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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
伝導に関与する調節因子の生成を制御する重要な役割を果たしている。近年の研究によりGCH1が疼痛の新しい制御因子
であることは明らかとなった。一方GCH１の酵素活性はGFRPという調節因子によって修飾される。今回、免疫組織化学
解析、PLA及びBN電気泳動を用い、GCH1/GFRP複合体形成の調節機構を検討した。セロトニン作動性及びドパミン作動性
の神経細胞にGCH1/GFRPの共存がみられた。またGCH1/GFRP相互作用は主に感覚神経系に認めた。この結果は新規な鎮痛
治療法の開発に寄与するものである。

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. The activity of 
GCH1 is regulated by its regulatory protein GTP cyclohydrolase regulatory protein (GFRP). Here we studied 
the regulation mechanism of GCH1/GFRP complexation using immunohistochemistry, proximity ligation assay 
and blue native electrophoresis. It was observed that GCH1 and GFRP were widely expressed in population 
of serotoninergic, dopaminergic and nitrinergic neurons, but GCH1/GFRP complex occurs mainly in sensory 
system. This suggested that complex could be targeted for the develop new analgesic strategy.

研究分野：麻酔・蘇生学
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１．研究開始当初の背景 
 
（1）一次知覚神経は感覚性及び痛覚性の神経
細胞が後根神経節（dorsal root ganglion; 
DRG）の中にある。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。痛覚伝達
の調節にはほかの神経伝達物質、例えばサイ
トカイン、ニューロペプチドも関与する。ま
たカテコールアミンやセロトニン、一酸化窒
素も痛覚伝達の上流を制御することが知られ
ている。 
 
（2）グアニル酸シクロヒドロラーゼ 1（GTP 
cyclohydrolase 1; GCH1）はテトラヒドロビ
オプテリン（BH4）生成経路の律速酵素である。
BH4 は酵素群である。BH4 が L-チロシンから
レボドパ (L-DOPA)へ変換するチロシン水酸
化酵素 (TH)、L-トリプトファンから 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が 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
る酵素群の活性に重要な補酵素である。また
GCH１の酵素活性は GFRP（GCH1 feedback 
regulatory protein）という調節因子によっ
て修飾されることが知られている。GFRP と
GCH1 の複合体形成により、GCH1 活性が調節さ
れている。 
 
（3）近年、後根神経節のニューロンにおいて
コリンアセチル基転移酵素のアイソフォ-ム
が存在することが明らかとなった。コリンア
セチル基転移酵素は、神経伝達物のアセチル
コリン合成酵素である。このアイソフォ-ムは
選択的なスプライシングによるものであり、
pChAT（末梢性ChAT; peripheral type of ChAT）
と呼ばれる。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研究に
より、後根神節(DRG)においては pChAT の遺伝
子が転写されmRNAが生成されることやDRGの
中でｐChATにより合成されるアセチルコリン
（Ach）が生成されることも確認されている。
DRG 内におけるアセチルコリン（Ach）の機能
についてはまだ十分解明されていない。 
 
（4）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。GCH
１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(NO)が増加すれば、GCH１活
性の増加に伴い、痛みをより強く感じると予
想される。 
 
（５）痛覚におけるニコチン受容体の関与が
知られている。さらに、カテコラミンと NO の
神経細胞合成において Ach が主な役割を果た
している。 

 
（5）以前我々は、DRG に pChAT によって合成
アセチルコリンが BH4 合成を調節することを
仮説として提唱した。痛覚に調節にもかかわ
ると考えられる。DRG に pChAT によって合成
されたアセチルコリンが GFRP の発現を調節
することが考えられる （図１）。 

図 1：カスケート仮説の模式図 
 
２．研究の目的 
 
（1）GCH1/GFRP 複合体形成のメカニズムを
調べる。 
（2）BH4 代謝を変えることによって DRG の初
代細胞培養を用い薬剤のスクリーニングを
行う。 
（3）痛覚伝達において BH4 の変わりの代謝
経路の関与を調べる。 
 
