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研究成果の概要（和文）：遅発性神経細胞死に直接関与しているPAC1受容体のKOマウスの作成はできたが生直後
に死ぬ個体が多く、個体数を増やす必要がある。PACAP KOマウスを用いた動物実験で内在性のPACAPが海馬の遅
発性神経細胞死を抑制する他、神経再生・新生にも関与していることが分かった。さらに培養実験にてPACAPが
軸索伸張因子であるCRMP2を発現させ、転写因子であるNrdA1を介して軸索伸張を促進させることも明らかにし
た。しかし、霊長類のマーモセットは動物個体がなかなか揃わず個体数を増やせないので目的に適った結果が出
ていない。またPAC1Rのスーパーアゴニストについては目下検索中である。

研究成果の概要（英文）：Though the preparation of the KO-mouse of PAC1 receptor which is directly 
concerned in the delayed neuronal death was possible, there are many individuals who die immediately
 after the birth, and it is necessary to increase the number of individuals.
It was proven that the intrinsic PACAP suppressed the delayed neuronal death of the hippocampus in 
the animal experiment using PACAP KO mouse, and it was also concerned in nerve regeneration and 
newborn. In addition, it was also clarified that PACAP manifested CRMP2 which is the axon extension 
factor in the culture experiment, and that it promotes the axon extension through NrdA1 which is the
 transcription factor. However, primate marmosets are not suitable for purpose because animals 
cannot increase a small number of animals. Morever, the superagonist of PAC1R is being searched at 
present.

研究分野： 神経科学、ペプチド、機能形態学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、PACAPという神経ペプチドが遅発性神経細胞死を抑制する分子制御機構を明らかにした。さらにこ
のペプチドは海馬において神経細胞の再生や新生を促進することも明らかにした。脊髄損傷モデル動物において
PACAPは神経細胞死の抑制のみならず軸索伸張を起こさせて運動機能を回復させることを実証できた。このこと
から、PACAPは将来ヒトでの臨床応用も可能ではないかと考えられる。しかし、ペプチドには半減期が短いこと
など臨床応用をするにあたり問題点もあり、最終的にはスーパーアゴニストの探索や化学合成などが必要であろ
う。今後さらに本研究を発展させることで多くの尊い人命救助ができる可能性が高い。

※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。



 

 

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 1989 年に羊の視床下部から単
離・同定された 27および 38アミノ酸残基からなる神経ペプチドである。PACAPは他のペプチ
ドと比較して神経組織に高発現し、極めて cAMP 産生が強力であることから、内分泌系や神経
系の調節に重要な因子であると考えられている。さらに in vivoや in vitro での生理・薬理的解
析から、PACAPの多彩な細胞生理的役割が明らかになっている。申請者らはこれまで長年に渡
り、PACAPの機能解析を行っており、特に PACAPは「神経細胞の神経修復・神経再生促進作
用」を持つペプチドであることを報告してきた。 
これまでの研究で、我々は、PACAPが脳および脊髄における神経細胞死を超微量で抑制するこ
と、PACAP が培養下のアストロサイトを刺激して IL-6 の産生を促すことを世界で始めて明ら
かにした(Shiodaら 1998; Ozawa, Shiodaら 1999)。さらに、PACAPによる神経細胞死抑制の
作用機序を解析し、PACAPの神経幹細胞からグリア細胞への分化誘導、さらに直接神経細胞に
作用する系とグリア細胞から種々なサイトカイン分泌を介した系の 2 つの系の存在を報告して
いる。申請者らは、神経細胞死の治療に PACAPを利用した臨床応用に向けて、様々なモデルマ
ウスを用いて PACAPの神経細胞死の抑制を検証してきた。また、脳虚血・脳梗塞モデル動物を
用いた実験では PACAPがMAPキナーゼを介して神経細胞死を抑制することを明らかにし、さ
らに、PACAPと IL-6の遺伝子欠損(KO)マウスを用いて、PACAPが IL-6の産生促進を介した
神経細胞死経路の存在を証明し(Ohtaki, Shodaら 2006, 2008)、さらに近年では、脊髄損傷モデ
ルマウスを用いた PACAPの効果についても明らかにした(Matsumoto, Shiodaら 2016)。また
最近、脳梗塞モデル動物を用いて PACAP の細胞死抑制と神経再生の機構をしらべていく過程
で、PACAPが軸索伸張因子である CRMP2 (Collapsin Response Mediator Protein 2 )の遺伝子
発現を亢進し、生体下の脳虚血のペナンブラ領域および脊髄損傷の機能修復の過程での PACAP
による CRMP２を介した軸索伸張の可能性を明らかにした(Hori , Shioda ら 2010、2018)。こ
のように我々は、PACAPの神経細胞死抑制や神経修復・再生促進作用に関する動物実験の成果
を国際学会や論文・レビューなどで多数報告し、PACAPは脳・脊髄損傷の治療戦略に重要な役
割を果たす可能性について世界のこの分野での研究をリードしてきた。  
 
