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研究成果の概要： 

本研究では泌乳牛ホルスタイン種の泌乳持続性向上のために、乳汁を合成する乳腺上皮細胞

の活性化およびアポトーシスに関わる因子の解析を行った。乳腺上皮細胞において低分子量 

heat shock protein である alpha-B-クリスタリンが乳タンパク質の発現に関与していることを

明らかにした。また、乳腺の血管新生を促進する血管内皮増殖因子 VEGF の発現が、乳タンパ

ク質と同様に泌乳関連ホルモンにより制御されることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 現在の乳牛は 1 乳期で 9,000kg 以上の生
乳を生産することができるが、泌乳初期の急
激な乳量の増加が乳牛個体に大きな負担を
かけ、代謝障害や繁殖障害、周産期疾病など
が大きな問題となっている。そこでこれらの
問題を解決するために、泌乳初期に急激な乳
生産をさせるのではなく、泌乳後期に乳量を
維持させる泌乳持続性の向上が求められて
いる。乳牛は分娩後 300 日以上にわたり乳生
産するが、1 日当たりの乳量は分娩後約 30
～40 日目にピークを迎え、その後は減少す
る。この乳量の減少は活性型乳腺上皮細胞の
減少が主な原因と考えられる。乳腺は妊娠、
分娩、泌乳、離乳(乾乳)に伴って発達と退行
を繰り返す組織であり、泌乳後期の乳量を維
持するためには、その時期の乳腺組織の活性
化および退行の抑制が重要である。乳腺にお
いて乳汁を合成する乳腺上皮細胞は、前駆細
胞から分化することによって乳合成を開始
するが、一度分化した後はアポトーシスを迎
えることで乳合成が停止する。すなわち、乳
腺組織の退行を抑制するためには、細胞レベ
ルでの活性化とアポトーシスの遅延が重要
である。 
 
２．研究の目的 
本研究では乳腺上皮細胞において乳合成

の持続的活性化、アポトーシスに関与する因
子を単離し、解析することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ウシ乳腺上皮細胞の調製と培養 
 ホルスタイン種の乳腺組織を抗生物質(ペ
ニシリン、ストレプトマイシン )を含む
DMEM 培地で洗浄した後、ハサミで細断し
た。それらをコラゲナーゼを含む DMEM 培
地に懸濁し、37℃で緩やかに振とう培養した。
その懸濁液をフィルター濾過した後、遠心分
離により乳腺上皮細胞の細胞塊を含む画分
を沈殿させた。ウシ乳腺上皮細胞は 10%ウシ
胎子血清、インシュリンを含む培地（DMEM
または RPMI1640）で培養した。 
 
（２）泌乳期により発現の変動する遺伝子の
スクリーニング  
 泌乳持続性に関わる因子はウシ乳腺組織
において泌乳期毎に発現が変動すると予想
されたため、ウシ乳腺組織（泌乳初期、中期、
後期）から total RNA を抽出し、各泌乳期特
異的に発現する遺伝子を DNA マイクロアレ
イ法と DNA サブトラクション法により解析

した。 
 
（３）RNA の抽出および遺伝子発現解析 
 ウシ乳腺組織および乳腺上皮細胞からの t
otal RNA の抽出は Isogen（ニッポンジーン）
を用いて行った。VEGF 遺伝子の発現は半定
量性 RT-PCR 法により解析した。ウシ VEG
F 用プライマーとして、5'-CTTCACCATGC
CAAGTGGTCC-3'および 5'-GCTCATCTCT
CCTATGTGCTGG-3'を用いた。尚、VEGF
遺伝子の発現はベータアクチン遺伝子の発
現で補正した。ウシベータアクチン用プライ
マーとして、5'-TGGACTTCGAGCAGGAGA
TG-3'および 5'-CCGCCGGACAGCACCGT
GTT-3'を用いた。ラクトフェリン遺伝子の発
現は Taqman プローブを用いたリアルタイ
ム PCR 法により定量した。プライマーとし
て、5'-CTTCACCATGCCAAGTGGTCC-3'
および 5'-GCTCATCTCTCCTATGTGCTGG
-3'、プローブとして、5'-FAM-AGCAAGGC
GCAGGAGAAATTTGGAA-BHQ-1-3'を用
いた。ラクトフェリン遺伝子の発現はベータ
アクチン遺伝子の発現で補正した。プライマ
ーとして、5'-AGGTCATCACCATCGGCAAT
-3'および 5'-TCGTGAATGCCGCAGGAT-3'、
プローブとして、5'-FAM-TTCCGCTGCCCT
GAGGCTCTCTTC-BHQ-1-3'を用いた。 
 
