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第一章 緒論 

神経伝達物質とは生体内で合成される低分子代謝産物であり、化学的メッセンジャーとし

てニューロン間あるいはニューロンとエフェクター細胞間で情報を伝達する分子の総称であ

る。現在までに約 100 種類の神経伝達物質が発見されており、その機能を大別すると、信号

伝達を促進する「興奮性神経伝達物質」と抑制する「抑制性神経伝達物質」に分類される。

興奮性神経伝達物質の中にはドーパミン、アセチルコリン、エピネフリン、ノルエピネフリ

ン、ヒスタミンなどがあり、これらの神経伝達物質は標的細胞膜を脱分極させて神経興奮性

を高める。一方、γ-アミノ酪酸 (gamma-Aminobutyric acid、GABA)、セロトニン、グリシンな

どの抑制性神経伝達物質は、過分極を誘導して神経興奮を抑制する (Sheffler et al., 2025)。こ

れらの相反する神経伝達物質が中枢神経系と末梢神経系での情報伝達を制御している。しか

し、近年の研究により興奮性と抑制性の神経伝達物質が非神経細胞からも放出されているこ

とが明らかとなっている (表 1)。 

 

表 1 非神経性の末梢組織の細胞から分泌される神経伝達物質 

 

非神経細胞から放出される神経伝達物質は、血液を介したエンドクリン機構によって全身

へ拡散することもあれば、オートクラインやパラクライン機構を介して局所的に拡散する場

合もある。例えば、最初に発見された神経伝達物質であるアセチルコリンは様々な非神経細

神経伝達物質 非神経性分泌 参考文献 

ノルエピネフリン 胸腺細胞 (Roggero et al., 2011; McBurney-Lin et al., 2019) 

セロトニン 消化管、がん細胞、免疫細胞 (Lifantseva et al., 2017; Spohn and Mawe, 2017) 

ドーパミン 消化管、胸腺細胞、免疫細胞 (Lifantseva et al., 2016; Liu et al., 2021) 

γ-アミノ酪酸  がん細胞、膵島の内分泌細胞 (Soltani et al., 2011; Kim et al., 2015) 

アセチルコリン 上皮細胞、免疫細胞、がん細胞 (Brenner et al., 1978; Kawashima et al., 2004) 

ヒスタミン 肥満細胞 (Haas et al., 2008; Misto et al., 2019) 

グルタミン酸  膵臓の内分泌細胞 (Cabrera et al., 2008) 
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胞によって合成され、局所的な組織再生やがんの発達、全身性の免疫調節を制御しているこ

とが知られている (Reijmen et al., 2018; Brenner et al., 1978; Kawashima et al., 2004)。また、免

疫細胞はセロトニンなどの神経伝達物質を産生し、オートクラインおよびパラクライン経路

を通じ周囲の微小環境をリモデリングする (Chen et al., 2015; Briggs et al., 2016)。このような

学術的知見の積み重ねにより、神経伝達物質は古典的な神経シナプスの伝達物質としての枠

を超え、多様な非神経系細胞の機能を制御する生理学的モジュレーターとして位置づけられ

るようになったのである。しかし、神経伝達物質が乳腺上皮細胞 (mammary epithelial cell、

MEC)の機能に与える影響はいまだ十分に解明されていない。 

MEC の主要な機能として、乳タンパク質、乳糖、脂質などの乳成分を合成・分泌すること

が挙げられる。MEC の乳成分産生は、分娩前後に増加する泌乳ホルモンであるプロラクチン

とグルココルチコイドによって誘導される (Cerbulis and Farrell, 1975; Freeman et al., 2000; 

Shyamala, 1973)。プロラクチンは MEC のプロラクチン受容体に結合すると、ヤヌスキナーゼ

2 (janus kinase 2、JAK2)の活性化を介してシグナル伝達兼転写活性化因子 5 (signal transducer 

and activator of transcription 5、STAT5)のリン酸化を誘導する。リン酸化された STAT5 は二量

体を形成して核内へ移行し、転写調節因子として乳成分合成に関与する様々な遺伝子の転写

を誘導する (Nilsson et al., 2006; Tian et al., 2020)。さらに、プロラクチンは MEC の Akt/mTOR

シグナル伝達経路も活性化し、乳タンパク質合成を上方調節する (Liu et al., 2015)。一方、グ

ルココルチコイドはグルココルチコイド受容体 (glucocorticoid receptor、GR)と結合し、この

複合体が核内へ移行して転写調節因子として機能する (Madan and DeFranco, 1993)。核内に移

行したグルココルチコイド/GR 複合体は STAT5 と相互作用し、両シグナル経路が同時に活性

化されることで、乳成分合成に関与する遺伝子の発現がさらに増強される (Bertucci et al., 

2010; Stöcklin et al., 1996)。すなわち、泌乳期の MEC における乳成分産生能力はこれらのシ

グナル経路の活性化/不活性化によって調節されているのである。 

泌乳期の MEC は、隣接する細胞との隙間にタイトジャンクション (tight junction、TJ)を形

成する (Wellnitz and Bruckmaier, 2021)。TJ は細胞接着結合の一種であり、細胞間隙を透過す
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るさまざまなイオンや高分子の単純拡散を抑制し、細胞間隙を介した乳成分と血液成分の漏

出を防いでいる。また、TJ は細胞の極性、運動性、増殖、および分化にも関与し、多角的に

細胞の性状を調節している (Du et al., 2010; Matter et al., 2005; Shin et al., 2006)。前述した GR

経路と STAT5 経路は、MEC における泌乳期特異的な TJ の形成を協調的に誘導することが知

られている (Kobayashi et al., 2016)。すなわち、プロラクチンとグルココルチコイドは MEC

の乳産生と TJ 形成を同時に誘導しているのである。TJ の構成成分はクローディン (claudin、

CLDN)とオクルディン (occludin、OCLN)である。CLDN には 27 種類のサブタイプがあり、

そのサブタイプの組成により TJ バリアの強さや物質透過性が決定される (Günzel and Yu, 

2013)。泌乳期特異的な TJ には特に CLDN３が多く、泌乳期の強固なバリア機能と密接に関

わることが報告されている (Kobayashi et al., 2013)。しかし、TJ のバリア機能は退縮期の乳腺

や乳房炎に発症した乳腺で損なわれ、その結果として乳中には過度の血液成分や免疫細胞が

漏出し、乳汁の質的低下が引き起こされるようになる (Wellnitz and Bruckmaier, 2021)。その

ような場合、TJ を構成する CLDN3 の局在は変化し、一方で CLDN4 が増加する。したがっ

て、TJ の構造や機能、その CLDN 組成は MEC の乳産生と密接に関わっていると考えられ

る。 

神経細胞や非神経細胞には特定の神経伝達物質を受け取るための受容体が多種多様に発現

している。これらの受容体を大別すると、イオン型受容体 (ionotropic receptors)と代謝型受容

体 (metabotropic receptors)に分けられる。イオン型受容体はリガンド依存性イオンチャネルと

して機能し、Na⁺、K⁺、Cl⁻、Ca²⁺などのイオンを細胞内外に輸送し、瞬時に膜電位を変動さ

せることで迅速な細胞応答を誘発する (Hodgkin and Huxley, 1952)。一方、代謝型受容体は G

タンパク質共役受容体 (G protein-coupled receptor、GPCR)ファミリーに属し、神経伝達物質

の結合を契機として異なる G タンパク質を活性化し、細胞内でセカンドメッセンジャーを介

したシグナルカスケードを引き起こす (Gilman, 1987)。代謝型受容体下流のシグナル伝達は

比較的緩やかであり、持続性をもつ反応や複雑な調節を可能にする。非神経細胞において

は、イオン型受容体も代謝型受容体も発現し、その機能的調節に関わっていることが報告さ



4 

 

れている。たとえば、膵臓 β 細胞では GABA_A 受容体が Cl⁻の流入を仲介し、インスリン分

泌に影響を与える (Untereiner et al., 2019)。また、インスリン分泌は代謝型グルタミン酸受容

体 (metabotropic glutamate receptor、mGluR)によっても制御されている (Ulyanova et al., 

2005)。血管内皮細胞に発現するニコチン性アセチルコリン受容体 (nicotinic acetylcholine 

receptor、nAChR)は一酸化窒素依存的な血管拡張反応に関与し (Kelkar et al., 2013)、免疫細胞

に発現する GABA-B 受容体は NFκB の活性化を抑えることで炎症シグナルを制御する (Li et 

al., 2017)。さらに、nAChR、mGluR、アドレナリン受容体、ドーパミン受容体、およびセロ

トニン受容体は乳腺組織や乳がん細胞にも発現している (Kobayashi et al., 2025; Teh et al., 

2015; Gargiulo et al., 2017; Farmer and Palin, 2021; Stull et al., 2007)。現在までに、セロトニン受

容体と nAChR が乳腺上皮細胞の乳分泌に関与することは既に報告されている (Kobayashi et 

al., 2025)。しかし、他の神経伝達物質の受容体が乳腺上皮細胞に発現し、その乳分泌を調節

しているか、依然として明らかにされていない。 

従来、GABA やドーパミンなどの神経伝達物質は主に中枢神経系で機能すると考えられて

きた。しかし、神経伝達物質は神経系のみならず、非神経性組織でも多様な生理機能を制御

することが近年の研究により明らかになりつつある。しかし、MEC の生存性や機能性に対す

る直接的な作用の存在その作用機構については十分に解明されていない。本研究では、授乳

期における興奮性と抑制性の神経伝達物質が MEC の機能に及ぼす影響とその分子機構を明

らかにすることを目的として、マウス MEC の乳成分産生と TJ 形成を培養下で再現した in 

vitro 泌乳モデルを用いて、代表的な興奮性神経伝達物質受容体「ドーパミン」および抑制性

神経伝達物質受容体「GABA」が乳成分合成、TJ 形成、細胞増殖、ならびに関連シグナル伝

達経路に及ぼす影響を体系的に調べた。さらに、ドーパミン受容体や GABA 受容体受容体を

標的とする外因性化学物質 (殺虫剤・飼料添加物・薬物)が、MEC の機能および泌乳能力に

与える潜在的な影響についても検討した。 
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第二章 乳腺上皮細胞におけるドーパミンシグナルの役割 

序文 

ドーパミンは中枢神経系で運動制御や内分泌調節を担う代表的な興奮性の神経伝達物質で

あり、ドーパミンが下垂体前葉のプロラクチン分泌を抑制することによって乳腺組織での乳

産生も抑制されることが知られている (Fitzgerald and Dinan, 2008; Romanò et al., 2013)。しか

し、近年の研究により、ドーパミンは中枢以外の末梢組織にも広く含有し、免疫系、心血管

系、腎臓、膵臓、消化管、さらには卵巣など、多様な組織で産生されていることが明らかに

されている (Bucolo et al., 2019; Borcherding et al., 2011; Neumann et al., 2023; Choi et al., 2015; 

Aslanoglou et al., 2021)。これらの末梢組織にはドーパミン受容体を発現する細胞も多く存在

し、ドーパミンを受容することによってホルモン分泌、細胞増殖、代謝調節などの生理機能

を精密に制御していることが報告されている (Pivonello et al., 2007; Leebaw et al., 1978; Tsao et 

al., 1997; Rubí and Maechler, 2010)。すなわち、ドーパミンは、従来の神経伝達物質としての役

割を超えて、非神経系の末梢組織においても細胞の性状を調節するパラクライン因子として

機能しているのである。 

ドーパミンは L-チロシンを材料として、チロシン水酸化酵素と芳香族 L-アミノ酸脱炭酸酵

素による代謝変換を経て合成される。また、ドーパミン受容体は GPCR であり、興奮性の

D1 様受容体 (D1R, D5R)と抑制性の D2 様受容体 (D2R, D3R, D4R)の 2 種類のサブタイプに大

別される (Bhatia et al., 2025)。興奮性の D1 様受容体がアデニル酸シクラーゼを活性化して細

胞内 cAMP 濃度を上昇させる一方、抑制性の D2 様受容体は Gi/oタンパク質を介してアデニ

ル酸シクラーゼ活性を抑制し、cAMP 産生を減少させるという拮抗的作用を示す (Bhatia et 

al., 2025; Beaulieu and Gainetdinov, 2011)。これら 5 種類のドーパミン受容体は組織や細胞種に

よって発現パターンが異なっており、中枢神経、末梢神経、および非神経の末梢組織の生理

機能をそれぞれ担っている。例えば、腎臓上皮細胞に発現する D1R が活性化するとナトリウ

ムの排泄が促進され、血圧恒常性の維持に寄与していることが知られている (Olivares-
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Hernández et al., 2021; Jose et al., 2010)。また、膵島 β 細胞には D1R、D2R、D3R が発現し、

ドーパミン D2R 作動薬、D3R 拮抗薬、D4R 拮抗薬がインスリン分泌を抑制、D2R 拮抗薬と

D3R 作動薬がインスリン分泌を増加させることが報告されている (Uefune et al., 2022; 

Vázquez-Carrillo et al., 2024; Ferrero et al., 2024; Zhang et al., 2016; Liu et al., 2020)。過剰発現し

た D2R が NFκB シグナル伝達経路を阻害することで肺がんの発生を抑制すること (Wu et al., 

2018)、ドーパミン D4R とその下流の MAPK/ERK 経路の活性化が表皮細胞株のデングウイル

ス感染に関与すること (Smith et al., 2014)、ドーパミン D5R の欠損が脂肪細胞の褐色化と筋

細胞における ATP 消費を抑制することなども報告されている (Haddish and Yun, 2024)。さら

に、生殖器官では D2 様受容体がステロイドホルモン産生や細胞増殖を調節し、組織の成熟

や機能分化に関与している (Levavi-Sivan et al., 2006)。しかし、乳腺組織におけるドーパミン

受容体の発現パターンや役割は現時点でほとんどわかっていない。 

MEC は、分娩前後に上昇するプロラクチンおよびグルココルチコイドの作用を受けて細胞

内の STAT5 経路と GR 経路を活性化させ、乳タンパク質 (α-, β-カゼインなど)の産生能力を

上昇させ、強固な TJ を形成することが知られている (Kobayashi et al., 2017)。STAT5 経路と

GR 経路の活性化にはセカンドメッセンジャーである cAMP も関わっており、適切な cAMP

濃度が乳腺形成、MEC の増殖と分化、乳タンパク質遺伝子の発現に不可欠であることも報告

されている (Pace et al., 2011; Dong et al., 1989)。前述したように、D1 様受容体はアデニル酸

シクラーゼを活性化して細胞内 cAMP 濃度を上昇させ、D2 様受容体はアデニル酸シクラー

ゼ活性を抑制して cAMP 産生を減少させる。したがって、乳腺組織の MEC におけるドーパ

ミン受容体の活性化は細胞内の cAMP 濃度を変化させ、cAMP 濃度変化を介して MEC の増

殖、分化、乳産生などが調節されている可能性がある。 

これまでの研究では、ドーパミンが下垂体細胞のプロラクチン分泌を抑制することは知ら

れていたが、末梢の乳腺組織で直接的に細胞機能を制御する可能性については十分に検証さ

れていなかった。本研究では、MEC が D2R を介してドーパミンを感受しうる細胞であるこ

とを世界初で実証し、その活性化によって引き起こされる cAMP 応答および下流シグナル経
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路の変化を解析した。さらに、D2R シグナルが乳タンパク質合成、細胞生存、TJ 形成に与え

る影響を包括的に検証し、乳腺における局所的なドーパミンシグナルの自律的調節機構の存

在を明らかにすることを目的とした。 

 

結果 

2.1 MEC はドーパミンを産生する 

ドーパミンはチロシンを材料としてチロシン水酸化酵素 (tyrosine hydroxylase、TH)と芳香

族 L-アミノ酸脱炭酸酵素 (DOPA decarboxylase、DDC)を介して合成される (Daubner et al., 

2011) (図 2-1A)。本研究では、MEC のドーパミン産生能力を検証するため、マウス乳腺組織

および培養 MEC におけるこれら合成酵素の発現を調べた。RT-PCR 解析の結果、TH および

DDC の mRNA はポジティブコントロールのマウス脳、乳腺組織、および培養 MEC において

検出された (図 2-1B)。続いて、MEC が実際にドーパミンを産生・分泌するかを明らかにす

るため、脳、乳腺の抽出液とともに、乳分泌誘導培地で 72 時間培養した MEC の細胞内画分

および培地上清中のドーパミン濃度を測定した。その結果、脳抽出液では 1000 ppm を超える

濃度のドーパミンが確認された。また、乳腺抽出液からも 200 ppm のドーパミンが検出され

た。しかし、MEC の細胞内画分および培地上清ではドーパミンは測定限界値 (50 ppm)を下

回っており、少なくとも培養下でドーパミンの合成は認められなかった (図 2-1C)。これら

の結果から、乳分泌培養モデルの MEC はドーパミン合成酵素を発現しているものの、その

ドーパミン合成量は極めて低いことがわかった。 

 

2.2MEC はドーパミン D2R を発現する 

バージンマウス由来の脳組織と乳腺組織、および乳分泌培養モデルの MEC におけるドー

パミン受容体の発現を RT-PCR で調べた。脳組織ではドーパミン受容体サブタイプの D1r、

D2r、D3r、D4r が検出されたが、バージンマウス由来の乳腺組織ではいずれのサブタイプも

検出されなかった (図 2-2A)。一方、乳産生能力を誘導した培養下の MEC では D2r が発現し
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ていた。続いて、乳分泌培養モデルの MEC における D2R の局在を免疫染色で調べた。D2R

は細胞質と細胞膜に局在し、細胞膜の D2R は TJ マーカーである OCLN と共局在していた 

(図 2-2B)。Ｚ軸スキャンにより、MEC の垂直断面を画像化すると、OCLN と D2R が側部細

胞膜の頭上部近傍に共局在していることが確認された。 

続いて、妊娠前期と妊娠後期のマウス乳腺における D2R の局在を免疫染色で調べた。妊娠

前期と妊娠後期の乳腺では、上皮組織を構成する一部の MEC で D2R の陽性反応が周囲より

もやや強く観察された (図 2-2C)。なお、血管内には赤血球による自家蛍光が観察された。 

 

2.3 MEC における D2R の活性化 

GPCR である D2R は Giタンパク質と共役してアデニル酸シクラーゼ活性を抑制し、cAMP

産生を減少させることが知られている (Obadiah et al., 1999)。そこで MEC における D2R の活

性化を調べるため、D2R アゴニストであるブロモクリプチンまたはアンタゴニストであるド

ンペリドンで 24 時間処理し、cAMP 濃度を ELISA 法により測定した (図 2-3A)。その結 

果、ブロモクリプチン処理群では細胞内 cAMP 濃度が対照群の約 43%に低下し、ドンペリド

ン処理群では逆に対照群の約 1.7 倍に上昇していた。さらに、ブロモクリプチンとドンペリ

ドンを同時処理した群では、ブロモクリプチンによる cAMP 低下作用は完全に打ち消され

た。これらの結果から、MEC に発現する D2R は Gi経路を介して cAMP 産生を負に制御し、

機能的な受容体として機能していることがわかった。 

続いて、ブロモクリプチンによる短時間刺激が cAMP 下流のシグナル分子である Akt と

ERK の活性化に及ぼす影響を調べた。MEC をブロモクリプチンで 0.5、1、3 時間処理し、活

性化体である p-Akt と p-ERK の発現を調べた結果、p-Akt および p-ERK は処理 0.5 時間後に

一過性に上昇し、1 時間以降に減少した (図 2-3B, C)。まだ、非活性体の Akt は変化なかっ

たが、ERK は処理 0.5 時間後に一過性に上昇し、1 時間以降に減少した(図 2-3B, C)。 

以上の結果から、MEC の D2R は細胞内 cAMP レベルを調節し、cAMP 下流のシグナル分

子である Akt と ERK の活性化レベルを迅速に変化させることが示唆された。 
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図 2-1 乳腺と培養下の MEC におけるドーパミンの産生 

(A) L-チロシンからドーパミンを合成する経路と酵素を示す。 (B) バンドはバージンマウスの脳と乳

腺 、および培養モデルの MEC におけるドーパミン合成酵素 (Th、Ddc)と Gapdh の mRNA 発現を RT-

PCR で検出したアガロース電気泳動像を示す。 (C) 脳、乳腺、および培養モデル MEC の細胞内と細胞

外におけるドーパミン濃度を比較した。Not Detected (n.d.)は不検出を表す。エラーバーは標誤誤差を示

す (n = 3)。 
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図 2-2 乳腺と培養下の MEC におけるドーパミン受容体の発現 

(A) バンドはバージンマウスの脳と乳腺、および培養モデルの MEC におけるドーパミン受容体サブタ

イプ (D1r、D2r、D3r、D4r)と Gapdh の mRNA 発現を RT-PCR で検出したアガロース電気泳動像を 示

す。 (B, C) 培養モデルの MEC (B)と妊娠前期または妊娠後期の乳腺 (C)における D2R (緑)の代表的な

免疫染色像を示す。なお、赤は OCLN、青は DAPI で染色された核、スケールバーは 10 μm (B)、50 μm 

(C)を示す。  
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図 2-3 D2R アゴニストによる MEC の D2R 活性化 

(A) ブロモクリプチン 1.2 μM、ドンペリドン 1.2 μM、あるいは両方を含む分化培地で 24 時間培養した

MEC における細胞内 cAMP 量の相対値を示す。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n 

= 4)。 (B, C) ブロモクリプチン 1.2 μM を含む分化培地で 0.5、1、3 時間培養した MEC におけるリン酸

化 Akt (p-Akt)、Akt、p-ERK、ERK、α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング像 (B)、およ

びバンドをデンシトメトリー解析して α-チューブリンで標準化したタンパク質量のグラフを示す (C)。

エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 4)。 
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2.4 D2R シグナルが MEC の生存性に及ぼす影響 

