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研究成果の概要（和文）：本研究は、「疾患感受性細胞」として脳ペリサイトを捉え、本細胞が高
血糖状態を感知し、血液脳関門・脳神経細胞機能を障害することにより、糖尿病病態の形成・進
展を担う可能性を追求した。（１）肥満・高血糖状態では、血液脳関門機能が障害される（２）
脳ペリサイトは、グルコース濃度に応じてMMP-9を産生する（３）常態化では脳ペリサイトは視
床下部神経のインスリン感受性調節および摂食調節に寄与することが判った。以上、高血糖に伴
う脳ペリサイト由来因子の変化が、糖尿病病態下における血液脳関門機能異常および視床下部神
経のインスリン抵抗性形成に関与する可能性がある。  
 

研究成果の概要（英文）：In this study, we hypothesized that brain pericytes are a glucose 

sensing cell and respond to high glucose levels to impair the blood-brain barrier (BBB) and 

hypothalamic neuron. Our major findings are as follows; (1) BBB function was impaired in 

high-fat diet-induced obese mouse with hyperglycemia, (2) High glucose levels enhanced 

TNF-a-induced release of MMP-9 from cultured brain pericytes, (3) Brain pericytes 

regulate insulin sensitivity and anorexic signaling in the hypothalamic neuron by releasing 

soluble factors. These results suggest that changes in brain pericyte-derived soluble factors 

under hyperglycemia contribute to the impairment of BBB and the insulin resistance in 

hypothalamic neurons. 
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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。肥満症では脂肪組織の肥大による血
中 TNF-などの産生増加に伴う末梢インスリ

ン抵抗性の形成を経て２型糖尿病を発症す
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
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題は多い。すなわち、 
（１）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
グルコースの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
臓器とはみなされていなかった。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。この知見は、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機構障
害」が２型糖尿病形成に関与することを示す。 
（２）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
だけでは不十分であることを示す。 
上記知見は、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。中枢
での血糖調節機能障害および認知機能障害
の改善は取り残された課題である。 
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高血糖に端を発すると
考え、その病態感受性機構として脳血管内皮
細胞－脳ペリサイトに着目した。脳血管内皮
細胞と脳ペリサイトおよびアストロサイト
は、循環血液と脳実質を隔てる血液脳関門を
構成し、さらに脳神経細胞を含めた高次ネッ
トワーク機能からなる「脳神経血管機構
（neurovascular unit）」を構成する。この
機能障害は種々の疾患に関与する（Neuron, 
2008; 57: 178）。本研究では、脳ペリサイト
が高血糖状態を感知し、サイトカインやケモ
カインなどの液性因子放出を介して脳神経
細胞機能を障害し、糖尿病進展へと導く可能
性を追求する。 
 
２．研究の目的 

「脳ペリサイトは、高血糖状態を感知し、そ
れに応答して BBB 機能障害・神経細胞機能障
害を誘発することにより糖尿病進展を担う
疾患感受性細胞である」との仮説を提起する。
これを検証するために以下の点を明らかに
する。 
（１）高血糖病態下における血液脳関門機能
障害 
（２）脳内グルコース濃度変化に応答した脳
ペリサイト由来液性因子の発現量変化 
（３）高血糖病態下における脳ペリサイト由
来サイトカイン類による視床下部摂食神経

機能障害の発現機序 
 

３．研究の方法 

（１）肥満高血糖モデル動物の作製 
ICR 雄性マウスに高脂肪食を与え、肥満高血
糖モデルを作製した。８週間飼育した後、体
重、空腹時血糖および糖負荷後の血中濃度曲
線下面積の著しい増加が認められた。 
 
（２）グルコース脳移行性の測定 
上記で作製した動物に[3H]で標識したグル
コースを投与し、脳移行性を測定した。脳移
行性は脳中濃度－血清中濃度比を算出し、評
価した。 
 
（３）グルコーストランスポーターGLUT1 
mRNA 発現量の測定 
上記で作製した動物の脳から全 RNAを採取し、
real-time RT-PCR 法で GLUT1 mRNA 発現量を
測定した。 
 
（４）脳ペリサイトの MMP-9 産生 
ラット大脳皮質から単離・培養した脳ペリサ
イトに TNF-a (20 ng/mL)およびグルコースを
添加し、２４時間後の培養上清中の MMP-9

量を western blot 法で測定した。また、細胞を
可溶化した後、全 RNAおよびタンパクを抽
出して、それぞれ PCR法および western blot

