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概要　 ヒ ト胎盤 に お ける ア ミ ノ 酸輸送機構の 性質を明らか にする た め に ， 満期正常分娩 の 胎盤 よ り調製
した 微絨毛膜小胞を用 い ，L −alanine

，
　L−leucineの 輸送系に つ い て 解析 した ．

　調製した 微絨毛膜小胞 の 純度 を生化学的 に 検討 した 結果，微絨毛膜 の 指標酵素 で あ る，alkaline 　phos ・

phatase，5
’−nucleotidase の 比活性 は 胎盤 ホ モ ジ ェ ネ

ー
ト に 比 べ ， 9 〜11倍 に 上昇 して い た．ア ミ ノ 酸の

取 り込 み 量 は膜 フ ィ ル タ
ー

法 に よ り測定した が ， 取 り込 み 量 と反応溶液に 加 え た膜 タ ソ パ ク量 （20Gμg 以

下）の 間 に は 直線関係があつ た．膜小胞の タ ソ パ ク あた りの 容量 （lntravesicular　water （IVW ）／mg タ

ン パ ク ）を 3・O・methyl −D−glucose を 用 い て 測定 した と こ ろ，0．59μ 1／mg タ ン パ ク で あつ た ．
　L−alanine ，　L−1eucineの 単純 拡散 を除 い た 取 り込 み は，共 に 基質濃度 10mM で ほ ぼ飽和 に 達 した．両逆

数プ ロ
ッ トに よ り求め た L4eudne に 対す る Km は 4．2mM ，　Vmax は 1．16μmol ／ml 　IVW ／30　s で あり ，

す で に 報告 した よ うに 2組 の 速度 パ ラ メ
ー

タ
ー

を も つ L−alanine の 場合 と は 明 らか に 異 な つ て い た．
　 L 系で 取 り込 ま れ る と され て い る L・leucineの 取 り込み は，100mM 　Na ＋

濃度勾配存在下 で は 約 2 倍 に

促進 された が
，
L・alanine の 場合 に み られ る overshoot 現象 は 認 め られ な か つ た。100mM 　Na ＋

濃度勾配

存在下で の 取 り込 み を 100％ と し て
， 中性 ア ミ ノ 酸の 輸送系で あ る A

，
ASC

，
　L 各系の 割合を基質濃度O．1

mM の 条件下 で 求め る と，　L・alanine で は 55％，20％，15％ と な り単純拡散1G％ で あつ た ．
一

方 レ leucine
で は それぞれ 45％， 0 ％，15％と な り単純拡散 は 4 ％ で あつ た ．

　以上 の 結果 よ り，
ヒ ト胎盤微絨毛膜 に 存在す る中性 ア ミ ノ 酸 の 輸送系 は

，
L・alanine と L−1eucineで 明

ら か に 異 なつ て い る こ とが 示 さ れ た ．

Synopsis　To 　characterlze 　the　placental　amino 　acid　transport　systems ，　L−alanine 　and 　L ・leucine　uptakes

were 　studied 　using 　microvillous 　brush　border　membrane 　vesicles 　prepared 　from　human 　placenta．
The 　specific 　activities 　of　alkaline 　phosphatase　and 　5’−nucleotidase 　in　the　membrane 　preparation
were 　enriched 　9−−11　tlmes　as　h2gh　as　those　in　the　homogenate ．　 Intravesicular　water （IVW ）volume

determined　with 　3・O −methyl ・D −glucose　was 　O，59μ 1／mg 　protein．　 The　saturation 　kinetics　of　L−1eucine
uptake 　by　the　vesicles 　equilibrated 　with 　Na ＋

gave 　a　single 　set　of　Km （4．2mM ）and 　Vmax （1．16μ mo1 ／
ml 　IVW ／30s）．　 These　parameters　were 　clearly 　different　from　those　for　L・alanine 　uptake 　reported

previously （Asai　et 　al ．： Biochem ．　Int，
，
4 ：377，1982＞．　 In　the　presence　of　an 　inward　Na ＋ −gradient　L −

leucine　uptake 　was 　stimulated 　abo 耳
t　2　times ，　but　transient　accumulation 　was 　not 　observed 　dif「ering

from　L・alanine 　uptake ，　 Discrimination 　of 　the　neutral 　amino 　acid 　transport　systems 　in　the　presence
of 　an 　inward　1 OmM 　Na ＋ −gradient　revealed 　that　the　relative 　contributions 　ofA ，　ASC 　and 　L 　systems ，
and 　si皿 ple　difFusion　were 　55，20，15　and 　10％ forレ alanine ，　and 　45，0，15．　and 　40％ for　L ・leucine，
respectively ．　 The 　 results 　indicate　that　the　neutra 玉amino 　acid 　transport　systems 　in　the　human

placental　microvillous 　membranes 　are 　clearly 　different　between　L −alanine 　and 　L −1eucine．
Key 　words ： L −Alanine・L−Leucine・Transport　systems ・Membrane 　vesicle

