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研究成果の概要（和文）：Pts-/-DPS マウス脳のビオプテリン量は、野生型に比べて低値だった。

野生型マウス脳のドパミン量が生後経時的に増加するのに対し、Pts-/-DPS マウス脳ではドパ

ミンの増加がみられなかった。Pts-/-DPS マウス脳のセロトニン含量は P7 までに急激に減少

した。野生型マウス脳のチロシン水酸化酵素タンパク質量は生後経時的に増加したが、

Pts-/-DPS 脳ではの増加がみられなかった。Pts-/-DPS マウスの脳内フェニルアラニン量は P0

から P7 の間に急激に増加した。 

 
研究成果の概要（英文）：Biopterin content in the brains of Pts-/-DPS mice was fewer than 

that of wild type mice. The amount of dopamine in the brains of wild type mice increased 

according to the date after birth, however, that of Pts-/-DPS mice did not.  Serotonin 

content in the brains of Pts-/- mice decreased by P7. The amount of tyrosine hydroxylase 

protein in the brains of wild type mice increased according to the date after birth. On the 

contrary, that in the Pts-/-DPS brains did not.  Phenylalanine content in the brains of 

Pts-/-DPS mice dramatically increased between P0 and P7. 
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１．研究開始当初の背景 

テトラヒドロビオプテリン（BH4）は、フェ
ニルアラニン水酸化酵素、チロシン水酸化酵
素(TH)、トリプトファン水酸化酵素(TPH)の
補酵素であり、また一酸化窒素合成酵素
(NOS)の活性に必須のコファクターである。
TH、TPH によって生合成されるモノアミン
は中枢神経系の重要な神経伝達物質であり、

運動機能、情動・思考・睡眠、内分泌、血圧・
体温調節などに関わっていることから、BH4

関連酵素の遺伝的変異によって、悪性高フェ
ニルアラニン血症、ドパ反応性ジストニア
(DYT5、瀬川病)といった難病が起きる。他方
血管においては、内皮細胞の BH4 が eNOS

のコファクターとして一酸化窒素(NO)を産
生し、平滑筋を弛緩させる。BH4 の不足状態
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では eNOSはO2-ラジカルを生成して血管弛
緩反応を低下させ、高血圧症、動脈硬化症、
糖尿病、高脂血症などにともなう血管障害を
おこす可能性が指摘されている。 

我々の研究室では、BH4 生合成の第２段階を
触媒する 6-ピルボイルテトラヒドロプテリ
ン合成酵素（PTS）の遺伝子ノックアウトマ
ウス（Pts-/-）、このマウスにドパミン-水酸
化酵素プロモーターによってヒト PTS を発
現させたBH4部分欠損マウス（Pts-/-DPS）、
および qinonoid-BH2 から BH4 への再還元
をおこなうジヒドロプテリジン還元酵素
（DHPR）の遺伝子ノックアウトマウス
(Dhpr-/-)を作成した。PTS-/-マウス関連の研
究から、カテコラミン神経終末の TH のタン
パク質量が BH4 によって制御されることが
わかったが、詳細なメカニズムや部位差の生
じる機序は明らかにされていない。Dhpr-/-

マウスはマイルドな高フェニルアラニン血
症をきたし、BH4 に比べ BH2 の比率が上昇
していることが特徴で、BH4 代謝の不均衡と
神経および循環器疾患との関連を明らかに
することが期待できる。さらに BH4 欠損マ
ウスとして、BH4 生合成の第３段階を触媒す
るセピアプテリンレダクターゼ（SPR）の遺
伝子ノックアウトマウス（Spr-/-）を導入し
た。 

 

２．研究の目的 

BH4 生合成酵素・再還元酵素の遺伝子改変マ
ウス個体と培養細胞系を用いて、神経・精神
疾患（ジストニア、パーキンソン病、自閉症）
と循環器疾患（血管内皮傷害、酸化ストレス）
の発生機序を明らかにし、プテリン代謝の制
御による治療法・予防法の開発を目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）BH4欠乏マウスの黒質―線条体系の発
達・加齢とジストニア、およびドパミン（DA）
神経終末での BH4による TH制御のメカニズ
ムについての研究 
P(Postnatal)0, P7, P14, P28齢の野生型お
よび Pts-/-DPSマウスの脳ホモジネートを調
製した（n=3）。タンパク質濃度は Bradford
法で定量した。ビオプテリン量は Fukushima & 
Nixonの方法を用いて高速液体クロマトグラ
フィー（HPLC）-蛍光検出器でおこない、モ
ノアミンは HPLC-電気化学検出器を使用して
おこなった。アミノ酸は Hitach L-8500アミ
ノ酸分析器で定量した。抗 TH抗体を用いて
ウエスタンブロッティングを行い、抗
-actin抗体で標準化して、生後発達に伴う
変化を調べた。 
（２）BH4欠乏マウスの血管機能、および高
血糖・高脂血症等の病態下の BH4欠乏マウス

での血管病変の進行に関する研究 
5-8週齢♂の野生型および Dhpr-/-マウスに
通常飼料または 1.25%コレステロール負荷飼
料を与え 14週間飼育した（n=3～4）。ネンブ
タール麻酔下に胸部大動脈を摘出し、2mm長
のリング標本を作製して DMT610Mでアセチル
コリン依存性の血管弛緩反応と L-NAME存在
下での Sodium Nitroprussideによる血管張
力を測定した。プレ収縮にはフェニレフリン
を使用した。血清、脳、肝臓と残余の血管に
ついて、ポストカラム法で BH4、BH2量を測
定した。血清コレステロールは abcam社のキ
ットを使用して定量した。 
本研究は本学組み換え DNA実験委員会と動物
実験委員会の審査ならびに認可をうけて行
った。 
 
