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研究成果の概要（和文）： 

脳由来神経栄養因子（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）は、脳の高次機能に重要な
分泌性蛋白質である。一方、pro-domain BDNF については、これまで機能はおろか、その存在
さえ確認されていなかった。本研究では、pro-domain BDNF が脳神経細胞に安定して存在する
こと、および BDNFと複合体を形成することを初めて明らかにした。現在、うつ病における役割
について解析中である。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a secreted protein that plays a key role in 
brain function, while the function of pro-domain BDNF was unknown. In this study, 
pro-domain BDNF was detected in brain neurons for the first time. It might exist as a 
complex with BDNF. The role of pro-domain BDNF in depression is being examined.  
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１．研究開始当初の背景 

脳は、ヒトの豊かな精神活動を支える器
官である。ストレス、老化、あるいは遺伝子
変異により脳の機能が障害されると、神経変
性疾患や精神疾患に陥り、その後の生活の質
（QOL）の低下につながる。従って、脳メカ
ニズムの解明が不可欠である。 

脳由来神経栄養因子（ brain-derived 
neurotrophic factor, BDNF）は、中枢神経
細胞の分化促進、シナプス可塑性の制御、お

よび神経保護に重要なニューロトロフィン
ファミリーの一員である（Bibel and Barde, 
Genes and Development, 2000）。最近、ヒト
の記憶形成過程に BDNF が関与することが報
告され（Egan et al., Cell, 2003）、脳メカ
ニズムに迫るツールとして、BDNFはますます
注目されている。実際、BDNFは、成熟脳、特
に脳の高次機能に重要な海馬・大脳皮質にお
いて発現が高く、これらの領域でシナプス伝
達 を 制 御 す る （ Poo, Nature Reviews 
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Neuroscience, 2001）。さらに BDNFは、神経
活動依存的に発現し、分泌することが知られ
ており、神経活動と BDNF が互いに正のフィ
ードバック制御を受けることにより、脳機能
に 寄 与 し て い る と 考 え ら れ て い る
（Matsumoto et al., Molecular and Cellular 
Neuroscience, 2006）。 

BDNF蛋白質は、多くの分泌性蛋白質で見
られるように、まず前駆体（pro-BDNF）とし
て作られる。その後、翻訳後切断により成熟
体 mature BDNF（BDNF）となる。研究代表者
は、最近、pro-BDNF から BDNF となる生合成
およびプロセッシング過程を詳細に解析し、
このプロセッシングが神経細胞内で行われ
ることを明らかにした（Matsumoto et al., 
Nature Neuroscience, 2008）。しかしながら、
もう片側の pro-BDNF 切断産物である
pro-domain BDNF については、これまでほと
んど研究されていなかった。 

一方、BDNFのうつ病への関与が指摘され
ている（Duman and Manteggia, Biological 
Psychiatry, 2006）。例えば、うつ病を引き
起こすストレスを受けると脳内 BDNF のレベ
ルが低下することや、逆に抗うつ薬によって
そのレベルが増加することが報告されてい
る（Nibuya et al., Journal of Neuroscience, 
1995）。さらに、うつ病患者の血清 BDNF濃度
は健常者に比べ低く、治療により寛解すると
BDNF 濃度が回復する（ Shimizu et al., 
Biological Psychiatry, 2003）など、うつ
病の BDNF 異常仮説を支持する研究成果が数
多く発表されている。興味深いことに、最近、
BDNFの生合成、細胞内輸送、切断および分泌
過程の障害がうつ病発症に関与する仮説が
提唱された（Martinowich et al., Nature 
Neuroscience, 2007）。しかしながら、
pro-domain BDNF とうつ病との関連について
は明らかではない。 
 

２．研究の目的 

本研究では、これまで機能はおろか、そ
の 存 在 さ え 確 認 さ れ て い な か っ た
pro-domain BDNF に着目し、脳機能における
役割の解明、およびうつ病の病態解明を目的
に、以下のことに取り組んだ。 
（１）基礎知見の収集 
①pro-BDNF切断産物として、pro-domain BDNF
が実際に神経細胞に安定して存在している
のか？それとも pro-BDNF 切断後、速やかに
分解されてしまうのか？ 
② 安 定 して 存 在し てい る とす れ ば、
pro-domain BDNF は神経細胞のどこに局在し
ているのか？BDNFと共局在しているのか？ 
③BDNFと pro-domain BDNFは複合体を形成す
るのか？ 
④BDNFと同様に、pro-domain BDNFもまた細
胞外へ分泌されるのか？ 

（２）脳における役割 
pro-BDNF 切断後、BDNF と同様に pro-domain 
BDNFもまた安定して存在し、細胞外へ分泌さ
れるならば、その作用は何であろうか？ 
①リコンビナント pro-domain BDNFの添加に
よる、マウス培養神経細胞の形態への影響。 
②BDNFと pro-domain BDNFが共に分泌するな
らば、BDNFの作用に対して pro-domain BDNF
はどのような影響を及ぼすのか？ 
③BDNF は、TrkB や p75 受容体を介して細胞
内シグナルを活性化させることによりその
作用を発揮する。それでは、pro-domain BDNF
はどのような受容体を介した細胞内シグナ
ルを活性化させるのか？ 
（３）うつ病との関連 
① う つ 病モ デ ル動 物を 作 製し 、 脳内
pro-domain BDNF量が変化するか調べる。 
②抗うつ薬を動物に投与することにより、
pro-domain BDNF量が変化するか？ 
③うつ病患者の血清中の pro-domain BDNF量
は、健常者に比べ変化するか？ 
 
