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研究成果の概要（和文）：GTPシクロヒドラーゼ（GCH1）は、テトラヒドロビオプテリン（BH4）合成経路の最初
の律速酵素です。BH4は、モノアミンおよびニトロ作動性神経伝達物質の生合成に必要な補因子です。 GCH1は痛
みのマーカーであり、GCH1が不足していて、BH4の利用可能性が低い人は、神経因性疼痛が少ないです。このプ
ロジェクトでは、GCH1に対する特異的なモノクローナル抗体を作成します。scFvを作成し,細胞培養で体内とし
て発現しました。GCH1活性をブロックするそれらを評価されました。実験は、体内としてのscFv発現が可能であ
ることを示した。それらの凝集傾向を減少させることによる体内効率の改善も研究された。

研究成果の概要（英文）：GTP cyclohydrolase 1 (GCH1) is the first and rate-limiting enzyme in the 
tetrahydrobiopterin (BH4) synthesis pathway. BH4 is a cofactor required for the biosynthesis of 
monoaminergic and nitrergic neurotransmitters. GCH1 is a pain marker and BH4 level is linked to 
chronic pain, individuals with deficient GCH1 and low availability in BH4 experience low neuropathic
 pain. During this project, we produced specific monoclonal antibodies against GCH1, cloned their 
sequence, and produce single-chain antibodies (scFv). scFv were expressed in cell culture as 
intrabody, and their potential to block GCH1 activity was tentatively evaluated. Our observation 
suggested that scFv expression as intrabody is possible, but the aggregation of intrabody in cell 
jeopardize their action. Improvement of intrabody efficiency by reducing their aggregative 
propensity was also studied. Developed methods and techniques are shown to be useful to also study 
highly aggregative proteins such as amyloid-beta 42.

研究分野： Peripheral nervous system
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究課題名：ラットの脊髄後根神経節ニューロン内の痛みマーカーに対して作られたsingle domain intrabody
を用いた免疫療法の慢性疼痛に対する評価
「痛みは避けられないが、でも苦しみは自分次第」・・・村上春樹・・・痛みをどのように感じるか、そのメカ
ニズムを探ることは新規治療法を開発する上で極めて重要である。その目的のために、我々は痛みのマーカーで
あるGCH1に対する新たな抗体、疼痛を感じるメカニズムを細胞内で遮断する抗体をintrabody（細胞内産生抗
体）として作る。

※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。



１． 研究開始当初の背景 
慢性疼痛（特に、神経系の疼痛、および癌による疼痛）
の処置には限界がある。現在用いられている鎮痛剤の
ほとんどが非ステロイド系抗炎症薬、及びCOX２阻害
薬である。これらに効果がない場合には、オピオイド鎮
痛剤が使われる。オピオイド鎮痛剤は強い鎮痛作用を
示すが、しかし耽溺性などの多くの副作用を有する。 
GTP cyclohydrolase (GCH1)はモノアミン系神経伝達物質（セロトニン[5-HT]、カテコ
ールアミン類、一酸化窒素[NO]）を作るのに必要な補酵素であるテトラヒドロビオプテリ
ン（BH4）の生合成に関わる最初で、しかも律速段階で機能する酵素である。人間の場合、
GCH1 遺伝子の中に特定の制限酵素切断片多型を持っていると、神経障害性の疼痛が弱い
ことが示された。これは、GCH1 活性と痛覚消失の関係が極めて強いことを示している。
多くの基礎研究及び臨床研究を重ねることにより、テトラヒドロビオプテリン（BH4）が神
経障害性疼痛の鍵となることが分かってきた（BH4 の産生と慢性疼痛の関係性が、12 の独
立した集団でGCH1の共通のハプロタイプを調べることにより確認された）。 
「疼痛におけるBH4 仮説」（Schema 1）によれば、
GCH1活性が BH4の産生量を調整し、従って神経伝
達物質（一酸化窒素、セロトニン、カテコール）の生
産量が制限され、最終的には疼痛が弱められること
になる。BH4 の過剰な存在は、これら神経伝達物質
の過剰な生産につながり、痛みの原因になるようだ。 
GCH1 の阻害因子を用いた治療の研究では、鎮痛
作用を示している。しかし、そのような薬は脊髄後根
神経節（DRG）だけでなく、他の組織においてもBH4の産生が抑えられるので、様々な組
織において多くの生理機能障害が起きることになる。特に心臓においてはBH4の量が減る
ことで、一酸化窒素合成酵素Ⅲ型の機能的連結が壊され、心臓の組織全体に酸化的損傷を与
える結果につながる。 

