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下垂体前葉ホルモン分泌細胞の体外作成の研究により、各種 内分泌

器官再生の基礎となる知見を提供する。本研究はマウス胚の間脳の床 に

接す る口側外胚葉からラトケ嚢(下 垂体前葉の原基)を 誘導し、未分化 下

垂体ホルモン分泌細胞まで体外培養し、さらにinvivoの 知見よりLhx3,

Lhx4,Pit1な どの転写因子を発現させ下垂体ホルモン分泌細胞まで体外

分化させることを最終 目的とする。

これらにより得られた研究結果は未分化な胚葉から下垂体を形成させる

ことを哺乳動物で可能 にすることであり、さらに、これらの知見は甲状腺等

他の内分泌器官の体外発生にも応用できるものであり、今後の再生医療

には欠くことのできない研究である。
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第47回 日本不妊学会2002,10.4(岐 阜)
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田熊直之、千石一雄 、宮本敏伸 、 山内智文 、石川睦男

[妊娠 率向上のための卵巣 チ ョコレー ト嚢腫 の腹腔鏡 下治療]

第55回 日本 産科婦 人科学会学術講演会2003,4.14(福 岡)

佐 久川 直子 、佐 々木 禎 仁 、 日高 康 弘 、宮 本 敏 伸 、小 島 貴 志 、田熊 直 之 、

石川 睦男[Johanson-Blizzardsyndrome合 併 妊 娠 の1症 例]

第81回 北 海 道 産 科 婦 人 科 学 会2003,9.21(旭 川)

佐 々木禎仁 、佐久川直子 、 日高 康 弘、宮本 敏 伸、小 島 貴志 、田熊 直之 、

石川 睦男

[ガ レン脳 動静脈奇形 に よる動静脈瘤 が原 因 と考 え られ る胎児 水頭症 、胎児 水

腫 にい たった1症 例]

第81回 北海道産科婦人科 学会2003,9.21(旭 川)

堀 川 道 晴 、 千 石 一 雄 、 田熊 直 之 、 石 川 睦 男

[DifferentialDisplay法 に よる初 期 卵 胞 発 育 に 関与 す る遺伝 子 の解 析]

第48回 日本 不 妊 学 会2003,10.1(東 京)

日高康 弘、佐 々木禎仁 、金井麻 子 、小 島貴志 、 田熊直 之、千石 一雄 、石川 睦男

[胎児両側 乳塵 胸の2例]

第6回 北海 道 出生前診断研 究会2004,2.6(札 幌)
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[ヒ ト卵細胞膜 と精子 の結合 ・融合過程 にお けるイ ンテ グ リンの関与]

第56回 日本産科婦人 科学会学術講演会2004,4.12(東 京)

宮本敏伸 、千石一雄 、 田熊直之 、石川 睦男
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第56回 日本産科婦人 科学会学術講演会2004,4.12(東 京)

佐々木禎仁 、 日高康 弘、小 島貴志 、 田熊 直之、千石 一雄

【胎児腹壁破 裂の出生前診断 において胎児MRIが 有効 であった1症 例]

第27回 日本産科婦 人科ME学 会2004,8.27(仙 台)

菊池良子、金井麻子 、佐 々木禎仁 、 日高康 弘、小 島貴志 、吉 田俊 明、田熊直之 、
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第52回 北 日本産 科婦人科学会2004,9.10(札 幌)

金井麻子、菊 池良子 、佐 々木禎仁 、 日高康 弘、小 島貴志 、吉 田俊 明、田熊直 之、

千石一雄

[胎児水腫 を伴った重症胎児乳 び胸 に対す る胎児治療]

第52回 北 日本産 科婦人科学会2004,9.10(札 幌)

佐 々木禎仁 、宮本 敏 伸 、 田熊 直之、千石 一雄 、石川 睦男

【ヒ ト精巣特異的遺伝子 であ るTISP50,TISPI5,TISP43に つ いての解析]

第13回 産婦人科 分子 内分泌懇話 会2004,10.8(兵 庫 県淡路 島)

田熊 直之

「地域 にお ける周 産期 医療 システムの確保 」

第34回 北海 道母性衛 生学会総 会 公 開市民 フォー ラム2004,11.19(札 幌)

佐 々木禎仁 、 日高 康 弘、吉 田 俊明、 田熊 直之、千石 一雄

【胎児 消化 管異 常の 出生 前診 断 に おい て胎 児3D-MRIが 有用 で あった2症 例]

