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研究成果の概要（和文）：本研究ではゼブラフィッシュを用いて遺伝子重複したPACAPおよびPACAP受容体
（PAC1R）の差異の解明を目的とした。組織分布の観察により、PACAPおよびPAC1Rの重複遺伝子は異なる分布パ
ターンを示した。PACAP投与実験により、PACAP1とPACAP２は共に摂食行動を抑制したが、PACAP1は短期記憶を増
強させ、PACAP2は長期記憶と社会性行動を増強させた。PAC1R強制発現細胞の解析により、重複化したPAC1Rは活
性化されるシグナル経路が異なった。これらの結果は重複化したPACAP/PAC1Rが分布・生理作用・シグナル経路
が変化することにより分子進化しつつあることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the differences between duplicates of 
PACAP and PACAP receptor (PAC1R) using zebrafish. Tissue distribution revealed that the PACAP and 
PAC1R duplicated genes showed different distribution patterns. PACAP administration experiments 
showed that both PACAP1 and PACAP2 suppressed feeding behavior, but PACAP1 enhanced short-term 
memory and PACAP2 enhanced long-term memory and social behavior. Analysis of PAC1R-expressing cells 
revealed that the duplicated PAC1Rs differ in the signaling pathways activated. These results 
suggest that duplicated PACAP/PAC1Rs are undergoing molecular evolution through changes in 
distribution, physiology, and signaling pathways.

研究分野： 比較内分泌学

キーワード： PACAP　ゼブラフィッシュ　遺伝子重複　行動解析　組織分布　シグナル解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では真骨魚類独自のゲノム重複により重複化したPACAP/PAC1Rの解析を行うことにより、重複化した
PACAP/PAC1Rが分布・生理作用・シグナル経路が変化していることを明らかにした。PACAPは進化の過程で遺伝子
重複やエクソン重複などを繰り返しながら、哺乳類ではセクレチンやグルカゴンなどの10以上の遺伝子に分子進
化したことが明らかになっている。しかし重複化した神経ペプチド遺伝子がどのように異なる遺伝子として分子
進化していったかは不明な点が多く残っている。本研究結果は、多くの神経ペプチド遺伝子に分子進化してきた
PACAP/PAC1R遺伝子の分化過程の解明に寄与する。

※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。
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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）は進化的に構造がほと
んど変化せずにヒトにも存在している神経伝達物質であり、神経保護作用、摂食抑制作
用、記憶学習増強作用、血圧低下作用など多くの重要な生理機能を持つことが主にげっ
歯類を用いた研究で明らかになっている。PACAP は進化の過程で遺伝子重複やエクソ
ン重複などを繰り返しながら、哺乳類ではセクレチンやグルカゴンなどの 10 以上の遺
伝子に分子進化したことが明らかになっている。ゼブラフィッシュを含む魚類では 2 つ
の PACAP（PACAP1 および PACAP2）および 2 つの PACAP 受容体（PAC1aR および
PAC1bR）が存在する。しかし、その機能や分布の違いは明らかになっておらず、もし
かすると魚類では 2 つの PACAP、PAC1R が既に異なる性質を持ち、別の因子として分
子進化が起きている可能性がある。しかし、これまでにゼブラフィッシュの持つ 2 つの
PACAP および PAC1R の相違について解析した研究はほとんど存在しない。 

 
２．研究の目的 
 そこで本研究ではゼブラフィッシュを用いて重複化した PACAP および PAC1R の組
織分布と機能の違いを明らかにするため、以下の実験を行った。 
１）PACAP/ PAC1R の組織分布 
２）PACAP/ PAC1R の各種行動への関与 
３）PACAP/ PAC1R の親和性とシグナル解析 

