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研究成果の概要（和文）：eNOSの機能不全に起因する血管障害に対して，eNOS反応を調節するテトラヒドロビオ
プテリン（BH4）の補充が効果的であるが，ヒト臨床試験では十分な結果が得られていない。その原因がBH4の酸
化とBH4補充効率の悪さであることに着目した。本研究では，BH4の酸化が自動酸化ではなく，細胞や組織におい
て酵素的に起こること，およびこのBH4酸化ににNADPHオキシダーゼが関与することを示した。他方，BH4補充効
率を決定する輸送体が浸透圧の影響を受けることを示した。

研究成果の概要（英文）：In studies using model animals, supplementation with tetrahydrobiopterin 
(BH4), which regulates the eNOS response, is effective for angiopathy caused by eNOS dysfunction.
However, sufficient results have not been obtained in clinical trials.We noted that the causes were 
the oxidation of BH4 and the inefficiency of BH4 replenishment.In this study, we showed that BH4 
oxidation occurs enzymatically in cells and tissues rather than autoxidation, and that NADPH oxidase
 is involved in this BH4 oxidation. On the other hand, it was shown that the activity of the 
transporter responsible for BH4 transport, which determines the BH4 replenishment efficiency, is 
affected by osmotic pressure.

研究分野： 薬物動態学

キーワード： テトラヒドロビオプテリン　血管障害　酸化ストレス

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病の主な合併症は細小血管症 (腎症，網膜症，神経障害)，大血管症(脳梗塞，心筋梗塞)である。これら血
管症に次ぐ合併症として歯周病が注目されている。歯周病と糖尿病は相互に負の影響を与えるため，糖尿病患者
において有意に悪化するだけでなく，歯周病が糖尿病の合併症(腎症，心疾患)を悪化させる。本研究成果は，
BH4の酸化とBH4補充効率を改善する一助であり，歯周病ならびに糖尿病の合併症の有効な治療によって，多くの
患者の生活の質の維持と健康寿命の延長への貢献が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病の三大合併症である糖尿病性腎症，糖尿病性網膜症，糖尿病性神経障害の増悪などは，
eNOS 機能不全による非局所的な血管障害が主因である。eNOS 機能不全の主なものは eNOS アン
カップリングといわれ，NOS 分子に結合した BH4 が酸化体 BH2 に置き換わることでペルオキシナ
イトライト（ONOO–）が発生する（J Biol Chem 276 （2001） 14533-6, Biochem J 362 （2002） 
733-9 より）。ONOO–は細胞傷害性が高いだけでなく，BH4 を選択的に酸化するため，BH2 生成が加
速し，さらに eNOS のアンカップリングが促進するという悪循環を引き起こす。すなわち，BH2 の
BH4 に対する相対量（BH2/BH4 比）の増大は血管障害の原因・増悪因子である（Nitric Oxide 25 
（2011） 81-89）。 

eNOS に結合した BH4 が酸化・脱落すると BH2 となるが，通常は細胞内のサルベージ経路で速
やかに再還元されるため，細胞内 BH2/BH4 比は低く維持されている。しかし，糖尿病などの病態
では，酸化還元バランスの崩れから，BH4 の酸化と BH2 の再還元の不均衡が生じ，BH2/BH4 比が
増大し，eNOS 機能不全が進行する。現在，eNOS 機能不全による心血管イベントの抑制のために，
BH2/BH4 比を改善する最も直接的な方法として BH4 の投与が試みられている。しかし，ヒト臨床
試験において，良好な結果が得られていない。これは，BH4 投与直後に起こる BH4 酸化によって
BH2 が増加し，BH2/BH4 比が改善されないためである（Circulation 125 （2012） 1356-66）。こ
の BH4 の酸化を抑制できなければ BH4 は治療薬として成立しない。すなわち，「投与された BH4
の酸化抑制」が eNOS 機能不全を予防・治療する薬剤開発の核心的な問題である。 
 