第2回 日本胎児治療研究会2004,11.26(大 阪)

佐 々木禎仁、宮本敏 伸 、 日高康 弘、 田熊直之 、千石 一雄

[孤立性心筋緻密 化障 害 の胎 児心 エ コー と1家 系 にお け る遺伝 子解析 につい て]

第11回 日本胎児心臓病研 究会学術集会2005,2.ll(東 京)
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(3)出 版 物

田熊直之 、石川睦男

妊娠 中毒症か ら妊娠 高血圧 症候群へ

過酸化 ス トレス:活 性酸 素一 消去系 と妊娠高血圧 症候群

MEDICALVIEW174-177,2005.

研究成果による工業所有権の出願 ・取得状況

特記事項な し
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研究成果

1.研 究 目的

動物の胚発生において各種の器官形成は信号分子、ホメオボ ックス

遺伝子群、各種転写因子群 などが時間的、空間的にある程度正 しく

作用、発現す ることが必要であ り、器官毎の発生の遺伝子発現カス

ケー ドが発生生物学の分野で研究 されてい る。 しか しなが らこれ ら

の成果は現在 の ところ ヒ トへの応用 はいまだ実験段階にある。今回

我々は哺乳動物 における下垂体前葉 ホルモ ン分泌細胞の体外作成、

さらに各種内分泌器官再生の基礎 となる知見を提供す ることを 目的

とす る。 これ らの研究結果は未分化 な胚葉か ら下垂体 を形成 させ る

ことをヒ トで可能にす ることであ り、将来的には幹細胞か ら拒絶反

応のない本人の下垂体を作 ることが可能 となる。また、 この知見は

甲状腺等他の内分泌器官の体外発生にも応用できるものであ り、今

後の再生医療 にとって有用な研究である。
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2.研 究成 績

(1)マ ウス腹側間脳 か らの信号分子に関す る研究

研究 目的

腺性下垂体の原基であるラ トケ嚢は間脳 の床 に接す る口側外胚葉

の中心部 よ り発生する。下垂体形成の初期 の間、この近接 している

ことは発生の過程 において組織間の関係があることが示唆 される。

以 前 、我 々 は各 種 の ノ ックア ウ トマ ウス を用 い 、 そ のSignal

inductionを 明 らかにした。っま りマ ウスEmbryonicday(E)8.5日

以降の下垂体の初期発生は、まず間脳か らの信号分子であるBMP4

がラ トケ嚢原基の形成 に必要であ り、2番 目の信号分子であるFGF8

がラ トケ嚢原基の発育、分化に必要であるとい うことである。それ

らのInductionに よ り、ラ トケ嚢原基での転写因子の発現が誘導 さ

れ、下垂体が さらに分化 してい くものと推測 され る。しか しなが ら、

InVitroの 系では研究(3)に て後述す るが、BMP4とFGF8の みで

は、マウス ロ側外胚葉 は分化 していかない ことが確認 された。 この

ことは、 さらなる誘導分子或いはそれ らの誘導分子 と協調す る何 ら

かのタンパ ク等が必要 であることが示唆 され る。そ こで今 回我々は
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E9.0周 辺 の 時期 に下 垂 体 形 成 に必 要 と考 え られ る信 号 分 子 を特 定 す

る こ とを 目的 にす る。

研 究 方 法

1)マ ウス胚

Nkx2.1,Bmp4,Isl1,Shh,Lhx3,Lhx4の6種 の ノ ックア ウ トマ ウ

ス胚 と主 に は 野 生型B2D6F1マ ウス が本 研 究 に使 用 され た 。 マ ウス

胚年 齢 はplug形 成 日の正 午 を胚 年 齢0.5日(EO.5)、 時 にsomites

に よ って真 の胚 年 齢 が 同 定 され た。

2)組 織 学 的 検 討

マ ウス 胚 を4%PFAで 固 定 、パ ラ フ ィ ン包 埋 後 、5μm厚 で 切 片 ス

ライ ドグ ラ ス を 作 成 し、 組 織 学 的 解 析 は ヘ マ トキ シ リ ン ー エ オ ジ ン

染 色 、ま た ア ポ トー シ ス の 解 析 に は 、ApopTagplusinsituapoptosis

detectionkit(Oncor,Gaitherburg,MD,USA)を 使 用 し た 。

3)RNAinsituhybrydization

マ ウ ス 胚 切 片 ス ラ イ ドグ ラ ス は33P・UTPラ ベ ル 合 成 したRNAプ

ロ ー ブ で ハ イ ブ リダ イ ズ され た 。 リボ プ ロ ー ブ はIsl1,Isl2,Lhx3,

Lhx4,Lhx5,Nkx2.1,Nkx2.2,Nkx2.3,Nkx2.5,Nkx2.6,Nkx2.9,
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Bmp4,Fgf8,Shh,Bmpr2,Fgfr2,Spot2,Ptx,Pax3,Pax6,Pax8,