2.4.1 D2R の活性化と不活性化が細胞生存性に及ぼす影響 

Akt/mTOR および ERK シグナル経路が MEC の生存性と増殖性を調節することが報告され

ている (McCubrey et al., 2007; Pauloin and Chanat, 2012)。そこで、D2R アゴニストであるブロ

モクリプチンおよびアンタゴニストであるドンペリドンが MEC の細胞生存性に及ぼす影響

を調べた。ブロモクリプチンを 0.3–5 μM の濃度範囲で 48 時間処理し、WST-8 アッセイによ

る解析の結果、ブロモクリプチン 2.5 μM および 5 μM 処理群では細胞生存性が有意に低下し

た (図 2-4 A)。一方、ドンペリドンを 0.4－50 μM で 48 時間処理した場合、10 μM 以下では

細胞形態および生存性に有意な変化はみられなかったが、50 μM で細胞生存性が有意に低下

した (図 2-4 B)。 

以上の結果に基づき、以降の培養実験では細胞生存性が有意に低下しないブロモクリプチ

ン 1.2 μM、ドンペリドン 10 μM の処理を行った。 

 

2.4.2 D2R の活性化と不活性化が細胞増殖とアポトーシス誘導に及ぼす影響 

D2R シグナルの活性化は癌細胞のホルモン非依存的に細胞増殖を抑制し、アポトーシスを

誘導することが報告されている (Palmeri et al., 2009; Rowther et al., 2010)。泌乳期の正常な

MEC においても D2R シグナルの活性化が細胞増殖抑制とアポトーシス誘導をするのかを確

認するため、ブロモクリプチンで 72 時間処理した MEC を用いて、増殖マーカーである Ki67

とアポトーシスマーカーである cleaved caspase-3 の免疫染色を行った。コントロール群およ

び処理群の両方で、Ki67 と cleaved caspase-3 に対する陽性反応が一部の MEC で観察された 

(図 2-5A, B)。Ki67 陽性細胞率と一定面積の細胞層における cleaved caspase-3 陽性細胞数をそ

れぞれ画像解析により測定すると、Ki67 陽性細胞率はブロモクリプチン存在下で減少し(図 

2-5C)、cleaved caspase-3 陽性細胞数はコントロール群よりもブロモクリプチン処理群で有意

に多かった (図 2-5C D)。一方、ドンペリドン処理群では cleaved caspase-3 に対する陽性反応

はコントロール群と同レベルであった有意差がなかった。 
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図 2-4 D2R アゴニストとアンタゴニストの細胞毒性試験 

(A) 0.3–5 μM のブロモクリプチンあるいは (B) 0.4–50 μM のドンペリドンを含む増殖培地で 48 時間培養

した MEC の細胞生存性の相対値を示す。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 5)。 
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2.4.3 D2R の活性化が細胞生存性に関わるシグナル伝達経路に及ぼす影響 

前述の 2.4.1 において MEC にブロモクリプチンを短時間処理した場合、細胞生存性に関わ

る Akt/mTOR および ERK シグナル経路に一過性に影響することを示した。しかし、細胞死を

誘導する中長期の処理が Akt/mTOR および ERK シグナル経路に及ぼす影響は不明である。そ

こで、ブロモクリプチンの 8、24、および 72 時間処理が MEC における p-Akt、Akt、p-

mTOR、mTOR、p-ERK、ERK の発現量に及ぼす影響を調べた。Akt および mTOR のリン酸

化レベルおよび発現量は、コントロールと比較して顕著な差がみられなかった (図 2-6A, 

B)。ERK のリン酸化レベルは、ブロモクリプチン処理の 24 および 72 時間後に減少し、一方

で ERK の発現レベルはほとんど変化しなかった (図 2-6A, C)。続いて、アポトーシス誘導に

関わるタンパク質である BAX と抗アポトーシスタンパク質である Bcl2 の発現レベルを調べ

ると (Knudson and Korsmeyer, 1997)、ブロモクリプチン処理 72 時間後において BAX および

Bcl2 の発現はともに増加していた (図 2-6A, C)。 

 

2.5 D2R シグナルが MEC の乳産生能力に及ぼす影響 

2.5.1 D2R の活性化と不活性化が MEC の乳タンパク質産生に及ぼす影響 

D2R シグナルが乳タンパク質の産生に及ぼす影響を調べるため、MEC を 10 μM のドンペ

リドンあるいは 1.2 μM のブロモクリプチンで８、24、および 72 時間処理し、細胞内および

培地へ分泌された乳タンパク質 (α-、β-カゼイン、およびラクトフェリン)をウェスタンブロ

ットとそのバンドのデンシトメトリー解析で調べた。その結果、ドンペリドン処理群の MEC

では細胞内および分泌された乳タンパク質量はコントロール群と同レベルであったが(図 2-

7A, B)、ブロモクリプチン処理群では細胞内および分泌された α-、β-カゼイン、およびラクト

フェリンの量がブロモクリプチンの処理時間に応じた減少していた (図 2-7C, D)。 

 

2.5.2 D2R アゴニストとアゴニストの併用が MEC の乳タンパク質産生に及ぼす影響 

D2R アンタゴニストであるドンペリドンがアゴニストであるブロモクリプチンの作用を中 

和するかを検証するため、MEC を 10 μM ドンペリドン、1.2 μM ブロモクリプチンの存在下・ 
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図 2-5 D2R アゴニストとアンタゴニストの併用が MEC の増殖性とアポトーシスに及ぼす

影響 

(A, B) ドンペリドン (dop) 10 μM、ブロモクリプチン (brc) 1.2 μM、あるいは両方を含む分化培地で 24

時間培養した MEC における Ki67 (赤; A)と cleaved caspase-3 (緑; B)の代表的な免疫染色像を示す。図中

の矢印は陽性細胞、スケールバーは 20 μm を示す。 (C) グラフは Ki67 の免疫染色像でカウントされた

Ki67 陽性細胞と DAPI 陽性細胞の割合を示す。エラーバーは標準誤差を示す (n = 30)。 (D) グラフは

cleaved caspase-3 の免疫染色像でカウントされた陽性細胞数を示す。エラーバーは標準誤差、異符号間

は p < 0.05 を示す (n = 16)。 
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図 2-6 D2R アゴニストが MEC の細胞生存率に関するシグナル伝達経路に及ぼす影響 

(A–C) ブロモクリプチン 1.2 μM を含む分化培地で 8、24、72 時間培養した MEC におけるリン酸化 Akt 

(p-Akt)、Akt、p-mTOR、mTOR、p-ERK、ERK、BAX、Bcl2、α-チューブリンの代表的なウェスタンブ

ロッティング像(A)、およびバンドをデンシトメトリー解析して α-チューブリンで標準化したタンパク

質量のグラフを示す (B–D)。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 10)。 
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非存在下で 24 時間処理し、細胞内および培地における乳タンパク質 (α-、β-カゼイン、およ

びラクトフェリン)発現を mRNA およびタンパク質レベルで調べた。定量 PCR の結果、ブロ

モクリプチンが α-、β-カゼイン、およびラクトフェリンの mRNA を減少させること、ドンペ

リドンの併用がブロモクリプチンによる α-、β-カゼインの mRNA 量減少を軽減することがわ

かった (図 2-8A)。しかし、ラクトフェリンの mRNA 量においては、ドンペリドン存在下で

もブロモクリプチンの影響は軽減しなかった。続いて、ウェスタンブロットとデンシトメト

リー解析でタンパク質レベルでの中和作用を調べた。ドンペリドンのみで処理した場合、図

2-9 の結果と同じく MEC の乳タンパク質産生に影響は認められなかった (図 2-8B, C)。ブロ

モクリプチンのみ処理した場合も図 2-7 と同様に、細胞内および培地に分泌された α-および

β-カゼイン量が減少し、細胞内ラクトフェリン量も８割程度に減少した (図 2-8B, C)。一

方、ドンペリドンとブロモクリプチンを同時処理した群では、細胞内および培地に分泌された

α-および培地中の β-カゼインの発現量がブロモクリプチン処理群よりも有意に増加し、細胞

内 β-カゼイン量はコントロール群の７割程度、他はコントロール群と同レベルの値を示した。 

β-カゼインは乳タンパク質の主成分であり、ゴルジ体で翻訳後修飾を受けてカゼインミセ

ルを形成することが報告されている (Chanat et al., 1999)。そこで、β-カゼインの細胞内局在

をゴルジ体マーカーの GM130 とともに免疫染色により観察した。コントロール群と 10 μM

ドンペリドン 24 時間処理群では、β-カゼインの強染部位は GM130 の陽性部位と一致してい

た (図 2-9)。一方、1.2 μM ブロモクリプチンで 24 時間処理した MEC では、コントロールと

比較して、ゴルジ体での β-カゼインに対して弱い陽性反応を示した。また、GM130 の免疫染

色像を拡大すると、ブロモクリプチンで処理した MEC ではゴルジ体が縮小している様子も観

察された。一方、ドンペリドンとブロモクリプチンの併用処理群では、ブロモクリプチンに

よる β-カゼイン局在とゴルジ体の形態への影響が部分的に回復していた。 

 

2.5.3 D2R シグナルが乳産生と炎症に関わる細胞内シグナル経路に及ぼす影響 

プロラクチンとグルココルチコイドはそれぞれ STAT5 経路と GR 経路を活性化し、泌乳期の 
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図 2-7 D2R アゴニストとアンタゴニストが MEC の乳タンパク質産生に及ぼす影響 

(A–Ⅾ) ドンペリドン (dop) 10 μM、あるいはブロモクリプチン (brc) 1.2 μM を含む分化培地で 8、24、

72 時間培養した MEC における細胞内および培地中に分泌された α-カゼイン、β-カゼイン、ラクトフェ

リン、α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング像 (A, C)、およびバンドをデンシトメトリ

ー解析して α-チューブリンで標準化したタンパク質量のグラフを示す (B, D)。エラーバーは標準誤差、

異符号間は p < 0.05 を示す (n = 10)。 
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図 2-8 D2R アゴニストとアンタゴニストの併用が MEC の乳タンパク質産生に及ぼす影響 

(A) ドンペリドン (dop) 10 μM、ブロモクリプチン (brc) 1.2 μM、あるいは両方を含む分化培地で 24

時間培養した MEC における細胞内 Csn1、Csn2、Ltf の mRNA 発現量を示す。エラーバーは標準誤差、

異符号間は p < 0.05 を示す (n = 4)。(A、B) 細胞内および分泌された α-カゼイン、β-カゼイン、ラクト

フェリン、α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング像 (B)、およびバンドをデンシトメト

リー解析して α-チューブリンで標準化したタンパク質量のグラフを示す (C)。エラーバーは標準誤差、

異符号間は p < 0.05 を示す (n = 4)。  
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MEC の乳産生能力と透過性の低い TJ 形成を誘導する (Kobayashi and Kumura, 2011; 

Wyszomierski et al., 1999)。対照的に、STAT3 経路と NFκB 経路は乳産生や TJ バリアが下方調

節される乳房炎や離乳期の際に MEC で活性化する (Bertucci et al., 2010; Hughes and Watson, 

2018)。そこで、D2R シグナルが MEC の乳産生能力と TJ に及ぼす影響を細胞内シグナル経路

レベルで評価するため、MEC を 10 μM ドンペリドン、1.2 μM ブロモクリプチンの存在下・非

存在下で 24 時間処理し、これらのシグナル分子のリン酸化レベルを調べた。ドンペリドン処

理は STAT3 発現量を減少させたが、他の発現量はコントロール群と同レベルであった (図 2-

10A－D)。併用処理群では、STAT5、p-GR、GR および STAT3 の発現レベルがブロモクリプ

チン処理群と比較して有意に増加し、コントロール群と同レベルを示した。また、全ての処

理において p-NFκB または NFκB の発現レベルは変化しなかった。以上の結果より、D2R の

活性化は MEC における乳産生関連シグナルの機能低下を引き起こし、その作用の一部はア

ゴニストにより抑制されることが示された。 

 

2.6 D2R シグナルが MEC の TJ に及ぼす影響 

泌乳期の MEC では、TJ タンパク質である CLDN3 と OCLN が主体となって強固な TJ を形

成し、傍細胞経路を介した乳成分の漏出と細菌の侵入を防ぐ (Stelwagen and Singh, 2014)。一

方、CLDN4 は泌乳期に発現レベルが低下し、離乳後や妊娠期における脆弱な TJ に多い 

(Kobayashi and Kumura, 2011)。そこで、D2R シグナルが TJ に及ぼす影響を評価するために、

MEC を 10 μM ドンペリドン、1.2 μM ブロモクリプチンの存在下・非存在下で 24 時間処理

し、CLDN3 および CLDN4 の発現レベルを調べた。ドンペリドン処理群における CLDN3 の

発現量はコントロール群の 1.5 倍に増加したが、ブロモクリプチン処理群およびドンペリド

ンとブロモクリプチン併用処理群が顕著な差がみられなかった。CLDN4 の発現量はドンペリ

ドン処理群、ブロモクリプチン処理群および併用処理群においてコントロール群の 1.5 倍に

有意に増加した (図 2-11A, B)。このブロモクリプチン処理の結果は、泌乳マウスにブロモク

リプチンを投与した際の CLDN3 と CLDN4 の変化と一致していた (Kobayashi et al., 2016)。 
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図 2-9 D2R アゴニストとアンタゴニストの併用が MEC における β-カゼインの細胞内局在 

とゴルジ体の形態に及ぼす影響 

ドンペリドン (dop) 10 μM、ブロモクリプチン (brc) 1.2 μM、あるいは両方を含む分化培地で 24 時間培

養した MEC における β-カゼイン (赤)および GM130 (緑)の代表的な免疫染色像を示す。マージされた画

像の白い四角は拡大画像の領域、スケールバーは 25 μm を示す。 
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図 2-10 D2R アゴニストとアンタゴニストの併用が MEC の泌乳と炎症に関わるシグナル分 

子に及ぼす影響 

(A–D) ドンペリドン (dop) 10 μM、ブロモクリプチン (brc) 1.2 μM、あるいはドンペリドンとブロモク

リプチンの両方を含む分化培地で 24 時間培養した MEC におけるリン酸化 STAT5 (p-STAT5)、STAT5、

p-GR、GR、p-STAT3、STAT3、p-NFκB、NFκB、α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング

像 (A, C)、およびバンドをデンシトメトリー解析して α-チューブリンで標準化したタンパク質量のグラ

フを示す (B, D)。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 4)。 
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続いて、経上皮電気抵抗 (TER)を測定することにより、TJ バリア機能に対する影響を調べ

た。しかし、いずれの処理群においても有意な変化は認められなかった (図 2-11C)。そこで

ドンペリドンとブロモクリプチンが CLDN3 と CLDN4 の局在に及ぼす影響を調べるため、免

疫染色を行った。コントロール群において、CLDN3 と OCLN は MEC の細胞間隙に沿って共

局在していたが、ドンペリドン処理群の CLDN3 は OCLN との共局在部位に加えて、側部細

胞膜にも局在していた (図 2-11D)。さらに、ブロモクリプチン処理群では 3 つの MEC が接

合する領域 (3 細胞結合領域)の近傍で CLDN3 に対するより強い陽性反応が観察され、その

陽性反応は併用処理群がさらに強く観察された。CLDN4 と OCLN の免疫染色像では、コン

トロール群の CLDN4 と OCLN が共局在している様子が観察された。ドンペリドン処理群、

ブロモクリプチン処群および併用処理群では、側部細胞膜や細胞質にも CLDN4 の陽性反応

が観察された。また、ドンペリドンとブロモクリプチン併用処理群では、3 細胞結合領域で

CLDN4 の強い陽性反応が観察された。これらの結果から、D2R のアゴニストやアンタゴニ 

ストは TJ 構成タンパク質の発現および局在に影響を及ぼすが、MEC におけるバリア機能に

影響しないことがわかった。 
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図 2-11 D2R アゴニストとアンタゴニストの併用が MEC の TJ に及ぼす影響 

(A, B) ドンペリドン (dop) 10 μM、ブロモクリプチン (brc) 1.2 μM、あるいは両方を含む分化培地で 72

時間培養した MEC における CLDN3、CLDN4、α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング

像 (A)、およびバンドをデンシトメトリー解析して α-チューブリンで標準化したタンパク質量のグラフ

を示す (B)。エラーバーは標準誤差を示す (n = 4)。 (C) グラフはセルカルチャーインサート上で培養

し、ドンペリドン 10 μM、ブロモクリプチン 1.2 μM、あるいは両方を含む分化培地で 72 時間培養した

MEC における経上皮抵抗値 (TER)の変化を示す。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す 

(n = 6)。 (D) ドンペリドン 10 μM、ブロモクリプチン 1.2 μM、あるいは両方を含む分化培地で 72 時

間培養した MEC における CLDN3 (緑)、CLDN4 (緑)、OCLN (赤)の代表的な免疫染色像を示す。画像の

白い四角は拡大画像の領域、スケールバーは 20 μm を示す。 
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考察 

下垂体細胞のプロラクチン分泌量はドーパミンとその受容体である D2R を介して調節され

ている (Leebaw et al., 1978; Freeman et al., 2000)。下垂体から分泌されたプロラクチンは乳腺

上皮細胞の乳分泌を誘導する (Archer, 1980)。しかし、妊娠後期の乳腺では D2R の発現量が

上昇することも報告されている (Farmer and Palin, 2021)。それにも関わらず、ドーパミンが

MEC の D2R を介して直接的に作用するかを調べた報告例はない。そこで本研究では、まず

MEC に D2R の発現パターンを確認した。その結果、TJ 近傍の細胞膜に D2R が局在している

ことがわかった。また、乳腺にはドーパミンが存在していること、D2R アゴニストであるブ

ロモクリプチンが培養下の MEC において D2R 下流の cAMP 産生を促すこと (Sibley and 

Monsma, 1992)、D2R 下流のシグナル分子である Akt と ERK がドンペリドン処理により短時

間で活性化していることも確認された (Chen et al., 2012)。続いて、D2R アゴニストであるブ

ロモクリプチンを用いた培養実験を行った結果、細胞生存性、アポトーシス、カゼイン産

生、TJ 構成タンパク質発現、およびそれらを制御するシグナル分子の活性化に影響を与えて

いることが確認された。以上のことより、ドーパミンが MEC の D2R を介して直接的に作用

し、その性状を調節する機構が妊娠後期以降の乳腺に存在すると考えられる。 

本研究の結果、D2R アゴニストであるブロモクリプチンが一部の MEC にアポトーシスを

誘導し、その細胞生存性を低下させることがわかった。妊娠期や退縮期における MEC の細

胞生存性を調節するシグナル分子として、Akt/mTOR、ERK、STAT3、NFκB が報告されてい

る (Yu and Cui, 2016; McCubrey et al., 2007; Bertucci et al., 2010; Dutta et al., 2006)。またアポト

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 の発現量のバランスがアポ

トーシス誘導を調節することが知られている (Knudson and Korsmeyer, 1997)。本研究におい

て、D2R アゴニスト (活性化誘導成分)であるブロモクリプチンは ERK と STAT3 の不活性化

を誘導したが、Akt/mTOR や NFκB には影響を与えなかった。また、ブロモクリプチンおよ

びドンペリドン (D2R アゴニスト)はともにアポトーシス促進因子である BAX の発現量を増

加させ、アポトーシス抑制因子である Bcl2 の発現量をそれぞれ増加、減少させた。ブロモク
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リプチンがプロラクチノーマ細胞において Akt/mTOR ではなく ERK 経路を介して細胞死を誘

導することが報告されている (Tang et al., 2019)。以上より、D2R は ERK シグナルと

BAX/Bcl2 バランスを介して MEC の細胞生存性とアポトーシス誘導を調節していると考えら

れる。 

本研究において、D2R アゴニストであるブロモクリプチンは、STAT5 と GR の不活性化と

ともに、カゼインおよびラクトフェリン産生を低下させた。また、D2R アンタゴニストであ

るドンペリドンは、ブロモクリプチンによって引き起こされる β-カゼイン低下、STAT5 不活

性化、および GR 不活性化を軽減させた。STAT5 はプロラクチンによって活性化されるシグ

ナル分子であり、GR はグルココルチコイドによって活性化されるシグナル分子である。代表

的な乳タンパク質であるカゼインは、STAT5 と GR の活性化によって発現が誘導される 

(Kobayashi et al., 2016)。また、ラクトフェリンの発現に STAT5 や GR が関わることも報告さ

れている (Yang et al., 2025; Zheng et al., 2005)。以上、D2R は MEC のカゼイン産生を STAT5

と GR の活性化を介して調節していると考えられる。また、STAT5 と GR の活性化がセカンド

メッセンジャーである cAMP によって調節されることが報告されている (Pace et al., 2011; 

Kang et al., 2023)。D2R は Gαi型 G タンパク質と共役する GPCR であり、Gαiの活性化は細胞

内 cAMP 蓄積を抑制する (Beaulieu et al., 2015)。研究の結果においても D2R アゴニストであ

るブロモクリプチンが MEC の cAMP 濃度を低下させ、アンタゴニストのドンペリドンが cAMP

濃度を上昇させることが確認されている。したがって、D2R は cAMP 濃度を低下させること

で STAT5 および GR シグナルを不活性化し、MEC の乳産生能を低下させる可能性が高い。 

本研究において D2R アゴニストであるブロモクリプチンは TJ 構成タンパク質である

CLDN3 と CLDN4 の発現量を増加させ、D2R アンタゴニストであるドンペリドンは CLDN4

を増加させた。また、ブロモクリプチンとドンペリドンは CLDN3 の局在パターンの乱れを

引き起こした。泌乳期の MEC は CLDN3 を主体として強固な TJ を形成し、離乳期や炎症時

における MEC は CLDN4 の発現を増加させ、脆弱な TJ を形成する (Kobayashi and Kumura, 

2011)。以上のことから D2R の活性化と不活性化は TJ のバリア機能を低下すると考えられ
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る。しかし、本研究において TJ バリア機能を評価するために行った経上皮電気抵抗値の実験

