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要 約

経性幹細胞 (ES)細胞は分化の全能性を有する細胞

として知られており，各種細抱へむ分化が報告されて

いる。今回，下垂体細胞，特に成長ホルモン何回

分諮細胞への分化が誘導されるかを RT-PCRを用い

て検討した。 ES細砲において Ptxl，Ptx2など下垂

体分化の初期かち認められる転写民子の発現が確認さ

れたが， GH遺伝子の組織特異的発現を直接調節する

Pit1遺伝子の強制発現のみで辻，内菌性 GHmRNA

C発現は認めちれなかった。 GHmRNAの発現は座

様体 (EB)形成む有無で辻影響されず，フィーダーフ

リーの培養により経時的iこ増加することを確認した。

さらに，通常マウス ES細砲は， leukemia inhibitory 

factor (LIF)存在下でその多能性が維持され， LIF 

がない状態では分化するとされているが， LIF存在下

で GHmRNAの発現は増強された。しかし，その

GHmRNAの発現は弱く ES縮抱は不均等ーに分化し

たものであるため，全 ES細胞を罵いて性質を検討す

ることが困難であった。そこで， GHプロモーター/

エンハンサーの下流に GFPを連結したベクターを製

作し ES縮胞に導入し GH産生招提の選択を行ったc

FACSを使用した解析では， RT-PCRの結果と同様

にLIF存在下で GFP陽性細胞の割合が高く認められ，

GFP湯性細胞と陰性紹胞に分離したところ，陽性細

胞で GHmRNA0)増加を確認した。今回われわれ辻，

LIFの存在下で経時的に GH産生細抱が増加するこ

と，下垂体特異的な G豆プロモーター/エンハンサー

を利用することにより， GHmRNA産生細胞を分離

することが可能であることを示した。

緒 E司

下垂{本誌，分化がよく検討されている組識であり，

分化の名段轄で作用する転写因子がすでに報告されて

いる。さらに，分化と共にそれぞれむ裾胞が特有なホ

ルモンを産生し，器官形成の過程を研究する上で良好

なモデルとなりうる。

成長ホ jレモン分泌不全性低身長症 (GHD)は，成長

ホノレモン (GH) 0)分泌不全による低身長である o

GHD の内，約 5%'ま頭蓋n~頭謹などむ器霊的な要因

によるもむで品うるが，残りの大部分の原菌は明確では

なく特発性 GHDと呼ばれているc 特発性の中には，

骨盤註分娩，胎児仮死など周産第異常む既往があるも

のの廷かに，下垂体低形成を伴うような症例も存在し，

特殊な遺伝性のものとして，家族性 GH欠損症1)

GH講造遺伝子異常症2.3)，GHRH受容体異常症4. 5) 

などが知られている。さらに，遺{云性の GH分泌不

全iこ以外に， TSHなど他の下垂体前葉ホ jレモンの分

泌抵下を伴う援合型下垂体ホルモン欠讃症(multiple

pituitary hormone deficiency;MP丘町が知られてお

り，そむ原因として Pit-l異常症ペ Propl異常症 7)

Lhx3異常症8¥ HESXl異常症9) などむ転写因子異

常が報告されている。しかし，なお，病理のはっきり

しない症鍔も多く，下垂体む器宮形成を研究すること

は， GHDの原国を明らかにするためにも重要である。

垣性幹細胞 (ES細抱)は分化の全能性を有する細

態として知られ， leukemia inhibitory factor (LIF) 

の存在下でその多能性が維持されることが知られてい

る10九近年，さまざまな方法で，各種組担への分化が

報告されており， in vitroでの分北の研究は分化謂節

[キーワード]成長ホノレモン， ß~'性幹細胞， LIF， GHプロモーター，下垂体分化
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機構の解暁と共に，再生涯寮へのJ;t毘を考える上でも