（４）ウシ乳腺組織で発現する VEGF 遺伝子
のクローニング 
 ウシ乳腺において発現する VEGF 遺伝子
をクローニングするために、既に登録されて
いたウシ VEGF164 遺伝子の開始コドンを含
む領域と、終止コドンを含む領域に対応する
プライマー（5'-ATGAACTTTCTGCTCTCT
TGGG-3'、5'-TCACCGCCTCGGCTTGTCA
CA-3'）を設計し、泌乳中期の乳腺組織から
抽出した total RNA を用いて RT-PCR を行
った。PCR 反応の増幅断片は電気泳動により
その長さを確認した後に pGEM-T-ベクター
（プロメガ）に連結した。挿入した DNA 断
片の塩基配列は DNA シークエンサー（Appl
ied Biosystems）により決定した。 
 
（５）ウエスタンブロッティング  

ウシ乳腺上皮細胞から抽出したタンパク
質を SDS-PAGE により分画し、セミドライ
法により PVDF 膜に転写した。ウエスタンブ
ロッティングは抗リン酸化 ERK1/2 抗体、抗
ERK1/2 抗体（New England BioLabs）を用
いて行った。 
 
（６）ELISA 法によるラクトフェリンの定量 



 直径 3.5cm の培養用ディッシュに乳腺上
皮細胞を播種し、一定時間培養後、生理活性
物質（ホルモン、細胞増殖因子等）で細胞を
刺激した。さらに一定時間培養後に培養上清
を回収した。培地中のラクトフェリン濃度は
ELISA キット（ベッチル）により定量した。 
 
（７）siRNA による遺伝子発現抑制  
 本研究で使用したウシ乳腺上皮細胞は遺
伝子導入効率が低かったため、siRNA による
alpha-B-クリスタリン遺伝子の発現抑制実
験には乳腺上皮細胞の代表的なセルライン
である HC11 を用いた。siRNA をトランスフ
ェクションする 48 時間前に、細胞を 24 ウェ
ルプレートの各ウェルに播種し、培養後、
siRNA（サンタクルズ）をトランスフェクシ
ョン試薬と混合し血清不含の培地中に添加
した。 
 
４．研究成果 
（１）ウシ乳腺上皮細胞における新たなアポ
トーシス抑制、乳合成活性化に関わる因子の
探索と解析 
 ウシ乳腺組織において泌乳期特異的に発
現する遺伝子を DNA マイクロアレイ法と
DNA サブトラクション法により網羅的に解
析した。それらの総合的な分析結果について
は現在解析中であるが、先行して乳合成の活
性化に伴って発現が変動する（泌乳中期に上
昇して後期に減少する）遺伝子である血管内
皮増殖因子（VEGF）、乳腺退行期の泌乳後期
に発現が上昇する遺伝子であるラクトフェ
リンについて解析を行った。 
 
① VEGF について 
 血管新生を促進する VEGF は、泌乳に必要
なホルモン・栄養素等を乳腺に供給する血管
を発達させることにより乳合成を活性化す
ると考えられる。哺乳動物の VEGF には 5
種類のスプライシングバリアントが存在す
ることが報告されているが、本研究では
RT-PCR 法により、ウシ乳腺組織において
VEGF120、VEGF164、VEGF188 の 3 種類
が発現していることを明らかにした。ウシ
VEGF120 および VEGF188 の塩基配列はデ
ータベースに登録されていなかったため、こ
れらの cDNA をクローニングし、塩基配列を
決定した（AB450824、AB455252）。ウシ乳
腺組織における VEGF 遺伝子の発現は乳合
成活性の高い泌乳中期に乾乳期の約 3倍に達
した（図 1）。 

