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研究成果の概要： 
 
虚血性神経細胞死誘導後に認められるグリオーシス（アストロサイトの活性）における PACAPの作用を
検討した。PACAP 受容体は神経損傷領域を取り囲むアストロサイトにおいて強く発現し、培養細胞を
用いた実験により、PACAP はアストロサイトの増殖を促進する作用を有することが明らかになった。本
研究により、PACAP がアストロサイト活性化およびグリオーシス形成機構に重要な役割を担うと考えら
れる。 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：神経科学・神経解剖学・神経病理学 
キーワード：細胞・組織、脳神経疾患、病理学 
 
１．研究開始当初の背景 

脳虚血や頭部外傷などの中枢神経系の損傷
後、アストロサイトが損傷領域を取り囲むように活
性化する現象（グリオーシス）が知られている。こ
の現象が発見されてから既に 50 年以上経過し
ているが（Anderson E et al.; Am Pract Dig Treat. 
1950）、活性化したアストロサイトが成長因子や
サイトカイン分泌などにより神経修復に関与して
いるという説（Sofroniew MV. Neuroscientist. 
2005：review）と、逆に細胞外基質分泌により神
経再生を阻害しているという説（Nieto-Sampedro 
M. Adv Exp Med Biol. 1999：review）があり、そ

の生理的意義についてはよくわかっていな
い。 

近年、慶応大学・岡野らの研究グループ
は、脊髄損傷後の亜急性期におけるグリオ
ーシスの促進が神経損傷領域を軽減させ
ることを示した（Okada S et al.; Nature Med. 
2006）。しかしその反面、慢性期では神経
軸索再生は抑制された。このように、アスト
ロサイト活性化機構やその動態がまだ十分
に解明されていないためにアストロサイトを
ターゲットとした創薬は進んでいないのが
現状である。 



申請者はこれまでに虚血性神経細胞死メカニ
ズムの解明とその臨床応用を目指した研究を行
ってきた。これまでの研究の中で、PACAP はア
ストロサイトを刺激してサイトカイン放出を促すこ
とが in vitro 実験により見出されている（Tatsuno 
I et al.; Ann N Y Acad Sci. 1996）。また申請者の
グループは、マウス大脳皮質への外傷モデル後
に認められる活性化アストロサイトに PACAP 特
異的受容体（PAC1R）が強く発現していることを
明らかとした（Suzuki R et al.; Brain Res Mol 
Brain Res. 2003）。これらの知見は PACAP がア
ストロサイトの活性化促進因子であることを示唆
している。しかし、PACAP が生体内でアストロサ
イトの活性化因子として機能するか、また
PACAP 処理されたアストロサイトがどのような動
態を示すかについては不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 

本研究では虚血性神経細胞死誘導後に認め
られるアストロサイトの活性におけるPACAPの作
用を in vivo および in vitro にて検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 野生型マウスを用い、一過性前脳虚血後

におけるアストロサイト活性化領域（海馬領域）
でのGFAP、PACAPおよび PAC1R発現量の経
時的変化をウェスタンブロッティング（WB）法お
よびRT-PCR法により半定量化した。さらに 2重
蛍光免疫染色法により PAC1R 発現細胞を同定
した。 
①マウス前脳虚血モデル；マウスはセボフレン

による吸入麻酔下において頸部を切開し、両総
頚動脈を Zen 式クリップにより閉塞した。閉塞 12
分後に再び麻酔を導入しクリップの除去および
総頚動脈の血流の再開を確認し再潅流とした。
35℃の恒温槽内で一晩飼育した後，常温維持
された飼育ケース内で飼育した。 
②タンパク質および mRNA 抽出用試料の調

整 ； 一 過 性 前 脳 虚 血 0,8,16,24 時 間 、
2,4,7,14,28 日後のマウスは、断頭後直ちに脳を
摘出し、海馬領域のみを液体窒素で凍結し
-80℃にて保存した。 
③WB 法：サンプルはタンパク分解酵素含有

溶解バッファー中でホモジェナイズし、SDS-ポリ
アクリルアミド電気泳動後に PVDF 膜へタンパク
を転写した。PAC1R抗体を用いて免疫反応を行
い、得られたシグナルをゲル画像解析ソフト
（UN-SCAN IT gel：Silk Scientific Inc )により解析
し、それぞれの発現量を比較した。 
④リアルタイム PCR 法：サンプルは AGPC 法

によりRNAを抽出し、逆転写反応によりcDNAを
作成した。PACAP、PAC1R 特異的プライマーを
用いてリアルタイム PCR を行った。 
⑤2 重蛍光免疫染色法：一過性前脳虚血