ではブロモクリプチンとドンペリドンの影響は認められなかった。近年の研究により、MEC

の TJ が CLDN3 や CLDN4 だけではなく、CLDN8 によっても構成されていることがわかって

いる (Hou et al., 2010)。また、本研究においてブロモクリプチン処理群では 3 つの MEC が接

合する領域（3 細胞結合領域）の近傍で CLDN3 に対するより強い陽性反応が観察され、その

陽性反応は併用処理群がさらに強く観察された。この 3 細胞結合領域には CLDN とはことな

る TJ 構成タンパク質である Tricellulin や Angulin-1 が局在することが知られている 

(Sugawara et al., 2021; Mariano et al., 2011)。したがって、D2R の活性化と不活性化がこれらの

TJ 構成タンパク質に及ぼす影響を調べる必要がある。 

ブロモクリプチンは D2R を介して下垂体細胞のプロラクチン分泌を抑制し、泌乳期乳腺の

乳産生を抑制することが知られている (Rowther et al., 2010)。しかし、本研究の結果より泌乳

期の MEC には D2R が発現しており、ブロモクリプチンは MEC の D2R を介して直接的に乳

産生を調節する経路があることがわかった。また、D2R の活性化は STAT5 や GR の不活性化

を介して MEC の乳タンパク質産生を抑制すること、ERK シグナルの不活性化を介してアポ

トーシス誘導を引き起こすこともわかった。以上の研究結果は、D2R とドーパミンが泌乳期

MEC において乳産生を抑制的に調節する因子として機能することを示している。しかし、本

研究において培養下の MEC はドーパミン合成能力を有するにも関わらず、培地中に分泌する

ドーパミン量は検出レベル以下であった。一方で生体の乳腺にはドーパミンが十分に存在し

ていた。泌乳期の乳腺においては MEC 以外の細胞がドーパミンを分泌し、MEC の D2R を介

して乳産生を調節している可能性がある。 

 

結論 

MEC における TJ 近傍の細胞膜に D2R が局在している。MEC が興奮性神経伝達物質であ

るドーパミンを自律的に産生し、D2R を介して細胞内 cAMP 濃度を変化させ、cAMP シグナ

ルを中心とした経路で自身の生存性や機能性を調節する機構を有している。 
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第三章 乳腺上皮細胞における GABA シグナルの役割 

序文 

GABA (γ-アミノ酪酸)は、中枢神経系における代表的な抑制性神経伝達物質であり、シナプ

ス後細胞の過分極を介して神経興奮性を抑制する役割を果たしている。従来、GABA は中枢

神経に特異的な神経伝達物質と考えられてきたが、近年の研究により GABA は末梢組織にも

広く分布し、免疫系、膵臓、消化管、気道、肝臓など、多様な臓器で生理的な役割を有する

ことが明らかになっている (Tanaka, 1985; Ong and Kerr, 1990; Soltani et al., 2011; Kim et al., 

2015; Chapman et al., 1991)。末梢組織における GABA は局所的なオートクライン・パラクラ

イン因子として機能し、細胞増殖、代謝、炎症応答、分泌調節などの調節に関わっていると

報告されている (Wang et al., 1984; Untereiner et al., 2020; Lu and Inman, 2009; Torres et al., 2000; 

Li et al., 2013)。すなわち、GABA は単なる神経伝達物質としての役割を超えて、全身の末梢

組織における恒常性維持に関わる多機能性分子として捉えることができる。 

GABA 受容体を大別すると、GABA_A 受容体および GABA_B 受容体の 2 種類に分類され

る。GABA_A 受容体は Cl⁻チャネルを形成するイオンチャネル型受容体であり、GABA 結合

により活性化した GABA_A 受容体は細胞内に Cl⁻を流入させ、膜電位を急速に変化させる 

(Stein and Nicoll, 2003; Ma et al., 2012)。一方、GABA_B 受容体は細胞内で Giタンパク質と結

合する G タンパク質共役型受容体であり、アデニル酸シクラーゼの抑制を介して cAMP 産生

を低下させ、Ca2＋やジアシルグリセロールなどのセカンドメッセンジャーの調節も行い、比

較的緩徐かつ持続的に細胞内のシグナル伝達を調節する役割を担っている (Wise et al., 1999; 

Obrietan and van den Pol, 1997)。このように、GABA は GABA_A 受容体を介した Cl⁻イオン動

態と GABA_B 受容体を介したセカンドメッセンジャーの調節という様式の異なる 2 つの受容

体を通じて細胞機能を制御し、組織特異的に多様な生理応答を誘導していると考えられてい

る。 

これまでの細胞レベルの先行研究において、GABA_A 受容体が細胞内の Cl⁻濃度変化を介

して多様な調節作用を行っていることが報告されている。例えば、膵島 β 細胞の GABA_A 受
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容体は Cl⁻流入を介して膜電位と Ca²⁺流入量を変化させ、インスリン分泌と細胞増殖を調節し

ている (Untereiner et al., 2020)。免疫細胞では、細胞内 Cl⁻濃度の上昇が NFκB 活性、サイト

カイン産生、細胞の活性化状態を調節し、炎症や自己免疫反応の抑制に寄与することが示さ

れている (Koumangoye, 2022; Yang et al., 2012)。上皮細胞では Cl⁻ダイナミクスが細胞収縮性

や細胞間接着、上皮バリア機能を調節し、上皮組織の恒常性維持に不可欠な役割を果たす 

(Deng et al., 2023; Conn et al., 2024)。これらの知見は Cl⁻チャネルである GABA_A 受容体が多

種多様な細胞や器官で生理的な役割を担っていることを示している。しかし、泌乳期の乳腺

における GABA_A 受容体の役割は未だ不明である。 

MEC は、妊娠末期から授乳期にかけて増加するプロラクチンとグルココルチコイドと結合

して STAT5 経路と GR 経路を活性化し、乳タンパク質の産生と強固な TJ 形成を同時に開始

する (Kobayashi et al., 2016)。これらの分化過程には、セカンドメッセンジャーである Ca²⁺や

cAMP と同様に、細胞内 Cl⁻濃度の調節が不可欠であると考えられている。なぜなら、MEC

には CFTR や NKCC1 などの Cl⁻輸送体が発現しており、これらの膜タンパク質が細胞内 Cl⁻

濃度のみならず、乳汁中の Cl⁻濃度も調節していることが報告されているからである 

(Gögelein, 1988; Narayanan et al., 2020)。また、細胞内と乳中の Cl⁻濃度は乳管の膨張、細胞極

性、TJ バリアの維持にも関わっている (Gögelein, 1988; O'Grady and Lee, 2003)。したがって、

授乳期の MEC において Cl⁻イオンの流入に関わる GABA_A 受容体は細胞内や乳中のイオン

濃度を調節し、なおかつ MEC の乳分泌や TJ バリアに関与している可能性があると考えられ

る。 

近年の医学領域の研究により、乳がんと GABA シグナルの密接な関りが報告されている

(Sizemore et al., 2014; Neman et al., 2014; Zhang et al., 2014)。また、前述したように泌乳期の

MEC は細胞内と乳中の Cl⁻を調節する機構を有し、細胞内外の Cl⁻濃度が MEC の性状を調節

していることが報告されている (Linzell and Peaker, 1971)。しかし、泌乳期の正常な MEC に

おける GABA と Cl-チャネルである GABA_A 受容体の生理的役割はわかっていない。本研究

では、MEC の GABA 合成能、GABA_A 受容体と GABA_B 受容体の発現、および GABA_A
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受容体の活性化と不活性化が細胞内 Cl⁻濃度、細胞生存性、乳タンパク質分泌、TJ 形成に与

える影響を包括的に調べた。本研究の目的は MEC における Cl⁻依存的 GABA シグナルの生理

的役割を示し、泌乳期の MEC における乳分泌の調節機構の一端を明らかにすることであ

る。 

 

結果 

3.1 乳腺上皮細胞は GABA を産生する 

GABA は、L-グルタミンからグルタミン酸脱炭酸酵素(glutamic acid decarboxylase、GAD)に

よって合成され、GABA トランスポーター (GABA transporter、GAT)を介して細胞外に分泌さ

れる (図 3-1A)。また、GAT は GABA を再吸収し、細胞外の GABA 濃度を調節する役割も

果たしている (Scimemi, 2014)。本研究では、MEC の GABA 産生能力を検証するため、マウ

ス乳腺組織および培養 MEC における GAD と GAT の発現を調べた。RT-PCR 解析の結果、ポ

ジティブコントロールのマウス脳では GAD のサブタイプである Gad1、Gad2、Gad3、および

Gat1 の発現が確認された (図 3-1B)。また、Gad1 と Gad2、および Gat1 の mRNA はバージ

ンマウスの乳腺組織と乳腺組織から単離した MEC、および培養した MEC においても検出さ

れた (図 3-1B)。 

続いて、MEC が実際に GABA を産生・分泌するかを明らかにするため、脳、乳腺の抽出

液とともに、乳分泌を誘導する分化培地で 72 時間培養した MEC の細胞内画分および培地上

清中の GABA 濃度を測定した。その結果、ポジティブコントロールの脳抽出液では 1700 

ppm を超える濃度の GABA が確認された。また、乳腺組織の抽出液からも 400 ppm の GABA

が検出された。MEC の細胞内画分では GABA 濃度は測定限界 (50 ppm)未満であったが、培

地上清中では約 200 ppm の GABA が検出され、MEC が GABA を合成し、細胞内に蓄えずに

細胞外へ分泌していることが確認された (図 3-1C)。 

これらの結果より、MEC は GABA 合成酵素を発現し、細胞外に GABA を分泌する能力を

備えていることが示された。 
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図 3-1 MEC における GABA の産生 

(A) 生体内での GABA の L-グルタミン合成経路。 (B) バンドは、バージョンマウスの脳、乳腺、乳腺

から単離した MEC および培養モデルの MEC における GABA 合成酵素 (Gad1, Gad2) 、GABA トラン

スポーター (Gat1)と Gapdh の mRNA 発現を RT-PCR で検出したアガロース電気泳動像を示す。 (C) 

脳、乳腺、MEC の細胞内および細胞外における GABA 濃度を比較した。Not Detected (n.d.)は不検出を

表す。エラーバーは標準誤差を示す (n = 3)。 
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3.2 乳腺上皮細胞は GABA_A 受容体を発現する 

GABA_A 受容体は、α (1–6)、β (1–3)、γ (1–3)、δ、ε、π、θ などの複数のサブユニットから

構成される五量体型のイオンチャネルである (Sigel and Steinmann, 2012) (図 3-2A)。特に β1–

3 サブユニットは機能的な GABA_A 受容体の形成に必須であるため、これらの発現を検出す

ることによって GABA_A 受容体の存在を確認することができる。そこで GABA_A 受容体の

β サブユニットである Gabrb1、Gabrb2、Gabrb3 の mRNA 発現を調べた。RT-PCR 解析の結

果、マウス脳組織では Gabrb1、Gabrb2、Gabrb3 の発現が確認された。また、GABA_B 受容

体を構成する二つのサブユニット Gabbr1 および Gabbr2 も検出された (図 3-2B)。一方、バ

ージンマウス由来の乳腺から単離した MEC は、GABA_A 受容体の β サブユニットである

Gabrb1、Gabrb2、Gabrb3 と GABA_B 受容体の Gabbr1 サブタイプが確認されたが、Gabbr2

は検出されなかった。また、培養モデルの乳産生能を誘導した MEC では GABA_A 受容体の

β サブユニットの Gabrb1、Gabrb2、Gabrb3 は検出されたが、GABA_B 受容体のサブユニッ

ト発現はどちらも確認されなかった (図 3-2B)。これらの結果から、MEC における GABA シ

グナル伝達は主として GABA_A 受容体を介して行われている可能性が高い。 

 

3.3 MEC における GABA_A 受容体の活性化 

GABA_A 受容体には GABA の結合部位に加え、ベンゾジアゼピン結合部位やバルビツー

ル酸結合部位など複数のアロステリック部位が存在する (図 3-2A)。これらの部位に結合する

薬物は GABA_A 受容体の立体構造を変化させ、GABA に対する親和性を正または負に調節

することで、GABA_A 受容体の活性化を増強または抑制することが知られている (Sieghart, 

2015)。また、ピクロトキシンは GABA_A 受容体の Cl⁻を通過させるチャネル構造部分を塞ぐ

ブロッカーであり、Cl⁻の流入を遮断する (Olsen, 2006)。本研究では、これらの結合部位を標

的とする薬理学的刺激により、GABA_A 受容体活性の変動を誘導できるかを解析した。 

まず、GABA_A 受容体が MEC の細胞内に Cl-を流入させることを確認するため、Cl⁻チャ

ネルとしての機能を阻害する薬剤であるピクロトキシン存在下で細胞内 Cl⁻の動態を観察し

た。なお、細胞内 Cl⁻の可視化は Cl⁻によって蛍光が消光される性質を有し、蛍光強度が細胞 
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図 3-2 MEC における GABA 受容体の発現 

(A) GABA_A 受容体複合体の模式図。GABA の結合部位、Cl⁻チャネル、各薬物の作用部位を示す。 (B) 

バンドはバージンマウスの脳、乳腺、乳腺から単離した MEC および培養モデルの MEC における

GABA_A 受容体 (Gabrb1, Gabrb2, Gabrb3) 、GABA_B 受容体 (Gabbr1, Gabbr2)と Gapdh の mRNA 発現

を RT-PCR で検出したアガロース電気泳動像を示す。 

 

 

 

  



34 

 

内 Cl⁻濃度に逆比例して変化する色素である MQAE を用いて行った (Verkman et al., 1989)。

MQAE で標識した MEC の培地にピクロトキシンを添加し、その後の蛍光変化を観察した結

果、ピクロトキシンの添加後 30 分間の蛍光強度が増加し、細胞内 Cl⁻濃度が低下しているこ

とが確認された (図 3-3A)。 

続いて、GABA_A 受容体を正に調節するアロステリック調節薬であるジアゼパム (dzp)が

GABA_A 受容体の下流にあるシグナル分子である Akt、ERK、p38 を活性化に影響すること

を確認するため (Pakkhesal, 2024; Wang et al., 2005)、1 μM dzp 存在下で 10 分間、1 時間、3 時

間培養した MEC における Akt、ERK、p38 のリン酸化レベルをウェスタンブロットで調べ

た。その結果、p-Akt は処理 10 分後に一過的に減少し、その後時間依存的に回復した (図 3-

3B, C)。一方、p-ERK および p-p38 は 10 分後に一過的に上昇し、その後回復した。以上、

MEC の GABA_A 受容体特異的なアロステリック薬剤である dzp や Cl⁻チャネル阻害剤である

ピクロトキシンに短時間で反応し、Cl⁻動態と下流シグナルを即時的に変化させることから、

MEC には機能的な GABA_A 受容体が発現していることが示された。 

 

3.4 GABA_A 受容体のアロステリック調節薬が MEC に及ぼす影響 

3.4.1 GABA_A 受容体のアロステリック調節薬が細胞生存性に及ぼす影響 

GABA_A 受容体の活性化が MEC の細胞生存性に与える影響を調べるため、正のアロステ

リック調節薬ジアゼパムおよび負のアロステリック調節薬フルマゼニル (fmn)を用いた検証

を行った (図 3-4A)。WST-8 アッセイによって細胞生存性を調べた結果、高濃度ジアゼパム

群 (5 μM, 15 μM)の細胞生存性がコントロールと比較して有意に低下していた (図 3-4B)。 

続いて、フルマゼニルを 0.3–30 μM 濃度で含む増殖培地で 48 時間培養し、WST-8 アッセイ

をした結果、高濃度フルマゼニル群 (3–15 μM)の細胞生存性がコントロールと比較して有意

に低下していることが確認された (図 3-4Ｃ)。 

以上の結果に基づき、以降の培養実験では細胞生存性に影響しない 1 μM のフルマゼニル

と 1 μM ジアゼパムで処理を行った。 
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図 3-3 MEC における GABA_A 受容体の活性化 

(A) GABA_A 受容体の塩素イオン (Cl-)流入阻害剤であるピクロトキシン 5 μM を含む分化培地で 30 分

培養した MEC における細胞内 Cl-のライブイメージング像。 (B, C) GABA_A 受容体作動薬であるジア

ゼパム 1 μM を含む分化培地で 10 分間、1 時間、3 時間培養した MEC におけるリン酸化 Akt (p-Akt)、

Akt、p-ERK、ERK、p-p38、p38 および α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング像を 

(B)、およびバンドをデンシトメトリー解析して算出したリン酸化レベルのグラフを示す (C)。エラーバ

ーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 3)。 
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図 3-4 GABA_A 受容体作動薬および拮抗薬の細胞毒性試験 

(A) GABA_A 受容体作動薬のジアゼパム (dzp)と拮抗薬のフルマゼニル (fmn)の結合部位を示

す。dzp 5 μM(B)あるいは fmn 10 μM(C)を含む増殖培地で 48 時間培養した MEC の細胞生存性

を示す。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 5)。 
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3.4.2 GABA_A 受容体のアロステリック調節薬がアポトーシスに及ぼす影響 

GABA_A 受容体シグナルは神経細胞において細胞死を制御することが知られている (Xu et 

al., 2000; Zhang et al., 2007)。そこで、GABA_A 受容体のアロステリック調節薬である 1 µM

のジアゼパムと 1 μM フルマゼニルの存在下で 72 時間培養した MEC をアポトーシスマーカ

ーである cleaved caspase-3 で免疫染色した (図 3-5A)。その結果、コントロール群および処理

群の一部の MEC で cleaved caspase-3 に対する陽性反応が観察された。一定面積の細胞層にお

ける cleaved caspase-3 陽性細胞数をカウントすると、フルマゼニルおよびジアゼパム処理群

において cleaved caspase-3 陽性細胞数がコントロール群よりも有意に増加した (図 3-5B)。一

方、フルマゼニルとジアゼパム併用処理した群ではアポトーシス誘導が抑制され、cleaved 

caspase-3 陽性細胞数はコントロール群と同レベルであった。 

 

3.4.3 GABA_A 受容体のアロステリック調節薬が細胞生存性に関わるシグナル伝達経路に及 

ぼす影響 

図 3-4 と図 3-5 の結果において GABA_A 受容体の正と負のアロステリック調節薬は細胞生

存性を低下させ、アポトーシスを誘導した。この反応が細胞内シグナル経路レベルで起きる

ことを確認するため、ジアゼパム 1 µM、フルマゼニル 1 µM、あるいは両方を含む分化培地

で 72 時間処理した細胞における細胞生存性のシグナル分子、Akt および ERK のリン酸化割

合を調べた (McCubrey et al., 2007)Akt リン酸化レベルはジアゼパム処理群においてコントロ

ール群よりも有意に低下し、フルマゼニルとジアゼパムの併用処理群ではコントロール群と

同レベルであった (図 3-6A, B)。ERK リン酸化レベルはジアゼパム処理群において有意に上

昇し、フルマゼニルとジアゼパム併用処理群ではコントロールと同程度の値を示した。 

続いて、アポトーシス誘導に関わるタンパク質である BAX と抗アポトーシスタンパク質

である Bcl2 の発現量を調べた (Knudson and Korsmeyer, 1997)。フルマゼニル単独処理では、

BAX 発現量の増加と Bcl2 の減少が認められた (図 3-6A, C)。一方、ジアゼパム処理群では

BAX に有意な変化はなかったが、Bcl2 発現量は減少した。フルマゼニルとジアゼパム併用処 
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図 3-5 GABA_A 受容体作動薬および拮抗薬が MEC のアポトーシスに及ぼす影響 

(A) GABA_A 受容体作動薬のジアゼパム (dzp) 1 μM、拮抗薬のフルマゼニル (fmn) 1 μM 、あるいは両

方を含む分化培地で 72 時間培養した MEC における cleaved caspase-3 (緑色)の代表的な免疫染色像を示

す。スケールバーは 50 μm、青は DAPI で染色された核を示す。 (B) グラフは一定面積の cleaved 

caspase-3 の免疫染色画像でカウントされた陽性細胞数を示す。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 

0.05 を示す (n = 16)。 
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図 3-6 GABA_A 受容体の活性化や不活性化が MEC の細胞生存性に関わるシグナル分子に 

及ぼす影響 

(A–C) フルマゼニル (fmn) 1 μM、ジアゼパム (dzp) 1 μM、あるいは両方を含む分化培地で 72 時間処理

した MEC におけるリン酸化 Akt (p-Akt)、Akt、p-ERK、ERK、BAX、Bcl2、α-チューブリンの代表的な

ウェスタンブロッティング像 (A)、およびバンドをデンシトメトリー解析して算出したリン酸化レベル

あるいは α-チューブリンで標準化したタンパク質量のグラフを示す (B, C)。エラーバーは標準誤差、異

符号間は p < 0.05 を示す (n = 3)。 
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理群ではコントロールと同レベルまで回復した (図 3-6C)。 

これらの結果から、アロステリック調節薬を介した GABA_A 受容体の過剰な活性化・不

活性化は細胞生存性のシグナル分子である ERK と Akt の活性化レベルを変化させ、BAX や

Bcl2 の発現量を乱すことによってアポトーシスを促進することが示唆された。 

 

3.4.4 GABA_A 受容体のアロステリック調節薬が MEC の乳タンパク質産生に及ぼす影響 

GABA_A 受容体シグナルが乳タンパク質産生に与える影響を調べるため、MEC をジアゼ

パム (1、5 µM)あるいはフルマゼニル (1、5 µM)を含む分化培地で 72 時間培養し、細胞内お

よび培地中に分泌された α-カゼインと β-カゼインをウェスタンブロットとそのバンドのデン

シトメトリー解析で調べた。その結果、ジアゼパム処理群の MEC では細胞内および培地中

に分泌された α-カゼインと β-カゼインはいずれも濃度依存的に減少した (図 3-7A, B)。ま

た、フルマゼニル処理群の MEC では細胞内 α-カゼインが 1 µM のフルマゼニル存在下におい

て、培地中 β-カゼインはフルマゼニル 1 µM と 5 µM 存在下でコントロール群の 20％程度に

減少した (図 3-7C, D)。 

続いて MEC をフルマゼニル 1 µM とジアゼパム 1 µM を含む分化培地で 72 時間培養し、

正と負のアロステリック調節薬の中和反応を確認する実験を行った。その結果、フルマゼニ

ルとジアゼパム併用処理群では、フルマゼニルとジアゼパムを単独処理した場合と比べて、

細胞内と培地中 β-カゼイン量の減少が部分的に回復することがわかった (図 3-8A, B)。β-カ

ゼインは乳タンパク質の主成分であり、ゴルジ体で翻訳後修飾を受けてカゼインミセルを形

成することを報告されている (Chanat et al., 1999)。そこで、β-カゼインの細胞内局在をゴル

ジ体マーカーの GM130 とともに免疫染色により観察した。コントロール群では β-カゼイン

の強い陽性反応が GM130 陽性部位と重なっている様子が観察された (図 3-8C)。同様の局在

パターンはフルマゼニル処理群でも確認された。一方、ジアゼパム処理群では β-カゼインの

陽性反応が細胞層全体で弱まり、GM130 陽性のゴルジ体のサイズも縮小している様子であっ

た。しかし、フルマゼニルとジアゼパム併用処理群では、ジアゼパム処理による影響が軽減

し、β-カゼインと GM130 の局在パターンはコントロール群に類似していた。 
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図 3-7 GABA_A 受容体作動薬および拮抗薬が MEC の乳タンパク質産生に及ぼす影響 

