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This review focuses on two pharmacologic approaches to the functional evaluation of new target molecules for drug
discovery. One is the development of a novel speciˆc antagonist of the Na＋-CaZ exchanger (NCX) SEA0400. The other
is a comprehensive analysis of the functions of pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP), a neu-
ropeptide ligand for G protein-coupled receptors. NCX is the one of the last target molecules regulating the cellular CaZ

concentration. There was no e‹cient way to address the pathophysiologic roles of NCX until a speciˆc antagonist, 2-[4-
[(2,5-di‰uorophenyl)methoxy]phenoxy]-5-ethoxyaniline (SEA0400), was developed. Our recent studies using
SEA0400 clearly showed the possible roles of NCX in several pathologic states of cardiovascular and nervous tissues. In
our second approach including gene-targeting methods, we found new, unexpected roles of PACAP in higher brain
functions, such as psychomotor, cognition, photoentrainment, and nociception. Based on these experimental ˆndings, a
genetic association study in schizophrenia patients revealed that the single-nucleotide polymorphisms of the PACAP
gene are signiˆcantly associated with the hypofunction of the hippocampus. Regarding the peripheral roles of PACAP,
we found that PACAP is involved not only in the regulation of insulin secretion in pancreatic islets, but also in the regu-
lation of islet turnover. In subsequent phenotypic analysis of PACAP transgenic mice, we identiˆed novel candidate
genes that probably have promising functional roles.

Key words―pharmacologic evaluation; target molecule; gene targeting; Na＋-CaZ exchanger; pituitary adenylate cy-
clase-activating polypeptide; schizophrenia

はじめに

1991 年に教授就任するとともに，「新規シグナル

系の機能的分子基盤を明らかにすることは，生理・

病態解明に留まらず，特異的な新しい創薬標的候補

分子を提示することにもつながる」という考えを研

究の基本コンセプトに掲げた．そして，新規シグナ

ル系としての神経ペプチド，pituitary adenylate cy-

clase-activating polypeptide (PACAP）と創薬標的

細胞としてのグリア細胞の機能分子という 2 つの未

開拓の課題を研究対象に選択し，研究手法として分

子生物学的手法を取り入れた分子薬理学的アプロー

チにより実施してきた．新規標的分子の機能解析の

手法には，1) 特異的リガンドの開発とその薬理効

果の評価というコンベンショナルアプローチ，2)

遺伝子改変手法による先端的アプローチ，の 2 つが

ある．1) については，まさに，これまでの薬理学

が蓄積してきた手法で，アゴニスト，アンタゴニス

トなどの適用による，急性・亜急性の機能変化を解

析する方向である．教科書的に知られている薬剤は

ほとんどがこの手法により開発されてきている．一

方，例えば，ペプチドをリガンドとする受容体な

ど，低分子リガンドの開発が困難である場合，その

機能評価はその遺伝子発現を人為的に制御した遺伝

子改変マウスを作成し，その機能変化（表現型）を

解析することでその分子の役割を探る．近年，組織

選択性，生後の時期選択性を持たせた遺伝子改変マ

ウスの作成も行われるようになってきたが，多くの
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Fig. 1. Regulation of Intracellular CaZ

Many transporters, receptors and enzymes are involved in the regulation
of intracellular CaZ. Na＋-CaZ exchanger (NCX)mediates not only CaZ ex-
trusion across the plasma membranes (forward mode) but also CaZ in‰ux
upon reduction of the Na＋ electrochemical gradient (reverse mode). VSCC:
voltage-sensitive CaZ channel, ROCC, receptor-coupled CaZ channel,
GPCRs: G protein-coupled receptor, SOCC: store-operated CaZ channel,
PLC: phospholipids C, Gp: G protein, IP3R, IP3 receptor, RyR: ryanodine
receptor, ER: endoplasmic reticulum, ERCA: ER CaZ-ATPase, PMCA:
plasma membrane CaZ-ATPase. The ˆgure was reproduced by the courtesy
of J. Pharmacol. Sci.4)
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場合，この手法での機能解析は発生後の長期に渡る

