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研究成果の概要（和文）：ヒト胎盤関門側底膜には organic anion transporter (OAT) 4を介し

てエストリオール(E3)前駆体 16α-hydroxy dehydroepiandrosterone sulfateを胎児から取り込

む機構が存在し、本機構は妊娠期 E3 合成量の決定因子の一つであることが示唆された。さら

に、OAT4 の発現には、関門への分化過程における PKA シグナルを介した発現誘導機構が関

与することを示唆する知見を得た。以上の結果から、胎盤内分泌機能においてトランスポータ

ーによる胎盤透過性制御が重要な役割を果たすことが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：Organic anion transporter (OAT) 4 expressed at the basolateral 

membrane of the placental barrier appears to play a principal role in the uptake of 16α-OH 

DHEAS and contribute to the E3 synthesis during pregnancy. Moreover, the expression of 

OAT4 in JEG-3 human choriocarcinoma cells was upregulated by the activation of the PKA 

signal transduction pathway. These results suggest that transporters at the placental 

barrier play an important role in placental endocrine functions. 
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１．研究開始当初の背景 

薬物胎児移行性を規定する胎盤関門は栄
養膜細胞が分化融合した合胞体性栄養膜細
胞によって形成される。従って、胎盤関門透
過性の個体内・個体間変動は合胞体性栄養膜
細胞層において経細胞輸送を制御する輸送
担体、受容体の機能発現によって規定される。
妊婦への薬剤投与時において、これら胎盤関
門透過規定分子の発現量情報を得ることは、
胎盤関門透過性を高精度に個別化予測する
カギとなる。申請者は、胎盤関門を形成する
合胞体性栄養膜細胞が内分泌細胞として、絨
毛性ゴナドトロピン(hCG)、胎盤性ラクトゲ

ン(hPL)、胎盤性エストリオール(E3)をはじ
めとする妊娠期特有の内分泌においても主
要な役割を果たすことに着目した。胎盤内分
泌機能は未分化栄養膜細胞が分化融合する
過程で成熟し、PKA-CREB経路や MAPK 経
路などのシグナル伝達が主たる役割を果た
す。これら内分泌機能成熟シグナルは、同様
に未分化栄養膜細胞が分化融合する過程で
成立する胎盤関門においても主要な役割を
果たしている可能性がある。関門・内分泌機
能の協調的制御機構の解明は、胎盤由来内分
泌物質の分泌量を指標として胎盤関門透過
規定分子の発現量を個別化予測する上で重
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要な分子基盤となる。 

Organic anion transporter (OAT) 4 

(SLC22A11)は、その発現が霊長類の胎盤と
腎にほぼ限定された種および臓器特異性の
高いトランスポーターであり、胎盤関門の側
底膜に局在する。霊長類において、エストリ
オール(E3)は妊娠時における主要なエストロ
ゲンであり、ヒト妊娠末期の尿中 E3 値は非
妊娠時の数百倍にも達する。妊娠時 E3 は合
胞体性栄養膜細胞層で合成され、前駆体であ
る 16α-hydroxy dehydroepiandrosterone 

sulfate (16α-OH DHEAS)の 90%は胎児由来
である。そのため、胎盤関門の胎児側である
側底膜に発現する OAT4 は、 16α-OH 

DHEAS 取り込みを担うトランスポーターと
して妊娠期 E3 合成に不可欠な役割を果たし
ている可能性がある。しかし、16α -OH 

DHEAS の輸送機構に関しては、その放射標
識体の入手が困難であったことなどから、全
く解析されていなかった。胎盤における E3

合成酵素である sulfatase 欠損を胎児が有す
る場合、母体 E3 濃度低下を示し、陣痛発来
遅延および経管成熟不全により帝王切開を
行うことが多い。16α-OH DHEAS輸送機構
を解明することは、胎盤トランスポーターの
E3 合成における生理的役割を明らかにし、
母体 E3 濃度低下の潜在的な原因を見出す上
でも重要である。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、胎盤関門における輸送担
体の発現が分化融合過程における内分泌物
質の分泌機能成熟との協調的シグナル制御
を受けることを明らかにすることである。具
体的には、内分泌機能成熟シグナル PKA が
OAT4 の機能発現に与える影響を明らかにし、
さらに胎盤関門側底膜におけるOAT4の発現
が 16α-OH DHEAS輸送および E3合成に果
たす役割を胎盤関門のモデル細胞系および
OAT4 強制発現細胞を用いて解析することを
目的とした。 

 

３．研究の方法 

未分化栄養膜細胞モデルであるヒト絨毛癌
由来 JEG-3細胞を、PKA活性化剤である 100 

μM forskolin を用いて処理することで分化
誘導した。細胞から total RNA を抽出し、
cDNA を合成した後、輸送担体の mRNA 発
現量を real-time PCR 法で相対定量した。同
様に培養した細胞に [3H]estrone sulfate 

(E1S)、[3H]DHEAS、あるいは [3H]16α-OH 

DHEASを含む緩衝液を添加し、37℃で一定
時間インキュベートした後、細胞内標識基質
量を液体シンチレーションカウンターで測
定することで輸送活性を解析した。なお、
[3H]DHEASをヒトCYP3A7のバキュロウイ
ルス発現系ミクロソームと反応させること

で[3H]16α-OH DHEAS へと酵素的に変換し
た。16α-OH DHEASと DHEASは HPLCを
用いて流速 1 mL/minの条件で分離し、10秒
間隔で分取を行った。16α-OH DHEASおよ
びDHEASの保持時間は非標識体の標品を用
い、波長 193 nm での吸収で確認した。ヒト
OAT4、OATP2B1 発現プラスミドをリポフ
ェクション法により COS-7 細胞に導入して
一過性に発現させ、[3H]16α-OH DHEAS 輸
送を解析した。JEG-3細胞からの E3分泌は
ELISAにより定量した。 

