖や分化が盛んに

なる生後 7から 21日頃の Growth waveを経て、成体下垂体へと成熟する。ま

た、赤色で示す口腔上皮のアピカル側の細胞層は、Marginal Cell Layer（MCL）

であり、ラトケ嚢形成後も、遺残腔に面する細胞層として維持される。 
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図 3.	
 下垂体の発生を制御する成長因子 

 

下垂体の発生は、神経下垂体（黄色）と腺性下垂体のインタラクションと成長

因子のやり取りにより発生する。ラット E12.5 では神経下垂体から分泌される

BMP4、FGF、Wnt5a により、口腔上皮の増殖と陥入が誘導され、ラトケ嚢が

形成される。また、腹背軸に形成される BMP4/FGFならびに BMP2/Shhの勾

配により、ホルモン産生細胞の分化とその位置が決定する。文献（Zhu et al. 2007）

より許諾を得て掲載。 
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1-4 ホルモン産生細胞の分化と転写因子 

 

	
 下垂体前葉に存在する 5 種類のホルモン産生細胞は、それぞれが異なるホル

モンを産生する他に、それぞれのホルモン産生細胞が特定の形態を有している。

このような機能的、形態的な各ホルモン産生細胞の性質は、下垂体の発生過程

において、特定の転写因子が時間的、空間的に発現することで誘導されること

が知られている（Tremblay et al. 1998）。ホルモン産生細胞と転写因子群の分

化系統図を図 4 のように整理すると、ホルモン産生細胞は 3 つの系譜に大別す

ることができる。 

	
 最も初期に出現する系譜は ACTHの前駆体タンパク質である Pomc遺伝子を

発現するコルチコトロフ系譜である。ラットでは E14.5 から、将来中葉になる

部分ならびに、前葉の腹側でその出現が認められる（Japon et al. 1994）。コル

チコトロフ系譜の分化には Basic Helix Loop Helix型転写因子であるNeuroD1

や、T-box転写因子 Tpit（Tbx19）、オーファン核内レセプターNurや bicoidホ

メオドメイン転写因子の Ptx ファミリーの関与が報告されている（Lamolet et 

al. 2001; Lamonerie et al. 1996）。 

	
 2つ目の系譜は、ソマトトロフ（GH産生細胞）、ラクトトロフ（PRL産生細

胞）、サイロトロフ（TSH産生細胞）を含む PIT1系譜である。Pit1（Pou1f1）

は、下垂体特異的な転写因子であり、遺伝的に成長遅延を示す Snellマウスの原

因遺伝子として同定された（Bodner and Karin 1987; Ingraham et al. 1988; Li 

et al. 1990）。ラットでは E15.5頃から Pit1遺伝子を発現するがホルモンを産

生していない PIT1コミットメント細胞の存在が観察される。その後、転写因子

Zn-15 が発現することでソマトトロフに、エストロゲン受容体（Er）が発現す

ることでラクトトロフに、転写因子 Gata2が発現することで、サイロトロフへ

と最終分化が起こる。 
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 3 つ目の系譜は、性腺刺激ホルモン（LH, FSH）を合成するゴナドトロフで

ある。ゴナドトロフでは他のホルモン産生細胞とは異なり、1 種類の細胞から

LHと FSHの 2種類のホルモンが合成されるという特徴を持つ。 LHと FSH

は共通のαサブユニット（αGSU）と独自のβサブユニット（LHβ と FSHβ）か

ら成るヘテロ 2 量体糖タンパク質である。ラットでは発生後期 E18.5～19.5 頃

に、Lhβ鎖と Fshβ鎖の順に発現が誘導される（Japon et al. 1994）。そして、ゴ

ナドトロフの分化にはオーファン受容体転写因子である SF-1（Nr5a1）や EGR1、

GATA2 などの関与が知られる（Barnhart and Mellon 1994; Charles et al. 

2006）。 
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図 4.	
 下垂体前葉ホルモン産生細胞の分化系譜と転写因子群 

 

下垂体細胞の分化は Pitx1や Sox2を発現する幹細胞から開始し、転写因子の時

間的、空間的な発現パターンにより、ACTH系譜（緑）、PIT1系譜（赤）、ゴナ

ドトロフ系譜（青）の大きく 3種類の系譜へと分かれる。 
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1-5 生理状態の変化に伴う下垂体ホルモン産生細胞数の変化 

 

	
 1-2で述べたように、個体の生理状態により、下垂体ホルモンの合成、分泌量

を調整する機構が存在する。その一例として、妊娠期や泌乳期のメスでは、多

量の PRL を必要とするため、ラクトトロフからの PRL 合成、分泌が亢進し、

血中濃度が高く維持される。しかし、こうした個体の生理状態が変化した際に

は、ホルモン産生、分泌量の調節に加え、特定のホルモン産生細胞数が増加す

ることが知られている。先の例では、妊娠、泌乳期では下垂体におけるラクト

トロフの細胞数が増加する。また、より顕著な例として、標的器官である性腺

や甲状腺を除去した動物での実験結果が知られている（Ben-Jonathan et al. 

1983）。それぞれの標的器官を摘出した動物では、性腺除去ではゴナドトロフの

細胞数が、甲状腺除去ではサイロトロフの細胞数が増加し、正常時には前葉の

約 5-10%を構成する TSH産生細胞が、甲状腺除去後には 30-40%前後まで増加

することが報告されている（表 1）。また、非常に興味深いことに、こうした特

定細胞種の増加は、最終分化したホルモン産生細胞の分裂には起因しないこと

が知られている（Nolan and Levy 2006）。よって、下垂体には個体の生理状態

に応じながら、特定のホルモン産生細胞を供給する機構が存在すると考えられ

る。こうした、ホルモン産生細胞の新生機序を解明する上で、近年注目を集め

ているのが、成体下垂体に存在する幹・前駆細胞である。	
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1-6 下垂体の幹・前駆細胞とニッチの特徴 

 

1-6-1 幹細胞 

	
  

	
 幹細胞は多種の細胞へと分化する能力（多分化能）を有する未分化な細胞で

ある。また、その分化能の度合いにより、胚性幹細胞と組織幹細胞に分類され

る。胚発生時に観られる内部細胞塊から得られる細胞は、胚葉を超えた様々な

細胞に分化できる多能性（Pluripotency）を有し、胚性幹細胞（ES cell : 

Embryonic Stem Cell）と呼ばれる。一方で、各組織の起源となる細胞は、特定

の組織における全ての細胞に分化できる複能性（Multipotency）を有するため、

組織幹細胞と呼ばれている。両幹細胞の共通の特徴としては、(1)自己複製能を

有すること、また、(2)不均等分裂を行い、一方の娘細胞は幹細胞としての性質

を維持し、他方は前駆細胞となる（図 5）。さらに、前駆細胞は特定の細胞種に

方向付けられたコミットメント細胞を経て、最終分化細胞を供給する（図 5）。

このようにして、分化細胞の供給だけでなく、自身を複製する事で、幹細胞が

枯渇することを防いでいる。また、特に組織幹細胞に関しては、前駆細胞より

も増殖速度が遅く、大部分の細胞が非分裂状態であるといった特徴を有する。

こうした特徴は、生体が放射線等の DNA損傷刺激に暴露された際に、DNA変

異による幹細胞のがん化や枯渇を防ぐ仕組みであると考えられる。 
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図 5.	
 幹細胞の性質とその分化過程 

 

幹細胞は、(1)自己複製、(2)不均等分裂により、幹細胞自身の維持と、分化へ

と方向付けられた娘細胞を供給し、多種の分化細胞を供給する多分化能を有す

る。 
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1-6-2 幹・前駆細胞ニッチ 

 

	
 前述のように、成体組織に存在する組織幹細胞は、他の細胞とは異なる性質

を有しており、それらの性質を維持するために、組織中に特別な微小環境が形

成されていると考えられる。1978年に Schofieldにより、幹細胞の数や未分化

性を維持する特別な微小環境のことを、教会や住宅の壁にあけられた小物を置

くための窪みを意味するフランス語である「ニッチ（Niche）」と名付けられた

（Schofield 1978）。ニッチの概念として、幹細胞の性質維持に必須であること、

周囲の体液環境とは異なる限局した微小な環境を構成すること、幹細胞を支持

する細胞であるニッチ細胞（あるいは支持細胞）と接着またはその近傍に存在

すること、といった特徴を合わせ持つと考えられる。従って、このような微小

環境を構成する実体は幹細胞とニッチ細胞、そして、それら細胞間で行われる

膜タンパク質や液性因子を介した相互作用であると考えられる（図 6）。 

	
 こうしたニッチの細胞構成が初めて同定されたのは、線虫やショウジョウバ

エの生殖腺である。また、ほ乳類で最も先駆的な研究は、造血幹細胞のニッチ

であり、2003年以降、造血幹細胞ニッチを構成する細胞が複数提唱されている。

このうちの 4種類の候補細胞について、その特徴を以下に述べる（図 7）。 

	
 (1）Calviや Zhangらは、長期間 BrdUを保持する細胞である細胞増殖頻度

の低い造血幹細胞が、骨表面の N-cadherinを高発現する骨芽細胞の一種（SNO

細胞）に接着していることから、SNO細胞がニッチを構成する細胞であると考

え骨内膜ニッチ説を提唱した（Calvi et al. 2003; Zhang et al. 2003）。この説は、

ショウジョウバエの生殖腺ニッチの解析結果である、Cadherinを介した組織幹

細胞の維持機構と共通であることから、広く受け入れられた。しかし、その後、

これら長期 BrdU保持細胞が造血幹細胞でないこと（Kiel. 2005）や、N-cadherin

欠損マウスで異常が観察できないことから、十分な証明には至っていない。 
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 (2) 細胞の遊走に関与する液性因子であるケモカインに着目した解析がある。

ケモカイン受容体である CXCR4 が造血幹細胞で発現していることから、

CXCR4に対するリガンド（CXCL12）発現細胞が、造血幹細胞を骨髄内のニッ

チに留めておく役割を果たしている可能性が推測された。Cxcl12-GFPノックイ

ンマウスの解析から、CXCL12（SDF1 : Stromal cell-Derived Factor 1）を高

発現する CAR細胞（CXCL12-abundant reticular細胞）が同定された（Ara et 

al. 2003; Sugiyama et al. 2006; Tokoyoda et al. 2004）。CAR細胞は細網細胞

の一種であり、骨髄腔内にびまん性に存在する突起をもつ細胞である。実際に、

造血幹細胞分画（CD150+ CD41− CD48−）や未分化造血細胞（c-Kit+ Sca1+）

の約 94%以上が CAR細胞に接着していた（Sugiyama et al. 2006）。また、CAR

細胞特異的な Cxcl12欠損マウスでは、骨髄内の造血幹細胞数は軽度の減少であ

ったが、B 細胞と赤血球の前駆細胞の減少が顕著であり、また、造血幹細胞分

画において、分化を誘導する転写因子 PU.1やM-CSF受容体の発現が顕著に増

加していた（Omatsu et al. 2010）。このことから、CAR細胞が造血幹細胞の未

分化性維持と、前駆細胞の増殖に必要であることが示された。 

	
 (3)神経幹細胞マーカーの一つであるNestinに着目した解析結果も存在する。

Nestin-GFPマウスを用いた解析から、骨髄腔の血管と接する NESTIN陽性細

胞が同定されている（Mendez-Ferrer et al. 2010）。造血幹細胞分画（CD150+ 

CD41− CD48−）の約 60%がNESTIN陽性細胞と接すること、さらにNestin-Cre

マウスを用いた Nestin発現細胞特異的な欠損実験により、骨髄内の造血幹細胞

が顕著に減少することが報告された（Mendez-Ferrer et al. 2010）。 

	
 (4)また、造血幹細胞分画の約 60%が骨髄腔内の洞様毛細血管に接着している

という結果から、血管内皮細胞がニッチを構成する細胞ではないかという説も

ある（Kiel et al. 2005）。 

	
 このように、幹細胞ニッチを解明する方法論の一つとして、幹細胞と接着す
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る細胞の同定、また、同定した細胞の特異的な欠損実験が有用な方法であると

考えられる。しかし、ニッチの研究において先駆的な造血幹細胞ニッチ研究に

おいてもなお、同定されたニッチ細胞がどのような機序により、造血幹細胞を

維持しているのかは未だに不明な点が多く、細胞表面分子や液性因子とその受

容体の解析が必要とされている。また、近年では造血幹細胞ニッチの他にも、

ほ乳類動物において、小腸の陰窩 （Crypt）や、脳室のニッチである側脳室上

衣下層（subventricular zone; SVZ）ならびに皮膚の毛包幹細胞ニッチなどの研

究が精力的に進められている。 
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図 6.	
 幹細胞を制御する微小環境（ニッチ）の概念 

 

幹細胞の微小環境であるニッチでは、幹細胞とそれと接着または近傍に存在す

るニッチ細胞間で行われる膜タンパク質や液性因子を介した相互作用により、

幹細胞の性質が維持されている。 
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図 7.	
 代表的な幹細胞ニッチである造血幹細胞ニッチ 

 

ほ乳類における先駆的なニッチである造血幹細胞のニッチを模式的に示す。（1）

骨芽細胞の一種である SNO 細胞、(2)CXCL12 を高発現する CAR

（CXCL12-abundant reticular）細胞、（3）NESTIN陽性細胞、ならびに、（4）

血管内皮細胞などが、造血幹細胞を支持するニッチ細胞の候補であると考えら

れている。http://www.frontier.kyoto-u.ac.jp/se03/を元に作成。 
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1-6-3 下垂体の幹・前駆細胞とニッチ  

 

	
 他の組織同様に、成体の下垂体にも幹細胞とそのニッチが存在し、下垂体の

機能を制御していると考えられていたが、その実体は不明であった。下垂体幹

細胞の研究は、2005年以降、急速に進展し、下垂体幹・前駆細胞のマーカー遺

伝子や細胞の候補が同定、分離され、その機能や性質が精力的に研究されてい

る。 

 

1-6-3-1 Side Population (SP) 細胞 

 

	
 造血系をはじめ、脳、肝臓さらに癌組織から幹細胞を分画する代表的な方法

として Side population（SP）分画法が知られる。この方法は、高い細胞透過性

と核酸との結合能を有する蛍光色素ヘキスト（Hoechst 33342）を分散細胞に取

り込ませ、フローサイトメトリーにて分画を行うと、細胞内に取り込んだヘキ

ストを細胞外に排出する能力を持ち、結果としてヘキストの取り込み量の低い

細胞集団（SP 画分）が組織中に存在することが観察された （Goodell et al. 

