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研究成果の概要（和文）：ヒト胎盤バリアの構造・機能をマイクロ流路内に再構築するため、適した細胞および足場材
料について検討を行った。その結果、ヒト栄養膜細胞株であるBeWo細胞、ヒト臍帯静脈血管内皮（HUVEC）およびガラ
ス化コラーゲン薄膜（ビトリゲル）を用いることで、極性のあるバリア構造を２つのマイクロ流路間に安定して構築す
ることができた。作製したデバイスを用いて潅流培養を行うと、構築したバリア構造において微絨毛が誘導され、流路
間での物質移行量も変化した。さらにこれらの現象は、流体シェアストレスによって活性化されるカルシウムイオンチ
ャネルの作用を介して制御されていることを分子レベルで明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We constructed a microfluidic system that enabled us to analyze the function of 
human placental barrier under the fluid flow microenvironment. We used a human trophoblastic cell line, 
human umbilical vein endothelial cells and a vitrified collagen scaffold to reconstruct the polarized 
multi-layered barrier structure between two microfluidic channels. Using our device, we found that fluid 
flow induced the formation of microvilli in the placental barrier construct, as observed in the placental 
barrier tissue, whereas static culture failed to induce microvilli. Fluid shear stress also affected the 
material transfer through the barrier constructs. We further revealed that the microvilli are induced via 
a mechanosensitive activation of TRP channel.

研究分野：細胞生物学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 母体および胎児の循環系を隔てる血液－
胎盤関門（胎盤バリア）は、胎児の生育に必
要な栄養因子の供給や代謝産物の排出だけ
でなく、薬剤をはじめとする種々の化学物質
の透過障壁として重要な役割を果たしてい
る。現在、胎盤バリアにおける物質透過性の
評価は、バリアを構成する栄養膜細胞を用い
たトランスウェルアッセイが主流である。し
かしながら、血流によって生じる流体シェア
ストレスや輸送体タンパク質の細胞膜上で
の局在様式、バリアを構成する細胞間の相互
作用など、in vitroでは生体バリアの特徴を再
現することが困難である。また、胎盤バリア
の構造は動物種差が大きく、マウス等の動物
実験において得られた結果は、ヒトにおける
結果と相反することがしばしば報告されて
いる。最近、出産直後のヒト胎盤を用いた灌
流培養系が報告され、生体での薬物動態に近
い実験結果が得られているが、倫理的な問題
から出産直後の胎盤しか用いることができ
ず、その利用にも制限があるなど、汎用性の
観点から十分な評価系ではない (Hutson et al, 
Clin. Pharmacol. Ther., 2011年; Prouillac and 
Lecoeur, Drug Metab. Dispos., 2010年)。よって、
ヒト胎盤バリアの特徴をよく再現し、広く利
用可能な in vitroモデル系は存在しておらず、
胎盤における薬物動態や物質透過性制御の
分子メカニズムについても不明な点が多い。 
	
 ヒト胎盤バリアにおいては、合胞体栄養膜
細胞と血管内皮細胞およびこれらの細胞が
産生する基底膜細胞外マトリックス(ECM)か
らなる多層構造が母体血流と胎児の血流を
隔てている（図１）。これらのバリア構成細
胞は、様々なトランスポーターを細胞膜上で
局在させ、方向性のある物質交換を行ってい
る。また、母体血流によって生じる流体シェ
アストレスの下で効率良く栄養因子を取り
込むため、合胞体栄養膜細胞は、微絨毛と呼
ばれる微細細胞膜構造を発達させている。最
近、流体シェアストレスが、アクチン骨格を
はじめとする細胞の構造や配向性を制御す
るとともに、細胞機能に対して多様な影響を
及ぼすことが報告されており、母体・胎児血
流に常に接する胎盤バリアにおいても、流体
シェアストレスがバリア機能に何らかの影
響を及ぼしていると推察される。ところが、
これまでに流体シェアを負荷できるよい胎
盤バリアモデル系がなかったため、バリア機
能の制御と流体シェアストレスの関わりに
ついて十分な解析はなされていなかった。 
	
 近年、マイクロ加工技術と培養細胞を組合
せて組織機能の一部をマイクロデバイス内
に再現する“Organ-on-a-chip”研究が注目され
ている。MEMS (micro electro mechanical 
systems)技術を用いて作製した組織特有の幾
何学的構造に細胞を配置して培養したり、流
体工学を利用して流体シェアストレスやメ
カニカルストレスを負荷したりすることに

