
31

転写因子Piト1の下垂体外組織における発現と下垂体ホルモンの発現制御

谷内 秀輔 ･高橋 純夫 ･竹内 栄

岡山大学大学院自然科学研究科生体統御学グループ

はじめに

成長ホルモン(GH),プロラクチン伊RL),甲状腺

刺激ホルモン(TSH)は,主に下垂体で産生 ･分泌さ

れ,内分泌的に標的器官の生体機能を制御する｡近

午,これらの下垂体ホルモンが下垂体外組織におい

ても産生され,局所性ホルモンとして機能する可能

性が提唱された｡特にニワトリでは,Harveyらの

グループを中心として,月掛生神経性網膜をはじめと

する様々な下垂体外組織におけるGH,PRL,TSH

の発現が報告されている(1･8)｡

晒乳類の下垂体における GH,PRL,TSHβサブ

ユニット(TSHβ)遺伝子の発現は,POU ファミリー

に属する転写因子 Pit-1(POUIFl/GHF･1)により制

御されている｡Pit･1には選択的スプライシングに由

来する複数種のバリアントが存在 し,それぞれ固有

の転写活性化能をもつことが示されている｡さらに,

Pit11はこれらの下垂体ホルモンの産生細胞の分化

や増殖にも必須であることが,Pit･1遺伝子変異マウ

ス(dw,dw-iDから明らかにされている(9)0
鳥類では,シテメンテョウおよびニワトリの下垂

体において,Pit-1α,Pit-1β,Pit-1W という3種類

のバリアントが報告されている(10･12)｡Pit･1αと

Pit-1βは選択的スプライシングバリアントであり,

Pit-岬は,Pit･1αの第 1エクソンと第2エクソンの

間に 28個のアミノ酸配列をコー ドする付加的エク

ソンをもつ mRNA にコー ドされている｡ 一方,

Pit･1wmRNAはPit･1αの第2エクソンの上流から

転写される選択的プロモーター由来のバリアントで

あり, Pit-1W は上述の28個のアミノ酸配列と11

個の特異的アミノ酸配列を含む独特な N末端構造

をもつ ｡ニワトリの下垂体ではPit-1αが最も多く発

現しており,Pit-1WはPit･1αの1/3から1/2,Pit･1β

は非常にわずかなmRNA発現が報告されている｡

近年,ニワトリの網膜や精巣でGHとPit･1の共

発現が報告され(6,7),下垂体外組織における下垂体

ホルモンの発現の制御にもPit-1が関与する可能性

が示唆された｡しかし,ニワトリPit･1の機能は明

らかにされておらず,下垂体外組織に発現するPit･1

バリアントも同定されていない｡

本研究では,下垂体外組織におけるGH,PRL,

TSHβの発現に Pit-1 バリアントが関与する可能性

を検討することを目的とし,Pit-1バリアントとGH,

PRL,TSHβの発現の相関をRTtPCR解析で調べた｡

また,各pit-1バリアントのGH,PRL,TSHβ遺伝

子に対する転写活性化能をレポーター解析により調

べた｡

材料と方法

実験材料

本実験において,ニワトリ肱およびヒヨコは,福

田種鶏場(岡山県岡山市福富原西 2丁目23番地48

号)から購入したR∝kComish種(チヤンキー)を用

いた｡全ての実験は岡山大学動物実験ガイドライン

に従って行われた｡

RNA抽出

酵卵7日目(ED7),ED9,EDll,EI)13,ED15,

ED17,ED19,生後 1日目(Dl),D2,D3,D了の

神経性網膜,D3の大脳,中脳,小脳,下垂体,心

臓,節,肝臓,筋胃,牌臓,障臓,腎臓,ファブリ

キウス嚢を摘出し,TRIzoIReagent(Invitrogen)を

使用して全 RNA を抽出した｡抽出した RNA は

DEPC処理した蒸留水に溶かして･80℃で保存した｡

RT-fm 解析

仝RNAl踵をDeoxyribonucleaseI,Am plification

Grade(Invitl･Ogen)で処理 した後,ThermoScript

RTIPCRSystem (Invitrogen)を用いて逆転写反応

を行 った｡ PCR 反応 は,TaEaRaTaqDNA

polymerase(Takara)を用 いて GeneAm pPCR

System9600(AppliedBiosystems)で行った｡PCR

のサイクル数は,GAPDHが 22サイクル,それ以

外の遺伝子については 35サイクルであった｡用い

たプライマー対は以下の通 りである｡Pitl1α伊p:

5'-GAGAGTGCCTGCCCGm CTAA-3',RP:

5'･GGTCTGGTG CATGGGTGTGAA･3'),

Pit-1W(FP:5'-GGAGAACGAGAでACGAGO

ATAC-3',RP:5'･GGTCTGGTG CATGGGTGT
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GAA-3'),GH(FP:5'-AGGAATGGCTCCAGG

CTCG-3',RP:5'-GGTm TTCCTCGTGm

mGGTG-3'),PRL(FP:5'-ATGCTCAGGGTC

GGGGTTTCATTA･3',RP:5'一m TGTGGG

AATCTCTGCGGTG･3'),TSHP(FP:5'-ATG

AGTCCCTTCTTCATGAT-3',RP:5'-CATGTr

ACAGAGCTrCTGTGGCTT3'),GAPDH(FP:

5'･GTG孤 TCATCTCAGCTCCCTCAG-3',

RP:5'-AAA GGTGGAAGAATG GCTGTC

ACC-3')｡

サザンハイブリダイゼーション

RTPCR産物を 2%アガロースゲルで電気泳動し

た後,Hybond-N+(A皿eISham)に転写 し,32P･dCTP
標識された Plt･1α,Pit-1W,GH,PRL,TSHβの

cDNA プローブとハイブリダイゼーションさせた｡

ハイブリダイゼーション後,洗浄を行い,X線フィ
ルムに感光させた｡

レポーター解析

HEX293細胞は8×104cells/weuとなるように,

トランスフェクションの24時間前に,24穴プレー

トに播穐したoPlt-1バリアント発現へクタ-として

PCDNA-PitlαとpcDNA-Pit-lwを,レポーターベク

ターとしてニワトリ GH,PRL,TSHPのプロモー

ター領域をpGL3･Basicに挿入したものを用いた｡

コントロール実験にはpcDNA3を使用した｡ 内部

標準にはpllRL-TK ベクターを用いた｡導入試薬に

はLlpOfectamine2000(Invit110gen)を用いた｡ トラ

ンスフェクション 24時間後,DualLuciferase

Reportel･ Assay System (Promega) と

Luminometer (TD-20/20, nlmel･ Design

Instruments)を用いてルシ7ェラーゼ活性を測定

した｡実験は3つ組で行い,結果はホタルルシフ ェ

ラーゼの発光値をウミシイタケルシフェラーゼの発

光値で割った相対値を算出後,コントロール実験の

相対値を1としてデータを標準化 したo実験結果の

有意差検定には叫側のStudentのt検定を用いた｡

結 果

神経性網膜におけるPit･1バリアントのm A発

現

Pit･lwはED了から検出され,ED13には検出量

が急増し,ED17頃にピークに達した(図1)｡その後

のPit･1Wの検出量に目立った変化は見られなかっ
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図1 こrJトリ神経性網膜の発生段階に13けるPlt-1バリ

