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概要　ヒ ト胎盤 に お け る グ ル タ チ オ ン （GSH ）の 輸送機構 を ヒ ト満期胎盤 よ り分離し た微絨毛膜小胞 を

用 い て 検討 し た ．

　1） （
3H −glycine）・labeledグ ル タ チ オ ソ を 用 い て 検討 し た 結果 ，

グ ル タ チ オ ン は 胎盤微絨毛膜小胞外 の

裹面 で 微絨毛膜 に 存在す る膜酵素で あ る γ
一GTP （γ

・glutamyltranspeptidase）に よ つ て 分解 さ れ そ の 結

果生 じた 3H ・1abeled−glycine カ9　Na ＋

共輸送に よつ て 能動的 に 微絨 毛膜小胞 内 に取 り込 ま れ て い る こ と が

判 明 し た ，

　2）AT −125処理 した 微絨毛膜小胞は ほ ぼ完全 に その γ
・GTP 活性を消失 し，こ の 処 理 さ れ た 微絨毛膜

小胞を用 い て
， 分解を受け な い 形で の 真の グ ル タ チ オ ソ の 輸送機構 に つ い て 検討し た．その 結果 ，グ ル

タ チ オ ン の 微絨毛膜部位で の 輸送 は 陰 イ オ ソ 体 （ア ニ オ ソ ） の 形 で の 膜電位に 依存 し て な さ れ て い る こ

とが 示 さ れ た ．

　以上 の 成績 に よ り，微絨毛膜 に 存在す る γ
一GTP は グ ル タ チ オ ソ 代謝 に重要な役割を果た し て い る こ

とが判明 した．また，グル タ チ オ ン の 濃度は 絨毛細胞 内が母体血 流腔内 よ り高い こ と お よ び
， 絨毛細胞

外 が 電気的 に 陽性 に 荷電 し て い る こ と よ り，グ ル タ チ オ ン の 微絨毛膜部位 で の 輸 送 は 絨毛細胞 内 よ り母

体 血 流腔 内 に 向か つ た方向で ある こ と が示 され た ．

Symops且s　The 　placental　transport　mechanisln 　of 　glutathione （GSH ）was 云nvestigated 　using 　microviUous

membrane 　vesic ！es　prepared 　from　human 　term 　placenta．

　1）　Using （
3H −glycine）−labeled・GSH ，　it　was 　clarified　that　GSH 　in むhe　extravesicular 　compartment 〔｝f

placental　microvillous 　membranes 　was 　rapidly 　degraded　by γ
一GTP （γ

一g王utamyltranspeptidase ）and 　result ・
ing　amino 　acid ，　and 　

3H ・labeled−glycine 　was 　actively 　transported 　via 　a　sodium 　cotransport 　system ．

　2） AT ・125　treated　microvillous 　membrane 　vesicles 　almost 　entirely　lost　itsγ一GTP 　activlty ，　 and 　showed

intact　GSH 　transport．　 Using　AT −125　treated 　microvil ］ous 　membrane 　vesicles ，　it　was 　reveaied 　that　GSH
was 　transported　 acr （）ss 　the 　 microv 三llous　membrane 　as　an 　 union 　via 　 a　 membTane 　potential・depenClent
mechanism ．

　These 　results 　indicated　that γ
一GTP 　which 　existed 　in　microvilloug ．　membrane 　played 　a　rnie 　in　GSH

metabollsm 　and 　that 三ntracellular 　GSH 　 was 　transまocated 　out 　of　the　syncythiotrophoblast 　ceU 　into　the
maternal 　blood　space 　via 　a　specific 　carrier 　in　micrevillous 　membrane 　because　the　GSH 　concentration 　was

higher　in　intracellular　than　extracellular 　and 　extracellular 　membrane 　potent三al　was 　positively　charged ．
Key 　words ： Placenta・Transport ・Glutathione・Microvillous　membrane 　vesicles ・

