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研究成果の概要（和文）：本研究では野生型およびPACAP KOマウスを用いてPACAPの涙液分泌促進機構と角膜治癒促進
作用を明らかにすることを目的とした。PACAPはPACAP受容体であるPAC1Rを介して涙液分泌を促進することをアンタゴ
ニスト投与実験により明らかにし、さらにその作用にはアクアポリン5が関与していることをgene silencing法により
明らかにした。さらにPAC1Rは角膜上皮にも発言しており、PACAPが直接角膜上皮に作用して角膜治癒を促進することを
明らかにした。以上の結果より、PACAPが涙液分泌促進効果のみならず、角膜上皮傷害を治癒する効果を併せ持つこと
が明らかになった。

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 with corneal damage, however, an effective treatment has yet to 
be established. Here we demonstrated that PACAP eye drop stimulates tear secretion via PAC1R in mouse. 
Moreover, AQP5 siRNA treatment to lacrimal gland attenuates PACAP-induced tear secretion. These results 
suggest a possible role of PACAP as a regulator of tear secretion through AQP5. On the other hand, PACAP 
have direct pathway to affect the mouse cornea. PAC1R mRNA and its immunoreactivity were detected in 
mouse corneal epithelium. In corneal injury model mice, PACAP eye drop significantly reduced the injured 
area, and the effect was disappeared by co-treatment with PACAP receptor antagonists. These data suggest 
that PACAP has dual function, stimulator for tear secretion and protectant for corneal damage. PACAP 
could be a good candidate for an eye-drop medicine for the dry eye syndrome.

研究分野： 神経内分泌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 ドライアイは涙液の量的または質的な異
常により引き起こされる角結膜上皮障害と
定義される疾患であり、日本のドライアイ患
者数は予備軍を含めると 1000 万人以上と推
定されている。ドライアイには涙液分泌量が
減少する「涙液減少型」と、涙が分泌される
ものの水分の蒸発量が多い「蒸発亢進型」の
大きく２つのタイプに分けられる。眼の表面
を覆っている涙は脂質、水、粘膜の３つの成
分から構成されるが、蒸発亢進型ドライアイ
は脂質または粘膜分泌の低下により引き起
こされると考えられている。近年、パソコン
などの作業の増大やコンタクトレンズの普
及により、若年層において涙液の「質」の異
常による蒸発亢進型のドライアイ患者が増
加している（Uchino 2008）。 
現在、ドライアイ治療法として人工涙液や

自己血清点眼治療などが行なわれている。し
かし、点眼薬は数分程度しか角膜上にとどま
らず洗い流されてしまうために頻回の点眼
が必要であることから、より簡便で効果的な
ドライアイ治療薬の創出が切望されている。
また、ドライアイの原因解明および治療薬を
開発するためにはドライアイモデル動物を
用いた解析が必要不可欠であるが、現在まで
に有用なドライアイモデル動物は十分に確
立されていないのが現状である。 
下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリ

ペプチド（PACAP）はヒツジの視床下部から
発見された神経ペプチドであり血管作動性
腸管ペプチド（VIP）とは約 70％のアミノ酸
配列の相同性を示す。PACAP と VIP は３つ
の G タンパク共役型受容体である PAC1R, 
VPAC1R, VPAC2R を介して多用な生理作用
を持つ。申請者はこれまでに PACAP の神経
細胞保護効果について継続的に研究してお
り、眼科領域においても PACAP の網膜神経
保護作用に関する論文を報告している。 
申請者は平成 22,23 年度の科研費若手研究

B（研究代表者：中町 智哉）において PACAP
による涙液分泌促進効果についての評価を
行い、PACAP 遺伝子欠損（KO）マウスが加
齢に伴い角膜上皮の肥厚を示し、さらに涙液
分泌量が約半分に減少するというドライア
イ様症状を呈することを見出した。すなわち
PACAPKO マウスは新規ドライアイモデル動
物であると考えられる。さらに申請者はマウ
スに PACAP を点眼投与することにより涙液
量が増加することを見出した。 
これらの結果は PACAP が涙液分泌促進剤

としてドライアイに対する画期的治療薬と
なりうる可能性を示している。さらに
PACAPKO マウスのドライアイ様病態を詳細
に解析することはドライアイ患者増加の原
因解明、並びに診断・予防法の開発にも繋が
ると考えられる。 
  