アントとGH.PRL.TS叩 mRNAの発現変化

上段がRTIPCR解析,下段がRTtPCR産物に対するサザ

ンハイブリダイゼーションの結果を示す｡内部標準として

GAPDH,ポジティブコントロールとして下垂体,ネガテ

ィブ｣ントロールとしてゲノムDNAを用いた｡

た｡一方,Pit-1αは下垂体で豊富に検出されたが,

神経性網膜では極めてわずかしか検出できなかった｡

神経性網膜におけるGH,PRL,TSHβのmRM
発現

GHとPRLはわずかに検出された(図1)｡一方,

mHβはほほ全ての時期で検出されたが,その発現

パターンはPitl1Wとは 一致しなかった(図1)｡

下垂体外組織における Pit-1バリアントの mRNA

発現

Plt-1αは調べた全ての組織において検出されなか

った｡一方,Pitllwは大脳,中月札 小脳,牌臓,障

臓において検出された(E42)O

下垂体外組鰍 こおけるGH,PRL,TSHβのmRNA
発現

GHは筋胃においてわずかに検出された｡PRい ま

肺でわずかに検出された｡TSHβは肺と筋胃以外の

解析対象とした組織において検出され,特に牌臓で

は多く検出された(図2)o

レポーター解析によるPit･1バリアントの機能解析

GH プロモーターを含むレポーター遺伝子の転写

活性は,Pit-1(ユにより約 1.5倍まで有意に増加した

(図3A)0 ･方,Pit-lwは転写活性を変化させなか

った｡PRLプロモーターを含むレポーター遺伝子の
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図3 Plt･1αとPlt-1WのこリトリGHプロモーターに対す

るレポーター解析

(A)Pit-1αがGHのプロモーター活性に与える影響

(B)Plt-lwがGHのプロモーター活性に与える影響

*:p<0.05,対照群との有意差

転写活性は,Pit-1aで約 6･5倍,Pit-1W で 約 1･8 A
倍まで有意に増加 した(図4).TSHβプロモーターを
含むレポーター遺伝子の転写活性は,Pit-1αで約 1.4

倍まで有意に増加 した(図5A)｡Pit-1WはTSHβのプ
ロモ-タ-活性に影響を及ぼさなかった(Lg]5B)0

考 察

ニワ トリの下垂体外組織における GH,PRL,
TSHPの発現に Plt-1が関与するか否かは不明であ
った｡木研究では,下垂体外組織における Pit･1α,

Pit11W とGH,PRL,TSHβの発現の相関をRltPCR
法により解析 した｡下垂体ではPit･1αが主要なバリ

アントであることが知 られていたが,神経性網膜を

は じめとする下垂体外組織ではその発現は極めて低

く,Pit-1Wが主要なバリアン トであることが分かっ

た｡個体発生に伴った神経性網膜における Plt-1W

の発現は時間的制御を受けたパターンを示すのに対

し,GHとPRLの発現はほとんと､検出されず,TSHβ
の発現パターンも Pit-1W とは一致しなかった｡こ

のことは,Pュt-1Wが神経性網膜においてGH,PRL,
TSHβの発現を制御 しないこと,および神経性網膜
におけるTSHβの発現はPit-1非依存的である可能
性を示唆する｡
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図4 Pitl1αとnt-lwのニワトリPRLプロモーターに対

するレポーター解析

(A)plt-1αがPRLのプロモーター活性に与える影響

(B)PltllwがPRLのプロモーター活性に与える影響

★★:P〈O.01,対照群との有意差
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図5 Pit-1αとnt-1WのニワトリTSHβプロモーターに