 
３．研究の方法 
１）まずゼブラフィッシュの各組織、および脳を各領域部に分けたサンプルから RNA を

抽出し、重複化した PACAP/PAC1R mRNA の発現をリアルタイム PCR 法により定
量した。また、PACAP1 または PACAP2 のアミノ酸配列の比較から、異なる配列を
基にそれぞれの特異抗体を作成し、アフィニティ精製により回収した。特異性の確
認はドットブロット法にて行った。作成した PACAP1 または PACAP2 抗体を用い
て、ゼブラフィッシュの脳組織のパラフィン切片を用いて免疫染色を行った。さら
に各 4 つの遺伝子に対して in situ hybridization 法により mRNA の脳内分布を観察
した。 

２）ゼブラフィッシュ PACAP1 および PACAP2 の合成ペプチドを作成した。これらペプ
チドをゼブラフィッシュに投与した後の、接食行動、記憶学習行動および社会的行
動を評価した。摂食行動試験では、ゼブラフィッシュを麻酔下で PACAP1 または
PACAP2 を脳室内投与し、15 分間に食べたブラインシュリンプ数を計測した。また、
給餌前後の PACAP/PAC1R mRNA 発現量をリアルタイム PCR 法により測定した。
記憶学習試験では、短期の空間記憶学習の評価が可能な Y 字型迷路試験、および長
期記憶を評価するための T 字迷路試験を確立した。Y 字迷路試験では、3 つのアーム
の 1 つを仕切りで閉じた状態で残り 2 本のアームを自由に遊泳させ、その後仕切り
を除いた後の新規アームの滞在時間を測定した。T 時迷路試験では、左右のアーム
の先に小部屋を設け、片方の小部屋にのみ砂利や水草のイミテーションを置くこと
で豊かな環境とし、もう片方は何も設置しない水槽とした。試験 1 日目はゼブラフ
ィッシュを中央のアームからＴ字水槽にいれて自由に泳がせることで豊かな環境の
水槽の位置を学習させた。24 時間後、左右の小部屋に何も入れていない状態のＴ字
水槽に学習させたゼブラフィッシュを入れ、豊かな環境を設置した側の小部屋の滞
在時間を測定することで、記憶の指標とした。社会的行動試験では横並びに３か所
に分割した水槽のうち、片方の端の部屋にゼブラフィッシュを数匹入れ、中央の試
験水槽に試験個体を 1 匹入れて、ゼブラフィッシュを入れた側の水槽に近い領域の
滞在時間を測定することで、群れへの接近行動を定量化した。記憶学習行動および
社会的行動試験では腹腔内に PACAP を投与した。 

 
３）ゼブラフィッシュの重複化した PACAP と PAC1R の親和性とシグナル伝達経路を明

らかにするため、CHO 細胞にゼブラフィッシュ PAC1aR または PAC1bR を強制発
現させた細胞への PACAP 添加試験を行った。添加後に細胞内 Ca2+濃度および
cAMP 濃度を測定した。 

 
４．研究成果 

  １) ゼブラフィッシュ各組織における PACAP および PAC1R mRNA の発現レベルをリ
アルタイム PCR 法により解析したところ、4 つの遺伝子すべてが脳において高レ
ベルで発現した。重複遺伝子の発現量の比較では、PACAP2 mRNA は PACAP1 
mRNA の約 15 倍高く、PAC1aR mRNA 発現量は PAC1bR mRNA の約 2 倍高値