２．研究の目的 

 
本研究では PACAP によるドライアイ様症

状改善効果を解明し、ドライアイ治療用点眼
薬として臨床応用へと繋げるための基盤的
データを蓄積するため、野生型および PACAP 
KOマウスを用いてPACAPの涙液分泌促進機
構と角膜治癒促進作用を明らかにすること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
１）PACAP, VIP および PACAP 受容体アンタ
ゴニスト点眼試験  

a) PACAP および VIP 点眼による涙液分泌
への影響の検討：10-10M、10-8M の PACAP 溶
液、10-10M、10-8M の VIP 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。 

b) PACAP 受容体アンタゴニスト共投与試
験：PAC1R と VPAC2R アンタゴニストであ
る PACAP6-38、または VPAC1R と VPAC2R
アンタゴニストである VIP6-28 を PACAP 点
眼 7.5 分前に点眼した。上記の綿糸法により
涙液分泌量を測定し、PACAP による涙液分泌
促進効果への影響を評価した。  
 
２）アクアポリン(AQP)5 の in vivo gene 
silencing  
 麻酔下のマウスに対して、マウス AQP5 用
に設計した 3 種の siRNA を AteloGene Local 
Use（高研）と混合し、涙腺組織に注入した。
注入一日後に PACAP を点眼し、涙液分泌量
の変化を綿糸法により測定した。また siRNA
投与後の涙腺組織における AQP4 と AQP5 の
発現を免疫染色法およびリアルタイム PCR
法により評価した。 
 
３）マウス角膜における PACAP 受容体の発
現解析 

a) Reverse 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 受容体特異的プライマ
ーを用いて RT-PCR 法により PACAP 受容体
mRNA の発現を確認した。 

b) 組織学的解析：角膜を含む眼球の凍結切
片を作成し、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。 
 
４）マウス角膜傷害モデルに対する PACAP
の角膜治癒促進効果の評価 

a) PACAP 点眼による角膜治癒促進効果の
評価：麻酔下のマウス角膜にバイオプシーパ
ンチにより直径 1 mm の角膜上皮を剥離した。
剥離後 10-13M から 10-9M までの PACAP 2 μl
を 2 時間おきに 12 時間後まで点眼し、点眼
前・12 時間後、24 時間後の角膜傷害面積を
フルオロセイン染色により可視化・定量した。 

b) PACAP 受容体アンタゴニスト共投与試
験：角膜傷害後に PACAP 受容体アンタゴニ



ストである PACAP6-38 または VIP6-28 を
PACAP と混合して点眼し、その後の角膜傷害
面積を測定した。 

c) PACAPKO マウスにおける角膜治癒促進
効果の評価：野生型と PACAP KO マウスを用
いて角膜治癒促進速度を比較した。 

 
５）涙腺除去動物に対する PACAP の角膜治
癒促進効果の検討 
涙液分泌能を欠如させた涙腺除去マウス

に角膜傷害 PACAP 添加し、実験を行うこと
により、PACAP による角膜治癒効果を評価し
た。 
 
６）ヒト培養角膜上皮細胞に対する PACAP
の保護促進効果の検討 
PACAP を株化ヒト角膜上皮(SV40-HCEC)

をコンフルエントに培養した後に掻き傷を
作成し、PACAP を添加して培養した後の傷の
修復能に対する影響を評価した。 
 
４．研究成果 
PACAP による涙液分泌促進機構の解明 

PACAPとVIPは PAC1R, VPAC1R, VPAC2R
と親和性を有しており、PACAP は VIP より
も PAC1R の親和性が約 1000 倍高いことから、
PAC1R は PACAP に特性の高い受容体と考え
られている。そこで PACAP による涙液分泌
促進作用がどの受容体を介しているかを明
らかにする為、アンタゴニストの前投与実験
を行った。10-10M、10-8M の PACAP の点眼は
有意に涙液分泌量を促進したが、同濃度の
VIP では有意差は得られなかった。PACAP に
よる涙液分泌促進作用は PAC1R および
VPAC2R のアンタゴニストである
PACAP6-38 の前投与により抑制されたが、
VPAC1RおよびVPAC2Rアンタゴニストであ
る VIP6-28 では抑制されなかった。以上の結
果は PACAP が PAC1R を介して涙液分泌を促
進することを示唆している。 
これまでに研究成果において、PACAP の点

