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博士論文の要旨                                

 【背景と目的】 

脳由来神経栄養因子(BDNF; Brain-derived neurotrophic factor) はニューロトロフィンファミリーに

属し、中枢神経や末梢神経の分化、生存に重要な役割をする。BDNFは脳の可塑性の制御にも関連し、うつ

病のような精神疾患との関連も示唆されている。またBDNFは摂食制御やエネルギー代謝にも関連している。 

糖尿病は、心血管疾患、脳梗塞、足切断などの大血管障害や網膜症、腎症や神経障害といった細小血管

障害の合併症が問題となる慢性代謝疾患症候群である。これまでの研究からBDNFは、糖尿病の合併症であ

る網膜症や神経障害などの細小血管障害や、また心筋梗塞などの大血管障害に対して保護的に機能するこ

とが基礎研究から示唆されている。 

さらに、血中BDNFは狭心症や心不全などの心血管疾患と関連し、血清BDNFの低下は心血管疾患のリス

クと関連することが報告されている。糖尿病患者における血中BDNFは、非糖尿病患者と比して増加してい

る報告がある一方、減少しているとする報告もあり、この不一致は糖尿病の病態が、血中のBDNFに影響し

ていることを示唆する。 

ヒトにおける末梢血のBDNFの主要な供給源は血小板であることが分かっており、血清のBDNF濃度は血

小板からの放出されたBDNFの量を反映しているかもしれない。しかし、糖尿病の病態における血小板から

のBDNFの放出のメカニズムは明らかではない。 

そこで、申請者らは糖尿病患者で増加し、糖尿病の細小血管障害や大血管障害の発症に寄与するとされ

る、最終糖化産物(AGEs; Advanced glycation end products)に注目し、ヒト血小板におけるBDNFの放出

制御に関する最終糖化産物(AGE)の働きを調べることを本研究の目的として、研究を行った。 

【方法】 

文書による同意を頂いた糖尿病のない、健常人より静脈採血を行った。採血された静脈血は3.2%クエン酸

ナトリウム入りの容器に移し、200×gで10分間遠心を行い、上清(多血小板血漿)を回収し、その後1μM



のプロスタグランジンE1を含んだ15%の ACD(Acid-citrate-dextrose)溶液を加え、800×g で 10 分間遠

心、洗浄を行った。 その後、Tris/EDTA バッファーで遠心・洗浄を行った後にCaイオンフリーのタイロ

ードバッファーを加え、血小板数をカウントし、1チューブあたり、1×108個となるように希釈を行った。 

 1×108/tubeの血小板に様々な濃度のAGEを投与し、37℃の恒温槽内で5分間、刺激を行った後、上清お

よびライセートを回収し、それぞれのBDNFをELISAで測定し、血小板あたりの総BDNF、放出されたBDNF

量からBDNFの放出率を算出した。また、刺激した血小板についてウェスタンブロッティング、免疫沈降法

を用いてタンパク解析を行った。  

【結果】 

コントロール、25mMグルコース、25mMマンニトール、100μg/ml AGEの比較では、AGE投与によって有

意にBDNFの放出率は増加し、またAGEによる血小板からのBDNFの放出は濃度依存性であった。そこで、

申請者らはBDNFの放出に関する細胞内Caイオンの動態について調べるために、細胞内Caイオンキレータ

ーである、BAPTA-AMをAGE投与5分前に投与し検討したところ、BAPTA-AM 10μMの投与によりAGEによる

BDNFの放出は有意に抑制された。血小板にはRAGE(Receptor for AGE)、CD36や5HT-2A/Cなどのいくつか

の AGE の受容体が発現していることが知られている。特に CD36 は Src ファミリーキナーゼ(SFK; Src 

family kinase)を活性化させること、また SFK の活性化は、Syk タンパク、フォスフォリパーゼ Cγ(PLC

γ; phospholipase Cγ)を介して、血小板内のCaイオンの濃度上昇を起こすことが明らかとなっている。

このことから、申請者らはこのSFKの阻害薬であるPP2 をAGE投与5分前に投与し、AGEによる血小板か

らのBDNFの放出に与える影響について調べたところ、PP2 10μMの投与によってAGEによるBDNFの放出

は有意に抑制された。  

そこで申請者らは詳細な血小板からのBDNFの放出メカニズムを調べるためタンパク解析を行った。ウェス

タンブロッティングでの解析で、AGEはSFKであるSrcをリン酸化させ、またその反応はPP2によって抑

制された。また、免疫沈降法による解析では、AGEによってSFKの下流に存在するSykタンパクはリン酸

化され、またその反応はPP2 によって抑制された。 

【考察】 

これらの結果から、AGEはヒト血小板においてSyk-Src (-PLCγ)経路を介して、BDNFの放出を促進させ

ることが分かった。AGEによる細胞毒性やBDNFの保護的効果を考慮すると、糖尿病の早期段階においてAGE

によるヒト血小板からのBDNFの放出は、生物学的な防御機構として機能している可能性がある。また、糖

尿病の病期が長くなり、血中AGEの蓄積により、血小板内のBDNFの枯渇や制御不全が起こる可能性が考え

られた。 

 

 

審査結果の要旨 

 脳由来神経栄養因子(BDNF) は神経の分化、生存に重要な役割をするニューロトロフィンである。 糖尿

病は、心血管疾患、脳梗塞などの大血管障害や網膜症、腎症などの細小血管障害の合併症が問題となる慢

性代謝疾患であり、糖尿病患者の血清BDNF濃度は健常人と比して低下している、あるいは上昇していると

する報告がある。末梢血BDNFの主な供給源は血小板であることから、血清BDNF濃度は血小板から放出さ

れたBDNFを反映している可能性がある。 

 そこで、申請者らは糖尿病患者で増加するとされる、最終糖化産物(AGEs)に注目し、ヒト血小板における

BDNF放出とAGEの働きを調べた。 



申請者は健常人から採血し、血小板を抽出し解析したところ、AGE投与により血小板からのBDNF放出が

促進された。細胞内Ca2+キレータであるBAPTA-AMによってAGEによるBDNF放出反応は抑制され、また血

小板に存在するSrcファミリーキナーゼ(SFK)を阻害する作用をもつ、PP2によってもこの反応は抑制され

た。蛋白解析ではAGEはSFKであるSrcをリン酸化させ、またSFKの下流に存在するSyk蛋白もリン酸化

させることが分かった。 

以上より、AGEはヒト血小板においてSrc-Syk経路を介して、BDNF放出を促進させることが分かった。 

 本論文は、AGEがヒト血小板からBDNFの放出を促進させることを初めて示した論文である。ヒト血小板

からAGEによるBDNFの放出機構を明らかにした点に博士論文としての価値を認める。 

 


