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概 要

荷電の異なる2穂額の蛋白をラット胎盤-属注 し,棉

浄後の各蛋白の局在を免疫組織化学的にさらをこオ- トラ

ジオグラフィ-で検討した.蛍光抗体法及び酵素抗体法

にくじる免疫組織化学的検索では主に tミpiellertlsm(1ITlb-

TarW (嚢M)紘,塩基性蛋白が局在 した.対照として済

いた nativeな蛋白では,はっきりとした陽性所見を認

めなかった.オ- トラジオグラフ-Y一審こよる検索では塩

-1排f･..蚤臼は RM,迷路部〔J)tr叩hot11こlStCe一l,pal･i(､tこ11
日1do(1(,I-m Llt､ll,vis｡er;ll(､n(lo(kr111rellに局在した

が特に PAS染色陽性殿 RM をこ醜 い陽性像を認めた.

nativeな蛋緋 豊時輿的な燭産を示 さなかった.げっ歯

類では parieも融 yoiksaeが母児間 の高分子物質の移行

(,T)あることか示唆された.

は じめ に
血管内皮細胞表面または基底膜ハ陰性ILIj'FE部位 が , 荷

電依存性の物質の血管の透過性または免疫複 合体 の 沈 着

をこ盈牽な働 きをしていることは,腎糸球体 l)諾)3),脳戯

液関門釦,皮膚5)で報告されている,荷電依存性の胎児

血管透過性iニー~ういては電戚 LベILで ft,rriljn.hors(?mdish

pero裏daseを用いたモルモット胎盤での潅流実験があ

りt;17㌧ trophohlこISte(11トや基底膜L')陰性荷電部位に---

いてはヒトL･7)娩出 後LJ)胎態で rulhtナIlium rビdによ:::)報

告即がある.この陰性荷電部位を構成 しているのは,

細胞表面LT)二J-･'･,L酸,燐脂質及び基尉更LT)hビPt･iranSulfこltt-

る物質 (血清義臣,やでルス,細菌,ある種のホルモン

またはサイ ト湧イソ等)の選択的透過性にも関与 してい

ると考えられる.従ってそ翻構造書磯健を解析すること

で母児問の物質の透過性をこつきより理解を深めることが

できると思われる.ところで 膜 構造は,生体内でダイナ

ミックをこ代謝されているため9),機能 している陰性荷電

部位を検討するをこぼ 血 vivoでの実験が有用と考えら

れ):l_

本報では2種額の蛋白を塩基化し,ラット胎盤へ投与

し免疫組織化学的及びオ- トラジオグラフィ-でその局

在を観察 した結果を報告 し若干の考察を試みたい.

材料及び方法

ラ･ソト 8--10適齢の WisL,lr系雌:i･リ卜(ChこlrlLIS

River杜)を用い vaginaismew 中に格子を確認 した

【二校 妊娠 1[=1上した.妊娠18--19日1--1iこ くナltlt17･麻酔

.Fに開醸 し,2つの胎態の迷路郡- 27G i-!)針を用いて

試料蛮自 100FLg を注入した.60分後に妊娠:ト､ノト射宵

殺 し.戯日を注入した胎髄を摘出t.免疫組織化学的にま

たはオ… トラジオグラフィ州で蛋白の局在を観察 した.

蛋白の塩基化:ヒトIgtl,及び boヽうnLISeluIllこdubumitl

(1''SA1を (_)ittナt､-〔r)方法こいに従い塩基化した.即ち､

トし､thy仁3(二i(iime111yトこ川1jnop1-ot)yllcLlrbodiinlide

hydro(:llloridt,,LS厄mIl社＼を こICti＼･lllorとして N.

N-dimtTlhyト1.L'トl)r()P11nediこllllinL,Lr･Iastmanlくodこlk

礼)研 削 ､て nucltll1PhilL,Jを (､;汀b(那,1trout.)に置換

した.等電点は,等鳳査電気泳動を施行 して窪めた,敬

基化ヒトⅠ痴 脛はgG)及び BSA 匿BSA)の等電点

は9･0以上だった申対照としての native なヒト 三好G

(NHlgGlLL_13･SA LNlうŜ L)(,)等電̀点は5.8＼7∴三上4,9

だった.

ラジオ7イソトープの標識:elllorl-lmine/r法相､て

且慧5Ⅰを試料蛋由をこ漂諭 した,125王の95%以上が蛋白と結

合しているものを,以下の実験をこ履いた.各標識蛋白の

sl-kleifi(､こ1(-ti＼･it1日よCHlgC2.･lXloll(.pn1/LLr,N川tzt;

表 1 免疫組織染色の7ローナ十一 卜
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ll日時:ラ-′卜母児問LJ_iehargcbarrierL/T)局在

2.1×10王plcpm∴JIR,.rBSA 1.3､り05叩11I,H:.N~t~iSA:Z_()

x10tr､cl)m IIgだ一･一た.

