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研究成果の概要： 

未妊娠の雌マウスにおいて肥満が乳腺発達異常（導管径の短縮と分岐数の減少、筋上皮細胞
層の欠失とコラーゲン層の肥厚）をもたらすことを明らかにし、その異常の一部は脂肪細胞
分泌因子レプチンに因ることを強く示唆した。一方、イヌ乳腺腫瘍組織より得た不死化細胞
５株の増殖はレプチンにより影響されず、癌化に伴う応答性の変化が示唆された。さらに導
管形成を促進する成長因子 HGF の脂肪細胞における発現調節機構などについて検討した。 
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１．研究開始当初の背景 

(1)動物個体の栄養状態が悪くなると感染
症が増える事が良く知られている。例えば、
ウシ乳房炎の発生には出産に至るまでの栄
養状態が大きく作用することが知られる。
一方、栄養摂取が過剰な場合は、脂肪が蓄
積し肥満状態となるとともに、脂肪肝や糖
尿病、心疾患などいわゆる生活習慣病のリ
スクが高まる。 

(2)体脂肪量は動物の栄養・代謝状態の指標
であるが、体脂肪を貯蔵する脂肪細胞は、

単なるエネルギー貯蔵場所ではなく多数の
ペプチドを合成・分泌する内分泌細胞でも
ある。これら脂肪細胞由来のペプチドはア
ディポサイトカインと総称され（代表例：
レプチン）、栄養代謝状態に応じて変化し直
接的あるいは間接的にエネルギー代謝を調
節するだけでなく、血管内皮細胞やマクロ
ファージ、リンパ球、生殖細胞などにも強
い影響を与えることが断片的に報告され始
めている。 

(3)乳腺の発達や泌乳、退縮は性ホルモンや
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下垂体ホルモンによって調節されることが
知られる。しかし、乳腺の実質細胞である
上皮細胞基底側間質部には多数の脂肪細胞
が存在するにも関らず、これらの脂肪細胞
がアディポサイトカインを介して上皮細胞
の機能をどのように調節するかは明らかで
はない。 

(4)免疫サイトカインであるインターロイ
キン（IL）や腫瘍壊死因子(TNF)は、脂肪細
胞や筋肉細胞、肝細胞などへの直接作用や
脳を介する間接作用（摂食抑制や発熱など）
によって、栄養・代謝機能を修飾する。乳
房炎においては多くの免疫細胞が乳腺組織
内に移入し、免疫サイトカインの産生とと
もに免疫応答を引き起こす。しかし、これ
らの免疫サイトカインが乳腺上皮細胞と脂
肪細胞との相互作用にどのような影響を与
えるかは明らかではない。 

(5)イヌやネコでは乳腺腫瘍が好発するが、
乳腺腫瘍の発生と過栄養、特に高タンパク、
高脂肪摂取の関連が示唆されている。しか
し、乳癌（主に上皮性細胞由来）の発生や
増殖に対するアディポサイトカインの関与
は不明である。 

2. 研究の目的 

本研究では乳腺局所におけるアディポサ
イトカインの乳腺上皮細胞機能調節にお
ける役割と乳癌の増殖に及ぼす影響を明
らかにすることを目的とする。 

３．研究の方法 

(1)食餌性肥満マウスの解析 

4週齢メスのC57BL/6Jマウスを2群に分け、
高脂肪食(HFD)あるいは通常食(ND)を 20 週
間給餌した後、腹部乳腺(腹部皮下脂肪組
織)を採取した。これら２群の乳腺組織につ
いて形態学的および生化学・分子生物学的
検討を行った。 

(2)ウシの乳腺上皮細胞および間質脂肪細
胞の分離と解析 

妊娠 274 日のウシより乳腺を摘出し、乳腺
上皮細胞と間質脂肪細胞を分離した。上皮
細胞は通常の平面培養の他、コラーゲンゲ
ルに包埋して培養し in vitro での導管形成
能について調べた。間質脂肪細胞は平面培
養条件下で合成副腎皮質剤およびホスホジ
エステラーゼ阻害剤の存在下で脂肪細胞に
分化させ発現する遺伝子を解析した。 

(3)ウシの免疫細胞の単離と解析 

健康なウシの血液を採取し、密度勾配遠心

法や吸着法などを用いて、リンパ球画分、
単球マクロファージ画分、好中球画分を得
た。これらの細胞のサイトカイン産生能、
脱顆粒応答、活性酸素産生能について検討
した。 

(4)イヌ乳癌細胞の培養と解析 

北海道大学獣医学研究科附属動物病院に来
院したイヌ乳腺腫瘍患者より組織標本の供
与を受け、コラゲナーゼ処理を行った。そ
の後培養を行い、不死化細胞を得、細胞増
殖応答を解析した。 

(5)培養細胞株を用いた解析 

ウシ間質脂肪細胞およびイヌ乳癌細胞の
対照として代表的な脂肪細胞株 3T3-L1、
（良性）乳腺腫瘍細胞MCF-7および乳癌
細胞MDA-MB231細胞を用いた。解析項
目は遺伝子の発現、タンパクの発現、細胞
増殖応答などである。なお性ホルモンの作
用を調べる場合は、チャコール処理によっ
て内在性のホルモンを除去した血清を用
いた。 