重要である。

方 法

1 )紹胞の維持

マウス由来の ES締結である ZhTc6細躍を，ゼラ

チン (gelatin:Sigma)コートしたディッシュを使用

し， LIF (ESGRO : GibcoBRL) 1000U Iml， 10%ウシ

拾児血清 (FBS)を含むGlasgowminimum essential 

medium (GMEM:Sigma)中で培養した。

2 )逆転ポワメラーゼ連鎖反応 (RT-PCR)法による

G五発現解析

TRlzol試薬 (Invitrogen)で捨出した totalRNA 

から， M

Primer法i記こより cDr到-.JAを合或し， Ampli Taq Gold 

(Roshe)を用いてポリメラーゼ、連鎖反応 (PCR)を行っ

た。 PCRの増幅居数は産物の量が定量可能域に入る

ように設定した。

3) Pit-1 0)発現

flagエピトープをつけた Pit-1発現ベクターを

lipofectamin2000 (Invitrogen)により ZhTc6細胞に

導入，その蛋自の発現をウエスタンプロット法で，

flag抗体により確認した。

4) GH産生細胞分化iこ及ぼす培養条件の差異

トリプシンで細抱を単離したむち，ゼラチンコート

した35m出ディッシュに10000橿13mlの密度で塔養

した。 LIF含有，および非含有 GMEM/10%FBSを

使用し， GH発現を比較した。 ES縮抱を三次元的に

培養するために， DISH Iこ縮担 (500個115μ1)を含む

培養液/j¥;滴をディッシュに付着させた後，ディッシュ

を上下転倒させ 3日間培養し，荘様体 (EB)を形成さ

せた。さらに 2日間、浮遊培養した後，ゼラチンコー

トディッシュに移し培養を継続した。

5 )ソマトトロフ特異的な LCRGFPベクター導入

ES締結

ソマトトロフ特異的な GH発現に欝与すると報告

されている Locuscontrol reigion (LCR) 404bp，お

よび GHプロモーターと Greenfluo protein (GFP) 

cDNAを連結した LCRGFPベクターを作成した100

(~ 6 A) このベクターを lipofectamin2000

(Invitrogen)により ZhTc6細胞に導入した。 LCRGFP

ベクターは同時に CMVプロモーター下で NEO酎』詮

因子を発現するため G418(Promega) Iこより選択し，

LCRGFPがゲノムD封AIこ組み込まれた縮担株ZhTc6-

LCRGFPをf尋た。

6 )フローサイトメトリーによる ZhTcふLCRGFP事由

抱の分離

ゼラチンコートしたl∞出血ディッシュ iこ50000掴/

lOmlの密度で ZhTc6-LCRG FP細胞をまき 5日間

培養した細砲を， トワプシンで単離した o FACS 

Vantage (Becton and Dickinson)を{吏吊し， GFP 

蕩性締結と陰性縮砲をソーティングした。

幸吉 果

1) ES細抱における下垂体関連転写因子の発現

RT-PCRにより ES細胞の下垂体関連遺缶子の発現

を観察した。 ES細抱では， P豆L，Pit-1， S100m RNA 

の発現は認められず， Ptxl， Ptx2， GH， TSH， 

neuroD1， POMC， IGF-1， GHRの mRNA発現が認

められた。(菌. 1) 

2) Pit-1強制発現iこおける関連遺伝子の変化

Pit倒 1発現ベクターの導入により， Pit-1蛋自の発

現を認めるものの， GH， TSH， PRL， Ptx1， Ptx2， 

Prop1の発現に変化は認めちれなかった。(函.2， A， 

B) 

3)各種 mRNA発現量の経時的変動

LIF非存在下で堵養することによりES細抱は分化

することが知られているので， ZhTc6細揺をこの条

GH S 圃 8100

b) PRL h) ..  翠歯置 TSH

c)E・EPit1 i)・・圃E量 IGF-l

d) Ptx1 POMC 

k) 盤墨田圏直 NeuroD1

sac如

m 立l 宜1 m 

下 ES 下 ES 

垂 組 垂 結

棒 胞 f本語

(図 1)RT-PCRによるマウス下垂体， ES結胞の発

環遺伝子の比較

マウス下垂体， ES細誼より R討Aを抽出， 2.5μgの

tatal RNAを使用しRT-PCRを行った。左側マウス下

垂捧，右側マウスES細抱。 a)G H， b )PRL， c) Pi t-l， 

d)Ptxl， e)Ptx2， f)GHR， g)S100， h)TSH， i)IGF-1 ， 

j)POMC， k)N euroDl， 1)β ー.actm遺伝子の発現をPC

R法iこより比較した。

(26 ) 
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(函 2)ES裾胞におけるPit-1強制発事により効果

