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研究成果の概要（和文）：胎盤関門の物質輸送を担うトランスポータータンパク質複合体の制御

因子としてエズリンの役割を解明することを目的とした。胎盤関門細胞株 TR-TBTs や妊娠ラッ

ト、エズリン遺伝子欠損マウスを用いて研究を行ったところ、エズリンは合胞体性栄養膜細胞

の母体血側細胞膜の裏打ちタンパク質として妊娠経過に伴う胎盤の成熟と共に時期特異的に発

現し、ヒポタウリン輸送系（Slc6a13）やその他の輸送系を細胞膜へ局在化させる機能を担うと

ともに機能調節因子として働くことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：This study was aimed to clarify the regulatory role of ezrin on 
transporter complex (transportsome) at the placenta barrier. Our study using 
syncytiotrophoblast cell line TR-TBTs, pregnant rats as well as knockout mice lacking ezrin, 
scaffold protein that links membrane proteins to the cortical actin, have suggested that 
ezrin is located at the apical membrane of syncytiotrophoblasts during the course of 
pregnancy and works as a functional regulator in the transportsome containing a 
hypotaurin transporter Slc6a13. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 胎盤は、胎児の成長とともに成熟し、妊娠
経過が進むにつれてその構造と機能が顕著
に変化するダイナミックな臓器である。従来、
主にヒト満期胎盤を用いた灌流実験などの

研究結果から、胎盤は脆弱な関門であり薬物
透過性が高いことが通説とされてきた。また
薬物の胎盤透過メカニズムは脂溶性に依存
した受動拡散が主であると考えられてきた。
しかし、分娩により剥離した胎盤は構造的に
変化しており、妊娠中の胎盤透過性の指標と
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はならない。 
 胎盤関門の機能的実体は、母体血と胎児血
とを隔てる絨毛上皮を構成するシンシチオ
トロホブラストである。シンシチオトロホブ
ラスト細胞膜上に発現するトランスポータ
ーは、胎児への栄養供給とともに薬物の透過
バリアーとして働くと考えられることから、
胎児毒性や薬物間相互作用など、妊婦の薬物
療法を最適化する上で重要な研究課題と位
置づけられる。 
 妊娠中の薬物療法は極力避けられる傾向
にあるが、子宮収縮薬や抗けいれん薬、AIDS
治療薬、その他の慢性疾患治療薬など必要な
薬物も多く存在する。胎児毒性は、薬物に対
する胎児の感受性と胎児への移行性の両方
の影響を受ける。生理活性物質の胎盤関門輸
送は、正常な胎児発育に必須である。薬物が
このシステムを利用して胎盤を透過ために
起こる胎児毒性や、薬物と生理活性物質輸送
との相互作用については良く分かっていな
い。妊娠時薬物療法の最適化にはこれらの機
序を解明することが重要である。 
 胎盤はその構造に大きな種差があること
が知られている (Enders and Blankenship, 
Adv Drug Deliv Rev 1999)。ヒトとげっ歯類
の胎盤は同じ血絨毛胎盤に分類され比較的
類似した構造を持つが、ヒトのシンシチオト
ロホブラストが 1層の上皮細胞であるのに対
して、げっ歯類は母体血側および胎児血側に
それぞれ面した 2層の細胞層がギャップジャ
ンクションで結合した構造をもつ。ヒトでは
1 種類の細胞が関門機能の全てを担うが、げ
っ歯類では 2 種類の細胞が担うので、両細胞
の機能を比較することにより関門機能の分
子機構を解析出来るメリットがある。 
 研究代表者が本研究を開始した当初所属
していた慶應義塾大学薬学部中島研究室で
は、温度感受性 SV40 T-抗原遺伝子導入ラッ
トから 2層の各シンシチオトロホブラストの
性 質 を 有 す る 新 た な 胎 盤 培 養 細 胞 株
(TR-TBT 18d-1 および TR-TBT 18d-2)が樹
立されていた(Kitano et al. J Cell Physiol 
2002）。これらの細胞株に既存の細胞株で欠
損する多くのトランスポーターが発現し、薬
物や生理物質の輸送系が機能することを明
らかにされていた。 
 近年、トランスポーターの apical 膜への局
在化機構に PDZ タンパク質等の scaffold タ
ンパク質が関与することが示されている。エ
ズリンは NHERF-1 等の PDZ タンパク質と
相互作用することが明らかとなっており、ま
た、NHE3、P-糖タンパク質、CFTR および
GLUT1 などと相互作用し、機能に影響を与
えている可能性が示唆されている(Luciani 
et al. Blood 2002, Reed et al. Mol Biol Cell 
2005, Sun et al. J Biol Chem 2000, Huang 
et al. J Cell Sci 2003)。 

