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研究成果の概要（和文）：　PACAPによる突起伸長作用はPac1受容体を介するPI3K/AKT、MEK/ERKを主要経路によ
るCRMP2の脱リン酸化が重要であるが、PACAPによるCRMP2脱リン酸化を含めた突起伸長作用の詳細は不明であ
る。GSK-3β、CDK5、Rho/ROCK によるCRMP2脱リン酸化がPACAP添加から3時間以内で検出されることから、PACAP
によるCRMP2脱リン酸化作用に関与する初期因子を特定することが重要だと考え、オミックス解析を行った。そ
の結果、既知のものを含む多くの神経突起伸長に関与するの重要な調節因子が検出され、CRMP2脱リン酸化に関
与する可能性のある因子も確認できた。

研究成果の概要（英文）：Although dephosphorylation of CRMP2 by Pac1 receptor-mediated PI3K/AKT and 
MEK/ERK is important for PACAP-induced projection elongation, details of PACAP-induced projection 
elongation including CRMP2 dephosphorylation by GSK-3β, CDK5 and Rho/ROCK are unclear. Since CRMP2 
dephosphorylation is detected within 3 hours of PACAP addition, we considered it important to 
identify initial factors involved in CRMP2 dephosphorylation effect by PACAP and performed 
high-throughput omics analyses. Many important regulators involved in neurite outgrowth, including 
known ones, were detected, and factors that may be involved in CRMP2 dephosphorylation were 
identified. Though this research could not confirm exact role and position of CRMP2 in PACAP 
mediated cell elongation, it appears that its phosphorylation and de-phosphorylation has a 
correlation with neurite protrusion elongation through interplay of CDK5, which needs further 
investigation.

研究分野：オミックス解析

キーワード： PACAP　CRMP2　PAC1R

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの研究により、CRMP2のリン酸化が軸索誘導や軸索再生に関与していることが明らかにされている。本
報告では、PC12細胞をモデルとしたPACAPのCRMP2の脱リン酸化による突起伸長作用の分子機構について明らかに
することを目的としてオミックス解析を行い、突起伸長作用に関与する初期因子を同定することができた。
CRMP2の脱リン酸化作用がアルツハイマー病や多発性硬化症など、神経変性疾患の治療標的として注目されてい
る。PACAPによるCRMP2のリン酸化抑制を促進するメカニズムについて新たな知見を得ることで、新規治療法の開
発などに貢献できると考えている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
我々は PACAP の神経保護および再生機構を明らかにする
ためにマウス脳梗塞モデル脳虚血直後に PACAP 投与した梗
塞側脳半球のオミックス解析を行なった結果、PACAPによる
脳保護効果と CRMP2 タンパク質が急性期で発現増加してい
ることを見出している[1-4]。CRMP2 は軸索形成の重要な因
子であることから PACAP の突起伸長作用を確認するために
PC12細胞（ラット副腎髄質褐色腫）を用いた実験を行ってき
た。阻害剤実験の結果から PACAPの PC12細胞における突起
伸長作用は、Pac1受容体を介したPI3K/AKTおよびMEK/ERK
を主要な経路とした GSK3β、CDK5、Rho/ROCK による
CRMP2 の脱リン酸化が重要であることを明らかにしている
（図.1）[5,6]。CRMP2がリン酸化されると微小管との結合能
が失われ、微小管の不安定化を招くことで軸索の退縮が起き
るとされ、リン酸化の度合いが軸索伸長や軸索安定化に関与
していると言われている。よって神経保護だけでなく PACAP
による軸索伸長や軸索安定作用を明らかにすることは重要
だと考えた。 
 
２．研究の目的 

PACAP が CRMP2 のリン酸化抑制を促進するメカニズムについて新たな知見を得ることがで
きれば、神経細胞や神経の損傷修復、神経変性疾患の治療に関与する可能性のある経路を知る上
で新たな一歩となるかもしれないと考え、本研究では DNAマイクロアレイとプロテオミクス解
析を行い、CRMP2 の脱リン酸化に対する PACAP の突起伸長作用に関与する因子の同定を試み
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 [5,6] 
(1) 細胞培養 