免疫組織化学的検索: ラット屠殺後,試料蛋白を注

入した胎態を摘出し---70Lt:LT)n-tleXこIntlで急速凍結衡

軸m の凍結切片を作製した.ヒト五経G の局在は蛍光

抗体法,酵素抗体法の直接法,BSA の局在は蛍光抗体

法の直接法,酵素抗体法の間接法を施行Lた (豪 農),

抗体は 幻uorescein標識 Tabbit抗 human王離 (H便Chst

敗),muoresceim標識 rabbit抗 BSA (自家製),

peTOXidase標識 sheep抗 humanI哲G (Fab分軌

医学生物学研究所),peroxiぬse標識 swine抗 rabbit

kG.i(1)‥lk(ll)こIttS汁､1.['1'衷製ハ L･;lhhil拭 IiSA 血清

(硫安分画)を用いた.

オー トラジオゲラ7イー: -:T･･ト7日8-段胤 試杵表

白を注入した胎盤の子宮胎盤胎児を山塊として24時間ホ

ルマリン固定Lた▲パラフィン包埋した試料から,5tlm

の切片を作製し乳剤 巨iニカ NR-M2)を塗布し4℃8

週間暗室で露出した.現像処理はコニカドールX,ニ1こ

カフィックス (コニカ社)を用いた.切片は periodic

acidShift(FAS)染色した.

結 果

1. 蛍光抗体法および酵素抗体法による免疫組織

化学的検索

1. 蛍光抗体法

塩基化ヒト王gG (CはgG)を胎盤内に授与すると,60

分後には Reichert'smembrarle(RM)に局在してい

た く写薬 laj.対照として用いた native なヒト 皇宮G

佃HⅠ欝G)は,CH首gG と同巌投与したにもかかわらず

蛍光抗体上弦は-)きりとした局在を認めなかった (写寛

之b).塩基化 BSA (CJBSAh na扇veな BSA (NBSA)

を用いた場合でも同様の所見を得た.写菓 1Cは CBSA

を授与した醐分級の RM の蛍光陽性像である.写真 l

dは,対照の NBSA を投与Lた胎盤で,W IgG と同

様にはっきりとした陽性所見は認められなかった.

2. 酵素抗体法

胎盤内に授与した CHIgG の60分後の局在を,酵素

抗体直接法で検索した.局在を示す酵素反応物は,RM,

迷路部の trophoblastcellの表面に認めた く写衆 2品

対照として用いた NHⅠgG は,蛍光抗体法の所見と同

様捌きとんど陽性所見を認めなかった (写薬 飴)ヰCBSA,

NBSA についてもCHIgG,NHigG と同様の所見だっ

た.CBSA は RM,迷路部の trophoblaste班 の裏面

に局在を認めたが (写真 2C),NBSA は はっきりと

145

した陽性像は,得られなかった (写真 2b).

II. オー トラジオグラフィーによる検索

ラジオアイソト-プを標識した各試料蛋白投峯後甜脅

CBSA の gTaimは PAS染色陽性の RM,迷路部の

troph('blこllsILTellに認人W二.㌔,iscerこIl(､ndodernlCell

おLLこ!1:parietulendt)(1erm celli･こも etlIg{1..elうŜ

の gTaimは明かに局在した (写寮 3挽,C上 しかし対照

として用いた NHltitl,.Nr岱ノlハ捜I}L･後60分では fIT･:1ill

は散在性でその数屯極端をこ少なかった (写真 3b,a).

考 察

今回人工的に塩基撒 く陽性荷電となるようをこ化学修飾)

した吐卜王gG (CH王離 )または BSA (CBSA)をラッ

ト胎盤へ局注し,免疫組織化学約をこさらをこオ-トラジオ

グラフィ柳を伺いその局在を,塩基化していないと卜IgG

(NHIgG)または BSA (NBSA)のそれと比較した.

いずれの方法でも塩基性蛋白と nativeな蛋白 (陰性ま

たは中性に荷電)の間で明かな局在の差を示した,即ち,

始盤内へ局注後に C用gG,CBSA は,PAS染色陽性

翻尊い基底膜 (BM)である Reicherも'smembrane

腺M)に選択的に局在していた.一方,nativeな蛋白

である NHI鍔G,NBSA の場合,RM -の選択的結合

はほとんど認めなかった.また padeta且end｡dem eeliヲ

trophoblasもeeli,visceralendoderm eellにも塩基性

蛋白が mativeな蛋白に比して有意に結合していた.以

上 同じ分子量をもつ物質でも荷電状態 (等電点)で局

在が異なり,塩基性蛋白が,RM に強い親和性を持っ

ていることが判明した｡このことは,RM に陽性荷電

物質のレセプタ州として働く陰性荷電部位が局在するこ

とを強く示唆する.

ラット胎盤における char酢 barrieT(荷電依存性の

バリヤ--),しいては陰性荷電部位の存在は,荷電蛋由

の トレ-サ即実験で屯明かである即.その実験では上

述の形態学的アプロ-チに周いた各トレ-普- (肺ⅢgG,

NBSA,CH王gG,CBSA)を放射性ヨ- ドでラベルし,

投与後の胎児胎盤系における局在を定量的をこ検討した.

