
  

	 	 	 	

	 	 	 長寿医療研究開発費	 平成 28 年度	 総括研究報告（総合報告及び年度報告）	

	

	 	 	 	 	 	 	 	 糖尿病に伴う認知機能障害誘導機構の解明（26－35）	

	

	 主任研究者	 田口	 明子	 国立長寿医療研究センター統合加齢神経科学研究部（部長）	

	

	 研究要旨	

	 	 年間全体について	

	 従来の認知症研究は、主として病気発症後を対象に既存仮説を基盤として進められてき

たが、発症機構は未だ不明で本質的な認知症治療薬も存在しない。認知症は発症までに長

い年月をかけて進行することから、認知症の発症前段階を研究対象とし、発症への移行誘

導機構を明らかにすることが求められている。近年、糖尿病は認知機能障害を誘導し、認

知症の発症を促進する重要なリスク要因であることが、我が国の久山町研究をはじめとす

る近年の大規模な臨床研究と疾患モデル動物を用いた解析から明らかにされている。これ

らの知見から、認知機能は脳内だけで管理される訳では無く、糖尿病のような代謝障害の

影響を強く受け、体系的に調節される可能性が考えられる。そのため、糖尿病による認知

症誘導機構の解明が、本疾患発症の根本的な分子機序解明の手がかりとなり、新たな予防・

治療法の開発へと繋がることに期待が持たれている。	

	 本研究では、糖尿病からの体系的な作用が、認知機能障害を誘導するメカニズムとして、

糖尿病関連血中因子に着目し、その探索を行い、同定した血中因子が認知機能へ与える影

響について解析し、その作用機序を解明することを介して、認知症発症前段階から認知症

発症への移行メカニズムの根本原理に迫り、認知症の新たなバイオマーカーの創出と臨床

応用へと進展させることを目的としている。	

	 	 	

	 	 平成 26 年度について	

	 本研究課題主任研究者は、平成 27 年 1 月 1 日付けで国立長寿医療研究センターに着任し

たが、本年度は、まだ本センター内に研究スペースが無かったため、全実験は、主任研究

者の前所属である宮崎大学で行い、異動による研究の遅れが最小限になることを目標とし

た。我々は、糖尿病を伴い認知症発症前段階を反映する有用なモデル動物として、生理的

糖尿病モデル(DIO)マウスの利用を確立し、糖尿病による体内環境の変化が認知機能へ与え

る影響を解析するためのマウスを用いたスクリーニング系を構築した。本研究では、この

実験系を用いて、糖尿病が、認知機能に関与する海馬の神経細胞新生および認知機能行動

へ与える影響を解析し、加えて、これらの変化に関与する糖尿病関連血中因子の同定とそ

の機能解析を行い、認知機能障害発症の根本的メカニズムに迫ることを目的とした。	
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	 	 平成 27 年度について	

	 本年度は、本研究に使用する全マウス系統の体外受精による搬入と繁殖の開始による本

格的な実験開始のためのセットアップを第一の目的とした。また、本研究で使用する DIO

マウスについても、本センターでの繁殖を開始し、本センター繁殖の DIO マウスを用いた

実験が行える環境作りを目指した。昨年度までの研究結果から、糖尿病を伴い認知症発症

前段階を反映する有用なモデル動物として主任研究者らが使用を確立した DIO マウスの脳

インスリンシグナルが認知機能の変化と連動することを明らかにしていた。我々は、糖

尿病による認知機能の低下と脳インスリンシグナルの変化を導く体系的な作用として、

血中因子を介した経路の関与について精査するため、DIO マウスの血中で変化する血中

因子を同定し、血中因子の認知機能おおよび脳インスリンシグナルへの影響を解析し、そ

の機能を解明することにより、認知機能障害誘導機構の根本的分子機序に迫ることを目的

とした。	

	 	 	 平成 28 年度について	

	 本年度は、昨年度から行ってきた全系統の凍結精子を用いた体外受精が平成 28 年 1 月に

完了し、繁殖を開始した後、平成 28 年 7 月から実験に使用可能なマウスの数が徐々に揃っ

てきたため、本格的に実験を開始することを第一の目的とした。昨年度からセンターで繁

殖を開始した DIO マウスを用いた解析を行い、宮崎大学で繁殖した DIO マウスを用いた実

験結果との比較から、確かな結果を導くことを目指した。さらに、昨年度 DIO マウスから

同定した血中因子 A の既存拮抗薬（AAD1）が DIO マウスの認知機能へ与える影響について

精査することを目的の 1 つとした。また、6 ヶ月齢で認知機能障害を呈する次世代型アルツ

ハイマーモデル（APPKI）マウス（理研 BSI・西道研との共同研究）も数は少ないものの、

実験に使用できマウスを得ることができたことから、これらのマウスの脳インスリンシグ

ナルがどのように変化するのか精査することを目指した。一方、認知機能障害を呈するこ

とが報告される１型糖尿病モデルとしての使用を検討していた既存の薬剤性 STZ モデルマ

ウスを作成・解析を行い、DIO マウスで観察される変化との比較から、糖尿病が導く認知機

能障害の分子機序についてさらに深く理解することを本年度の重要な目的とした。	

	 	