PC12細胞（RCB0009）は理研細胞バンクから入手し、5%ウシ胎児血清（FBS）、10%ウマ血清 
（HS）、抗生物質（ペニシリン-ストレプトマイシン）を含む RPMI1640 培地を使用し CO2イン
キュベーター（37°C、5% CO2）で培養した。培養シャーレのコーティングには Cellmatrix Type IV
（新田ゼラチン株式会社）を使用した。PC12細胞を 24時間培養後に PACAP 10-7Mを添加した。
PACAP添加から 5、10、15、30、60、120分後に PC12細胞を回収しマイクロアレイ分析のため
の RNA抽出に使用した。同様に PACAP 添加から 15、30、60、および 120分後の PC12細胞は
プロテオミクス分析のためのタンパク質抽出に使用した。 
(2) DNAマイクロアレイ解析 

RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて、PC12細胞から Total RNAを抽出した。RNAは分光光度
法で収量と純度を測定し、さらにホルムアルデヒド-アガロースゲル電気泳動による Total RNA
のクオリティーの確認を行った。Total RNA を Dye-swap 法で標識しマイクロアレイスライド
（Whole Rat Genome DNA Microarray 4x44K, G4131F）にハイブリダイズした。ハイブリダイゼー
ションしたスライドは、Agilent Microarray scanner G2505Cを使用してスキャンし、Agilent Feature 
Extractionソフトウェア（9.5.3.1）により数値化した。発現変動した遺伝子（アップレギュレーシ
ョン：Up（≧2.0-fold）、ダウンレギュレーション：Down（≦0.5-fold））をリスト化し、変動遺伝
子リストのパスウェイ（KEGG pathway）は、Database for Annotation, Visualization and Integrated 
Discovery （DAVID）v6.8を用いて解析した。 
(3) プロテオーム解析 

PC12細胞よりタンパク質抽出し、トリプシン消化処理をした。消化サンプルを TMT標識し、
HLB OASISカラムで脱塩後、POROS 20 R2逆相レジンを使用して 5-100% ACN Buffer（pH10）
で 12 分画を溶出した。Q-Exactive MS 分析は UHPLC Dionex UltiMate®3000（Thermo Fisher 
Scientific）を使用した逆相クロマトグラフィーで分離し、データベース（MaxQuant ソフトウェ
ア、Perseusおよび Rプログラム）でタンパク質同定ならびに相対定量数値化を行った。発現変
動したタンパク質（アップレギュレーション：Up（≧2.0-fold）、ダウンレギュレーション：Down
（≦0.5-fold））をリスト化した。 
 
４．研究成果 [5,6] 
(1) DNAマイクロアレイ解析の結果 

PACAPによって発現が増加した遺伝子の上位は、初期遺伝子である Egr1,3,4、Fos、Nr4a1,2,3、
Junb、Junc、Inhba、Fstで、神経突起伸長に関わる遺伝子として知られているものも多く含まれ
ていた（図 2-A）。Inhba は PACAP 添加後 120 分で無添加に比べ 1000 倍もの発現量増加を示し
た。インヒビンは、成長・分化因子であると同時にホルモンでもあると考えられている。インヒ