機能変異であることに留意すべきである．したがっ

て，理想的には新規標的分子の最終的機能評価は，

1) と 2) の両方を合わせて初めて全体が見渡せる

と言える．われわれは，以下に示す課題において，

これらの 2 つの手法を駆使し，新規標的分子の機能

的側面を明らかにしてきた．

われわれの研究テーマのうち，グリア細胞の標的

分子の探索については，現在，グリア細胞は，世界

的にも主要な脳神経研究のターゲットとして広範な

研究が進み，脳機能調節におけるその重要性が焦点

となってきている．研究室を立ち上げた 1991 年当

時は，グリア細胞の 1 つであるアストロサイトの培

養法が確立されつつある時代であり，グリアはニ

ューロンの補助的な役割に過ぎないというそれまで

のセントラルドグマに，小さな穴が開き始めた頃で

あった．ましてや，グリア細胞に新たな薬物標的分

子を見い出していく考えは，極めて珍しいものであ

ったと言える．われわれは，アストロサイトの新規

標的分子として，主に，Na＋-CaZ 交換系（NCX）

とエンドセリン B 受容体を選択し，その薬理学的

機能研究により，前者については世界で初めての特

異的阻害剤を開発し，NCX 機能研究の端緒を開い

た．後者については，脳傷害病態におけるエンドセ

リンシグナル系の関与を明らかにすることができた．

一方，神経ペプチド PACAP は 1989 年に Miyata

ら1)により見出されたペプチドで，内分泌系の機能

が予測されていたものの，われわれが研究をスター

トした 1992 年頃まで，ほとんど研究がなされてお

らず，機能未知のシグナル分子であった．われわれ

は，本課題の遂行においては，リガンド，受容体の

ゲノム解析から，細胞生理，遺伝子改変マウスの作

成とその表現型解析に至る包括的機能解析を導入し，

PACAP シグナル系が高次脳機能を筆頭に，いくつ

かの重要な生理作用，病態発現に係わる因子である

ことを明らかにした．また，その過程で，PACAP

遺伝子の変異がヒト統合失調症の海馬機能低下の脆

弱因子であることも明らかにすることができた．

以下，これらの研究のうち，NCX 阻害剤の開発

と PACAP の包括的機能解析の概要についてのみ

紹介する．

1. グリア細胞 NCX

NCX は，細胞膜を隔てた Na＋ の濃度勾配及び膜

電位に依存して CaZ を輸送するトランスポーター

である．正常時は CaZ を汲み出す順モードで作動

するが，細胞内 Na＋ が増加すると細胞外から CaZ

を流入する逆モードで作動する．細胞内 CaZ はシ

グナル分子として種々の細胞機能に係わっており，

その細胞内濃度は細胞膜や細胞内小器官に存在する

種々の CaZ チャンネル，CaZ ポンプ，NCX によ

り調節されている（Fig. 1）．2)電位依存性 CaZ チャ

ネルをはじめ，細胞内 CaZ 濃度調節蛋白は重要な

創薬標的分子であり，そのリガンドが薬剤として確

立されているものが多い．その観点から NCX は最

後に残された有望な分子として期待されている．

NCX の機能に関するわれわれの知見の詳細は，総

説24)を参照されたい．

1-1. NCX とアストロサイトのアポトーシス

組織あるいは細胞を低 CaZ 溶液に短時間曝露後

CaZ を含む溶液でインキュベートすると細胞内

CaZ 濃度の増加とそれに引き続く細胞機能の低下

が起こることが知られている．この現象は一般に

CaZ パラドックス障害と呼ばれており，in vitro 虚

血再灌流モデルとして研究に用いられる．われわ

れは，アストロサイトで CaZ パラドックス負荷に

より遅発性細胞死が発現することを見い出し，5,6)ア

ンチセンスを用いた実験より，NCX の逆モードを
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Fig. 2. CaZ paradox-induced Apoptosis of Astrocytes
After incubating astrocytes in CaZ-free medium, a change of the medi-

um to CaZ-supplemented one is followed by an astrocytic cell death (CaZ

paradox). CaZ paradox is characterized by a massive CaZ in‰ux through
NCX. The ˆgure depicts cellular signal cascades leading to astrocytic apopto-
sis induced by CaZ paradox.

Fig. 3. SEA0400, 2-[4-[(2,5-Di‰uorophenyl)methoxy]phe-
noxy]-5-ethoxyaniline, is a Newly Developed Speciˆc Inhibi-
tor of NCX
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介する CaZ 過流入が本障害のトリガーになってい

ること，さらに，そのアポトーシスの細胞内シグナ

ルカスケードを明らかにした（Fig. 2）．210)虚血障

害発現における活性酸素の重要性は種々の実験モデ

ルで提唱されているが，アスロトサイトの CaZ パ

ラドックスにおいても，活性酸素の産生が増加する

ことを認めた．実際，アストロサイトを過酸化水素

に短時間曝露後正常溶液でインキュベートすると，

CaZ パラドックス負荷の場合と同様の遅発性細胞

死がみられる．CaZ パラドックス負荷による活性

酸素の産生並びに細胞障害は，NCX 阻害薬，細胞

内，カルパイン阻害薬，キサンチンオキシダーゼ阻

害薬，グルタチオン，カタラーゼにより抑制され

る．すなわち，細胞内 CaZ 濃度の増加により CaZ

依存性プロテアーゼであるカルパインが活性化とそ

れに引き続くキサンチンオキシダーゼの活性化が引

き起こされ，活性酸素の産生増加と遅発性細胞死が

起こると推測される．筆者らは，CaZ パラドック

ス負荷あるいは過酸化水素曝露がアストロサイトの

NF-kB の活性化を引き起こすことを認めた．8)ま

た，過酸化水素曝露による NF-kB の活性化並びに

遅発性細胞死は，CaZ 依存性タンパク脱リン酸化

酵素カルシニューリンの阻害薬 FK506 及び熱ショ

ックタンパク質（HSP）によって抑制されること

より，NF-kB 活性化制御におけるこれらの因子の

薬理学的重要性が考えられる．7)