1996）。この SP画分と、その他の細胞画分（MP画分; Main Population）を比

較解析した結果、SP画分は、幹・前駆細胞で発現する遺伝子が高発現している

ことが確認され、幹細胞分離法としての有用性が示された。2005年に、成体マ

ウス下垂体前葉でも SP細胞の解析が報告された（図 8）（Chen et al. 2005）。

下垂体前葉では、全細胞の約 1.7%が SP画分として分離された。また、幹細胞

の性質の一つである自己複製能を評価する方法として知られる sphere 形成能

（下垂体では pituisphere という）を bFGF、B27、N2 などのサプリメントを

含む無血清培地を用いて評価すると、MP細胞よりも SP画分の細胞で高い頻度

で pituisphere形成能が確認された（Chen et al. 2006; Chen et al. 2005）。ま
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た、SP画分とMP画分の遺伝子発現を比較した結果、SP画分では、Sox2、Oct4、

Nanog、Bmi1や Sca1といった、幹・前駆細胞マーカーと考えられる遺伝子の

発現が顕著であった（Chen et al. 2006; Chen et al. 2005）。また、この SP画

分を Sca1の発現レベルにより、さらに分画する解析も行われた。造血幹細胞の

解析では、SP 画分のなかでも Sca1 を高発現する細胞画分（Sca1high-SP）が、

より幹細胞性の高い細胞であると報告されている（Wilson et al. 2007）。しかし、

下垂体前葉細胞での解析結果では、造血幹細胞とは異なり、SP 画分の中でも、

Sca1 の発現量が低い non-Sca1high-SP において、下垂体原基（ラトケ嚢）で高

発現している遺伝子（Hesx1、Prop1、Pax6、Lhx4）が顕著に発現していた（図

8B）（Chen et al. 2009; Chen et al. 2005）。また、両者の pituisphere形成能を

比較すると、non-Sca1high-SPでのみ pituisphereの形成が確認された（Chen et 

al. 2009; Chen et al. 2005）。さらに、この pituisphereを用いて、分化誘導を

行うことで、前葉を構成する全てのホルモン産生細胞ならびに、後述の S100β

陽性細胞への分化が可能であることが示された（Chen et al. 2009）。これらの

解析から、下垂体前葉の幹・前駆細胞は non-Sca1high-SP画分として分離できる

ことが、明らかとなった。 
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図 8.	
 下垂体における Side Population（SP）画分の解析 

 

（A）蛍光色素である Hoechst 33342 の取り込み量を利用した、下垂体細胞の

SP画分の分離。下垂体前葉では、全細胞の約 1.7%が SP画分として分離される。

（B）SP 分画をさらに Sca1 を指標としたフローサイトメトリーで分離し、そ

れぞれを解析すると、Sca1 の発現が低い non-Sca1high-SP 画分に下垂体発生過

程における幹・前駆細胞で特徴的に発現する遺伝子が濃縮される。文献（Chen 

et al. 2009）より許諾を得て掲載。 
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1-6-3-2 SOX2陽性細胞群 

 

	
 現在、下垂体の幹・前駆細胞として、最も解析が進んでいる因子は転写因子

Sox2を発現する未分化細胞である。Soxは、Sry related HMG boxの略であり、

High Mobility Group（HMG）box スーパーファミリー（Aから H）に属する。

その中で SOX2は SoxB familyに属し、神経外胚葉の幹・前駆細胞マーカーと

して、また、iPS化を誘導する山中因子の一つとしても知られる（Takahashi and 

Yamanaka 2006）。 

	
 2008年に Fauquierらは、この Sox2を発現する細胞が成熟下垂体に存在し、

その細胞は非ホルモン産生細胞であることを報告した（Fauquier et al. 2008）。

さらに、成体下垂体前葉から調製した細胞を用いて、pituisphereを形成すると、

pituisphere を構成する細胞の 98%は SOX2 陽性であることが示された

（Fauquier et al. 2008）。また、この pituisphereは単一の SOX2陽性細胞が自

己増殖し形成された細胞塊であることが、全身性に GFPを発現するマウスと野

生型のマウス由来の下垂体細胞を混合した別のグループの実験から証明された

（図 9A, B）（Chen et al. 2005）。さらに、Fauquierらは、pituisphereに分化

誘導を行うことで、全てのホルモン産生細胞ならびに S100β陽性細胞に分化す

ることを in vitroの系で証明し、SOX2陽性細胞が下垂体の幹・前駆細胞である

ことが示唆された（図 9C）（Fauquier et al. 2008）。 

	
 また、2013 年には、Sox2 プロモーターの制御下で Cre と変異型エストロゲ

ン受容体を発現するマウス（ Sox2-CreERT2）とレポーターマウス

（ROSA26-flox-stop-YFP）を掛け合わしたマウス（Sox2CreERT2/+; R26YFP/+）を

用いた、SOX2陽性細胞の in vivo運命追跡解析結果が報告された（Andoniadou 

et al. 2013）。この動物にタモキシフェンを投与することで、投与時に Sox2を

発現していた細胞を継続的にYFPでラベリングし、追跡することが可能である。
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まず、妊娠 11.5日目の母体にタモキシフェンを投与し、出生 1日目の新生仔下

垂体を解析した結果、全てのタイプのホルモン産生細胞で YFPのシグナルが観

察された。このことから、胎仔期の Sox2発現細胞からホルモン産生細胞が分化

していることが確認された。一方で、4から 6週齢の成体マウスに対してタモキ

シフェンを投与し、投与後 30時間から 1年間の追跡実験が行われた。その結果、

投与後 30 時間では、YFP 陽性細胞のほぼ全てが SOX2 陽性細胞であり、ホル

モンと共存する細胞は極めて低く、全 YFP 陽性細胞の 0.5%程度であった。一

方で、投与後、9ヶ月の下垂体を解析すると、全てのタイプのホルモン産生細胞

で YFP と共存する細胞が観察された（図 10）。しかし、その割合は YFP 陽性

細胞の約 30%前後であり、依然として YFP 陽性細胞の約 15%が SOX2 陽性で

あった（図 10B）。これらの解析結果から、（1）SOX2陽性細胞は確かにホルモ

ン産生細胞の供給源としての機能を有すること、（2）しかし、生理的に定常状

態の下垂体において、SOX2陽性細胞からの供給速度は非常に遅いこと、また、

（3）下垂体の SOX2陽性細胞は短命な幹・前駆細胞ではなく、1年以上維持さ

れる細胞であることが明らかとなった。こうした特徴は、下垂体細胞のターン

オーバーが、例えば小腸などと比較すると、非常に穏やかであることを示唆し

ていると考えられる（Barker et al. 2009; Zhu et al. 2009）。 
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図 9.	
 下垂体における SOX2陽性細胞の in vitro 解析 

 

（A）分散した下垂体前葉細胞から作製した pituisphereのBrdU取り込み実験。

Pituisphereを構成する細胞は自己増殖をしている。（B）全身性に GFPを発現

するマウスと野生型のマウス由来の下垂体前葉細胞を混合した、pituisphere形

成実験の結果。Pituisphere を構成する細胞は GFP 陽性か陰性かのどちらかで

あることから、pituisphereが単一の細胞由来であることが示された。文献（Chen 

et al. 2005）より許諾を得て掲載。（C）Pituisphereを用いた分化誘導実験。SOX2

陽性の pituisphere を分化誘導培地で培養する事で、全てのホルモンならびに

S100β陽性細胞へ分化する。文献（Fauquier et al. 2008）より許諾を得て掲載。 
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図 10.	
 Sox2CreERT2/+; R26YFP/+ マウスを用いた SOX2陽性細胞の in vivo 運命

追跡解析 

 

（A）Sox2-CreERT2マウスとレポーターマウス（ROSA26-flox-stop-YFP）を

掛け合わせて作製した Sox2CreERT2/+; R26YFP/+ マウスを用いた、SOX2陽性細胞

の追跡実験結果。4から 6週齢の成体マウスへタモキシフェンを投与し、投与後

48時間ならびに 9ヶ月後に解析を行った。投与後 48時間では YFP陽性細胞は

ほぼ全て SOX2陽性細胞であるが、投与後 9ヶ月では全てのタイプのホルモン

産生細胞で YFPのシグナルが検出された。（B）タモキシフェン投与後 9ヶ月で

の YFP 陽性細胞の性質解析。YFP 陽性細胞の 30%前後の細胞がホルモン産生

細胞へと分化している。文献（Andoniadou et al. 2013）より許諾を得て掲載。 
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1-6-3-3 濾胞星状細胞（FS 細胞： Folliculo-stellate Cell) 

 

	
 1950年代から、下垂体前葉において、ホルモン分泌に必須である分泌顆粒を

持たない非ホルモン産生細胞の存在が確認され始めている(Rinehart and 

Farquhar 1953) 。 そ の 解 析 の 中 心 で あ っ た 細 胞 が 濾 胞 星 状 細 胞

（Folliculo-stellate cell）である。濾胞星状細胞の多くがカルシウム結合タンパ

ク質である S100βを発現していることが明らかになって以降、この細胞の特徴

が解析されてきた (Cocchia and Miani 1980; Kagayama 1965; Nakajima et al. 

1980)。 

	
 この細胞の特徴は、（1）成熟下垂体前葉の約 5-10%を構成し、（2）分泌顆粒

を持たず、（3）長い突起状の細胞質を持ち、星状の形態をしている。また、（4）

その突起状の細胞体でホルモン産生細胞を包み込むように存在している。さら

に、（5）濾胞星状細胞間で濾胞を形成する、などのホルモン産生細胞には無い

特徴を持っている (Cocchia and Miani 1980; Kagayama 1965; Nakajima et al. 

1980)。 

	
 また、この細胞の機能としては、1）濾胞星状細胞間に濾胞を形成し、死んだ

ホルモン産生細胞や不要な物質を食作用によって濾胞内に取り込む Scavenger

機能 (Claudius et al. 2006; Claudius et al. 2005; Inoue et al. 2002; Ogawa et 

al. 1997)。2）interleukin-6（IL-6）、vascular endothelial cell growth factor

（VEGF）、bFGF、leukemia inhibitory factor (LIF)、follistatin、macrophage 

migration inhibitory factor (MIF)、nitric oxide（NO）などを合成し、パラク

ラインやオートクラインにより、周辺に存在するホルモン産生細胞の機能を調

節する支持機能 (Inoue et al. 1999; Inoue et al. 2002)。3）濾胞星状細胞の持

つ樹状突起間で Gap junctionを形成し、細胞間の情報を速やかに伝達する細胞

間コミュニケーション(Fauquier et al. 2001; Morand et al. 1996; Soji et al. 
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1997)。さらに、4）筋分化誘導を行うことで筋肉細胞へと分化することから、

幹細胞としての性質を持つことが報告されている (Osuna et al. 2012)。最近、

我々のグループにおける、S100βと SOX2 をはじめとする種々の幹・前駆細胞

マーカーとの共存解析結果から、S100β陽性細胞の一部は幹・前駆細胞として存

在していることが確認された (Yoshida et al. 2011)。さらに、S100β−GFP陽性

細胞の一部がホルモン産生細胞へ分化する能力があることが in vitro の系から

確認されている（図 11）(Higuchi et al. 2014)。これらの事から、これまで一

様に考えられてきた濾胞星状細胞は、幹・前駆細胞を含めた様々な細胞群によ

って構成され、上記のような多様な機能を担っていると考えられる。 
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図 11.	
 S100β-GFP トランスジェニックラットを用いた in vitro 運命追跡解析 

 

S100β-GFPトランスジェニックラットの前葉細胞を初代培養し、蛍光タイムラ

プス観察ならびに細胞免疫染色の結果から、S100β-GFP陽性細胞の一部はホル

モン産生細胞へと分化する能力があることが確認された。文献（Higuchi et al. 

2014）より許諾を得て掲載。 
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1-6-3-4 Nestin-Creマウス解析による胎生幹細胞と成体幹細胞説 

 

	
 Gleibermanらは、下垂体の幹細胞には、主に胎仔期に機能する細胞と成体で

機能する細胞が存在するという、興味深い説を報告している(Gleiberman et al. 

2008)。中枢神経系の幹細胞で発現が知られる中間径フィラメント Nestinのプ

ロモーター領域を GFP 遺伝子に連結したトランスジェニックマウス

（Nestin-GFPマウス)を用いた解析から、マウス胎仔期 E11.5では下垂体原基

の少数の細胞で GFPが観察され、出生直後（P0）までは GFP陽性細胞はほと

んど分裂せずに、MCLに存在していた。しかし、生後の Growth waveが開始

する P7では、GFP陽性細胞の数が顕著に増加し、MCLだけでなく、実質層に

も確認された。また、少数の GFP は分化マーカーPIT1 陽性の分化への遷移状

態と考えられる細胞に確認され、多くの GFP陽性細胞が分裂状態にあった。一

方で、Growth waveの終期である P21では GFPはMCLにのみ存在し、それ

以外の GFP 陽性細胞は消失していた。次に Nestin 発現細胞を持続的に標識す

る こ と が 可 能 な プ ロ モ ー タ ー ROSA26 を 付 加 し た マ ウ ス

（Nestin-Cre/ROSA26-loxP-stop-loxP-GFP マウス）での解析が行われた。こ

のマウスでは、一度 GFP の発現を開始すると、その細胞の形質が変化しても

GFPが持続するため、NESTIN陽性細胞の運命を追跡できる。新生仔の下垂体

では GFP 陽性細胞が前葉と中葉に散在し、GFP の割合は全下垂体の 2% 程度

であった。この結果は、新生仔の下垂体に存在しているホルモン産生細胞の多

くが、胎仔期に存在した NESTIN 陽性の細胞に由来しないことを示している。

一方で、5 ヶ月齢の動物においては、その割合が 20%に増加し、全種類のホル

モ ン 産 生 細 胞 で GFP の し ぐ な る が 検 出 さ れ た 。 さ ら に 、

Nestin-CreER/ROSA26-loxP-stop-loxP-GFPを用いて、タモキシフェン投与時

にのみ Nestin を発現していた細胞を、GFP で継続的に標識する解析が行われ
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た(Gleiberman et al. 2008)。9ヶ月齢の動物にタモキシフェンを投与し、その

1 ヶ月後に解析した結果、GFP 陽性が全種類のホルモン産生細胞で検出され、

成体下垂体に存在するNESTIN陽性細胞からホルモン産生細胞が分化している

ことが示された。 

	
 これらの解析から、胎仔期から出生までは NESTIN陰性の幹細胞（胎生幹細

胞）が主要な機能を担う一方で、生後の Growth waveを含む下垂体の成熟や細

胞の新生に関してはNESTIN陽性の幹細胞が主要な機能を担うことを示してお

り、生後の下垂体には胎生型と成体型の 2 種類の幹細胞が混在していることを

示唆している（図 12）。しかしながら、この解析結果には疑問も残っている。

GFP の代わりに YFP を使用した同様のコンストラクト（Nestin-YFP マウス）

を用いた解析では、胎仔期の下垂体において YFPのシグナルは検出されず、成

体下垂体においても YFP陽性細胞は下垂体細胞の 0.7%であり、Gleibermanら

の結果とは異なっていた(Galichet et al. 2010)。これらのコンストラクトには、

Nestinの第 2イントロンに存在する中枢神経系特異的なエンハンサー領域を使

用している(Zimmerman et al. 1994)。一方で、Nestinの第 1イントロンには、

血管系と筋肉組織における発現を制御するエンハンサーの存在が知られている

(Aihara et al. 2004)。このように、Nestin遺伝子はエンハンサー領域により厳

密な制御を受ける事から、用いたエンハンサー領域の違いにより、厳密な発現

制御が解除され、異所的な発現が生じている可能性が指摘されている。 

	
 一方で、1-7で述べるように、我々は、Monoclonal（clone25）抗体を用いた

解析から、ラットE12.5の下垂体原基の全ての細胞でNESTINが存在しており、

他の組織同様に(Sunabori et al. 2008)、下垂体においても NESTIN陽性細胞が

分裂状態の幹・前駆細胞として存在している可能性を示唆しており(Yoshida et 

al. 2013)、下垂体における NESTIN陽性細胞の機能に関しては、結論には至っ

ていない。 



 35 

 

 

 

 

 

 

図 12.	
 Nestin-GFPを指標とした、胎生幹細胞と成体幹細胞の存在を示唆する

解析 

 

胎仔期の下垂体形成には Nestin-GFP 陰性の幹細胞（胎生幹細胞）が主要な機

能を担い、一方で生後の下垂体においては Nestin-GFP 陽性の幹細胞（成体幹

細胞）が主要な細胞供給源を担う。よって、生後の下垂体には胎生型と成体型

の 2種類の幹細胞が混在している。文献（Gleiberman et al. 2008）より許諾を

得て掲載。 
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1-6-3-5 Coxsackievirus and Adenovirus Receptor (CAR) 陽性細胞と 2様のニ

ッチの形成機序    

 

	
 上述のように、下垂体の幹・前駆細胞の候補とそのマーカー分子の同定が進

められている。しかし、それら幹・前駆細胞を育む場であるニッチに関しては、

未解明な部分が多く残っている。最近、我々のグループでは、下垂体ニッチの

同定ならびに形成過程に関する解析結果を報告している（Chen et al. 2013)。

Coxsackievirus and Adenovirus Receptor（CAR）は膜タンパク質であり、コ

クサッキーウイルスならびにアデノウイルスの感染に必要な受容体である

(Bergelson et al. 1997; Bowles et al. 1999)。また、CARはホモフィリックな

Tight junction形成因子としても知られ、胎仔の組織において広く発現している

ことが知られている(Raschperger et al. 2006)。興味深いことに、我々は CAR

が胎仔期ならびに成体期の脳や小腸、肝臓などの組織において、胚葉を超えて、

幹・前駆細胞ニッチにおいて発現していることを確認している（Chen et al. 投

稿準備中）。 

	
 成体下垂体における我々の解析の結果では、CAR陽性細胞は、ラトケ嚢の遺

残腔に面した一層の細胞層であるMCLに局在するとともに、前葉実質内でクラ

スター状に散在していた（図 13A）。実際に SOX2との共染色から、MCLなら

びに実質層のクラスターともに、CAR陽性細胞はSOX2陽性であった（図 13B）。

このことから、下垂体の幹・前駆細胞ニッチは、古くから考えられていたMCL

だけでなく、2 種類存在していると考えられる。さらに、この CAR を用いて、

2種類のニッチの形成機序に関しても解析を行った(Chen et al. 2013)。下垂体

の原基であるラトケ嚢から出生直前までは、CARはMCLのみで陽性であり（図

13C）、実質層にはほぼ存在しない。しかし、出生直後 P3 において解析を行う

と、MCLの下層において CAR陽性細胞が多層化する現象が観察された（図 13
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矢頭）。それと同時に、実質層にも CAR陽性のクラスターが観察され始め、P15