ビン βサブユニット βA がホモ二量化したものがアクチビン A（βAβA）であり、アクチビン A
は神経細胞の分化誘導や神経細胞の生存維持などの機能を持つ。アクチビンによる過剰な分化
を抑制することが知られている Fst（Follistatin）も検出された。アクチビンは強い細胞増殖を促
進するため、フォリスタチンは規制なき細胞増殖に対する防御として、細胞分化を制御している
と考えられている。図 2-Bは、Inhbaと Fstの発現変化をグラフ化したもので、PACAP添加後 120
分までに Fst、Inhbaともに発現量が時間の経過に比例して増加している。Fstはさらに遅れてア
クチビン Aを制御すると思われる。次に興味深いのは、オルファン受容体 NR4Aサブファミリ
ーとしてよく知られている Nr4A1（Nur77）、Nr4A2（Nurr1）、Nr4A3（NOR1）であった。突起伸
長効果については、NGF による突起伸長時に Nur77 の発現亢進が観察されており、Nur77 ノッ
クダウンにより神経突起伸長が抑制される。同様に、NR4A3 の強制発現は神経突起を伸長させ
ることが報告されている。NR4A3の発現は分化誘導因子によって上昇し、NR4A3の発現を低下
させると細胞の分化が損なわれる。したがって、Nr4A1および NR4A3は、PACAPの突起伸長効
果に重要な役割を果たすと考えられる。しかし、図 2-Bに示すように、Nr4A1と NR4A3の発現
量には、かなり大きな差があることがわかる。興味深いことに、造血幹細胞や多能性前駆細胞な
どの未熟な細胞は、分化した細胞よりも NR4A3の発現量が少なく、成熟した細胞は Nr4a1を発
現するが Nr4a3は発現しない。NR4A3の発現増加は突起形成に重要であり、前述の Inhbaと Fst
の関係のように、120 分より後でも NR4A1 が NR4A3 の強い発現を制御している可能性が示唆
された。その他、神経分化に関わる Klf4、Btg2、ler2、軸索誘導と結合に関わる klf4と Haus1、
Rhoキナーゼ阻害に関わる Rgs2が発現上昇遺伝子として同定された。 
(2) プロテオーム解析の結果 
遺伝子と同様に、PACAP によって発現が増加したタンパク質の多くは、初期遺伝子に関連す
る神経突起伸長に関わるタンパク質（Egr1，3，4、Fos、Fosl2、Nr4a1，2，3、Junb、Arc）だっ
た（図 2-D）。プロテオーム解析では RhoAに関するものとして幾つか同定された。Gmipを介し
た RhoAの局所的な不活性化が樹状突起の発達制御に関与していると考えられ、RhoA阻害作用
は Arhgap29 や Depdc1b でも報告されている。また、神経分化に関わる SYT4、軸索誘導・結合
に関わる Stk11ip、Tctn1、Znrf1、Ank2、Cep192の発現増加が観察された。 

 
(3) CRMP2 の脱リン酸化に関与する遺伝子カテゴリー解析の結果 

PACAPによる神経突起伸長経路における特にCRMP2の脱リン酸化機構を調べるために、DNA
マイクロアレイ解析で得られた発現量の変動する遺伝子のパスウェイ解析を DAVIDツールで行
った。カテゴリー別解析の主な結果を図 3-A および図 3-C に示した。発現増加遺伝子カテゴリ
ーとして cAMPシグナル経路と PI3K-Aktシグナル経路が検出され、cAMPシグナル経路はMEK
関連であることから、PACAPによる神経突起の伸長は、主にMEK/ERK経路と PI3K/Akt経路が
介在していることが確認できた。一方で発現減少遺伝子カテゴリーとしてはカルシウムシグナ
ル経路が検出された。カルシウムシグナル経路に分類された遺伝子は、Ca2+シグナルを減衰さ
せることで血管弛緩を促進する血管収縮性受容体関連が多く含まれていた。EDNRBは最も強力
な血管収縮因子で、同様に AGTR1A、AGTR1Bも血管収縮ペプチド angiotensin IIにより活性化
される。さらに PTAFR は血小板活性化因子（PAF）受容体で、PAF は血小板や白血球を凝集・
活性化するだけでなく、血圧低下や気管収縮などの生物活性を誘導する。 
このようにカルシウムシグナル経路に分類された多くの血管収縮関連因子の遺伝子発現減少
しているのに対して、発現増加遺伝子カテゴリーに分類された cGMP-PKGシグナル経路では多
くの血管拡張関連因子が含まれていた（図 3-B）。強力な血管拡張因子であるアデノシン受容体
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Immediate early factors

