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研究成果の概要（和文）：　PACAPの角膜上皮創傷治癒作用の解明を目的に、治癒関与因子の同定を目指した。
マイクロアレイ解析の結果、PACAP群はERK系遺伝子、PACAP + scratch群ではJNK系遺伝子の変動が多かった。
PACAPの主な創傷治癒作用は細胞増殖であったことから、MAP系遺伝子群を調査したところ創傷治癒に重要な
Nr4a1を選定した。損傷で核内NR4A1のリン酸化が促進したが、PACAPは核内NR4A1のリン酸化を抑制した。NR4A1
核内リン酸化は転写活性を失い、核外移行による細胞死促進の報告がある。よってPACAPはNR4A1の核局在化転写
活性を維持し、細胞生存・増殖を促進することが考えられた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the effect of neuropeptide PACAP on corneal epithelial wound 
healing, the factors involved in wound healing were investigated in this study. Results of DNA 
microarray and pathway analyses of corneal epithelial cells showed greater variability of the ERK 
genes in the PACAP group and JNK genes in the PACAP + scratch group. Since the main effect of PACAP 
on wound healing was cell proliferation, we selected Nr4a1, which is important for wound healing. It
 has been reported that nuclear phosphorylation of NR4A1 leads to loss of transcriptional activity 
and promotes cell death by nuclear export. Therefore, PACAP may contribute to cell survival and 
wound healing by maintaining the nuclear-localized transcriptional activity of NR4A1.

研究分野： オミックス解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究でPACAPによる角膜上皮創傷治癒作用にNR4A1が関与し、さらにPACAPのNR4A1の脱リン酸化作用が角膜上
皮細胞の増殖や細胞死を制御している可能性が明らかになった。今後さらなるPACAPとNR4A1の相互作用が明らか
になれば、視力喪失のリスクを低減させる有効な角膜治療法の開発に役立つと考える。NR4A1は細胞増殖だけで
なく線維症、抗血栓作用、血管新生、腫瘍形成制御など様々な細胞活動を制御に関わる分子である。よって本研
究の成果は様々な疾患治療につながる可能性があると思われる。

※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 
角膜障害の原因にはドライアイ、コンタクトレンズ、異物や紫外線などによる外傷性、感染や

免疫反応、薬剤性などがある。これらは角膜上皮障害の原因であり同時に角膜上皮創傷治癒を阻
害あるいは遅延させるものでもある。特に最近はカラーコンタクトレンズ装用者の急増や VDT
作業の長時間化などに伴う眼障害が若年層において増加する傾向にある。角膜に傷ができると、
通常傷自体は修復されるが、損傷修復の遅延が生じると角膜実質に不可逆性の瘢痕を形成し角
膜に混濁を残すことがある。よって症状は軽くても眼球の内部に異常や機能障害により視力が
低下する疾患の発症に繋がることから予防や早期治療が大切である。 
角膜上皮障害の治療には、角膜上皮保護薬、ステロイド剤、抗菌薬、自己血清、人工涙液など

の点眼があるが、副作用や短期間に創傷を完全に治癒することができない問題なども多く、薬品
治療で効果が得られず創傷を完治できない場合もある。最近では白内障の術後に眼表面の損傷
が生じるドライアイの症状が多発したり悪化したりすることが分かってきている。よって既存
の薬剤とは異なる新しい作用機序を有する効果的な治療薬の創出が切望されている。我々はこ
れまでに PACAP の神経保護作用や神経分化誘導作用を明らかにしてきた(1,2)。その研究の過程
で PACAP-KO マウスの涙液分泌量が減少し角膜が肥厚するドライアイ様症状を見出し、PACAP
による涙液分泌および唾液分泌亢進作用を確認した。さらに角膜上皮細胞に PACAP 受容体の発
現が確認できたことから、傷害後のマウス角膜上皮組織に PACAP を点眼させたところ、創傷治
癒が促進された(3)。よって PACAP は涙液分泌促進効果だけでなく、角膜治癒効果も有すること
が示唆されたが、PACAP による創傷治癒促進作用については不明な点が多いため、有効性や分
子レベルでの作用メカニズムに関する科学的知見はまだ十分とは言えない。 
 
