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概要　胎盤に お け る L −1actateの 輸送機構を 解明す る 目的 で，正 期産 ヒ ト胎盤 よ り分離 し た微絨毛膜小

胞 を用 い て ，急速膜濾過法に よつ て L・lactateの 取 り込み を検討 し た，

　1．微絨毛膜小胞 へ の L −lactateの 取 り込 み は，小胞内外 の Na ＋

の 濃度勾配 （小胞外〉小胞内）に 依存

性 を示 さ な か つ た ．

　2．微絨毛膜小胞 へ の L −lactateの 取 り込み は，小胞内外の H ＋

の 濃度勾配（小胞外〉小胞内）存在下 で

は 著明 な overshoot 現象を示 し た ． こ の H ＋

依存性 の overshoot を 示 す取 り込 み は H ＋

の ionophore

（FCCP ） を作用 させ る と消失し た。

　3，H ＋依存性 の 微絨毛膜小胞 へ の L −1actateの 取 り込 み 初速度は ，
　 L−1actateの 濃度 に よ つ て 決 ま る飽

和 kineticsに 従 つ て お り，取 り込 み 初 速度お よ び L −lactateの 濃度 の 両 逆数 プ 卩
ッ ト よ り求め た L−

lactateの 輸me　kineticsと し て ，　 Km 値は 4，35mM ，ま た ，　 Vmax 値 は 2．78n　mol ／mg 　protein／20secが

得 られ た ．

　以上 の 成績 よ り，満期 ヒ ト胎 盤 微絨毛膜 に は H ＋ との 共輸送 の 形 で L −lactateを 輸送 す る 輸送 系が存在

す る こ とが 示 され た．

Synopsis　To 　eluc 三date　 the　 human 　placental　 L−1actate・transport　mechanism ，　 we 　 investigated　 L−1actate
uptake 　by　microvillous 　menlbrane 　 vesicles （MM 、厂＞prepared　from 　fu玉1　temled 　human 　placenta 　using 　the

rapid 　filtration　technique．

　 1．The　transport　 of 　L・lactate三nto 　the　MMV 　was 　not 　dependent　on 　the　Na ＋

electrochemica 董gradient

（extravesicular ＞ intraves玉cular ）．

　2，The 　transport　 of 　L −1actate　 into　 the　 MMV 　 was 　dependent 　 on 　 the　 H ＋

gradient （extravesicular ＞

intravesicular）and 　this　H † dependentし 1actate　uptake 　showed 　 a　tendency　to　overshoot ．　 This　overshoot

disappeared　w ｛th　the　 addition 　 of 　H ＋ ionophore （FCCP ）．

　3．The 　initial　rate 　of　this　H ＋ dependentレ lactate　transport　into　the　MMV 　exhibited 　saturation 　kinetics
with 　respect 　to　the 　L・lactate　 concentration ： An　apparent 　Km 　 of 　4．35mM 　and 　Vmax 　 of 　2．78n　mol ／mg

protein／20sec　were 　calculated ．

　These 　 results 　indicated　that 　there 　 existed 　 a　H ＋
and 　L ・lactate　contransport 　 system 　in　human 　placental

MMV ，
Key　words ： L・lactate・Placenta・Transport・Microvil！ous 　membrane 　vesicles 。H ＋ ・cotransport