Egr1
Egr3
Egr4
Fos
Nr4a1
Nr4a2
Nr4a3

Junb
Jun
Homer1
Inhba
Fst
Arc

Junb
Arc
Fos
Fosl2
Nr4a1
Nr4a2
Nr4a3

ProteinsGenes

Axon Guidance
MT-binding proteins

Fer
Ank2
Cep192

Stk11ip
Tctn1
Clasp2
Znrf1 

ProteinsGenes
Klf4
Haus1

Wnt Signal 
Inhibitor      activator

Axin2
Robo2

Genes

Rgs2

Rho inhibitor
ProteinsGenes
Arhgap29
Depdc1b
Gmip

Stard13

Rho activator
Genes

A B C D
5min Fold 10min Fold 15min Fold 30min Fold 60min Fold 120min Fold

Haus1 3.17 Egr1 23.69 Egr1 50.46 Egr1 72.12 Nr4a3 571.18 Inhba 1832.13
Fam13b 3.09 ania-5 19.57 Btg2 24.05 Nr4a3 68.28 Inhba 271.34 Nr4a3 505.07
Gabpb1 3.06 Fos 16.86 Fos 18.55 Btg2 47.10 Rgs2 183.82 Rgs2 269.08
Kif14 3.02 Btg2 10.70 Nr4a2 12.43 Klf4 47.07 Egr3 179.55 Egr3 142.65
Slc39a8 2.97 ania-8 6.78 Klf4 10.22 Egr3 44.68 Egr1 108.53 Klf4 82.03
Cnot4 2.96 Nr4a2 5.08 Nr4a1 7.17 Rgs2 29.66 Klf4 105.74 Homer1 60.91
Sycp2 2.94 Ier2 4.33 Nr4a3 7.09 Nr4a2 27.14 Btg2 61.27 Crisp3 49.81
Olr344 2.91 Junb 4.04 Junb 7.01 Egr4 24.03 Egr4 36.70 Fst 42.42
Aqp4 2.77 Jun 3.95 Dusp1 6.81 Fos 21.66 Nr4a2 32.12 Mmp10 41.41
Cfi 2.70 Olr1401 3.14 Egr4 6.76 Atf3 15.57 Sprr1a 24.35 Pdyn 40.37
Nphs1 2.66 Mat2a 3.00 Ier2 6.76 Junb 13.85 Dio2 21.97 Calcb 36.91
Dnajb4 2.55 Egr4 2.95 Rgs2 6.45 Dusp1 12.45 Fos 21.03 Dio2 36.25
Rnf122 2.54 Nphp1 2.92 Syce2 4.45 Nr4a1 11.98 Crem 20.97 Nts 35.85
Tbr1 2.54 Rgs2 2.72 Aggf1 4.42 Jun 10.49 Atf3 20.48 Nr4a2 35.21
Spats2 2.48 Mtus1 2.66 Abhd17a 4.11 Ier2 9.56 Junb 20.34 Il10ra 34.03
Cacnb4 2.48 Cdh2 2.64 Atf3 3.93 Crem 9.47 Arl5b 19.23 Nr4a3 34.03
Ptpn4 2.45 Skil 2.58 Arc 3.79 Hook2 8.32 Dusp1 18.98 Fst 33.91
Zbtb24 2.42 Cnpy1 2.56 Egr3 3.73 Maff 7.73 Homer1 17.88 Sprr1a 33.86
Them5 2.42 Dnajb5 2.51 Rgn 3.45 Nfkbid 6.73 Gprc5b 16.56 Sgms2 33.45
Rapgef3 2.40 Klf4 2.50 Zfp846 3.14 Arc 6.21 Csrnp1 15.57 Ribc2 32.45