2,4,7,14,28 日後のマウスは 4%パラフォルムアル
デヒドにて灌流固定を行い、定法に従い厚さ 8
μmの凍結切片を作成した。切片は5%ウマ正常

血清にてブロッキング後に一次抗体として
マウス抗 GFAP 抗体、ウサギ抗 PAC1R 抗
体溶液に反応させた。1 次抗体に対する蛍
光標識 2 次抗体を反応させた後、水溶性
封入剤にて封入し、蛍光顕微鏡下(Carl 
Zeiss)で観察した。  
  

(2)マウス胎仔から初代アストロサイト培養
細胞を調整し、掻き傷モデル作成後に生じ
る反応性アストロサイトにおける PAC1R 発
現を免疫細胞化学的に観察し、さらに
PACAP を添加して反応性アストロサイトの
増殖に与える影響を免疫染色法により評
価した。 
①マウスの新生仔（生後 1 日目）から終

脳を摘出し、氷冷したPBSにストックした。
終脳をミンスした後、0.025% trypsin, 0.02% 
L-cysteine monohydrate, 0.5% glucose, 
0.02% bovine serum albumin in PBS溶液に
て 37˚C, 15 分間インキュベートした。
newborn calf serum (FBS)を加えて酵素反
応を停止し、細胞懸濁液をフラスコに加え
た。Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
with 10% FBS, 1% glucose, 10 U/mL 
penicillin and 10 μg/mL streptomycin 溶
液にて 1 週間培養後、フラスコを 50 rpmま
たは150 rpmで20時間振盪し、アストロサイ
ト以外の細胞を除去した。細胞を 1 × 105 
cells/cm2になるように 60 mmシャーレに添
加し、再びコンフルエントになるまで5-7 日
間培養した。 

②掻き傷モデル；細胞がコンフルエント
になった後、ピペッターのチップ (φ1 mm) 
を用いて細胞層に十字の掻き傷（スクラッ
チ）を作成した。その後、DMEM with 1% 
glucose, 10 U/mL penicillin, 10 μg/mL 
streptomycin, G-5 supplement にて 2 日間
培養した。 
③免疫細胞化学染色；培養細胞は 4% 

パラフォルムアルデヒド により 30 分間、氷
冷下で固定した。細胞は 0.3% Triton-100
溶液、続いて 5% ウマ正常血清にて 1 時
間ブロッキングした。1 次抗体として、マウス
抗 GFAP 抗体、ウサギ抗 PAC1R抗体溶液、
マウス抗NeuN抗体、 ウサギ抗 Iba1抗体、
マウス抗 GalC 抗体、マウス抗 Ki67 抗体に
て反応させた。その後、細胞は 蛍光標識
2 次抗体で反応させた。封入前に DAPI に
よる対染色を行った。細胞は蛍光顕微鏡下
(Carl Zeiss)で観察した。 
 
４．研究成果 

(1)野生型マウスを用い、海馬に遅発性
神経細胞死が誘導される一過性前脳虚血
を施し、アストロサイト活性化領域（海馬領
域）での PAC1R 発現量と発現細胞種の経
時的変化をリアルタイム PCR法、ウェスタン



ブロッティング法および免疫染色法により比較し
た。その結果 PAC1R は脳虚血 12 時間後、
PAC1R 免疫陽性反応は脳虚血 1 日後に発現
がピークとなり、その後緩やかに低下して 56 日
後には正常値に戻った（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. 脳虚血後の海馬における PAC1R 

発現量の変化 
 
 
また PAC1R 免疫陽性反応は、脳虚血 1 日目

では主に神経細胞マーカーと重なったが、虚血
3 日後からはアストロサイトと一部重なるようにな
り、7日後には海馬の広範囲においてPAC1R免
疫陽性のアストロサイトが観察された。14 日後に
は海馬損傷領域周囲部に PAC1R 免疫陽性の
アストロサイトが多数観察された（図 2、矢印）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 脳虚血 14 日後の海馬神経損傷部位に

おける PAC1R 免疫染色像  
 
 
 
(2)培養アストロサイトに掻き傷を作成し、反応

性アストロサイトを誘導する培養実験を確立した。
掻き傷作成 2 日後には傷の周辺に強い PAC1R
免疫陽性反応を示す反応性アストロサイトが観
察された(図 3)。 
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図 3. 培養アストロサイトにおける PAC1R

免疫陽性反応 
 
 
そこで掻き傷作成後に最終濃度 10-15か

ら 10-7ＭになるようにPACAPを添加したとこ
ろ、PACAP10-11、10-13Ｍ添加群では傷害
領域周辺部の増殖している反応性アストロ
サイトの割合が溶媒添加群の約 2 倍に増
加した（図 4）。さらにPAC1Rアンタゴニスト
をPACAPと同時に投与することにより、
PACAP誘導性のアストロサイトの増殖が有
意に抑制された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. PACAP 添加による培養アストロサ

イトの増殖への影響 
 

 
  以上の結果から、PAC1R は神経損傷領
域を取り囲むアストロサイトにおいて強く発
現し、PACAP は反応性アストロサイトの増
殖を促進する作用を有することが明らかに
なった。 
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