γ
・glutamy 玉transpeptidaf　e

　　　　　　　　　　緒　　言

　胎盤組織に は 多量 の グ ル タ チ オ ソ （GSH ）が含

まれ て い る
2）．グ ル タ チ オ ソ の 生体内で の 役割 に

つ い て は 不 明の 点 も多い が，細胞膜 に存在す る γ
一

glutamyltranspeptidase （γ
・GTP ）に．よつ て グル

タ チ オ ン は ，構成 ア ミ ノ 酸 で ある ， L・グ ル タ ミ ソ

酸 ， L一シ ス テ イ ア
， グ リ シ ン の 3種 の ア ミ ノ 酸に

分解 さ れ ， 各 ア ミ ノ 酸 は 細胞 内に再 吸収 され る．

胎盤組織に は γ
・GTP が 存在 し，特 に 微絨毛膜に

は 多量 の γ
一GTP が存在す る こ と よ り，胎 盤 に お
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い て γ
・GTP が ア ミ ノ 酸 の 吸収 に 何 らか の 役割 を

果た し て い る可能性が示 されて い る。

　腎 ， 肝 に お け る グ ル タ チ オ ン の 生体内動態 に つ

い て は ，分離 した細胞膜小胞を用 い た検討 に よつ

て ， 陰イ オ ソ 体 として グ ル タ チ オ ソ を輸送 す る輸

送 シ ス テ ム の 存在が 示 され
1）

，
ま た 細胞膜 の 機能

維持に グ ル タ チ オ ン が 重要 な役割 を果た し て い る

こ とが 明 らか に された
3）。

　今回，我 々 は ， 胎盤 に お け る グ ル タ チ オ ン の 輸

送 動態を知 る 目的で
， 満期胎盤 よ り分離 し た 微絨

毛膜小胞を用 い て ，グ ル タ チ オ ン の 胎盤輸送機構

に つ い て 検討 を行な つ た．

　　　　　　　　　方　　法

　 1。実験材料

　胎盤 は ，正 常満期分娩直後の も の を 5個用 い て

各胎盤 よ り微絨毛膜小胞を分離した．ま た各胎盤

は 肉眼上 ， 光顕上 異常の な い も の を用 い
， 娩 出さ

れた 児は すべ て AGA （apropriate 　for　gestational

age ）で あ つ た t

　 2e 人胎盤微絨毛膜小胞 の 分離

　微絨毛膜小胞 は Smith　et　 al．8）の 方法 に 準 じ て

分離 した ．詳細 は前報
4）で 報告した、

　3．蛋 白量 お よ び 酵素活性 の 測定

　蛋白量 の 測定 は
，
Lowry 　et　 al．6）の 方法 を用 い

た ．γ
一GTP 活性 の 測定法は 文献 5 に 準じ て 行 なつ

た ．

　4．グ ル タ チ オ ソ の 微絨毛膜 小胞 へ の 取 り込み

量 の 測定

　グ ル タ チ オ ン の 微絨毛膜小胞 へ の 取 り込み量 の

測定は
， 急速濾過法 で 行 なつ た

7）．反応溶液 の 組成

eXO．2SM 　sucrose ， 0．25mM 　Ca　 C12， 10mM

Hepes／Tris　buffer　pH 　7．4と し，微絨毛膜 小胞 （蛋

白量 60μg）を 加えて 最終容量 を0．15ml と し た ．反

応溶液中 の グ ル タ チ オ ン の 濃度は 0，1mM で 実験

を行な つ た．取 り込 み実験 は 130μ 1の 反応 溶液 中

に 20μ 1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 を行 な

い ，フ a ル タ ーを 3ml の toluene　scintillator 液 に

入 れ放射活性 を測定し た 。取 り込 み 実験 の コ ソ h

P 一ル と して は微絨毛膜小胞を含 ま な い もの を用

い た。

　5．試薬

　
3H 一グ ル タ チ オ ン 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 。valinomycln は 最終溶液中 の 濃度

が 70μg／m1 と な る よ うに 添加 し て 実験 を 行な つ

た ．AT −125は Upjohn 社 よ り提供 され た も の を用

い た．

　　　　　　　　　成　 　績

　1。AT −125（acividin ）に よ る微絨毛膜小胞の γ
一

GTP の 不活性化

　5mg／m1 の 微絨毛 膜 小胞 を 0．1mM の AT −125

で 処理 し た 時 の 微絨毛膜小胞 の γ
一GTP の 不 活性

化 の 時間 経過を示 した の が図 1で ある。AT −125で
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処理す る と30分後に は γ
・GTP の 酵素活性は 完全