頃まで数を増加させて行った。この出生直後に観察されたMCLの直下で多層化

した CAR陽性細胞の性質を調べると、一部の CAR陽性細胞で、上皮系細胞の

マーカーである E-cadherinの陽性シグナルが減少し、間葉系細胞のマーカーで

ある Vimentin の陽性シグナルが新たに観察された（図 14A, 矢印）。この結果

は、CAR陽性細胞が上皮間葉転移（Epithelial-Mesenchymal Transition; EMT）

を介し、遊走能を獲得したことを示唆していると考えられる（図 14B）。したが

って、この研究結果から、実質層のニッチは出生直後にMCLの細胞がmigration

することで形成される可能性が示唆されている。このように、出生直後に 2 種

類目のニッチが形成される理由は、生後の 7から 20日頃に観察される、盛んな

細胞増殖と分化、さらには、1-5で記した生理状態の変化に伴う細胞供給に備え

形成されると推測される。このような、他の組織では観られない 2 種類のニッ

チがどのように機能分担をしているのかは、興味深い研究課題である。 
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図 13.	
 CARを指標とした、下垂体幹・前駆細胞ニッチの同定 

 

（A）成体下垂体において CAR は MCL（点線）と実質層のクラスターに存在

する。（B）CAR陽性細胞は SOX2と共存している。（C）CARの局在を経時的

に観察すると、ラット E13.5ならびに E19.5において、CARはMCLのアピカ

ル側に存在する。一方で、出生直後（P3）では、MCLの直下に多層化したバソ

ラテラルな CAR陽性シグナルが出現する。Scale bars: 50 µm。文献（Chen et 

al. 2013）より許諾を得て掲載。 
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図 14.	
 出生直後（P3）における CAR陽性細胞の解析とニッチの形成機序 

 

（A）出生直後に MCL直下に多層化した CAR陽性細胞の一部で、間葉系細胞

マーカーである Vimentinが新たに出現している（矢印）。（B）下垂体幹・前駆

細胞ニッチの形成機序を模式的に示す。CARを指標とした解析から、発生過程

ではMCLのみがニッチとして存在しているが、出生直後にMCLの細胞がEMT

を起こし遊走する事で、実質層に新たなニッチが形成される可能性が示唆され

ている。文献（Chen et al. 2013）より許諾を得て掲載。 



 40 

1-7 下垂体幹・前駆細胞の質的な変化と、細胞供給機構の変化 

 

	
 我々は下垂体のニッチに存在する幹・前駆細胞の質的な変化に注目した研究

も報告している。転写因子に着目した解析から、下垂体特異的転写因子である

PROP1（Prophet of PIT1）と間葉系転写因子 PRRX2は常に SOX2陽性の下垂

体幹・前駆細胞として存在している(Higuchi et al. 2013; Yoshida et al. 2011)。

しかし、ニッチであるMCLに着目し解析すると、PROP1は胎仔期から生後直

後のMCLでは高密度に存在していたが、生後 15日頃から陽性細胞の割合が減

少し、成体期ではほぼ観察されなくなる（図 15A）(Yoshida et al. 2011)。しか

し、実質層のニッチでは PROP1 陽性細胞は維持され続けている（図 15A）

(Yoshida et al. 2011)。一方で、PRRX2陽性細胞は胎仔期から生後直後（P5）

の下垂体には存在せず、P30 頃までに MCL に SOX2 陽性の細胞として出現す

る（図 15B）(Higuchi et al. 2013)。こうした結果は、MCLの細胞構成が生後直

後に質的に変化し、主に胎仔期に機能する幹・前駆細胞と、成熟後に機能する

細胞とが入れ替わる可能性を示唆しており、Gleibermanらの説を支持するもの

であると考えられる。 

	
 また、P15頃を境にMCLにおける幹・前駆細胞の細胞構成が変化することか

ら、時期により、細胞供給を担う幹・前駆細胞にも変化が生じている可能性が

考えられた。そこで、神経系の細胞において分裂状態の幹・前駆細胞のマーカ

ーとして報告されている NESTIN(Sunabori et al. 2008)に対する抗体を用い

て解析すると、発生過程の増殖期は NESTIN陽性細胞の多くを PROP1陽性細

胞が占めていたが、出生後では PIT1陽性のコミットメント細胞が NESTIN陽

性細胞の大部分を占めるように変化していた（図 16）(Yoshida et al. 2013)。

このことは、胎仔期下垂体の形成過程では、PROP1/NESTIN陽性前駆細胞が、

前駆細胞の増加やコミットメント細胞の供給源であるが、一方で生後の Growth 
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wave前後では、PIT1/NESTIN陽性のコミットメント細胞が細胞供給を担って

おり、出生前後に下垂体の細胞供給源が変化していると考えられる。 

	
 以上のように、主に胎仔期から出生期まで機能する幹・前駆細胞と、生後か

ら成体期に機能する幹・前駆細胞に質的な違いがある可能性がある。こうした

幹・前駆細胞の機能的な差異を解明するためには、Sox2発現細胞の運命追跡だ

けでなく、Prop1 や Prrx2 発現細胞の運命追跡が必要であると考えられる。一

方で、CARを用いた解析から、tight junctionにより維持された 2様のニッチ

の存在が明らかとなり、下垂体の幹・前駆細胞の機能と細胞供給機序の解明に

は、個別の幹・前駆細胞を解析することに加え、ニッチという集団を解析対象

とする必要があると考えられる。特に、ニッチ内部で幹細胞性を維持する機序、

ならびに適切なタイミングで分化へと誘導する機序の解明には、ニッチを制御

するシグナルの解明が重要であると考えられる。以下にこれらのシグナルの候

補として、ephrin/Eph receptor（Eph）シグナルについて述べる。 
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図 15.	
 下垂体幹・前駆細胞の質的変化 

 

（A）生後の下垂体における PROP1（赤）と SOX2（緑）の共染色像。Marginal 

cell layer（点線）に存在する PROP1陽性細胞は、下垂体の成熟につれて減少

していが、実質層では維持される。Scale bar: 50 µm。文献（Yoshida et al. 2011）

より許諾を得て改変。（B）生後の下垂体における PRRX2（紫; 矢頭）と SOX2

（緑）の共染色像を示す。PRRX2陽性細胞は P30頃初めてMCLに存在し始め

る。Scale bar: 20 µm。文献（Higuchi et al. 2013）より許諾を得て掲載。 
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図 16.	
 下垂体における細胞供給源の解析 

 

（A）NESTIN（緑）と PROP1（赤）、（B）PIT1（赤）との共染色像ならびに、

（C）継時的な共存割合の変化を示す。分裂状態の幹・前駆細胞マーカーである

NESTIN は、発生過程では PROP1 と高頻度に共存するが、生後の下垂体では

共存率が低下する。一方で、出生後では PIT1 陽性のコミットメント細胞が

NESTIN 陽性細胞の大部分を占めるように変化する。このことから、細胞供給

を担う主要な未分化細胞が変化していると考えられる。Scale bar: 50 µm。文献

（Yoshida et al. 2013）より許諾を得て改変。 
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1-8 ephrin/Eph receptor（Eph）シグナル 

 

1-8-1 ephrinと Ephの構造と対合性 

 

	
 Eph Receptor（以下、Eph）は膜貫通受容体型チロシンキナーゼファミリー

(RTKs)に属し、Erythropoietin-producing hepatocellular carcinoma に発現す

る RTKをスクリーニングする過程で同定された分子である。一方で、Ephに結

合する種々のリガンド分子が発見され、それらは Eph family receptor 

interacting proteins として、1997 年に ephrin という名称に統一された

(Committee 1997; Zhou 1998)。	
 

	
  Eph はそのアミノ酸配列およびリガンドとの親和性により、サブクラス A

（EphA）と B（EphB）に分けられ、ほ乳類では 9 種類のサブクラス A 

(EphA1-8,10)と、5種類のサブクラス B（EphB1-4,6）が報告されている（Murai 

and Pasquale 2003)（図 17）。ephrinもその構造的な違いから、サブクラス A

と Bに分けられ、ほ乳類では 5種類のサブクラス A（ephrin A1-5）と、3種類

のサブクラス B（ephrin B1-3）が報告されている（図 17）(Pasquale 2005)。

基本的には同じサブクラス同士の Ephと ephrinが結合するが、図 17で示すよ

うに、異なるサブクラス間での結合も報告されている(Pasquale 2005)。	
 

	
 EphA 群、ならびに EphB 群の基本構造は共通しており、どちらも一回膜貫

通型であり、タンパク質の N末端側に細胞外結合ドメインが、C末端側に細胞

内ドメインが位置している。シグナリングに関与する細胞内ドメインは tyrosine 

kinase domain、sterile	
 α	
 motif	
 (SAM)	
 domain、PDZ-binding domainの 3

種から成る（図 18）。一方で、ephrin の構造はサブクラス間で大きく異なる。

ephrin-A 群はグルコシルフォスファチヂルイノシトール	
 (GPI)アンカーを介

して細胞膜上に存在している(Xi et al. 2012)（図 18）。対して、ephrin-B群は
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一回膜貫通型タンパク質であり、細胞内ドメインとして、PDZ-binding domain

とリン酸化部位を持つ SH2-binding regionを有している（Xi et al. 2012)（図

18）。	
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図 17.	
 ephrinと Ephの対合性 

 

ephrin群と Eph群の対合性とその結合強度を示す。文献（Jensen 2000）を元

に作成。 
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1-8-2 ephrin/Eph シグナルの活性機序 

 

	
 ephrinならびに Ephを介するシグナリングの特徴は、リガンドが液性因子で

はなく細胞膜上に存在する事である。よって、シグナルの活性化には、受容体

を発現する細胞と、リガンドを発現する細胞同士が接触することが必要である

(juxtacrine)。その結果として、受容体を発現する細胞に伝達されるシグナル

(Forward シグナル)だけでなく、リガンドを発現する細胞にもシグナル

(Reverseシグナル)が伝達される（図 18）。このように、細胞同士の接着や双方

向にシグナルが伝達されるという特徴が、後述する組織の領域化や、ニッチと

いう微小環境の形成、細胞移動などを可能にしている。	
 

また、ephrinと Ephとの相互作用は、1分子間結合ではなく、それぞれがダ

イマーを形成し、テトラマーとして存在していることが結晶解析の結果から示

されている（Himanen et al. 2001)	
 。さらに、膜上に分散する ephrinまたは

Eph を会合により集合化させる事が、活性化に必須であることも証明されてい

る(Davis et al. 1994)。実際に、Ephを発現させた細胞に、可溶性の ephrinを

添加しても Ephの細胞内ドメインはリン酸化されない。一方、抗体を用いて可

溶型 ephrinを凝集させたものを添加すると、Ephのリン酸化が生じる（Davis et 

al. 1994)。この結果から、ephrinならびに、Ephがそれぞれ会合体を形成する

ことが、細胞内ドメインのリン酸化に必須であると考えられる。さらに、この

特徴を利用し、ephrin または Eph の可溶性分子、もしくは抗体との凝集体を、

生きた組織または細胞に作用させることで、特定のシグナルを活性化、抑制化

する実験例が報告されている（Conover et al. 2000; Holmberg et al. 2006)。	
 

	
 また、両者の結合様式には、trans-ならびに cis-interaction という 2 種類の

様式が存在する（図 19）。trans-interaction は上述のように、隣接する細胞が

それぞれ ephrin または Eph を発現する様式であり、両細胞へ双方向性のシグ
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ナルが伝達される（図 19A）。一方で、cis-interactionは、一つの細胞に ephrin

ならびにEphの両因子を発現している場合であり、同一細胞内で ephrinとEph

の結合が生じ、隣接する細胞との相互作用が妨げられる。その結果、

cis-interactionでは両シグナルともに不活性状態になる（図 19B）。	
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図 18.	
 Ephならびに ephrinのタンパク質構造 

 

Eph ならびに ephrin のタンパク質構造を模式的に示す。Eph 群ならびに

ephrin-B 群は一回膜貫通型であり、ephrin-A 群は GPI アンカーを介して、細

胞膜表面に結合している。細胞間で Eph と ephrin がインタラクションするこ

とにより、双方向性（Forwardと Reverse）のシグナルが伝達される。文献（Xi 

et al. 2012）より許諾を得て、改変。 
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図 19.	
 Ephならびに ephrinの結合様式 

 

Eph ならびに ephrin の結合様式を模式的に示す。（A）隣接する細胞のそれぞ

れに Eph もしくは ephrin が存在する場合、細胞間で Eph と ephrin の

trans-interaction が生じ、双方向性（Forward ならびに Reverse）のシグナル

が活性化される。（B）一つの細胞内で両因子が存在する場合、細胞内で Ephと

ephrinの cis-interactionが生じ、シグナルは双方向共に不活性である。 
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1-8-3 ephrin/Eph シグナリング	
 

	
 

	
 ephrin/Ephの下流には多くのシグナル分子の関与が報告されている	
 (図 20)	
 

(Xi et al. 2012)。EphAの活性化により引き起こされるForward	
 シグナルでは、

グアニンヌクレオチド交換因子（GEF）の Ephexinを介して、Small GTPase

である RHOA、RAC1、CDC42が活性化し、それぞれストレスファイバー形成、

葉状仮足（lamellipodia）形成、糸状仮足（filopodia）形成による細胞形態の変

化や移動を制御している（図 20A）(Nobes and Hall 1995; Shamah et al. 2001)。

EphB の活性化による Forward	
 シグナルでは、GEF である Intersectin や

Kalirinの活性化を介し、EphB-intersectin-CDC42系により細胞移動（Irie and 

Yamaguchi 2002)を、EphB-Kalirin-RAC1系により細胞骨格の再構築、間充織

の浸潤、細胞移動を制御することが報告されている（図 20B）(Penzes et al. 

2003)。一方、Reverse	
 シグナルの伝達は、細胞内ドメインが欠損している

ephrin-Aの場合、ephrin-Aの集合化による膜貫通型アダプタータンパク質のリ

クルートにより引き起こされる。その例として、ephrin-A5は Src-family kinase

である FYNをリクルートすることが知られている（図 20C）(Stefanova et al. 

1991)。一方で、Eph同様に、細胞内ドメイン、ならびに PDZ-binding domain

を有する ephrin-B群の Reverseシグナリングは、細胞内ドメインのリン酸化か

ら開始する（図 20D）。ephrin-B/Eph複合体が形成されると、Src kinase family

分子により、ephrin-B の細胞内ドメインである SH2-binding region 内のチロ

シン残基がリン酸化される(Arvanitis and Davy 2008)。リン酸化された

ephrin-Bは、PDZ domainもしくは SH2 domainを有するタンパク質との相互

作用が可能となる。その相互作用因子の例として、SH2 domain を有するアダ

プタータンパク質 Growth Factor Receptor-Bound protein 4（GRB4）を介し、

細胞形態の制御や細胞同士の反発に関与する(Cowan and Henkemeyer 2001)。
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また、GTPase-activating protein である PDZ-RGS3 は、 ephrin-B1 の

PDZ-binding domainを介して結合し、細胞移動の制御や神経前駆細胞の維持に

関与する事（Lu et al. 2001; Qiu et al. 2008)、また、zinc finger homeodomain 

型転写因子である ZHX2 の相互作用と、神経前駆細胞維持への関与が報告され

ている(Wu et al. 2009)。	
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図 20.	
 ephrin/Ephシグナリング 

 

ephrin/Ephシグナルが活性化された際の、Forwardならびに Reverseシグナル

を模式的に示す。（A）EphA群（赤）が活性化した際の Forwardシグナル、（B）

EphB 群（赤）が活性化した際の Forward シグナル、（C）ephrin-A 群（青）

が活性化した際の Reverseシグナル、（D）ephrin-B群（青）が活性化した際の

Reverseシグナル。文献（Xi et al. 2012）より許諾を得て、改変。 

 

 



 54 

1-8-4 細胞膜受容体との相互作用 

 

	
 ephrin/Ephは、他の細胞膜受容体との相互作用も知られている。EphA4は、

Fibroblast growth factor receptor（FGFR）1-4とヘテロ複合体を形成し、FGFR

シグナリングの促進による細胞増殖や移動を正に制御する(Fukai et al. 2008)。

また、Wnt の共役受容体である RYK（Receptor-related tyrosine kinase） 

(Halford et al. 2000; Trivier and Ganesan 2002)や PDZ-binding domainを有

し、タイトジャンクションに寄与する Claudin (Tanaka et al. 2005)、NMDA

型グルタミン酸受容体（NMDAR）(Dalva et al. 2000)、メタロプロテアーゼで

ある ADAM10	
 (Solanas et al. 2011)などとの直接的な相互作用が知られている	
 

(Arvanitis and Davy 2008)。	
 

	
 

1-8-5 ephrin/Eph シグナルと組織の領域化 

 

	
 1-8-2 に述べたように、ephrin/Eph シグナリングは、細胞接着により活性化

され、そのシグナルは ephrin ならびに Eph を発現する両細胞へ伝達される。

このような、双方向性のシグナル伝達様式は、発生過程において、様々な形質

の細胞が特定の場所へ移動し、定着、個別の細胞集団から成る領域の形成に適

した仕組みである。本項では組織の領域化や細胞の移動に着目し、組織形成に

おける ephrin/Ephシグナリングの役割について述べる。	
 

 

1-8-5-1 ロンボメア形成と Repulsive Guidance 

	
 

	
 後脳領域の発生過程に生じる分節構造をロンボメアといい、一つ一つのロン

ボメアから将来、特定の神経細胞が分化する(Kiecker and Lumsden 2012)。従
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って、各ロンボメアを構成する細胞が混ざり合う事なく、分節を形成する事が

必須であり、このロンボメア形成に ephrin/Ephシグナリングが重要な役割を果

たしている。ロンボメアにおいて ephrin と Eph はそれぞれ異なるロンボメア

の細胞で発現しており、その例としてロンボメア(r)2,	
 4,	
 6には ephrin-B2が

発現し、その受容体であるEphA4は隣接する r3と 5で発現する(Daar 2012; Xu 

et al. 1995) (図 21A)。つまり、ephrin-B2 発現細胞と EphA4 発現細胞は

Repulsive Guidanceにより互いに反発し合い、混ざり合う事なく、異なるロン

ボメア領域を形成していると考えられる。この領域化における ephrin/Ephの重

要性は、ゼブラフィッシュを用いた実験から証明されている(Mellitzer et al. 

