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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病における脳血管障害や認知機能障害などの中枢機能障害として血糖調節機能不全
が発現すると考えられる。糖尿病病態下では、脳微小血管およびその構成細胞である脳ペリサイトのシクロフィリンA 
(CypA)の産生量が増加した。このCypAは糖尿病病態下で脳神経のインスリン抵抗性を惹起した。これらの結果は、脳ペ
リサイトは脳神経血管機構の基幹細胞として糖尿病病態の進展に関与する可能性を示唆する。本研究は、脳ペリサイト
およびCypAを糖尿病治療における新たな治療標的として提示するものである。

研究成果の概要（英文）：Brain pericytes in the microvasculature are periendothelial accessory structures o
f the blood-brain barrier (BBB). We previously demonstrated that pericytes increase insulin sensitivity in
 the hypothalamic neurons through soluble factors under the physiological conditions. However, under the p
athological conditions such as diabetes mellitus (DM), a role of pericytes in hypothalamic insulin sensiti
vity remained obscure. The expression of cyclophilin A (CypA) and its receptor, CD147 in the brain and bra
in microvessels were increased in the obese mice with impaired glucose tolerance induced by high fat diet.
 CypA release from pericytes was much higher than that from other BBB-constituting cells under the physiol
ogical conditions. TNF-a increased CypA release from pericytes. The treatment of TNF-a combined with CypA 
decreased insulin sensitivity in the hypothalamic neurons. Therefore, pericytes and pericytal CypA could b
e involved in insulin resistance in the central nervous system.
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１．研究開始当初の背景 

２型糖尿病は、膵 β 細胞からのインスリン

分泌量低下やインスリン抵抗性に基づく作

用低下による血糖値上昇を成因とする疾患

である。慢性的な高血糖症状の問題点は、網

膜症、腎障害、末梢神経障害への進展であり、

近年、認知機能低下や痴呆症状の発症との関

連性も明らかになりつつある。２型糖尿病治

療薬の開発はめざましいが、克服されていな

い課題は多い。 

２型糖尿病動物では高インスリン血症が

認められるが、脳内にインスリンを投与する

と 高 血 糖 が 改 善 さ れ た  (Nature, 1979; 