CaZ パラドックス負荷後のアストロサイトはア

ポトーシスでみられる形態学的，生化学的変化を示

す．すなわち，本ストレス負荷後では，ヘキスト染

色によるクロマチンの凝縮並びにアガロース電気泳

動で DNA 断片化が認められる．8)これらの成績は，

CaZ パラドックス負荷によるアストロサイトの遅

発性細胞死にアポトーシスが関与することを示す．

Figure 2 は，われわれの成績よりまとめたアスト

ロサイトの CaZ パラドックス障害におけるアポ

トーシス発現のシグナルカスケードを示す．4)

1-2. NCX の特異的阻害剤の開発 アストロ

サイトに機能的に NCX 分子が存在することを確認

したことから，1995 年，大正製薬研究所と共同で，

NCX の特異的阻害剤開発プロジェクトをスタート

させた．アストロサイトと心筋 membrane vesicle

を用いたスクリーニング系により，ランダムスク

リーニング，誘導体合成展開，さらに，HTS スク

リーニングを実施し，2001 年に新しい NCX 阻害

薬，2-[4-[(2,5-di‰uorophenyl)methoxy]phenoxy]-

5-ethoxyaniline (SEA0400）（Fig. 3）を開発した．11)

SEA0400 は，神経細胞，グリア細胞，心筋細胞の

NCX 活性を 10100 nM の濃度で強く抑制するが，

種々のイオン輸送系，イオンチャンネル，トランス

ポーター，受容体，酵素に対しては 10 mM の濃度

においても全く影響を及ぼさない．11)選択性に関し

ては，NCX 阻害薬として従来使われていた KB-

R7943 がアセチルコリン受容体，NMDA 受容体，

容量性 CaZ チャンネル，ノルアドレナリントラン

スポーターに作用するのに対して，SEA0400 はこ

れらの分子に影響しない．

NCX には NCX1, NCX2, NCX3 と 3 つのアイソ

フォームがあり，NCX1 は多くの組織に広く存在

し，NCX2, NCX3 は脳，骨格筋に局在している．

脳には 3 つのアイソフォームが存在し，胎仔あるい

は生後未熟な時期では NCX1 がメインであるが，
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Table 1. Possible Roles of NCX in Various Pathophysiologi-
cal States

Excitotoxicity of retinal ganglion cells14)

Neuronal and glial cell death15,16)

Cardiac ischemia17)

Inhibition of cardiac NCX1.1 accompanied by cardiac
protection1820)

Renal re-perfusion injury13)

CaZ oscillation in Cajal cell of smooth muscle21)

Cardiac CaZ current22)

Fig. 4. Distribution of mRNAs of PACAP, VIP and Their Receptors in Various Tissues.
In situ hybridization of PACAP and PAC1 receptor in brain reveals their speciˆed regional localizations.
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生後発育に伴い選択的に NCX2 が著明な増加を示

すため成熟脳では NCX2 がメインとなる．12)

