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研究成果の概要（和文）：前糖尿病状態および肥満に伴う神経障害性疼痛モデルの作製を試み、

その解析を行った。高脂肪食を負荷することにより、肥満および前糖尿病状態の病態を示すマ

ウスは、それに伴い触アロディニアおよび熱痛覚過敏を示した。さらに、坐骨神経組織におい

て慢性炎症に関わるマーカー分子の発現や組織学的変化がみとめられた。以上の結果より、生

活習慣病と共通する慢性炎症の病態が末梢神経でも成立し、神経障害性疼痛の形成に寄与する

可能性が示唆される。 

 
研究成果の概要（英文）：We established a model for pre-diabetes with neuropathic pain (PDN). 
The model showed peripheral neuropathy, characterized by allodynia and histopathology 
associated with chronic inflammation. The model is useful for development of therapeutic 
treatment for PDN. 
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１．研究開始当初の背景 

末梢神経損傷モデルを用いて、アディポカ
インの神経障害性疼痛形成への寄与を示唆
する成果を得た。これは、神経障害性疼痛に
おける基盤分子として、新たなカテゴリーが
形成されたことを、単に意味するのではない。
従来から焦点が当てられてきた免疫細胞や
グリア細胞に加えて、単なる結合・支持組織
と考えられてきた脂肪細胞が、疼痛形成を制
御することを示唆する。さらに、この知見は
疼痛と生活習慣病との緊密な関係を示すも

のであり、共通基盤の存在を窺わせる。肥満
を成因の一つとする２型糖尿病は有痛性末
梢神経障害を合併する。しかし、耐糖能障害
を呈するものの、顕性糖尿病には至らない段
階で（prediabetes; 前糖尿病状態）、末梢神
経障害が形成されるという新たな知見が報
告されている。単純性肥満症の多くは遺伝子
異常が想定されておらず、生活習慣の乱れが
主因とされている。それを考慮すると、正常
な遺伝的背景を有する動物に異常な食餌性
栄養的条件に曝すことにより、末梢神経障害
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を示す動物こそが理想のモデルである。しか
し、その末梢神経障害に対する動物モデルの
作成、ならびに病理学的メカニズムと治療薬
創製を目的とする基礎研究は未だ行われて
いない。 
 
２．研究の目的 
本研究では仮説『アディポカインは肥満と前
糖尿病状態に随伴する神経障害性疼痛の成
因である』を提唱し、動物を用いた実験によ
り、これを検証する。 
（１）神経障害性疼痛を随伴する食事性肥満
症ならびに前糖尿病状態モデルの確立 

第一に、前糖尿病状態における末梢神経障
害に対するモデルを作成する。マウスに高脂
肪食を負荷することにより肥満症様の病態
を惹起させる。臨床検査に倣い、インスリン
抵抗性と末梢神経機能異常を経日的に検索
する。そして、前糖尿病状態から糖尿病発現
に移行する臨界期と末梢神経機能との関係
を精査する。 
（２）前糖尿病状態モデルにおけるアディポ
カインの動態とその末梢神経障害におよぼ
す影響 

前糖尿病状態における、アディポカインの
動態は明らかにされていない。前項で作製し
たモデルマウスにおけるアディポカインの
血中濃度ならびに末梢神経系における発現
変動と分布を、経日的に検索する。さらに、
神経障害の形成におけるアディポカインの
果たす機能的役割を遺伝子学的に解明する。
遺伝子改変による Gain of function ならび
に Loss of function の双方の視点により、
行動的および神経生理学的手法を用いて検
討する。さらに、脂肪細胞のアディポカイン
産 生 を 調 節 す る 主 要分 子 、 peroxisome 
proliferator activated receptor γ（PPAR
γ）について、遺伝子改変動物あるいは薬剤
を用いてその機能を制御し、神経機能障害に
およぼす PPARγの影響を検討する。食事療法
の有効性を検討するために、高脂肪食から通
常食への切替が神経機能障害に及ぼす影響
を検討する． 
（３）アディポカイン標的細胞の同定とその
神経障害性疼痛形成への関与 

アディポカインによる神経障害性疼痛形
成の制御機構を解明するために、それを産生
する脂肪細胞と標的細胞を同定する。同定さ
れた標的細胞種を単離し、培養下でアディポ
カインによる刺激を行い、その遺伝子欠損動
物に移植して、神経障害性疼痛形成への影響
を調べる。これにより、アディポカイン標的
細胞の機能的役割が明白になる。さらに、標
的細胞の培養実験を行い、アディポカイン刺
激時の、1)遊走性と形態、2)活性化される細
胞内シグナル経路と疼痛制御分子の発現、3)
感覚神経細胞活動への影響を検討し、標的細

胞の作用機作を精査する。 
 
３．研究の方法 
（１）食事性肥満症ならびに前糖尿病状態モ
デル動物の作成とその末梢神経障害評価 

C57/Bl6 マウスを通常食（10 kcal%）ある
いは高脂肪食（60 kcal%）飼料にて 12-16 週
間飼育し、血糖値（空腹時血糖値、随時血糖
値、経口糖負荷試験、インスリン負荷試験）
を経日的にモニターし、前糖尿病状態の期間
を決定する。すなわち、随時ならびに空腹時
血糖値が高値を示すこと無く、耐糖能ならび
にインスリン抵抗性を呈し、通常食群体重よ
りも 30％以上の高値を示す状態を前糖尿病
状態とする。さらに下記について、定期的検
査を行い、体重ならびに血糖値との相関を明
らかにする。①血液生化学的検査：インスリ
ン；②行動試験：熱刺激応答潜時（Hargreaves 
法）、触刺激反応閾値（von Frey filament）；
④組織化学的試験：神経特異的タンパク
protein gene product9.5 に対する抗体を用
いて免疫組織化学的染色を行い、足底表皮内
における感覚神経線維の密度（ミエリン形成
繊維の直径および厚さ、C 線維終末の密度）
を評価する。 
（２）前糖尿病状態モデルにおけるアディポ
カインの動態 

