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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ポリペプチドPACAPは一次感覚神経に発現し、末
梢神経障害・炎症に伴い発現上昇するなど、脊髄痛覚伝達に重要な役割を持つことが示唆されていたが、関与す
る受容体やその下流の情報伝達系など、多くの不明な点が残されている。そこで我々は、マウスにPACAP等をく
も膜下腔投与し、疼痛行動の薬理学的解析、およびウェスタンブロット・免疫組織化学的解析を行った。その結
果、PACAPはPAC1受容体を介して脊髄後角神経細胞およびアストロサイトを活性化させ、機械的痛覚過敏を長期
間誘発することが判明した。PAC1受容体情報伝達系は疼痛の慢性化に重要な役割を持つことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) is present in the
 spinal dorsal horn and dorsal root ganglia, and markedly upregulated in peripheral nerve injury or 
inflammation, suggesting an important role in the modulation of spinal nociceptive transmission. 
However, the involvement of PACAP type 1 (PAC1) receptor and its downstream signaling mechanism have
 not been clarified yet. We found that a single intrathecal injection of PACAP or maxadilan (a PAC1 
receptor agonist) produced long-lasting mechanical allodynia, and the spinal PAC1 receptor 
stimulation also caused sustained astrocytic activation. Our data suggest that the interaction 
between dorsal horn neurons and astrocytes evoked by PAC1 receptor-mediated signal transduction is 
critically involved in the induction and maintenance of the long-lasting mechanical allodynia. The 
signaling pathway linking between PAC1 receptor stimulation and astroglial activation may offer a 
new opportunity to treat chronic pain.

研究分野： 疼痛
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1．研究開始当初の背景 
慢性疼痛は臨床の場において最も治療に

時間と費用がかかる病気の一つである。急性
痛から慢性痛へ移行する疾患については数
多く知られているが、その移行メカニズムに
ついては今なお不明な点が多い。 
下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリ

ペ プ チ ド PACAP (pituitary adenylate 
cyclase activating polypeptide) は、研究
分担者の宮田らがヒツジ視床下部から見出
した多機能神経ペプチドである。PACAP およ
びその受容体は、1 次知覚神経節や脊髄後角
など疼痛伝達経路に発現していること、
PACAP は、1 次知覚神経損傷後約 1 週間で損
傷神経における発現量が増加し、また PACAP
欠損マウスでは、難治性慢性疼痛の代表であ
る末梢神経損傷後の神経障害性疼痛発症が
著明に減弱したことから、疼痛情報、特に神
経障害性疼痛伝達に重要な分子であると想
定されている。しかし、作用する受容体、シ
グナル伝達経路、グリア細胞の関与など、そ
の疼痛発症メカニズムに関し多くの不明点
が残っていた。 
 
2．研究の目的 
研究代表者らは以前、PACAP をマウス脊髄

くも膜下腔に投与すると、数時間を越える自
発性疼痛様行動 (下半身や尾を舐める・噛む
などの行動)を引き起こすことを報告したが、
その作用メカニズムに関しては不明のまま
であった。そこで、本研究では PACAP により
誘発される自発性疼痛様行動発症メカニズ
ムを検討した。また、この自発性疼痛様行動
は投与翌日には寛解しているが、何らかの後
遺症が残っていないかどうか、後肢に機械
的・熱的刺激を加え、逃避反応閾値を検討し
た。 
 
3．研究の方法 
1) 行動学的検討 
実験には雄性 ddY 系マウス(実験開始時 6

～12 週齢)を使用した。 
マウスくも膜下腔 (intrathecal: i.t.) 

投与は、Hylden と Wilcox の方法に倣い 5μL
投与し、投与後 30 分間、自発性疼痛様行動
を観察した。また、投与前、および投与翌日
以降経時的に機械的・熱的刺激に対する逃避
反応を検討した(機械刺激に対しては逃避閾
値を測定し、熱刺激に対しては逃避潜時を測
定した)。 
2) ウエスタンブロット法 
PACAP 等を脊髄くも膜下腔投与後、脊髄を

経時的に採取し、MAP キナーゼ (ERK および
JNK) と GFAPのタンパク発現変動を検討した。 
3) 免疫組織化学 
正常脊髄における PACAP 特異的受容体

