
    

様式様式様式様式 CCCC----19191919    

科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書    

 

平成 22 年 5 月 20 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：破骨細胞における葉酸輸送機構を解明するために、破骨細胞の細胞膜

と形態的・機能的に類似しているリソソーム膜に着眼し、ラット腎リソソームにおける葉酸輸

送について検討した。その結果、酸性領域で、著しい濃度依存性及び温度依存性を示す葉酸輸

送系の存在が明らかとなった。その Kmは 0.073 µM と極めて低く、また、その輸送に対する阻

害感受性が、従来から知られている葉酸トランスポーターとは大きく異なっていた。以上より、

リソソーム膜や破骨細胞の細胞膜には未知の葉酸トランスポーターが存在すると考えられる。 
 
 
研究成果の概要（英文）：In order to explore the possibility that the carrier-mediated folate transport 
system could be involved in the accumulation of methotrexate in osteoclasts, we examined the 
transport of folate in lysosomes isolated from the rat kidney, since lysosomal membrane has 
functional similarities of the ruffled border in osteoclasts. It was found that the lysosomal folate 
transport occurred at an acidic pH (pH 5.0 - 6.0), and was saturable with the Michaelis constant of 
0.073 µM. When we examined the effect of various inhibitors for RFC1 (reduced folate carrier 1) 
and PCFT (proton-coupled folate transporter) on the lysosomal folate transport, the inhibition 
profile was found to be different from those of RFC1 and PCFT. These results suggest that 
lysosomes have a specific folate transport system, which has not been identified, and this transport 
system may be involved in methotrexate accumulation in osteoclasts.  
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１．研究開始当初の背景 
 慢性関節リウマチは、全身の関節に激しい

