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カテコールアミンニューロンの刺激分泌連関に関する研究

―神経ペプチド PACAP（Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide）の役割―
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Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) is a neuropeptide ˆrst isolated from ovine hypotha-
lamic tissue. This peptide stimulates adenylate cyclase activation. However, few details were known of the function of
this peptide on stimulus-secretion coupling in neuronal cells. The authors have investigated the role of PACAP on
catecholamine biosynthesis and secretion using cultured bovine adrenal chroma‹n cells as a model for catecholamine-
containing neurons. PACAP38, the 38-amino acid form of PACAP, increased cAMP formation in bovine adrenal chro-
ma‹n cells. In addition, PACAP38 increased [Ca2＋]i associated with PI turnover and Ca2＋ in‰ux into the cells. The
synthesis of catecholamine and the phosphorylation of tyrosine hydroxylase, a rate-limiting enzyme of catecholamine
biosynthesis, stimulated by the maximal eŠective concentration of dibutyryl cAMP or a high concentration (56 mM) of
K＋ were further enhanced by PACAP38. Thus PACAP38 stimulated the pathway of catecholamine biosynthesis mainly
by both activation of cAMPand Ca2＋dependent protein kinases. On catecholamine secretion from the cells, the eŠect
of PACAP38 was markedly potentiated by addition of ouabain, an inhibitor of Na＋/K＋ ATPase. This markedly poten-
tiated secretion was greatly reduced with Na＋ omitted„sucrose medium. PACAP38 increased 22Na＋ in‰ux into the cells
treated with ouabain. Thus PACAP38 with ouabain stimulated catecholamine secretion by accumulation of intracellular
Na＋, resulting in an increase in Ca2＋ in‰ux. These results indicate that the neuropeptide PACAP has an important role
in stimulus-secretion coupling in adrenal chroma‹n cells.
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1. はじめに

カテコールアミンニューロンにおいてカテコール

アミンは，細胞内で生合成系の律速酵素であるチロ

シン水酸化酵素によりチロシンから生合成され，特

定の分泌顆粒中で貯蔵されている．カテコールアミ

ンニューロンはカテコールアミンを刺激に応じて細

胞外へ開口分泌（exocytosis）する機構を有してお

り，この機構を“刺激分泌連関”と称する．内分泌

臓器である副腎髄質のクロマフィン細胞は，内臓神

経末端から放出されたアセチルコリンに応答してカ

テコールアミンを分泌する機能をもつことからも，

また発生学的見地からも，カテコールアミンニュー

ロンのモデルとして“刺激分泌連関”の解析に繁用

されている．1―7)副腎髄質クロマフィン細胞におけ

るカテコールアミン生合成及び分泌は Ca2＋ に依存

した反応であることが知られている．8,9)

一方，PACAP (pituitary adenylate cyclase-activa-

ting polypeptide）は，ラット下垂体細胞のアデニル

酸シクラーゼ活性化作用を指標として，ヒツジ脳

視床下部から単離された脳内神経ペプチドであ

る．10,11)しかしその分布は視床下部のみならず脳内

各部位，交感神経節，膵臓，呼吸器，消化器，生殖

器と広範で，末梢では副腎にも比較的多く発現して

いる．12) PACAP には 38 個のアミノ酸からなる

PACAP38とその N末端 27個のアミノ酸からなる
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PACAP27 の 2 種 類 が あ る ． PACAP は VIP

（vasoactive intestinal polypeptide)/セクレチン/グ

ルカゴンファミリーに属し，PACAP27 の構造は

VIP と 70％の相同性をもつが，PACAP のアデニ

ル酸シクラーゼ活性化作用は VIPの 1000倍以上と

言われている．10,11) PACAPの生理作用としては，

神経細胞の増殖・分化・生存維持や脳下垂体細胞か

らの各種ホルモン分泌促進作用のみならず，精子形

成作用，膵 b 細胞からのインスリン分泌促進作用

など多岐にわたっている．13)