に 不活化 された．

　 2，AT ・125未処理 の 微絨 毛膜小胞 内へ の グ ル タ

チ オ ン の 取 り込み （図 2 ）

　 γ
・GTP 活性 を もつ 微絨 毛膜 小胞内 へ の グ ル タ

チ オ ン （グ リシ ン 基 に
3H

ラ ベ ル された もの ）の 取

り込み は ， Na ＋

濃度勾配存在下で は 0．26n　mo レmg

protein／20sec で あ il　t　 K ＋

濃度勾配存在下 の 取 り

込 み （0．12n　mol ／mg 　protein／20sec） の 2．2倍で

あつ た．
一方 ，

こ の Na ＋

濃度勾配依存性の グ ル タ

チ オ ン の 取 り込 み は 5mM の グ リ シ ン を反応溶液

中に 加 える とほ ぼ 完全 に 阻害 された ．従つ て ，
こ

の Na ＋

濃度勾配依存性の グ ル タ チ オ γ の 小胞 内

へ の 取 り込み は γ
一GTP に よつ て グ ル タ チ

・
オ ン が

分解され た 結果生 じ た
3H

ブ リ シ ン の 小 胞 内 へ の

み か け上 の 取 り込み で あ る こ とが確認 された ．

　3。AT −125で処理 した微絨毛膜小胞に よ る グ ル

タ チ オ ン の 取 り込み

　O．1mM の AT −125を 用 い て γ
一GTP を 不 活 化

した微絨毛膜小胞 内へ の グル タ チ オ ン の 取 り込み

は グ ル タ チ オ ン の 構成 ア ミ ノ 酸で は な くグ ル タ チ

オ ン そ の もの の取 り込 みを 示 し て い る。こ の AT −

125で γGTp を不 活化 した 微絨 毛膜 小胞 を用 い

て グ ル タ チ オ ン の 胎盤 輸送機構を検討 した。

　 a） グ ル タ チ オ ン の 取 り込み に 与 え る 浸透 圧 の

影響 （図 3）

　微絨毛膜小胞 へ の グ ル タ チ オ ン の 取 り込 み が 果

た して実際 の 小胞内へ の 輸送を意味す る の か ， ま
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図 3　Effect　of 　extravesicular 　osnlolarity 　on

　uptake

た は単な る小胞表面 へ の 結合で あ る の か を検討す

る 目的で
， 小胞外 の 浸透圧 を ， ra 缶nose を用い て

0．2〜  ．50smolarity の 間で 変化 させ
， そ の 場 合の

グ ル タ チ オ ン の 小胞 へ の 取 り込み量の 変化に つ い

て 検討 し た 。 こ の 点 に つ い て ， も しグ ル タ チ オ ン

の 小胞 へ の 取 り込 みが単 なる小胞・表面へ の 結合で

あれ ば小胞外の 浸透圧が変化 し て も取 り込み量 の

変化は起 こ らな い ．図 1 の 如 くグ ル タ チ オ ソ の 小

胞 へ の 取 り込み蠻 は
， 小胞外の 浸透圧 の 増加 とと

も に 直 線 的 に 減 少 しO．20smolarityの 場 合 は

0．102n　 mol ／mg 　 protein／10min とな り，
0．50s−

molarity の 場合は 0．047n　mol ／mg 　protein／10

min とな つ た ．従 つ て ，グ ル タ チ オ ソ の 小胞 へ の

取 り込み は，小胞内 へ の 実際の 輸送 を意味 して い

る こ とが 明 らか とな つ た ．

　b） グ ル タ チ オ ン の 取 り込み に 与え る Na ＋

濃度

勾配 の影響

　微絨毛膜小胞内 へ 能勳輸送 される各種物質 （ア

ミ ノ 酸 ， 無機 リ ソ ）は
， 小胞内外 の Na ’

濃度勾配

（小胞外 〉 小胞内）が関与 し て い る こ とがす で に 明

ら か に され て い る．図 4 は，微絨毛膜 小胞内外 に

Na ’ 濃度勾配お よび K ＋

濃度勾配 （反応 開始時に 小

胞外濃度 ＝ 100mM ＞ 小胞 内濃 度 ＝ OmM ）が存在

す る時 の 小胞 内へ の グ ル タ チ オ ン の 取 り込み量 の

時間経過を示 し た もの で ある．Na ＋

濃度勾配 お よ

び K ＋

濃度勾配存在下 で の グ ル タ チ オ ン の 小胞内

へ の 取 り込み 量 に 差 は認め られず，そ の 取 り込み

は 30分後に は 0．171n　mol ／mg 　protein と平衡に 達

した ．その 結果 よ りグ ル タ チ オ ン の 輸送は 満期人

　　畧…

罫
曾 鍵

，．翌

器 ：
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霍
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図 4 　Effect　 of　 Na ＋
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胎盤微絨毛膜に は 濃度勾配に 依存 し た 形 の 能動輸

