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研究成果の概要（和文）：本研究では、まず始めに、乳腺上皮細胞における母乳産生制御に関与している5-HTの
詳細な分子メカニズムについて検討を行った。その結果、5-HTは、5-HT7受容体を介して、脱リン酸化酵素の一
つであるProtein- tyrosine phosphatase 1Bの発現誘導を引き起こし、母乳タンパク質の一つであるβ-カゼイ
ン発現を抑制していることを明らかにした。続いて、健康授乳婦を対象に、母乳中5-HT濃度の生理的変動につい
て調べたところ、母乳中の5-HT濃度は、授乳前後に大きな変動は認められないが、成乳に比べて初乳で高いこと
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found that 5-HT suppressed β-casein expression via the induction of 
protein -tyrosine phosphatase 1B downstream of the 5-HT7 receptor in human mammary epithelial cells.
 Additionally, we established a method for quantifying 5-HT concentration in human milk and 
investigated physiological changes of 5-HT in human milk. Our results showed that 5-HT 
concentrations in colostrum milk trended to be higher than that of mature milk, although 5-HT 
concentrations did not change before and after breastfeeding.

研究分野： 医療系薬学

キーワード： 母乳　セロトニン　乳腺上皮細胞　β-カゼイン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、5-HTを介した母乳産生制御における分子基盤を明らかにし、この成果は「母乳が出ない」という悩
みを抱えている母親に対する改善手段や新たな治療薬の開発につながる可能性を秘めていると考えられる。ま
た、本研究により得られた、ヒト母乳中に5-HTが含まれているという事実と、その濃度が成乳に比べて初乳で高
いという情報は、今後、母乳中の5-HTが乳児へどのような影響を与えているのかを評価すること、さらには、よ
り有益性の高い人工乳を開発する上で重要な情報源になると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
母乳育児は、母子双方に対して多くの利点をもたらすことが明らかになっている。母乳は人工

乳に比べて栄養学的に優れ、分泌型 IgA 等の免疫グロブリンも含んでいることから、乳児の様々
な器官の発達を促すとともに、感染症の発症リスクを軽減することが報告されている。さらに、
母親に対しても、母乳育児は分娩後のうつ病予防効果をもたらし、卵巣がんや骨粗鬆症の発症リ
スクを低下させることも報告されている。このような利点から、母乳育児は、国際連合児童基金
（UNICEF）や世界保健機構（WHO）を含む多くの公的機関や学術団体によって推奨されている。 
生理活性物質であるセロトニン（5-HT；Hydroxytryptamine）は、多くの組織で合成され、生

体内において様々な役割を果たしている。乳腺では、母乳産生を担う乳腺上皮細胞が 5-HT を合
成しており、その 5-HT を母乳中へ分泌していることが分かっている 1。また、母乳中の 5-HT は、
母乳産生の制御に関与していることが報告されているが 2、その詳細な分子メカニズムは明らか
にされていない。また、乳幼児は、常に母乳とともに 5-HT を服用している。これまで、母乳中
の様々な成分が乳幼児に多くの利益を与えている事実を鑑みると、母乳中の 5-HT が乳幼児の発
達等に何らかの利益をもたらしている可能性は高いと考えられる。しかしながら、母乳中の 5-
HT が乳幼児にもたらす影響については全く分かっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、5-HT による母乳産生制御における分子基盤の解明を行うとともに、ヒト母乳中
の 5-HT 濃度を調べ、さらには、その 5-HT が乳幼児の発達に対してどのような役割を果たしてい
るのかについて調べることにより、母乳中に含まれる 5-HT の生理的役割と意義を明らかにする
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞培養 
非腫瘍性ヒト乳腺上皮細胞株 MCF-12A は、Matrigel®でコーティングしたディッシュに 1×105 

cells/cm2 の密度で播種した。培養液には、10 µg/mL ヒトインスリン、0.5 µg/mL ヒドロコルチゾ
ン、20 ng/mL ヒト上皮成長因子（hEGF）、5％ウマ血清、100 IU/mL ペニシリン及び 0.1 mg/mL ス
トレプトマイシンを添加した Dulbecco's Modified Eagle Medium（DMEM）/F-12 を用い、これを
増殖用培地（GM）とした。また、GM から hEGF を除去し、0.1 µg/mL プロラクチンを添加した
ものを分化用培地（DM）とした。 
細胞を播種後、GM で 24 時間培養した後、DM に切り替えて、さらに 6 日間培養した。また、

