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「脳の窓」脳室周囲器官の動的な血管構築から読み解く脳と全身の情報交換機構
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脳室周囲器官は血液脳関門を持たない脳部位の総称である。血液脳関門を持たないことで、血中の分子を感知し、脳で産生したホルモンを血中へ分泌するため、「脳の窓」と呼ばれる。しかし、血液脳関門を持たないがゆえに、神経細胞が血中の有害な分子にさらされる可能性もある。著者らは①脳室周囲器官の血管はどのようなメカニズムで血液脳関門を持たないのか。②血液脳関門を持たない脳室周囲器官の神経組織はどのように保護されているのか。③脳室周囲器官の一つ脳弓下器官は血液中の細菌菌体成分リポ多糖（Lipopolysaccharides: LPS）をどのように感知しているのか。という3つの問いに取り組み、①血管のリモデリングが起きることで血管透過性・可塑性を高く保っている。②血管が動的である代わりにアストロサイトによるグリア瘢痕様構造と、二重の血管基底膜からなる血管周囲腔が血中物質の透過を制限している。③血管周囲腔に存在する単球-マクロファージ系細胞が末梢由来LPSを感知して炎症性サイトカインインターロイキン-1β（interleukin-1β: IL-1β）を産生するが、エンドトキシン耐性マウスではそのIL-1β産生が減衰する。ということを明らかにした（図1）。
[image: ]図1 研究結果の概要



1. はじめに
血中に投与した水銀が神経組織に透過せずに血管内にとどまることを、1695年発行の著書に記したRidley博士が、血液脳関門の発見者であるとされている1）。その後Ehrlich博士とGoldmann博士が生体染色色素であるトリパンブルーを動物に末梢から投与すると、動物の内臓は青く染まるが脳や脊髄はほとんど染色されないことを報告し、この実験から血液脳関門の存在が知られるようになった2–4）。その後血液脳関門は、血漿成分内の神経毒性物質、血球、病原体の自由な侵入を防ぐことにより神経組織内環境を保護することが分かった。血液脳関門の破綻は、血液由来物質の神経組織への透過と神経損傷をもたらす。
脳の中にも、例外的に末梢から投与したトリパンブルーに染色される、つまり血液脳関門を持たない脳部位が複数存在し、それらを総称して脳室周囲器官という。脳室周囲器官の血管は、血液脳関門を持たないことで血液循環を介した脳と全身の間の情報交換を担うため、「脳の窓」と呼ばれる5）。これは、日本人になじみ深い言葉で言えば、鎖国を敷いた江戸時代の「出島」のようなものである。脳室周囲器官は体液調節・発熱・食欲調節・睡眠・悪心嘔吐・神経内分泌といった生命維持に必要な脳機能に広く関与することがこれまでに示されている。ではどのようなメカニズムで脳室周囲器官は血液脳関門を持たないのか。また血液脳関門を持たないで脳室周囲器官の神経組織はどのように保護され、かつ物質の往来を可能にしているのであろうか。本稿では、これらの問いに取り組んできた著者らのこれまでの研究成果を中心に概説する。

2. 脳室周囲器官
脳室周囲器官には、終板器官、脳弓下器官、正中隆起、下垂体後葉、最後野、松果体が含まれ、いずれも第3脳室または第4脳室の周囲に存在する。終板器官は血漿Na+イオンと浸透圧を感知することにより、体液の恒常性に重要な役割を果たす。脳弓下器官は血漿及び脳脊髄液中のNa+レベル及びアンジオテンシンIIの増加に応答することが示されている。最後野は催吐剤に刺激される延髄嘔吐中枢の一部であり、心血管及び呼吸の調節にも関与している。これら三つの脳室周囲器官は、血中物質を感知する役割を持つので感知系脳室周囲器官と呼ばれ、各種血中物質の受容体が存在し脳室周囲器官の中でも神経細胞の細胞体が豊富に存在する部位である6, 7）。神経軸索終末からオキシトシンとアルギニン-バゾプレッシンが血中に分泌される下垂体後葉、下垂体前葉ホルモン放出ホルモンが分泌される正中隆起、メラトニンが分泌される松果体を合わせて分泌系脳室周囲器官と呼ぶ。しかし、正中隆起は近傍の視床下部弓状核へレプチンやインスリンをはじめとした代謝シグナルを伝える、つまり感知機能の一部も担っているため、一概に感知系・分泌系と二分できるわけではない。脳脊髄液を産生する脈絡叢は、有窓性の毛細血管を持つため脳室周囲器官に含まれることもあるが、神経組織を持たない。交連下器官も脳室周囲器官に含む研究者もいるが、有窓性の毛細血管は持たない。また脳室周囲器官は感染性病原体が脳に侵入する入り口であるという報告もあり、プリオン病、アフリカ・トリパノソーマ症、多発性硬化症などへの関与が示唆されている8, 9）。

