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研究成果の概要（和文）：PACAPは、神経細胞の保護および神経修復・再生作用を有する神経ペプチドであり、
マウスの脊髄損傷モデルを用いた実験で神経細胞死を超微量で抑制することが分かった。さらにPACAPによる神
経細胞死抑制の機能解析を行ったところ、PACAPは神経細胞内にCRMP2タンパク質（軸索伸長タンパク）の発現を
亢進させて軸索伸長を促進させることも明らかになった。以上の研究結果により、PACAPは脊髄における神経細
胞損傷領域で損傷後の軸索再生を誘導することにより運動機能の回復を促進することが明らかになった。PACAP
は将来的に脊髄損傷の治療薬として使える可能性がある。

研究成果の概要（英文）：PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polyeptide) is a neuropeptide 
having neuronal protection, nerve repair and neuroregeneration activity. We have found that in the 
experiment using a spinal cord injury model of mouse, PACAP suppresses nerve cell death with a very 
low concentration. Furthermore, functional analysis of neuronal cell death inhibition by PACAP was 
performed, and it was also revealed that PACAP promotes axon outgrowth by promoting the expression 
of CRMP2 (Collapsin response mediator protein, axon elongation protein) in nerve cells. These 
findings suggest that PACAP promotes recovery of motor function by inducing axon regeneration after 
injury in nerve cell injured region in the spinal cord. PACAP may be used as a remedy for spinal 
cord injury in near future.

研究分野：神経解剖学
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１．研究開始当初の背景 
 
 下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリ
ペプチド（PACAP）は 27 または 38 アミノ酸
残基からなる神経ペプチドである。申請者は
PACAP の脳室内投与のみならず静注によって
も遅発性神経細胞死が抑制されることを申
請者らは発表した(文献 1)。また申請者は脳
梗塞モデル動物を用いた実験で、PACAPが MAP
キナーゼを介して神経細胞死を抑制し、IL-6
の産生を促すことを明らかにした(文献 2,3)。
申請者は、脳梗塞モデル動物を用いて PACAP
の細胞死抑制と神経再生の機構をしらべて
いく過程で、PACAP が CRMP2 (Collapsin 
Response Mediator Protein 2)という軸索伸
張因子の遺伝子発現を亢進し、ペナンブラ領
域で軸索伸張がみられることを発見した(文
献 4)。CRMP2 には培養実験下で軸索伸張を促
進することはすでに知られていたが、申請者
は生体下の脳虚血実験で初めて明らかにし
た(文献 5, 6)。しかし、PACAP による脊髄損
傷時の軸索伸張と運動機能回復・修復作用に
ついての詳細は全く不明のままであった。 
 
２．研究の目的 
 
 PACAP という神経ペプチドの脊髄損傷の新
規治療法を開発する目的で、マウスの脊髄損
傷モデルを作成し、機能形態学的研究を行う。
さらに、新規ドラッグデリバリーシステム
(DDS)法としてハイドロゲルおよび点鼻投与
法の開発を行う。研究概要としては、脊髄損
傷モデル動物に PACAP を投与し、脊髄実質内
への移行効率、移行過程、細胞死抑制・神経
再生機構の詳細を明らかにするための基盤
研究を行い、ヒトに臨床応用可能な新規脊髄
損傷の治療法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
本研究は、脊髄損傷治療の新規 DDS の開発を
目指し、脊髄損傷のモデル動物を用い、PACAP
をターゲットとしたオリゴアンチセンスを
用いた血液脳関門の透過性および点鼻投与
による神経細胞死抑制・神経再生作用の評価
を行う。さらに脊髄実質内での作用機序の解
明をサイトカインネットワークおよびマイ
クログリアの活性化から行う。最後にそれら
の遺伝子網羅的解析を含むオミックス解析
を試み PACAP の機構の本体に迫る。 
 
(1) PACAP の新規 DDS 開発に向けて、脊髄損
傷モデル動物（マウス、マーモセット）の作
成を行なった。 
①麻酔したマウス(C57BL/6-J)の脊髄(Th7)
を外科的に露出する。その後にインパクター
(Benchmark Stereotaxic Impactor)を用いて
脊髄を機械的に損傷した。 
②脊髄損傷後、PACAP を含むハイドロゲルを
損傷部位に留置した。用いた PACAP は 0.1 pM

から 10 nM 濃度に生食で溶解してハイドロゲ
ルに溶かした。さらに PACAP の点鼻投与とし
ては、このペプチドの血液脳関門の透過率を
調べ、他のペプチドとの比較を行い透過率の
比較検討を行なった。また、点鼻投与法の脊
髄内移行への取り込みの有効性を評価した。  
 
(2) PACAP による脊髄損傷後の神経細胞死防
御機構を明らかにした。 
①脊髄損傷モデルマウスを作成・評価した。 
②神経細胞死抑制効果については脊髄損傷
部位をGFAPの免疫染色を行い、切片上でGFAP
陰 性 の 領 域 を 計 測 (polygon fitting 
software)し、さらにその体積変換を指標に
して神経損傷部位の評価を行なった。また運
動機能の解析は Basso Mouse Scale (BMS) に
基づいてスコアー化し、PACAP による運動機
能評価を行なった。 
 
