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研究成果の概要（和文）：温度感受性TRPチャネルとは、多様な細胞に発現している温度センサーの一種であ
る。泌乳期の乳腺上皮細胞では中高温度域で活性化するTRPV4と低温度域で活性化するTRMP8が発現している。そ
こで乳腺上皮細胞の乳分泌を生体外で再現した培養モデルを用いて、両TRPチャネルの活性化を化学的に誘導
し、その影響を調べた。その結果、TRPV4の長期的な活性化は乳腺上皮細胞を減少させ、その乳分泌能力を低下
させていた。また、TRPM8の長期的活性化は乳腺上皮細胞の細胞数には影響せず、その乳産生能力を低下させ
た。乳腺上皮細胞周囲の温度変化は、これらのTRPチャネルを活性化し、乳汁分泌を制御すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Temperature-sensitive TRP channels are function as peripheral temperature 
sensors expressed in several cells. During lactation, mammary epithelial cells express TRPV4 and 
TRPM8, which are activated at warm and cool temperature, respectively. However, it remains unclear 
whether TRPV4 and TRPM8 are involved in milk secretion in mammary epithelial cells. In this study, 
we activated the TRPV4 and TRPM8 by using specific chemical agonists in the culture model of 
lactating mammary epithelial cells. The results showed that activation of TRPV4 decreased the cell 
number and inhibited milk production in the mammary epithelial cells TRPM8 activation also 
down-regulated the milk secretion ability of the mammary epithelial cells without the decrease in 
cell number. These results indicate that milk secretion of the mammary epithelial cells is regulated
 by surrounding temperature through activation of TRPV4 or TRPM8.

研究分野： 上皮組織の細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
体温を感知する生体温度センサーは、温度

依存的な生理反応の調節に必要不可欠であ
り、長らくその正体が不明のままであった。
しかし、1997 年に中高温域を感知する温度
センサーとして、TRPV1 が発見された(文献
１)。TRPV1 は感覚神経に発現しており、42
度以上の温度で開口するカルシウムチャネ
ルであった。その後、温度依存的に活性化す
る TRP チャネルは次々と同定され、現在で
は 9 種類が報告されている。これらの温度感
受性 TRP チャネルは特定の温度域で活性化
し、生体内の幅広い温度変化に対応する（文
献 2）。温度感受性 TRP チャネルは、上皮性
の細胞にも発現している。特に膵臓、唾液腺、
前立腺など分泌性の上皮細胞に発現する温
度感受性 TRP チャネルは、その分泌能、バ
リア機能、細胞死等にも関与する。しかし、
泌乳期乳腺で乳汁を分泌する乳腺上皮細胞
にどの TRP チャネルが発現し、どのような
役割を果たしているかわかっていない。 
泌乳牛の乳房は外気温の影響を受けやす

く、乳成分の合成に伴う代謝熱も発生する。
そのため、乳房温度は活発に変化する。乳腺
はその乳房温度の変化に対して敏感に反応
し、その乳汁分泌能を変化させる。外気温が
27 度を超える暑熱ストレス下において、泌乳
牛の体温は平常時よりも上昇し、乳量低下、
乳成分異常、体細胞数増加などの症状が認め
られる。また、寒冷ストレス下でも乳汁分泌
能は低下する。ヒトの乳汁分泌過多症の対処
療法としても乳房の局所的冷却が行われて
いる。現在、これら乳房温度変化にともなう
乳汁分泌能の変動原因としてルーメン内の
発酵不良、食欲低下および代謝量の変化など
が挙げられている。しかし、乳腺に発現する
温度感受性 TRP チャネルが乳汁分泌異常の
一因になっている可能性がある。なぜなら、
泌乳期の乳腺上皮細胞にも 4種類の温度感受
性 TRP チャネルが発現していることが確認
されたからである。特に TRPV4 と TRPM8
はそれぞれ、中高温度域と低温度域で活性化
する TRP チャネルであり、暑熱ストレスや
寒冷ストレスを感知するセンサーとして機
能している可能性がある。 
哺乳動物が産生する乳量とその成分組成