２．研究の目的 

本研究は，BH4 投与時に観察される BH4 の大量酸化を抑制する方法を確立し，eNOS 機能不全
に起因する血管障害の治療薬を探索することを目的とする。これまで，投与された BH4 の酸化は
非酵素的な自動酸化と考えられており，生体内で起こる自動酸化を人為的に制御することは不
可能とされていた。これに対して，申請者は，BH4 の大量酸化は，非生理的高濃度の生理活性物
質 BH4 に曝された細胞のホメオスタシスの 1つ，すなわち，生物反応であると考えた。細胞内で
酵素的に起こる生物反応は，抑制することが可能であり，個体で観察される酸化問題と細胞レベ
ルの酸化が BH4 の輸送体によって同時に理解・解決できる。 

BH4 投与時に観察される BH4 の酸化は細胞外における自動酸化ではなく，細胞内で起こる生
物反応であり，以下の 3つの過程で説明される：（1）BH4 の細胞への取り込み，（2）細胞内にお
ける BH4 の酵素的な酸化，（3）BH2 の細胞からの放出。すなわち，BH4 が細胞に取り込まれなけ
れば，BH4 の急激な酸化は起こらない。BH4 は親水性化合物であるため，細胞膜を介した移行に
は輸送体の媒介が必要である。現在までに BH4 の輸送体は同定されていない。そこで本研究で
は，BH4 の取り込みを担う輸送体を同定し，その阻害剤を探索することで，BH4 投与時の BH4 酸
化を抑制する。この研究により，BH2/BH4 比の増加が抑制できれば，糖尿病性の合併症治療薬の
創薬研究におけるマイルストーンとなる。 
 
３．研究の方法 

培養細胞を用いて BH4 輸送の解析を行う。特に，基質濃度依存性，ATP 感受性，金属イオン
の効果，類似化合物による競合阻害が BH4 輸送に与える影響から輸送特性を観察する。BH4 の輸
送特性と類似する輸送体を TP-Search, ABC transporters, Solute Carriers などのデータベー
スを用いて，検索する。候補となった輸送体の基質や阻害剤の BH4 輸送への阻害効果と抗 BH4 酸
化効果を評価する。他方，実験動物へ BH4 を投与した場合の組織への BH4 蓄積（特に肝臓への蓄
積）に対する候補輸送体阻害剤の効果を評価する。 
 
４．研究成果 
（1）培養細胞を用いた BH4 輸送の解析 

培養細胞（HepG2）に暴露し，一定時間に細胞内に取り込まれ
た BH4 量を HPLC/蛍光検出により定量した。 
①培養細胞に，BH4 を与えると細胞内に経時的に BH4 が蓄積する
が，同時に酸化型のビオプテリン化合物（ここでは BH2 と示す）
も蓄積した（図 1）。細胞に BH4 を与える条件（特に，基質濃度
依存性，ATP 感受性，金属イオンの効果，類似化合物による競合
阻害）を検討した結果，浸透圧に感受性を示した。すなわち，低
張溶液を用いて実験を行ったところ BH4 の蓄積が数倍に上昇す
ることが明らかになった。ただし，酸化型のビオプテリン化合物
量には優位な変化は観察されなかった。 
 
 
 