対するレポーター解析

(心Pit-1αがTSHβのプロモーター静性に与える影響

(B)Pit-lwがTSHPのプロモーター活性に与える影響

☆:p<0.05,対照群との有意差

神経性網膜以外の下垂体外組織においてもGH,

PRLの発現はごく微量である一方,TSHβの発現は

豊富に見られた｡しかし,Pit-1WとTSHβの発現に

は相関が見られなかった｡下垂体隆起部で発現する

TSHPは Pit-1非依存的に発現することが知られて

おり(13,14),それと同様に下垂体外組織における

TSHβの発現もPit･1非依存的であるのかもしれな

い｡また,Pit-lw は,GH,PRL,TSHPの発動 こ

関与しない可能性が考えられた｡

Pit-1αとPit-1WのGH,PRL,TSHβ遺伝子のプ

ロモーターに対する転写活性化能を調べたところ,

pit･1αは全てのプロモーター活性を有意に上昇させ
たが,Pit-1WはPRLプロモーターのみでわずかな

転写活性化能を示した｡この結果は,Pit-1αの発現

が極めて少ない下垂体外組織ではGHやPRLの発

現が微量であることや,Pit-1W とTSHβの発現パタ

ーンが一致しないことと符合する｡ したがって,

pit-1αが GH,PRL,TSHβの活性を上げる主要な

アイソフォームであり,Pit-1Wは別の機能を担って

いる可能性が考えられた｡本研究では下垂体外組織

における GH の発現量は非常に少なかったが,

HaⅣeyらのグループは神経性網膜をはじめとする

様々な下垂体外組織ではGHがmRNAおよびタン

パク質レベルで高発現していると報告している(2,6,

7)｡彼らは,本研究とは異なり,WhiteLeghorn種

を用いている｡WhiteLeghorn種(卵用種)ではR∝k

Comisb種(肉用種)とは異なり,Pit-1αが下垂体外組

織でも高発現し,その結果としてGHやPRLの発

現を高めているのかもしれない｡

Pit･1Wは従来,鳥類特異的なバリアントであると

考えられてきたが,我々は Pit-1Wが哨乳類の下垂

体および精巣に存在することを見出しており,その

GH,PRL,TSHP遺伝子に対する転写活性化能はニ

ワトリの場合と同様であるという結果を得ている

(未発表)｡種を超えて存在するPit･1Wの下垂体外組

織における機能の解明はPit･1の機能の多様性を考

える上で極めて興味深い｡

引用文献

I. HarveyS,AzumayaY,HullKL 2000

Pituitary and extrapituitary growth

hormone:Pit-1 dependence? Can ♂

PhysioIPham aco178:1013-1028

2. HarveyS,JohnsonCD,SandersEJ2000

Extra-pituitaly gTOWth hormone in

pelipheraltissuesofearlychickembⅣos.

JEndocrinol166:489-502

4.

6.

PradaJA,VerasteguiC,Perez-RiosN,

Gonzalez-Moreno M,Fdez-Trujillo FJ

2000 Thyrotropinl1ikeimmunoreactivity

in the developing chicken retina.

Europeanjournalofmolphology38:34-40

MurphyAE,HarveyS2001

Extrapituita町betaTSHandGHinearly

chickemb町 OS. MoICellEnd∝rinol

185:161-171

Mulphy AE, HaⅣey S 2002

Extrapituitary TSH in early chick

embryos: Pitll dependence? a MoI

Neurosci18:77-87

HarveyS,KakebeekeM,Mu叩hyAE,

SandersEJ2003 Growthhormonein

the nervous system: aut∝rine or

paracrinerolesinretinalfunction? Can

JPhysioIPharmaco181:371･384

7. HarveyS,BaudetML,MurphyA Luna



35

10.

ll.

M,HullKL,AramburoC2004

Testiculargrowth hormone(GH):GH

expressioninsperm atogoniaandpnmary

spermatuytes.Gen Comp Endocrino1

139:158-167

Harvey S,Rattray D,BaudetMl,
SandersEJeds.2005 0cularpituitaIY

hormonesinthechickembryo

An del･SenB,RosenfeldMG2001 POU

domain 払ctorsin theneuroendocrine

system: lessons from developmental

biology provide insights into human

disease.Endocrinereviews22:2-35

KurimaE,WeatherlyKL,SharovaL,

WらngEA1998 SynthesisofturkeyPit-1

mRNA variantsbyalternativesplicing

andtranscriptioninitiation. DNAand

cellbiology17:93･103

Tanaka M,YamamotD I,Ohkubo T,

WakitaM,HoshinoS,NakashimaK1999

CDNA clo血ng and developmental

alterationsingeneexpressionofthetwo

Pit-1/GHF-1transcription払ctDrSinthe

12.

chickenpituitanr.GenCompEndocrinol

114:441-448

ⅥlnAsIIBuysN,Onagbesan OM,

DecuypereE2000 ComplementaIyDNA

cloning and onbge血c expression of

pituitaⅣ-specifictranscription払ctorof

chickens(Gallusdomesticus)from the

pituitarygland,GenCompEndocrinol
120:127-136

13. Lin SC,LiS,DroletDW RosenfeldMG

1994 PituitaryontogenyoftheSmell

dwarrmouserevealsPit-1血dependent

and Pit-I-dependent origins of the

thyrotrope.Development120:515･522

14. Bockmann∫,玉ockersTM,WinterC,

WittkowskiW,WinterhoffH,DeufelT,

KreutzMR1997 Thyrotmplnexpression

inhypophysealparstuberalis-specific

cellsis3,5,3■-triidothyronine,thyrotropin

-releasing hormone,and pit-1

independent.End∝血ology138:

1019-1028