1999)。蛍光タンパク質と融合した ephrin-B2または EphA4タンパク質を細胞

に過剰発現し、両細胞を混ぜ合わせる。すると、2種類の細胞が混じり合う事な

く、細胞集団の領域が形成される（図 21B）。一方で、ephrin-B2または EphA4

のどちらかの細胞内ドメインを欠損したコンストラクトを過剰発現させると、

細胞同士が混ざり合い、領域は形成されない（図 21C)。この結果から、ロンボ

メア領域の形成には、ephrin-B2/EphA4を介した Repulsive Guidanceによる

細胞同士の反発が必要である事、また、その際にはどちらか片方のシグナルで

はなくForwardシグナルとReverseシグナルの両方が必要である事が明らかと

なった。 
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図 21.	
 ロンボメア形成と Repulsive guidance 

 

（A）ロンボメア形成過程における ephrin と Eph の発現様式を模式的に示す。

ロンボメア（r）2, 4, 6に ephrin-B2 が発現し、これらと隣接する r3と 5では

その受容体である EphA4が発現する。（B）ephrin-B2または EphA4タンパク

質をそれぞれ過剰発現した両細胞を混合すると、2種類の細胞が混じり合うこと

なく、細胞集団が形成される。（C）細胞内ドメインが欠損した ephrin-B2また

は EphA4 を過剰発現させた細胞同士では、混ざり合い、境界領域が生じない。

文献（Daar 2012）より許諾を得て、改変。 
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1-8-5-2 血管新生と Attractive Guidance 

 

	
 ephrin/Ephシグナルは細胞同士の反発だけでなく、細胞を誘導することにも

寄与している。アフリカツメガエルの発生過程において、後主静脈（posterior 

cardinal vein）からの血管新生によって体節間へ血管が進行することが知られ

ている(Helbling et al. 2000)。この過程において、ephrin-B1ならびに-B2が

体節細胞において発現し、レセプターである EphB4が体節と接する後主静脈と

そこから派生した体節内静脈（intersomitic vein）の細胞において発現している

(図 22)。体節間に血管が新生する際には、ephrin-B1, -B2を発現する体節の細

胞が、EphB4を発現する血管を誘導することで、血管新生のルートが決定され

る。つまり、ephrin/Ephを発現する細胞同士の接触により、細胞の誘導が生じ

る（図 22）(Helbling et al. 2000)。	
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図 22.	
 血管新生と Attractive guidance 

 

Xenopus laevisの発生過程における、後主静脈（posterior cardinal vein）から

体節内静脈（intersomitic vein）の血管新生を模式的に記す。体節内静脈の血管

新生過程において、体節細胞で発現する ephrin-B1, -B2と、後主静脈で発現す

る EphB4の相互作用により、体節の間へ血管が誘導される。 
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1-8-6 ephrin-Bとその対合 Eph分子による幹細胞ニッチの制御 

 

	
 ephrin/Ephシグナルは組織発生時の領域化に加え、種々の幹細胞ニッチにお

いてもその発現が報告され、ニッチという微小環境の領域化ならびに制御に寄

与していることが明らかとなってきた。特に、複数のニッチにおいて、ephrin-B

とその対合 Eph分子がニッチの形成、制御に関与するという知見が報告されて

いる。 

以下に、その例として、腸管ニッチの陰窩、ならびに脳室のニッチである側脳

質上衣下層（SVZ）に関する、ephrin-Bと対合 Ephシグナルの機能について概

説する。 

 

1-8-6-1 腸管ニッチ 

 

	
 ephrin/Ephシグナリングは、小腸の幹・前駆細胞をニッチに留めておくこと

にも寄与している。小腸上皮の構造は、絨毛（villus）と絨毛間の窪んだ部分（陰

窩;	
 Crypt）に大別される。絨毛は、分化した細胞である吸収上皮細胞や杯細胞

から構成され、栄養吸収を担っている。一方で、陰窩は絨毛の根元に存在する

窪みであり、その底部に腸上皮を構成する全ての細胞に分化可能な幹細胞と、

それを支持するニッチ細胞である Paneth細胞が存在する（図 23A）(Pitulescu 

and Adams 2010)。また、現在、小腸の幹細胞は 2種類提唱されており、一つ

は Paneth 細胞の間に存在し、増殖の活発な LGR5 陽性の陰窩底部円柱細胞

（CBC）であり、もう一つが、底部から 4,	
 5細胞上方に存在する分裂能の低い

BMI1陽性細胞である(Sangiorgi and Capecchi 2008; Tian et al. 2011)。特に、

LGR5 陽性の幹細胞の解析が進んでおり、LGR5 陽性幹細胞とニッチ細胞であ

る Paneth細胞が互いに高い隣接関係にあることが報告されている(Sato et al. 



 60 

2011)。そして、それらの細胞から数層上方に、分裂状態の前駆細胞が存在する

（図 23A）。このように小腸上皮細胞は、陰窩の底部から 2 種類の幹細胞と

Paneth細胞、分裂状態の前駆細胞、そして、分化した細胞という順に、分化度

に従い規則正しく配置されている(Pitulescu and Adams 2010)。この分化度に

伴う細胞の配置を制御する因子の一つが、ephrin/Ephシグナルであり、ephrin

と Ephの発現勾配が、ニッチの維持に重要であることが明らかにされつつある	
 

(Batlle et al. 2002; Sato and Clevers 2013)。すなわち、陰窩の底部でのみ発現

するWnt/β-cateninシグナルにより、ニッチ細胞であるPaneth細胞ではEphB3

が高発現し、幹細胞とそこから数層はなれた増殖前駆細胞では EphB2が高発現

する（図 23A）。一方で、分化した細胞群では、これら Ephの発現は抑制され、

代わりに ephrin-B1 ならびに-B2 の発現が顕著である（図 23A）。このように

EphB3ならびに EphB2と	
 ephrin-B1, -B2の発現量の勾配が形成され、この勾

配により領域化が起こる。つまり、EphB3 陽性の Paneth 細胞と EphB2 陽性

の幹細胞は、ephrin-B1,-B2 陽性細胞から反発する形で陰窩の底部に保持され

る。一方で、分化に伴い EphB2の発現が減少し、ephrin-B1, -B2の発現が上昇

するため、分化の進行した細胞は、Eph 勾配の高い底部から反発する形で絨毛

方向へと移動して行く。実際に EphB3ノックアウトマウスでは、ニッチ細胞で

ある Paneth細胞が底部から移動することや、EphB2, B3のダブルノックアウ

トでは増殖中の前駆細胞と分化細胞の境界が完全に消失し、混ざり合う事が観

察されている(Batlle et al. 2002)。 

	
 また、この ephrin/Ephシグナルを介した細胞の反発機構とニッチの維持に関

して、接着分子との関係性も明らかになってきた(Solanas et al. 2011)。小腸の

上皮細胞は接着分子である E-cadherin をユビキタスに発現し、E-cadherin を

介した細胞間接着を形成している。さらに、底部に存在する EphB 陽性細胞に

おいては、細胞内で EphBとメタロプロテアーゼである ADAM10とが結合して
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いる（図 23B）。一方で、分化細胞は ephrin-Bと E-cadherinを発現している。

そこで、EphB 発現細胞と ephrin-B 発現細胞の境界面で、局所的に EphB と

ephrin-B が結合すると、その細胞面でのみ ADAM10 が活性化し、E-cadherin

を切断することで、境界面でのみ局所的な細胞間接着の減弱が生じる（図 23B）。

しかし、それら細胞の反対面では E-cadherinが維持され接着力が保持されるこ

とから、その接着力の違いにより境界面において反発が生じると考えられてい

る（Solanas et al. 2011)。	
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図 23.	
 小腸ニッチにおける ephrin-B/EphBシグナル 

 

（A）小腸上皮の細胞構成と、ephrin-B と EphB の発現様式を模式的に示す。

絨毛の根元に存在する陰窩では、底部に 2種類の幹細胞（LGR5ならびに BMI1

陽性細胞）とニッチ細胞である Paneth細胞が存在し、そこから数層上方に分裂

状態の前駆細胞が、さらに上層には分化細胞が存在する。Paneth 細胞では

EphB3 が発現し、幹細胞と前駆細胞では EphB2 が発現する。一方で、分化細

胞では ephrin-B1, -B2 の発現が高く、ephrin/Eph の勾配が形成される。文献

（Genander 2012）より許諾を得て、掲載。（B）ephrin-B/EphBと ADAM10

の相互作用によるニッチの維持機構を模式的に示す。ephrin-Bと EphBが複合
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体を形成することで、メタロプロテアーゼである ADAM10 が活性化し、

E-cadherinの切断ならびに細胞の反発が生じる。この反発により、幹細胞なら

びに Paneth細胞は底部に維持される。文献（Solanas et al. 2011）より許諾を

得て、掲載。 
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1-8-6-2 Subventricular zone（SVZ） 

 

	
 過去には脳におけるニューロンやグリア細胞の新生は、胎仔期に一過的に生

じ、成体の脳では行われないと考えられてきた。しかし、現在では、生後の脳

においても、側脳室上衣下層（Subventricular zone: SVZ）ならびに海馬の顆粒

細胞下帯（Subgranular zone: SGZ）といった特定部位においては細胞新生が維

持されていることが知られている（図 24A）。中でも、SVZ ニッチにおいて、

ephrin-B/EphB シグナルと幹細胞維持機構との関わりが解明されつつある。

SVZ ニッチを構成する細胞は、脳室に面する一層のニッチ細胞である上衣細胞

（Ependymal cell）と、そこに張り付くように存在する神経幹細胞（Astrocyte）

により構成されている（図 24B）。興味深いことに、組織の損傷時には、これら

上衣細胞と神経幹細胞の間で、細胞形質の転換が生じることが報告された

(Nomura et al. 2010)。すなわち、どちらかの細胞に損傷が生じた際には、も

う一方の細胞が不足した細胞を補い、ニッチを維持する。この機構の制御に

ephrin-B/EphB シグナルが関わっている。上衣細胞では EphB1, B2 と

ephrin-B1, -B2が、神経幹細胞では ephrin-B1, -B2が発現していることが、特

異抗体ならびにレポーターマウスの解析から確認されている(Conover et al. 

2000; Nomura et al. 2010)。側脳室へ可溶型の EphB2 を注入し、内在性の

ephrin-B/EphB シグナルを阻害すると、上衣細胞は幹細胞へ、幹細胞は上衣細

胞へと運命転換が引き起こされた。また、Forwardと Reverse シグナルのどち

らがこの機序に関与しているかを、細胞内ドメインを欠損させたドミナントネ

ガティブ型のEphBならびに ephrin-Bを上衣細胞に過剰発現させ解析した結果、

EphBのドミナントネガティブ型を導入した際のみ、上衣細胞が幹細胞へと転換

した(Nomura et al. 2010)。また、両者のノックアウトマウスの解析からも、

EphB2 発現細胞内での Forward シグナルが、運命転換を抑制することに寄与
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していることを見出した。さらに、正常時では維持されている EphB2の発現が、

脳室周囲の障害時では、顕著に低下することも確認された(Nomura et al. 2010)。 

	
 このように、ニッチ細胞と幹細胞は可塑性に富んでおり、どちらかの細胞が

障害を受けた際には、互いに補い合う機構が存在すると考えられる。一方で、

こうした可塑性は正常時には、両細胞間における ephrin-B/EphBシグナルによ

り抑制されており、ニッチが維持されていると考えられる。 
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図 24.	
 脳室ニッチである側脳室上衣下層（SVZ）における ephrin-B/EphB シ

グナル 

 

（A）脳の矢状断面図を模式的に示す。成体の脳には、側脳室上衣下層

（Subventricular zone: SVZ）と顆粒細胞下帯（Subgranular zone: SGZ）の 2

種類のニッチが存在する。（B）SVZニッチの細胞構成を模式的に示す。SVZニ

ッチは脳室に面した一層の細胞でありニッチ細胞である Ependymal細胞と、神

経幹細胞である Astrocyteによって構成される。また、どちらかの細胞に傷害が

生じた際には、Ependymal 細胞と Astrocyte 間で、細胞の形質転換が生じる。

正常時には、この形質転換は ephrin-B/EphBシグナルによって抑制され、ニッ

チが維持されている。文献（Genander 2012）より許諾を得て、掲載。 
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1-9  下垂体幹・前駆細胞ニッチに関する本研究の課題 

 

	
 これまでの下垂体幹・前駆細胞の研究から、下垂体の幹・前駆細胞はその由

来あるいは分化段階的に一種類ではなく複数種存在すると考えられる。さらに、

それら幹・前駆細胞は、MCLと実質層の SOX2クラスターという 2様のニッチ

において、Tight junctionを介し維持されていると考えられる。しかしながら、

これら幹・前駆細胞ニッチにおいて、その未分化性を維持し、幹・前駆細胞を

ニッチに留めておく機序、また反対に適切なタイミングでニッチを離脱し、分

化へと方向付ける機序は不明である。また、他の多くの組織のニッチにおいて

確認されている、幹・前駆細胞と隣接し、幹・前駆細胞を制御する細胞として

のニッチ細胞の下垂体における存在の有無も依然として不明なままである。こ

うした、下垂体幹・前駆細胞ニッチの細胞構成と制御機構を解明することは、

個体の生理的な要求に応じた、幹・前駆細胞からの細胞供給機構を含めた、組

織の維持、再生機構を理解する上で重要であると考えられる。 

	
 以上の背景に基づき、本研究は Juxtacrine Factorである ephrin/Ephシグナ

ル分子に焦点を当て、ラット下垂体幹・前駆細胞ニッチの細胞構成と、その制

御機構に関して解析を進めたものである。 
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第 2章  下垂体幹・前駆細胞ニッチで機能する B class ephrin/Ephシグナル 

	
 	
 	
 	
 分子の探索とその制御機構 

 

2-1  緒言 

 

	
 本研究は、下垂体の組織幹・前駆細胞を育む微小環境であるニッチに焦点を

当てている。本章では、下垂体に存在する 2様のニッチが、tight junctionを形

成しているという特徴に着目し、細胞間接着を介した ephrin/Ephシグナルとい

う観点から、ニッチの制御機序を解明することを目的としている。 

	
 本実験では、Real-time PCRならびに免疫組織化学的解析から、下垂体のニ

ッチに存在する ephrin ならびにその対合 Eph を同定した。さらに、成体期と

出生直後という細胞新生頻度の異なる時期のニッチを比較解析することで、

ephrin-B2 Reverseシグナルの活性化が、細胞新生頻度に呼応して制御されてい

ることが示唆された。機能解析など未解明な点が多く残っているが、本章の実

験結果は、ephrin/Ephシグナルが下垂体ニッチを制御する可能性を初めて示し

た解析結果である。 
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2-2  材料および実験方法 

 

2-2-1 試料動物 

 

	
 試料動物として雄のWister-Imamichi系ラット、ならびに、埼玉大学、井上

金治名誉教授より供与して頂いた S100β-GFP Transgenic（TG）ラット（図 25）

(Itakura et al. 2007)を使用した。胎齢は雌ラットの膣中に精子が確認できた朝

を胎仔期（E）0.5日とした。生後のサンプルは、ジエチルエーテルにより屠殺

し、速やかに下垂体を採取した。また、全ての工程は、明治大学 動物実験委員

会の指針に則って実施した。 

 

2-2-2 RNA調整と cDNA Libraryの合成  

 

