
56

神奈川歯学，49-1，56 ～ 66，2014 学位申請論文 キーワード

brain-derived	neurotrophic	factor,
uridine	triphosphate,
catecholamine,
P2X4

緒 　 言

　脳由来神経栄養因子（Brain-derived	neurotrophic	
factor,	以下BDNF）は神経成長因子やニューロトロ
フィン-3-4/5，-6，-7などを含むニューロトロフィ
ンファミリーに属しており，主に中枢神経系に発現し，
神経細胞の生存，分化維持，保護に重要な役割を果た
している1）。BDNFはチロシン受容体キナーゼとP75
ニューロトロフィン受容体に結合し，特にTyrosine	
receptor	kinase	B	（以下TrkB）に高親和性を示して
いる2）。TrkBは肝臓のクッパー細胞，副腎を含む内
分泌系，中枢神経と末梢神経の両方に発現しており 3），
BDNFが結合したTrkBは，受容体の二量体化し，リ
ン酸化することで細胞内チロシンキナーゼの活性化を
促している。これらの過程では多くの細胞内シグナル
伝達カスケードが誘起することで，生物学的反応を
引き起こす4）。しかし，神経系以外におけるBDNFと
TrkBの相互作用は十分に理解されていない。
　BDNFは，うつ状態 5）統合失調症 6），アルツハイ
マー7），パーキンソン病8）などの精神疾患に関わって
おり，中枢神経系のBDNF量の変化は神経疾患の発
病に重要な役割を果たしている9,10）。
　また，BDNFとTrkBの相互作用の例として，急性
拘束ストレスは海馬のBDNF量を減らし11），さらに，
脳下垂体のTrkBの量を減らす12）。
　我々は以前に，BDNFの発現は急性ストレス時の
ラットの唾液腺で増加し13），そして咀嚼により海馬の
BDNFレベルが上昇することを報告した14）。このこと
により，BDNFは末梢組織のストレスにより発現増加
し，ストレスに対する生理活性応答に関与しているこ
とが明らかとなった。

　過去の研究から以下の事が明らかとなっている。
体内のストレス応答は，視床下部-下垂体-副腎軸

（hypothamic-pituitry-adrenal	axis,	HPA軸）および交
感神経-副腎髄質軸（sympathetic-adrenal-medullary	
axis,	SAM軸）の活性化により誘発される15,16）。Cannon
が提唱するところによると，副腎髄質を経由するSAM
軸の活性化は「闘争と逃走の神経」に影響を与えるこ
とが知られている17,18）。副腎髄質は交感神経節が分化
してできた内分泌器官であり，交感神経系と密接に関
わっている18）。ストレスへの応答として，副腎髄質か
ら放出したカテコルアミンはα受容体，β受容体に結合
し，全身の代謝率の増加を引き起こす19,20）。例えば，α
受容体の活性化は血管収縮の効果をもち，β受容体活
性化は心拍出量の増加をおこす。肝臓ではα受容体とβ
受容体（またはそのいずれか）がグリコーゲンの低下
経由で高血糖を引き起こす21,22,23）。
　著者らは以前に，生体外のリコンビナントBDNF
の刺激により，クロマフィン細胞由来のPC12からカ
テコルアミンが放出される事を報告した24）（Fig.	1）。
また，ラットに急性拘束ストレス負荷後における副
腎髄質のクロマフィン細胞から，タンパクレベルと
TrkBのmRNAの著しい増加を示すことを実証した24）

（Fig.	1）。しかし，急性拘束ストレス後の副腎髄質に
おいて，体内のカテコルアミン放出時におけるTrkB
発現の役割に関してはまだ解明されていない。そこ
で，著者らは急性拘束ストレス下の副腎髄質TrkBの
発現と役割，およびBDNFの発現と局在を調査した。
さらに著者らは，副腎髄質内のストレス反応に対する
BDNFとTrkBの相互作用を検討した。
　近年，グリア細胞のうちミクログリアでは，Adenos-
ine	5’-triphosphate（以下ATP）で刺激することで
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BDNFが遊離され，ATPレセプターの遮断でBDNFの
放出は抑制されることが報告された 25）。また，アスト
ロサイトでは，ATP刺激でBDNFの発現が増加する
ことが証明されている26）。即ち，BDNFの産生あるい
は放出にATP受容体からのシグナルが関与している
ことが示されている。さらに，ストレス条件下でATP
は著明に増加しストレス関連機構の調節に関与してい
る27）。特に副腎皮質束状層細胞にATP受容体が存在
し，グルココルチコイド（以下，GC）の産生により
副腎皮質刺激ホルモン（adrenocorticotropic	hormone,	
ACTH）によるGCの発現を促進していることが示唆
されている28）。副腎はストレスと密接な関連を持つ臓
器であり，ATPがその副腎産生ストレス関連蛋白の制
御に関連していることから，副腎髄質におけるBDNF
発現にATP受容体が関与している可能性があること
から，BDNF産生機序について検討した。

