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研究成果の概要（和文）：マウスを用いたPACAPによる虚血細胞死抑制と神経再生・新生実験について研究を行った。
脳虚血した正常のマウスとPACAP遺伝子欠損マウスにTSG-6を脳室内投与あるいは点鼻投与して細胞死抑制が起きるかど
うかを形態学的にしらべた。その結果、PACAPはTSG-6に依存せず細胞死を抑制することを示唆する実験結果がえられた
。PACAPは軸索伸張因子であるCRMP2という遺伝子あるいは遺伝子産物を活性化することが分かった。PACAPはげっ歯類
のみならず霊長類でも同様の作用機序が存在する可能性が考えられ将来の神経再生・新生の作用機序解明にもつながる
と考えられる。

研究成果の概要（英文）：We studied the effect of PACAP on neuroregeneration and neurogenesis in mouse 
brain ischemia. We injected intraventricularly or intranasally TSG-6 in normal and PACAP gene deficient 
mice to study whether neuronal cell death was inhibited or not by use of morphological methods. As a 
result, it appeared that PACAP inhibited neuronal cell death after brain ischemia not depending on TSG-6 
so it may be suggested that PACAP affects rescuing neuronal cell death without the effect of TSG-6 
pathway. In our another study to search for the gene or gene product which PACAP may affect on protecting 
cell death in brain ischemia and spinal cord injury that it stimulated to induce CRMP2 protein, which is 
known as an axon outgrowth factor. It may be suggested that PACAP affects on stimulating CRMP2 protein to 
stimulate axon outgrowth in rodents as well as primates and humans and in future PACAP may be used for 
protecting of neuronal cell death after brain ischemia and/or spinal cord injury.

研究分野： 医歯薬学
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1. 研究の背景 

 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。申請者は PACAP の脳室

内投与のみならず静注によっても遅発性神経細

胞死が抑制されることを発表している（Uchida, 

Shioda ら 1996）。また申請者は脳梗塞モデル動

物を用いた実験で、PACAP が MAP キナーゼを

介して神経細胞死を抑制し、IL-6 の産生を促す

こ と も 明 ら か に し て い る (Shioda ら ’98, ’99; 

PNAS ’06)。 

 ところで、骨髄間葉系幹細胞（MSCs）は中

枢神経系疾患（脳梗塞、頭部外傷、認知症な

ど）の防御に効果があることを我々はすでに

発表している(Ohtaki ら PNAS 2008)。この細

胞から TNF-α–stimulated gene/protein 6 

(TSG-6)が分泌され、免疫調節を介した神経細

胞死抑制作用のあることも本研究の共同研究

者の渡邊が明らかにしている。それ加えて

我々は末梢神経のとくに交感神経線維が骨髄

系幹細胞の機能調節をしていることを明らか

にしている(Yamazaki, Shioda, Nakauchi ら. 

