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研究成果の概要（和文）： 

 

申請者はこれまでに PACAP 遺伝子欠損(KO)マウスがドライアイ様症状を呈することを見出

した。本研究課題において、マウス涙腺組織では PACAP およびその特異的受容体（PAC1R）

が発現しており、PACAP の点眼投与により有意な涙液量の増加が認められた。さらに PACAP

は PAC1R を介して cAMP/PKA 経路を活性化させ、さらにアクアポリン 5 のリン酸化を誘導す

ることにより涙液分泌を促進していることが明らかになった。以上の結果から、PACAP が涙液

分泌促進効果を有することが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 The dry eye syndrome is one of the most common eye ailments caused by volume reduction or the 

altered quality of tears, however, an effective treatment has yet to be established. Our study was started 

based on the finding of a new phenotype in PACAP null mice, which show dry eye-like symptoms, 

corneal keratinization and tear reduction. PACAP and its receptor were expressed in mouse lacrimal 

glands, and PACAP eye drops stimulated tear secretion via an adenylate cyclase/cAMP/PKA cascade. 

PACAP stimulated aquaporin 5 translocation from the cytosol to the membrane in lacrimal acinar cells 

to induce tear secretion. These results suggest a possible role of PACAP as an endogenous regulator of 

tear secretion, and PACAP is a good candidate for an eye-drop medicine for the dry eye syndrome. 
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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。我々は
PACAP 遺伝子欠損マウスの涙液分泌量が減
少すること、さらに PACAP 点眼が涙液分泌
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量増加を誘導する現象を見出した。しかしな
がら、PACAP による涙液分泌促進機構に関し
てはこれまでにわかっていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では PACAP 点眼をドライアイ治療
薬として臨床応用へと繋げるため、PACAP

点眼による涙液分泌促進機構の解析とその
安全性を評価することを目的とする。さらに、
涙液分泌組織である涙腺における PACAP お
よび PACAP 受容体の発現を解析し、PACAP

の涙液分泌作用機序に関して明らかにする。 

 

３．研究の方法 

１) PACAP 点眼有効濃度・投与間隔と安全性 

①PACAP 点眼有効濃度の検討   

涙液分泌における PACAP 点眼の最適濃度を
明らかにするため、10

-14
M から 10

-6
M の

PACAP 溶液を試験溶液とし、8-10 週齢の
c57BL/6 マウスの両眼に点眼し、綿糸法によ
り涙液量を測定した。点眼開始後 15 分置き
に 3 時間後まで経時的に涙液分泌量を測定し
た。 

②PACAP 点眼投与後の安全性試験 

PACAP の点眼投与を行い、眼球での充血、虹
彩散大・収縮などの副作用について検証した。
血管新生への影響に関しては in vitro 血管新
生キットによる評価も合わせて行った。
PACAP 点眼後の角膜および涙腺組織を摘出
し、定法に従い組織標本を作成して病理学的
な毒性評価を行った。 

 

２) 涙腺における PACAP および PAC1R の発
現局在 

①Reverse Transcriptase(RT)-PCR 法 

涙腺から RNA をフェノール・クロロホルム
抽出法により単離し、PACAP または PAC1R

特異的プライマーを用いて RT-PCR 法により
mRNA の存在を確認した。 

②組織学的解析 

マウス涙腺凍結切片を用いて PACAP および
PAC1R 特異的抗体による免疫染色を行い、陽
性反応を観察した。細胞種を同定するために、
NeuN 抗体（神経細胞マーカー）と 2 重免疫
染色を行った。 

 

３) PACAP の涙液分泌促進シグナルの解明 

①PACAP 誘導性シグナルの解析 

PAC1R の下流シグナルとして知られている、
cAMP/PKA 経路に着目し、PACAP 点眼後の
涙腺におけるシグナル伝達経路をウエスタ
ンブロッティング法、EILSA 法により解析し
た。 