5-HT または dibutyl cAMP は、培養 7 日目に添加した。PKA 阻害剤（KT5720、EMD Millipore）
および PTP1B 阻害剤（sc-222227、Santa Cruz Biotechnologies）は、5-HT で 48 時間処理された細
胞に対して、5-HT と共にそれぞれ添加し、24 時間インキュベートした。 
 
（2）ウェスタンブロッティング 
細胞から M-PER mammalian protein extraction reagent（Thermo Scientific）を用いてタンパク質

を抽出し、各試料のタンパク質濃度を BCA protein assay kit（Pierce）を使って定量した。また、
タンパク抽出液と濃縮サンプルバッファー溶液を用いて、サンプル溶液を調製した。一定量のサ
ンプル溶液を 7.5%または 12.5%ポリアクリルアミドゲルにアプライし、電気泳動を行った後、
フッ化ポリビニルデン膜（PVDF 膜）に電気的に転写した。転写後、PVDF 膜をブロックエース
水溶液（雪印メグミルク）中に浸し、4C の条件下で一晩放置した後、目的に応じた 1 次抗体お
よび 2 次抗体と反応させた。検出試薬には、ECL Prime Western Blotting System（GE ヘルスケア）
を用い、LAS-3000（富士フイルム）を用いて検出した。 

 
（3）ヒト母乳の採取 
ヒト母乳中に含まれる 5-HT 濃度の生理的変動を調べるために、岩手医科大学附属病院で出産

し、かつ本研究への参加同意が得られた 20〜40 歳の健康授乳婦を対象に母乳を採取した。ただ
し、研究期間中に、医薬品やサプリメント等を摂取した女性は解析対象から除外した。 
授乳前後における母乳中 5-HT 濃度の変動に関する検討では、11 名の健康授乳婦から同意を得

た。母乳の採取は、出産後約 3 ヶ月目にあたる任意日に、授乳直前、授乳 1〜2 時間後、次回授
乳直前の連続 3 回行った。また、授乳期間における母乳中 5-HT 濃度の変動に関する検討では、
5 名の健康授乳婦から同意を得た。母乳の採取は、出産 5~6 日後（初乳）、1 ケ月後、3 ヶ月後、
6 ケ月後、離乳後、の計 5 回行った。なお、本検討は、岩手医科大学医学部倫理審査委員会の承
認を得て実施した。 
母乳試料は、被験者が自ら遠沈管（50 ml）に 5〜10 mL 採取し、自宅冷凍庫（–20C）で一時保

存後、岩手医科大学臨床薬剤学講座へ郵送（–20C）された。郵送された母乳試料は、直ちに凍
結保存（–80C）された。 
 
（4）固相抽出カラムを用いた母乳からの 5-HT 抽出 
 一定量の母乳に 10%トリフルオロ酢酸を加えて混合し、遠心後（12,000 rpm、4℃、10 分）、
上清を採取した。1%ギ酸含有メタノール溶液と 0.1%ギ酸水溶液であらかじめコンディショ
ニングした固相抽出カラム（Supel-Select SCX SPE カラム、SPELCO）に上清をアプライし、



0.1%ギ酸水溶液で洗浄後、5%アンモニウム含有メタノール溶液で溶出した。溶出液を蒸発
乾固した後、内部標準物質（プロカイン塩酸塩）含有水溶液で再溶解し、サンプル溶液とし
た。 
 
（5）高速液体クロマトグラフィーによる 5-HT の定量 
 5-HT の分析に使用した高速液体クロマトグラフィ−（HPLC）には、LC-20AD ポンプ、RF-10AXL
蛍光検出器（励起波長：280 nm、蛍光波長：340 nm）、CBM-20A コントローラー、および CTO-
20A カラムオーブンを装備した Prominence システム（島津製作所）を用いた。移動相には、1 mM
オクタンスルホン酸ナトリウム含有酢酸緩衝液（pH 6.8）とメタノールの混合液（1:1）を用いた。
また、分析カラムには、Sim-pack VP-ODS C18 カラム（5 µm、150×4.6 mm、島津製作所）を用い、
流速 1.5 mL/min、カラムオーブン 37℃の条件下で分析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）5-HT による β-カゼイン発現の抑制メカニズム 
これまで我々は、MCF-12A における 5-HT による β-カゼイン発現の抑制には、5-HT7受容体と、

