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    ［要  旨］

【目的】

  脳由来神経栄養因子(brain-derived neurotrophic factorBDNF)はnerve growth factor (NGF) family

に属する，28kDa，pI 10.3のホモダイマーサイトカインである。これまでにBDNFの主要生理作用

として神経可塑による中枢神経系の維持が注目され、多くの解析例が報告されてきた。ー方で

BDNFは末梢組織と循環血液中にも存在し、末梢組織における病態生理学的意義についての報告

例は未だ少ないものの、これまでに血管内皮細胞の恒常性の維持や自血病の増悪への関与が報告

されている。特に近年では血小板製剤輸血時における輸血アレルギー反応へのBDNFの関与が立

て続けに報告されるなど、末梢組織におけるBDNFの病態生理学的意義の解明は急務といえる。

BDNFは循環血液中では大部分が血小板に貯蔵されていることが知られているが、血小板母細胞

で ある巨核 球でのBDNFの産生はcell lineを用いたin vitroの系では認められず、巨核球は

BDNF産 生能カ が欠如し ていると 考えられてきた。現在のところ血小板内BDNFの由来は同定

されておらず、血小板・巨核球とBDNFの相互作用に対する知見の希薄さが末梢組織における

BDNFの病態生理学的意義解明の大きな障壁になってきた。そこで本研究では血小板および巨核

球 に対する BDNFの病態生理学的作用の推定を研究目的と定め、(1)ヒト血小板内BDNFの動態

解析、(2)幼若巨核球in vitroモデルであるMEG-01に対するBDNFの生理作用解析、(3) MEG-01

におけるBDNF産生調節機構の解析を実施した。

【方法】

  本研究はヒト末梢血由来の血小板および幼若巨核球のin vitroモデルとして巨核球細胞株

MEG-01を用いて実施した。血小板内BDNFの動態解析は免疫電子顕微鏡

(immunoelectronmicroscopyIEM)とショ糖密度勾配超遠心法による血小板細胞小器官分画によっ

て実施した。ショ糖密度勾配超遠心法によるBDNFの貯蔵局在同定はwestern blotting (WB)を組

み合わせて行った。MEG-01に対するBDNFの生理作用解析はthrombopoietin (TPO)添加・非添加

条 件下で MEG-01を培養 し、その 時のBDNFの 自己産 生能をWBで 検討し た。続い てBDNFの巨

核球に対する生理作用を推定するために、BDNFがもたらすMEG-01の形態変化を細胞増殖と多

核 化の2点につ いて検 討した。 BDNFのMEG-01細胞 増殖促 進作用に っいて はTPOお よびBDNF
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添加条件での細胞数の増減を計測することで評価し、MEG-01の多核化に対する影響については

