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研究成果の概要： 
申請者は神経栄養因子の一つである BDNF が白血病細胞株より恒常的に産生されていることを

見出した。BDNF は免疫細胞（例えばマクロファージなど）のはたらきを抑制することで、白血

病細胞が増殖しやすい環境を整えていることがわかった。特に CD3 により BDNF の受容体である

TrkB が誘導されること、また BDNF により制御性 T 細胞が誘導されることは、抗腫瘍効果を考

える上で非常に興味深い知見である。 
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１．研究開始当初の背景 
 白血病細胞の生存・増殖に種々の液性因子、
例えばサイトカインなどの関与が報告され
ている。これらの因子や HTLV-1 遺伝子産物
であるTax により種々の遺伝子が活性化され、
成人 T 細胞白血病（ATL）では高カルシウム
血症や腫瘍熱といった炎症反応に関与する
ことが知られている。しかしながら今までに
報告のある因子による影響だけでは白血病
細胞の活性化・異常増殖を説明することはで
きない。そのため他の因子の探索も精力的に
行われており、それに伴い細胞内活性化機構

の解析が分子レベルで検討されている。 
 平成 17‐18 年度科学研究費若手研究（B）
において、申請者は白血病細胞で恒常的に活
性化されている STAT 分子に注目し、その増
殖メカニズムを解析し報告した（参考文献
Yoshida et al., The complex of NF-κB and 
STAT1 in macrophage is involved in 
endotoxin shock. J Immunol, 176, sp194 
(Abstract), 2006）。その課題の中で STAT3
と会合している分子として TrkB レセプター
が存在することを免疫沈降法により観察し
ていた（図 1 参照）。そこで申請者は TrkB の
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リガンドで神経栄養因子の一つである、BDNF
の発現を調べたところ、白血病細胞株が恒常
的に BDNF 及び TrkB の mRNA を発現している
ことを見出した（図 2、参考文献 Yoshida et 
al., The BDNF production in HTLV-1 
infected cell lines, MT-2 and HUT102. 
European Cytokine Network, 17, sp45 
(Abstract), 2006）。BDNF は神経の増殖に関
与する分子として広く知られており、これら
を考え合わせると、白血病細胞株において
BDNF が何らかの形で細胞増殖に関与してい
る事、更には BDNF によるオートクライン機
構の存在を想起させる。 
 白血病細胞の増殖にはSTAT3 が不可欠であ
るという報告が最近なされており（参考文献
Chiarle et al., Stat3 is required for 
ALK-mediated lymphomagenesis and provides 
a possible therapeutic target. Nat. 
Medicine, 11, 623, 2005）、我々も白血病細
胞株において恒常的な STAT の活性化を観察
している。また BDNF の刺激により STAT が活
性化されるという報告に加え（参考文献Ng et 
al., STAT3 as a downstream mediator of Trk 
signaling. J Biol Chem, 281, 15636, 2006）、
我々も BDNF の特異的なレセプターである
TrkB と STAT3 が会合している事、更には抗
BDNF 抗体による部分的な増殖の阻害も予備
実験にて観察している。以上を鑑みると
STAT3分子の恒常的な活性化にBDNFの関与は
十分考えられるものの、血球細胞及び白血病
細胞においては未だ十分な解析がされてい
ない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では白血球増殖性疾患における
BDNF-TrkB の役割を細胞内イベントから解析
し、新たな創薬の焦点・治療法の確立につな
げることを目的としている。 
 本課題では先ず、初年度に細胞株などを用
いた in vitro での解析を中心に行っていく。
特に BDNF 産生に伴う細胞内イベント（転写
因子の活性化、シグナル伝達経路）及び細胞
増殖と分泌タンパク（BDNF や他のサイトカイ
ン）の関係を明らかにしていく事を目的とす
る。また、TrkB の血球細胞系および癌細胞に
おける発現様式について解析する。 
 さらに次年度においては、産生された BDNF
が周りの正常免疫細胞に及ぼす影響につい
て特に制御性（抑制性）T 細胞を中心に解析
を進める。この制御性 T 細胞を誘導すること
により、癌細胞が免疫系から回避している可
能性を調べる。加えて、実際の白血病患者か
ら血清、及びリンパ球を採取し、細胞株で観
察された活性化機構が存在するかを調べ、
BDNF と白血病細胞の異常増殖との関連をヒ
トサンプルで評価する計画を立てている。 

 
 
３．研究の方法 
(1)白血病細胞株を用いた細胞増殖反応の検
討 
① 白血病細胞株（MT-2、HUT102 など、及び
対照群として Jurkat 細胞株）の培養液中に
BDNF 或いは抗 BDNF 抗体、抗 BDNF レセプター
抗体を作用させ、その増殖への影響を時間経
過と共に検討する（図 2-A）。解析は[3H]チミ
ジンの取り込み、或いは AlamarBlue により
評価する。 
また、我々は恒常的な BDNF の産生を HTLV-1
感染細胞株で見つけた。HTLV-1 感染細胞株で
は種々のタンパク、kinase の活性化に癌遺伝
子である Tax の関与が強く示唆されている。
そこで BDNF 産生に Tax が関与しているかど
うかを Tax negative 白血病細胞株を用いて
検討する。 
 