２．研究の目的 
PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide)は「神経細胞死防御」および「神
経新生・再生」の二つの作用を有し、神経損傷疾患の治療戦略に重要な役割を果たすペプチドで
ある。当該研究は (1)PACAP による神経細胞死防御機構の解明、(2)PACAP による神経新生・
再生の分子機構の全容解明、(3)PACAP レセプターの結晶化とその低分子アゴニストの分子設
計、(4)新規ドラッグデリバリーシステム(DDS)法の開発、 (5)霊長類を用いた神経損傷に与える
低分子アゴニストの有用性の評価の 5 つの研究戦略を掲げ、神経新生・再生の創薬研究の基盤
研究を行い、画期的な脳・脊髄損傷の予防・治療法の開発を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
当該研究は (1)PACAPによる神経細胞死防御機構の解明、(2)PACAPによる神経新生・再生の分子
機構の全容解明、(3)PACAP レセプターの結晶化とその低分子アゴニストの分子設計、(4)新規ド
ラッグデリバリーシステム(DDS)法の開発、 (5)霊長類を用いた神経損傷に与える低分子アゴニ
ストの有用性の評価の 5 つの研究戦略を計画する。それを実現するために以下のような具体的
な研究計画を立案した。最終的には神経新生・再生の創薬研究の基盤研究を行い、画期的な脳・
脊髄損傷の予防・治療法の開発をげっ歯類および霊長類を用いてトランスレーショナルな研究
を行う。 
（1） 遺伝子コンディショナルノックアウトマウスの作成  
1) PAC1-R および CRMP2 遺伝子ノックアウトマウス。発生過程での死亡を防ぐ為と将来の活用
を考慮し、Cre 発現依存的に各遺伝子を KO できるように同遺伝子の上流および下流に 2 つの
loxP 配列を挿入したコンディショナル KOマウスの作出を行う。 
2) KOマウス作出を迅速に行う為、CRISPR/Cas9 システムを用いる。マウス受精卵に目的遺伝子
の上流および下流の loxP を挿入する場所を切断するようにデザインする sgRNA、その切断面と
相同の配列を両端に有する loxP DNA 断片および Cas9 nuclease mRNAをエレクトロポレーショ
ンで導入する。これらの遺伝子を導入した遺伝子では sgRNA および Cas9 nucleaseのより目的
遺伝子が切断されるが、この切断された DNAを修復する際に相同組換えにより loxP 配列が挿入
される。この受精卵を仮親に移植することで同遺伝子の上流および下流 2つの loxP 配列を挿入
した遺伝子コンディショナルノックアウトマウスが得られる。それぞれのノックアウトマウス
はまず、恒常的に Creを発現する CAG-Cre 発現マウスと交配して全ての組織で遺伝子が欠損し
た null ノックアウトマウスを得る。 
(2)PAC1-Rの結晶構解析と立体構を基盤とした低分子スーパーアゴニストの作成 
1)PACAP 結合ドメインの立体構造、活性化シグナルの伝達機序を原子分解能レベルで理解し、生
体恒常性維持に関与する GPCR の立体構造の同定を試みるため「結晶化リガンド」としての抗
PAC1-R 抗体の作製や T4リゾチームなどを融合させた PAC1-Rを用いて、生体恒常性維持に関与
する PAC1-Rおよびシグナル伝達分子の結合した PAC1-Rの X 線結晶構解析を行う。 



