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第一章 緒論 

植物エストロゲンは、植物中に含まれる卵胞ホルモン類似物である。現在、約 200 種類

の植物エストロゲンが知られており、イソフラボン類、クメスタンス類、スチルベン類など

に大別される (Dixon 2004; Michel et al. 2013; Soni et al. 2014)。これらの植物エストロゲ

ンは乳牛が摂取するマメ科植物に多く含まれるが、その植物種によって含まれる種類や量

が異なる。例えば、大豆にはゲニステインやダイズインが豊富に含まれ、赤クローバーには

ホルモノネチンやビオカニン A、アルファルファにはクメストロールが多く含まれている 

(Lookhart 1980; Mazur 1998; Andersen et al. 2009)。また、経口摂取したイソフラボン類

は、そのまま体内へ吸収される場合と、ルーメンや下部消化管で代謝変換を受けた後に体内

へ吸収される場合がある。さらに、消化管から吸収されたイソフラボン類は肝臓でも一部が

代謝され、体内を循環する血液に移行する。消化管や肝臓におけるイソフラボン類の代謝変

換には 2 つの経路が存在する。ビオカニン A–ゲニステイン–パラエチルフェノール経路と

ホルモノネチン–ダイズイン–エクオール経路である。例えば前者の場合、経口摂取したゲ

ニステインは下部消化管やルーメンの微生物代謝によりパラエチルフェノールへ分解され

る (Batterham et al. 1965; Lundh 1995)。また、後者の経路では、ダイズインが微生物代

謝によりエクオールに代謝変換される (Day et al. 1998)。さらに、消化管から吸収された

ビオカニンAとホルモノネチンは門脈を介して肝臓に輸送され、肝臓で脱メチル化を受け、

それぞれゲニステインとダイズインに代謝変換される (Lundh 1995)。したがって、摂取し

たマメ科植物の種類や体内での代謝変換に応じて、生体内には多種多様な植物エストロゲ

ンが存在することになる。 

近年、植物エストロゲンの美容効果や健康増進効果が広く世間で注目されており、その作

用機序も明らかになりつつある (Branca and Lorenzetti 2005)。例えば、植物エストロゲ

ンはヒアルロン酸やコラーゲンなどの細胞外マトリックス量を増加させ、皮膚に対してア

ンチエイジング効果を示す (Gopaul et al. 2012; Thornton 2013)。また、植物エストロゲン



2 

 

には、骨形成促進によって骨粗鬆症を予防する効果、一酸化窒素産生によって動脈硬化を予

防する効果もある (Wuttke et al. 2002; Branca and Lorenzetti 2005; Gencel et al. 2012)。

これらの生理作用は、植物エストロゲンがエストロゲン受容体 (ER)と結合し、下流の細胞

内シグナル経路を調節することに起因すると考えられている  (Mayr et al. 1992; 

Szkudelska and Nogowski 2007; Sirotkin and Harrath 2014)。ER を発現する細胞は中枢

神経、生殖器官、消化器官、骨、肺、皮膚など生体を構成する組織のほとんどに存在し、内

因性エストロゲンの調節を受けている細胞ほど植物エストロゲンに対する感受性も高い 

(Pelletier and El-Alfy 2000; Younes and Honma 2011; Bottner et al. 2014)。そして、乳腺

上皮細胞は内因性エストロゲンに対する感受性が高い細胞の代表である。 

 乳腺上皮細胞は、雌動物の乳腺胞や乳管などの乳腺実質を構成する主細胞であり、妊娠、

分娩、泌乳および離乳に伴い、増殖、分化、乳産生、そして細胞死を繰り返す。性成熟期や

妊娠期において、エストロゲンは、乳腺上皮細胞に発現する ER と結合し、その下流のシグ

ナル経路を活性化することで乳管の伸長や分岐、乳腺胞の形成を調節している (Lamote et 

al. 2004; Mallepell et al. 2006; Brisken and O'Malley 2010)。そして、エストロゲン活性

を有する植物エストロゲンも乳腺組織の発達に影響を及ぼすことが知られている。例えば、

ダイズインは乳腺上皮細胞の増殖を促進し、性成熟期の乳腺を過剰に発達させる (Mishra 

et al. 2011)。ゲニステインは乳腺上皮細胞の細胞周期を停止させ、乳腺胞構造への分化を

促進する (Rahal and Simmen 2010)。また、クメストロールは細胞増殖を抑制し、アポト

ーシスを誘導する (Zafar et al. 2017)。ビオカニン A も細胞増殖と細胞死を乳腺の発達ス

テージ特異的に誘導する (Mishra et al. 2009)。以上のように、植物エストロゲンは、性成

熟期と妊娠期における乳腺上皮細胞の形態形成に関与することが広く知られている。しか

し、泌乳期の乳腺上皮細胞が行う乳産生に対する植物エストロゲンの影響はほとんど調べ

られていない。 

 泌乳期の乳腺上皮細胞は乳タンパク質、乳糖、乳脂質などの乳成分を産生する (Cerbulis 
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and Farrell 1975)。例えば、乳中に最も豊富に含まれる乳タンパク質であるカゼインには、

α-カゼイン、β-カゼイン、κ-カゼインといった性質の異なる複数のサブタイプが存在し、こ

れらのサブタイプがゴルジ体でミセル構造を形成した後、開口分泌により頂端部細胞膜か

ら内腔側へ分泌される (Stewart et al. 1987; Kumar et al. 1994)。また、ホエイタンパク質

であるホエイ酸性タンパク質やラクトフェリン、乳脂肪球被膜タンパク質であるアディポ

フィリンやキサンチンオキシダーゼなども乳腺上皮細胞で産生され、頂端部細胞膜から分

泌される (Nuijens et al. 1996)。乳特異的な二糖類である乳糖も乳腺上皮細胞内でグルコー

スと UDP-ガラクトースから合成される。グルコースはグルコーストランスポーターである

GLUT1 により側底部細胞膜から乳腺上皮細胞内に取り込まれ、グルコースの一部は UGP2

などの酵素により UDP-ガラクトースへと変換される。続いて、α-ラクトアルブミンと会合

したガラクシルトランスフェラーゼがグルコースと UDP-ガラクトースをゴルジ体で結合

させ、乳糖が合成される。合成された乳糖は分泌小胞を介して頂端部細胞膜から分泌される 

(Ramakrishnan and Qasba 2001; Ramakrishnan et al. 2001; Rudolph et al. 2003; 

Mohammad et al. 2012)。乳腺上皮細胞が産生する乳脂質の大部分は、グリセロールと長鎖

脂肪酸から構成されるトリグリセリドである。これらの長鎖脂肪酸は乳腺上皮細胞内で de 

novo 合成されるものと、脂肪酸トランスポーターである SLC27A3 や CD36 などにより側

底部細胞膜から細胞内へ取り込まれるものがある (Stahl 2004)。細胞内の長鎖脂肪酸は

FABP3 により小胞体へ輸送され、グリセロールと結合してトリグリセリドとなる。合成さ

れたトリグリセリドは、アディポフィリンやキサンチンオキシダーゼなどが被覆した乳脂

肪球として細胞質に放出される。乳脂肪球は細胞質内で他の乳脂肪球と融合し、拡大しなが

ら頂端部細胞膜から分泌される (Rudolph et al. 2007; Rudolph et al. 2010)。以上のよう

に、乳腺上皮細胞は乳成分の材料を側底部細胞膜に存在するトランスポーターやチャネル

を介して細胞内に取り込み、小胞体やゴルジ体で各乳成分を合成し、頂端部細胞膜から乳腺

胞内腔へ分泌している (Anderson et al. 2007; Truchet and Ollivier-Bousquet 2009) (図 1)。 
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 上記のように、乳腺上皮細胞の乳産生は側底部細胞膜から頂端部細胞膜に向かって進行

する。この一連の細胞極性が明確な乳産生には、タイトジャンクション (TJ)が必要不可欠

である。TJ は乳腺上皮細胞の細胞間隙を埋めるように存在し、乳腺胞内腔側 (体外側)と間

質側 (体内側)を物理的に隔離するとともに、乳腺上皮細胞の頂端部細胞膜領域と側底部細

胞膜領域に局在する膜タンパク質を区分けすることで細胞膜に極性を付与している 

(Cereijido et al. 1998; Shin et al. 2006)。このように、乳成分と血液成分の障壁および膜タ

ンパク質の仕切りとして機能する TJ は、膜貫通型タンパク質であるオクルディンやクロー

ディンにより構成される。特に、クローディンは隣接する細胞と細胞の細胞膜表面に対とな

る TJ ストランド構造を形成し、この対となったストランド構造が細胞膜周囲を取り巻くこ

とにより、水やイオンなどの小分子からタンパク質などの高分子まで細胞間隙を介した物

質移動を制限している (Furuse et al. 1993; McCarthy et al. 1996; Tsukita and Furuse 

2000a)。また、TJ ストランド構造を形成するクローディンサブタイプの組成により、TJ の

バリア強度や透過できる分子が決定されることが知られている (Tsukita and Furuse 

2000b)。これまで 63 種類のクローディンサブタイプが発見されており、乳腺においてはク

ローディン-1、-3、-4、-7および-8が発現している (Mineta et al. 2011; Kolosov et al. 2013)。

その中でも、クローディン-3 とクローディン-4 が泌乳期の乳産生と密接に関わることが報

告されている (Kobayashi and Kumura 2011)。分娩前の妊娠期では、クローディン-3 とク

ローディン-4 はどちらも乳腺胞上皮細胞の TJ 領域と側底部細胞膜に局在し、弱い TJ バリ

アを形成している。しかし、泌乳期になるとクローディン-4 は TJ 領域にほとんど存在しな

くなり、クローディン-3 が側底部細胞膜から乳腺胞 TJ 領域に局在変化して TJ ストランド

構造の中心分子となり、オクルディンとともに透過性の低い強固な TJ を形成する 

(Blanchard et al. 2006; Kobayashi and Kumura 2011)。この泌乳期特異的な TJ は、Blood-

milk barrier と言われる血液成分と乳成分の混合を防ぐ構造の中核を担っている。しかし、

乳房炎発症時や離乳時には、クローディン-4 の発現量増加とともに、物質透過性の高い TJ
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に変化し、さらに乳腺上皮細胞層の一部が細胞死によって脱落するため、乳腺上皮細胞の

Blood-milk barrier は脆弱化する (Kobayashi et al. 2013; Uejyo et al. 2015)。 

乳腺上皮細胞に乳産生能力と強固な TJ 形成を誘導するシグナル経路として、プロラクチ

ン/STAT5経路とグルココルチコイド/グルココルチコイド受容体 (GR)経路が知られている 

(Watson and Burdon 1996; Wyszomierski et al. 1999; Levy and Darnell 2002; Bertucci et 

al. 2010)。プロラクチン/STAT5 経路では、まずプロラクチンがプロラクチン受容体 (PRLR)

に結合することでヤヌスキナーゼ 2 (JAK2)が活性化し、STAT5 のチロシン残基をリン酸化

する。その後、リン酸化された STAT5 は、二量体を形成して核内移行し、転写調節因子と

して乳成分合成に関わる遺伝子群の転写を活性化する (Watson and Burdon 1996; Levy 

and Darnell 2002)。そのため、プロラクチン/STAT5 経路は、乳腺上皮細胞の乳産生能力を

誘導するシグナル経路として認識されている。また、グルココルチコイド/GR 経路では、細

胞質の GR がグルココルチコイドと結合することで核内移行し、転写調節因子として機能

するようになる。このグルココルチコイド/GR 複合体による転写調節因子は、二量体の

STAT5 と相互作用することが知られており、両経路の活性化によって乳成分合成に関わる

遺伝子群の転写がさらに幅広く活性化するようになる (Bertucci et al. 2010; Kobayashi et 

al. 2016b)。 

植物エストロゲンは、マメ科植物や大豆食品などに豊富に含まれている生理活性物質で

ある。また、イソフラボン類は、ルーメンや下部消化管、あるいは肝臓で代謝変換され、様々

な種類のイソフラボン類が血液中を循環するようになる。これまでの研究から、植物エスト

ロゲンが乳腺上皮細胞の増殖や細胞死を介して性成熟期や妊娠期における乳腺組織の発達

を調節することが明らかになっている。また、植物エストロゲンはヒト結腸癌由来の Caco2

細胞、ブタ子宮内膜上皮細胞、ウシおよびヒト血管内皮細胞に作用し、それらの TJ バリア

機能を調節するという報告もある (Liu et al. 2005; Suzuki and Hara 2009; Noda et al. 

2012; Piegholdt et al. 2014; Kiatprasert et al. 2015)。しかし、泌乳期における乳腺上皮細
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胞の乳産生能力や Blood-milk barrier に対して、植物エストロゲンがどのように影響する

のかを種類別に調べた例はない。 

以上の背景から、本研究では植物エストロゲンが泌乳期のウシ乳腺上皮細胞に及ぼす影

響を種類別に解明することを目的として、3 段階の研究を遂行した。まず、第 1 段階では先

行研究で確立しているマウス由来乳腺上皮細胞を用いた in vitro 培養実験および泌乳期マ

ウスへの投与実験を行い、乳腺上皮細胞および乳腺組織に対する植物エストロゲンの影響

を種類別に細胞内シグナル経路レベルで調べた (第二章)。続いて、マウス実験の研究成果

をウシ由来乳腺上皮細胞に応用するため、乳産生能力と Blood-milk barrier を兼ね備えた

in vitro 乳分泌モデルを確立した (第三章)。最後に、ウシ由来乳腺上皮細胞の in vitro 乳分

泌モデルを用い、大豆飼料や赤クローバー飼料に含有される植物エストロゲンが泌乳牛の

乳産生に及ぼす影響を分子・細胞レベルで調べた (第四章)。 
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第二章 植物エストロゲンがマウス乳腺に及ぼす影響 

1 序文 

植物エストロゲンは、大豆や赤クローバーなどのマメ科植物に含まれる生理活性物質と

して知られ、植物種によって含まれる植物エストロゲンの種類や量は異なる (Mazur 1998; 

Soni et al. 2014)。また、経口摂取された植物エストロゲンの一部は、消化管や肝臓で別の

種類の植物エストロゲンへ代謝変換されるが、その植物エストロゲンの代謝変換能力には

個体差がある (Lundh 1995)。そのため、同じマメ科植物を摂取した場合でも血液中に含ま

れる植物エストロゲンの種類や量は個体間で異なる (Watanabe et al. 1998; Zhao et al. 

2006)。植物エストロゲンの血中濃度は、摂取後の時間や摂取頻度によっても変化する。例

えば、大豆摂取直後からゲニステインおよびダイズインの血中濃度は上昇し、摂取 8–12 時

間後においてそれぞれ 5 µM および 2 µM のピークに達する (Gardner et al. 2009)。また、

継続してマメ科植物を摂取した場合、植物エストロゲンの血中濃度はより高い値を示す 

(Mathey et al. 2006)。したがって、マメ科植物摂取後の生体内には様々な植物エストロゲ

ンが存在し、その種類や濃度は摂取後の時間、摂取頻度、個体間で多種多様に変化する。 

植物エストロゲンは、種類依存的にエストロゲン受容体、ER との親和性を示す 

(Pfitscher et al. 2008; Pilsakova et al. 2010)。妊娠後期において、エストロゲンはプロゲ

ステロンの分泌を促進し、乳腺上皮細胞の乳分泌を阻害する (Nishikawa et al. 1994)。泌

乳期の乳腺上皮細胞においても ER は発現しており (LaPlante et al. 2017)、植物エストロ

ゲンが ER を介して乳腺上皮細胞の乳産生に影響を及ぼすことが考えられる。また、植物エ

ストロゲンには種類依存的な生理活性も存在する。例えば、ゲニステインは、上皮成長因子 

(EGF)によるチロシンキナーゼ活性を阻害し (Akiyama et al. 1987; Manna 2012)、ホルモ

ノネチンは線維芽細胞増殖因子受容体を阻害することが報告されている (Wu et al. 2015)。

すなわち、植物エストロゲンは、種類別に異なる細胞内シグナル経路に作用し、細胞の性状
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の調節に関与しているのである。 

乳腺上皮細胞の乳産生能力と Blood-milk barrier は、プロラクチン/STAT5 経路やグルコ

コルチコイド/GR 経路の活性化によって誘導される (Watson and Burdon 1996; Levy and 

Darnell 2002; Kobayashi et al. 2017)。一方、炎症時や離乳時には STAT3 経路が活性化す

ることで乳腺上皮細胞の乳産生能力は低下する (Kobayashi et al. 2013; Uejyo et al. 2015)。

これら細胞内シグナル経路の活性化/不活性化に応じて、乳腺上皮細胞の乳産生に関わる分

子群の発現や機能が変化している。例えば、STAT5 経路と GR 経路が活性化している時、

乳腺上皮細胞では、血液中からアミノ酸、グルコース、水・グリセロールを細胞内に取り込

む輸送体である SLC7A5、GLUT1、AQP3 が側底部細胞膜に局在している (Matsuzaki et 

al. 2005; Yu et al. 2013; Lin et al. 2018)。また、細胞内で合成された乳成分は、頂端部細

胞膜から乳腺胞内腔へ分泌される。さらに、GR 経路が活性化した乳腺上皮細胞は、乳成分

が細胞間隙経路を介して血液成分と混合するのを防ぐため、透過性の低い TJ による Blood-

milk barrier を形成する (Baumgartner et al. 2017)。一方、炎症や離乳により STAT3 経

路が活性化すると、乳分泌における細胞極性は不明瞭になり、TJ バリア機能も低下する 

(Kobayashi et al. 2013; Uejyo et al. 2015)。 

以上のことから、植物エストロゲンは、それぞれ異なる細胞内シグナル経路を活性化/不

活性化して泌乳期における乳腺上皮細胞の乳産生能力や TJ バリアを調節している可能性

がある。しかし、植物エストロゲンの影響を経口摂取で調べることは難しい。なぜなら、植

物エストロゲンは体内で代謝変換され、その代謝能力には個体差もあるからである。そこで、

本章ではまず、生体内での代謝変換の影響を考慮し、細胞培養モデルを用いて個々の植物エ

ストロゲン処理を施し、乳腺上皮細胞の乳産生能力および Blood-milk barrier に及ぼす影

響を種類別に評価した。続いて、その影響が生体レベルでも反映されるかを評価する実験で

は、消化管や肝臓での代謝変換を回避するため、泌乳期マウスの腹腔内へ植物エストロゲン

を投与した。さらに、顕著な乳産生抑制作用を示したゲニステインに着目し、プロラクチン
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の下流シグナルである STAT5 経路および EGF の下流シグナルである ERK1/2、p38、JNK

経路への影響を調べ、ゲニステインが乳腺上皮細胞へ及ぼす影響の作用機序の解明を試み

た。 
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2 結果 

2.1 マウス乳腺上皮細胞を用いた培養モデルの作製 

各植物エストロゲンが泌乳期の乳腺上皮細胞に及ぼす影響を in vitro で調べるため、先行

研究で確立されている培養モデルを作製した (Kobayashi et al. 2016a)。まず、非妊娠マウ

スの乳腺から乳腺上皮細胞塊を単離し、敷石状の乳腺上皮細胞層が形成されるまで培養し

た (図 2A–D)。続いて、プロラクチンおよびグルココルチコイド類似物であるデキサメタゾ

ンを含む分化培地で培養し、乳腺上皮細胞の乳分泌能と強固な TJ 形成を誘導した。この培

養モデルにおいて、乳腺上皮細胞が主要な乳タンパク質である β-カゼインを発現し、TJ タ

ンパク質であるオクルディンとクローディン-3 が細胞間隙の TJ 領域に沿ってネットワー

ク状に共局在していることを確認し (図 2E、F)、本研究に供試した。 

 

2.2 植物エストロゲンが乳腺上皮細胞の乳産生に及ぼす影響 

 図 2 の培養モデルを植物エストロゲン 25 µM 存在下で 2 日間培養し、乳腺上皮細胞の形

態に及ぼす影響を倒立型位相差顕微鏡で観察した (図 3)。なお、植物エストロゲンとして、

赤クローバーに含まれるビオカニン A とホルモノネチン、大豆に含まれるゲニステインと

ダイズイン、アルファルファに含まれるクメストロール、およびこれらの最終代謝産物であ

るパラエチルフェノールとエクオールを選んだ。また、エストロゲン活性のポジティブコン

トロールとしてエストラジオール処理も行った。未処理であるコントロール群では敷石状

に配列した乳腺上皮細胞層が観察された。同様に配列した乳腺上皮細胞層は、エストラジオ

ール処理群および各植物エストロゲン処理群でも観察され、コントロール群との形態的な

違いは認められなかった。 

続いて、植物エストロゲンが代表的な乳タンパク質である β-カゼインの細胞内量および

培地中への分泌量に及ぼす影響を調べるため、植物エストロゲン存在下で 2 日間培養した

後、乳腺上皮細胞層とその培地を回収し、ウェスタンブロッティングとそのバンドのデンシ 
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トメトリー解析を行った (図 4)。エストラジオール 25 µM 処理群では、細胞内および培地

中の β-カゼイン量はコントロール群と比べてともに 4 割程度に減少しており、統計的な有

意差も認められた (図 4A)。クメストロール 25 µM 処理群では、細胞内 β-カゼイン量が 4

割、培地中 β-カゼイン量が 2 割程度に減少していた (図 4B)。ビオカニン A 25 µM 処理群

では、細胞内および培地中の β-カゼイン量はともにコントロール群の 6 割程度に減少して

いた (図 4C)。また、ゲニステイン 25 µM 処理群では、細胞内 β-カゼイン量が 4 割、培地

中 β-カゼイン量が 2 割程度に減少していた (図 4D)。ホルモノネチン 25 µM 処理群でも、

細胞内 β-カゼイン量が 8 割、培地中 β-カゼイン量が 6 割程度に減少していた (図 4F)。一方

でパラエチルフェノール処理群、ダイズイン処理群およびエクオール処理群ではいずれの

濃度においても β-カゼイン量の増減幅は小さく、コントロール群との間に統計的な有意差

も認められなかった (図 4E、G、H)。 

続いて、免疫染色により乳腺上皮細胞における β-カゼインの局在を調べた (図 5)。未処

理のコントロール群では、β-カゼイン陽性細胞が細胞層全体に均一に存在し、その細胞内で

はゴルジ体マーカーである GM130 と同じ領域に β-カゼインが多く局在する様子が観察さ

れた。パラエチルフェノール処理群、ダイズイン処理群およびエクオール処理群でも同様の

局在パターンが観察された。一方でエストラジオール処理群、クメストロール処理群、ビオ

カニン A 処理群およびゲニステイン処理群では、β-カゼイン陰性の細胞が観察され、相対

的に陽性細胞数が減少している様子であった。また、ゲニステイン処理群およびホルモノネ

チン処理群では、β-カゼインがゴルジ体以外の領域で異常に凝集している細胞も観察された。

クメストロール処理群では、細胞質全体に β-カゼインを多く含む細胞が観察された。 

 植物エストロゲンによるβ-カゼイン産生への影響がタンパク質レベルで認められたため、

各植物エストロゲン 25 µM 存在下で 2 日間培養した乳腺上皮細胞における主要な乳タンパ

ク質および乳糖と乳脂質の産生に関わる分子群の mRNA 発現量を定量 PCR により調べた 

(図 6)。 
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 乳タンパク質として β-カゼイン (Csn2 )、ホエイ酸性タンパク質 (Wap )、ラクトフェリ

