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研究成果の概要（和文）：　糖尿病性多発神経障害(DPN)の機序は十分に解明されていない。本研究では、糖尿
病におけるインスリンシグナル異常と神経幹細胞/前駆細胞(NSC/NPC)の維持経路であるNotchシグナルの相互作
用に注目して、再生・恒常性維持機構がDPNの病態形成に関与するかを検証した。
　その結果、糖尿病マウスの末梢神経系でインスリンシグナル亢進及びNotchシグナル抑制を確認し、さらに
NSC/NPCが早期に減少することを確認した。末梢神経系特異的insulin-Notchシグナル欠損マウスにおいて末梢神
経の軸索変性を確認した。
　これらの結果より、DPNにNSC/NPCの量的変化が関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　The mechanisms of diabetic polyneuropathy (DPN) are not fully understood. 
In this study, to examine whether regenerative and homeostatic mechanisms are involved in the 
pathogenesis of DPN, we focused on the interaction between abnormal insulin signaling and Notch 
signaling, which is an important pathway to keep static phase of neural stem cells/progenitor cells 
(NSC/NPC). 
　As a result, we confirmed that insulin signaling is enhanced and Notch signaling is suppressed in 
the peripheral nervous system of diabetic mice. Furthermore, NSC/NPC is reduced at the early stage 
of the life in these mice. We confirmed axonal degeneration of peripheral nerves in mice lacking 
peripheral nervous system-specific insulin-Notch signaling. These results suggest that quantitative 
changes in NSC/NPC are involved in DPN.

研究分野：糖尿病学

キーワード： 糖尿病性神経障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　糖尿病性多発神経障害は高頻度な糖尿病性合併症である。本研究では糖尿病性多発神経障害の病態の一部を解
明した。
　糖尿病性多発神経障害は病態の解明が不十分であるため、治療法の開発も停滞している状況である。このよう
な状況において、本研究の成果を応用することで、今後、この疾患に対する治療法の開発が進むことが期待でき
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 

