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研究成果の概要（和文）：下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ペプチド(PACAP)は、視床下部に最も高濃度に局在する
。本研究ではPACAPの視床下部因子としての機能の再評価を目的とし、PACAP特異的受容体であるPAC1の遺伝子発現調節
の解明とともに、グリコーゲン代謝におけるPACAPの機能解明とPACAPノックアウトマウスを用いて摂食調節についての
解析を試みた。その結果、PAC1はERストレスにより発現抑制されること、グリコーゲン代謝を有意に亢進させること、
PACAPノックアウトマウスでは摂餌量が有意に減少しており、摂食亢進作用を示すNPYやAgRPの関連性から、摂食調節に
おけるPACAPの亢進作用が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) is localized in 
hypothalamus with highest concentration. To evaluate PACAP function as a hypothalamic factor, we 
attempted to elucidate the regulatory mechanism of gene expression of PACAP specific receptor, PAC1. 
Further we tried to evaluate the function of PACAP in appetite control and energy metabolism by using 
PACAP-knock out (KO) mice. As a result, we found that the expression of PAC1 is negatively regulated by 
ER stress. As regarding glycogen metabolism, PACAP potentiates not only glycogenolysis but also 
glycogensesis of astrocytes. In the analysis of PACAP KO mice, their food intake were significantly 
decreased and the gene expression of PACAP in PACAP KO mice were significantly increased by fasting. 
During refeeding, the increments of gene expression of NPY and AgRP, orexigenic peptides were cancelled 
in PACAP KO mice. These suggest orexigenic function of PACAP in appetite control.

研究分野：分子薬理学

キーワード： PACAP　視床下部　摂食
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１．研究開始当初の背景	
(1)Pituitary	adenylate	cyclase	activating	
polypeptide	(PACAP)	は、1989 年申請者らに
よりラット下垂体細胞の cyclic	AMP 産生刺
激活性を指標としてヒツジ視床下部抽出物
より単離、構造決定された(Miyata	 A,	
Arimura	A,	et	al,	Biochem.	Biophys.	Res.	
Commun.	164:	567-574,	1989)。PACAP は、内
分泌系、神経系、循環器系等において多様な
生理活性を示す多機能神経ペプチドとして、
特に神経系においては、神経伝達物質として
の機能や、神経栄養因子としての強力な神経
保護作用が注目され、その方面の研究がかな
り精力的に行われてきた。	
(2)申請者らは、PACAP の発見以来、ヒトやマ
ウの遺伝子構造のみならず、その発現調節に
ついて TATA エレメントを含む誘導的発現を
行う領域と GC ボックスなどを含む構成的発
現を行う領域による 2相性の発現調節を受け
ることを明らかにして来た。さらに本遺伝子
の神経特異的発現調節に神経選択的サイレ
ンサーが重要な役割を担うことを明らかに
してきた(Sugawara	H,	Miyata	 A	 et	 al.	
Regul	Peptides	123:	9-14,	2004)。また精
巣に高発現していることから、精巣特異的発
現調節の解明に取り組み、PACAP 遺伝子の精
巣特異的エクソンの上流に、精巣特異的発現
調節に関与するエレメントとして PARP1 の関
与の可能性を示唆した(Tominaga	A,	Miyata	
A	et	al.	Genes	to	Cells.	5(6):	595-606,	
2010)。	
(3)PACAP の生体のエネルギー代謝における
作用として、脳室内投与により、摂食が抑制
され、体重が減少することが知られている。
一方で、PACAP ノックアウトマウスでは、著
明な体重減少を来すことがわかっている。し
かしながら PACAP は、視床下部の腹内側核
（VMH）に高濃度に分布し、レプチンの VMN
を介した摂食抑制作用に関与すること以外
に、代謝における PACAP の中枢作用について
はまだ不明な点が多い。PACAP によるエネル
ギー代謝調節作用として、糖代謝とりわけグ
リコーゲン代謝に注目した。脳内グリコーゲ
ン代謝は主にアストロサイトで行われるが、
学習・記憶など高次脳機能の発現に関与する
ことが知られている。一方 PACAP 処理された
アストロサイトのトランスクリプトーム解
析を行うと、エネルギー産生、糖代謝に関与
する遺伝子群の発現が上昇することから、脳
内グリコーゲン代謝に及ぼす PACAP の効果に
ついての検討を試みた。	
	
２．研究の目的	
申請者は、視床下部における PACAP の生理学
的意義を明らかにするため、具体的には以下
の３点を明らかにする。	
１）PACAP 特異的受容体である PAC1 遺伝子の
ER ストレスにおける負の発現調節メカニズ
ムを明らかにする。	
２)	脳内のエネルギー代謝における PACAP の	

生理的意義を明らかにするため、アストロサ
イトのグリコーゲン代謝における PACAP の生
理的意義を明らかにする。	
３）PACAP ノックアウトマウスを用いて、他
の摂食調節関連遺伝子との関連性を解析す
ることにより、視床下部における PACAP の摂
食調節における生理的役割を明らかにする。		
	
