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研究成果の概要（和文）：妊娠進行に伴って、胎盤関門において特にグルコーストランスポーター(GLUT1)やモ
ノカルボン酸トランスポーター（MCT1）など、胎児への栄養供給を担うトランスポーターのタンパク発現量は大
きく変化する一方で、MDR1やBCRPの変動は大きくないことが明らかとなり、胎盤関門の可塑的な変化をタンパク
発現量として明確にすることができた。さらに、胎盤関門と胎児血液脳関門の両方を機能制御しうる胎盤由来
miRNAを見出すことができた。本研究成果を基盤として、胎盤および胎児脳血管内皮細胞形成と協調的な機能制
御に関わる臓器間ネットワークの解明につながることが期待できる。

研究成果の概要（英文）：We have clarified the developmental change in the placental transporters 
such as glucose transporter 1 (GLUT1) and monocarboxylate transporter 1 (MCT1), while the 
expressions of ABC transporters such as MDR1 and BCRP were unchanged during pregnancy. We also found
 a placenta-derived miRNA which may work for maturation of both placental and blood-brain barrier. 
These observations are helpful for examining the interorgan network in the  fetoplacental 
circulation for establishing and managing barriers in the placenta and the brain.

研究分野： 薬物動態学

キーワード： 胎盤関門　miRNA
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１．研究開始当初の背景 
妊娠は大まかに初期・中期・後期に分けられ
るが、妊婦薬物療法のリスク評価は主に初期
とそれ以外（中期・後期）に区分される。胎
盤未形成の初期は過敏期とされ、催奇形性リ
スクが高く薬物使用に最も注意すべき時期
である。妊娠中期以降も胎児への機能的影響
を避けるために多くの薬の使用が禁忌とな
るなど、薬物の選択には細心の注意が払われ
る。しかし、選択基準の 1つである胎児移行
性は出産後の満期ヒト胎盤透過性で決めら
れているのが現状である。母体-胎児間物質
交換の需要は妊娠進行に伴って増大するた
め、妊娠末期のヒト胎盤関門は表面積が 13 m2

に達し、P-糖タンパク質および BCRP/ABCG2
発現量は低下している。そのため、ヒト満期
胎盤透過性に頼った薬物胎児移行性の推定
では精度に問題がある。 
胎盤バリア機能変動の理由は、胎児自らの

防御機構発達によって補完されるためと説
明できるが、代表者は特にマウス胎生 15.5
日 に お け る 血 液 脳 関 門 形 成 (Nature 
2014;509:507-11, Nature 2010;468:562-6)、
およびマウス胎児脳内における神経伝達物
質セロトニンの供給源が胎生 15.5 日までは
胎盤、15.5 日以降は脳であるとの報告
(Nature 2011;472: 347-50)に着目した。胎
児血液脳関門形成前の胎児脳においては、胎
盤関門が必須の役割を果たす必要があるた
め、胎生 15.5 日における胎児血液脳関門形
成には胎盤との協調制御が関与すると考え
ることは自然である。つまり、胎児血液脳関
門形成時における臓器間ネットワークが、胎
児胎盤系における関門機能制御において重
要な役割を果たす可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、胎盤関門の可塑性を明らかにし、
その制御を担う胎盤由来情報伝達物質を明
らかにすることを目的とする。本研究を通じ
て、妊娠中期と妊娠後期における関門機能変
動とそのメカニズムを解析することで、胎盤
関門の存在しない初期、胎盤関門が強く働く
中期、そして脳関門の影響を考慮すべき後期
の3段階に細分化して薬物使用リスクを評価
し、妊婦薬物療法をより合理的基準に基づい
て判断可能とするための萌芽となる。 
 
３．研究の方法 
胎盤刷子縁膜ベシクルの調製: 妊娠マウス
胎盤の迷路部ホモジネートから分画遠心法
を用いて粗膜画分を調製した。 
タンパク発現量の定量: 調製した膜画分に
おけるトランスポータータンパクの発現量
を western blot 法で定量することで、細胞
膜画分における膜タンパクの濃縮を確認し
た。Trypsin 消化した細胞膜画分に存在する
トランスポータータンパク断片を LC-MS/MS
で定量した。各タンパクの絶対発現量は、内
部標準法により算出した。 

胎盤透過性解析: 麻酔下で妊娠マウスを開
腹し、放射標識した被験化合物と対照である
アンチピリンとの混合液を腹部大動脈下部
に急速投与し、5 秒後に子宮頚に最も近い側
の胎児を摘出し放射活性を測定した。 
細胞培養: Forskolin 曝露またはリポフェク
ション法によって miR-126 mimic を導入した
JEG-3 細胞において、miR-126 及び各種遺伝
子の mRNA 発現量をマイクロアレイで網羅的
に定量したのち、大きく変動が示された分子
については定量 PCR 法で変動を確認した。 
エクソソームの機能評価: JEG-3 細胞の培養
上清からエクソソームを抽出し、HepG2 細胞
の培養液中に添加した。HepG2細胞よりmicro 
RNA および total RNA を抽出し、JEG-3 細胞
由来のmiRNAおよび各種薬物代謝酵素のmRNA
発現量を定量 PCR 法で定量した。 
 
