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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病(PD)はαシヌクレイン凝集とドパミン神経の変性・脱落を病理学的特
徴とする神経変性疾患である。さらにPD患者では線条体の血液脳関門(BBB)の破綻が認められる。BBB構成細胞で
あるペリサイトの欠損・機能異常がBBBの機能低下および神経変性を惹き起こすことから、本研究ではαシヌク
レインによるBBBおよびドパミン神経障害におけるペリサイトの関与を調べた。αシヌクレインはペリサイトか
らの炎症性メディエーター産生を促進し、BBB機能を低下させた。また、ペリサイトは液性因子を介してドパミ
ン神経機能を亢進させた。αシヌクレインはこのペリサイトによる機能亢進作用を阻害する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Parkinson’s disease (PD) is characterized by widespread distribution of 
aggregated α-synuclein (α-Syn) protein in inclusions known as Lewy bodies and loss of dopaminergic
 neurons in substantia nigra. α-Syn is secreted from neurons and transferred to neighboring cells. 
This cell-to-cell transmission of α-Syn is thought to underlie the progress of PD. In addition, 
disruption of the BBB occurred in the patients with PD. Here, we investigated whether brain 
pericytes is involved in loss of dopaminergic neurons and BBB disruption in PD.
Brain pericytes inhibited dopaminergic neuronal cell death by decreasing expression of the cleaved 
caspase-3. Pericytes up-regulate the activity of dopaminergic neurons in healthy condition.
Brain pericytes are sensitive to monomeric α-Syn in terms of the release of various inflammatory 
cytokines/chemokines and MMP-9 leading to BBB dysfunction. α-Syn-reactive pericytes could 
contribute to dysfunction of dopaminergic neurons and BBB in patient with PD.

研究分野： 薬物動態学

キーワード： 脳ペリサイト　αシヌクレイン　血液脳関門　炎症性サイトカイン　ドパミン神経　オートファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血液脳関門機能低下と認知機能障害が相関することが明らかにされており、αシヌクレインによって誘発される
血液脳関門機能破綻が認知機能障害誘発に繋がるかもしれない。さらに、αシヌクレイン単量体はペリサイトの
ドパミン神経機能亢進作用の抑制因子でもある。一方で、脳ペリサイトはαシヌクレインを細胞内へ取り込み、
分解することで、脳内での過剰なαシヌクレイン蓄積を抑制しているかもしれない。従って、脳ペリサイトの機
能低下はαシヌクレイン病態の加速因子となり得る。今後in vivoでの検討が必要であるが、ペリサイトがαシ
ヌクレイン病態を解明する鍵になる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ペリサイトは脳血管の周囲に存在する細胞群として発見されたが、その機能については近年

まで不明であった。脳では特に平滑筋が被覆しない毛細血管に多く存在しており、その血管内
皮細胞との数的比率は 3 :1～1 : 1 程度と末梢血管に比べ非常に多い。ペリサイトは基底膜を隔
てて脳血管内皮細胞を被覆し、アストロサイトの足突起とも接着している。ペリサイトの局在
から、その主な役割として、毛細血管の収縮・弛緩による脳微小循環の血流調節および基底膜
形成による血管安定化が挙げられる。さらにペリサイトは脳血管特異的な物質透過制御機構で
ある血液脳関門を構成し、transforming growth factor-βなど様々な液性因子を介して、その機能
の維持・強化に関わる。また、貪食、抗原提示、サイトカイン・ケモカイン産生など免疫担当
細胞様作用や間葉系幹細胞や神経幹細胞としての特性も明らかにされつつある。遺伝子改変に
よって年齢依存的に脳微小血管周囲のペリサイトを欠損するマウスが作成され、生体における
ペリサイトの機能解明が飛躍的に進展した。このマウスは加齢に伴い血液脳関門障壁能が低下
し、免疫担当細胞の脳浸潤やミクログリア活性化が起こり、学習・記憶障害などアルツハイマ
ー病類似の症状や病理像を呈する。これらの機能欠失実験から得られた結果は、ペリサイトが
血液脳関門だけでなく脳神経活動にも寄与しており、ペリサイトの欠失および機能異常が神経
変性疾患の発症・進展に深く関与することを示唆する。 
パーキンソン病は黒質・線条体のドパミン神経の変性・脱落および脳の広範囲に認められる