痛みや腫れを伴う自己免疫疾患であり、その

患者数は日本人口の約 0.6％にも及ぶ。その

病態発症の詳細なメカニズムは不明である

が、その治療には抗炎症薬や免疫抑制剤が有

効であることが知られている。特に、葉酸代

謝拮抗薬であるメトトレキサート(MTX)は、

リウマチ部位おける炎症を抑え、関節腔内の

滑膜細胞やリンパ球の増殖を抑制すること

により関節破壊の進行を抑制するため、リウ

マチ治療の第一選択薬として最も汎用され

ている。また、この際に用いられる MTX は、

がん治療で用いられる投与量に比較して極

めて低量（4～6 mg/week）で有効である。

この強力な薬理効果には炎症部位への特異

的な MTX の集積が重要であることが示唆さ

れており、その機構には MTX 及び folate に

特異的な輸送担体（トランスポーター）の関

与が指摘されている。 
 これまでに folate類の輸送に関わるトラン

スポーターとしては還元型葉酸トランスポ

ーター（RFC1）が同定されている(Williams 
et al, JBC 269, 5810-16, 1994)。RFC1 は還

元型葉酸や MTX に対して非常に高い輸送活

性を有していることから、リウマチ部位にお

ける MTX 集積への関与が考えられてきた。

しかし、RFC1 の発現はリウマチ部位に特異

的でなく、また、リウマチ患者を対象にした

RFC1 の遺伝子多型の解析において、機能低

下を伴う RFC1遺伝子変異と MTXによる治

療効果との間に相関性は認められていない。

したがって、RFC1 以外のトランスポーター

が関与している可能性が考えられる。一方、

最近、我々は、ヘムトランスポーターとして

同定された PCFT/HCP1 がプロトン依存性

folate トランスポーターとしての性質を有し、

folate と同様に MTX も非常に効率よく輸送

することを見出した（Nakai et al, JPET 322, 
469-76, 2007）。しかし、PCFT/HCP1 の発現

は消化管上部に特異的であり、他では肝臓に

発現が見られる程度である。また、ラット関

節リウマチモデルを用いて病変部位での

PCFT/HCP1の誘導発現の可能性も検討した

が、その発現は認められなかった。このよう

に、リウマチ部位における MTX 輸送に関わ

る機能性分子は極めて重要とみられ、関心も

高いが、依然としてその詳細は不明である。 
２．研究の目的 

 MTX による抗リウマチ作用の詳細なメカ

ニズムは未だ不明であるが、前述のように炎

症部位への集積が重要とされており、作用部

位と集積部位は同一であると推察される。そ

のターゲットとなる細胞の候補として、関節

腔内の滑膜細胞やリンパ球も挙げられるが、

慢性関節リウマチでは関節の炎症以外に顕

著な骨破壊が進行するため、骨吸収に関与す

る破骨細胞の関与が疑われる。破骨細胞では、

極性細胞の頂端（apical）細胞膜に相当する

波状縁膜が lysosome 膜的機能を有すること

が知られていることから、通常細胞における

lysosme 膜蛋白質の多くが細胞膜へ移行し、

細胞膜蛋白質として機能しているものと推

察される。したがって、破骨細胞に MTX が

選択的に集積する場合においては、一般的な

細胞の lysosome 膜に存在する folate トラン

スポーターが関与する可能性が考えられる。

しかし、現在のところ、細胞内の folate 輸送

に関わるトランスポーターは同定されてい

ない。 
 そこで本研究では、破骨細胞におけるMTX
の集積メカニズムを解明するために、

lysosome 膜における folate 輸送特性につい

て検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 Wistar 系雄性ラット（約 300 g、一晩絶食）

を用い、麻酔下で、腎臓を摘出した。腎臓を

ホモジナイズした後、急速分画遠心法により

リソソームを単離し、リソソーム懸濁液を得

た。[3H] 標識された folate を用い、リソソー

ムへの取り込みを迅速濾過法により評価し

た。取り込み実験を行うに当たり、[3H] 標識

された folate を含む uptake solution (80 µl) 
を リ ソ ソ ー ム 懸 濁 液  (20 µl, 10 mg 
protein/ml) に加えて取り込みを開始させ、

恒温漕中 (25°C) で所定の時間までサンプル

を静置した。取り込み停止時には、氷冷した

停止洗浄液 1 ml をサンプルに加えることに

より反応を停止させ、直ちにスポイトで全量

を吸い取ってメンブレンフィルター上に滴

下して、減圧下で濾過した。停止洗浄液でメ

ンブレンフィルターを洗浄後、メンブレンフ

ィルターをカウンティングバイアルに移し、

液体シンチレーションカクテルを加えた。 
 マウスマクロファージ様細胞である

RAW264 細胞を常法にしたがって培養し、回
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収した細胞をホモジナイズすることにより

同様にリソソーム懸濁液を得た。 
定量は液体シンチレーションカウンティ

ング法により行った。 

 

 

４．研究成果 

ラット腎リソソームにおける folate輸送は、

顕著な温度依存性と、酸性域で高い活性を有

する pH 依存性を示した（Fig. 1）。また、pH 
5.5 での folate 輸送は顕著な飽和性を示した

(Fig. 2)。中性指向性である RFC1 とは異な

る輸送担体の関与が考えられる。なお、pH 
5.5 での folate 輸送の Michaelis 定数 (Km) 
は 0.073 µM、最大輸送速度 (Vmax) は 1.77 
pmol/min/mg protein と算出され、folate に

対し極めて高い親和性を示すことが示唆さ

れた。一方、MTX による IC50値は 5.4 µM と

算出され、その親和性は folate に比べ低いこ

とが示唆された。また、還元型葉酸類も folate
輸送を高い阻害効果を示し、この担体輸送系

に親和性を有する可能性が示唆された(Fig. 
3)。 

 

Fig. 1. pH Dependence of Folate Uptake in Rat Kidney Lysosomes. 
Mean ± S.E. (n = 3 or 4); uptake of [3H]folate (10 nM) for 1 min at 25°C.  