Propl,Hnf3β が 用 い ら れ た 。 ス ラ イ ド グ ラ ス は 現 像 後

bisbenzimideで 染 色 、UVi■umination下 で 投 影 した 。 ま た 、Nkx

リ ボ プ ロ ー ブ シ リ ー ズ に 関 し て はwholemountinsitu

hybrydizationに も使 用 した 。

4)材 料 ・試 薬

ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス 、及 び リボ プ ロー ブ は 主 にWestphalH.(米 国

NICHD)か ら供 与 され た 。ま た ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス 胚 切 片 をKimura

S.(米 国NCI)、PfaffS.(TheSalkInstitute)、HoganB.(且oward

HughesMedicalInstitute)か ら供 与 され た 。

研 究 成 績

ホ メオ ボ ックス遺 伝 子Nkx2.1は 、マ ウス初 期 発 生 の 間 、腹 側 間脳 、

甲状 腺 、肺 に発 現 す る。発 生 期 間 中 にNkx2.1は 下垂 体 や そ の 原 基 に

は決 して発 現 しない が、Nkx2.1ノ ック ア ウ トマ ウス胚 で は 下 垂 体 の

全欠 失 を 引 き起 こす 。 こ の こ とは 、 腹 側 間脳 か らの信 号 分 子 の 不 足

に よ る2次 的影 響 に よ る もの で あ る こ とが 示 唆 され る。

Nkx2.1ノ ックア ウ トマ ウス 胚 、つ ま り間脳 欠 失 状 態 につ い て解 析
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した と ころ 、FGF8の 腹 側 間脳 にお け る発 現 はE10のNkx2.1ノ ッ

ク ア ウ トマ ウス胚 にお い て は 消 去 され た が 、BMP4お よびSH且 の

発 現 は保 た れ て い た。FGF8は ラ トケ嚢 培 養 実 験 に て 下 垂 体 形 成 に

必 須 の転 写 因子Lhx3を 誘 導 す る こ とが確 認 され て い る。つ ま り腹 側

間脳 か らの信 号 分 子 で あ るFGF8は ラ トケ 嚢誘 導 に必 要 で あ る こ と

が示 唆 され た 。

Bmp4ノ ックア ウ トマ ウス 胚 で はE10に お い て です ら、 ラ トケ嚢

形 成 の サイ ンのみ な らず 、外 胚 葉 性pouchplacodeの 肥 厚 さえ認 め

られ な か っ た。 この結 果 は 、BMP4が よ り早 い 時 期 に ラ トケ嚢 誘 導

に必 須 で あ る こ とを示 唆 して い る。

SHH(Sonichedgehog)は 脊 椎 動 物 の発 生 初 期 に お い て神 経 管 の背

腹 形 成 、 四肢 形 成 、腹 側 正 中構 造 の 形 成 な どに重 要 な役 割 を 担 っ て

い る信 号分 子 で あ る。SHHは マ ウス胚E8.5の 時 期 に 、 口側 外 胚 葉

に発 現 を認 め た。 つ ま りラ トケ嚢 形 成 に 関 し何 らか の役 割 を担 っ て

い る こ とが示 唆 され る。そ こでSHHノ ック ア ウ トマ ウス 胚 にお け る

Nkx遺 伝 子 群 の発 現 をwholemountinsituhybrydizationに て検 討

した ところ 、Nkx2.1,Nkx2.2,Nkx2.9の 発 現 は消 去 され た。つ ま りSHH

シ グナ ル は神 経 外 胚 葉 に発 現 す るNkx遺 伝 子 群 の転 写 を誘 導 し、神
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経 管 や 前 脳 形 成 に 必 須 で あ る こ とが確 認 され た 。 しか しな が ら中 ・