A) lipofectamin2000により， hunman Pit-1flag発現ベ、クターのもransfectionを行い， flag拭体を用いたWestern

blot法で、Pit-lflagの蛋白発現を確認した。

B) Pit-1発現ES細胞， ES裾胞，マウス下垂体よりRNAを拍出。 2.5μ民atalRNAを用いRT-PCRを行った。左側

より， Pit-1発現ES細胞， ES縮胞，下垂体， a) Pit-l， b) TSH， c) GH， d) Ptxl， e) Ptx2， f) Propl， g)β 

actin遺伝子の発現をPCR法により比較した。
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(図 3)LIF非存在下ゼラチンコートディッシュで堵

養したES細胞iこおサる遺{云子発現

ES細胞を， LIF非存在下iこ，ゼラチンコートディッシュ

で培養， 2， 6， 10， 14日に，それぞれ， RNAを抽出，

2.5μgのtatalRNAを用いRT-PCRをf子った。 a)GH， 

b) Pit-l， c) NeuroDl， d) TSH， e) Ptx1， f) Ptx2， g) 

S五R，h)βactin遺伝子む発衰をPCR法iこより比較し

fこ。

件で詰養し，下垂体関連の各種遺伝子発現を経時的に

観察した。 GH，Ptx1， Ptx2， Pit1の遺伝子発現が経時的

iこ増加することを確認したが， G五R，TSH， neuroD1の

発現辻変化を認めなかった。(図.3) 

4)各蓮培養条件における GH遺缶子の発現変化

LIF存在下，非存在下， EBの形成においてそれぞ

れ GHmRNAの経時的変化を観察し，いずれにおい

ても， GHm RNAが経時的に増加することを確認し

た。そのなかで，特に， LIF存在下でま吾養した場合に

最も GHmRNAが増加することを確認した。(璽.

4A) 

さ与に， f邑の下垂体関連遺伝子の増減を観察したが，

GHと反して Ptx2の発現が LIF存在下で抑説されて

いた。〈図.4B) 

未処理OES縮脂での GHmRNAとβactinの発

現比を 1として， 3， 5，7，9日で GHmRNAの経時的

変化を比較した。 LIF存在下では 5日自から RNAは

増加しているの対し， LIF非存在下では-lJt減少の傾向

となりその後 7かち 2日自から増加した。〈図.4C) 

5 )各蓮サイトカインの添加による GHの発現

BMP2， BMP4， FGF8， FGF10は下垂体の初期分化

iこ関連したサイトカインである。 LIF存在下でそれぞ

れを投与し寵察したが，明らかな GHmRNAo増加

は認めちれなかった。(~. 5) 

(27 ) 
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A 
a) しIF存在下

b)しIF非存在下

。Embryoidbody形成

会〆、〆ら〆へ〆
~'1 
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a) b) 、Z
Eノ

咽

G

GH 

s actin 

BMP2 BMP4 FGF8 FGFI0 
LIF 

+LIF +LIF +LIF +LIF 
〈図 5)サイトカイン添加後のG五 m RNAの発現

a) BMP1+LIF， b) BMP4+LIF， c ) FGF8+LIF， d) 

FGF10+LIF， e) LIFを培養波に添加後 5日目にRNA

を抽出しRT-PCRにより上七車交した。

6) LCRGFPベクターの細抱特異的活性化

GH， PRLを分泌するラット下垂{本腫虜株である

GH3縮担， 繊維芽細抱である COS組抱に，

li pof ecamin2000により LCRGFPベクターを導入し

た。 GH3縮胞で特異的に GFPが誘導されることを確

GH  
βactin 
GH  
βactin 

GH  
βactin 

GH  

Ptx2 

βactin 

(図 4)各謹培養条件下むGHmRNA発現

A)a) LIF存在下， b) LIF非存在下， c) 

Embryoid body形成による， GHmRNA 

の発現量の比較。 a)，b)で詰，それぞれ，

3， 5， 7日にRNAを抽出。 c)では 5日間で

Embryoid bodyを形成，それを 5ヨとし，

3， 5， 7自にRNAを抽出， RT-PCR、法によ

りGHmRNAO発現を比較した。

B)左制LIF存在下，右側LIF非存在下で，

それぞれ2，4， 6， 8，訪日でRNAを抽出し，

a) GH， b) Ptx2， c)βactin発現をRT-PC

Rlこより比較した。

C)未処理のES細胞でのGHmRNAとβ

actinO発王尾の上じを 1として， 3， 5， 7， 96 

9 Da戸 でGHmRNA発現量の経詩的変化を比較

しfこ。

認した。(図.6B) 