(6)分子間の相互作用 

ビアコアを用い、センサーチップ上に固定
した因子と液中の分子との結合解離反応
を解析した。 

４．研究成果 

(1)乳腺の発達におよぼす肥満の影響 

乳腺導管は生後から思春期にかけて皮下脂
肪組織内に伸長し、妊娠後に腺房が発達し
て泌乳を開始する。食餌性肥満が泌乳量を
抑制し泌乳期間を短縮することがヒトやマ
ウスなどで報告されているが、そのメカニ
ズムや妊娠以前の乳腺導管発達に対する肥
満の影響は知られていない。そこで我々は
食餌性肥満が乳腺導管の発達に与える影響
を解析した。 

高脂肪食(HFD)群は通常食(ND)群に比して
顕著な肥満、腹部乳腺重量はおよそ 4 倍に
増大した。乳腺ホールマウント標本を用い
て導管の形態を定量的に観察したところ、
導管は両群とも複数の枝分かれをもって脂
肪組織全体に伸長していたが、導管先端部
の太さと分枝頻度は食餌性肥満によって有
意に減少した。 

さらに乳腺薄切標本を用いて組織学的解析
を行なった。乳腺導管は管腔側の上皮細胞
と基底側の筋上皮細胞からなり、その外周
は基底膜、膠原線維層、脂肪細胞の順で間
質に取り囲まれている。HFD 群では脂肪細胞



 

 

の肥大と導管周囲線維層の肥厚、および筋
上皮細胞の減少といった異常が認められた。 

以上のように食餌性肥満は妊娠以前の乳腺
導管発達を抑制することが明らかとなり、
これが妊娠後の腺房形成や泌乳の低下につ
ながると考えられた。 

(2) 肥満による乳腺発達阻害のメカニズム 

乳腺導管の発達制御には実質と間質をまた
ぐ局所的な細胞間相互作用が必要である。
HFD 群では高レプチン血症を呈し、乳腺局所
においてもレプチン遺伝子の高発現をみと
めた。さらにレプチン受容体が乳腺上皮細
胞領域に局在し、レプチンは in vitro で乳
腺上皮細胞の増殖を阻害し、肝細胞増殖因
子（HGF）による上皮細胞の導管形成を抑制
した。 

以上のように、肥満により増大した脂肪細
胞分泌因子レプチンが乳腺上皮細胞の形態
形成を直接作用により抑制する可能性を強
く示唆した。 

しかしながら、レプチンあるいは肥満（脂
肪細胞の肥大化）により変化する他の脂肪
細胞分泌因子が、線維芽細胞や筋上皮細胞
の機能に変化を与えた結果、乳腺導管の発
達を間接的に抑制した可能性も残されてお
り、今後更なる解析が必要である。 

(3) レプチンによる免疫細胞機能の調節 

肥満したマウス乳腺脂肪組織にはマクロフ
ァージの浸潤が見られた。このことはレプ
チンなどの脂肪細胞分泌因子が、免疫細胞
の機能に変化を与え、乳腺実質の細胞機能
を調節している可能性がある。ここではウ
シ T リンパ球、単球マクロファージ、およ
び好中球の機能におよぼすレプチンの作用
について検討した。 

レプチンは好中球の活性酸素産生能および
抗菌酵素の放出能（脱顆粒応答）には影響
を与えなかった。しかし、抗原提示による T
リンパ球の増殖能を抑制したが、インター
フェロン γ の産生を増強すること、マクロ
ファージに対しては腫瘍壊死因子やインタ
ーロイキン-1 の産生を増強することが明ら
かとなった。 
 
以上のように、肥満により増大したレプチ
ンが免疫細胞を介して乳腺上皮細胞に作用
する可能性を示した。これらは、また肥満
（レプチン）が乳房炎などの炎症を憎悪さ
せる可能性を示唆した。 

(4)アディポサイトカインの発現調節と相
互作用 

①ウシ間質脂肪細胞におけるレプチンの発
現は成熟脂肪への分化（あるいは肥満）に
より発現が亢進するが、反芻類のエネルギ
ー源である揮発性脂肪酸で発現が促進され
る。 
 
②HGF も脂肪細胞から分泌されるが、その発
現は肥満によって大きく変化しなかった。
これは HGF の発現が前駆脂肪細胞で強く見
られ、成熟脂肪細胞でむしろ発現が低下す
ることと関連すると考えられた。 
 
なお HGF の発現はエストロゲン（E2）で増
加し、そのシグナルにはその核内受容体で
はなく膜結合型エストロゲン受容体
(GPR30)が関与する可能性がある． 
 
③神経成長因子 NGF が脂肪細胞から分泌さ
れ、炎症時に分泌が増大すること、また乳
癌の増殖に NGF が関与することが報告され
ている。 
 
本研究では抗炎症作用を持つアディポカイ
ン、アディポネクチンがNGFに直接結合し、
NGF の神経突起伸張作用を阻害することを
示した。今後、アディポネクチンの抗炎症
作用についてさらに検討したい。 
 
(5)乳癌の増殖に及ぼすレプチンの影響 

イヌ乳腺腫瘍組織より不死化細胞を５株分
離した。それらの増殖に対するレプチンあ
るいはエストロゲンE2の作用を調べたとこ
ろ、レプチンは増殖に影響を与えなかった。
また MCF-7 および MDA-MB231 細胞を
用いても、同様の結果が得られた。 

この結果は正常な乳腺上皮細胞に対して見
られるようなレプチンの作用が腫瘍化した
細胞では消失することを示唆した。 
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