 

４．研究成果 

Forskolin 添加培地下で複数のヒト栄養膜
細胞細胞株を 72 時間培養したところ、
JEG-3 細胞において非添加時に比べ合胞体
性栄養膜細胞マーカーである β-hCG 産生量
および syncytin 1 mRNA 発現量は顕著に増
加した。他の細胞株では、JEG-3細胞で示さ
れた顕著な上昇は示されなかった。以上の結
果より、JEG-3 細胞は forskolin により合胞
体性栄養膜細胞様細胞へと分化することが
示唆されたため、以後の解析において JEG-3

細胞を用いることにした。 

 分化促進によるOAT4発現機構への影響を
評価するために、OAT4 mRNA 発現量を定量
した。Forskolin 添加培地で培養した JEG-3

細胞において OAT4 mRNA 発現量は非添加
時と比べ 4.3 倍に増加した。さらに、分化促
進によるOAT4を介した輸送活性への影響を
評価するため、 OAT4 の基質である
[3H]DHEAS および[3H]E1S を用いて JEG-3

細胞への取り込みを測定した。その結果、
forskolin 添加培地で培養した JEG-3 細胞に
おいて非添加時に比べ有意に両基質の取り
込み活性が上昇した。また、非標識 1 mM 

DHEASおよびE1S存在下では両基質の取り
込みが阻害された。さらに、 forskolin が
OAT4 の発現および機能に与える誘導効果
は、PKA阻害剤 KT5720 (5 μM)との併用に
よって減弱した。以上から、forskolin による
PKA活性化が JEG-3細胞におけるOAT4 の
機能発現を誘導することが示唆された。 

 Forskolin が他の有機アニオントランスポ
ーターの発現に与える影響を検討した。ヒト
胎盤関門において、OAT4 に加えて organic 

anion transporting polypeptide 2B1 

(OATP2B1)および organic solute carrier 

protein 1 (OSCP1)の発現が報告されている。
また、 sodium-dependent organic anion 

transporter (SOAT)は胎盤において高い
mRNA 発現が報告されている。しかし、
JEG-3 細胞において OATP2B1 と SOAT の
発現は検出されず、OSCP1 mRNA 発現量は
forskolin 添加による影響を受けないことが
示された。よって、forskolin による JEG-3

細胞における[3H]DHEAS および[3H]E1S 取



 

 

り込み活性の上昇は、OAT4 の発現量増加に
よることがさらに強く示唆された。 

 分化誘導を受けた JEG-3 細胞における
[3H]16α-OH DHEAS の取り込みは時間依存
的であり、 2 分で定常状態に達した。
[3H]16α-OH DHEAS 取り込みは 1 mM非標
識DHEASにより有意に阻害されたことから、
トランスポーターを介した輸送であること
が示唆された。さらに、OAT4 阻害剤である
DHEAS、E1S、bromosulfophthalein (BSP)、
probenecid、および 1 mMでは OAT4を阻害
し な い tetraethylammonium (TEA) 、
cimetidine、p-aminohippuric acid (PAH)を
各々1 mM 添加した条件下で [3H]16α-OH 

DHEAS の取り込みを解析した。その結果
[3H]16α-OH DHEAS の 取 り 込 み は 、
DHEAS、E1Sおよび BSPの存在下で有意な
減少が示され、probenecidの存在下でも減少
傾向が示された。一方、TEA、cimetidine お
よび PAH では阻害されなかった。したがっ
て 、 JEG-3 細 胞 に お け る [3H]16α-OH 

DHEAS取り込みにはOAT4の関与が示唆さ
れた。一方、OSCP1 については、その主た
る基質である PAH による阻害が示されず、
関与は少ないことが示唆された。 

分化誘導を受けた JEG-3細胞において、エ
ストロゲン前駆体非添加時にはE2およびE3

がほとんど分泌されなかったのに対し、
DHEAS 添加培養時には E2、 16α-OH 

DHEAS 添加培養時には E3の選択的な分泌
が検出された。これら前駆体選択的な E2 お
よび E3分泌はともに 50 μM BSP共存培養
下において、30%以上有意に阻害された。こ
の結果から、BSP によって前駆体の OAT4

取り込み段階が阻害されることでエストロ
ゲン分泌が減少することが示唆された。 

 ヒト OAT4 を一過性に発現させた COS-7

細胞における[3H]16α-OH DHEAS 取り込み
はmock細胞と比較して有意に高く、その Km

値は 7.4 μMであった。OAT4発現 COS-7細
胞における[3H]16α-OH DHEAS の取り込み
は 1 mM DHEAS、E1S、BSP、および
probenecid の存在下で有意に低下したが、1 

mM TEA では阻害されず、JEG-3 細胞にお
ける[3H]16α-OH DHEAS 取り込みの性質と
一致した。一方、ヒト OATP2B1一過性発現
COS-7細胞においては、OATP2B1を介した
[3H]16α-OH DHEAS 取り込み活性は検出さ
れなかった。 

 結論として、胎盤関門における OAT4 の発
現には、合胞体性栄養膜細胞への分化過程に
おける PKA を介した発現誘導機構が関与し
ていることが示唆された。さらに、ヒト胎盤
関門側底膜において、OAT4 による胎児中
16α-OH DHEASの細胞内取り込み機構の存
在が示唆された。OAT4 を介した胎児側から
の 16α-OH DHEAS 取り込み機構は妊娠期

E3 合成において重要な生理的役割を果たし
ていると考えられる。胎盤内分泌機能におい
てトランスポーターによる胎盤透過性制御
が重要な役割を果たすことが明らかとなっ
た。 
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