(PAC1 受容体)の発現部位の検討を行った(神
経マーカーNeuN、アストロサイトマーカー
GFAP、およびミクログリアマーカーIba1 との

共存を検討)。 
また、PACAP 等を脊髄くも膜下腔投与後、

経時的に MAP キナーゼ (リン酸化 ERK) およ
び GFAP に対する免疫組織化学的検討を行っ
た。 
 
4．研究成果 
1) PACAP誘発自発性疼痛様行動の薬理学的特
徴 
選択的PAC1受容体作動薬であるmaxadilan 

(Max) をくも膜下腔に単回投与すると、
PACAP 投与時に観察される自発性疼痛様行動
に非常によく似た疼痛様行動を濃度依存的
に誘発した(図 1A, B)。一方、PACAP 関連ペ
プチドであり、PACAP と受容体 (VPAC1 およ
び VPAC2 受容体) を一部共有する VIP 
(vasoactive intestinal polypeptide) のく
も膜下腔投与 (i.t.投与) は、そのような行
動を誘発しなかった (図 1)。また、PACAP お
よび Max で誘発される疼痛様行動は、PAC1 選
択的拮抗薬 max.d.4 の同時投与 (図 1C)、あ
るいは後投与 (図 1D) により顕著に抑制さ
れることから、PAC1 受容体を介した行動であ
ることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1: Maxadilan くも膜下腔単回投与により
濃度依存的に誘発される自発性疼痛様行動 
PAC1 受容体拮抗薬 max.d.4 により抑制され、
VIP では誘発されないことから、PAC1 受容体
を介した行動であることが示唆される。 
 
2) 脊髄 PAC1 受容体刺激はリン酸化 ERKの発
現上昇を引き起こす 
PAC1 受容体刺激後、どのような細胞内シグ

ナル伝達系を介して自発性疼痛様行動を引
き 起 こ す の か 検 討 す る た め 、 ERK 
(extracellular signal-regulated kinase) 
の活性化状態を検討した。ERK は末梢に疼痛
刺激を加えると、脊髄後角において急速にリ
ン酸化されて (pERK: リン酸化 ERK)、活性化
状態になることが知られているMAPキナーゼ
の 1種である。 
Max を i.t.投与すると、5分以内に pERK の

発現上昇をもたらし (図 2A、B)、少なくとも
30 分以上持続した (not shown)。また、Max
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により誘発される疼痛様行動は、PD98059 
(MAPK/ERK kinase 阻害薬: MEK 阻害薬) の同
時投与により顕著に阻害されることから 
(図 2C)、ERK の活性化が疼痛様行動誘発に関
与していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図2: Maxadilanのi.t.投与は脊髄後角のERK
を活性化させる 
Maxadilan (Max、50 pmol、単回 i.t.投与) は、
投与後 5分で ERKを活性化 (リン酸化 ERK発
現上昇) させ、自発性疼痛様行動を引き起こ
す。 
 
3) 脊髄 PAC1受容体刺激はアストロサイト活
性化を早期に引き起こす 
PACAP/Max で誘発される疼痛様行動は、長

時間持続することから、近年疼痛の慢性化メ
カニズムに関与することが示唆されている
アストロサイト活性化の関与の有無を検討
した。 
Max (50 pmol) を単回 i.t.投与すると、30

分後には GFAP 蛋白発現量は有意に増加し 
(図 3)、PAC1 受容体刺激により、アストロサ
イトが早期に活性化されうることが示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3: Maxadilan 誘発脊髄アストロサイト活
性化 
Maxadilan (Max、50 pmol、単回 i.t.投与) は、
投与後 30分で GFAP タンパク発現量を上昇さ
せた。 
 
そこで、アストロサイト活性化が本自発性

疼痛様行動発現に関与するか否か検討する
ために、アストロサイト活性化阻害薬
L-α-aminoadipate (L-α-AA: 0.3~1 nmol) 
の効果を検討したところ、Max (50 pmol) 誘

発疼痛様行動の発現を顕著に抑制した (図
4A)。さらに、pERK 発現に対する効果を検討
してみると、L-α-AA (1 nmol) は、Max (50 
pmol) 投与後 30分に観察される pERK 発現上
昇をほぼ完全に抑制した (図 4B、C)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4: アストロサイト活性化阻害薬の効果 
ア ス ト ロ サ イ ト 活 性 化 阻 害 薬
L-α-aminoadipate (L-α-AA) は Max 誘発自
発性疼痛様行動を抑制するとともにERK活性
化も抑制した。 
 