	

主任研究者	

	 	 田口	 明子	 国立長寿医療研究センター統合加齢神経科学研究部（部長）	

分担研究者	

	 	 澤本	 和延	 名古屋市立大学大学院医学研究科	 再生医学分野（教授）	

	

	 研究期間	 平成 28 年 4 月 1 日～平成 29 年 3 月 31 日	
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Ａ．研究目的	 	

	 糖尿病が認知症、特に AD の危険因子であることが、国外および我が国の久山町研究をは

じめとする多くの臨床と基礎研究から明らかになっている。これらの知見から、認知機能

は、脳内だけで管理されるわけでは無く、糖尿病による影響を長い時間受け体系的に調節

される可能性があることから、糖尿病による AD 前段階から発症までの誘導機構の解明が、

本疾患発症の分子機序解明の手がかりとなり、早期診断を可能性にするバイオマーカーや

サロゲートマーカーの同定および創薬へと繋がることに期待が持たれている。しかしなが

ら、糖代謝異常を伴い AD の前段階（前認知症）を反映する有用なモデル動物は確立されて

いない。最近、主任研究者らは、本モデルマウスとして、遺伝子は無損傷で糖代謝異常を

伴い認知障害が進行する 2 型糖尿病の生理的モデル（Diet	Induced	Obesity:DIO）マウ

スの利用を確立し、体系的な認知機能調節機構の検討として、認知機能を低下させる DIO

マウスの血中因子の存在の確認・同定およびその分子基盤の解析のためのスクリーニン

グ系を構築した。主任研究者のこれまでの研究から、インスリンシグナルの主要な調節因

子である IRS2（Insulin	Receptor	Substrate	2）の脳での低下は、個体の寿命を延長し、

老化を遅延することが明らかとなっていた。これらの結果から、糖代謝調節経路でもある

IRS2 シグナルの脳での亢進が、糖尿病を伴う認知機能の低下および認知機能障害全般に関

与する可能性が考えられるが、明らかでは無い。本研究は、糖尿病からの体系的な作用が、

認知機能障害を誘導するメカニズムとして、糖尿病関連血中因子に着目していることから、

糖尿病を付随する前認知症モデルとして我々が利用を確立した DIO マウスの血液から、変

化する血中因子を探索し、同定血中因子が、認知機能へ与える影響とその作用機序を解析

することを介して認知障害発症の根本的メカニズムに迫ることを目的とする。	 	

	

Ｂ．研究方法	

	 年間全体について	

1.	研究試料の準備：本研究に使用するマウスは、DIO マウスをはじめとして、遺伝的変異

マウス 6 種類が存在するが、本格的な研究を開始するためには、まず、これらの全系統の

マウスをセンターの動物施設へ搬入し、繁殖を開始することが必要とされたことから、各

種マウスの凍結精子と野生型メスマウスを用いた体外授精を行い、マウスの再作成、コロ

ニーの繁殖から開始した。本研究課題は H26 年 1 月から開始されたものであるが、体外受

精によるマウスの搬入が終了したのは H28 年 1 月であったため、全期間の半分以上が本研

究を開始するための準備となった。	

2.	脳 IRS2 シグナルについての解析：最近の主任研究者の研究から、新たな長寿モデル動

物として報告された脳特異的 IRS2 欠損（BIrs2ko）マウスが、老化に伴う認知機能の低下

を抑制することが明らかになったことから（論文投稿準備中）、認知機能の低下と脳 IRS2

の変化が連動する可能性が考えられる。これらのことから、各種モデルマウスの海馬のタ

ンパク質を用いた生化学的解析を行い脳の IRS2 シグナルの変化について検討した。	
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3.	加齢に伴う神経炎症と神経細胞新生についての解析：各種マウスの脳を用いた免疫組織

学的解析から、海馬の神経細胞新生および神経炎症について調査した。	

4.	血中因子の探索と測定：DIO マウスの血中因子の探索と同定因子の血中における濃度測

定については、タンパク質多項目同時解析および ELISA 法より精査した。	

5.	薬剤性および新規糖尿病マウスの作製：2 型糖尿病モデルである DIO マウスに加え、1

型糖尿病モデルとして、膵臓特異的障害薬ストレプトゾトシン(STZ)の投与により、薬剤	

性 1 型糖尿病モデルである STZ マウス及び新規の 1 型糖尿病モデルマウスとして Ins1-DTA

マウスを cre-lox システムによる遺伝的手法を用いて作製した。また同 cre-lox システム

により、新規 2 型遺伝的モデルマウスである Ins1-Irs2ko マウスを作製した。	

6.	行動解析：使用、作製したマウスの認知機能を査定するため、水 T 字迷路(Water	T-Maze	)

