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研究成果の概要（和文）： 
本研究では有痛性糖尿病性神経障害の中枢神経系の新規発症機序の解明を目的とし、下行性

疼痛抑制経路に位置している中脳水道周囲灰白質（periaqueductal grey; PAG）の役割について電
気生理学的に検討した。その結果、PAG における G 蛋白連関型内向き整流性 K+チャネル電流
の検出は可能であり、糖尿病ラットにおいて同電流が減弱する傾向を確認されたが、正常モデ
ルラット間の差異を検出することは困難であった。ラット中脳スライス標本が不安定かつ限定
していることが原因と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

To clarify the pathophysiological role of descending analgesia system in diabetic painful neuropathy, 
we performed whole-cell patch clamp recordings from rat periaqueductal grey (PAG) neurons. Although 
the presence of the G protein-coupled, inwardly rectifying potassium current was detected in rat PAG 
neurons, there was no significant difference in current density between control and diabetic rats. This 
might be caused by the unstableness of the rat midbrain slice samples, and we need a further 
arrangement for the improvement of the electrophysiological recording system. 
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１．研究開始当初の背景 
 

糖尿病性神経障害は糖尿病性細小血管症
の中で早期に発症し、頻度も高く全糖尿病患
者の約 4 割に認められている。その症状は多
岐にわたるが、自発疼痛や知覚過敏といった

神経興奮性の亢進を示唆する症状に実地臨
床の場で多く遭遇する。有痛性糖尿病神経障
害と呼ばれるこれらの病態を説明するもの
として、痛覚閾値の低下、刺激に対する活動
電位発生の増加および自発興奮の亢進など
が報告されているが、詳細は未だ明らかにさ
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れていない。 
有痛性糖尿病性神経障害は疼痛分類の中

では神経因性疼痛と呼ばれる慢性痛に相当
する。神経因性疼痛は、国際疼痛学会で「神
経系の一次的障害か機能障害により起こる
疼痛」と定義されており、その発生には末梢
神経に起因するものと、脊髄や上位中枢など
中枢神経の変化に起因するものとがある。 
末梢神経系の検討は、研究代表者を含め、

一定の研究成果を認めているが、もう一方の
成因である中枢神経系由来の検討は殆ど報
告されていない。その中でも下行性疼痛抑制
経路に位置し、オピオイド受容体およびアセ
チルコリン受容体が存在している中脳水道
周囲灰白質 (periaqueductal grey; PAG) は、痛
覚の情報伝達に重要な役割を果たしており、
糖尿病状態においてオピオイド受容体の機
能低下が報告されていることから、PAG の機
能異常が有痛性糖尿病性神経障害の一因と
なっている可能性が想定される。また最近、
放射性同位元素を用いた脳血流代謝の検討
で、糖尿病モデル動物の PAG ニューロンの機
能が低下し、有痛性糖尿病性神経障害に関連
すると考察され、我々の仮説を支持する報告
を得ている。しかしながら、標本作成が難し
くかつ限定されているため、生理学的検討は
全く実施されていない。 
 
 
２．研究の目的 

本研究は有痛性糖尿病性神経障害発症に
おける PAG の役割について明らかにするこ
とを目的とし、糖尿病状態においてオピオイ
ド受容体およびアセチルコリン受容体の機
能異常が、実際に存在しているのかを検討す
る。 

具体的には両受容体がその調節に関与し
ている、G 蛋白連関型内向き整流性 K+電流に
ついて解析し、正常対照群との比較、および
オピオイド受容体・アセチルコリン受容体の
病態関与への割合に検討する。 

また血糖管理を中心とした糖尿病管理で
PAG 機能異常が是正されうるのか、および神
経因性疼痛に奏功すると考えられている抗
うつ薬・抗てんかん薬でこれら機能異常が是
正されうるのか、実地臨床にも即応用するこ
とが可能な治療薬の効果についても検討す
る。 
 