3. 脳室周囲器官の血管リモデリング
著者らは、脳室周囲器官研究を始める前に細胞外マトリックスの構成成分であるコンドロイチン硫酸プロテオグリカンの発現分布を調べていて、下垂体後葉の血管にその発現を認めた10）。研究を進めるうちに、NG2プロテオグリカンの発現が下垂体後葉を含む脳室周囲器官のペリサイトで共通して高いことがわかった。NG2プロテオグリカンは、未熟または活性化したペリサイトに高い発現を示し、一般的に成熟脳血管では発現が低い。つまり、脳室周囲器官では成体においても常に血管新生が起きていて、それが血液脳関門の形成を妨げているのではないかと考え、この仮説の検証を行った。脳室周囲器官では、NG2プロテオグリカンだけでなく血管新生を制御する血管内皮成長因子（vascular endothelial growth factor-A: VEGF-A）とその受容体である血管内皮成長因子受容体2（vascular endothelial growth factor receptor 2: VEGFR2）をはじめとして、低酸素誘導因子（hypoxia Inducible Factor-α: HIF1-α）、血小板由来成長因子（platelet-derived growth factor-B: PDGF-B）、PDGF-Bの受容体である血小板由来成長因子受容体β（platelet derived growth factor receptorβ: PDGFRβ）といった血管新生に関与する因子の発現が高く、血管内皮細胞のfilopodiaや増殖が認められた。血管内皮細胞の細胞死も起きていたことから、常時血管のリモデリングがなされていることが示唆される。VEGF-A受容体阻害剤や細胞増殖阻害剤（1-β-D-arabinofuranosyl cytosine: AraC）の投与により内皮細胞の増殖、微小血管の面積や直径の減少、血管透過性低下が認められたことから、脳室周囲器官では血管新生により血管透過性が高く保たれていると考えられる11–14）（図2）。また、マウスに水の代わりに塩水を飲ませると、NG2やPDGFRβの発現が増加し血管透過性が上昇した13, 15）。一方LPS投与により血管透過性と内皮細胞増殖が低下した16）。絶食でVEGF-A依存的に正中隆起の血管透過性が上がることも報告された17）。以上の結果から、脳室周囲器官では血管が動的で環境変化に応じて血管透過性を変えていることがわかった。
[image: ]図2 脳室周囲器官では血管が動的である


4. 血液脳関門の代わりのバリアとなる、脳室周囲器官の物質透過を制限する構造
成体脳では血液脳関門を形成することで血中の有害な物質から神経細胞を保護しているが、血液脳関門を持たない脳室周囲器官の神経細胞はどのように保護されているのか？一般的な血液脳関門では内皮細胞間にタイトジャンクションを形成し、成熟したペリサイトが内皮細胞を被覆する。これをアストロサイトの終足が取り囲み、血管内皮細胞由来とアストロサイト由来の二重の血管基底膜が密着して血管内皮細胞を取り巻いている。一方、脳室周囲器官の血管は内皮細胞間のタイトジャンクションを欠いている。前項でペリサイトは未熟、または活性化していることを記した。アストロサイトは血管を取り囲むようには存在せず、二重の血管基底膜の間には大きな血管周囲腔が認められる。このように全く異なる血管構築を成すことから、脳室周囲器官には血液脳関門に代わるバリアがあるのではないかと考えた。血液脳関門の代わりのバリアを探索するに当たり、様々な分子量のトレーサーを末梢から投与して脳室周囲器官における分布を調べた。
まず分子量3,000以下の比較的小さい分子の血管透過性を評価した。フルオレセインやエバンスブルーは低分子量分子で、広く血管透過性評価に用いられているが、多くの蛍光トレーサーは血管内皮細胞に取り込まれるので神経組織に漏出しているかどうか免疫組織化学で内皮細胞を可視化して確かめる必要がある。ところが、灌流固定などのサンプル作製の過程で拡散してしまうという欠点がある。著者らはフルオレセインイソチオシアネート（fluorescein isothiocyanate: FITC）を使用して低分子量物質の血管透過性を調べるための新しい手法を開発した18）。FITCは分子量390の低分子量分子で、細胞成分の第一級アミン基に共有結合するので、免疫組織化学と組み合わせて神経組織への漏出を可視化できる。FITCの血管透過性は神経細胞の細胞体が豊富な終板器官や脳弓下器官、最後野と比較して、神経細胞の細胞体が少ないまたは存在しない正中隆起や下垂体後葉で高いことが分かった19）。また、リジン固定可能で免疫染色に耐えるデキストラン3,000も脳室周囲器官で高い透過性を示した20, 21）。さらに、脳室周囲器官のアストロサイトに着目するとグリア瘢痕様の密度の高い複雑な構造を成し、通常血液脳関門に存在するタイトジャンクションタンパク（occludin, ZO-1）を発現していた。低分子量トレーサーの神経組織への漏出は、このグリア瘢痕様構造と血管の間にのみ認められた。デキストラン10,000（分子量10,000）、デキストラン70,000（分子量70,000）、西洋わさびペルオキシダーゼ（分子量40,000）といった大きな分子は脳室周囲器官の血管周囲に限局する22）。脳室周囲器官には厚い二重の基底膜からなる血管周囲腔が存在するが、大きい分子（分子量10,000以上）は終板器官、脳弓下器官、最後野、正中隆起において血管周囲腔に集積した20, 23）。さらに、血管周囲に集積したトレーサーの血管周囲腔に存在する単球-マクロファージ系細胞への取り込みが認められた25）。
つまり、脳室周囲器官では血管透過性が高い代わりに、グリア瘢痕様構造や二重の基底膜からなる血管周囲腔により物質透過を制限し、神経細胞を保護していることが示唆された20）（図3）。正中隆起の血管構築と透過性については総説にまとめたのでご覧いただければ幸甚である27）。
[image: ]図3 脳室周囲器官ではグリア瘢痕様構造と血管周囲腔が血中物質の透過を制限している