 

 

2）抗体の作製には、PAC1-R をリポソームに再構築し抗原として免疫する。また、不安定 な受
容体/G 蛋白質複合体の場合は、各々の分子を架橋することで抗原性を高め、複合体を安定化す
る抗体のスクリーニングが可能になっている。受容体の立体構を認識する抗体(あるいは 受容
体/G 蛋白質複合体)を安定化する抗体をスクリーニングし、受容体/抗体(あるいは受容 体/G 蛋
白質/抗体複合体)として脂質キュービックフェーズの中で結晶化を試みる。 
1)受容体の構造が決定次第、PAC1-R をアゴニストフォームに固定化する低分子リガンドをイン
シリコスクリーニングする。さらに、スクリーニングされた化合物の生化学的評価を行うと共に
受容体と共結晶化することで、結合様式を原子分解能レベルで理解し、化合物の最適化を行い、
結合親和性の高い低分子アゴニストを獲得する。 
（3）PAC1-R・CRMP2 KOマウスを用いた神経細胞死抑制・軸索伸長の分子機構の解明 
1）作製された遺伝子ノックアウトマウスを用い脊髄損傷モデル、脳虚血モデルを作製する。こ
れら神経損傷モデルに対して PACAP が野生型マウスを用いた神経損傷モデルと比較して神経細
胞死抑制・軸索伸長作用の効果に変化があるか否かを解析する。脊髄損傷モデルに対する PACAP 
の軸索伸長作用についてはオープンフィールドテストなど行動学的解析を行う。 
2）さらに神経細胞マーカー抗体による染色、順行性標識物質による軸索新生の可視化など解剖
学的解析を併せて行い神経細胞死・軸索伸張などを評価する。また、脳虚血モデルに対する PACAP 
の神経細胞死抑制作用については損傷を受けた組織は染色されず、健康な組織のみ染色される
TTC 染色を行い評価する。さらに必要に応じて脳の MRI 画像を撮像して脳虚血巣の検討も行う。 
3）神経初代培養を用いた PACAP の軸索伸長作用の解析：本研究で作製した各遺伝子ノックア
ウトマウス脳から初代神経細胞を単離培養し、PACAPによる軸索伸長作用を野生型マウス由来神
経細胞に対する作用と比較する。この軸索伸長作用は各細胞の軸索の長さ、分枝数などを顕微鏡
観察によって得られた画像を元に定量することで評価する。 
4）GSK-3β阻害剤を用いた PACAP作用機構の解析：CRMP2は軸索の反発性因子である Semaphorin-
3A (Sema3A)の細胞内シグナルを伝達する分子として同定され、Tubulin と結合することで微小
管の重合を促進し、軸索伸長を誘導することが知られている。CRMP2の Tubulinとの結合活性は 
GSK-3βによるリン酸化で制御されることが知られており、リン酸化されると不活化される。そ
こで脳虚血モデルマウス、脊髄損傷モデルマウスに PACAPと GSK-3β阻害剤である CHIR99021を
併用しその効果を解析する。軸索伸長における両者の併用効果が認められた場合、PACAP の作用
に GSK-3βが関与していることが明らかに出来る。この実験は平林博士と連携をして行う。 
(4)新規ドラッグデリバリーシステム(DDS)法の開発とその応用 
