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１．研究計画の概要 

 テトラヒドロビオプテリン(BH4)は一酸化
窒素やモノアミン性神経伝達物質の生合成
を制御する因子で，生体内の BH4 濃度は神経
機能，血管機能に重大な作用を及ぼす。筆者
らは BH4 生合成の律速酵素であるＧＴＰシ
クロヒドロラーゼ１(GCH)に内在性アンチセ
ンス RNA（GCH naRNA）が存在することを
見いだした。本研究はこの GCH naRNA の発
現機構と生理的機能を解明することを目的
とする。 

 このため，おもに PC12 細胞を用いて，(1) 

GCH mRNA (GCH センス RNA) と GCH 

naRNA の発現がどのような因子（情報伝達分
子，薬剤など）によりどのような影響を受け
るか；(2) GCH naRNA は GCH 蛋白質，およ
び GCH 酵素系の最終産物である BH4 レベル
にどのような影響を与えるか； (3) GCH 

naRNA はどのような構造をしているか；を明
らかにしようとした。 

 

２．研究の進捗状況 

(1) 内在性アンチセンス RNA (naRNA)の検
定・定量方法の確立，開発について：標的遺
伝子のプロモーター部域塩基配列(mRNA の
ための転写開始点より上流)のフォーワード
プライマーを用いた RT-PCR によって，総
RNA 中の naRNA を検定する方法を確立した。 

 この方法は GCH 遺伝子だけでなく他の酵
素遺伝子にも適用され，マウス耳下腺では
Na+,K+-ATPase の naRNA の存在が確認され
たことから，内在性アンチセンス RNA は
GCH のような調節性の酵素だけではなく，比

較的恒常的に存在している酵素の発現にも
関係することを示唆する結果を得ている
(Arch. Oral. Biol. 2008）。 

(2) PC12 細胞の BH4 量および GCH mRNA レ
ベルは神経成長因子によって増加するが，こ
のとき同時に GCH naRNA も増加した。また，
PC12細胞のGCH mRNAを増加させる他の因
子（リポ多糖／TNF，膜透過性サイクリッ
ク AMP アナログ，フォルボールエステルな
ど）によっても GCH naRNA は増加した。 

 GCH naRNA は GCH mRNA からの GCH 蛋
白質合成を抑制する方向に作用するとの推
定で研究を進めてきたが，生体の状況によっ
ては GCH mRNA を分解から保護しテトラヒ
ドロビオプテリン(BH4)レベルを上昇させる
方向に作用する可能性が示唆された。 

(3) 5’RACE 法による GCH naRNA の 5’末
端分析の結果，，mRNA のヌクレオチド位置
2710, 2558, 2467, 2326 に相当する４種の末端
が得られた。短いものが長い RNA 鎖から分
解されたものかどうか検討中である。 

 

３．現在までの達成度 

③やや遅れている。 

(1) GCH naRNA の生理的機能の解析のため
にさらに高精度の定量方法が必要であり，リ
アルタイム PCR の適応を検討しているが，
センス RNA とアンチセンス RNA の混在す
る試料に適応できるようにする方法がまだ
完成していない。 

(2) 生理的意義を明らかにするためセンス
RNAあるいはアンチセンスRNAの一方のみ
を発現誘導（あるいは発現抑制）する試薬／
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条件を検索しているが達成できていない。 

 

４．今後の研究の推進方策 
(1) 生理的機能の検討には発現レベルの比
較的小さな変化も正確に迅速に測定するこ
と，センス RNA とアンチセンス RNA を厳密
に区別して測定することが重要である。この
ため RNA 標品中の GCH mRNA あるいは
GCH naRNA の片方だけを特異的に分解する
処理を行った後にリアルタイム RT-PCR 法で
それぞれの発現レベルを定量する方法を確
立する。 

(2) GCH アンチセンス RNA の 3’末端側の構
造（配列）を明らかにする。 

(3) GCH mRNA は終止コドンが 851-853 の位
置にあり異様に長い 3’UTR を有する。この
3’UTR 部分に結合する miRNA が存在するこ
と，また GCH naRNA もこの部分に対応する
配列を持つので，それら miRNA の GCH アン
チセンス RNA に対する作用を検討する。 
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