ン (Lf )について調べた結果、クメストロール処理群ではいずれも減少し、その割合はコン

トロール群の 3%以下であった (図 6A)。ビオカニン A 処理群およびゲニステイン処理群で 

も各乳タンパク質の発現量は減少しており、特に Lf はコントロール群の半分以下であった。

一方でパラエチルフェノール処理群、ホルモノネチン処理群、ダイズイン処理群およびエク

オール処理群における Wap はコントロール群の 1.8–3.0 倍程に増加し、ダイズイン処理群

とエクオール処理群では Csn2 の発現量も 2.5 倍以上に増加していた。内因性のエストラジ

オール処理群では Wap が減少した一方で Lf が増加しており、いずれの植物エストロゲン

処理群とも異なるパターンであった。以上の結果より、各植物エストロゲンは乳タンパク質

合成を促進するグループ (パラエチルフェノール、ホルモノネチン、ダイズインおよびエク

オール)と抑制するグループ (クメストロール、ビオカニン A およびゲニステイン)に大別さ

れた。 

 乳糖産生に関わる GLUT1、UGP2、α-ラクトアルブミン (Lalba )の mRNA 発現量を調

べた (図 6B)。クメストロール処理群における Lalba は、コントロールの 1%程に減少し、

Ugp2 も有意に減少していた。Lalba の発現量は、ビオカニン A 処理群とゲニステイン処理

群でもコントロール群の約半分に減少していた。一方でパラエチルフェノール処理群、ダイ

ズイン処理群およびエクオール処理群では、Lalba はコントロール群の 2 倍程度に増加し

ていた。また、ビオカニン A 処理群、ダイズイン処理群およびエクオール処理群では、Glut1

も増加していた。ホルモノネチン処理群ではいずれの遺伝子群もほとんど増減は見られな

かった。エストラジオール処理群では Lalba は増加していたが、Glut1 と Ugp2 はコント

ロール群と同程度であった。 

 乳脂質産生に関わる SLC27A3、FABP3、SREBP1 の mRNA 発現量を調べた (図 6C)。

クメストロール処理群とゲニステイン処理群において、Slc27a3 は増加していた。Fabp3 は

クメストロール処理群で増加し、ゲニステイン処理群で減少していた。Srebp1 はクメスト
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ロール処理群で減少し、ゲニステイン処理群で増加していた。一方、ホルモノネチン処理群、

ダイズイン処理群およびエクオール処理群において Srebp1 は増加し、ダイズイン処理群お

よびエクオール処理群において Fabp3 は減少していた。パラエチルフェノール処理群では、

Fabp3 が有意に増加し、Slc27a3 と Srebp1 はコントロール群と同程度であった。エストラ

ジオール処理群では、Slc27a3 は増加し、Fabp3 は半減していた。 

 

2.3 植物エストロゲンが乳腺上皮細胞の Blood-milk barrier に及ぼす影響 

 泌乳期の乳腺胞では乳腺上皮細胞層とその細胞間隙をシールする TJ により Blood-milk 

barrier が形成される (Pitelka et al. 1973; Linzell and Peaker 1974)。TJ のバリア機能は

その構成タンパク質であるクローディン組成により変化し、泌乳期の強固な TJ ではクロー

ディン-3 が多く、離乳後や炎症時の TJ ではクローディン-4 が多くなる (Tsukita and 

Furuse 2000b; Kobayashi and Kumura 2011)。そこで各植物エストロゲンがクローディン

-3 とクローディン-4 の発現に及ぼす影響をウェスタンブロッティングとそのバンドのデン

シトメトリー解析により調べた (図 7)。 

クメストロール 25 µM 処理群では、クローディン-4 の発現量がコントロール群の約 4 倍

に増加していた (図 7A)。ビオカニン A 25 µM 処理群においても、クローディン-4 の発現

量が 1.4 倍に増加していた (図 7B)。一方でゲニステイン 25 µM 処理群では、クローディ

ン-3 の発現量が半減していた (図 7C)。また、ダイズイン 25 µM 処理群およびエクオール

1.56 µM 処理群ではクローディン-4 の発現量が、それぞれコントロール群の 6 割、8 割ほ

どに減少していた (図 7F、G)。なお、その他の植物エストロゲン処理群および処理濃度で

は顕著な影響は確認されなかった。 

続いて、クローディン-3、-4 の局在を免疫染色により観察した (図 8)。コントロール群の

オクルディンは細胞間隙をシールする TJ 領域に局在し、細胞層全体で連続的なネットワー

クとして観察された。クローディン-3 はオクルディンで示された TJ 領域に局在していた 
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が、クローディン-4 の陽性反応は弱く、ほとんど観察されなかった。ダイズイン処理群にお

いてもコントロール群と同様の局在パターンが観察された。一方、クメストール処理群およ

びゲニステイン処理群では細胞層の一部で細胞が欠損した穴や TJ ネットワークが不連続

な部分も観察された。さらに、クメストロール処理群ではクローディン-4 の強い染色が一

部の TJ 領域で観察された。 

クローディンの免疫染色において乳腺上皮細胞層の一部が欠損している様子が観察され

た。そこで、ヘマトキシリン・エオジン (HE)染色により乳腺上皮細胞層を観察したところ、

クメストロール処理群およびゲニステイン処理群において細胞が欠損した部分が確認され

た (図 9A)。そこで、この欠損が植物エストロゲンによる細胞死誘導に起因しているかにつ

いて調べた。まず、アポトーシスのエフェクターカスパーゼであるカスパーゼ-3 の活性化

をウェスタンブロッティングによって調べた (図 9B)。その結果、すべての群で不活性なカ

スパーゼ-3 が検出されたが、クメストロール処理群においてのみ活性型カスパーゼ-3 のバ

ンドが明瞭に確認された。続いて、免疫染色により活性型カスパーゼ-3 の局在パターンを

観察した (図 9C)。コントロール群では、活性型カスパーゼ-3 陽性の細胞が一部で観察され

たが、大部分の細胞は陰性であった。ダイズイン処理群においてもコントロール群と同様の

局在パターンが観察された。一方でクメストロール処理群およびゲニステイン処理群では

コントロール群と比べ、活性型カスパーゼ-3 に対して強い陽性を示す細胞が散在している

様子が観察された。さらに、アポトーシス促進因子である Bax、アポトーシス抑制因子であ

る Bcl2 の発現量への影響をウェスタンブロッティングおよびそのバンドのデンシトメトリ

ー解析により調べた (図 9D)。クメストロール処理群では Bax の発現量がコントロール群

の 4 割程度に減少していた。Bcl2 も 7 割程度に減少していたが、統計的な有意差は認めら

れなかった。また、ゲニステイン処理群では Bax が 7 割程度に減少し、ダイズイン処理群

でも Bax と Bcl2 が 9 割程度に減少していたが、コントロール群との間に統計的な有意差

は認められなかった。 
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各植物エストロゲン存在下で培養した乳腺上皮細胞層のバリア機能を経上皮電気抵抗値

およびフルオレセインイソチオシアネート (FITC)透過性により評価した (図 10)。植物エ

ストロゲン処理直後の経上皮電気抵抗値を基準とし、12 時間おきに測定した結果、コント

ロール群では 12 時間後には 1.06 倍、48 時間後には 1.15 倍へ上昇していた (図 10A)。ク

メストロール処理群では 12 時間後には 0.9 倍になり、その後も徐々に減少して、48 時間後

には処理直前の 0.58 倍まで減少していた。ゲニステイン処理群でも 12 時間後には 0.8 倍

となり、48 時間後には 0.58 倍であった。ダイズイン処理群では 12 時間後までは処理直前

と同じレベルの抵抗値を維持していたが、その後、徐々に減少し、48 時間後には 0.64 倍で

あった。また、FITC 透過性はクメストロール処理群およびゲニステイン処理群でコントロ

ール群の 2.5 倍以上に増加し、ダイズイン処理群は約 1.4 倍に増加していた (図 10B)。 

 

2.4 植物エストロゲンが乳腺上皮細胞の乳産生を制御する転写因子に及ぼす影響 

STAT5 は乳産生を上方調節する代表的な転写因子であり、プロラクチンと PRLR の結合

刺激によってリン酸化し、転写因子として活性化する (Watson and Burdon 1996; Levy and 

Darnell 2002)。そこで、各植物エストロゲンがプロラクチン/STAT5 経路に及ぼす影響を調

べた (図 11)。 

まず定量 PCR により PRLR (short form、long form)および STAT5 の mRNA 発現量を

調べた (図 11A)。なお、2 種類ある PRLR のうち、long form が泌乳期特異的に増加し、乳

タンパク質の合成を調節することが報告されている (Lesueur et al. 1991)。クメストロー

ル処理群では、Prlr short form の発現量がコントロール群の 2 割程度、Prlr long form の

発現量が 6 割程度、Stat5 の発現量が 4 割程度まで減少していた。ゲニステイン処理群でも

それぞれの発現量が 5–6 割程度に減少していた。一方、ビオカニン A 処理群、ホルモノネ

チン処理群、ダイズイン処理群およびエクオール処理群では Prlr short form の発現量が 1.2

倍程度に増加していた。また、ホルモノネチン処理群では Prlr long form の発現量が増加 
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し、ビオカニン A 処理群およびダイズイン処理群では Stat5 の発現量が増加していた。な

お、エストラジオール処理群では Prlr short form の発現量が 1.3 倍に増加していたが、Prlr 

long form や STAT5 の発現量はほとんど変化が見られなかった。 

続いて、各植物エストロゲンが STAT5 量とその活性型であるリン酸化 STAT5 (pSTAT5)

量に及ぼす影響をウェスタンブロッティングとそのバンドのデンシトメトリー解析により

調べた (図 11B、C)。クメストロール処理群では STAT5 量がコントロール群の 3 割程度に

減少し、pSTAT5 量が 1 割以下に減少していた。また、クメストロール群では、

pSTAT5/STAT5 の比率も低下していた (図 11D)。ビオカニン A 処理群では pSTAT5 量が

6 割程度に減少し、pSTAT5/STAT5 の比率も 7 割程度に低下していた。ゲニステイン処理

群では STAT5 量と pSTAT5 量が同程度で減少しており、それぞれコントロール群の 5 割

程度であった。ホルモノネチン処理群でも同様に減少しており、コントロール群の 7 割程

度であった。pSTAT5/STAT5 の比率は、ゲニステイン処理群では 9 割程度に低下していた

が有意差は認められず、ホルモノネチン処理群でもコントロール群と比べてほとんど変化

していなかった。ダイズイン処理群では STAT5 量が 1.2 倍に増加し、pSTAT5/STAT5 の比

率が 8 割程度に低下していた。エクオール処理群ではいずれもコントロール群と比べて変

化していなかった。なお、エストラジオール処理群では pSTAT5 量がコントロール群の 7

割程度に減少し、pSTAT5/STAT5 の比率も 8 割以下に低下していた。 

活性化した STAT5 は転写因子として細胞質から核内へ移行することから、免疫染色によ

り pSTAT5a の細胞内局在を調べた (図 11E)。コントロール群では染色性に強弱の違いは

あったが、ほとんどの乳腺上皮細胞で pSTAT5a が核内に局在していた。パラエチルフェノ

ール処理群、ダイズイン処理群およびエクオール処理群においてもほとんどの細胞が

pSTAT5a 陽性の細胞核を示した。一方でビオカニン A、ホルモノネチン、クメストロール、

ゲニステインおよびエストラジオールで処理した細胞層では pSTAT5a 陽性細胞が少なく

なり、核内の染色性も低下していた。 
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続いて、プロラクチン/STAT5 経路とともに乳産生を制御することが知られているグルコ

コルチコイド/GR 経路について調べた (Kobayashi et al. 2017) (図 12)。ウェスタンブロッ

ティングとそのバンドのデンシトメトリー解析の結果、クメストロール処理群では、GR 量

がコントロール群の 6 割程度に有意に減少していた。また、ビオカニン A 処理群およびゲ

ニステイン処理群においても GR 量が減少しており、それぞれ、コントロール群の 7 割、8

割程度であった。一方でパラエチルフェノール処理群、ホルモノネチン処理群およびダイズ

イン処理群では GR 量が 1.2 倍程度に増加していた。なお、エストラジオール処理群および

エクオール処理群でもわずかに増加していたが、統計的な有意差は認められなかった。 

 

2.5 生理的濃度の植物エストロゲンの長期処理が乳腺上皮細胞に及ぼす影響 

これまでの結果より、高濃度 (25 µM)、短期間 (2 日間)処理の植物エストロゲンが乳腺上

皮細胞の乳産生能力に影響を及ぼすことが明らかになった。続いて、マメ科植物由来食品を

毎日適度に摂取する場合を想定し、乳腺上皮細胞を生理的濃度 (1、5 µM)の植物エストロゲ

ン存在下で 7 日間培養し、β-カゼイン産生に及ぼす影響について調べた (図 13)。また、乳

産生を上方調節する STAT5 経路、下方調節する STAT3 経路、EGF によって活性化する

EGF 受容体 (EGFR)経路、およびエストロゲンによって活性化する ER 経路についても調

べた。 

 ゲニステイン 1 µM 処理群では、細胞内 β-カゼイン量がコントロール群の約 1.4 倍に増加

し、ゲニステイン5 µM処理群では培地中β-カゼイン量が7割程度に減少していた(図13A)。

また、ゲニステイン 1 µM 処理群では pSTAT5 量および STAT5 量が 1.2 倍に増加し、STAT3

量が 9 割程度に減少していた。一方、ゲニステイン 5 µM 処理群では pSTAT5 量および

STAT5 量が 7 割程度に減少し、pSTAT3 量および STAT3 量が半分程度に減少していた。

さらに、pERK1/2 量が 7 割程度、ERK1/2 量が 8 割程度に減少し、pERα 量および ERα 量

が 6 割程度に減少していた。ダイズイン処理群では、いずれの処理濃度においても統計的 
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に有意な変化は確認されなかった (図 13B)。エクオール 5 µM 処理群では細胞内 β-カゼイ

ン量が 1.2 倍に増加し、pSTAT5 量が 1.3 倍に増加していた (図 13C)。一方、pSTAT3 量と

STAT3 量が 8 割程度に減少していた。また、エクオール 1 µM 処理群においては、統計的

に有意な変化は確認されなかった。 

 

2.6 植物エストロゲンの腹腔内投与が泌乳期マウスの乳産生に及ぼす影響 

 植物エストロゲンが乳産生に及ぼす影響を生体レベルで検証するため、ゲニステイン、ダ

イズインおよびエクオールを 1 µg/g (body weight)/日で泌乳期マウスに 5 日間腹腔内投与

し、最終投与の 24 時間後に乳腺を採取した。採取した乳腺はいずれの投与群においても鬱

血や乳汁の過剰蓄積などの異常は外観では確認されなかった (図 14A)。また、HE 染色お

よび TUNEL 染色を行ったところ、いずれの投与群においても乳腺胞構造の崩壊や異常な

細胞死も検出されなかった。母マウスおよび仔マウスの体重においてもコントロール群と

比べて統計的な有意差は確認されなかった (図 14B)。 

まず、乳タンパク質の mRNA 発現量に及ぼす影響について定量 PCR を用いて調べた (図

15A)。ゲニステイン投与群では、α-カゼイン (Csn1 )、κ-カゼイン (Csn3 )およびホエイ酸

性タンパク質 (Wap )の mRNA 発現量がコントロール群の半分以下に減少し、β-カゼイン 

(Csn2 )の mRNA 発現量もコントロール群の 6 割程度に減少していた。ダイズイン投与群

では、いずれの mRNA 発現量もコントロール群の 8 割程度に減少していたが、統計的な有

意差は確認されなかった。一方、エクオール投与群では、Csn1 がコントロール群の約 1.4

倍、Csn2 および Csn3 が約 1.6 倍に増加していた。また、Wap も約 1.3 倍に増加していて

いたが、統計的な有意差は確認されなかった。続いて、乳中の α-カゼイン量および β-カゼ

イン量をウェスタンブロッティングとそのバンドのデンシトメトリー解析により調べた 

(図 15B)。ゲニステイン投与群では、α-カゼイン量がコントロール群の 7 割程度に減少し、

β-カゼイン量が 8 割程度に減少していた。一方、ダイズイン投与群およびエクオール投与群 
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では顕著な影響は認められなかった。また、乳腺胞の免疫染色により乳腺上皮細胞における

β-カゼインの局在を調べた (図15C)。コントロール群では、ゴルジ体マーカーであるGM130

の領域に β-カゼインが集中して局在している様子が観察された。また、ゲニステイン投与

群、ダイズイン投与群およびエクオール投与群においても同様の局在パターンが観察され、

処理群間での違いは認められなかった。 

 泌乳期の乳腺上皮細胞は乳成分を合成するため、血液中からグルコース、グリセロール、

アミノ酸などを乳成分の材料として、側底部細胞膜のトランスポーターやチャネルを介し

て細胞内に取り込む。そこで水/グリセロールチャネルである AQP3、グルコーストランス

ポーターである GLUT1、アミノ酸トランスポーターである SLC7A5 の mRNA 発現量を調

べた (図 16A)。ゲニステイン投与群では Glut1 がコントロール群の 6 割程度に減少してい

た。ダイズイン投与群においても Glut1 が半減していた。一方、エクオール投与群では Aqp3

が 2 倍以上に増加していた。また、Slc7a5 はいずれの投与群においても顕著な影響は確認

されなかった。続いて、AQP3 および GLUT1 の細胞内局在を免疫染色により調べた (図

16B)。コントロール群では、AQP3 と GLUT1 はともに側底部細胞膜に局在している様子

が観察され、エクオール投与群においても同様の局在が観察された。ゲニステイン投与群お

よびダイズイン投与群においても AQP3 は側底部細胞膜に局在していたが、GLUT1 は基

底部細胞膜の近傍に散在しており、側部細胞膜における GLUT1 の局在はほとんど観察さ

れなかった。 

乳成分産生を促進する転写因子である STAT5 と抑制する転写因子である STAT3、およ

STAT5 と STAT3 の上流にある JAK2 の活性化と発現量についてウェスタンブロッティン

グにより調べた (図 17A)。ゲニステイン投与群では pJAK2 量がコントロール群の 7 割程

度、JAK2 量が 8 割程度、pSTAT5 量が 7 割程度に減少していたが、統計的な有意差は確認

されなかった。ダイズイン投与群では、pSTAT5 量がコントロール群の約 1.8 倍に増加して

いたが、STAT5 量はコントロール群と同レベルであった。エクオール投与群では、pSTAT3 
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量が半減していたが、STAT3 量はコントロール群と同レベルであった。また、pSTAT5a の

局在を観察するため、免疫染色を行った (図 17B)。コントロール群では、大半の乳腺上皮

細胞で pSTAT5a が核内に局在する様子が観察され、ダイズイン投与群およびエクオール投

与群においても同様の染色パターンが観察された。一方、ゲニステイン投与群では、核内で

の pSTAT5a の陽性反応が弱いものや陰性のものが散見された。そこで核内における

pSTAT5a の染色パターンを強染、弱染および陰性に分類し、それぞれの割合を調べた (図

17C)。コントロール群、ダイズイン投与群、エクオール投与群では強染が 80%台、弱染と

陰性が 10%以下であった。一方、ゲニステイン投与群では強染が 72.5%、弱染が 16.9%、

陰性が 10.6%であった。 

 続いて、各植物エストロゲンが EGFR 経路と ER 経路に及ぼす影響についてウェスタン

ブロッティングにより調べた (図 18)。ゲニステイン投与群では、pERK1/2 量がコントロー

ル群の半分程度に減少していたが、ERK1/2 量はコントロール群と同レベルであった。また、

ゲニステイン投与群では pEGFR、EGFR、pERα、ERα、ERβ の各量に対する顕著な影響

は確認されなかった。一方、ダイズイン投与群では pEGFR 量が約 1.5 倍、EGFR 量が約

1.2 倍に増加し、pERα 量も 1.4 倍に増加していた。エクオール投与群でも pERα 量が約 1.5

倍に増加していた。ERα 量および ERβ 量も約 1.2 倍増加していたが、統計的な差は確認さ

れず、pEGFR 量および EGFR 量に対する顕著な影響も確認されなかった。 

 

2.7 ゲニステインが乳腺上皮細胞の乳産生に及ぼす影響の作用機序 

 ゲニステインは、生理的濃度処理 (5 µM、7 日間)、高濃度処理 (25 µM、2 日間)および

腹腔内投与のいずれにおいても乳腺上皮細胞の乳産生に対して阻害的な影響を及ぼしてい

た。そこで、ゲニステインが乳腺上皮細胞の乳産生に及ぼす影響の作用機序をさらに解明す

るため、まず、乳腺上皮細胞の乳産生を上方調節する STAT5 の不活性化に及ぼすゲニステ

イン 25 µM の作用時間を調べた (図 19A)。その結果、ゲニステイン処理 6 時間後におい 
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て、pSTAT5 量がコントロール群の 6 割以下に減少しており、統計的な有意差も確認され