(A–Ⅾ) GABA_A 受容体作動薬のジアゼパム (dzp) 1 μM 、5 μM あるいは拮抗薬のフルマゼニル (fmn) 1 

μM 、5 μM を含む分化培地で 72 時間培養した MEC における細胞内および培地中に分泌された α-カゼ

イン、β-カゼイン、α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング像 (A, C)、およびバンドをデ

ンシトメトリー解析して α-チューブリンで標準化したタンパク質量のグラフを示す (B, D)。エラーバー

は標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す(n = 4)。 
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図 3-8 GABA_A 受容体作動薬と拮抗薬同時処理が MEC の乳タンパク質産生に及ぼす影響 

(A–C) GABA_A 受容体作動薬のジアゼパム (dzp) 1 μM と拮抗薬のフルマゼニル (fmn) 1 μM 、あるいは

両方を含む分化培地で 72 時間処理した MEC における細胞内および培地中に分泌された α-カゼイン、β-

カゼイン、α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング像(A)、およびバンドをデンシトメト

リー解析して α-チューブリンで標準化したタンパク質量のグラフを示す (B)。エラーバーは標準誤差、

異符号間は p < 0.05 を示す (n = 3)。 (C) β-カゼイン (赤)および GM130 (緑)の代表的な免疫染色像を示

す。スケールバーは 25 μm を示す。 
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3.4.5 GABA_A 受容体のアロステリック調節薬が MEC の泌乳と炎症に関わるシグナル伝達経

路に及ぼす影響 

分娩前後の乳腺において、グルココルチコイドはそれぞれ STAT5 経路と GR 経路を活性化

し、MEC の乳分泌能力と透過性の低い TJ 形成を誘導する (Kobayashi et al., 2016)。また、図

3-8 におい GABA_A 受容体のアロステリック調節薬であるフルマゼニルとジアゼパムはカゼ

イン産生を抑制した。そこでフルマゼニルとジアゼパムのカゼイン抑制作用が STAT5 と GR

を介した反応であるかを調べるため、STAT5 と GR のリン酸化レベルを調べた。その結果、

フルマゼニルとジアゼパムの単独処理はいずれも p-STAT5/STAT5 を低下させ、STAT5 活性を

抑制した (図 3-9A, B)。一方、フルマゼニルとジアゼパム併用処理群では p-STAT5 のリン酸

化レベルはコントロール以上であった。GR のリン酸化レベルはフルマゼニル単独処理でコ

ントロール群と比較して大きな変化はなかったが、ジアゼパム単独処理またはフルマゼニル

との併用処理群では p-GR/GR が上昇した。 

乳房炎や離乳期の乳腺において、STAT3 経路と NFκB 経路の活性化が MEC の乳産生や TJ

バリアを下方調節する (Hughes and Watson, 2018; Bertucci et al., 2010)。また、マイトジェン活

性化プロテインキナーゼ (Mitogen-activated Protein Kinase、MAPK)ファミリーである p38 およ

び JNK も炎症性サイトカインによって活性化し、その活性化が MEC のカゼイン分泌を抑制

することも報告されている (Kobayashi et al., 2022)。そこでフルマゼニルとジアゼパムで処理

した MEC においてこれらの炎症性シグナル分子が活性化しているかを調べるため、MEC を

ジアゼパム 1 µM、フルマゼニル 1 µM あるいは両方を含む分化培地で 72 時間培養し、これ

らのシグナル分子のリン酸化レベルをウェスタンブロットとそのバンドのデンシトメトリー

解析で調べた。その結果、STAT3、NFκB および JNK のリン酸化レベルはいずれの群でもコ

ントロール群と比べて変化を示さなかった (図 3-10A, B)。一方、p38 リン酸化レベルはジア

ゼパム単独処理で有意に上昇し、GABA_A 受容体の過剰な活性化が p38 経路を刺激すること

がわかった (図 3-10A, C)。 
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図 3-9 GABA_A 受容体作動薬および拮抗薬が MEC の泌乳に関わるシグナル分子に及ぼす 

影響 

(A, B) GABA_A 受容体作動薬のジアゼパム (dzp) 1 μM、拮抗薬のフルマゼニル (fmn) 1 μM 、あるいは

両方を含む分化培地で 72 時間処理した MEC におけるリン酸化 STAT5 (p-STAT5)、STAT5、p-GR、

GR、α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング像 (A)、およびバンドをデンシトメトリー解

析して算出したリン酸化レベルのグラフを示す (B)。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示

す (n = 3)。 
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3.4.6 GABA_A 受容体のアロステリック調節薬が MEC の TJ に及ぼす影響 

泌乳期の MEC では、TJ タンパク質である CLDN3 と OCLN が主体となって強固な TJ を形

成し、傍細胞経路を介した乳成分の漏出と細菌の侵入を防ぐ (Stelwagen and Singh, 

2014;Kobayashi et al., 2013)。一方、CLDN4 は泌乳期に発現量が減少し、離乳後や妊娠期にお

ける脆弱な TJ に多い (Kobayashi and Kumura, 2011)。そこで、フルマゼニル 1 µM、ジアゼパ

ム 1 µM、あるいは両方を含む分化培地で 72 時間処理した MEC におけるこれらの TJ 構成タ

ンパク質の発現パターンおよび TJ バリア機能を調べた。その結果、CLDN3 および CLDN4

の発現量はいずれの処理群でもコントロールと同程度であり、GABA_A 受容体のアロステリ

ック調節薬による影響は認められなかった (図 3-11A, B)。 

また、経上皮電気抵抗 (TER)の測定により TJ のバリア機能を調べたところ、すべての処理

群で TER 値は培養日数の経過に伴って上昇し、コントロール群との間に違いは認められなか

った (図 3-11C)。免疫染色による TJ タンパク質の局在解析では、CLDN3 と OCLN はコント

ロール群とフルマゼニル群で細胞間隙に沿って均一に局在していたが、ジアゼパム群では

CLDN3 の局在が細胞質にも顆粒状に観察された (図 3-11D)。しかし、フルマゼニルとジア

ゼパムの併用処理群ではこの細胞質に局在する CLDN3 が減少している様子であった。

CLDN4 の局在はいずれの処理群においてもコントロール群と同様に側部細胞膜に局在してい

る様子が観察された。以上より、アロステリック調節薬による GABA_A 受容体の活性化お

よび不活性化は CDLN3 の軽微な局在変化を除き、TJ 構成タパク質の発現パターンや TJ バリ

ア機能には大きな変化を引き起こさないことがわかった。 

 

3.5 GABA_A 受容体を介した Cl⁻流入阻害が MEC に及ぼす影響 

GABA_A 受容体は Cl⁻透過型イオンチャネルとして機能し、細胞内 Cl⁻濃度の調節を介して

細胞機能を制御することが知られている (Sieghart, 1992)。そこで、GABA_A 受容体が MEC

の Cl⁻濃度変化を介して細胞生存性や乳タンパク質産生に影響を与えているかを調べるため、 

Cl⁻チャネル阻害剤であるピクロトキシン (pct)を用いた培養実験を行った。 
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図 3-10 GABA_A 受容体作動薬および拮抗薬が MEC の炎症に関わるシグナル分子に及 

ぼす影響 

(A–C) GABA_A 受容体作動薬のジアゼパム (dzp) 1 μM、拮抗薬のフルマゼニル (fmn) 1 μM、あるいは

両方を含む分化培地で 72 時間処理した MEC における p-STAT3、STAT3、p-NFκB、NFκB、p-JNK、

JNK、p-p38、p38、α-チューブリン の代表的なウェスタンブロッティング像 (A)、およびバンドをデン

シトメトリー解析して算出したリン酸化レベルのグラフを示す (B, C)。エラーバーは標準誤差、異符号

間は p < 0.05 を示す (n = 3)。 
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図 3-11 GABA_A 受容体作動薬および拮抗薬が MEC における TJ 構成タンパク質の発現に 

及ぼす影響 

(A, B, D) GABA_A 受容体作動薬のジアゼパム (dzp) 1 μM、拮抗薬のフルマゼニル (fmn) 1 μM、あるい

は両方を含む分化培地で 72 時間処理した MEC における CLDN3、CLDN4、α-チューブリンの代表的

なウェスタンブロッティング像 (A)、バンドをデンシトメトリー解析して α-チューブリンで標準化した

グラフ (B)、および免疫染色像 (CLDN3; 緑、CLDN4; 緑、OCLN; 赤)を示す。免疫染色像の白い四角

は拡大画像の領域、スケールバーは 20 μm を示す。 (C) 1 μM fmn、1 μM dzp、あるいは両方を含む分化

培地で 2 時間処理した MEC における経上皮抵抗値 (TER)の経時的な変化を示す。エラーバーは標準誤

差、異符号間は p < 0.05 を示す (B: n = 3, C: n = 6)。 
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まず、ピクロトキシン処理が MEC の細胞生存性に与える影響を調べた。5 µM のピクロト

キシンを含む増殖培地で 48 時間培養した MEC を位相差顕微鏡で観察すると、細胞層の一部

で敷石状の形態が乱れている様子が観察された (図 3-12A)。WST-8 アッセイの結果、1 µM

以上のピクロトキシン存在下で細胞生存性が有意に低下していた (図 3-12B)。 

 

3.5.1 GABA_A 受容体を介した Cl⁻流入阻害が MEC のアポトーシスと細胞生存に関わるシグ 

ナル伝達経路に及ぼす影響 

MEC における細胞内 Cl⁻濃度の変化が細胞死および細胞内シグナル分子の活性化に与える

影響を明らかにするため、Cl⁻チャネル阻害剤であるピクロトキシンを用いて細胞内への Cl⁻

流入を抑制する実験とともに、GABA_A 受容体の正のアロステリック調節薬であるジアゼパ

ムを併用してピクロトキシンの抑制作用を軽減する培養実験を行った。 

まず、アポトーシスマーカーである cleaved caspase-3 の免疫染色を行ったところ、ピクロ

トキシンおよびジアゼパムの処理群の細胞層では cleaved caspase-3 陽性細胞が観察され、一

定面積あたりの cleaved caspase-3 陽性細胞数も有意に増加していた (図 3-13A, B)。一方、ピ

クロトキシンとジアゼパムの併用処理群では陽性細胞数が減少し、コントロール群との間に

有意な差は認められなかった (図 3-13B)。 

続いて、細胞生存性に関連するシグナル分子への影響を調べるため、Akt と ERK のリン酸

化レベル、およびアポトーシス関連タンパク質 BAX、Bcl2 の発現量を調べた。p-Akt/Akt は

ピクロトキシンとジアゼパムの処理群で低下したが、併用処理群ではコントロール群に近い

レベルに回復した (図 3-13C, D)。p-ERK/ERK はピクロトキシンおよびジアゼパム処理群で

上昇したが、併用群ではその上昇が部分的に抑制された。また、ジアゼパム処理群では BAX

量の減少と Bcl2 の増加が引き起こされており、ピクロトキシンとの併用処理により BAX 量

は増加、Bcl2 量は減少に転じた (図 3-13C, E)。以上の結果より、MEC における GABA_A 受

容体のアロステリック部位の活性化と Cl⁻チャネルの遮断は MEC の生存性に密接に関わって

いると考えられる。 
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図 3-12 GABA_A 受容体の Cl⁻流入阻害剤が細胞生存性に及ぼす影響 

GABA_A 受容体の Cl-流入阻害剤であるピクロトキシン (pct) 5 μM を含む増殖培地で 48 時間培養した 

MEC の細胞生存性の相対値を示す。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 4)。 
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図 3-13 GABA_A 受容体の Cl⁻流入阻害剤が MEC のアポトーシスと細胞生存性に関わる 

シグナル分子に及ぼす影響 

(A) GABA_A 受容体の Cl⁻流入阻害剤であるピクロトキシン (pct) 1 μM、GABA_A 受容体作動薬のジア

ゼパム (dzp) 1 μM、あるいは両方を含む分化培地で 72 時間処理した MEC における cleaved caspase-3 

(緑色)の代表的な免疫染色像 (A)、その画像でカウントされた一定面積内の cleaved caspase-3 陽性細胞

数のグラフ (B)、および MEC におけるリン酸化 Akt (p-Akt)、Akt、p-ERK、ERK、BAX、Bcl2、α-チュ

ーブリンの代表的なウェスタンブロッティング像 (C)、およびバンドをデンシトメトリー解析して算出

したリン酸化レベルあるいは α-チューブリンで標準化したタンパク質量のグラフを示す (D, E)。スケー

ルバーは 50 μm、青は DAPI で染色された核を示す。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示

す (B: n = 16; D, E: n = 3)。 
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3.5.2 GABA_A 受容体を介した Cl⁻流入阻害が MEC の乳タンパク質産生に及ぼす影響 

MEC の細胞内 Cl⁻濃度が乳タンパク質産生に与える影響を明らかにするため、ピクロトキ

シン 1 µM、ジアゼパム 1 µM、あるいはピクロトキシンとジアゼパムの両方を含む分化培地

で 72 時間培養し、細胞内および培地中の α-カゼインと β-カゼインの発現量をウェスタンブ

ロットとそのバンドのデンシトメトリー解析で調べた。細胞内および培地中に分泌された α-

カゼイン量はいずれの処理群でもコントロール群と同レベルであった (図 3-14A, B)。一方、

細胞内 β-カゼインはピクロトキシン存在下でコントロール群との有意差は認められず、ジア

ゼパム存在下でコントロール群の半分以下に減少した。ピクロトキシンとジアゼパム併用処

理群ではジアゼパムによる細胞内 β-カゼイン量の減少が回復し、コントロール群に近い値を

示した。培地中に分泌された β-カゼイン量は、ピクロトキシンおよびジアゼパム単独処理群

においてコントロール群の半分以下であり、ピクロトキシンとジアゼパム併用処理群では分

泌量が増加し、コントロールを上回るレベルに達した。 

続いて、β-カゼインの細胞内局在を調べるため、β-カゼインとゴルジ体マーカーである

GM130 の免疫染色を行った (図 3-14C)。コントロール群とピクロトキシン処理群の細胞層に

おいて、β-カゼインは GM130 陽性のゴルジ体領域に局在している様子が観察された。ジアゼ

パム処理群では、ゴルジに局在する β-カゼインの陽性反応が弱まった。一方、ジアゼパムと

ピクロトキシンの併用処理群ではジアゼパムの影響が軽減している様子が観察された。以上

の結果より、MEC における GABA_A 受容体のアロステリック部位の活性化と Cl⁻チャネルの

遮断は MEC の β-カゼイン産生に重要な役割を果たしていると考えられる。 

 

3.5.3 GABA_A 受容体を介した Cl⁻流入阻害が MEC の泌乳と炎症に関わるシグナル伝達経路 

に及ぼす影響 

MEC における細胞内 Cl⁻濃度が泌乳関連のシグナル伝達経路に及ぼす影響を明らかにする

ため、ピクロトキシン 1 µM、ジアゼパム 1 µM、あるいは両方を含む分化培地で 72 時間処理

し、STAT5 と GR のリン酸化レベルをウェスタンブロットとそのバンドのデンシトメトリー

解析で調べた。STAT5 リン酸化レベルは、ジアゼパム単独処理で有意に低下したが、ピクロ
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トキシンとジアゼパム併用処理群ではコントロール群よりも有意に上昇していた (図 3-15A, 

B)。GR のリン酸化レベルは、ピクロトキシン、ジアゼパム処理群で上昇し、併用群でコント

ロール群と同レベルを示した。 

続いて、MEC における細胞内 Cl⁻濃度が MEC の炎症性シグナル伝達経路に及ぼす影響を

調べた。MEC をピクロトキシン 1 µM、ジアゼパム 1 µM あるいは両方を含む分化培地で 72 

時間処理し、炎症性のシグナル分子である STAT3、NFκB、p38 と JNK のリン酸化レベルを

ウェスタンブロットとそのバンドのデンシトメトリー解析で調べた。STAT3 のリン酸化レベ

ルは、ピクロトキシン処理により有意に上昇し、ジアゼパムとの併用処理においてもそのレ

ベルはコントロール群よりも高かった (図 3-16A, B)。NFκB のリン酸化レベルは、ピクロト

キシン処理により有意に低下したが、ジアゼパムとの併用処理によりコントロール群と同レ

ベルに回復した。MAPK 経路の炎症性シグナル分子である JNK と p38 のリン酸化レベルはピ

クロトキシン処理により有意に上昇した (図 3-16A, C)。ジアゼパム処理においても p38 のリ

ン酸化レベルはコントロール群よりも有意に上昇していたが、ピクロトキシンとジアゼパム

の併用処理群ではコントロール群と同レベルに変化した。以上のことより、GABA_A 受容体

を介した細胞内 Cl⁻濃度上昇が炎症関連のシグナル分子である STAT3、JNK、p38 の活性化を

抑制していると考えられる。 

 

3.5.4 GABA_A 受容体を介した Cl⁻流入阻害が MEC の TJ に及ぼす影響 

MEC における細胞内 Cl⁻濃度が TJ に及ぼす影響を検討するため、ピクロトキシン 1 µM、

ジアゼパム 1 µM、あるいは両方を含む分化培地で 72 時間処理し、TJ 構成タンパク質の発現

と局在、およびそのバリア機能の変化を調べた。 

CLDN3 および CLDN4 のタンパク質量は、いずれの処理群でもコントロール群と同程度で

あり、Cl⁻流入阻害による影響は認められなかった (図 3-17A, B)。続いて、TER による TJ バ

リア機能の評価を行った。ピクロトキシン処理群では処理 8 時間後に TER が大幅に向上し、

TJ バリアが一過性に強まることが確認された (図 3-17C)。しかし、ピクロトキシン処理 24

時間後以降の TER はコントロール群と同レベルであり、ジアゼパムの併用処理においても同 
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図 3-14 GABA_A 受容体の Cl⁻流入阻害剤が MEC の乳タンパク質産生に及ぼす影響 

(A–C) GABA_A 受容体の Cl⁻流入阻害剤であるピクロトキシン (pct) 1 μM 、GABA_A 受容体作動薬の

ジアゼパム (dzp) 1 μM、あるいは両方を含む分化培地で 72 時間処理した MEC における細胞内および

培地中に分泌された α-カゼイン、β-カゼイン、α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング像 

(A)、およびバンドをデンシトメトリー解析して α-チューブリンで標準化したタンパク質量のグラフを

示す (B)。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 3)。 (C) β-カゼイン (赤)および 

GM130 (緑)の代表的な免疫染色像を示す。スケールバーは 25 μm を示す。 
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図 3-15 GABA_A 受容体の Cl⁻流入阻害剤が MEC の泌乳に関わるシグナル分子に及ぼす影

響 

(A, B) GABA_A 受容体の Cl⁻流入阻害剤であるピクロトキシン (pct) 1 μM 、GABA_A 受容体作動薬の

ジアゼパム (dzp) 1 μM、あるいは両方を含む分化培地で 72 時間処理した MEC におけるリン酸化 

STAT5 (p-STAT5)、STAT5、p-GR、GR、α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング像 (A)、

およびバンドをデンシトメトリー解析して算出したリン酸化レベルのグラフを示す (B)。エラーバーは

標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 3)。 
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図 3-16 GABA_A 受容体の Cl⁻流入阻害剤が MEC の炎症に関わるシグナル分子に及ぼす影響 

(A–C) GABA_A 受容体の Cl-流入阻害剤であるピクロトキシン (pct) 1 μM 、GABA_A 受容体作動薬の

ジアゼパム (dzp) 1 μM 、あるいは両方を含む分化培地で 72 時間処理した MEC における p-STAT3、

STAT3、p-NFκB、NFκB、p-JNK、JNK、p-p38、p38、α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティ

ング像 (A)、およびバンドをデンシトメトリー解析して算出したリン酸化レベルのグラフを示す (B, 

C)。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 3)。 
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様の結果であった。CLDN3、CLDN4、OCLN の局在を免疫染色で観察したところ、いずれの

処理群においても CLDN3 と CLDN4 は OCLN で示される細胞間隙の TJ 領域に局在している

様子が観察された (図 3-17D)。また、ピクロトキシン処理群とジアゼパム処理群においては

CLDN3 が細胞質にも顆粒状に観察され、その局在はピクロトキシン処理群においてジアゼパ

ム処理群よりも顕著であった。しかし、ピクロトキシンおよびジアゼパムの併用処理群にお

いては細胞質の顆粒状の CLDN3 局在はほとんど観察されなくなった。 

 

3.6 GABA の合成阻害が MEC の乳産生に及ぼす影響 

図 3-1 において培養中の MEC が培地中に GABA を分泌することが確認された。この MEC

における GABA 分泌の抑制が乳産生に与える影響を調べるため、GABA の生合成を抑制する

L-アリルグリシン存在下で 5 日間培養した (Rodríguez de Lores et al., 1971)。L-アリルグリシ

ン非存在下で培地交換を行わずに 5 日間培養すると、培地中の GABA 濃度が時間依存的に増

加していた (図 3-18A)。しかし、L-アリルグリシ存在下では培養 2 日後の時点まで GABA は

検出レベル外であり、その後も 100 ppm 以下で推移していた。また、L-アリルグリシン非存

在下において、培地中の GABA 濃度が培地交換に伴ってリセットされ、その後に増加するこ

ともわかった。これら 3 種類の培養条件で培養した MEC における細胞内の α-カゼインと β-

カゼインの発現量をウェスタンブロットとそのバンドのデンシトメトリー解析で調べた。そ 

の結果、細胞内の α-カゼイン量はいずれの条件においても同レベルであったが、細胞内 β-カ

ゼイン量は L-アリルグリシン存在下で増加し、定期的な培地交換も細胞内 β-カゼイン量を増

加させることがわかった (図 3-18B, C)。 
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図 3-17 GABA_A 受容体の Cl⁻流入阻害剤が MEC における TJ 構成タンパク質の発現に及 