7) LCRGFPプラスミド導入細胞

LCRGFPベクターを ZhTC6細胞に導入， PCR法

により LCRGFP遺伝子の導入を確認した。(図 7a)

得られた ZhTc6-LCRGFP16組躍をフローサイトメト

リーにより観察し， LIF添加時に GFP陽性細胞が増

加しているのを確認した。(図.7b， c) 

8) ZhT6-LCRGFP16紹胞の GFP陽性細胞と陰性細

胞における GHmRNA発現量の比較

ZhTc6-LCRGFP16細砲の GFP揚性姫路において

GHmRNA発現は陰性糎胞と比較して増加していた。

考 察

下垂体において Ptx112
)， Ptx2ペHesxlω，Proplω， 

Pit_l16
)などの転写国子が発現しており，下垂体細抱む

(28 ) 
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A 

LomytiroiRegfn GHフoロモーター領域O.5kb

p王GFP・1

B 

a) COS LCRGFP導入 ち)GH3LCRGFP導入

〈図 6)GHプロモーター下にGFP発現す

るレポーターフ。ラスミド (LCR-

GFP)の作製

A) pEGFP-1フ。ラスミドのGFP上流に，

humanのGH転写開始点から上涜493bp

とlocuscontrol resion約405bpを組み

込んだプラミスドを製作しLCR-GFPと

しfこ。

B) LCR-GFPをC08細抱iこlipofectamin

2000により導入したとき GFPの発現が

認められなかった(討。同議;こG五3縮胞

に導入しGFPの発現を確認した (b)oC 

08細胞， GH3細胞いずれにおいてもプ

ラスミドの導入が行われていることCM

Vプロモーター下にGFPを発現するプロ

c) COS GFP強制発褒 d) GH3 GFP強制発現 スミドを科尾し確認した (c，d)。

分化，下垂体ホ jレモンの発現に関与していることが報告

されている。未処理む ES纏抱において， Ptx1， Ptx2な

ど下垂体分北の初麗から認められる転写因子の発環が確

認され，またわずかではあるが GHmRNAの発現が認

められたため一部の ES細胞は GH室生縮脂の方向に

分化している可能性が想定された。しかし， GH遺伝

子発現を直接促進する Pit-1の発現辻認められず，こ

の欠加のため合耳発表が不充分である可能註も考え

られた。この点を明確にするため， Pi七-1蛋白を ES

細抱で発現させた。 G耳 TSHmRNAo発現は増加

なかった。この成積は，単iこPit-1発現が欠けている

ために GH発現が不充分であると言う事で誌なく，

Pit-10外の冨子による Pit-1が作用する場む形成が

不充分である可能性を示唆するO そこで種々の方法に

よって E8結抱を GH産生細胞の方法;こ分化させるこ

とを試みた。

ES細抱は， 1つの匡体を形成するあらゆる謹類の

(29 ) 

細胞へと分化しうる能力をもっているむ invitroで分

北させるためむー較的な方法として睦操持を形成させ

る手法があるへそり方法は個体発生を摸散したもの

で，語養初期の蛭様体は座盤葉上層紐抱からなる芯を

顕始内笹葉の皮が包み込む溝造を持っているが，その

後，羊摸控iこ指当する大きな内腔が生じると外慨の原

始内経葉は近壁内陸葉に，内側の睦盤葉上麗は座体外

毘葉に分化し，そむ間に中匪葉が形成されるむ今居の

実験の結果では，経葉体形成という方法が GHの発

現に関して提進的iこは儲かなかったが， もともと下垂

体組識が外経葉に出来するものであり，内在葉，中程

葉の形成といったものを必要としないためかもしれな

¥')0 

一方，ゼラチンコートディッシュ上で ES纏脂を培

養したとき，経詩的に GHmRNAの発現は増加し

たoGHmRNAと需諜に， Ptx1， Ptx2， Pit-1の遺

伝子が経詩的に増加する一方で， GHR， T8H， 



ii * i 〈図 7)LCR-GFPプラスミドのES細抱への導入
<0.001 A) LCR-GFPプラスミドを制限酵素sac1により直線化し Zh

Tc6細抱に導入し， G418により選択， LCR-GFP導入細胞株(Z
hTc6LCR-GFP16，および22を{尋た。 a)LCR-GFPプラスミド

をテンプレートとし， b) ZhTc6， c) ZhTc6LCR-GFP16， d) ZhT 
c6LCR-GFP22からそれぞれゲノムDNAを抽出し， hLCRを