 
３．研究の方法 
 
1. 8 週齢雄性 Sprague-Dawley ラットにス

トレプトゾシン (STZ; 50mg/kg) を静脈
内注射し、糖尿病モデル動物を作成する。 

2. STZ 投与（糖尿病モデル）2 週後ラット、
および週齢を一致させた STZ 非投与（正

常モデル）ラットを深麻酔下にて断頭、
速やかに全脳検体を摘出し、持続的に
95% O2 5% CO2 ガスにてバブリングされ
た冷却人工脳脊髄液中に移動させる。 

3. 脳検体を充分に冷却した後、シャーレの
上に検体を載せブロックを作成する。 

4. ブロックをマイクロスライサーに固定
し、95% O2 5% CO2 ガスにてバブリング
された冷却人工脳脊髄液内で脳検体を
薄切する。標本は 300μm 厚で水平面に薄
切し、中脳レベルの標本を採取する。尚、
薄切は実体顕微鏡下で行う。 

5. 標本は人工脳脊髄液中に静置、実験使用
時まで常時バブリング下としておく。 

6. 標本をチャンバー内に留置、CCD カメラ
にて PAG ニューロンを確認する。 

7. PAG ニューロンの細胞膜にガラス管微
小ピペットを高抵抗で密着させ、その先
端開口部の微小膜領域（パッチ膜）を破
って穴を開け、パッチ膜以外の全細胞膜
を流れるイオン電流を記録する（ホール
セル・パッチクランプ法）。 

 
検討項目は以下の通りである。 

I. 膜電位固定法にて K+電流を測定
し、PAG ニューロンにおける、内
向き整流性 K+チャネルの機能解
析を行う。 

II. オピオイド受容体およびアセチ
ルコリン受容体作動薬投与下で
の、内向き整流性 K+チャネルの
機能解析を行う。 

III. 上記 2 点を糖尿病および正常モ
デルラット由来の標本で施行、両
群間の差異を詳細に検討する。 

 
次いで、使用動物モデルにインスリン治療
群を加え、血糖管理後の内向き整流性 K+

チャネルの機能解析を行う。また治療薬と
して Amitriptyline・Carbamazepine・
Phenytoin・Gabapentin 投与下で機能異常是
正の可能性について検討する。 

 
 
４．研究成果 

 
① 研究に先立ち、研究遂行技術の確認も含
め、他検体であるが単離マウス心房細胞を用
いた検討で、機能的 K+チャネル Ikr 電流の検
出に初めて成功し、学術報告を行った
（Nakamura H, et al. Eur J Pharmacol. 2010）。 
 
② PAG（図１）における検討では、アセチル
コリン受容体を介した G 蛋白連関型内向き
整流性 K+チャネル電流の検出（図２）は可能
であり、糖尿病ラットにおいて同電流が減弱
する傾向を確認されたが、研究期間内に糖尿

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20826138


病モデル及び正常モデルラット間の差異を
確認することは困難であった。糖尿病モデル
動物との差が不明瞭であったことから、イン
スリン治療後の内向き整流性 K+チャネルの
機能解析及び治療薬投与後の機能解析は実
施不可であった。 
今回の結果に至った理由として、ラット中

脳スライス標本の作製が困難でありかつ電
気生理学的検討も技術的に難しく、現時点で
の解析可能な実験結果が限定されているた
めと考えている。 

 
（図１）ラット中脳水道スライス標本及び

PAG ニューロンの外観 
 

 
（図２）ラット PAG ニューロンにおけるアセ

チルコリン M2 受容体を介した G 蛋白連関型

内向き整流性 K+（GIRK）チャネル電流の検

出 A：GIRK チャネル blocker である tertiapin
による内向き整流性 K+ 電流抑制効果 B：ア

セチルコリン M2 受容体 blocker である

gallamine による内向き整流性 K+ 電流抑制効

果 
 
 
③ 現在、疾患モデル動物間のみでの検討は
困難であると考え、糖尿病性神経障害の成因
に関与しているサイトカインの一種である
TNF-α と K+チャネル電流間の検討を考慮し
ており、現時点で末梢神経系の一次求心性線
維の細胞体が存在する脊髄後根神経節神経
細胞における TNF-α の K+チャネルに及ぼす
影響を確認している。今後実験材料を PAG に
代えて検討する予定である。尚、本研究実施
期間中に TNF-α の不活性化が疼痛を含めた
糖尿病性神経障害の治療において重要であ
るとする学術報告を行っている（Yamakawa I, 
et al. Am J Physiol Endocrinol Metab. 2011）。 
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