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研究成果の概要：神経栄養因子 Brain derived neurotrophic factor (BDNF)は極低濃度で中枢

神経系の回路形成に極めて重要な作用を示す分泌性タンパク質である。本研究では小脳を材料

として、このスライス標本に蛍光標識 BDNF を投与し、BDNF とその受容体である TrkB の

振る舞いを１分子レベルで観察するとともに、中枢神経系のシナプス活動を電気生理学的に計

測する実験系の確立をおこなった。本研究では、小脳神経系に極めて重要な細胞であり、小脳

表層から内部に向かう顆粒細胞の移動や、顆粒細胞由来の平行線維とプルキンエ細胞のシナプ

ス伝達の恒常性を維持するグリア細胞、バーグマン細胞に極めて特異的に BDNF が結合し、細

胞内に取り込まれて主に molecular layer 側から granule cell layer の方向に向かって細胞内を

輸送されることを発見した。バーグマングリア細胞に対する BDNF の生理機能は不明である。

そこで、小脳スライス標本でバーグマングリア細胞の電気的活動と、BDNF の作用を同時に計

測する顕微鏡の構築をおこなった。
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１．研究開始当初の背景
神経栄養因子は神経回路形成や記憶学習機
能に不可欠な分泌因子である。神経栄養因子
のうち、脳由来神経栄養因子(Brain Derived
Neurotrophic Factor; BDNF と略)は海馬や小
脳、大脳皮質に豊富に存在する。近年、活動
依存的なシナプスの形成やシナプス伝達の

調節において、BDNF とその受容体 TrkB のふ
るまいが非常に重要な役割を果たしている
ことが明らかとなってきた。興味深いことに
は、シナプス前膜あるいは後膜に、シナプス
活動依存的に TrkB 受容体が挿入/除去され、
シナプスにおける TrkB 受容体数が増加/減少
することによっても、このようなシナプス伝
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達の調節がおこることが明らかとなりつつ
ある。このような神経活動依存的な BDNF や
TrkB のトラフィッキングは、生化学的な手法
や、蛍光タンパク質を用いた可視化実験等に
よって確認されている。しかしながら、単一
シナプス内での、BDNF および TrkB の振る舞
い、特にシナプス膜への挿入や局所的な発現、
エンドサイトーシスを介したインターナリ
ゼーションなどを、スライス標本内のシナプ
スにおいて観察することは極めて困難であ
った。

２．研究の目的
シナプス等の微細構造内における分子の振
る舞いは、蛍光１分子イメージングによって
明らかにすることが可能である。そこで、蛍
光１分子イメージングの手法を用いて、中枢
のシナプス活動やその制御に極めて重要な
因子 BDNF と TrkB 受容体の振る舞いを１分子
単位で解析し、活動するシナプスにおける
TrkB 受容体のふるまいから、シナプス伝達の
調節メカニズムを解明することを研究目的
とした。

３．研究の方法
蛍光標識 BDNF の合成にはこれまで蛍光１分
子観察においてよく用いられている蛍光色
素、Cy3 を用いる。Cy3 標識は、すでに研究
代表者らにより確立された NGF の Cy3 標識法
を踏襲しておこなう。本応募研究課題におい
て中心となるのが、スライス標本を観察対象
とする蛍光１分子イメージングシステムの
構築である。この研究では、ある程度高い開
口数（0.95）を持ち、しかも作動距離が３mm
確保できる電気生理学用水浸対物レンズを
用いる。励起光の導入法として、マルチモー
ドの大口径光ファイバー端面から射出した
光をクリティカル照明で試料に導入する方
法、あるいは、シングルモード光ファイバー
をスライス標本内に刺入し、ファイバーの光
出射端面において、単一蛍光分子を可視化す
る方法を試みた。

４．研究成果
(1) 蛍光標識 BDNF の合成
化学修飾法によって BDNF のカルボキシル基
に SH 基を導入し、SH 基にマレイミド化 Cy3
を導入することによって、Cy3-BDNF を合成し
た。ラベル率は 0.5 から 1程度であった。

(2) 蛍光標識 BDNF による小脳スライス標本
内在の BDNF 受容体 TrkB の可視化
調製した蛍光 BDNF を用いて、ニワトリ胚由
来の小脳スライス標本内における TrkB 受容
体の分布とその動態を可視化した。ニワトリ
15 日－17 日胚から取り出した小脳を、正中
線に平行で左右軸に直交する平面で、厚さ