認識するプライマーにより， LCR-GFPの配列がゲノムDNA
導入されているのを謹認した。

日 ZhTc6， ZhTc6LCR-GFP16をLIF存在下，非存在下で 5日

間培養し，フローサイトメトワーにより， GFP陽性結胞の割

N=5 合を比較した。 a)ZhTc6細胞LIF存在下， b) ZhTc6LIF非存

在下， c) ZhTc6LCR-GFP16紹抱LIF存在下， d) ZhTc6LCR目

GFP16細胞 LIF非存在下。ZhTc6細胞， ZhTc6LCR-GFP16細胞をそれぞれLIF存在下，

非存在下で 5日間培養しGFPの酸性細胞数の割合を比較した。
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A) ZhTc6LCR-GFP16細胞をLIF存在下で 5日間培養し，フローサイトメトリーによりGFP揚性細胞と陰性細抱を

分離したo a)未分化 ZhTc6細胞， b) GFP陰性細抱， c) GFP陽性細胞， d)分離前のZhTc6LCR-GFP16細砲のフ

ローサイトメトリーパターン(プロフィ-}レ〉を示す。

B)a)未分化ZhTc6縮抱， b) GFP陰性纏胞， c)GFP陽性細胞， d)分離前むZhTc6LCR-GFP16細胞かちRNAを抽出，
RT-PCRによりGH担 R討A量を比較した。上段G五，下段βactin(control)でGFP陽性細砲群においてGHmRN 
Aの増加が認めちれた。
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neuroDlmRNAの発現は変化を認めなかった。また，

いずれの場合においても， ES由来の紹抱からは，

PRLmRNAの発現は認めちれなかった。下垂体の発

生において， PRL分泌細胞は GH分誌、細胞がさらに

分化した後，出現する組抱であるためかもしれない。

下垂体に関連した一部の遺伝子では，その発現に変化

がない中で， GH発現に関連した遺伝子群の経時的増

加が観察されたことは，下垂体分化を考える上で興味

深い。

本研究において，当初予想しなかったことであるが，

L1FはESにおける GH発現を増加させる方向に作用

した。 LIF辻1L-6サイトカインファミリーに属する

種々の機能を有するサイトカインであり， ES細胞で

は， L1Fの存在下で未分化な状態を維持することが知

られているゆ。その機序として， STAT3の活性化が

非常に重要であり， STAT3活性化のみで未分化な状

態が維持できることが報告されているヘ一方で，

LIF受容体と二量体を形成し，そのシグナノレを伝える

gp130は， JAK-STAT系のほかに， Ras-Erk系など

の調節を行っていることも知られている2九分化細抱

に対しても作詞し， M1マウスの myeloblastic

leukemia cell lineのマクロファージへむ分化促進21)

限界lomacells増殖提進2ペ軒む急性蛋白活性化23)

破骨細胞形成の刺激ベ心第む造形成促進ベ交感神

経のコリン作動性細詰への分化促進汽怪盤胞の着床

促進，卵巣機能の調節18)など，事票的絹胞の種類によっ

て，糎胞分イヒの促進，或い辻抑制の役割を担っている。

L1Fとその受容体辻給見，成人む下垂体においても

発現が確認されている却。 GH産生絹胞の20-30%，

TSH産生， PRL童生， gonadotropin産生，ホルモ

ン非産生， ACTH産生縮胞の10-15郊で LIF発現を認

め， folliculos七ellatecellsでも発現が確認されている。

LIF遺伝子のノックアウトマウスではストレスに対す

るACTH分泌が傷害総されており，生理的にはスト

レス刺激により POMC遺伝子， ACTH遺伝子の発現

が増加する環境下で辻，槙床下部の CRHと共同して

ACTH分訟に対して促進的に動いていると考えられ

ている紛。一方，下垂体特異的な L1Fの道東j発現マウ

スでは，クッシング様の身捧所見となり，基礎コルチ

ゾール分泌の上昇，デキサメサゾンでの抑制が不十分

となるお)。さらに， GH分泌誌器下し体長の短縮が認

められる。その下垂体で詰 ACT五分泌縮胞の増加，

ラトケ嚢包の形或，そむ{色の GH，TSH， PRL分泌細

胞の減少が認められる。つまり，下垂体分化において

L1Fが， ACTH分泌紹胞や，繊毛上度系〈ラトケ)