・Human 　placenta
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　　　　　　　　　 緒　　言

　胎児は 短期 間に 急速 な発育 ・発達を遂げ る が
，

こ の 間に 供給 され る ほ と ん どの 物質は，母体血 中

よ り胎 盤を介 し て 胎児血 中 へ 輸送 され て い る． し

か し，
タ ソ パ ク に つ い て は ，IgG など少数 の もの を

除 い て は
， 胎盤 を通過す る こ とがで きな い た め

，

ア ミ ノ酸 と し て 輸送 され ， 胎児側 で タ ソ パ ク 合成

がお こ なわ れて い る．

　 ほ と ん どの ア ミ ノ 酸は 母 体血中 よ り胎児血 中で

そ の 濃度が高 く ， 胎盤で能動輸送 され て い る と考

えられ て い る
34｝．胎盤 にお ける ア ミ ノ 酸輸送機構

は ，in　 vivo
，
　 in　 vitro ともい くつ か の 方法 19）

に よ

つ て 解析され て い る．in　vitro の 実験と し て は
， 主

として 胎盤還流法 22）24 ）

，ス ラ イ ス 法
9）11＞ls）2s＞などが

行 われて きた ．こ れ らの 研究に よ り， ア ミ ノ 酸は

立体特異的 el　22 ），濃度勾配に 抗 し て 9）
，

ア ミ ノ 酸グ

ル
ープ に特異的な系に よ り

1脳

輸 送 され る 事が 明

らか に され た。 しか し，胎盤の どの 部位で ナミ ノ

酸 が能動輸送 され て い る の か に つ い て は明 ら か に

され て い な い ． さ らに 前述の 実験方法で は
， 天然

の ア ミ ノ 酸を基質 とした時 こ れ らは細胞 内で 代謝

され るた め に輸送の 解析に は適さず ， 従来人工基

質で あ る α 一aminoisobutyric 　acid （AIB ）が 用 い

られ る こ とが多か つ た
9）1s）29 ）．しか し，膜小胞を使

えば細胞内代謝 の 影響 を除外で ぎ単純化 された
一

定の 条件
『
下で 天然 の ア ミ ノ 酸の 輸送を解析す る こ

浅井 11

とが可能で あ る
16｝．

　
一方中性 ア ミ ノ 酸 の 輸送系で あ る A （alanine ・

preferring），
　ASC （specific　for　alanine

，
　serine

，

and 　cysteine ）ジL （leucine−preferring）系に つ い

て ， 種 々 の 臓器 。細胞で 研究が進 み，多 く の 中性

ア ミ ノ 酸で は こ の 3 つ の 輸送系が種 々 の 割合で 関

与 し て い る こ とが知 られ て きた
7）9）27 ）

．

　 そ こ で ， 本実験で は ヒ ト胎盤 よ り調製 した微絨

毛膜小胞 を用 い
， 天然の ア ミ ノ 酸 であ る L・alanine

（Ala），
　L−leucine（Leu）の 輸送系に つ い て 解析 を

お こ なつ た ．

　　　　　　実験材料 な らび に方法

　 1．胎盤微絨毛膜小胞の 調製

　 ヒ ト満期正常分娩の 胎盤を，Smith　et　a1．
30 ）

の

方法に 準 じて 処理 し微絨毛膜小胞を調製 した （図

1 ）．調meJiM　isotonic　bufferと して をま，   Krebs・

Ringer　phosphate　buffer（KRP ）：130　mM 　NaC1 ，

10mM 　Na2HPO4 ，4．2mMKCI ，1．2rnM　MgSO4 ，

O．75mM 　CaC12を 含み H3PO4 に よ りpH7 ．4 とし

た もの ， また は ，  Mannitol　buffer： e．3M 　man ・

nitol ，ユOmM 　Tris−HCI
，
　pH7 ．4 を用 い た ．

　2．酵素活性 の 測定

　胎盤微絨毛膜小胞 の 純度検定は ， 細胞 下成分に

局在す る酵素 ， す な わ ち alkaline 　phosphatase5）と

5r−nucleotidase2 ｝（糸田胞 膜 ），　 succinic

dehydrogenase21 ）
（ミ　ト コ ン ド リ ア ），

図 1　 Preparation　of 　hu珊 an 　placental　microvillous 　brush　border　membrane 　vesicles
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arylsulphatase26 ）（ラ イ ソ ゾ ー ム ），　 DPNH

