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概要　グ ル タ チ t ン が 胎盤 で の ア ミ ノ 酸輸送 に 果た し て い る 役割 を解明する為に ，正期 ヒ ト胎盤 よ り分
離 した 微絨毛膜小胞を用 い て検討を行つ た．

　1．L−1yslneの 微絨毛膜 小胞 内へ の 取 り込み は，グ ル タ チ オ ン に よ つ て 影響を 受けなか つ た ．

　2．L一王ysine の 微絨毛膜 小胞 内 へ の 輸送は，無機水銀 （Hg2 ＋
） に よ つ て 阻害 さ れ，0．1mM 　Hg2 ＋

で は

34％，ユmM 　Hgz ＋
で は 50％ ， そ の取 り込み は 阻害された．

　3．無機水 銀 に よ つ て 阻害 され た L・lysineの 微絨毛膜小胞 内 へ の 取 り込 み は，グ ル タ チ オ ン 添加 に よ

つ て ，ほ ぼ も との 取 り込 み に 回復 し た，

　以上 の 成績 よ り，グ ル タ チ オ ン は，微絨毛膜 レ ベ ル で の 無機水銀に よ る ア ミ ノ 酸輸送障害 を防御する

作用 の あ る こ とが 示 さ れ た ．

Synopsis　To 　elucidate 　the 　role 　of　glutathione（GSH ）on 　placental　amino 　acid 　transport，　we 　investigated
Llysine　transport 　using 　microvillous 　membrane 　vesicles 　prepared　from 　full　term 　human 　placenta ．

　L　The 　transport　of 　L・lysine　illto　microvillous 　membrane 　vesicles 　was 　not 　affected 　by　glutathione．

　2，The 　transport　of 　L−lysine　lnto　microvillous 　membrane 　vesicles 　was 　inhibited　by　inorganic　mercury

（Hg2＋〉，　and 　O．lmM 　Hgz ＋ inhibited　34％   f　this　transport　and 工mM 　Hg2イ
ーinhibited　5 ％ ．

　3．The 　transport 　of 　L−lysine　inhibited　by　Hg2 ＋
was 　almost 　completely 　restored 　when 　glutathione　was

added 　simultaneously ．

　These 　results 　indicated　that　glutathione　defended　the　inhibitory　acti 〔〕n　o 〔inorganic　mercury 　oll　L−lysine
t「ansPort 　 across 　 microvillous 　 rnembrarle ．
Key　words ： Placental　transport　“Inorganic　mercury ・Micrevillous　membrane 　vesicles ・Amino 　acids 。
　 　 　 　 　 　 Glutathione

　　　　　　　　　 緒　　言

　胎盤に は きわ め て 高濃度 に グ ル タ チ オ ソ が存 在

し て い る
6 ｝．グ ル タ チ オ ン は SH 基を そ の 分子内

に 含む物質で ある ．SH 基 は
， 生体 内で は ，酵素活

性 の 維持 な ど に 欠か せ な い もの で あ り，グ ル タ チ

オ ン は
，

こ の SH 基を ， 生 体内で の 数 々 の 障害 か

ら保 護す る役割 を果た し て い る もの と考 え られ て

い る D．し か し
，

グ ル タ チ オ ン が，胎盤 の 機能維持

に い か な る意義を有 し て い る か に つ い て は未だ不

明 で あ る．

　我 々 は
， 既に ， ヒ ト胎盤よ り分離 した微絨毛膜

小胞を用 い て
，

グ ル タ チ オ ン の 胎盤輸送動態 に つ

い て 検討 し て ぎた
4》．微絨毛膜小胞 を用 い た 方法

は ，代謝 の 影響を 除外す る こ とが で き， 純粋 に 輸

送動態 の み の 把握 が可 能で ある こ と よ り， ア ミ ノ

酸を は じめ とす る各種物質 の 胎盤輸送 機序の解明

に優れ た 方法 で あ る
1ト 3〕e 今回 は ，本法を用 い て

，

グ ル タ チ オ ン が胎盤で の ア ミ ノ酸輸送動態に 果た
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す意義に つ い て 検討 した。