細胞 内DNAを propidium iodide (PDで染色後にフローサイトメトリーで測定して評価した。

MEG-01にお け る BDNF産生 調 節 機 構の 解 析 はTPO未刺 激 MEG-01を 対象 に、RT‐PCRでBDNF

廿anSCdptS（BDNFSenSeRNAとBDNFnatIlralantiSenSe廿anSCdpt）の発現ノくターーンを解析後、RNaSeA

protection認sり．によってBDNFendogenousdoublestrandRNA（dsRNA）の存在を検討した。その後、

siRNAを用いてBDNFnan｝ralantisensetransc喞tをノックダウンし、quantitativeRT．PCR（qR1、‾PCR）

とWBで MEG‐ 01におけるBDNFnatllralantisensetransc喞tのBDNF産生への影響を検討した。

【結果】

（1）ヒト血小板内BDNFの動態解析

  検討の結果、BDNFはa顆粒と細胞質の2種類の局在に貯蔵されている事が明らかになり、さら

にトロンビン刺激によって放出挙動を呈するものはa顆粒内BDNFである事が明らかになった。

本検 討により 得られ た細胞質 内BDNFの存 在という知見は血小板母細胞である巨核球による

BDNFの産生を示唆するものであり、これまですべて外因性であると考えられてきた血小板内

BDNFの 由 来 に つ い て 初 め て 巨 核 球 由 来 の 内 因 性 BDNFの 可 能 性 が 提 示 さ れ た 。

（2）幼若巨核球mvi廿oモデルであるMEGm1に対するBDNFの生理作用解析

  巨核 球にお けるBDNF産生の可能性が示唆された事からMEG‐01を用いたBDNF産生能の解析

を実 施し、MEG‾01は TP0存在 下でBDNFを 産生する事が明らかになった。また、産生された

BDNFはautocnne様式によって自己利用され、MEG．01の細胞増殖を促進する事が明らかになっ

た。一方、MEG101の多核化に対してBDNFは促進的作用を示さず、むしろ多核化抑制傾向が認

められた。造血幹細胞から巨核球産生に至る分化成熟過程はm．egakaづ0poiesisと呼ぱれ、早期の

自己増殖能に特徴づけられる分化過程と、それに続発する多核化・細胞質膨張が起こる成熟過程

に分けられる。本検討により得られた知見から、BDNFはMEG―Olに対して自己細胞増殖を促進

するmeg心aDrocりeIcoloりstimulatmgfactor（MEG℃SF）様作用を呈する事が明らかになり、BDNF

が megakaザ opoiesisに 関 与 す る 新 し い サ イ ト カ イ ン で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。

（3）MEGmHこおけるBDNF産生調節機構の解析

  BDNFの MEG゚ CSF様 作 用 は MEG― 01の 多 核 化 に 対 し て 抑 制 性 で あ り 、こ れ は BDNFが

megakaDpoiesisの成熟過程においては逆に阻害因子である可能性を示していた。そこで著者は巨

核球 にはBDNFの 産生調節機構が存在すると仮定し、MEG‐01におけるBDNF産生調節機構を検

討 し た。 検討の 結果MEG‐01はBDNFsenseRNA（BDNF‐S）とと もにBDNFnaturalantisense

traulscdpt（BDNF‐AS）を発現し、これらtranscdptsが内因的にdsRNAを形成している事が明らかに

な っ た。 さらに siRNAに よるBDNF－ ASノックダ ウン実 験の結果 、BDNFの産 生をBDNFlASが

抑制している事が明らかになった。この抑制機構についてはこれまでに得られた検討結果から内

在性RNAinte爪rence（恥治i）であると推察しているが、現時点ではまだ機構同定には至っていな

い。

【結論】

  本研究によってヒト血小板内BDNFの貯蔵局在はa顆粒と細胞質である事が同定され、さらに

mVi舶モデル を用い たBDNFの巨核球に対する生理作用解析の結果、BDNFは巨核球によって産

生・分泌される事、そしてmegak邨叩0iesisに対してMEGICSF様作用を呈する新規関連因子であ

る可能性が示唆された。
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  脳由来神経栄養因子(brain-derived neurotrophic factor’BDNF)はnerve growth factor (NGF) family

