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研究成果の概要（和文）：動脈硬化性疾患などの酸化ストレス下では、NO合成酵素の必須補因子tetrahydrobiopterin
（BH4）の欠乏だけでなく、BH4の酸化型である7,8-dihydrobiopterin（BH2）の増加が認められる。しかし、血管内皮
細胞機能調節におけるBH2の役割は不明であった。研究代表者らは、最近、BH2それ自体で内皮機能不全を引き起こすこ
とを見出した。そこで、本研究では、長期的な細胞内BH2増加による内皮機能障害の影響について動脈硬化モデルを用
いた検討を行い、さらにBH2からのBH4生成に重要なdihydrofolate reductase遺伝子の内皮特異的欠損マウス作製を行
った。

研究成果の概要（英文）：An elevation of oxidized forms of tetrahydrobiopterin (BH4), especially 
dihydrobiopterin (BH2), has been reported in the setting of oxidative stress, such as atherosclerotic 
disorders, where endothelial nitric oxide synthase (eNOS) is dysfunctional, but the role of BH2 in the 
regulation of endothelial function in vivo remains to be clarified. This study was conducted to evaluate 
the effect of pharmacologically increased levels of BH2 on development of atherosclerotic lesion using a 
mouse arteriosclerotic model. Two-week treatment with sepiapterin and methotrexate increased aortic 
levels of BH2 doubly, but exacerbation of atherosclerotic lesion was not clearly found probably because 
of unspecific drug actions. Thus, to clarify the role of dihydrofolate reductase (DHFR), an enzyme 
catalyzing intracellular conversion of BH2 to BH4, in the regulation of endothelial function in vivo, we 
have been generating a novel mouse model with endothelial cell-specific deletion of DHFR gene.

研究分野：循環器薬理学
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１．研究開始当初の背景 
［研究代表者のこれまでの研究成果］
Tetrahydrobiopterin（BH4）は、芳香族アミ
ノ酸水酸化酵素（フェニルアラニン水酸化酵
素・チロシン水酸化酵素・トリプトファン水
酸化酵素）、最近遺伝子が同定された
alkylglycerol monooxygenase（ether lipid
合成）、および一酸化窒素合成酵素（NOS）
の補因子である。NOSは、3種類のアイソフ
ォームがあり、いずれも BH4 を必須補因子
として arginineから一酸化窒素（NO）を産
生する。血管系では、NOは主に内皮型 NOS
（eNOS）によって産生され、内皮由来血管
弛緩因子として、また、抗動脈硬化因子とし
て、血管機能維持に重要な役割を担っている。 
 研究代表者は、一貫して循環器薬理学の研
究に従事してきたが、ここ 10年ほど BH4の
心血管系における役割をテーマにした研究
を中心に行ってきた。2002 年には、世界に
先駆けて心臓の虚血再灌流障害に対して
BH4が心保護効果を示すことを報告した 1（J 
Thorac Cardiovasc Surg）。さらに、内因性
の血管内 BH4 レベルと血管内皮機能の関係
を正常ラット 2（J Pharmacol Sci, 2008）と
自然発症高血圧ラット（SHRSP）3（Eur J 
Pharmacol, 2010）で調べた。これらの研究
から、予想外にも血管内 BH4 レベルの増減
と血管内皮機能が必ずしも一致しないこと
が明らかになった（下図参照）。むしろ内皮

機能障害がみられる際には、常に酸化型の
BH4、すなわち 7,8- dihydrobiopterin（BH2）
の増加を伴うことが観察された。このことは、
BH4 の絶対量や BH4/BH2 比の減少だけで
なく BH2 自体の増加も生体位における負の
内皮機能調節のキーファクターである可能
性を示唆するものである。 
［国内外の研究動向と解決すべき課題］
Arginineや BH4の不足、あるいはその酸化
が生じたときなどに、神経型・誘導型・内皮
型NOSの 3種類いずれのアイソフォームも、
NO と citrulline の代わりにスーパーオキサ
イドを産生する NOS uncoupling（下図）が

引き起こされる。NOS uncouplingが指摘さ
れている病態には、高血圧、動脈硬化、糖尿
病などが知られている。これらの酸化ストレ
スが関与する心血管病では、BH4の減少だけ

でなく、BH2の増加を伴うことが報告されて
いる 3-7。しかし、BH2 自体の内皮細胞機能
への影響を調べた in vivo 研究はこれまで全
く行われていなかった。2011年に研究代表者
らは、細胞内 BH2増加それ自体で BH4レベ
ルと無関係に内皮機能不全を引き起こすこ
とを報告した 8。この内皮依存性血管弛緩反
応の減弱は SOD 処置で抑制され、血管内
superoxide 産生の亢進が見られたことから、
少なくとも一部はNOS uncouplingに由来す
ることが示唆された。しかし、BH2がどのよ
うな分子機構で NOS 機能に影響しているか、
さらに長期的な影響については未解明であ
った。研究代表者は、sepiapterin、および
BH4生合成の salvage経路（下図参照）にお