送 は 存在 しない こ とが示 された 。

　 c ） グ ル タ チ オ ン の 取 り込 み に 与 え る微絨 毛膜

小胞内外 の 膜電位差 の 影響

　 グ ル タ チ オ ン は有機陰 イ オ ン 体，す なわ ち有機

ア ニ オ ン で あ り， そ の 膜輸送 に は 小胞膜内外 の 膜

電位差が関与 し て い る可 能性が高 い ． こ れ らを確

認す る 目的で ，小胞 内外に 膜電位差を形 成 した 時

の グ ル タ チ オ ン の 小胞内 へ の 取 り込 み の 変化に つ

い て 検討 した e

　 1）陰 イ オ ソ 置換 の 影響

　細胞膜透過性の 異 な る 3 種類 の 陰イ オ ソ
， す な

わ ち細 胞 透 過 性 の 大 き い 順 に
，
SCN −

＞ Cl−＞

gluconate
一
を用 い て

， 小胞内外 に 形成 され た膜電

位差が グ ル タ チ オ ソ の 小胞内 へ の 取 り込 み に与え

る影響 に つ い て 検討 し た．細胞膜透 過性の 大 き い

SCN
一
存在下で は 著明な小胞 内陰性 の 膜電位差が

形成 され る．反応開始時 に は ，各陰 イ ナ ン は 小胞
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図 6 　Effect　of　valinomycin 　induced　inside　positive

　Iぐ diffusion　membrane 　potentia！on 　uptake

外 は 100mM
， 小胞内は OmM とな る 条件下で ，取

り込み を検討 した 。その結果 ， 図 5 に 示 した如 く

に
， 取 り込み量は

， gluconate
−
＞ Cl−＞ SCN …

で あ

り，20秒後の 取 り込 み初速度で比較す る と SCN
−

；

0、013n　mo 互／mg 　protein，
　Cl

−
；  ．032n　mol ／mg

protein，　gluconater　；O．067n　mol ／mg 　protein，
の

順 で あつ た 。

　 2）K ＋

拡散電位の 影響

　K ＋
の valinomycin で あ る ionophere を作用 さ

せ る と ， 微絨毛膜 ぽ K ＋

を 選択的 に 透過 させ る よ

うに 変化す る．valinomycin で 微絨毛膜小胞 を処

理 した後に ， 小胞内外に ， 小胞外は 50mM ， 小胞 内

は OmM と な る よ うな K ＋

濃度勾配存在 下 で 取 り

込み を開始 した d そ の 結果 ， K
ー
トは 速や か に小胞 内

へ 取 り込 まれ るた め に小胞内外に は 一過 性に小胞

内が 陽性 とな る よ うな膜電位差が形成 される 。図
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図 8　Double 　reciprocal 　piot　of　inltial　uptake
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6 に 示 した 如 く ，
valinomycin を作羂 さ せ た 時 に

