
様式Ｃ－１９ 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書
平成２４年５月２９日現在

研究成果の概要（和文）：糖尿病性末梢神経障害の成因として後期糖化反応生成物 (AGEs)によ

る血液神経関門(BNB)の破綻が重要である．ヒト BNB 不死化細胞株を用いて AGEs よる BNB
破綻の分子メカニズムを解明した．AGEs によりペリサイトの基底膜関連分子の発現が増加し

内皮細胞のバリア関連蛋白の発現が低下したが，TGF-βや VEGF の活性を中和すると元に戻

った．糖尿病性末梢神経障害においてAGEsはTGF-β，VEGFにより基底膜の肥厚を生じBNB
のバリア機能を破綻させると考えた．

研究成果の概要（英文）： The breakdown of the blood–nerve barrier (BNB) is considered to 
be a key step in diabetic neuropathy. Although basement membrane hypertrophy and 
breakdown of the BNB are characteristic features of diabetic neuropathy, the underlying 
pathogenesis remains unclear. The purpose of the present study was to identify the 
possible mechanisms responsible for inducing the hypertrophy of basement membrane and 
the disruption of the BNB after exposure to AGEs using our newly established human 
peripheral nerve microvascular endothelial cell (PnMEC) and pericyte cell lines. AGEs 
reduced the production of claudin-5 in PnMECs by increasing autocrine signalling through 
vascular endothelial growth factor (VEGF) secreted by the PnMECs themselves. 
Furthermore, AGEs increased the amount of fibronectin, collagen type IV and TIMP-1 in 
pericytes through a similar upregulation of autocrine VEGF and transforming growth 
factor (TGF)-β released by pericytes. These results indicate that pericytes may be the main 
regulators of the basement membrane at the BNB. AGEs induce basement membrane 
hypertrophy and disrupt the BNB by increasing autocrine VEGF and TGF-β signalling by 
pericytes under diabetic conditions. 
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１．研究開始当初の背景

糖尿病性末梢神経障害の成因として糖尿病

性細小血管症による微小血管障害が一因で

あると考えられている．神経内膜内微小血管

は血液神経関門(blood-nerve barrier: BNB)の
局在する部位であり，糖尿病性末梢神経障害

患者の腓腹神経病理像では，BNB を構成する

神経内膜内微小血管の基底膜肥厚，ならびに

血管内皮の過形成，ペリサイトの変性を認め

BNB が破綻することが知られている．一方，

糖尿病性末梢神経障害では後期糖化反応生

成物 (advanced glycation endproducts: AGEs)
が末梢神経のシュワン細胞や軸索，および

BNB 構成細胞である末梢神経神経内膜内微

小 血 管 内 皮 細 胞  (peripheral nerve 
microvascular endothelial cell： PnMECs), ペリ

サイト，基底膜に蓄積することが知られてい

る．しかし，AGEs がどのような分子メカニ

ズムで BNB を破綻させるかは今までに明ら

かにされていなかった．

２．研究の目的

我々が樹立した PnMECs と pericyte からなる

BNB in vitro モデルを用いて糖尿病性末梢神

経障害における BNB 破綻の分子メカニズム

を解明することを目的とした．

３．研究の方法

(1) PnMECs とペリサイトのどちらが基底膜

関連分子を産生しているかを Western blot 法
で解析した．

(2) ペリサイトに AGEs を作用させ，ペリサ

イトから産生される基底膜関連分子である

(Fibronectin，Collagen type IV，MMP-2/9，
TIMP-1)，生理活性物質(VEGF, TGF-β, bFGF)
の発現変化を Western blot 法で確認した．

