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研究成果の概要（和文）：脳由来神経栄養因子BDNFは、記憶・学習などの高次脳機能発現に重要であり、様々な神経・
精神疾患との関わりも深い。最近、我々はルシフェラーゼを利用してBDNF遺伝子発現変化を可視化可能なトランスジェ
ニックマウス「BDNF-Lucマウス」を作成した。本研究では、このマウスを用いて、in vitroおよびin vivoにおけるBDN
F遺伝子発現変化の経時的なモニタリングに成功した。さらに、BDNF-Lucマウス由来大脳皮質ニューロンを利用してBDN
F遺伝子発現を活性化させる薬剤を探索する多検体スクリーニング法を構築した。これら本研究の成果は、今後の創薬
研究開発に貢献することが期待された。

研究成果の概要（英文）：Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) plays an important role in expressing 
long-lasting changes in neural functions such as learning and memory, and is associated with neural and 
psychiatric disorders. We recently generated a novel transgenic mouse strain, termed BDNF-Luc mouse, to 
visualize change in BDNF expression in living cells and in mice using bioluminescence imaging. In this 
study, I successfully detected bioluminescence signal and monitored time-dependent changes in the 
expression of BDNF gene in vitro and in vivo. Furthermore, I constructed a novel screening system to 
identify compounds and drugs that induce the expression of BDNF gene in neurons. Because BDNF inducers 
are candidate drugs for psychiatric disorders like depression, these results obtained by this study would 
contribute to drug development for neural and psychiatric disorders in future.

研究分野： 分子神経生物学

キーワード： BDNF　ルシフェラーゼ　イメージング
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１．研究開始当初の背景 
 
 脳由来神経栄養因子 BDNF は、神経細胞の
生存や分化、シナプス機能の調節といった細
胞レベルでの神経機能発現、さらには記憶や
学習を含む高次脳機能発現において、根幹的
な役割を担っている。脳・神経系における
BDNF の多彩な生理機能から、BDNF 発現の異
常は、さまざまな神経変性疾患・神経精神疾
患と結びついていることが報告されている。
例えば、アルツハイマー病やパーキンソン病
等の神経変性疾患やうつ病等の精神疾患に
おいて、BDNF 発現の低下が認められている。
逆にてんかん発作や依存性薬物投与では、
BDNF 発現の上昇が認められる。したがって、
これら神経精神疾患で認められる脳内 BDNF
発現の異常を薬剤や外部刺激により正常な
レベルにまで回復させることが可能となれ
ば、これら疾患の治療に繋がることが期待さ
れる。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、ホタルの発光酵素であるルシ
フェラーゼを利用して BDNF 遺伝子発現変化
を計測可能なトランスジェニックマウス
「BDNF-Luc マウス」を用いたイメージングに
より、脳・神経系における BDNF 発現変化と
脳・神経系の発達や機能、さらには神経精神
疾患等との関わりを以下の計画で解明する。 
 ① 培養神経細胞でBDNF発現を顕著に誘導
する薬剤が発達段階のマウスの脳内 BDNF 発
現およびその後の発達に与える影響。② 
BDNF-Luc マウスより調製した培養神経細胞
を用いたBDNF発現誘導剤のスクリーニング。
特に顕著な変化が認められた薬剤に関して
は、マウス脳内においても同様の効果が認め
られるかを検討する。③ BDNF 発現異常と神
経精神疾患との関連性をうつ病を例に解析
する。うつ病モデルマウスでは、海馬での
BDNF 発現低下が認められるが、この発現低下
が発光イメージングにより検出可能か、マウ
スのうつ様行動と合わせて解析する。④ 
BDNF 発現誘導剤がうつ病モデルマウスの脳
内BDNF発現およびうつ様行動に与える影響。 
 以上の解析により、BDNF 発現調節による神
経精神疾患治療薬開発の基盤構築を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、BDNF 発現変化と脳・神経系の
発達、疾患との関わりに着目し、発達段階で
の BDNF 発現異常が脳・神経系の発達に及ぼ
す影響、神経精神疾患における BDNF 発現低
下、さらには疾患により低下した BDNF 発現
の回復により症状の改善が認められるか、以
上の点について解析を行う。具体的には、
BDNF-Luc マウスを用いた in vitroおよび in 