に属する28kDa，pI 10.3のホモダイマーサイトカインである。これまでにBDNFの主要生理作用と

して神経可塑による中枢神経系の維持が注目され、多くの解析例が報告されている。一方でBDNF

は末梢組織と循環血液中にも存在し、末梢組織における病態生理学的意義にっいての報告例は未

だ少ないものの、これまでに血管内皮細胞の恒常性の維持や自血病の増悪への関与が報告されて

いる。特に近年では血小板製剤輸血時における輪血アレルギ一反応へのBDNFの関与が立て続け

に報告されるなど、末梢組織におけるBDNFの病態生理学的意義の解明は急務といえる。BDNF

は循環血液中では大部分が血小板に貯蔵されていることが知られているが、血小板母細胞である

巨核球でのBDNFの産生はcell lineを用いたin vitroの系では認められず、巨核球はBDNF産生能

カが欠如していると考えられてきた。現在のところ血小板内BDNFの由来は同定されておらず、

血小板・巨核球とBDNFの相互作用に対する知見の希薄さが末梢組織におけるBDNFの病態生理

学的意義解明の大きな障壁となっている。そこで本研究は、血小板および巨核球に対するBDNF

の病態生理学的作用の解明を研究目的とし、(1)ヒト血小板内BDNFの動態解析、(2)幼若巨核球

血vitroモデルであるMEG-01に対するBDNFの生理作用解析、(3) MEG-01におけるBDNF産生

調節機構の解析を実施したものである。

  本研究はヒト末梢血由来の血小板と幼若巨核球の血vitroモデルとしての巨核球細胞株MEG-01

を用いて実施している。血小板内BDNFの動態解析には免疫電子顕微鏡とショ糖密度勾配超遠心

法及びWB法を利用し、MEG-01に対するBDNFの生理作用解析には、TPO添加・非添加時のBDNF

産生能をWBで検 討している。BDNFがもたらすMEG-01の形態変化は、細胞増殖と多核化の2

点にっいて検討 し、BDNFのMEG-01細胞増殖促進作用にっいてはTPOおよびBDNF添加条件で

の細胞数計測にて評価し、MEG-01の多核化に対する影響については細胞内DNAをPI染色後に

フローサイトメトリーで測定している。MEG-01におけるBDNF産生調節機構の解析はTPO未刺

激MEG-01を対象に、RT-PCRでBDNF transcriptsOBDNF sense RNAとBDNF natural antisense

transcript： NADの発現パターンを解析後、RNaseAprotection assayによってBDNF endogenous

dsRNAの存在を検討し、siRNAを用いてBDNF NATをノックダウン後、quantitative RT-PCRと

WBでMEG-01におけるBDNF NATのBDNF産生への影響を検討している。

  ヒト血小板内BDNFの動態解析の検討の結果、BDNFはa顆粒と細胞質の2種類の局在に貯蔵

されていること、さらにトロンビン刺激によって放出挙動を呈するものはa顆粒内BDNFである

事を明らかにした。本検討により得られた細胞質内BDNFの存在という知見は血小板母細胞であ

る巨核球によるBDNFの産生を示唆することから、これまですべて外因性であると考えられてき
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た血小板内BDNFの由来について初めて巨核球由来の内因性BDNFの可能性を提示した。未刺激

MEG-01では既報のように蛋白レベルでのBDNF産生は認められなかったが、TPO刺激により

MEG-01がBDNFを産生し、産生されたBDNFはautocrine様式によって自己利用され、MEG-01

の細胞増殖を促進することを抗BDNF中和抗体添加実験より初めて明らかにした。一方、MEG-01

の多核化に対してBDNFは促進的作用を示さず、むしろ多核化抑制傾向が認められたことから、

BDNFはMEG-01の 自己 細 胞増殖を 促進する MEG-CSF様 作用を 有するサ イトカイ ンとし て

megakaryopoiesisに関与するが、その後の成熟過程には関与しない可能性に言及している。そこで

次に著者は、巨核球にはBDNF産生調節機構が存在すると想定し、MEG-01におけるBDNF遺伝

子発現を 検討し た。その 結果MEG-01は BDNF sense RNA (BDNF-S)とともにBDNF natural

antisense transcript (BDNF-AS)を発現し、これらtranscriptsが内因的にdsRNAを形成していること

を初めて明らかにした。さらに外来性siRNA導入によるBDNF-ASノックダウン実験の結果、

BDNF-S量の増加とBDNF蛋白の産生が認められたことから、BDNF-ASがBDNF-S発現を抑制す

ることを確認した。これらの結果から、生理的な抑制機構はcis-NATによる内在性RNAiである

と 推 測 で き る が 、 現 時 点 で は ま だ 機 構 の 全 容 解 明 に は 至 っ て い な い と い う 。

  以上より，著者は血小板内BDNFの貯蔵局在について初めてa顆粒と細胞質である事を同定し、

さらに血vitroモデルを用いた実験によって血小板内BDNFの由来として巨核球による自己産生の

新知見を得た。BDNFの巨核球への生理作用はMEG-CSF様作用の可能性が示唆され、BDNFの

megakaびopoiesisに対する新規関連因子である可能性を本論文により初めて提唱した。加えて本論

文では巨核球によるBDNFの内在的かつ能動的産生抑制機構の可能性にっいても検討されてお

り、megakaryopoicsisの新たな分子機構の存在を示唆している。本論文は，巨核球の分化、増殖、

血小板産生に至る一連の経路にBDNFという新たな調節因子の関与を示すものであり、未だ

全貌が理解されていないmegakaびopoiesisの解明に大きく貢献するものである。よって著者は，

北 海 道 大 学 博 士 （ 保 健 科 学 ） の 学 位 を 授 与 さ れ る 資 格 あ る も の と 認 め る 。
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