よって、静置培養系では再現できない組織機
能をチップ上で再現するものである。例えば、
肺上皮細胞を伸展可能な細胞培養足場で培
養し、肺胞の伸展刺激を模倣したメカニカル
ストレスを負荷することによって、肺胞毛細
血管機能の一部を再構築したバイオミメテ
ィックデバイスが報告されている（Huh et al, 
Science, 2010年）。このような最近の研究動向
から、流体デバイス内にヒト胎盤バリア構造
を再構築することで、静置培養評価系よりも
より生体組織に近いバリア特性を示す評価
系の開発が可能であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、ヒト胎盤バリアにおける物質透過
性を流体シェアストレス存在下で評価する
ことができる新たなマイクロ流体デバイス
を開発するとともに、胎盤バリア機能の制御
において流体シェアストレスがどのような
役割を果たしているかを明らかにすること
を目的とする。そのために、以下の点につい
て検討を行い、目的を達成する。 
（１）図１に示すように、細胞および ECM
から成る多層バリア構造を２つのマイクロ
流路間に構築するために、適した細胞および
足場材料を選定し、灌流培養および物質透過
アッセイが可能な“ヒト胎盤バリアチップ”
を開発する。 
（２）灌流培養を行うことで流体シェアスト
レスを負荷し、構築した胎盤バリアコンスト
ラクトの形態や物質輸送性にどのような変
化が起こるかを分子レベルで明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 
(1) ヒト胎盤バリア細胞コンストラクトの作
製 

母体血側のバリア細胞である合胞体栄養膜
細胞は、多核融合細胞であるためヒト胎盤組
織より単離・培養することが困難である。そ
のため、それらの前駆細胞を含むヒト初代絨
毛細胞（市販）またはヒト絨毛がんより樹立
された BeWo細胞（理研細胞バンクより分与）
を用いた。胎児側バリア細胞である血管内皮
細胞には、ヒト臍帯静脈血管内皮細胞
（HUVEC）を用いた。これらの細胞を、細孔
（0.4 µm, 厚さ 10 µm）を有するポリエステ
ル膜またはガラス化コラーゲン膜（ビトリゲ
ル：VC 膜、厚さ 10 µm）の上下両面でそれ

 
図 1. ヒト血液－胎盤関門の構造 



ぞれ共培養した。胎盤バリア特有の ECM の
蓄積と層状構造の形成を免疫染色法および
共焦点レーザー顕微鏡により評価した。 

 
(2) 胎盤バリアチップの構築 
マイクロ流路は、光硬化性樹脂 SU-8 により
パターニングしたモールドを用いて
polydimethylsiloxane (PDMS)で作製した。幅 1 
mm、高さ 200	
 µmの流路（図２）を作製し、
上記で選定した足場材料を２つの流路間に
配置した後、酸素プラズマにより bonding し
た。得られたマイクロ流路デバイスの足場材
料の上下面に細胞を播種後、シリンジポンプ
に接続して、流速 0.3〜5 µl/minにて灌流培養
を行った。 
 
(3) 物質輸送アッセイ 
胎盤バリアコンストラクトを介した物質輸
送または細胞内への取込みは、グルコースの
蛍 光 誘 導 体 で あ る 2-NBDG 
(2-[N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino]
-2-deoxy-D-glucose)を用いて定量的に評価し
た。 

 
(4) 流体シェアを負荷した胎盤バリアコンス
トラクトの解析 

灌流培養後の胎盤コンストラクトの解析は、
形態学的および分子生物学的/生化学的手法
により解析した。胎盤バリアを構成する絨毛
細胞に特徴的な微絨毛の観察は、走査型電子
顕微鏡を用いた。グルコーストランスポータ
ー、微絨毛特異的タンパク質である Ezrin, 
actin, villinなどの細胞内局在は免疫染色を行
い、透過型電子顕微鏡を用いた免疫電子顕微
鏡解析または共焦点レーザー顕微鏡を用い
て観察した。胎盤コンストラクト細胞におけ
る遺伝子発現または流体シェアに対する細
胞内シグナル伝達は、リアルタイム PCR、ウ
ェスタンブロット法および siRNA 遺伝子ノ
ックダウンにより解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ヒト胎盤バリアチップの作製． 
前述の細胞を足場材料上で培養し、バリア構
成成分である基底膜マトリックスの蓄積・産
生について評価した。VC 膜を用いた場合に
は、ラミニンやⅣ型コラーゲンなどの基底膜
マトリックスの蓄積・産生が顕著に認められ、
多層構造が形成されたが、細孔膜ではそれら
の ECM の蓄積がほとんど検出されず、足場
材料としてはポリマー細孔膜よりも VC膜が
適切であった。また、BeWo細胞は、VC膜上
で単一細胞層を形成したが、ヒト初代絨毛細
胞は、単一細胞層を形成することができず、
母体側バリア細胞としては不適切であった。
以上の結果から、本研究では、母体側バリア
細胞には BeWo 細胞、胎児側バリア細胞は
HUVEC、足場材料には生体材料である VC膜

を用いて胎盤バリアコンストラクトを作
製した。図２に示すような 2層構造のマイク
ロ流路デバイスをデザインすることにより、
胎盤バリアコンストラクトを介した物質移
行を評価した。 
 