内胚 葉 に発 現 す るNkx2.3,Nkx2.5,Nkx2.6はSHHシ グナ ル に非 依 存

的 で あ っ た。

考案

以上の研究成績 により口側外胚葉か らのラ トケ嚢の誘導 にはマ ウ

ス胚E8か らE10ま でに信号分子S且H、BMP4、FGF8が 必須であ

る可能性が示唆 された。またSHHは 口側外胚葉 に発現を認めるため、

Nkx2.1の 腹側 間脳 における発現制御 のみな らずオー トクライン、パ

ラクライ ン的にも下垂体形成 に関与す ることが示唆 された。

以上の成績 ・結果の詳細 に関 しては次ページか らの欧文を参照 さ

れたい。
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Multi-induction is required for pituitary gland formation

Abstract 

     T/ebp  (Nkx2.1, Ttfl, , Titfl) is a homeobox gene expressed in the ventral 

diencephalon during forebrain formation that is not expressed in Rathke's pouch or in 

the pituitary gland at any time of embryogenesis. However, targeted mutation of this 

gene in mice results in ablation of the pituitary. Examination of pituitary development in 

T/ebp homozygous null mutant embryos revealed that a pouch rudiment is initially 

formed, but is eliminated before formation of a definitive pouch. In the diencephalon of 

the mutant, Bmp4 expression is maintained, whereas Fgf8 expression is not detectable. 

These data, together with previously published genetic and molecular observations, 

suggest that Rathke's pouch develops in a two step process that requires at least two 

sequential inductive signals from the diencephalon. BMP4 is required for induction and 

formation of the pouch rudiment, a role confirmed by analysis of Bmp4 homozygous 

null mutant embryos. FGF8 is necessary for activation of the key regulatory gene Lhx3 

and subsequent development of the pouch rudiment into a definitive pouch. This study 

provides the first molecular genetic evidence that both formation and morphogenesis of 

the pituitary organ primordium is induced by signals from the adjacent diencephalon.

Introduction 

      The primordium of the anterior and intermediate lobes of the pituitary gland, 

Rathke's pouch, initially arises from a portion of the midline oral ectoderm that lies in 

direct contact with the floor of the diencephalon. Subsequently, a portion of the adjacent 

neuroectoderm evaginates to form the posterior or neural lobe of the pituitary (Schwind 

1928; Kaufman 1992 ). The close apposition of Rathke's pouch and the diencephalon is 

maintained throughout the early stages of pituitary organogenesis, and has long
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suggested that inductive tissue interactions are involved in this process. Experimental 

manipulations of amphibian and chick embryos (Etkin 1967; Ferrand 1972; Kawamura 

and Kikuyama 1995), as well as tissue recombination explants in rat (Watanabe 1982a, 

b; Daikoku et al. 1982) have shown that signals from the diencephalon are essential for 

the proper differentiation and expansion of certain pituitary cell lineages. However, the 

molecular mechanism involved in initial determination and morphogenesis of the 

Rathke's pouch primordium has not been determined. 

     In wild type mouse embryos, the first visible sign of Rathke's pouch formation 

appears at E8.5 when a portion of the oral epithelium thickens and invaginates 

(Kusakabe et  al. 1984). At the same time, BMP4, a potent signaling molecule of the 

TGF13 family, is expressed in the ventral diencephalon that lies adjacent to Rathke's 

pouch and the expression continues until apporoximately E10.5 (Jones et al. 1991; 

Ericson et al. 1998). By E9.5, expression of another signaling molecule, Fgf 8, is 

initiated in the vicinity of Rathke's pouch (Crossley and Martin 1995; Ericson et al. 

1998). At E10.5, the Fgf 8 expression domain shifts to the infundibulum, the portion of 

the diencephalon immediately above and adjacent to the pouch. It has recently been 

shown that these two signaling molecules have differential and integrated effects on 

Rathke's pouch ectoderm in explant culture (Ericson et al. 1998). BMP4 can maintain 

expression in vitro of one of the earliest marker genes expressed in the pituitary 

primordium, the LIM-homeobox gene Isll (Ericson et al. 1998). In contrast, FGF8 

extinguishes Isll expression and activates another LIM-homeobox gene, Lhx3, which 

has been shown to be essential for pituitary organogenesis and cell-type specific gene 

expression (Bach et al. 1995; Sheng et al. 1996). 