Fat4 0.36 Ybx2 0.34 Lrsam1 0.30 Bhmt 0.34 Rbak 0.17 Zfp879 0.08

Hjv 0.37 Smarcad1 0.40 Il7 0.30 Serpina5 0.34 Zfp3 0.18 Actrt3 0.09

Pard3 0.40 Cnr2 0.40 Htt 0.39 Arhgap12 0.35 Zfp472 0.19 Traf5 0.12

Mgat3 0.41 F9 0.41 Psca 0.40 Ckm 0.36 Txnip 0.23 Zbtb1 0.12

Gpx5 0.43 Car1 0.42 Nmur1 0.40 Erich3 0.37 Zfp354a 0.25 Ankrd34a 0.14

Dpys 0.43 Med13l 0.43 Srpk2 0.40 Olr357 0.38 Axin2 0.25 Lin28a 0.15

Txlnb 0.46 Lca5 0.44 Aqp4 0.40 COX1 0.39 Rbak 0.26 G0s2 0.16

Diras1 0.46 Pgam2 0.45 Tbc1d22a 0.42 Gata3 0.40 Lrr1 0.26 Txnip 0.16

Zmynd12 0.46 Kit 0.45 Baz1a 0.42 Epha8 0.40 Zfp455 0.26 Zfp90 0.16

Taco1 0.46 Sfrp2 0.46 Fam171a2 0.44 Col4a6 0.40 Klf10 0.27 P2ry6 0.17

Olr144 0.46 Tcea3 0.46 Oprl1 0.44 Mfap3 0.42 Zfp111 0.27 Stard13 0.17

Ifit1bl 0.47 Tmem252 0.47 Ankrd13b 0.44 Sh3rf3 0.42 Abhd18 0.27 Rimbp3 0.17

Nampt 0.47 Pnkd 0.47 Reln 0.45 Ikbip 0.42 Fbxo5 0.28 Pstk 0.17

Zdhhc21 0.48 Pld1 0.48 Lhx1 0.45 Tenm4 0.43 Klf11 0.28 Tbx4 0.18

Nfrkb 0.48 Cpn1 0.48 Ston2 0.46 Txk 0.44 Zbtb1 0.28 Pkdcc 0.18

Adgrb1 0.48 Robo2 0.48 Tpo 0.47 Zbtb1 0.44 Nfkbia 0.28 Mterf2 0.18

Zfp280d 0.48 Ppp1r37 0.48 Tnfrsf18 0.47 Ubash3b 0.45 Zfp78 0.29 Gpr132 0.18

Hebp2 0.48 Tada2b 0.49 Olr192 0.47 Pard3 0.45 Zfp84 0.29 Sertad3 0.19

Iffo1 0.49 Rhox9 0.49 Ctnnd1 0.47 Lipe 0.45 Zfp867 0.30 Bik 0.19

Phldb2 0.49 Ldb3 0.49 Luc7l3 0.48 Olr324 0.45 Axin2 0.30 Ttc30a 0.19

15min Fold 30min Fold 60min Fold 120min Fold

Gmip 4.54 Fer 5.70 Nr4a2, NR4A3 7.97 Nr4a2, NR4A3 10.69
OSCP1 4.50 Nmnat1 5.21 Fbxl6 6.93 Snx21 8.21
Ltbr 4.35 Ncln 5.06 Nr4a1 5.82 Fosl2 6.21
Ncoa1 4.17 Nr4a2, NR4A3 4.53 Adam15 5.32 Gmip 5.18
Ccnl1 3.72 Phkb 3.56 Junb 4.78 Tgfbi 4.91
Chsy1 3.54 Fos 3.56 Kcnd2 4.54 Syt4 4.36
Ppp1r7 3.38 Emsy 3.43 Hikeshi 4.19 Trim13 4.24
Stk11ip 3.30 Chmp4b 3.36 Chsy1 3.77 Nr4a1 4.10
COL1a2 2.92 Mfsd14b 3.10 Ank2 3.58 Ppp1r7 3.99
Tctn1 2.84 Gmpr 3.01 Fosl2 3.49 Kdm5a 3.93
Arhgap29 2.74 Alg12 3.01 Fos 3.19 Junb 3.85
Clasp2 2.70 Depdc1b 2.98 Tceanc2 3.07 Ccdc173 2.75
Cyth1 2.63 Hpx 2.79 Syngr1 2.88 Slc41a2 2.69
Ccdc127 2.62 Map4k3 2.77 Cyp2r1 2.80 Olr780 2.61
Znrf1 2.59 Nr4a1 2.73 Rnf216 2.79 Setd1b 2.56
Ncln 2.55 Ehmt2 2.72 Mettl4 2.76 Mospd3 2.55
Rnf216 2.50 Sh3rf1 2.68 Arc 2.68 Mon1a 2.50
Psmb4 2.49 Calm3 2.66 Celf4 2.64 Ccdc49 2.48
Fbxl6 2.46 Slc41a2 2.63 Rad54l2 2.49 Ryr2 2.47
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図2 PACAP によって発現が変化した上位 20 の遺伝子およびタンパク質
(A) PACAP 添加後 5、10、15、30、60、および 120 分でマイクロアレイ解析により発現が変化した上位 20 遺伝子のリスト
(B) Inhba、Fst、NR4A1、2、3、および Rgs2 遺伝子の発現変化
(C)初期因子、分化因子、軸索ガイダンスおよびMT結合タンパク質、Rho阻害剤として分類され、PACAPによって発現が変化した上位20の遺伝子およびタンパク質
(D) PACAP 添加後 15、30、60、および 120 分における TMT-LC-MS/MS 分析によって得られた、発現が変化した上位 20 タンパク質のリスト