　　　　　　 　　 方

　1。実験材料

法

グ ル タ チ オ ン が胎 盤 ア ミ ノ 酸輸送 に 対 して 果た す役割

　 ヒ ト胎盤は
， 正 常正期分娩直後の もの を 5個 を

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 AFD （apropriate −for−

dates） で あつ た e

　 2．胎盤 よ りの 微絨毛膜小胞 の 分離

　 微絨毛膜小胞は Smith　 et　 al．iO の 方法に 準 じて

分離 した
1）．分娩 直後 の 胎盤 よ り絨毛組織 の み を

分 離 し て か ら 細 切 し ， 4 ℃ の buffer（10mM
Hepes−Tris　buffer　pH 　7、4，0．25M 　sucrose

，
0．25

mM 　CaC1、）を加 え て ，30分間ゆ るや か に撹拌 し

た．次に ，800g に て 10分間遠心 し た 後 ， 七清を取

り， 最終濃度 が10mM 　CaCl
、 とな る よ うに した後 ，

10，SOOgに て 10分間遠心 し た 。遠心 後，上 清 を取

り，20
，
000g に て 20分間遠心 し沈澱 分画 を採取 し

微絨毛膜小胞 と し て 用 い た 。

　 3。
．
酵素活性 の 測 定

　 分離 し た 微絨毛 膜小胞 の 純度 を確 認す る 目的

で ， ALP9 ），γ
一GTPI°）

， 5’−nucleotidase8 ）
の 各酵素

活 性 を 測 定 し た 。試料 中 の 蛋 白量 の 測 定 は
，

Lowry 　et　al．の 方法を用 い た
12），

　 4．微絨毛膜小胞 へ の ア ミ ノ 酸 の 取 り込 み量 の

測定

　
3H −L −lysineの 微絨毛膜 小胞 へ の 取 り込み 量 の

測定は 急速膜濾過 法で 行つ た
13）．反応溶液 の 組成

は
， 10mM 　 Hepes−Tris　 buffer　 pH 　 7．40 ．1M

Na 　Cl，　 O．25mM 　CaCl2，0　．　lmM 　L −lysineと し
，

他の 成分の 詳細 は 各実験結果 の 中 で 示 した ．取 り

込み 実験 は 130μ 1の 反応溶液 に 20μ 1の 微絨毛膜小

胞 （蛋 白量 60μg）を加 える こ とに よ つ て ，反応を

開始 し
， 反応停．［と後，すばや く ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー

（HAO ．45μ m ）を用 い て 急速膜濾 過 を行 い
， 膜

フ ィ ル タ
ー

を3ml の toiuene 　 scintillator液 に 入

れ，放 射活性を測定 し た 。

　5。試薬

　
3H

↓ 1ysineは New 　England　 Nuclear 社 製 を

用 い
， 他 の 試薬は 特級 の もの を用 い た ．

H 産 婦 誌 39巻 12号

　　　 　　　　　　成 　 　績

　 1．微絨毛膜 小胞 内へ の Llysineの 取 り込 み の

時閲経過

　 ヒ ト胎 盤 よ り得 られ た 微絨毛 膜小胞 内 へ の L−

Iysineの 取 り込み 量 の 時間経過 を追 つ て み た もの

が 図 1 で ある．L−lysineの 小胞内 へ の 取 り込み 量

は
， 時間経過 と と もに 増加 し，ま た

， そ の 取 り込

み は 30分後に 飽和に 達 し た b

　
一

方，小胞内外の 内向 ぎの Na ＋
の 濃度勾配 （反

応開始時に 小胞外 ＝ O．1M ＞ 小胞内 ＝＝ OM ）存在下

の 小胞 へ の L −lysineの 取 り込 み と，K ＋

の 濃度勾配

（反応開始時に小胞外 ＝ O．IM ＞ 小胞 内 ＝ OM ）存在

下 の 小胞 へ の 取 り込み に は 差異を認め な か つ た．

從 つ て ，Na ＋

と の 共輸送に よ る L −lysineの 能動輸

送機購 は
，

ヒ ト胎盤 に は 存在 し な い こ と が示 され

た ，

　2。微絨毛膜小胞 内 へ の Llyslneの 取 り込 み に

与え る グル タ チ オ ン の 影響

　微絨 毛膜 小胞 内へ の L −lysineの 取 り込 み に 与

え る グ ル タ チ オ ソ の 影響を み た の が ，図 2 で ある．

2mM の グ ル タ チ オ ソ を微絨毛膜 小胞 に 添加 して

37℃
，
10分間放置後，小胞内 へ の L −lysineの 取 り

込 みを検討 した結果，グ ル タ チ オ ン 添加群 とグ ル

タ チ オ ソ 非添加群の 間で 差異を認め な か つ た ．20

秒後 の 取 り込 み 初速度 で 比較す る と ， グ ル タ チ オ

ン 添加群で は 0．121n　mo1 ／mg 　proteinで あ り
，
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図 1　 Effect　of 　Na ＋

or　K ＋ electrochemical 　gradient

　on 　L−｝ysil〕e　uptake
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図 2　Effect　of 　glutathione （GSH ） on 　 L−lysine
uptake
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図 3 　Effect　of 　inorganic　mercury （Hg　C12）on

