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研究成果の概要（和文）：本研究は、糖尿病性神経障害の主要な成因である酸化ストレスと小胞体（ER）ストレ
スおよびオートファジーに関連するメカニズムの解明とω3多価不飽和脂肪酸による神経保護効果の解明を目的
とした。高血糖および酸化ストレス（tBHP）は、シュワン細胞の細胞生存率を減少し、ERストレスとオートファ
ジーを誘導した。DHAおよびEPAは、抗酸化酵素と抗酸化物質を誘導し、tBHP誘導オートファジーを抑制すること
で、シュワン細胞を過剰な酸化ストレスから保護した。本研究によりω3多価不飽和脂肪酸によるERストレスお
よびオートファジーの改善が、糖尿病性神経障害の新たな治療戦略となり得る可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to explore the relationship among ER stress, 
autophagy and diabetic neuropathy and the protective effects of ω3 polyunsaturated fatty acid were 
also examined. Hyperglycemia and oxidative stress (tBHP) reduced Schwann cell viability, and induced
 ER stress and autophagy. Pretreatment with DHA and EPA induced antioxidant enzymes and suppressed 
tBHP-induced autophagy. ω3 polyunsaturated fatty acids may protect against diabetic neuropathy by 
attenuating oxidative stress-induced autophagy and cell death in Schwann cells.

研究分野：糖尿病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、シュワン細胞において高血糖および酸化ストレスがERストレスおよびオートファジーを誘導して細胞
障害を起こすが、これらの異常に対してω3多価不飽和脂肪酸が有用であることを明らかにした。ERストレスお
よびオートファジーの糖尿病性神経障害への関与の解明は、糖尿病性神経障害の新しい病態を解明するものであ
り、ω3多価不飽和脂肪酸により酸化ストレス、ERストレスとオートファジーを制御することは、糖尿病神経障
害の発症・進展を予防する新たな治療戦略として期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 糖尿病性神経障害の成因は多岐にわたり、酸化ストレス亢進、ポリオール代謝活性亢進、
Protein kinase C活性異常、非酵素的糖化反応の亢進などが報告されている。これまで神経障害
の成因に基づく治療薬の開発が行われているが、PKC-β 阻害薬や AGE 阻害薬などは臨床上
での実用に至っていない。また現在臨床で使用可能なアルドース還元酵素阻害薬の効果は実証
されているものの、その有効性は限定的であり、有効な神経障害治療薬の開発が急務と考えられ
ている。これらの神経障害の成因の中で、特に酸化ストレスは糖尿病性神経障害の全ての成因に
共通して亢進する主要な因子と考えられている。また、酸化ストレス亢進の重要なメカニズムと
して、小胞体（ER）ストレスの増加が想定されている。ER ストレスの増加は、PERK リン酸
化、eIF2や CHOPを介してアポトーシスを誘導することが知られている。さらに ERストレス
は、Sestrin2を介してオートファジーとも関連していることが知られている。 
 高血糖による酸化ストレス亢進により細胞内のタンパク・脂質・核酸等が酸化されて細胞器官
の機能低下が惹起されるが、通常これらの機能低下を伴った細胞器官はオートファジーによっ
て分解・再利用される。ところが、糖尿病状態では機能低下を伴う細胞器官は認められるがオー
トファジー不全が存在するため、不要な細胞器官が蓄積され糖尿病合併症の成因となる可能性
が想定されている。最近、オートファジーと酸化ストレスとの関係について、選択的オートファ
ジー基質として働く p62 タンパク質はリン酸化により Keap1 との結合親和性が上昇し、酸化
ストレスに対する生体防御系センサーである Kelch-like ECH-associated ptotein1 (Keap1) － 
NF-E2-related factor 2 (Nrf2)の親和性を変化させ、Nrf2が Keap1から乖離し核内移行するこ
とにより、生体防御酵素群の遺伝子活性を増加させることが報告された。これらの事実より糖尿
病性神経障害の成因である酸化ストレス、ERストレスおよびオートファジーは互いに密接に関
連すると考えられる。 
 ω3多価不飽和脂肪酸は、現在脂質異常症治療薬として広く用いられている薬剤であるが、こ
の抗動脈硬化作用は、血管壁に対する直接の抗酸化ストレス作用および抗炎症作用の関与が考
えられている。 ω3 多価不飽和脂肪酸である docosahexaenoic acid (DHA)および
eicosapentaenoic acid (EPA)の抗動脈硬化作用として、血管組織に対する直接の抗酸化作用およ
び抗炎症作用が明らかにされている。その機序として血管平滑筋細胞や血管内皮細胞における
Nrf2の核内移行を介する抗酸化酵素である HO-1やNQO1の誘導が報告されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、糖尿病性神経障害において ER ストレスおよびオートファジーの関与する
病態を解明し、これらの異常に対する ω3 多価不飽和脂肪酸である DHA および EPA の効果を
明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス不死化シュワン（IMS32）細胞を用いて、グルコース濃度 5.5mM（正常 Glu）、
2.5mM（低 Glu）、25mM（高 Glu）の培養液を用い、正常 Glu持続群、低 Glu持続群、高 Glu
持続群、1回 1時間、1日に 3回、正常 Gluから低 Gluあるいは高 Gluに変更する低 Glu変動
群、高 Glu変動群の 5条件で 3日間培養した。持続群においても同じタイミングで培養液を交
換した。細胞生存率をMTT assayにより、酸化ストレスを過酸化脂質マーカーである TBARS 
assay により評価した。IMS32 細胞を回収しタンパクを抽出後にアポトーシスに関与する
Cleaved caspase-3、Caspase-3、Bcl-2および ERストレスの指標である CHOPタンパク発現
量をWestern Blot assayにより測定した。さらに ERストレス阻害薬 4-phenylbutyric acid（4-
PBA）およびアルドース還元酵素阻害薬 elarelstat（Epa）の存在下と非存在下において検討を
行った。また、Epa存在下および非存在下で 6時間培養後回収し、total RNAを抽出し、Real-
Time RT-PCRで抗酸化酵素 Ho-1のmRNA発現量を測定した。 
 
