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概要　満期人胎盤 よ り得 た 微絨 毛膜小胞 を 用 い て L −lysine の 小胞 へ の 取 り込み を急速濾過法 に よ つ て

検討 した．L−lysineの 小胞 へ の 取 り込 み は浸透圧 に 感受性 を 示す小胞 内へ の 輸送で ，また Na ÷
に 依存し

ない 輸送 で ある こ と を明 らか に した ．L −lysineの 小胞内へ の 取 り込 み初速度は，膜透過 性 の 高い陰イ オ ソ

も し くは バ リノ マ イ シ ン に よ つ て 惹起された K ＋

拡散電位 に よ つ て 小胞内陰性 の 膜電位 ポ テ ン シ ャ ル が

形成さ れ た 時 著明 に増加 した ．こ の 成績 よ り，小胞内へ の Llysine の 取 り込 み は 膜電位ポ テ ン シ ャ ル

に依存し て い る こ とが判明 し た．

　Kineticsの 解析よ り，　Llysine の小胞内へ の 取 り込 み は 二 つ の 輸送系 に よ つ て な され て い る こ とが 判
肌 ・ 夫 々 の ・ c ラ メ ｝

タ
』

として Km ・
　 e・13mM ，・Km ，

・O．91mM
，
・Vmax

、 590pm。1／mg 　P，。t。i。／20 ，ec ，
Vmax22 ， 10pmo1／mg 　protein／20　sec が得られ た ．微絨毛膜小胞内 へ の L−lysineの 取 り込 み は 塩基性
ア ミ ノ 酸 （Larginine

，　Lornithine，　L・glutamine）に よ つ て 阻害されたが，
一

方，そ の 他 の ア ミ ノ 酸は

取 り込 み に影響を 与えな か つ た ．こ の こ と よ り， 胎盤微絨毛膜 に は
， 塩基性 ア ミ ノ 酸 に構造特異的な輸

送系 が存在する こ と が 示 され た ．

Synopsis　The　uptake 　Qf　L・lysine　in　human 　placental　microvilli 　vesicles 　prepared　from　human　term
placenta　was 　studied 　using 　the　rapid 　filtration　technique．　 The　uptake 　of 　L・lysine　intQ　the　vesicles 　was
・・m ・ti・ally ・・… iti… Thi・ 丘・di・g　i・dicates　th・t　th・ upt ・k・ ・f・L−ly・i・・ by　p1。cent 。1・micr 。villi 。。，i。1es
represents

　transport　into　the　membrane 　vesicles ．　 The　uptake 　of　L・lysine　into　microvilli 　vesicles 　is　sodium
ind・p ・ nd ・ nt ・Th ・ initi・1 ・at ・ ・f ・pt・k・ i・ m ・・k・dly・i… ea ・ed　when 　th ・ i・travesicu1。．・space 　i、・rend 。，ed
eleCt 「ically・n ・re　n・g・ti・・ by　m ・mb ・an ・ diff・ ・i・n 　p・t・・ti・l　i・d・ ced 　by　the　u ・e ・f・highly・P，，meant 。ni 。 ns

°「 by　K “
　diffu・i・ n 　p・tenti・1・ vi・ vali ・・ my ・i・・Th・・e　result ・ i・dicat・ th・t　th… dium ・i・d・p 。ndent 。 pt。ke

・f　L−ly・i・・ i・ t・ th・ micr ・villi 　m ・mbran ・ v・・i・1es　i・ d・p・nd ・nt ・n　the　elect   ，a1　P。t。nti。l　diff。，ence 。f．th。
memb 「 an … A 　kin・ti・ analy ・i・ ・f　th・ ・pt・k・ d・ m ・n ・t・at・d　th・t　tw ・ t・an ・p・rt ・y・t  ・ f・・ ve ・i，u1。，　entry
・f　L・ly・ine

　exi ・t・d　with ・ Km ・ ・f　O・13mM ，　Vm ・ x ・ ・f　590pm。1／mg 　P・・t・i・ ／20・ec ，　Km ， ・f　O．91mM ，　Vm 。 x 、 。f
2010pm ・1／mg 　P・・t・i・／20・ec・Th ・ ・pt・k ・ ・f レ ly・i・ ・ i・ micr ・villi　vesi・les　w ・・ i。hibit，d、by、dib。。i。　ami 。。