(2) 流体シェアによる機能的な微絨毛の誘導． 
胎盤バリアの重要な機能は、母体血中に含ま
れるグルコースやアミノ酸などの栄養素を
微絨毛と呼ばれる微細細胞膜構造を介して
取込み、胎児側へと輸送することである。そ
こで、構築した胎盤コンストラクトの細胞表
面を走査型電子顕微鏡で観察したが、その表
面にはほとんど微絨毛が認められなかった。
ところが、灌流培養を行った胎盤コンストラ
クトでは、BeWo 細胞表面に微絨毛が顕著に
誘導されており、流れによって生じる流体シ
ェアストレス（Fluid shear stress; FSS）が微絨
毛を誘導していることが示唆された（図３）。 

 
	
 次に、2-NBDG（グルコースの蛍光誘導体）
を用いてグルコース輸送能を測定したとこ
ろ、流体シェアによる細胞へのグルコースの
取込み（図４: Uptake）、胎児チャネルへの輸
送量（図４: Fetal channel）の増加が有意に認
められた。この効果は、ポリエステル細孔膜
では認められないため、VC 膜を足場材料と
して用いる本デバイスは、胎盤バリア細胞に
対するFSSの影響を評価する新たな評価系に
なり得ると考えられた。 
  母体側バリア細胞である合胞体栄養膜細
胞の微絨毛にはグルコーストランスポータ
ーGLUT1 が局在していることが知られてい
る。そこで、GLUT1抗体を用いて免疫電子顕
微鏡解析を行ったところ、GLUT1は細胞頂端
部、特に微絨毛に局在化していることが確認
され、生体組織と類似した局在様式を示した。
したがって、以上の実験結果から、FSS によ
り誘導された微絨毛はグルコーストランス
ポーターをはじめとする種々の輸送体タン

 
図２. 胎盤バリアチップの作製 

 
図３. BeWo 細胞の灌流培養による微絨毛の

誘導．スケールバー, 5 µm. 



パク質を有する機能的な微絨毛であると推
察され、薬剤などの透過性を評価するための
有用なアッセイツールになると期待される。 

 
(3) 流体シェアストレスによる微絨毛誘導メ
カニズムの検証 
流体シェアによる微絨毛誘導現象はこれま
でに報告例がなく、胎盤バリアにおける物質
透過性制御に関わる分子メカニズムを知る
上でも極めて興味深い。これまでの研究から、
流体シェアストレスは、細胞内カルシウムイ
オン濃度を増加させることが知られている。
そこで、胎盤バリアコンストラクトにおいて
Fura-2-AM を用いたカルシウムイメージング
を行ったところ、流れに応じた細胞内カルシ
ウムイオン濃度の素早い上昇が観察された。
潅流培養の際、カルシウムキレート剤である
EGTA または BAPTA-AM を添加すると、流
体シェアによる微絨毛の誘導が有意に阻害
された。これらの結果から、流体シェアスト
レスによる細胞内カルシウムイオン濃度の
上昇が微絨毛形成を誘導していることが示
唆された。 
	
 微絨毛には種々のカルシウムイオンチャ
ネルが発現している。なかでも、TRP (transient 
receptor potential) に属する TRPV6 イオンチ
ャネルは、BeWo 細胞だけでなく、胎盤、腎
上皮、小腸上皮のような微絨毛を有する組織
において発現しており、その関与が示唆され
た。そこで、TRPV6 siRNAを用いて、TRPV6
をノックダウンし、流体シェア誘導性の微絨
毛形成において TRPV6 が必要であるかを調
べた (図５)。RT-PCR により TRPV6 のノッ
クダウンを確認した後、TRPV6 ノックダウ
ン細胞を用いてカルシウムイメージングを
行った。その結果、流れによる細胞内カルシ
ウムイオン濃度の上昇は著しく阻害され、
BeWo 細胞において TRPV6 は流体シェア反
応性に活性化するカルシウムイオンチャネ
ルであることが明らかとなった。次に、微絨
毛特異的なタンパク質である Ezrin で免疫染

色を行った。FSS により微絨毛が誘導される
と、Ezrin は細胞-細胞間接着部位から細胞膜
頂端部へと移行し、Ezrin陽性領域が約 4倍に
増加した。ところが、TRPV6ノックダウン細
胞では Ezrin 陽性領域が大幅に低減し、FSS
による微絨毛の形成が顕著に阻害されてい
ることが示唆された。さらに、微絨毛形成に
かかわる遺伝子 EZR および SLC9A3R1 
(EBP-50)の発現量をリアルタイム PCR によ
り定量的に評価したところ、TRPV6ノックダ
ウン細胞においては、これらの遺伝子の発現
レベルはコントロール siRNA 導入細胞と比
較して 54%, 60%にまで低下していた。したが
って、TRPV6は BeWo細胞において、FSS反
応性に活性化し、微絨毛形成に必要な遺伝子
の発現維持に関与していると考えられた。以
上の結果から、胎盤バリア組織における微絨
毛の形成および微絨毛を介した物質輸送は、
TRPV6 を介して流体シェア反応性に制御さ
れている可能性があることが示唆された。本
研究成果は、現在国際誌に投稿中である。 
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図４. 流体シェア存在下におけるグルコ
ースの輸送の増加． 

 
図５. TRPV6 ノックダウンによる流体シ
ェア誘導性微絨毛の低形成． 
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