Lewy 小体を病理的特徴とする神経変性疾患である。Lewy 小体の主要構成成分は蓄積したαシ
ヌクレインのリン酸化および凝集体であり、これが神経機能障害および細胞死を誘発し、パー
キンソン病の発症・病態進展に相関する。Lewy 小体の出現に加え、パーキンソン病患者脳に
おける顕在化した病理像として、脳内炎症と血液脳関門の破綻がある。パーキンソン病の進展
において炎症の関与が示唆されており、実際、パーキンソン病患者の死後脳において神経細胞、
オリゴデンドロサイトおよびアストロサイトのαシヌクレイン凝集体の集積、さらには脳内炎
症反応に重要なミクログリアの形態学的変化なども認められている。ミクログリアやアストロ
サイトは細胞外のαシヌクレイン凝集体に反応し、炎症性サイトカインを産生する。これらの
知見はαシヌクレインが神経毒性だけでなく、脳内炎症を惹き起こすことを示している。さら
に、パーキンソン病患者の線条体では血液脳関門の破綻が認められ、血漿タンパク質であるフ
ィブリノーゲンの血管外漏出が認められる。Kuan らはαシヌクレイン凝集体がヒト脳血管内皮
細胞と神経細胞の共培養系において脳血管内皮細胞透過性を亢進させることを明らかにしてお
り、パーキンソン病患者で認められる血液脳関門の破綻にαシヌクレインが関与することが考
えられる。 
現在、パーキンソン病におけるペリサイトの役割は不明であるが、近年、脳神経細胞－ペリ

サイト間で tunneling nanotube を介したαシヌクレインの細胞間搬送が明らかとなった。神経細
胞間および神経細胞－グリア細胞間でのαシヌクレインの伝播に加え、ペリサイトを介した経
路もαシヌクレイン病変拡大に関与するかもしれない。さらに末梢血中のαシヌクレインは血
液脳関門を透過することから、ペリサイトも脳内においてαシヌクレインに曝露されると推察
される。我々はペリサイトが腫瘍壊死因子（TNF-α）や thrombin に高感受性であり、様々な炎
症性サイトカイン産生を介して血液脳関門の機能低下を惹き起こすことを明らかにしている。
アミロイドβのような異常タンパク質もペリサイトの炎症性反応を惹起することが報告されて
いる。 

 
２．研究の目的 
以上の知見から、本研究では α シヌクレインによる血液脳関門およびドパミン神経細胞

の機能低下におけるペリサイトの役割を明らかにすることを企てた。具体的には以下の項
目を明らかにする。 
（１）αシヌクレインによる血液脳関門機能低下機序 
（２）血液脳関門構成細胞のαシヌクレイン取り込み機序 
（３）脳ペリサイトがαシヌクレインに応答して産生する液性因子の同定 
（４）脳ペリサイト由来因子によるドパミン神経保護および機能調節 
 
３．研究の方法 
（１）αシヌクレインの血液脳関門機能に対する作用：3 週齢 Wistar ラットの大脳皮質から単
離培養した脳血管内皮細胞とペリサイトを Transwell®インサート(Costar 社)を用いて、脳血管内
皮細胞単独培養系および脳血管内皮細胞－ペリサイト共培養系の2種類の in vitro血液脳関門モ
デルを作製した。このモデルでは培養インサートの内側が血管管腔側、外側が脳実質側となる。
両細胞は接触していないものの、それぞれが産生する液性因子を介した情報を受容することが
できる。ヒト α シヌクレイン(AnaSpec 社、10, 20, 50 μg/ml)を上記 in vitro BBB モデルの血管管
腔側または脳実質側に負荷し、一定時間後に、sodium fluorescein (Na-F)を負荷して脳実質側へ
移行した Na-F を経時的に回収した。脳実質側へ移行した Na-F 量から透過係数を算出し、バリ
ア機能の指標とした。 
（２）α シヌクレインの細胞内取り込み：35 mm 培養 dish に Wistar ラットから単離培養した初
代培養脳血管内皮細胞、脳ペリサイト、アストロサイトを播種し、αシヌクレインを負荷した。
一定時間後に、acid wash buffer で wash 後、全タンパク質を抽出し、western blot 法にて細胞内