282:503)。骨格筋・肝臓とは異なり、脳のグ

ルコース取り込みはインスリン非依存的で

あるため、脳は２型糖尿病における標的臓器

とは捉えられていなかった。しかし、脳が末

梢からのインスリンを受容し肝臓でのグル

コース産生を抑制することが明らかにされ

た。さらに糖尿病および肥満動物において、

インスリン脳内移行量が減少することも報

告された (Peptides,1997; 18:1577, Diabetes, 

2000; 49: 1525)。これらの知見は、インスリン

の脳移行低下を包含した「中枢性インスリン

感受性機構障害」が２型糖尿病形成に関与す

ることを示す。 

薬物療法により血糖が管理されている２

型糖尿病患者においても認知機能障害が認

められる(Ann Neurol, 2008; 64:698)。この成績

は、糖尿病による認知機能障害の発症抑制に

関して、末梢のインスリン分泌不良やインス

リン抵抗性の改善による血糖管理だけでは

効果が不十分であることを示唆する。さらに

インスリンは脳内の神経伝達物質放出促

進・神経成長を促進する作用を有するが、脳

内炎症下では脳神経のインスリンシグナル

不全が引き起こされる (Neural Dev 2010;5:7)。 

これらの知見は、２型糖尿病形成および進

展における中枢機能異常の関与を示唆する。

しかし、中枢での血糖調節機能障害および認

知機能障害の改善に関する課題は取り残さ

れたままである。それでは、２型糖尿病にお

ける中枢機能障害はどのように惹起される

のか？初期過程での持続的な高血糖状態は

恒常性維持機能を凌駕したエネルギー摂取

の結果である。本申請者らは、糖尿病におけ

る血糖調節機構を含む中枢機能障害は、イン

スリン血液脳関門透過不良および脳神経イ

ンスリン感受性不良(本申請者はこれらを脳

インスリン抵抗性と定義した)に端を発する

と考え、その病態形成機構として脳血管内皮

細胞－脳ペリサイトおよび脳ペリサイト－

海馬・視床下部神経の機能的連関に着目した。

脳血管内皮細胞が脳ペリサイト、グリア細胞

と共に構成する血液脳関門(BBB)と脳神経は

高度なネットワーク機能から成る「脳神経血

管機構」を形成して高次脳機能を維持してお

り、この機能障害は様々な病態を引き起こす

(Neuron. 2008;57:178)。最近、脳ペリサイト欠

損マウスでは、脳血管内皮細胞およびアスト

ロサイト機能が低下し血液脳関門が脆弱化

することが報告され、脳神経血管機構におけ

る脳ペリサイトの重要性がさらに支持され

た。そこで、本申請者はこれら血液脳関門と

脳神経の「中継制御装置」である脳ペリサイ

トに着眼し、糖尿病病態下の脳ペリサイト機

能異常による脳神経血管機構異常が糖尿病

進展に寄与する可能性を追求する。 

 

 



２．研究の目的 

2 型糖尿病における脳血管障害や認知機能

障害などの中枢機能障害として血糖調節機

能不全が考えられる。本研究では、血液脳関

門および視床下部・海馬機能を調節する「脳

神経血管機構 (neurovascular unit；NVU)」の

基幹細胞として「脳ペリサイト」を捉え、本

細胞が糖尿病病態下で、シクロフィリン A 

(CypA)などの液性因子を介して血液脳関

門・脳神経のインスリン抵抗性を惹起し、糖

尿病病態の形成・進展を担う可能性を追求す

る。本研究は糖尿病治療における新たな治療

標的を提示しようとするものである。 

 

３．研究の方法 

（１）初代培養 BBB 細胞の採取；脳血管内

皮細胞、脳ペリサイトおよびアストロサイト

はそれぞれ 2-8 週齢、3 週齢および生後 1-2

日の wistar rat から単離培養した。 

（２）視床下部神経細胞インスリン感受性の

評価；視床下部神経細胞株 GT1-7 にインスリ

ンを 2 時間処理後、GT1-7 細胞内 Akt のリン

酸化タンパク質発現量を指標として、インス

リン感受性を評価した。GT1-7 インスリン感

受性に対する CypA の影響は、糖尿病悪化因

子メチルグリオキサール（MG）および TNF-α

を GT1-7 に 24 時間負荷した後に、インスリ

ンを 2 時間刺激した際の Akt リン酸化タンパ

ク質発現量の変化を用いて評価した。 

（３）糖尿病モデルマウスの作製；ICR マウ

スに high fat diet (HFD)を 2, 4および 8週間そ

れぞれ負荷し、肥満誘発性糖尿病モデルマウ

ス（DM マウス）を作製した。モデルマウス

は、HFD 負荷期間依存的な体重増加・血糖値

上昇を示した。DM マウスから血漿、脳およ

び脳微小血管を採取し、western blot 法により

CypA および CD147 発現量を測定した。また、

MILLIPLEX®を用いて、血漿および脳内での

それぞれ 13 種類の代謝ホルモンおよび 32 種

類のサイトカイン/ケモカイン濃度を測定し

た。DMマウスにおいて、血漿中では C-peptide、

インスリン、レプチン、G-CSF、IL-13 が、脳

内では IL-1、2、12、13、15 および KC が増

加していた。   

（４）脳ペリサイトからの CypA 産生に対す

る糖尿病悪化因子の影響；脳ペリサイトを無

血清培地で 12 時間処理した後、糖尿病悪化

因子である TNF-α (100 ng/mL)を 24 時間処理

した。処理後、濃縮した培養上清中の CypA

を western blot 法により測定した。ペリサイト

の TNF-α に対する応答性は、MMP-9 産生の

継時的変化を指標として評価した。 

 