Janus kinase 2/signal transducer and activator of transcription 5（Jak2/STAT5）経路における STAT5 の
リン酸化の阻害が関与していることを報告してきた 3, 4。5-HT7 受容体は、Gs タンパク質共役型
受容体として知られていることから、本研究では、まず始めに、Gs タンパク質と共役する Protein 
kinase A（PKA）および cAMP に着目し、これらの因子が、MCF-12A における 5-HT を介した-
カゼイン発現の抑制に関与しているのかを検討した。その結果、β-カゼインおよびリン酸化
STAT5 の発現量の減少を引き起こす 30 µM 5-HT で処理した細胞では、PKA の活性化が確認さ
れた。また、cAMP の誘導体であるジブチル cAMP で処理した細胞でも PKA の活性化が認めら
れると同時に、-カゼインおよびリン酸化 STAT5 の発現量が減少するという結果が得られた。
これらの結果により、5-HT による-カゼ
イン発現の抑制には、cAMP/PKA 経路の
活性化が関与していることが示唆され
た。続いて、cAMP/PKA 経路の下流に位
置する Protein kinase B（AKT）Extracellular 
signal-regulated kinase （ ERK ） の
Jak2/STAT5 経路への関与を調べるため
に、AKT および ERK の阻害剤を用いて
実験を進めたところ、これら因子の関与
は認められなかった。そこで、cAMP を介
して直接活性化される交換タンパク質と
して知られる Exchange protein directly 
activated by cAMP（EPAC）と、PKA を介
した発現制御が確認されている脱リン酸
化酵素の protein- tyrosine phosphatase 1B
（PTP1B）の発現に着目し、cAMP/PKA 経
路と Jak2/STAT5経路との間の関連性につ
いてさらに解析を進めた。その結果、30 
µM 5-HT で単独処理した細胞における
PTP1B の発現量は未処理の細胞に比べて
大きく誘導され（図 1）、5-HT 単独処理に
よる-カゼインおよびリン酸化 STAT5 の
発現量の減少は、5-HT および PTP1B 阻
害剤（sc-222227）の併用処理により有意
に阻害された（図 2）。以上の結果から、
5-HT は 、 5-HT7 受 容 体 を 介 し て
cAMP/PKA 経路と PTP1B を活性化し、こ
れらのことが STAT5 の脱リン酸化を介し
て-カゼイン発現を抑制していると考えられた。 
 
（2）母乳中 5-HT の抽出・分析方法の評価 
母乳からの 5-HTの回収率および変動係数について評価を行ったところ、回収率は 96.1〜101.0%、

変動係数は 3.39〜8.62%であった。これらの結果から、固相抽出カラム（Supel-Select SCX SPE カ
ラム）を用いた母乳中 5-HT の抽出方法は、高い再現性を有し、母乳中の 5-HT を効率よく抽出
できる方法であることが示唆された。また、HPLC 分析における 5-HT および内部標準物質（プ
ロカイン塩酸塩）の保持時間は、それぞれ 22.5 および 32.3 min であり、妨害ピークの影響を受
けずに両物質の検出が可能であることが分かった。 
 
（3）母乳中 5-HT の生理的変動に関する評価 
岩手医科大学附属病院で出産した健康授乳婦を対象に、母乳中の 5-HT 濃度が授乳前後で変化

 
図 2 -カゼイン発現量に対する 5-HT および 

PTP1B 阻害剤の影響 

 
図 1 PTP1B の発現量に対する 5-HT および 

PKA 阻害剤の影響 



するのか、さらには、約 1 年の授乳期間にわたってどのように変動するのかを調べた。 
授乳前後における母乳中の 5-HT 濃度の変動に関する検討では、11 名の健康授乳婦を対象とし

た。母乳の採取は、出産後約 3 ヶ月目にあたる任意日に、授乳直前、授乳 1〜2 時間後、次回授
乳直前の連続 3 回行った。解析の結果、授乳前後における母乳中 5-HT 濃度に、大きな変動は認
められなかった。また、授乳期間における母乳中 5-HT 濃度の変動に関する検討では、5 名の健
康授乳婦を対象とした。母乳の採取は、出産 5〜6 日後（初乳）、1 ケ月後、3 ヶ月後、6 ケ月後、
離乳後、の計 5 回行った。解析の結果、5 名の授乳婦全てにおいて、初乳の 5-HT 濃度が最も高
く、授乳期間が進むにつれて、その濃度は減少することが明らかとなった。 
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