 両細胞株を用いて DNA マイクロアレイに
より特異的な遺伝子を網羅的に解析したと
ころ、ERM ファミリーのエズリンが 1 層目
に高発現することの予備的結果が得られた
ことから、この分子が apical 膜に発現するト
ランスポーターの細胞内局在性制御に関わ
るのではないかと考えた。さらに予備的な検
討を行ったところ、胎盤における発現の時間
推移は妊娠 12日から 14日目に向かって発現
が急上昇し、胎盤の構造と機能が成熟する準
備期間と非常に良く一致した。エズリン遺伝
子をホモで欠損したマウス(Ez-/-マウス)は、
生後、体重が増加せず生後約 1.5 週目までに
死亡する。主な原因として消化管上皮細胞の
微絨毛の形成不全による吸収の低下が考え
られている(Tamura et al. J Cell Biol 2004)。
また、ヘテロマウスを交配した結果がメンデ
ル則に従わず、一部が胎生致死となっている
ものと考えられたことから、更に予備的な検
討を進めたところ、Ez-/-マウスは、胎児の段
階で既に生育が抑制されている可能性が示
唆された。このことはエズリンの欠損が胎盤
関門機能を阻害し胎児への栄養供給に影響
を与えたのでなないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 これらの背景から、研究代表者らはエズリ
ンは胎盤の上皮細胞の微絨毛の構成要素と
して、微絨毛の形成に必須であると考え、時
期特異的に働く胎盤関門機能（物質輸送イン
ターフェイス）の制御メカニズムとして、エ
ズリンがトランスポーター複合体の制御因
子として極めて重要な役割を担うとの仮説
を着想するに至り、以下の点を中心に検討を
行った。 
（１）胎盤関門の物質分子基盤となるトラン
スポーターによる生理物質と薬物の認識お
よび詳細な輸送機構の解明 
（２）トランスポーター複合体としてのエズ
リンの役割の遺伝子欠損マウス等を用いた
解明 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）胎盤培養細胞株(TR-TBTs)を用いた in 
vitro 実験 
 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト に 培 養 し た
TR-TBTs 細胞を放射性標識したヌクレオシ
ド等生理物質および薬物と一定時間 37℃で
インキュベート後、細胞を緩衝液で洗浄し、
細胞内に残存する放射活性を液体シンチレ
ーションカウンターで定量した。一部の化合
物 に つ い て は 非 標 識 体 を API-3200 
LC-MS/MS システムを用いて定量を行った。 



 

 

（２）ラットおよびエズリン遺伝子欠損マウ
スを用いた実験 
 ①エズリンのヘテロ欠損マウス(Ez+/-)を
交配した。同腹仔として Ez-/-、Ez+/-、Ez+/+
の胎児と起源を同じくする胎盤を得た。対応
する胎児の一部をジェノタイピングに用い
た。同腹仔の一部は胎生致死となり、出生に
至ったマウスも野生型やヘテロの同腹仔と
比べて体重が増加せず、生後約 1.5 週目まで
に死亡する（Tamura et al J Cell Biol 2004）。 
 ②ヒトの妊娠 5週から 11 週は器官形成期
とされ、薬物療法のターゲットはそれ以降と
なる。げっ歯類では、16 日(マウス)あるいは
18 日(ラット)以降がそれに相当するため、対
応する時期の妊娠動物を用いて in vivo 実験
を行った。 
 ③胎盤より Alonso 等の方法（Biochem J 
1991）を一部改良して刷子縁膜小胞を調製し、
迅速濾過法を用いて取り込み実験を行った。 
 ④臍帯動静脈に 24Gカテーテルでカニュレ
ーションを施し、胎盤灌流により薬物の胎盤
関門透過性を in situ で評価した（Sai et al 
Drug Metab Dispos 2010）。 
（３）免疫化学的手法を用いた検討 
 妊娠マウスおよびラットをパラホルムア
ルデヒドで全身灌流により固定後、摘出した
胎盤から凍結切片を作成した。用いた主な抗
体を以下に記した。 
 Anti-ezrin antibody (H-276, SantaCruz 
Biotechnology), Anti-P-glycoprotein 
monoclonal antibody (C219, Signet 
Pathology Systems) Alexa Fluor 488 goat 
anti-rabbit IgG (Invitrogen) 
 プレパラートは DAPI（核染色試薬）を含
有 す る Vectashield Hard set (Vector 
Laboratories)を用いて封入した。 
 免疫沈降およびウエスタンブロットは定
法に従って行った。 
（４）CE-TOF-MS を用いたメタボロミクス解
析：慶應義塾大学先端生命科学研究所の曽我
朋義教授の協力を得て、胎盤組織および胎児
血の分析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）胎盤関門細胞株 TR-TBTs を用いた in 
vitro 薬物輸送活性の解析の結果、TR-TBT
細胞を用いて胎児および胎盤の成熟に必
要なウリジンおよびアデニンを基質として
取り込み実験を行い、胎盤関門の詳細なヌク
レオシド取り込み機構の解析を行った。更に、
フルオロウラシル、シタラビン、ビダラビン、
ジドブジン、ガンシクロビル、フルシトシン、
ミゾリビン、カフェイン、テオフィリン、ア
ロプリノール、ブクラデシン、プロピルチオ
ウラシル、アミトリプチリン等、臨床で用