diaphorasesi ，（マ イ ク μ ゾ
ー ム ）， 1actic

dehydrogenase‘）（細胞 質溶性 画 分） の 活性を測定

す る こ とに よ りお こ なつ た 。また酵素活性を比 較

す る た め ，胎盤 ホ モ ジ ェ ネ ー ト お よ び マ イ ク ロ

ゾーム 分画を以下の ごと く調製 した ．血液を洗 い

流 し ， ．［C［L管を可能な限 り除去 し た 胎盤を ， 細切 し

9倍量 の sucrose 　buffer（O．25M 　sucrose ，10mM

Tris−HCI
，
　 pH7 ．4） に懸濁 した．こ れを Waring・

Blendor に て ，最高速度で 3分間 ホ モ ジ ェ ナ イ ズ

し た （胎盤 ホ モ ジ ェ ネ
ー

ト ）．さ ら に こ の ホ モ ジ ェ

ネ
ー Fを 10，500Xg ，20分遠心 し

， 得 られた 上 清を

105，000Xg ，60分遠心 し た ．こ の 沈査を マ イ ク Pt

ゾーム 分画 と し，少量の sucrose 　buf〔er に懸濁後，

酵素活性 を測定 した．

　3．取 り込み量 の 測定

　微絨毛膜小胞 （200μ g タ ン パ ク以下） を最終的

に 10eμ 1に な る よ うに 後述の 反応溶液中 に 入 れ ，

25℃ で 30秒間反応 させ た． 1ml の ice・cold 　wash

buffer（0．80　M 　NaCl
，
10mM 　Tris−HCI

，
　pH7 ．4）

を加 え る こ とに よ り反応を停止 させ ，た だち に 膜

フ a ル タ
ー

（Millipore，　 HAWP ，
　pore　size　 O．45

μ m ）に て減圧下 に濾過 　5m1 の ice・cold 　 wash

bufferで 2 回洗浄後 ， 赤外線 ラ ン プ で 乾燥 させ た．

こ の 膜 フ ィ ル タ ーを 5ml の toluene　scintillator

に 入れ，Beckman 　 LS ・90001iquid　 scintillation

system に て 放射活性 を測定 し た ．取 り込 み実験の

contro1 として ， 反応 時間 0 秒の 時の 値 を用 い た ．

　速度 パ ラ メ ータ
ー

は 次 の よ うに し て 求め た，

KRP で 調製 され た 微絨毛膜 小胞 を，　 KRP に 溶

解 した各種濃度 （  、075−10mM ）の
14C −Alaま た は

14GLeu
と反応 さ せ

， 各濃度 に お ける取 り込み 量を

測定 し た （total　uptake ）．　mediated 　uptake （Y ）

は Akedo と Christensenの 方法 1｝
に した が つ て 以

下 の ご と く計算 した ．膜小胞 へ の取 り込 み速度

響一・・ m ・d・… d ・p・・k・ （・） と鰍 ・ 和 で あ

り，式 （1）の よ うに 表わ され る．

dVi
　　 ＝ Y 十Kd （Vo − Vi ）…（1）
dt

ただ し Vi は 膜小胞内 の 基質濃度，　Vo は反応溶

液中の 基質濃度，Kd は拡散定数で ある．式（1）を

積分す る こ と に よ り式（2）を うる．

説1一 着（1−e
−”・・

）xil。 ＋ （1−e
−Kdt

）一・……（2）

　基質濃度 Vo が 十分に 高けれ ば mediated 　upta −

ke （Y ） は 飽和 し ほ ぼ 一
定 とな り， 拡散定 数 Kd

は
，
Vi／Vo を 1／Vo に 対 し て プ P ッ ト し た グ ラ フ

の 切片 よ り計算で きる ，式 （2）と計算に よ り求め

た Kd か ら mediated 　uptake （Y ）が算出 され る e

Y と基質濃度の 両逆数 プ ロ
ッ ト よ り速度パ ラ メ

ー

タ
ー （Km と Vmax ）を求め た ．

　陽 イ オ ソ 濃度勾配存在下で の 取 り込み 実験 は 次

の よ うに お こ なつ た ．最終濃度で ， IOOmM 　NaCl，

100mM 　 mannitol ，　 O．lmM 　
i4C −Ala あ る い は 0。1

mM 　
l4C −Leu，10mM 　Tris・HC1 ，　pH 　7．4に なる よ

うに反応溶液を作成 し，Mannitol　bufferで 調製 さ

れた 微絨毛膜小胞 を加 える こ とに よ り反応を開始

させ た 。こ の 時 ， 膜小胞に 対 し て 100mM の Na ＋

の

内向 き濃 度 勾 配 が で ぎ て い る．こ れ を Na ＋ ・

grad 童ent とし，　NaCl の か わ りに LiC1を用 い た も

の を Li＋ −gradient と し た ．また 陽イ オ ン を 含ま な

い 場 合 （Cation・free） に は 上 述 の 反 応溶 液 か ら

NaC1 を 除ぎそ の 代 りに 等張 に なる よ うに man ・

nito1 を加 えた もの を用 い た ．

　4．中性ア ミ ノ 酸輸送 系の 解析

　中性 ア ミ ノ 酸の 輸送系 と して よ く知 られて い る

A ，
ASC

，