(3）PACAP 投与による神経細胞死抑制の分子
機構の解明と軸索伸張の機能形態解析。 
①PACAP の神経細胞死抑制作用の解析 
申請者らはPACAPをマウス虚血脳内に投与す
ると海馬の神経細胞死が有意に低下し、同時
に歯状回における神経新生の起きることを
見出している（未発表）。しかし神経細胞死
保護機構におけるPACAPの実体証明はできて
いない。マウスに点鼻投与あるいはハイドロ
ゲルを用いて直接投与したPACAPが脊髄損傷
後の神経細胞死を抑制できるかどうか、組織
切片を用いて損傷部位を含む領域の細胞死
を Tunnel 法などで定量的に解析する。どの
ような遺伝子産生を誘導するかは以下の研
究を行なった。 
② PACAP による脊髄の神経修復・再生機構の
解明 
PACAP 投与による軸索伸張についての可能性
はすでに培養実験でしらべている。そこで脊
髄損傷１日後に動物を麻酔し、順行性トレー
サーであるローダミンデキストラン（蛍光標
識）を第５頸椎レベルの脊髄実質に注入し、
２週間後に動物をと殺して組織切片を作成
し、蛍光顕微鏡観察を行い軸索伸張の状況を
形態学的に計測し、軸索伸張作用を評価した。 
③PACAP の脊髄損傷抑制作用に係る遺伝子お
よびタンパク質の網羅的解析。 
脊髄損傷をした脊髄の頸椎から腰髄に至る
組織から RNA を調整し、cDNA マイクロアレ
イ解析(アジレント社製)およびプロテオミ
ックス解析（MALDI/TOFMS; Shimadzu 社製）
を行う。cDNA マイクロアレイおよびプロテ
オミックス解析に関する施設、装置はすでに
導入済みであり現在稼働している。本解析は
連携研究者のランデエブ博士の協力・支援を
得て行なった。さらにマイクロダイセクショ
ン装置(Leica, LMD 7000)を用いて採取した
脊髄組織から神経細胞およびグリア細胞を
採取し、その MAP キナーゼ活性を In gel 
assay 法および免疫沈降、gel-shift assay 
法、RNase protection assay 法を用いて、



PACAP による IL-6 以外のサイトカイン誘導
の可能をしらべた。 
④マイクログリアを介した炎症制御作用に
係る PACAP 経路の存在証明。 
PACAP は脳虚血の際に脳内のマイクログリア
の活性化を修飾し神経細胞死を抑制する可
能性がある。そこで脊髄においても脳と同じ
ような機構の存在する可能性を検証するた
めに、PACAP KO マウスを脊髄損傷し、PACAP
を含有するハイドロゲルを直接脊髄損傷部
位に投与あるいはPACAPの点鼻投与を行なっ
て細胞死抑制がおきるかどうかを GFAP の免
疫染色法により評価した。マイクログリアの
活性化を活性化マーカーの抗体を用い組織
学的に検討した。 
 
４．研究成果 
 
PACAP (Pituitary Adenylate 
Cyclase-Activating Polypeptide)は、神経
細胞の保護および神経修復・再生作用を有す
る神経ペプチドである。 
 我々は、プロテオミクス解析によりマウス
の中大脳動脈閉塞による脳虚血後にPACAPを
脳室内投与することにより、CRMP2 タンパク
質（軸索伸長タンパク）の発現が投与 6時間
後で上昇し、CRMP2 陽性反応が梗塞周囲の虚
血巣領域の神経細胞に強く認められること
をすでに論文で報告した。 
 そこで運動機能や軸索新生を評価し易い
マウスの脊髄損傷モデルを用いた機能解析
を行った。具体的にはカミソリを用いて脊髄
を離断して損傷させたマウスにPACAPを浸み
込ませた徐放性ゲルを損傷脊髄に塗布し、そ
の後の運動機能を経時的に評価したところ、
PACAP10-12 Ｍ添加群では生理的食塩水添加群
と比較して損傷後２週間で有意な運動機能
の回復が認められた。さらに損傷後の脊髄に
おいて CRMP2 mRNA 発現量を測定したところ、
PACAP 添加群では生理的食塩水添加群と比較
して 7日目で増加傾向を示し、14 日目で有意
差が認められた。CRMP2 の発現は脊髄の大型
及び小型の神経細胞と一部のオリゴデンド
ロサイトにみられ、さらに傷害後では傷害部
と正常部の境界領域において強い陽性反応
が観察された。これはインパクターを用いた
脊髄損傷モデル動物とほぼ同じ結果であり、
異なる脊髄損傷モデルにおいても軸索伸長
が起きたことが分かった。順行性蛍光トレー
サーを損傷部位の上位の頸髄レベルに投与
を行なって軸索伸長を蛍光顕微鏡にて検索
した結果、PACAP 添加群では損傷領域より下
位における軸索伸長が多数観察された。 
 以上の結果より、PACAPは損傷領域でCRMP2
発現量を上昇させ、損傷後の軸索再生を誘導
することにより運動機能の回復を促進する
ことが明らかになった。 
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