図 1.BH4 添加時の細胞内 BH4 酸化 
培養細胞に取り込まれた BH4 は，速やか
に酸化され，細胞内に BH2 が増加する。 



②上記①で観察された浸透圧感受性の BH4 輸送について詳細に検討を行った。その結果，
Transient Receptor Potential（TRP）チャネルの阻害剤によって浸透圧感受性の BH4 輸送が完
全に抑制された。TRP チャネルは，温度・機械・浸透圧・pH などの物理・化学的な刺激で活性化
されるチャネルである。TRP は，ナトリウムイオン（Na+）やカリウムイオン（K+）に加えて，カ
ルシウムイオン（Ca2+）やマグネシウムイオン（Mg2+）も透過するカチオンチャネルである。複
素環化合物である BH4 が TRP チャネルの基質として輸送されることは考えにくいため，BH4 を輸
送する輸送体の活性が TRP で調節されていると考えられた。TRP チャネルは TRPA，TRPC，TRPM，
TRPV，TRPML そして TRPP の 6 つのファミリーに分類される。どの TRP ファミリーが低張溶液依
存性に BH4 輸送を調節するのかを阻害剤を用いて検討した結果，TRPA，および TRPC に比較的特
異性のある阻害剤によって，低張溶液下で促進された BH4 輸送が有意に抑制された。しかし，
TRPA および TRPC の活性を調節するとの報告のある Ca2+イオン濃度を細胞内，細胞外で枯渇さ
せたにもかかわらず，BH4 輸送は変化しなかった。これらの結果は，浸透圧感受性の TRP チャネ
ルが BH4 輸送を担う輸送体の上流に位置し，その活性を調節していることを示唆した。 
③TRP の調節を受ける BH4 輸送体の輸送特性検討を行っ
た。これまでの結果から，BH4 輸送は等張条件で活性が抑
制され，低張条件下で TRP を介して活性化されると考えら
れた。そこで，低張条件下で BH4 輸送体の輸送特性を改め
て検討することとした。先ず，ビオプテリン化合物を輸送
する事が報告されている「平衡型拡散輸送体（ENT）」と「有
機陰イオン輸送体（OAT）」の阻害剤，および基質を用いて
BH4 輸送に対する影響を観察した。その結果，OAT への阻
害効果を持つことが知られているプロベネシド，および
OATの基質であるエストロン硫酸やペニシリン Gでは，BH4
輸送を阻害しなかった。これに対して，ENT への阻害効果
をもつニトロベンジルチオイノシン（NBMPR），および核酸
（アデノシン，ウリジン，チミジン）存在下に BH4 輸送が
有意に減少した（図 2）。なお，低張条件下観察された NBMPR
や核酸による BH4 輸送への阻害効果は，等張条件下では観察されなかった。これらの結果は，浸
透圧感受性に TRP を介して活性化される BH4 輸送体が ENT であることが示唆された。これまで，
ENT が TRP による調節を受けることは報告されていない。 
④培養細胞における BH4 酸化について詳細に検討を行った。細胞内 BH4 と細胞外 BH4 の安定性
を BH4 のサルベージ経路前駆体であるセピアプテリンを用いて検討した結果，研究を計画した
当初は BH4 の酸化が「細胞内」で行われると考えていたが，検討の結果，「細胞外」で BH4 が酸
化されていることが明らかになった。また，BH4 の酸化産物は，フクシマ-ニクソン法に準じた
酸性/アルカリ性条件下のヨード酸化において，プテリン（2-amino-4-oxopteridine）として検
出された。さらに，BH4 の酸化は低温（8℃）ではほとんど観察されないこと，およびニコチンア
ミドアデニンジヌクレオチドリン酸（NADPH）オキシダーゼの阻害剤存在下に BH4 酸化が有意に
抑制された。NADPH オキシダーゼは，膜結合酵素複合体で，6 つのサブユニットで構成される。
また，主要な活性酸素種（ROS）源の 1 つである。これらの結果は，BH4 の酸化が酵素的に行わ
れている事，および BH4 を酸化する化合物が ROS である可能性を示唆した。 
 
（2）実験動物を用いた解析 

上記（1）の①で HepG2 細胞を使用して観察された浸透圧感受性の BH4 輸送が生体内でも機能
しているかどうかを実験動物（C57BL/6J マウス）を用いて検討した。すなわち，マウスの肝臓
を浸透圧の異なるハンクス溶液で還流し，肝臓に残存する BH4 量を定量した。その結果，等張ハ
ンクス溶液で還流した肝臓の BH4 量に比べて，低張ハンクス溶液で還流した肝臓に残存する BH4
量の方が有意に低かった。この結果は，浸透圧による BH4 輸送の調節機構が生体においても，機
能することを示唆した。 

図 2.浸透圧感受性の BH4 取込みに対する
輸送体阻害剤の効果 

平衡型核酸輸送体の阻害剤であるニトロ
ベンジルチオイノシン（NBMPR）の濃度依
存的に BH4 の輸送が抑制された。●；低張
溶液下，○；等張溶液下，◇；BH4 なし 
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