・・id（L −・・gi・ i… L・・ mithi ・・，　L−gl・t・mi ・・），　b・t ・ ・t　by ・th・・ classe ・ ・f ・ mi 。 。　a，id，　 Th 。se ，e，ult 、
　i。di、at，

the　existence 　of　a　dibasic　amino 　acid 　specific　transport　system 　in　placental　micrevilli 　membrane ．
Key　wor 〔iS： L・lysine・Transport ・Placenta・Trophoblast 　’　MicroVilli　mornbrane

　　　　　　　　　 緒　　冨

　胎盤微絨毛膜 （刷子縁膜）小胞 を用 い た輸送実

験 は，代謝 に よ る影響を除去で ぎる こ と
，

ま た 小

胞 内外 の イ オ ソ 環境等を 自由に 調節 で きる こ とな

ど の 理 由 に よ り， 物質の膜 輸送機構 の 解明の た め

に 非常 に す ぐれ た方法で ある
7）S）12）．我 々 は

，
こ の

方法 を用い て ，胎盤絨毛細胞 の 母体側膜で ある微

絨毛膜 に お け る ア ミ ノ酸 の 輸送機構に つ い て 検討

を お こ な つ て きた 1）− 4）．その 結果 ， Lalanine
，
　 L・

glutamate ，　taurine の 微絨毛膜小胞内 へ の 取 り込
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み が Na ＋
の 電気 化学 的濃度勾配 に 依 存 し た 形 で