     The homeobox gene T/ebp (also known as TO, , Nkx2.1, and Tit fl) (Lazzaro et 

al. 1991) is expressed in the ventral diencephalon, thyroid, and lung during early 

development. Targeted deletion of T/ebp resulted in mice that die at birth with multiple 

defects in these organs. Interestingly, the pituitary gland of the null mutant was missing
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at birth. T/ebp is never expressed in the pituitary or its primordium, suggesting this 

phenotype is a secondary effect due to lack of signaling from T/ebp -expressing 

neuroectoderm (Kimura et  al. 1996). 

     In this study, we have examined pituitary ontogeny in T/ebp mutant embryos. 

Combined with analyses of three other pituitary mutants; Lhx3, Bmp4, and Is11 null 

embryos, we have deliniated molecular mechanisms for the Rathke's pouch formation. 

Here we demonstrate first time that the inductive signals from the adjacent diencephalon 

is essential for the pituitary morphogenesis.

Results and Discussion 

     Histological analysis of the T/ebp null mutant embryos revealed that a 

rudimentary Rathke's pouch was initially formed during embryogenesis. The wall of the 

pouch is composed of densely packed columnar cells. The T/ebp-/- pouch, however, 

fails to differentiate further. It remains single layered, and is subsequently eliminated 

through programmed cell death. 

      Genetic dissection of pituitary development through the analysis of mice 

mutant for Lhx3 (Sheng et al. 1996) and the closely related LIM-homeobox gene Lhx4 

(Gsh4) (Li et al. 1994) has demonstrated that Rathke's pouch forms in two steps: a 

slightly invaginated pouch rudiment is formed initially, followed by further cell 

proliferation and invagination to form the defmitive pouch (Sheng et al. 1997). While 

the invaginating pouch rudiment expresses Isll, but not Lhx3 or Lhx4, the nascent 

definitive pouch expresses all three LIM-homeobox genes, followed by downregulation 

of Isll in most of the pouch by E11.5 (Sheng et al. 1997;. Ericson et al. 1998). We 

examined expression of these and other pituitary marker genes in the T/ebp null mutant 

to ascertain the stage where developmental arrest in pouch formation occurred. In the 

T/ebp-'- pouch, expression of Isll was maintained. Ptxl (P-OTX), a homeobox gene
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expressed in all stomodeal derivatives, including Rathke's pouch (Szeto et  al. 1996; 

Lanctot et al. 1997), was also expressed, although at a decreased level. Transcripts of 

Lhx3 or Lhx4, however, were not detected. Thus, both morphological and marker gene 

analyses indicated that in the absence of T/ebp function, pouch development arrests 

after formation of a rudimentary pouch but before formation of a definitive pouch, 

similar to the arrest seen in Lhx3-'-;Lhx4-'- double mutants (Sheng et al. 1997). 

      In order to understand how the ventral forebrain influences development of 

Rathke'spouch, we analyzed diencephalic defects in the T/ebp homozygous null mutant. 

In the T/ebp-i- mutant, the expression domain of Bmp4 is maintained at E9.5. The result, 

in accordance with data derived from organ culture, explains the observation that Isll is 

induced in the T/ebp''- mutant pouch. Fgf 8 expression was detected in three domains in 

the developing brain of wild type E10.5 embryos: the midbrain-hindbrain junction, the 

commissural plate of the forebrain, and in the ventral diencephalon / infundibulum 

(Takuma et al. 1998). Transcripts for the receptor of Fg18 (Fgfr2) are detected in 

Rathke's pouch adjacent to the domain of Fgfe expression. The ventral diencephalic 

domain of Fgf 8 expression overlaps with and is included within the T/ebp expression 

domain (Takuma et al. 1998). This domain of Fgf 8 expression is deleted in the T/ebp 

null mutant. Lack of Fgf 8 expression in the mutant diencephalon in the domain 

directly in contact with the developing Rathke's pouch can explain the failure to activate 

Lhx3 and Lhx4 expression in the pouch, and thus the failure to form a definitive pouch. 

     To ascertain if BMP4 is responsible not only for Is/i expression in the pouch, 

but also actual formation of the pouch itself, we examined pituitary development in the 

Bmp4tml homozygous null mutant (Winnier et al. 1995). At E9.0, formation of a 

rudimentary pouch is already apparent in the wild type mouse (Takuma et al. 1998). 