　L 系に つ い て 解析 し た ．各系の 特徴に つ

い て et　Christensen7）8＞に よ り詳 し く報 告 され て い

る．各系の 働 い て い る割合は
， 各系 の 特異的基質

に よ る阻害実験に よ り求め る方法
11 ）27 ）と，陽 イ オ

ン に対す る依存性 の 違 い か ら求め る方za・13）とが あ

る．後者の 場合  A 系は Na ＋依存性 ，   L 系 は

Na ＋

非依存性 ， また   ASC 系は Na ＋

依存性で あ

るが Li＋
に よ つ て 置換 し うる

1°）とい う特性が利用

さ れ る．

　本実験で は こ の 陽イ オ ソ に 対す る依存性の 違 い

か ら以下の ご とく各系 を求め た ，  A 系は Na ＋−

gradient存 在 下 で の 取 り込 み か ら Li＋ −gradient

存在下で の 取 り込 み を差 し引い た もの，  ASC

系 は ，Li＋−gradient存 在 下 で の 取 り込 み か ら

Cation−free の 場合 の 取 り込 み を 差 し引 い た も の ，

N 工工
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  L 系は Catio！ト freeの場 合の 取 り込 み か ら，過

剰量の 阻害剤 （12，5mM 　L・phenylalanine ）を加 え

て も取 り込 まれる単純拡散 の 部分を差 し引 い た も

の と し た ．

　5．膜小胞容量 の 測定

　膜小胞容量 （lntravesicular　water （IVW ）vol −

ume ）の 測定 es
，
　K 工etzien　et．　al，

15｝の 方法に よ つ た ．

膜小胞 を glucose　analogue で ある 3−0 −methy1 −

D・glucose と平衡化す るま で （25℃ ， 60分）反応 さ

せ
， 膜 フ ィ ル タ

ー法に よ り取 り込み量を 測定 した．

基鰈 度 （mM ）を樋 由に
， 取 り込み量 （  。1／mg

タ ン パ ク） を縦軸 に プ P ッ トすれ ぽ こ の ス P 一プ

の 値 か ら，膜 小胞 の 単 位 タ ン パ ク あた りの 容量

（μ1／mg タ ン パ ク ）が求め られ る．

　 6．タ ン パ ク 量 の 測定

　Lowry 　et　aV7
｝
の 方法を用 い ，牛血 清ア ル ブ ミ ン

を標準タ ソ パ ク と して 測定した，

　 7．試薬

　L −〔14C（U）〕−alanine （170− 177mCi ／mmol ），
L ．

〔14C （U ）〕・leucine　（328− 355mCi／mmol ）， 3−0 −

〔glucose−
14C

（U ）〕−methyl −D −glucose　（310mCl／

mmol ）は New 　 England 　 Nuclear 製 の もの を用

い た ．また他の 試薬はすべ て市販 の特級試薬を用

い た ．

　　　　　　　　　 実験成繽

　1．微絨毛膜の純度

　各細胞下 成分に つ い て の 指標酵素活性 を，胎盤

ホ モ ジ ェネ
ー ト

，
マ イ ク ロ ゾ ーム 分画お よび微絨

浅井 13

毛膜に つ い て測定 した結果を表 1 に 示す。微絨毛

膜の 指標酵素で ある alkaline 　phosphatase ，5
’−nu ・

cleotidase の 比 活 性 は 胎 盤 ホ モ ジ ェ ネ
ー

ト に 比

べ ， 9 〜11倍に 上昇 し た が
， 他 の 細胞下成分 の 指

標酵素活性 は い ずれ も減少 した． こ れ ら の結果 は

諸家の 報告 29）32）
とよ く

一
致 して い る．

　2．微絨毛膜 タ ン パ ク量 と ア ミ ノ 酸の 取 り込み

量 との 関係

　膜 フ ィ ル タ
ー
法の 検討を す る た め に ，タ ン パ ク

量 と ア ミ ノ 酸の 取 り込 み 量 との 関係を み た の が図

2で ある．200μ g タ ン パ ク 以下 で は両者間に は直

線関係が あ り
，

200μg タ ン パ ク以上 で は か えつ て

図 2　 Relati（＞nship 　between　amino 　acid 　uptake 　and

　membralle 　protein．　Aliqtlots　of 　a　serially 　diluted

　Inembrane 　hQm 〔｝genate 　 were 　lncubated　 with 　 l．，

　41μM レ 〔
1
℃ （U ）〕−leucine　 at　 25℃ for　5　 min 、　 L−

　Leucine　uptake 　is　（】irectly　proportional　 to　the

　amdunt 　of　membrane 　protein　up 　to　about 　200μ g．
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表 1　Marker 　enzyme 　analysis 　of 　placentai　stlbcellular 　fractiorts