　L・lysine　uptake

方，グ ル タ チ オ ン 非添加群で は 0．119n　mo1 ／mg

protein で あ つ た ．

　3。微絨毛 膜小胞内 へ の L −lysineの 取 り込 み に

与 える無機水 銀 の 影響

　微 絨毛膜小胞 に 0．1mM お よ び 1mM の 無 機 水

銀 （Hg 　C12）を添加 して 37℃ ， 10分間放置 し た後 ，

L−lysineの 小胞内へ の 取 り込 み を コ ン ト ロ ール

（無機水銀非添加 群 ） と比較検討 し た （図 3）．ま

た ，lmM の 無 機水銀 と 同時 に 21nM の グ ル タ チ オ

ン （GSH ）を添加 して 同様 の 検討を行 つ た （図 4 ）．

そ の 結果 ， 図 3 の ご と く の 無機水銀 （O．lmM ，1
mM ） の 添加 で ，

　 L −lysineの 小胞内へ の 取 り込み

は
，

コ ン ト 卩
一

ル に 比 し薯明 に 阻害 され 20秒後 の

尸

　　　　0　　　 1　　　 2　　　 3　　　30
　　　　　 　　　　　　 　　　　　　 〔min ｝
　 　 　 　 　 　 　 　 　 time

図 4　Effect　of　inorganic　mercury （IHg　Cl，） and

glutathione （GSH ） on 　L−lysine　uptake

取 り込み 初速度で 比較す る と コ ン ト P 一ル の 66％

（0．ImM ），50％ （1mM ）に ま で 低下 した ．
一・・

方，

1mM の 無機水 銀 と同時 に 2mM の グ ル タ チ オ ン

を添加 した 時 に は
， そ の 取 り込 み は ほ ぼ コ ン ト

P 一
ル の 取 り込 み に 回復し，20秒後 の 取 り込 み 初

速度で 比較する と コ ン ト ロ
ー

ル の 94％に まで戻つ

た b

　　　　　　　　　考　　案

　 グ ル タ チ オ ン は 肝機能障害な どの 治療薬 と して

臨床 に お い て
一般的に よ く用 い られ て い るぽ た

，

産科領域で は ，妊娠悪阻 の 時な ど に 用 い られて お

り， そ の 薬理学的効果が 示 され て い る．

　 グ ル タ チ オ ン は 肝臓，腎臓お よび小腸 など の 組

織に 高濃度に 存在 して い る ．グ ル タ チ オ ン の 生体

内で の 輸送勤態お よ びそ の 果たす役割 に つ い て は

不 明 の 点 も多い ． し か し
， 腎臓 に お い て は 尿 細管

刷 子縁膜 に
， また

， 肝臓 に お い て は静脈洞細胞膜

に
，

グ ル タ チ オ ン を輸送す る 輸送系が存在す る こ

とが明 らか に され て い る
5 ），ま た，腎臓 に お い て

は ，グ ル タ チ オ ン は ，水銀 などに よ つ て 惹 き起 こ

され る ア ミ ノ 酸お よ び糖 な どの 再吸収障害を防 ぐ

こ とが 明 らか に され て い る
7 ）．

　胎盤 に も，ぎわ め て 高濃度 の グ ル タ チ オ ソ が存

在 し て お り ， 胎 盤 の 機能維持に重要 な役割を 果た

して い る こ とが充分に 推察 され る．我 々 は ，既 に
，

ヒ ト胎盤 よ り分離 した 微絨毛膜小胞を用 い て グ ル
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タ チ オ ン の 輸送機構 に つ い て 検討 した．微絨毛 は

胎盤絨毛細胞 の 母 体血流 に 面 し た側 に 多数突 出し

た 形で 存在 し て お り， 小腸絨毛，腎近位尿細管 に

存在す る微絨毛 （刷予 縁） と同様 に ア ミ ノ 酸を は

じめ とす る各種物質の 能動輸送 が こ の 部で 行わ れ

て い る もの と考え られて い る．
一

方 ，
ヒ ト胎盤微

絨毛膜 には グ ル タ チ オ ソ を陰イ オ ソ 体 （anion ）と

し て 膜輸送す る シ ス テ ム が存在 し，ま た
， 経 胎盤

的 な グ ル タ チ オ ソ の 輸送 は 胎盤側か ら母体 血流側

に 向か つ て で ある こ とが微絨毛膜小胞 を罵 い た検

討で 示 さ れ た d）
e さ らに，今回 の 成績に よ つ て

， グ

ル タ チ オ ン が
， 微絨毛膜 レ ベ ル で の 水銀 に よ る ア

ミ ノ 酸輸送障害を 防 ぐ作用 が あ る こ とが 示 さ れ

た 。こ の 水銀 に よ る膜 レ ベ ル で の 輸送障害は ，輸

送担体 （carrier ）内の SH 基の 障害に よ る もの と

され て お り，グ ル タ チ オ ン は こ の SH 基の 保護作

用 に よ つ て ， 水銀 に よる輸送障害を防 ぐもの と考

え られる 。

　胎盤微絨毛膜 に
，

グ ル タ チ オ ン の 輸送 シ ス テ ム

が存在す る意義は 不 明で ある。 しか し
， 今回 の 成

績は ，胎盤微絨毛膜 レ ベ ル で の ア ミ ノ 酸輸送に，
グ ル タ チ オ ン が密接に 関与 し て い る こ とを示 して

お り， 今後，胎盤機能に 果た すグ ル タ チ オ ン の 役

割を検討す る こ とは 興味深 い 課題 と言 える。
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