た。また、有意差は確認されなかったが、STAT5 上流の pJAK2 量も 7.5 割程度に減少して

いた。一方、ゲニステイン 1 時間処理や 3 時間処理では、pJAK2 量や pSTAT5 量には顕著

な変化は確認されなかった。続いて、ゲニステイン処理が pSTAT5a の局在に及ぼす影響を

免疫染色により調べた (図 19B)。コントロール群では大半の乳腺上皮細胞において、細胞

核に pSTAT5a が局在している様子が観察された。ゲニステイン処理 1 時間後においてもコ

ントロール群と同様に細胞核における pSTAT5a の局在が観察され、一部の細胞核ではより

強い pSTAT5a の染色が観察された。一方、ゲニステイン処理 6 時間後では、大半の細胞核

で pSTAT5a に対する陽性反応は観察されなかった。この STAT5 の核内移行を生化学的に

確認するため、乳腺上皮細胞を核画分と細胞質画分に分画し、各画分の pSTAT5 量をウェ

スタンブロッティングにより調べた (図 19C)。ゲニステイン処理 6 時間後、核画分 pSTAT5

量はコントロール群の半分程度に減少していた。また、細胞質画分 pSTAT5 量もゲニステ

イン処理 1 時間後には有意に減少し、その後も減少し続けていた。 

乳腺上皮細胞の乳産生は GR 経路と AKT-mTOR 経路によっても促進される (Reichardt 

et al. 2001; Li et al. 2020)。また、ゲニステインは EGFR のチロシンキナーゼ活性を阻害

することが報告されている (Akiyama et al. 1987)。そこで、ゲニステインが乳腺上皮細胞

の GR 経路、AKT-mTOR 経路、および EGFR とその下流の MEK1/2-ERK1/2、p38、JNK

へ及ぼす影響を調べた (図 20)。ゲニステイン存在下において pEGFR 量は処理時間依存的

に増加し、処理 3 時間後、6 時間後にはそれぞれコントロール群の約 1.4 倍、1.5 倍に増加

していた。また、pMEK1/2 量は処理 6 時間後において 1.5 倍以上に増加していた。一方、

GR 経路 (pGR、GR)、AKT-mTOR 経路 (pAKT、AKT、pmTOR、mTOR)、ERK1/2、p38

および JNK に対する顕著な影響は確認されなかった。 

EGFR 経路に対する影響がゲニステイン処理 1–6 時間で確認されたため、さらに短時間 

(5、15、60 分間)の影響を調べた (図 21)。ゲニステイン 5 分間処理によって pERK1/2 量は 
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コントロール群の 4 割以下に減少し、統計的な有意差も確認された。また、pMEK1/2 量も

処理 5 分後、15 分後においてそれぞれ 7 割程度、8 割程度に有意に減少していた。一方、

ゲニステイン処理60分後にはpEGFR量およびpERK1/2量が1.2倍以上に増加していた。

pp38、p38、pJNK、JNK の各量に対する顕著な影響は確認されなかった。 

 ゲニステインは、処理 5 分後には pERK1/2 量を減少させ、処理 6 時間後には乳産生の主

要シグナルである STAT5 のリン酸化量を減少させていた。そこで、ゲニステインは EGF-

ERK1/2 経路の遮断を介して pSTAT5 量の減少を引き起こしているのかを検証するため、

乳腺上皮細胞の乳分泌を誘導後、分化培地からEGFを除去して2日間培養し、さらにEGFR

活性阻害剤である AG1478 をゲニステイン処理開始 2 時間前に添加することによって、乳

腺上皮細胞の EGF-ERK1/2 経路を不活性化状態に誘導した (図 22A)。この EGF 非存在

下・EGFR 活性阻害剤存在下において pEGFR と pERK1/2 のバンドはほとんど検出されな

かった。また、EGF 存在下のコントロール (+EGF ctrl)と EGF 経路阻害 (-EGF+AG ctrl)

を比較したところ、EGF経路不活性状態において EGF経路 (pEGFR、pMEK1/2、MEK1/2、

pERK1/2、ERK1/2)が全体的に抑制され、pJAK2 量および STAT5 量もそれぞれ 6 割程度、

7 割程度に減少していた。この EGF 経路不活性状態の乳腺上皮細胞にゲニステインを添加

すると、EGF 経路活性化状態と同様に添加 6 時間後には pSTAT5 量を半減させていた。ま

た、ゲニステイン添加 5 分後と 1 時間後においては顕著な影響は確認されなった。 

さらに、ゲニステイン処理 5 分後に減少した pERK1/2 量が 6 時間後の pSTAT5 量の減

少を引き起こしているかを検証するため、ゲニステインを処理 5 分後には培地から除去し、

その 6 時間後の pSTAT5 量を調べた (図 22B)。ゲニステインを継続的に 6 時間処理した群

では pSTAT5 量はコントロール群の 6 割以下に減少し、ゲニステインを 5 分間のみ処理し

た群では pERK1/2 量がコントロール群の 2 割程度に減少していたが、5 分後にゲニステイ

ンを除去した群では、pSTAT5 量も pERK1/2 量もコントロール群と同程度の値を示してい

た。以上のことから、ゲニステイン処理 6 時間後における STAT5 の不活性化には EGF 経 
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路は関与していないと考えられた。 

最後に、ゲニステインが JAK2-STAT5 経路を直接的に阻害しているかを検証するため、

乳腺上皮細胞をプロラクチン非存在下で培養し、STAT5 が活性化していない状態にした上

で、ゲニステイン処理行い、その後にプロラクチンを培地に添加することによって乳腺上皮

細胞の JAK2 および STAT5 が新たに活性化するかどうかを調べた (図 23)。まず、ゲニス

テイン処理を施していない乳腺上皮細胞におけるプロラクチン添加後の JAK2 および

STAT5 のリン酸化状態を調べたところ、pJAK2 量と JAK2 量は添加直前から 6 時間後ま

での間ほとんど変化していなかったが、pSTAT5 は添加 5 分後には明瞭なバンドが検出さ

れ、プロラクチン添加によって STAT5 が新たにリン酸化されていることが明らかになった 

(図 23A)。また、ゲニステイン存在下においてもプロラクチン添加 5 分後から pSTAT5 の

バンドが検出されたが、そのバンドは薄く観察された (図 23B)。そこで、プロラクチン添

加 5、30、60 分後の JAK2 と STAT5 のリン酸化レベルを定量化するため、ウェスタンブロ

ッティングとそのバンドのデンシトメトリー解析を行った (図 23C、D)。ゲニステイン非存

在下ではプロラクチン添加 5 分間後と比べ、添加 30 分間後には pSTAT5 量が約 1.8 倍に増

加し、添加 60 分後には約 1.4 倍の値を示していた。一方、ゲニステイン存在下におけるプ

ロラクチン添加後の pSTAT5 量は、いずれの添加時間においてもゲニステイン非存在下の

pSTAT5 量よりも少なく、プロラクチン添加 5 分後から 60 分後までほとんど増加していな

かった。以上のことから、ゲニステイン存在下ではプロラクチン刺激による STAT5 のリン

酸化が抑制されることが明らかになった。 
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3 考察  

マメ科植物には多種多様な植物エストロゲンが含まれている。植物エストロゲンとはエ

ストロゲン様の構造と生理活性を有する植物由来成分の総称であるが、植物エストロゲン

が性成熟期や妊娠期の乳腺発達に及ぼす影響は種類別に異なる (Mishra et al. 2009; Rahal 

and Simmen 2010; Mishra et al. 2011; Zafar et al. 2017)。しかし、植物エストロゲンが泌

乳期の乳腺上皮細胞に及ぼす影響はほとんど検証されておらず、その種類別の影響もわか

っていない。そこで、本章では乳分泌能を有するマウス乳腺上皮細胞の培養モデルを作製し、

大豆やアルファルファなどに含有される植物エストロゲンがその乳産生能力に及ぼす影響

を種類別に調べた。その結果、植物エストロゲンは乳タンパク質 (Csn2、Wap、Lf )の合成

を促進するグループ (パラエチルフェノール、ホルモノネチン、ダイズイン、エクオール)と

抑制するグループ (クメストロール、ビオカニン A、ゲニステイン)に大別されることが明

らかになった。また、乳糖産生に関わる分子群 (Glut1、Ugp2、Lalba )はパラエチルフェノ

ール、ダイズインおよびエクオールによって発現が促進されていたが、クメストロールおよ

びゲニステインでは阻害されていた。一方、乳脂質産生に関わる分子群 (Slc27a3、Fabp3、

Srebp1 )への影響は各植物エストロゲンで傾向が異なり、個々の植物エストロゲンでも促進

する遺伝子と抑制する遺伝子があり、その作用に一貫性がなかった。さらに、これらの種類

別の影響が生体レベルでも起きるかを検証するため、ゲニステイン、ダイズインおよびエク

オールを泌乳期のマウスに腹腔内投与し、乳腺の乳産生能力に及ぼす影響を調べた。その結

果、ゲニステイン投与群では主要な乳タンパク質の mRNA 発現量が減少し、乳中のカゼイ

ン量も減少していた。一方、エクオール投与群ではカゼインの mRNA 発現量が増加し、水・

グリセロールチャネルの AQP3 発現量も増加していた。ダイズイン投与群では乳産生に対

する顕著な影響は確認されなかったが、グルコース輸送体の GLUT1 の発現がゲニステイ

ン同様に阻害されていた。以上より、各植物エストロゲンは in vitro および in vivo におい

て種類依存的に乳腺上皮細胞の乳産生へ影響を及ぼすことが明らかになった。 
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 泌乳期の乳腺上皮細胞は強固な TJ を形成し、その細胞間隙をシールすることによって乳

成分と血液成分が漏出しないようにしている (Blood-milk barrier) (Pitelka et al. 1973; 

Linzell and Peaker 1974)。しかし、この Blood-milk barrier に対して各植物エストロゲン

がどのように作用するかは調べられていない。TJ のバリア機能はオクルディンやクローデ

ィンなどの TJ 構成タンパク質の組成によって決定される (Tsukita and Furuse 2000a, b; 

Kobayashi and Kumura 2011)。特に、乳腺上皮細胞における TJ のバリア機能は、クロー

ディン-3 とクローディン-4 の発現パターンと密接にリンクしており、泌乳期にはクローデ

ィン-3 の増加とクローディン-4 の減少によって強固な TJ が形成される (Kobayashi and 

Kumura 2011)。一方、離乳直後や乳房炎を発症した乳腺では、クローディン-4 が増加し、

TJ バリア機能が低下する (Kobayashi et al. 2013; Uejyo et al. 2015)。そこで、植物エスト

ロゲンが乳腺上皮細胞におけるクローディン-3 とクローディン-4 の発現パターンに及ぼす

影響を調べたところ、各植物エストロゲンによってそれぞれ異なるパターンで増減するこ

とが確認された。特に、クメストロールではクローディン-4 の増加、ゲニステインではクロ

ーディン-3 の減少、ダイズインではクローディン-4 の減少が確認された。そこで、TJ バリ

ア機能への影響を経上皮電気抵抗値と FITC の透過性の測定により調べると、3 種類全ての

植物エストロゲンで乳腺上皮細胞層のバリア機能が低下していることが判明した。各植物

エストロゲンで影響の強さは異なっていたが、離乳後や乳房炎時と同様にクローディン組

成の変化を介して TJ バリア機能の調節が起きていると考えられる。さらに、上皮細胞層の

バリア機能は細胞死による層構造の一部欠損によっても低下する  (Zhang et al. 2015; 

Delgado et al. 2016)。HE 染色により乳腺上皮細胞層を観察したところ、クメストロールお

よびゲニステインでは乳腺上皮細胞が剥離した部分が確認された。また、アポトーシスのエ

フェクターであるカスパーゼ 3 の活性化がクメストロールとゲニステインにおいて観察さ

れた。さらに、クメストロールとゲニステインがアポトーシスのシグナル経路に影響を及ぼ

していることはアポトーシス促進因子である Bax とアポトーシス抑制因子である Bcl2 の
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増減からも示唆された。これらの結果は、クメストロールとゲニステインがアポトーシスを

誘導するという報告とも一致している (Moon et al. 2009; Castro et al. 2016)。一方、ダイ

ズインでは細胞死の誘導や Bax、Bcl2 への影響は確認されず、TJ 構成タンパク質のネット

ワークへの影響も観察されなかった。以上より、各植物エストロゲンは Blood-milk barrier

に対して TJ と細胞死を介して異なる影響を及ぼすことが明らかになった。今後、ダイズイ

ンによる TJ バリア機能の低下が何に起因しているか調べる必要がある。 

泌乳期の乳腺上皮細胞における乳産生は、主にプロラクチン/STAT5 経路とグルココルチ

コイド/GR 経路により上方調節されている (Watson and Burdon 1996; Levy and Darnell 

2002)。特に、代表的な乳成分である β-カゼインの発現は両経路の活性化によって相乗的に

上方調節される (Kobayashi et al. 2017)。そこで、各植物エストロゲンが β-カゼイン産生

と両転写因子のシグナル経路へ及ぼす影響を調べたところ、クメストロール、ビオカニン A、

ゲニステインおよびホルモノネチンの 25 µM 処理が β-カゼイン産生阻害とともに、活性型

STAT5 量も減少させることが明らかになった。一方、β-カゼイン産生に対する影響が確認

されなかったパラエチルフェノール、ダイズインおよびエクオールでは、STAT5 活性への

阻害作用はなく、ダイズインでは STAT5 量が増加していた。また、PRLR の発現量はクメ

ストロールおよびゲニステイン処理によって減少し、ビオカニン A、ホルモノネチン、ダイ

ズインおよびエクオール処理によって増加していた。さらに、グルココルチコイド/GR 経路

では、クメストロール、ビオカニン A およびゲニステインは細胞内の GR 量を減少させ、

エクオールはほとんど影響せず、パラエチルフェノール、ホルモノネチンおよびダイズイン

は GR 量を増加させていた。以上のように、乳腺上皮細胞における β-カゼイン産生は、プ

ロラクチン/STAT5 経路とグルココルチコイド/GR 経路の活性化/不活性化と一致していた。

また、各植物エストロゲンがプロラクチン/STAT5 経路やグルココルチコイド/GR 経路へ及

ぼす影響は種類別に異なっていた。さらに、エストラジオールによる両経路への影響はいず

れの植物エストロゲンとも異なるパターンであることが確認された。これらのことより、植
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物エストロゲンは、プロラクチン/STAT5 経路とグルココルチコイド/GR 経路に対し、それ

ぞれ特異的に作用して β-カゼイン産生を調節すると考えられた。 

植物エストロゲンは種類依存的に異なる細胞内シグナル経路を活性化/不活性化すること

が知られている。例えば、ビオカニン A、ゲニステインおよびホルモノネチンはチロシンキ

ナーゼ活性の阻害作用を示す (Akiyama et al. 1987; Manna 2012)。チロシンキナーゼは

PRLR 下流における STAT5 の活性化や EGFR 下流における ERK1/2、p38、JNK の活性

化にも関与する (Watson and Burdon 1996; Martin-Perez et al. 2015; Kobayashi et al. 

2017)。本章における検証では、ゲニステインは in vitro と in vivo の両方で乳腺上皮細胞

の乳産生に対して阻害作用を示していた。この阻害作用は STAT5 経路に対して直接的に作

用しているのか、あるいは EGFR-ERK1/2、p38、JNK 経路を介しているのかを明かにす

るため、ゲニステインの作用機序について検証した。ゲニステインは処理直後に pERK1/2

量を減少させるとともに、処理 6 時間後には pSTAT5 量を減少させていた。一方、ゲニス

テインは EGF-ERK1/2 経路の活性化/不活性化に関わらず pSTAT5 量を減少させていた。

そのため、ゲニステインによる pSTAT5 量の減少は EGF-ERK1/2 経路は関与しないと考え

られる。一方、ゲニステインの処理時間依存的に細胞質画分の pSTAT5 量は減少していた。

また、ゲニステイン存在下ではプロラクチン刺激による新たな STAT5 のリン酸化が阻害さ

れていた。しかし、EGF-ERK1/2 経路不活性化状態では、EGF 経路活性化状態と比べて

STAT5 量の減少も確認された。そのため、ゲニステインの乳産生阻害作用は短期的には

STAT5 の新規リン酸化の阻害によって、長期的には EGF 経路の不活性化を介した STAT5

量の減少によって引き起こされていると考えられる。先行研究において、クメストロールは

JAK/STAT 経路を調節するセリン・スレオニンキナーゼであるカゼインキナーゼ 2 への阻

害作用を示すことが報告されている (Zheng et al. 2011; Liu et al. 2013)。また、植物エス

トロゲンは ER と結合してその下流のシグナル経路を調節するが、各植物エストロゲンの

ER に対する親和性や下流シグナルの活性化/不活性化への影響も異なる (Pfitscher et al. 
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2008; Pilsakova et al. 2010)。したがって、ゲニステイン以外の他の植物エストロゲンも特

定の細胞内シグナル経路を介して乳腺上皮細胞の乳産生能力に対して異なる影響を及ぼし

ていることが示唆される。 

本章より、各植物エストロゲンは乳腺上皮細胞の乳産生能力や TJ バリアに対して影響を

及ぼし、その作用は植物エストロゲンの種類や濃度に応じて変化することが明らかになっ

た (表 1)。ヒトの場合、植物エストロゲンの血中濃度はマメ科植物摂取直後から上昇し、8–

12 時間後にはゲニステインで 5 µM、ダイズインで 2 µM に達する (Gardner et al. 2009)。

さらに、日常的なマメ科植物の摂取により植物エストロゲンの血中濃度も増加する 

(Mathey et al. 2006)。このような生理的条件下においても、ゲニステインによる乳産生阻

害作用やエクオールによる乳産生促進作用が確認された。すなわち、日常的に摂取するレベ

ルにおいても植物エストロゲンは乳腺上皮細胞の乳産生に対しても種類依存的な影響を及

ぼしていると推測される。また、興味深いことに、植物エストロゲンは代謝経路上流では乳

産生に対して阻害的に作用し、代謝経路下流の代謝産物では乳産生を促進する作用が確認

された。生体において、植物エストロゲンは消化管や肝臓で代謝される。したがって、健全

な植物エストロゲン代謝能力を有する個体では植物エストロゲンによる負の作用は少なく、

代謝不良の個体では乳産生に対して阻害的に作用する可能性がある。今後、植物エストロゲ

ンの研究を生体レベルで行う際には、各個体の植物エストロゲンの代謝能力も考慮した解

析が必要であると考えられる。 
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第三章 ウシ乳腺上皮細胞を用いた乳分泌モデルの作製とその有用性の検証 

1 序文 

前章でのマウスを用いた検証により、植物エストロゲンは乳腺上皮細胞の乳産生能力と

TJ による Blood-milk barrier に対して種類依存的に影響を及ぼすことが明らかになった。

先行研究において、乳腺上皮細胞の乳産生能力と Blood-milk barrier に関与する分子群は

ウシとマウスの種間でほぼ共通していることが報告されている (Singh et al. 2016; Wang 

et al. 2019)。しかし、マウスとウシでは乳腺発達の期間や泌乳期間が異なるため、植物エス

トロゲンに暴露される時間が異なる (Rowson et al. 2012)。また、ウシは反芻動物でマウス

は単胃動物であり、植物エストロゲンの代謝変換経路が異なる。さらに摂取する飼料も草食

動物のウシと雑食動物のマウスでは異なるため、ウシとマウスでは体内に吸収する植物エ

ストロゲンの種類や量が異なり、乳腺上皮細胞の植物エストロゲンに対する感受性が異な

るかもしれない。 

これまで乳牛における乳産生メカニズムを細胞レベルで解明するため、ウシ由来の乳腺

上皮細胞を用いた数々の in vitro 乳分泌モデルが作製されてきた。これらの培養モデルにお

けるウシ乳腺上皮細胞は、乳タンパク質である β-カゼインの mRNA 発現や乳脂質の合成な

どを再現している (Sakamoto et al. 2005; Zhao et al. 2010; Xu et al. 2018)。しかし、前章

のマウス乳腺上皮細胞を用いた乳分泌モデルのように、生体同様の頂端部細胞膜からの乳

分泌と強固な TJ 形成を同時に再現した培養モデルは報告されていない。 

泌乳期の乳腺上皮細胞は、側底部細胞膜に存在する輸送体を介して栄養素を取り込み、頂

端部細胞膜から乳腺胞内腔へ合成した乳成分を分泌する (Anderson et al. 2007; Truchet 

and Ollivier-Bousquet 2009)。このように、乳成分分泌の方向性が明確な乳産生経路 (細胞

極性)の確立には TJ が必要不可欠である。なぜなら、細胞膜を貫通する構造物である TJ は

側底部細胞膜領域と頂端部細胞膜領域に存在する膜タンパク質を区画し、側底部細胞膜に
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おける GLUT1 や頂端部細胞膜における Toll-like receptor (TLR)などの膜タンパク質の特

異的な局在を維持しているからである (Cereijido et al. 1998; Shin et al. 2006)。また、泌

乳期の乳腺上皮細胞に形成される強固な TJ は、Blood-milk barrier として乳成分が体内に

漏出することを防いでいる。すなわち、乳腺上皮細胞における乳産生を生体同様に再現する

ためには、乳腺上皮細胞の乳産生能力を誘導するだけではなく、TJ 形成も誘導する必要が

あるのである。これまで、小腸上皮細胞をセルカルチャーインサート上で培養することによ

って生体同様に TJ を形成させ、その細胞極性を in vitro で再現したことが報告されている 

(Speer et al. 2019)。また、乳腺上皮細胞では足場をⅠ型コラーゲンでコーティングした場

合、カゼインの発現量が増加することが報告されている (Lee et al. 1985)。そこで本章で

は、ウシ乳腺上皮細胞をセルカルチャーインサート上やⅠ型コラーゲンゲル上で培養し、生

体同様に TJ を形成させ、なおかつ主要な乳成分の分泌を頂端部細胞膜から行う in vitro 乳

分泌モデルの確立を試みた。 

また、本章では作製した乳分泌モデルの生体反映性を評価するため、乳房炎起炎菌毒素を

用いた検証を行った。乳房炎は乳頭口から病原菌が侵入し、乳腺内で炎症反応を引き起こす

ことで発症する (Ruegg 2017; Derakhshani et al. 2018)。乳房炎起炎菌として 150 種類以

上の病原菌が報告されており、代表的な病原菌として Escherichia coli と Staphylococcus 

aureus が挙げられる (Bradley 2002)。これらの病原菌は、それぞれの細胞壁成分であるリ

ポ多糖 (LPS)およびリポタイコ酸 (LTA)を介して乳腺の炎症を引き起こし、乳牛の乳産生

を低下させることが報告されている (Akira et al. 2001; Hertl et al. 2011)。そこで、LPS

および LTA を作製した乳分泌モデルの培地に添加し、作製した乳分泌モデルにおいても生

体同様に炎症反応と乳産生低下が起きるかを調べ、その生体反映性を検証した。 

さらに、作製した乳分泌モデルが生体のウシを用いた動物実験よりも有効な場合がある

か否かについても検証した。例えば、生体レベルでは、乳房炎発症直後の乳腺上皮細胞にお

ける短期的な変化を調べることは困難である。なぜなら、乳牛の屠殺には時間がかかり、な
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おかつ生体の乳腺全体で同時に乳房炎発症直後の変化を誘導できないためである。一方で、