材料および方法

　ラット副腎髄質由来クロマフィン細胞（以下PC12）
を使用してTrkB受容体がマウス抗TrkBモノクロー
ナル（clone47/TrkB）（Biosciences）によって活性化
されることを確認した。この実験の目的は，体内の内
在性BDNFにより活性化されたTrkBの役割を区別し，
それによってTrkBの役割を明らかにするためである。
1.　PC12の添加実験
1）抗体添加実験
　PC12を，Ⅳ型コラーゲンでコートした培養皿に
播種した。そして37℃ 5％ CO2以下でウシ胎児血清
10％を添加したRPMI1640で培養を行った。添加実験
において，PC12のTrkシグナル伝達は，K252a（Trk
受容体のチロシンリン酸化阻害剤）を10 μg/ml添

加して５分間インキュベートした。その後，５分間
30 μg/mlの抗TrkBモノクローナル（clone47/TrkB）
を反応させた。対照群として無血清培地を反応させた。
処理後，培地を高速液体クロマトグラフィーを用いて
アドレナリン，ノルアドレナリン，ドーパミンの量を
測定した。
2）ATP・UTP添加実験
　P2X4受容体とP2Y2受容体がBDNF発現に影響を及
ぼすか確認するため，P2X4およびP2Y2受容体のリガ
ンドであるATP（Sigma）と，P2Y2 受容体のリガン
ドであるuridine	5’-triphosphate（以下UTP,	Sigma）
をPC12に添加した。まずPBSにて細胞を洗浄し，無
血清培地に30分保温した後，ATPおよびUTP（各
100 μMol）を１時間反応させた。処理後，各群の細胞
を回収し解析した。対照群として無血清培地を反応さ
せた。
　 さ ら に，P2X4 受 容 体 とP2Y2 受 容 体 阻 害 に よ る
BDNF発現の変化を解析するため，阻害剤である
Suramin（100 μMol，Sigma） を １ 時 間 反 応 さ せ た
後，ATPを同様に添加した。そして培養液はBDNF	
ELISA解析に，細胞はBDNFのmRNAの解析に用い
た。
2.　実験に使用した動物
　Sprague-Dawleyラット（日本SLC），オス９週令
を使用した。ラットは固形飼料と水を自由に摂ること
ができる環境で，12時間ごとに明暗をくり返し，温
度22±3℃条件の下において飼育した。全てのラット
は７時–11時の間にジエチルエーテル（和光純薬工業）
を吸入させ，ソムノペンチル（共立製薬）を腹腔内に
注入し，サンプリングを行った。この実験は神奈川歯
科大学動物実験倫理委員会によって承認され，神奈川

Fig. 1　�vitroにおいて副腎髄質細胞に発現するTrkBはcatecholamineを放出するこ
とが示唆された24）。

副腎髄質
in situ hybridization

immunohistochemistry

Stress 60 min

TrkB
発 現

ストレス負荷

5min
37℃

rBDNF

PC12
rBDNF添加

HPLC
catecho
lamine
増 加

In vitro
TrkB役割を解析

Presented by Medical*Online



58	 神 奈 川 歯 学	 第 49 巻第 1 号

歯科大学動物実験ガイドラインに即して実行した。
　ラットは４匹ずつコントロール群，ストレス群，ス
トレス＋アゴニスト群，副腎摘出ストレス＋アゴニ
スト群の４つのグループに分けた。コントロール群
は拘束ストレス非負荷にし，非コントロール群は，
Tsukinokiらのプロトコール13,14）。に従い，急性拘束
ストレスを負荷した。急性拘束ストレスを起こすため
に，ラットを仰臥位で木の板の上（18×25 cm）に革
ベルトで固定し，すべての足は体の正中45°で粘着テー
プで固定し60分拘束ストレス負荷した。以前の研究
では副腎髄質のTrkBのmRNAとタンパク発現が最
も高値であったときの方法である 24）。ストレス＋アゴ
ニスト群と副腎摘出ストレス＋アゴニスト群において
はTrkB作用抗体を，60分拘束ストレス後，セボフル
ランで深い麻酔下で尾静脈注射を用いて投与した。
　副腎のBDNFの局在と役割を解明するため，我々
は60分の拘束ストレス前にラットに交感神経遮断薬
としてプロプラノロール（5 mg/kg	i.p.）を投与した。	
3.　血液採取
　心臓穿刺により７時–11時の間に採取を行った。血
液サンプルはEDTAを含んだVenojectⅡ管（Terumo）
の中に入れた。チューブはただちに氷の上におき，4℃，
15分，760×gで遠心分離した。血漿は-20℃で保存し
てから高速クロマトグラフィーで解析した 29）。
4.　血漿と細胞培養培地のカテコルアミン分析評価
　血漿中のカテコルアミンと，培地中のアドレナリン，
ノルアドレナリン，そしてドーパミンは，高速クロマ
トグラフィーにより分画後分析した。それぞれのサン
プルは水溶性材料を取り除くために陽イオン交換フル
カラムを通過し，そしてカテコルアミンはLC-8030カ
ラム上で分離した。（Toso	Co）ジフェニルエディレ
ンジアミンとフェリシアン化カリウムで合成した蛍
光剤を用いて470 nm波長の放出と355 nm励起波長を
使って測定した 24）。
5.　副腎におけるTrkBとBDNF mRNAのPCR
1）RNA抽出とcDNA合成
　-80℃で保存しておいた副腎に1 mlのRNA抽出試
薬（ISOGEN；ニッポンジーン）を加えホモジナイズ
した。５分間室温で放置した後，0.2 mlクロロホルム
を加えて15秒間強く振盪，２分間室温でインキュベー
トした後，遠心分離（15,000 ×g，15分間，4℃）した。
上層の水層を別のチューブに回収してこれに0.5 mlの
イソプロパノールを加え５分間室温でインキュベー
トした後，再度遠心分離（15,000 ×g，15分間，4℃）
し上清を取り除き，75%エタノールを加えて残った
RNAペレットを洗浄後，TE（pH 7.5，ニッポンジー
ン）に溶解し全RNA量を回収した。次に，4 μgの