SEA0400 の NCX アイソフォームに対する作用は

NCX1＞NCX2≫NCX3 の順に強い．13) NCX の機能

研究は，そのノックアウトマウスが胎生致死である

ことから，その有効なツールがなかったこともあ

り，ほとんど進んでいなかった．SEA0400 は，そ

の特異性，in vivo, in vitro での有効性から，NCX

機能研究には極めて有用なツールとなった．われわ

れは本化合物を国内外に供出しているが，本分子の

示す生理病態的役割の研究が飛躍的に進んでいる．

Table 1 に SEA0400 の国際共同研究での成果の一

部を示す．これらに示されるように，SEA0400 は

基礎的には，細胞内 CaZ 濃度調節機構の研究に，

ブレークスルーをもたらし，臨床的には虚血性障害

への有効性，食塩感受性高血圧に著効を示す知見が

得られている．今後，NCX のアイソフォーム特異

的阻害剤の開発などが進むことにより，本分子を標

的とする薬剤が開発されると予想される．

2. 神経ペプチド PACAP

2-1. ゲノム解析から細胞生理作用 PACAP

は，1989 年，ヒツジ脳視床下部から単離・同定さ

れたニューロペプチドで，38 アミノ酸からなる

PACAP38 と，その N 末 27 アミノ酸からなる

PACAP27 の 2 つのフォームが存在する．1) Vasoac-

tive intestinal polypeptide (VIP）とアミノ酸配列の

相同性が高く，VIP/セクレチン/グルカゴンファミ

リーに属している．PACAP には現在 3 つの受容体

PAC1, VPAC1, VPAC2 が知られている．PAC1 は

PACAP に選 択的な 受容体 であり， VIPAC1,

VPAC2 は，VIP に対しても親和性を示す．一方，

いわゆる VIP 受容体として知られている VPAC1

受容体と VPAC2 受容体は PACAP にも同様の高

い親和性を示す．したがって，PACAP の作用はこ

れら 3 種の受容体を介して発現する．これら受容体

は膜 7 回貫通型の GPCR で，cAMP, MAP キナー

ゼの細胞内シグナルを動員する．PACAP の一般的

な知見については，Vaudry らの優れた総説23)を参

照されたい．

PACAP の役割を解明することを目的に，われわ

れは次のような包括的機能解析を進めてきた．

まず，Northern 及び in situ hybridization によ

り，受容体及びリガンド mRNA 局在を解析し，

PAC1 受容体の脳への特異的分布を明らかにし

た．24)（Fig. 4）脳では PAC1 受容体及び VPAC1

受容体は広範な神経核にそれぞれ固有のパターンで

発現すること，末梢では特に交感神経節及び副腎髄

質に PAC1 受容体と PACAP が共発現することを
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Fig. 5. Signal Cross-talks between PACAP and NGF in PC12
Cells

PACAP and NGF independently enhance the expression of PACAP
mRNA and neurite outgrowth. These two signals in combination produce the
synergistic eŠects. The cross-talk in cellular MAP kinase system is responsi-
ble for the synergistic eŠect. TrkA: NGF receptor, PKA: protein kinase A,
PKC: protein kinase C. TK: tyrosine kinase.
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明らかにした．24,25)脳内で PACAP 神経は極めて幅

広く投射しており，視床下部や橋の神経核，扁桃体

に高密度に投射するほか，嗅球，大脳皮質，海馬，

脊髄，小脳などにも投射し，様々な脳機能に関与す

ると考えられる．24) PAC1 受容体は脳内に幅広く発

現し， VPAC1 受容体は海馬と大脳皮質に，

VPAC2 受容体は視床，視交叉上核，扁桃体，海馬

に強く発現する．このような受容体の幅広い発現分

布は，摂食や睡眠（視床下部），などの生理機能の

みならず，情動（扁桃体），認知機能（大脳皮質），

日内リズム（視交叉上核，松果体），記憶・学習

（海馬，扁桃体）などの高次脳機能においても

PACAP がなんらかの役割を果たす可能性を示唆す

るものと言える．

次に，遺伝子改変マウスの作成をめざし，マウス

PAC1 受容体，26) VPAC1 受容体，27) PACAP28)のゲ

ノム DNA を単離し，構造を決定した．また，受容

体の構造機能研究を目的とし，PAC1 と VPAC1

及びセクレチン受容体間のキメラ体を多種作製する

ことで受容体のドメイン構造を明らかにした．29)

PACAP の細胞レベルでの作用の検討については，

得られたゲノム DNA を用いて，PACAP 遺伝子の

プロモーター活性の調節等を in vitro 培養細胞で解

析するとともに，それに係わる細胞内情報伝達系を

明らかにした．3034) PACAP 遺伝子発現制御に関し

て，特記すべきことは，PACAP 自身がその遺伝子

発現を促進すること，また，NGF がその作用にお

いて PACAP と相乗的に働くことである．その細

胞内クロストーク（ Fig. 5 ）に示すように，

PACAP と NGF の相乗作用は，PACAP 遺伝子発

現以外に，PC12 細胞の神経突起伸展においても顕

著に認められる．PACAP 遺伝子発現には，MAP

キナーゼ ERK 及び p38 が関与すること，さらに

PACAP による神経突起伸長は，ERK 依存的，p38

非依存的であることなど，その細胞内シグナル機構

を明らかにした．PACAP のシグナル系は cAMP

系，CaZ 系が主要なものであることが知られてい

るが，これらの結果は新たに PACAP シグナル系

に MAP キナーゼ系が複雑に絡み，種々の細胞機能

調節に係わることを初めて示したものである．

PACAP のその他の細胞生理作用として，種々の細

胞での誘発性障害に対して防御的に働くことが知ら

れている．24)われわれの検討でも，大脳皮質由来初

代培養神経細胞のグルタミン酸傷害に対して，内因

性の PACAP がその傷害程度を軽減し，その機序

としてグルタミン酸が急激な PACAP 遺伝子発現

を増加すること，内因性 PACAP は BDNF 発現を

増加させること35)を報告している．

2-1-1. 脳の発生・成熟と PACAP 脳におけ

る PACAP, PAC1 受容体の発現は成体よりもむし

ろ胎生期や生後初期に顕著にみられる．また，

PAC1 受容体は生後も神経新生が起こると考えられ

ている成体の嗅球や海馬歯状回に強く発現している

ことから，PACAP は成体脳における神経伝達物

質・神経調節因子としての機能のほかに，発生・発

達期あるいは成体における神経新生の調節因子とし

て機能している可能性がある．したがって，

PACAP は成体脳における神経伝達物質・神経調節

因子としての機能のほかに，発生・発達期あるいは

成体における神経新生の調節因子として機能してい

ることも考えられる．23,36)