３．研究の方法	
（１）マウス初代培養神経細胞及び Neuro2a
細胞において、ヒト PAC１遺伝子の 5'上流の
プロモーター領域（-2160〜+268）を含むル
シフェラーゼレポーターベクターを用いて、
負の制御に関わる転写因子の性状解析をお
こなった。PAC1 のみならず、トランスグルタ
ミナーゼ２の遺伝子発現、蛋白レベルを、
RT-PCR、ウエスタンブロットにより検討した。
小胞体ストレス阻害薬、トランスグルタミナ
ーゼ２活性阻害薬、特異的 siRNA による影響
を検討した。	
（２）マウス新生児脳から調製した初代培養
アストロサイトにおいて、グリコーゲン濃度
を経時的にグリコーゲン定量キット
(BioVision)を用いて測定した。PACAP 暴露１
時間後のグリコーゲン含量を、グリコーゲン
分解活性として評価した。またそれに対する
グリコーゲンホスホリラーゼ阻害剤 DAB の効
果を検討した。PACAP 暴露９時間後のグリコ
ーゲン合成活性を評価した。PACAP 暴露６時
間後のグリコーゲン代謝関連遺伝子の mRNA
発現を RT-qPCR にて検討した。	
（３）PACAP ノックアウトマウスの摂食行動
に関しては、体重、摂餌量の生育に伴う変化、
各組織重量、血中グルコース、トリグリセリ
ド、インシュリン値を計測し、野生型と比較
する。さらに他の摂食関連ペプチドとの関連
性に関して、AgRP、メラニン凝集ホルモン
(MCH),コルチコトロピン放出ホルモン(CRH)、
ニューロペプチド Y(NPY)、プロオピオメラノ
コルチン(POMC)の視床下部における遺伝子
発現を観察する。	
	
４．研究成果	
（１）小胞体ストレスにより PAC1 遺伝子発
現が抑制される機序としては、小胞体ストレ
スによりトランスグルタミナーゼ２が核内
に移行し活性化され、転写因子 Sp1 を架橋ポ
リマー化することにより、その転写活性を抑
制することにより、PAC1 遺伝子発現が抑制さ
れることが示唆された。PAC1 遺伝子上流に存
在する 2 つの Sp1 サイトに点変異を導入し、
プロモーター活性を比較検討したところ、
-282/-252bp	に存在する２つの Sp1 サイト両
方がこの負の調節に関与することを明らか
にした。	
	
（２）PACAP のエネルギー代謝調節作用につ
いて、アストロサイトのグリコーゲン代謝に
及ぼす PACAP の効果を検討するため、マウス
初代培養アストロサイトを PACAP に暴露し、



 

 

経時的にそのグリコーゲン濃度を測定する
と図 3に示すように、１時間後に一過性に減
少した後、ゆっくりと上昇することが明らか
となり、PACAP はグリコーゲンの分解及び合
成を有意に促進することが明らかとなった。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
①PACAP によるグリコーゲン分解活性の EC50
が 0.0084nM と、表１に示すように既存の神
経伝達物質であるノルアドレナリンやセロ
トニンよりも、格段に低濃度で促進した。ま
た相同性の高い vasoactive	 intestinal	
polypeptide	(VIP)が 0.43	nM であることか
ら、PACAP 特異的受容体である PAC1 の活性化
が関与していることが示唆された。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	

さらにこの分解活性は、図２に示すように、
ホスホリラーゼ阻害剤である DAB により有意
に抑制されることからホスホリラーゼ依存
性であることが示唆された。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
②	 9 時間後、PACAP は、グリコーゲンを濃
度依存的に増加させた。またグリコーゲン代
謝に関連する主な遺伝子の発現を検討する
と、図３に示すようにグリコーゲン合成に重
要 と さ れ る 足 場 蛋 白 で あ る protein	
targeting	to	glycoprotein	(PTG)の発現を

有意に増加させた。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	

（３）PACAP を脳室内投与或は PVN や VMN の
視床下部領域などに注入すると摂食が抑制
されることが報告されている。その一方で、
PACAP ノックアウトマウスでは、やせを呈す
ることが報告されているが、我々の観察にお
いては、体重は野生型とほぼ同じであるが、
内蔵脂肪が有意に減少していることが明ら
かとなった。	
①図４に示すように、PACAP ノックアウトマ
ウスでは、野生型とあまり体重は変わらなか
ったが、昼間の摂餌量が若干上がるものの、
夜間の摂餌量及び総摂餌量は有意に低下し、
むしろ PACAP は摂食亢進作用を有する事が示
唆された。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

また、図５に示すように、2 日間絶食によっ
て、視床下部の PACAP 遺伝子発現は、有意に
増加し、再摂餌により元に戻った。	

図１	 PACAP 暴露後グリコーゲンの経時的変化	

表１	 神経伝達物質のグリコーゲン分解

活性	

図２	 ホスホリラーゼ阻害剤の効果	

図３	 グリコーゲン代謝関連遺伝子の発現	

	

図４	 PACAPノックアウトマウスの摂餌量	



 

 

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	

②PACAP ノックアウトマウスでは、2 日間絶
食後８時間目における摂食が野生型に比べ
て有意に減少していたことから、摂食関連遺
伝子の発現変動を検討した。	
図６に示すように、給餌再開4時間後のPACAP	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
ノックアウトマウスの弓状核において、摂食
亢進作用を持つ NPY 及び AgRP の遺伝子発現
の増加が有意に抑制されていたことから、
PACAPによる摂食亢進作用をAgRPや NPYが介
することが推察される。その一方で、摂食抑
制作用を示す POMC ニューロンを PACAP が活	
性化することが報告されているが、PACAP ノ
ックアウトマウスにおいて、絶食によりそ	
の発現は減少するが、再摂餌による変化は観
察されなかった。今後、室傍核及び腹内側核
の PACAP の摂食亢進作用と摂食抑制作用の相
反する作用の調節メカニズムについて、さら
に詳細に検討する予定である。	
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