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研究成果の概要（和文）：下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド PACAP  (Pituitary Adenylate 
Cyclase-Activating Polypeptide)には傷害後の神経細胞に対する軸索伸長作用があることが知られている。本
研究では、軸索伸長のモデルとして頻用されるPC12細胞を対象としてPACAPによる軸索伸長作用の分子機構を解
析した。その結果、PACAPによる軸索伸長作用は、PI3Kの活性化によるAktの活性化、さらにAktの活性化による
GSK-3βの不活性化とそれに伴う不活性型であるリン酸化CRMP2の減少という経路であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide PACAP (Pituitary 
Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide) is known to have axon elongation effects on neurons after 
injury. In the present study, we analyzed the molecular mechanism of PACAP-induced axon elongation 
in PC12 cells, which are frequently used as a model for axon elongation. It is revealed that 
PACAP-induced axon elongation was mediated by the activation of Akt by PI3K and the inactivation of 
GSK-3β by the activation of Akt and the subsequent decrease in the inactive form of phosphorylated 
CRMP2.

研究分野：神経科学

キーワード： PACAP　PAC1-R　虚血　神経細胞死　軸索伸長
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではPACAPによる軸索伸長作用の分子機構の一端を明らかにすることが出来た。さらなる解析が必要であ
るが、今後詳細な解析を進めることにより、神経損傷後の軸索伸長、神経細胞死抑制における新たな標的分子の
発見ができると思われる。その結果、PACAPの虚血に対する救急医療領域での臨床応用への道が開かれるととも
に、新規医薬品の開発につながることが期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
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  (Pituitary Adenylate Cyclase-

Activating Polypeptide)は血管作動性腸管ポリペプチド VIP（Vasoactive intestinal peptide）・
グルカゴン・セクレチンスーパーファミリーに属する神経ペプチドであり、最も構造の似ている
VIPとは約 70%の相同性を示す。PACAPと VIPは 7回膜貫通型 Gタンパク質共役受容体であ
る PAC1 受容体 (PAC1-R)、VPAC1 受容体 (VPAC1-R)、VPAC2 受容体 (VPAC2-R)を共有し
ている。PACAPは主に中枢および末梢神経系に存在し、視床下部、海馬、下垂体などに高発現
している。 
 PACAPは生体内で多様な生理活性を担っており、これまでに末梢神経系では下垂体ホルモン
分泌、血管拡張、平滑筋収縮、アドレナリン分泌、インシュリン分泌、免疫抑制作用、外分泌促
進作用を示すことが示されている(1)。また、中枢神経系においては神経伝達物質としての機能
に加え近年、神経保護作用などを持つことが報告されている。 
 具体的には、神経/グリア共培養系において LPS (Lipopolysaccharide)は神経毒性を有するこ
とが知られているが PACAPは低濃度でこの LPSの毒性に対する神経保護作用を示す。 
 また、脳虚血モデルでは全脳虚血、前脳虚血時において虚血後の再灌流数日後に細胞死が起こ
る遅発性神経細胞死が、そして中大動脈閉塞による局所性虚血では閉塞した血管の支配領域の
中心部では急性的なネクローシス様の神経細胞死がそれぞれ観察されるが、これらいずれの脳
虚血モデル動物に対しても PACAPは脳室内投与、静脈内投与で遅発性神経細胞死（アポトーシ
ス）を抑制した(2) 。 
 さらに、脊髄損傷モデルマウスの患部に PACAPを投与すると対照群に比して顕著な運動機能
の回復が認められた。このマウスを形態解析したところ、PACAP投与群では傷害領域において
新たな軸索伸長が観察された (3)。また、PACAP ノックアウト (KO)マウスを用いた脊髄損傷
モデルマウスでは野生型マウスと比較して脊髄損傷後の運動機能回復が遅く、傷害領域の増加
および細胞死マーカーの増加が観察された。これらの結果から、PACAPは神経傷害時において
神経細胞死抑制作用および、軸索伸長作用を有し、神経新生・再生を行うことが明らかになった。 
次にこれらの PACAP の神経保護・修復・再生作用の分子機構を網羅的に調べるため、PACAP
を脳室内投与した局所性虚血モデルマウスに対し、その傷害組織における発現プロファイルを
解析したところ、軸索伸長因子である CRMP2タンパク質および同mRNA発現量が対照群に比
して損傷部位で有意に増加していた (4)。また同様に脊髄損傷モデルマウスに PACAP処置をし
た際にも CRMP2遺伝子の発現上昇が損傷部位で認められた(3)。 
 以上の結果は神経傷害時における PACAP の神経細胞死抑制作用、軸索伸長作用において
CRMP2が関与している可能性を強く示唆している。また、CRMP2は培養海馬にて軸索形成を
誘導する（5）が、その作用はグリコーゲンシンターゼキナーゼ-3β (glycogen synthase kinase-
3β：GSK-3β)によってリン酸化されることで不活性化することが報告されている（6）。 
以上のことから PACAPによる軸索伸長作用に CRMP2や GSK-3βが関与している可能性が示
唆されているが、現在までのところ詳細な分子機構は不明である。 
 