に取り込まれたαシヌクレイン量を測定した。 
（３）α シヌクレインが産生を誘導するサイトカインの測定：脳ペリサイトが α シヌクレイン
に応答して培養上清中に遊離するサイトカインを、Milliplex®キット(Millipore 社)および ELISA
キットを用いて測定した。測定した生理活性物質は血液脳関門機能を低下させることが知られ
る interleukin (IL)-1β、IL-6、monocyte chemotactic protein (MCP)-1、matrix metalloproteinase (MMP)-9
および TNF-α である。 
（４）ドパミン神経マーカータンパク質の発現量解析：ドパミン神経細胞モデルとしてヒト神
経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞を用いた。上記（１）と同様に Transwell®インサート(Costar 社)を用
いて、脳ペリサイトと SH-SY5Y を共培養した。24 時間共培養後の SH-SY5Y の全タンパク質を
抽出し、western blot 法にてドパミン神経細胞のマーカータンパク質である tyrosine hydroxylase
（TH）、Dopamine transporter（DAT）、vesicular monoamine transporter 2（VMAT2）の発現量の変
化を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）αシヌクレインによる血液脳関門機能低下 
ヒト α シヌクレイン(AnaSpec 社、10, 20, 50 μg/ml)を脳実質側に負荷したところ、脳血管内皮細
胞－脳ペリサイト共培養系でのみ、有意な Na-F 透過の亢進が認められた（図 1A）。一方、血
管側に同濃度の α シヌクレインを負荷した場合、この Na-F 透過性亢進は認められなかった（図
1B）。これらの結果は、脳ペリサイトが α シヌクレインの標的であり、刺激放出された脳ペリ
サイト由来液性因子が α シヌクレインによる血液脳関門機能低下の起因となることを示唆する。
さらに、α シヌクレインは単量体よりも多量体および凝集体の方が細胞毒性および炎症反応誘
発作用が強力であるため、24 時間後の培養液中の α シヌクレインを Native PAGE によって確認
したところ、単量体のバンドのみ検出された（図 1C）。従って、この血液脳関門機能障害作用
は α シヌクレイン単量体によるものと考えられる。 

（２）αシヌクレインによる炎症性メディエーター産生 
表 1 に示すように、脳ペリサイトは α シヌクレイン単量体(50 μg/ml)に応答し、脳血管内皮細胞
よりも多量にこれら炎症性メディエーターを産生した。従って、脳ペリサイトは α シヌクレイ
ン単量体に反応し、これらの炎症性メディエーターを産生することで α シヌクレインによる血
液脳関門の機能低下を誘発すると考えられる。 
 
表 1 脳血管内皮細胞およびペリサイトのα シヌクレイン誘発性炎症性メディエーター産生 

 脳血管内皮細胞  ペリサイト 

 未処置 α シヌクレイン  未処置 α シヌクレイン 

IL-1β (pg/ml) ND 0.0 ± 0.0  ND 694.5 ± 278.6 

IL-6 (pg/ml) 632.8 ± 429.3 2515 ± 1117  644.7 ± 369.6 202055 ± 57674 

MCP-1 (pg/ml) 3564 ± 1047 9546 ± 706  5086 ± 1214 36764±5520 

MMP-9 (ng/ml) 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0  0.4 ± 0.1 9.3 ± 2.3 

TNF-α (pg/ml) ND ND  9.5 ± 5.3 1406 ± 279 

脳血管内皮細胞およびペリサイトにそれぞれ αシヌクレイン(50 μg/ml)を 24時間負荷した後の
培養上清中の濃度を測定した。結果は平均値±標準誤差（n=4）で示した。ND: 検出限界以下 
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図 1 αシヌクレインによる血液脳関門機能低下 



