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論文内容の要旨

Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide CPACAP) は、 vasoactive intestinal polypeptide CVIP) 

とアミノ酸配列で約70% という高い相向性を有するホルモンである o PACAP は脳や副腎、消化器などに発現してお

り、下垂体ホルモンやカテコラミン、インスリンなどの分泌を調節する因子として機能する他、神経成長因子あるい

は神経伝達物質としての役割を担うことも示唆されている o このような PACAP の多岐にわたる生理作用は、標的細

胞膜上に存在する特異的な受容体を介して発揮される。これまでのところ、 PACAP 受容体には 3 種類のサプタイプ、

すなわち PAC 1 受容体、 VPAC1 受容体ならびに VPAC2 受容体が存在することが明らかにされている。 リガンド

結合活性については、 PAC 1 受容体は PACAP に選択性が高く、 VIP に対しては低親和性である。一方、 VPAC1

受容体および VPAC2 受容体は、 PACAP と VIP の両者にほぼ同程度の高い親和性を示す。以上のように、 PACAP

と VIP が受容体に対する結合交文性を有すること、受容体サプタイプが存在することなどの理由により、これらの

ペプチドおよび受容体サプタイプの一つ一つが果たす生理的な役割の詳細は、現時点では不明な点が数多く残されて

いる。そこで、本研究においては、 PACAP の生理作用を分子レベルで解明することを目的として、分子薬理学的に

研究を進めた。まず、マウスにおける PAC 1 受容体の遺伝子と cDNA、および PACAP の遺伝子を単離し、それら

の構造を解析した。次に、単離した遺伝子を用いて、 PAC 1 受容体の遺伝子ターゲティングマウスおよび勝臓特異

的に PACAP を過剰発現させるトランスジェニックマウスを作製し、 PAC 1 受容体と PACAP の生理的役割につい

て検討を行った。

ラット PAC 1 受容体 cDNA をプロープとして、マウス遺伝子ライブラリーをスクリーニングし、 PAC 1 受容体

遺伝子を単離した。本遺伝子は、 50kb以上におよび、 18個のエクソンで構成されていた。本遺伝子の 5 '一隣接領域

には、 TATA box は存在しなかったが、 CCAAT box や Sp 1 、 AP- 2 、 NF- 1 などの転写因子の結合配列が見い

出された。また、マウス脳 poly (AγRNA から RT-PCR 法を用いて PAC 1 受容体 cDNA を単離し、その構造を

解析した。本 cDNA を用いて、マウス PAC 1 受容体を COS 7 細胞に強制発現させ、その薬理学的特性について検

討したところ、 PACAP は VIP に比べ本受容体に対して非常に高い結合親和性を示し、低濃度から強く細胞内

cAMP の産生を促進した。

リガンドである PACAP についても、ラット PACAPcDNA をプロープとしてマウス遺伝子ライブラリーからそ

の遺伝子を単離し、 5 '一上流および 3' 一下流領域を含む全塩基配列を決定した。加えて、 5 '-RACE 法を用いた
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解析から、マウスの脳において、 PACAP 遺伝子から alternative splicing 機構および alternative transcription 

initiation 機構によって、 3 種の異なる 5 '一非翻訳領域をもっmRNAが産生されることを明らかとした。 PACAP 遺

伝子の 5' ー隣接領域には、 cAMP responsive element (CRE) 、 TPA responsive element (TRE) および GHF-l

などの転写因子の結合配列が見い出された。また、 PC12細胞を用いて本遺伝子の転写活性をルシフエラーゼアッセ

イで検討した結果、本遺伝子の転写はcAMPシグナル伝達系を介して調節されることが示唆された。

単離したPAC 1 受容体遺伝子を用いて、本遺伝子のエクソン 2 を欠損したマウス (PAC 1 R exon 2 ・/・)を作製し

た。本エクソンは、 PAC 1 受容体の翻訳開始コドンを含むシグナルペプチド領域をコードすると予想される o まず、

脳の膜画分に対するリガンド結合実験をはじめとする解析から、 PAC 1 R exon 2 ./においても PAC 1 受容体が発現

しているものの、細胞膜に移行して機能的な働きをする受容体量は大幅に減少していることを証明した。次に、 PA

C 1 R exon 2 千について in uiuo 解析を行った。 PAC1 R exon 2 ./.は、野生型マウスと比べて成長、生殖能および行

動についての変化は認められなかった。また、 PAC 1 受容体の強い発現がみられる脳や副腎においても、形態学的

な異常は確認できなかった。さらに、耐糖能についても野生型マウスと比較して有意な差は認められなかった。以上

の結果から、 1) PAC 1 受容体には予備受容体が存在するために、少数の受容体がリガンドと結合するだけで十分

にシグナルが伝達される可能性、もしくは 2) PAC 1 受容体数が減少するに伴って代償的なメカニズムが働く可能

性が考えられた。

勝臓における PACAP の役割を追求するため、勝島 β細胞特異的に強い転写活性を有するヒトインスリンプロモー

ターの制御下で PACAP を発現させるトランスジェニックマウスを作製した。グルコース負荷による血衆グルコース

濃度の変動について、本トランスジェニックマウスはノントランスジェニックマウスと同等であったが、血紫インス

リン値については可トランスジェニックマウスの方が高値を示す傾向が認められた。また、勝島 β細胞を傷害する

streptozotocin の投与によって引き起こされる血紫グルコース値の上昇が、本トランスジェニックマウスにおいて抑

制されていた。さらに、本トランスジェニックマウスの梓臓の形態学的解析から、 PACAP が1革島の量的変動を調節

する役割を担っている可能性が示された。以上の結果から、 PACAP は牌臓において、細胞の分化・増殖もしくは保

護といった機能を調節する因子として働くことが推察された。

本研究で得られた情報は、 PAC 1 受容体および PACAP の転写調節機構、 PAC 1 受容体の機能、さらには

PACAP シグナル系薬物の抗糖尿病薬としての応用を検討する上で重要な手がかりになると考えられる。

論文審査の結果の要旨

本研究は、脳下垂体アデニレートシクラーゼ活性化ペプチド (PACAP) の生理機能を解明するための PACAP 関

連遺伝子改変マウス作成を目指したものであるo その結果、マウスPACAP 及び PACAP 受容体 (PAC 1 ) 受容体遺

伝子構造を明らかにし、 PACAP 受容体遺伝子エクソン 2 を欠損したターゲテイングマウスと牌臓特異的に PACAP

を過剰発現させたトランスジェニックマウスの作成に成功し、それらの薬理学的解析を行ったものである。

以上の成果は、薬学博士の学位に充分に値するものである。
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