250 ミクロンのスライスにして、これを 5nM
の BDNF を含む DMEM/F12 培養液中で 1時間培
養したのち落射型蛍光顕微鏡で蛍光観察を
おこなった。この観察の結果、小脳表層から
内部に向かう筋状の構造に Cy3-BDNF が特異
的に結合することを見いだした（図１）。検
討の結果、この筋状構造はバーグマングリア
細胞であることが示唆された。BDNF が結合す
る状態としては、その特異的受容体である
TrkB のほかに、神経栄養因子一般を受容する
p75 受容体の存在が知られている。この受容
体の関与を検討する目的で、p75 と結合する
神経栄養因子 NGF の蛍光標識アナログ 5nM を

小脳スライス標本に投与し、その蛍光観察を
おこなった結果、蛍光 BDNF で観察された筋
状の蛍光染色は見られなかった。蛍光 BDNF
によって観察される筋状のパターンは、小脳
内に発現する TrkB 受容体の分布を反映して
いると考えられる。

(3)小脳バーグマングリア細胞内で観察され
た BDNF の分子動態観察
このように、小脳バーグマングリア細胞に結
合する蛍光 BDNF の振る舞いをタイムラプス
記録によって 1 時間程度観察したところ、興
味深い現象を見いだした。蛍光 BDNF 投与後
の時間経過にともない、小脳スライス中に見

（図１）微分干渉顕微鏡（左）および蛍光顕微鏡（右）
で観察したニワトリ小脳スライス標本における蛍光
BDNF の分布。ML: Molecular layer, PCL: Purkynje
cell layer, GCL: Granule cell layer

（図２）蛍光 BDNF の軸索輸送。左図の蛍光像内に区切
られた領域のキモグラフを左の上下に示す。上：granule
layer から molecular layer 方向に向かう輸送、下：

molecular layer 側から granule layer 側に向かう輸送



られる線状の蛍光シグナルは増大するが、こ
の増大とともに、明るい蛍光輝点が形成され
た。この明るい蛍光輝点の大部分は、小脳の
molecular layer 側から granule cell layer
側に向かって輸送されていることが観察さ
れた（図 2）。この蛍光輝点は、その明るさか
ら多分子の蛍光 BDNF クラスター、おそらく
はバーグマングリア細胞内に取り込まれた
蛍光 BDNF クラスターと推定された。
バーグマングリア細胞は小脳神経系に極め
て重要な細胞であり、小脳表層から内部に向
かう顆粒細胞の移動や、顆粒細胞由来の平行
線維とプルキンエ細胞のシナプス伝達の恒
常性を維持している。バーグマングリア細胞
に対する BDNF の生理機能は不明である。ド
イツの Konnerth らのグループは、バーグマ
ングリア細胞は truncated 型の BDNF 受容体
を発現しており、BDNF の受容に伴って細胞内
カルシウムイオン濃度を上昇させることを
報告している。また、バーグマングリア細胞
は、小脳における代表的なシナプス結合であ
る平行線維とプルキンエ細胞のシナプス結
合部位を包み込む構造を有しており、平行線
維－プルキンエ細胞間のシナプス伝達効率
やその恒常性を制御していると考えられて
いる。本研究では、このような知見を基に、
小脳スライス標本でバーグマングリア細胞
の電気的活動と、BDNF の作用を同時に計測す
る顕微鏡の構築をおこなった。バーグマング
リア細胞膜に結合した蛍光 BDNF の振る舞い
を観察するためには、スライス標本内で蛍光
１分子観察をおこなう必要がある。このため
に、シングルモード光ファイバーを内蔵した
ガラス微小ピペットをスライス内に挿入し
た。光ファイバーに励起レーザー光を導入す
ると、光ファイバー端面近傍で、100nM の濃
度で投与した Cy3-BDNF を１分子観察するこ
とが出来た。この光ファイバー先端をスライ
ス内のバーグマングリア細胞膜の近傍に密
接させ、同時にパッチ電極でバーグマングリ
ア細胞の電気記録をおこなうことにより、目
的とする実験系を確立させた。
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