細胞膜に局在する膜タンパク質は、数分から数時間で細胞内局在を変化させることが知ら

れている (Adams et al. 2007; Yasui et al. 2008)。そこで、作製した乳分泌モデルを用いて

LPS が膜タンパク質の局在や発現量に及ぼす影響を調べ、新たな知見が得られるかを検証

した。 
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2 結果 

2.1 ウシ乳腺上皮細胞の乳分泌モデル作製に向けた細胞の足場の検証 

 乳腺上皮細胞は乾乳期ホルスタイン牛の乳腺片から単離した (図 24A)。まず、細切した

乳腺片をコラゲナーゼ処理した後、密度勾配遠心を行うことにより細胞塊を得た (図 24B)。

この細胞塊を通常の培養用シャーレに播種し、単層培養すると、細胞塊から乳腺上皮細胞が

平面状に増殖し、敷石状の細胞層を形成した (図 24C、D)。この過程で、線維芽細胞や免疫

細胞などの非上皮系の細胞は確認されなかったため、乳腺上皮細胞による細胞塊として乳

分泌モデルの足場の検証に使用した。 

通常の培養用シャーレ、セルカルチャーインサート、およびコラーゲンゲルを被膜したイ

ンサート上に細胞塊を播種したところ、いずれの足場においても敷石状の細胞層が形成さ

れた。続いて、乳腺上皮細胞層における TJ 形成を調べるため、クローディン-3 およびオク

ルディンの免疫染色を行った (図 24H)。いずれの足場においても乳腺上皮細胞層はクロー

ディン-3 およびオクルディンに対して陽性反応を示したが、シャーレおよびインサート上

の乳腺上皮細胞では、オクルディンで示される TJ が不規則で断片的なネットワーク状に観

察された。また、クローディン-3 の局在もオクルディンで示される TJ に観察されたが、一

部の細胞では細胞質に局在していた。一方、コラーゲンゲルを被膜したインサート上に播種

した乳腺上皮細胞では、オクルディンとクローディン-3 による均整なネットワーク状の構

造が細胞間隙の TJ に沿って観察された。以上の結果より、TJ の形成にはコラーゲンゲル

を被膜したインサートが適切であると判断し、続いて培地添加物の検証を行った。 

 

2.2 Dex および BPE による乳産生能力の誘導効果 

 分娩前後のマウス乳腺において、乳腺上皮細胞の乳産生能力はプロラクチンとグルココ

ルチコイドによって誘導される (Kobayashi et al. 2017)。そこで、プロラクチンを豊富に

含むウシ脳下垂体抽出物 (BPE)とグルココルチコイド類似物であるデキサメタゾン (Dex) 
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が、コラーゲンゲルを被膜したインサート上で培養したウシ乳腺上皮細胞の乳産生能力の

誘導に対する効果を検証した。乳腺上皮細胞は Dex および BPE の有無に関わらず敷石状

の細胞層を形成していた (図 25A)。免疫染色により β-カゼインの細胞内局在を観察したと

ころ、Dex/BPE 両処理群では大半の細胞で β-カゼインに対する陽性反応を示していた。一

方で、Dex/BPE 非処理群では大半の細胞が β-カゼイン陰性であった。Dex 処理群では、い

くつかの細胞が β-カゼインに対して弱い陽性反応を示した。BPE 処理群では、大半の細胞

が弱い陽性反応を示し、β-カゼインが細胞質で異常に蓄積した細胞も観察された。 

 続いて、細胞内およびインサート内層の培地中に分泌された β-カゼイン量およびラクト

フェリン量をウェスタンブロッティングにより調べた (図 25B)。非処理群では細胞内 β-カ

ゼインのバンドは弱く検出され、培地中 β-カゼインのバンドは検出されなかった。一方、

Dex/BPE 両処理群では細胞内と培地中 β-カゼインのバンドが明瞭に検出された。各バンド

のデンシトメトリー解析の結果、Dex 単独処理群および BPE 単独処理群における細胞内 β-

カゼイン量は、Dex/BPE 両処理群の半分程度であった。また、BPE 処理群では Dex/BPE

両処理群と同程度の培地中 β-カゼインが確認されたが、Dex 処理群ではほとんど検出され

なかった。一方、ラクトフェリンは、非処理群においても細胞層と培地中に明瞭なバンドが

検出された。Dex/BPE 両処理群では細胞内ラクトフェリン量が非処理群の約 1.2 倍、培地

中ラクトフェリン量が約 1.7 倍に増加し、統計的な有意差も確認された。また、BPE 処理

群においても培地中ラクトフェリン量が約 1.5 倍に増加していた。Dex 処理群では培地中

ラクトフェリン量が約 1.3 倍に増加していたが、非処理群との間に有意差は確認されなかっ

た。 

続いて、β-カゼイン (CSN2 )およびラクトフェリン (LF )の mRNA 発現量を定量 PCR

により調べた (図 25C)。Dex/BPE 両処理群における CSN2 および LF は非処理群と比べ、

約 15 倍および約 3 倍に増加し、統計的な有意差も確認された。また、BPE 処理群では CSN2

が約 13 倍に増加し、Dex 処理群および BPE 処理群では LF が約 2 倍に増加していたが、 



59 

 

 



60 

 

非処理群との間に有意差は確認されなかった。 

乳タンパク質産生能力の評価に続いて、インサート内層の培地中に分泌された乳糖とト

リグリセリドの濃度を測定した (図 25D)。培地中の乳糖は、非処理群および Dex 処理群で

は検出されず、BPE 処理群で 0.46 µg/mL、Dex/BPE 両処理群では 0.78 µg/mL であった。

また、培地中のトリグリセリド濃度は、非処理群で 7 µM、Dex 処理群で 12 µM、BPE 処

理群で 15 µM、Dex/BPE 両処理群で 34 µM であった。なお、培地中の乳糖濃度とトリグリ

セリド濃度は BPE 単独処理群と Dex/BPE 両処理群の間で有意差が確認された。 

 

2.3 Dex および BPE による強固な TJ 形成の誘導効果 

 コラーゲンゲルを被膜したインサート上の乳腺上皮細胞層における経上皮電気抵抗値を

測定し、TJ バリア機能に対する Dex および BPE の効果を調べた (図 26)。Dex や BPE で

処理する直前 (day 0)の乳腺上皮細胞層はコンフルエント状態であり、その経上皮電気抵抗

値は 903.8 ± 368.1 Ω × cm2を示した。Dex/BPE 非処理群では培養日数とともに抵抗値が増

加し、培養 5 日後の値は処理直前の約 2 倍であった。Dex 処理群では、処理直後から抵抗

値が増加し、処理 5 日後には処理直前の約 5 倍の値を示した。BPE 処理群および Dex/BPE

両処理群においても培養日数とともに抵抗値が増加していき、処理 5 日後にはそれぞれ約

3 倍、約 4 倍に達していた。 

 続いて、Dex および BPE を 5 日間処理した乳腺上皮細胞における TJ 構成タンパク質 

(クローディン-1、-3、-4、-7、オクルディン)の発現量をウェスタンブロッティングにより調

べた (図 27A)。Dex/BPE 非処理群と比べて、Dex 処理群ではクローディン-1 および-3 の

発現量が有意に増加し、Dex/BPE 両処理群ではクローディン-1、-3 および-7 の発現量が有

意に増加していた。一方、BPE 処理群ではクローディン-1 の発現量が有意に減少していた。

クローディン-4 およびオクルディンはいずれの処理群においても顕著な量的変化は確認さ

れなかった。また、これらのクローディンサブタイプの経時的な発現量の変化についても調 
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べた (図 27B)。クローディン-1 はいずれの処理群においても培養日数に伴い増加していた。

クローディン-3 および-7 は Dex 処理群と Dex/BPE 両処理群において処理直後から増加し

ていた。クローディン-4 はいずれの処理群においても処理 3 日後から処理 5 日後にかけて

増加していた。 

 また、免疫染色により Dex/BPE 非処理群と両処理群における各クローディンサブタイプ

の局在を調べた (図 28)。Dex/BPE 処理の有無に関わらず、オクルディンは側部細胞膜の頭

頂部側にある TJ 領域に局在し、クローディン-1 は細胞質および TJ 領域の一部に局在して

いた。クローディン-3 も Dex/BPE 処理に関わらずオクルディンと共局在しており、断面像

においても TJ 領域に特異的に局在している様子が観察された。クローディン-4 は非処理群

において細胞質および TJ 領域を含む側部細胞膜に観察されたが、Dex/BPE 両処理群にお

いては TJ 領域にほとんど局在していなかった。クローディン-7 は Dex/BPE 処理に関わら

ず TJ 領域を除く側部細胞膜に局在する様子が観察された。 

 

2.4 作製した乳分泌モデルの乳腺上皮細胞における細胞極性 

 これまでの結果より、コラーゲンゲルを被膜したインサート上に播種し、Dex および BPE

存在下で培養した乳腺上皮細胞は、乳産生能力と TJ バリア機能が高いことが判明した。そ

こで、この条件で培養した乳腺上皮細胞を乳分泌モデルとして、この培養モデルの細胞極性

を評価するため、GLUT1、β-カゼイン、TLR2 および TLR4 の免疫染色を行った (図 29A)。

GLUT1 は側部細胞膜に特異的に局在する様子が観察され、β-カゼインは頭頂部近傍の細胞

質に集中して局在する様子が観察された。TLR2 および TLR4 は頂端部細胞膜とその近傍

の細胞質に局在し、側底部細胞膜や底部側の細胞質ではほとんど観察されなかった。続いて、

インサート内層および外層の培地に含まれるラクトフェリン量および乳糖濃度を調べた 

(図 29B)。インサート内層に含まれるラクトフェリン量は外層に含まれるものの、7 倍以上

であった。また、インサート内層に含まれる乳糖は 1.03 µg/mL であったが、外層の培地で 
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は検出されなかった。以上の結果より、作製した乳分泌モデルの乳腺上皮細胞において膜タ

ンパク質の局在や乳分泌に関する細胞極性が明確になることが明らかになった。 

 

2.5 乳房炎起炎菌毒素が乳分泌モデルの乳産生に及ぼす影響 

作製した乳分泌モデルがウシ乳腺上皮細胞の乳産生を in vitro で調べる研究に有用であ

るかを検証するため、乳房炎起炎菌毒素である LPS および LTA が生体同様に乳腺上皮細

胞の乳産生能力を低下させるかを調べた。LPS と LTA をそれぞれ最終濃度 1 µg/mL とな

るようインサート内層の培地に添加し、2 日間培養した後、細胞内およびインサート内層の

培地中の β-カゼイン量とラクトフェリン量をウェスタンブロッティングにより調べた (図

30A)。LPS 処理群では培地中 β-カゼイン量がコントロール群の 7 割程度に減少していた。

細胞内 β-カゼイン量、細胞内と培地中ラクトフェリン量は LPS 処理による顕著な影響は確

認されなかった。一方、LTA 処理群では、細胞内および培地中ラクトフェリン量が 1.2 倍以

上に増加していた。細胞内と培地中の β-カゼイン量は LTA 処理による統計的な変化は確認

されなかった。続いて、β-カゼイン (CSN2 )およびラクトフェリン (LF )の mRNA 発現量

への影響を定量 PCR により調べた (図 30B)。LPS 処理群では、CSN2 発現量がコントロ

ール群の 6 割程度に減少していた。一方、LTA 処理群では LF 発現量が約 1.3 倍に増加し

ていた。また、LTA 処理群では CSN2 発現量が 7 割程度に減少していたが、統計的な有意

差は確認されなかった。続いて、β-カゼインの細胞内局在を免疫染色により調べた (図30C)。

コントロール群では、大半の細胞が β-カゼイン陽性を示し、ゴルジ体領域 (GM130)に高密

度で局在する様子が観察された。コントロール群と同様の局在パターンは LTA 処理群にお

いても観察された。LPS 処理群でも大半の細胞が β-カゼインに陽性反応を示したが、いく

つかの細胞では β-カゼインが異常に凝集している様子が観察された。 

続いて、細胞内脂肪滴の局在を Nile Red 染色により観察し、脂肪滴の直径を測定した (図

30D、E)。コントロール群では、観察された脂肪滴のうち直径 0.3 –1 µm の割合が 89.0％、 
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1–2 µm が 9.7％、2–3 µm が 1.2％、3 µm 以上の割合が 0.05%であった。LPS 処理群では、

直径 0.3 –1 µm の割合が 86.3％、1–2 µm が 8.8％、2–3 µm が 4.0％、3 µm 以上の割合が

0.90%であった。LTA 処理群では、直径 0.3 –1 µm の割合が 97.0％、1–2 µm が 2.8％、2–

3 µm が 0.1％、3 µm 以上の割合が 0.01%であった。また、細胞内および培地中のトリグリ

セリド量を測定したところ、LPS 処理群では培地中トリグリセリド量がコントロール群の

6 割程度に減少し (図 30G)、細胞内トリグリセリド量は顕著な影響は確認されなかった (図

30F)。LTA 処理群では、細胞内と培地中トリグリセリド量がともに 7 割程度に減少し、有

意差も確認された。一方、インサート内層の培地中に分泌された乳糖を測定したところ、

LPS 処理群ではコントロール群の 4 割程度、LTA 処理群では 6 割程度に減少し、有意差も

確認された (図 30H)。 

さらに、乳脂質産生に関わる分子群の mRNA 発現量への影響を定量 PCR により調べた 

(図 30I)。LPS 処理群では、長鎖脂肪酸の細胞内輸送を行う FABP3 がコントロール群と比

べ有意に減少し、乳脂肪球融合に関わる CIDEA が有意に増加していた。LTA 処理群では

長鎖脂肪酸の取り込みに関わる CD36 が、FABP3 や CIDEA とともに有意に減少し、一方

で de novo 合成に関与する ACSS2 と FASN は有意に増加していた。また、トリグリセリ

ド合成を行う DGAT、乳脂肪球融合に関わる PERILIPIN2 と XDH は LPS 処理や LTA 処

理による影響はほとんど確認されなかった。 

 LPS と LTA が乳産生を上方調節する細胞内シグナル経路の STAT5 と AKT、下方調節す

る STAT3 へ及ぼす影響をウェスタンブロッティングにより調べた (図 31)。LPS 処理群で

は活性型である pSTAT5 量がコントロール群の 6 割程度に減少していたが、STAT5 量、

pSTAT3 量および STAT3 量は約 1.2 倍に増加していた。LTA 処理群では pSTAT5 量が 8 割

程度に減少し、pSTAT3 量が約 1.1 倍に増加していた。一方、pAKT 量および AKT 量に対

する顕著な影響は確認されなかった。 
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2.6 乳房炎起炎菌毒素が乳分泌モデルの TLR シグナルおよび炎症性サイトカイン発現へ及

ぼす影響 

 LPS は TLR4 に感知され、LTA は TLR2 により感知される (Akira et al. 2001)。TLR シ

グナルは下流の細胞内シグナル経路である NFκB や MAPK (ERK1/2、p38、JNK)の活性

化を介して炎症サイトカインやケモカインの産生を誘導する (Gunther et al. 2012; Gilbert 

et al. 2013)。これらの炎症反応が乳分泌モデルの乳腺上皮細胞でも起きているかを検証す

るため、LPS および LTA が NFκB および MAPK 経路に及ぼす影響をウェスタンブロッテ

ィングにより調べた (図 32A)。LPS 処理 1 時間後において、pNFκB 量および pp38 量がコ

ントロール群に比べてそれぞれ約 1.9 倍、2.3 倍に増加し、pJNK の明瞭なバンドも検出さ

れた。LPS 処理 6 時間後では、pNFκB 量は約 1.7 倍に増加したが、NFκB 量は 7 割程度に

減少していた。LTA 処理 1 時間後では pNFκB 量がコントロール群の約 1.3 倍に増加した

が、LTA 処理 6 時間後では顕著な影響は確認されなかった。また、p38 量、pERK1/2 量、

ERK1/2 量および JNK 量は LPS と LTA の 1、6 時間処理による顕著な影響は確認されな

かった。 

続いて、LPS および LTA の濃度依存的な影響を調べるため、それぞれ 0.1、1、10 µg/mL

の濃度で1時間処理を行った (図32B、C)。LPS処理群ではいずれの濃度においても pNFκB

量がコントロール群の 1.5 倍以上、pp38 量が 1.9 倍以上に増加していた (図 32B)。また、

LTA 処理群では濃度に関わらず pNFκB 量が 1.3 倍に増加していたが、NFκB 量、pp38 量、

p38 量には顕著な影響が確認されなかった (図 32C)。 

さらに、炎症性サイトカイン (IL1β、TNFα、IL6)およびケモカイン (IL8、CCL5)の mRNA

発現量を定量 PCR により調べた (図 32D)。LPS を 1 µg/mL で 1 時間処理した乳腺上皮細

胞において IL1B、IL8 および CCL5 が、それぞれコントロール群の 3.5 倍、26 倍、16 倍

に増加していた。また、LTA 処理群では IL1B および CCL5 がコントロール群の 2.1 倍、

1.3 倍に増加していた。 
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2.7 炎症性サイトカインとケモカインが乳分泌モデルの乳産生に及ぼす影響 

 LPS 処理は IL1β、TNFα および IL8、LTA 処理は IL1β と CCL5 の mRNA 発現量をそ

れぞれ増加させていた。炎症性サイトカインはマウス乳腺上皮細胞の乳産生能力を低下さ

せることが報告されている (Kobayashi et al. 2016a; Matsunaga et al. 2018)。そこで、こ

れらの炎症性サイトカインとケモカインも乳分泌モデルの乳産生を低下させているかを検

証するため、それぞれを 1 ng/mL で 2 日間処理し、乳腺上皮細胞の乳産生へ及ぼす影響を

調べた (図 33)。IL1β および IL8 処理群では、pSTAT5 量がコントロール群の 6 割程度に

減少していた (図 33A)。また、IL1β および TNFα 処理群では、pSTAT3 量が約 1.4 倍に増

加し、培地中の β-カゼイン量が 6 割程度に減少していた。さらに、インサート内層の培地

中に分泌されたトリグリセリド量を測定したところ、IL1β 処理群ではコントロール群の 7.5

割程度に減少していた (図 33B)。その他のサイトカインやケモカイン処理群においても培

地中のトリグリセリド量は 9 割程度に減少していたが、統計的な有意差は確認されなかっ

た。 

 

2.8 LPS が乳分泌モデルにおける乳腺上皮細胞の膜タンパク質に及ぼす影響 

 作製した乳分泌モデルの乳腺上皮細胞は、LPS 処理によって生体同様に乳産生が阻害さ

れ、炎症反応も起きていることが確認された。泌乳期の乳腺上皮細胞では、その細胞膜に局

在する様々な膜タンパク質が乳産生や乳房炎起炎菌の感知に関与している。しかし、これら

の膜タンパク質の発現パターンが E. coli 起因性乳房炎が発症した後、どのように変化して

いるかはいまだ明らかではない。そこで乳分泌モデルが新規の乳房炎研究に有効であるか

を検証するため、LPS が乳腺上皮細胞の膜タンパク質に及ぼす影響を調べた。 

 まず、泌乳期ウシ乳腺の乳腺上皮細胞において乳産生や乳房炎に関わる膜タンパク質が

どのように局在しているかを免疫染色により確認した (図 34)。クローディン-3 はオクルデ

ィンとともに側部細胞膜の頭頂部近傍にある TJ 領域に共局在し (図 34B)、クローディン- 
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4 は主に細胞質で観察され、TJ 領域では観察されなかった (図 34C)。また、AQP3 は側底

部細胞膜、AQP5 は頂端部細胞膜および細胞質に局在していた (図 34D、E)。GLUT1 およ

びEGFR は側底部細胞膜に局在している様子が観察された (図 34F、I)。TLR2および TLR4

は一部の細胞で頂端部細胞膜に局在している様子が観察された (図 34G、H)。これらの膜

タンパク質は乳分泌モデルの乳腺上皮細胞においても同様のパターンで局在していること

が確認された (図 28、29、35–38)。 

続いて、LPS が免疫センサーである TLR2 および TLR4 の発現パターンに及ぼす影響に

ついて乳分泌モデルを用いて調べた (図 35)。まず、免疫染色と Biotin-SS-Sulfo-Osu/Avidin 

D による頂端部細胞膜の染色により、乳腺上皮細胞における TLR2 および TLR4 の局在と

頂端部細胞膜の位置関係を調べた。その結果、コントロール群の TLR2 と TLR4 はともに

頂端部細胞膜およびその近傍の細胞質に局在していることが確認された (図 35A)。LPS 処

理群における TLR2 もコントロール群と同様の局在パターンを示したが、TLR4 は頂端部

細胞膜に共局在する様子が強く観察された。 

続いて、頂端部細胞膜に存在する膜タンパク質を Biotin-SS-Sulfo-Osu および

Streptavidin アガロースを用いて回収し、ウェスタンブロッティングにより TLR2 と TLR4

のバンドを検出した (図 35B)。バンドのデンシトメトリー解析の結果、LPS 処理 1 時間後

には頂端部細胞膜に存在する TLR4 量がコントロール群と比べて約 1.4 倍に増加し、統計

的な有意差も確認された。一方、総 TLR2 量、総 TLR4 量および頂端部細胞膜の TLR2 量

は LPS 処理による顕著な影響は確認されなかった。また、LPS 処理 1 時間後における頂端

部細胞膜 TLR4 量/総 TLR4 量の割合も有意に増加していた。なお、定量 PCR によって

mRNAレベルの発現量も調べたが、LPS処理48時間におけるTLR2およびTLR4のmRNA

発現量はコントロール群と同レベルであった (図 35C)。 

 続いて、LPS がグルコースと水の輸送に関わる GLUT1、AQP3 および AQP5 に及ぼす

影響を調べた (図 36)。まず、免疫染色により乳腺上皮細胞におけるこれらの膜タンパク質 
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の局在を観察したところ、コントロール群の GLUT1 および AQP3 は側部細胞膜に、AQP5