細胞へ分イとを誘導する因子として動き， G豆産生結胞，

TSH産生縮担には抑制的iこ動く可能性が示唆31)され

(31 ) 
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ている。しかし，高コルチゾール畠症は GH分泌を

抑制するので， GH産生縮抱数の減少が LIFの直接

作用であるか間接的な作用であるかは判断することは

密難である。

また，下垂体重蕩から簿られた細飽抹である GH3

縮担においても，今回の ES細詣と再様に， LIFの添

加により Ptx2の発現が抑制されることが報告32)され

ており，共通む磯講が存在する可能性がある。しかし，

本研究では LIFにより Ptx2発環抑制以外に GHmRNA

発現増強が観察されたが， G五3細胞では GH分泌抑

棋が報告33.ωされており，その差異の原国は不明であ

る。

今呂の研究により， LIF存在下に培養することによっ

て ES細抱から GH産生細題への分北を捉進しうるこ

とが明らかとなったが，その方向に分北した結胞数の

割合泣きわめて限定されたもむであった。 GH産生細

抱に分化した細胞の特性をさらに明謹iこするためには，

GH産生縮躍を濃縮することが必要である。そこで，

下垂体 GH産生細抱特異的な GH発現に必須である

G五遺長子 5'上流側の locuscontrol region (LCR) 

とGHプロモーター， GFPを連結し，さらに， CMV 

プロモーター下に NEO酎性因子を組み込んだプラス

ミドを ES紐胞にパーマネントに導入したω。その観

察においても， LIF存在下で GHmRNAの発現と同

議に GFPの発現が増加しており，さらにフローサイ

トメトリーによりソーティングした GFP揚性鱈胞に

おいて， GFP陰性組抱に比較して GHmRNAが増加

していた。この成自責辻， ES細胞かる GH産生細胞へ

の分化を研究する上で LCR-GFPマーカー遺伝子が

非常に有用なツールとなることを示唆する。今後，こ

の方法の応用が期待される。
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ABSTRCT 

Embryonic stem (ES) cells are known as a cell that has a potency of differentiation to 

various types of cells. In this study we examined using RT-PCR whether ES cells can 

differentiate to pituitary cells， especially to growth hormone (GH)-producing cells. GH mRNA 

was not increased by the expression of Pit-l that is a specific transcription factor for the GH 

gene expression in the pituitary， although mRNAs of transcription factors in the early 

stages of pituitary development， such as Ptxl and Ptx2， were present in ES cells. The 

amount of GH mRNA was not influenced by embryoid body (EB) formation， but gradually 

incrased in the course of the culture on gelatin-coated dishes. Furthermore，七heincrease in 

GH m豆NAwas enhanced by leukemia inhibitory factor (LIF)， which in general arrests ES 

cell differentiation and maintains full potency for differentiation. However the incrased 

expression of GH mRNA by LIF was not so much and not all the ES cells were able to 

differentiate to GH-producing cells， which made if difficult to characterize GH-producing 

cells. To circumvent this problem， reporter-gene expressing green fluorescence protein (GFP) 

under the control of GH promotar and locus control region， which is important for 

somatotrope-specific expression of GH gene， was constructed. The reporter gene was 

introduced into the genome of ES cells and GFP-positive cells were sorted from all the ES 

cells by FACS. In accordance with our data using RT-PCR for the determination of GH 

mRNA， LIF increased the numbers of GFP-positive cells. The content of both mRNA and 

protein of GH were higher in GFP-positive cells that in GFP-negative cells. These findings 

show that the cell sorting sys七emusing somatotrope-specific reporter gene is a good tool to 

separate GH-producing cells from ES cells and that LIF may enhance the differentiation of 

ES cells to GH-producing cells. 
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