２．研究の目的 
神経ペプチド PACAP （Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide：下垂体アデニル酸シ

クラーゼ活性化ポリペプチド）の角膜上皮創傷治癒促進作用メカニズムの解明を目的に、正常ヒ
ト角膜上皮細胞を用いた創傷治癒モデルに PACAP を滴下し、治癒創生過程での網羅的遺伝子発
現解析を行う。本研究では PACAP の創傷治癒促進作用への関与を分子レベルで明らかにするこ
とで創薬に向けた基盤データを蓄積し、涙液分泌促進効果だけでなく、角膜創傷治癒効果も有す
る PACAP を用いた新規治療薬や再生医療の開発への貢献を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）正常ヒト角膜上皮創傷治癒 In vitro モデル:スクラッチアッセイ 
正常ヒト角膜上皮細胞 HCEC2（KC-4009; KURABO）を 8 x 10^3cells/well(96-well plate)となる

ように播種し、37℃、5 % CO2 の条件でコンフルエントになるまで約 10 時間培養した後、ピペ
ットチップでスクラッチ創傷パターンを作製した。PACAP を添加してから創傷パターンへ向か
って周りから細胞が遊走する過程を経時的に蛍光位相差顕微鏡 BZ-X710 (キーエンス社)で観測
し、創傷パターンの面積を画像解析ソフト imageJ で定量化することで細胞遊走能を評価した。 
 
（２）細胞増殖能および細胞遊走能の測定 
① EdU 陽性細胞の測定 

HCEC2 細胞を EdU Imaging Kit (C10639 ; Thermo Fisher Scientific)を用いて染色し、蛍光位
相差顕微鏡 BZ-X710 で EdU ポジティブ細胞をカウントし、総細胞数を 100 として、EdU 陽
性率 (%)を求めた。測定はそれぞれ 6 回繰り返し、平均値を算出した。 

② MTT assay 
HCEC2 細胞を細胞増殖キット I (Roche)の MTT 標識試薬で標識し、可溶化溶液を添加しイ

ンキュベート後、iMark マイクロプレートリーダー(BIO-RAD)を用いてリファレンス波長 650 
nm として 570 nm の吸光度を測定した。評価試料を添加しない場合の生細胞数を 100 とし
て、評価試料を添加した場合の細胞生存率(%)を求めた。測定はそれぞれ 6 回繰り返し、平
均値を算出した。 

 
（３）DNA マイクロアレイ法による遺伝子発現解析 

HCEC2 細胞から RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用いてトータル RNA を抽出した。Dye-Swap
法（Hori et al.Genomics Data,2015）に従いアジレント社マイクロアレイ 4x44K を用い遺伝子発現
解析を行った。 
 
（４）マイクロアレイデータの統合的解析 

DNA マイクロアレイにより得られた結果から、PACAP により遺伝子発現量に変化があった遺
伝子をリスト化し、DAVID (National Institute of Allergy and Infectious Diseases)を使用してオント
ロジーおよびパスウェイ解析を行った。PACAP によって変動した遺伝子の生物学的機能やシグ
ナル経路を同定し、PACAP による創傷治癒における重要な因子を試みた。 
 



（５）NR4A1 局在性およびリン酸化解析 
 10cm ディッシュで培養した HCEC2 細胞を Nuclear Protein Extraction – Isolation (Fractionation-
Translocation) Kit (NPI-1; Fivephoton Biochemicals)で処理することで Cytoplasmic と Nuclear 画分に
分画し、各分画液は ProteoExtract Protein Precipitation Kit (539180; Calbiochem)で精製濃縮した。濃
縮サンプルは SDS-PAGE（e-PAGEL HR 5~20%）で電気泳動し、Trans blot Turbo(BIO-RAD)でメン
ブレン転写後に TBS-T 溶液(5%スキムミルク)ブロッキングした。NR4A1(1:5000, ab109180; 
Abcam)、p-Ser351-NR4A1(1:5000, 12376; Signalway Antibody) を 1 次抗体とした。Cytoplasmic 分
画は GAPDH (1:10000, 016-25523; FujiFilm Wako)、Nuclear 画分は ASH2L (1:10000, ab176334; 
Abcam)をハウスキーピングとした。HRP 標識 2 次抗体 (GE Healthcare) 反応後、Clarity Western 
ECL Substrate (BIO-RAD)で反応させ、ChemiDoc XRS Plus (BIO-RAD)でバンド検出および定量分
析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）PACAP による角膜上皮細胞修復作用効果 
スクラッチアッセイの結果、PACAP 投与により創傷面積の減少が確認できたことから PACAP