4) 脊髄 PAC1 受容体刺激はリン酸化 JNKの発
現上昇を引き起こす 
PAC1 受容体刺激はアストロサイト活性化

を引き起こすことが示唆されたので、我々は
次に、疼痛刺激により脊髄アストロサイトに
おいて活性化されることが示唆されている
MAP キナーゼの一種 JNK (c-Jun N-terminal 
kinase) の発現動態を検討した (図 5)。 
Max (50 pmol)の i.t.投与 5分後では、JNK

およびリン酸化 JNK (pJNK) の発現変動は観
察されないが(図5A)、30分後では有意にpJNK
の発現上昇が認められた (図 5B)。 
そこで、JNK の活性化が Max 誘発自発性疼

痛様行動発現に関与するか否かを検討する
ため、JNK 阻害薬 SP600125 (2 nmol) 同時投
与の効果を検討したところ、Max 誘発自発性
疼痛様行動発現は著明に抑制された (図 5C)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

C 
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図 5: Maxadilani.t.投与は JNKを活性化させ
る 
Maxadilan (Max、50 pmol、単回 i.t.投与) は、
投与後 30 分で JNK を活性化 (リン酸化 JNK
発現上昇) させ、自発性疼痛様行動を引き起
こす。 
5) 脊髄 PAC1受容体刺激は長期機械的アロデ
ィニア現象を引き起こす 
PACAP および Max をくも膜下腔投与するこ

とによって誘発される自発性疼痛様行動は
少なくとも数時間持続することを確認して
いるが、投与翌日にはほぼ寛解している。そ
こで、自発性疼痛様行動寛解後も何らかの影
響が認めらるか否かを検討するため、機械お
よび熱刺激に対する後肢の逃避行動閾値に
対する効果を検討した。 
PACAP (100 pmol) あるいは Max (50 pmol) 

の単回 i.t.投与は、少なくとも 84 日間持続
する長期機械的閾値の低下 (機械的アロデ
ィニア現象) をもたらしたが、VIP (100 
pmol) の投与はほとんど影響を与えなかっ
た (図 6A)。一方、熱刺激に対する潜時には
有意な影響を与えなかった (図 6B)。また、
PACAP および Max による機械的アロディニア
の発症は、PAC1 受容体 PAC1 受容体拮抗薬
max.d.4 (100 pmol) により完全に阻害され
ることから、PAC1 受容体を介していることが
示唆された (図 6C)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6: PAC1 受容体刺激により誘発される長期
機械的アロディニア 
PACAP (100 pmol) あるいは Max (50 pmol) の
単回 i.t.投与は、少なくとも 84 日間持続す
る長期機械的アロディニアを引き起こすが、
熱性痛覚過敏は生じない。この機械的アロデ
ィニア発症は、PAC1 受容体拮抗薬 max.d.4 に
より抑制され、VIP では誘発されないことか
ら、PAC1 受容体を介した行動であることが示
唆される。 
 
このような長期機械的アロディニア現象

の発症は、現在のところ PAC1 受容体刺激特
異的であり、PACAP 同様 1 次知覚神経に含有
され、従来より疼痛伝達における重要性が示
唆されていた神経ペプチドサブスタンス P 
(SP) や CGRP (calcitonin-gene- related 

peptide) の同用量(100 pmol) 投与や、疼痛
慢性化に重要とされている NMDA 受容体の活
性化 (1 nmol の NMDA を i.t.投与) は 1～2
週間程度持続する機械的アロディニア現象
を誘発するのみであった (図 7)。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7: SP、CGRP あるいは NMDA の単回 i.t.投
与は短期の自発性疼痛様行動、および機械的
アロディニアしか誘発しない 
 
6) 脊髄 PAC1受容体刺激は長期のアストロサ
イト活性化を引き起こす 
3)で述べたようにPACAPおよびMaxのi.t.