本研究では，カテコールアミンニューロンでの

“刺激分泌連関”における PACAPの役割を明らか

にすることを目的に，培養ウシ副腎髄質クロマフィ

ン細胞を用いて，カテコールアミン生合成及び分泌

における PACAP38 の作用及びその機構について

検討した．

2. PACAPのカテコールアミン生合成に及ぼす

作用

培養ウシ副腎髄質クロマフィン細胞で PACAP

は，100 pM―100 nMにおいて濃度依存的に［14C］

チロシンからの［14C］カテコールアミン生合成を

促進した．しかし［14C］ドーパからの［14C］カテ

コールアミン生合成には影響を及ぼさなかったため，

PACAPのカテコールアミン生合成促進作用にはチ

ロシン水酸化酵素が関与するものと考えられた．チ

ロシン水酸化酵素はカテコールアミン生合成系の律

速酵素で，cAMP/フォルスコリン（アデニル酸シ

クラーゼ活性化剤）によってリン酸化され活性化さ

れる．1,14) 100 nM PACAPはその名の通り cAMP生

成を 609％増加させた．この作用は 1 mMフォルス

コリンに匹敵する．チロシン水酸化酵素は，他にも

細胞のニコチン受容体刺激や脱分極刺激，Ca2＋ イ

オノフォアによる細胞内 Ca2＋ レベル（［Ca2＋]i）

の上昇，ホルボールエステル（Cキナーゼ活性化剤）

によってもリン酸化され活性化される．1,15)

PACAPのカテコールアミン生合成促進作用にお

ける細胞内外の Ca2＋ の関与について検討した．反

応液中の Ca2＋ を除去すると PACAPのカテコール

アミン生合成促進作用は 43％減少した．また培養

ウシ副腎髄質クロマフィン細胞に［3H］イノシトー

ルを作用させた実験で，100 nM PACAPは［3H］

イノシトールリン酸類の生成を 141％増加させた．

イノシトールリン酸類に含まれる 1,4,5トリホスホ

イノシトール（IP3）はホスホリパーゼ Cの働きに

より生成され，細胞内貯蔵部位よりサイトゾールへ

Ca2＋ を遊離させる．16)蛍光 Ca2＋ プローブ Fura2

を用いた実験では，PACAP100 nMによる［Ca2＋]i

の上昇は二相性を示し，その最大値は 618 nMを示

した．IP3 刺激によって細胞内貯蔵部位から Ca2＋

を遊離させる 1 mMブラジキニンや細胞を脱分極さ

せ電位依存性 Ca2＋ チャネルを活性化する高濃度

（56 mM）K＋ では，［Ca2＋] i の最大値はそれぞれ

430 nM, 890 nM で，これらと比較すると 100 nM

PACAPの 618 nMは中間に位置している．細胞外

からの 45Ca2＋ の流入について確認すると，刺激を

行わなかったときと比較し 56 mM K＋ で 149％の増

加，100 nM PACAP では 102％の増加が確認され

た．これらのデータは，PACAPが細胞内貯蔵部位

からの遊離，細胞外液からの流入の両経路を刺激し

て［Ca2＋]iを上昇させている可能性を示唆するも

のである．

ウシ副腎クロマフィン細胞においてチロシン水酸

化酵素のリン酸化や活性化は，cAMP 依存性プロ

テインキナーゼ（Aキナーゼ），Ca2＋ 依存性プロテ

インキナーゼ（Cキナーゼ，CaM キナーゼ）によ

って調節されていることが報告されている．1,17,18)