な され て い る こ とを 明 らか に した ．胎盤絨毛細胞

基底膜側 （胎児側）膜に は Na ＋

，
K ＋−ATPase の 存

在 が確認 され て お り，こ の 酵素に よ つ て エ ネ ル

ギーを 消費す る こ とに よ つ て 細胞内外に 形成 され

た Na ＋
の電気化学 的濃度勾配 （Na ＋ out ＞ Na ＋ in）

に よつ て
，

ア ミ ノ酸は Na ＋
と共輸送 の形で 二 次的

に 能動輸送 され て い る こ とが 明 らか に され て い

る
7）12〕，刷子縁膜小胞を用 い た ア ミ ノ酸輸送機構 の

解明は
， 小腸 ， 腎を用 い た 研究 が多 くあり ， そ の

成績 は ア ミ ノ 酸 と Na ＋

との 共輸送 の 形 で ア ミ ノ

酸の 輸送機構が報告 されて い る
12 ）．し か し ， すべ て

の ア ミ ノ 酸が Na ＋

依存性 に よ り膜輸送 され て い

る の で は な く， 塩基性 ア ミ ノ酸で ある L・lysine，　L−

arginine は 腎刷子縁膜 小胞 を用 い た 研 究 に よ つ

て Na ＋

非 依存性の 膜輸 送機 構が 明 ら か に されて

い る
9）1°）

．我 々 の 本研究は胎盤 に お け る塩基性 ア ミ

ノ酸輸送機構を明 らか に す る 目的で ，胎盤微絨毛

膜小胞 を 用 い て L −lysineの 胎盤 輸送機構を 検討

した の で こ こ に 報告す る．

　　　　　　 実験材料 な らび に 方法

　 1．人胎盤微絨毛膜 小胞の 調整

　微絨毛膜小胞は ，Smith　et　al．の 方法
20）の 変法

1）

に よ り調整 した ．分娩直後の 満期人胎盤 の 絨毛組

織を細切 し4℃の buffer（0．25M 　sucrose ，
10mM

Hepes−Tris　buffer　pH 　7．4，
0．25mM 　CaClz含有）

を加 え て
，
30分間ゆ るや か に撹は ん した ．800× g

に て 10分間 遠心 後上 清 を 取 り ， 最 終 濃度 10mM

CaCl，に な る よ うに 加え IO，SOOg　IO分間遠心 した ．

遠心後上 清を さ ら Vt27，000g　20分間遠心 し た ．

　 2．酵素活性の測定

　 分離調整した微絨毛膜 小胞の 純度を検定す るた

め に ，alkaline 　 phosphatase6
）
， γ

・GTPi1 ）
，

5’

nucleotidase5
）
の 各酵 素活性を測定 した ．蛋 白量 は

Lowry 　et　aL の方法
13）

を用 い た 。

　 3．L・lysineの 小胞取 り込 み 量 の 測定

　 ・H ・レ lysineの 微絨毛膜小胞取 り込 み 量 の 測定

は ， 急速膜濾過法 を用 い て お こ な つ た
且4 ）．反応溶液

の 最終容量 は 0．15ml （0．25M 　sucrose ，0．25mM

CaCl、 ， 10mM 　Hepes−Tris　buffer　pH 　7．4， 0．1M

NaC1）， 微絨毛膜小胞 （蛋 白量 60μg）に 各種濃度

日産婦誌37巻 7号

の
3H −L−lysineを加 えた ．　L−lysineの 取 り込み 実験

は 130μ1の 反応溶液中に 20μ1の 微絨毛膜小胞 を加

え る こ と に よ つ て 反応 を開始 し，反応停止後 ， す

ばや く ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー （HAO ．45μm ）を用 い

て 急速濾過 をお こ ない ，膜 フ ィ ル タ ーを 3ml の

toluene 　scintillator 　tlこ入れ放射活性を測定 した．

取 り込み実験の control として微絨毛膜を含まな

い も の を 用 い た ．

　4。試薬

　
3H −L・lysineは New 　England　Nuclear製 の も

の を用い た ．また，他の 試薬は す べ て 特級の もの

を用 い た．

　　　　　　　　　実験結 果

　 1）小胞外浸透圧に よ る L・lysineの 取 り込 み の

影響

　小胞 へ の L・lysineの 取 り込 み が確 実 に 小胞内

へ の輸送 を あらわ し て い る の か ， もし くは単な る

小胞 との 結合で ある の かを検討す る 目的で 小胞外

の 浸透圧を0．2〜0．5に 変化 さ せ て 小胞 内 へ の L −

lysineの取 り込み に 与 える影響を測定した．図 1

に 示 した ご と く小胞外の 浸透 圧に逆比例 して ， 小

胞 へ の 取 り込み は 減少 し た。す なわ ち0．5で は 87

pmol ／mg 　 protein／10min，
0．2で は 183pmol／mg

protein／10min で あ つ た ．浸透 圧を無限大 に 増加

さ せ て 理論的に 小胞容量 が 0に な る条件下に お け

図 1　Effect　 of 　 extravesicular 　 osmolarity 　on 　 L・

　1ysine　uptake
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る L −lysineの 取 り込 み は ほ と ん ど認め な か つ た