下大動脈への注入後の各蛋白の母体血中レベルをこ対する

局在の割合,胎盤内への局注後の局在のいずれにおいて

も､胎髄 (chorioL,111ant｡ieplacenta)及こド肝況 て塩基

化蛋白が mat丘veな蛋白より有意に多かった.

ラットでの高倉才物質の母体から胎児-の移行につい

ては ganlma-globuliTll2'13､や hot7SerLldishⅣro.YidごLjelll､

を招いた報告がある.モルモットやヒト胎盤では,荷電
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依存性tTl物質(7)透過性および陰性荷電部位に俣=_てLY)戟

告がある6)7)8)がラットでの検討は稀である.これ濠で

の報告から得られた主な母体から胎児への物質の移行経

路は 得体血中かま､-cllt)I-iodlantoticplilL,entaL'/)i);lrietこ11

yolksこ】ej､yo一ksこ1°CL-lVitlT-＼ ,ヽiscerLJyolksこiぐ＼リ治児
し!二さ:hている.pat･iLltI一lyolksacは parietこllpndodt､n11
(､Llll,ReielltN･t'sm…1tllてlnL,(RMl,tI･OPtl(-I)lこLStCt-チll

から構成されている.率でも RM は, 匪 娠 且趨日頃には

.r:)/-1lI,nln,T享さ上ic･そこl汎lて pLlrie tこ1l P n d o denllCeH

で合成M lる上Yjl.･い■一打こい:::I1こけ11in ill. tさ-1_Xナ TV CO11こ粁n.

‖1t;I(Ttin.h(.nil)L･lrlln-Sull-こltL､いrOtttO L,ly L-illl (flSPG)杏

上か l､)構成 さ.ナ｢ているlHtl'.ti九･･l(/'1機 能 し･しこ しては,皮

膚 表皮に二㌢JLけ :々-1汎-1lt7)LL')に 7:.に細 胞 〔り 接 着.支持に

役 立-~~~弓)し7日∴ 腎糸球体斌旺膜 は;tn .EI) ハJ､∴=二物質

交換,洩過 をこあずかる機能がよく知られ ている17)やGBM

では HSPG,シアル酸関連蛋白等が陰性荷電部位を構

成 し高分子物質の透過性を制御 していると考えられてい

か !､)構成 さかか一つ･そし･T叫二さも (~iI恥1(:f)0∴‡5ILTnに比べ

著 しく厚 い.蛋白の定量的トレ-サ-楽験から荷電依存

性のパ イヤ-機能が,胎盤内に存在することがわかった

が桝, 奪回の窯験からその解剖学的な部位として 況M

転その侯補 にあがる可能性がでて きた.

lIlllllulL､C川11tllt-,㌔ (1い L-llGIn1に沈 香す る穐序に

GBM の陰性荷電部位は,蛋要 な働 きを してい る3㌧ 胎

盤を磯とした免疫反私 衆症反応の解析をこぼ生理活性物

質 (1(､･耳('lrl:.'i/JJLr･物質.サ†トカ仁L,血液凝l乱枚こド

線溶蒸物質,ホル菰沼 の胎児胎盤系における局在の解

析か重L星吠糸Il十十そ:).こし'〕ためにも今後 L-llrl_rgebこtrI･ier

を含めた敷物機能をあり胎盤の貫細胞静子 レベルでの検

討が必要と考えられる.

稿を終え･そ吊二臨.ll.終始ご指導こl二御f射場を賜 りま

教授に深く感謝し､たし.:tトト .:I-7こ直接ご指導を頂い

た腎研究施設免疫病態学部門追T･塊助教撞,清水不

二雄教授に深謝致します.

尚,本論文の要旨の一部は第40回日本産科婦人科

学会にて発表 した.
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山 崎 論 文 付 図 (日

写嚢 1 (a)CH短G(a)CBSA は,Reicherも'smembr汲rie(RM)に蛍光陽性像 (i)を
認める. (b)NH短G(也)NBSA は,ほとんど蛍光陽性像を認めない. (蛍光抗体
法,L恒妾法,＼4801.



山 崎 論 文 付 図 (Ⅱ)

写真 2 (a)CHIgG(a)CBSA は,Reiehert'smembrane(RM)(斗)と迷路部の tro-
phoblastcell表面 (7)に酵素反応物を認める.(b)NHkG (d)NBSAは,ほ
とんど酵素反応物を認めない.(酵素抗体法,直接法 (a)(ら),間接法 (C)(a),
×480).



山 崎 論 文 付 図 (Ⅲ)

写葉 3 (a)CHIgG(a)CBSAは,PAS毅色陽性の Reicherも'smembrane(RM)(I),
迷路郡の trophoblastcell(tr)(Tl.parietalendoderlnCell(pH い 及び
visceralendoderm celH vH Y)に grainを認める. (b)NHIgG(d)NBSA
は,grainが散在性でその数も極端に少ない.ys:yolksaccavity (オ-トラジオ
グラフィー,PAS染色,×480).
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