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研究成果の概要（和文）：グアニル酸シクロヒドロラーゼ 1酵素(GCH1) はテトラヒドロビオプ

テリン（BH4） 生合成経路の制限酵素であり、痛みの神経伝導に関与する調整物質の生成を制

御する重要な制御因子でもある。近年の研究により GCH1は疼痛の新しい制御因子であることが

明らかになった。今回、我々は神経傷害痛のモデルラットとコリンアゴニストを投与した無処

置ラットの DRG内における BH4の機能について研究した。実験結果からコリン作動性のシステ

ムと BH4代謝との相互作用により、痛覚が低下することが明らかになった。この結果より、GCH1 

阻害薬による鎮痛効果の発現に GCH1 の調節タンパク(GFRP)発現の増加が関与することが示唆

された。 

 

研究成果の概要（英文）： GCH1 is the first and rate-limiting enzyme in the biosynthetic 
pathway of tetrahydrobiopterin (BH4), an important cofactor for the synthesis of several 
modulator in pain neurotransmission. Recently, the importance of GCH1 as pain marker 
has been recognized. Here, the role of BH4 has been investigated in the DRG of rat model 
of pain and in naive rat treated with cholinergic agonist. Experimental results shown that 
cholinergic system interact with tetrahydrobiopterin metabolism to decrease pain 
sensation. This results suggested that an increase in GCH1 regulatory protein (GFRP) 
expression is involved in analgesic effect by GCH1 inhibitor. 
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）痛覚伝達において、後根神経節（dorsal 

root ganglion; DRG）の中にある一次知覚神

経が重要な役割をもつ。痛覚伝達において主

要な神経伝達物質はグルタミン酸である。し

かしながら、痛覚伝達の調節には他の神経伝

達物質も関与する。例えば、カテコールアミ

ン、セロトニンや一酸化窒素も痛覚伝達を上

方制御することがが知られている。 

 

（２）テトラヒドロビオプテリン(BH4)は酵素

群である。BH4 は L-チロシンをレボドパ 

(L-DOPA)へ変換するチロシン水酸化酵素 

(TH)、L-トリプトファンを 5-ヒドロキシトリ

プトファンへ変換するトリプトファン水酸化

酵素に必須な補因子である。すなわち、BH4

は 3重の神経伝達物質(セロトニン、カテコー

ルアミンと一酸化窒素）を生合成する酵素群

の活性に必須となる重要な補酵素である。 

 

（３）グアニル酸シクロヒドロラーゼ 1 酵素

(GTP cyclohydrolase 1; GCH1) はテトラヒ

ドロビオプテリン BH4 生合成経路の制限酵素

である。近年の研究によりグアニル酸シクロ

ヒドロラーゼ 1 酵素(GTP cyclohydrolase 1; 

GCH1)は疼痛の新しい制御因子であることが

明らかになった。GCH１活性の上昇により、セ

ロトニンやカテコラミン、一酸化窒素が増加

するのであれば、GCH１の増加に伴い、痛みを

より強く感じると予想される。 

 

（４） GFRP  (GCH1 feedback regulatory 

protein）は GCH１の酵素活性である。GFRPと

GCH1の複合体形成により、GCH1活性が調節さ

れている。 

（５）近年、末梢神経系のニューロンにおい

て選択的スプライシングによる Ach の合成酵

素(ChAT)のアイソフォ-ムが存在することが

明らかとなった。この新アイソフォ-ムは発見

者により、pChAT（末梢性 ChAT; peripheral 

type of ChAT)と命名された。 

組織学、トランスクリプトーム学および生化

学的解析の手法を用いた後根神節(DRG)の研

究により、DRG において pChAT の遺伝子が転

写されて mRNA が生成されること、また、DRG

内でｐChATにより合成されるアセチルコリン

（Ach）があることも確認されている。 
 
 
 

２．研究の目的 
 
GCH1阻害薬（DAHP)とコリン作動性薬剤の鎮痛

効果を明らかにするために、GFRP/GCH1複合体

による痛覚消失の機構を研究する。 

  

（１）神経傷害痛のラットモデルにおける痛

覚受容に対するGCH1とGFRPの相互作用を解析

する。 

 

（２）神経傷害痛のモデルと無処置ラットの

DRG内でｐCHAT, GCH1 とGFRPの分布を検討す

る。 

（３）DRG内におけるGCH1/GFRP複合体の存在

を明らかにする。 
  
３．研究の方法 
 
（１）神経障害痛モデルと侵害受容感覚の解

析。 

坐骨神経結紮モデルを用いた機械的アロディ

ニアおよび温度過敏性疼痛の評価。上記モデ

ルラットおよび正常ラットにおける侵害受容

感覚の分析。 

①機械的アロディニアの評価は Von Freyテ

ストにて行う。 

②熱痛覚過敏の評価は hotplateテストにて

行う。 

 