Whole Microsoma1 MicrQvilIous

SA 弔 SA RSA ホ 幽 SA RSA

Alkal洫e　phosphatase （6） 0，355± 0．2281 ．44 土0．7284 ．063 ．77 ±1．64 10．6
5厂・NucleQt王dase（3） 0．231± 0、 330 ，676士O，ユ052 ．932 ．02 ±0．382 8．74
Succinic　ddbydrogenase（3） 0，011 ± 0．00／ 0．008 ±0 ．0010 ，73 ＜ O．001 ND ．亨艸

Arylsulphatase（6） 0，007± 0．0020 ．013±0．005 廴 930 ．006± 0，003 0．86
DPNH 　diaphorase（6） 0，230土 0，G700 ．464± 0．1632 ．020 ，131± 0、002 G．57
Lactic 　dehydrogenase （6） 0，279士 0．2 10 ．039±0．0390 ．140 ．035±0，029 G．13

The　enzymlc 　activities 　were 　determined　in　duplicate　as 　described　in・Materials　and 　Methods．
Values　represent 　the　averages ±S．D．．　The 　n   bers　of 　placentae 　studied 　wer6 　indicated　in

parentheses ．
寧Speci丘c　activity ：micromoles 　of 　product　fo  ed 　per　mg 　proteiロ per　mln ．
糊 Re孟at 正ve 　specific 　activity： SA　of　tbe　fraction／SA　of　the　who 艮e　homogenate．

串 糧 Not　CletermineCl，
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取 り込み量が 減少す る．した が つ て 本実験で は 1

枚の フ ィ ル タ ーあた り200
μ g 以下 の タ ン パ ク量 と

な る よ うに した，

　 3．微絨毛膜小胞 の容量

　3・0・methyl −D −glucose で 膜小胞 を 平衡 化 し た

時，取 り込 み 量 と基質濃度と の 間に 直線関係が認

め られ た （図 3）．実験方法で 述 べ た よ うに こ の 直

線 の 傾斜 が タ ン パ ク あた りの 膜小胞容量で ある．

6 例 の 胎 盤 よ り求め た 結 果 は
， O．59± O．12Ptl／mg

タ ソ パ ク で あつ た ． し た が つ て 以下 の 計算に は ，

膜小胞 容量 と し て 0．59Ptl／mg タ ン パ ク を用 い た。

図 3　Deter  ination　 of　 intravesicular　 water 　 vol ．

　ume 　by　3−0 −methyl ・D −glucose，　Membrane 　vesicles

were 　incubated　 with 　the 　substrate 　for　60　min 　 at

25℃．S1  pe　shows 　intraveslcular　water 　volume 　in

μ 1／mg 　protein．

書
霞

量
・磊
蒼

詰
ミ
で

鬢） 1

毟
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二⊃ o
　 O　　　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10
　 　 3−0−Methyl ．−D −Glucose　 c 〔｝ncentration （mM ）

図 4　Effect　of　substrate 　c 〔）ncentration 　on 　the　upta ・

　ke　of 　L ．alanine 〔left）or　L・］eucine （right ），　Upper

　（  ）　and 　毘ower 　（o ）　curves 　represent 　the　total

　and 　the 　mediated 　uptakes ，　respectively ．
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　 4．基質濃度 と取 り込み との 関係