 
２． 研究の目的 
この研究の目的は、GCH1 抗体を用いてDRG内の BH4 産生を抑えること、そして、この
ことにより慢性の神経性疼痛を軽減する免疫療法を開発することである。主たる挑戦は
GCH1が細胞内に局在することから生じた；モノクローナル抗体（IgG）は、大きすぎて細
胞の中に入って行けないので、細胞内区画に接近できない。この研究の目的は、慢性神経性
疼痛に対して、生きた細胞の中で GCH1 に対する抗体として働く intrabody を作り、それ
によって発現される免疫療法を評価することにある。ここで、intrabody はその標的となる
物を特異的に認識し、相互作用して中和した。intrabody は改良され得るし、可変切片（scFv）
の単鎖抗体として知られるものは非常に小さい。scFv（単鎖可変領域フラグメント）は免疫



グロブリン（IgG）（Schema 2;左）の重鎖（VH）と軽鎖（VL）の可変領域を短いリンカー
でつないだ融合タンパクである。単鎖ペプチドの抗原結合領域を安定性の増加と発現レベ
ルで示すことは便利な方法である 
  
 この研究の目的はこのような scFv を作るこ
と、そしてこの作られた scFv が、生きている細
胞の中で intrabody(Schema 3)として働き、脊髄
後根神経節内のBH4 レベルを減じることで、免
疫療法となり得るかどうかを判断し、慢性神経
性疼痛に対する新たな鎮痛治療法を開発するこ
とにある。 

 
３． 研究の方法 
 遺伝子操作による抗GCH1 単鎖抗体の作成 
 ヒトの GCH1 に対するモノクローナル抗体を作った。そして、in vivo で GCH1 とより
強く親和するクローンを、ラットDRGの一次求心性神経の切片を用いた免疫組織化学によ
って集めた。次に、ウエスターンブロット分析を行い、目的とする大きさの single protein
を認識する特異抗体に焦点を絞った。最後に、得られた抗体のBH4 産生抑制能力を in vitro
で調べた。最終的に得られた抗体は、従って、自然の状態で標的に強い親和性を有し、特異
性にも問題はなく、なおかつ GCH1（酵素活性を抑える）に対して抑制的、中和的に働い
た。 
 
 上に得られたハイブリドーマを、抗GCH1抗体の可変領域を増幅するために、5’-RACE-
RT-PCR 法に供した。RT-RACE PCR 法を用いたのは、IgG の可変領域における塩基配列
が未知であったからである。可変領域の塩基配列が未知であるがために特異的プライマー
が使えない。そこで、モノクローナル抗体の重鎖（VH）と軽鎖（VL）の可変領域をクロー
ンするために、RACE-RT-PCR 法を用いたのである。加えて、データベースを使って塩基
配列の分析を行い、CD領域（CDR）の体細胞超変異のレベルも同定した。 
 
 scFv はモノクローナル抗GCH1 抗体の重鎖（VH）と軽鎖（VL）のそれぞれの可変領域
をクローニングすることで構築され、その適合性もコンピュータシミュレーション（in silico）
によって検証された。リンカー（15 個のアミノ酸がつながったペプチド）を含む backbone 
vector にＶＨとＶＬを導入した。そしてその構築法には Gibson assembly 法を用いた。ま
た、ヒト細胞内でのコドン最適化とKozak 配列の導入は後で行うことにした。加えて、scFv
の凝集を避けるために親水性のアミノ酸を導入したが、これは scFv を中和する能力の向上
にもつながった。 
 できたものを色々な種類の細胞に導入し、その細胞を共焦点レーザー顕微鏡と高分解能