は、『乳腺上皮細胞の総数』に『乳腺上皮細
胞の各乳成分産生能力』を乗じた値として算
出される（文献３）。乳分泌細胞の総数は、
増殖細胞数から死細胞数を差し引いた値で
あり、乳成分産生能力は、その成分合成に関
わるタンパク質群の発現パターンが決定す
る。乳分泌細胞を取り巻く様々な生理的要因
が、細胞の増殖性やタンパク質発現パターン
を調節している（文献４）。また、乳腺上皮
細胞は、乳汁分泌の開始とともに乳成分の漏
出や感染を防ぐため、強固なタイトジャンク
ション（TJ）によるバリア(血液乳関門、
Blood-Milk Barrier)を形成する（文献５）。
したがって、泌乳期乳腺における乳腺上皮細

胞の主要な役割として、乳成分産生とバリア
形成が挙げられる。一方、唾液腺や前立腺の
分泌性上皮細胞において、温度感受性 TRP
チャネルがその分泌能と TJ バリアを調節す
ることが示されている。しかし、泌乳期の乳
腺上皮細胞に存在する温度感受性 TRP チャ
ネルが乳成分産生とバリアの形成に及ぼす
影響はわかっていない。 

 
２．研究の目的 
本研究では、泌乳期の乳腺上皮細胞に発現

する２種類の温度感受性 TRP チャネル
（TRPV4、TRPM8）が乳成分産生とバリア
の形成に及ぼす影響を調べ、暑熱・寒冷スト
レスにおける乳異常の発症メカニズムを明
らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) 乳分泌培養モデルの作製 
非妊娠の ICR マウス（♀, 9-12 週齢）より

摘出した乳腺組織を細切後、0.75 mg/ml 
collagenase を含む RPMI1640 培地に浸漬し
て酵素処理した。乳腺組織を分散させた後、
ウシ胎児血清を用いた密度勾配遠心法を行
い、乳腺上皮細胞を回収した。増殖培地（10 
ng/ml EGF、10 µg/ml insulin、10% FBS を
含む RPMI1640 培地）に懸濁し、高密度で
播種した後、6 日間培養した。続いて、分化
培地（10 ng/ml EGF、10 µg/ml insulin、1 µM 
dexamethasone、0.5 U/ml prolactin、1% 
FBS を含む RPMI1640 培地）に交換し、2
日間分化誘導した後、実験に供試した。 

 
(2) TRPV4、TRPM8 発現パターンの検証 
マウスの泌乳期乳腺と培養した乳腺上皮

細胞における TRPV4 と TRPM8 の発現パタ
ーンを調べるため、RT-PCR、免疫染色、お
よびウエスタンブロッティングを行った。な
お、免疫染色は冷メタノールと 1%ホルムア
ルデヒド固定した乳腺凍結切片と培養細胞
を用いて行った。 

 
(3) TRPV4、TRPM8 の活性化の検証 
乳腺上皮細胞に発現する TRPV4 と

TRPM8 の活性化を検出するため、カルシウ
ム蛍光プローブであるFluo-8AMを用いたラ
イブイメージングを行った。コラーゲンコー
トしたGlass Bottom Dishに播種した乳腺上
皮細胞を分化誘導した後、4 µM Fluo-8AM を
含み FBSを含まない分化培地で 60 分間処理
し、細胞内に Fluo-8AM を取り込ませた。そ
の後、フェノールレッドと FBS を含まない
分化培地で洗浄した後、38℃、5%CO2 に設
定したステージトップインキュベーターに
置き、10 分間静置した。温度が安定化した後、
共焦点顕微鏡を用いて、520 nm の蛍光強度
を 5分間測定した。続いて、TRPV4の agonist
（ GSK1016790A 、 4α-PDD ） も し く は
TRPM8 の agonist （Menthol、WS 12）を
培地に添加し、添加後の蛍光強度の変化を測