1） PACAPにはアミノ酸 27残基からなる PACAP27とアミノ酸 38残基からなる PACAP38が存在す
る。連携研究者の Banks 博士および申請者らは、血液脳関門に存在する Peptide Transport 
System-6 (PTS-6)という PACAP27 トランスポーターのオリゴアンチセンス（AS）が脳虚血神経
細胞死を有意に抑制することを報告した(Banks, Shiodaら JCBFM, 2009）。この PACAP トラン
スポーターをターゲットとした創薬展開は極めて独創的であり、PACAP半減期や血圧降下作用な
ど、これまでの PACAPの臨床応用への懸念を解決することが出来るのではないかと考えられる。 
2） サイクロデキストリン(CPPs) を利用した経鼻腔投与手法を介して、薬物の脳への移行過程
ならびに嗅球、海馬などの大脳辺縁系、 視床、視床下部などの間脳、脳脊髄液等への詳細な分
布特性について�速度論的に解析し、目的とする治療 標的部位への薬物到達効率を定量的に評
価する。霊長類を含む小動物を用いた MRI および PET イメージングにより鼻腔投与後の薬物
脳移行率ならびに体内動態を非侵襲的かつリアルタイムに解析する。この研究は Banks 博士の
協力を仰ぐ。 
3） さらに、表面プラズモン共鳴を利用した Biacore やフローサイトメトリーを用いた定量に
より、CPPs が鼻腔から脳へのどの素過程に最も関与しているかを解析する。臨床製剤として、
凍結乾燥粉末製剤や各種ナノ粒子候補製剤を用いて最適な DDS を探索し、その製剤について臨
床試験の実施に向けた安全性試験を行う。さらに、本基盤技術の応用性評価のために、バイオ系
の各種中枢疾患治療薬の脳送達の可能性を、細胞実験ならびに疾患モデル動物を用いて薬理学
的評価に基づき検討する。 
(5)霊長類を用いた神経損傷に与える低分子アゴニストの有用性の評価   
1) 臨床へのトランスレーショナルリサーチを達成するためにマーモセットを用いた PACAPによ
る脳血管障害の救済の研究試験を行う。本実験を実施するためには鹿児島大学の動物実験施設
にて繁殖・飼育しているマーモセットを実験動物に供する。マーモセットを用いた PACAPによる
遅発性神経細胞死抑制実験は鹿児島大学の宮田博士のラボで基盤研究(A)の共同研究として実施
中である。さらにマーモセットでの動物実験のめどがつけば、カニクイザルでの動物実験を本研
究とは別のグラントを用いて行う計画を立てている。試験に用いるマカク属のカニクイザルは
新世界ザル（コモンマーモセット）と比較しよりヒトに近いとされており、米国 FADによる新薬
承認にはこの動物種を用いた前臨床試験が必須である。 
2） マーモセットにおける脳梗塞モデルは、中大脳動脈を血小板血栓にて一過性に閉塞する血栓
性閉塞モデルを使用する。神経症状は意識障害、知覚系、運動系、筋統合系をスコアー化する。
さらに機能評価として、餌取り行動（運動機能）、テープはがし行動（感覚機能）などを行う。
また MRIによる梗塞範囲の評価、運動機能の評価、血液生化学的評価を経時的に行うほか、屠殺
後に脳組織評価を行う。対照群および PACAP投与群の 2群比較を行う（n=７）。 