　 Ala，
　Leu と も O．  75−10mM の 範 囲 で 実験 を お

こ な つ た ．図 4 に 示 す よ うに ，両者 と も10mM で

も飽和 に 達 し な か つ た ．実験 方法 で 詳述 し た

Akedo と Christensen1｝の 方 法に よ り求 め た 拡散

定数 Kd は Ala で は O．18±   ．06／30s　（mean ±S．

Dz．　 n ＝ 6 ），
　 Leu で eXO，26± O．05／30s （mean ±S，

D．，n ＝ 8）で あ り， これを用 い て mediated 　upta −

ke を 算出 し ， 基 質濃度 に対 し て プ P
ッ トす る と10

mM で 両者と も ほ ぼ飽和 に 達 し た （図 4 ），こ の

mediated 　uptake （Y ）に つ い て さ ら に検討 を 加 え

た．

　 Leu で は 図 5 に 示す よ うに 両逆数 プ P
ッ トは 1

本 の 直 線 と な り，
こ れ よ り Km は 4．2± 1．8mM

Vmax は 1．16± 0．35μmol ／ml 　IVW ／30s （n ＝ 8）

と計算 され た ．し か し，Ala で は既 に 報告した よ う

に
ヨ1

， 両逆 数プ P
ッ ト は 2 本 の直線 とな り， 高親和

性 の 部分 の Km は O．38mM ，　 Vmax は 0．35μ mel ／

1nl　IVW ／30g．　， 低親和性 の 部分 の Km ，　 Vmax は

そ れぞ れ 3．5mM ，1．53μ mol ／ml 　IVW ／30sで あつ

た ．

こ の 結果か ら，Leu は Ala とは 明 ら か に 異な つ た

輸送系で 取 り込 まれて い る こ とが示 され た．

　 5．陽 イ オ ン 濃度勾配の 影響

　100mM 　Na ＋−gradient存在 下お よ び Cation−

freeの 条件 下で 反応 時間 と取 り込 み量 と の 関係

を調 べ た．図 6 左に 示 し た よ うに Ala で は Na ＋ 一

図 5 　Adouble 　 reciprocal 　 plDt　 of 　the　 mediated

　uptake （Y ）of　L・leucine　versnts　its　cc》ncentration ．

　In　this　 membrane 　preparation　the　kinetic　par−

　ameters 　were 　6．lmM 　for　Km 　and 　 1．74μ mo1 ／ml

　IVW ／30s　for　Vmax ．

1／［L
−Leucine〕（mM ）

一
五
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図 6　 Effect　of 　Na ＋

on 　the　time　course 　of 　L −alanine

　（left）or　L −leucine（right ）uptakes ．　Experimental

procedures　were 　described　 under 　Materials　 and

Methods、　An　inward　IOOmM 　Na ＋−gradient ゆ ）

was 　establ 三shed 　at 　the　initiation　of 　lncubat孟oll．　In
the 　cation 　 free　 experiment （o ） NaCl 　 was 　re、

placed　isoosmotically　by　mannit （，1．
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gradient存在下 で overshoot 現象 が 示 された が ，

Cation−freeで は み とめ られず ， 既報告
s〕
を確認 し

た．100mM 　KC1，10GmM 　Choline−Clで も Cation．

freeと同 様で あ りさ ら に Li＋ −gradient を用 い た

場合 も overshoot 現象 は み られ な か つ た ，以上 の

こ と よ り，overshoot 現象は Na ＋ に 特異的に 生ず

る こ とが示 された．
…

方 Na ＋ −gradient存 在下で

の Leu の 取 り込み量 は 約 2倍 に増加す る が，　 Ala

で み られ た overshoot 現 象は 認 め られ な か つ た

（図 6 右）． こ の 事 か ら Leu の 取 り込 み に 対す る

Na ＋ −gradient の 影響 は Ala の 取 り込 み に 対す る

場合 と明 らか に 異なつ て い る こ とが示 され た．

　 6．中性 ア ミ ノ酸輸送系の 解析

　Ala，　 Leu の 取 り込 み に，　 A
，
　ASC

，
　L 系が どの

よ うな割合 で 働 い て い る か を 次 に 検討 し た 。100

mM 　Na ＋ −gradient存 在下 で の 取 り込 み を IOO％

とし ， Ala と Leu に つ い て 算出 した （図 7）。100

mM 　Li＋ −gradient存 在 下 の Ala の 取 り込 み は

46．7± 8 ．6％，Leu で は 51．4± 7．0％ で あ り，

Cation・freeで は，　 Ala，　 Leu そ れ ぞ れ ， 24．5±

1．5％ 57．2± 4．2％ で あ つ た．単純拡散 に よ る部分

は ，Ala で は 9．4± 3．8％ で あつ た が
，
　Leu で は こ の

割合が大 きく， 40．7± 6．2％ で あ つ た ，こ の 結果は

前述 し た よ うに 拡散定数が Leu で 大 ぎい と い う

15

図 7　 Effects　 of 　cations   n　 L−alanine 　（left） or レ

　 leucine （right ）uptake ．　Experimental　procedures
　 were 　described　 under 　Materials　and 　Methods，　L・

　 Phenylalanine （12．5mM ） was 　 used 　 as 　 an 三n．

　 hibitor　of　Na ↑ ・independent　uptake ，　The 　va 蓋ues

　 are 　given　as 　percent 　of 　the　uptake 　in　the　presence

　 of　100mM 　Na ＋−gradient　and 　are 　the　means ± S．
　 D，of 　three　to　five　placentae．
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　以上 の 結果 に 基づ い て 各系 の 割合を求め る と
，

本実験条件下 で は Ala の場合 ，
　A 系55％ ，

　ASC 系

20％ ，
L 系15％ ， 単純拡散 10％で あ り，一方 Leu の

場合，A 系 45％，　ASC 系は 認 め られず，　L 系 15％ ，

単純拡散40％ で あ つ た ．

　　　 　　　　　 考　 　案

　母 体エ血中， 胎児血 中 ， 胎盤絨毛細胞内の ア ミ ノ

酸濃度を測定す る と ， 多 くの ア ミ ノ 酸で ，絨毛細

胞内〉胎 児血 中 〉母体血 中の 順 とな り，絨毛細胞

の 母 体側細胞膜で ある微絨毛膜で は ア ミ ノ 酸が能

動的 に輸送 されて い る と考え られ て い る 34｝
，し か

し，胎盤還流 ，
slice などの 従来の 実験方法で は 胎

盤 に お ける 能動輸送の 部位を 同定す る こ とは で き

な か つ た ，

　細胞膜 の 膜小胞を 用い た 実験 1こ は い くつ か の 利

点がある
ls）．まず第 1 に 他 の 細胞内成分に よる代

謝 な どの 影響を除外で き，単純 に 物質 の 膜通過の

み を解析で きる．第 2 に 反応条件 の 設定が容易で

あ る。た とえ ば膜小胞内部 の イ オ γ の 種類や 濃度

を一
定にする こ とがで き ， 膜 に 対する化学的 また

は 電気化学的 な ポ テ ン シ ャ ル の 大 きさ は もち ろ

ん
， そ の 方向性 を も決 め る こ とが 可能 で あ る．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