定した。 
 
(4）乳成分産生能の評価 
分化誘導した乳腺上皮細胞の培地に

TRPV4 と TRPM8 の agonist を添加し、一
定時間処理した後にサンプリングし、乳成分
産生能に及ぼす影響を定量 PCR、ウエスタン
ブロッティング、および免疫染色によって調
べた（実験方法の詳細は文献６参照）。 
 
(5) TJ 構成タンパク質とバリア機能の検証 
分化誘導した乳腺上皮細胞に TRPV4 と

TRPM8 の agonist を処理し、TJ 構成タンパ
ク質である Claudin-1, -3, -4,-7 および
Occludin の発現量と局在に及ぼす影響を免
疫染色とウエスタンブロッティングにより
調べた。また、TJ のバリア機能は、Cell 
Culture Insert 上に乳腺上皮細胞を播種し、
その経上皮電気抵抗値の測定（Millicel-ERS 
system）により評価した。 

 
４．研究成果 
(1) TRPV4、TRPM8 発現パターン 

泌乳期乳腺における乳腺胞上皮細胞と分
化誘導した乳腺上皮細胞における TRPV4 と
TRPM8 の発現について、RT-PCR とウエス
タンブロッティングで調べた結果、両 TRP
チャネルの発現が in vivo と in vitro で確認
された。その局在を免染染色で観察したとこ
ろ、TRPV4 は乳腺上皮細胞の細胞膜頭頂部
側に局在しており、筋上皮細胞や脂肪細胞に
陽性反応は認められなかった（図 1 左上）。
TPPM8 も乳腺上皮細胞の細胞膜頭頂部側に
多く観察され、加えて細胞種は同定できなか
ったが、間質側に存在する一部の細胞にも陽
性反応が認められた（図 1 左下）。培養して
分化誘導した乳腺上皮細胞における TRPV4
の局在は頭頂部側の細胞膜に観察され、TJ
の存在するApical most region近傍に集中し
ている細胞も観察された（図 1 右上）。一方、
TRPM8 は一部の乳腺上皮細胞の頭頂部側細
胞膜に観察され、TRPM8 陰性の細胞も多く

存在していた（図 1 右下）。以上の結果から、
泌乳期乳腺において乳産生を行う乳腺胞上
皮細胞には TRPV4 と TRPM8 が発現してい
ること、および本研究で供試する乳分泌培養
モデルの乳腺上皮細胞にも両温度受容体が
発現していることが確認された。 

 
(2) TRPV4、TRPM8 の活性化の検出 
本研究では TRPV4 と TRPM8 の活性化を

誘導するため、TRPV4 の agonist（100 nM 
GSK1016790A、5 μM 4α-PDD）、および
TRPM8 の agonist （200 μM Menthol、10 
μM WS12）を用いた。これらの agonist が乳
分泌培養モデルの乳腺上皮細胞を活性化し
ていることを確認するため、Fluo-8AM を用
いたカルシウムイメージングを行った。共焦
点顕微鏡でライブイメージングを行った結
果、培地にこれらのアゴニストを添加して数
秒後に、520 nm における蛍光強度が一過性
に上昇することが確認された（図 2）。 