RNAを使用し，First	Strand	cDNA	synthesis	kit	for	
RT-PCR（Roche）を使用し，cDNA合成を行った。
2）PCR反応
　cDNAにTaq（TAKARA	EX），Tag緩衝液（10×EX），
dNTP混 合 液， プ ラ イ マ ー，ddH2Oを 加 え， サ ー
マルサイクラ―（TAKARA）にてRT-PCRを行っ
た。TrkB増幅のために使用したプライマー配列は
forward;	 5-ATAACGGAGACTACACCCTGATGG-3	
reverse;	 5-AGCTGACTGTTGGTGATGCC-3（PCR	
product:	505 bp）	（Invitrogen）30） で あ る。BDNF	 増
幅のために使用されたプライマー配列はforward,	
5-CAAAAGGCCAACTGAAGC-3	 reverse;	 5-CGC-
CAGCCAATTCTCTTT-3（PCR	product:	 169 bp）

（Invitrogen）31）である。インターナルコントロールと
して，GAPDHを使用した。そのプライマー配列は	for-
ward,	 5-CCTTCATTGACCTCAACTAC-3	 reverse;	
5-TTCACACCCATCACAAAC-3（PCR	 product:	
306 bp）（Invitrogen）24）である。
　PCRの 条 件 は は94 ℃ 30秒，58 ℃ 30秒， そ し て
72℃ 60秒を30サイクル，続いて最終伸長は72℃５分
であった。増幅PCR産物は3％アガロースゲル電気泳
動で分画し，エチジウムブロマイドにて染色した。そ
してLAS3000（FUJIFILM）を使って撮影した。
6.　BDNFのReal-time PCR
　前述と同様にRNA抽出後，cDNA合成した。そし
てLight	Cycler®にてReal-time	PCRを行った。Light	
Cycler®	480	SYBR	Green	I	Master（Roche）を使用
し，BDNFのプライマーは日本遺伝子研究所におい
て合成し，配列は5-CAGGGGCATAGACAAAAG-3

（forward），5-CTTCCCCTTTTAATGGTC-3	
（reverse;	167 bp）13,14,32）である。対象として，β-actin
を使用し同様にPCRを行った。プライマー配列は以
下の通りである；5-CCTGTATGCCTCTGGTCGTA-3

（forward），5-CCATCTCTTGCTCGAAGTCT-3	
（reverse;	260 bp）32）。変性は95℃10分で行われた後に，
セグメント1（95℃ 10秒），セグメント2（60℃ 10秒）
そしてセグメント3（72℃ 10秒）を40サイクル繰り返
した。その後，アガロースゲル電気泳動と，融解分析
を行って，PCR産物の合成を確認した。遺伝子発現は，
β-actin	mRNAに対するBDNF	mRNA比で求めた。
7.　副腎におけるBDNF mRNAの ISH
　BDNF	mRNAの相補RNAのプローブは，ラット
BDNF相補cDNAの2659–2778ベースに対応した断片
の119 bpに基づいて作成した。（Promega）33）11-UTP
に標識されたジゴキシゲニンは,ラットBDNFの一本
鎖のcDNAプローブはDIGのラベリングキットSP6/
T7を使って作成した 24, 34）。ISHは，4 μmの組織切片
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を使用した。パラフィン切片は37℃ 15分のプロラ
インキナーゼK1 μg/mlに浸透した。ハイブリダイズ
は，ハイブリダイゼーション溶液に溶解したDIG–11–
UTP標識の一本鎖cRNAプローブを使用し，37℃ 16
時間行った。ハイブリダイゼーション後，mRNAは
非放射線性のジゴキシゲニン核酸検出キット（Roche）
使用し染色して，検出した。
8.　副腎のBDNFタンパクの免疫組織化学染色
　ラット副腎の組織を，4%パラホルムアルデヒドリ
ン酸緩衝液に６時間固定し，パラフィン包埋を行った。
連続的な4 μmの切片をそれから作成し，ヘマトキシ
リンエオジン染色を行った。免疫組織化学染色はシン
プルステインrat	MAX-POを使用した。（NichireiBio-
sciences）スライドは15分3%H2O2メタノールで処理
した。切片はそれから室温で１時間BDNF抗ウサギ
ポリクローナル抗体で処理した。リン酸緩衝食塩水で
洗浄後，切片をペルオキシダーゼ標識抗ウサギIgAで
ある２次抗体と室温で30分反応させた。染色は５分
間トリス緩衝液に0.0003%の過酸化水素を含んだ0.02%
ジアミノベンジン３塩酸塩で作り，切片は，その後ヘ
マトキシリンにて対比染色を行った。ネガティブコ
ントロールとしてウサギIgGを一次抗体として使用し
た。
9.　培養上清中のBDNF量のELISA解析
　シャーレ内の培養上清を回収し上清中のBDNF量
をELISAで解析した。回収された培養上清は，直ち
に遠心分離され細胞成分を排除した上清のみを用い
た。ELISAは，BDNF	Emax®	ImmunoAssay	System