テスト、パッシブアボイダンステストを導入し、海馬依存的および海馬—前頭葉関連認知機

能について精査した。	

7.	脳内インスリン測定法の確立：脳内インスリン値の測定はこれまで確立されてい	 ない

ため、高分子回収プローブを用いたマイクロダイアリシスにより、マウスの脳内インスリ

ン値の測定について検討した。	

8.	同定血中因子および関連薬投与マウス：DIO マウス血中から同定した血中因子の 1 つで

ある血中因子 A が認知機能機能へ与える効果を観察するため、若齢マウスの腹腔内および

尾静脈から A を投与して作製した。また、血中因子 A の既存拮抗薬の投与が DIO マウスの

認知機能へ与える効果を査定するため、DIO マウスの尾静脈あるいはオスモティックポンプ

を用いてマウスを作製した。	

	

	 	 平成 26 年度について	

	 平成 26 年度は、国立長寿医療研究センター内における当研究部の実験スペースがまだ決

定されていなかったことから、旧所属でかつ非常勤講師を兼任する宮崎大学医学部で実験

を実施した。	

1.脳海馬 IRS2 シグナルの動向：	糖尿病を付随する認知機能の低下に伴う脳 IRS2 シグナル

の動向を調べるために、DIO マウスの脳から海馬を分離し、海馬のトータルタンパク質を用

いた生化学的解析を行った。	

2.海馬神経細胞新生の変化：海馬の細胞増殖能と神経細胞新生の変化を調べるために、BrdU	

パルスラベル法および神	 経細胞新生の細胞種類および各分化ステージ特異的発現マーカ

ーを用いた免疫染色法により解析を行った。	

3.	神経炎症と神経細胞の形態および活動性の変容：老化様の作用を有することが示唆され

る糖尿病がこれらの変化に与える影響を調べるために、神経炎症を誘導するミクログリア

特異的マーカー（Iba1）、新生神経細胞特異的マーカー（Dcx）それぞれを用いた免疫染色

と新生神経細胞の形態変化についての観察から評価を行った。	

4.認知機能における変化：糖尿病が記憶学習能へ与える影響を精査するために、海馬依存
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的記憶学習能行動解析である Water	T	maze	(WTM)テストを行い、正解率によって成績を評

価した。	

	 	 平成 27 年度について	

	 27 年度は、国立長寿医療研究センターでの研究環境がまだ完全には整っていなかったた

め、主任研究者の前所属であり、共同研究機関である宮崎大学医学部で残る実験を行うと

共に、国立長寿医療研究センターでの研究環境のセットアップと本実験に至る準備を主に

行った。	

1.研究に使用するマウスの体外受精による搬入と繁殖の開始：本研究に使用するマウスは、

DIO マウスをはじめとして、遺伝的変異マウス 6 種類が存在するが、本格的な研究を開始す

るためには、まず、これらの全系統のマウスをセンターの動物施設へ搬入し、繁殖を開始

することが必要とされた。DIO マウスに関しては、4 週齢の野生型マウスに高脂肪食の付加

を開始し、半年以上を待って使用を開始した。遺伝的変異マウスについては、個体での搬

入が不可能であったため、順次、全系統のオスから精子を分離、凍結し、これらの凍結精

子と野生型メスマウスを用いて体外授精を行い、目的マウスのヘテロ接合体を作製した。

全系統の凍結精子を用いた体外受精を順次行い、平成 28 年 1 月に完了した。生まれてきた

マウスの遺伝型を PCR で確認し、人工授精の成功した個体を選別した。人工授精が成功し

たヘテロ接合体はさらに野生型マウスと繁殖させ、同遺伝型マウスの繁殖によるコロニー

の作成をそれぞれの系統に対して行い、繁殖を開始した。	

2.脳海馬 IRS2 シグナルの動向：昨年度は、宮崎大学で、糖尿病を付随する認知機能の低下

に伴う脳 IRS2 シグナルの動向を調べるために、DIO マウスの脳から海馬を分離し、海馬の

トータルタンパク質を用いた生化学的解析を行っていたが、本センターの動物施設でも新

たに DIO マウスの繁殖を開始ししため、本センター繁殖 DIO マウスを用いた同解析を開始

した。また、他使用マウス（4.	血中因子 A 投与マウス等）の同解析も行った。	

3.タンパク質多項目同時解析およびELISA法を用いた既存血中因子の探索：DIOマウスと野

生型マウスの血清/血漿を用いたタンパク質多項目同時解析およびELISA法より複数の血中

因子を得た。しかしながら、他の候補因子の存在も否定できないため、同方法を用いて、

さらに分泌因子のスクリーニングを継続する予定である。	

4.単離候補因子投与マウスの作成：DIO マウスから同定した血中因子の 1 つ血中因子 A が認

知機能へ与える影響について検討するため、血中因子を若齢野生型マウス尾静脈内あるい

は腹腔内へ投与して、A 投与マウスを作成した。	

5.海馬神経細胞新生の変化：海馬の細胞増殖能と神経細胞新生の変化を調べるために、BrdU	

パルスラベル法および神	 経細胞新生の細胞種類および各分化ステージ特異的発現マーカ

ーを用いた免疫染色法により解析を行った。	

	 	 	 	 平成 28 年度について	

	 昨年度、体外受精により搬入した全系統のマウスの繁殖が開始された状況で、国立長寿

医療研究センターでは実験ができる十分な環境にまだ無かったため、H28 年度も宮崎大学お
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よび国立長寿医療研究センターの両機関で研究を実施した。	