ジブチリル cAMP（dBcAMP）は Aキナーゼ，高

濃度 K＋ は Ca2＋ 依存性プロテインキナーゼを介し

てカテコールアミン生合成を増加させる．1,19)我々

の実験系でも，7 mM dBcAMP, 56 mM K＋ はカテ

コールアミン生合成をそれぞれ 120％, 152％増加さ

せ，両者の併用では 276％と相加的な効果を示した．

100 nM PACAP は単独でカテコールアミン生合成

を 90％増加させるが，7 mM dBcAMP, 56 mM K＋

との併用ではそれぞれ 196％, 228％と増強効果は認

められるものの相加的効果には及ばなかった．使用

した各薬物濃度はカテコールアミン生合成において

単独で最大の反応を引き起こす濃度であることから，

PACAPによるカテコールアミン生合成は，cAMP

依存性及び Ca2＋ 依存性両者のプロテインキナーゼ

によって調節されている可能性が示唆された．しか

し PACAPのカテコールアミン生合成促進作用は，

C キナーゼ阻害剤スタウロスポリン（1 mM）や C

キナーゼのダウンレギュレーションを惹起させる 1

mM TPA（12Otetradecanoyl phorbol 13acetate）

24時間処理によっては影響されなかった．20―23)し
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Fig. 1. EŠects of PACAP, Dibutyryl cAMP (dBcAMP) and High K＋ on Phosphorylation of Tyrosine Hydroxylase in Cultured Bo-
vine Adrenal Chroma‹n Cells

Cells were incubated at 37°C for 30 min in the presence or absence of 100 nM PACAP, 7 mM dBcAMP or 56 mM high K＋. Tyrosine hydroxylase phosphoryla-
tion is expressed as a percentage of control value. Data are means ± SE for 3 separate experiments. a: Signiˆcantly greater than the value with dBcAMP, b: Sig-
niˆcantly greater than the value with high K＋ (both p＜0.01).

645No. 9

たがって PACAP のカテコールアミン生合成促進

作用におけるチロシン水酸化酵素のリン酸化に C

キナーゼはあまり重要ではないかもしれない．

チロシン水酸化酵素のリン酸化について検討した

のが Fig. 1 である．100 nM PACAP は単独でチロ

シン水酸化酵素のリン酸化を 145％増加させた．同

様に 7 mM dBcAMP で 116％, 56 mM K＋ で 259％

チロシン水酸化酵素のリン酸化を増加させたが，こ

れらに 100 nM PACAPを併用すると，リン酸化の

増加はそれぞれ 225％, 312％にまで増強された．し

かしカテコールアミン生合成同様，相加的なレベル

にまでは達していないと言える．

以上の成績から，PACAPは Ca2＋ 及び cAMP依

存性の機構によりチロシン水酸化酵素のリン酸化及

び活性化を惹起し，カテコールアミン生合成を促進

することが示唆された．3,4)

3. PACAPのカテコールアミン分泌に及ぼす作

用

PACAPは単独で培養ウシ副腎クロマフィン細胞

からのカテコールアミン分泌を惹起した．この反応

は PACAP100 pM―100 nMにおいて濃度依存的で

あるが，30 分間の分泌量は最大でも細胞含有総カ

テコールアミン量の 1―2％程度であった．ウシ副

腎クロマフィン細胞からの PACAP によるカテ

コールアミン分泌は，生理的刺激剤であるアセチル

コリンや高濃度（56 mM）K＋ による脱分極刺激が

2分以内に 10―20％という急速で大きな分泌を引き

起こすのに比較し，40分まで非常に緩徐で持続的

であった．

そこで PACAP によるカテコールアミン分泌作

用に Ca2＋ 以外に Na＋ の関与を考え，反応系に

Na＋ /K＋ATPase 阻害剤ウアバインを適用し

た．24―28) 10 mMウアバインは Na＋ の細胞外流出を

ほぼ 100％阻害し，30 分で 2―3％程度のカテコー

ルアミン分泌を惹起する．100 nM PACAP と 10

mMウアバインの併用は，30分間で約 7％を分泌し

た．さらに Ca2＋流入過程を一連の反応から分離す

る 2段階の反応方法を試みた．まず第一段階で反応

液から Ca2＋ を除去し PACAP及びウアバインを含

む反応液で細胞を 30分間前処理し，第二段階では

反応液から PACAPやウアバインを除いて 10分間

Ca2＋ を添加する．この方法により，Ca2＋ の流入以

前に惹起された現象，特に Na＋ の蓄積を観察する

ことが可能となった．ウアバインの併用により，

PACAPによるカテコールアミン分泌は著明に増強

され 15―20％にまで達した．

この二段階反応において，第一段階で 100

nMPACAP と 10 mMウアバインを作用させたとき

のカテコールアミン分泌は，第二段階反応液の

Ca2＋ 濃度（0―2.2 mM）に依存し，2.2 mMCa2＋ で
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Fig. 2. EŠects of Extracellular Na＋ on Catecholamine Secre-
tion from Cultured Bovine Adrenal Chroma‹n Cells