ぼす影響 

(A, B, D) GABA_A 受容体作動薬のジアゼパム (dzp) 1 μM、拮抗薬のフルマゼニル (fmn) 1 μM、あるい

は両方を含む分化培地で 72 時間処理した MEC における CLDN3、CLDN4、α-チューブリンの代表的な

ウェスタンブロッティング像 (A)、バンドをデンシトメトリー解析して α-チューブリンで標準化したタン

パク質量のグラフ (B)、および免疫染色像 (CLDN3; 緑、CLDN4; 緑、OCLN; 赤)を示す。エラーバーは

標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 6)。免疫染色像の白い四角は拡大画像の領域、スケールバー

は 20 μm を示す。 (C) 1 μM fmn、1 μM dzp、あるいは両方を含む分化培地で 72 時間処理した MEC にお

ける経上皮抵抗値 (TER)の経時的な変化を示す。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n 

= 6)。 
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図 3-18 GABA の分泌抑制が乳産生に及ぼす影響 

(A–C) Cell culture insert 上で培養した MEC のコントロール群 (黒)および GABA 合成阻害剤である L-ア

リルグリシン 2.5 mM 処理群 (青)の上層培地を 5 日間交換せずに培養、あるいは 2 日間に 1 度の培地交

換をしながら培養した場合の培地中 GABA 濃度、MEC における細胞内 α-カゼイン、β-カゼイン、α-チ

ューブリンの代表的なウェスタンブロッティング像 (B)、バンドをデンシトメトリー解析して α-チュー

ブリンで標準化したタンパク質量のグラフ (C)を示す。エラーバーは標準誤差を示す (n = 4)。 (B, C) 

L-アリルグリシン 0.1 mM、1 mM 存在下で 2 日間に 1 度の培地交換をしながら培養した MEC における

細胞内 α-カゼイン、β-カゼイン、α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング像。エラーバー

は標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 4)。 
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考察 

GABA は神経細胞に発現する GABA_A 受容体や GABA_B 受容体に結合し、神経細胞の興

奮を抑制する神経伝達物質として広く知られている (Decavel and Van den Pol, 1990)。近年の

研究により、GABA が免疫系・膵島・肝臓・消化管など多様な末梢組織に存在し、それらの

組織において生理調節因子として機能することが報告されている (Wan et al., 2015; Bhat et al., 

2010; Cohen, 2002; Ali et al., 2025)。また、GABA とその受容体が乳がんの発達や転移に関与

することも報告されている (Bundy et al., 2024; Sizemore et al., 2014)。しかし、正常な乳腺組

織における GABA 受容体の発現やその役割は明らかにされていない。そこで本研究では、ま

ず MEC における GABA 産生能と GABA 受容体の発現パターンを調べた。その結果、MEC

が GABA を合成・分泌すること、GABA_A 受容体を発現するが、GABA_B 受容体を発現し

ないことがわかった。この結果を踏まえ、GABA_A 受容体の活性化を調節する 3 種類の薬

物、ジアゼパム (正のアロステリック調節により活性化を増強する作動薬)、フルマゼニル 

(負のアロステリック調節により活性化を増強する作動薬)、ピクロトキシン (GABA_A 受容

体の Cl-チャネル部位を塞ぐブロッカー)を用いた培養実験を行ったところ、GABA_A 受容体

の活性化と不活性化が MEC の細胞生存性、アポトーシス、カゼイン産生、TJ バリア機能、

およびそれらを制御する細胞内のシグナル分子に影響を与えることがわかった。また、乳腺

組織には GABA が 200 ppm 以上含まれていること、MEC は GABA を合成・分泌すること、

培養下でピクロトキシン処理した MEC では細胞 Cl-濃度が低下すること、短期的なジアゼパ

ム処理が GABA_A 受容体の下流として知られる Akt と ERK の活性化を誘導することも確認

された (Pakkhesal, 2024; Wang et al., 2005)。さらに、ジアゼパムとフルマゼニルの併用やジア

ゼパムとピクロトキシンの併用をした場合、いくつかの例外はあったが、互いの作用を打ち

消し合う中和反応を示した。これらの結果は、末梢組織である乳腺を構成する MEC におい

て GABA_A 受容体が Cl-チャネルとして機能し、GABA_A 受容体の活性化が乳腺における

MEC の生理的調節に重要な役割を果たすことを示すものであった。以上のことから、乳腺の

MEC には自律的に GABA を産生し、GABA_A 受容体を介して自らの生存性や乳産生能力を
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調節するオートクライン・パラクライン機構が備わっていると考えられる。 

本研究において、GABA_A 受容体の活性化、不活性化、および Cl-の細胞内流入の抑制は

いずれも MEC のアポトーシスを誘導した。そこで細胞増殖と細胞生存性を上方調節するシ

グナル分子として知られている Akt と ERK の活性化状態を調べると (McCubrey et al., 2007; 

Yu and Cui, 2016)、Akt の不活性化と ERK の活性化が同時に起きており、解釈が難しい矛盾

する結果が得られた。また、アポトーシス誘導に関わるタンパク質である Bax と抗アポトー

シスタンパク質である Bcl2 の発現レベルを調べると (Raisova et al., 2001)、GABA_A 受容体

の活性化とピクロトキシンによる Cl-の GABA_A 受容体の機能阻害はどちらも BAX 減少と

Bcl2 増加を引き起こしており、MEC のアポトーシスが誘導されている事実と矛盾する結果で

あった。同様の矛盾は先行研究においても報告されている。例えば、GABA_A 受容体の活性

化が肝細胞や神経細胞のアポトーシスを抑制するが (Lan et al., 2024; Rohbeck et al., 2023)、一

方で大腸上皮細胞や胎盤栄養膜細胞ではアポトーシスを誘導する (Ma et al., 2018; Lu et al., 

2016)。現時点において、本研究の結果とこれらの報告でみられる矛盾の謎を紐解くことは難

しいが、矛盾が生じる原因候補の一つとして、GABA_A 受容体が Cl-チャネルの一つである

ことが挙げられる。なぜなら、細胞内の Cl-濃度は GABA_A 受容体のみならず、CFTR、

CaCC、NKCC1 などのチャネルや輸送体によっても調節され (Sheppard and Welsh, 1999; 

Hoshino et al., 2002; Yamada et al., 2004)、GABA_A 受容体による Cl-流入には細胞内の陽イオ

ンや陰イオンの電気化学的勾配も関わっているからである (Armstrong, 2003)。すなわち、細

胞内の Cl-濃度を調節する機構が多岐にわたり複雑であるため GABA_A 受容体の活性化がも

たらす影響も多様に変化し、今回の結果の様に通常とは異なる様式でアポトーシスが誘導さ

れたのかもしれない。 

本研究において、GABA_A 受容体の機能をそれぞれ異なる様式で調節する 3 種類の薬物、

ジアゼパム、フルマゼニル、ピクロトキシンはいずれも β-カゼインの分泌量を減少させた。

また、MEC の乳産生能力を上方調節する転写因子である STAT5 の活性化を抑制した 

(Kobayashi et al., 2017; Huang et al., 2013)。先行研究において、β-カゼインの発現には STAT5
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の活性化が必要不可欠であることが報告されており (Kobayashi et al., 2017)、本研究において

3 種類の薬物で処理した際の結果と一致していた。これらの結果は STAT5 の活性化と β-カゼ

イン発現において細胞内 Cl⁻濃度が厳密に制御されている必要があることを示しており、

GABA_A 受容体に作用する 3 種類の薬物によって細胞内 Cl⁻濃度の調節機構が乱れたと考え

られる。しかし、3 種類の薬物が MEC の乳産生に関わる因子に異なる影響を示すことも多く

あった。例えば、乳産生促進性のシグナル分子である GR はジアゼパムで GABA_A 受容体を

活性化した場合にのみ活性化された。また、炎症促進性のシグナル分子である STAT3、

NFκB、p38、JNK は MEC の乳産生を下方調節することが知られているが (Yu et al., 2009; 

Ghosh and Hayden, 2008; Herlaar and Brown, 1999; Ip and Davis, 1998)、ジアゼパムは p38 を活性

化し、フルマゼニルはいずれにも作用せず、ピクロトキシンは STAT3、JNK、p38 を活性化す

る一方で NFκB を不活性化した。先行研究において、GABA_A 受容体の活性化が STAT3 と

NFκB を不活性化すること (Rohbeck et al., 2023)、GABA_A 受容体の不活性化が p38 と JNK

を活性化することが報告されている (Shipman et al., 2012; Promtang et al., 2023)。これらの報

告はいずれも GABA_A 受容体の活性化が炎症促進性のシグナル分子を不活性化することを示

しており、本研究の結果と部分的な一致は示したが、ジアゼパムによる p38 を活性化やピク

ロトキシンによる NFκB の不活性化とは矛盾した結果であった。前段落での考察と同様に、

この矛盾を現時点で説明することは難しいが、少なくとも GABA_A 受容体が乳産生や炎症

に深く関わっている可能性は高いと考えられる。 

本研究においてピクロトキシンは処理 8 時間後の TJ バリア機能を一時的に向上させてい

た。一方、ジアゼパム、フルマゼニルはコントロール群との違いを示さなかった。また、ジ

アゼパム、フルマゼニル、ピクロトキシンで 24 時間処理した MEC においては CLDN3 およ

び CLDN4 の発現量にほとんど変化は認められなかった。しかし、ピクロトキシンにおいて

は CLDN3 の局在が変化する様子が示された。すなわち、GABA_A 受容体を介した TJ への影

響はピクロトキシンによる Cl-チャネルの阻害が起きた場合によってのみ検出されたのであ

る。通常、TJ を構成する CLDN は上皮細胞の頭頂部近傍の細胞膜に集約して局在し、細胞間
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隙に TJ ストランド構造を形成することによって傍細胞経路の密着構造を形成する (Furuse, 

2010)。しかし、炎症成分に曝された上皮細胞では、CLDN の局在が頭頂部近傍の細胞膜から

細胞質に移動し、その結果として TJ バリア機能が低下する場合がある (Kobayashi et al., 

2021)。乳房炎に罹患した乳腺においても CLDN3 の局在変化とこれらの炎症成分の活性化が

報告されている (Kobayashi et al., 2013)。本実験においてピクロトキシン処理した MEC では

炎症性のシグナル分子である STAT3、JNK、p38 が活性化していたことから、ピクロトキシ

ンによる GABA_A 受容体を介した TJ バリアの脆弱化は、これらの炎症性シグナルの活性化

によって引き起こされた CLDN3 の局在変化が原因であると考えられる。 

以上のことから、MEC は GABA を産生し、GABA_A 受容体を介して Cl⁻恒常性、乳タン

パク質産生、細胞生存性、炎症応答、さらには TJ の微細構造までに影響を与える自律的な調

節機構を備えていると考えられる。すなわち、本研究の成果は、乳腺における GABA シグナ

ルの存在とその機能的意義を初めて体系的に示したものであり、今後、泌乳異常や乳腺炎な

ど乳腺疾患の新たな調節機構の理解に大きく寄与する可能性がある。 

 

結論 

MEC が抑制性神経伝達物質である GABA を自律的に産生し、Cl⁻チャネル型の GABA_A

受容体を介して自らの細胞内 Cl⁻濃度を調節している。MEC における GABA_A 受容体を介し

た細胞内 Cl⁻濃度は非常に厳密に制御されており、その制御が破綻した場合には乳腺上皮細

胞の生存性や機能性が著しく損なわれる 
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第四章 神経伝達物質シグナルの応用的解析 

序文 

これまでの第二章と第三章において、抑制性神経伝達物質の GABA と興奮性神経伝達物質

のドーパミンがそれぞれの受容体を介して MEC の生存性や乳産生を調節することを明らか

にした。これらの結果は、神経伝達物質が、従来の「神経細胞に作用して間接的に乳腺に影

響を及ぼす役割」だけではなく、「MEC が自ら産生し、自らの受容体を介して自律的な調節

を行うオートクライン・パラクライン機構の成分としての役割」も担っていることを示すも

のであった。しかし、GABA 受容体やドーパミン受容体を活性化する成分は内因性の神経伝

達物質だけではない。それは、中枢神経系の神経伝達物質の受容体をターゲットとした昆虫

を防除する農薬および家畜に投与する飼料添加物や薬物といった外因性成分である。 

近年の農薬の多くは、昆虫の神経細胞の受容体を標的として高い殺虫活性を示す設計とな

っており、例として GABA 受容体をターゲットとした (ブロフラニリド、フィプロニル) や

ニコチン性アセチルコリン受容体をターゲットとしたネオニコチノイド系の農薬などが挙げ

られる (Zhan et al., 2021; Shao et al., 2011)。本来は昆虫特異的に作用するよう設計されている

が、実は哺乳類の受容体やその下流分子との部分的な交叉性があることが次々と報告され 

(BRAKES et al., 2005; Sultatos, 1994)、農薬を散布した農地で収穫した野菜や牧草などに残存

したこれらの農薬が家畜やヒトに摂取され、脂質組織などに蓄積した農薬が体内で慢性的に

負の作用を引き起こすことが懸念されている。また、乳牛の分泌する生乳からも農薬が検出

されることから、第三章の GABA 受容体と MEC の研究結果と合わせて考えると、MEC を介

して乳牛の乳生産性にも影響することが懸念される。  

神経伝達物質の受容体をターゲットした飼料添加物や薬物が家畜に投与される場合もあ

る。例えば、第三章で調べた GABA は家畜のストレスを軽減させる飼料添加物として使用さ

れている (Cheng et al., 2016)。また、第三章で検証したドーパミン受容体である D2R の拮抗

薬（アセプロマジン、アザペロン）は家畜を鎮静させる際に用いられたり (Nishimura et al., 

1993)、D2R 不活性化と活性化をそれぞれ誘導するドンペリドンとブロモクリプチンが生殖周
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期の調整や無発情の解消に使用されたりしている。さらに、D2R 拮抗薬であるドンペリドン

は脳下垂体からのプロラクチン分泌を促すことから、ウシやヒツジなどの家畜種で泌乳量の

向上を目的に利用されている (Vanklompenberg et al., 2013)。しかし、ドンペリドンの長期使

用や高用量投与が消化管機能や内分泌バランスを乱すといった末梢組織での影響も報告され

ている (Tavares et al., 2021)。そして第三章の結果より、D2R 受容体を介した末梢組織での影

響の中には乳腺も含まれることが示された。すなわち、ドンペリドンを介した D2R 受容体の

活性化抑制が泌乳期の乳腺に存在する MEC に直接作用している可能性が高いのである。し

かし、妊娠期の MEC が乳腺内で行う乳腺上皮組織の発達に与える影響を調べた例はない。 

以上、乳腺に存在する MEC は内因性の神経伝達物質だけではなく、神経伝達物質受容体

をターゲットとした外因性成分の影響を受ける可能性がある。そこで本章では神経伝達物質

の受容体をターゲットとした農薬、飼料添加物、および薬物の影響を明らかにするため、

GABA 受容体を標的とする殺虫剤ブロフラニリドと家畜の飼料添加物として使用される外因

性の GABA が MEC の乳産生に与える影響を乳分泌を再現した培養モデルによって調べた。

そして臨床・畜産分野で用いられる D2R 受容体拮抗薬であるドンペリドンが妊娠期の乳腺上

皮組織の発達に与える影響については、培養下で乳管伸長、乳腺胞出芽、および乳腺胞の内

腔形成を再現した三次元培養モデルを用いてそれぞれ調べた。本研究の成果により、神経伝

達物質の受容体をターゲットとした農薬や薬物が末梢組織である乳腺の MEC に作用するこ

とを示し、殺虫剤として使用されるブロフラニリと D2R 受容体拮抗薬であるドンペリドンが

引き起こすリスクを分子・細胞レベルで証明することを目的とする。 

 

結果 

4.1 ブロフラニリドが MEC に及ぼす影響 

4.1.1 ブロフラニリドが MEC の細胞増殖性と生存性に及ぼす影響 

ブロフラニリドが MEC の細胞増殖に与える影響を評価するため、対数増殖期にある MEC

に 0–10 μM のブロフラニリドを 24 時間処理し、その細胞増殖性を調べた。その結果、0.3 μM
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ブロフラニリドでは細胞増殖性に影響は認められなかったが、1 μM 以上で細胞増殖性は有意

に低下し、10 μM のブロフラニリド存在下ではコントロール群の約 40%を示した (図 4-

1A)。 

続いて、コンフルエントに到達した MEC を 0.01–100 μM ブロフラニリドを含む分化培地

で 24 時間培養し、その死細胞数の割合を調べた。死細胞の割合は濃度依存的に増加して S 字

型の曲線を呈し、その 50％致死濃度 (LC₅₀)は 1.602 μM と算出された (図 4-1B)。 

環境暴露レベルでの潜在的な細胞毒性を評価するため、家畜の生体組織に残留する濃度 

(0.02 mg/kg)を基準として(Ministry of Agriculture, 2021)、1 nM および 10 nM のブロフラニリド

を含む分化培地で 24 時間培養し、MEC の形態、増殖性、およびアポトーシスに及ぼす影響

を調べた。位相差顕微鏡による形態観察の結果、コントロール群では上皮組織特有の敷石状

構造を呈していたが、1 nM 群では一部の細胞層に乱れが認められ、10 nM 群では敷石状層構

造の乱れがより顕著であった (図 4-1C)。増殖マーカーである Ki67 の免疫染色像では、10 

nM のブロフラニリド処理により Ki67 陽性細胞が減少する様子が観察され、画像解析したと

ころ総細胞数に対する Ki67 陽性細胞数が有意に減少していた (図 4-1D, F)。また、アポトー

シスマーカーである cleaved caspase-3 の免疫染色像では、cleaved caspase-3 陽性細胞はブロフ

ラニリド処理により増加する様子が観察され、画像解析の結果、1 nM 群と 10 nM 群で段階的

にアポトーシス細胞数が有意に増加していることが示された (図 4-1E, G)。 

 

4.1.2 ブロフラニリドが MEC の細胞生存性に関わるシグナル伝達経路に及ぼす影響 

ブロフラニリドによる細胞毒性の分子機序を明らかにするため、1 nM または 10 nM のブロ

フラニリドを 72 時間処理した泌乳期 MEC において、細胞生存に関与するシグナル分子であ

る Akt、mTOR、ERK のリン酸化割合、およびアポトーシス関連分子である BAX と Bcl2 の

発現量の変化をウェスタンブロットにより調べた。その結果、Akt のリン酸化レベルはブロ

フラニリドの濃度依存的に低下させるが、ERK のリン酸化レベルには影響しないことが示さ

れた (図 4-2A, B)。また、アポトーシス促進分子である BAX の発現はブロフラニリド存在下 
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図 4-1 MEC におけるブロフラニリドの細胞毒性試験 

(A) 0.3–10 µM のブロフラニリドを含む増殖培地で 24 時間培養した MEC の細胞増殖性の相対値を示す 

(n = 4)。 (B) 0.001–100 µM のブロフラニリドを含む分化培地で 24 時間培養したコンフルエント MEC

の濃度依存的な細胞死率の曲線と算出された LC
50
値を示す (n = 3)。 (C–G) 1 nM と 10 nM のブロフラ

ニリド存在下で 24 時間培養した乳腺上皮細胞の位相差顕微鏡像 (C)、Ki67 (赤; D) と cleaved caspase-3 

(緑; E)の免疫染色像、および免疫染色像でカウントされた DAPI 陽性細胞数に対する Ki67 陽性細胞数と

cleaved caspase-3 陽性細胞数の割合を示す (n = 10)。スケールバーは 50 μm、エラーバーは標準誤差、異

符号間は p < 0.05 を示す。 
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図 4-2 ブロフラニリドが MEC の細胞生存性に関わるシグナル分子に及ぼす影響 

(A–C) ブロフラニリド 1 nM、10 nM を含む分化培地で 72 時間培養した MEC におけるリン酸化 Akt (p-

Akt)、Akt、p-ERK、ERK、BAX、Bcl2、α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング像 (A)、

およびバンドをデンシトメトリー解析して算出したリン酸化レベルあるいは α-チューブリンで標準化し

たタンパク質量のグラフを示す (B, C)。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 4)。 
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でコントロール群よりも有意に増加し、一方でアポトーシス抑制分子である Bcl2 の発現量は

減少していた (図 4-2C)。以上の結果より、ブロフラニリドが Akt 経路の不活性化を介して

BAX/Bcl2 比率を低下させ、アポトーシスを誘導する可能性が示された 

 

4.1.3 ブロフラニリドが MEC の乳タンパク質産生に及ぼす影響 

ブロフラニリドが乳タンパク質産生に及ぼす影響を調べるため、MEC を 1 nM、10 nM の

ブロフラニリドを含む分化培地で 72 時間培養し、細胞内および培地中に分泌された α-カゼ

インと β-カゼインをウェスタンブロットとそのバンドのデンシトメトリー解析で調べた。そ

の結果、10 nM のブロフラニリド処理が細胞内 β-カゼイン発現量を有意に減少させること、

細胞内 α-カゼイン量がブロフラニリドの濃度依存的に増加すること、一方で培地中の α-カゼ

イン量は濃度依存的に減少することがわかった (図 4-3A、B)。そこで α-カゼインと β-カゼ

インの細胞内局在を免疫染色で調べた結果、10 nM ブロフラニリド処理群において β-カゼイ

ン陽性細胞がコントロールと比較して減少し、α-カゼイン陽性細胞が増加する様子が観察さ

れた (図 4-3C)。 

 