Most homozygous Bmp4-'- embryos die before this stage. However, on some genetic 

backgrounds, a proportion survive to E9.5-10.0, and a few of these develop relatively
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normal anterior structures (Y. Furuta and B. Hogan unpublished data). Histological 

examination of pouch development in such mutants revealed no sign of a Rathke's 

pouch, nor even of a thickened ectodermal pouch placode (Takuma et al. 1998). This 

result demonstrates that BMP4 signaling from the diencephalon is absolutely necessary 

for the initial induction and formation of a pouch rudiment. 

      In the wild type mouse,  Isl1 is specifically expressed in the pouch rudiment 

upon BMP4 induction, and its expression precedes that of Lhx3 and Lhx4 (Ericson et al. 

1998). We therefore analyzed Isll function in pouch formation by histological 

examination of the Is114 targeted mutant (Pfaff et al. 1996). Isll homozygous null 

mutants die at approximately E10, but analysis at E9.5 revealed that the oral ectoderm 

of the mutant had invaginated to form a rudimentary pouch (Takuma et al. 1998). 

However, the Is114 pouch remains small and primitive. Its wall is obviously thinner 

and appears as a flat, undifferentiated epithelium, indicating that, in the absence of Isll, 

differentiation of the pouch epithelium is blocked at an early stage. 

      Although a rudimentary pouch is initially formed and subsequently 

developmentally arrested in both the T/ebyl and Isl1-1- mutants and the 

Lhx3-1-;Lhx4-1- double mutants (Sheng et al. 1997), the basis for the developmental 

arrest in these mice is very different. ISL1 is a transcription factor intrinsically 

expressed in the pouch rudiment. Null mutation of Isll could directly lead to 

developmental arrest of the pouch precursor cells, as is the case for the motor neurons 

(Pfaff et al. 1996). Inactivation of T/ebp, on the other hand, causes a deletion of the Fgf8 

expression domain in the diencephalon. It, in turn, leads to developmental arrest of the 

pouch presumably through failed induction of Lhx3 and Lhx4 expression. 

     We suggest that formation of Rathke's pouch requires dual inductive signals 

from the diencephalon. This conclusion is based on the analysis of pouch development 

in several mutant mice, including the T/ebp'4' , Bmp4-'' , and Is11'/- mutants described 

in this paper, and the Lhx3-1-;Lhx4-1- double mutant described previously (Sheng et al.
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1997). This model is built on several observations. First, morphogenesis of Rathke's 

pouch is a two-step event: a pouch rudiment is formed first, and then a definitive pouch. 

We have demonstrated this primarily by genetic analysis of the  Lhx3-I-;Lhx4-1- double 

mutant (Sheng et al. 1997). This contention is supported by evidence from the T/ebp as 

well as Isll null mutants in which only a rudimentary pouch is formed. Second, BMP4 

is responsible for induction of the initial invagination of the oral ectoderm and 

formation of the pouch rudiment, since these events do not occur in the Bmp4-I- mutant. 

On the contrary, in the T/ebp-i- mutant, Bmp4 expression in the diencephalon persists 

and both events occur. Third, FGF8 is responsible for induction of Lhx3, and 

presumably Lhx4. This has been shown in vitro by organ culture experiments (Ericson 

et al. 1998), and confirmed in vivo by analysis of the T/ebp-I' mutant. When Fgf8 is 

absent, neither Lhx3 nor Lhx4 is expressed. Fourth, Lhx3 and Lhx4 are genes 

intrinsically expressed in the pouch and are absolutely required for the pouch rudiment 

to develop into a definitive pouch. This has been demonstrated by similar growth arrest 

of the pouch rudiment in both the Lhx3-1-;Lhx4-1" double mutant (Sheng et al. 1997), 

and in the T/ebp-i' mutant, which fails to express Lhx3 or Lhx4. Fifth, formation of a 

pouch rudiment does not spontaneously lead to formation of a definitive pouch. In the 

absence of FGF8 signaling from the diencephalon, as in the T/ebp-'- mutant (Takuma et 

al. 1998), a definitive pouch does not form. Collectively, these data indicate that after 

formation of the pouch rudiment, which requires BMP4 signaling, a second signal from 

the diencephalon, specifically FGF8, is essential for further development and 

proliferation of the pouch. In the absence of this second inductive signal, the 

rudimentary pouch is eliminated through programmed cell death. The exact mechanism 

driving apoptosis in this case is not known. However, FGFs promote proliferation of 

pouch cells in vitro (Ericson et al. 1998) and may also be important for pouch cell 

survival in vivo. 