	
 胎齢 E13.5（n=15）、E14.5（n=10）、E16.5（n=14）、E18.5（n=11）、E20.5

（n=10）ならびに出生後（P）0日齢（n=9）のラット全下垂体（前、中、後葉）、

および出生後の各日齢 P5（n=5）、P15（n=8）、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。DNase I 処理をした Total RNA 1 µg から PrimeScript Reverse 

Transcriptase（Takara Bio, Otsu, Japan）を用いて、添付のプロトコルに従い

cDNA Libraryを合成した。 

 

2-2-3 Real-time PCR 

 

  Real-time PCRは SYBR Green-Real time PCR Master Mix Plus（Toyobo, 

Osaka, Japan）を用いて行った。Template DNAは、cDNA Library 1 µl（total 
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RNA 5 ng 相当）を使用し、プライマー各 0.6 µMを含む反応液 20 µl中で反応

を行った。PCRは Denaturation（95 °C, 15 sec）、Annealing（62 °C, 15 sec）、Extension

（72 °C, 45 sec）の条件で40 cycleの増幅反応を行った。分析にはABI prism 7500 

Real-Time PCR System（Applied Biosystems, Foster City, Calif., USA）を使

用し、比較 CT （DDCT）法により、内部標準として TATA box binding protein

（Tbp）に対する相対値を算出した。使用したプライマー配列を表 2に示す。 
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図 25.	
 S100β-GFP transgenic ラットのコンストラクトと下垂体の蛍光観察

像 

 

（A）S100β-GFP transgenic ラットのコンストラクト 

第一イントロンを含む S100βの promoterを enhanced GFP（EGFP）-simian 

virus（SV）40 polyadenylation signal に連結したコンストラクトを用いて

Transgenicラットを作出した。 

（B）S100β-GFP transgenic ラット下垂体前葉における抗 S100抗体の蛍光免

疫染色像 GFPのシグナル（緑）と抗 S100抗体（赤）の陽性シグナルが一致し

ている。文献（Itakura et al. 2007）より許諾を得て掲載。 
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2-2-4 リコンビナント ephrin-B2発現ベクターの構築 

 

	
 rat ephrin-B2 のCDS全長をコードする cDNA配列をタンパク質発現用ベク

ターである pET32a（Novagen, Darmstadt, Germany）（図 26）に組み込み、大

腸菌 BL21（DE3）Codon Plus RIPL（Stratagene, La Jolla, Calif., USA）に形質

転換し、形質転換体をアンピシリン 50 µg/ml、ストレプトマイシン 12.5 µg/ml、

クロラムフェニコール 25 µg/mlで選抜した。 

 

2-2-5 リコンビナント ephrin-B2タンパク質の精製と SDS-PAGE 

 

	
 リコンビナントタンパク質の発現には、Overnight Express Autoinduction 

System 1（Novagen）を使用した。アンピシリン 100 µg/ml、ストレプトマイ

シン 25 µg/ml、クロラムフェニコール 25 µg/mlを含む 2×YT medium 5 ml中

で 25 °C、8時間の前培養を行った。その後、培養液 10 µlを Overnight Express 

Autoinduction System 1（Novagen）、アンピシリン 100 µg/ml、ストレプト

マイシン 25 µg/ml、クロラムフェニコール 25 µg/ml を含む 10 ml の 2×YT 

mediumに継代して 25 °C、16時間培養し、リコンビナントタンパク質を発現

させた。得られた培養液を 1.5 mlチューブに 1 mlずつ分注し、10,000 rpm、1

分の遠心で上清を除去し、ペレットを回収した。ペレットは使用するまで	
 -20 °C

で保存した。	
 	
 

	
 タンパク質の精製は、Mag Extractor His tag（Toyobo）を用いて添付のプロ

トルに従い、6 M 尿素を含む変性条件により精製した。精製した rat	
 

ephrin-B2-TrxA-His tag な ら び に TrxA-His tag は 、 10 ％ （ w/v ）

SDS-polyacrylamide gel電気泳動（SDS-PAGE）を用いて分離後、Coomassie 

Brilliant Blue（Bio-Rad, Tokyo, Japan）にて染色し、純度ならびに分子量の確
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認を行った。	
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図 26.	
 リコンビナントタンパク質発現用のベクターマップ 

 

大腸菌発現ベクターである pET32a（+）ベクターのマルチクローニングサイト

内に EcoRⅠと XhoⅠを用いて、rat ephrin-B2の CDS全長を挿入した。挿入

した ephrin-B2 は TrxA tagならびに His tagとのリコンビナントタンパク質

と し て 発 現 す る 。 Novagen 社 の ホ ー ム ペ ー ジ

（ http://www.helmholtz-muenchen.de/fileadmin/PEPF/pET_vectors/pET-32

a-c_map.pdf）から転載。 
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2-2-6 抗 ephrin-B2抗体の吸収実験 

 

	
 抗 ephrin-B2抗体（clone EFR-163M, SIGMA, St. Louis, Mo., USA）の特異

性を評価するために、ephrin-B2-TrxA-His tag タンパク質（60 kDa）または

TrxA-His tagタンパク質（23 kDa）を用いて、mol比で IgG :リコンビナントタ

ンパク質 = 1 : 5になるように添加し、室温で 1時間反応させた。その後、複合

体をMag Extractor His tag（Toyobo）10 µlを用いて除去した。この 2種類の

吸収抗体を用いて、蛍光免疫染色により、抗 ephrin-B2 抗体の特異性を確認し

た。 

 

2-2-7 蛍光免疫組織化学 

	
  

	
 採取した下垂体ならびに胎仔は、下記の各種方法により固定し、凍結切片ま

たはパラフィン切片を作製した。また、使用した 1 次抗体に関しては、固定法

ならびに賦活化の有無ごとに表 3に記載した。 
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2-2-7-1 エタノール固定 

 

	
 採取した下垂体新鮮組織を、凍結組織用包埋剤のティシュー・テック O.C.T

コンパウンド（Sakura Finetek Japan, Tokyo, Japan）で包埋し、液体窒素で

冷却したアセトン中で凍結した。その後、クリオスタットを用いて、胎仔は矢

状断面、生後の下垂体は冠状断面で厚さ 7 µmの凍結切片を作製した。作製した

切片は、HEPES buffer（20 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 7.5）で洗浄し、あらか

じめ -20 °Cに冷却した 95%（v/v）エタノールに浸し、-20 °Cで 30分間の固定

を行った。固定後の切片は HEPES bufferで洗浄後、免疫染色を行った。 

 

2-2-7-2 4% パラホルムアルデヒド固定 

 

	
 採取した生後の下垂体新鮮組織を、20 mM HEPESを含む 4%（w/v）パラホ

ルムアルデヒド液（pH7.5）（4% PFA）で、4 °C、24時間浸漬固定を行った。

固定後、20 mM HEPESを含む 30%（w/v）トレハロース溶液（pH7.5）に置換

し、4 °Cで組織が沈むまで置換を行った。置換後の組織はティシュー・テック

O.C.T コンパウンドで包埋し、液体窒素で冷却したアセトン中で凍結した。そ

の後、クリオスタットを用いて、冠状断面で厚さ 7 µmの凍結切片を作製した。

切片は HEPES bufferで洗浄後に、免疫染色を行った。また、使用抗体によっ

ては、ImmunoSaver（0.05% citraconic anhydride solution, pH 7.4; Nisshin 

EM, Tokyo, Japan）を用いて、80°Cで 1時間、または 120°Cで 5分間で抗原

の賦活化を行った（表 3）。 

 

2-2-7-3 HOPE固定パラフィン切片 
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 HOPE system は Hepes-glutamic acid buffer mediated organic solvent 

protection effect の略であり、タンパク質の架橋を生じること無く、抗原を保

持する固定法である。採取した成体下垂体新鮮組織を、HOPE solutionⅠ

（Polysciences, Warrington, Penn., USA）で 4 °C、24時間浸漬固定を行った。

その後、HOPE solutionⅡを含むアセトン溶液中で、4 °Cで 2時間の処理を 3

回行った。処理後の組織は、低融点パラフィン中で 55 °Cで 16 時間処理し、パ

ラフィン包埋を行った後に、冠状断面で厚さ 6 µmに薄切した。作製した成体下

垂体パラフィン切片は、脱パラフィン後、ImmunoSaver を用いて、80 °C、1

時間で抗原の賦活化処理を行った。HEPES bufferで洗浄後、免疫染色を行った。 

 

2-2-7-4 HOPE固定凍結切片 

  

	
 採取した成体下垂体新鮮組織を、HOPE solutionⅠで 4 °C、24時間浸漬固定

を行った。その後、HOPE solutionⅡを含むアセトン溶液中で、4 °Cで 2 時間

の処理を 3回行った。処理後の組織は、20 mM HEPESを含む 30%（w/v）ト

レハロース溶液（pH7.5）に置換し、4 °C で組織が沈むまで置換を行った。置

換後の組織はティシュー・テック O.C.T コンパウンドで包埋し、液体窒素で冷

却したアセトン中で凍結した。その後、クリオスタットを用いて、冠状断面で

厚さ 7 µmの凍結切片を作製した。HEPES bufferで洗浄後、免疫染色を行った。 

 

2-2-7-5 蛍光免疫染色 

 

	
 HEPES bufferで洗浄後の各種切片は、10%（v/v）FBSを含む HEPES buffer

（Blocking buffer）で 4 °C、1時間処理した。その後、Blocking bufferで希釈

した 1次抗体（表 3）を、4 °C、16時間反応させた。HEPES bufferで洗浄後、
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2次抗体（表 4）を、4 °C、2時間反応させた。洗浄後に HEPES bufferで 5倍

希 釈 し た VECTASHIELD Mounting Medium with 4', 

6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）（Vector, Burlingame, Calif., USA）を

用いて核染色ならびに封入を行った。観察は蛍光顕微鏡 Biozero（Keyence, 

Osaka, Japan）ならびに、共焦点レーザー走査型顕微鏡 FLUOVIEW FV1000

（Olympus, Tokyo, Japan）を用いて行った。 
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2-2-8 in situ hybridization 

 

	
 成体ラット（P60）のWister Imamichi系ラットから下垂体を摘出し、4% PFA

を用いて、4 °Cで 24時間の固定を行った。固定後、20 mM HEPESを含む 30%

（w/v）トレハロース溶液（pH7.5）に置換し、4 °Cで組織が沈むまで置換を行

った。置換後の組織はティシュー・テック O.C.T コンパウンドで包埋し、液体

窒素で冷却したアセトン中で凍結した。その後、クリオスタットを用いて、冠

状断面で厚さ 7 µmの凍結切片を作製した。 

	
 RNA probeの作製は、rat EphA4 CDSの 1 - 812 bp を T7ならびに T3プロ

モーターを持つ pBluescript SK+（Stratagene, La Jolla, Calif., USA）（図 27）に

組み込んだプラスミドを作製した。このプラスミドを、それぞれ XhoⅠまたは

HindⅢで切断し 5’ 突出にした後、フェノールクロロホルムならびにエタノール

沈澱により精製した。次に、それぞれ制限酵素処理物 1 µgをテンプレートとし、

XhoⅠ処理産物に対しては T3 polymerase（Roche, Penzberg, Germany）を、

HindⅢ処理産物に対しては T7 polymerase（Roche）を使用し、DIG RNA 

Labeling Mix（Roche）に添付のプロトコルを用いて in vitro transcriptionを

行った。産物はエタノール沈澱にて精製し、DIG labeled RNA Probeを作製し

た。 

	
 作製した凍結切片は、0.4 µg/ml ProteaseK を含む0.1 M Tris-HCl中で、37 °C、

2 minの条件で処理した後、4% PFA中で室温、3分間の後固定を行った。HEPES 

bufferで洗浄後、0.25%（v/v）acetic anhydrideを含む 0.1 M triethanolamine

で室温、10 分間処理した。その後、HEPES buffer で洗浄し、Hybridization 

buffer : 50%（v/v）formamide、3×SSC、0.12 M PB、1x Denhardt solution、

125 µg/ml tRNA、0.1 mg/ml salmon sperm DNA、10%（w/v）dextransulfate

を切片に滴下し、57 °C、1時間の条件で Pre-hybridizationを行った。 
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 次に、rat EphA4 の CDS（1 - 812 bp）に対する Anti-sense ならびに Sense 

RNA probesを hybridization bufferを用いて 0.8 µg/mlに希釈し、切片上に滴

下し、57 °C、16時間の条件で Hybridizationの反応を行った。 

	
 Hybridization後、50%（v/v）formamideを含む 2×SSC中で 57 °C、15 分、

2 回の条件で安定化を行った。2×SSC を用いて 57 °C、15 分の洗浄後、0.2×

SSCを用いて 57 °C、15分、2回の洗浄を行った。洗浄後、100 mM Tris-HCl, 

150 mM NaCl、pH7.5（TBS）でリンスし、1.5%（w/v）Blocking reagent（Roche）

を含む TBS（Blocking buffer）を滴下し、室温で 30 分間のブロッキングを行

った。TBS で洗浄後、予めラット下垂体パウダーで吸収を行った Alkaline 

phosphatase-conjugated anti-DIG antibody (Roche)を Blocking buffer で

1,000倍希釈後、切片上へ滴下し、室温で 1時間反応させた。反応後、0.1%（v/v）

Tween 20を含む TBS（TBS-T）で室温、10分で 3回洗浄し、さらに TBSを

用いて室温で 5分、3回の洗浄後、50 mM MgCl2を含む TBS（AP buffer）で

室温、5分間処理した。発色反応は 0.45 µg/µl Nitro blue tetrazolium chloride

（NBT）（Roche）、0.175 µg/µl 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- phosphate（BCIP）

（Roche）を含む AP bufferを切片に滴下し、4 °C、16時間で発色させた。観

察は蛍光顕微鏡 Biozeroを用いて行った。 
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図 27.	
 RNA probe作製用のベクターマップ 

 

T7ならびに T3 Promoterを持つ pBluescript SK+に rat EphA4 CDSの 1-812 

bpを組込み、T7または T3 promoterを用いて、RNA probeを作製した。クロ

ー ニ ン グ に は MCS 中 の XhoⅠ と HindⅢ を 用 い た 。

http://www.genomics.agilent.com/files/Vectors/Maps/pdf/pBluescript_SK_plu

s.pdfから転載。   
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2-3  結果 

	
  

2-3-1 下垂体における ephrin-Bとその対合 Eph分子の遺伝子発現解析 

 

	
 小腸のニッチである Cryptや脳のニッチである SVZでは、特に ephrin-Bと

その対合 Ephが幹細胞の制御に機能している(Genander 2012)。そこで、それ

らの知見を踏まえ、下垂体における ephrin-B ならびにその対合 Eph 分子の発

現を確認した。この解析では、幹細胞の存在割合が高い時期である、出生 0 日

目（P0）の全下垂体（前、中、後葉）cDNA Libraryを用いて、3種類の ephrin-B

（B1-3）ならびに、それらと対合する 6種類の Eph（A4, B1-4, B6）の発現を

Real time-PCRで解析した。その結果、ephrin-Bに関しては、下垂体において

ephrin-B1, B2が発現していることを確認したが、ephrin-B3の発現は確認され

なかった（図 28）。次に、それら ephrin-B の対合分子である 6 種類の Eph 発

現を解析した結果、下垂体において 6種類全ての Ephが発現していた（図 28）。

このことから、下垂体において ephrin-B1 および B2 を介したシグナルが機能

している可能性が推測された。 
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図 28. 生後 0日目（P0）全下垂体における ephrin-Bとその対合 Eph分子の

発現解析 

 

生後 0日目（P0）の全下垂体（前、中、後葉）の cDNA Libraryを用いて、Real-time 

PCRにより ephrin-Bとその対合Ephの発現量を定量した。内部標準にはTATA 

box binding protein (Tbp)を使用し、Tbpに対する相対値で発現量を算出した。

N=2の実験を 2回行い、mean±SDで測定値を示した。 
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2-3-2 下垂体における ephrin-B1ならびに B2の局在解析 

 

	
 下垂体における遺伝子発現解析の結果から、2種類の ephrin-Bならびに対合

する 6種類の Eph分子の発現が確認された。そこで、下垂体幹・前駆細胞ニッ

チの制御に関与する ephrin-B と対合 Eph 分子を絞り込むために、発現が確認

された ephrin-B1ならびに B2に対する特異抗体を用いて、成熟下垂体（60日

齢）における局在を解析した。まず、ephrin-B1 の局在に関して、小腸のニッ

チにおける解析(Koo et al. 2009)から、その特異性が証明されている抗体を用い

て解析を行った。その結果、下垂体前葉において、円形または楕円形の比較的

大きな細胞で陽性シグナルが観察された（図 29）。次に ephrin-B1 陽性細胞の

同定を行うために、各種ホルモン抗体との共染色を実施した。その結果、全て

の ephrin-B1 陽性細胞は LHβ陽性のゴナドトロフであることを確認した（図

29B）。 

	
 次に、成体下垂体における ephrin-B2の局在を解析した。その結果、ephrin-B2

陽性シグナルは下垂体の幹・前駆細胞ニッチである前葉ならびに中葉のMCLで

観察された（図 30）。特に中葉の MCL でのシグナルが顕著であった。さらに、

前葉の実質層においても、クラスター状の陽性シグナルが確認された（図 30）。 

	
 これらの結果から、ephrin-B1は最終分化細胞の一つであるゴナドトロフで、

ephrin-B2 は幹・前駆細胞ニッチで機能していることが推測された。よって、

本研究では、下垂体の幹・前駆細胞ニッチの研究を目的とし、ephrin-B2 に焦

点を当て解析を行うこととした。 
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図 29. 成体下垂体（P60）における ephrin-B1の免疫組織化学 