1.研究に使用するマウスの体外受精による搬入と繁殖：昨年度から行ってきた全系統の凍

結精子を用いた体外受精は、平成 28 年 1 月に完了し、生まれてきたマウスの遺伝型を PCR

で確認し、人工授精の成功した個体を選別した。人工授精が成功したヘテロ接合体はさら

に野生型マウスと繁殖させ、同遺伝型マウスの繁殖によるコロニーの作成をそれぞれの系

統に対して行い、研究に使用する全系統のセットアップを行った。繁殖を開始し、平成 28

年 7 月から実験に使用可能なマウスの数が徐々に揃ってきたため、本格的に実験を開始す

ることが可能となった。	

2.	新たな糖尿病モデルの作製：2 型糖尿病モデルである DIO マウスに加えて、1 型糖尿病

モデルマウス二種を作成した。	

	a)STZ マウス：野生型マウスの腹腔内に膵臓ベーター細胞特異的障害薬であるストレプ	 	 	

			トゾトシン	 (STZ)を投与して、薬剤性 1 型糖尿病モデルを作成した。	

	b)遺伝的 1 型糖尿病モデル(Ins-DTA)マウスの作製：最近、当研究部で作製した	 	 	

				floxed-stop-DTA（ジフテリアトキシン A）マウスと新規膵β細胞特異的 Ins1-Cre マウ	 	 	

				スの交配により、インスリン欠乏型の新たな 1 型糖尿病モデル（Ins1-DTA）マウスを	

				作製し、繁殖を開始した。	

	 	 	3.	血中因子 A 拮抗薬（AADI）投与マウスの作成：血中因子 A の拮抗薬である AADI が DIO

マウの認知機能へ与える影響について精査するため、尾静脈内投与あるいはオスモティッ

クポンプを用いて DIO へ AADI を投与し、認知機能へ与える影響について検討した。	

4.脳海馬 IRS2 シグナルの動向：昨年度から、本センターの動物施設でも新たに繁殖を開始

しした DIO マウスに加え、新たに作成した STZ マウスの脳から海馬を分離し、海馬のトー

タルタンパク質を用いた生化学的解析を行った。また、体外受精後、繁殖を行ってきた次

世代型アルツハイマーモデル(APPKI)マウス（理研脳科学総合研究センター・西道グループ

との共同研究）の個体も数匹使用できたため、本解析を行った。	

5.タンパク質多項目同時解析およびELISA法を用いた既存血中因子の探索：DIOマウスと野

生型マウスの血清/血漿を用いたタンパク質多項目同時解析およびELISA法より複数の血中

因子を得ていたが、同定した因子に対して、新たに本センターで繁殖を開始したDIOマウス

の血液を用いたELISA解析を開始した。	

6.	行動解析：各種マウスの認知機能を査定するため、水 T 字迷路(Water	T-Maze	)テスト、

パッシブアボイダンステストを行い、海馬依存的および海馬—前頭葉関連認知機能について

精査した。	

7.	脳内インスリン測定法の確立：高分子回収プローブを用いたマイクロダイアリシスによ

り、DIO マウス、STZ マウスの脳内インスリン値の測定について検討した。	

8.	新規遺伝的 2 型糖尿病モデル(Ins-Irs2ko)マウスの作製：	

	新たな 2 型糖尿病モデルとして、floxedIRS2 マウス（体外受精により導入）と新規膵β

細胞特異的 Ins1-Cre マウスの交配により、新規遺伝的 2 型糖尿病モデル(Ins-Irs2ko)マ

6



 

ウスの作製を行った。現在、遺伝子型の確認を行いながら、繁殖を行っている。	

	

（倫理面への配慮）	

	 年間全体について	

	 本研究は、遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律

を遵守し、国立長寿医療研究センターおよび宮崎大学遺伝子組換え実験管理規程及び国立

長寿医療研究センターおよび宮崎大学遺伝子組換え実験管理細則に準ずる。動物実験での

使用個体数は綿密に実験計画を立てた後、必要最小限に留め、実験終了後はすみやかに麻

酔により安楽死させる。動物実験は、センターおよび学内の動物実験委員会での審査を受

けて実施する。また、その愛護に留意し、痛みを防止するため適切な麻酔薬などを用いて

実験を行う。実験動物数は最小限に留め、屠殺は法令で決められた方法に準拠する。	

	