は頂端部細胞膜およびその近傍の細胞質に局在していることが確認された (図 36A)。LPS

処理 48 時間後の乳腺上皮細胞では、側部細胞膜における GLUT1 や AQP3 の局在が不明瞭

になっている様子が観察され、頂端部細胞膜近傍の細胞質に局在するAQP3も観察された。

AQP5 はコントロール群と同様の局在パターンを示していた。また、Biotin-SS-Sulfo-

Osu/Streptavidin アガロースにより側底部細胞膜に存在する GLUT1 および AQP3 を分画

し、ウェスタンブロッティングを行った (図 36B)。LPS 処理 48 時間後において側底部細

胞膜の GLUT1 と AQP3 の量はコントロール群の 7 割以下に減少し、側底部細胞膜量/総量

の割合も低下していた。一方、総 GLUT1 量、総 AQP3 量および総 AQP5 量には顕著な変

化は確認されなかった。 

LPSが上皮成長因子 (EGF)の受容体、EGFRの発現パターンに及ぼす影響を調べるため、

免疫染色を行った (図 37A)。コントロール群では、側部細胞膜に局在する EGFR が観察さ

れ、LPS 処理 48 時間後においても同様の局在パターンが観察された。また、定量 PCR に

より EGFR の mRNA 発現量を調べたところ、有意な変化は確認されなかった (図 37B)。

さらに、側底部細胞膜の EGFR 量および EGFR 下流のシグナル経路 (MEK1/2、ERK1/2)

への影響をウェスタンブロッティングにより調べたところ、LPS 処理による顕著な影響は

確認されなかった (図 37C)。 

最後に、LPS が TJ タンパク質とそのバリア機能へ及ぼす影響を調べた (図 38)。免疫染

色によりクローディン-3 とクローディン-4 の局在を調べたところ、コントロール群のクロ

ーディン-3 はオクルディンと共局在していたが、クローディン-4 は細胞質および TJ 領域

を含む側部細胞膜でわずかに局在する様子が観察された (図 38A)。LPS 処理 48 時間後で

は、クローディン-3 は TJ 領域に加えて側部細胞膜にも局在する様子が観察され、クローデ

ィン-4 は側部細胞膜と TJ 領域に局在していた。各 TJ タンパク質の発現量をウェスタンブ

ロッティングにより調べた (図 38B)。LPS 処理 48 時間後において、クローディン-4 量は 
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コントロール群と比べて約 1.3 倍に増加し、オクルディン量は 7.5 割程度に減少していた。

また、クローディン-3 量は LPS 処理による顕著な影響は確認されなかった。続いて、LPS

処理による TJ バリア機能への影響を調べるため、経上皮電気抵抗値を測定した (図 38C)。

処理直前 (day 0)の電気抵抗値は 1736.4 ± 352.7 Ω × cm2であり、48 時間後のコントロー

ル群では処理直前の約 1.5 倍の抵抗値を示した。一方、LPS 処理群では 24 時間後には処理

直前よりも経上皮電気抵抗値は減少し、48 時間後ではコントロール群の 6 割程度に減少し

ていた。また、クローディンの細胞内局在を生化学的に調べるため、乳腺上皮細胞を Triton 

X-100 可溶性画分と不溶性画分に分画し、ウェスタンブロッティングにより調べた (図

38D)。なお、Triton X-100 可溶画分は細胞質および側底部細胞膜に含まれるクローディン

を含み、Triton X-100 不溶画分は TJ 領域のクローディンを含む (Kobayashi et al. 2010)。

LPS 処理 48 時間後においてクローディン-3 の Triton X-100 不溶性画分に対する可溶性画

分の割合はコントロール群の約 1.6 倍に増加し、クローディン-4 は約 6 割に減少していた。 
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3 考察 

 従来、ウシ乳腺上皮細胞における乳産生メカニズムを in vitro で調べるため、様々な培養

モデルが作製されてきた (Sakamoto et al. 2005; Zhao et al. 2010; Xu et al. 2018)。しかし

ながら、これらの培養モデルは乳腺上皮細胞の乳成分産生のみに着目しており、生体同様の

細胞極性を再現するには至っていない。生体における泌乳期の乳腺上皮細胞は、側底部細胞

膜から栄養素を取り込み、頂端部細胞膜から乳成分を分泌するという明確な細胞極性を有

している (Anderson et al. 2007; Truchet and Ollivier-Bousquet 2009)。側底部細胞膜と頂

端部細胞膜にはそれぞれ異なるトランスポーターやレセプターが存在し、TJ はこれらの膜

タンパク質の配置を区分けしている (Cereijido et al. 1998; Shin et al. 2006)。本章では、

このような細胞極性を有する生体反映性の高い乳分泌モデルを作製するためには、足場と

してコラーゲンゲルを被膜したインサートが最適であることを明らかにした。また、本章で

はウシ乳腺上皮細胞を泌乳ホルモンであるプロラクチンを含むBPEとグルココルチコイド

類似物である Dex 存在下で培養することも検証した。なぜなら、プロラクチンと Dex は

STAT5 経路と GR 経路をそれぞれ活性化し、乳腺上皮細胞の乳産生能力や TJ 形成を誘導

するからである (Watson and Burdon 1996; Wyszomierski et al. 1999; Bertucci et al. 

2010; Kobayashi et al. 2016b)。その結果、Dex/BPE 両処理群では β-カゼイン、ラクトフ

ェリン、乳糖およびトリグリセリドが頂端部細胞膜から活発に分泌されていることが確認

された。また、コラーゲンゲルを被膜したインサート上の乳腺上皮細胞は、Dex 存在下で生

体同様にクローディン -3 とオクルディンによる物質透過性の低い TJ を形成した

(Blanchard et al. 2006; Kobayashi and Kumura 2011)。一方で、クローディン-1、-4、-7

は Dex の有無に関わらず細胞質や側部細胞膜に局在していた。TJ バリアの物質透過性は

TJ を構成するクローディン組成により決定される (Furuse et al. 1993; McCarthy et al. 

1996; Tsukita and Furuse 2000a, b)。そのため、Dex はクローディン-3 の発現パターンを

調節することによって生体同様に強固なTJバリアの形成を誘導すると考えられる。さらに、
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TJ が形成された乳腺上皮細胞において、GLUT1 や TLR などの膜タンパク質は生体同様に

側部細胞膜と頂端部細胞膜に区分けされた局在パターンを示した。以上より、コラーゲンゲ

ルで被膜したインサート上の乳腺上皮細胞を Dex および BPE 存在下で培養することによ

って、主要乳成分の分泌、TJ バリアの形成および細胞極性を生体同様に再現した乳分泌モ

デルを作製できることが明らかになった。 

 続いて、作製した乳分泌モデルの乳腺上皮細胞が外部刺激に対して生体同様の応答性を

示すかを検証するため、LPS および LTA に対する炎症応答の実験を行った。LPS と LTA

はそれぞれ乳房炎起炎菌の E. coli およびS. aureusの細胞壁成分である (Akira et al. 2001; 

Hertl et al. 2011)。乳腺上皮細胞は、乳腺内に侵入したこれらの細菌を感知するため、LPS

受容体であるTLR4とLTA受容体であるTLR2を発現している (Kawai and Akira 2006)。

作製したモデルのウシ乳腺上皮細胞においても TLR4 と TLR2 は生体の乳腺胞と同様に頂

端部細胞膜およびその近傍の細胞質に発現していた。そこで、これらの起炎菌毒素が乳腺上

皮細胞の頂端部細胞膜から結合するようインサート内層のみに LPS および LTA の添加処

理を行った。その結果、LPS と LTA の両方で STAT5 の不活性化と STAT3 の活性化が起き

ており、乳糖やトリグリセリドの分泌量も減少していた。STAT5 は乳産生を促進する転写

因子であり、STAT3 は乳産生を抑制する転写因子である (Singh et al. 2016)。STAT5 の不

活性化と STAT3 の活性化は乳産生能力の低下とともに乳房炎時に認められる (Kobayashi 

et al. 2013)。また、乳分泌モデルを用いた実験では、LPS と LTA で乳産生に対して異なる

影響も確認された。例えば、LPS 処理は β-カゼインの産生を低下させたが、LTA 処理はラ

クトフェリンの産生を増加させた。細胞内での脂肪滴サイズは LPS 処理群では拡大したが、

LTA 処理群では細胞内トリグリセリド量が減少するとともに縮小した。さらに、LPS と LTA

では乳脂質産生に関わる分子群の mRNA 発現量への影響も異なっていた。E. coli 起因性乳

房炎は S. aureus起因性乳房炎より乳産生の低下が顕著であることが知られている (Grohn 

et al. 2004; Jensen et al. 2013)。したがって、作製した乳分泌モデルにおける乳腺上皮細
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胞の乳産生は、生体同様に LPS と LTA に対して異なる様式で低下することが判明した。以

上のことより、作製した乳分泌モデルは乳房炎起炎菌毒素に応答して、生体同様に乳産生を

低下させることが示された。 

LPS と LTA はそれぞれ乳腺上皮細胞の TLR4 と TLR2 に結合し、下流の NFκB や

MAPK (p38、JNK)などの細胞内シグナル経路を活性化させ、サイトカインやケモカイン

などの産生を誘導する (Gunther et al. 2012; Gilbert et al. 2013)。本章の乳分泌モデルの

実験においても、LPS は NFκB、p38 および JNK を活性化し、LTA は NFκB を活性化し

ていた。また、LPS は IL1β、TNFα および IL8、LTA は IL1β および CCL5 の mRNA 発

現量を増加させていた。ウシ乳腺に E. coli を投与した乳房炎の実験では、乳中体細胞数の

急増とともに TNFα および IL8 の発現が亢進するが、S. aureus 投与の実験ではほとんど

観察されないことが報告されている (Bannerman et al. 2004; Yang et al. 2008)。IL8 は

ケモカインとして、好中球の遊走を誘起することが知られており (Bannerman 2009)、乳

房炎時には乳中に好中球が増加し、体細胞全体の 70%程度を好中球が占める (Ezzat et al. 

2014)。また、サイトカインやケモカインが乳腺上皮細胞における乳産生に及ぼす影響を調

べたところ、IL1β は STAT5 不活性化、STAT3 活性化とともに β-カゼインやトリグリセ

リドの分泌を抑制していた。TNFα も STAT3 活性化とともに β カゼインの分泌を抑制し、

IL8 も STAT3 を活性化させていた。先行研究より、IL1β は STAT5 不活性化、STAT3 活

性化とともにトリグリセリドの分泌を抑制することや TNFα により STAT3 経路が活性化

することが報告されている (Snyder et al. 2014; Matsunaga et al. 2018)。したがって、乳

分泌モデルの乳腺上皮細胞は生体同様に、LPS や LTA による外部刺激に対して下流のシ

グナル経路を活性化させ、サイトカインやケモカインの発現を亢進させることによって乳

腺上皮細胞の乳産生能力を間接的に低下させることが確認された。以上より、本乳分泌モ

デルにおける乳腺上皮細胞は、LPS/TLR4 シグナルおよび LTA/TLR2 シグナルによる炎

症反応を生体同様に再現する、生体反映性の高い乳分泌モデルであると判断された。 
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 さらに、作製した乳分泌モデルでは、乳腺上皮細胞の膜タンパク質が生体同様の局在パタ

ーンを示した。膜タンパク質の局在や機能は短時間で変化する場合が多く、生体のウシを用

いて乳房炎発症直後の膜タンパク質の挙動を調べることは難しい。そこで、作製した乳分泌

モデルを用いて E. coli 由来毒素の LPS がウシ乳腺上皮細胞の膜タンパク質の挙動に及ぼ

す影響を調べ、これまでに報告されていない炎症応答の新規知見が得られるかを検証した。

まず、LPS 受容体である TLR4 の挙動を調べたところ、LPS 処理 1 時間後において頂端部

細胞膜に局在する TLR4 量が増加することが明らかになった。一方、TLR4 総量や mRNA

発現量には顕著な影響は確認されず、LPS 処理 6 時間後にはコントロール群との統計的な

有意差は認められなくなった。妊娠期の羊膜上皮細胞において、TLR4 は LPS 刺激を受け

て 1–2 時間後に一時的に頂端部細胞膜へ移行する (Adams et al. 2007)。また、LPS 処理を

施した肺上皮細胞では TLR4 が脂質ラフトに移行することが報告されている (Abate et al. 

2010)。そのため、LPS に反応した乳腺上皮細胞においても、細胞質の TLR4 が一過性に頂

端部細胞膜に移行すると考えられる。一方、S. aureus 由来の LTA を感知する TLR2 では、

LPS 刺激による細胞内局在や発現量に顕著な影響は観察されなかった。したがって、TLR4

は E. coli 起因性乳房炎の LPS に対して特異的に応答していることが示唆された。 

また、乳成分合成に必要なグルコースや水・グリセロールはそれぞれ側底部細胞膜に局在

する GLUT1 や AQP3 を介して取り込まれる (Matsuzaki et al. 2005; Yu et al. 2013)。先

行研究において、LPS を注入したウシ乳腺では GLUT1 の mRNA 発現量が減少することが

報告されている (Gross et al. 2015)。しかし、GLUT1 の細胞内局在や LPS が AQP3 に及

ぼす影響はわかっていない。そこで乳分泌モデルを用いて調べた結果、LPS 処理したウシ

乳腺上皮細胞において、側部細胞膜における GLUT1 と AQP3 の存在量が減少することが

明らかになった。一方、乳腺上皮細胞に発現する GLUT1 と AQP3 の総量は変わっていな

かった。乳腺上皮細胞における GLUT1 の局在はプロラクチン刺激により細胞質から細胞

膜に移行し (Riskin et al. 2008)、AQP3 の細胞内局在もエピネフリン刺激により変化する
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ことが報告されている (Yasui et al. 2008)。泌乳期ウシ乳腺における GLUT1 はグルコース

輸送の中核であり (Zhao and Keating 2007)、Camp らによって GLUT1 の側底部細胞膜に

おける局在が乳産生に重要であることも指摘されている (Camps et al. 1994)。また、AQP3

は水とともに乳脂質の基質であるグリセロールを細胞内に取り込む  (Rodriguez et al. 

2019)。したがって、LPS に応答したウシ乳腺上皮細胞では、側部細胞膜に局在する GLUT1

や AQP3 が細胞質へ内在化することにより、乳成分合成に必要なグルコースやグリセロー

ルの取り込みが抑制され、乳糖や乳脂質などの乳産生が低下することが新たに見出された。 

泌乳期の乳腺上皮細胞ではクローディン-3 の密なストランド構造により透過性の低い強

固な TJ バリアが形成される (Ludewig 1996; Baumgartner et al. 2017)。ウシ乳腺への LPS

投与により TJ タンパク質の発現量が変化し、TJ バリア機能が低下することによって血液

成分と乳成分が漏出する (Johnzon et al. 2018; Wang et al. 2019)。しかし、LPS がどのよ

うにウシ乳腺上皮細胞の TJ バリアを弱めているのかを in vitro で調べた例はほとんどな

い。そこで培養モデルを用いて調べた結果、LPS 存在下でクローディン-4 量が増加し、オ

クルディン量が減少することが明らかになった。また、界面活性剤を用いた生化学的検証や

免疫染色による組織学的検証により、LPS 処理時間に応じてクローディン-3 は TJ 領域か

ら減少し、一方で TJ 領域のクローディン-4 は増加することも明らかになった。さらに、TJ

バリア機能も LPS 処理により低下していた。以上の結果より、クローディン-3、-4 とオク

ルディンの発現量と細胞内局在は LPS によってそれぞれ変化し、TJ バリア機能を低下さ

せることが示された。一方、LPS 処理した乳腺上皮細胞においても、EGFR や TLR4 はそ

れぞれ側底部細胞膜と頭頂部細胞膜に特異的に局在し続けていた。細胞膜を貫通する構造

物である TJ は細胞膜を頂端部側と側底部側に区切り、膜タンパク質の局在を保ち、細胞極

性を維持している (Cereijido et al. 1998; Shin et al. 2006)。本研究の結果、LPS 処理した

乳腺上皮細胞において、TJ バリア機能は脆弱化するが、細胞膜を区画化する能力は維持さ

れていることも判明した。 
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 本章ではウシ乳腺上皮細胞を用いた乳分泌モデルの作製を試みた。その結果、コラーゲン

ゲルを被膜したインサート上にウシ乳腺上皮細胞を播種し、BPE および Dex 存在下で培養

することによって、生体同様に乳産生能力と TJ バリアを有する培養モデルの作製に成功し

た。また、作製した乳分泌モデルでは TJ によって頂端部細胞膜と側底部細胞膜が区画され

ており、乳成分が頂端部側から分泌されていることも確認された。続いて、作製した乳分泌

モデルの外部刺激に対する応答性も生体と同様であるかを検証するため、乳房炎起炎菌毒

素である LPS と LTA の添加実験を行ったところ、乳腺上皮細胞の乳産生低下と炎症反応

が細胞内シグナル経路レベルで生体同様に引き起こされていることが確認された。さらに、

LPS が乳産生に関わる膜タンパク質の細胞内局在にも影響を及ぼすことも新たに明らかと

なった。以上より、本章で作製した乳分泌モデルは、生理活性物質などの外部刺激がウシ乳

腺上皮細胞の乳産生に及ぼす影響を in vitro で調べるモデルとして有効であると判断され

た。そこで次章では、この培養モデルを用い、各植物エストロゲンがウシ乳腺上皮細胞の乳

産生能力に及ぼす影響を検証することとした。 
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第四章 植物エストロゲンがウシ乳腺上皮細胞の乳産生に及ぼす影響 

1 序文 

マメ科牧草や大豆粕を摂取した乳牛では、植物エストロゲンの血中濃度が上昇する 

(Cools et al. 2014)。しかし、植物エストロゲンの種類や含量は植物の種類や部位によって

異なり、摂取した植物エストロゲンは体内で代謝変換される。そのため、血液中には複数の

植物エストロゲンが同時に存在する。第二章より、マウス乳腺上皮細胞の乳産生に対して、

植物エストロゲンは種類依存的に作用し、促進的にも阻害的にも影響を及ぼすことが明ら

かになった。しかし、マウスは雑食性で単胃動物、ウシは草食性で反芻動物であることから

消化管内のイソフラボン代謝細菌も異なる。そのため、マウスとウシでは日常的に血液中に

含有する植物エストロゲンの種類や量が異なり、マウス由来乳腺上皮細胞とウシ由来乳腺

上皮細胞では植物エストロゲンに対する感受性が異なるかもしれない。 

また、個体レベルでウシ乳腺の乳生産性を考える際には、乳腺上皮細胞の乳産生能力のみ

ならず、乳腺上皮細胞の増殖活性と生存率も重要である。なぜなら、泌乳期乳腺における乳

産生量は、乳腺上皮細胞の総数と各細胞の乳産生能力の乗数で決定されるからである 

(Fernandez-Ballart et al. 1989; Hooper et al. 2020)。マウスとウシでは乳腺発達の期間や

泌乳期間が異なる (Rowson et al. 2012)。ウシ乳腺では長い泌乳期間を通して乳腺上皮細胞

数を維持するため、泌乳期においても乳腺上皮細胞は増殖している (Sorensen et al. 2006)。

一方、マウスの乳腺上皮細胞は泌乳期においてほとんど増殖しない (2015 年 筒井、未発表

データ)。そのため、乳腺上皮細胞の生存性と増殖性、あるいはその調節シグナルである AKT-

mTOR 経路や ERK1/2 経路に対して植物エストロゲンが及ぼす影響もウシとマウスで異な

ることが予想される。 

 前章において、ウシ乳腺上皮細胞をコラーゲンゲルで被膜したセルカルチャーインサー

ト上に播種し、BPE や Dex 存在下で培養することによって TJ 形成と乳分泌を行う培養モ
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デルの作製に成功した。また、作製した乳分泌モデルは乳房炎起炎菌毒素に対する炎症応答

を生体同様に再現することも確認された。そこで、本章では新たに作製したウシ乳分泌モデ

ルを用いて、植物エストロゲンがウシ乳腺上皮細胞の乳産生に及ぼす影響について調べた。

なお、調べる植物エストロゲンとして、第二章と同様にマメ科飼料に含有されるビオカニン

A、ホルモノネチン、ゲニステイン、ダイズイン、およびそれらの代謝産物であるパラエチ

ルフェノールとエクオールを選んだ。加えて、各植物エストロゲンがウシ乳腺上皮細胞の生

存性・増殖性に及ぼす影響も調べた。さらに、大豆飼料および赤クローバーサイレージを摂

取した後の乳牛における血中植物エストロゲン組成を in vitro で再現し、その植物エストロ

ゲン混合物がウシ乳腺上皮細胞の増殖性と乳産生、およびその調節シグナルへ及ぼす影響

についても検証した。 
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2 結果 

2.1 植物エストロゲンがウシ乳腺上皮細胞の増殖性および生存性に及ぼす影響 

 植物エストロゲンがウシ乳腺上皮細胞の増殖性に及ぼす影響を種類別に調べるため、低

密度で播種した乳腺上皮細胞を 1、5、10、25 µM の各植物エストロゲン存在下で 5.5 日間

培養した後、WST8 を用いて細胞増殖性を評価した (図 39A)。ビオカニン A 処理群および

ゲニステイン処理群では、濃度依存的に細胞増殖性が低下し、25 µM 処理ではコントロー

ル群の 4 割以下であった。ダイズイン処理群およびエクオール処理群においても、濃度依

存的に細胞増殖性が低下し、25 µM 処理ではコントロール群の 6 割程度であった。ホルモ

ノネチン処理群では 10 µM 以下では細胞増殖性はほとんど変化が認められなかったが、25 

µM 処理においては細胞数が 7 割程度に減少していた。一方、パラエチルフェノール処理群

ではいずれの濃度においても細胞増殖性に顕著な変化は確認されなかった。 

 続いて、植物エストロゲンがウシ乳腺上皮細胞の生存性に及ぼす影響を種類別に調べる

ため、コンフルエントに到達した乳腺上皮細胞を各植物エストロゲン存在下で 2 日間培養

した (図 39B)。ビオカニン A 処理群およびゲニステイン処理群では、25 µM 処理において

細胞数がコントロール群の 9 割程度に減少していた。一方、その他の植物エストロゲンで

はいずれの濃度においても細胞生存性に対する顕著な影響は確認されなかった。 

 

2.2 植物エストロゲンが AKT-mTOR 経路および ERK1/2 経路に及ぼす影響 

 植物エストロゲンが細胞増殖性や生存性に関わるシグナル経路に及ぼす影響を種類別に

調べるため、サブコンフルエント後から 1 日間、各植物エストロゲン存在下で培養を行い、

AKT、ERK1/2、および mTOR の発現量とそのリン酸化レベルをウェスタンブロッティン

グにより調べた (図 40)。パラエチルフェノールを除くすべての植物エストロゲン処理群に

おいて pAKT 量が濃度依存的に減少していた。また、pAKT の減少量は植物エストロゲン

の種類によって異なり、ビオカニン A 処理群およびダイズイン処理群では 25 µM 処理にお 
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いてコントロール群の 6.5 割程度に減少し、ホルモノネチン処理群およびエクオール処理群