 
(3) 乳成分産生能へ及ぼす影響 

TRPV4 と TRPM8 の活性化が乳腺上皮細
胞の乳産生能力に及ぼす影響を調べるため、
代表的な乳タンパク質である β-カゼインの
細胞内量と培地への分泌量をウエスタンブ
ロッティングで調べた。4α-PDD 処理した乳
腺上皮細胞では培養 1日後に細胞内と培地中
β-カゼイン量がやや増加していた（図 3 上）。
一方、GSK1016790A で処理した場合、培養
1 日後に細胞内と培地中の β-カゼイン量は減
少していた。培養 3 日後にはどちらで処理し
た場合でも細胞内と培地中の β-カゼインは
ほとんど検出されなかった。また、4α-PDD
で処理した場合は 3 日後に、GSK1016790A
で処理した場合には 1日後から β-アクチン量
が減少していた。以上のことから、TRPV4
の活性化は一時的に β-カゼインの産生量を
促進することも示唆されたが、TRPV4 の活
性化が長期間続いた場合、乳腺上皮細胞数は
減少し、その乳産生能力も低下すると考えら
れた。乳腺上皮細胞を Menthol 存在下で 1
日間培養した結果、培地中の β-カゼイン量は



やや増加していた（図 3 下）。しかし、処理 3
日後には培地中の β-カゼインは減少してい
た。WS12 で活性化した場合には処理 1 日後
から細胞内および培地中の β-カゼイン量は
減少し、培養 3 日後にはその減少がやや緩和
していた。TRPM8 の活性化は β-アクチン量
へはほとんど影響していなかった。以上のこ
とから、TRPM8 の活性化は細胞数に影響せ
ずに乳腺上皮細胞の乳産生能力を低下させ
ると考えられた。 

 
(4) TJ 構成タンパク質へ及ぼす影響 
泌乳期の乳腺上皮細胞において、正常な TJ

は Claudin-3 を主体としているが、乳房炎時
や離乳後に乳腺が退行し始めた際には、
Claudin-4 が増加する(文献 7、8)。そこでウ
エスタンブロッティングにより、TRPV4 と
TRPM8 の活性化が両 Claudin 量に及ぼす影
響を調べた。乳腺上皮細胞を 4α-PDD で処理
すると、Claudin-4 量はほとんど変化せずに
Claudin-3 が増加していた（図 4 上）。一方、
GSK1016790A で 処 理 し た 場 合 に は 両
Claudin ともに減少していた。TRPM8 の
agonistであるMentholとWS12で処理した
場合、培養 3 日後には Claudin-3 と-4 が増加
していた（図 4 下）。そこで WS12 で 3 日間
処理した乳腺上皮細胞における Claudin-3、
-4 および Occludin の局在を免疫染色で調べ
た。その結果、WS12 で処理した乳腺上皮細
胞では Claudin-3 が細胞質に分散しており、
細胞膜以外の局在が増加している様子であ
った（図 5 上段）。Claudin-4 の場合、未処理
の乳腺上皮細胞では染色性が弱く局在も不
明瞭であったが、WS12 で処理した場合には
明瞭に細胞間に局在している様子が観察さ
れた（図 5 中段）。また、Occludin は WS12

で処理した場合も未処理の場合も TJ の存在
するApical Most regionに集中して局在して
いた（図 5 下段）。 

 
(5) TJ のバリア機能へ及ぼす影響 

TRPM8 の活性化は Claudin 量を増加させ
たが、局在パターンは乳房炎時に近い様子で
あった（文献 8）。そこで TJ のバリア機能を
評価するため、経上皮電気抵抗値を測定した。
その結果、処理直後から 48時間後までの間、
Menthol 処理した乳腺上皮細胞では経上皮
電気抵抗値が低下しており、Menthol 処理が
一時的に TJ のバリア機能を低下させている
ことが示唆された（図 6）。 



 
(6) まとめ 
以上のことから、泌乳期乳腺における乳腺

胞上皮細胞は TRPV4 と TRPM8 を発現して
おり、その活性化は乳成分産生能力や TJ に
影響を及ぼすことが分かった。TRPV4 と
TRPM8 はそれぞれ中高温度域と低温度域で
活性化する温度センサーである。したがって、
暑熱ストレスや寒冷ストレスにともなう乳
産生能力の低下や体細胞数の増加はこれら
の温度感受性の TRP チャネルが関与してい
ると考えられる。 
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