いられる薬物について取り込みに対す
る阻害実験を行い、IC50 値を算出した。
いずれも臨床血中濃度よりも高く、これ
らの薬物が胎盤関門における生理的な
ヌクレオシド輸送を阻害する可能性は
低いことが示唆された。  
（２）ヌクレオシド薬物であるジダノシ
ンとジドブジンの胎盤関門への取りこ
み機構を明らかにした。特にジドブジン
については、ステロイドホルモンである
デヒドロエピアンドロステロン硫酸に
より、その取りこみが特異的に促進され
ることを見出した。速度論的な解析を行
ったところ、DHEAS がジドブジン取りこ
みの Km 値を低下させ、トランスポータ
ーに対する基質の親和性を上昇させる
ことで、ジドブジン取り込みクリアラン
スが上昇することが明らかとなった。 
（３）エズリンのヘテロ欠損マウスを交配し
Ez-/-、Ez+/-、Ez+/+の同腹仔を得て、母体
血濃度同一条件下で胎盤および胎児血につ
いて、エズリン欠損により減少あるいは増加
する低分子有機化合物を CE-TOF-MSを用いた
メタボロミクス解析により、網羅的に探索し
た結果、エズリンを欠損するマウスの胎児血
および胎盤内において、タウリン生合成の中
間物質で律速段階にあるヒポタウリン濃度
が顕著に減少することが明らかとなった。こ
のことから、胎盤関門にヒポタウリン輸送系
が存在すること、この輸送系の機能がエズリ
ンにより制御されていることが示唆された。 

 

 図 1. エズリン欠損マウス胎児のメタ
ボロミクス解析 

 
 そこで、胎盤関門のヒポタウリン輸送に
関与する分子実体を明らかにするため、ラッ
ト胎盤刷子縁膜ベシクルを用いてポタウリ
ン取り込みを解析した。その結果、ヒポタウ



 

 

リン取り込みは Na+および Cl-を駆動力とし、
Km 値 4.4μM、0.1 mM GABA および 2 mM タウ
リン存在下で顕著に阻害される一方、0.1 mM
タウリンおよび 2 mM ベタインでは阻害され
ないなど GABA トランスポーター（Slc6a13）
との類似性が示唆された。一方、マウス
Slc6a13遺伝子を一過性に発現させた HEK293
細胞を用いて解析を行ったところ、Slc6a13
のヒポタウリン取り込みは、Km 値が 10μM、
0.1 mM GABA および 2 mM タウリンで顕著に阻
害されたが 0.1 mM タウリンおよび 2 mM ベタ
インでは阻害されなかった。RT-PCR およびウ
エスタンブロット解析の結果、ラットおよび
マウス胎盤に Slc6a13 の mRNA およびタンパ
ク質の発現が確認された。マウス胎盤刷子縁
膜ベシクルについて抗エズリン抗体を用い
た免疫沈降を行ったところ、エズリンとの共
沈物に Slc6a13 が確認され、Slc6a13 とエズ
リンとの相互作用が明らかとなった。さらに、
HEK293細胞にSlc6a13とエズリンを共発現さ
せた結果、Slc6a13 によるヒポタウリン取り
込み活性が有意に上昇した。これらのことか
ら、エズリンは血液胎盤関門を構成する合胞
体性栄養膜細胞の母体血側細胞膜の裏打ち
タンパク質として発現し、Slc6a13 を母体血
側細胞膜に局在化させ機能調節因子として
働くことが示された。血液胎盤関門にエズリ
ンと Slc6a13がトランスポーター複合体を形
成することは、抗酸化作用を有するヒポタウ
リンを母体から胎盤内および胎児に供給す
ることで酸化ストレスから胎児を保護して
いる可能性が考えられた。 
（４）妊娠マウスに心不全治療薬のジゴ
キシンを静脈内投与し胎児移行性を検
討したところ、エズリンノックアウトマ
ウスにおいて、胎児移行性の増加傾向が
見られた。ジゴキシンは ABC トランスポ
ーターの P-糖タンパク質の基質である
ことから、エズリンが P-糖タンパク質と
相互作用する可能性が考えられた。 
（５）胎児移行性が低く妊婦に使用される抗
菌薬であるエリスロマイシンを基質として
プロトンと共役して胎児血から母体血方向
に効率的に輸送する排出システムが存在す
ること示した。これまで胎盤関門において物
排出輸送系として機能するトランスポータ
ーとしては ATPの加水分解能を利用して細胞
内から細胞外への物質輸送を媒介する
ATP-binding cassette (ABC)トランスポータ
ーが知られているが、新規のメカニズムとし
て興味深い。本輸送系もエズリンによる制御
を受けるか否かについては今後の課題であ
る。 
（６）エズリンは男性生殖臓器である精巣内
における局在性も明らとなった。 
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