であった。これら 4 つの遺伝子の中で、PACAP1 mRNA のみが末梢組織でも発現
が高く、特に腸管と精巣で高い発現が認められた。 

PACAP1 と PACAP2 の組織分布をそれぞれの PACAP を特異的に認識する抗体
を作成して免疫染色法により観察した。PACAP1 の免疫染色の結果、PACAP1 免
疫陽性反応は脳の広い範囲に観察され、特に終脳、視床下部、内側縦束核、橋、迷
走葉などに陽性細胞が観察された。この分布から、PACAP1 は主に遊泳運動や摂食
行動などの生得的行動、社会的行動に関わっている可能性が考えられる。一方、
PACAP2 免疫陽性反応は終脳、視床下部、小脳に観察された。しかし、陽性細胞が
観察されなかったため、軸索輸送を止めるコルヒチンの脳室内投与を行い、免疫染
色を行ったところ、終脳と視床下部に PACAP2 免疫陽性細胞体が観察された。こ
の分布から、PACAP2 は主に記憶学習行動や摂食行動などに関わる可能性が示唆さ
れた。これら PACAP1 や PACAP2 の免疫陽性反応は、抗原吸収試験により消失し
たことから、上記の免疫染色の結果が特異的であることが確認できた。さらに、
mRNA の局在を明らかにするため、in situ hybridization 法により組織分布を
観察した。PACAP1、PACAP2 mRNA に加えて、PAC1aR と PAC1bR の局在を明
らかにすることができ、免疫染色の結果と併せて考察すると、PACAP は記憶学習
行動や摂食関行動、社会性行動の中枢に作用する可能性が示唆された。 

 
２）PACAP1 または PACAP2 の脳室内投与により、ゼブラフィッシュの摂食量が有意

に抑制された一方、自発遊泳量には影響を与えないことが明らかになった。また、
PACAP1 の腹腔内投与は Y 字型水槽における短期記憶を増強させたが、PACAP2
の腹腔内投与では効果は見られなかった。一方、PACAP2 の腹腔内投与は T 字型
水槽を用いた長期記憶を増強させたが、PACAP1 の腹腔内投与では影響は見られな
かった。社会的選好性試験においては、PACAP2 投与群では群れへの接近行動が有
意に増加した。一方、PACAP1 投与群ではほぼ効果は認められなかった。これらの
投与実験から、PACAP1 と PACAP2 はゼブラフィッシュの生体内において一部異
なる生理活性を持つことが示唆された。 

 
３）分担研究者の海谷と共に行った CHO 細胞を用いた実験では、2 種のゼブラフィッ

シュ PAC1 受容体（PAC1aR または PAC1bR）をそれぞれ強制発現させた CHO 細
胞に対して 2 種のゼブラフィッシュ PACAP（PACAP1 または PACAP2）を添加し、
その下流のシグナルとして細胞内 Ca2+レベルと cAMP レベルの測定を行った。そ
の結果、2 種の PACAP ともに PAC1R に作用して 2 種類のシグナル伝達経路を活
性化させることが明らかになった。この結果は、ゼブラフィッシュの持つ PACAP
および PAC1R が機能的であることを示唆している。PACAP1 と PACAP2 はそれ
ぞれの PAC1R に対するシグナルを同程度活性化した。一方、PAC1R は cAMP と
Ca2＋の両方を増加させたのに対し、PAC1bR は細胞内 cAMP 濃度を増強させたが、
Ca2＋に関しては極めて弱い反応しか示さなかった。これらの結果から、重複化した
PAC1R ではリガンドへの親和性については差がないものの、シグナル応答が異な
っている可能性が示唆された。 

 
まとめ 

本研究により、重複化した PACAP および PAC1R は異なる組織分布を示すことが明
らかとなり、投与実験により重複化した PACAP が異なる生理作用を担う可能性が示唆
された。さらに、受容体強制発現細胞を用いた解析により、PACAP と PAC1R の親和
性には重複遺伝子間で差がないものの、重複化した PAC1R は活性化するシグナル伝達
経路に違いがあることが示唆された。これらの結果から、重複化した PACAP および
PAC1R は別個のシステムとして完全に分化しているわけではないが、分布・生理機
能・シグナル伝達経路が変化しつつある可能性が考えられる。しかし投与実験だけでは
生理的機能を明らかにすることは困難である。既に PACAP または PAC1R を欠損させ
たゼブラフィッシュを CRISPR/Cas9 法により作出することに成功している。さらに、
予備的に RNA シークエンシング解析も進めている。今後はこれら KO ゼブラフィッシ
ュを用いた解析や RNA シークエンシング解析を進めることにより、重複化した
PACAP/PAC1R システムの詳細を明らかにしていく予定である。 
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