2-2. 生理と病態 新しいシグナル系の生理・

病態機能への係わりは，そのシグナル（入力系）強

度を人為的に変化させたときの機能変化（出力系）

の解析から求めることができる．入力系を変化させ

る手段として，アゴニスト，アンタゴニストなどの
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Table 2. Brain Phenotypes of PACAP-KO Mice and Their
Relevances to Human Pathophysiology

Phenotype Related pathophysiology

Psychomotor dysfunction37,43) Schizophrenia48), ADHD43)

Cognitive defects44) Schizophreina, Cognitive
defects

Disrupted biological clock45) Phototentrainment (aŠective
disorder)

Loss of neuropathic pain46) Nociception

Vulnerability to ischemia47) Brain ischemic damages
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リガンドを用いた急性・亜急性のものと，そのシグ

ナル系の遺伝子改変による長期のものの 2 つがあ

る．急性・亜急性のものとしては，PACAP 脳室内

直接投与によるオキシトシンなどの神経内分泌調節

作用や，摂食，飲水，体温などへの作用，さらに

は，日内リズムの位相調節，運動行動調節，記憶学

習などのより高次な脳機能への作用も報告されてい

る．23)これらの知見は PACAP が神経伝達物質・調

節因子として種々の脳機能に係わる可能性は示すも

のの，薬理作用なのか生理作用なのかについては断

定できない．最近になり，われわれを始めとして，

遺伝子改変手法を用いた PACAP 機能解析が進ん

できた．3741)以下，われわれの知見を中心に，

PACAP 遺伝子ノックアウトマウス（PACAP-KO）

の表現型とその生理・病態的意義について概説する．

2-2-1. 中枢神経系

2-2-1-1. 精神行動異常 PACAP-KO は，Ta-

ble 2 に示すように，多くの際だった中枢表現型を

示す．精神行動異常については，1) 多動（新規環

境への順応が低下），2) 異常ジャンプ行動，3) プ

レパルスインヒビション（PPI）の低下，4) 海馬

性長期増強（LTP），認知機能（記憶の維持過程）

の障害を特徴とする．42)本マウスの示す多動は，環

境への順応力の低下を意味するものであり，野生型

では自発運動が収束した時点においても活発な活動

を維持する．また，短時間に爆発的なジャンプ行動

を示す．一方，PPI は齧歯類からヒトまで保持され

ている前頭皮質の感覚情報処理能を示すパラメー

ターで，ヒトの統合失調症などの精神疾患，

NMDA 受容体ノックダウンマウスやフェンシクリ

ジン投与マウスなどの統合失調症モデルなどで低下

し，それが抗統合失調症薬で改善することから，こ

れら疾患の重要な指標と位置付けられている．

遺伝子改変動物の表現型の評価は，外部入力（環

境，薬物など）に対する二次反応性を加えることで

明確になることがある．そこで，精神作用薬の薬理

効果を検討したが，上記 3 つの異常は，非定型統合

失調症薬（5-HT／ドパミン受容体拮抗薬），リスペ

リドンですべて改善され，定型統合失調症薬（ドパ

ミン受容体拮抗薬），ハロペリドールは多動，異常

ジャンプを抑制するが，PPI 低下は抑制しなかっ

た．42,43)すなわち，これら表現型とそれに対する薬

物反応性の類似性からは，PACAP-KO が統合失調

症の機能障害を一部，表現しているモデルであると

言える．一方，PACAP-KO の記憶学習機能につい

ては，海馬 CA1，歯状回ニューロン LTP の低下と

ともに，モリス水迷路，恐怖条件付け，新規物体探

索などの記憶学習テストにおいて，海馬依存性の記

憶維持障害が認められる．さらに，強制水泳試験に

おける無動時間が，PACAP-KO で延長し，それを

リスペリドンが抑制することも見い出している（未

発表）．強制水性試験の無動時間を鬱状態の反映と

想定すると，本マウスは統合失調症の陽性，陰性症

状に類似した表現型を示すモデルと言える．

NMDA シナプス伝達の低下に基づくグルタミン酸

神経機能低下とドパミン神経機能過剰が，これら以

上の神経機構と考えることができる．一方，

PACAP-KO の記憶障害を始めとする中枢表現型の

多くのものが，PACAP の脳室内投与によりレスキ

ューされることを明らかにしている．この結果は，

これら表現型の発現機序が，脳の発生・発達におけ

る基質的異常によるものではなく，成熟時での神経

伝達の異常など，PACAP 欠損による即時的なもの

に依ることを示している．

 統合失調症患者における PACAP 遺伝子変

異（SNP) 国立精神神経センター橋本（現阪大

医）らとの共同研究で，ヒト統合失調症での genet-

ic association study を実施した．PACAP 遺伝子に

は 7 つの一塩基多型（SNP）が存在し，そのうち

の 2 つ（SNP3, SNP5）について，正常者，統合失

調症患者を対象とした関連解析から，同疾患の中間

表現型としての海馬認知機能の低下，海馬容積の減

少に関して，患者においては，メジャーアレルとマ

イナーアレルの間に統計的有意差が認められた．48)