では 25 µM 処理において 7.5 割程度に減少し、ゲニステイン処理群では 25 µM 処理におい

て 8 割程度に減少していた。また、ビオカニン A 処理群およびゲニステイン処理群の 25 

µM 処理においては pERK1/2 量もコントロール群の 8 割程度に減少していた。パラエチル

フェノールは pAKT 量にも pERK1/2 量にも影響していなかった。また、AKT 量、ERK1/2

量、pmTOR 量および mTOR 量はいずれの植物エストロゲンによっても顕著な変化は確認

されなかった。 

 

2.3 植物エストロゲンがウシ乳腺上皮細胞の乳産生に及ぼす影響 

 植物エストロゲンがウシ乳腺上皮細胞の乳産生に及ぼす影響を種類別に調べるため、乳

分泌モデルに各植物エストロゲン処理を 2 日間施し、細胞内およびインサート内層の培地

中に分泌された β-カゼイン量とラクトフェリン量をウェスタンブロッティングにより調べ

た (図 41A)。ビオカニン A 処理群では、25 µM 処理において培地中 β-カゼイン量がコント

ロール群の 4 割以下に減少し、細胞内および培地中のラクトフェリン量も 7 割程度に減少

していた。ゲニステイン処理群では、10 µM 処理において細胞内 β-カゼイン量が約 1.4 倍

に有意に増加し、培地中 β-カゼイン量も約 1.4 倍に増加していたが、有意差は確認されなか

った。一方、ゲニステイン 25 µM 処理群では細胞内 β-カゼイン量が 9 割程度に減少してい

た。また、培地中 β-カゼイン量、細胞内および培地中ラクトフェリン量もそれぞれ 7 割、9

割、8 割程度に減少していたが、有意差は確認されなかった。パラエチルフェノール処理群

では細胞内ラクトフェリン量が約 1.2 倍に増加していた。細胞内 β-カゼイン量や培地中ラ

クトフェリン量も増加していたが、有意差は確認されなかった。ダイズイン処理群やエクオ

ール処理群においては、培地中 β-カゼイン量が 1.3 倍以上に増加していたが、有意差は確認

されなかった。ホルモノネチン処理群では β-カゼインとラクトフェリンの産生に対する変

化はほとんど見られなかった。 
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続いて、各植物エストロゲン 25 µM 処理における乳タンパク質 (β-カゼイン：CSN2、ラ

クトフェリン：LF、α-ラクトアルブミン：LALBA、α-カゼイン：CSN1S1)の mRNA 発現

量を定量 PCR により調べた (図 41B)。ビオカニンA処理群ではCSN2 および LFのmRNA

発現量がそれぞれコントロール群の 5 割、6 割程度に低下していた。ゲニステイン処理群で

は LF の発現量が 7 割程度に減少していたが、CSN2 はコントロール群と同レベルであっ

た。一方、LALBA はダイズイン処理群およびエクオール処理群で 2.3 倍以上に増加してい

た。また、ホルモノネチン処理群とパラエチルフェノール処理群ではこれらの乳タンパク質

の mRNA 発現量に対する顕著な影響は確認されなかった。CSN1S1 はいずれの植物エスト

ロゲンにおいても、コントロール群に対して有意差は認められたかった。 

 

2.4 植物エストロゲンが STAT5 および STAT3 に及ぼす影響 

 各植物エストロゲンが乳産生を促進する STAT5 経路と抑制する STAT3 経路に及ぼす影

響をウェスタンブロッティングにより調べた (図 42)。ビオカニン A 処理群では、25 µM 処

理において pSTAT5 量がコントロール群の 7 割程度に減少していた。また、pSTAT3 量は

10 µM 処理では 1.3 倍、25 µM 処理では 1.4 倍に増加していた。ゲニステイン処理群では、

10 µM 処理により pSTAT5 量が約 1.3 倍に増加し、25 µM 処理により pSTAT3 量が約 1.3

倍に増加していた。また、ホルモノネチン 25 µM 処理群では pSTAT3 量が 1.3 倍以上に増

加していたが、pSTAT5 量はコントロールと同レベルであった。ダイズイン処理群およびエ

クオール処理群では濃度依存的に pSTAT5 量が増加し、25 µM 処理ではコントロール群の

1.5 倍以上であった。パラエチルフェノール処理群では pSTAT5 量や pSTAT3 量に対する

顕著な影響は確認されなかった。また、いずれの植物エストロゲンも STAT5 量と STAT3

量には影響していなかった。 
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2.5 植物エストロゲン混合物がウシ乳腺上皮細胞の増殖性とその調節シグナル経路に及ぼ

す影響 

 マメ科植物を摂取したウシの血中には複数の植物エストロゲンが存在する。そのため、生

体のウシ乳腺上皮細胞は同時に複数の植物エストロゲンに暴露されていることになる。そ

こで、マメ科植物摂取後のウシ血中の植物エストロゲン組成  (Woclawek-Potocka et al. 

2008; Mustonen et al. 2009)に基づいて調製した植物エストロゲン混合物がウシ乳腺上皮

細胞の増殖性や増殖を調節するシグナル分子 (AKT、ERK1/2)の活性化に及ぼす影響を調べ

た。なお、植物エストロゲン混合物として、大豆モデル (パラエチルフェノール：ゲニステ

イン：エクオール = 5 µM：0.5 µM：0.5 µM)および赤クローバーモデル (エクオール：ダ

イズイン：ホルモノネチン = 20 µM：2 µM：0.2 µM)の培地を調製し、その培地で乳腺上皮

細胞を培養した。 

 大豆モデルでは細胞増殖性がコントロール群と比べて約 1.1 倍であり、ゲニステイン 0.5 

µM 処理群およびエクオール 0.5 µM 処理群と同様に細胞増殖性が増加していた (図 43A)。

しかし、大豆モデルの植物エストロゲン混合物は pAKT、AKT、pERK1/2、ERK1/2 の量

にほとんど影響していなかった。一方、赤クローバーモデルでは細胞増殖性がエクオール 20 

µM 処理群と同様に 8 割程度に低下していた (図 43B)。また、赤クローバーモデルでは、

pAKT 量がコントロール群の 8 割程度に減少していたが、有意差は確認されなかった。

pmTOR 量と mTOR 量はダイズイン 2 µM 処理群とホルモノネチン 0.2 µM 処理群の間に

有意差が確認された。しかし、赤クローバーモデルではコントロール群との間に有意差は確

認されなかった。 
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2.6 植物エストロゲン混合物がウシ乳腺上皮細胞の乳産生とその調節シグナル経路に及ぼ

す影響 

 大豆モデルの植物エストロゲン混合物で 2 日間処理した乳腺上皮細胞では、細胞内およ

び培地中の β-カゼイン量とラクトフェリン量に顕著な影響は確認されなかった (図 44A)。

pSTAT5 量はコントロール群の約 1.2 倍に増加していたが、統計的な有意差は確認されなか

った。一方、赤クローバーモデルでは培地中ラクトフェリン量が約 1.4 倍に増加し、統計的

な有意差も確認された (図 44B)。また、pSTAT5 量も約 1.4 倍に増加していたが、統計的

な有意差は確認されなかった。続いて、乳タンパク質合成への影響を定量 PCR により

mRNA レベルで調べたところ、赤クローバーモデルでは LALBA がコントロール群の 2 倍

以上に増加していた (図 44C)。しかし、大豆モデルでは乳タンパク質の mRNA 発現量への

顕著な影響は確認されなかった。 
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3 考察 

 大豆や赤クローバーなどのマメ科植物は乳牛の飼料として多用されている。マメ科植物

は根粒菌とともに窒素固定を行うことで土壌を改良するほか (Masson-Boivin et al. 2009; 

Signorelli et al. 2020)、豊富にタンパク質が含まれており栄養の面から乳生産の向上に寄与

する (Moorby et al. 2016; Nursoy et al. 2018)。大豆や赤クローバーには生理活性物質であ

る植物エストロゲンが豊富に含まれているが、含有する植物エストロゲンの種類や量は植

物の種類や部位 (葉、茎、根)によって異なる (Lookhart 1980; Mazur 1998; Andersen et 

al. 2009)。しかし、泌乳期の乳産生における植物エストロゲンの影響を種類別に検証した例

はない。その理由の 1 つとして、これらの植物エストロゲンは生体内で別の植物エストロ

ゲンに代謝され、さらにその代謝能力には個体差があることが挙げられる (Watanabe et al. 

1998; Zhao et al. 2006)。そのため、生体レベルで各植物エストロゲンの影響を種類別に調

べることは難しい。そこで、本章では前章で作製した乳分泌モデルを用いて植物エストロゲ

ンがウシ乳腺上皮細胞の増殖性や乳産生およびその調節シグナル経路に及ぼす影響につい

て検証した。その結果、植物エストロゲンはマウス乳腺上皮細胞とはやや異なる様式で種類

別にウシ乳腺上皮細胞に作用することが明らかになった (表 2、表 1；52 ページ)。 

 泌乳期の乳腺上皮細胞ではプロラクチン/STAT5 経路が活性化し、様々な乳成分を産生す

るようになる (Watson and Burdon 1996)。一方、離乳後や乳房炎時の乳腺上皮細胞では

STAT3 経路の活性化とともに乳産生が低下する (Singh et al. 2016)。乳分泌モデルを用い

て各植物エストロゲンが乳腺上皮細胞の乳産生やこれらのシグナル経路へ及ぼす影響を調

べたところ、ビオカニン A は β-カゼインおよびラクトフェリンの産生量を減少させるとと

もに、STAT5 の不活性化と STAT3 の活性化を誘導した。ゲニステインは 10 µM では β-カ

ゼインの分泌量増加とともに STAT5 を活性化させたが、25 µM では β-カゼインの産生を低

下させ、STAT3 の活性化を引き起こしていた。ダイズインやエクオールの場合では STAT5

経路が活性化しており、LALBA が有意に増加していた。以上より、各植物エストロゲンは 
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転写因子である STAT5、STAT3 の活性化/不活性化を介してウシ乳腺上皮細胞の乳産生に

対して種類別に促進的にも阻害的にも作用することが明らかになった。 

泌乳期間が長い乳牛では、マウスの場合とは異なり泌乳期においてもウシ乳腺上皮細胞

は増殖活性を示す (Sorensen et al. 2006)。また、乳腺上皮細胞の増殖性や生存性は EGF 刺

激によって活性化する下流の ERK1/2 経路やインスリン刺激によって活性化する下流の

AKT-mTOR 経路により促進・維持されることが知られている (Worster et al. 2012)。そこ

で、各植物エストロゲンが乳腺上皮細胞の増殖性とこれらのシグナル経路の活性化/不活性

化に及ぼす影響を調べたところ、パラエチルフェノールを除くすべての植物エストロゲン

が濃度依存的に乳腺上皮細胞の増殖を抑制することが判明した。また、パラエチルフェノー

ルを除く各植物エストロゲン処理は AKT のリン酸化レベルを低下させていた。ほとんどの

植物エストロゲンは ER との親和性を有し、下流の細胞内シグナル経路を活性化させる作

用がある (Pfitscher et al. 2008)。ER 経路の活性化は AKT 経路を調節する (Bjornstrom 

and Sjoberg 2005; Cotrim et al. 2013)。ゲニステインやエクオールは ER 経路を介して細

胞増殖を抑制することも知られている (Obiorah et al. 2014; Weis and Raetzman 2019)。

また、ダイズインやエクオールは乳ガン細胞において AKT 経路を不活性化し、細胞増殖性

を抑制する (Kaushik et al. 2018; Zhang et al. 2019)。以上のことから、パラエチルフェノ

ールを除く植物エストロゲンはAKT経路の不活性化を介して乳腺上皮細胞の増殖を抑制す

ると考えられる。一方、パラエチルフェノールはゲニステインの代謝物であるが、ER との

結合能を有しておらず、ER 経路にほとんど影響を及ぼさない (Pfitscher et al. 2008)。そ

のためパラエチルフェノールではAKT活性や細胞増殖性に対する影響がほとんどなかった

のかもしれない。さらに、ビオカニンA およびゲニステインで処理した乳腺上皮細胞は EGF

下流のシグナル分子である ERK1/2 のリン酸化レベルも低下していた。ビオカニン A やゲ

ニステインはEGF刺激によるチロシンキナーゼ活性の阻害作用を示すことが報告されてい

る (Manna 2012)。そのため、ビオカニン A やゲニステインは ERK1/2 の阻害作用を示し、
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細胞増殖性だけでなく生存性にも影響を及ぼしたのかもしれない。以上より、植物エストロ

ゲンは AKT 経路や ERK1/2 経路の活性化阻害を介して種類依存的にウシ乳腺上皮細胞の

増殖性・生存性を低下させると考えられる。 

マメ科植物は 1 種類だけではなく複数の植物エストロゲンを含んでいる。また、マメ科

植物を摂取した場合、各植物エストロゲンは消化管内の微生物や肝臓によって代謝され、さ

らに多くの種類の植物エストロゲンに変換される。これらの植物エストロゲンがそれぞれ

体内に吸収されるため、実際の生体では複数の植物エストロゲンが同時に存在しているこ

とになる (Woclawek-Potocka et al. 2008; Mustonen et al. 2009)。また、大豆飼料や赤ク

ローバーサイレージの給与によって、乳牛の乳生産性に顕著な影響が確認されない場合も

報告されている (Broderick et al. 2015; Broderick 2018)。そこで、大豆飼料もしくは赤ク

ローバーサイレージ摂取後の血中植物エストロゲン濃度を参考に、大豆モデル (パラエチル

フェノール：ゲニステイン：エクオール = 5 µM：0.5 µM：0.5 µM)および赤クローバーモ

デル (エクオール：ダイズイン：ホルモノネチン = 20 µM：2 µM：0.2 µM)を調製し、生体

同様に複数のイソフラボンが同時に存在する状況で乳腺上皮細胞の増殖性と乳産生に及ぼ

す影響を調べた。その結果、大豆モデルでは細胞増殖性がわずかに上昇したが、一方で赤ク

ローバーモデルではエクオール 20 µM 処理と同様に AKT の不活性化とともに細胞増殖性

が低下していた。さらに、mTOR 量および pmTOR 量はダイズイン処理群では増加する傾

向を示し、ホルモノネチン処理群では減少する傾向を示していたが、これらを含有する赤ク

ローバーモデルではコントロール群と同レベルを示した。したがって、植物エストロゲンが

複数存在していた場合、その影響は個々の影響を反映する場合や相殺される場合があるこ

とが明らかになった。一方、大豆モデルと赤クローバーモデルの植物エストロゲン混合物に

おいて、乳産生とその調節転写因子に阻害的な影響は確認されなかった。そのため、泌乳期

乳牛への従来通りの大豆飼料や赤クローバーサイレージの給与による植物エストロゲン摂

取は、乳腺上皮細胞の乳産生能力に対してほとんど影響を及ぼしていないことが示唆され
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た。しかし、乳牛のイソフラボン代謝能力と体内への吸収量はルーメン微生物やウシの健康

状態によっても変化する (Woclawek-Potocka et al. 2008; Kowalczyk-Zieba et al. 2011)。

例えば、植物エストロゲンの代謝活性が低い場合、ビオカニン A やゲニステインなど阻害

的に作用する植物エストロゲンの血中濃度が上昇し、代謝活性が高い場合ではエクオール

などの促進的に作用する植物エストロゲンの血中濃度が上昇する。したがって、乳牛へのマ

メ科飼料の給与は、各個体の植物エストロゲン代謝能力を踏まえた上で行う必要があると

考えられる。 

本章では、乳牛へ給与されるマメ科植物に含まれる植物エストロゲンが乳腺上皮細胞の

増殖性、生存性、乳産生、およびそれらに関連する細胞内シグナル経路に及ぼす影響を調べ

た。その結果、パラエチルフェノールを除く植物エストロゲンは AKT 経路の不活性化とと

もに乳腺上皮細胞の増殖性を低下させることが明らかになった。また、各植物エストロゲン

は STAT5、STAT3 の活性化/不活性化を介してウシ乳腺上皮細胞の乳産生能力に対しても

影響を及ぼしていた。興味深いことに、植物エストロゲン代謝経路の上流から下流に向かっ

て、各植物エストロゲンの乳産生への影響は阻害的作用から促進的作用に変化していた。さ

らに、複数の植物エストロゲンが存在すると、その影響は個々の植物エストロゲンの影響を

そのまま反映する場合と相殺される場合があることも明らかになった。以上の新規知見よ

り、乳牛へのマメ科植物給与の際には、含まれる植物エストロゲンの種類や量、乳牛におけ

る植物エストロゲンの代謝能力などに配慮する必要があることを提案する。 
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第五章 総括 

 本研究では、乳腺上皮細胞の乳生産性に対する植物エストロゲンの生理作用と作用機序

の解明を試みた。そのために第二章では、マウス乳腺上皮細胞の乳分泌モデルを用いた培養

実験と泌乳期マウスへの腹腔内投与による生体実験を行い、各植物エストロゲンが乳産生

に及ぼす影響を調べた。第三章では、植物エストロゲンがウシ乳腺上皮細胞の乳産生に及ぼ

す影響を調べるための in vitro 乳分泌モデルを作製し、その生体反映性について乳房炎起炎

菌毒素を用いた実験により検証した。第四章では、作製した乳分泌モデルを用いて各植物エ

ストロゲンがウシ乳腺上皮細胞の乳産生に及ぼす影響を調べた。 

第二章の結果から、まず、in vitro におけるマウス乳腺上皮細胞の乳産生に対して植物エ

ストロゲンは種類依存的に影響を及ぼすことが明らかになった。植物エストロゲンは、TJ

による Blood-milk barrier に対しても種類依存的に作用し、クメストロールやゲニステイ

ンは乳腺上皮細胞のアポトーシスをも誘導していた。また、植物エストロゲンを泌乳期マウ

スに腹腔内投与した実験により、植物エストロゲンが生体の乳産生に対しても種類依存的

に影響することが判明した。さらに、ゲニステインによる乳産生抑制作用の作用機序を調べ

たところ、ゲニステインは STAT5 の新規のリン酸化を阻害することで乳産生を抑制するこ

とが明らかになった。以上より、植物エストロゲンはマウス乳腺上皮細胞の乳産生や Blood-

milk barrier に対して in vitro と in vivo の両方で種類依存的に特定の作用機序を介して影

響を及ぼすことが明らかになった。 

第三章では、まず、ウシ乳腺上皮細胞を用いた in vitro 乳分泌モデルの作製を試みた。そ

の結果、細胞の足場としてコラーゲンゲルで被覆したセルカルチャーインサートが適して

いること、培地添加成分として BPE と Dex が有効であることが判明した。泌乳期の乳腺上

皮細胞は乳成分を合成するため、側底部細胞膜に局在する輸送体を介してグルコースやア

ミノ酸などの基質を細胞内に取り込む。各乳成分を合成した後、乳タンパク質や乳糖は開口

分泌により、乳脂質は離出分泌により頂端部細胞膜から乳腺胞内腔に分泌される。また、こ
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のような細胞極性を獲得するためには、TJ の形成が必要不可欠である。なぜなら、TJ は頂

端部側から分泌された乳成分が体内に漏出することを防ぎ、側底部側細胞膜と頂端部細胞

膜を区画することによって膜タンパク質の特異的な局在を維持しているからである。しか

し、従来の培養モデルでは乳産生能力のみが重視され、TJ を有する培養モデルは存在して

いなかった。一方で今回作製した乳分泌モデルでは、乳腺上皮細胞は乳産生能力を備え、強

固なTJを形成し、なおかつ膜タンパク質の局在や乳分泌にも明確な細胞極性が確認された。

また、作製した乳分泌モデルは乳房炎起炎菌毒素である LPS および LTA の刺激を受けて、

生体と同様に炎症反応を起こすとともに乳産生を低下させることが細胞内シグナル経路レ

ベルで確認された。さらに、LPS や LTA が膜タンパク質の細胞内局在を特異的に変化させ

ることが新たに見出された。以上より、作製した乳分泌モデルは乳房炎起炎菌毒素に対して

生体同様の反応を示し、ウシ乳腺上皮細胞の乳産生に対する生理活性物質の影響を調べる

モデルとして適していることが明らかになった。 

 第四章では、作製した乳分泌モデルを用いて植物エストロゲンがウシ乳腺上皮細胞の乳

産生に及ぼす影響を調べた。その結果、植物エストロゲン代謝経路の上流であるビオカニン

A やホルモノネチン、高濃度のゲニステインでは乳産生に阻害的な影響を示すことが明ら

かになった。一方、代謝経路の下流であるエクオール、ダイズインおよび低濃度のゲニステ

インでは乳産生に促進的な作用が確認された。植物エストロゲンの一部はルーメン・下部消

化管や肝臓で下流の植物エストロゲンへ代謝・変換される。すなわち、泌乳期の乳産生と植

物エストロゲンの代謝作用には因果関係があることが見出された。また、乳牛の泌乳期間は

280 日程度と長いため、乳腺上皮細胞は泌乳期においても増殖活性を示す。そこで、植物エ

ストロゲンが乳腺上皮細胞の増殖性に及ぼす影響を調べたところ、パラエチルフェノール

を除くすべての植物エストロゲンにおいて増殖活性ならびに増殖性に関わるAKT経路の活

性化レベルが低下していた。乳牛の乳腺における乳産生は個々の乳腺上皮細胞の乳産生能

と細胞数の乗数により決定される。そのため、植物エストロゲンの過剰摂取は細胞数の低下



108 

 

を招き、結果として乳産生を低下させるかもしれない。さらに、複数の植物エストロゲン存

在下での影響を調べた。その結果、乳牛が大豆飼料や赤クローバー飼料などを摂取した場合

に血中に存在する植物エストロゲンは、ウシ乳腺上皮細胞の乳産生能力にほとんど影響し

ないことが判明した。また、単独の植物エストロゲンの影響が複数存在下でも反映される場

合や複数の植物エストロゲンの作用が相殺される場合があることも明らかになった。 

 以上より、植物エストロゲンはマウスやウシ乳腺上皮細胞の乳産生に対して種類依存的

に影響を及ぼすことが明らかになった。本研究で得られた研究成果に基づき、泌乳牛へのマ

メ科植物の給与は、含まれる植物エストロゲンの種類や量および個々の植物エストロゲン

代謝能力を考慮する必要があることを提案する。また、本研究で作製した in vitro 乳分泌モ

デルは生体反映性の高いモデルであり、乳産生メカニズムを分子・細胞レベルで解明する研

究に適していることも証明された。今後、ウシの乳生産性を調節する生理活性物質のスクリ

ーニング実験や個体レベルでは調べることが困難である乳産生メカニズムの解明にこの培

養モデルを活用することによって、乳牛の乳生産性向上に寄与することが期待される。 
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第六章 材料と方法 

