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研究成果の概要（和文）：脳・神経系の機能発現に重要な脳由来神経栄養因子BDNF mRNA合

成機構を解析した結果、神経活動依存的なCa2+-CaMKシグナルによりBDNF mRNAの１つで

あるexon I-IX間スプライシングの効率の亢進が認められた。さらに、BDNFの翻訳開始点は、

exon IX内に存在するが、exon Iの 3’末端にも存在し、通常よりもN末端が 8 アミノ酸長い

prepro-BDNFが合成されることを明らかにした。本研究は、BDNF発現に関して新たな知見を

もたらすことが期待された。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, I investigated the mechanism of mRNA expression of 
brain-derived neurotrophic factor (BDNF), which is involved in expressing a variety of 
neuronal functions. I found that RNA splicing of BDNF exon I-IX, which is one of 
alternative BDNF transcripts, was enhanced by Ca2+-CaMK signal evoked by neuronal 
activity. Moreover, a novel prepro-BDNF protein was generated from BDNF exon I-IX 
mRNA. These results provide a novel insight into BDNF expression in neurons. 
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１．研究開始当初の背景 

 脳 由 来 神 経 栄 養 因 子 （ Brain-derived 

neurotrophic factor; BDNF）は、脳・神経系

に幅広く分布する神経栄養因子ファミリーの

１つである。BDNF は、様々な生理活性を有し

ており、神経細胞の生存や分化ばかりでなく、

記憶・学習といった長期的な脳・神経機能変化

にも関与している。一方、うつ病やアルツハイ

マー病患者の脳において、BDNF 発現量の低下

が指摘されており、BDNF は、精神疾患や神経

変性疾患等の治療のターゲット分子としても

注目されている。 

 BDNF遺伝子の構造は、ラットでは９つのexon

（exon I-IX）から構成される。このうち、5’

側の８つのexon（exon I-VIII）は、非翻訳exon

であり、3’側のexon IXのみにBDNF前駆体をコ

ードする領域が存在する。さらに、BDNF遺伝子

の転写産物は、exon I-IX, II-IX, III-IX…と

いうような特徴的な選択的スプライシングに

よって合成されるが、このスプライシングの分

子機構についての研究は、まだ進められていな

い。また、脳・神経系におけるBDNF遺伝子発現

は、神経活動に応じて誘導されることが知られ

ている。特に、BDNF遺伝子のexon Iおよびexon 
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IVの上流に存在するPromoter I、Promoter IV

は、この神経活動に依存して活性化される。こ

の活性化には、記憶・学習などの高次脳機能発

現 に 重 要 な 転 写 制 御 因 子 で あ る CREB

（ Ca2+/cAMP-response element-binding 

protein）が関与することが既に明らかとなっ

ている。一方、申請者は、神経活動依存的にBDNF 

mRNAが安定化を受けること、さらに、この安定

化には、exon IXの 3’非翻訳領域が関与する

ことを明らかにした（Fukuchi and Tsuda, 2010. 

J Neurochem）。このように、BDNF遺伝子発現は、

転写および転写後の段階で様々な制御を受け

る。しかし、すべてのBDNF遺伝子の転写産物は、

共通の翻訳領域を持つため、それぞれの転写産

物がコードするBDNFタンパク質は同じであり、

機能的な違いは無いと考えられてきた。ところ

が、exon Iの 3’末端には、開始コドンが存在

し、この開始コドンから翻訳されるBDNF前駆体

は、通常の前駆体よりもN末端が８アミノ酸長

いことが明らかとなった。さらに申請者は、in 

vitroの解析により、この開始コドンからも翻

訳が起こることを明らかにした。そこで、コン

ピュータを用いた二次構造予測などの解析を

行ったところ、N末端が８アミノ酸長いことで、

このBDNF前駆体のN末端には、膜貫通領域の存

在する可能性が現れた。すなわち、通常のBDNF

前駆体のN末端は、シグナルペプチドとして切

断されるが、８アミノ酸長い新規のBDNF前駆体

は、切断されず、シグナルアンカーとして働く

可能性が考えられた。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、新規 BDNF前駆体「Exon I-BDNF