      This study demonstrates for the first time that the ectodermal primordium of
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Rathke's pouch is induced by signals emanating from the juxtaposed neural tissue. 

Previous studies on manipulated embryos and explant cultures have focused primarily 

on the role of the brain in eliciting cell-type specific gene or pituitary hormone 

expression. We provide direct in vivo evidence that Rathke's pouch is induced from an 

ectodermal placode by neural contact in a manner analogous to induction of the lens 

placode by the optic cup. While the signals involved in lens induction remain elusive, 

we have delineated the molecular mechanisms underlying the initial inductive events in 

pituitary morphogenesis.

Materials and Methods 

Mouse embryos 

T/ebp (Kimura et al. 1996), Bmp4'1 (Winnier et al. 1995), and  Isll (Pfaff et al. 

1996) homozygous null mutants have previously been described. Nominal embryonic 

age was designated as embryonic day 0.5 (E0.5) on noon of the day in which the 

copulatory plug was detected. On some occasions, somite number was counted to 

determine the exact embryonic day. 

Histological analyses and immunohistochemistry 

A solution of 4% paraformaldehyde in PBS (pH7.2) was used to fix embryos for 2-4 

hr. Embryos were embedded in paraffin, sectioned at five gm, and stained with 

hematoxylin and eosin (H&E) for histological examinations. Apoptotic cells were 

detected immunohistochemically using the ApopTag Plus In situ Apoptosis Detection 

Kit (Oncor, Gaithersburg, MD). 

RNA in situ hybridization 

Five gm paraffin sections of mouse embryos were processed for in situ hybridization 

with 33P-UTP labeled RNA synthesized from linearized riboprobe vectors as 

described (ref. 24). After exposure and development, slides were stained with
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bis-benzimide and photographed under simultaneous darkfield and UV illumination.
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(2)マ ウス ロ側外胚葉 にお ける転写因子の発現に関す る研究

研究 目的

ラ トケ嚢原基およびラ トケ嚢形成 中に発現す る転写因子群 はかな

りの遺伝子が既知 となっている。そのなかでもマ ウス胚E11-13で

はLhx3が 最も重要であ り、マ ウス胚E15以 降ではPit1が 下垂体細

胞系譜の最終分化 に必須である。 しか しなが らマ ウス胚E13-15に

おける下垂体形成の分子遺伝学的検討は今だ充分明 らかになってい

ない。そ こで我々はマ ウス胚E13-15に おいて下垂体形成 に決定的

な役割を演 じる遺伝子 を検討 した。

研 究 方 法 ・研 究 成 績 ・研 究 結 果 一

以 上 の 成 績 ・結 果 に 関 し て は 添 付 し た 以 下 の 別 冊 を 参 照 さ れ た い 。

(資 料1)

MolecularcloningandexpressionanalysisofthemouseSpot-2genein

pituitarydevelopment.DevGenesEvol.2003May;213(4):199-202.

考 案

我 々 はSpot-1フ ァ ミ リー に 属 す る と考 え られ る新 た な 下 垂 体 特 異

的遺 伝 子 を ク ロー ニ ン グ し、Spot-2と 命 名 した。 この 遺 伝 子 が 下 垂

25



体形成 に重要な役割 を していることは示唆 され るが、そのメカニズ

ムはまだ検討 中である。また この遺伝子はp53と インター ラク トす

る 且is・Thrド メイ ンを有 しているため、下垂体形成のみならず、下

垂体腫瘍の発症 にも関与 している可能性 も示唆 され る。
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(3)マ ウスロ側外胚葉の体外単独培養 に関す る研究

研究 目的

下垂体前葉ホルモ ン分泌細胞の体外作成、さらに各種内分泌器官

再生の基礎 となる知見を提供す るために、前述 の研究(1)(2)の 結

果を基にマ ウス胚 の口側外胚葉か らラ トケ嚢 を誘導 し、未分化下垂

体ホルモン分泌細胞まで体外培養 し、さらにinvivoの 知見 よりLhx3,

Lhx4(Shengetal.,1997),Pit1(Treieretal.,1998)な どの転写因子を発現

させ下垂体ホルモ ン分泌細胞まで体外分化 させ ることを目的 とす る。

以上の研究結果は未分化な胚葉か ら下垂体を形成 させ ることを哺乳

動物で可能にす ることであ り、将来的には全能性体性幹細胞な どか

ら拒絶反応のない ヒ トの下垂体 を作 ることが可能 となる。また、こ

の知見は甲状腺等他の内分泌器官の体外発生にも応用できるもので

ある。

研 究方 法

胎 齢8.5日(E8.5)のB2D6F1マ ウス胚 よ り体 外 培 養 の た め の 口側

外 胚 葉 部 分 を取 り出す 。 これ に前述 の研 究(1)で 予 想 され た シ グナ
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ル 分 子(BMP4,FGF8,SHH)を 時 間 的 に 一 致 させ 作 用 させ る(Takuma,