Ｃ．研究結果	

	 年間全体について	

1.	同定血中因子が認知機能へ与える影響	

	(1)血中因子 A 投与による解析	

	 糖尿病の発症に伴い認知機能障害が進行する生理的 2 型糖尿病のモデル（Diet	Induced	

Obesity:DIO）マウスから同定した複数の血中因子の中で、認知機能の低下を呈する老齢マ

ウスの血中でも同様の変化（増加）が観察された血中因子 A に特に着目し解析を行った。

これまでの結果から、血中因子 A の若齢野生型（WT）マウスへの連続投与および慢性投与

は、若齢 WT マウスの認知機能の低下と脳インスリン様シグナルの亢進を誘起することを明

らかにした。	

	(2)血中因子 A 拮抗薬（AAD1）投与による解析	

	 血中因子 A の既存拮抗薬（AAD1）が認知機能へ与える影響を検討するため、AAD1 を DIO

マウスに連続および慢性投与を行った結果、DIO マウスの認知機能の低下は有意に改善し、

脳インスリン様シグナル亢進の抑制も観察された。これまでの研究から、血中因子 A を介

した脳インスリン様シグナルネットワークの亢進が認知機能障害と連動し、AAD1 による

本シグナルネットワーク亢進の抑制が認知機能の改善に貢献することが示唆された。	

	

2.	糖尿病が認知機能へ与える影響	

	(1)	2 型糖尿病モデルを用いた解析	

		a)生理的 2 型糖尿病モデル（DIO）マウスを用いた解析：	

	 これまで我々は、DIO マウスで観察される認知機能の低下(6 ヶ月齢)と連動して、脳イ

ンスリン様シグナルが亢進することを明らかにしていた。しかしながら、本センターで

繁殖した 6 ヶ月齢の DIO マウスの認知機能は、宮崎大学での同解析と同じく、有意に低

下していた。しかしながら、DIO マウスの脳インスリンシグナルの変化については、宮
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崎大学で見られた顕著な変化は、観察することができなかった。	

	

	b)	新規遺伝的 2 型糖尿病モデル(Ins-Irs2ko)マウスの作製：	

	 DIO マウスは遺伝子が無欠損であることは、認知機能の変化に連動する脳インスリン

様シグナルを指標として解析を行っている我々にとっての利点でもあるが、一方で、前

述(1)の通り、本マウスは、飼育環境の影響を強く受け、症状、変化が一定では無いこと

が最大の問題であり欠点とも言える。この問題のバックアップおよび解消のため、脳イ

ンスリン様シグナルは無欠損の新規遺伝的 2 型糖尿病モデルとして、新規膵 B 細胞 Cre

マウスを用いた膵 B 細胞特異的 IRS2 欠損（Ins-IRS2ko）マウスを新しく作製した。	

(2)	1 型糖尿病モデルと認知機能障害	

	a)	薬剤誘導 1 型糖尿病モデル（STZ）マウスを用いた解析：	

		2 型糖尿病だけでは無く、低血糖の頻発を含む不良な血糖値制御が起因と示唆され		

る 1 型糖尿病に付随する認知機能低下から認知症への移行にも関心が高まっているため、

薬剤(ストレプトゾトシン)投与によりインスリン欠損型の 1 型糖尿病モデル（STZ）マウス

を作製し解析を行った。本マウスの海馬を用いた生化学的解析から、脳インスリン様シグ

ナルが 2 型糖尿病モデル同様に亢進していることを突き止めた。	

	b)	新規遺伝的 1 型糖尿病モデル(Ins-DTA)マウスの作製：	

	 STZ は膵β細胞だけで無く脳にも直接的な損傷を与えることが最近報告され問題視され

ており、脳の解析結果の解釈が難しくなっている。この問題を解決するため、我々は、最

近当研究部で作製した floxed-stop-DTA（ジフテリアトキシン A）マウスと新規膵β細胞特

異的 Ins1-Cre マウスの交配により、インスリン欠乏型の新たな 1型糖尿病モデル（Ins1-DTA）

マウスを作製した。本マウスが 1 型糖尿病様の高血糖を呈することを確認しており、予備

実験結果から、本マウスの脳、海馬インスリン様シグナルは、STZ 同様に顕著に亢進してい

ることが判った。現在繁殖を行っており、数が集まり次第、STZ マウス同様の解析を行い、

それぞれの結果を比較検討することにより、精度および信頼性の高い結論を導くことがで

きると考える。	

	

3.	次世代型 AD モデルマウスを用いた解析	

	 6 ヶ月齢で認知機能障害を呈する次世代型アルツハイマーモデル（APPKI）マウス（理研

BSI・西道研との共同研究）の海馬を用いた生化学的解析から、本マウスの脳インスリン様

シグナルは、糖尿病モデルマウスと同様に亢進していることが判った。	

	