投与は、投与後 30 分以内にアストロサイト
活性化の一つの指標である GFAP 発現上昇を
引き起こした。そこで、GFAP 発現上昇はどの
程度持続するのか検討したところ、少なくと
も 84 日間持続していることがウエスタンブ
ロット法および免疫組織化学的手法により
観察された (図 8)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 8: PACAP あるいは maxadilan の単回 i.t.
投与は 84日間持続する GFAP タンパク発現量
上昇を誘発する 
 
一方、ミクログリアマーカーである Iba1

を発現する細胞の形態に変化は認められな
かった (図 9)。 
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図 9: PACAP/maxadilan の単回 i.t.投与は
Iba1 発現細胞の形態および発現量を変化さ
せない 
7) アストロサイト活性化阻害薬 L-α-AA は
PAC1 受容体誘発長期機械的アロディニア現
象発症および維持を抑制する 
L-α-AA (0.3~1 nmol) と Max (50 pmol) の

同時i.t.投与はMax誘発自発性疼痛様行動発
症を抑制した (図 4)。そこで、L-α-AA は
PACAP/Max 誘発長期機械的アロディニア現象
発症に影響を与えるか否か検討した (図 10)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 10: アストロサイト活性化阻害薬L-α-AA
の同時投与は PAC1 受容体誘発機械的アロデ
ィニアの発症を抑制し、後投与は機械的アロ
ディニアの維持を抑制する 
 
まず、PACAP (100 pmol) あるいは Max (50 

pmol) との同時 i.t.投与を検討してみると、
長期機械的アロディニア現象発症をほぼ完
全に抑制した (図 10A)。さらに、PACAP ある
いは Max を i.t.投与後 84 日目に機械的アロ
ディニアを観察し、その後 L-α-AA (300 
pmol) を i.t.投与しても、機械的アロディニ
ア現象を顕著に抑制した(図 10B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 11: PACAP/Max i.t.投与後 84 日目におけ
る L-α-AA (300 pmol)の GFAP タンパク発現
量に対する効果 
この疼痛行動変化に平行して、GFAP 発現量

も変化した (PACAP あるいは Maxの i.t.投与
後 84 日目において、GFAP 発現量は vehicle 
control に比べ上昇しているが、L-α-AA の
投与後 2時間目に有意に抑制された: 図 11) 
 
8) PAC1 受容体誘発機械的アロディニア現象
発症には ERK や JNK 活性化が関与する 
MEK 阻害薬 PD98059、あるいは JNK 阻害薬

SP600125 と Max の同時 i.t.投与は、Max 誘発
自発性疼痛様行動発症を抑制した (図 2、5)。
そこで、ERK あるいは JNK の活性化が
PACAP/Max 誘発長期機械的アロディニア現象
発症に関連しているか否か検討した (図 12)。 
PD98089 (2 nmol)あるいは SP600125 (2 

nmol) と PACAP (100 pmol) あるいは Max (50 
pmol) の同時 i.t.投与は、機械的アロディニ
ア現象発症をほぼ完全に阻害した. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 12: MEK 阻害薬あるいは JNK阻害薬は PAC1
受容体誘発長期機械的アロディニア発症を
阻害する 
 
9) 脊髄におけるPAC1受容体発現細胞の同定 
脊髄における PAC1 発現細胞の検討はこれ

までラットにおいて数例報告されているが、
不完全なものであり、またマウス脊髄におけ
る検討は報告されていなかった。そこで我々
は、PAC１受容体特異的抗体と神経細胞、ア
ストロサイト、ミクログリアそれぞれのマー
カーに対する抗体を用い、二重免疫染色を行
った (図 13)。 
その結果、PAC1 受容体免疫活性は脊髄後角

に広く分布し、主に神経細胞に認められるが、
ミクログリアにはほとんど存在しないこと、
アストロサイトにはしばしば認められるこ
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とが観察された。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 13: PAC1 受容体特異的抗体および各種細
胞マーカーを用いた蛍光 2重染色画像 
 
10) 結論 
以上の結果から、脊髄PAC1受容体刺激は、

後角神経細胞上に発現する PAC1 受容体を介
して ERK を早期に活性化させ(①)、その後何
らかの情報伝達分子(あるいはアストロサイ
ト上に発現するPAC1受容体を介して)がアス
トロサイトに作用することでJNKを活性化さ
せる(②)。活性化アストロサイトも何らかの
情報伝達分子を介して神経細胞の活動を維
持することによって疼痛の慢性化を引き起
こすことが示唆された。 
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