etal.,Development,1998,Ericsoneta1.,Development,1998)。 こ れ に

よ り 口側 外 胚 葉 部 分 で の 転 写 因 子 の 発 現 が 誘 導 さ れ て ラ トケ 嚢 原 基

へ の 分 化 を 開 始 させ る。 胎 齢12日(体 外 培 養5日 目)に お い て ラ ト

ケ 嚢 で の 転 写 因 子Lhx3,Lhx4の 発 現 が 予 想 どお り に進 ん だ 場 合 、 さ

ら に研 究(2)で 我 々 が 同 定 したSpot-2の 発 現 を 確 認 す る。

材 料 ・試 薬 ・培 養

室 温 、 実 体 顕 微 鏡 下 に てPBS中 でE8.5お よ びE9.5の マ ウ ス 胚 よ

り 口側 外 胚 葉 部 分 を 摘 出 した(E8.5胚 の 場 合 は 周 辺 組 織 も多 少 含 む)。

誘 導 因 子 は マ ウ スFGF8b,FGF8c,SHH,ヒ トFGF10,ヒ トBMP4(全

てSIGMA)を 使 用 し た 。 培 地 はN-2Supplement(GIBCO)添 加

Opti-MEM(GIBCO)或 い は 、GlutaMaxSupPlement1添 加Opti-MEMl

Reduced-SerumMedium(GIBCO)を 使 用 した 。 そ れ ぞ れ の 培 地 に 誘 導

因 子 を各 種 順 番(12時 間 単 位)で 添 加 し た 。

研 究 成 績

マ ウス胚E8.5お よびE9.5共 に最 大E12.5ま で の観 察 が可 能 で あ っ

た 。 最 も形 態 的 に 増 殖 ・分 化 した 培 養 条 件 はE8.5胚 に お い て 、
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GlutaMaxSupplement1添 力ロ(}pti-1>iEMlReduced-SerumMedium

(GIBCO)を 使 用 し、E8.5でBMP4(0.1μ9/ml),SHH(0.1μ9/ml)同 時

添 加 後 、E10.0でFGF8c(0.1μg/ml)添 加 群 で あ っ た 。 こ の 条 件 下 に

El2.5ま で 培 養 した 組 織 を 、4%PFAで 固 定 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 後 、5

μm厚 で 切 片 ス ラ イ ドグ ラ ス を 作 成 し 、H-E染 色 お よ びRNAinsitu

hybrydizationに 使 用 した 。 結 果 と してE11.5の 培 養 組 織 に お い て 、

Lhx3の 転 写 因 子 発 現 ま で は確 認 され た 。し か しな が らE12.5で は ア

ポ トー シ ス を 引 き 起 こ し 、 そ れ 以 降 に 発 現 す る 転 写 因 子 の 確 認 は 不

能 で あ っ た(図1)。

考案)

現在の段階で確認 されてい る下垂体発生の遺伝子カスケー ドは図

2の ように考え られ る。本研究においてE12.5に アポ トーシスを引

き起 こした原因として考えられ るのは、以下の2点 が示唆 され る。

第1に 、BMP4お よびFGF8は ある一定の時期 にしか発現 しない と

い う研究(1)で の結果 と文献的にはBMP4の インヒビター として

のnogginの 存在が考えられ る。つま り、BMP4とnogginの ある程

度の均衡発現が正常な分化 に必要である可能性がある。第2に 、誘

導因子だけでは正常な分化が進行 しない とい うことは、誘導分子 を
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補佐す るタンパク、あるいは共に組織中に存在 していなければな ら

ない何 らかの物質が必要であると考え られる。今後、Invivoで の誘

導因子の存在状態 を詳細に検討す る必要があると思われ る。
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図1

マ ウ スE12.5ラ トケ 嚢
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図2

下垂体の分子生物学的発生カスケード
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