5. 脳弓下器官におけるLPS感知機構とエンドトキシン耐性
さらに、脳室周囲器官の実際の血中物質の感知機構に迫った。脳室周囲器官の一つ脳弓下器官は、細菌の菌体成分であるLPSを感知し、いち早く炎症性サイトカインIL-1βを産生する。しかし、前項の結果から、みかけの分子量が300,000以上にもなるミセルを形成するLPSは、脳弓下器官の血管周囲に留まり、脳で炎症性サイトカインを産生するミクログリアには直接アクセスできないと考えられた。LPSを投与したマウスでは発熱や自発活動量・摂食量・飲水量の低下といった行動変化が認められるが、LPS再投与時にこれらの反応が減衰するエンドトキシン耐性とよばれる現象が知られる。これはエンドトキシンの過剰反応から宿主を保護する重要なシステムであるが、そのメカニズムは不明であった。そこで著者らは、脳弓下器官においてLPSの感知機構とIL-1βの産生細胞について調べた25）。末梢から投与したLPSは血液を介して脳弓下器官に到達したが、血管周囲腔に限局した。脳で炎症性サイトカインを産生するのは一般的にはミクログリアだが、LPSは直接神経組織のミクログリアにアクセスできないと考えられる。LPSの投与後脳弓下器官でIL-1βを産生したのは血管周囲腔のIba1陽性細胞であり、この細胞が末梢由来の単球-マクロファージ系細胞であることを骨髄移植実験により明らかにした。クロドロン酸を用いて単球-マクロファージ系細胞を除去すると、LPS投与後の脳弓下器官におけるIL-1β発現が減衰した。LPSを前投与したエンドトキシン耐性マウスでは、2回目に投与したLPSも脳弓下器官の血管周囲腔に到達しているにも関わらず血管周囲の単球-マクロファージ系細胞によるIL-1β発現が著しく減衰した。これらの結果は脳弓下器官では血管周囲腔の単球-マクロファージ系細胞が血中LPSに反応してIL-1βを産生する細胞であり、単球-マクロファージ系細胞の血中LPSに対する反応性が低下することでエンドトキシン耐性が生じることを示唆する（図4）。
[image: ]図4 脳弓下器官では単球-マクロファージ系細胞が血中LPSを感知してIL-1βを産生するがエンドトキシン耐性時にはIL-1β産生が低下する


6. まとめ
一般的な成体の脳血管では、損傷や低酸素脳症等の病的な状態を除いて血管新生が起きないとされてきた。本研究は①正常成体脳の中でも脳室周囲器官では定常的に血管リモデリングが起きていることを初めて報告したものであり、血管新生が脳室周囲器官の血管構造と透過性の維持に必要であることを示した。②グリア瘢痕様構造と血管周囲腔による物質透過制限は動的血管の存在による神経組織の脆弱性を補うと考えられた。③血管周囲には末梢血液由来の単球-マクロファージ系細胞が存在し、末梢血液由来LPSに応答してIL-1βを産生した。単球-マクロファージ系細胞がLPS感知を担い、神経組織の神経細胞やミクログリアがLPSを直接受容するわけではないと考えられる。加えて単球-マクロファージ系細胞の応答性が下がることがマウスの個体レベルでのエンドトキシン耐性の原因である可能性を示した。

7. 将来への展望
著者は研究を通じて、人々の生活に身近でつらい症状とされる悪心嘔吐・不眠・食欲不振・過食／拒食・やる気が出ない等の緩和に貢献したい。多くの人がこれらの症状を経験しているにもかかわらず機序に不明な点が多い。機序解明の手段として、血液を介した脳と全身の情報交換機構を明らかにすることを研究のターゲットとし、新たな知見が少しでも役に立てば嬉しい。
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