Cell ‘11)。一方、申請者は神経損傷後の MSCs

移植により PACAP の神経細胞における発現亢

進作用も見出している。しかし、PACAP/TSG-6

の協関については不明のままである。 

2. 研究の目的 

 PACAP と TSG-6 (TNF-alpha-stimulated 

gene/protein 6)の２種類の神経ペプチド・タ

ンパクを用いて神経細胞死防御、神経再生の

促進を目的にマウスの脳梗塞・脳外傷・認知

症モデルを用いた実験を行う。またヒトでの

臨床応用を目指すために、新規ドラッグデリ

バリーシステム(DDS)法として点鼻投与法の

開発を行う。研究概要としては、上記のモデ

ル動物に PACAP, TSG-6 を点鼻投与し、脳実質

内への移行効率、移行過程、細胞死抑制・神

経再生機構の実体解明を行い、ヒトでの新し

い予防・治療法を開発する。 

 PACAPおよびTSG-6の今までの投与経路は脳

室内あるいは静脈内投与であり、臨床応用す

るためには新しい研究戦略が必要である。申

請者はすでに抗肥満ペプチドの点鼻投与法

にて肥満動物の抗肥満作用効果を明らかに

している(Shiodaら’10, 11, 12)。この点鼻投

与法は申請者が独自に開発したものであり、

独創性・新規性がある。そこで、この点鼻投

与法を種々の神経疾患に応用できないかと

申請者は考えた。本研究では、脳梗塞、頭部

外傷および認知症のモデル動物を用い、

PACAP, TSG-6の点鼻投与を行い、独創的でか

つ効果的な神経疾患の予防・治療法を開発す

ることも本研究の目的の一つである。上記の

物質について、1）投与時間、投与濃度につ

いての検討、2）投与された後の血液脳関門

の通過機序の解明、3）脳実質内での細胞死

抑制と神経再生の機序を明らかにする目的

で本研究を行った。 

３．研究方法 

 本研究は、神経損傷治療の新規 DDS の開発

を目指し、脳梗塞、神経外傷および認知症の

モデル動物を用い、はじめに PACAP および

TSG-6 をターゲットとしたオリゴアンチセン

スを用いた血液脳関門の透過性および点鼻投

与による神経細胞死抑制・神経再生作用の評

価を行った。さらに脳実質内での作用機序の

解明をサイトカインネットワークおよびマイ

クログリアの活性化から行うために動物を用

いた研究も行った。最後にそれらの遺伝子網

羅的解析を含むオミックス解析を試み

PACAP/TSG-6 の機構の解明を行い、神経細胞

死抑制および神経再生あるいは神経新生につ

いても研究をおこなう。 

 ４．研究成果 

(1) PACAP, TSG-6の新規DDS開発に向けて、

血液脳関門(BBB)の透過性を調べた。 

1）麻酔したマウスにPACAP, TSG-6を脳室内、

静注、点鼻投与し、脳を摘出し、脳内におけ

る取り込み部位を分画した。各分画した組織

における131I-PACAP, 131I-TSG-6 の取り込み量

をガンマーカウンターで測定した。さらに血

液脳関門の透過率を調べ、他のペプチドとの

比較を行い透過率の比較検討を行った。また、

点鼻投与法の脳内移行への取り込みの有効

性についても動物を用いて評価した。 連携

研究者の野中博士および研究協力者のBanks

博士に血液脳関門透過の評価システムの供

与をしてもらい、測定した結果、とくにPACAP

については、脳への移行率は通常のペプチド

より数倍（５−６倍程度）高くみられた。 

PACAP の点鼻投与については、通常の静脈投

与と比較して５−１０倍くらいの透過性の高

いことがアイソトープを用いた実験で実証さ

れた。透過性の高さはおそらくこのペプチド

に塩基性アミノ酸が多く含有されているため

に脳血管と親和性が高いことが起因している



ためであると推察された。 

(2) PACAP, TSG-6点鼻投与による神経細胞死

防御機構を明らかにする。 

1）神経疾患モデルマウスを作成した。申請

者はすでに脳梗塞（中大脳動脈結紮）モデル

を作成して種々の動物実験を行っているの

で問題はなくモデル動物は作成された。また

脳外傷モデル（インパクター使用）について

も研究室でルーチンに行っており、成功率は

極めて高く、実際に実験動物モデルを使って

実験が行われた。また認知症モデルは、認知

症モデル動物として一般的に用いられる

SAMP-8マウスを購入し、繁殖維持させて実験

を行った。 

2）PACAP/TSG-6による神経細胞死抑制効果に

ついては、脳損傷部位をTTC染色にて同定し、

さらにその体積変換を指標に評価を行った。

その結果、とくにPACAPを脳室内および点鼻

投与を行った動物個体において有意にTTC染

色部位の減少がみとめられた。ただ、点鼻投

与個体においては重症度が増加するにした

がって動物の健康状態が悪くなり、点鼻投与

実験が困難となった。脳室内投与実験群にお

いてはそのような傾向はみられなかった。 

 また認知症の評価には、行動学的評価（モ

リス水迷路実験、Y字迷路試験、能動的およ

び受動的アボイダンステスト）を行ってしら

べた。行動学試験は連携研究者の渡邊博士の

協力を得て行った。実際の研究において、こ

の機能評価の実験を行うには飼育繁殖の計

画が後ろにずれ込み、これらの実験を行うこ

とが出来なかった。それはモデル動物を作成

すること、また投与実験の条件設定にかなり

時間がかかり、点鼻投与実験を行うところま

で研究は進んだが、行動評価を行う段階まで

時間がなく、最終目的の実験を行うことは出

来なかった。とくに老化促進マウスSAMP-8の

搬入に時間がかかり、さらに老化して動物行

動変化がでてくるまでに６ヶ月くらいの時

間を要したために初期の目的である認知症

の機能評価を行うまでの時間不足が影響し

たためである。 

(3) 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 

 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。研究者協力者の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