統合失調症のリスク遺伝子の解析研究は，現在，世

界中で精力的に始まっている．現在まで，10 種類
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以上の脆弱因子が同定されている．その中で，統合

失調症を発症するスコットランドの家系の解析から

見い出された DISC1 (Disrupted in schizophrenia 1）

は，染色体 1 番と 11 番の間の転座により，変異型

遺伝子（C 末端の 257 アミノ酸を欠失）となってい

るものであり，有力な本疾患の脆弱遺伝子として高

い注目を集めている．49)正常 DISC1 は，数種類の

結合タンパクと複合体を形成し，神経突起伸展，神

経細胞遊走に係わる因子であることなど，その細胞

生理作用の解明が進みつつある．DISC1 とその結

合タンパクの 1 つの DBZ との結合を PACAP が制

御することを，ごく最近，遠山らとの共同研究で明

らかにした．50)先述のように，PACAP は PC12 細

胞の神経突起伸展を促進する．したがって，

PACAP の神経細胞での細胞生理作用に，DSC1 シ

グナル系との機能的関与が十分考えられる．

統合失調症は脳の複合的な機能異常を示す疾患

で，それぞれの病態発現には，ドパミン，グルタミ

ン酸，セロトニン神経系を始めとする複数の神経回

路の機能異常が関与すると考えられている．近年の

非定型抗精神病薬の作用点の多様性もそれを裏付け

る．PACAP のグルタミン酸神経伝達への関与につ

いては，PACAP が PAC1 受容体を介する cAMP

産生PKA シグナル系を介して，NMDA 受容体複

合体の活性化を制御することが報告されている．51)