成績か ら， 小胞膜へ の L・lysineの 結合は ほ とん ど

ない こ とを明 らか に し た ．す なわ ち ， 以上 の 成績

は 小胞 へ の L・1ysineの 取 り込 み が 小胞 内 へ の 実

際 の Llysine の 輸送で あ る こ とを意味し て い る ．

　2．L・1ysineの 小胞 内取 り込み 速度

　小胞 内 へ の L −lysineの 取 り込み の 経時的経過

を測定 し た 成績を図 2 に示 した，Na ＋

，
　 K ＋

，
　 Li＋

，

choline
＋
の 各陽 イ オ ン 濃度勾 配 （out ＝ 100mM ＞

in＝OmM ）存在下で の L−1ysineの 小胞 内へ の 取 り

込 み 量 に は 差 が な く， 1，5分 後 に 230pmol／mg

protein と peak に 達 した，また L・lysineの 取 り込

み は 30分後 に は 平衡 に 達 し265pmol ／mg 　protehl

で あつ た．以上 の 成績 よ りL ・lysineの 小胞 内へ の

取 り込 み は Na ＋

濃度勾配 に 依存 し ない こ とが 明

ら か に な つ た．

　3．L −lysine濃度 と小胞内取 り込み量

　L・lysineの 濃度 を0，05mM か ら2mM の 間 で 変

化 させ L−lysineの 小胞内 へ の 取 り込 み を測 定 し

た の が図 3で あ る。濃度 2mM で も L−lysineの 小

胞内 へ の 取 り込 み は 飽和に達 しな か つ た ．

　取 り込 み 初速 度お よ び L−lysineの 濃度の 両逆

数 を プ ロ
ッ ト した の が 図 4 で あ る．高親 和 性

（Km 、，　Vmax 、），低親和性 （Km2 ，
　Vmax2） の パ

ラ メ
ー

タ
ー

の 値 は それ ぞ れ Km
、
0．13mM

，
　 Km

，

0．91mM ，　 Vmaxl 　 590pmol／mg 　 protein／20　 sec
，

Vmax22
，010pmol／mg 　protein／20　sec で あ つ た ．

　4．各種 ア ミ ノ酸 の L −lysine取 り込み に 与 える

図 3　 Dose　dependency　on 　L−1ysine　uptake
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図 4 　Double 　 reciprocal 　 plot　 of 　 L・lysine　 uptake
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　塩基性 ア ミ ノ 酸で ある L−arginine ，
　L・ornithine ，

L−glutamine 　eZ　L−lysineの 小胞 内 へ の 取 り込 み

を著明に 阻害した ．
一

方，中性 ア ミ ノ酸で あ る L・

alanine ， ま た 酸性 ア ミ ノ 酸で ある L・glutamate ，

含硫ア ミ ノ 酸で あ る taurine な どの 他 の ア ミ ノ 酸

種 は L・1ysineの 取 り込 み に は 影響 を 与 え な か つ

た （表 1）．

　5．陰 イ オ ソ の L・lysineの 微絨 毛膜 小胞 内取 り

込み の 影響 （陰 イ オ ン 置換実験）

　細胞透 過性の 異 な る陰 イ オ ン を用 い て ，小胞内
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表 l　 Inhibition　by　amino 　acids 　of　L−1ysine　uptake

　（measured 　 over 　 initial　20　sec）into　 microvillous

　 vesicles

図 6　 Effect　 of 　 valinomycin 　 induced　 inside　 nega −

　tive　K ＋

　diffusion　potential 　 on 　 L・lysine　uptake

　 into　microvillous 　vesicles

InhibitorL

．arginine
L．ornithine
L ．lysineL
・glutamine

L・glutamate
L ・alanine
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Uptake35
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± 529

± 324

± 310U

± 8100
± 109

〔1± 5

AII　inhibitDrs　wer 巳 added 　to　give　a　final　concentr

ation 　 of 　2mM

Uptake　is　expressed 　as　a　percentage　of　control 　val

Values　are 　means 士 S．E ．M 、　for　three　determination
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陰性の 膜電位ポ テ ソ シ ャ ル を小胞膜内外に形成 し