は p 作用 さ せ なか つ た 時に 比 べ
，

グ ル タ チ オ ン の

小胞 内へ の 取 り込み 初速度 は 約 2．2倍 と著明に 増

加 し た 。 こ れ を 20秒後 の取 り込 み初速度で 比較す

る と valinomycin 存在 下で O．069n　mol ／mg 　pro−

teinと な り，　 valinomycin 非 存 在 下 で は 0．031n

mol ！mg 　protein で あつ た 。

　d） グ ル タ チ オ ン の 取 り込 み 初 速度 に 与 え る グ

ル タ チ オ ン の 濃度 の 影響

　微絨毛膜小胞内へ の グ ル タ チ オ ソ の 取 り込み に

輸送担体 （キ ャ リ ア
ー） が関与 して い る か ど うか

を検討す る 目的で ，グ ル タ チ オ γ の 濃度を変化さ

せ た時の 小胞内へ の グ ル タ チ オ ソ の 取 り込 み初速

度の 変化を検討 した ．各濃度下で の グ ル タ チ オ ン

の 取 り込み 初速度 は ，総取 り込み 量 か ら単純拡散

に よ る取 り込み 量 （高濃度 （20mM ）の グ ル タ チ オ

ン 存在下 で の取 り込 み よ り測 定）を差 し引い て 求

め た ．図 7 に 示 し た 如 く1nユM で グ ル タ チ オ ン の

取 り込み初速度 は飽和 に 達 し，取 り込み 初 速 度お

よ び濃度 の 両逆数 プ ロ
ッ ト よ り求め た 小胞 内へ の

取 り込 み 初 速 度 の kinetiCSの パ ラ メ ー
タ ーは

Km は O ．31mM ，　 Vmax は 0．15n 　mol ／mg

protein ／20secで あつ た 。

　　　　　　 　　 考　 　案

　今回 の 我 々 の 成績 か ら ， 胎盤 の 母体血流 に 面 し

た 細胞膜で あ る微絨毛膜 に陰イ オ ン （anion ）と し

て グ ル タ チ オ ン を膜輸送す る輸送 系が存在す る こ

とが明 らか に され た ．胎盤微絨毛 膜に は γ
一GTP

が 存在す る．従 つ て
， γ

・GTP の 活性が 残つ た 微絨

毛膜小胞で は グ ル タ チ オ ソ は 構成 ア ミ ノ 酸で ある

L −glutamate ，　Lcysteine，　glycine の 三 つ の ア ミ ノ

酸 に 分解 され 各 ア ミ ノ酸が微絨毛膜小胞内 に 輸送

され る．実際 に 今回 の 成績で も ， グ ル タ チ オ ン の

構成 ア ミ ノ 酸で あ る glycineの 形 で の 微絨毛膜小

胞 内へ の 取 り込み が γ
一GTP の 活性 が残 つ た 微絨

毛膜小胞 で は 認 め られた 。一方，γ
一GTP の 開害剤

で AT −125（acividin ）で 処理 された微絨毛膜小胞

で は γ
一GTP の 活性は ほ ぼ100％消失 し て お り， 純

粋に グ ル タ チ オ ン の み の 膜輸送が検討で きる ．γ
一

GTP の 活性 の な くな つ た 微絨 毛膜小胞で の グ ル

タ チ オ ソ で は 小胞内に 陽性の 膜電位差が存在す る

時 に そ の 取 り込み が促進 され る こ とよ り， 陰 イ オ

ン （anion ）と し て グ ル タ チ オ ソ が膜輸送 され て い

る こ と が示 され た 。グ ル タ チ オ ン の 胎盤組織内濃

度 は きわ め て 高 く
2｝

， 母 体血 中濃度 よ り高値 で あ

る，また，絨毛細胞内外に は
， 細胞内が陰性 とな
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る よ うな膜電位差が形成 され て い る こ と よ りグ ル

タ チ オ ン は胎盤絨毛細胞 内か ら母 体血 中に 輸送 さ

れ て い る こ と に な る。

　生体内で の グ ル タ チ オ ン の 意義に つ い て は 不 明

の 点が多 い ．
一

般 に生体内で の 細胞膜に お ける物

質輸送 に は ， 細胞膜 の SH 基が 重要 な役割 を果 た

し て い る こ と は よ く知 られ た事実で ある．よ つ て

グ ル タ チ オ ソ の 分子内に 含ま れる SH 基が，細胞

膜 に 存在する SH 基 の 保 護作 用を果 た し て い る

こ とは想像に難 くな い ．実際 に ラ ッ トを用 い た 動

物実験に よ つ て グ ル タ チ オ ソ が ， 水銀 イ オ ソ に よ

る 腎近位尿細管刷 子縁膜 に お け る グ ル コ ース の 能

動輸送 の 障害を軽減 させ る こ とが明 ら か に され て

い る
3 ）
．こ の こ とは

， 細胞膜の SH 基を水銀イ オ ン

が 障害す る の を グ ル タ チ オ ン が作用 し て 防 い だ も

の と解釈され る． し た が つ て 胎盤絨毛細胞内に 高

濃度に 存在す る グ ル タ チ オ ソ は
， 微絨毛 膜に 存在

す る輸送系 （キ ャ P ア
ー） を介 し て 微絨毛膜 の 母

体血流面に放 出され微絨毛膜の 物質輸送 シ ス テ ム

の 保護作用を果た し て い る もの と考 え られ る．
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