ユ6 ヒ ト胎 盤 に お げる ア ミ ノ 酸輸送機構の 研究 日産 婦 誌 35巻 1号

Ruzycki 　et　al ．23 ）は ，胎盤微絨毛膜小胞 へ の AIB

の 取 り込 み に つ い て 解析 し ， 膜小胞 に お い て も絨

毛組織を用 い た場 合 と同様 な ア ミ ノ 酸輸送活性が

保持されて い る こ とを報告 し て お り，胎盤 に お け

る ア ミ ノ 酸輸送機構 の 研究に 微絨毛膜小胞 が用 い

られ る よ うに な つ て きた ．

　調製 され た胎盤微絨毛膜 の 諸性質 に つ い て は 著

者 ら
3＞も一部報 告 し た が

， 微絨毛膜 は 浸透圧 に 感

受性 の ある 膜小胞を形感し て お り， ア ミ ノ 酸は 膜

に 結合す る の で は な く，膜小 胞 内部 に取 り込 まれ

る こ とが明らか に なつ て い る
s）23 ｝．得 られた 微絨 毛

膜小胞 の 容量 は
，

O．59PtYmg タ ソ パ ク で あ り，

Boyd 　et　 a1．6）
の 報告 し た 0．5μ1／mg タ ソ パ ク に よ

く
一

致 し て い た． こ の 値は 小腸 や 腎の 上皮細胞 の

膜小胞 容量 の 0．5−12 μ 1／mg タ ン パ ク に 近似 し て

い る．し か し，Ruzycki 　et　aL23 ｝は 3．6ptlfmgタ ソ

パ タ と約 6倍 の 値を報告し て い る． こ の 違 い の 原

因に つ い て は不 明で あ る．

　ア ミ ノ 酸の取 り込 み の 速度 パ ラ メ ータ ーを求め

た報告は
，

ヒ ト胎盤で は 非常 に 少 な く，代謝 され

な い 合成 ア ミ ノ 酸で あ る AIBi8）23）28）

，
　 L−prol三ne6 ｝

，

Ala靴 こつ い て の み で ある．本実験 に よ りは じめ て

Leu に つ い て の 速度パ ラ メ ータ ーが 明 らか に され

た ．Leu は 主 と し て L 系で 輸送 され る こ とが知 ら

れて お り
7）8）27〕， こ こ で 求めた Km ，4．1mM は L 系

の Km と考え られ る．

　中性 ア ミ ノ 酸 の 輸送系 と し て よ く知 られ て い る

A
，
ASC

，
　 L 系は 個 々 の ア ミ ノ 酸の 取 り込 み に 際

し
， 種 々 の 割合で 働い て い る

7）8）27）
．本実験で ほ じ

め て 胎盤微絨毛膜へ の Ala
，
　 Leu の 取 り込み に 働

く各 系 の 割合 が 明 らか に され た．Ala で は A 系

55％で ASC
，
　L 系 が これに 続 ぎ単純拡散 10％ ，

一

方 Leu で は ASC 系は働 い て お らず ，
　 A 系 L 系 そ

れぞれ45％ ， 15％ で 単純拡散 は 40％を占め る と計

算 された ，Enders　et　aLlo が絨毛組織で お こ なつ

た 実験 とは ア ミ ノ 酸濃度の 違 い が あ り （本実験 で

は 0．1mM ，
　Enders　et　a1．m で は 0．01mM ），ま た 反

応溶液組成 も異な つ て い る の で 単純に 比較す る こ

と は で きな い が Ala に つ い て は 類似 し た 結果 が

得られ て い る．Leu は 主 と し て L 系で 取 り込 まれ

る と され て い る に もか か わ らず Na ＋ ・gradient存

在 F で は 15％ し か 働 い て い な か つ た こ とに つ い て

は その 原因 として ，Na ＋ ・gradient に よ りA 系 が著

明に 活性化 され る こ と，L 系 の Km が A 系 の Km

約 O．4mM3 ）
に 比 べ 約 10倍 大 ぎ くそ の た め に 0．1

mM と い う低濃度 で は A 系が主 に 働 い た こ とな

どが考 え られ る．

　ア ミ ノ 酸の 能動輸送 の エ ネ ル ギ
ーに つ い て は 従

来 よ り多 くの 報告が ある．胎盤 ス ラ イ ス を用 い た

実 験 で ，（Na ＋
＋ K ＋

）・ATPase の 阻 害 剤 で あ る

ouabain や ethacrynic 　acid を 添加 す る と著 明 に

取 り込み が減少す る こ とが報告された
18 ）．し か し

，

