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研究成果の概要（和文）： 現代社会では、ストレスがしばしば不安障害を引き起こす。不安障害の脳内メカニズムを
解明するには動物モデルが有効である。そこで不安様行動を示すピロカルピン処理マウスの解析を行った。多くのタン
パク質のうち、脳由来神経栄養因子(BDNF)の発現量のみが不安様行動と正の相関性を示した。またin situ ハイブリダ
イゼーションを行い、ピロカルピン処理マウス海馬CA3領域および歯状回でBDNFが増加することを明らかにした。我々
の結果はBDNFがマウスの不安様行動に関与していることを示唆している。またプロBDNFおよび成熟BDNFのELISAによる
高感度な定量法の確立も行った。

研究成果の概要（英文）： In modern society, excessive stress has often been known to cause anxiety 
disorders. For the understanding of neurobiological mechanisms of anxiety and anxiety disorders, animal 
models will be useful. In this study, we investigated behavioral, biochemical and histological 
alterations of the pilocarpine model mice exhibiting anxiety-like behavior.
　Among various neural proteins tested, only the expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) 
was changed in parallel with expression of the anxiety-related behavior. In situ hybridization analysis 
demonstrated that the pilocarpine model mice increase expression of BDNF mRNA in CA3 pyramidal cells and 
dentate gyrus granule cells of the hippocampus. Our results suggest that BDNF signaling may concern the 
induction of the anxiety-related-behavior in the pilocarpine model mice. In addition, the establishment 
of a high-sensitivity enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) for detection of proBDNF and mature 
BDNF was also performed.

研究分野：神経化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 情動の１つである不安の制御には、大脳
辺縁系の扁桃体-視床下部-中脳中心灰白質の
神経回路が中心的な役割を果たしている。し
かしながら、扁桃体は大脳皮質や海馬とも神
経回路を形成しており、情動行動には脳の広
範な領域が関与していると考えられる。   
したがって、実際には非常に多様な神経回
路によって不安は決定されており、不安障害
のような過度の不安感を引き起こす脳内の
分子メカニズムの詳細は、いまだ明らかにさ
れていない。ストレスの多い現代社会では、
不安障害は生涯罹患率が高い疾患となって
おり、その病態解明および治療法の開発が求
められている。 
(2) ムスカリン性アセチルコリン受容体アゴ
ニスト, ピロカルピンをC57BL6/N系統マウ
スに腹腔内投与すると、ほぼ 1時間後に一過
的なてんかん重積が起こる。このマウスがて
んかん重積のダメージから回復する 3～4 日
後に不安感を調べる明暗選択テストを行う
と、マウスは明所部にほとんど出て来なくな
ることを我々は明らかにしてきた (Fig. 1)。 

 
(3) また抗けいれん薬フェノバルビタールを
用いて、てんかん重積時間を 1時間半、また
は4時間半に規定したC57BL6/Nマウスを作
製すると、てんかん重積 4時間半のマウスは
過度の不安感が 1年以上も継続した。この結
果は、マウス脳が不安様行動をとるように不
可逆的な変化を起こしたことを示している。
一方、てんかん重積 1時間半のマウスではピ
ロカルピン処理の 10～20 日後には不安様行
動が見られなくなる。すなわち可逆的な脳内
変化によっても、不安様行動が引き起こされ
ることを明らかにしていた (Fig. 1)。 そこで、
この不可逆的・可逆的に不安様行動を示すピ
ロカルピン処理 C57BL6/Nマウスを用いて、
不安および不安障害の分子メカニズムの解
明を目的とする。 
(4) ピロカルピン処理C57BL6/Nマウスの不
安様行動と海馬における脳由来神経栄養因
子 (BDNF) の発現量には正の相関があるこ
とを明らかにしていた。 
 
２．研究の目的 
情動異常の１つである不安障害の病因解
明や治療法の開発は急務である。これまでに

我々は、ムスカリン性アセチルコリン受容体
アゴニスト，ピロカルピンを投与した
C57BL6/N 系統マウスに誘発されるてんか
ん重積の時間をコントロールすることで、過
度の不安様行動を可逆的あるいは不可逆的
に示すモデルマウス(ピロカルピン処理マウ
ス)を作製することに成功している。またピロ
カルピン処理マウスの強い不安様行動と精
神疾患に関係の深い脳由来神経栄養因子 
(BDNF) の発現量に正の相関があることを
見出している。そこで本課題では、ピロカル
ピン処理マウスにおいて BDNF の発現上昇
が、不安様行動をどのように引き起こすのか
を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 脳由来神経栄養因子 (BDNF) の抗体作
製と ELISAによる高感度定量法の確立 