 
２．研究の目的 
前述のように PACAPの受容体として PAC1-R, VPAC1-R, VPAC2-Rの 3種類の受容体が知
られているがどの受容体が神経細胞死抑制作用・軸索伸張作用に関与しているかは不明である。
また、これまでに得られた結果から、PACAP の軸索伸張作用には CRMP2 および GSK-3βが
関与していることが予想されるがその詳細な機構は全く不明である。そこで、本研究では各種遺
伝子ノックアウトマウス、阻害剤等を用い、PACAPの神経細胞死抑制作用、軸索伸長作用にお
ける分子機構の解明を目的とする研究を行い、将来的に神経傷害、神経損傷に対してヒトでの臨
床応用に用いることが可能な新規治療薬の開発を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1) PACAP による軸索伸長作用の解明 
軸索伸長のモデルとして頻用される PC12 細胞を用いて、PACAP による軸索伸長作用の分子機構
を解析した。タンパク質発現量およびそのリン酸化レベルはウエスタンブロットで定量した。 
(2） PACAP による虚血に対する神経細胞死抑制作用の解明 
本研究では、ニューロン・グリア共培養系に対して低酸素低グルコース負荷（Oxygen Glucose. 
Deprivation：OGD）処置をすることで虚血状態を in vitro で再現し、PACAP の神経細胞死抑制
作用を解析した。 
(3) PAC1-R 遺伝子ノックアウトマウスの作製 
PACAP 受容体である PAC1-R について、CRISPR/Cas9 システムを用いてノックアウトマウスを作
製した。 
 
 
４．研究成果 
(1) PACAP による軸索伸長作用の解明 



本研究では、まず軸索伸長のモデルとして頻
用される PC12 細胞を対象として PACAP による
軸索伸長作用の分子機構を解析した。 
① PACAP による軸索伸長作用に関与する受容
体の同定 
PACAPの受容体にはPAC1-R, VPAC1-R, VPAC2-
R の 3 種が存在するが、これらの内、どの受容
体が軸索伸長に関与するかを調べた。PC12 細
胞に対して PAC1-R 特異的阻害剤である PA-8、
あるいは VPAC2-R 阻害剤である VIP6-28 を添
加し、PACAP による突起伸長作用の変化を観察
したところ、PA-8 存在下では PACAP による突
起伸長作用は有意に抑制されたが、VIP6-28 存
在下では抑制されなかった。このことから
PACAP による突起伸長作用は、主に PAC1-R を
介することが示唆された 
② PACAP による軸索伸長作用における CRMP2
の関与 
PACAP添加によるPC12細胞におけるCRMP2の
発現量及びそのリン酸化レベルの変化をイム
ノブロッティングで解析した。その結果、CRMP2
発現量は PACAP 添加によって変化が見られな
かったが、リン酸化 CRMP2 の発現量は経時的
に減少した。このことから、PACAP の軸索伸
長作用にCRMP2のリン酸化が関与しているこ
とが示唆された。 
③ PACAPによる軸索伸長作用におけるCRMP2
の関与 
PACAP の軸索伸長作用に CRMP2 のリン酸化が関与していることが示唆されたことから、次に
CRMP2 の活性を調節している GSK-3βについて調べた。PACAP 添加による PC12 細胞における GSK-
3βの発現量及びそのリン酸化レベルの変化をイムノブロッティングで解析したところ、GSK-3
β発現量は PACAP 添加により大きな変化が認められなかったが、リン酸化 GSK-3βのリン酸化レ
ベルは PACAP 添加後から増加が認められた。 
 さらに、PACAP と共に PC12 細胞に GSK-3β阻害剤 CHIR99021、または GSK-3βの上流に位置す
る PI3K (Phosphoinositide 3-kinase)を阻害することで、Akt の活性阻害を介して間接的に GSK-
3βを活性化する LY294002 を添加した際の軸索伸長した細胞数を比較したところ、CHIR99021 添
加により、PACAP による軸索伸長は促進された。一方、LY294002 の添加は PACAP による軸索伸長
を抑制した。 
 以上の結果から、PACAP による軸索伸長作用は、PAC1-R 受容体を介した PI3K の活性化による
Akt の活性化、さらに Akt の活性化による GSK-3βの不活性化とそれに伴う不活性型であるリン
酸化 CRMP2 の減少という経路であることが明らかになった（図）。 
 
（2） PACAP による虚血に対する神経細胞死抑制作用の解明 
本研究では PACAP の神経細胞死抑制作用の分子機構を解析することを目的として、in vitro で
動物個体での虚血を再現できるニューロン・グリア共培養系での OGD 処置を行った。OGD 処置を
行ったニューロン・グリア共培養系に対して PACAP を添加すると神経細胞死が抑制されたが、
PAC1-R アンタゴニストの共存下ではその効果は減弱した。このことから、PACAP による虚血に対
する神経細胞死抑制作用には PAC1-R が関与していることが示唆された。 
 
(3) PAC1-R 遺伝子ノックアウトマウスの作製 
上記の結果より、PACAP による軸索伸長作用、神経細胞死抑制作用には 3 種の PACAP の受容体
のうち、PAC1-R が関与していることが示唆されたことから、同遺伝子ノックアウトマウスを作
製した。今後はこのマウスを用いて動物個体レベルでの解析を行う予定である。 
 
本研究では PAC1-R 遺伝子ノックアウトマウス作製が当初の予定より遅れたため、動物個体で
の解析が出来なかったが、今後、さらなる解析を遂行することにより脳虚血に対する PACAP によ
る軸索伸長、神経細胞死抑制作用の詳細な分子機構が解明され、これらの作用における新たな標
的分子の発見ができると思われる。 
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