４．研究成果 
（１）BH4 欠乏マウスの黒質―線条体系の発
達・加齢とジストニア、およびドパミン神経
終末での BH4 による TH 制御のメカニズムに
ついての研究 
P0 での野生型マウス脳のビオプテリン含量
は 6.4±0.6 pmol/mg protein で経時的に減
少した。P0での Pts-/-DPSマウス脳のビオプ

テリン量は野生型の 36%で、以後も増加せず
P28では野生型の 38%となった(図 1)。 

（図 1）脳内ビオプテリン量の生後変化 
 
P0での野生型マウス脳の DA含量は 4.1±0.7 
pmol/mg proteinで、生後経時的に増加した。 
P0での Pts-/-DPS脳の DA含量は野生型の 53%
だったが、その後も増加せず、P28 では野生
型の 19%となった。P0での野生型マウス脳の
セロトニン(5-HT)含量は 5.6±1.4 pmol/mg 
protein で、その後有意な変化はなかった。 
P0でのPts-/-DPS脳のセロトニン含量は野生
型と有意な差がなかったが、P7までに急激に
減少し、 P28では野生型の 14%になった。（図
2） 



(図 2)脳内モノアミン量の生後変化 
 

野生型マウス脳の TH タンパク質量は生後経
時的に増加した。P0 での Pts-/-DPS 脳の TH
タンパク質量は野生型の 78%だったが、その
後増加せず、P28 の時点では野生型の 29%と
なった（図 3）。Pts-/-DPSマウスの脳内フェ
ニルアラニン量は P0から P7の間に急激に増
加し、野生型の 26 倍(26.7±3.4 nmol/mg 
protein)に達した。Pts-/-DPSマウスでは TH
タンパク質量が生後の発達にともなって増
加しないことがわかった。脳内DAおよび5-HT
は、THタンパク質の減少、コファクターとし
ての BH4の不足、生後の高フェニルアラニン
血症によって脳内へのチロシン・トリプトフ
ァンの輸送が阻害されること、高濃度のフェ
ニルアラニンによって TH・TPHの活性が阻害
されることにより、低下すると推測された。 

（図 3）脳内 THタンパク質量の生後変化 
 
これらの結果を Spr-/-マウスの生後発達と
比較したところ、Spr-/-マウスでも脳の BH4
量はP0では野生型の26.1%で以後も増加しな
いこと、生後の DA、5-HT、TH の増加がみら
れないこと、尾懸垂時に異常姿勢が見られる
ことが Pts-/-DPSマウスと共通していた。し
かし Pts-/-DPS マウスで P7 から P14 にかけ
て線条体でストリオソーム優位の TH の減少
が観察されたのに対し、Spr-/-ではストリオ
ソーム・マトリックスとも並行して TH が減
少した。また Spr-/-について肝臓の GTPシク
ロヒドロラーゼ１(GCH1)のたんぱく質量の
変化をウェスタンブロッティングで調べた
ところ、P0からP14にかけて約６倍に増加し、
野生型と有意な差はなかった。PAH も経時的

に増加したが、野生型に比較して少ない傾向
があった。 
BH4によるTHたんぱく質の制御について検討
するため Pts-/-DPS マウスに BH4 および
L-DOPAを腹腔内投与し、脳ホモジネート中の
TH タンパク質量の変化を解析したが、TH の
タンパク質量が有意に増加する条件は確定
できなかった。今後血液・脳関門の未発達な
時期の野生型マウスに GCH1 阻害薬を投与し
て BH4 の生合成を阻害すること、DNA array
を用いて野生型マウスとこれらの遺伝子改
変マウスの脳で発現の変化している分子を
探索する。 
 
（２）BH4 欠乏マウスの血管機能、および高
血糖・高脂血症等の病態下の BH4欠乏マウス
での血管病変の進行に関する研究 
野生型マウスでは通常飼料飼育時の血清コ
レステロール値は 125.8±13.8mg/dL、コレス
テロール負荷飼育では 243.5±14.6mg/dL、
Dhpr-/-はそれぞれ 114.8±9.4mg/dL、244.4
±25.1mg/dL であった。通常飼料飼育時、
1.25%コレステロール負荷飼料時育時とも、
大動脈リング標本のアセチルコリン、Sodium 
Nitroprusside による血管弛緩反応は、野生
型と Dhpr-/-の間に有意な差はなかった。通
常飼料飼育群については脳、肝臓の BH4量は
野生型（5.8±0.3 pmol/mg protein,17.6±
4.4 pmol/mg protein ）と Dhpr-/- (6.5±0.6 
pmol/mg protein, 8.1±0.3 pmol/mgprotein)
で有意差がなかったが、BH2 量は Dhpr-/-が
有意に増加していた( 0.2 pmol/mg protein, 
0.9 pmol/mg protein vs 1.0±0.1 pmol/mg 
protein,  7.4±1.0 pmol/mg protein )。
Dhpr-/-の血清 BH2値(771.8±53.3 pmol/mL)
は野生型(113.2±7.0 pmol/mL)よりも高値で
あった。血管の BH2 量は野生型(0.15±0.08 
pmol/mg protein) と Dhpr-/-(0.43 ± 0.09 
pmol/mg protein)に有意な差がなかったのに
対し、BH4 は Dhpr-/-マウス(2.74±0.38 
pmol/mg protein) が 野 生 型 (0.64 ± 0.35 
pmol/mg protein)の約 5 倍の値であった。
1.25%コレステロール負荷飼料時育時につい
ても同様の傾向であった。血管には BH4/BH2
の不均衡を是正する機構が存在することが
考えられる。今後例数を増やして明確な結論
を出すとともに、これらの現象のメカニズム
をあきらかにする。 
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