による創傷治癒効果が示唆された。この創傷治癒効果は細胞の増殖性及び走化性によるものと
推定されたが、増殖阻害剤 AraC を添加した条件では創傷面積の減少が抑制された （図 1）。 

 
PACAP による増殖細胞数の測定を EdU 標識で行った結果、PACAP は細胞増殖を有意に促進

させた。増殖阻害剤 AraC を添加した条件では EdU ポジティブが殆ど無くなったことから（図
2）。以上のことから PACAP による創傷治癒効果は主に細胞増殖によることが考えられた。 

 

 



（２）PACAP による角膜上皮修復に関与する遺伝子の解析 
角膜上皮細胞のスクラッチアッセイで PACAP による創傷治癒作用に関与する遺伝子を検討す

るために DNA マイクロアレイを行った。PACAP 添加から 3、6、18、20 時間での変動した遺伝
子数は PACAP 群では遺伝子 2518 種（増加 853、減少 1665）、PACAP + scratch 群では遺伝子 2402
種（増加 464、減少 1937）であった。さらに PACAP による創傷治癒効果のメカニズムを明らか
にするため生物学的機能やパスウェイ解析を行ったところ、細胞増殖に関与する ERK/MAPK パ
スウェイにカテゴライズされた NR4A1（Nur77）遺伝子に注目した。神経成長因子 IB（NGFIB）
としても知られる NR4A1 は炎症やアポトーシスなどに関与することが示されているが、最近の
研究で角膜創傷治癒にも関係すると発表されている(4)。 

 
（３）NR4A1 の創傷治癒作用の検討 
 NR4A1 の角膜上皮創傷治癒作用を確認するために PACAP 受容体である PAC1r、VPAC1r、
VPAC2r のアンタゴニストを使用した場合の発現変化を調べた。その結果 VIP6-28（VPAC1R と 
VPAC2R アンタゴニスト）では発現に変化はなかったが、PA8（PAC1r アンタゴニスト）が添加
されると NR4A1 のタンパク発現が抑制された。よって NR4A1 が PAC1r を介して作用を受けて
いることが示唆された。この結果を受け、アンタゴニストである THPN を添加した条件でスク
ラッチアッセイを行ったところ、THPN による創傷面積減少の抑制が確認された（図 3）。さらに
THPN を添加した EdU アッセイでは（図 4-A）EdU ポジティブが殆ど無くなり、またこの結果
が細胞死でないことが MTT アッセイ（図 4-B）からも確認できた。よって NR4A1 の主な創傷治
癒効果は細胞増殖によるものであることが明らかになった。 
 

 
（４）NR4A1 局在性およびリン酸化解析 
 NR4A1 は細胞局在性とリン酸化の状態が活性化に関与している報告が多い。今回の角膜上皮
細胞を使用した分画では、NR4A1 の殆どが Nuclear 画分に存在し、スクラッチ損傷によりリン酸
化 NR4A1 が増加するが、PACAP がそのリン酸化を抑制する可能性が示唆された（図 5）。リン
酸化は NR4A1 の核外輸送を誘導し、細胞増殖を阻害する研究がいくつか報告されている
(5,6,7,8,9,10,11)。これらの結果は、PACAP は NR4A1 の核局在化転写活性を維持することで、細
胞生存や創傷治癒に貢献すると考えられた。 
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