３．研究の方法 

本研究では、（１）pro-domain BDNFの特異的
な検出システムを確立し、（２）脳組織およ
び培養神経細胞を用いて内在性 pro-domain 
BDNFに関する基礎知見を集め、（３）うつ病
モデル動物脳組織やうつ病患者血清を用い
て、うつ病との関連について解析を行った。
以下、それぞれについて、方法を説明する。 
（１）pro-domain BDNFの特異的な検出シス
テムの確立 
①抗 pro-domain BDNF抗体の開発。市販の抗
pro-domain BDNF抗体の検討に加え、
pro-domain BDNFを認識するラビットポリク
ローナル抗体およびマウスモノクローナル
抗体の開発を試みた。抗体の評価は、主にリ
コンビナント pro-domain BDNFを用いたウエ
スタンブロット法により行った。 
②①で評価された抗 pro-domain BDNF抗体を
用いて、ウエスタンブロット法、免疫沈降法、
免疫組織染色法に応用し、マウス脳組織を用
いて、内在性 pro-domain BDNFを検出するシ
ステムの確立を目指した。特異性の確認は、
主に conditional BDNFノックアウトマウス
（Matsumoto et al., Nature Neuroscience, 
2008）の脳組織を用いて行った。 
（２）リコンビナント pro-domain BDNF、脳
組織および培養神経細胞を用いた内在性
pro-domain BDNFに関する基礎知見の解析 
①（１）②で確立した pro-domain BDNFの特
異的な検出システムを用いて、マウスあるい
はラット脳の蛋白質抽出液において
pro-domain BDNFが安定して存在するか調べ
た。また、脳組織免疫染色により、pro-domain 
BDNFの細胞内局在について調べた。 
②マウスおよびラット培養神経細胞を用い



 

 

て、pro-domain BDNFが細胞外へ分泌される
か調べた。 
③リコンビナント pro-domain BDNFおよび
BDNFを培養神経細胞に添加することにより、
細胞の形態が変化するか調べた。 
④リコンビナント pro-domain BDNFおよび
BDNFを用いて、両者が複合体を形成するか調
べた。 
（３）うつ病との関連について 
①うつ病モデル動物、例えば母子分離ラット
モデルを用いて、pro-domain BDNFの脳内量
が変動するか解析した。 
②ヒト血清中の pro-domain BDNFを検出する
システムを確立し、うつ病患者の血清中
pro-domain BDNF量が変動するか解析した。 
 
４．研究成果 
【研究成果】 
（１）産業技術総合研究所、小島正己研究室
との共同研究により、pro-domain BDNF を特
異的に認識するラビットポリクローナル抗
体の開発に成功した。さらに安定した抗体供
給を目指し、北里大学、高橋正身研究室との
共同研究により、同マウスモノクローナル抗
体の開発に取り組んでいる。 
（２）（１）で開発したラビットポリクロー
ナル抗体と市販の抗 pro-domain BDNF抗体を
用いて、免疫沈降法およびウエスタンブロッ
ト法により、リコンビナント pro-domain BDNF
の検出に成功した。 
（３）マウス脳蛋白質抽出液より内在性
pro-domain BDNF の検出に成功した。得られ
たシグナルの特異性は、conditional BDNFノ
ックアウトマウスの脳蛋白質抽出液を用い
て確認した。さらに、pro-domain BDNF は、
BDNF とほぼ同じ量で安定して存在している
ことが分かった。脳内 pro-BDNF:BDNF：
pro-domain BDNF 比は、およそ 1:9:9 であっ
た。 
（４）リコンビナント pro-domain BDNFおよ
び BDNF を用いて、抗 pro-domain BDNF 抗体
および抗 BDNF 抗体による共免疫沈降法およ
びウエスタンブロット法により、これらが複
合体を形成することを見出した。 
（ ５ ） 脳組 織 免疫 組織 染 色を 行 い、
pro-domain BDNF と BDNF は pro-BDNF の切断
後、共に神経末端に運ばれることを見出した。 
（６）産業技術総合研究所、小島研究室との
共同研究により、マウスおよびラット培養神
経細胞を用いて、pro-domain BDNFが BDNFと
同様に神経活動依存的に細胞外へ分泌され
ることを見出した。 
（７）産業技術総合研究所、小島研究室との
共同研究により、pro-domain BDNF による培
養神経細胞の形態への影響、およびそのシグ
ナル経路に関して現在解析中である。 
（８）母子分離ラットから脳組織蛋白質抽出

液を調製し、脳内 BDNF 量を測定した結果、
BDNF 量の減少が確認された。現在、
pro-domain BDNF 量が同様に減少しているか
解析中である。 
（９）健常者から調製したヒト血清を用いて、
BDNFの特異的な検出システムを確立した。現
在、pro-domain BDNF 検出システムの確立を
試みている。今後、うつ病患者の血清を集め、
BDNFおよび pro-domain BDNFレベルに変化が
見られるか解析したい。 
【まとめと今後の展望】 
これまでその存在さえ確認されていなかっ
た pro-domain BDNFに関して、本研究により
その基礎知見がかなり明らかになった。
pro-BDNF切断産物として pro-domain BDNFは、
BDNFと同じく比較的安定して存在し、神経末
端まで運ばれ、共に分泌される。また、
pro-domain BDNFと BDNFは複合体として分泌
されている可能性が示唆された。pro-domain 
BDNF の作用については現在解析中であるが、
BDNFの作用に対する影響も考慮しながら、今
後、慎重に解析を進める必要がある。
pro-domain BDNF の作用が詳細に明らかにな
れば、うつ病モデル動物を用いた解析が進み、
うつ病病態を新たな切り口で研究していく
ことができるが、本研究により少なくともそ
の礎を築くことができた。この成果を基に、
今後、さらに精力的に解析を進めていきたい。 
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