　　　　　　　　　 緒　　言

　胎盤は 胎児 へ 栄養を供給する臓器 と して 重要 な

役割 を果た し て い る．胎内で 発育す る胎児に とつ

て は
， 胎盤は ，小腸 ・腎臓 ・肝臓な どの 役割を担

つ て お り， 胎 児 の 代謝 を理解す る に は
， 胎盤 の 機

能を把握す る 必要が ある ．胎盤 の 機能 の 中 で も，

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

138 人 胎 盤 に お け る L−lactateの 輸送機構 の 解明 日産婦 誌 41巻 2号

そ の 物質通過 は最 も重要で あ る．

　L・1actate（乳酸）の 胎児血 中の 濃度 は，母 体血

中濃 度に 比 し高値 で あ る．胎児に とつ て L −1actate

は 重要な栄養素 で あ り， 胎児期 に お い て は ，胎児

の 脳 内お よび 心臓 内 に 直接 取 り込 まれ て エ ネ ル

ギ
ー源 と して用 い られて い る

8）12｝．また ， L−lactate

は 胎児 の 肺 の 成熟に も関与 して い る も の と考え ら

れ て い る
s）．

　わ れわ れ は
， 今 まで に ， ヒ ト胎盤 よ り分離 した

微絨毛膜小胞を用い て ， ア ミ ノ酸 ， 無機 リソ
， 抗

生物 質 等 の 胎 盤 輸 送機構 に つ い て 検 討 し て き

た
1＞2）．今回 は ，本法 を用 い て ，L・lactateの 胎盤輸

送機構に つ い て 検討 した，

　　　　　　　　　方 　　法

　 1．実験材料

　 ヒ ト胎盤は
， 正常正期産分娩直後の もの 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 AGA （apropriate 　for　ges−

tatiOnal　age ）で あつ た．

　2．胎盤 よ りの 微絨毛膜小胞 の 分離

　微絨毛膜小胞 は Smith　et　 aLl °）
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， 0．3M 　mannitol ）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 ， 上清を取 り， 最終濃度が

10mM 　MgCl2 と な る よ うに した後 ，
10，500g に て

IO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
，
ALP ，γ

・GTP ， 5’−nucleotidase の 各酵素活性

を測定 した
’）．試料 中の 蛋 白量 の 測定は ，Lowry 　et

a1 ．の 方法を用 い た
6）
．

　 4．微絨毛 膜小胞 へ の L−lactateの 取 り込 み 量

の 測定

　 Llactate の 微絨毛膜 小胞 へ の 取 り込み 量 の 灘

定 は 急速膜濾過法 で 行つ た
7 ）．反応溶液 の組成は ，

100mM 　mannitol ，100mM 　NaC1 ま た は 100mM

KCl，1mM 　L−1actateとし ， 反応溶液 の pH は
，

10mM の Hepes ・Trisま た は Mes −Trisを 用 い

て ，7．4〜5．5に調整 した ．そ の 他 の 組成 の 詳細 は

成績 の 中 で 示 し た ．取 り込 み実験 は 130μ1の 反応

溶液 に 20μ1の 微絨毛膜小胞 （蛋 白量 200μ g）を加

え る こ とに よつ て
， 反応 を開始 し

，
4 ℃ 冷却 に て

反応停 止後，すばや く ミ リポ ア フ ィ ル タ ー （HA

O．45μm ）を用 い て 急速膜濾過を 行つ た．そ の 後，

膜 フ ィ ル タ
ー

を ， 3ml の toluene　scintillator 液 ヶこ

入 れ ， 放射活性を測定 した．

　 5．試薬

　
14C ・L・lactateは New 　England　Nuclear社製を

用 い ，FCCP （carbonyl 　 cyanide 　 p −trifluo −

romethoxyphenylhydrazone ）OUt　Sigma社 の もの

を用 い た ．他 の 試薬 は 特級の もの を用い た ．

　　　　　　　　　成　　績

　 1．微絨毛 膜 小胞 へ の L −lactateの 取 り込 み に

与え る Na 膿 度勾配 の 影響

　反応溶液 の pH を 7．4とし ，
ヒ ト胎盤 よ り得られ

た微絨毛膜小胞へ の
，
L −lactate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．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 ＝ eM ）存 在下 の 小胞 へ の L・

lactateの 取 り込み と，K ＋

の 濃度勾配 （反応開始時

に 小胞外 ＝0．1M ＞ 小胞内＝OM ）存在下 の 小胞 へ
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図 4 　Effect　of　H ＋

gradient　on 　L−lactate　uptake
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図 3　 Effect　of 　H ＋

