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研究成果の概要（和文）：①　BDNFプロセッシング障害マウス(BDNFpro/pro)　現在、投稿準備中のため、ここ
に研究成果を公表できないが、今後発表・報告を行っていく予定である。
② AAV-BDNF及びAAV-BDNF-IRES-TrkB　AAVの場合、搭載出来る遺伝子の長さが4.7Kbと限られている。今回、
AAV-BDNF-IRES-TrkBの場合、4.7Kbよりも長くなってしまったため、短いプロモーターや他の配列を考慮してプ
ラスミドを各種作製した。しかしながら、AAVベクターの力価が上がらず、現在もプラスミドを再構築してお
り、今後も検討を重ねていく。

研究成果の概要（英文）：① BDNF processing-impaired mice (BDNFpro/pro)　We are currently preparing 
for submission, so we cannot publish the research results here, but we plan to make presentations 
and reports in the future.

② AAV-BDNF and AAV-BDNF-IRES-TrkB　In the case of AAV, the length of the gene that can be loaded is
 limited to 4.7Kb. In the case of AAV-BDNF-IRES-TrkB this time, since it was longer than 4.7Kb, 
various plasmids were constructed considering short promoters and other sequences. However, the 
titer of the AAV vector did not increase, and the plasmid is currently being reconstructed, and we 
will continue to investigate.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
眼圧の低い緑内障患者では、眼圧が高い場合のような視神経へのダメージは少なくなる傾向がありますが、緑内
障の進行や視野の損失が進むことがある。このため、眼圧の低い緑内障患者には、眼圧を下げるだけでなく、視
神経を保護する治療法が期待される。BDNFは期待される神経保護因子であり、今後遺伝子治療と組み合わせた治
療法が期待される。そのBDNFのプロセッシング障害マウスによる解析結果は、今後の緑内障におけるBDNF研究に
とって重要な研究だと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の学術的背景 
 Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) は主要な神経保護因子である。
眼科分野でも網膜の神経保護効果について数多くの報告がある。しかしながら
BDNF の研究における問題点として、⑴ BDNF ノックアウトマウスは脳や感覚神
経の発達障害を起こし、通常は出生して間もなく死亡するため網膜における解
析ができなかった。また、⑵ BDNF を投与すると長期的にはレセプターである
TrkB のダウンレギュレーションが生じるため神経保護が出来なくなると報告さ
れているが、多くの治療実験では単回かつ過剰の BDNF 投与を行うため、持続的
な遺伝子発現による BDNF の神経保護効果については検討されていなかった。 
 
２．研究の目的 
⑴ BDNF ノックアウトマウスの代わりに BDNF プロセッシング障害マウス
(BDNFpro/pro)を用いて解析を行う。 
⑵ AAV-BDNF 及び AAV-BDNF-IRES-TrkB を用いて、長期の神経保護効果について
比較検討を行う。 
 
３．研究の方法 
⑴ BDNF プロセッシング障害マウス(BDNFpro/pro) 
 
電気生理学的、病理学的、分子生物学的解析を行い、緑内障変化を示すか検討を
行う。 
 BDNF は細胞内外のプロセッシングにより proBDNF から BDNF となり、TrkB レ
セプターに結合することで、神経細胞の生存、分化、シナプス形成に関与する。
一方、proBDNF は p75 レセプターを経由して、アポトーシスや神経突起伸張抑制
を引き起こす。BDNFpro/proマウスは proBDNF から BDNF の反応効率が著しく低下し
ており、脳におけるセロトニン神経線維密度は顕著に減少し、難治性うつ症状を
引き起こす。 
 緑内障は軸索流の低下により、BDNF 量が減っていることから、このマウスに
おいて、緑内障変化が生じていることが期待される。 
検査としては、 
 OCT; 今回マウス用に人用の光干渉断層像(OCT)に前置レンズを組み込んだア
ダプターを作製した。経時的に網膜内層厚を計測することが可能となった。神
経節細胞を含む網膜内層厚を比較検討する。 

 電気生理学的には、通常の網膜電図(ERG)と網膜神経節細胞の機能(STR 波)を
選択的に計測する全視野刺激装置で経時的に計測を行う。 

 病理; HE 染色にて網膜内層厚を比較検討する。また網膜神経節細胞の特異的
抗体である Brn-3a にて染色を行い、細胞数の変化について検討を行う。 



 分子生物学的解析としては、網膜の BDNF および TrkB の発現を RNA レベルで
は real time PCR にて、 タンパクレベルでは ELISA にて検討する。 
 

⑵ AAV-BDNF 及び AAV-BDNF-IRES-TrkB 
 

 AAV ベクターの作製; AAV-BDNF 及び AAV-BDNF-IRES-TrkB の作製を行う。AAV-
BDNF-IRES-TrkB は BDNF と
そのレセプターである
TrkB を同時に発現させる
ことができるベクターで
ある。ベクターを大量に作
製し、濃縮を行う。1 X 1013 

vector genome/ml に調整
を行う。 

 8 週齢の野生型 C57BL6 マウスに AAV-BDNF 及び AAV-BDNF-IRES-TrkB の硝子体
投与を行う。投与後、1，2，4，8，12 週後に安楽死処置を行う。 

 RT-PCR にて BDNF および TrkB の発現を検討する。AAV-BDNF の投与群では、BDNF
が安定して発現するか、また期間が延びるに従って、TrkB が減少するのか検討
を行う。 

 BDNFpro/proマウスがどのような網膜構造変化を生じるか不明のため時期に関し
て検討を行いながら、緑内障症状すなわち網膜内層厚の菲薄化が生じた際に
AAV-BDNF 及び AAV-BDNF-IRES-TrkB の硝子体投与を行う。長期に検討を行った
際は、AAV-BDNF 投与において TrkB の発現低下が生じて緑内障変化を示すのか
検討する。AAV-BDNF-IRES-TrkB 投与では TrkB を強制発現させるため、神経保
護を示すことができるのか検討を行う。 
 
４．研究成果 
⑴ BDNF プロセッシング障害マウス(BDNFpro/pro) 
 現在、投稿準備中のため、ここに研究成果を公表できないが、今後発表・報告
を行っていく予定である。 
 
⑵ AAV-BDNF 及び AAV-BDNF-IRES-TrkB 
 AAV の場合、搭載出来る遺伝子の長さが 4.7Kb と限られている。今回、AAV-
BDNF-IRES-TrkB の場合、4.7Kb よりも長くなってしまったため、短いプロモー
ターや他の配列を考慮してプラスミドを各種作製した。しかしながら、AAV ベク
ターの力価が上がらず、現在もプラスミドを再構築しており、今後も検討を重ね
ていく。 
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