BDNFの前駆体であるプロ (pro)BDNFと
成熟 (mature) BDNF は、それぞれ異なる受
容体 (低親和性 p75 受容体，TrkB 受容体)
に結合し、別々な生理作用を引き起こす。そ
のため BDNF 研究においては proBDNF と
mature BDNFを明確に区別して実験をしな
くてならない。 
これまでproBDNFおよび mature BDNF
に特異的な高親和性の抗体、そして、2 つを
区別して高感度に定量する実験系が市販さ
れていないことが BDNF 研究を推進する上
で大きなネックとなっていた。そこで我々は
proBDNFおよび mature BDNFに特異的な
ウサギポリクローナル抗体，マウスモノクロ
ーナル抗体を作製した。さらに得られた抗体
を用いて、proBDNFおよび mature BDNF
のサンドイッチ ELISA による高感度定量法
の確立を行った。 
(2) ピロカルピン処理マウスにおけるBDNF
の組織化学的な検討 
作製したproBDNFおよび mature BDNF
に特異的な抗体を用いて、ピロカルピン処理
C57BL6/N マウス脳の免疫組織化学を行っ
た。また、マウス BDNF cDNA をクローニ
ングし、in situ ハイブリダイゼーション法
を用いて BDNF mRNAの組織化学的な解析
も行った。 
(3) BDNFノックアウトヘテロマウスと低親
和性 p75 受容体ノックアウトマウスに対す
るピロカルピン投与実験 
 入手した BDNF ノックアウトヘテロマウ
スと p75 受容体ノックアウトマウスは
C57BL6/J 系統であった。そこで最初に野生
型C57BL6/J系統マウスにピロカルピン処理
を行った。しかしながら、非常に興味深いこ
とに C57BL6/N マウスと同量のピロカルピ
ンでは、C57BL6/J マウスにてんかん重積は
ほとんどひき起こせなかった。そこでピロカ
ルピンを増量すると、C57BL6/J マウスは、
てんかんを伴う突然死を引き起こしてしま
った。そのため、BDNFノックアウトヘテロ
マウスとp75受容体ノックアウトマウスにつ



いて、C57BL6/Jから C57BL6/Nマウスへの
戻し交配 (バッククロス) が必要となった。
BDNF ノックアウトマウスは研究期間内に
戻し交配が終了したので、ピロカルピン投与
実験を行った。p75受容体ノックアウトマウ
スについては戻し交配の途中である。 
(4) マイクロダイアリシス法によるピロカル
ピン処理マウスの in vivo BDNF量の解析 
 強い不安様行動を示すピロカルピン処理
C57BL6/Nマウスの脳内における proBDNF 
およびmature BDNFの分泌量が、ストレス
などの刺激によって変動するかを明らかに
するために、マイクロダイアリシス法によっ
て脳から回収したサンプルの BDNF を高感
度 ELISA法によって定量した。 
(5) ProBDNFとmature BDNFの分泌制御
機構の検討 
 神経細胞モデル PC12細胞およびグリア細
胞モデルC6細胞にBDNFの強制発現を行っ
た。強制発現した proBDNF および mature 
BDNF の細胞免疫染色実験と分泌測定実験
を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 脳由来神経栄養因子 (BDNF) の抗体作
製と BDNFの高感度 ELISAの開発 
 BDNF の前駆体  (pro) 領域の配列と
mature BDNFのN末端部位の配列のペプチ
ドを化学合成し、キャリアータンパク質にコ
ンジュゲーション後、マウスおよびウサギに
免疫した。得られた抗 proBDNF 抗体，抗
mature BDNF抗体を用いて、培養細胞に発
現した BDNF に対するウエスタンブロッテ
ィングを行った  (Fig. 2)。その結果、
matureBDNF,、proBDNF、両方を認識する
panBDNFの 3種類の抗体を得ることができ
た。 

  
 そこで、得られたこれらの抗 BDNF 抗体
を用いて、サンドイッチ ELISA 実験法を行
った。マウスおよびヒト組換え mature 
BDNFおよびproBDNFタンパク質を用いて
検出感度の最適化を行ったところ、マウス，
ヒトともに mature BDNF では 5 pg/ml, 
proBDNFでは10 pg/mlという低濃度サンプ
ルであっても十分に検出可能な ELISA 実験
系を確立することができた (Fig. 3)。近年、
血液中の BDNF 存在量とうつ病などの精神
神経疾患とに相関関係があることが明らか
になりつつある。血液中のBDNF量は ng /ml 