末梢神経障害モデルにおけるアディポカ
インの血中動態、内臓脂肪組織および痛覚伝
達神経系における分布とその発現変化を調
べる。対象とするアディポカインはレプチン、
アディポネクチン、TNFαである。使用する
手技は、ELISA 法、リアルタイム PCR 法、ウ
ェスタンブロッティング法、免疫組織化学的
染色法である。組織化学的法では多重染色を
行い、共焦点顕微鏡による観察によりアディ
ポカイン産生細胞の同定とその発現変化を
検討する。 
（３）前糖尿病状態モデルの神経障害に及ぼ
すアディポカインの関与 

各種アディポカインタンパク質に対する
中和抗体あるいは組換え体アディポカイン
を、前糖尿病状態神経障害モデルの痛覚伝達
神経路あるいは内臓脂肪組織に投与し、行動
学的試験を行う。さらに、遺伝的 loss of 
function としてノックダウン、すなわちア
ディポカイン遺伝子に対する siRNA を野生
型マウスの産生細胞に導入する、あるいはノ
ックアウトマウスを使用して、同様の検査を
行う。神経機能的検査で陽性が見られたアデ
ィポカインについては、レスキュー法、すな
わちノックアウトマウスに、アディポカイン
の 1)組換え体投与、2)アデノ随伴ウィルスベ
クターによる遺伝子導入により神経機能障
害の回復を確認する。これにより、アディポ
カイン産生細胞のうち、内臓脂肪あるいは神
経周囲脂肪細胞のいずれが疼痛形成におけ



 

 

る責任部位であるかが明確になる。また、特
定のアディポカイン産生を直接制御する薬
剤である PPARγおよび PPARαアゴニスト、
ならびにスタチン系の薬物を投与し、末梢神
経機能障害に及ぼす影響を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）アディポカインのアロディニア形成に
おける役割 

マウス坐骨神経（SCN）部分結紮（PSL）に
より、結紮側 SCNにおけるレプチンの発現が
増加した。レプチン中和抗体の SCN 周囲投与
はアロディニアを減弱し、またレプチン遺伝
子欠損動物 ob/obマウスはアロディニアの不
形成を示した（図 1）。レプチン受容体細胞内
シグナルである Jak-STAT 経路の PSL による
活性化は、アロディニア形成の基盤分子とさ
れている COX-2, iNOSならびに MMP-9の mRNA
発現を結紮側 SCNにおいて増大させた。さら
に、PSL により SCN に集積するマクロファー
ジにおいて、レプチン受容体細胞内シグナル
が活性化されることが示された。以上の結果
から、レプチンは結紮による触アロディニア
の形成を促進性に調節すること、そして結紮
側 SCNが作用部位の一つであることが示唆さ
れた。 

 
（２）高脂肪食負荷マウスの神経障害性疼痛
の評価 

通常食を負荷したマウスに比べて、高脂肪
食群ではインスリン抵抗性と高レプチン血
症を示した（表 1）。 



 

 

高脂肪食負荷マウスにおいて触アロディ
ニアが惹起されたが（図２）、肥満と耐糖能
障害を呈するものの、レプチン遺伝子を欠損
する ob/ob マウスは、触アロディニアを示さ
なかった。高脂肪食負荷マウスに対して給餌
を通常食に交換すると、形成された触アロデ
ィニアは消失した。以上の結果は、高脂肪食
負荷マウスは前糖尿病状態の末梢神経障害
における疼痛モデルとしての可能性とその
疼痛に対する食事的介入の可能性を示唆す
るものであり、高脂肪食負荷により発現が上
昇するレプチンがその疼痛形成を仲介する
ことを示唆する。 
 
（３）神経障害性疼痛におよぼす末梢神経周
囲脂肪細胞増殖分化の影響 

高脂肪食負荷マウスの坐骨神経あるいは
下肢足底皮内の周囲における脂肪細胞につ
いて、その数（増殖の指標）とサイズ（分化
の指標）の経日的変化を組織学的に検討した。
その結果、高脂肪食負荷により、脂肪細胞の
肥大化が認められた。さらに、上記検討によ
り神経機能障害との関与が特定されたアデ
ィポカインの神経周囲脂肪細胞における変
動を、RT-PCR 法により評価した。その結果、
レプチンのアップレギュレーションがみら
れた。同様に、脂肪細胞の分化のマーカーで
ある C/EBP－α、肥大のマーカーである mest、
炎症反応を示す COX-2の発現増加がみとめら
れた。また、全 T 細胞のマーカーである CD3
γ、樹状細胞／M1型マクロファージのマーカ
ーである CD11c の mRNA 発現増加が認められ
た。これら免疫系細胞の増加は、免疫組織化
学的検討においても、その細胞数の増加が確
認された。以上の結果は、高脂肪食負荷によ
り、脂肪細胞の分化と肥大ならびに、M1型マ
クロファージがそれらに集積し、炎症巣を形
成している可能性が示唆された。これらの成
果により、高脂肪食負荷により生じる末梢神
経障害性疼痛の病態に、坐骨神経周囲におけ
る慢性炎症が関与する可能性が得られた。効
果的治療が存在しなかった肥満症における
神経障害性疼痛に対して、治療標的分子を提
示すること、ならびにその食事療法と薬物治
療のアプローチ開発が期待される。 
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