糖尿病性多発神経障害（DPN）は、糖尿病患者の約半数に認められ(Dyck PJ, Neurology, 

1993)、自発痛・しびれ感・知覚低下などの感覚障害に加え、一部の患者には足壊疽・切

断といった生命予後悪化をもたらす病態を招く。DPNの発症・進展機序としては、高血

糖に伴う代謝障害(ポリオール代謝亢進、PKC活性の変化、AGE蓄積、酸化ストレス亢

進など)と血流障害が重要であると考えられている。代謝障害に対する治療として、αリ

ポ酸およびアルドース還元酵素阻害薬が一部の国で使用されているが有効性は十分で

なく、DPN の改善を目的とした治療法は確立されておらず、有効な治療法の確立のた

めには、発症機序のさらなる解明が必要な段階である。 

これまでに私共のチームは主に DPN の再生療法に注目し、動物実験において各種幹

細胞/前駆細胞の細胞移植療法などを試みてきた。線維芽細胞成長因子-2 の局所投与が

DPN に有益であることを示したことを契機に(Nakae, Diabetes, 2006)、各種細胞成長/保

護因子を産生する組織幹/前駆細胞を用いた細胞移植療法を検証してきた。その結果、こ

れまでに、間葉系幹細胞(Himeno T, Biomed Res Int, 2013)、血管内皮前駆細胞(Himeno T, 

J Diabetes Res, 2015)、神経堤幹細胞(Okawa T, Cell Transplant, 2013)、骨髄単核球(Naruse 

K, Plos One, 2011)の DPNにおける有益性を報告した。しかしながら、これら再生療法の

“治療法の開発”において、根拠となる先立つべき“DPNの病態の解明”が欠如しているこ

とが国内外の研究者から指摘されてきた。そこで私は、末梢神経系での再生・恒常性維

持機構を解明し、さらにその仕組みが DPN の発症に関わることを検証する必要性を認

識し、本研究の着想に至った。これらの経験よりヒントを得て、今回、末梢神経系の再

生・維持機構を解明し、DPNにおける新規機序としての、その可能性を検討することと

した。 

中枢神経系においては、成体におけるニューロン新生が証明されているが、末梢神経

系では、ニューロンの一部である軸索再生を対象とする研究が大半を占め、ニューロン

そのものの再生・新生は明らかではない。しかし近年、一次感覚ニューロン再生が報告

され(Ghallaher ZR, Front Neurosci, 2011)、さらにこれを裏付けるように、一次感覚ニュー

ロン細胞体の存在する後根神経節(DRG)での神経幹細胞/前駆細胞(NSC/NPC)の存在が、

ex vivoの実験系で証明されている (Nagoshi N, Cell Stem Cell, 2008)。しかし、それらの

細胞の in vivo での分布・生理的機能および疾患応答性については検討されていない。

そこで今回、DRGの NSC/NPCに注目して末梢神経系のニューロン再生機構を同定し、

その機構の生理的役割を解明し、さらに、その糖尿病における変化を検証した。 

今回、私が注目したのは、insulin signalingの主要下流因子 FoxO1が核内 Notch活性化

複合体を構成するという報告である(Kitamura T, J Clin Invest, 2007)。Notch signaling不活

性化マウスの中枢神経系では、NSCが自己複製できずに早期に増殖→分化→枯渇し、脳

機能低下を生じることが示されている(Ehm O, J Neurosci, 2010)。Insulin signaling が

FoxO1をリン酸化し FoxO1の核外移行を促進する事実を考慮すると、insulin signaling活

性化が核内 Notch活性化複合体形成不全および Notch signaling不活性化をもたらす可能

性が推察される。そこで、私は、糖尿病状態下の insulin signaling 亢進により Notch 

signalingが不活性化され、NSC/NPCの早期分化・枯渇を促進し DPNを発症・進展させ

ると仮説を立てた。 
 



２．研究の目的 

本研究では、上述した仮説を検証し、DPN の新たな機序として insulin-Notch 連関

を介した再生・恒常性維持機構の関与を証明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

DRGにおける NSC/NPCの性質解明 

NSC/NPCマーカー陽性細胞を、フローサイトメトリー(FACS)により分離し、NSC/NPC

の特徴・能力を有するかを評価した。用いたマーカーは SOX2とし、SOX2-EGFPマウ

スの DRGを酵素処理後、FACSを行った。SOX2発現細胞に GFPを発現する SOX2-GFP

マウスの DRGより、FACSで SOX2＋細胞を採取し、球状集塊 neurosphereの形成能を評

価した。更にこの neurosphere を分散後、再度、neurosphere の形成、すなわち、二次

neurosphereの形成能を評価した。ニューロン・グリアへの分化能、自己複製能も評価し

た。 

 

DRGにおける NSC/NPCの分布 

中枢神経系 NSC/NPC マーカーSOX2、Musashi1 を標的とした免疫染色法により野生

型マウスの DRGにおける NSC/NPCの組織内分布を評価した。 

 

糖尿病マウスにおける Notch signalingと insulin signalingの経時的変化 

高脂肪食肥満(DIO)マウスおよび 2型糖尿病 db/dbマウスにおいて、DRGの NSC/NPC

における FoxO1の細胞内局在を免疫組織学的染色法により評価した。また、24週齢以

降の db/db マウスの DRGにおける、NSC/NPC（SOX2＋および Musashi1＋細胞）の量的

変化を解析した。組織学的検討に加え、Notch  signaling 下流の Hes/Hey family（Hes1, 

Hes5, Hey1, Hey2, HeyL）の発現を real-time RT-PCRにより評価した。 

 

末梢神経系における Notch signalingの役割の解明 

感覚神経系特異的 Cre-recombinase 発現マウス“Advillin-Cre マウス”と DN-MAML1-

GFPfl/+マウスを交配し感覚神経系特異的な Notch signaling抑制マウスを作成した。floxed

マウスは Notch の活性化補助因子 MAML1 に対する dominant negative 効果を有する

MAML1-GFP融合タンパクの上流に、loxPを持つ repressorを設計してあり、Notch活性

化を抑制できる。 

本マウスにおいて、NSC/NPC の変化、末梢神経機能変化、末梢神経病理学的変化を

評価した。 
 

  



４．研究成果 

DRGにおける神経幹細胞/前駆細胞マーカーMusashi1および SOX2の発現 

一次感覚ニューロンの細胞体から形成される DRGにおいて神経幹細胞あるいは前駆細

胞のマーカーによる免疫組織学的染色法の結果、ニューロンの周囲の従来サテライト細胞

と一括して呼ばれていた細胞の

一部が、Musashi1および SOX2

といった NSC/NPCマーカー陽

性の細胞であることが確認でき

た（図１.黄色矢印）。SOX2-

EGFPマウスの DRGにおける

FACSでは、SOX2＋細胞により

neurosphere形成が示された。一

方で、SOX2-細胞では

neurosphereは形成されなかった

(data not shown)。 

 

 

DRGにおける NSC/NPCマーカー陽性細胞の経時的変化 

これらの NSC/NPCマーカー陽性の

細胞が加齢とともにどのように変化

するかを肥満 2型糖尿病マウス db/db

マウスと正常対照群の db/+マウスと

で比較した。ニューロン以外のサテ

ライト細胞数については、36週齢時

点で db/dbマウスにおいて減少した。

SOX2陽性細胞は 24週齢以降、db/db

マウスで減少していた(図 2)。 

 

 

DRGの NSC/NPC陽性細胞における Notch signaling構成分子の発現 

 DRG に Notch 受容体が存在することが確

認できた。主要な Nocth 受容体である

Nocth1,2,4のいずれもがニューロンとサテラ

イト細胞の一部に発現していることが確認

できた(図 3)。 

Nocth リガンドについても評価したとこ

ろ、リガンドの一つ Jagged1がおもにサテラ

イト細胞に発現し、別のリガンドである

Jagged2 はニューロンと一部のサテライト細

胞に発現していることが確認できた(図 4 上

段）。 



これらの免疫染色の結果より､

Notchシグナルが DRGにおいても

存在していることが示唆されたこ

とより､Notchの代表的な下流のシ

グナルである Hesと Heyの発現を

real time RT-PCRにより評価したと

ころ､24週齢の 2型糖尿病 db/db

マウスにおいて、Hey2以外のこれ

らの分子の発現が低下しているこ

とが確認できた(図 4下段）｡ 

 

 

DRGにおける FoxO1の細胞内分布 

Notchシグナルの低下とインスリンシグナル

の関係を確認するために、DRGにおける FoxO1

の分布を評価したところ、20週齢の通常食マウ

スでは FoxO1は核内に局在し、高脂肪食マウス

では核外へ移行していることが確認できた(図

5)。 

 

 

末梢神経系特異的 DNMAML1マウスの表現型 

 末梢神経系特異的 DNMAML1マウスにおいて、24週時点での腓腹神経の電子顕微鏡観察

では、ほとんどの無髄神経が消失し、正常対照群と比べ有髄神経の数も減少していた(data 

not shown)。 
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