4.1.4 ブロフラニリドが MEC の泌乳に関わるシグナル伝達経路に及ぼす影響 

ブロフラニリドが MEC のカゼイン産生に異常を引き起こしたことから、乳産生に関わる

シグナル分子である STAT5 と GR のリン酸化レベルをウェスタンブロットにより調べた。そ

の結果、STAT5 のリン酸化レベルはブロフラニリド処理により段階的に低下するが、一方で

GR のリン酸化レベルには影響しないことが確認された (図 4-4A, B)。続いて、活性化した

STAT5 が核内移行して転写因子として機能しているかを確認するため、免疫蛍光染色により

p-STAT5a の核局在を調べた。その結果、コントロール群の MEC では大部分の細胞核が p-

STAT5a 陽性であったが、1 nM ブロフラニリド処理群では p-STAT5a 陰性の細胞核が観察され

るようになり、10 nM ブロフラニリド処理群では p-STAT5a の核内局在を示す細胞がまばらに

なっていた (図 4-4C)。そこで画像解析により DAPI 陽性の総細胞数に対する p-STAT5a 陽性

細胞数の割合を算出すると、コントロール群では約 90％の細胞が p-STAT5a 陽性であった 
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図 4-3 ブロフラニリドが MEC の乳タンパク質産生に及ぼす影響 

(A, B) ブロフラニリド 1 nM、10 nM を含む分化培地で 72 時間培養した MEC における細胞内および分

泌された α-カゼイン、β-カゼイン、α-チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング像 (A)、およ

びバンドをデンシトメトリー解析して α-チューブリンで標準化したタンパク質量のグラフを示す (B)。

エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 4)。 (C) β-カゼイン (赤)および GM130 (緑)の

代表的な免疫染色像を示す。スケールバーは 25 μm を示す。 
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図 4-4 ブロフラニリドが MEC の泌乳に関わるシグナル分子に及ぼす影響 

(A, B) ブロフラニリド 1 nM、10 nM を含む分化培地で 72 時間培養した MEC におけるリン酸化 STAT5 

(p-STAT5)、STAT5、p-GR、GR の代表的なウェスタンブロッティング像 (A)、およびバンドをデンシ

トメトリー解析して算出したリン酸化レベルのグラフを示す (B)。エラーバーは標準誤差、異符号間は

p < 0.05 を示す (n = 4)。 (C) p-STAT5a の代表的な免疫染色像、スケールバーは 20 μm を示す。 (D) グ

ラフは免疫染色像でカウントされた DAPI 陽性細胞数に対する p-STAT5a の陽性細胞数の割合を示す。 

(n = 97–102) 
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が、1 nM と 10 nM のブロフラニリド処理群ではそれぞれ 80％弱、60％弱に低下していた 

(図 4-4D)。 

 

4.1.5 ブロフラニリドが MEC の炎症に関するシグナル伝達経路に及ぼす影響 

続いて、炎症関連のシグナル分子である STAT3、NFκB、p38、JNK に対するブロフラニリ

ドの作用を調べるため、MEC を 1 nM または 10 nM のブロフラニリドを含む分化培地で 72

時間処理し、そのリン酸化レベルの変化をウェスタンブロットにより調べた。その結果、

STAT3、p38、JNK のリン酸化レベルはブロフラニリドの濃度依存的に減少するが、NFκB の

リン酸化レベルは有意に増加することがわかった (図 4-5A–C)。 

 

4.2 外因性 GABA が MEC の生存性と乳産生に及ぼす影響 

GABA は体内で産生される内因性成分であるが、近年はヒトや家畜のストレス軽減を目的

としたサプリメント成分としても利用されている。しかし、過剰に摂取した外因性の GABA

が MEC に及ぼす影響はわかっていない。そこで GABA による MEC の生存性への影響を調

べるため、0.01–100 mM の濃度で MEC を 48 時間培養し、その細胞生存性を調べた。その結

果、0.01–1 mM の細胞生存性にコントロール群との有意差はみられなかったが、3–100 mM

の高濃度では濃度依存的な細胞生存性の低下が認められた (図 4-6)。 

続いて、外因性 GABA が MEC のカゼイン産生に及ぼす影響を調べるため、乳分泌誘導し

た MEC を生理的濃度あるいは非生理的な高濃度の GABA 存在下で 72 時間培養し、細胞内お

よび培地中に分泌された α-カゼインと β-カゼインをウェスタンブロットとそのバンドのデン

シトメトリー解析で調べた。まず、内因性 GABA による生体濃度に相当する生理的濃度であ

る 0.2–2 μM の GABA 存在下で培養した場合、細胞内および培地中の α-カゼイン、β-カゼイ

ン量に変化は認められなかった (図 4-7A, B)。続いて、外因性 GABA の推奨摂取量を目安に

した非生理的な高濃度である 0.1–1 mM で調べたが、細胞内および培地中の α-カゼイン、β-カ 

ゼイン量に変化は認められなかった (図 4-7C, D)。 
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図 4-5 ブロフラニリドが MEC の炎症に関わるシグナル分子に及ぼす影響 

(A–C) ブロフラニリド 1 nM、10 nM を含む分化培地で 24 時間培養した MEC におけるリン酸化 STAT3 

(p-STAT3、STAT3、p-NFκB、NFκB、p-p38、p38、p-JNK、JNK、α-チューブリンの代表的なウェスタン

ブロッティング像 (A)、およびバンドをデンシトメトリー解析して算出したリン酸化レベルのグラフを

示す (B, C)。エラーバーは標準誤差、異符号間は p < 0.05 を示す (n = 4)。 
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図 4-6 GABA の細胞毒性試験 

0.1–100 mM の GABA 存在下で 48 時間培養した MEC の細胞生存性を示す。エラーバーは標準誤差、異

符号間は p < 0.05 を示す (n = 3)。 
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図 4-7 外因性の GABA が MEC の乳タンパク質産生に及ぼす影響 

(A–Ⅾ) GABA の生理濃度域である 0.2 μM、2 μM、非生理濃度域である 0.1 mM、1 mM を含む分化培地

で 72 時間培養した MEC における細胞内および培地中に分泌された α-カゼイン、β-カゼイン、α-チュー

ブリンの代表的なウェスタンブロッティング像 (A, C)、およびバンドをデンシトメトリー解析して α-

チューブリンで標準化したタンパク質量のグラフを示す (B, D)。エラーバーは標準誤差を示す (n = 

4)。 
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これらの結果より、外因性 GABA の過剰摂取は MEC の生存性を低下させる可能性がある

が、推奨摂取量で到達する濃度域においては MEC の生存性やカゼイン産生に影響を及ぼさ

ないと考えられる。 

 

4.3 ドーパミン D2R 拮抗薬ドンペリドンが MEC による乳腺上皮組織発達に及ぼす影響 

妊娠期の乳腺上皮組織は、乳管の伸長、乳腺胞の出芽、乳腺胞の内腔構造形成といった段

階的な発生プロセスを経て発達する。また、この構造発達の過程で MEC は増加し、乳汁産

生と排出に必要な構造と機能を獲得することによって、分娩後に十分量の乳分泌が可能とな

る。D2R 拮抗薬であるドンペリドンは乳分泌を促す薬物として利用されているが、妊娠期の

乳腺上皮組織の発達に及ぼす影響はまだ不明である。そこで本研究では、乳腺上皮組織によ

る乳管の伸長、乳腺胞の出芽、乳腺胞の内腔構造形成を MEC のオルガノイドを用いた三次

元培養によって再現し、ドンペリドンが乳腺上皮組織発達の各過程に与える影響を調べた。 

 

4.3.1 ドンペリドンが培養下で乳腺オルガノイドの乳管伸長に及ぼす影響 

ドンペリドン 5 μM を含む乳管伸長誘導培地で乳腺オルガノイドを 3 日間培養し、乳管が

伸長する様子を位相差顕微鏡で観察したところ、コントロール群では培養日数の経過に従っ

て乳管様の構造を伸長させるオルガノイドが観察されたが、ドンペリドン処理群では乳管様

構造を伸長させるオルガノイドが少ない様子であった (図 4-8A)。そこで画像解析により乳

管様構造の長さを測定量したところ、培養 1 日後と 2 日後では統計的な有意差は認められな

かったが、培養 3 日後にはドンペリドン処理群でコントロール群よりも有意な伸長阻害が認

められた (図 4-8B)。 

続いて、乳腺上皮構造の発達に寄与するシグナル分子である Akt と ERK に着目し (Biswas 

et al., 2022; Hutchinson et al., 2001)、それらのリン酸化量、総量、およびリン酸化割合をウェスタ

ンブロットにより調べた。Akt のリン酸化量、総量、およびリン酸化割合はコントロール群と

ドンペリドン処理群で同レベルであった (図 4-8C, D)。また、ERK の総量も変化していなか

った。しかし、p-ERK と p-ERK/ERK はドンペリドン処理によって有意に低下し (図 4-8C, 

D)、ドンペリドンによる ERK 経路の抑制が乳管伸長阻害に寄与していることが示唆された。 
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図 4-8 ドンペリドンが三次元培養モデルの乳管伸長に及ぼす影響 

(A–Ⅾ)ドンペリドン 5 μM を含む乳管伸長誘導培地で 3 日間培養した乳腺オルガノイドの位相差顕微鏡

像 (A)、その画像解析により算出したオルガノイド乳管の長さのグラフ (B)、培養 3 日後に回収したオ

ルガノイドにおける p-Akt、Akt、p-ERK、ERK、α–チューブリンの代表的なウェスタンブロッティング

像 (C)、およびバンドをデンシトメトリー解析して算出したリン酸化レベルのグラフを示す (D)。エラ

ーバーは標準誤差、アスタリスクは p < 0.05 を示す (n = 3)。 
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4.3.2 ドンペリドンが培養下で乳腺オルガノイドの乳腺胞出芽に及ぼす影響 

乳腺胞出芽誘導培地で乳腺オルガノイドを 5 日間培養し、乳腺胞様の構造が出芽する様子

を位相差顕微鏡で観察したところ、培養 1 日後には出芽構造の形成が始まり、その構造は培

養日数の経過にともなって増加する様子であった (図 4-9A)。また、5 μM ドンペリドン存在

下で培養した場合、培養 1 日後の段階ではコントロール群と同様の構造で観察されたが、培

養日数の経過にしたがってオルガノイドから出芽する構造は増加し、培養 5 日後には出芽構

造によってオルガノイドが埋め尽くされていた。位相差顕微鏡像の画像解析によりオルガノ

イドあたりの出芽構造数をカウントすると、ドンペリドン処理群では培養 3 日後にはコント

ロール群よりも有意に増加していること、培養 5 日後にはコントロール群の 3 倍弱に増加し

ていることがわかった (図 4-9B)。 

続いて、乳腺上皮構造発達を促す細胞内シグナルへの影響を評価するため、p-Akt、Akt、

p-ERK、ERK の発現量およびそれらのリン酸化比率をウェスタンブロットで調べた。その結

果、ドンペリドン処理群ではコントロール群と比べて Akt、p-ERK、ERK のリン酸化比率が

上昇し、ERK 量が減少していた (図 4-9C, D)。乳腺胞が出芽する環境下では、乳管伸長過程

とは異なり、ERK 経路が活性化し、Akt 経路にも限定的に影響することがわかった。 

 

4.3.3 ドンペリドンが培養下で乳腺オルガノイドの乳腺胞内腔形成に及ぼす影響 

内腔形成誘導培地で乳腺オルガノイドを 3 日間培養し、オルガノイド内部に乳腺胞様の内

腔構造が形成される様子を位相差顕微鏡で観察したところ、コントロール群およびドンペリ

ドン処理群のいずれにおいても内腔構造が拡大し、培養 3 日後には高い円形度を保った成熟

した内腔構造が形成されていた (図 4-10A)。画像解析によりオルガノイドの断面積を測定し

た結果、培養 2 日後から 3 日後の期間に内腔構造の拡大とともに断面積の上昇が急速に進む

が、ドンペリドン処理はオルガノイドの断面積に影響を与えないことがわかった (図 4-

10B)。 

続いて、乳腺上皮構造の発達に寄与するシグナル分子である Akt と ERK に着目し (Biswas et 

al., 2022; Hutchinson et al., 2001)、それらのリン酸化量、総量、およびリン酸化割合をウェ 
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図 9 ドンペリドンが三次元培養モデルの乳腺胞出芽に及ぼす影響 

(A–Ⅾ)ドンペリドン 5 μM を含む乳腺胞出芽誘導培地で 5 日間培養した乳腺オルガノイドの位相差顕微

鏡像 (A)、その画像解析により算出したオルガノイドあたりの乳腺胞様構造数のグラフ (B)、培養 5 日

後に回収したオルガノイドにおける p-Akt、Akt、p-ERK、ERK、α–チューブリンの代表的なウェスタン

ブロッティング像 (C)、およびバンドをデンシトメトリー解析して算出したリン酸化レベルのグラフを

示す (D)。スケールバーは 100 μm、エラーバーは標準誤差、アスタリスクは p < 0.05 を示す (n = 3)。 
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図 4-10 ドンペリドンが三次元培養モデルの乳腺胞内腔形成に及ぼす影響 

(A–Ⅾ)ドンペリドン 5 μM を含む内腔形成誘導培地で 3 日間培養した乳腺オルガノイドの位相差顕微鏡

像 (A)、その画像解析により算出した乳腺胞様オルガノイドの断面積のグラフ (B)、培養 3 日後に回収

したオルガノイドにおける p-Akt、Akt、p-ERK、ERK、α–チューブリンの代表的なウェスタンブロッテ

ィング像 (C)、およびバンドをデンシトメトリー解析して算出したリン酸化レベルのグラフを示す。ス

ケールバーは 100 μm、エラーバーは標準誤差、アスタリスクは p < 0.05 を示す (n = 3)。 
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スタンブロットにより調べた。その結果、ドンペリドン処理により p-Akt と p-ERK の発現量

が減少し、それらのリン酸化割合も低下していた (図 4-10C, D)。以上のことより、ドンペリ

ドンは乳管の伸長、乳腺胞の出芽、乳腺胞の内腔構造形成に異なる様式で影響を与えること

が示唆された。 

 

考察 

昆虫を防除する農薬、家畜への飼料添加物、および家畜に投与する薬物の中には、中枢神

経系の神経伝達物質の受容体をターゲットとした外因性成分がある (Richardson et al., 2019)。

また、本論文の第二章と第三章において、非神経系組織である乳腺の MEC にドーパミンと

GABA を合成する能力が備わっており、それらの受容体が MEC の細胞生存性や乳産生を調

節することが示された。そこで本章では神経伝達物質の受容体をターゲットとした外因性成

分が MEC に影響を及ぼすかを明らかにするため、GABA 受容体を標的とする殺虫剤ブロフ

ラニリドと家畜の飼料添加物として使用される外因性の GABA が MEC の乳産生に与える影

響を調べ、家畜にも投与される薬物である D2R 受容体拮抗薬であるドンペリドンが妊娠期の

乳腺上皮組織発達に与える影響をそれぞれ調べた。その結果、ブロフラニリドが MEC の乳

産生や生存性に負の影響を及ぼすこと、外因性 GABA は MEC にほとんど作用しないこと、

ドンペリドンが乳腺上皮組織の発達を時期特異的に乱すことがわかった。 

 

ブロフラニリドが乳産生に及ぼす影響 

先行研究において、ブロフラニリドはアポトーシス関連遺伝子の発現を上昇させ、ゼブラ

フィッシュにおいてアポトーシスを誘導することが報告されている (Wang et al., 2023; Duan 

et al., 2021)。本研究においてもブロフラニリド処理により MEC の増殖は濃度依存的に低下

し、50%細胞死レベル（LC₅₀）は 1.602 μM であった。しかし、哺乳類組織に蓄積するブロフ

ラニリドはナノモル濃度である (Ministry of Agriculture, 2021)。そこで哺乳類組織への蓄積量

から算出したナノモル濃度でのブロフラニリドの影響も調べたところ、この低濃度域におい
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ても細胞の形態異常やアポトーシス細胞の増加が引き起こされ、細胞の増殖性と生存性を制

御するシグナル分子である Akt および mTOR の不活性化 (Yu and Cui, 2016; Sun et al., 2015)、

アポトーシス促進タンパク質 BAX の増加、および抗アポトーシスタンパク質 Bcl-2 の減少も

確認された (McDonnell et al., 1996)。MEC の総数は乳量を決定する要因の一つであると報告

されている (Boutinaud et al., 2004)。本研究においてブロフラニリドが増殖抑制とアポトーシ

ス誘導の両機序を介して MEC の細胞数を減少させることが確認されたことから、ブロフラ

ニリドには MEC 数の減少を通じて乳腺の乳生産量を低下させるリスクがあると考えられ

る。 

泌乳期の MEC において、α-、β-カゼインは粗面小胞体上のリボソームで合成され、ゴルジ

体でミセルを形成する (Truchet et al., 2014)。その後、ミセルは分泌小胞を介したエキソサイ

トーシスにより細胞外へと分泌される (Dylewski and Keenan, 1983)。特に α-カゼインはミセ

ル形成初期および分泌経路の輸送過程で重要な役割を果たすことが知られている (Le Parc et 

al., 2010)。本研究では、ブロフラニリド処理により β-カゼインの分泌量が有意に減少する一

方で細胞内 α-カゼイン量は増加した。また、泌乳誘導を担う転写因子である STAT5 のリン酸

化および核内移行が有意に抑制された (Hennighausen and Robinson, 2008)。さらに、β-カゼイ

ンの合成を正に制御する Akt/mTOR 経路はブロフラニリドによって不活性化していた (Liu et 

al., 2020; Castro et al., 2016)。一方、カゼイン分泌経路の構築を制御するシグナル分子である

GR の活性化には影響がなかった (Kobayashi et al., 2017)。以上より、ブロフラニリドは

STAT5 経路と Akt/mTOR 経路の不活性化を介して α-カゼインと β-カゼインの発現量のバラン

スを乱し、カゼインミセル形成にも影響を引き起こすと考えられる。 

GABA_A 受容体シグナルは、β 細胞、幹細胞、がん細胞など多様な細胞種において増殖制

御に関与することが報告されている (Untereiner et al., 2019; Andäng et al., 2008; Takehara et al., 

2007)。また、GABA_A 受容体の活性化が Akt 経路を介した神経保護作用を示すこともある 

(Xu et al., 2008)。さらに、GABA は免疫応答の重要な調節因子であり、GABA_A 受容体の活

性化は NFκB シグナルを抑制することで炎症を軽減する (Deng et al., 2024; Bhandage and 
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Barragan, 2021)。ブロフラニリドは強力な GABA_A 受容体拮抗薬であり、細胞周期停止およ

びアポトーシス誘導、MMP 発現低下、ROS 増加を介して炎症反応を促進することが示され

ている (Sung et al., 2023)。本研究の MEC においてもブロフラニリドは細胞増殖と Akt/mTOR

シグナルを抑制し、炎症性の転写調節因子である NFκB 活性化を増強することが確認され

た。しかし、ブロフラニリドが STAT3 や p38 などの炎症関連のシグナル分子の活性化を抑制

することがわかった (Chapman et al., 2000; Whyte et al., 2009; Wen et al., 2011; Girnius et al., 

2018)、さらに、STAT5 活性化および核移行を阻害する結果も得られた。先行研究において、

ブロフラニリドの抗炎症作用や GABA_A 受容体シグナルと STAT5 の直接的なクロストーク

に関する報告はない。したがって、ブロフラニリドの作用機構を明らかにするため、今後さ

らなる詳細な解析が必要であると考えられる。  

以上、ブロフラニリドは低濃度であっても MEC の増殖、生存、カゼイン産生に対して負の

作用を示すことがわかった。さらに、ブロフラニリドは細胞増殖と乳生産を正に制御する

Akt/mTOR および STAT5 経路を抑制し、炎症性のシグナル経路である NFκB 経路が活性化す

る一方で STAT3 経路や p38 経路は不活性化していた。すなわち、ブロフラニリドの作用は細

胞内シグナル伝達経路を介して調節されている。ブロフラニリドは殺虫剤として牧草地や畑

に散布されている。食肉や牛乳からブロフラニリドが検出された報告を踏まえると (Ministry 

of Agriculture, 2021)、乳腺の健康および乳生産への潜在的リスクは高いと考えられ、今後のさ

らなる研究が必要である。 

 

外因性 GABA 

GABA を摂取した暑熱ストレス下の乳牛では、熱中症によるストレスを軽減し、飼料摂取

量と乳量が増加し、乳質が改善することが報告されている (Cheng et al., 2014)。また、成長期

の子羊に GABA を給餌すると、消化管のコレシストキニン関連遺伝子を下方調節し、飼料摂

取量を増加させる効果も報告されている (Wang et al., 2015)。ブタや家禽にも GABA を給餌す

ることがあり、幅広い家畜種に飼料添加物として利用されている。しかし、GABA が直接的
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に乳腺の MEC に作用するかは不明である。そこで本研究では、家畜の飼料添加物として利

用される外因性 GABA が乳腺上皮細胞の乳産生機能に及ぼす影響について検証した。その結

果、生理的濃度 (0.2–2 μM)に相当する GABA を処理しても乳タンパク質産生量には変化が認

められず、MEC の乳産生能は維持されており、一般的に飼料添加物として与えている量の

GABA では直接的に MEC の乳成分産生を促進・抑制する可能性が低いことがわかった。一

方、10–100 mM といった高濃度の GABA 存在下で培養した場合、MEC の生存性が濃度依存

的に低下した。以上の結果から、飼料添加物としての一般的な濃度域での GABA 摂取は、乳

腺上皮細胞の乳産生機能に直接的な負の影響は及ぼさないと考えられる。しかし、ヒトでの

研究であるが、GABA のサプリメントとしての摂取が一時的かつ中等度の血圧低下を引き起

こし、内分泌系に影響を及ぼす可能性があることが指摘されている (Oketch-Rabah et al., 

2021)。したがって、過剰投与や特殊な飼育条件により GABA が高濃度で乳腺組織に到達し

た場合、MEC の生存性低下や乳産生阻害を引き起こす可能性は否定できない。本研究で得ら

れた知見は、家畜生産現場における GABA 添加の用量設定や長期投与の安全性評価に重要な

基礎情報を提供するものであり、今後は in vivo における血中 GABA 上昇量の定量化や乳腺

への移行性、ならびに慢性的投与による乳質・乳量への影響の検証が求められる。 

 