法のサンプルとした。P-gp 阻害剤は TNF-a

と同時に処理した。 
 
（５）視床下部神経のインスリン感受性の評
価 
マウス視床下部神経細胞株 GT1-7 に脳ペリサ
イト培養液を処理した後、インスリン
（1ug/mL）を添加して 10 min 後に細胞を可
溶化し、タンパク質を抽出した。インスリン
感受性の指標として、リン酸化 Akt 発現量の
変動を western blot 法で測定した。 
 
４．研究成果 
本研究では以下の知見が得られた。 
 
（１）糖尿病病態下における血液脳関門機能
変化とグルコース脳内取り込み量の変化 
high fat diet負荷した2型糖尿病マウスにお
いて、正常マウスと比較してグルコースのBBB
透過量が減少することが明らかになった。グ
ルコーストランスポーターGLUT1の発現量に
変化は認められなかった。一方、sodium 
fluoresceinの透過性が正常マウスと比較し
て亢進したことから、血液脳関門のバリア機
能が障害されていることが明らかになった。 
 
（２）TNF-刺激による細胞外基質分解酵素
MMP-9分泌に対するP-gp（P-glycoprotein）の
関与 



 

 

Western blot法を用いて脳血管内皮細胞およ
び脳ペリサイトのP-gp発現を調べた。脳血管
内皮細胞と比較して発現量は低いものの、脳
ペリサイトにもP-gpが発現していることが明
らかになった。また、脳ペリサイトのTNF-
誘発性MMP-9分泌は、P-gp阻害剤である
cyclosporin A, tacrolimus併用によって濃度
依存的に減少した。またカルシニューリン阻
害作用を有さないP-gp阻害剤である
verapamilおよびPSC833の併用でも同様の結
果が得られたことから、これらの結果は、カ
ルシニューリン阻害作用の有無に依存しない
。従って、脳ペリサイトからのMMP-9放出機構
においてP-gpが促進的に働いていることが示
唆された。 
 
（３）脳ペリサイトMMP-9産生に対する高血糖
の影響 
TNF-による脳ペリサイトからのMMP-9産生は
、high glucose負荷により増加した。血液脳
関門構成細胞の中で、脳ペリサイトのみが高
血糖感受性のMMP-9産生機構を有する可能性
が示唆された。 
 
（４）視床下部神経のインスリン感受性に対
する脳ペリサイト由来液性因子の影響 
 インスリン感受性は、視床下部神経細胞にイ
ンスリンを負荷し、細胞内情報伝達物質Akt
の活性化を指標に評価した。脳ペリサイト培
養液で視床下部神経細胞株GT1-7を培養した
後にインスリンを負荷すると、インスリン刺
激に伴うAkt活性化が通常の培養液で培養し
た場合と比較して上昇した。またインスリン
受容体発現量に変化が認められなかったこと
から、このインスリン感受性の亢進はインス
リン受容体発現量の増加とは異なる経路を介
して起こると考えられる。 
   
（５）脳ペリサイト由来液性因子による視床
下部神経の摂食および血糖調節シグナルの活
性化 
脳ペリサイトによる視床下部神経制御のさら
なる解明に焦点を当て、脳ペリサイト由来液
性因子について、摂食および血糖調節に関わ
る視床下部神経への作用を調べた。脳ペリサ
イトの摂食調節分子レプチンおよび血糖調節
分子インスリンの発現量をPCR法およびELISA
法で測定したところ、ほとんど発現しないこ
とが判った。しかし、脳ペリサイト培養上清
中で視床下部神経を培養すると、視床下部神
経細胞のAMPKリン酸化が減少し、STAT3のリン
酸化が亢進していた。また、視床下部神経細
胞のAktのリン酸化が亢進した。これらの結果
は、それぞれレプチンおよびインスリンを視
床下部神経細胞に直接負荷した場合の結果と
一致する。従って、脳ペリサイトがレプチン
様およびインスリン様物質を産生・分泌し、

視床下部神経機能を調節する可能性が推測さ
れる。 
 
以上、これらの結果は、脳ペリサイト由来

液性因子を介した血液脳関門および視床下部
神経細胞機能制御機構の存在を示唆する。高
血糖状態では、脳ペリサイトが産生するMMP-9
によってこれらの制御機構が異常化し、血液
脳関門機能障害および視床下部インスリン抵
抗性や摂食調節の異常が惹き起こされ、肥満
など2型糖尿病の基盤疾患の形成・進展が誘導
・加速化される可能性が考えられる。 
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