（２）IMS32細胞を用いて、酸化ストレス誘導物質 tert-butylhydroperoxide（tBHP）を 5-50 
μMの濃度で 6時間反応させ細胞生存率をMTT assayにより評価した。さらに、16時間の前投
与した ω3多価不飽和脂肪酸（DHAおよび EPA）の 50 μM tBHP誘導細胞死に対する細胞生存
率も MTT assay により評価した。また DHA および EPA による抗酸化酵素群（Ho-1, Nqo1, 
catalase, Sodおよび Gpx）のmRNA発現誘導は、Real-Time RT-PCRで測定し、Ho-1と Nqo1
のタンパク発現量は、Western Blot assayにより評価した。DHAおよび EPAによる Catalase
活性は、ELISAにより評価した。さらに、DHAおよび EPAによる酸化ストレス（ROS）の発
現量および抗酸化物質（GSHおよび GSSG）量も測定を行った。また、DHAおよび EPAによ
る Nrf2 の核内転写因子（ARE）への結合をルシフェラーゼアッセイにより評価し、Nrf2 の核
内移行は細胞抽出タンパク質を核抽出物と細胞質抽出物に分離精製し、Western Blot assay に
より評価した。 
 
（３）マウス神経芽細胞腫株（Neuro-2a）細胞を用いて、グルコース濃度 5.5mM、25mMおよ
び 50mM条件で 24時間、48時間、72時間反応させ細胞生存率をMTT assayにより評価した。
またグルコース濃度 5.5mMと 25mMさらに 50mM条件で 6時間と 24時間反応させ、タンパ
ク質を抽出し、オートファジーへの影響をオートファジーのモニタリングに有用な LC3-II/LC3-