 

4% PFAで固定をした 60日齢の成体下垂体凍結切片を用いて、ephrin-B1の局

在を二重蛍光免疫染色で解析した。(A): ephrin-B1の染色像、(B):白枠の部分を

拡大した視野の、LHb との共染色像を示す。緑（FITC）: 抗 ephrin-B1 抗体、

白（Cy5）: 抗 LHb抗体、青（DAPI）: 細胞核。Scale bars: 50 µm 
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図 30. 成体下垂体（P60）における ephrin-B2の免疫組織化学 

 

95% エタノールで固定をした 60 日齢の成体下垂体凍結切片を用いて、

ephrin-B2 の局在を蛍光免疫染色で解析した。(A):ephrin-B2 の染色像、(B):白

枠の部分（a: MCL, b: 実質層）の拡大像を示す。赤（Cy3）: 抗 ephrin-B2抗

体、青（DAPI）: 細胞核。Scale bars: A；50 µm、B；10 µm 
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2-3-3 抗 ephrin-B2抗体の特異性評価 

 

	
 下垂体における ephrin-B2 の詳細な解析に先立ち、ephrin-B2 抗体の特異性

をリコンビナントタンパク質（rat ephrin-B2-TrxA-His）を用いた吸収実験に

て確認した。リコンビナントタンパク質は pET32aに rat ephrin-B2の CDS全

長をクローニングし、大腸菌内で発現させ、タグとして付加させた His-tag を

利用して精製した。SDS-PAGE の結果から、目的の分子量である 60 kDa

（ephrin-B2: 37kDa + TrxA-His: 23 kDa）付近にバンドを確認した（図 31）。

この精製タンパク質（rat ephrin-B2-TrxA-His）、またはタグのみ（TrxA-His）

をあらかじめ反応させた ephrin-B2 吸収抗体を用いて免疫染色を行った。その

結果、TrxA-Hisで吸収処理を行った抗体では、無処理抗体と同様の陽性シグナ

ルが得られた（図 32A）。一方で、rat ephrin-B2-TrxA-Hisで吸収処理を行った

抗体では、陽性シグナルは完全に消失した（図 32B）。この結果から、本抗体が

ephrin-B2特異的であると判断した。 
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図 31. rat ephrin-B2リコンビナントタンパク質（rat ephrin-B2-TrxA-His）

の SDS-PAGE 

 

rat ephrin-B2のCDS全長をpET32aにクローニングし、大腸菌内で発現させ、

付加した His-tag を利用して精製した。精製タンパク質は 10% SDS-PAGE で

分離し、目的の分子量 60 kDa（ephrin-B2: 37kDa + TrxA-His: 23 kDa）であ

ることを確認した。M : 分子量マーカー 
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図 32. rat ephrinリコンビナントタンパク質を用いた抗 ephrin-B2抗体の特

異性評価 

 

あらかじめ（A）TrxA-His、または（B）rat ephrin-B2-TrxA-Hisと反応させ、

吸収処理をした抗 ephrin-B2抗体を使用し、95% エタノールで固定した 60日

齢の成体下垂体凍結切片を用いて蛍光免疫染色を行った。赤（Cy3） : 抗

ephrin-B2抗体、青（DAPI）: 細胞核。Scale bars: 50 µm 
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2-3-4 下垂体発生過程における ephrin-B2遺伝子の発現解析 

 

	
 2-3-2 から、下垂体幹・前駆細胞と ephrin-B2 の関係が示唆された。そこで、

下垂体形成過程から成体下垂体までの ephrin-B2 の局在変動を解析するに先立

ち、下垂体の発生初期（E13.5）から成体期（P60）までの下垂体 cDNA Library

を用いて、ephrin-B2遺伝子の発現推移を Real-time PCRで解析した。その結

果、ephrin-B2 は下垂体の原基であるラトケ嚢が形成されるラット E13.5 で既

に発現が確認され、発生の進行とともに減少して行く傾向にあった（図 33）。ま

た、生後の下垂体について、前葉と中・後葉で比較してみると、中・後葉で高

い傾向を示し、免疫染色の結果と一致した。 
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図 33. 発生過程から成体までのラット下垂体における ephrin-B2の発現解析 

 

胎仔期から出生直後（E13.5-P0）の全下垂体（前、中、後葉）、ならびに生後（P5、

15、60）の前葉または中後葉の cDNA Libraryを用いて、ephrin-B2の発現量

を Real-time PCRにより定量した。内部標準には TATA box binding protein 

(Tbp)を使用し、Tbpに対する相対値で発現量を算出した。N=2の実験を 2回行

い、mean±SDで測定値を示した。 
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2-3-5 下垂体発生過程における ephrin-B2タンパク質の局在解析  

 

	
 2-3-4の結果より、ephrin-B2は下垂体の発生初期から成体期まで継続的に発

現していることから、下垂体形成過程から機能している可能性が示唆された。

そこで、下垂体の発生初期から成体期にかけての ephrin-B2 の局在推移を免疫

染色にて解析した（図 34）。 

	
 まず、下垂体形成の初期段階である口腔上皮の陥入時期（ラット E12.5）で

は、ephrin-B2 の陽性シグナルは、腹側口腔に面している下層の細胞で強陽性

であった（図 34A）。また、細胞内の局在様式には 2種類存在し、陥入部の先端

側（背側）ではアピカルに局在しているが、陥入部の根元側（腹側）ではバソ

ラテラルに局在していた（図 34A）。E13.5では、陥入する底部が閉じて口腔上

皮から解離することでラトケ嚢が形成される。E13.5 における局在を観てみる

と（図 34B）、ephrin-B2 は下垂体の幹・前駆細胞ニッチであり、CAR が特異

的に局在するMCLで陽性であった。加えて、将来の隆起葉となるロストラルチ

ップ（RT）でも陽性であった。また、MCL とロストラルチップでは、細胞内

局在に違いがあり、MCLでは極性を持ち、主に腔に面したアピカル側に存在し

ていた。一方で、ロストラルチップでは、極性を示さなかった（図 34B）。次に、

前葉部において最終分化細胞である ACTH 産生細胞や、PIT1 系譜へと方向付

けられたコミットメント細胞が出現する下垂体発生中期の E16.5 では、E13.5

で観察されたロストラルチップでの ephrin-B2 陽性シグナルは顕著に減少して

いたが（図 34C）、MCLのシグナルは維持されていた（図 34C）。さらに発生が

進行し、全ての系譜のホルモン産生細胞が観察される E19.5 ならびに生後直後

（P0）では、ephrin-B2陽性シグナルは、MCLならびに中葉の小葉（ACTH陽

性細胞で構成される）の間に収束した（図 34D, E）。この中葉における小葉の

間は、SOX2陽性の幹・前駆細胞が密集している部位である（Data not shown）。 
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 次に、生後の下垂体に関して、P3ならびに P15の下垂体を解析した。P3は

1-6-3-5で述べた CARの解析結果から、MCLに一層に存在していた幹・前駆細

胞が、MCLの直下に多層化した MCL zoneを形成し、その後、EMTと MET

により、実質層へと移動することが示唆されている時期である（Chen et al. 

2013)（図 14）。その時期における ephrin-B2の局在を解析すると、ephrin-B2

の細胞内局在がアピカルからバソラテラルに変化し、MCLの直下に ephrin-B2

陽性細胞が多層化しMCL zoneを形成する様子が観察された（図34F）。さらに、

生後の Growth waveが生じている時期である P15では、P3で観察された多層

化した極性を示さない ephrin-B2 陽性シグナルは消失し、一方で、実質層にク

ラスター状の陽性シグナルが観察された（図 34G）。この P15 の陽性シグナル

は、図 30で示した、成体下垂体（P60）における局在様式とほぼ同様であり、

MCLに加え、前葉実質層にクラスター状に存在した。	
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図 34. 下垂体形成過程における ephrin-B2の免疫組織化学 

 

95% エタノールで固定をした発生過程から生後 15 日までの下垂体凍結切片を

用いて、ephrin-B2 の局在を蛍光免疫染色で解析した。(A)E12.5, (B)E13.5, 

(C)E16.5, (D)E19.5, (E)P0, (F)P3, (G)P15。白枠の部分は各時期の拡大像を示す。

赤（Cy3）: 抗 ephrin-B2抗体、青（DAPI）: 細胞核。RT : ロストラルチップ。

Scale bars: 50 µm 
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2-3-6 成体下垂体における ephrin-B2陽性細胞の特性解析 

 

	
 2-3-5で述べたように、下垂体の発生過程を通じ ephrin-B2の局在は変化しな

がら、最終的には幹・前駆細胞ニッチと考えられるMCLと実質層に存在するク

ラスターに収束していた。この結果から、ephrin-B2 と幹・前駆細胞ニッチの

関与が強く推測された。そこで、成体下垂体における ephrin-B2 陽性細胞の特

性解析を目的に、最終分化細胞マーカー（各種ホルモン）、濾胞星状細胞マーカ

ーである S100β、下垂体幹・前駆細胞マーカーSOX2、E-cadherin、CAR なら

びに下垂体特異的転写因子 PROP1抗体を用いた共染色を行った。 

 

2-3-6-1 ホルモン産生細胞ならびに S100β陽性細胞における ephrin-B2の局在

解析 

 

	
 まず、成体下垂体（P60）を用いて、ephrin-B2と各種ホルモン抗体との共染

色を行った。結果、下垂体前葉において、ephrin-B2 は、いずれのホルモン産

生細胞においても陰性であった（図 35）。 

	
 次に、非ホルモン陽性細胞の多くを占める S100β陽性濾胞星状細胞における

局在を解析するために、S100β-GFP TGラット(Itakura et al. 2007)を用いて

解析を行った。S100β陽性細胞群は複数のポピュレーションを有し、その一部に

は SOX2陽性の幹・前駆細胞を含んでいる(Yoshida et al. 2011)。S100β-GFP 

TGラットを用いた解析の結果、多くの ephrin-B2陽性シグナルと GFPとの共

存が確認された（図 35）。特に、実質層にクラスター状に存在する ephrin-B2

陽性シグナルは、高頻度に S100β-GFPと共存していた。 
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図 35. ホルモン産生細胞ならびに S100β陽性細胞における ephrin-B2の免疫

組織化学 

 

HOPEで固定をした 60日齢の正常ラットまたは S100β-GFPトランスジェニッ

クラット成体下垂体凍結切片またはパラフィン切片を用いて、ephrin-B2 と各

種ホルモンまたは GFPとの局在を二重蛍光免疫染色で解析した。赤（Cy3）: 抗

ephrin-B2 抗体、緑（Cy5）: 各種抗下垂体ホルモン抗体または抗 GFP 抗体、

青（DAPI）: 細胞核。Scale bars: 20 µm 
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2-3-6-2 幹・前駆細胞における ephrin-B2の局在解析 

 

	
 ephrin-B2 陽性細胞の多くは非ホルモン産生の S100β陽性細胞であること、

また、S100β陽性細胞の一部は、下垂体の幹・前駆細胞であること（Yoshida et 

al. 2011)から、次に幹・前駆細胞マーカーとの共染色を行った。まず、下垂体

の幹・前駆細胞での発現が確認されている転写因子 SOX2 との共染色の結果、

MCLにおいて ephrin-B2陽性細胞のほぼ全てが SOX2陽性であった（図 36）。

また、実質層においてクラスター状に存在する ephrin-B2陽性細胞も SOX2陽

性であった（図 36）。一方で、少数ではあるが、実質層において SOX2 陰性の

ephrin-B2 細胞も確認された（図 36 矢印）。また、SOX2 単独陽性シグナルも

確認されたが、その多くがクラスター状に集合している SOX2 陽性細胞ではな

く、実質層内に散在する傾向にあった（図 36矢頭）。 

	
 次に、上皮細胞マーカーであり、下垂体において SOX2 との共存が確認され

ている接着分子 E-cadherin (Fauquier et al. 2008)との共染色を行った。その

結果、MCLならびに実質層のクラスターに局在するephrin-B2陽性シグナルは、

E-cadherinと共存することを確認した（図 37）。 

	
 また、陳らの報告(Chen et al. 2013)から下垂体の幹・前駆細胞ニッチのマー

カーと考えられる CARと ephrin-B2の局在を解析した結果、ephrin-B2陽性シ

グナルは CARとも共存することを確認した（図 38）。 
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図 36. SOX2陽性幹・前駆細胞における ephrin-B2の免疫組織化学 

 

95% エタノールで固定をした 60 日齢の成体下垂体凍結切片を用いて、

ephrin-B2 と SOX2 との局在を二重蛍光免疫染色で解析した。赤（Cy3）: 抗

ephrin-B2抗体、緑（Cy5）: 抗 SOX2抗体、青（DAPI）: 細胞核。矢印： ephrin-B2

単独陽性細胞、矢頭： SOX2単独陽性細胞。点線: MCL (Marginal cell layer)。

Scale bars: 20 µm 
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図 37. E-cadherin陽性幹・前駆細胞における ephrin-B2の免疫組織化学 

 

HOPEで固定をした 60日齢の成体下垂体パラフィン切片を用いて、ephrin-B2

とE-cadherinとの局在を二重蛍光免疫染色で解析した。赤（Cy3）: 抗 ephrin-B2

抗体、緑（Cy5）: 抗 E-cadherin抗体、青（DAPI）: 細胞核。点線: MCL (Marginal 

cell layer)。Scale bars: 20 µm 
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図 38. CAR陽性幹・前駆細胞における ephrin-B2の免疫組織化学 

 

95% エタノールで固定をした 60 日齢の成体下垂体凍結切片を用いて、

ephrin-B2 と CAR との局在を二重蛍光免疫染色で解析した。赤（Cy3）: 抗

ephrin-B2抗体、緑（Cy5）: 抗 CAR抗体、青（DAPI）: 細胞核。点線: MCL 

(Marginal cell layer)。Scale bars: 20 µm 
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2-3-6-3 前駆細胞における ephrin-B2の局在解析  

 

	
 これまでの我々の研究結果から、下垂体幹・前駆細胞は均一な細胞集団では

なく、種々の転写因子の発現パターンにより、質的あるいは分化段階の異なる

集団である可能性が示唆されている（Higuchi et al. 2013; Yoshida et al. 2011)。

なかでも、下垂体特異的転写因子である PROP1陽性の幹・前駆細胞は、主とし

て胎仔期の幹・前駆細胞として機能していると考えている(Yoshida et al. 2011)。

また、Prop1 は SOX2 陽性の幹細胞において発現が開始することから、

PROP1/SOX2両陽性細胞は、SOX2単独陽性細胞よりも、分化段階的に進行し

た前駆細胞とも考えられる(Yoshida et al. 2009)。そこで、実質層における

ephrin-B2陽性の幹・前駆細胞を、PROP1の存在の有無により分類することを

試みた。ephrin-B2、SOX2ならびに PROP1の三重染色から、ephrin-B2陽性

の幹・前駆細胞ニッチには、Type A: ニッチを構成する細胞の一部が PROP1

陽性の集団、Type B: 構成する全ての細胞が PROP1陽性の集団、ならびに Type 

C: 構成する全ての細胞が PROP1陰性の集団の 3種類に分類された（図 39A）。

また、それら 3種類の実質層ニッチにおける存在割合を計測した結果、Type A : 

66.6 ± 3.3%、Type B : 24.2 ± 5.2%、Type C : 9.2  ± 2.0%であり、実質層に存

在する ephrin-B2 陽性のニッチは、PROP1 陽性細胞を含む Type A と B で約

90%を占めることが明らかとなった（図 39B）。 
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図 39. PROP1陽性前駆細胞における ephrin-B2の免疫組織化学 

 

（A）95% エタノールで固定をした 60 日齢の成体下垂体凍結切片を用いて、

ephrin-B2とSOX2ならびにPROP1との局在を多重蛍光免疫染色で解析した。

赤（Cy3）: 抗 ephrin-B2抗体、緑（FITC）: 抗 SOX2抗体、白(Cy5)：抗 PROP1

抗体、青（DAPI）: 細胞核。Type A：一部に PROP1陽性細胞を含む ephrin-B2

クラスター、Type B：全細胞が PROP1陽性細胞で構成される ephrin-B2クラ

スター、Type C：PROP1陽性細胞を含まない ephrin-B2クラスター。Scale bars: 