併せて，PACAP 神経系がグルタミン酸神経伝達を

制御することは，LTP や記憶・学習，概日リズム

調節，45)神経因性疼痛46)などの現象でも認められ

る．したがって，PACAP の中枢機能の多様性は，

グルタミン酸神経の NMDA シナプス伝達への関与

から生み出されるものと考えられる．

 注意欠陥・多動性障害（Attention deˆcit hy-

peractivity disorder, ADHD) ADHD は就学年齢

児童にかなりの頻度でみられる精神行動障害で，注

意欠陥（dysfunction of sustained attention），行動

上の多動，衝撃性を特徴とする．臨床的には 1) 注

意力散漫と多動が共存，2) 注意力散漫が主たるも

の，3) 多動性が主たるものの 3 つのタイプがあ

る．原因，発症機序は明確ではないが，前頭葉の機

能異常が原因と考えられている．精神興奮薬が臨床

的に有効であることは共通で，その作用はアミンの

遊離促進，特にドパミンの遊離を促進する．したが

って，前頭葉のドパミン神経の機能異常がその要因

の 1 つであることが考えられる．動物モデルは，

ADHD に認められる行動異常を持っていること

（face validity），発症仮説，有効治療の理論と一致

していること（construct validity），未知の新しい

予測，治療法の提示（predictive validity）を示すも

のでなければならない．ADHD の動物モデルとし

て，自然発症高血圧ラット（SHR），ドパミントラ

ンスポーターノックアウト（DAT-KO） マウス，

colomoba マウス，新生時でのドパミン神経の傷害

モデルなどいくつかあるが，いずれも臨床的な

ADHD をすべてカバーするものではない．

この疾患における精神運動興奮薬の逆説的鎮静作

用は薬理学的にも極めて興味深い．DAT-KO マウ

ス52)の多動が，同様に精神運動興奮薬により抑制さ

れる．PACAP-KO の示す多動は新規環境において

顕著にみられるもので，先述のようにドパミン神経

遮断作用を持つ抗統合失調症薬で抑制される．加え

て，その初期の多動に対して，精神運動興奮薬アン

フェタミン，メチルフェニデートは抑制し，むしろ

逆に鎮静作用を示すこと（逆説的鎮静作用）が認め

られた．43)このとき，前頭皮質のアンフェタミンに

よる c-Fos 反応性ニューロンが PACAP-KO で増加

していた．さらに，このアンフェタミンの逆説的鎮

静作用は，5-HT1A 受容体拮抗薬 WAY100635 の同

時投与により拮抗された．また，野生型マウスでア

ンフェタミンの興奮作用はその初期において 5-

HT1A アゴニスト， 8-OH-DPAT により逆転す

る．43)これらの知見は，PACAP-KO が ADHD に

対する精神運動興奮薬の治療機構解明の有用なモデ

ルとなること，アンフェタミンは基本的に興奮，鎮

静の両面の作用を持つことを示す．

ADHD の薬物治療はメチルフェニデートに代わ

るものとしてノルアドレナリン選択的取り込み阻害

剤のアトモキセチンが近年，上市されたが，有効で

安全性の高い薬剤の開発は喫緊の課題となってい

る．上記のわれわれの知見は，発展的には，5-

HT1A アゴニストが同疾患の薬物治療候補（主剤

あるいは，補助薬剤）となる可能性を提示するもの

である．

2-2-1-2. 神経因性疼痛制御機構 神経因性疼

痛は，薬物治療の有効性がいまだ，完全には確立さ

れていない痛みで，その発現は，脊髄を中心とする

痛覚伝導路の神経可塑性に起因する．これまでの研
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究から，神経因性疼痛の発症について，神経細胞，

ミクログリアなどの各種の生理活性因子の関与が明

らかになっている．PACAP-KO で検討すると，神

経因性疼痛，アロデイニア，慢性炎症性疼痛反応が

消失していた．46)脊髄神経切断による同側性下肢の

疼痛閾値の低下の分子機構として，脊髄神経切除に

より，脊髄での PACAP 発現上昇に伴い NO 合成

酵素（NOS）の活性化，NO 産生増加が起きること，

PACAP は NMDA による nNOS の細胞膜への移行

を促進することで，NO 産生を高めることを明らか

にした．46)

2-2-1-3. 生物時計調節 網膜からの視交叉上

核（SCN）へのグルタミン酸神経入力による概日

リズムの調節を PACAP が制御することが知られ

ている．23) PACAP-KO では，明暗周期に変化はみ

られないが，光による位相前進（恒暗条件下での光

刺激による行動位相の前進）が選択的に抑制される

ことを見い出した．45) Per1 などの時計遺伝子が，光

による行動位相の制御に関与することが知られてい

るが，位相前進に選択的に関与する分子は見い出さ

れていない．そこで，光による位相前進に係わるシ

グナル分子を探索するために，PACAP-KO の

SCN の網羅的遺伝子発現解析から，PACAP 存在

下に光による位相前進に伴い発現する遺伝子とし

て，プロスタグランジン D 合成酵素を見い出し

た．さらに，種々の薬理学的検討から，プロスタグ

ランジン D2 がその因子であることを見い出してい

る（投稿中）．

2-2-1-4. 虚血脳障害 PACAP は種々の細胞

において，実験的細胞障害に対して MAP キナーゼ

系を介して，防御的に働くことが知られており，当

初は神経系での機能として，神経細胞死保護作用が

最も注目されていた．そこで，われわれは，塩田ら

との共同研究により PACAP-KO での脳虚血を検討

した．47)その結果，KO マウスでは，中大脳動脈閉

塞モデルでの脳障害が増悪すること，脳梗塞による

細胞死，機能障害は PACAP の脳室内投与で抑え

られることを見い出した．この知見は，PACAP は

内因性の神経保護因子であることを示すもので，そ

の分子機序として，PACAP が IL6 シグナル系にリ

ンクすることも明らかにした．

2-2-1-5. 遺伝的 PACAP 血症 ベルギーで見

い出された遺伝的高 PACAP 血症を示す 18 番染色

体短腕の部分トリソミー患者の血小板機能低下が

PACAP の過剰発現に依ることと，PACAP-KO マ

ウスの血小板では凝集能が変化することなどから，

PACAP が血小板機能に係わる因子であることを国

際共同研究で実証した．53) PACAP の遺伝的ヒト疾

患の初めての報告で，本患者は血小板機能低下を示

すとともに，重度の精神遅滞を示す．

2-3. 膵臓機能 膵臓においては，PACAP 免

疫陽性神経が膵島に投射し，PACAP 受容体のサブ

タイプのうち PAC1 と VPAC2 が発現している．ま

た単離膵島での検討では，PACAP はグルコースに

より惹起されるインスリン分泌を 10－13 から 10－14

という極めて低濃度で著明に促進する．54)これらの

知見から，PACAP はホルモンの刺激分泌連関に係

わる因子として当初から注目されていた．55)