４．研究成果 
妊娠 12.5、15.5（血液脳関門形成日）および
18.5 日目（出産前日）のマウス粗膜画分にお
ける MDR1A および MDR1B のタンパク発現量は、
それぞれ 2.4-3.0 fmol/µg-protein および
0.59-0.79 fmol/µg-proteinの範囲に収まり、
有意な変動は示されなかった。BCRP のタンパ
ク発現量は妊娠 12.5、15.5 および 18.5 日目
胎盤においてそれぞれ 1.2、1.9 および 1.8 
fmol/µg-protein であり、12.5 日目と比較し
て 18.5 日目において 1.5 倍有意に上昇した
ものの、顕著な増加は示されなかった。一方、
妊娠 12.5 日目に対して妊娠 18.5 日目胎盤に
おけるmonocarboxylate transporter (MCT) 1
および GLUT1 のタンパク発現量は、それぞれ
15 から 46 fmol/µg protein に 3.2 倍、21 か
ら 130 fmol/µg protein に 6.3 倍有意に増加
していることが示された。細胞膜画分におい
て、栄養供給を担うこれら SLC トランスポー
ターは大きく絶対発現量が上昇するのに対
して、薬剤排出を担う ABC トランスポーター
の発現量変動は比較的小さいことが明らか
となった。 
ABC トランスポーターの機能変動について

は、Bcrp knockout mouse において胎児移行
性が上昇することが報告されている(Mol 
Pharmacol 2008;73:949–59)glyburideを選択
し、[3H]glyburide の胎児移行性推移を解析
した。胎児移行性の指標となる Fetal uptake 
index (FUI)値は妊娠 12.5、15.5、17.5、お
よび 18.5 日目においていずれも 17-19%であ
った。各妊娠日数において、[3H]glyburide
の[14C]antipyrine に対する胎児移行性に有
意な変動は示されなかった。少なくともげっ
歯類において、胎盤関門における Bcrp のタ
ンパク絶対発現量の変動が基質薬物の胎児
移行性に与える影響が検出できなかったこ
とから、妊娠進行に伴う胎盤関門における
Bcrp 発現量変動の影響は軽微であると推測
される。以上の結果から、胎盤関門の主要機
能の一つである、排出トランスポーターのタ
ンパク発現および輸送機能は、いずれも妊娠



進行に伴う変化が小さいことが示された。こ
れは、これまでの報告に基づく我々の予測と
は異なり、予想外であった。しかし、栄養供
給を担うトランスポーターの発現量は妊娠
進行に伴って大きく変動することが明らか
となったため、胎盤関門の可塑的な変化をタ
ンパク発現量として明らかにすることがで
きた。 
次に胎児胎盤系における胎盤バリア機能

変動を担う情報伝達分子として、胎盤由来
miRNA に着目した解析を行った。胎盤関門の
成熟には protein kinase A (PKA)が関与する
ことが報告されている。ヒト絨毛癌由来で胎
盤関門モデルとして汎用されるJEG-3細胞に
対し、PKA アゴニストである forskolin を添
加して培養し、miRNA 発現変動をマイクロア
レイで網羅的に解析した結果、miR-126 の発
現変動が特に大きく、少なくとも 3倍に上昇
することが示された。miR-126 の導入によっ
て発現変動を受ける遺伝子についてもマイ
クロアレイを用いて網羅的に解析した結果、
最も発現上昇した遺伝子が、胎盤関門形成時
の合胞体化および胎児血液脳関門の形成に
必要な膜タンパクである MFSD2A であること
が示された。さらに、JEG-3 細胞からの分泌
小胞（エクソソーム）を HepG2 細胞に添加す
ることで、HepG2 細胞から胎盤特異的 miRNA
である miR-517-3p が検出されること、そし
てHepG2細胞における薬物代謝酵素の発現量
を変動させることを明らかにした。妊娠高血
圧腎症のヒト胎盤においてmiR-126の発現量
が 減 少 し て い る こ と (J Int Med Res 
2014;42:1243-51)、妊娠高血圧腎症モデルマ
ウスにmiRNA-126を導入することで胎児成長
が改善することが報告されているため
(Placenta 2014;35:23-29)、miRNA-126 は胎
児成長への関与が示唆される。以上から、胎
盤関門に発現する miR-126 は MFSD2A の発現
を誘導することで胎盤関門の形成に関与す
るだけでなく、エクソソームに内包されて分
泌されるため、胎児血を循環し、胎児脳血管
内皮細胞における MFSD2A の発現を誘導する
ことで血液脳関門の形成を促す可能性が示
された。 
結論として、妊娠進行に伴って、胎盤関門

において特に胎児への栄養供給を担うトラ
ンスポーターのタンパク発現量は大きく変
化することを明らかにすることができた。さ
らに、関門機能制御を担う胎盤由来 miRNA を
見出すことができた。本研究成果を萌芽とし
て、胎盤および胎児脳血管内皮細胞形成と協
調的な機能制御に関わる臓器間ネットワー
クの全体像解明につながることが期待でき
る。 
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