20 µm 

（B）PROP1陽性細胞の有無により ephrin-B2クラスターを分類し、その割合

を計測した。3個体から作製した切片を 3-6枚（それぞれ 1.1-1.4 mm2）を計測

し、mean±SDで測定値を示した。 
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2-3-7 成体下垂体幹・前駆細胞ニッチで発現する ephrin-B2対合分子の探索 

 

	
 これまでの解析結果から、ephrin-B2陽性細胞は、MCLならびに前葉実質層

のクラスターといった 2 様の下垂体幹・前駆細胞ニッチに存在し、質的に異な

る幹・前駆細胞で発現していることが示唆された。この結果は、ephrin-B2 が

下垂体の幹・前駆細胞やそのニッチの機能調節に関与している可能性を示唆し

ていると考えられる。背景でも述べたように、ephrin シグナル分子は、隣接細

胞が発現する対合分子 Ephとの相互作用によって活性化される。下垂体のニッ

チにおいては、幹・前駆細胞で ephrin-B2 が発現していることから、その対合

分子発現細胞は、幹・前駆細胞の機能を調節するニッチ細胞である可能性が考

えられる。 

	
 そこで、次に成体下垂体における ephrin-B2 の対合分子ならびにその発現細

胞の同定を目的に、免疫染色ならびに in situ hybridizationを試みた。ephrin-B2

の対合分子としてはEphA4, B1, B2, B3, B4ならびにB6の 6分子が知られてい

る（図 17）。この中で、EphB6 は細胞内のキナーゼドメインを欠損しているた

め、Forward シグナルは誘導されないことが報告されている(Truitt and 

Freywald 2011)。本研究では、下垂体のニッチにおける、Forward ならびに

Reverse シグナルの両者を解析することを最終目的としていることから、

EphB6を除く、EphA4, B1, B2, B3ならびにB4の計 5因子を解析対象とした。 

	
 まず、in situ hybridizationにより EphA4 mRNAの局在を解析した。その結

果、EphA4は後葉で顕著なシグナルが確認され、前葉ならびに中葉ではシグナ

ルは得られなかった（図 40A）。また、成体下垂体（P60）の前葉ならびに中・

後葉の cDNA Libraryを用いた EphA4の遺伝子発現の解析結果からも、同様の

結果が得られた（図 40B）。 

	
 次に、免疫染色にて EphB1, B2, B3ならびに B4の局在を解析した。結果、
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EphB1陽性シグナルは前葉において LHβ陽性細胞で特異的に存在していた（図

40C, D）。 

	
 EphB2 陽性シグナルは、前葉と中葉に存在していた（図 40E）。ホルモンと

の共染色の結果、前、中葉共に ACTH陽性細胞に特異的に局在していた（図 40F）。 

	
 次に EphB4陽性シグナルは、前、中、後葉で確認された（図 40G）。また、

前葉において陽性細胞の特徴付けを行った結果、血管内皮細胞マーカーである

PECAM陽性細胞の一部に存在していた（図 40H）。 

	
 最後に EphB3 の局在を解析した結果、興味深い事に、EphB3 陽性細胞は、

前、中葉の MCL に加え、前葉実質層にクラスター状に存在し、ephrin-B2 や

CARと非常に類似した局在様式を示した（図 41）。 
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図 40. 60日齢の成体下垂体凍結切片を用いた ephrin-B2対合分子（EphA4, B1, 

B2, B4）の in situ hybridizationまたは免疫組織化学 

 

（A）4% PFA固定切片を用いて、EphA4の局在を in situ hybridizationで解

析した。（B）60日齢の成体下垂体前葉ならびに中後葉 cDNAを用いた EphA4

の Real-time PCR。内部標準には TATA box binding protein (Tbp)を使用し、

Tbpに対する相対値で発現量を算出した。N=2の実験を 2回行い、mean±SD

で測定値を示した。（C、D）4% PFA固定切片を用いて、EphB1の局在を二重

蛍光免疫染色で解析した。(C): EphB1 の染色像、 (D): 白枠の部分を拡大した

視野の、LHbとの共染色像を示す。赤（Cy3）: 抗 EphB1抗体、緑（Cy5）: 抗

LHb抗体。（E、F）4% PFA固定切片を用いて、EphB2の局在を二重蛍光免疫
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染色で解析した。(E): EphB2 の染色像、(F): 白枠の部分を拡大した視野の、

ACTHとの共染色像を示す。赤（Cy3）: 抗 EphB2抗体、緑（Cy5）: 抗 ACTH

抗体。（G、H）95% エタノール固定切片を用いて、EphB4 の局在を二重蛍光

免疫染色で解析した。(G): EphB4の染色像、 (H): 白枠の部分を拡大した視野

の、PECAMとの共染色像を示す。赤（Cy3）:抗 EphB4抗体、緑（Cy5）: 抗

PECAM抗体。青（DAPI）: 細胞核。 
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図 41. ephrin-B2対合分子 EphB3の免疫組織化学 

 

 95% エタノールで固定をした 60日齢の成体下垂体凍結切片を用いて、EphB3

との局在を蛍光免疫染色で解析した。(B): 白枠の部分（a: MCL, b: 実質層）の

拡大像を示す。赤（Cy3）: 抗 EphB3抗体、青（DAPI）: 細胞核。Scale bars: 

A；50 µm、B；20 µm。 
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2-3-8 成体下垂体幹・前駆細胞ニッチにおける ephrin-B2/EphB3の存在様式 

 

	
 先の ephrin-B2対合分子の局在解析から、EphB3が ephrin-B2と類似の局在

を示すことが明らかとなり、両者の下垂体幹・前駆細胞ニッチへの関与が推測

された。そこで、ephrin-B2と EphB3それぞれが隣接する細胞に局在している

のか、それとも同一細胞に存在するのかを解析するために、成体下垂体を用い

た ephrin-B2 と EphB3 の共染色を行った（図 42）。成体下垂体において

ephrin-B2 と EphB3 の共染色の結果、両者の陽性シグナルは、MCL ならびに

実質層のクラスターともに同一細胞の同一面上に存在し、共存していることが

確認された。この結果から、成体下垂体のニッチにおいて、ephrin-B2と EphB3

の存在様式は cis-interaction（図 19）を形成していると考えられる。 
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図 42. 成体下垂体幹・前駆細胞ニッチにおける ephrin-B2/EphB3の免疫組織

化学 

 

95% エタノールで固定をした 60 日齢の成体下垂体凍結切片を用いて、

ephrin-B2 と EphB3 の局在を二重蛍光免疫染色で解析した。緑（Cy5）: 抗

ephrin-B2抗体、赤（Cy3）: 抗EphB3抗体、青（DAPI）: 細胞核。MCL： Marginal 

cell layer。Scale bars: 10 µm 
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2-3-9 生後直後の下垂体における ephrin-B2/EphB3の存在様式 

	
  

	
 2-3-8 の結果から成体下垂体では ephrin-B2/EphB3 シグナルは cis 型である

と考えられた。この点に関して、1-6-3-2で述べたように、生理的に定常状態の

成体下垂体においては、幹・前駆細胞からの細胞供給頻度は非常に低いことが、

細胞系譜追跡実験の結果から示されている(Andoniadou et al. 2013)。そこで、

より細胞分化や細胞移動が盛んな時期である、出生直後（P5）の下垂体を用い

た ephrin-B2/EphB3 の存在様式の解析を行った（図 43）。その結果、MCL に

おいて、EphB3は成体下垂体と同様に MCLのアピカル側に局在していた。一

方で ephrin-B2陽性細胞の一部は、MCLの直下に多層化し、細胞膜上の極性を

失っており、EphB3とは共存しなかった（図 43矢頭）。また、実質層のクラス

ターにおいても、EphB3の局在は成体下垂体と同様にクラスターの内側にのみ

存在していた（図 43）。しかし、ephrin-B2陽性シグナルの一部はクラスターを

構成する細胞のバソラテラル側で出現しており、こられは MCL 同様に

ephrin-B2 単独陽性のシグナルであった（図 43 矢頭）。これらの結果から、細

胞分化や細胞移動が盛んな出生直後の下垂体においては、一部のニッチにおい

て ephrin-B2/EphB3 間の cis-interaction から解除された ephrin-B2 単独陽性

シグナルが、両ニッチの周囲に存在していると解釈された。 

	
 次に、MCL の直下、ならびに実質層のクラスター周囲に存在する ephrin-B2

単独陽性シグナルを持つ細胞の特性を GH-, PRL-, TSHβ-産生細胞のコミット

メントマーカーである転写因子 PIT1を用いて解析した。その結果、ephrin-B2

単独陽性のシグナルを持つ細胞の一部で、PIT1陽性シグナルを確認した（図 44

矢頭）。この結果から、幹・前駆細胞の細胞内で形成される ephrin-B2と EphB3

間の cis-interactionが解除された細胞の一部は、PIT1陽性のコミットメント細

胞であることが確認された。 
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図 43. 出生直後下垂体幹・前駆細胞ニッチにおける ephrin-B2/EphB3の免疫

組織化学 

 

95% エタノールで固定をした 5日齢の下垂体凍結切片を用いて、ephrin-B2と

EphB3の局在を二重蛍光免疫染色で解析した。緑（Cy5）: 抗 ephrin-B2抗体、

赤（Cy3）: 抗 EphB3 抗体、青（DAPI）: 細胞核。矢頭： ephrin-B2 単独陽

性シグナル。MCL： Marginal cell layer。Scale bars: 10 µm 
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図 44. 出生直後下垂体における ephrin-B2/EphB3/PIT1の免疫組織化学 

 

95% エタノールで固定をした 5 日齢の下垂体凍結切片を用いて、ephrin-B2、

EphB3ならびに PIT1の局在を多重蛍光免疫染色で解析した。緑（FITC）: 抗

ephrin-B2抗体、紫（Cy5）: 抗 EphB3抗体、赤（Cy3）: 抗 PIT1抗体、青（DAPI）: 

細胞核。矢頭：ephrin-B2/PIT1両陽性細胞。MCL：Marginal cell layer。Scale 

bars: 20 µm 
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2-3-10 生後直後の下垂体における ephrin-B2 と trans-interaction する Eph

の同定 

 

	
 2-3-9の結果から、成体下垂体では ephrin-B2が EphB3と cis-interactionし

ていること、一方で、出生直後ではその cis-interaction が解除され、単独陽性

の ephrin-B2 陽性シグナルが観察された。この結果は、出生直後の下垂体にお

いて ephrin-B2 と trans-interaction する Eph 発現細胞が存在する可能性を示

唆していると考えられる。そこで、出生直後の下垂体において幹・前駆細胞で

発現する ephrin-B2 と trans-interaction する Eph の同定を試みた。まず、

ephrin-B2がMCLと実質層のニッチで発現することから、それらニッチと隣接

頻度の高い細胞の同定を試みた（図 45）。MCLならびに実質層のニッチを SOX2

と E-cadherin抗体を用いて可視化し、各種ホルモン抗体、または血管内皮細胞

の糖鎖と特異的に結合する Isolectin B4 を用いて解析した。その結果、両ニッ

チと接触頻度が高い細胞は、ACTH産生細胞と GH産生細胞であった（図 45）。

一方で、PRL、THSβ ならびに LHβ/FSHβ産生細胞とニッチとの接触は低頻度

であった（図 45）。また、Isolectin B4陽性の血管内皮細胞とニッチとの接触も

低頻度であった（図 45）。一方で、成体下垂体（P60）では、両ニッチと接触頻

度が高い細胞種は主に GHと PRL産生細胞へと変化していた（図 46）。 

	
 図 40で示したように、EphB3以外の ephrin-B2対合分子はそれぞれ、EphA4

が後葉で、EphB1がゴナドトロピン産生細胞で、EphB2が ACTH産生細胞で、

EphB4が血管内皮細胞で発現していることを確認している。そこで、出生直後

のニッチに対して接触頻度が高い細胞種の一つである ACTH産生細胞に注目し、

その細胞で発現する EphB2と ephrin-B2との共染色を行った。ephrin-B2陽性

細胞が MCL の直下に多層化する出生後 5 日（P5）の下垂体を用いて解析した

結果、MCL下層の ephrin-B2陽性細胞に隣接する細胞で EphB2の局在が確認
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された（図 47）。また、EphB1 との関係は未解析だが、血管内皮細胞で発現す

るEphB4陽性シグナルとephrin-B2陽性シグナルは隣接しないことを確認した

（図 48）。 
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図 45. 出生直後（P5）下垂体における幹・前駆細胞ニッチ周囲に存在する細

胞種の同定 

 

（A）4% PFA で固定をした 5 日齢の下垂体凍結切片を用いて、E-cadherin、

SOX2 と各種抗下垂体ホルモン抗体ならびに FITC 標識 Isolectin-B4 との多重

蛍光免疫染色を行った。赤（Cy3）: 抗 E-cadherin抗体、白（Cy5）: 抗 SOX2

抗体、緑（FITC）: 抗下垂体ホルモン抗体または FITC 標識 Isolectin-B4、青

（DAPI）: 細胞核。点線: MCL（Marginal cell layer）。Scale bars: 20 µm。（B）

MCL 1 mmあたりに SOX2陽性の E-cadherin陽性シグナルと隣接する各種陽

性細胞の数を示す。測定値はmean±SDで示した。（C）実質層に存在する SOX2

陽性のクラスター1 つあたりに隣接する各種陽性細胞の数を示す。測定値は

mean±SDで示した。 
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図 46. 成体（P60）下垂体における幹・前駆細胞ニッチ周囲に存在する細胞種

の割合 

 

（A）MCL 1 mmあたりに SOX2陽性の E-cadherin陽性シグナルと隣接する

各種陽性細胞の数を示す。測定値はmean±SDで示した。（B）実質層に存在す

る SOX2 陽性のクラスター1 つあたりに隣接する各種陽性細胞の数を示す。測

定値はmean±SDで示した。 
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図 47. 出生直後下垂体における ephrin-B2と EphB2の免疫組織化学 

 

（A）4% PFA で固定をした 5 日齢の下垂体凍結切片を用いて、ephrin-B2 と

EphB2 との二重蛍光免疫染色を行った。(B) 白枠の部分の拡大像を示す。赤

（Cy3）: 抗 ephrin-B2抗体、緑（Cy5）: 抗 EphB2抗体、青（DAPI）: 細胞

核。矢頭：ephrin-B2陽性シグナルと EphB2陽性シグナルが隣接する部分。点

線：Marginal cell layer。Scale bars: 20 µm 
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図 48. 出生直後下垂体における ephrin-B2と EphB4の免疫組織化学 

 

（A）95% エタノールで固定をした 5 日齢の下垂体凍結切片を用いて、

ephrin-B2 と EphB4 の二重蛍光免疫染色を行った。赤（Cy3）: 抗 ephrin-B2

抗体、緑（Cy5）: 抗 EphB4抗体、青（DAPI）: 細胞核。点線：Marginal cell 

layer。Scale bars: 20 µm 
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2-4  考察	
 	
 	
 	
  

 

2-4-1 ephrin/Ephシグナルと下垂体の組織形成に関して 

 

	
 これまで、下垂体における ephrin ならびに Eph に関する報告は、in situ 

hybridizationによるマウス発生過程の後葉における EphA5発現(Zarbalis and 

Wurst 2000)と、下垂体幹・前駆細胞の濃縮画分である non-Sca1high-SPにおい

て、数種類の ephrin-B と EphB が濃縮されているという RT-PCR のデータの

みである(Vankelecom 2010)。したがって、下垂体の発生ならびに幹細胞ニッ

チにおける、ephrin/Ephシグナルの寄与は不明であった。本研究による、下垂

体における ephrin-B ならびにその対合 Eph に焦点を当てた解析から、下垂体

において ephrin-B1, -B2 ならびにそれらの対合 Eph の発現が確認された（図

28）。このことは、下垂体の組織形成ならびに機能維持に ephrin-B シグナルが

関与している可能性を示唆している。 

	
 特に ephrin-B2 の局在は、生後の下垂体では、幹細胞ニッチのマーカーであ

る CARとほぼ同様の局在を示した（図 13C、図 34）。しかし、下垂体形成過程

において、ephrin-B2は発生とともにその局在を大きく変化させていた（図 34B）。

このことから、ephrin-B2 はニッチにおける機能以外に、下垂体の組織形成に

も寄与していることが考えられる。実際に ephrin/Ephシグナルは種々の組織に

おいて、組織発生過程の領域化に寄与する分子であることが知られている（背

景 1-8-5）。本研究では、ephrin-B2は E13.5の下垂体において、MCLに加え、

隆起葉の原基であるロストラルチップにおいて、バソラテラルな陽性シグナル

を観察した（図 34）。一方で、我々は ephrin-B2の対合分子の一つである EphB2

がロストラルチップとMCLを除く、ラトケ嚢主部に発現していることを確認し

ている（data not shown;投稿準備中）。この結果は、ephrin-B2 陽性細胞と
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EphB2を始めとする Eph陽性細胞が反発を起こし、領域化に寄与する可能性を