PACAP が種々の細胞での細胞保護作用，分化ある

いは増殖促進作用を持つことから，インスリン分泌

調節以外にも膵臓機能に係わることが予測される．

そこで，われわれは，PACAP-KO に加え，膵臓特異

的 PACAP トランスジェニックマウス（PACAP-

Tg），56) PACAP-Tg と II 型糖尿病マウス（KKAy）

との交雑マウス（Tg×Ay)57)を作成し，その表現型

解析から糖尿病病態への PACAP の係わりを検討

した．その結果を要約すると，1) 膵臓の内因性

PACAP を増加させると（Tg），インスリン分泌が

亢進し，ストレプトゾトシン誘発糖尿病（Ⅰ型糖尿

病のモデルで，膵臓が傷害される）にみられる膵臓

障害が軽減する．同時に，b 細胞の増殖も亢進する．

2) Ay マウスの糖尿病の指標のうち，高インスリ

ン血症が Tg×Ay で著明に改善すると同時に，Ay

マウスの膵島の過形成が正常化した．3) 上記の事

実から，膵島に限局した網羅的遺伝子発現解析を行

い，PACAP 依存性に発現する形成制御因子として，

RegIIIb，過形成関連遺伝子として，1 つの機能未

知の遺伝子を抽出した．4) これらの両遺伝子の細

胞機能を，強制発現，RNAi ノックダウン法により

検討中で，各々高いグルコース依存的細胞増殖を制

御することを明らかにしている．

以上の知見は，内因性 PACAP が，インスリン

分泌以外に，b 細胞の増殖，膵島形成制御に係わる

因子であることを示す．さらに，膵島の増殖，形成

制御に関連する新しいシグナル系としての

PACAP- 新規遺伝子の可能性を示すもので，糖尿
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病の病態理解，新しい創薬標的を提示する可能性も

持つ．

3. 表現型解析からの機能分子評価へ

これまで述べた PACAP 遺伝子改変マウスの表

現型解析から，新たに導き出されるものをまとめ

る．まず，ヒト疾患への外挿については，PACAP

シグナル系が統合失調症，ADHD の病態，あるい

はその薬物治療機構に関与する可能性を提示した．

統合失調症の動物モデルとして NMDA 受容体ノッ

クダウン，NMDA 受容体拮抗薬のフェンシクリジ

ン投与など，NMDA シナプス伝達の変異をもたら

すものが知られている．統合失調症の陽性症状発現

に係わるドパミン神経伝達過剰説と陰性症状に関与

するグルタミン酸神経伝達低下説が現在，最も受け

入れられている統合失調症の神経化学的変化であ

る．一方，統合失調症の脆弱遺伝子解析研究は，代

表的遺伝子としての最近の DISC1 の発見49)もあ

り，現在，世界中で精力的に行われている．これま

でいくつかの候補遺伝子が挙げられているが，新た

な候補遺伝子として特定された PACAP について

特筆すべきことは，動物実験でのノックアウトの表

現型と一致がみられることにある．ごく最近，

PACAP が DISC1 とその会合蛋白 DBZ との会合を

促進する興味ある知見を見い出した．50) DISC1 は最

も確定的な統合失調症のリスク遺伝子として，その

細胞機能の詳細の解明が待たれているところである

が，PACAP と DISC1 との機能的関連が明らかに

なれば，統合失調症の発症，治療における新しい研

究方向を提示することにもつながる．一方，

PACAP-KO が小児 ADHD にみられる機能異常，

特に精神運動興奮薬の治療機構を発現していると考

える場合，本研究は，5HT1A アゴニストが同疾

患の薬物治療候補（主剤あるいは，補助薬剤）とな

る可能性を示唆する．5HT1A アゴニストによる

ドパミン，セロトニン，ノルアドレナリン，各神経

系の活性変化，と精神運動興奮薬の作用変化を解析

する必要がある．

われわれは，上述の表現型解析から，PACAP-

KO で欠失する特定機能に関連すると予測される遺

伝子をレーザーキャプチャー法による微小部位での

網羅的遺伝子発現解析から検証した．その中で，光

による位相前進に係わる新たグナル分子としてのプ

ロスタグランジン D2 を見い出している．また，膵

臓については，PACAP 依存的に発現する膵島形成

制御因子として，RegIIIb，過形成関連遺伝子とし

て，機能未知の遺伝子を抽出した．これらの両遺伝

子の細胞機能を詳細に検討中であるが，膵島の増

殖，形成制御に関連する新しいシグナル系としての

PACAP- 新規遺伝子の可能性を示すものである．

以上，概説したように，PACAP 遺伝子改変マウ

スの表現型解析から導き出された予測外の知見は，

特に，脳において PACAP 神経がメジャーな神経

回路の制御を通して高次脳機能に係わること，その

変異がヒト精神疾患にも当てはまることを示すもの

である．統合失調症を始めとする多くの多因子性疾

患は，病態的にも複数の中間表現型により構成され

る．各々の中間表現型を構成する複数の脆弱因子を

明らかにし，さらに，発症に至る環境因子を同定し

ていくことで，新しい治療方向が開けてくる．この

ように，PACAP 遺伝子改変マウスの表現型の解析

は，疾患病態の分子基盤の理解をもたらすのみなら

ず，新しい創薬標的分子の提示にも結び付くもので

ある．
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