（Promega）を用いて通法に従い行った。
10.　統計分析
　統計解析にはSPSS	ver.	17.0（SPSS）を使用し，ク
ラスカル・ワーリス検定後，マン・ホイットニーのU
検定，またはANOVA検定後，Tukey-Kramer法によ
り解析を行った。P値は<0.05で統計学的な有意差が
あると定義した。

結 　 果

1.　TrkB受容体の性質
　細胞は抗TrkB受容体（clone47/TrkB）， そして
K252aTrk阻害剤を作用させ，培地内のカテコルアミ
ンの放出を測定した。それぞれの実験群のアドレナリ
ンレベルは以下の通りである。コントロール群，2.500
±1.291 pg/mLア ゴ ニ ス ト 群，230.8±62.49 pg/mL	
K252a+アゴニスト群，4.500±3.512 pg/mLでアゴニ
スト群のノルアドレナリン濃度と他のすべての実験群
のノルアドレナリン濃度の間で有意差があった。しか
し，K252a+アゴニスト群とコントロール群の間で有

意差はなかった（Fig.	2a）。
　それぞれの実験群のドーパミンレベルは以下の通り
である。コントロール群，373.8±109.2 pg/mL；アゴ
ニスト群，38087.8±14032.5 pg/mL;	K252a+アゴニ
スト群，295.8±84.98 pg/mL。アゴニスト群のドーパ
ミンレベルと他の実験のドーパミンレベルの間に有意
差があった。しかし，K252a+アゴニスト群とコント
ロール群に差はなかった（Fig.	2b）。アドレナリンは
検出できなかった。　
2.　TrkB作用抗体を使用した刺激と60分ストレス後
のカテコラミンレベル

　TrkB作用抗体経由の受容体刺激を60分間ラットに
与えてカテコラミンの放出を詳しく調べた。それぞ
れの実験群のアドレナリンレベルは以下の通りであ
る。コントロール群，431.5±247.6 pg/mL；ストレス

Fig. 2　	Characterization	of	 anti-tyrosine	 receptor	kinase	B	
(TrkB).

PC12	cells	were	treated	with	anti-TrkB	(clone	47/TrkB)
and/or	TrkB	inhibitor,	K252a.	Levels	of	noradrenaline	(a)	
and	dopamine	(b)	in	the	media	were	then	assayed	by	HPLC.	
(a)	Significant	differences	in	noradrenaline	levels	were	seen	
between	the	agonist	group	and	all	other	groups.	Data	were	
analyzed	 by	 the	 Mann–Whitney	 U-test	 and	 the	 Kruskal–
Wallis	test	(*p<0.05;	n=4	per	group;	error	bars=SD).	(b)	Sig-
nificant	differences	in	dopamine	levels	were	seen	between	
the	agonist	group	and	all	other	groups.	Data	were	analyzed	
by	the	Mann–Whitney	U-test	and	the	Kruskal–Wallis	test.	
(*p<0.05;	 n=4	per	group;	 error	bars=SD).	Adrenaline	was	
not	detected	in	any	group.	(Kondo	Y	et	al:	Journal	of	Neu-
rochemistry	124:	224–232,	2013のFig.	1を許可を得て転載）
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群，3260.5±462.9 pg/mL；ストレス+アゴニスト群，
17689.5±8676.9 pg/mL；副腎摘出ストレス＋アゴニ
スト群，2.500±1.300 pg/mLで各群のアドレナリン
レベル間で有意差があった（Fig.	3a）。
　それぞれの実験群のノルアドレナリン濃度は以下の
通りである。コントロール群，1357.0±677.7 pg/mL；
ストレス群，6053.8±1585.8 pg/mL；ストレス+アゴ
ニスト群，13737.8±3754.9 pg/mL；副腎摘出ストレス
＋アゴニスト群，3550.8±614.7 pg/mL。同様に各群の
ノルアドレナリン濃度間で有意差があった（Fig.	3b）。
　それぞれの実験群のドーパミンレベルは以下の通り
である。コントロール群，61.5±5.2 pg/mL；ストレ
ス群，254.0±62.5 pg/mL；ストレス+アゴニスト群，
405.5±111.0 pg/mL；副腎摘出ストレス＋アゴニスト
群，338.5±78.5 pg/mLコントロール群のドーパミン
レベルと他のすべての群のドーパミンレベルで有意差
があった（Fig.	3c）。
　コントロール群，ストレス群，そしてストレス＋ア
ゴニスト群において無処置のラットと擬似オペレー
ションしたラット間で有意差はなかった。副腎摘出ス
トレス＋アゴニスト群と擬似オペレーションラット＋
ストレスアゴニスト群で有意差はなかった。
3.　60分ストレス間の副腎のTrkB mRNAとBDNF 

mRNAの発現
　RT-PCRを使用し60分拘束ストレス時の副腎の
TrkB	mRNAとBDNF	mRNAの発現を分析した。60
分ストレス後，ストレス群とストレス＋アゴニスト
群は，コントロール群と比較して，副腎でのBDNF	
mRNAは著しく発現上昇した。同様にTrkB	mRNA
はコントロール群と比較して弱く上方制御した（Fig.	