Cells were incubated at 37°C for 30 min with 100 nM PACAP and/or 100
mM ouabain in Ca2＋free medium in the presence (open column) or absence
(dotted column) of Na＋ and then stimulated for 15 min with Ca2＋medium
in the presence of Na＋ without PACAP and ouabain. Catecholamine secre-
tion is expressed as a percentage of the total cellular content. Data are means
± SE for 36 experiments. ＊ : Signiˆcantly less than the corresponding
value ( p＜0.01).
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は 0 mM Ca2＋ に対し 345％の増加を示した．そこ

で反応液中の Ca2＋ が細胞内に流入していることを

確認するため，第二段階反応液に 45Ca2＋ を添加し

た．その結果，第一段階で 100 nMPACAPと 10 mM

ウアバインを作用させた細胞への 45Ca2＋ の蓄積

（流入）は著明に増加し，定常状態（第一段階で

PACAPやウアバインを作用させないとき）の約 9

倍，ウアバインのみを作用させたときの約 2倍とな

った．次に，第一段階の PACAP，ウアバインを含

む反応液から Na＋ を除去すると，第二段階でのカ

テコールアミン分泌は 79％阻害された（Fig. 2）．

また第一段階で反応液に 22Na＋ を添加すると，細胞

内への 22Na＋ の蓄積（流入）は定常状態の約 12.6

倍に増加した．ウワバインは細胞からの Na＋ 排出

機構である Na＋/K＋ATPaseを阻害するため，結

果的に 22Na＋ の細胞内蓄積量を増加させることは容

易に予測できる．しかし第一段階でウワバインのみ

を作用させたときの 22Na＋ 蓄積量は定常状態の約

9.3 倍に止まり，PACAP の存在が有意に細胞内
22Na＋ の蓄積量を増加させていることが確認され

た．この反応系において，ウアバイン存在下

PACAPのカテコールアミン分泌促進作用は，第一

段階での細胞内 Na＋ の蓄積とそれに続く第二段階

での Ca2＋流入促進によって惹起されているものと

考えられた．

PACAPの名前の由来であるアデニル酸シクラー

ゼ系の関与について検討した．cAMP 生成を 100

nM PACAP は約 7 倍，1 mM フォルスコリンは約

8.5 倍に増加させた．これに比して第一段階に 10

mMウアバインを適用したときのカテコールアミン

分泌は，100 nM PACAP の添加により約 1.8 倍に

増強されたが，1 mMフォルスコリンの添加では影

響は認められなかった．これは，ウアバイン存在下

PACAPのカテコールアミン分泌促進作用に，アデ

ニル酸シクラーゼの活性化ひいては cAMPや Aキ

ナーゼはあまり関与していない可能性を示唆するも

のである．

PIレスポンスや Cキナーゼの関与についても検

討した．前述のように，100 nM PACAPは［3H］

イノシトールリン酸類の生成を約 2.4倍に増加させ

ている．ウアバインを適用した二段階反応でのカテ

コールアミン分泌では，第一段階での 100 nM

PACAPの添加で約 1.8倍の分泌が観察されたが，

同時に Cキナーゼを阻害するスタウロスポリン（1

mM）を添加すると分泌は 1.2 倍程度にまで抑制さ

れた．また第一段階でウアバインと共に C キナー

ゼを活性化する 1 mM TPA を添加すると 100 nM

PACAPと同様に約 1.8倍の分泌増強効果が観察さ

れた．これらの結果より，ウアバイン存在下

PACAPのカテコールアミン分泌促進作用の細胞内

機構に PIレスポンスを通じた Cキナーゼの活性化

が関与していると考えられた．

他種の動物を用いた実験で，PACAPは主として

電位依存性 Ca2＋ チャネルの活性化を通してクロマ

フィン細胞からのカテコールアミン分泌を惹起して

いるとの報告がある．29,30)我々の実験系において二