vivo発光イメージング、およびマウス行動解
析等を組み合わせて研究を遂行する。 
① in vitro 解析：９６穴培養プレートに培
養した神経細胞に目的の薬剤・化学物質を添
加し、その後の発光強度の変化をルミノメー
ターで測定することにより、BDNF 遺伝子発現
を活性化させる薬剤の探索法を確立する。ま
た、ガラス底ディッシュに培養した神経細胞
にあらかじめ基質となるルシフェリンを添
加しておき、薬剤・化学物質を添加後の発光
強度の変化を発光顕微鏡により測定する。培
養プレートを用いた場合では、細胞集団での
発光強度を測定することとなるが、多検体ス
クリーニングには適している。ガラス底ディ
ッシュを用いた場合では、多検体スクリーニ
ングには不向きであるが、発光顕微鏡を用い
るため、個々の神経細胞における発光強度が
測定可能である。この２つの方法を組み合わ
せることで、BDNF 発現誘導剤のスクリーニン
グを行う。 
② in vivo 解析：ルシフェラーゼの基質で
あるルシフェリンを吸入麻酔下で BDNF-Luc
マウスに腹腔内投与し、高感度 CCD カメラに
より頭部の発光強度を測定する。測定後に各
薬剤を投与し、投与後、経時的に発光イメー
ジングを行い、投与前との発光強度の比較を
行う。 
 
 
４．研究成果 
 
 はじめに、BDNF-Luc マウスを用いた BDNF
遺伝子発現の可視化法の妥当性を検討する
ため、発光顕微鏡を用いて BDNF-Luc マウス
由来大脳皮質ニューロン初代培養系におけ
る発光変化を解析した。神経細胞における
BDNF 遺伝子発現は、細胞膜の脱分極により顕
著に増加するが、実際に発光の増加も確認す
ることができ、個々のニューロンにおける
BDNF 遺伝子発現の活性化を可視化すること
に成功した。この手法を用いて、神経ペプチ
ド PACAP による BDNF 遺伝子発現誘導に関す
る解析を行った。以前の研究により、大脳皮
質ニューロンを PACAP で処理すると BDNF 
mRNA 発現の増加が認められることが明らか
となっていたが、発光イメージングで解析し
た結果、BDNF 遺伝子発現が増加するニューロ
ンは予想に反してごく一部に限られていた。
興味深いことに、ニューロンの成熟化に伴い
NMDA型グルタミン酸レセプターNMDARが活動
的になった状態では、PACAP は多くのニュー
ロンにおいて BDNF 遺伝子発現を活性化する
ことが明らかとなった。各種阻害剤を用いた
薬理学的解析の結果、PACAP は NMDAR の下流
で活性化されるタンパク質脱リン酸化酵素
であるカルシニューリンの活性を選択的に
増強し、転写制御因子 CREB のコアクチベー
ターCRTC1 の核移行を促進することにより
BDNF 遺伝子発現を効率よく誘導することが
明らかとなった。さらに、この BDNF 遺伝子