Fig. 3　	In	vivo	catecholamine	 levels	after	stimulation	with	
TrkB	expressed	in	the	adrenal	medulla	after	60-min	
stress	using	TrkB	agonist	antibody.	

Rats	were	stimulated	with	TrkB	agonist	antibody	after	
60-min	immobilization	stress.	Levels	of	adrenaline	(a),	nor-
adrenaline	 (b)	 and	 dopamine	 (c)	 in	 blood	 were	 assayed	
by	 HPLC.	 (a)	 Significant	 differences	 in	 adrenaline	 levels	
were	seen	between	each	group.	Data	were	analyzed	by	the	
Mann–Whitney	U-test	and	the	Kruskal–Wallis	test.	(*p<0.05,	
**p<0.01;	n=4–6	per	group;	error	bars=SD).	(b)	Significant	
differences	in	noradrenaline	levels	were	seen	between	each	
group.	 Data	 were	 analyzed	 by	 the	 Mann–Whitney	 U-test	
and	 the	Kruskal–Wallis	 test.	 (*p<0.05,	 **p<0.01;	n=4–6	per	
group;	error	bars=SD).	(c)	Significant	differences	in	dopa-
mine	 levels	were	 seen	between	 the	 control	group	and	all	
other	groups,	but	there	were	no	significant	differences	be-
tween	the	stress	+	agonist	and	stress	groups,	or	between	
the	 stress	 +	 agonist	 and	 stress	 (adrenalectomy)+agonist	
groups.	Data	were	analyzed	by	the	Mann–Whitney	U-test	
and	 the	Kruskal–Wallis	 test.	 (*p<0.05,	 **p<0.01;	n=4–6	per	
group;	error	bars=SD).	(Kondo	Y	et	al:	Journal	of	Neuro-
chemistry	124:	224–232,	2013のFig.	2を許可を得て転載)

Fig. 4　	RT-PCR	 analysis	 of	 tyrosine	 receptor	 kinase	 B	
(TrkB)	 and	 Brain-derived	 neurotrophic	 factor	
(BDNF)	mRNA	expression	in	adrenal	glands	after	
60-min	stress.

RT-PCR	 analysis	 detected	 mRNA	 expression	 of	 BDNF	
and	TrkB	in	the	stress	and	stress	+	agonist	groups.	In	the	
control	group,	very	little	BDNF	and	TrkB	mRNA	expres-
sion	was	observed.	(Kondo	Y	et	al:	Journal	of	Neurochemis-
try	124:	224–232,	2013のFig.	3を許可を得て転載)
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4）。無処置のラットと擬似オペレーションしたラット
間の発現に有意差はなかった。
4.　60分ストレス間の副腎のBDNF mRNAのReal-

time PCR
　副腎のBDNF	mRNAはReal-time	PCRにて分析を
行った。BDNF/β-actin	mRNA比率はコントロール群，
ストレス群，そしてストレス＋アゴニスト群の対照群
で計算した。BDNF/β-actin	mRNA比率は以下の通り
である。コントロール群，0.021±0.017；ストレス群，
1.254±0.400；ストレス+アゴニスト群，0.830±0.344
コントロール群と他の群の間で有意差があった。スト
レス群と，ストレス＋アゴニスト群の間で有意差はな
かった（Fig.	5）。無処置のラットと擬似オペレーショ
ンをしたラットの間の発現に有意差はなかった。
5.　60分ストレス後の副腎でのBDNF mRNAの ISH
　著者らはISHにより60分ストレス後の副腎にお
けるBDNF	mRNAを分析した。高レベルのBDNF	
mRNAの発現が，ラットの精巣上体細胞のポジティ
ブコントロールで検出できた。センスプローブで反応
した切片ではシグナルは確認できなかった。コント
ロール群ではハイブリダイゼーションシグナルは副腎

髄質細胞で弱くあらわれ，副腎皮質細胞ではシグナル
は確認できなかった。ストレス群ではハイブリダイ
ゼーションシグナルは副腎髄質細胞で強く現れ，副腎
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Fig. 5　	Quantitative	real-time	PCR	analysis	of	Brain-derived	
neurotrophic	factor	(BDNF)	mRNA	levels	in	adre-
nal	glands	after	60-min	stress.