た 時 の L −lysineの 小胞内へ の 取 り込み の 影 響 を

図 5 に 示 し た ．細 胞 透 過 性 は SCN −
＞ C1− ＞

gluconate
一
の 順序で あ り，す なわ ち SCN

一
存在下

で の 小胞内陰性の 膜電位ポテ ン シ ャ ル が最 も大 き

い ．20秒後の 取 り込 み を初速度で 比較す る と ，

SCN −
；260pmo1／mg 　protein，　Cl

闇
； 148pmol／mg

protein，
　gluconate

−
； 61pmol／mg 　Protein で あ

り， 小胞内陰性の 膜電位 ポ テ ン シ ャ ル に よ つ て L・

1ysineの 小胞 内へ の 取 り込み が著 し く促進 され る

こ とが判明 した．

　6．valinomycin に よ る L −lysine取 り込 み の 影

響

　valinomycin に よ りひ きお こ され た K ＋拡 散電

位 ポ テ ソ シ ャ ル の L −lysineの 小胞 内へ の 取 り込

み に 与え る影響を検討 し た ．

　K ＋ をあ らか じ め 小胞 内に 前負荷 して K ＋ in＝ 50

mM ＞ K ＋
out ・・6．7mM と し て K ＋ の ionophore

で あ る valinomycin を作用 させ る と K ＋

拡散電位

に よ る 小胞内部陰性 の 膜電位 ポ テ ソ シ ャ ル が形成

され る．こ の 時 の L −lysineの 小胞内 へ の 取 り込み

に与え る影響に つ い て 測定 し た の が図 6で ある．

K ＋ 拡散電位 に よ る小胞内部陰 性 の 膜電位 ポ テ ソ

シ ャ ル 存 在下 で の L−lysineの 取 り込み 初 速度 は

195pmo1 ／mg 　protein／20　sec で あ り膜電位ポ テ ン

シ ャ ル が存 在 し な い 時 の 取 り込 み 初速 度 （120

pmol ／mg 　protein／20　sec ）に 比べ 著明な増加を示

し た ． こ の 成績 は 陰イ オ ン 置換実験の 成績 と合わ

せ て L −lysine の 小 胞 内 へ の 取 り 込 み が

electrogenic な機構で な され て い る こ とを示す も

の で ある ．

　　　　　　　　　考　 　察

　母体胎児間 に お ける ア ミ ノ 酸血 中濃度は
一

般に

母体血 中よ りも胎児血 中に 高値を認め
17｝

，
ア ミ ノ

酸は 母体側 よ り胎児側へ 能動輸送 されて い る と考

え られ て い る．さ ら に ，ア ミ ノ 酸の 胎盤組織内濃

度 は胎児血 中お よ び母体血 中濃度よ り高値で ある

こ とか ら
17 ）

， 母体血 中か ら胎盤組織内へ の ア ミ ノ

酸 の 輸送 は能動輸送 で あ り，

一方，胎盤組織 内か

ら胎児血 中 へ の ア ミ ノ 酸輸送は 受動輸送 で ある と

N 工工
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考 え られ て い る．ア ミ ノ 酸の 胎盤輸送実験 に は ，