示唆している。これまで、BMPや SHH、FGFなどの成長因子の勾配が、ラト

ケ嚢の背腹軸の決定に寄与していることが証明されているが(Dasen and 

Rosenfeld 2001; Treier et al. 1998)、ロストラルチップの領域決定機序はほぼ

未解明である。我々の結果は、発生初期の下垂体において ephrin-B2 がロスト

ラルチップの領域決定に寄与している可能性を示唆する初めての知見であると

考えられる。 

 

2-4-2 下垂体幹・前駆細胞ニッチ内部における ephrin-B2 とその対合分子

EphB3の存在様式に関して 

 

	
 細胞のターンオーバー速度は組織ごとに異なることから、幹細胞からの細胞

新生速度、ならびに、それらを制御するニッチの形態も組織ごとに異なる。消

化管表層にある腸上皮細胞のターンオーバーは非常に速く、3から 5日で全ての

腸上皮が新しい細胞に入れ替わる(van der Flier and Clevers 2009)。一方で

Andoniadouらは、SOX2陽性細胞の運命追跡実験から、定常状態の成体下垂体

における幹細胞からの細胞供給頻度は他の組織と比較し、非常に遅いこと

(Andoniadou et al. 2013)や、Nolanらは細胞新生の頻度は 1日に 1.5%程度で

あると報告している（Nolan yet al. 1998）。すなわち、定常状態の成体下垂体

ニッチでは、腸管ニッチで観られるような分化を促進する機構よりも、分化を

抑制する機構が強く寄与していると考えられる。本研究における ephrin-Bなら

びにその対合 Eph の組織化学的解析から、下垂体のニッチにおいては、

ephrin-B2と EphB3の組み合わせが存在していることが見出された。また、成

体期と出生直後のニッチ間で、ephrin-B2 と EphB3 の存在様式を比較すると、

成体期のニッチでは不活性状態の cis-型である一方で、出生直後では、周囲の
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Eph発現細胞と trans-interactionが可能な ephrin-B2単独陽性シグナルが観察

された（図 49）。すなわち、細胞新生の非常に穏やかな成体下垂体ニッチでは、

ephrin-B2/EphB3が互いに活性化を妨げるように、ニッチ内部で抑制的に制御

をしていると考えられる。 

	
 一方で、細胞新生の盛んな出生直後では、同一細胞内で ephrin-B2/EphB3が

発現しているが、細胞内でバソラテラルに ephrin-B2 単独の陽性シグナルが生

じていた（図 43）。EphB3は常にニッチのアピカル側に存在していることから、

ephrin-B2の細胞内局在がアピカルからバソラテラルに変化することによって、

cis-interactionが制御されていると考えられる。ephrin-Bならびに Ephの発現

制御に関しては、腸管ニッチではWntシグナリングのβ-catenin/TCFの複合体

がEphBの遺伝子発現を誘導すること(Batlle et al. 2002; Scoville et al. 2008)、

また、腸管上皮特異的な Notch シグナルリングの不活性化マウスの解析から、

Notchシグナリングが ephrin-B1の発現を促進する一方で、EphB2を抑制する

ことが報告されている(Koo et al. 2009)。また、SVZでは、Notchシグナリン

グのメディエーターである Rbp-j の上衣細胞特異的な欠損解析から、EphB が

Notchシグナリングによって制御されていることが報告されている(Nomura et 

al. 2010)。しかし、それら ephrin/Ephの細胞内局在を制御する仕組みに関して

は、解明されていない。このような、ephrin-B2 のアピカルからバソラテラル

への細胞内局在変化を制御する機序、ならびに、どのような刺激により細胞内

局在の変化が誘導されるのかに興味がもたれる。 

	
 また、本研究では細胞新生の盛んな状態のモデルとして、出生直後のニッチ

を用いた。しかし、出生直後に観られた cis-interaction の解除が、出生直後に

限られたニッチの制御機序なのかは非常に重要な点である。この課題に関して

は、性腺や甲状腺など標的器官を除去し、成体下垂体における特定細胞種の新

生を亢進させた際に、cis-interactionの解除が生じるのかを確認する必要がある。 
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図49. 成体期ならびに出生直後の下垂体ニッチにおけるephrin-B2/EphB3の存

在様式  

 

（A）成体期のニッチにおける、ephrin-B2/EphB3の存在様式を模式的に示す。

両因子は同一細胞の同一面上に存在し、不活性型の cis-interactionを形成する。 

（B）出生直後のニッチにおける、ephrin-B2/EphB3 の存在様式を模式的に示

す。ephrin-B2 単独の免疫陽性シグナルが観察されることから、周囲に存在す

る EphB3以外の対合 Ephとの trans-interactionが可能な状態である。 
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2-4-3 ニッチ内部の ephrin-B2 Reverseシグナルを活性化する ACTH産生細

胞に関して 

 

	
 SVZ では脳室に面する上衣細胞が、腸管ニッチでは抗菌物質を産生し、免疫

に関与する Paneth細胞が、幹細胞を制御するニッチ細胞として機能している。

このようなニッチ細胞の共通な特徴として、幹細胞との隣接頻度が高いことや、

幹細胞を制御する細胞接着分子 ephein/EphやWntシグナル分子など液性因子

を発現していることが挙げられる。 

	
 本研究の解析から、出生直後の cis-interactionが解除された ephrin-B2単独

陽性シグナルを活性化するパートナーとして、EphB2陽性の ACTH産生細胞が

候補に挙げられた（図 47）。ACTH 産生細胞はラトケ嚢主部において最初に出

現するホルモン産生細胞である(Japon et al. 1994)。このように、他の細胞種に

先立ち出現する ACTH産生細胞には、ホルモンを分泌する以外にも、周囲の細

胞に作用し、下垂体の発生を正常に進めることに寄与している可能性が考えら

れる。実際に、ラット発生中期（E15.5）頃において、下垂体の吻部から、血管

系を構築する間葉系細胞が侵入するが、これら下垂体に侵入する細胞のうち、

血管内皮細胞を誘導するVEGF-AをACTH産生細胞が分泌していることが報告

されている(Nakakura et al. 2006)。こうした知見を踏まえると、ACTH産生

細胞は液性因子だけでなく、膜表面の分子を利用し、周囲に存在する細胞の発

生、分化を制御する機序が存在する可能性は十分に考えられる。 

	
 本研究では、細胞分化が盛んな出生直後（P5）のニッチに注目し、解析結果

として、GH産生細胞と ACTH産生細胞がニッチとの隣接頻度が高い傾向にあ

ることを見出した（図 45B）。一方で、成体期のニッチに対する ACTH 産生細

胞の隣接頻度は、非常に低かった（図 46）。この 2 つの時期に関して、ラット

前葉に占めるACTH産生細胞の存在割合を比較すると、P5では約20％であり、



 127 

P60では約 7％程度である。これらのことを踏まえると、出生直後のニッチ周囲

において ACTH産生細胞が高頻度に存在することは、ACTH産生細胞が能動的

にニッチの周囲に移動したという可能性以外にも、下垂体前葉において ACTH

産生細胞が占める存在割合が高いことに起因するとも考えられる。現時点では、

ニッチが ACTH産生細胞をケモカインなどにより誘導する機序が存在するかは

不明である。しかし、いずれの機序においても、出生直後の細胞分化の亢進時

では、ニッチと隣接頻度の高い ACTH産生細胞に ephrin-B2の活性化分子であ

る EphB2が発現することで、ニッチ内部での Reverseシグナルを活性化する機

構があると考えられる。 

	
 一方で、細胞新生が抑制されている成体期では、ニッチの周囲には ephrin-B2

と対合可能な Ephを発現していない GH産生細胞が主である（図 46）。このこ

とから、成体期の下垂体では、ニッチ内部の cis-interaction に加え、ニッチ周

囲の細胞構成という観点からも、ニッチ内部の ephrin-B2 シグナルを不活性状

態に維持する機構があると考えられる。今後、標的器官除去を施した動物の成

体下垂体において、前述の cis-interaction の解除に加え、ケモカインなどを介

し、ACTH 産生細胞がニッチ周囲へ移動するのか、検討すべき課題であると考

えられる。 

 

2-4-4 下垂体幹・前駆細胞ニッチにおける ephrin-B2 Reverseシグナルの機

能に関して 

 

	
 我々は CARを用いた解析から、MCLと実質層に存在する 2様のニッチのう

ち、後者の形成機序に関して、出生直後にMCLから幹・前駆細胞が、EMTに

より遊走能を獲得し、移動、定着することで形成される可能性を報告している

(Chen et al. 2013)。一方で、出生直後において、ephrin-B2単独陽性シグナル
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も CAR同様にMCL zoneを形成すること、また、その一部では EphB2免疫陽

性シグナルと隣接する像が確認された（図 47）。 

	
 これまでの glioma や melanoma、腸上皮由来の株化細胞を用いた解析から、

ephrin-B群の Reverseシグナルは、細胞の形態変化と接着、細胞移動を制御す

ることが報告されている(Hafner et al. 2005; Meyer et al. 2005; Nakada et al. 

2010)。また、Cowan と Henkemeyer（2001）は、trans-interaction により

ephrin-Bの細胞内ドメインがリン酸化されると、アダプタータンパク質である

GRB4がリクルートされること、さらに、その下流では PAXILLINや FAKな

どを介し、細胞の形態や細胞移動が制御されると報告している。こうした報告

を踏まえると、MCL zoneで ephrin-B2が活性化されることにより、幹・前駆

細胞の移動を制御することに寄与している可能性が推測される。また、興味深

いことにMCL zoneにおいて、一部の ephrin-B2単独陽性の幹・前駆細胞は、

分化マーカーである転写因子PIT1が陽性であった（図44）。これらの結果から、

幹細胞ニッチにおける ephrin-B2 シグナルの活性化は、ニッチからの細胞移動

と分化を促進的に制御している可能性が推測される。最近、我々は下垂体由来

株化細胞である Tpit/E細胞が、下垂体幹・前駆細胞マーカーである Sox2, Sox9, 

E-cadherin, Cxadr（CAR）を発現することを見出している（図 50）（Yoshida et 

al. 2014)。興味深いことに、このTpit/E細胞は ephrin-B2を発現していること、

さらに、ACTH産生腫瘍株である AtT20細胞は EphB2を発現していることを

確認している（data not shown; 投稿準備中）。これらの細胞を用いることで、

幹・前駆細胞ニッチにおける ephrin-B2 Reverseシグナル、ならびに ACTH産

生細胞内で活性化される Forwardシグナルの機能が解明できる可能性が期待で

きる。 
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図 50. 下垂体幹・前駆細胞のモデル細胞株 Tpit/E 

 

（A）Tpit/E細胞は下垂体幹・前駆細胞特異的因子を発現している。（B）Tpit/E

細胞における SOX2ならびに E-cadherinの細胞免疫染色像。Scale bar: 20 µm。

（日本繁殖生物学会の許諾のもと、Yoshida et al.: Characterization of murine 

pituitary-derived cell lines Tpit/F1, Tpit/E and TtT/GF. J Reprod Dev 2014;  

60: 295-303.より転載） 
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2-4-5 下垂体におけるニッチ細胞の存在の有無に関して 

 

	
 上述のように、EphB2陽性の ACTH産生細胞は、時期特異的ではあるが、高

頻度にニッチと隣接し、また、ニッチ内部の ephrin-B2 Reverseシグナルを活

性化する主要な細胞であると考えられる。しかし、常に幹・前駆細胞と隣接し

ているわけではなく、出生直後の分化亢進時のみ観察され、成体下垂体では観

察されない。他の組織におけるニッチ細胞は、常に幹細胞と接触しており、幹

細胞性の維持やニッチに幹細胞を留めておくことに寄与している。こうした他

の組織におけるニッチ細胞に関する知見を踏まえると、幼若期下垂体で観察さ

れた EphB2 陽性の ACTH 産生細胞は、この概念には当てはまらない。では、

定常状態の成体下垂体のニッチにおいて、幹・前駆細胞の未分化性を維持する、

いわゆるニッチ細胞は存在するのか。候補となる細胞として、（1）GH 産生細

胞、（2）質的に異なる SOX2 陽性の幹・前駆細胞、が挙げられる。まず、前者

の GH 産生細胞に関しては、出生後の時期に左右されずにニッチと高頻度に隣

接するという点で、ニッチ細胞としての特徴を満たしている（図 46）。しかし、

GH、PRL、TSH産生細胞の分化異常を引き起こす、Pit1の変異マウス（Snell

マウス）の解析からは、PIT1系譜以外の ACTHならびに LH/FSH産生細胞の

分化異常は報告されていない (Pfaffle et al. 1999; Ward et al. 2006)。この結果

を踏まえると、GH産生細胞が幹細胞を制御している可能性は低いと考えられる。

一方で、後者の説は、tight junctionを介しニッチを構成する SOX2陽性細胞の

中に、質的に異なる細胞が存在し、その細胞がニッチ内部の幹細胞性を維持す

るという考えである。現時点で、下垂体においてこの説を示唆するデータは存

在しないが、脳室ニッチである SVZ においては、神経幹細胞とニッチ細胞

（Ependymal細胞）間で、組織損傷時に形質転換することが実験的に報告され

ている(Nomura et al. 2010)。また、我々は少なくともニッチを構成する SOX2
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陽性細胞において、PROP1、PRRX1、PRRX2、S100βなどとの共存解析から

複数の種類が存在することを報告している(Higuchi et al. 2013; Yoshida et al. 

2011)。こうした知見は、分化度の違いだけでなく、SOX2陽性細胞の質的な違

いを示唆している可能性も考えられる。これらの知見から、ニッチ内部に存在

するSOX2陽性細胞の一部が、液性因子や ephrin-B以外の細胞表面分子を介し、

ニッチを制御する可能性は否定できないと考えられる。今後、ニッチの単離法

の確立、ニッチで高発現する液性因子と受容体の同定、ならびに、それら因子

のニッチ内部における局在解析を行うことで、ニッチ内部の SOX2 陽性細胞の

中に、幹・前駆細胞の機能を支持する細胞が存在する可能性に関して結論が出

せると考えられる。 

 

2-4-6 結語 

 

	
 ニッチの制御機構に関しては、腸管や造血組織、毛包、側脳室上衣下層など、

細胞新生が盛んな組織のニッチに関する研究が先行しており、下垂体前葉のよ

うに、細胞新生頻度が低いニッチの解析例は少ない。このような特徴を有する

下垂体のニッチに関する本研究から、下垂体のニッチでは、cis-interactionを利

用したニッチ内部における第一次的な制御と、周囲の分化細胞を利用した第二

次的な制御が存在することが示唆された（図 51）。こうした cis-interaction を

利用した制御機序は、他のニッチでは報告されておらず、新たなニッチの制御

機序であり、細胞新生頻度の低い組織特有の制御機序である可能性が考えられ

る。 

	
 一方で、cis-interaction の解除機序、さらに EphB2 陽性の ACTH 産生細胞

をニッチ周囲へ呼び込む機序の有無など、未解明な点は多い。こうした機序の

解明には、ephrin/Ephなどの細胞表面分子だけでなく、成長因子やケモカイン
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を含めた液性因子の解析が不可欠である。さらに、ニッチが生理状態の変化を

感知する機序を解明するためには、ephrin-B2 陽性であるニッチのソーティン

グなどを行い、ニッチにおいて特徴的に発現する受容体や液性因子の解析が必

要であると考えられる。今後は、ニッチの単離、モデル細胞を用いた ephrin-B2

シグナルの機能解析ならびに、標的器官除去動物を用いた実験を行うことによ

り、下垂体ニッチの制御機構が解明できると考えられる。そして、この

ephrin/Ephに焦点を当てた下垂体幹・前駆細胞ニッチの研究が、下垂体だけで

なく、他の組織におけるニッチの研究の一助になることを期待している。 
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図 51. ephrin-B2 シグナルによる下垂体幹・前駆細胞ニッチの制御機構のモ

デル 

 

下垂体幹・前駆細胞ニッチにおける ephrin-B2 シグナルの制御機構を模式的に

示す。（A）定常状態の成体下垂体では、ephrin-B2と EphB3の cis-interaction

により、シグナルは不活性状態である。（B）出生直後など細胞新生の亢進時に

は、一部の幹・前駆細胞において cis-interactionが解除された ephrin-B2単独

陽性シグナルが出現する。（C）Cis-interactionが解除された ephrin-B2は、ニ

ッチ周囲に存在する ACTH 産生細胞が発現する EphB2 と、trans-interaction

を形成し、ニッチ内部のシグナルが活性化される。 
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