４．研究成果 

（１）糖尿病病態下における脳内 CypA 発現

量の変化 

① DMマウスにおけるCypAおよびその受

容体 CD147 の発現量の変化；高脂肪食を 8

週間摂食させた DM マウスでは、脳内 CypA

および CD147 発現量の有意な増加、また、脳

血管内皮細胞およびペリサイトを含む脳微

小血管のそれら発現量の軽度増加が認めら

れた。従って、肥満誘発性糖尿病病態下では、

脳内CypA-CD147シグナル経路が活性化して

いる可能性がある。BBB を構成する脳微小血

管およびペリサイトがこの脳内 CypA-CD147

シグナル活性化に促進的な働きをすること

が推測される。  

② BBB 構成細胞における CypA 産生量お

よび CD147 発現量の比較；DM マウスにおい

てBBBを構成する脳微小血管でCypAおよび

CD147 発現量の増加が認められたことから、

脳微小血管を構成する脳血管内皮細胞、ペリ

サイトおよび脳微小血管を取り囲むアスト

ロサイトにおけるCD147およびCypA産生量

を比較検討した。CypA 産生量は BBB 構成細

胞の中でペリサイトが最も多かった。CD147

はいずれの BBB 構成細胞にも発現していた。



これらの結果は、ペリサイト由来 CypA が血

液脳関門構成細胞間 cross talk の情報伝達因

子である可能性を示唆する。 

③ ペリサイト由来 CypA 産生に対する糖

尿病悪化因子の影響；糖尿病病態下では血液

中の TNF-α などが増加することにより末梢

組織のインスリン抵抗性が形成され病態が

進展する。そこで、糖尿病悪化因子 TNF-α に

よるペリサイトの CypA 産生に対する影響を

検討した。TNF-α 処理によりペリサイトの

CypA 産生量は増加した。従って、脳ペリサ

イトは、糖尿病病態下での脳内 CypA-CD147

シグナル活性化に促進的役割を担っている

可能性がある。 

（２）糖尿病病態時における視床下部神経の

インスリン感受性に対する CypA の作用 

糖尿病病態時に脳内あるいは血液中で増

加する炎症性サイトカイン TNF-α および糖

化産生物質 MG をマウス視床下部神経細胞

GT1-7 に負荷することにより糖尿病病態時の

視床下部神経モデルを作製した。このモデル

を用いて糖尿病病態下での視床下部神経の

インスリン感受性に対する CypA の作用につ

いて検討した。CypA は、MG によるインス

リン感受性低下を変化させなかったが、

TNF-α によるインスリン感受性低下を増悪さ

せることが判った。 

（３）糖尿病による BBB 機能低下における

CypA の役割 

我々は DM マウスでは BBB 機能が低下す

ることをすでに明らかにしている。この BBB

機能低下により、脳内インスリン抵抗性形成

に関与する TNF-α などの糖尿病悪化因子が

脳内へ流入している可能性がある。そこで、

糖尿病病態下において脳内で増加する CypA

が BBB 機能低下に関与する可能性を明らか

にする目的で、in vitro BBB モデルを用いて

CypA の BBB 機能に対する作用を検討した。 

① In vivoを概挿した in vitro BBBモデル作

製; Transwell®を用いて脳血管内皮細胞、ペリ

サイトおよびアストロサイトからなる in 

vitro BBB モデルを作製した。本モデルの有用

性については、年齢依存的な BBB 機能変化

における in vivo と in vitro の相関性に関する

実験等により明らかにした（発表論文 2, 3）。 

② BBB 機能に対する CypA の作用； In 

vitro BBBモデルの脳実質側にCypAを負荷し

たところ、tight junction 機能の指標である

TEER および Na-F 透過性は変化しなかった。

従って、糖尿病における BBB 機能低下には

脳ペリサイト由来 CypA が関与していない可

能性が示唆された。 

③ BBB 機能低下改善薬の探索；糖尿病病

態下での BBB 機能低下は、血漿中の炎症性

糖尿病悪化因子により誘導され、それら因子

の脳内への流入（発表論文 4, 5）が、CypA に

よる脳内インスリン抵抗性形成を促進させ

ることが考えられる。そこで、in vitro BBB

モデルを用いて、血液中の糖尿病悪化因子の

脳内流入を抑制する血液脳関門機能強化薬

剤を探索した。糖尿病治療薬であるメトホル

ミンが BBB 機能を亢進したことから（発表

論文 1）、メトホルミンは末梢のインスリン抵

抗性に対してだけでなく、脳内のインスリン

抵抗性についても有効である可能性が明ら

かとなった。 

（４）まとめ 

糖尿病病態下では、脳ペリサイト／脳微小

血管組織の CypA 産生増加およびその受容体

CD147発現増加に伴うCypA-CD147シグナル

活性化が、視床下部神経のインスリン感受性

低下を惹起する可能性が示唆された。この脳

神経血管機構の異常が糖尿病病態の形成・進

展に寄与するものと推測される。 
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