4.	脳内インスリン測定法の確立	

	 高分子回収プローブを用いたマイクロダイアリシスによるマウスの脳内インスリン値の

測定により、2 型糖尿病モデルマウスの脳内インスリン値は、血中同様対照群に比べ高い傾

向にあることが示唆された。	
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	 	 	平成 26 年度について	

研究環境の状況：本研究課題主任研究者は平成 27 年 1 月 1 日付けで国立長寿医療研究セン

ターに着任したが、本年度は、まだ本センター内に研究スペースが無かったため、全実験

は、主任研究者の前所属である宮崎大学で行った。	

研究結果：	

1.	脳海馬IRS2シグナルの動向：DIOマウス海馬RNAを用いた定量的PCR法による解析から、

同齢野生型（WT）マウスに比べ、IRS2の発現は有意に増加し、下流の負の制御因子である

PTENの発現は顕著に低下することが判った。また、同マウス海馬タンパク質を用いたウエ

スタンブロッティングによる解析からも、IRS2と下流因子AktおよびAktのリン酸化は、DIO

マウス海馬で顕著に上昇しており、さらにIRS2の下流シグナルであるMAPKおよびmTORの

各々のリン酸化もDIOマウス海馬で有意に増加していることが判った。	

2.	海馬神経細胞新生の変化：DIOマウスの海馬歯状回のBrdU陽性細胞および細胞増殖マー

カーKi67あるいはSox2陽性細胞数は同齢WTマウスに比べ、明らかに減少していた。さらに、

幼弱神経細胞マーカーDcx陽性でかつBrdU陽性の新生幼弱神経細胞（Dcx+/Brdu+）数、成熟

神経細胞マーカーNeuN発現細胞数は、ともにWTマウスに比べDIOマウス海馬で顕著に低下し

ており、一方、グリア細胞マーカーS100B陽性でかつBrdU陽性の新生グリア細胞

（S100B+/Brdu+）数はDIOマウス海馬で増加傾向にあった。	

3.	神経炎症と神経細胞の形態および活動性の変容：WTマウスとDIOマウス海馬におけるミ

クログリアマーカー	Iba1陽性細胞数に差は見られなかったが、細胞体が肥大した活性化型

ミクログリアの数はDIOマウス海馬で突出して増加していた。また、Dcx陽性幼弱神経細胞

の樹状突起の複雑性・パターン形成について精査した結果、DIOマウス海馬における幼弱神

経細胞の樹状突起の分岐の複雑性が有意に低下していることが明らかとなった（未発表デ

ーター）。	

4.認知機能における変化：5日間のWTMテストを行った結果、WTマウスの正解率は2日目（正

解率73%）から日ごとに上昇し、4日目で100%に達したが、一方で、DIOマウスの2〜4日の正

解率は38〜78％に留まったことから、DIOマウスの記憶学習能は同齢WTマウスに比べ顕著に

低下していることが判った（未発表データー）。	

					平成 27 年度について	

研究環境の状況：本研究課題主任研究者は平成 27 年 1 月 1 日付けで国立長寿医療研究セン

ターに着任したため、長寿医療研究開発費を使用した本研究は開始から 12 ヶ月が経過した

ところである。しかしながら、平成 27 年 1 月〜	4 月の間は、国立長寿医療研究センター内

における当研究部の実験スペースがまだ決定されていなかったため、旧所属であり非常勤

講師を兼任する宮崎大学医学部で実験を実施した。平成 27 年 5 月に実験スペースが決定し、
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同時期に流動研究員が赴任したため実験室環境のセットアップを開始した（6〜8 月の間に