1 実験動物 

 本実験では、マウス由来乳腺上皮細胞を単離するために 9–14 週齢の未経産 ICR 雌マウ

ス、および植物エストロゲンの投与実験のために泌乳期 ICR マウスを供試した (三協ラボ

サービス)。実験期間中は、自由採食 (ラボ MR ストック、日本農産工業)、自由飲水で飼育

した。飼育室の温度は 24°C 前後、12 時間ごとの明暗条件で管理した。また、ウシ由来乳腺

上皮細胞を単離するため、6–7 年齢の乾乳期ホルスタイン牛 (北海道大学北方生物圏フィー

ルド科学センター生物生産研究農場)、および乳腺組織の免疫染色のために泌乳期ホルスタ

イン牛 (国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研究機構動物衛生研究所北海道支所)を

供試した。ホルスタイン牛は静脈内へのフェノバルビタールナトリウムの過剰投与  (20 

mg/kg)した後、頸動脈から放血することで安楽死させた。本研究における動物実験は、国立

大学法人北海道大学動物実験に関する規定あるいは国立研究開発法人農業・食品産業技術

総合研究機構の動物実験等実施規定に基づいて行った。 

 

2 試薬類 

 本実験に用いたエストラジオール (E2)、ホルモノネチン (Fo)、パラエチルフェノール 

(Pe) およびエクオール (Eq)は Sigma-Aldrich から購入した。ビオカニン A (Bi)およびダ

イズイン (Da)は LKT Laboratories、クメストロール (Co)およびゲニステイン (Ge)は

Santa Cruz から購入した。また、LPS (E. coli O55:B5 由来)および LTA (S. aureus 由来)は

Sigma-Aldrich から購入し、IL1β、TNFα、IL6、IL8、CCL5 は Kingfisher Biotech から購

入した。JSH-23 は Toronto Research Chemicals、SB23058 は和光純薬工業、AG1478 は

Enzo Life Sciences から購入した。また、特定の実験に使用した試薬類の購入先は各実験方

法の小節に記述している。 
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免疫染色およびウェスタンブロッティングに用いた一次抗体の購入先と希釈率は表 3 に

示す通りである。なお、ウシ乳腺上皮細胞に用いる β-カゼインの抗体は、Sigma-Aldrich か

ら購入した β-カゼインを BALB/c マウスに投与することによって作製した。 

免疫染色の二次抗体は、Thermo Fisher から購入した Alexa 488 標識抗ウサギ IgG 抗体 

(ヤギ由来)、Alexa 488 標識抗マウス IgG 抗体 (ヤギ由来)、Alexa 647 標識抗ウサギ IgG 抗

体 (ヤギ由来)、Alexa 546 標識抗マウス IgG 抗体 (ヤギ由来)、Alexa 555 標識抗ウサギ IgG

抗体 (ヤギ由来)、Alexa 488 標識抗ヤギ IgG 抗体 (ロバ由来)、Alexa549 標識抗ウサギ IgG

抗体 (ロバ由来)をそれぞれ 200 倍希釈で使用した。ウェスタンブロッティングの二次抗体

は、Sigma-Aldrich から購入した Horseradish peroxidase 標識の抗ウサギ、抗ヤギあるい

は抗マウス IgG 抗体 (×2500–5000)を使用した。 

 

3 マウス由来乳腺上皮細胞の培養に用いる増殖培地および分化培地の調製 

 基礎培地として、1%ペニシリン・ストレプトマイシン・グルタミン混合液  (Thermo 

Fisher)を含む RPMI-1640 培地 (Sigma-Aldrich)を使用した。 

増殖培地として、5%ウシ胎児血清 (FBS、Boehringer Mannheim)、5 µg/mL インシュリ

ン (和光純薬工業)、10 ng/mL 上皮成長因子 (EGF、BD Biosciences)を含む基礎培地を使

用した。なお、FBS は 57°C で 30 分間の非働化処理を施したものを使用した。 

分化培地として、1% FBS、10 µg/mL インシュリン、10 ng/mL EGF、0.5 U/mL プロラ

クチン (Sigma-Aldrich)、1 µM デキサメタゾン (Dex、Sigma-Aldrich)を含む基礎培地を

使用した。なお、上記のプロラクチンは 2017 年に製造中止になったため、以降の実験では

100 ng/mL プロラクチン (Protein Laboratories Rehovot)もしくは 0.1%ウシ脳下垂体抽出

物 (BPE、KURABO)を使用した。また、内因性因子の E2 および外因性因子の植物エスト

ロゲンを含む分化培地も調製した。なお、E2 および植物エストロゲンを加える培養実験で

は、分化培地の Dex 濃度を 1 nM とした。 
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4 ウシ由来乳腺上皮細胞の培養に用いる増殖培地および分化培地の調製 

 基礎培地として、1%ペニシリン・ストレプトマイシン・グルタミン混合液および 5 mM

酢酸ナトリウムを含む DMEM/F12 培地 (Sigma-Aldrich)を使用した。 

細胞増殖性や生存性を調べる際の増殖培地として、1% FBS、5 µg/mL ITS-X (和光純薬

工業)、10 ng/mL EGF、14.1 µg/mL ホスホリルエタノールアミン (Sigma-Aldrich)を含む

基礎培地を使用した。 

コラーゲンゲルを被膜したセルカルチャーインサート上培養の増殖培地として、5 

mg/mL ウシ血清アルブミン (BSA、Sigma-Aldrich)、5 µg/mL ITS-X、10 ng/mL EGF、

14.1 µg/mL ホスホリルエタノールアミンを含む基礎培地を使用し、乳分泌誘導培地として、

5 mg/mL BSA、5 µg/mL ITS-X、10 ng/mL EGF、14.1 µg/mL ホスホリルエタノールアミ

ン、0.1% BPE、100 nM Dex、100 µM オレイン酸 (Sigma-Aldrich)を含む基礎培地を使用

した。なお、オレイン酸は 50 mg/mL BSA 溶液に懸濁した後に超音波処理を施し、可溶化

したものを培地調製に用いた。 

 

5 カバーグラスのコーティング処理 

免疫染色用の乳腺上皮細胞は、接着性を向上させるためコラーゲンコーティングを施し

たカバーグラス上に播種した。コーティングの前処理のため、カバーグラス (松浪硝子、直

径 15 mm)を 1 M NaOH に浸して 30 分間室温で振盪し、超純水で 3 回洗浄した後、1 M 

HCl に浸して 30 分間室温で振盪した。超純水で 3 回洗浄した後、70%エタノールに浸して

10 分間室温で振盪し、クリーンベンチ内でエタノールを揮発させてカバーグラスを乾燥さ

せた。続いて、ブタ腱由来Ⅰ型コラーゲン (セルマトリックス Type IA；0.1 mg/mL、新田

ゼラチン)と Poly-L-Lysine (2.5 µg/mL、Sigma-Aldrich)を含む 0.1%酢酸溶液に浸し、カバ

ーグラス同士が重ならないように注意して 4°C で一晩浸漬した。浸漬後、コーティングし
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たカバーグラスは PBS (8.0 g/L NaCl、0.20 g/L KCl、1.15 g/L Na2HPO4、0.20 g/L KH2PO4)

で 2 回洗浄した後、培養に使用した。 

 

6 コラーゲンゲルの調製 

ウシ乳腺上皮細胞の乳分泌モデルではセルカルチャーインサートの被膜材として、コラ

ーゲンゲルを用いた。コラーゲンゲルはセルマトリックス Type IA、5 倍濃縮 DMEM/F12

培地、コラーゲンゲル再構成用緩衝溶液をそれぞれ 7：2：1 の比率で氷上にて混合した後、

24 well 用インサートに 75 µL 滴下し、37°C で 30 分間静置してゲル化させた。なお、コラ

ーゲンゲル再構成用緩衝溶液は 2.2% NaHCO3 および 200 mM HEPES を含む 0.05 N 

NaOH 溶液を濾過滅菌したものを使用した。 

 

7 マウスおよびウシ乳腺上皮細胞の単離 

未経産マウス 2 匹を頸椎脱臼によって安楽死させた後、速やかに腹部の皮膚を剥離して

第 4 乳腺を採取した。取り出した乳腺を PBS の入った 50 mL チューブに移し、クリーン

ベンチ内で PBS による洗浄を 3 回行った。続いて、ピンセットを用いてリンパ節や結合組

織を除去した後、メスで乳腺を 0.5–1.0 mm 角に細切した。また、ウシ乳腺上皮細胞の場合、

屠殺後の乾乳期ホルスタイン牛から採取した乳腺実質を基礎培地で洗浄した後、氷冷下で

保存しながら研究室に運び、クリーンベンチ内で細切した。細切したマウスあるいはウシの

乳腺はコラゲナーゼ溶液 40 mL の入った 50 mL チューブに移し、37°C に設定した恒温振

盪機 (TAITEC)内で反応させた。なお、コラゲナーゼ溶液としてマウスの場合は 0.75 

mg/mL コラゲナーゼ (和光純薬工業)を含む基礎培地、ウシの場合は 1.5 mg/mL コラゲナ

ーゼを含む基礎培地を使用した。マウスの場合は 1 時間、ウシの場合は 1.5 時間振盪しなが

ら 37°C でコラゲナーゼと反応させた後、パスツールピペットを用いてピペッティングを行
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い、さらに同時間振盪した。反応終了後、再びパスツールピペットでピペッティングを行い、

遠心分離機 (KUBOTA2010、久保田製作所)を用いて遠心分離 (645 g、1 分間)し、上清を

取り除いた。沈殿画分に基礎培地 5 mL を加え、ピペッティングによってほぐした後、その

懸濁液を新しい 15 mL チューブに移し、最終濃度が 0.2%となるように 2%トリプシン 

(GIBCO)を含む PBS を加えた。室温でトリプシンと反応させながら、沈殿の塊が肉眼的に

観察されなくなるまでピペッティングした。遠心分離 (645 g、1 分間)して上清を取り除い

た後、基礎培地 2 mL と FBS 4 mL を加え、ピペッティングによって沈殿をほぐし、低速

で遠心分離 (3 g、5 分間)した。得られた沈殿に基礎培地 5 mL を加え、ピペッティングに

より沈殿をほぐした後に遠心分離 (645 g、1 分間)し、上清を取り除いた。新たに 0.2%トリ

プシン溶液を含む基礎培地を 6 mL 加え、ピペッティングによって沈殿をほぐし、遠心分離 

(645 g、1 分間)した。上清を取り除いた後、基礎培地 2 mL と FBS 4 mL を加え、ピペッテ

ィングして沈殿をほぐし、低速で遠心分離 (3 g、5 分間)した。遠心後に上清を取り除いて

得られた沈殿を乳腺上皮細胞塊として実験に使用した。なお、単離したウシ乳腺上皮細胞塊

は細胞凍結保存液バンバンカーⓇ (GC リンフォテック)に懸濁し、液体窒素中で凍結保存し

た。 

 

8 マウス乳腺上皮細胞の培養 

前述の「7 マウスおよびウシ乳腺上皮細胞の単離」の操作により得られた乳腺上皮細胞塊

を増殖培地で懸濁し、播種した。なお、ウェスタンブロッティングおよび定量 PCR 用サン

プルの場合は、12 well 細胞培養プレート (Techno Plastic Products)の各 well に 2 個のク

ローニングシリンダー (直径 5 mm、Cloning Ring、旭硝子)を立てたもの、もしくは 24 well

細胞培養プレート (BD Biosciences)の各 well に 1 個のクローニングシリンダーを立てたも

のに、乳腺上皮細胞が入った増殖培地を 200 µL ずつシリンダー内に滴下した。また、シリ

ンダーが動かないように注意しながらシリンダーの外側にも増殖培地を適量入れた。免疫
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染色用サンプルの場合は、6 well 細胞培養プレート (Techno Plastic Products)の各 well に

コラーゲンコーティングしたカバーグラスを 3 枚配置し、その上にシリンダーを立てた。

前述のウェスタンブロッティング用サンプルの場合と同様に乳腺上皮細胞が入った増殖培

地を 200 µL ずつシリンダー内に入れ、各 well のシリンダーの外側にも増殖培地を適量入

れた。セルカルチャーインサート培養の場合は、乳腺上皮細胞が入った増殖培地を 200 µl

ずつインサート内層に入れ、外層にも増殖培地を 600 µL 入れた。セルカルチャーインサー

トは BD Biosciences から購入したポリエチレンテレフタレート膜の 24 well 用 (ポアサイ

ズ 0.4 µm)を使用した。 

 増殖培地で 4 日間培養後、シリンダーを取り除き、さらに 2 日間増殖培地で培養した。

続いて、分化培地で乳腺上皮細胞の分化誘導を行った。増殖培地を除いた後、12 well 細胞

培養プレートの場合は 750 µL、24 well 細胞培養プレートの場合は 400 µL、6 well 細胞培

養プレートの場合は 2000 µL、セルカルチャーインサートの場合は内層に 250 µL、外層に

800 µL の分化培地を入れた。分化培地で 3 日間培養後、実験に応じて E2 および植物エス

トロゲン(0.1–25 µM)を含む分化培地で 2 日間もしくは 7 日間培養した。なお、分化培地の

培地交換は 2 日に 1 度あるいは毎日行った。 

 

9 ウシ乳腺上皮細胞の培養 

前述の「7 マウスおよびウシ乳腺上皮細胞の単離」の操作で凍結保存した乳腺上皮細胞を

解凍後、増殖培地で懸濁した。細胞増殖性や生存性およびその調節シグナル経路への影響を

調べる実験の場合、まず、懸濁した乳腺上皮細胞塊を 60 mm2ディッシュ (BD Biosciences)

に播種し、培養した。コンフルエント後、0.2%トリプシンおよび 2 mM エチレンジアミン

四酢酸を含む PBS により乳腺上皮細胞をディッシュから剥離し、細胞密度を血球計算盤で

測定した。細胞増殖性を調べる場合、継代した乳腺上皮細胞を 1 × 103 cell/well で 96 well

細胞培養プレートに播種した。播種 12 時間後、細胞が接着したことを確認し、植物エスト
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ロゲンを含む単層培養用増殖培地に交換し、さらに 5.5 日間培養した。細胞生存性を調べる

場合、継代した乳腺上皮細胞を 1 × 104 cell/well で 96 well 細胞培養プレートに播種した。

コンフルエント後、植物エストロゲンを含む専用の増殖培地に交換し、2 日間培養を行った。

また、細胞増殖に関わるシグナル経路への影響を調べる場合、継代した乳腺上皮細胞を 2 × 

104 cell/well で 48 well 細胞培養プレートに播種した。サブコンフルエント後、植物エスト

ロゲンを含む単層培養用増殖培地に交換し、1 日間培養を行った。 

乳分泌モデル作製のため、解凍した乳腺上皮細胞塊を専用の増殖培地に懸濁し、24 well

細胞培養プレートの各 well に 1 個ずつ立てたクローニングシリンダー、セルカルチャーイ

ンサート、もしくはコラーゲンゲルを被膜したセルカルチャーインサート内に 200 µL ずつ

播種した。また、専用の増殖培地をそれぞれシリンダーの外側に 400 µL、もしくはインサ

ート外層に 600 µL 入れた。増殖培地で 3 日間培養後、プレートの各 well からシリンダー

を取り除き、新しい増殖培地に交換し、さらに 2 日間培養した。コンフルエント後、乳分泌

誘導培地に交換し、4 日間培養した。なお、乳分泌誘導中はインサートを用いた培養の場合、

インサート内層には 1%ペニシリン・ストレプトマイシン・グルタミン混合液含む

DMEM/F12 培地を 200 µL 入れた。乳分泌誘導後、実験に応じて LPS、LTA、炎症性サイ

トカインあるいは植物エストロゲンを含む乳分泌誘導培地に交換し、さらに 2 日間培養し

た。なお、乳分泌誘導培地の培地交換は 1 日に 1 度行った。また、LPS および LTA はイン

サート内層のみに添加し、炎症性サイトカインおよび植物エストロゲンは内層・外層ともに

添加した。 

 

10 泌乳期マウスへの植物エストロゲン投与実験 

泌乳 7 日目からゲニステイン、ダイズインおよびエクオールを 1 µg/g (体重)で 1 日 1 回、

5 日間腹腔内投与を行った。なお、溶媒として 15% DMSOを含むコーンオイル (Santa Cruz 

Biotechnology)を用いた。最終投与の 24 時間後、頸椎脱臼によって安楽死させた後、速や
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かに第 4 乳腺を採取した。なお、泌乳マウスには 1 匹あたり 9–11 匹の仔マウスを授乳さ

せ、投与開始直前と安楽死直前に母仔の体重を測定した。取り出した乳腺をパラフィン切片

作製用、凍結切片作製用、ウェスタンブロットおよび RNA 抽出用に分割した。パラフィン

切片作製用の乳腺は 4%パラホルムアルデヒド (PFA、Sigma-Aldrich)/PBS 溶液に浸漬し、

4°C で二晩以上固定した。ウェスタンブロット用の乳腺は、液体窒素で凍結させ、–80°C で

保存した。凍結切片作製用の乳腺は、OCT コンパウンド (サクラファインテックジャパン)

で包埋し、液体窒素で凍結させ、–80°C で保存した。 

 

11 パラフィン切片および凍結切片の作製 

 パラフィン切片作製用に 4% PFA/PBS で固定した乳腺を固定・包埋用カセット (サクラ

ファインテックジャパン)にセットして、PBS に 15 分間浸した。その後、50%エタノール、

70%エタノール、80%エタノール、90%エタノール、95%エタノールにそれぞれ 1 回、99.5%

に 2 回、キシレン/エタノール (体積比 1:1)に 1 回、キシレンに 3 回、各 30 分間浸した。続

いて 65°C の低温乾燥器 (DX-58、ヤマト科学)内でパラフィン/キシレン (体積比 1:1)に 1

回、パラフィンに 3 回、各 30 分間浸した。約 65°C のパラフィンを包埋皿の 8 割程度まで

流し込み、保冷剤で底を冷やしながら切断面が下になるように乳腺を包埋した。続いて、固

定・包埋用カセットの蓋をパラフィンで固定し、–20°C で冷却することによってパラフィン

ブロックを作製した。作製したパラフィンブロックをミクロトーム (REM-710、大和光機

工業)で 5 µm に薄切し、37°C のお湯に浮かべてパラフィン切片を伸展させた後、シランコ

ートされたスライドグラス (武藤化学、76 × 26 mm)に乗せた。これを伸展器 (KN-210-6、

夏目製作所)に置き、37°C で一晩乾燥させ、室温で保存した。 

また、OCT コンパウンドで包埋した状態で凍結保存した乳腺を、凍結ミクロトーム (CM 

3050S、LEICA)で 8–10 µm に薄切し、凍結切片を作製した。作製した凍結切片はシランコ

ートされたスライドグラス (76 × 26 mm)に乗せ、室温で乾燥させた後に–80°C で保存した。 
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12 HE 染色 

 ヘマトキシリン溶液は 1.0 g/L ヘマトキシリン (Merck)、0.2 g/L ヨウ素酸ナトリウム (キ

シダ化学)、50 g/L カリミョウバン (キシダ化学)、50 g/L 抱水クロラール (米山薬品工業)、

1.0 g/L クエン酸 (キシダ化学)を加熱しながら純水に溶解させて調製した。エオジン溶液は

エオジン Y (Sigma-Aldrich) 1.0 g をエタノール 78.4 mL に溶解させ、純水 21.6 mL を加え

たものを保存液として、使用時に 3 倍量の 80%エタノールで希釈し、100 mL につき 0.5 

mL の酢酸を加えたものを使用した。 

 セルカルチャーインサート上で培養した乳腺上皮細胞あるいは乳腺組織の凍結切片を

HE 染色する場合、1% PFA/PBS 溶液に浸漬して、4°C で 10 分間固定を行った。その後、

余分な PFA を取り除くため、PBS を入れて室温で 2 分間保持した。乳腺組織のパラフィン

切片の場合、キシレンに 3 回、キシレン/エタノール (体積比 1:1)に 1 回、99.5%エタノール

に 2 回、90%エタノール、80%エタノール、70%エタノールにそれぞれ 1 回、各 10 分間浸

して脱パラフィンおよび親水処理を施した後、PBS に 5 分間以上浸した。続いて、ヘマト

キシリン溶液に 10 分間浸した。水道水で 10 分間流水洗浄を行った後、純水で 3 回洗浄し

た。次にエオジン液に 30 秒間浸し、純水で 3 回洗浄した後、70%エタノール、80%エタノ

ール、90%エタノール、95%エタノールにそれぞれ 1 回、99.5%エタノールに 2 回、キシレ

ン/エタノール (体積比 1:1)に 1 回、キシレンに 3 回、各 1 分間浸した。その後、Entellan 

new (Merck)を用い、カバーグラス (松浪硝子、24 × 45 mm)を被せて封入した。染色した

切片は光学顕微鏡 (BH-2、オリンパス)で観察し、顕微鏡専用デジタルカメラ (DS-5M-L1、

ニコン)で撮影した。 

 

13 免疫染色 

カバーグラス上もしくはセルカルチャーインサート上で培養した乳腺上皮細胞あるいは
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乳腺組織の凍結切片の場合、–20°C に冷却したメタノール (関東化学)に 10 分間浸漬した。

その後、カバーグラス上で培養した乳腺上皮細胞層と乳腺組織の凍結切片はリキッドブロ

ッカー (大道産業)で囲んだ。続いて、1% PFA/PBS 溶液に浸漬し、4°C で 10 分間固定を行

った。余分な PFA を取り除くため、PBS を入れて室温で 2 分間浸漬した。パラフィン切片

の場合、脱パラフィンおよび親水処理を施した後、PBS に 5 分間以上浸した。続いて、0.2% 

Triton X-100 (ナカライテスク)/PBS 溶液を加えて室温で 1 分間浸漬した。その後、PBS で

洗浄し、ブロッキング処理を行うため、5% BSA を含む PBS-T (0.05% Tween-20 を含む

PBS)に室温で 1.5 時間浸漬した。ブロッキング処理後、細胞層あるいは切片を 2.5% 

BSA/PBS-T 溶液で希釈した一次抗体に浸して 4°C で一晩反応させた。反応終了後、余分な

一次抗体を取り除くために PBS で 3 回速やかに洗浄し、さらに PBS-T で 10 分間ごとの洗

浄を 4 回繰り返した後、二次抗体に室温で 1 時間反応させた。なお、二次抗体は 2.5% 

BSA/PBS-T 溶液で希釈し、核染色のために 2.5 µg/mL DAPI (Sigma-Aldrich)を混合した

ものを使用した。 

反応終了後、一次抗体と同様に PBS と PBS-T で洗浄した。続いて、スライドグラスに

Fluoromount (Diagnostic BioSystems)を垂らして封入し、室温で乾燥させ、遮光保存した。

なお、セルカルチャーインサートで免疫染色を行った場合、メスを用いて細胞層が形成され

ているポリエチレンテレフタレート膜を切り抜き、カバーグラスに挟んだ状態で封入した。

染色したサンプルは共焦点レーザー顕微鏡 (TCS SP5、LEICA)で観察および撮影を行った。 

 