ドンペリドンの泌乳促進作用と乳腺発達への影響 

ドンペリドンは代表的な乳分泌促進薬であり、母体および乳児への毒性リスクが低く、安

全性が高い薬剤として広く使用されている (Forinash et al., 2012; Champion, 2006)。ドンペリ

ドンはドーパミン受容体である D2R の拮抗薬であり、妊娠後期にドンペリドンを投与すると

乳腺上皮細胞の分化が促進され、乳汁産生が増加することが示されている (Vanklompenberg 

et al., 2013)。一方、妊娠期を通してプロラクチンを追加投与しても乳量は増加しないことも

報告されており、これはプロラクチンが既に血液中に十分に分泌されているためと考えられ

ている (Caron et al., 2020)。第三章において、プロラクチンが十分に含まれている培養実験に

おいてもドンペリドンが MEC の乳産生に直接的な影響がないことがわかった。しかし、
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D2R が妊娠期における乳腺上皮組織の発達に及ぼす影響は不明である。妊娠期における乳腺

上皮組織の発達は乳管伸長、乳腺胞出芽、乳腺胞内腔形成の 3 段階に大別される。そこで本

章では、乳腺オルガノイドの三次元培養モデルを用いて、ドンペリドンがこれらの乳腺上皮

組織発達の各段階に及ぼす影響を調べた。その結果、ドンペリドンは乳管の伸長は抑制する

が、乳腺胞の出芽は促進し、乳腺胞内腔の形成には影響しないことがわかった。乳腺上皮組

織の発達に密接に関与することが示された。乳腺における D2R 発現が妊娠の進行に伴い増加

することが報告されている (Farmer and Palin, 2021)。また、乳管が伸長する時期は妊娠初期

から中期、乳腺胞出芽が起きる時期は妊娠後期、乳腺胞内腔が形成される時期は妊娠末期で

ある (Macias and Hinck, 2012)。したがって、D2R 拮抗薬であるドンペリドンが乳腺上皮組織

の形態形成の各段階で異なる影響を示したことは、この妊娠期の D2R 発現量の変化と因果関

係があるのかも知れない。 

乳腺上皮組織の乳管伸長と乳腺胞出芽の過程において MEC の細胞移動と細胞増殖が必須

であり、細胞内シグナル分子である Akt と ERK がその制御に貢献している (Scaltriti and 

Baselga, 2006; Manning and Cantley, 2007)。そこでドンペリドン処理した各培養モデルにおけ

る Akt と ERK の活性化レベルを調べた。その結果、乳管の長さが有意に短縮した乳管伸長モ

デルにおいては、ERK 活性化の低下が認められた。また、乳腺胞出芽モデルにおいてはオル

ガノイドあたりの出芽構造数が顕著に増加とともに、Akt と ERK の活性化が増強していた。

一方、細胞移動や細胞増殖を必要としない乳腺胞内腔形成においては、Akt と ERK が不活性

化しているにも関わらず、ドンペリドンの影響は認められなかった。以上を総合すると、ド

ンペリドンは ERK および Akt シグナルの不活性化と活性化を介して細胞増殖と細胞移動を制

御し、乳管伸長を抑制しつつ、乳腺胞出芽を促進し、内腔形成には大きな影響を及ぼさない

という特徴的な作用を示す薬物であると考えられる。今後、D2R の発現パターンと乳管上皮

組織の発達を精査することにより、D2R の生理的な役割とドンペリドンの適切な用法・用量

が明らかになることが期待される。 
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結論 

本研究は、乳腺上皮細胞が神経伝達物質シグナルに対して高度に感受性を有する非神経性

標的組織であることを示すとともに、神経伝達物質受容体を標的とする外因性化学物質が、

乳腺の発達・恒常性・乳生産機能に予期せぬ影響を及ぼし得ることを明らかにした。本研究

で得られた知見は、家畜生産における農薬残留リスク評価、飼料添加物の安全使用指針、な

らびに泌乳関連薬物の適正投与設計に対し、新たな科学的根拠を提供するものであり、今後

の in vivo 検証および分子機構のさらなる解明が強く期待される。 
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第五章 材料および方法 

5.1 実験動物 

実験に供試する ICR マウスは、日本 SLC 株式会社 (静岡、日本)から購入した。細胞培養

に使用する MEC を単離するため、未経産の ICR メスマウス (9-13 週齢)を頚椎脱臼し、第 4

乳腺を採取した。また、分娩後 5 日目のメスマウスから第 4 乳腺と脳を採取し、RNA の抽出

とパラフィンブロック作製に使用した。すべてのマウスは、自由採食 (ラボ MR ストック、

日本農産工業、日本)、22〜24°C で 12 時間の明暗条件下で飼育した。 本研究における動物

実験は、北海道大学動物資源委員会 (#18-0154)によって承認されており、国立大学法人北海

道大学動物実験に関する規定に基づく北海道大学動物実験施設マニュアルに従って行った。 

 

5.2 試薬類 

本研究に使用したドーパミン塩酸塩、ブロモクリプチン、ドンペリドン、およびピクロト

キシンは Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA)から購入した。4-アミノ酪酸、フルマゼニルお

よびジアゼパムは和光純薬工業 (大阪)から購入した。ガボキサドール塩酸塩と L-2-アリルグ

リシン塩酸塩は東京化成工業 (東京)から購入した。ブロフラニリドは TargetMol (Boston, MA, 

USA)から購入した。ウェスタンブロッティングには、表 2 の一次抗体を使用した。免疫蛍光

染色には、表 3 の一次抗体を使用した。ウェスタンブロッティングに使用するホースラディ

ッシュペルオキシダーゼ標識二次抗体 (1:5000)は、Sigma-Aldrich から購入した。免疫染色に

使用する Alexa Fluor 標識二次抗体 (1:400)は、Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)か

ら購入した。これらの抗体は使用するまで−20℃で保存した。 

 

5.3 培地調製 

増殖培地として、5%ウシ胎仔血清 (FBS, Boehringer Mannheim, Ingelheim am Rhein, 

Germany)、5 μg/mL インスリン (和光純薬工業)、10 ng/mL 上皮成長因子 (EGF, BD 

Biosciences, San Jose California, CA, USA)を含む RPMI-1640 培地 (和光純薬工業)を使用した。
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なお、FBS は 37℃で 

表 2 ウェスタンブロッティングで用いた一次抗体 

抗体名 由来 希釈率 メーカー 

D2R ウサギ 1000 Merck Millipor 

αs1-casein  ウサギ 1000 Santa Cruz Biotechnology 

β-casein  マウス 1000 Santa Cruz Biotechnology 

lactoferrin  ウサギ 4000 Life Laboratory Company   

Claudin3  ウサギ 1000 Thermo Fisher Scientific   

Claudin4  ウサギ 1000 Thermo Fisher Scientific   

p-STAT5 ウサギ 1000 Cell Signaling Technology  

STAT5  ウサギ 1000 Cell Signaling Technology 

p-GR  ウサギ 1000 Cell Signaling Technology   

GR  ウサギ 1000 Sigma-Aldrich, Saint Louis 

p-STAT3  ウサギ 1000 Cell Signaling Technology   

STAT3  ウサギ 1000 Santa Cruz Biotechnology 

p-NFκB p65  ウサギ 1000 Cell Signaling Technology  

NFκB p65  ウサギ 1000 Abcam  

p-Akt  ウサギ 1000 Cell Signaling Technology  

Akt  ウサギ 1000 Cell Signaling Technology  

p-mTOR  ウサギ 1000 Cell Signaling Technology   

mTOR  ウサギ 1000 Cell Signaling Technology  

p-ERK  ウサギ 1000 Cell Signaling Technology   

ERK  ウサギ 1000 Cell Signaling Technology 

p-JNK ウサギ 1000 Cell Signaling Technology 

JNK ウサギ 1000 Cell Signaling Technology 

p-p38 ウサギ 1000 Cell Signaling Technology 

P38 ウサギ 1000 Cell Signaling Technology 

Ki67 ウサギ 800 Abcam 

BAX  ウサギ 1000 BioLegend  

Bcl2 マウス 1000 BioLegend 

α-tubulin マウス 4000 Sigma-Aldrich 

β-actin マウス 1000 Thermo Fisher Scientific,  

    
 

表 3 免疫染色で用いた一次抗体  

抗体名 由来 希釈率 メーカー 

β-casein  マウス 300 Santa Cruz Biotechnology 

GM130  ウサギ 800 Abcam, Cambridge  

Adipophilin モルモット 500 Progen 

Claudin3  ウサギ 400 Thermo Fisher Scientific,  

Claudin4  ウサギ 400 Thermo Fisher Scientific  

occludin  マウス 800 Thermo Fisher Scientific   

p-STAT5a  ウサギ 300 Cell Signaling Technology   

Ki67  ラット 300 Agilent Technologies 

cleaved caspase-3 ウサギ 300 Thermo Fisher Scientific 

D2R  ウサギ 300 Merck Millipor  
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30 分間の非働化処理を施した。分化培地として、1% FBS、10 μg/mL インスリン、10 ng/mL 

EGF、0.1%ウシ脳下垂体抽出物 (BPE、クラボウ、大阪)、1 μM デキサメタゾン (Dex, Sigma-

Aldrich)を含む RPMI-1640 培地を使用した。 

MEC の三次元培養用の増殖培地として、10% FBS、1% ITS-X Supplement (和光純薬工業)、

20 ng/mL EGF、1 µM デキサメタゾンを含む DMEM/F12 培地 (和光純薬工業)を調製した。乳

管伸長誘導培地および乳腺胞出芽誘導培地として、1% ITS-X Supplement、50 ng/mL FGF2 (ナ

カライ、京都) を含む DMEM/F12 培地を調製した。内腔形成誘導培地として、1% ITS-X 

Supplement、20 ng/mL EGF を含む基礎培地を調製した。 

 

5.4 MEC の単離 

先行研究 (Kobayashi et al., 2016)の方法に従って、乳生産能力と強固な TJ を有する MEC の

培養モデルを作製した。リンパ節と結合組織を除去した第 4 乳腺を細切した後、0.75 mg/ml

コラゲナーゼ (和光純薬工業)を含む RPMI 1640 培地に浸漬し、37℃の恒温振盪機 (TAITEC)

内で１時間振盪させた。その後、パスツールピペットでピペッティングを行い、さらに１時

間振盪させた。再度ピペッティングを行い、乳腺片を肉眼では見えない程度まで分解した

後、遠心分離機 (KUBOTA2010、久保田製作所、東京)で遠心分離 (645 g、１分間)した。上

清を取り除いた後、得られた沈殿に 0.2%トリプシンを含む RPMI 1640 培地を加えて 1 分間

ピペッティングしながら反応させた。懸濁液を遠心分離 (645 g、１分間)して、上清を取り除

いた後、50% FBS を含む RPMI 1640 培地に再懸濁し、低速 (3 g、5 分間) で遠心分離した。

上清を取り除いた後、沈殿を RPMI 1640 培地に再懸濁し、遠心分離 (645 g、１分間)した。

この沈殿に前述のトリプシン処理と FBS による遠心分離を再度行い、線維芽細胞や筋上皮細

胞を含まない MEC 塊を単離した。 

 

5.5 MEC の単層培養 

前述の「5.4」により得られた MEC 塊を増殖培地で懸濁した。この懸濁液を 12 well 細胞培
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養プレート (FALCON, Corning, NY, USA)の各 well に立てた 2 個のクローニングシリンダー

(直径 5 mm、ミスミグループ、東京)、もしくは 35 mm 細胞培養シャーレ (FALCON, Corning)

に立てた 4 個のクローニングシリンダーの内側に 170 μl ずつ滴下した。また、シリンダーの

外側にも増殖培地を適量入れた。シリンダーが動かないように注意しながら 4 日間培養した

後、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。 

インサート培養の場合は、24 well 用のセルカルチャーインサート (0.4 μM ポアサイズ、

FALCON, Corning)の上層に、MEC 塊を懸濁した増殖培地を 200 μl ずつ滴下し、下層に増殖培

地 800 μl を加えた。その状態で 4 日間培養した後、新しい増殖培地に交換し、さらに 2 日間

培養した。続いて、分化培地に交換した後、37℃で 2 日間培養し、MEC の乳産生と TJ 形成

を誘導した。その後、実験に応じてブロモクリプチンやドンペリドンを含む分化培地に交換

し、さらに 3 日間 39℃で培養した。 

 

5.6 MEC の三次元培養 

前述の「6.4」により得られた MEC 塊に PBS 5 ml を加えて低速で遠心分離 (3 g、5 分間)

し、0.05％トリプシンと 2 mM EDTA を含む PBS 5 ml で懸濁した後、37℃インキュベーター

内で 15 分間培養した。その後、懸濁液に 4% FBS を含む基礎培地 5 ml を加えて遠心分離 

(645 g、5 分間)し、得られた MEC 塊を三次元培養用の増殖培地で 1.0 × 106 cells/ml に懸濁し

た。懸濁液 170 ml を 12 well プレートの各 well に配置した細胞非接着性の 12%アクリルアミ

ドゲル (12%アクリルアミド、0.1%過硫酸アンモニウム、0.1%テトラメチレンジアミン

/PBS、厚さ 0.75 mm)上に置いたシリンダー内に滴下した。各 well に増殖培地を 800 μl 加えて

37℃、5％ CO2インキュベーター内で 16 時間培養し、MEC のオルガノイドを作製した。な

お、本実験で供試したアクリルアミドゲルは、70%エタノールに浸漬して殺菌し、エタノー

ルを除去するためクリーンベンチ内で PBS により 3 回洗浄して 4℃で一晩静置した後、使用

直前に PBS で 3 回、基礎培地で 3 回洗浄したものを使用した。 

三次元培養における基層ゲルを作製するため、12 well プレートの各 well に置いたカバーグ
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ラス (直径 15 mm、丸型、松浪硝子、大阪)上の中心に Matrigel (Corning)を 20 μl ずつ垂らし

て、37℃で 30 分間インキュベーターしてゲル化させた。続いて、MEC のオルガノイドを

10–12 organoids/ul となるように Matrigel (乳腺胞出芽モデルと乳腺胞内腔形成モデルの場合)

もしくはコラーゲンと Matrigel の混合溶液 (乳管伸長モデルの場合)に懸濁し、ゲル化させた

基層ゲルの上に 40 μl ずつ滴下した。なお、コラーゲンと Matrigel の混合溶液は、Collagen 

Type I (ウシ皮膚由来、ペプシン抽出、ニッピ) を 5 倍濃縮 DMEM 培地 (Sigma-Aldrich)と 7 : 

2 で混合した後にコラーゲン再構成緩衝液 (50 mM 水酸化ナトリウム、260 mM 炭酸水素ナト

リウム、200 mM HEPES)を混合溶液の 1/9 量加えて均質化し、この中性コラーゲン溶液と

Matrigel と DMEM 培地を 5 :3 : 2 の比率で混合することで調製した。その後、37℃で 40 分間

インキュベーターして、オルガノイドを包埋しながらゲル化したものを培養ゲルとし、培養

ゲルが完全に浸るように形態形成誘導培地を加えて 37℃で培養した。培地交換は包埋 2 日後

に行った。培養中のオルガノイドは、倒立型位相差顕微鏡と顕微鏡専用デジタルカメラ 

(DSFI3、ニコン、東京)を用いて観察、撮影した。なお、乳腺上皮組織の乳管伸長、乳腺胞出

芽、および乳腺胞の内腔形成は図 6-1 の方法で評価した。 

 

 

図 5-1 乳腺上皮オルガノイドの形態的特徴を評価するための測定部位 

MEC の 3D 培養において伸長、出芽および内腔形成誘導したオルガノイドの例。 (A) 乳管の長さ

は、各オルガノイドの長軸方向に最も伸びた枝様構造の基部から末端までの区間 (赤)を測定した。 (B) 

乳腺胞様構造数は各オルガノイドから突起した部位 (緑)をカウントすることで算出した。 (C) 乳腺胞

断面積として、各オルガノイド断面 (青)の面積を測定した。スケールバーは 100 µm を示す。 

 

5.7 ウェスタンブロッティング用のサンプル調製 

ウェスタンブロッティング用のサンブルを調製するため、5 倍濃縮の SDS-PAGE 用サンプ
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ルバッファー (125 mM Tis-HCl; pH 6.8、2%グリセロール、1% 2-メルカプトエタノール、

0.5% SDS、プロモフェノールブルー)を用いた。培地を回収する際には、MEC を培養してい

るプレートを軽く揺らして培地成分を均一にした後、培地を５倍濃縮の SDS-PAGE 用サンプ

ルバッファーを 4:1 の比率で混合した。細胞層を回収する際には、200 μL のサンプルバッフ

ァーを 12 well 細胞培養ブレートもしくはインサートの内側に加えた。三次元培養モデルのオ

ルガノイドを回収するため、培養ゲルをチューブに回収し、2 倍濃縮のサンプルバッファー

100 µL と 2-メルカプトエタノール 4 µL を加えた。各サンプルの液量が 200 µL になるように

基礎培地を加えて調製した後、ボルテックスミキサーで攪拌、さらにピペッティングを行っ

てゲルを溶解させた。各サンプルは、70℃で 15 分間加熱処理を行い、使用するまで−20℃で

保存した。 

 

5.8 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、SDS-PAGE 用のアクリルアミドゲルを作製した。

まず分離ゲル (7.5–12.5%アクリルアミド、375 mM Tris-HCl; pH 8.8、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 This 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, Hercules, CA, USA)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。サンプルもしくは分子量マーカー (日本ジェネティクス、東京)を各レーンにアプライ

し、電気泳動を行った。なお、電流は濃縮ゲルの場合は 1 枚あたり 10 mA、分離ゲルの場合

は 13 mA とし、電圧は 180V を超えることがないようにした。ブロモフェノールブルーがゲ

ルの下端まで到達した段階で電気泳動を終了した。濃縮ゲルを取り除いたゲルと PVDF 膜を

密着させた後、タンク式プロッティング装置 (Bio-Rad)にセットし、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)を加えた。電圧を 60V として 4℃で 2 時

間通電し、ゲルから PVDF 膜へタンパク質を転写させた。 
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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 0.05％ Tween 20 を含む PBS (PBS-T)に 0.5% BSA と

1% Fish gelatin (Sigma-Aldrich)を溶解させたもの、あるいは 4%スキムミルク (和光純薬工業)

を溶解させたものを用いた。プロッキング処理後、PVDF 膜をシーリングシートではさみ、

2.5% BSA を含む 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

体に 4℃で 2 日間反応させた後、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、振盪させながら 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、プロッ

キング溶液で希釈した二次抗体を加えて室温で 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 Luminate Forte 

Western Substrate (Merck Millipore Billerica, MA, USA)に 5 分間室温で反応させ、ChemiDoc 

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。 

 

5.9 免疫染色 

シャーレもしくはセルカルチャーインサートで培養した MEC 層を−20℃のメタノール (関

東化学、東京)に 10 分間、4℃の 1%ホルムアルデヒドを含む PBS に 10 分間浸漬した。その

後、シャーレ上の MEC 層をリキッドプロッカー (大道産業、群馬)で囲んだ。また、セルカ

ルチャーインサートの場合は、メスを用いて細胞層が形成されているインサート膜を切り抜

いた。続いて、1% パラホルムアルデヒド (PFA)/PBS 溶液に浸漬し、4℃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 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℃で 3 日間反応させた。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
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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、2.5% BSA/PBS-T 溶液で

希釈した二次抗体に室温で 1 時間反応させた。なお、二次抗体には核染色のために 2.5 μg/ml 

DAPI (Sigma-Aldrich)も加えた。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 BioSystem, Chicago, IL, USA)を垂らして封

入し、室温で乾燥させた後、遮光保存した。染色したサンブルは共焦点レーザー走査顕微鏡 

(TCS SP5, Leica, Wetzlar, Germany)で観察および撮影を行った。 

 

5.10 TUNEL 染色 

アポトーシスを検出するため TUNEL アッセイキット (Promega, Madison, WI , USA)を使用

した。培養後の MEC を４℃の 1% PFA/PBS で 25 分間固定した。PBS で 5 分間ずつ 3 回洗浄

した後、透過処理のために 0.2% Triton X-100/PBS に 5 分間インキュベートした。TUNEL 反

応液で 37℃の暗所で１時間処理した後、核を DAPI で染色した。染色された MEC の画像

は、共焦点レーザー走査顕微鏡 (TCS SP5)を使用して取得した。TUNEL 陽性の細胞核と

DAPI 陽性の全細胞核の比率を測定するために、実験の各サンプルからランダムに 10 枚の写

真を撮り、各サンプルの平均比率を統計解析に使用した。 

 

5.11 パラフィン切片の作製 

バラフイン切片を作製するため、4% PFA/PBS で固定した乳腺を包埋用カセット (サクラフ

ァインテックジャバン、東京)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、

95%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 分間浸漬し

た。続いて 60℃の恒温乾燥器 (DX-58, ヤマト科学、東京)内に設置したバラフィンキシレン 

(体積比 1:1)に 1 回、バラフインに 3 回、各 30 分間浸した。約 60℃のバラフインを包埋皿の

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℃で冷却することによっ
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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、埼玉)で 5 μm に薄切し、37℃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 (76×26 mm、武藤化学、東京)に乗せた。これを

伸展器 (KN-210-6、夏目製作所、東京)に置き、37℃で一晩乾燥させ、室温で保存した。 

 

5.12 RNA 抽出と逆転写 

RNA の抽出には ISOGENⅡ (和光純薬工業)を用いた。抽出した RNA は、ReverTra Ace 

qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (東洋紡、大阪)を用いてゲノム DNA を除去した後、

cDNA への逆転写を行った。逆転写反応は、37℃で 15 分間行い、続いて 98℃で 5 分間熱処

理して酵素を失活させた。得られた cDNA は−20℃で保存した。 

 

5.13 PCR 

cDNA の PCR は、Life Touch サーマルサイクラー (Life Eco, Bioer Technology, Hangzhou, 

China)を用いて、SYBR Green Master Mix 5 μl、DNA Template 0.1 μl、プライマーmix (10 μM の

Forward、Reverse primer 各 0.5 μl、および Nuclease-Free Water 4.5 μl を調製し、10 μl のスケー

ルで行った。PCR の設定は 94℃/2 分間を 1 回、94℃/30 秒、58℃/30 秒、68℃/50 秒を 40

回、72℃/15 分間を１回にした。プライマーとしては、表 4 に示したものを使用した。Gapdh

を内部標準として用いた。 

 