 

 

3) PACAP レセプターの低分子アゴニストが合成されれば、よりヒトへの臨床に使える可能性が
出てくるので、最初の３年間くらいは既存の PACAPにて評価を行い、後半の２年間で新規 PAC1R
アゴニストを用いた神経損傷の創薬研究を行いたいと考えている。 
 
４．研究成果 

(1） PACAP 受容体遺伝子ノックアウトマウスの作成  

本研究では PACAPの 3種の受容体 (PAC1-R, VPAC1-R, VPAC2-R)のうち、神経細胞死抑制作用に

関与していることが示唆されている PAC1-R遺伝子のノックアウトマウスを作製した。PAC1-R遺

伝子ノックアウトマウスは CRISPR/Cas9 系を用いて、同遺伝子の第 6 エクソンの両端を切断す

る様にデザインした sgRNA を Cas9 nuclease とともに受精卵にインジェクションし、同エクソ

ンを欠損させることで作製した。作製したヘテロマウスを交配して得られたホモマウスの 90%以

上は生後まもなく死亡したが、生存したホモマウスは外見に異常な点は認められず、また雌雄共

に交配することが可能であった。現在、ホモマウスに見られる死亡の原因について詳細な解析を

行っている。また、ホモマウスの多くは生後まもなく死亡してしまうこと、また将来的な活用を

考慮して Cre 発現依存的に遺伝子をノックアウトできるように CRISPR/Cas9 系を用いて第 6 エ

クソンの両端に loxP 配列を挿入した PAC1-R 遺伝子コンディショナルノックアウトマウス、さ

らには VPAC1-R,VPAC2-R 遺伝子ノックアウトマウスの作製も生理学研究所・平林真澄准教授の

協力を仰ぎ、進めている。 

(2)PAC1-Rの結晶構解析と立体構造を基盤とした低分子スーパーアゴニストの作成 

まず受容体などの立体構造を明らかにするためには、溶液中で受容体分子と特異的に結合する

抗体を作成する必要性がある。ただこの抗体を作成するには時間と労力がかかり、なかなか簡単

ではない。我々が特異的な抗体を得ようといろいろ努力をしてきたが、まだ十分に満足すべき得

意的な抗体はえらえていない。したがって、交代がないと受容体分子の構造解析ができないので、

そこが壁となっている。現在、これらの問題を解決すべく鋭意努力をしている。 

（3）PAC1-R・CRMP2 KOマウスを用いた神経細胞死抑制・軸索伸長の分子機構の解明 

脳虚血後の海馬において、PACAPは歯状

回における神経再生・新生を刺激するこ

とを BrdUを用いた動物実験で明らかに

した（図１）。さらに PACAP KOマウスの

海馬では神経再生・新生が有意に低下す

ることが分かった（図２）。また脳虚血

７日目の海馬において PACAP mRNA 合成

が優位に増加し、PACAPを産生している

細胞は NeuN陽性の神経細胞であり、神

経前駆細胞やグリア細胞ではないことも明らかになっ

た。PAC1R KOマウスによる動物実験についてはまだ行

っていない。以上のことから、内在性の PACAP は海馬

歯状回において虚血刺激による神経細胞の再生や新生

を促進することが明らかになった（図２） 

さらに、虚血脳のモデル動物において特にペンブラ領

域における細胞死抑制と軸索伸長については CRMP2 の

関与する可能性の高いことがDNA アレイ解析によって

明らかになった。また PACAP による細胞内シグナル伝

達機構およびこの分子のリン酸化および脱リン酸化の

研究を行い、その結果として PACAPが cAMP, MAPキナ

ーゼを介して CRMP2 の脱リン酸化を促進して軸索伸長

を行うことが推測された（図３）。 

一方、培養実験において PC12細胞を使った in vitro

の実験により、PACAPが GSK3βを介して CRMP2の脱リ

ン酸化を促進して軸索伸長を起こさせることが明らか

となった。PACAP による脳および脊髄における軸索伸

長については cAMP, MAPK などのシグナル伝達機構を

介して GSKβが活性化し、それによって CRMP2の脱リン酸化作用により、その結果神経細胞の再

図１.	PACAPによる海馬神経細胞の再生

J Mol Neurosci (2016) 59:270–279 

図２.PACAP	KO	マウスにおける海馬
神経細胞の再生抑制作用

J Mol Neurosci (2016) 59:270–279 



 

 