胎盤 ス ラ イ ス 法 18）
， 胎盤循環法

19）
を 用 い た 研 究が

あ るが
，

こ れ らは い ずれ もア ミ ノ 酸能動輸送 の 胎

盤 内に お ける詳細 な輸送機構を充分に 明 らか に し

て い な い 。胎盤絨毛組織よ り分離 し た 微絨毛膜小

胞 を用 い た 輸送 実験 に よ り Na ＋

依存性 の ア ミ ノ

酸輸送機構 が明 ら か に され ， 胎盤絨毛母体側膜で

あ る微絨毛膜が ア ミ ノ 酸の 能動輸送の 部位で ある

こ とが始め て 示 された
7 ）8）

，

　 我 々　｝i　L−alanine の 胎盤微絨毛膜小胞 内へ の 取

り込み 機構の 検討を お こ な つ た 結 果，L −alanine

の 微絨毛膜小胞 内へ の 膜輸送 は Na ＋
の 電気 化学

的濃 度勾配 に 依存 して お り， さ ら に そ の Na ＋

依存

性 の膜輸送 に膜電位 ポ テ ン シ ャ ル が関与し て い る

こ とを明 らか に し た
2），また ，

L・glutamate に っ い

て も同様に検討 した 結果，L−glutamate の 微絨毛

膜小胞 内 へ の 膜輸送 は
， L・alanine と同様 に Na ＋

の 電気化学的濃度勾配に依存 して お り，さ らに，

微絨 毛膜 小胞 内外に 形成 され た K ＋
の 外向きの 電

気 化 学 的 濃 度 勾 配 （K ＋ in＞ K ＋ out ）が
，
　 L ・

glutamate の 膜輸送の 駆動力 とな つ て い る こ とを

明 らか に し tc　1）3｝．

　今 回 の われわ れ の 成績に よ り， L −lysineの 胎盤

微絨 毛膜小胞内へ の 膜輸送 は Na ＋

の 電気 化学 的

濃度勾配 に 依存 しな い こ と，また そ の 膜輸送 に 膜

電位 ポ テ ン シ ャ ル が関与す る こ とも判 明 した．他

の ア ミ ノ 酸を用 い た
， 取 り込み 阻害実験 に よ つ て ，

微絨毛膜小胞 内 へ の L−lysineの 膜 輸送 は
，
　 L・ar −

ginine，　Lglutamine，
　L−ornithine な ど他の 塩基性

ア ミ ノ 酸 （dibasic　amino 　acids ）に よつ て の み 阻

害 され る こ と よ り胎盤微絨毛膜に は
， 塩基性 ア ミ

ノ 酸 に 構造特異的な輸送系が存在す る こ と が示 さ

れ た．L・lysineの 胎盤組織内濃度は母体血 中濃度

よ り高 く
17）

， 当然 L・lysineは 母体血中よ り胎盤組

織内へ 能動輸送 され て い る もの と考 えられ る．

　わ れわ れ の 成績 に よ つ て L −lysineの 胎盤i輸送

は
， Na ＋

と の 共輸送の 形 で の 二 次的能動輸送 で は

な く，膜 電 位 差 に 依 存 し た 形 ， す な わ ち

electrogenic な機構で な され て い る こ とが 示 され

た ．絨毛細胞膜内外に は細胞 内陰性 の 膜電位差が

存在 し て い る こ とが報告 さ れ て お り
21 ）

，
L −lysine

は こ の 膜電位ポ テ ソ シ ャ ル を駆動力 と して 胎盤組

織内へ 能動輸送 され て い る もの と考え られ る．

　 さ ら に ，以前 ま で に わ れわれ が報 告 し て きた

Na ＋
の 電気化学的濃度勾配に 依存 した ア ミ ノ 酸の

輸送系 と は 全 く別個 の ア ミ ノ 酸輸送系が存在する

こ とが明 ら か に された ． した が つ て ， 胎盤に お け

る ア ミ ノ酸の能動輸送 は 一
つ の 機構で は な くア ミ

ノ 酸の 立体構造 ， 化学的性質な どに よつ て決 ま る

複数の 輸送機構が存在す る こ とは 明 らか で ある．

　胎盤 に さまざまな ア ミ ノ 酸輸送系が存在する と

い う事実 は
， 胎盤の 物質輸送障害な どの 病的状態

を考 える上 で も重要 で ある，腎臓 で は cystinuria

の 原因 と し て 近位 尿細管刷子縁膜に 存 在す る L・

cystine の 輸送系の 異常が 指摘 されて い る
15）16｝．胎

盤に お い て も，IUGR 等の 原 因と して胎盤微絨毛

膜 の ア ミ ノ 酸輸送系の 異常が 関与 して い る可能性

も十分に 考え られ ， 今後 の検 討に よ つ て ， 胎盤 に

お け る ア ミ ノ 酸輸 送機構の 障害に よ る IUGR の

病態が明 らか に され る可能性 もある と考え られ

る．
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