5.14 乳タンパク質の定量 PCR 

定量 PCR は Light Cycler 480 II (Roche Applied Science, Penzberg, Germany)を用いて、SYBR 

Green Master Mix 5 μl、cDNA Template 0.2 μL、プライマーmix (10 μM Forward/Reverse primer)

各 0.5 μl および Nuclease-Free Water 4.3 μl を調製し、10 μl のスケールで行った。qPCR は

95℃/60 秒を 1 回、95℃/115 秒と 58℃/60 秒を 40 回，95℃/5 秒を 1 回、60℃/60 秒を 1 回、

50℃/30 秒を 1 回の条件下で反応を行った。プライマーとしては、表 4 に示したものを使用し

https://en.wikipedia.org/wiki/Penzberg
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た。Gapdh を内部標準として用いた。 

 

5.15 細胞増殖性および細胞生存性の評価 

前述の「6.4」により得られた MEC 塊を増殖培地で懸濁した。この懸濁液を 96 well 細胞培

養プレート (FALCON, Corning)の各 well に 100 μl ずつ滴下した。細胞増殖性を評価する場合

は播種から 2 日間培養した後、神経伝達物質もしくはその受容体に反応する薬物を含む増殖 

 

表 4 使用したプライマー配列 

Gene Accession No. Forward primer (5'→3')  Reverse primer (5'→3') 

Drd1 NM_001291801.1 AGTGACTCTAAAGCAA

GGGCAT 

 CTTCTGGGTTCAGTGCT

CCA 

Drd2 NM_001410193.1 CCATTGTCTGGGTCCTG

TCC 

 GTGGGTACAGTTGCCCT

TGA 

Drd3 NM_007877.2 ATTGTGCTCGGGGCCTT  GGGTTATCCTGCTTCAC

GAAT 

Drd4 NM_007878.4 AGCGCTACTGAGGACG

GT 

 ACCCTGGACCTCGGAGT 

Gad1 NM_008077.6 TCCAAGAACCTGCTTTC

CTGT 

 GGATATGGCTCCCCCAG

GAG 

Gad2 NM_008078.2 AGACAGCACGTTTCCTG

TCCCTGTGT 

 TTTCACCACGTACTGAA

GCAAAATGTTC 

Gat1 NM_008131.5 CCACCTCAGCAAGTTCC

CACTT 

 TCAGACCATTCTCCTCC

CGCAT 

Gabrb1 NM_008071 ACAGCTCCAATGAACCC

AGCAA 

 TGCTCCCTCTCCTCCATT

CCA 

Gabrb2 NM_008071.2 GGAGTGACAAAGATTG

AGCTTCCT 

 GTCTCCAAGTCCCATTA

CTGCTTC 

Gabrb3 NM_008071.3 CCGTCTGGTCTCCAGGA

ATGTTGTC 

 CGATCATTCTTGGCCTT

GGCTGT 

Gabbr1 NM_019439.4 CTGCCCGGATGTGGAAC

CTTA 

 TCAGCATACCACCCGAT

GAGA 

Gabbr2 NM_001081141.2 ATCGAGAGATCCGCAA

CGAG 

 ACACAACTTGACCCGTG

ACCC 

Csn1 NM_007784 CCTTTCCCCTTTGGGCT

TAC 

 TGAGGTGGATGGAGAAT

GGA 

Csn2 NM_009972 CTTCAGAAGGTGAATCT

CATGGG 

 CAGATTAGCAAGACTGG

CAAGG 

Ltf NM_008522 GGCTGAGAAGGCAGGA

AATG 

 TTTGGGGVTATGGCTAG

GTG 

Gapdh NM_008084 GAGCGAGACCCCACTA

ACATC 

 GCGGAGATGATGACCCT

TTT 
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培地に交換し、さらに 2 日間培養した。細胞生存性を評価する場合はコンフルエントまで増

殖培地で培養した後、分化培地で 2 日間培養し、神経伝達物質もしくはその受容体に反応す

る薬物を含む分化培地に交換し、さらに培養した。培養後、細胞増殖測定用 WST-8 試薬 (キ

シダ化学、大阪)を培地の 10%量添加し、37℃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、細胞数を相対的に評価した。 

 

5.16 死細胞の測定 

細胞死を評価するため、まず培地中に浮遊している死細胞を回収した。次に、シャーレ底

面に接着した細胞を 0.05%トリプシンおよび 2 mM EDTA (ナカライ)を含む PBS で剥離し、先

に回収した培地と合わせて 300 × g で 5 分間遠心分離した。その後、得られた細胞を 0.2%ト

リパンブルーを含む PBS に再懸濁した。トリパンブルーで染色された細胞を死細胞として、

血球計算盤を用いて総細胞数と死細胞数をカウントした。 

 

5.17 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 MEC とＭillicel-EPS 

system (Merck Millipore)を用いて行った。細胞層と接触しないようにセルカルチャーインサー

トの内層と外層の培地に電極を挿入し、インサート膜上に形成された MEC 層の電気抵抗値

を測定した。なお、電気抵抗値の測定は培養温度の変化による影響を考慮し、37℃に設定し

た伸展板上で行った。 

 

5.18 cAMP 濃度の測定 

細胞内 cAMP 濃度は、メーカーの手順に従い cAMP XP Assay Kit (#4339, Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA, USA)を用いて測定した。6 × 10⁴個の乳腺上皮細胞を 12well プレート

に播種し、ブロモクリプチンおよび/またはドンペリドンを含む分化培地中で 24 時間培養し
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た。培養後、細胞を冷 PBS で洗浄し、氷上で 10 分間 cell lysis buffer を用いて溶解した。得ら

れた細胞溶解液を遠心して細胞破片を除去した。サンプル中の cAMP 絶対量は、cell lysis 

buffer 中の既知濃度 (0, 0.3, 1.0, 3.0, 8.9, 26.7, 80 nM)の cAMP 標準曲線に基づいて算出した。

溶解液および標準溶液を、マイクロウェルに加え、ホースラディッシュペルオキシダーゼ 

(Horseradish Peroxidase, HRP)結合 cAMP とともに室温で 3 時間インキュベートした。反応

後、過剰な cAMP および HRP 結合 cAMP を洗浄により除去し、HRP 基質を添加し、吸光度

を 450 nm でマイクロプレートリーダー (Bio-Rad)を用いて測定した。 

 

5.19 ドーパミン濃度測定 

細胞内と細胞外ドーパミンは、メーカー手順に従いドーパミン ELISA Kit (BA-E-5300R、和

光純薬工業)を用いた競合法 ELISA で測定した。キット指定の方法に従って細胞と培地を前

処理し、測定に供した。細胞分解溶液および標準溶液をマイクロウェルに加え、HRP 結合

cAMP とともに室温で 3 時間インキュベートした。反応後洗浄バッファーで 3 回洗浄し、

HRP 基質であるテトラメチルベンジジンを添加して 10 分間発色させた。停止液で反応を止

め、450 nm で吸光度を測定し (Bio-Rad)、標準溶液から作成した標準曲線に基づいて培地中

のドーパミン量を算出した。 

 

5.20 GABA 濃度測定 

培地中の GABA 濃度は、メーカー手順に従い Mouse gABA ELISA Kit (ELK8591, ELK 

Biotechnology, TX, USA)を用いた競合法 ELISA により測定した。培地サンプルおよび標準液

をマイクロウェルに添加し、HRP 標識 GABA とともに 37℃で 1 時間インキュベートして反

応させた。反応後洗浄バッファーで 3 回洗浄し、テトラメチルベンジジン基質を添加して発

色させた。停止液で反応を止め、450 nm で吸光度を測定し、標準溶液から作成した標準曲線

に基づいて培地中の GABA 量を算出した。 
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5.21 塩素イオンのライブイメージング 

蛍光色素 N-エトキシカルボニルメチル-6-メトキシキノリニウムブロミド (MQAE、和光純

薬工業)を用い、細胞内 Cl⁻濃度変化を測定した。MQAE は 365 nm で励起され、450 nm で蛍

光を発する。この蛍光強度は MQAE を含む溶液中の Cl⁻濃度に逆比例する。また、他のイオ

ン濃度の影響は影響を受けない。まず、MQAE を細胞内に導入するため、細胞を 10 mM 

MQAE を含む分化培地中で 37℃、1 時間培養した。続いて、細胞を 37℃の PBS で 5 回洗浄

した後、新鮮な分化培地 1.8 mL を添加した。初期蛍光強度を記録した後、50 μM のフルメチ

ルメタクリレート、アジスロマイシン、またはピクロトキシンをそれぞれ 200 μL ずつ培養培

地に添加し、細胞内蛍光強度の変化を経時的に測定した。すべての MQAE 実験は、色素の細

胞外漏出を最小限に抑えるため、共焦点レーザー走査顕微鏡 (TCS SP5)に設置した 37℃の恒

温ステージの上で行った。 

 

5.22 統計解析 

統計解析結果は、4–6 回の実験の平均値±SEM として表示した。すべての培養実験は、異な

るマウスに由来する MEC を使用して 3 回以上行った。なお、２群の比較には対応のないス

チューデント t 検定を使用し、多重比較には Tukey 検定を使用した。統計的有意性は p < 0.05

とした。 

 



99 

 

総括 

従来、ドーパミンや GABA などの神経伝達物質は主に中枢神経系で機能すると考えられて

きたが、近年の研究により、非神経組織でもこれらの分子が産生され、局所的なオートクラ

イン・パラクライン因子として機能することがわかってきた。しかし、乳腺における神経伝

達物質の役割と意義については未解明な点が多く残る。そこで本研究では、乳腺が神経伝達

物質シグナルを自律的に調節する非神経組織であり、神経伝達物質シグナルが乳腺上皮細胞

の生存性や機能性を調節するかについて検証した。まず第二章では興奮性の代表的な神経伝

達物質であるドーパミンと乳腺上皮細胞の関連性について調べた。続いて、第三章では抑制

性の代表的な神経伝達物質である GABA シグナルと乳腺上皮細胞の関連性について調べた。

そして第四章では GABA 受容体やドーパミン受容体受容体を標的とする外因性化学物質 (殺

虫剤・飼料添加物・薬物)が乳腺上皮細胞に及ぼす影響について調べた。それらの結果、乳腺

が GABA やドーパミンを自律的に合成・分泌する組織であること、乳腺上皮細胞が

GABA_A 受容体とドーパミン D2 受容体を介して生存性や乳産生を調節する細胞であるこ

と、外因性の殺虫剤・飼料添加物・薬物が乳腺上皮細胞における GABA 受容体とドーパミン

受容体を介した調節機構に作用して妊娠期の乳腺上皮組織発達や泌乳期の乳産生に影響する

ことが明らかになった。 

第二章の結果から、乳腺上皮細胞はドーパミン D2 受容体を発現し、とくに乳分泌誘導後

の細胞でその発現が増加することが明らかになった。さらに、D2 受容体が TJ 近傍の頂端側

部細胞膜に局在していたことから、ドーパミンシグナルが乳腺上皮細胞の細胞極性やバリア

機能と密接に関わる可能性も示された。D2 受容体は GPCR であり、細胞内セカンドメッセ

ンジャーである cAMP の産生を抑制することが知られている。本研究においても D2 受容体

アゴニストのブロモクリプチンは細胞内 cAMP 濃度を低下させ、細胞生存性の低下、乳産生

の抑制、さらに乳産生促進性の転写調節因子である STAT5 の不活性化を引き起こした。一

方、D2 受容体アンタゴニストであるドンペリドンは cAMP を上昇させたものの、単独では

細胞生存性や乳成分産生に顕著な影響を与えなかった。しかし、ドンペリドンはブロモクリ
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プチンによる cAMP 低下、細胞生存性の低下、乳産生抑制および STAT5 の不活性化を拮抗的

に抑制した。これらの結果から、乳腺上皮細胞は自律的にドーパミンを産生し、D2R を介し

て細胞内 cAMP 濃度を変化させ、cAMP シグナルを中心とした経路で自身の生存性や機能性

を調節する機構を有していることがわかった。従来、ドーパミンは脳下垂体細胞に作用し、

そのプロラクチン分泌を介して乳腺上皮細胞を調節していることのみが知られていた。した

がって、本研究の成果はドーパミンの乳腺局所における生理的な役割を新たに提示するもの

であると考えられる。 

第三章では、乳腺上皮細胞が抑制性神経伝達物質である GABA を自律的に産生し、Cl⁻チ

ャネル型の GABA_A 受容体を介して自らの細胞内 Cl⁻濃度を調節していることが明らかとな

った。泌乳誘導した乳腺上皮細胞の培地中に高濃度の GABA が蓄積することも示され、乳腺

が GABA リッチな微小環境を形成し、その環境下で乳腺上皮細胞の生理機能を調節している

可能性が強く示された。興味深いことに、GABA_A 受容体の活性化・不活性化のいずれにお

いても乳腺上皮細胞の細胞生存性は低下し、アポトーシスが誘導され、乳タンパク質の産生

が顕著に抑制された。また、ピクロトキシンによる Cl⁻チャネルの直接阻害でも同様に乳産

生が低下することが示された。これらの結果から、乳腺上皮細胞における GABA_A 受容体

を介した細胞内 Cl⁻濃度は非常に狭い最適濃度域のもとで機能しており、その濃度を超えた場

合には乳腺上皮細胞の生存性や機能性が著しく損なわれると考えられる。乳腺上皮細胞には

GABA_A 受容体以外にも Cl⁻イオン輸送に関わるチャネルや輸送体が存在する。また、Cl⁻イ

オン輸送と相互作用するイオンチャネルの発現も知られている。すなわち、GABA_A 受容体

を含む多くのイオンチャネルや輸送体を介した Cl⁻イオン動態の調節が乳腺上皮細胞の生理

機能にきわめて重要な役割を果たしていることが示唆された。 

第四章では、GABA_A 受容体とドーパミン D2 受容体を標的とする外因性化学物質が乳腺

上皮細部の生理的機能にどのように影響するかを培養下で調べ、農薬、飼料添加物、および

薬物が乳牛の乳生産性に及ぼす潜在的なリスクを調べた。その結果、殺虫剤として農地に散

布されているブロフラニリドは、生体内に蓄積しうるナノモル濃度でも乳腺上皮細胞の増殖
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を抑制してアポトーシスを誘導し、細胞生存性に関わる Akt/mTOR 経路の不活性化と細胞死

を制御する BAX/Bcl2 バランスの破綻を引き起こすことが明らかになった。また、乳産生に

関わるシグナル分子である STAT5 を不活性化させると同時にカゼイン産生能を低下させ、さ

らに炎症に関するシグナルの乱れを引き起こすことも示された。続いて、飼料添加物として

使用される外因性 GABA について調べたところ、摂取量から推定される濃度域を超えた場合

においても GABA は乳腺上皮細胞の乳産生、細胞生存性、TJ 形成に大きな影響を与えない

ことが明らかとなった。最後に、生殖周期の調整や無発情の解消の際に家畜に投与される D2

受容体拮抗薬ドンペリドンが妊娠期の乳腺上皮組織発達に及ぼす影響を三次元培養モデルを

用いて調べた結果、ドンペリドンが Akt 経路や ERK 経路を時期特異的に乱し、乳管伸長を促

進する一方で乳腺胞出芽を促進することがわかった。これらの結果は、神経伝達物質の受容

体を標的とする外因性化学物質の一部が妊娠期や泌乳期の乳腺上皮細胞に作用し、その形態

形成や乳産生に影響する可能性を示しており、酪農現場における薬物・飼料添加物・農薬の

使用管理の重要性を改めて提起するものであると考えられる。 

本研究を通して乳腺上皮細胞が興奮性の神経伝達物質であるドーパミンと抑制性の神経伝

達物質である GABA を自ら合成・分泌できること、乳腺上皮細胞には GPCR の D2R 受容体

とイオンチャネル型受容体である GABA_A 受容体が発現し、機能していることが明らかとな

った。また、乳腺微小環境におけるこれらの受容体の活性化と不活性化が細胞増殖、アポト

ーシス、乳タンパク質産生、炎症、およびそれらの関連シグナル分子を調節し、泌乳期にお

ける乳腺上皮細胞の生理的な役割を多面的に制御している可能性が示された。さらに、神経

伝達物質受容体の発現は乳腺発達の段階に応じて変動し、これらの受容体が乳腺上皮組織の

発達を調節する潜在的な能力を有することが示唆された。これらの知見は、乳腺上皮細胞に

おける神経伝達物質を自律的なオートクライン・パラクライン機構を担う生理活性物質とし

て再評価する必要性を示すものである。さらに、神経伝達物質を中心とした調節機構が農

薬、飼料添加物、家畜用薬剤といった外因性化学物質の影響を受け、乳腺上皮細胞の生理機

能に直接影響する可能性を示すものでもあった。今後、本研究で得られた知見に基づき、乳
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腺における神経伝達物質と乳生産性の因果関係をさらに解明することにより、家畜の乳生産

性改善に資する知見が得られることが期待される。  
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要旨 

従来、GABA やドーパミンなどの神経伝達物質は主に中枢神経系で機能すると考えられて

きた。しかし、近年の研究により、非神経組織でもこれらの神経伝達物質が産生され、局所

的なオートクライン・パラクライン因子として機能することがわかってきた。一方で乳腺に

おける神経伝達物質の役割と意義については未解明な点が多く残る。そこで本研究では、乳

腺が神経伝達物質シグナルを自律的に調節する非神経組織であり、神経伝達物質シグナルが

乳腺上皮細胞の生存性や機能性を調節するかについて検証した。 

まず、興奮性の代表的な神経伝達物質であるドーパミンと乳腺上皮細胞の関連性について

調べた。その結果、乳腺上皮細胞はドーパミン D2 受容体を発現し、特に乳分泌誘導後の細

胞でその発現が増加することがわかった。また、D2 受容体のアゴニストのブロモクリプチン

が cAMP 低下、細胞生存性の低下、乳産生の抑制を誘導することが示された。一方、D2 受

容体アンタゴニストであるドンペリドンは cAMP を上昇させたものの、単独では細胞生存性

や乳成分産生に顕著な影響を与えなかった。しかし、ドンペリドンはブロモクリプチンによ

る cAMP 低下、細胞生存性の低下、乳産生抑制を拮抗的に抑制した。これらの結果から、乳

腺上皮細胞は自律的にドーパミンを産生し、D2R を介して細胞内 cAMP 濃度を変化させ、

cAMP シグナルを中心とした経路で自身の生存性や機能性を調節する機構を有していると考

えられる。 

続いて、抑制性の代表的な神経伝達物質である GABA と乳腺上皮細胞の関連性について調

べた。その結果、乳腺上皮細胞が GABA を自律的に産生し、Cl⁻チャネル型の GABA_A 受容

体を介して細胞内 Cl⁻濃度を調節していることがわかった。また、GABA_A 受容体の活性化

と不活性化は乳腺上皮細胞の細胞生存性を低下させ、アポトーシスを誘導し、乳タンパク質

の産生を抑制した。同様の結果は、ピクロトキシンによる GABA_A 受容体の Cl⁻チャネルの

直接阻害でも示された。これらの結果から、乳腺上皮細胞における GABA_A 受容体を介し

た細胞内 Cl⁻濃度は非常に厳密に制御されており、その制御が破綻した場合には乳腺上皮細

胞の生存性や機能性が著しく損なわれると考えられる。 
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最後に、GABA_A 受容体と D2 受容体を標的とする農薬、飼料添加物、および薬物が乳腺

上皮細胞の生理的機能に及ぼす影響を培養下で調べ、これらの外因性化学物質が乳牛の乳生

産性に及ぼす潜在的なリスクを調べた。その結果、殺虫剤としてブロフラニリドが、生体内

に蓄積しうるナノモル濃度においても乳腺上皮細胞の増殖抑制とアポトーシスを誘導し、カ

ゼイン産生能の低下や炎症に関するシグナルの乱れを引き起こすことが示された。続いて、

飼料添加物として使用される外因性 GABA について調べたところ、摂取量から推定される濃

度域を超えた場合においても GABA は乳腺上皮細胞に大きな影響を与えないことが明らかと

なった。また、生殖周期の調整薬として使用される D2 受容体のアンタゴニストであるドン

ペリドンが妊娠期の乳腺上皮組織発達に及ぼす影響を三次元培養モデルを用いて調べた結

果、ドンペリドンが Akt 経路や ERK 経路を時期特異的に乱し、乳管伸長を抑制する一方で乳

腺胞出芽を促進することがわかった。これらの結果は、神経伝達物質の受容体を標的とする

外因性化学物質の一部が妊娠期や泌乳期の乳腺上皮細胞に作用し、その形態形成や乳産生に

影響する可能性を示しており、酪農現場における薬物・飼料・農薬管理の重要性を改めて提

起するものであった。 

以上、本研究を通して乳腺上皮細胞が抑制性神経伝達物質 GABA と興奮性神経伝達物質ド

ーパミンを自ら合成・分泌する能力を有すること、乳腺上皮細胞にはイオンチャネル型受容

体である GABA_A 受容体と G タンパク質共役型受容体の D2R 受容体の双方が発現すること

がわかった。また、乳腺微小環境におけるこれらの受容体の活性化と不活性化が細胞増殖、

アポトーシス、乳タンパク質産生、炎症、およびそれらの関連シグナル分子を調節し、泌乳

期における乳腺上皮細胞の生理的な役割を多面的に制御していることが示された。さらに、

これらの受容体が妊娠期の乳腺上皮組織の発達を調節しうる潜在的な能力を有することも示

唆された。これらの知見は、乳腺上皮細胞における GABA やドーパミンを自律的なオートク

ライン・パラクライン因子として再評価する必要性を示すものである。さらに、神経伝達物

質を中心とした調節機構が農薬、飼料添加物、家畜用薬剤といった外因性化学物質の影響を

受け、乳腺上皮細胞の生理機能に直接影響する可能性を示すものでもあった。今後、本研究
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で得られた知見に基づき、乳腺における神経伝達物質と乳生産性の因果関係をさらに解する

ことにより、家畜の乳生産性改善に資する知見が得られることが期待される。 
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