電子顕微鏡で観察することにより、発現の程度を調べた。また、分子動力学の手法を用いて、
抗原と抗体の結合部位を調べ、より特異的に強く結合する抗体を選んだ。 
  

４． 研究成果 
 ヒト GCH1 に対して作られたモノクローナル抗体は、ラット DRG の一次求心性神経に
おいて GCH1 に対して強く免疫反応を示した。また、すべてのラット DRG ニューロンに
きれいに染色された。さらに抗体の分布を調べたところ、上行路を含めて上行性の痛みに関
わる全ての要素が観察された。この観察及び目的の大きさのバンドを示したウエスターン
ブロットの結果を合わせると、得られた抗体はラットの中枢神経系と末梢神経系ともに
GCH1 を特異的に認識していることが分かった。BH4 レベルを測定した追加実験では、モ
ノクローナル抗体が in vitro で GCH1に対して、中和能を示すことが分かった。 
 
 数種のハイブリドーマクローンの VH 及び VL 領域におけるシークエンシングを、5’-
RACE-RT-PCR 法を用いて行った。分子動力学によるシミュレーションは、最適の VH と
VL の組み合わせを持つ scFv Intrabody を構築するするのに役立った（抗原抗体の形の予
想）。GCH1及びその抗体のＸ-線画像も得られた。 結果を以下に示す。 

 

 

(A) scFv（青色）とその標的物であるGCH1の想定される相互作用 
(B) 想定されたモデルを質的にチェックするための psi-phi のプロット。２つのアミノ酸だけに
molecular clash が観察された。これは想定モデルがかなり良いものであることを示している。 
 

 



(C) は scFv の想定される抗原結合部位（緑色）と抗原決定基（アミノ酸の鎖をピンク色で示す）
における疎水性部分を示す。 
(D) に抗原と抗体の間に働く相互作用（抗原-抗体間に働くイオン結合、水素結合、van der Waals
力）を詳しく示す。 
(E) scFv の塩基配列を有するプラスミドが導入されたHEK293 細胞。この細胞は scFv の塩基配
列を intrabody として発現する。ただ、intrabody の凝集もあることは注意しなければならな
い。 
 
 今回のこの研究の科学的意義は細胞内の GCH1 を標的にし得ることを明確に立証した点にあ
る。次に、神経障害疼痛には実験的にも臨床的にも BH4（テトラヒドロビオチン）が関係して
いることが明らかなので、今回の intrabody を用いた研究は慢性の神経障害疼痛に対する麻酔薬
開発の新たな戦略の基礎固めに道を開いたと言える。この意味で、intrabody がヒトGCH1に対
して働く抗体であることに注目する必要がある。従って、GCH1 の変異株が炎症性疼痛を和ら
げ、癌による疼痛を遅延させることが分かっているので、この報告にある intrabody は慢性の神
経障害性疼痛以外の痛みにも応用できるのではないかと考えている。 
 
 この研究プロジェクトには３つの大きな特徴がある。まず第一に、ここに述べた intrabody（細
胞内産生抗体）は、我々が知る限り、疼痛の治療法となり得る世界で初めてのものである。第二
に、細胞内で中和 intrabody を用いて酵素 GCH1 の表現型をノックアウトすることを基礎とす
る今回のこの方法は、他に類を見ない画期的なものである。最後に、GCH1 の活性を中和するた
めに効果的で顕著な能力をもつ scFv をデザインするのに、分子動力学とタンパク構造想定の技
術を用いた点である。 
 
 GCH1 阻害を目的として開発された薬物療法はしばしば特異性に欠ける。それに対し、ここ
に示した方法はDRGのみを標的にしており、高い特異性を示すので、他の組織（肝臓、中枢神
経系、循環系免疫細胞）の生理機能を損なわずに守ることができる。 
 
 今回の研究を通して開発された画像法、抗体のキャラクタリゼーション法や技術は共同研究
において有効に利用された。 
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