発現誘導は、ドーパミンやアドレナリン、そ
の他いくつかの神経ペプチドにより Gs また
は Gq 共役型の G タンパク質共役型レセプタ
ーGPCR を活性化した場合においても共通的
に認められた。GPCR は、記憶や学習、情動や
報酬など様々な脳・神経系の機能発現に関わ
ることが知られており、GPCR による制御系の
異常や破綻は、統合失調症や薬物依存症など
の神経・精神疾患の原因となることが指摘さ
れている。BDNF は、脳・神経系の高次脳発現
のマスターレギュレーターの１つであるこ
とを踏まえると、GPCR 活性化による BDNF 遺
伝子発現誘導機構は、長期的な脳・神経系の
高次脳発現に関わる重要な制御系であり、こ
の制御系の異常が、様々な神経系の疾患発症
の原因となることが示唆された。したがって、
この制御系は今後の創薬研究開発を進める
上で重要な知見となることが期待された
（Fukuchi et al., J Neurosci (2015)）。 
 一方、96ウェルプレートを用いてBDNF-Luc
マウス由来の大脳皮質ニューロンを培養し、
目的となる薬剤や化合物添加後の各ウェル
の発光強度を測定することで、発光増加を指
標として BDNF 遺伝子発現を活性化させる薬
剤の多検体スクリーニングが可能ではない
かと考えた。実際に、神経伝達物質関連ライ
ブラリーを用いたスクリーニングの結果、
BDNF 遺伝子発現を活性化させるアゴニスト
を同定することに成功した。これらの多くは、
ドーパミン関連のアゴニストであり、上記の
結果（Fukuchi et al., J Neurosci (2015)）
の結果を支持するものであった。さらに本ア
ッセイは、化合物ベースのライブラリーだけ
でなく、天然物エキスなどのライブラリーも
使用可能であった。実際に、１２０種類の生
薬エキスライブラリーを用いてスクリーニ
グを行った結果、いくつかの生薬エキスに
BDNF 遺伝子発現誘導活性が認められた。その
うちのいくつかについては、予備的な結果で
はあるが、マウスの記憶力をわずかに亢進さ
せる可能性を示すデータが得られており、今
後さらなる検討が必要である。 
 また、生体 BDNF-Luc マウスに基質である
ルシフェリンを投与することで、発光を検出
することに成功した。しかし、BDNF 発現は脳
特異的ではなく、皮膚などの末梢組織にも認
められるため、脳領域の発光を計測するため
には、皮膚を予め除去する必要があった。以
前より、痙攣誘発剤であるカイニン酸は、
BDNF 発現を顕著に活性化させることが知ら
れている。そこで、BDNF-Luc マウスにカイニ
ン酸を投与し、その後の頭部の発光変化を計
測したが、カイニン酸投与後の顕著な発光増
加は認められなかった。カイニン酸投与後の
内在性の BDNF 遺伝子発現変化を解析した結
果、特に海馬においては顕著な BDNF 遺伝子
発現誘導が認められたが、大脳皮質ではわず
かに増加する程度であった。ルシフェリンと
の反応で得られる発光は、組織透過性が悪い
ため、脳の表面である大脳皮質由来の発光は

検出されるが、大脳皮質よりも深部に位置す
る海馬由来の発光は、光散乱によりほとんど
検出されないことが示唆された。これについ
ては、組織透過性の高い長波長の発光が得ら
れる新規ルシフェラーゼ基質を用いた解析
を現在進めている。 
 生体 BDNF-Luc マウスを用いた解析の過程
で、興味深いことに高体重のマウスほど腹部
の発光が強いことが明らかとなった。そこで、
このマウスの脂肪組織を単離し、内在性 BDNF 
mRNA 発現変化を検討した結果、確かに高体重
マウス由来の脂肪組織では BDNF mRNA 発現が
高いことが明らかとなった。そこで、
BDNF-Luc マウスに高脂肪食または通常食を
与え、その後の体重変化及び腹部の発光変化
を経時的に計測した。その結果、体重増加と
発光増加に強い相関性があることが明らか
となった。したがって、BDNF は脂肪組織にお
いて何らかの役割を果たしている可能性が
考えられ、現在、その可能性について解析を
進めている。 
 以上の研究により、BDNF-Luc マウスを用い
ることで、in vitroおよび in vivoにおける
BDNF 遺伝子発現変化を計測可能であり、BDNF
遺伝子発現誘導能を指標とした創薬研究開
発の基盤を構築することに成功した。また、
脂肪組織などの末梢組織における特徴的な
BDNF 遺伝子発現変化など当初予期していな
かった興味深い結果が得られた。したがって、
BDNF-Luc マウスは、神経・精神疾患だけでな
く、代謝疾患などを解析する上でも非常に有
用なツールであることが期待される。 
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