前駆体」をコードする BDNF 転写産物（BDNF 

exon I-IX mRNA）に着目し、BDNF exon I-IX 

mRNA合成機構および Exon I-BDNF前駆体の機

能解析の大きく２つの研究を行う。 

[A] BDNF exon I-IX mRNA 合成（スプライシ

ング）機構の解明 

BDNF遺伝子の exon Iと IXの間は、50kbp以

上も離れているのにも関わらず、神経細胞内

では、効率よく BDNF exon I-IX mRNA は合成

される。そこで、BDNF exon I-IX間のスプラ

イシングに着目して、その制御機構（スプラ

イシングに必要な配列や因子、スプライシン

グの神経特異性など）を解明する。また、BDNF 

exon I-IX mRNA発現は、神経活動に依存して

強く誘導される。そこで、スプライシングと

活動依存性との関連性も解析する。 

[B] Exon I-BDNF前駆体の機能解析 

実際に BDNF 遺伝子の exon I の 3’末端に存

在する開始コドンからも翻訳が起こり、Exon 

I-BDNF前駆体が発現するか、遺伝子導入によ

り解析するとともに、内在性 Exon I-BDNF前

駆体を検出する抗体を作成し、検討を行う。

また、過剰発現系などの解析から、Exon 

I-BDNF 前駆体の神経細胞における機能性を

探ることで、Exon I-BDNF 前駆体の生理的役

割の解明を目指す。 

以上の解析により、これまで同一とされてき

た BDNF 転写産物の機能性の違いを解析する

ことで、その生理的意義を提示する。 

 

 

３．研究の方法 

本研究では、Exon I-BDNF前駆体の神経系に

おける発現およびその機能解析を以下の内

容で進めた。 

[A] BDNF exon I-IX mRNA合成（スプライシ

ング）機構の解明 

BDNF遺伝子の exon I-IXのスプライシング解

析用ベクター（スプライシング受容部位・供

与部位・ブランチ部位を含む BDNF遺伝子領

域を持つ）を用いて、スプライシングに必要

なサイト・領域、因子を同定する。また、神

経・非神経細胞でのスプライシング様式の相

違や神経活動への応答性も検討する。 

[B] Exon I-BDNF前駆体の機能解析 

Exon I-BDNF 前駆体が神経細胞で発現するの

か、通常の Exon IX-BDNF前駆体と比較しな

がら、プロセシング様式の相違、タンパク質

局在、過剰発現などの方法により解析を行う。 

 

 

４．研究成果 

[A] BDNF exon I-IX mRNA 合成（スプライシ

ング）機構の解明 

スプライシング解析用ベクターを用いた結

果、exon I-IX間スプライシングは、神経細

胞においては非常に効率よく認められたの

に対し、NIH3T3細胞やHeLa細胞では、ほとん

ど認められなかった。したがって、BDNF exon 

I-IX間のスプライシングは、神経細胞特異的

に制御されることが示唆された。一方、神経

細胞におけるexon I-IX間スプライシングは、

細胞膜の脱分極により惹起されるL-型電位

依存性Ca2+チャネルおよびNMDA型グルタミン



酸受容体由来のCa2+シグナル依存的にその効

率が上昇することが明らかとなった。特に、

CaMK経路がこのスプライシング効率に重要

であった。また、exon II-IXやexon III-IX

といった他のスプライシングは、Ca2+シグナ

ルによる影響を受けない傾向にあった。また、

exon Iの下流のintron領域に、exon I-IX間

のスプライシングに関与する領域が存在す

る可能性が考えられたが、部分欠損体を構築

して詳細に解析したところ、別の領域に存在

する可能性が新たに考えられた。今後、さら

に詳細な解析を進める必要がある。 

[B] Exon I-BDNF前駆体の機能解析 

実際に exon I の翻訳開始点から Exon I-BDNF

前 駆 体 が 翻 訳 さ れ る か に つ い て 、

prepro-BDNF 発現ベクターを用いて、点変異

導入による解析を行った。その結果、exon I

の 3’末端に存在する翻訳開始点から、

prepro-BDNF が翻訳されることが明らかとな

った。そこで、Exon I-BDNF 前駆体および通

常の prepro-BDNF である Exon IX-BDNF 前駆

体の神経細胞内局在を解析するため、GFP 融

合タンパク質発現ベクターを構築した。その

結果、Exon I-BDNF 前駆体-GFP および Exon 

IX-BDNF前駆体-GFPを発現させた場合、どち

らも神経細胞内において、細胞体および神経

突起に GFPシグナルが確認された。特に、軸

索と思われる突起には、GFP シグナルが突起

の末端にまで広く分布していたことから、こ

れらタンパク質は軸索内を輸送されている

ことが示唆された。しかし、本研究を進めて

いる中で、GFP 融合タンパク質を発現させた

場合、わずかに GFP のみの発現も確認された

ため、Exon I-BDNF前駆体および Exon IX-BDNF

前駆体の細胞内局在性の相違を厳密に検討

することが困難であることが明らかとなっ

た。そこで、Myc-tag を用いた新たな融合タ

ンパク質発現ベクターを構築した。現在、こ

れらベクターを用いて、細胞内局在性に関す

る詳細な解析を進めている。また、Exon 

I-BDNF 前駆体の機能解析をさらに進めるた

め、exon I-IX mRNA 発現を特異的にノックダ

ウンする shRNA発現ベクターの構築も試みた。

今後、これらの解析ツールを用いることで、

Exon I-BDNF 前駆体の神経細胞における生理

機能をより詳細に解明することが可能であ

る。 
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