BDNF	mRNA	levels	in	the	adrenal	glands	of	immobilized	
rats	after	60	min	was	assayed	by	real-time	PCR.	Data	are	
expressed	 as	 BDNF/b-actin	 mRNA	 ratios.	 BDNF	 mRNA	
levels	 were	 calculated	 to	 be:	 0.021±0.017	 for	 the	 control	
group	 (non-stress),	 1.254±0.400	 for	 the	 stress	group,	 and	
0.830±0.344	for	the	stress	+	agonist	group.	Significant	dif-
ferences	 in	 BDNF	 mRNA	 levels	 were	 seen	 between	 the	
control	 group	 and	 all	 other	 groups.	 Data	 were	 analyzed	
by	 the	Mann–Whitney	U-test	and	 the	Kruskal–Wallis	 test	
(**p<0.01;	n=6	per	group;	error	bars=SD).	(Kondo	Y	et	al:	
Journal	of	Neurochemistry	124:	224–232,	2013のFig.	4を許可
を得て転載)

Fig. 6　	In	situ	hybridization	for	Brain-derived	neurotrophic	
factor	(BDNF)	mRNA	in	adrenal	gland	after	60-min	
stress.	

In	the	control	group,	BDNF	mRNA	was	weakly	expressed	
in	the	adrenal	medulla,	but	was	not	expressed	in	the	adrenal	
cortex.	In	the	stress	and	propranolol	+	stress	groups,	BDNF	
mRNA	was	expressed	in	the	adrenal	medulla,	but	was	not	
expressed	in	the	adrenal	cortex.	Scale	bar=200	lm.	(Kondo	
Y	et	al:	Journal	of	Neurochemistry	124:	224–232,	2013のFig.	
5を許可を得て転載)

Fig. 7　	Immunohistochemistry	for	Brain-derived	neurotroph-
ic	factor	(BDNF)	protein	 in	adrenal	gland	after	60-
min	stress.	

In	the	control	group,	BDNF	protein	was	weakly	detected	
in	the	adrenal	medulla,	but	was	not	detected	in	the	adrenal	
cortex.	In	the	stress	and	propranolol	+	stress	groups,	BDNF	
protein	was	detected	 in	 the	adrenal	medulla,	but	was	not	
detected	in	the	adrenal	cortex.	Scale	bar=200	lm.	(Kondo	Y	
et	al:	Journal	of	Neurochemistry	124:	224–232,	2013のFig.	6
を許可を得て転載)
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皮質では確認できなかった。さらにプロプラノロール
＋ストレス群において，ハイブリダイゼーションシグ
ナルは副腎髄質細胞で強く現れ，副腎皮質細胞では確
認できなかった（Fig.	6）。無処置のラットと擬似オ
ペレーションしたラット間の発現の差異はなかった。
センスプローブではこれらの細胞にハイブリダイゼー
ションシグナルを検知することが出来なかった。
6.　60分ストレス後の副腎におけるBDNFタンパク免
疫組織化学染色

　コントロール群においてBDNFタンパクは副腎髄
質で弱く検出された。一方で副腎皮質では検出されな
かった。ストレス群において，BDNFタンパクは副腎
髄質では検出できたが，副腎皮質では検出できなかっ
た（Fig.	7）。同様に，プロプラノロール＋ストレス群
ではBDNFタンパクは副腎髄質で検出できた。一方で，
副腎皮質では検出できなかった。無処置のラットと擬
似手術したラット間で発現の違いはなかった。ストレ
スが加わった副腎髄質のBDNFタンパクの検出はリ
コンビナントBDNFの競合により無効になった。
7.　PC12におけるBDNF mRNA発現誘導の解析
　コントロール群では0.00016±0.00008，ATP添加

群では0.00085±0.00004，UTP添加群では0.00038±
0.00001であった。コントロール群と比較して，ATP添
加群で有意差（p<0.05）が認められたが，UTP添加群
では増加傾向は認められたが有意差はなかった（Fig.	
8）。
　次にATP受容体阻害によるBDNF発現への影響を
調べるために，阻害剤Suraminを用いてBDNF発現
量を定量PCRにて確認した。その結果，Suraminの
み添加した群は0.00013±0.00010を示し増加を認めら
れなかった。さらに，Suramin+ATP添加群は0.00014
±0.00003を示し発現上昇は統計学的に認められな
かった（Fig.	8）。
　以上の結果より，ATP添加によりPC12細胞に
BDNFの産生が有意に増加し，UTP添加群は増加傾
向を示した。
8.　PC12における培養上清中のBDNF量のELISA解析
　培養上清中のBDNF量は，コントロール群，ATP
添加群，UTP添加群いずれも検出限界値以下であっ
た。以上の結果より，培養細胞からはBDNFの放出
は認められなかった。

考 　 察

1．抗TrkB（clone 47/TrkB）の使用について
　抗TrkB（clone	47/TrkB）がTrkB作用抗体として
作用するかどうか検討し，作用することを確認した。
そして作用後，有意なカテコラミンがPC12から放出
されている事を確認した（Fig.	2ab）。さらに，カテ
コラミンの放出はK252aチロシンキナーゼ阻害剤に
よって完全に遮断することができた。この結果により
抗TrkB（clone	47/TrkB）がTrkB作用抗体として作
用しうることが証明できた。
　この結果はBDNF刺激で得られた結果に似てい
る 24）。この実験ではアドレナリンは検出限界以下で
あった。アドレナリンはフェニルエタノールアミンN-
メチルトランスフェラーゼによるノルアドレナリンの
メチル化によって合成される。このフェニルエタノー
ルアミンN-メチルトランスフェラーゼの活性化は副
腎皮質ホルモンの存在に必須である 35）。
　著者らのin vitro実験では，クロマフィン細胞実験
を用いた実験を行ったため，アドレナリンは検出でき
なかったものと考えられる。Qianらは，複数のマウ
スのモノクローナル抗体がTrkB作用抗体として機能
すると報告している36）。加えて，Tsaoらは，抗TrkB
抗体をTrkB作用抗体としてin vivo実験に使用して
いる37）。従ってTrkB作用抗体として抗TrkB（clone	
47/TrkB）の使用は適切であると考えられる。

Fig. 8　	Quantitative	real-time	PCR	analysis	of	Brain-derived	
neurotrophic	factor	(BDNF)	mRNA	levels	in	PC12.	