に抑制することを見いだした。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 の半減期や

血圧降下作用など、これまでのPACAP の臨床

応用への問題点を解決することが出来るの

ではないかと考えられる。しかし、PTS-6 が

PACAP のみを介しているのかどうかは今ま

で不明であった。そこで以下の実験を行った。 

1) PACAP KO マウスを用いたときにPTS-6 が

脳虚血性神経細胞死を修飾できるかどうか

調べた。脳虚血モデルは我々がすでに確立し

ているモデルを用いて作成した。また、PACAP

の遺伝子が欠損した個体においては内在性

のリガンドが存在しない条件での実験とな

り、PTS-6は内在性リガンドであるPACAPが不

在のためにその機能を発揮するこができず、

結果的に脳虚血による脳梗塞部位の減少を

PTS-6単独投与で生じることはなかった。 

2) 頭部外傷、認知症モデル動物についても、

PTS-6 AS が有効かどうか調べ、DDS の神経損

傷疾患に対するPACAP の作用との特異性を調

べることを目的として実験をおこなった。し

かし、問題点として頭部外傷の評価を客観的

に行う評価系を構築することが困難であった。

インパクターを使用してできるだけ外傷部位

を一定領域にすることを試みたが、実際には

なかなか安定して同じ容積をもつ損傷個体を

評価できる個体数を安定的に作成することが

困難であった。認知症モデル動物においては

SAMPマウスの搬入までに時間がかかったので

なかなか動物実験を行うまでに至らなかった。 

3) TSG-6については、上記のモデル動物（脳

梗塞、認知症）を用いて点鼻法による神経細

胞死抑制および神経再生についてしらべた。

TSG-6は研究協力者のProckop博士より提供

される予定であった。Prockop博士は大腸菌

を用いたシステムによりリコンビナントヒ

トTSG-6の大量調整に成功している。初期の

目的としてはリコンビナントのTSG-6が大量

にえられるとの予測があったのでこの実験

研究を立案した。しかしProckop博士のとこ

ろでは大量にこのタンパクを製造する技術

のところでいろいろな問題が生じた結果、初

期の目的である実験研究を行えるほどのペ

プチドを我々に供給することができなかっ



た。つい最近では彼のところで大量生産する

めどがたったとの連絡があり、また我々にこ

の物質を供給できる体制ができたとの連絡

があったので、今後さらにこの研究を継続し

て行う予定である。 

4) さらにDDSをより効果的に行うためにナ

ノカプセルあるいはデキストランなどを包

摂体として用い、投与後のペプチドあるいは

タンパクの変性を防ぐ工夫を行い細胞死防

御および神経新生の評価を行うための研究

を行った。DDSのシステムは野中博士、Banks

博士の協力を得た。実際の包摂体としてはデ

キストリンを用いて実験をした。デキストリ

ンには種々のものが存在する。ただ比較検討

した結果、αデキストリンが他の種類のデキ

ストリンに比べてより効果的にPACAPを血中

から脳内に輸送することが分かったのでこ

れを使って研究を行った。その結果、この包

摂体を使用するとPACAPのペプチダーゼによ

る分解をかなり防ぐことができ、かつ脳内に

このペプチドを効率よく輸送することが可

能であることがわかった。さらに。我々はナ

ノカプセルにこのペプチドを封入して血液

脳関門の通過性についてしらべようと計画

したが、肝心のナノカプセルについて共同研

究者とも協議をしたが、有効と思われるナノ

カプセルを手に入れることができなかった。

したがって今回はナノカプセルを使った実

験は行えなかった。また機会があって脳内に

送達できる種々の担体があれば試してみた

いと考えている。今回の研究では、α—デキ

ストリンを包摂体として用いるとPACAPによ

る遅発性神経細胞死の抑制を効果的に行え

るという実験データを動物実験で明らかに

したことから、将来的にヒトでの臨床応用に

向けてこの研究が果たす意義は大きいと考

えられる 

（4）PACAP/TSG-6 点鼻投与による分子機構解

明と細胞死抑制への関与 

1) 神経細胞死抑制作用に係る PACAP/TSG-6

の役割を分子レベルで解明する。申請者らは

PACAP をマウス虚血脳内に投与すると海馬の

神経細胞死が有意に低下し、同時に歯状回に

おける神経新生の起きることを見出している

（未発表）。しかし神経細胞死保護機構におけ

る PACAP の分子レベルでの実体解明はできて