 
またウシ乳腺上皮細胞において泌乳関連ホル

モンであるプロラクチンとデキサメサゾン処理
により VEGF の発現が約 4 倍に上昇した。乳腺
における VEGF の発現機構はカゼイン等の乳
タンパク質と共通する部分があることから、
VEGFは泌乳持続性を向上させる因子の１つで
あると考えられた。さらにデキサメサゾンとプ
ロラクチンは主要な MAP キナーゼである
ERK1/2 をリン酸化するとともに、ERK1/2 の
上流に位置するキナーゼ（MEK）の特異的阻害
剤 PD98059 により VEGF の発現が減少したこ
とから、デキサメサゾンとプロラクチンによる
VEGF発現誘導にはERK1/2が関与することが
明らかとなった（図２）。 
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図 2 ウシ乳腺上皮細胞の VEGF 発現に及ぼ
す MAP キナーゼの関与 A：デキサメサゾ
ン（DEX）とプロラクチン（PRL）処理に
よるVEGF発現誘導におけるMAPキナーゼ
経路阻害剤の効果 ∗は処理無しに対して有
意差が有ることを示す。∗∗は DEX+PRL 処
理に対して有意差があることを示す。B：デ
キサメサゾンとプロラクチン処理による
ERK1/2 のリン酸化  
ウシ乳腺上皮細胞において VEGF のレセプ

ターであるFlk1のmRNAの発現が認められた
ことから、乳腺上皮細胞が産生する VEGF がオ
ートクラインにより乳腺上皮細胞自身にも作用
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図 1 ホルスタイン種乳腺組織（乾乳期、
泌乳期）における VEGF 遺伝子の発現変
動 ∗は乾乳期の発現と比較して有意差
が有ることを示す。 



することが考えられた。今後、VEGF が乳腺上
皮細胞の乳合成活性等に及ぼす影響について解
析する予定である。 
 
 ② ラクトフェリンについて 
 リアルタイム PCR の結果、ウシ乳腺組織に
おけるラクトフェリン mRNA の発現は泌乳
初期・中期と比較して泌乳後期に上昇した。
さらに牛乳由来ラクトフェリンがウシ乳腺
上皮細胞の増殖を抑制したことから、泌乳持
続性を向上させるためには、乳腺組織におけ
るラクトフェリンの高発現を抑制すること
が重要であると考えられた。しかし、ウシ乳
腺上皮細胞におけるラクトフェリンの合成
機構は未解明な部分が多い。そこでウシ乳腺
上皮細胞においてラクトフェリンの合成を
促進する因子を探索した。その結果、プロラ
クチンがラクトフェリンの mRNA 発現およ
び培地中への分泌を促進させることを見出
した。しかし、血中プロラクチン濃度は泌乳
後期に上昇しないことが報告されているこ
とから、プロラクチンが泌乳後期のラクトフ
ェリン合成を誘導する因子である可能性は
低いと考えられた。今後は乳腺退行期のラク
トフェリン発現誘導に関与する因子を同定
し、泌乳持続性とラクトフェリンの関係を詳
細に解析する必要がある。 
 
（２）低分子量 HSP（Heat Shock Protein）
による乳腺上皮細胞のアポトーシス抑制作
用および乳合成持続作用の解析 
 分子シャペロンである HSP は様々な細胞
機能(タンパク質のフォールディング、品質管
理、輸送、酵素活性の制御等)に必須なタンパ
ク質であることが解明され、近年はアポトー
シス抑制因子として注目されている。HSP 
はその分子量により大別されるが、分子量 20
～30 kDa の alpha-クリスタリンドメインを
有するファミリーはこれまでに哺乳動物に
おいて 10 種類の遺伝子（HspB1-10）が存在
することが報告されている。しかしながら、
ウシ乳腺組織におけるHspBの報告は少ない。
RT-PCR 法によりウシ乳腺組織における
HspB の発現解析を行ったところ 8 種類の
HspB の発現が確認された。そこで、先ず初
めに代表的な HspB である HSP27（HspB1）
に着目してウシ乳腺上皮細胞における解析
を行った。ラクトジェニックホルモンにより
ウシ乳腺上皮細胞を刺激すると乳合成活性
の上昇に伴い、HSP27 の発現及びリン酸化
の亢進が認められた。しかし、乳腺上皮細胞
において HSP27 の発現を抑制しても、わず
かにアポトーシスが促進する傾向がみられ
たものの、有意な差は検出できなかった。続
いて乳腺において発現量の多い alpha-B-ク
リスタリン（HspB5）について検討した。
siRNA 法により乳腺上皮細胞における

alpha-B-クリスタリンの発現を抑制すると
乳タンパク質であるβカゼインの mRNA 発
現が有意に減少した。現在、alpha-B-クリス
タリンが乳腺上皮細胞のアポトーシスに及
ぼす作用について詳細な解析を進めている。 
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