②インヒビター前投与実験 

P AC1R のアンタゴニストである
PACAP6-38、またはアデニル酸シクラーゼイ
ンヒビターである SQ22536 前処理による

PACAP の涙液分泌増加作用への影響を評価
した。 

 

４) 水輸送チャネル（アクアポリン; AQP）に
関する解析 

①PACAP による AQP 発現量への影響 

涙腺に発現していることが知られている
AQP4 と 5 に関して、野生型と PACAPKO マ
ウスの涙腺を用いて免疫組織学的手法によ
り分布局在を観察し、ウエスタンブロッティ
ング法によりタンパクレベルでの発現を比
較した。同様の実験を PACAP 点眼前後の涙
腺組織においても行った。 

②PACAP による AQP5 リン酸化への影響 

近年、AQP5 分子はリン酸化されることによ
り細胞質から膜へと移動し、水分泌を促進す
ることが報告されている（Chae YK et al. PloS 

One 2008, Woo J et al. BBRC 2008）。そこで、
PACAP 点眼前後の涙腺組織から抽出したタ
ンパク質をリン酸化抗体により免疫沈降し、
回収したタンパク質を用いて抗 AQP5 抗体に
よるウェスタンブロッティング解析を行っ
た。さらに、涙腺組織を膜画分と細胞質画分
に分画し、各分画における AQP5 発現量を定
量・比較した。 

 

４．研究成果 

１）PACAP の涙液分泌促進に関する最適濃
度 を 検 討 す る 為 、 マ ウ ス に 対 し て
PACAP10

-14
M から 10

-6
M濃度の点眼試験を行

った。その結果、10
-10

M および 10
-8

M 濃度に
おいて点眼開始 15 分後から有意な涙液分泌
促進効果が認められた（図 1）。実体顕微鏡下
の観察により、眼球の充血および虹彩散大・
収縮などは認められなかった。また、PACAP

による血管新生促進効果を評価したが、有意
差は認められなかった。PACAP 点眼後の角膜
および涙腺組織には病理組織学的な変化は
認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 PACAP 点眼による涙液分泌促進効果 

 

 

２）RT-PCR 法によりマウス涙腺組織におい
て PACAPおよび PAC1R mRNAが検出された。
免疫染色により PACAP 免疫陽性反応は涙腺
組織内の神経細胞体に、PAC1R 免疫陽性反応
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は涙腺腺房細胞基底部と導管に認められた
（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 マウス涙腺における PACAP および
PAC1R の免疫陽性反応 

 

 

３）PACAP 点眼後の涙腺組織では cAMP 濃
度が有意に上昇し、PKA のリン酸化も促進さ
れた（図 3A, B）。PAC1R のアンタゴニストで
ある PACAP6-38、またはアデニル酸シクラー
ゼインヒビターである SQ22536 の前処理は、
PACAP による PKA のリン酸化を抑制し、さ
らに PACAP による涙液分泌促進効果を抑制
した（図 3C, D）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 PACAP 涙液分泌促進機構における
cAMP/PKA 経路の役割 

 

 

４）野生型の涙腺組織において、AQP5 免疫
陽性反応は腺腔側に、AQP4 免疫陽性反応は
基底側に認められた。PACAP 遺伝子欠損マウ
スでは AQP5 の発現が低下しており、特に膜
画分で顕著であった。AQP4 の発現は変化が
認められなかった。野生型マウスにおいて、
PACAP 点眼 30 分後の涙腺組織では、リン酸
化 AQP5 が増加しており、AQP5 の膜画分に

おける発現が増加した。これらの反応は
PACAP6-38 または SQ22536 の前処理により
抑制された（図 4 A, B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  PACAP 点眼によるリン酸化 AQP5 およ
び細胞膜画分における AQP5 発現の増加 

 

 

以 上 の 結 果 か ら 、 PACAP は

PAC1R/cAMP/PKA 経路を介して AQP5 の細

胞膜へのトランスロケーションを誘導し、涙

液分泌を促進することが示唆された。 
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