（２）GCH1とGFRPに対する特異抗体の作成。

抗原性のペプチドのスクリーニングを行う。

抗原ペプチドをマウスとウサギに投与し、免

疫感作を行い、作成された特異抗体を用いて

免疫組織化学的・生化学的評価を実施する。  

 

（３）DRGにおけるコリン作動性のシステム

とテトラヒドロプテリン合成代謝の分析。 

①リアルタイムPCR法（RT-PCR法）により

GCH1とGFRPのmRNA発現を定量する。 

②ウエスタンブロットなど、免疫組織化学

の手法を用い、GCH1,GFRPとｐChATのタンパ

ク質の発現を解析する。 

③高速液体クロマトグラフィー(HPLC) に

よるGCH1の酵素活性とテトラヒドロプテリ

ンの分析を行う。 

④キャピラリー電気泳動-飛行時間型質量

分析計（CE-TOF/MS）を用い、後根神経節の

細胞におけるGCH1 阻害薬の薬物動態の解

析を試みる。 

 
 



４．研究成果 
 
(１) 侵害受容感覚のコリン作動性とテトラ

ヒドロプテリン代謝の制御： 

コリン作動性神経の拮抗薬を正常あるいは神

経障害モデルラットのDRGに注入する。DRGに

拮抗薬を直接注入したが再現性に乏しかった

。次に、乳化したコリン作動性神経の拮抗薬

を投与したところ、移行が確認されたので、

痛覚レベルを測定した。エマルジョン化した

拮抗薬投与後の薬物移行の解析はキャピラリ

ー電気泳動-飛行時間型質量分析計

(CE-TOF/MS）を用いた。この手法を用いて後

根神経節の細胞におけるGCH1 阻害薬の薬物

動態試験を実施した。(図1)。 

 

図１：CE/TOF-MSからDRG内にDAHPのトレース

を認める。 

 

Achの拮抗薬のみ、もしくはDAHPのみをラット

に投与した場合には効果は見出せなかった。

しかし、Achの拮抗薬(nicotine, 

epibatidine) とGCH1の拮抗薬(DAHP)を同時

にラットに投与した場合、痛覚の消失が観測

された(図２)。 

 

図２：Mechanical assay (Von Frey test)。

痛覚消失によるAchの拮抗薬(nicotine)とGCH

1の拮抗薬(DAHP)の効果。 
 
（２）神経傷害痛のモデルと無処置ラットの

DRG内でｐCHAT, GCH1 とGFRPの配布を検討す

る。 
①コリン作動性マーカー(pChAT)。 
特異抗体を用いて、神経傷害痛のモデルと
無処置ラット DRG の免疫組織染色を行った。
神経傷害痛のモデルラットの DRG において

pChATの分布に変化があり、pChAT陽染性の
小型細胞の増加を認めた(図３)。 

 
 
 
 
 
 
図3：無処置ラットのDRG(左)と神経傷害痛の

モデルラットのDRG(右)におけるpChAT抗体を

用いた免疫組織染色。  
 

②GCH1とGFRPに対する特異抗体を新たに作

成した。マウスを用いた抗原性ペプチドの

スクリーニングにより、最も抗原性の高い

ペプチドを同定した。この抗原性ペプチド

をマウスとウサギに投与し、特異抗体を作

成した。ウエスタンブロット, 免疫沈降およ

びペプチド吸収テストを用いて特異抗体検

査を行った。得られた抗体を用いてDRGに免

疫組織染色を行った(図4)。この結果、無処

置ラットDRGにおけるテトラヒドロプテリ

ン合成代謝を示唆する結果が得られた。 
 
(図４)：DRGに GCH1(左)と GFRP(右)抗体の免
疫組織染色。 
 
（３）神経傷害痛モデルラットのDRGでの合成

解析により、alpha7nAChR,GCH1とGFRPのmRNA

発現を定量化した。神経傷害痛のモデルラッ

トのDRGにおけるalpha7nAChRの発現レベルは

増加していたが、GCH1の発現レベルに変化は

なかった。GFRPの発現レベルは減少していた 

(図5）。 

 

図5：神経傷害痛のモデルラットのDRG におけ

るalpha7nAChR,GCH1とGFRP mRNA発現量。 
 
（４）高速液体クロマトグラフィー(HPLC) に

よって、GCH1の酵素活性とテトラヒドロプテ



リンを分析する。電子捕獲検出器の高速液体

クロマトグラフィー (ECD-HPLC)を用いて、

DAHPとニコチン処置ラットの DRGにおけるテ

トラヒドロプテリンの濃度を分析する(図 6)。

ニコチンと DAHP 処置ラットの DRG 内、BH4

の濃度は有意な少減が見られた。 

図 6：ECD-HPLCを用いたラット DRG内におけ
る BH4濃度の解析結果。ニコチン処置ラット
(黒)、DAHP処置ラット（灰）の DRG内におい
て BH4濃度の有意な現象を認める（白：コン
トロール）。 
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