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研究成果の概要（和文）：糖尿病性神経障害（DPN）に対する根治的な治療法は確立されていない。本研究では
新規治療標的となる病態機序として、終末糖化産物とその受容体RAGEのシグナルおよびマクロファージを介した
炎症に着目した。糖尿病RAGE欠損マウス、マクロファージのRAGEを欠損する糖尿病骨髄細胞特異的RAGE欠損マウ
スはDPNの発症・進展が抑制された。詳細な解析により、RAGEシグナルの活性化が末梢神経に浸潤するマクロフ
ァージを炎症性形質に分化させ、炎症性サイトカインによる神経のインスリン感受性の低下、軸索輸送障害を介
して神経障害を惹起するという病態機序を解明した。

研究成果の概要（英文）：Radical treatment for diabetic neuropathy (DPN) has not been established. In
 this study, we focused on the signaling of advanced glycation end products and their receptors, 
RAGE, and macrophage-mediated inflammation as pathological mechanisms for novel therapeutic targets.
 Diabetic RAGE-deficient mice and diabetic bone marrow cell-specific RAGE-deficient mice, which lack
 macrophage RAGE, showed reduced development and progression of DPN. Through detailed analysis, we 
elucidated the pathological mechanism by which activation of RAGE signaling induces macrophages 
infiltrating peripheral nerves to differentiate into pro-inflammatory phenotype and induces 
neuropathy through decreased insulin sensitivity of nerves by inflammatory cytokines and impaired 
axonal transport.

研究分野： 糖尿病性合併症

キーワード： 糖尿病性神経障害　マクロファージ　終末糖化産物　RAGE　軸索輸送

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究により、マクロファージにおけるRAGEシグナルがDPNの発症・進展に関与し、その抑制がDPNの新規治
療法となる可能性が示された。DPNは最も有病率が高く、早期に発症する糖尿病性合併症であり、進行期には下
肢の壊疽や心臓血管自律神経障害の合併により予後を左右する。有効な治療法を開発することで患者のQOLや予
後の改善、医療経済負担の削減が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病性神経障害（DPN）は糖尿病患者の QOL を著しく低下させ、時には致死的となる糖尿病

性合併症であるが、根治的な治療法は確立されておらず、新規の治療標的となる病態機序の解明

が模索されている。高血糖に伴う終末糖化産物 AGEs の産生、AGEs 等を認識する受容体 RAGE の

シグナルは糖尿病性合併症の成因の一つであり、DPN の発症・進展における関与が報告されてい

るが詳細な機序は解明されていない。AGEs-RAGE シグナルの亢進が臓器障害を来す機序は炎症を

介することが判っており、2 型糖尿病の脂肪組織においては催炎症性マクロファージ（Mφ）で

ある M1の集積を来してインスリン抵抗性の形成に関わる。また、これまでに実験的 DPN の坐骨

神経においてはマクロファージの浸潤が増加することが報告されていたが、その病態形成にお

ける意義は不明であった。これらのことから、申請者は高血糖に伴う AGEs-RAGE シグナルの亢進

はマクロファージ関連の炎症を介して DPN を発症・進展させるのではないかという仮説を立て

た。 

 

２．研究の目的 

AGEs-RAGE シグナルの亢進が DPN を発症・進展させる機序を解明し、新規の治療標的を同定

することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

実験① 全身性 RAGE 欠損マウスを用いた DPN の病態機序の解明 

8 週齢の C57BL/6（WT）と全身性 RAGE 欠損マウス（RN）を実験に使用し、ストレプトゾトシ

ンの腹腔注射により糖尿病（DM）を発症させた。糖尿病発症 8週後に神経伝導速度（NCV）を測

定した。逆行性軸索輸送を評価するために後脚足底に 5% Fluoro-gold (FG) 5μlを皮下注射し

た。5日後、吸入麻酔下に 5単位のインスリンを静注し、10 分後に坐骨神経（SN）、脊髄後根神

経節（DRG）、後脚足底の皮膚を摘出した。SN と DRG には H&E 染色、免疫染色（IHC）および蛍光

免疫染色（IF）による病理学的解析、Western blotting（WB）による蛋白発現解析、定量的 PCR

による遺伝子発現解析を行った。足底皮膚には IFにより表皮内神経密度（IENFD）の定量を行っ

た。 

 