BDNF	mRNA	 levels	 in	PC12	was	 assayed	by	 real-time	
PCR.	Data	 are	 expressed	 as	 BDNF/b-actin	mRNA	 ratios.	
BDNF	mRNA	levels	were	calculated	to	be:	0.00016±0.00008	
for	the	control	group	,	0.00085±0.00004	for	the	after	expo-
sure	to	ATP	group,	0.00038±0.00001	for	the	after	exposure	
to	UTP	group,	 0.00013±0.00010	 for	 the	 after	 exposure	 to	
Suramin	group,	0.00014±0.00003	for	the		pretreated	30	min	
before	 ATP	 stimulation	 group,	 Significant	 differences	 in	
BDNF	mRNA	levels	were	seen	between	the	after	exposure	
to	ATP	group	and	the	control	group	or	the		pretreated	30	
min	before	ATP	stimulation	group.	Data	were	analyzed	by	
the	ANOVA	test	and	the	Tukey-Kramer	test	(*p<0.05;	n=5	
per	group;	error	bars=SD).

(杉山弘起ら　唾液腺BDNFの標的臓器と考えられる副腎
髄質におけるATP受容体の発現についての研究　神奈川歯
学	48(2),	2013の図2を許可を得て転載)
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2.　ラット急性拘束ストレス実験の先行研究からの経過
　以前の研究では，ラットの60分急性拘束ストレス
下での副腎髄質におけるTrkB	mRNAとタンパク発
現は有意に上昇した24）。この実験により，副腎髄質で
のTrkBの発現がストレス反応で重要な役割をしてい
る可能性を示唆した。そして本研究ではTrkB作用抗
体（clone	47/TrkB）を使用し60分ストレス後のカテ
コルアミンの放出を検討した。作用抗体で刺激した
ラットは無刺激なラットと比較して血中カテコラミン
濃度は有意な増加を示したが，60分ストレス後作用
薬で刺激した副腎摘出モデルラットでは増加しなかっ
た（Fig.	3a-c）。このデータは副腎髄質のTrkBによる
シグナル伝達はカテコルアミンの放出を起こすことを
示唆している。
　副腎摘出したラットモデルでは，カテコラミンレ
ベルは低い（Fig.	3a-c）。血中カテコルアミンは主に，
副腎髄質由来であるが，副腎髄質と同様に他の様々な
器官から放出される38）。副腎摘出モデルラットから検
出されたカテコルアミンは，副腎髄質以外の臓器から
由来するカテコルアミンであると考えられている。
　TrkB，BDNF	mRNAはRT-PCRに お い て，60分
ストレス後の副腎において発現しており，BDNF	
mRNAはReal-time	PCRにより60分ストレス後に副
腎で検出した（Fig.	4, 5）。この結果は60分ストレス
後の副腎でのBDNFとTrkBの発現はカテコルアミン
の放出を誘発することを示唆する。
　著者らは60分ストレス後の副腎におけるBDNF発
現の局在を調査するため，ISHと免疫組織化学染色を
行った。BDNFは副腎髄質に局在することが判明し
た（Fig.	6, 7）。60分ストレスにおいて副腎髄質で発
現したBDNFとTrkBの発現はカテコルアミンの放出
を誘発すると示唆される。つまり，カテコルアミンの
放出はSAM軸経由でのニコチン受容体の活性化と同
様に副腎髄質でのBDNFによる自己分泌シグナル伝
達により誘起されたと考えられる。一方Tsukinokiら

（2007年）の研究から，BDNFはラットの顎下腺で30
分拘束ストレス後に発現し，血漿BDNFは顎下腺で
のBDNFの発現に寄与していると示唆した 10）。よっ
て著者らの結果は副腎以外の供給源由来のBDNFの
存在を考慮しなければならない。
　副腎皮質の自己分泌シグナル伝達に関して39），βア
ドレナリン受容体は副腎髄質で発現し，そして，自己
分泌シグナル伝達によってカテコルアミンの放出で
調節されることが報告されている。従って，BDNF-
TrkB相互作用の自己分泌を経由したカテコルアミン
放出機構は，副腎髄質においても機能していることが
考えられる。