(2) BDNF と特異的レセプターである TrkB か
らのシグナル伝達の解析 
TrkB のアミノ酸配列を調べたところ、C 末端
側に YxxQ(749-752)という配列が含まれてい
ることが分かった。この配列は STAT3 がレセ
プターに結合する際の特徴的な配列である
ことがわかっている（参考文献 Sekine et al., 
J Immunol. 176 380-390, 2006）。 
① 白血病細胞株では恒常的な癌遺伝子・転
写因子の活性化が観察される事を我々は報
告している。そこで STAT3、NF-κB、BDNF シ
グナルへの関与が知られている CREB（参考文
献 Lonze et al., Neuron 35, 605-623, 2002）
の BDNF による活性化への影響を、レポータ
ープラスミド及び特異的プローブを用いた
ルシフェラーゼアッセイとゲルシフトアッ
セイにより検討する。 
② ①におけるBDNF の産生をブロックした際
の活性化を検討する。ブロックの方法として
は抗体による BDNF 産生のブロック、また
siRNA をトランスフェクションした細胞を用
いた細胞内（遺伝子レベル）でのブロックの
方法を計画している。 
③ リンパ球の細胞溶解液を調製し、上記シ
グナルに関与するリン酸化酵素（例えば、IKK、
MAPK など）の活性化ををウエスタンブロット
法にて解析する。 
④ ①-③を踏まえ、それぞれの条件下で
STAT3、NF-κB、CREB 依存的なサイトカイン
産生（IFN-γ、IL-1、IL-2、IL-6 など）を ELISA
法により測定する。 
 
(3) BDNF の免疫細胞への影響の検討 
 白血病細胞株から産生された BDNF が正常
免疫細胞に及ぼす影響を解析する。Sharma ら
は肺癌細胞から分泌される物質により制御
性（抑制性）T 細胞が誘導され、それにより



 

 

癌細胞は正常細胞からの攻撃を回避してい
ることを報告している（参考文献 Sharma et 
al., Cancer Re. 65 5211-5220, 2005.）。制
御性 T 細胞は表面マーカーとして CD4+CD25+、
細胞内マーカーとしてFoxP3 が知られている。
そこでこれらをモニターする事（フローサイ
トメトリー及び RT-PCR 法）により、BDNF に
よる制御性 T 細胞の誘導について解析する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 白血病細胞株を用いた細胞増殖反応の
検討 
 白血病細胞株（MT-2、HUT102、Jurkat 細胞
株など）の培養液中に BDNF 或いは抗 BDNF 抗
体を作用させ、その増殖への影響を時間経過
と共に AlamarBlue の呈色により評価した。
抗 BDNF 抗体による顕著な細胞増殖阻害は認
められなかった。これは抗体が中和抗体とし
ての親和性が低かった要因が挙げられ、更な
る検討が必要であると考えられた。 
(2) BDNF の免疫細胞への影響の検討 
 白血病細胞株から産生された BDNF が正常
免疫細胞に及ぼす影響をチオグリコレート
で誘導した腹腔マクロファージを用いて解
析した。まずこれら腹腔マクロファージが
BDNF のレセプターである TrkB を発現してい
ることをウエスタンブロットにより確認し
た。マクロファージは抗腫瘍サイトカインを
産生し（TNF-αや IL-12）、抗腫瘍作用を発揮
する免疫細胞である。腹腔マクロファージを
BDNF で前処理すると LPS により誘導される
TNF-α、IL-12 の産生が有意に減少した。更
に BDNF で前処理した腹腔マクロファージは
A20 細胞株に対する細胞障害活性能も低下し
ていた（図 3）。 
 これらのことから白血病細胞株から産生
された BDNF がマクロファージに作用し抗腫
瘍活性能を低下させることで、白血病細胞の
増殖を促進している可能性が示唆された。 
(3) ヒト末梢血細胞を用いた BDNF の細胞増
殖反応及びサイトカイン産生への影響 
 ヒト末梢血細胞を調製し、細胞増殖反応を
[3H]-thymidine の取り込みによるDNA合成能
により解析した。ConA により誘導された増殖
を BDNF は顕著に抑制した（図 4）。また LPS
で 24 時間刺激し、細胞上清中のサイトカイ
ン産生を ELISA 法により測定した。IL-1β、
IL-6、IL-10、IL-12p40 が誘導され、BDNF は
IL-12p40 の産生を抑制した。 
(4) BDNF のレセプターである TrkB 発現誘導
の検討 
 マウス脾臓細胞から CD4+、CD8+、B220+細胞
を磁気ビーズ法により分離し、抗 CD3 抗体で
刺激後 24 時間で harvest した。その細胞溶
解液を用いて、ウエスタンブロットを行った。
CD4+細胞を抗 CD3 抗体で刺激した場合に、

TrkB の発現誘導が認められた（図 5）。 
(5) CD3 刺激及び BDNF による制御性 T 細胞の
誘導の検討 
 マウス脾臓細胞から CD4+細胞を分離し、抗
CD3 抗体或いは BDNF により 48 時間刺激し
harvest した。その細胞溶解液を用いて、ウ
エスタンブロットを行ったところ、抗 CD3 抗
体及び BDNF により、制御性 T 細胞のマーカ
ーである Foxp3 の発現誘導が認められた（図
6）。 
 以上より、白血病細胞から産生される BDNF
は免疫システムに作用し、抗腫瘍効果を持つ
サイトカイン産生の抑制や制御性 T細胞の誘
導により、白血病細胞増殖の環境を整えてい
る可能性が示唆された。 
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