実験② 骨髄特異的 RAGE 欠損マウスの作出に基づく DPN の発症・進展における Mφ-RAGE シグ

ナルの関与の解明 

10 週齢の WTに 9.5 Gy の放射線を照射して骨髄を破壊した。WTあるいは RNの大腿骨から採

取した骨髄細胞を尾静注により移植し BMWT および BMRN を作出した。骨髄移植 8 週後に実験①

と同様に糖尿病を発症させ、DPN の表現型を解析した。 

 

実験③ Mφとシュワン細胞およびニューロンの共培養系を用いた神経機能障害機序の解明 

Mφはマウス白血病細胞由来単球細胞株の RAW264.7 と WT の大腿骨から採取・誘導した骨髄 M

φ（BMDM）を使用した。シュワン細胞はマウス不死化シュワン細胞株 IMS32、ニューロンは WTの

DRG から分散培養した初代培養 DRG ニューロンを使用した。Mφ-IMS32 共培養系では非刺激 Mφ

（M0）あるいは AGEs、IL-4 により分化させた催炎症性 Mφの M1、抗炎症性 Mφの M2 と IMS32 を

12 時間間接共培養し、インスリンシグナル分子のリン酸化を WBにより解析した。Mφ-DRG 共培



養系では M0あるいは M1とニューロンを 12 時間直接共培養した。軸索内小胞を LysoTracker に

より蛍光標識し、Timelapse 撮影により軸索輸送を可視化、定量した。 

 

４．研究成果 

実験①  

糖尿病発症 8 週時点で WT-DM は NCV が低下し DPN を発症したが、RN-DM は DPN の発症が抑制

された。WT-DM の SN では Mφ関連の炎症マーカーである TNFα、iNOS の mRNA の発現が増加し、

iNOS に対する IHC で標識した M1 の浸潤数が増加した。一方で、RN-DM では M1 の浸潤数は増加

せず、M2関連のマーカーである CD163、Arginase1 の mRNA の発現が増加し、CD206 に対する IHC

で標識した M2 の浸潤数が増加した。SN における M1/M2 比は WT-DM で最大となった。SN におけ

るインスリンシグナル分子のリン酸化を WB により解析したところ、WT-DM においてインスリン

刺激に対する AKT および GSK3βのリン酸化反応が減弱していた。RN-DM ではそれらが RN-non DM

と同等に維持されていた。DRG の H&E 染色切片で DRG ニューロンの形態解析を行ったところ、

WT-DM で細胞体面積の低下を認めたが、RN-DM では RN-non DM と同等に維持されていた。DRG に

FG に対する IF を施し、FG の陽性率を逆行性軸索輸送の指標とした。FG 陽性率は WT-DM で低下

したが、RN-DM では RN-non DM と同等に維持されていた。 

 

実験② 

骨髄破壊、骨髄移植により BMRN の骨髄における RAGE mRNA の発現は 70-80%低下した。BMWT-

DM は実験①の WT-DM と同様の DPN 表現型を示した。BMRN-DM では non DM と比して神経伝導速度

が低下したものの、BMWT-DM より有意に高値であり、DPN の進展が抑制されていた。Mφの極性、

インスリンシグナルの感受性、DRG ニューロンの形態、FGの輸送能について、BMRN-DM は RN-DM

と同様に non DM と同等に維持されていた。 

 

実験③ 

Mφ-IMS32 共培養系において、M1 と共培養後の IMS32 ではインスリン刺激に対する AKT のリ

ン酸化が低下したが、M2 と共培養後の IMS32 では AKT のリン酸化が M0 と同等に維持された。M

φ-DRG 共培養系では M0 と比して M1 と共培養したニューロンの軸索において、逆行性輸送の頻

度と速度が低下した。 

 

【結論】 

全身性の RAGE シグナル欠損は DPN の発症を抑制する。しかし、RAGE 阻害薬は副作用により臨床

応用が困難である。一方で、本研究により Mφ特異的な RAGE の欠損によっても全身性 RAGE 欠損

と類似した DPN の進展抑制作用があることが示された。また、AGEs-RAGE シグナルの亢進が DPN

を発症・進展させる機序として、炎症を介する末梢神経のインスリンシグナルの減弱、逆行性軸

索輸送の障害が関わることを解明した。以上より本研究から、Mφの RAGE シグナルの抑制が DPN

の新規治療標的となる可能性が示された。 
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