眼が涙腺組織内の AQP5 の細胞膜へのトラン
スロケーションを誘導することを明らかに
した。しかし、AQP5 が PACAP 誘導性の涙液
分泌に関与しているかは不明であった。そこ
で本研究ではマウスの涙腺組織に AQP5 に対
する siRNA を直接投与する in vivo gene 
silencing 実験を行った。AQP5 siRNA 投与群
では AQP5 mRNA レベルが有意に低下し、
AQP4 mRNA レベルには影響を与えなかった。
また、免役染色においても同様の結果が得ら
れたことから、AQP5 siRNA 投与により AQP5
の発現量が低下したことが明らかになった。
そこで涙液分泌量を測定した結果、AQP5 
siRNA 投与 1 日後では基礎的な涙液分泌量が
有意に低下していた。さらに PACAP を点眼
したところ、涙液分泌量に有意差は認められ
なかった。以上の結果から、PACAP による涙
液分泌促進効果には AQP5 が関与しているこ
とが明らかになった。 

 
PACAP による角膜治癒促進機構の解明 
 PACAP が角膜に直接作用するかを明らか
にする為、マウスの角膜における PACAP 受
容体の発現を解析した。RT-PCR 法により、
マウスの角膜上皮では PAC1R と VPAC1R の
ｍRNA が検出された。また、PAC1R の免疫
陽性反応が角膜上皮細胞に観察された。以上
の結果から、PACAP が角膜に直接作用する可
能性が考えられた。  
そこで角膜傷害後に PACAP 点眼投与を行

ったところ、PACAP10-11M 点眼群では有意に
角膜傷害面積が減少した。この作用は
PACAP6-38 の共投与により抑制されたが、
VIP6-28 では抑制されなかったことから、
PACAP が PAC1R を介して角膜治癒を促進す
ることが示唆された。ヘテロ型 PACAP 遺伝
子欠損マウスと野生型マウスに対して角膜
傷害を作成し、傷害面積を比較した結果、テ
ロ型 PACAP 遺伝子欠損マウスでは野生型マ
ウスよりも傷害 24 時間後の傷害面積が有意
に大きかった。以上の結果は内因性、外因性
の PACAP は共に角膜治癒促進効果を持つこ
とを意味している。 

PACAP 点眼による角膜治癒促進効果が角
膜に直接作用したものか、それとも涙液分泌
を促進した結果によるものかを明らかにす
る為、涙腺除去マウスに角膜傷害を作成し、
PACAP 点眼による角膜治癒促進効果を評価
した。涙腺除去マウスは涙液分泌量が約 90％
低下した。涙腺除去群は偽手術群と比較して
傷害 1 日後の傷害面積が有意に大きかった。
涙腺除去マウスに PACAP を点眼した群では
涙腺除去マウスに生理的食塩水を点眼した
群に比べて有意に傷害面積が減少した。この
結果は PACAP が角膜に直接作用した結果、
角膜治癒が促進したと考えられる。 
最後に、PACAP が角膜上皮細胞に作用する

かをヒト角膜上皮培養細胞を用いて確認し
た。コンフルエントになったヒト角膜上皮培
養細胞にチップ先で掻き傷を作成し、その後
PACAP を添加して傷害面積を経時的に定量
した。その結果 PACAP10-11M 添加群では溶媒
添加群と比較して、有意に傷害面積が減少し
た。以上の結果より、PACAP は角膜上皮細胞
に直接作用し、傷害を治癒すると考えられる。 
  
まとめ 
本研究により、PACAP が涙液分泌促進効果

のみならず、角膜上皮の傷害を治癒する効果
を併せ持つことが明らかになった。これは涙
液分泌量の低下と角膜傷害を生じるドライ
アイに対して、PACAP が有効な治療薬となり
得る可能性を強く示唆するものである。今後
はさらに詳細な機構を明らかにしつつ、マウ
ス以外の動物種でも検討を行う必要がある。
さらに PACAP の副作用の可能性についても
併せて調べていくことが重要であると思わ
れる。 
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