のオーダーであり、本研究で確立した BDNF 
ELISA 定量系は十分に臨床検査に利用可能
なレベルである。 

 
(2) ピロカルピン処理マウスにおけるBDNF
の組織化学的な検討 
 C57BL6/N マウスおよびピロカルピン処
理マウスの脳をパラホルムアミドで潅流固
定した後、凍結およびパラフィン切片を作製
し、proBDNFおよびmature BDNFの免疫
染色を行った。ピロカルピン処理マウスの方
が、染色性が高くなる傾向が見られたが、条
件により染色パターンが大きく異なってお
り、今後条件の再検討が必要である。 
 つぎにコントロールマウスおよびピロカル
ピン処理マウス脳の BDNF in situ ハイブリ
ダイゼーション実験を行った。しかしながら
コントロールマウスにおいては、有意な
BDNF mRNA のシグナルを得ることができ
なかった。それに対して、ピロカルピン処理
マウスの海馬 CA3 錐体細胞および歯状回顆
粒細胞で有意なシグナルを検出できた。グリ
ア細胞に BDNF mRNAが存在しているかど
うかははっきりしなかった。現在、コントロ
ールマウスの BDNF mRNAも検出できるよ
うに実験系の最適化を行っている。 
(3) BDNFノックアウトヘテロマウスに対す
るピロカルピン投与実験 
 C57BL6/N マウスに戻し交配した BDNF
ノックアウトヘテロマウスにてんかん重積
4.5 時間のピロカルピン処理を行った後、明
暗選択テストを行った。戻し交配をすること
で、効率よくてんかん重積を引き起こすこと
が可能であった。BDNF遺伝子が片方の染色
体にしかないことから、BDNFタンパク質の
発現量が減り不安様行動が緩和されること
が期待された。 
 しかしながら、BDNFノックアウトヘテロ
マウスは、コントロールマウスとほぼ同程度



の不安様行動を示した。この結果から、
BDNF の増加量が 2~3 倍でも不安様行動を
示すことがわかった(Fig. 4)。またこの不安様
行動は少なくとも 1ヶ月間は持続した。今後
はもっと長期間観察した場合、不安様行動が
回復するかを検討していく予定である。 
 (4) マイクロダイアリシス法によるピロカ
ルピン処理マウスの in vivo BDNF量の測定 
 麻酔下でピロカルピン処理マウスの海馬
にペプチド用のマイクロダイアリシスプロ
ーブを挿入する。手術の影響からの回復を待
つため 2日以上経ってから、フリームービン
グ下で 30 分または 1 時間ごとに海馬潅流液
のBDNF量を高感度ELISA法によって測定
した。潅流溶液を高カリウム溶液にすると、
サンプル中の BDNF が増えることを確認で
きた。しかしながら、回収効率が悪いためか、
検出限界付近なため定量が難しく、今度実験
系の最適化が必要である。 
(5) ProBDNFとmature BDNFの分泌制御
機構の検討 
 PC12細胞および C6細胞に BDNFを強制
発現し、ウエスタンブロッティングにより発
現パターンを調べると、PC12 細胞では
proBDNF，matureBDNFの両方が存在する
のに対し、C6 細胞ではほとんど proBDNF
のみであった。2つの BDNFの分泌制御機構
の比較を目的としたため、PC12 細胞を用い
て BDNF の分泌量の測定を行った。Ca2+イ
オノフォアであるイオノマイシン処理を行
うとmature BDNFはほとんど分泌されない
のに対し、proBDNF はイオノマイシン刺激
依存的な分泌が観察された(Fig. 5)。 

 
また高カリウム刺激を行うと mature 

BDNF においても刺激依存的な分泌が観察
されるが、proBDNF よりもカリウムを高濃
度にする必要があった。これらの結果は、
mature BDNFと proBDNFが異なる分泌小
胞に蓄積していることおよびその分泌制御
メカニズムが異なることを示している。今後、
これらの分泌制御メカニズムを明らかにし
ていくことで、うつ病をはじめとするさまざ
まな精神神経疾患の治療法の開発に寄与で
きると考えられる。 
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