 
 

Fig. 2. Concentration Dependence of Folate Uptake in Rat Kidney 
Lysosomes. Mean ± S.E. (n = 4); uptake of [3H]folate for 1 min at 25°C and
pH 5.5; solid line, computer-fitted profile.    

 

取込み試験液中の Na+を K+、Choline に置

換したもの、NaClを mannitol に置換したも

の、そして Cl-を gluconate または SCN-に置

換したものを用い、folate 輸送に及ぼすイオ

ン置換の影響を検討したところ、Na+を K+

に、また、Cl-を SCN-に置換した場合、取り

込みはやや減少したが、影響は小さく、Na+、

Cl-による影響はほとんどないと考えられる

（Fig. 4）。 

 

Fig. 3. Inhibitory Effect of Folate and Several Folate Derivatives on 
Folate Uptake in Rat Kidney Lysosomes. Mean ± S.E. (n = 3 or 4); uptake 
of [3H]folate (10 nM) for 1 min at 25°C and pH 5.5; control, 24.8 µl/min/mg 
protein; 5-MTHF, 5-methyl-tetrahydrofolate; THF, tetrahydrofolate; 5-FTHF, 
5-formyl-tetrahydrofolate; MTX, methotrexate. 
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Fig. 4. Ion Dependence of Folate Uptake in Rat Kidney Lysosomes. 
Mean ± S.E. (n = 3 or 4); uptake of [3H]folate (10 nM) for 1 min at 25°C and 
pH 5.5; control, 24.8 µl/min/mg protein; a) p < 0.05. 

 
次に、各種阻害剤の影響について検討した。

RFC1及び PCFTの阻害剤としても知られて

いる bromsulphthalein, 4,4'-diisothiocyano- 
stilbene-2,2'-disulfonate はラット腎リソソ

ームにおける folate 輸送を阻害したが、効果

は弱かった。また、他のアニオンは folate 輸

送に対してほとんど影響を及ぼさなかった。

したがって、この folate 担体輸送系は、

OATs(organic anion transporters)に代表さ

れるようなイオン化の状態が基質となる条

件として重要である輸送担体とは異なるも

のと考えられる。また、RFC1の基質として

知られている thiamine pyrophosphate、ま

た、PCFT に対し強い阻害効果を示す

sulfasalazine による影響がほとんど見られ

なかったことから、本担体輸送系は RFC1 及

び PCFT とは異なるものであることが示唆
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された。 
内因性カルボン酸類及び誘導体の影響に

ついても検討したところ、一部の内因性カル

ボン酸によって folate輸送が約 2倍に上昇し

たことから、本輸送系において、一部の内因

性カルボン酸が、活性制御の役割を担ってい

る可能性も考えられる(Fig. 5)。 

 
また、破骨細胞の前駆体細胞である

RAW264 細胞から調製したリソソームを用

いて同様の検討を行ったところ、pH 依存性

の folate 輸送が認められ、その輸送はラット

腎リソソームで認められた基質特異性や阻

害剤感受性に類似していた。 
これらの特徴を持つ輸送担体はこれまで

に報告されておらず、ラット腎及び RAW264
細胞リソソームに特有の未知の folate輸送担

体が関わっているものと考えられ、おそらく

破骨細胞の波状縁膜においても同様の輸送

担体が存在すると思われる。未だ不明な点が

多いが、本研究での成果が基質認識特性解明

の手がかりとなることを期待したい。また、

今回見出された folate担体輸送系のさらなる

解明が進み、folate 類似構造を有する抗リウ

マチ剤や抗がん剤などの開発、ドラッグデリ

バリーへの応用の可能性等についての研究

の進展につながることを期待したい。 
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Fig. 5. Effect of Various Compounds of Folate Uptake in Rat Kidney 
Lysosomes. Mean ± S.E. (n = 3 or 4); uptake of [3H]folate (10 nM) for 
1 min at pH 5.5 and 25°C; control values, 21.2 µl/m in/mg protein.  