３．研究の方法 
 
(1) GCH1/GFRP 複合体形成のメカニズムを調
べる。 
GFRPやGCH1に対する別な動物種（ウサギ及び
モルモット）に新抗体を作製した。新抗体の
特異は、ウエスタンブロットによって確かめ
た。免疫組織化学法でラット脳を検討し、さ
らにGCH1 および GFRPに対する特異的な抗体
を用い、proximity ligation assay (PLA) と
blue-native電気泳動法でGFRP/GCH1の複合体
形成を定量化した。また、GFRP/GCH1の複合体
形成に対する特異抗体の作製を行った。高速
液体クロマトグラフィー法を用い、BH4とほか
のビオプテリンを解析した。同様に GCH1の酵
素活性とテトラヒドロプテリンの性質を解析
した。 
 
（2）BH4 代謝を変えることによって DRG の初
代細胞培養で薬剤のスクリーニングを行う。 
 
初代細胞培養は、ラットの後根神経節から細
胞を単離した。薬剤の効果は HPLC およびパッ
チクランプという電気生理学的な方法によっ
て評価した。HPLC を用いて BH4 とビオプテリ
ン（ネオプテリン、セピアプテリン、ビオプ
テリン、ジヒドロプテリン、テトラヒドロプ
テリン）の測定を行った。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関連な代謝



産物を明らかにすることを試みる。 
（3）BH4 の代謝経路に関与する因子を調べる。 
 
ウエスタンブロットなど、免疫組織化学の手
法、酵素アッセイを使用する。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の分析を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)GCH1/GFRP 複合体形成のメカニズムを調
べる。 
 
まずGFRPやGCH1に対して異なる免疫動物（ウ
サギ及びモルモット）に由来した新抗体を作
製した。GCH1 及び GFRP 抗体の特異性を確認
するために、ウエスタンブロットと免疫組織
化学染色を行った。ウエスタンブロットで新
抗体は、単一のタンパク質を認識したことを
認めた。またラットの脳幹及び DRG 切片にお
いて抗体によるシグナル分布のマッピングを
行った（図２）。 

 
図２：無処置ラットの中脳と根神経節の 
ウエスタンブロットおよび免疫組織化学的な
染色像。 
 
 GCH1 及び GFRP の分布は、通常はセロトニ
ン作動性およびドーパミン作動性の神経細胞
に発現している。また、詳細的には GFRP の発
現は神経細胞の亜集団に依存する（図 3）。 
DRGにおいてはGCH1と GFRPは常に同時発現
することを認めた。  
 
 
 
 
 

 

図 3：無処置ラットの中脳における蛍光免
疫二重染色像。 
 
次は、GFRP/GCH1 の複合体形成およびその互
作用を検討した。 
Proximity ligation assay (PLA)、HPLC 及び
blue-native を使用い、GCH1/GFRP が共局する
ことなく、相互作用を有することが確認され
た。 
これらの結果は、GFRP/GCH1 の複合体形成、
主要に感覚神経において発生することを示唆
した（図 4）。しがって、GFRP が、疼痛治療の
特異的なターゲットになる可能性がある。 

 
図 4：根神経節内および中脳内に ECD-HPLC で
BH4 濃度の解析結果。Proximity ligation 
assay (PLA)及び blue-native を使用し、
GCH1/GFRP 相互作用を認めた。 
 
 
（２）BH4 代謝を変えることによって DRG の
初代細胞培養で薬剤のスクリーニングをする。 
 
種々の薬剤を使用して、DRG の初代細胞培養
で BH4 レベルを調節することを試みた。今後
の研究に有意義の知見が得られた。 
最も重要な結果は、コリン作動薬が BH4 のレ



ベルを減少することを観察した。 
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、コリン代謝経路が変わ
ることを観察し、また BH4 再利用経路を賦活
することを示唆した。 
 次は GFRP/GCH1 の複合体形成に対する特異
抗体を作製した。作製した抗体は DRG の初代
細胞培養において GCH1 活性をブロックした
ことを観察した。 
これらの結果は、痛みの新規治療寄与するも
のと考えられる。 

 
図 5：無処置ラットの根神経節の免疫組織化
学的染色像および阻害剤の効果を示す。 
 
 
 (3) 痛覚伝達において、BH4 の代謝経路に関
与する因子を調べる。 
これまでの実験（2）では, BH4 再利用経路に
おけるコリン代謝経路が関与する可能性が示
唆された。ラットの DRG におけるその経路を
研究し, 一次感覚神においてこの経路につい
て調べた。薬物は、この経路の活性を減少さ
せた。 

 
図 6：無処置ラットの根神経節における免疫
組織化学的染色像、阻害剤の効果を示す。 
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