3.　BDNF-TrkB相互作用のポジティブフィードバッ
クループについて

　プロプラノロール投与後に，60分ストレスに負荷
したラットの副腎においてBDNFは副腎髄質に局在
していた。（Fig.	6, 7）これは，BDNFとTrkB相互作
用は副腎髄質でポジティブフィードバックループの役
割をしている事を示唆している。ただし，これに関し
ては神経伝達とシナプス伝達の観点からさらに研究を
重ねて，このポジティブフィードバックの機構を証明
する必要がある。ポジティブフィードバックループは
腸管神経系や副腎皮質のアルドステロン分泌などの恒
常性維持に関与する神経系にも存在する40, 41）。加えて
Cortezらによると，副腎髄質で発現するβアドレナリ
ン受容体はポジティブフィードバック経由でカテコラ
ミンの放出を制御することを示している 39）。従って，
副腎髄質がBDNF-TrkB相互作用のポジティブフィー
ドバックループの役割担っている可能性もある。Higo	
他は，重篤なストレスは神経細胞の小胞体ストレスを
引き起こし，細胞死につながると示唆している 42）。こ
のことはSAM軸の崩壊につながるであろう。SAM軸
の崩壊を阻止するために重篤なストレスが神経損傷を
引き起こす時にSAM軸に変わる経路としてポジティ
ブフィードバックループが働く可能性があると考えら
れる。
4.　TrkBシグナルカスケードについて
　TrkBには３つの主なシグナルカスケードがある。
ホスホリパーゼC-γ（PLC-γ）経路，ホスファチジル
イノシトール３キナーゼ（PI3-K）–Aktキナーゼ経路
そしてRas-MAPK経路がある 43）。特に，ホスホリパー
ゼC-γ経路は，イノシトール１，４，５–三リン酸の活
性化によって小胞体からカルシウム放出を引き起こ
す43）。それゆえ，BDNFとTrkB相互作用により活性
化されたPLC-γ経路経由で細胞内カルシウム濃度の増
加がおこり，これによりカテコルアミンの開口分泌が
誘導されたと示唆している。ストレス反応は，体内で
複数の機構により制御される44）。
4.　BDNFにおけるストレス応答について
　副腎髄質では，BDNFはストレスが作用している間
に重要な役割を果たし，いくつかの遺伝子と神経ペプ
チドの発現を調節している可能性が非常に高い 45）。そ
れゆえ，副腎髄質で発現したBDNFはカテコルアミ
ン放出以外のストレス応答の役割を演じることが可能
である。今後，ストレス応答でのシグナル伝達の経路
と役割を解明することが必要である。
5.　副腎髄質におけるATP，UTPとATP受容体につ
いて

　さらに，ATPは細胞間情報伝達物質として様々な
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生理機能に関与していることが知られている 46）。一方
ATP受容体は，P2プリン受容体とも呼ばれ，ATP，
UTPなどの細胞外液のヌクレオチドをアゴニストと
する細胞膜上の受容体の総称である。これら受容体は，
P2X受容体とP2Y受容体の２つに分類されている47）。
P2X受容体はP2X1からP2X7までの７つのサブタイプ
があり，これらはイオンチャンネル型ATP受容体で
あり，非選択性陽イオンチャンネルを形成すると考え
られている。P2Y受容体は７つ以上のサブタイプがあ
り，Gタンパク共役型受容体である。ATP受容体の
うちP2X4受容体とP2Y2受容体は神経系細胞のBDNF
産生や細胞からの放出に関与している。
　そこで，RT-PCRにてPC12細胞にP2X4受容体およ
びP2Y2受容体の遺伝子発現が認められることを確認
したのち，これらATP受容体刺激がBDNFの産生を
増加するか検討した。ATPはP2Y2受容体およびP2X4

受容体と親和性が高く，UTPはP2Y2受容体をリガン
ドとしている26）。ATPおよびUTP添加実験では,ATP
添加により有意にBDNF	mRNAの発現が増加した。
UTP添加では増加傾向を示したものの有意差は認め
られなかった。Takasakiらのアストロサイトを用い
た検討でもUTPは増加傾向を示すが有意な差がなく，
ATPで著明な増加を示していた26）。これは，ATPが
P2Y2受容体およびP2X4受容体の２つの受容体と親和
性が高いことと関連しているのかもしれない。
　さらに，ATPおよびUTP添加刺激による培養上
清のBDNF量をELISAで測定したところ，培養上清
中にはコントロール群と比較して有意な増加を認め
なかった。従って，これらの受容体はBDNFの放出
には関与していないことが示唆された。P2Y2受容体
は，涙液の分泌促進を行うことが報告されており，分
泌機構に関与する受容体である 48）。今回の結果から，
BDNFの放出およびBDNFの産生にも関連が弱いこ
とから，副腎髄質での発現の意義についてさらなる検
討が必要である。

結 　 論

1.	抗TrkB（clone	47/TrkB）がTrkB作用抗体として
作用することを実証した。この研究は，60分スト
レス条件下でのラット副腎髄質のTrkBがTrkB作
用抗体によりカテコルアミン放出を誘起することを
示唆する初めての研究である。

2.	BDNF発現は，ラットの副腎髄質で確認できた。よっ
てBDNFは副腎髄質で自己分泌機能をもつ可能性
がある。

3.	副腎髄質では急性ストレス条件下でBDNF-TrkB相
互間の自己分泌を通したポジティブフィードバック

ループの役割をする可能性がある。
4.	副腎髄質のATP受容体のうちP2X4受容体がBDNF

産生に関して強く関係していることが示唆された。
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