14 TUNEL 染色 

TUNEL 染色には DeadEndTM Fluorometric TUNEL System (Promega)を用いた。パラ

フィン切片を脱パラフィンおよび親水処理を施した後、PBS に 5 分間以上浸した。続いて、

0.2% Triton X-100/PBS 溶液を加えて室温で 1 分間浸漬した。その後、PBS で洗浄し、平

衡化のため、Equilibration Buffer に室温で 10 分間浸漬した。TdT 反応溶液 (Equilibration 
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Buffer：Nucleotide Mix：rTdT Enzyme = 27 µL：3 µL：0.6 µL)に浸漬し、37°C で 60 分

間、遮光下で反応させた。続いて、2 × SSC 溶液に室温で 15 分間浸漬した。PBS で 5 分間

ごとの洗浄を 3 回繰り返した後、核染色のために 2.5 µg/mL DAPI/PBS 溶液に室温で 15 分

間浸漬した。洗浄後、スライドグラスに Fluoromount を垂らして封入し、共焦点レーザー

顕微鏡で観察および撮影を行った。 

 

15 ウェスタンブロッティングのサンプル調製 

 培養した乳腺上皮細胞の場合、ウェスタンブロッティング用のサンプルを調製するため、

培養終了後に培地を回収し、5 倍濃縮の SDS-PAGE 用サンプルバッファー (125 mM Tris-

HCl；pH 6.8、2%グリセロール、1% 2-メルカプトエタノール；和光純薬、0.5% SDS；和

光純薬、微量のブロモフェノールブルー)と 4:1 (培地:サンプルバッファー)の比率で混合し、

2.5%量の 2-メルカプトエタノールを加え攪拌した。続いて、細胞層を回収するため、12 well

細胞培養プレートとインサートの場合、200 µL のサンプルバッファーを、24 well 細胞培養

プレートの場合、各 well に 100 µL のサンプルバッファーを加えた。その後、2.5%量の 2-

メルカプトエタノールを加え、室温で 3 分間振盪した後にピペッティングを行い、細胞を

完全に溶解させた後、70°C で 15 分間加熱処理を行った後、–20°C で保存した。 

 乳腺組織の場合、凍結保存した乳腺からリンパ節を除去した後、氷冷下でメスを用いて細

切し、全体をよく混ぜて均質にした。均質化した乳腺 50 mg 程度を 1.5 mL チューブへ移

し、500 µL の RIPA バッファー (Santa Cruz)を加え、ピペッティングを行いながら溶解さ

せた。その後、遠心分離 (10000 g、10 分間)を行い、上清と 5 倍濃縮の SDS-PAGE 用サン

プルバッファーを4:1の比率で混合し、2.5%量の2-メルカプトエタノールを加え攪拌した。

調製したサンプルは、70°C で 15 分間加熱処理を行った後、–20°C で保存した。 
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16 膜タンパク質のビオチン標識 

 細胞膜表面に存在するタンパク質を Biotin-SS-Sulfo-OSu (同仁化学研究所)により標識

した。培養終了後、PBS を用いて細胞層を洗浄し、頂端部側細胞膜をビオチン標識する場

合はセルカルチャーインサート内層に 1 mg/mL Biotin-SS-Sulfo-OSu/PBS 溶液を滴下し、

4°C で 30 分間振盪した。側底部側細胞膜をビオチン標識する場合は、セルカルチャーイン

サート外層に 1 mg/mL Biotin-SS-Sulfo-OSu/PBS を滴下し、4°C で 30 分間振盪した。 

ウェスタンブロッティング用のサンプルを調製する場合、ビオチン標識した細胞層を

PBS で洗浄した後、RIPA バッファーを加え、ピペッティングを行いながら溶解させた。遠

心分離 (10000 g、10 分間)後、上清に Streptavidin Agarose (Thermo Fisher Scientific)を

加えて 4°C で一晩振盪した。Streptavidin Agarose を RIPA バッファーで 2 回洗浄を行っ

た後、SDS-PAGE 用サンプルバッファーに浸漬し、ビオチン標識された膜タンパク質を溶

解した。 

 免疫染色用サンプルの場合、ビオチン標識した細胞層を PBS で洗浄した後、1% PFA/PBS

溶液を滴下し、4°C で 10 分間固定を行った。PBS で洗浄後、「13 免疫染色」と同様の処理

で免疫染色を行い、ビオチン標識された膜タンパク質を検出するため、二次抗体溶液に 5 

µg/mL fluorescein Avidin D (Vector Laboratories)を加えた。 

 

17 Triton X-100 を用いた TJ タンパク質の分画 

 TJ タンパク質を TJ 画分とその他の細胞膜/細胞質画分に分画するため、培養した細胞層

を PBS で洗浄後、Triton X-100 溶液 (0.1% Triton X-100, 100 mM NaCl, 10 mM HEPES； 

pH 7.4, 2 mM EDTA, プロテアーゼ阻害剤；ナカライテスク) 100 µL に懸濁した。続いて、

20G の注射針とシリンジを用いて 30 回ピペッティングを行い、細胞を溶解させた。遠心分

離 (20000 g、30 分間)後、上清を Triton X-100 可溶画分、沈殿を Triton X-100 不溶画分と
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してそれぞれ回収し、SDS-PAGE 用サンプルバッファーに溶解してウェスタンブロッティ

ングに供試した。 

 

18 細胞質画分と核画分の分画 

 核内移行する pSTAT5 の細胞質画分と核画分を分画するため、培養した細胞層を PBS で

洗浄後、セルスクレーパーを用いて PBS とともに細胞層を 1.5 mL チューブに回収した。

遠心分離 (10000 g、5 分間)後、沈殿に 100 µL の核画分分画溶液 (10 mM HEPES；pH7.4、

10 mM KCl、1.5 mM MgCl2、1 mM DTT、1% NP-40、プロテアーゼ阻害剤)を加えた後、

ピペッティングを行った。遠心分離 (20000 g、10 分間)後、上清は細胞質画分として回収し

た。沈殿には 500 µL の核画分分画溶液を加え、20G の注射針とシリンジを用いて 30 回ピ

ペッティングを行った。再度、遠心分離 (500 g、10 分間)を行い、沈殿を核画分として SDS-

PAGE 用サンプルバッファーに溶解させ、ウェスタンブロッティングに供試した。 

 

19 乳腺中に蓄積したカゼイン量の測定 

 泌乳期の乳腺内で乳管や乳腺胞に蓄積した乳汁を回収するため、氷上で乳腺を細切し、

1.5 mL チューブに回収した。続いて、乳腺重量の 9 倍量の PBS を加えて 18G の注射針と

シリンジを用いて 30 回ピペッティングを行い、蓄積した乳汁を PBS に懸濁させた。遠心

分離 (1500 g、5 分間)後、上清を回収して SDS-PAGE 用サンプルバッファーに調製した。

ウェスタンブロッティングにより α-カゼインおよび β-カゼインのバンドを検出し、そのバ

ンドのデンシトメトリー解析により乳腺中カゼイン量を測定した。 

 

20 ウェスタンブロッティング 

 ウェスタンブロッティングを行うため、アクリルアミドゲルを作製して SDS-PAGE を行
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った。まず分離ゲル (7–12.5%アクリルアミド、375 mM Tris-HCl; pH8.8、0.1% SDS、0.08%

過硫酸アンモニウム、0.08%テトラメチルエチレンジアミン)を作製し、その上に濃縮ゲル 

(5%アクリルアミド、125 mM Tris-HCl; pH 6.8、0.1% SDS、0.125%過硫酸アンモニウム、

0.125%テトラメチルエチレンジアミン)を重層した。 

 ゲルを電気泳動装置 (Bio-Rad)にセットし、ランニングバッファー (25 mM Tris、192 

mM グリシン、0.1% SDS)を装置内に加えた。サンプルと分子量マーカー (日本ジェネティ

クス)を各レーンにアプライし、電気泳動を行った。なお、電流はゲル 1 枚あたり 13 mA と

し、電圧は 180 V を超えることがないようにした。 

電気泳動終了後、濃縮ゲルを取り除きタンク式ブロッティング装置 (Bio-Rad)にトランス

ファーバッファー (20%メタノール、25 mM Tris、192 mM グリシン)を加えて、PVDF 膜

へタンパク質を転写させた。転写は電圧を 50 V として 4°C で 2.5 時間行った。 

 転写終了後、PVDF 膜の余分な部分をトリミングし、ブロッキング溶液に浸して室温で 1

時間反応させた。ブロッキング溶液は 4%スキムミルク (和光純薬工業)/PBS-T 溶液を用い

た。なお、β-カゼインとラクトフェリンの検出の場合にはブロッキング溶液として0.8% BSA

と 2%フィッシュゼラチン (Sigma-Aldrich)を含む PBS-T を使用した。ブロッキング処理

後、PVDF 膜をシーリングシートではさみ、2.5% BSA/PBS-T 溶液で希釈した一次抗体を

適量入れてシーラーで封入した。一次抗体は、4°C で一晩から二晩反応させた。反応終了後、

PVDF 膜をシーリングシートから取り出して染色バットに入れ、PBS-T による 10 分間ご

との洗浄を室温で 4 回行った。続いて、ブロッキング溶液で希釈した二次抗体を加えて振

盪させながら室温で 45 分間反応させた。反応終了後、再び PBS-T による 10 分間ごとの洗

浄を室温で 4 回行った。その後、発光基質溶液である Luminata Forte Western HRP 

Substrate (Millipore)に 5 分間振盪させながら室温で反応させ、ChemiDocTM XRS+シス

テム (Bio-Rad)を用いてバンドの検出を行った。検出されたバンドの定量解析には Image 

Lab (Bio-Rad)の解析ツールを使用した。 
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21 RNA 抽出および cDNA への逆転写 

RNA の抽出には ISOGENⅡ (和光純薬工業)を用いた。その後、ReverTraAce® qPCR RT 

Master Mix with gDNA Remover（東洋紡）を用いてゲノム DNA の除去と cDNA への逆

転写を行った。逆転写反応は、37°C で 15 分間と 50°C で 5 分間行い、続けて 98°C で 5 分

間熱処理して酵素を失活させた。得られた cDNA は–20°C で保存した。 

 

22 定量 PCR 

 定量 PCR は SYBR® Green Master Mix（Thunderbird®、東洋紡）と Light Cycler 480 

Ⅱ（Roche Applied Science）を用いて行った。SYBR® Green Master Mix 5 µL、cDNA 

Template 0.075 µL、プライマーmix（Forward、Reverse 各 10 µM）0.5 µL および Nuclease-

Free Water 4.625 µL を合わせた 10 µL のスケールで行った。PCR 条件は表 4 に示す。な

お、Gluceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh)を内部標準として用いた。プラ

イマーの塩基配列は表 5 に示す。 

 

23 細胞増殖性試験および細胞生存性試験 

 細胞増殖性および細胞生存性は、96 well 細胞培養用プレートで培養した乳腺上皮細胞を

用いて測定した。細胞増殖測定用 WST8 試薬 (キシダ化学)を培地の 10%量添加し、37°C

の CO2インキュベーター内でさらに 2 時間培養した。反応終了後、マイクロプレートリー

ダー (Bio-Rad)で 450 nm における吸光度を測定し、細胞数への影響を評価した。 

 

24 経上皮電気抵抗値の測定 

 経上皮電気抵抗値の測定は、セルカルチャーインサートで培養した乳腺上皮細胞と

Millicel-EPS system (Millipore)を用いて行った。セルカルチャーインサートの内層と外層 



125 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



126 

 

 



127 

 

の培地に電極を挿入し、インサート膜上に形成された乳腺上皮細胞層の抵抗値を測定した。

ブランクとして乳腺上皮細胞を播種していないセルカルチャーインサートの抵抗値を測定

した。なお、抵抗値の測定は培養温度の変化による影響を考慮し、37°C に設定した伸展板

上で行った。 

 

25 FITC 透過性の測定 

 乳腺上皮細胞層の小分子透過性に対する各植物エストロゲンの影響について、セルカル

チャーインサートで培養した乳腺上皮細胞と FITC (分子量 376; Sigma-Aldrich)を用いて

調べた。植物エストロゲンを含む分化培地 (フェノールレッド不含)で 2 日間培養した後、

最終濃度 0.1 mg/mL となるよう、内層に FITC を含む培地を 10 µL 加え、インキュベータ

ー内でさらに 2 時間培養した。その後、セルカルチャーインサート外層の培地を回収し、蛍

光プレートリーダー (ARVO MX)で 492/520 nm における蛍光強度を測定した。なお、数値

は植物エストロゲン未処理群であるコントロール群との相対値で算出した。 

 

26 細胞内および培地中トリグリセリド量の測定 

 トリグリセリド量の測定には Adipogenesis Assay Kit (BioVision)を用いた。培地中のト

リグリセリド量を測定する場合、セルカルチャーインサート内層の培地 50 µL を 200 µL 

PCR チューブに回収し、Lipid Extraction 溶液を同量加えた。また、細胞内トリグリセリ

ド量を測定する場合、培養した乳腺上皮細胞をコラーゲンゲルごと 200 µL PCR チューブ

に回収し、Lipid Extraction 溶液を 100 µL 加えた。その後、95°C で 30 分間加熱処理を行

い、トリグリセリドを抽出した。続いて、トリグリセリド抽出サンプルを 25 µL ずつ 96 well

プレートに分注し、各 well に Lipase 1 µL を添加して室温で 30 分間反応させた。その後、

トリグリセリド反応溶液 (Assay Buffer：Probe：Enzyme mix = 23 µL：1 µL：1 µL)を各
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well に添加し、37°C で 30 分間、遮光下で静置した。反応終了後、マイクロプレートリー

ダー (Bio-Rad)で 540 nm における吸光度を測定した。なお、各サンプルのブランクにはそ

れぞれのトリグリセリド抽出サンプル、検量線のブランクには Assay Buffer を使用した。 

 

27 培地中乳糖濃度の測定 

培地中の乳糖濃度の測定は Lactose/D-Galactose キット（J.K.インターナショナル）を用

いた紫外部吸光度測定法により行った。培養終了後、セルカルチャーインサート内層の培地

100 µL を 1.5 mL チューブに回収した。溶液Ⅰ (クエン酸緩衝液、pH 6.6) 20 µL および溶

液Ⅱ (β-ガラクトシダーゼ溶液) 5 µL を添加し、振盪後、室温で 30 分間静置した。その後、

溶液Ⅲ (ピロリン酸カリウム緩衝液、pH 8.6) 100 µL および溶液Ⅳ (β-ガラクトースデヒド

ロゲナーゼ溶液) 5 µL を添加し、振盪後、30 分間静置した。反応終了後、溶液の吸光度 (340 

nm)を紫外可視分光光度計 (V-630Bio UV-Vis Spectrophotometer、JASCO Corporation)で

測定した。なお、ブランクには溶液Ⅳによる反応を行っていないサンプルを使用した。 

 

28 統計解析 

 数値データは n = 4 以上の平均値とし、統計分析はスチューデントの t 検定もしくはチュ

ーキーの検定を用い、p < 0.05 を有意とした。また、再現性を確かめるため、異なるマウス

もしくはウシによる独立した培養実験を 3 回以上行った。 
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第七章 要約 

  乳牛が摂取する大豆や赤クローバーなどのマメ科植物には、植物エストロゲンが豊富

に含まれている。植物エストロゲンとは卵胞ホルモン類似物の総称である。植物エストロゲ

ンの種類や含有量はマメ科植物の種類によって異なる。また、植物エストロゲンの一部はル

ーメン、下部消化管や肝臓で代謝され、別の植物エストロゲンへと変換される。そのため、

マメ科植物を摂取した乳牛の生体内には、摂取したマメ科植物の種類や体内での代謝変換

に応じて多種多様な植物エストロゲンが存在している。また、植物エストロゲンは前述のエ

ストロゲン活性に加えて、種類依存的に多様な生理活性を示すことが報告されている。これ

までの研究から、植物エストロゲンが性成熟期や妊娠期における乳腺発達に対して種類依

存的に影響を及ぼすことが明らかになってきた。しかし、泌乳期の乳産生に対して個々の植

物エストロゲンがどのような影響を及ぼすかはほとんど調べられていない。 

泌乳期の乳産生は乳腺上皮細胞によって行われる。乳腺上皮細胞は、乳成分の材料である

グルコースやアミノ酸を側底部細胞膜に存在する膜タンパク質を介して細胞内に取り込み、

細胞内で乳成分を合成し、頂端部細胞膜から細胞外へ分泌している。また、乳腺上皮細胞の

細胞間隙に存在するタイトジャンクションは、乳成分と血液成分の漏出を防ぐとともに、細

胞膜を頂端部側と側底部側に区分けし、乳腺上皮細胞に細胞極性を付与している。以上のよ

うに、泌乳期の乳腺上皮細胞は乳産生に特化した性質を有する。しかし、泌乳期の乳腺上皮

細胞に対して各植物エストロゲンがどのように影響するのかは明らかになっていない。そ

こで本研究では、アルファルファに含まれるクメストロール、大豆に含まれるゲニステイン

とダイズイン、赤クローバーに含まれるビオカニン A とホルモノネチン、および代謝産物

であるパラエチルフェノールとエクオールに着目し、泌乳期の乳腺上皮細胞に対する植物

エストロゲンの作用を種類別に体系化することを目的として、3 段階の研究を遂行した。 

まず、先行研究によって実験モデルが確立しているマウス乳腺上皮細胞の培養実験と泌

乳期マウスへの投与実験を行った。培養実験の結果、植物エストロゲンがマウス乳腺上皮
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細胞の乳産生に対して種類依存的に作用することが判明した。大別すると、ビオカニン A、

ゲニステインおよびホルモノネチンは乳産生に対して阻害的に、ダイズイン、パラエチル

フェノールおよびエクオールは乳産生に対して促進的に作用していた。また、投与実験に

より、植物エストロゲンの種類依存的な影響が生体レベルでも確認された。さらに、ゲニ

ステインの乳産生抑制作用が、乳産生を促進する転写因子である STAT5 の新規リン酸化

の阻害と STAT5 量の減少によるものであることが明らかになった。以上より、植物エス

トロゲンは in vitro と in vivo の両方で種類依存的に特定の作用経路を介してマウス乳腺

上皮細胞の乳産生に影響を及ぼすことが明らかになった。 

続いて、マウスの実験で得られた研究成果を畜産分野に応用するため、ウシ乳腺上皮細胞

を用いた in vitro 乳分泌モデルの確立を試みた。その結果、細胞の足場としてコラーゲンゲ

ルを被膜したセルカルチャーインサートが適していること、培地添加成分としてグルココ

ルチコイド類似物であるデキサメタゾンとプロラクチンを含むウシ脳下垂体抽出物が有効

であることが判明した。作製した乳分泌モデルの乳腺上皮細胞は乳タンパク質、乳糖、乳脂

質などの乳成分を分泌するとともに、強固なタイトジャンクションを形成し、側部細胞膜と

頂端部細胞膜が区分けされた明確な細胞極性を示した。また、作製した乳分泌モデルの生体

反映性について乳房炎起炎菌毒素を用いて検証したところ、ウシ乳腺上皮細胞は生体同様

に炎症反応を引き起こし、乳産生を低下させることが細胞内シグナル経路レベルで確認さ

れた。さらに、作製した乳分泌モデルを用いることで、乳房炎起炎菌毒素がウシ乳腺上皮細

胞の乳産生に関わる膜タンパク質の局在を短期的に変化させていることも新たに見出され

た。以上より、作製した乳分泌モデルは、生理活性物質などの外部刺激がウシ乳腺上皮細胞

の乳産生に及ぼす影響を in vitro で調べる実験モデルとして有効であると判断された。 

最後に、作製した乳分泌モデルを用いて赤クローバーや大豆に含まれる植物エストロゲ

ンとその代謝産物がウシ乳腺上皮細胞の乳産生に及ぼす影響を調べた。その結果、植物エス

トロゲンは乳産生を調節する転写因子の活性化/不活性化を誘導し、ウシ乳腺上皮細胞の乳
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産生を促進あるいは阻害することが明らかになった。特に、植物エストロゲンの代謝経路上

流にあるビオカニン A やホルモノネチン、ゲニステインでは乳産生に阻害的な影響を示す

ことが明らかになった。一方、代謝経路の下流にあるエクオールやダイズインでは乳産生に

促進的な作用が確認された。また、各植物エストロゲンがウシ乳腺上皮細胞の増殖性に及ぼ

す影響を調べたところ、パラエチルフェノールを除くすべての植物エストロゲンが、乳腺上

皮細胞の増殖活性を低下させ、増殖性を制御する AKT の活性化レベルをも低下させること

が判明した。さらに、乳牛がマメ科植物を摂取した際の血中濃度を参考に調製した複数の植

物エストロゲン混合物の実験では、単独の植物エストロゲンの影響がそのまま反映される

場合や促進と阻害を示す植物エストロゲンの作用が相殺される場合があることが明らかに

なった。以上より、植物エストロゲンはウシ乳腺上皮細胞の乳産生や増殖性に対して種類依

存的に、かつ、複数存在下で複雑に影響を及ぼすことが判明した。 

本研究では、マメ科植物に含まれる植物エストロゲンがマウスやウシ乳腺上皮細胞の乳

産生に対して種類依存的に作用することが明らかになった。加えて、興味深いことに、植物

エストロゲンの代謝経路の上流から下流に向かって、各植物エストロゲンの乳産生への影

響は阻害的作用から促進的作用に変化していた。そのため、泌乳期の乳牛にマメ科飼料を給

与する際には、含まれる植物エストロゲンの種類や量、および乳牛の植物エストロゲン代謝

能力を考慮する必要があると考えられる。本研究で作製した乳分泌モデルは生体反映性の

高いモデルであり、乳産生メカニズムを分子・細胞レベルで解明する研究に適していること

が証明された。今後はウシの乳生産性を調節する生理活性物質のスクリーニング実験や個

体レベルでは検証が困難な乳産生メカニズムの解明にこの乳分泌モデルを活用することで、

乳牛の乳生産性の向上に寄与する研究成果が得られることが期待される。 
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