研究室内の暗室、低温室の工事も行って頂いた）。動物実験に関しては、マウス遺伝子工学

の専門家でもある当研究部生理学研究部徳永室長が 9 月 1 日付けで着任したため、徳永室

長の主導で本研究に使用する全マウス系統の体外受精を平成 28 年 1 月に完了させ、繁殖を

開始することができた。	

研究結果：	

1.血中因子の同定：	DIO マウス血中より、複数の血中因子を同定した。	

2.血中因子が認知機能へ与える影響：同定した血中因子の 1 つである因子 A の若齢マウス

への投与により、若齢マウスの海馬特異的認知機能が低下することを WTM テストにより明

らかにした。	

3.脳インスリンシグナルの変化：血中因子 A を投与した若齢マウスの脳海馬を使った生化

学的解析から、インスリンシグナルが亢進していることを見出した。	

4.	海馬神経新生の変化：血中因子 A を投与した若齢マウスの脳を使った免疫組織学的解析

から、海馬の神経新生が低下していることが判った。	

				平成 28 年度について	

研究環境の状況：昨年度から行ってきた全系統の凍結精子を用いた体外受精は、平成 28 年

1 月に完了し、生まれてきたマウスの遺伝型を PCR で確認し、人工授精の成功した個体を選

別した。人工授精が成功したヘテロ接合体はさらに野生型マウスと繁殖させ、同遺伝型マ

ウスの繁殖によるコロニーの作成をそれぞれの系統に対して行い、研究に使用する全系統

のセットアップを行った。繁殖を開始し、平成 28 年 7 月から実験に使用可能なマウスの数

が徐々に揃ってきたため、本格的に実験を開始することが可能となった。	

研究結果：	

1.	生理的 2 型糖尿病モデル（DIO）マウスを用いた解析：本センターで繁殖した	

6 ヶ月齢の DIO マウスの認知機能は、宮崎大学での同解析と同じく、有意に低下してい

た。しかしながら、DIO マウスの脳インスリンシグナルの変化については、宮崎大学で

見られた顕著な変化は、観察することができなかった。	

2.	薬剤性 1 型糖尿病モデルを用いた解析:薬剤誘導 1 型糖尿病モデル（STZ）マウスを用

いた解析：STZ マウスの海馬を用いた生化学的解析から、脳インスリン様シグナルが 2 型

糖尿病モデル同様に亢進していることを突き止めた。	

3.	次世代型 AD モデルマウスを用いた解析：6 ヶ月齢で認知機能障害を呈する次世代型アル

ツハイマーモデル（APPKI）マウス（理研 BSI・西道研との共同研究）の海馬を用いた生化

学的解析から、本マウスの脳インスリン様シグナルは、糖尿病モデルマウスと同様に亢進

していることが判った。	

4.	血中因子 A 拮抗薬（AAD1）投与による解析:	AAD1 を DIO マウスに連続および慢性投与を

行った後、行動解析を行った結果、DIO マウスの認知機能の低下は有意に改善し、脳インス

リン様シグナル亢進の抑制も観察された。これまでの研究から、血中因子 A を介した脳イ
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ンスリン様シグナルネットワークの亢進が認知機能障害と連動し、AAD1 による本シグナ

ルネットワーク亢進の抑制が認知機能の改善に貢献することが示唆された	

5.	脳内インスリン測定法の確立:	高分子回収プローブを用いたマイクロダイアリシスに

よるマウスの脳内インスリン値の測定により、2 型糖尿病モデルマウスの脳内インスリン値

は、血中同様対照群に比べ高い傾向にあることが示唆された。	

	

	

Ｄ．考察と結論	

	 	年間全体について	

		研究環境の状況についての考察と結論	

	 本研究課題主任研究者は、平成 27 年 1 月 1 日付けで国立長寿医療研究センターに着任し

たため、本長寿医療研究開発費を使用した本研究期間は、実質的には 2 年 3 ヶ月である。	

平成 27 年 1 月〜	4 月の間は、当センター内に当研究部の研究室スペースがまだ決定されて

いなかったため、前所属である宮崎大学医学部で実験を実施した。平成 27 年 5 月に研究室

のスペースが決定し、6〜8 月の間で研究室内の暗室、低温室の工事が行われると同時に研

究室の実験環境セットアップを開始した。動物実験に関しては、本研究に使用するマウス

系統を含む全系統の移動が浄化後搬入となったため、全系統の凍結精子を用いた体外受精

を順次行い、平成 28 年 1 月に完了した。以後、各々系統の仔マウスの遺伝子型の解析から

系統作製の成功を順次確認後、繁殖を開始し、平成 28 年 7 月から実験に使用可能なマウス

の数が徐々に揃ってきたため、本格的に実験を開始した。	

		研究内容についての考察と結論	

1.血中因子を介した体系的な認知機能調節機構	

(1)血中因子 A 投与による解析:	

	 これまでの結果から、若齢 WT 個体における血中因子 A の上昇は、DIO マウス同様の認知

機能の低下と脳インスリン様シグナルの亢進を惹起することが確認された（現在特許申請

準備中、論文投稿準備中）。	

(2)血中因子 A 拮抗薬（AAD1）投与による解析:	

	 これまでの結果から、異分野の既存拮抗薬（AAD1）は、新たな認知機能改善薬としての

ポテンシャルを有する可能性が考えられる（現在特許申請準備中、論文投稿準備中）。	

	

2.	糖尿病が認知機能へ与える影響	

	(1)	2 型糖尿病モデルと認知機能障害:	

					a)生理的 2 型糖尿病モデル（DIO）マウスを用いた解析	

	 これまで我々は、DIO マウスで観察される認知機能の低下(6 ヶ月齢)と連動して、脳イ			

	ンスリン様シグナルが亢進することを明らかにしていた。しかしながら、本センターで		

	繁殖した同マウスの認知機能および脳インスリンシグナルの顕著な変化が、主任研究者
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の前所属で観察されたタイムポイントでは見られなかったため、複数のタイムポイント