（３）αシヌクレインの細胞内取り込み 
脳血管内皮細胞、脳ペリサイトおよびアストロサイトにおける α シヌクレインの細胞内取り込
み量は濃度依存的に増加した。これらの細胞内取り込みは sertraline で阻害されなかったことか
ら、クラスリン介在性エンドサイトーシスとは別の機構であることが示唆される。また、免疫
抑制薬 cyclosporin A によって、脳ペリサイトへの細胞内取り込みが阻害されたことから、P-gp
もしくはカルシニューリンが関与する可能性がある。また、脳ペリサイトでの 24 時間後の細胞
内取り込み量は、lysosome 阻害剤である bafilomycin A1 存在下で増加していた。このとき、オ
ートファジー関連タンパクである LC3 および p62 も増加していたことから、脳ペリサイトでの
α シヌクレイン分解にはオートファジーが関与することが示唆された。この作用は脳血管内皮
細胞およびアストロサイトでは認められなかった。 
（４）脳ペリサイト由来因子によるドパミン神経細胞マーカータンパク質の発現量変化 
脳ペリサイトが脳血管のみならず脳神経活動にも影響しうることから、脳ペリサイトがドパ

ミン神経細胞マーカータンパクである TH、DAT および VMAT2 発現量を増加させるか検討し
た。ドパミン神経細胞モデルとしてヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞を用い、脳ペリサイトと
SH-SY5Y を共培養すると、SH-SY5Y の TH および VMAT2 発現量の増加が認められた。脳ペリ
サイトがドパミン神経のドパミン産生および遊離を亢進することが示唆された。従って、この
脳ペリサイトのドパミン神経機能亢進作用が α シヌクレインによって障害され、ドパミン神経
活動が低下する可能性がある。現在この機序について詳細を検討中であるが、α シヌクレイン
が脳ペリサイトの神経成長因子発現量を減少させる可能性を示す予備成績を得ている。これに
加えて α シヌクレインに反応したペリサイトが産生する炎症性メディエーターの TH 発現に対
する影響についても検討中である。 
（５）脳ペリサイト由来因子によるドパミン神経細胞保護 
 ドパミン神経細胞モデルとして SH-SY5Y を用いた。脳ペリサイト存在下では神経毒
6-hydoroxydopamine (6-OHDA)による SH-SY5Y 細胞傷害が抑制された。この作用は脳ペリサイ
ト培養上清においても認められ、脳ペリサイトが恒常的に神経細胞保護因子を放出しているこ
とが示唆された。また、脳ペリサイトは抗酸化ストレス応答経路である Nrf2/Keap1/HO-1 非依
存的に、6-OHDA によるアポトーシス実行因子 caspase-3 の活性化を抑制することがわかった。
また、7 週齢 ICR 雄性マウスの線条体に 6-OHDA を投与し、パーキンソン病モデルマウスを作
製した。この動物に脳ペリサイト由来エクソソームを 6-OHDA 投与と同時に投与した。アポモ
ルフィン誘発性回転運動を評価したところ、投与 2 週間後において、エクソソーム投与群で統
計的に有意ではないものの運動障害改善効果が認められた。脳ペリサイト由来エクソソームが
パーキンソン病の治療薬となる可能性が示唆され、今後至適投与量・タイミングなどを詳細に
検討していく必要がある。 
 
 以上の結果から、本研究では以下の知見が得られた。 
（１）αシヌクレイン単量体は脳ペリサイトに作用し、様々な炎症性メディエーター産生・放
出を介して血液脳関門機能を低下させる.。 
（２）脳ペリサイトには α シヌクレイン特異的な分解機構がある。 
（３）脳ペリサイトはドパミン神経細胞を保護し、その機能を調節している。α シヌクレイン
単量体はこの作用の抑制因子となり得る。 
  
軽度認知機能障害を呈する高齢者の海馬領域における血液脳関門機能は、同年代の健常高齢

者よりもさらに低下していることが MRI 造影像から明らかにされており、αシヌクレインによ
って誘発される血液脳関門機能破綻が認知機能障害誘発に繋がるかもしれない。さらに、αシ
ヌクレイン単量体はペリサイトのドパミン神経機能亢進作用の抑制因子でもある。一方で、脳
ペリサイトはαシヌクレインを細胞内へ取り込み、分解することで、脳内での過剰なαシヌク
レイン蓄積を抑制しているかもしれない。従って、脳ペリサイトの機能低下はαシヌクレイン
病態の加速因子となり得る。今後 in vivo での検討が必要であるが、ペリサイトがαシヌクレイ
ン病態を解明する鍵になる可能性がある。 
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