(3) ペリサイトに TGF-β や VEGF を作用させ，

ペリサイトから産生される基底膜関連分子

(Fibronectin, Collagen type IV, MMP-2/9, 
TIMP-1)の発現の変化を western blot 法で解析

した．

(4) ペリサイトに AGEs と併せて抗 TGF-β 中

和抗体や抗 VEGF 中和抗体を作用させ，

FibronectinとCollagen type IVの発現変化を解

析した．

(5) PnMECs に AGEs を作用させ，PnMECs の
tight junction 関連蛋白である claudin-5 の発現

変化，バリア機能を反映する電気抵抗値の変

化を解析した．AGEs に併せて，抗 VEGF 中

和抗体を作用させると PnMECs の claudin-5
発現と電気抵抗値を測定した．

４．研究成果

(1) ペリサイトが PnMECs と比較して基底膜

関連分子である Fibronectin, Collagen type IV, 
TIMP-1, MMP-2 を主に産生していた．

(2) ペリサイトに AGEs を作用させると，ペ

リサイトから産生される基底膜関連分子で

ある Fibronectin と Collagen type IV の発現が

増加し，ペリサイトから放出される MMP-9
の産生が低下したことを Western blot 法で確

認した．

Effect of the two AGEs concentrations (100 
μg/ml, 200 μg/ml) on expression of basement 
membrane-related molecules in peripheral nerve 
pericytes 

Prote in  

Rat io  o f  ta rge t  pro te in 

express ion (pro te in /ac t in)  

AGE 100  

μg/ml  

AGE 200  

μg/ml  

Col lagen 

type  IV  

2 .18±0.39* 2.93±0.61* 

Fibronect in  4 .83±0.52* 5 .33±0.96* 

TIMP-1  2.38±0.17* 2 .86±0.14* 

Act -MMP-9  0 .68±0.06  0 .36±0.18* 

Act -MMP-2  1 .15±0.07  0 .94±0.05 



RAGE 2 .03±0.38* 2 .40±0.42* 

TGF-β  1 .87±0.13* 2 .68±0.18* 

VEGF 2 .26±0.29* 2 .21±0.21* 

bFGF 1 .18±0.08  0 .96±0.05  

Each values reflect the combined densitometry 
data from three independent experiments and are 
represented as a fold of controls, mean±SEM 
(n=9).   
*< 0.01 compared to control. 

(3) ペリサイトに TGF-β や VEGF を作用させ

ると，ペリサイトから産生される Fibronectin
と Collagen type IV の発現が増加した．

Effect of TGF-β and VEGF on expression of   
basement membrane- related molecules in 
peripheral nerve pericytes 

Prote in  

Rat io  o f  ta rge t  pro te in 

express ion (pro te in /ac t in)  

TGF-β   VEGF  

Col lagen 

type  IV  

4 .49±0.15* 1 .94±0.20* 

Fibronect in  3 .60±0.18* 1 .92±0.15* 

TIMP-1  1 .23±0.14   1 .10±0.14  

Pro-MMP-9  1 .84±0.13* 3 .22±0.23* 

Act -MMP-9  1 .28±0.14   1 .38±0.17  

Pro-MMP-2  0.95±0.14   1 .34±0.25   

Act -MMP-2  1 .43±0.32   1 .32±0.14 

Each values reflect the combined densitometry 
data from five independent experiments and are 
represented as a fold of controls, mean±SEM 
(n=5).   
*< 0.01 compared to control. 

(4) ペリサイトに AGEs と併せて抗 TGF-β 中

和抗体や抗 VEGF 中和抗体を作用させると

FibronectinとCollagen type IVの発現が低下し

た．

(5) PnMECs に AGEs を作用させると PnMECs
の tight junction 関連蛋白である claudin-5 の発

現が低下し，バリア機能を反映する電気抵抗

値が低下したが，抗 VEGF 中和抗体を併せて

作用させると claudin-5 の発現と電気抵抗値

が増加した．

これらの結果より，糖尿病性末梢神経障害に

おいて AGEs は VEGF を介し BNB のバリア

機能を破綻させ，TGF-β，VEGF により基底

膜の肥厚を生じていると考えられた． 実際

の糖尿病性末梢神経障害の病理所見で認め

られる BNB での基底膜の肥厚やバリアの破

綻を BNB in vitro model で再現し，その BNB
破綻メカニズムを分子レベルで明らかとし

た．
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