いない。マウスに点鼻投与した PACAP がどの

ような遺伝子産生を誘導するか免疫染色法で

確認し、さらにヒト、マウスに特異的なプラ

イマーにより遺伝子発現の経時変化を調べた。 

2) マイクログリアを介した炎症制御作用に

係る PACAP/TSG-6 経路の解析を行う。 

TSG-6 は脳虚血の際に脳内のマイクログリア

の活性化を修飾し神経細胞死を抑制する可能

性がある。脳虚血した PACAP KO マウスに、

TSG-6 を脳内投与あるいは経血管投与を行な

って細胞死抑制がおきるかどうかを TTC 染色

により評価した。その結果両ペプチドの脳室

内投与により、神経細胞死は有意に抑制され、

TTC 染色により梗塞部位の減少が顕著にみら

れた。なお、最近導入された MRI 装置によっ

ても梗塞容積が減少することも確認された。 

 マイクログリアの活性化を活性化マーカー

の抗体を用い組織学的に検討したところ、両

ペプチドの脳室内投与によりマイクログリア

の活性化が生じているのが分かった。とくに

マイクログリアのType 2型の増加が有意にみ

られたことから、神経細胞死を抑制するサイ

トカインあるいは神経細胞死抑制因子の発現

亢進のある可能性が強く示唆された。さらに

IL-6 KO マウスを用いて検討した結果、

PACAP/TSG-6 経路に、IL-6 が介在することが

IL-6遺伝子欠損動物を用いた動物実験で明ら

かになった。 

3) TSG-6 の神経修復・再生機構に係る PACAP

との関連性を調べる。 

 PACAP は近年、サイトカイン様の働きをす

るペプチドとしてペプチドカインとも呼ばれ

ている。そこで、TSG-6 投与後の修復・再生

期の過程におけるPACAPおよびPAC1-Rの遺伝

子および遺伝子産物を海馬および側脳室周囲

部の組織をマイクロダイセクションにより回

収し調べた。その結果、TSG-6 が直接あるい

は間接的に神経幹細胞からニューロンへの分

化誘導を促進するかどうかを BrdU の取り込

み実験および PCNA などの細胞増殖マーカー

を用いた動物実験にて明らかになった。 

4) PACAP/TSG-6 の神経損傷抑制作用に係る

遺伝子およびタンパク質の網羅的解明をおこ

なう）。 

 脳虚血半球および正常半球から RNA を調整

し、cDNA マイクロアレイ解析(アジレント社

製 ) お よ び プ ロ テ オ ミ ッ ク ス 解 析

（MALDI/TOFMS; Shimadzu 社製）を行った。

cDNA マイクロアレイおよびプロテオミック

ス解析に関する装置はすでに本学に導入済み



であり稼働している。本解析は連携研究者の

ラクワル博士の協力・支援を得た。さらにマ

イクロダイセクション装置(Leica, LMD 7000)

を用いて採取した大脳皮質領域の錐体細胞、

グリア細胞の MAP キナーゼ活性を In gel 

assay 法および免疫沈降、gel-shift assay 

法、RNase protection assay 法を用いて、

PACAP による IL-6 以外のサイトカイン誘導

の可能についても検討した。これらのシステ

ムは連携研究者の荒田博士の支援を受けたと

くに PACAP においては MAP キナーゼのうちの

ERK の活性化が顕著に観察された。また細胞

死を促進すると考えられるアポトーシス促進

系の JNK の抑制が見られたことから、このペ

プチドは神経細胞内のアポトーシス経路を抑

制しているという細胞内シグナル伝達機構の

存在も明らかになった。 

 上記 PACAP KO マウスから神経細胞、アス

トロサイトを単離し、虚血条件下で細胞を潅

流し細胞内 Ca2+濃度の変化を細胞内 Ca 測定

装置(Argus 50、浜松フォトニクス)および

Cell Key System (モレキュラーデバイス社)

を用いて測定した。この研究については Cell 

Key System の本学への導入が大変遅れたため

に実験を行うことができなかった。しかし、

単離したアストロサイトにおいて虚血状態に

した条件下ではPACAP投与による細胞内Ca上

昇が顕著にみられ、内在性 PACAP がこの細胞

の虚血条件下において細胞を活性化している

ことが分かった。今までの我々の研究で活性

化したアストロサイトは IL-6 をはじめ複数

のサイトカインの誘導を惹起することから、

この実験結果を支持すると考えられる。 
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