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研究成果の概要（和文）：ラクターゼは哺乳動物の小腸に発現し、母乳中の唯一の糖質である乳糖を加水分解する酵素
である。この活性は哺乳期には高く離乳期に至るまで著名に発現低下するが、その低下機構は未だ明らかにされていな
い。本研究では低分子RNA(microRNA; miRNA）がラクターゼ遺伝子の転写レベルの抑制にはたらいているという仮説に
基づき検証を行った。miRNAを3D-Gene&reg; miRNA Oligo chipを用い網羅的に解析すると哺乳期より離乳期以後で発現
の高い複数の低分子RNAが存在した。しかし、候補miRNAとラクターゼmRNA、ラクターゼの転写活性化因子mRNAと比較し
ても相補性ではなかった。

研究成果の概要（英文）：Lactase is an enzyme that is expressed in the small intestine of mammals. It 
hydrolyzes lactose, the only sugar present in maternal milk. There is high lactase activity during the 
lactation period, followed by a notable downregulation until the weaning period, but the mechanism behind 
this downregulation has yet to be clarified. The present study aimed to verify the hypothesis that a low 
molecular weight RNA (microRNA; miRNA) inhibits the transcription of the lactase gene. miRNAs were 
comprehensively analyzed using a 3D-Gene&reg; miRNA Oligo chip, and the results showed the presence of 
multiple types of miRNAs that were expressed at a higher level from the weaning period onward than during 
the lactation period. However, it was not possible to confirm any complementarity between the candidate 
miRNAs and mRNAs for lactase or for transcription activating factors.
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１．研究開始当初の背景 
(1) ラクターゼの成長過程における特異的
な発現パターンの変化 
ラクターゼ－フロリジン加水分解酵素（ラ

クターゼ）は、哺乳動物の小腸粘膜細胞に存
在し、母乳中に含まれる唯一の炭水化物源で
あるラクトースを加水分解する。ラクターゼ
は出生時を頂点として離乳期に至るまで著
明に発現低下することが知られているがそ
の低下機構は未だ明らかにされていない。 
 
(2) b)ラクターゼ遺伝子発現解析の現状 
ヒトラクターゼは 1991 年には遺伝子構造

が明らかにされ、その後、発現に関わるシス
配列の同定と結合因子の解析が進められた。
小腸細胞様の培養細胞である Caco-2 細胞が
解析に用いられたが、未分化の Caco-2 細胞
はラクターゼを発現しておらず、増殖、分化
させることにより発現量が上昇してくる。
Caco-2 細胞を用い転写因子が複数報告され
たが、個体に戻って解析を進めると成長の過
程のラクターゼ発現変動と合わないなど原
因転写因子は同定に至っていない。また、培
養細胞系では、成長に伴うラクターゼ発現低
下は再現できないため、ラクターゼ遺伝子の
5’上流領域を導入したトランスジェニック
マウスを用いた解析も進められ、シス配列の
位置は報告されたが、関与する因子の同定に
は至っていない。 
 
(3) 乳糖不耐症遺伝子多型からの解析 
 ヒトは哺乳動物の中でも例外的に離乳後
も乳糖を摂取する機会があり、ラクターゼ発
現が哺乳時期よりも低いがある程度維持さ
れている。このラクターゼ発現には個体差
（人種差）があり、遺伝子多型解析の結果よ
り個人差には 5’上流-13910 C>T の関与が報
告されている。今年、ヒト乳幼児の腸管生検
細胞を用いて多型によるラクターゼmRNA量、
酵素活性に関する報告があり、多型により有
意な mRNA 量、酵素活性の低下を示し、乳糖
不耐症の原因多型であることは明らかにな
ったが、どの多型でもラクターゼ発現の低下
は確認され、発現低下機構の解明には至って
いない。 
 
(4)これまでの研究成果を踏まえ着想に至っ
た経緯 
我々は 1987 年よりラクターゼの離乳期に

おける発現低下機構を解明するためにタン
パク質精製、cDNA 決定の研究に関わっていた。
また、ラット離乳期に離乳延長させることに
よる影響を解析し、離乳期に起きるラクター
ゼ発現低下は強固に規定されており、餌の操
作では変化しないこと、また、発現低下は転
写レベルで調節されていることを報告した
（Motohashi Y, Fukushima A, et al. Lactase 
decline in weaning rats is regulated at the 
transcriptional level and not caused by 
termination of milk ingestion., J Nutr. 