膜小胞に よ る ア ミ ノ 酸輸送 の 解析 に よ り （Na ＋
＋

K ＋

）−ATPase が直 接 エ ネ ル ギ
ー

を供 給す る の で

は な く，（Na ＋
十 K ＋

）−ATPase に よ つ て 形 成 され

た Na ＋

，　 K ＋
の 濃度勾配 に よ る 電 気化学 的 ポ テ ン

シ ャ ル が関与 し て い る こ とが 明 ら か に な つ て き

た
13｝15）25 ｝．事 実，微 絨 毛 膜 に は （Na ＋ ＋ K ＋ ）・

ATPase は存在せず ， 基底膜側の 細胞膜に 局在す

る こ とが知 られ て い る
6）20 ）

．した が つ て 胎盤 に お い

て もア ミ ノ 酸能動輸送 は ，Na ＋ −gradient な ど に よ

り生ず る 電 気化学的 ポ テ ン シ ャ ル が直接 エ ネ ル

ギ ー源 に な つ て い る と考 え られ る 3）6｝
，

　 ChristensenB）は 胎盤微絨 毛膜小 胞 へ の AIB の

取 り込み が，Na ＋ −gradient に よ り 2時間以上 も持

続する とい うRuzycki　et　al．23〕
の 幸艮告を引用 し ，

こ

の 現象 は 胎盤 に お け る ア ミ ノ 酸輸送 の 特徴的所見

で あ る と述 べ て い る， し か し，著者 ら
3）は Na →

’−

gradientに よ る 取 り込 み 促進 は約 30分 で 消失 し

腎に お ける結果
12）と同様で ある こ とを報告 し た ．

Boyd　et　a｝．6）も著者 らと同様な結果を報告 し て い

る．し た が つ て 胎盤 に お ける特微的な所見と は 考

え られない ．以上 述 べ た よ うに ， 現在 ま で の と こ

ろ胎盤に お ける ア ミ ノ酸輸送は
， 他 の 臓器 。 細胞

と本質的に は 同 じ機 構 に よ る もの と考 え られ よ

う．

　本実験で は
，

ア ミ ノ酸 の 絨毛細胞へ の取 り込 み

機構 に つ い て 解析 し た が，胎盤 に お げる ア ミ ノ 酸

輸送を解析す る た め に は，さ らに 絨毛細胞か ら基

底膜側 へ 運ばれ る過程 ， 結合組織中を通 り絨毛1血

管 の 内皮細胞 を 通過す る過程に つ い て の 研 究 も不

可欠で ある．小腸に お け る ア ミ ノ酸輸送の 研究で
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は ，上 皮細胞の 細胞膜を絨毛側 と基底膜側に 遠心

法に よ つ て 分離し
2°），両 者 の ア ミ ノ 酸輸送系が異

な つ て い る こ とが示 され て い る
14）
。胎盤 に お い て

絨毛細胞内か ら胎児側 ヘ ア ミ ノ酸が 拡散 に よつ て

運ぼれて い る と考え られて い るが，小腸 と同様 に

基底膜側の 絨毛細胞膜を単離し，そ れ を用 い て の

研究 が必要 である．また glutamic　acid が臍帯血

中 よ り胎盤 へ 取 り込 ま れて い る と の 報告 もあ る

が 24 ）， こ れ に つ い て も同様な 実験が必要 で あ り今

後の 研究が待た れ る。

　子 宮内胎児発育遅延 （IUGR ）の 発症要因 の
一

つ

と し て 胎盤 に お け る ア ミ ノ 酸 の 輸送障害が 考 え ら

れ て お り
33 ｝

，そ の 治療法 と し て 総合 ア ミ ノ 酸製剤

の 輸液がお こ なわ れ て い る．しか し本実験で 明 ら

か に な つ た よ うに 中性 ア ミ ノ酸間 に お い て そ の 輸

送系 が異なつ て い る こ と を考 えれぽ
，
IUGR に お

け る ア ミ ノ 酸輸送障害も各 ア ミ ノ 酸間で 種 々 の 程

度に 違つ て い る可能性 がある．今後 IUGR の 胎盤

に お け る ア ミ ノ 酸輸送系の 詳細な検討が必要で あ

る こ と は い うま で もな い が
， それ と と もに 各 ア ミ

ノ 酸で そ の 輸送障害の 程度 が違 つ て い る可能性 が

あ る こ とか ら ， IUGR の 治療に お い て も適切 な組

成を もつ た ア ミ ノ 酸製剤 の 投与 が考 え られ ね ぽ な

らな い で あろ う．
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