gradient　on 　L・iactate　uptake

の 取 り込み に は差異を認 め なか つ た．したが つ て
，

Na ＋

との 共輸送 に よ る L −1actateの 能動 輸送 機構

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 L・lactateの 取 り込み

に与 え る H ＋

濃度勾配の 影響

　微絨毛膜 小胞内 へ の L −lactateの 取 り込み に 与

える H ＋

濃度勾配 の 影 響 をみ た もの が 図 2 で あ

る．小胞 内外 の 内向 きの H ＋
の 濃度勾配（反応開始

時 に 小胞外 pH ＝5．5＜ 小胞 内 pH ＝7．4ま た は 小

胞外 pH ＝ 6．0＜ 小胞内 pH ＝7．4）存在下 で は ， 小

胞 内 へ の L −lactateの 取 り込み は
， 20秒後 （pH

5．5）また は 1分後 （pH 　6．0）に
，
0．81n　mol ／mg

protein（pH ＝ 5．5），
　 O．48n　mo1 ／mg 　protein（pH ＝

6．0）の peak を もつ overshoot を示 す取 り込み で

あつ た．
一
方 ， 図 3 ・図 4 の ご と く，

H ＋ 濃度勾配

非存在下 （反応開始時 に 小胞外 pH ＝ 小胞内 pH ＝

7．4また は 5，5）で は ，L −lactateの 小胞 内へ の 取 り

込み は ， overshoot は 認め な か つ た ．ま た ，　 H ＋

濃

度勾配存在下 で の 取 り込み 初速度は
， H ＋ 濃度勾配

非存在下 の 取 り込み 初速度の 約 6倍 で あ つ た ．

　 3．微絨毛膜小胞 へ の L−lactateの 取 り込 み に

与 え る H ＋ ionophore （FCCP ）の 影響

　 小胞内外 の 内 向きの H ＋
の 濃度勾配 （反 応開始

時に 小胞外 pH ＝5．5＜小胞 内 pH ＝ 7．4）存在下で

overshoot を 示 した L −lactateの 小胞 内へ の 取 り

込 み は
，
FCCP （10μM ）の 存在下 で は 認め られな

か つ た ．また ， そ の 取 り込み は 著明に減少 した （図

5）．

　 4．微絨毛膜小胞へ の L−lactateの 取 り込み 初

速度に 与え る L−lactate濃度の 影響

　 反応溶液 中 の L −lactateの 濃度を ， 1．OmM か ら

8．OmM の 濃 度 の 間 で 変化 させ
，
　 H ＋

依存 性 の レ

1actateの 小胞内 へ の 取 り込み 初速度 （20秒後の 取

り込み 量）の 変化を検討 した ．各濃度下で の H ＋

依
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図 6

存性 の L −］actate の取 り込み 初速度 は，　 H ＋

濃度勾

配存在下 （小胞内 pH ＝ 7．4＞小胞外 pH ＝ 5．5）の

取 り込 み 量 か ら H ＋

濃度勾 配 非存 在 下 （小胞 内

pH ＝ 小胞外 pH 　＝・　7．4）で の 取 り込 み量 を差 し引

い て 求 め た ．H ＋

依存性 の 微 絨 毛膜 小 胞 へ の L −

1actateの 取 り込み初 速度は ，　 L −lactateの 濃度に

依存 し た 飽和 kineticsに 従 つ て 決 ま る こ とが確

認 され ， 図 6 の ご と く，そ の取 り込 み初速度は
，

4．OmM で 1．39n　mol ／mg 　prote重n／20secと飽和 に

達 した．また
， 図 7 の ご と く，L −lactateの濃度 な

らび に 取 り込 み 初速度の 両逆数 プ ロ
ッ トの 結果，

微絨毛膜 小胞 へ の L−lactateの 取 り込 み の 飽和

kinetlcsパ ラ メ
ーfi　一と し て ，　 Km 値 とし て は，

4．35mM ， ま た
，

一
方 ，

　 Vmax 値 と し て は
，

2．78

nmol ／mg 　protein／2esecカミ，得 られ た．

　　　　　　　　　考　　案

　わ れ われ は ，
こ れ ま で に ，

ヒ ト胎盤 よ り分離し

た微絨毛膜小胞を用 い て
，

ア ミ ノ酸な どの 胎盤輸

送機構 に つ い て 検討 し て きた
1）2）。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 （刷子縁） 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 ， ヒ ト胎盤 よ り分離 し た 微