で観察を行った。結果的に、以前とは異なったタイムポイントで DIO マウスにおける同

様の変化が見られたが、以前と比べ個体差が大きく、結果の傾向は同じであっても変化

の割合が低い場合があり、依然として表現型が安定では無いため、さらに個体数を上げ

て実験を行うことを強いられている。本問題の原因は、飼育環境の違いに因るものであ

るが、その原因の 1 つと予想されるマウスのケージサイズについて、マウスの一部を小

ケージ（一般ケージ）に移動し、環境を変えて維持を行っている。マウスの数が揃い次第、

6 ヶ月齢を中心に複数のタイムポイントで解析を行い、表現型の安定性について精査する予

定である。	

						b)	新規遺伝的 2 型糖尿病モデル(Ins-Irs2ko)マウスの作製	

	 DIO マウスは遺伝子が無欠損であることは、認知機能の変化に連動する脳インスリン

様シグナルを指標として解析を行っている我々にとっての利点でもあるが、一方で、前

述(1)の通り、本マウスは、飼育環境の影響を強く受け、症状、変化が一定では無いこと

が最大の問題であり欠点とも言える。この問題のバックアップおよび解消のため、脳イ

ンスリン様シグナルは無欠損の新規遺伝的 2 型糖尿病モデルとして、新規膵 B 細胞 Cre

マウスを用いた膵 B 細胞特異的 IRS2 欠損（Ins-IRS2ko）マウスを新しく作製した。今後

は、DIO マウスと同時に本マウスの解析を行い、両マウスの結果を比較検討し、これま

での結果を精査する予定である。	

	(2)	1 型糖尿病モデルと認知機能障害:	

					a)	薬剤誘導 1 型糖尿病モデル（STZ）マウスを用いた解析	

		本解析結果から、認知機能の低下と脳インスリン様シグナルの亢進は、糖尿病性認知機

能障害に共通に見られる分子機序であることが示唆された。また、2 型糖尿病だけでは無

く、低血糖の頻発を含む不良な血糖値制御が起因と示唆される	 1 型糖尿病に付随する認知

機能低下から認知症への移行にも関心が高まっている。本問題は、高血糖とインスリン抵

抗性のどちらが認知機能へ影響を与えるのか？という未解決な最大の疑問と重複するもの

である。本実験結果は、この疑問の回答にもなるもので、解析結果から、認知機能の低下

と脳インスリン様シグナルの亢進は、インスリンアクションとは独立に誘起され、高血糖

が認知機能低下に密接に関与することが示唆された。さらに、脳におけるインスリン様シ

グナルの主要なリガンドはインスリンでは無い可能性が示された。これらの結果は、これ

まで明らかでは無かった糖尿病と認知症の関連性の一端を脳のインスリン様シグナルをイ

ンターフェイスとして解き明かしたこれまでには無い新しい知見である。	

						b)	新規遺伝的 1 型糖尿病モデル(Ins-DTA)マウスの作製	

	 STZ は膵β細胞だけで無く脳にも直接的な損傷を与えることが最近報告され問題視され

ており、脳の解析結果の解釈が難しくなっている。この問題を解決するため、我々は、最

近当研究部で作製した floxed-stop-DTA（ジフテリアトキシン A）マウスと新規膵β細胞特

異的 Ins1-Cre マウスの交配により、インスリン欠乏型の新たな 1型糖尿病モデル（Ins1-DTA）
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マウスを作製した。本マウスが 1 型糖尿病様の高血糖を呈することを確認しており、予備

実験結果から、本マウスの脳、海馬インスリン様シグナルは、STZ 同様に顕著に亢進してい

ることが判った。現在繁殖を行っており、数が集まり次第、STZ マウス同様の解析を行い、

それぞれの結果を比較検討することにより、精度および信頼性の高い結論を導くことがで

きると考える。	

	

3.	次世代型 AD モデルマウスを用いた解析	

	 解析結果から、糖尿病の付随しない AD の発症にも脳インスリンシグナルの変化が付随す

ることから、脳インスリンシグナルは、糖尿病性認知機能障害だけでは無く、認知機能調

節を支持する本質的な分子基盤の一端である可能性が考えられる。	

	

4.	脳内インスリン測定法の確立	

	 予定外の研究の進歩として、当研究部では高分子回収プローブを用いたマイクロダイア

リシスによるマウスの脳内インスリン値の測定に成功した。元来、正常時の脳内インスリ

ン濃度についての確かな知見は無く、糖尿病時における脳内インスリン値の動向について

も未だ明らかでは無かった。今回の測定から、2 型糖尿病モデルマウスの脳内インスリン値

は、血中同様対照群に比べ高いことが示唆された。前述の通り、1 型糖尿病モデルマウスの

脳インスリン様シグナルは亢進することから、脳ではインスリン以外の液性因子が脳イン

スリン様シグナルの主要な活性化リガンドとして作用している可能性があり、因子 A はそ

の候補の 1 つと考えられる。そのため、本測定方法を用いて、脳内の因子 A 値の変化につ

いても検討を行う予定である。	

	 	

	

Ｅ．健康危険情報	

	 	 なし	
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