生や新生が起きる可能性が示唆される。 

以上の実験結果から、PACAPは神経細胞の虚血刺激に

よる防御の他に軸索伸長などを行い神経再生や新生

を行う可能性が示唆され、将来的に脳梗塞や脊髄損

傷の治療についても臨床応用できるのではないかと

考えられる。 

(4)新規ドラッグデリバリーシステム(DDS)法の開発

とその応用 

脳虚血マウスの脳室内に微量の PACAP を投与すると

遅発性神経細胞死が抑制されることはすでに我々が

報告している。さらに PACAP KOマウスにおいては野

生型に比べて有意に神経細胞死が誘導され

ることも見ている。PACAPを臨床応用する上

で脳室内投与法は不向きであり、それに変わ

るべき方法として点鼻投与法を我々はラッ

ト、マウスでの動物実験で開発して良好な成

績を得ている。一側性に微量の PACAPを点鼻

投与すると、静注に比べて脳内への移行率は

５００％くらいに増加し、実際に虚血動物に

おいても遅発性神経細胞死を抑制すること

も明らかにしている。また脳内への移行につ

いては視床下部や海馬に高い値をみとめて

いる（図４）。さらに我々は脳痴呆モデルで

ある SAMP8 を用いて動物実験を行い、PACAP

を点鼻投与した群では対照群と比較して優

位に学習記憶行動が改善されることも報告

している（図７）。このことは PACAP が単に

脳虚血や脳梗塞の治療のみならず、脳痴呆の予防・改善にも役立つ可能性のあることが明らかと

なり、将来的にさらに PACAP の中枢神経系に対する適

応範囲が広がる可能性が考えられる。 

(5)霊長類を用いた神経損傷に与える低分子アゴニス

トの有用性の評価   

我々はマウスやラットを用いた脳虚血モデルや脊髄損

傷モデルの作出には成功しており、また脳虚血マウス

の脳室内に微量の PACAP を投与すると遅発性神経細胞

死が抑制されることはすでに報告している。そこで次

霊長類については最初はアカゲザルを材料として虚血

モデルを確立すべく努力をしたが個体差が大きくてな

かなか安定した結果が得られなかった。そこでマーモ

セットを用いて虚血実験を行ってきた。幸いにも共同

研究者の宮田らはこの動物の繁殖維持に成功し虚血モデルの作成を試みている。現在は脳虚血

モデルあるいは脊髄損傷モデルを作成し、PACAPによる神経細胞死防御の実験を行っている。近

い将来には例数を揃えて納得行く実験データが得られると考えている。 
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図３.PACAPによるGSK3bのシグナル伝達機構

5. Conclusions

The prevalence of dementia has increased within an aging society
despite of medical advances. Though dementia is a progressive neuro-
degenerative disease, and early detection and treatment are important,
no therapy has been developed which stops its progression. Suitable

treatments to address behavioral and psychological disorders of de-
mentia patients will alleviate the suffering of patients and caregivers
alike. However, although antipsychotics are currently being used to
treat such disorders, the risks of adverse reactions are considered to be
burdensome [59]. PACAP, which has shown efficacy in inhibiting
neuronal death as well as providing neuroprotection, neurogenesis, and

Fig. 4. Changes in the 11 regions of PACAP
transport rates in young ICR, young SAMP8,
and aged SAMP8 mice [30].
cerebellum (Cb), frontal cortex (FC), striatum
(St), hippocampus (Hip), parietal cortex (PC),
thalamus (Th), hypothalamus (Hypo), mid-
brain (Mb), pons-medulla (PM), occipital
cortex (OC), olfactory bulb (OB), whole brain
(WBr)

Fig. 5. Effect of β-CD on I-PACAP uptake by individual regions [54].
olfactory bulb (OB), occipital cortex (OC), striatum (St), frontal cortex (FC), hypothalamus (Hyth), thalamus (Th), hippocampus (Hip), parietal cortex (PC), cere-
bellum (Cb), midbrain (Mb), pons-medulla (PM).
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neuroregenerative effects in a disease characterized by neural degen-
eration and cerebral nerve cell death, could be an effective treatment
option for the prevention and treatment of dementia. If the nasal ad-
ministration method of PACAP can be fully developed, it will be a de-
fining moment in the development of a simple, effective and less-in-
vasive therapeutic drug strategy that will be highly beneficial to

society. It is hoped that PACAP will continue to be investigated as a
highly-relevant preventive and therapeutic agent for dementia.
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