ADORA1のほか、血管拡張因子刺激リンタンパク質 VASP、血流低下ペプチドであるブラジキニ
ン受容体 BDKRB2、血管周囲脂肪組織で血管拡張作用を仲介する IRS2、ATP1A1および ATP2B1
の発現抑制は、血管収縮による高血圧の脱却をもたらす。さらに、VDAC1の発現低下は肺動脈
性肺高血圧症などの心血管疾患につながる可能性が報告されている。RGS2は、様々な血管収縮
物質からのシグナルを伝達する Gαq を負に制御することにより、血管収縮を抑制し、弛緩を促
進する役割を担っている。平滑筋細胞では、ノルアドレナリンやエンドセリンなどの血管収縮物
質の刺激により Rho が Rho-kinase を活性化し、Rho-kinase 経路を介して血管収縮をもたらす。
逆に、Rho-kinase 阻害剤は血管収縮を抑制することが示されている。cGMP-PKG シグナルは
Gq/Rho/Rho キナーゼ（ROCK）シグナルを阻害することが報告されている。特に、RGS2 は
Gq/Rho/Rhoキナーゼ（ROCK）シグナルの抑制に関与していると考えられ、神経突起の伸展を促
進すると考えられている。今回の DNAマイクロアレイ解析では、PACAP添加後 120分まで RGS2
の発現が増加する傾向にあり、120分ではコントロールの 300倍となった（図 3-B）ことから、
PACAP による RGS2 の強い発現増加は Rho キナーゼを阻害し、CRMP2 の脱リン酸化や突起の
伸長を促す可能性が高いと考えられる。また、多くの血管収縮因子が抑制されていることが確認
され、これは Rho-kinase阻害による可能性が高いことが示唆された。 

 
(4) まとめ 
オミックス解析により、PACAP による神経突起伸長の初期段階で重要な多くの因子が検出さ
れ、Rho/ROCK阻害に関与する RGS2が PACAPによる CRMP2脱リン酸化に重要である可能性
が示唆された。今後の研究では、CRMP2の脱リン酸化と RGS2の突起伸長効果が調査される予
定である。CDK5の CRMP2脱リン酸化は、今回の結果からは議論が難しかったが、プロテオー
ム解析では Axin2が検出され、図 3-Bのオレンジ色（点線）の矢印で示されているように、Cdk5
が GSK-3βを抑制する可能性があることが示唆された。Axinは Cdk5によってリン酸化され、こ
のリン酸化により Axinと GSK-3βとの相互作用が促進される。GSK-3βは Cdk5によって負に制
御されており、これはニューロンの極性化と軸索の発達に重要であることが報告されている。し
たがって、CDK5による Axin2のリン酸化が GSK-3β活性の阻害につながるかどうかを確認する
ことは興味深いと考えられ、CDK5による GSK-3β媒介 CRMP2脱リン酸化の可能性を明らかに
していく予定である。PACAP による Pac1r 活性化はタウの蓄積を防ぎ、マウスの認知能力を向
上させるため、アルツハイマー病およびその他のタウオパチーに対する潜在的な治療アプロー
チが示されてる[7]。現在、Pac1r-KO マウスの脳組織における CRMP2 の脱リン酸化とオミクス
解析を行っており、PACAPによる Pac1rを介した CRMP2の脱リン酸化を含めた神経突起伸長・
再生メカニズムを明らかにすることで疾患のリスクを低減する早期予防法の開発に貢献したい
と考えている。 
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