絨毛膜小胞 を用 い た 検討に よ つ て ，
Na ＋

と の 共輸

送 の 形 で ア ミ ノ酸が能動輸送 されて い る こ とが 明

らか となつ た
1）2）．微絨毛膜小胞 を用 い た 検討は小

胞内外 の イ オ ソ 環境を 自由 に変え る こ とがで き，

また ， 代謝 の 影響を除外する こ とが で きる など の

理 由に よ り各種物質の 胎盤輸送機構 の解明 に非常

に 優れた 方法で あ る
5｝．

　今回 は
， 本法を 用 い て L・1actateの 胎盤輸送機

構 に つ い て 検討 を加えた ．その結果 ， H ＋

濃度勾配

存在下 で は L −1actateの 小胞 内 の 取 り込 み は 著明

な overshoot を示 し た ．こ の よ うな overshoot 現

象が認め られ る の は 以下 の ご と く説 明され る．す

なわち ， 時間経過 と共 に 小胞内外の H ＋
の 濃度勾

配は 減少 し て ゆ くが ， L−lactateの 小胞内外 の 濃度

勾配 が消失 し た 時点 （約 5 秒後 ：平衡 時 〔30分後〕

の取 り込 み 量 と同
一

に な る時点）で もまだ ，
H ＋

の

濃度勾配 （小胞外 〉 小胞 内）が小胞 内外 に存在 し

て い るた め に
，

H ＋
の 小胞内 へ の 流 入 に 伴 つ て L一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1989年 2月 南 淵 他 141

Na

syncythium

Na ＋−K ＋−ATPase

　 　 　 十

Na ＋　 H 」
−iactate

　　 maternal 　 blood

D−91ucose
　 十

H −exchan σ eピ

brロ5h

（micr

facilitat巳d
diffusb 囗

十

Na ＋HL −1actateD −91ucose

1Na
＋ K や

TPase ba

Naや K 学

L −1actateD −9bcosefetal

brush　border

（mlcr 。vi 田）

basal

fetal　 blood

図 8　Placental　L−lactate　transport　mechanism

1actateが 自ら の 濃度勾配 に 逆 ら つ て H ＋
と共 に

共輸送 され る た め ， overshoot 現象が生ずる ．した

が つ て
，

正 期産 ヒ ト胎盤微絨毛膜に は，L−lactate

を H ＋
と の 共輸送 の 形 で 輸送す る シ ス テ ム が 存在

す る こ とが示 された ．

　こ の よ うな H ＋
と L −lactateの 共 輸送 は 肝 臓 お

よ び心臓 内へ の Llactateの 取 り込み に も認 め ら

れ て い る
3）11）．また，こ の H ＋

との 共輸送 に は 微絨

毛膜 に 存 在す る Na ＋−H ＋一交換 ポ ン プ が関与 し て

お り，
Na ＋−K ＋ ・ATPase に よ つ て 形 成 され た細胞

内外の Na ＋
の 濃度勾配 （細胞外〉細胞内）に 依存

した 形で ，まず ， H ＋ が Na ＋
と交換 の 形で 細胞外 に

くみ 出 さ れ ，
こ の くみ 出 さ れ た H ＋

と 共 に L・

lactateは 共輸送 される．

　今回 ， 胎盤微絨毛膜小胞 を用 い る こ とに よ つ て ，

胎盤 に お ける H ＋ と L −lactateの 共輸送 系 の 存在

を 具体的 に 示唆す る こ とがで ぎた．H ＋

と の 共輸送

は ，小腸・腎近位尿細管刷子縁膜で の peptide， ア

ミ ノ 酸輸送に も認め られて い る
4）．

一
方 ， 小腸・腎

近位 尿細管 の 刷子縁膜で の
，

L −lactateの 輸送 は

Na ＋

との 共 輸送に よ つ て 行わ れ て い る こ とが明 ら

か とな つ て い る
IB＞． こ れ らの 臓 器 と異 な り，

　 L −

1actateの 胎 盤 輸送 が H ＋
と の 共輸 送 で 行わ れ て

い る こ とは，pH の 維持 など に も こ の 輸送 系が関

与 し て い る可能性が あ り， 今後の 検討が 必要で あ

る．また ， 乳酸は
， 胎児自身 ， 体内に て 産生 し て

い るが
， 好気的条件下で は， エ ネ ル ギ

ー
源 と して

活発 に 心臓 で は利用 され て い る と考 え られ て お

り
8〕12）

， 胎盤 の 乳酸の 輸送系は 胎児が乳酸を活発 に

利用する 時に そ の 役割を果た し て い る も の と考 え

られ る が ，その 詳細 に つ い て は 今後の 検討が必要

で ある．

　な お，本研究費 の
一一部 は 昭和 63年度厚生省心 身障害研究

「産科管理 に お け る 環境因子 に 関 す る研 究」 に よ つ た ．
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