いて細胞内で BH2 を経て BH4 を生成する
dihydrofolate reductase（DHFR）の選択的
阻害薬 methotrexate (MTX) との併用を行
うことによって、細胞内 BH4 の変化を伴わ
ずに BH2 のみを増加させることに成功して
いた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、まず、マウス組織中 BH4 と
BH2 定 量 法 の 確 立 と 改 良 を 行 い 、
sepiapterinとMTXの併用投与で得られた細
胞内 BH2 増加による病態における役割につ
いてマウス動脈硬化モデルで検討する。さら
にDhfr遺伝子改変マウスを用いてNOS機能
調節における DHFR の役割を明らかにする
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）Fukushima & Nixon 法を応用した組織中
テトラヒドロビオプテリン（BH4）とジヒド
ロビオプテリン（BH2）定量法の改良：
Biopterin（B）の測定は、逆相 HPLC システ
ム（Shimadzu, LC20）に連結した蛍光検出器
（RF-20A）により行った。BH4 量は、Fukushima 
& Nixon 法に準じて、酸性下（BH4+BH2+B = 
total B）とアルカリ性下（BH2+B）でヨウ素
酸化を行い、その差から算出した。これまで
の方法では、組織中の B量を無視してアルカ
リ性での酸化生成物をBH2量とみなしてきた
が、今回は実際に B 量そのものを定量し BH2
量を算出した。本法を適用し、マウス肝・肺・
心臓・大動脈を麻酔下に摘出して、各組織中
の BH4・BH2 量を測定した。 
 
（2）細胞内 dihydrobiopterin 増加の長期的
な影響−動脈硬化モデルにおける検討：2週間
の methotrexate と sepiapterin の併用投与
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によるマウス組織中BH2含量の著明な増加の
影響を、血管リモデリングを引き起こすこと
ができる動脈硬化モデルであるマウス頸動
脈部分狭窄モデル（ Korshunov et al, 
ATVB,2003; Nam et al., AJP-HCP, 2009）で
検討した。methotrexate と sepiapterin の併
用投与は、浸透圧ミニポンプを利用した。動
脈硬化性病変は総頸動脈の HE 染色した病理
組織標本で判定した。 
 
（3）時期及び血管内皮特異的 dihydrofolate 
reductase 欠損マウスの作製：一酸化窒素合
成酵素の活性化に必須の補酵素である
tetrahydrobiopterin（BH4）の合成系には de 
novo合成経路とsalvage合成経路の２つの経
路が有り、dihydrofolate reductase（DHFR)
は salvage 経路の律速酵素である。DHFR の
conventional ノックアウトマウスでは胎生
致死の可能性が大きいため、本研究では、
Cre-loxPシステムを利用したconditionalノ
ックアウトマウスを新たに作製し、このマウ
スで検討を行うこととした。このため、Dhfr
遺伝子のエクソン 3 を flox した遺伝子改変
マウスを理研より導入した。Flpe-Tg マウス
と交配することによりネオマイシンカセッ
トを除去した後、時期及び臓器特異的に遺伝
子欠失を起こすため、医薬基盤研究所より血
管内皮特異的 Cre 発現マウス（VE-cadherin 
Cre）を、EMMA より薬剤誘発血管内皮特異的
Cre 発現マウス（Tie2CreERT2）をそれぞれ導
入した。 
 
４．研究成果 
（1）Fukushima & Nixon 法を応用した組織中
テトラヒドロビオプテリン（BH4）とジヒド
ロビオプテリン（BH2）定量法の改良：BH4・
BH2・B の標準液を測定したところ、total B
に対する各プテリンの割合は、それぞれ 90％、
85％、94％であった。検出限界は 40-80 fmol
であった。ラットでの観察と同様に、
methotrexateとsepiapterinの併用投与によ
りマウス組織中のBH2含量の著明な増加を検
出した。以上より、本法の適用によって、従
来法に比べ 1.5 倍の試料を要するものの、マ
ウス組織中 BH2レベルを BH4とともに比較的
簡便に評価できることが示唆された。 
 

（2）細胞内 dihydrobiopterin 増加の長期的
な影響−動脈硬化モデルにおける検討：マウ
スでの methotrexate と sepiapterin の長期
間投与方法（経口投与、腹腔内投与など）・
投与量の検討を行い、浸透圧ミニポンプの使
用により、大動脈の組織中 BH4 には影響せず
に BH2 の明らかな増加（control の 2.1 倍）
が得られる投与条件（MTX 10 mg/kg/d i.p. + 
sepiapterin 10mg/kg/d for 2 week by an 
Alzet mini-pump）を確立した（左下図）。 
 2 週間のマウス頸動脈部分結紮で、対照群
では、明らかな内膜肥厚が 5例中 4例で認め
られた（下図）。しかし、methotrexate・

sepiapterin 併用投与群では、4 例中 2 例の
みであった。今回用いたマウス頸動脈部分狭
窄モデルの動脈硬化モデルとしての有用性
は確認されたが、methotrexate・sepiapterin
併用投与による動脈硬化促進効果は認めら
れなかった。今回の結果から、methotrexate
あるいは sepiapterin の投与量の不足、ある
いは副作用の影響が考えられ、薬理学的手法
の限界が示唆された。 
 
（3）時期及び血管内皮特異的 Dihydrofolate 
reductase 欠損マウスの作製：Dhfr 遺伝子
flox マウス（allele は、loxP/exon3/loxP）
のヘテロ接合体（Dhfrfl/+）マウス同士の交配
によりホモ接合体（Dhfrfl/fl）を得ている（下
図）。なお、このマウスの外観上の異常は認
められていない。さらに、血管内皮特異的 Cre 
recombinase 発現マウスである VE-cadherin 
CreマウスとDhfrfl/flを交配し、Dhfrfl/+・Cre+/-

を作製した。また、tamoxifen 誘発内皮特異
的 に Cre recombinase を 発 現 す る
Tie2CreERT2 マウスを導入し、Dhfrfl/flとの交
配の準備を行っている。 

 今後、さらに内皮特異的 DHFR 過剰発現マ
ウスを新たに作製し、BH4 合成の salvage 経
路、とくに DHFR の血管機能調節における役
割と病態生理学的意義について、これまでの
阻害薬を用いた研究とは異なるアプローチ

内膜肥厚がみられたマウス頸動脈 

     WT Heterozygote Homozygote 



で明らかにする予定である。 
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