1997,127, 1737-43.）。また、他の課題にも
着手し、培養細胞を用いたレポーターアッセ
イを始め、分子生物学的な様々な手法を自由
に扱えるようになった（Fukushima A, et al. 
Short-chain fatty acids induce intestinal 
transient receptor potential vanilloid 
type 6 expression in rats and Caco-2 cells. 
J Nutr. 2009 ;139:20-5.）。 
 
２．研究の目的 
ラクターゼ－フロリジン加水分解酵素（ラ

クターゼ）は、哺乳動物の小腸粘膜細胞に存
在し、母乳中に含まれる唯一の炭水化物源で
あるラクトースを加水分解する。ラクターゼ
は胎生期後半より発現し、出生時を頂点とし
て離乳期に至るまで著明に発現低下するこ
とが知られているがその低下機構は未だ明
らかにされていない。従来の発現機構解析は、
主に遺伝子配列とその結合タンパク質の解
析から進められてきたが、現在までにラクタ
ーゼの発現低下機構を解明した報告はない。
近年、細胞内で発現している RNA の中にタン
パク質をコードしていないが、低分子 RNA 自
身が遺伝子発現を mRNA レベルで抑制するこ
とが示されてきている。また、クロマチン構
造変化も視野に入れた解析方法によりラク
ターゼ発現低下の機構の解析を進める。 
 
３．研究の方法 
 Sprague-Dawley系ラット10日齢と10週齢
の小腸上部 1/4 の部位より microRNA（miRNA）
画分を含む総 RNA を抽出し、mRNA 解析は
3D-Gene®全遺伝子型 DNA chip、miRNA 解析は
3D-Gene® miRNA Oligo chip を用いた解析を
東レ株式会社に依頼しおこなった。 
 また、発現上昇が確認できた miRNA につい
ては、Sprague-Dawley 系ラット 2日、10 日、
5 週、10 週齢の小腸上部 1/4 の部位より
microRNA（miRNA）画分を含む総 RNA を抽出
し、定量的 RT-PCR 法により経日変化を調べ
た。 
 遺伝子配列情報の解析を「Target- 
ScanHuman」というソフトを用いて行い、ラ
クターゼやラクターゼの転写因子として報
告されている Cdx-2、Oct1、HNF-1との miRNA
の結合の可能性を解析した。 
 



４．研究成果 
(1) 3D-Gene®全遺伝子型 DNA chip を用い、2
万個の遺伝子の解析を行った（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.3D-Gene®全遺伝子型 DNA chip 
発現量が 10 日齢、10 週齢ともに 100 と比

較的高く、10 日齢の方が 10 週齢より 8 倍以
上発現が高かったものを表 1に示す。この中
には、ラクターゼ遺伝子（Lct）も含まれ、
9.7 倍の発現上昇であった。 
表 1. 3D-Gene®全遺伝子型 DNA chip 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 3D-Gene® miRNA Oligo chipを用い、680
個の miRNA の解析を行った（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 3D-Gene® miRNA Oligo chip 
 
 
10 日齢の方が 10 週齢より有意に発現量が

高いものが 11 種類、10 週齢の方が 10 日齢よ

り有意に発現量が高いものが 25 種類（表 2）
あった。 
この 25 種類のうちのいくつかの miRNA に

ついて、2日、10 日、5週、10 週齢での発現
の 変 化 を み る と rno-miR-29a 、
rno-miR-142-3p は、5 週から 10 週にかけ急
激な増加が確認された。 
 
表 2.  3D-Gene® miRNA Oligo chip 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 発現上昇した miRNA の経日変化 
 
 
(3) TargetScanHuman による解析 
①ラクターゼ 
ラクターゼ mRNA の 3’非翻訳領域に結合の

可能性がある miRNA を抽出し、3D-Gene® 
miRNA Oligo chip で得られた発現量を比較し
た。3’非翻訳領域に完全に相補的な配列を



もつ miRNA は、3D-Gene® miRNA Oligo chip
には搭載されておらず、部分的に一致するも
のは 7つあった。rno-miR-203 は、10 日齢と
10 週齢では発現量は半分に減少しており、ラ
クターゼ発現低下には関与しないと示唆さ
れた。その他の日齢による変化がなかった
（表 3）。 
 
表 3.ラクターゼ遺伝子の 3’非翻訳領域に 
部分的に結合する miRNA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②cdx-2 
cdx-2 の 3’非翻訳領域に完全に相補的な

配列をもつ rno-miR-24 は 3D-Gene® miRNA 
Oligo chip に搭載されていたが、その発現量
は 10日齢の方が 10週齢より高く候補にはな
らなかった。また、部分的に一致するものは
なかった。 
 
③Oct1 
3’非翻訳領域に完全に相補的な配列をも

つ mi 低分子 RNA は搭載されておらず、部分
的に一致するものは 5つあった。また、測定
可能なものは 4 つで rno-miR-381 のみが 10
週齢が高くなっていますが発現量が低く、再
検討が必要であった（表 4）。 
 
表 4. Oct1 遺伝子の 3’非翻訳領域に 
部分的に結合する miRNA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④HNF-1 
3’非翻訳領域に完全に相補的な配列をも

つ miRNA は搭載されておらず、部分的に一致
するものは多く存在た。rno-miR-34b は 2 倍
以上上昇していたが発現量が低く、再検討が
必要であった（表 5）。 
 
 
 
 
 
 

表 5. HNF-1 遺伝子の 3’非翻訳領域に 
部分的に結合する miRNA 
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