段階反応の第一段階で PACAP とウワバインを適

用したときのカテコールアミン分泌は，第二段階で

電位依存性 Ca2＋ チャネルを阻害する 1 mMニフェ

ジピン又は Na＋/Ca2＋ 交換系を阻害する 5 mMアミ

ロライドを添加するとそれぞれ 25％, 36％抑制され

た．しかし第一段階でウワバインのみを適用したと

きの分泌抑制率は，ニフェジピン，アミロライドそ

れぞれ 37％, 18％となった．このことは，培養ウシ

副腎クロマフィン細胞において PACAP はウワバ

イン存在下膜の脱分極による電位依存性チャネルの

活性化あるいは Na＋/Ca2＋ 交換系を介した Ca2＋流

入の結果によりカテコールアミン分泌を惹起してい
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Fig. 3. Schematic Stimulus-Secretion Coupling in Adrenal Chroma‹n Cells Stimulated by PACAP
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るが，PACAPの作用に関連した Ca2＋ 流入機構に

は電位依存性 Ca2＋ チャネルよりむしろ Na＋/Ca2＋

交換系の関与が大きいことを示唆しているのかもし

れない．

以上の成績から，ウワバイン存在下 PACAP は

細胞内への Na＋ の蓄積に続く Ca2＋ の流入を介し

てカテコールアミン分泌を促進させており，その細

胞内機構にはアデニル酸シクラーゼ系よりむしろ

PIレスポンスを介した Cキナーゼの活性化が重要

であることが示唆された．5)

4. まとめ

本研究では，培養ウシ副腎髄質クロマフィン細胞

を用いて，カテコールアミン生合成及び分泌におけ

る PACAP38 の作用及びそれに関わる細胞内機構

について検討した． PACAP38 は，Ca2＋ 及び

cAMP 依存性の機構によりチロシン水酸化酵素の

リン酸化及び活性化を通してカテコールアミン生合

成を促進させた．またウワバインを併用した実験よ

り，PACAP38は主に PIレスポンスを介した Cキ

ナーゼの活性化を通して細胞内に Na＋ を蓄積さ

せ，それに続く Ca2＋流入ひいてはカテコールアミ

ン分泌を促進させたと考えられた．3―5)

ウシ副腎クロマフィン細胞に存在する PACAP

受容体には，アデニル酸シクラーゼを活性化する系

と PI レスポンスを亢進させる系が併存してい

る．13)本研究結果より，主にアデニル酸シクラーゼ

系がカテコールアミン生合成に，PIレスポンス系

がカテコールアミン分泌に関与していると考えられ

た．Figure 3に考えられる細胞内活性化経路を示し

た．アデニル酸シクラーゼの活性化は cAMPの生

成を亢進させ Aキナーゼを活性化させる．また電

位依存性チャネルの活性化で細胞外から流入したり，

PI レスポンスの亢進で生じた IP3 により細胞内

Ca2＋ プールから分泌されて増加した細胞内 Ca2＋

は，CaMキナーゼや Cキナーゼを活性化させる．

これらの活性化リン酸化酵素，特に A キナーゼ，

CaM キナーゼが，チロシン水酸化酵素をリン酸化

し活性化させてカテコールアミン生合成を促進させ

る．

一方 PIレスポンスの亢進により生じたジアシル

グリセロールは C キナーゼを活性化する．C キ

ナーゼはそれ自身でもカテコールアミン分泌を促進

するが，一方で Na＋/H＋ アンチポートシステムの

活性化などにより細胞内に Na＋ を流入させる．31)

ウワバインの添加によって Na＋/K＋ATPase が阻

害され Na＋ は能動的に細胞外へ汲み出されないた

め細胞内に蓄積し，細胞は脱分極状態となり電位依

存性 Ca2＋ チャネルを開かせる．また細胞内に蓄積

した Na＋ は Ca2＋ の排出機構として知られる Na＋

/Ca2＋ 交換系を逆方向に作動させ，細胞内 Na＋ と

細胞外 Ca2＋ を交換させる．すなわち細胞内へ

Ca2＋ を導入しカテコールアミン分泌を惹起すると
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いう機構が考えられた．
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