Iタンパク質発現の比の変化についてWestern Blot assayにより評価した。また、24時間の 40 
μM resveratrol（抗酸化酵素誘導物質）同時投与により、5.5mMと 25mMさらに 50mMの各
条件におけるオートファジーへの影響を LC3-II/LC3-I タンパク質発現比の変化について
Western Blot assayにより評価した。 
 
（４）ラット不死化シュワン細胞株（IFRS1）細胞を用いて、tBHPを 5-50 μMの濃度で 3時
間反応させ細胞生存率をMTT assayにより評価した。さらに、12時間の前投与した 10μM DHA
の 50 μM tBHP誘導細胞死に対する細胞生存率もMTT assayにより評価した。また、50 μM 
の tBHP誘導オートファジーに対する 12時間の 10μM DHA前投与の細胞内シグナル伝達への
影響を LC3-II/LC3-I タンパク質発現の比と p62 タンパク質発現、AMPK タンパク質リン酸化
の変化をWestern Blot assayにより評価した。また、オートファジーの形態学的変化をオート
ファゴソームとオートリソソームに特異的な蛍光色素である DAPRed および DALGreen を用
いて蛍光顕微鏡を用いて観察を行った。 
 
４．研究成果 
（１）糖尿病性神経障害のモデルとして IMS32細胞を用い、高・低グルコース変動の影響を評
価した。正常 Gluに比し高 Gluおよび低 Glu持続群、高 Gluおよび低 Glu変動群で細胞死が
増加した。また、TBARS量は高 Gluおよび低 Glu持続群、高 Gluおよび低 Glu変動群で増加
した。高 Gluおよび低 Glu持続群、高 Gluおよび低 Glu変動群で Cleaved caspase-3のタンパ
ク発現が増加し Bcl-2のタンパク発現が減少したことからアポトーシスの誘導が確認された。こ
れらの高・低 Gluによる増加した細胞死および亢進した酸化ストレスは、4-PBAにより抑制さ
れた。これらの結果から、シュワン細胞では短時間のグルコース変動により ERストレスを介し
てアポトーシスが誘導され糖尿病性神経障害が発症する可能性を明らかにした。さらに、高・低
グルコースの影響とアルドース還元酵素阻害薬の神経保護効果について IMS32細胞を用いて検
討した。Epalrestatは、高 Gluおよび低 Glu持続群、高 Gluおよび低 Glu変動群で減少した細
胞生存率と酸化ストレス亢進を改善し、抗酸化酵素（Ho-1 および Catalase）を誘導すること
を明らかにした（Kato A, Kato K. et al. Neurosci. Res. 2019）。 
 
（２）IMS32細胞において、酸化ストレス（tBHP）の影響と ω3多価不飽和脂肪酸の保護効果
について評価した。6 時間の tBHP 刺激により tBHP 濃度依存的に細胞生存率が減少したが、
50 μM tBHPにより減少した細胞生存率は、7.5 μM DHAと 25 μM EPAの 16時間の前投与に
より有意に改善した。また、7.5 μM DHAと 25 μM EPAは、3時間の投与により Nrf2の核内
移行を促進させ、6 時間後より Ho-1 や Nqo1、catalase の mRNA 発現が上昇したが、Sod や
GpxのmRNA発現には影響しなかった。さらに、7.5 μM DHAと 25 μM EPAは、6時間後よ
り Ho-1のタンパク質発現を誘導し、12時間後にはNqo1のタンパク質発現を誘導した。また、
7.5 μM DHAと 25 μM EPAによる Catalase活性と抗酸化物質（GSH）の誘導は、6時間で認
められた。さらに 50 μM tBHPによって誘導された ROSの発現は 7.5 μM DHAと 25 μM EPA
の前投与により、有意に減少した。これらの結果から、DHA および EPA は神経系細胞におい
て各種抗酸化酵素および抗酸化物質の誘導により酸化ストレスに対する防御機構を増強するこ
とを明らかにした（Tatsumi, Kato K. et al. J Diabetes Investig. 2019）。 
 
（３）Neuro-2a細胞において、高血糖による細胞生存率は、24時間の反応では変化が認められ
なかったが、48 時間と 72 時間反応させた場合には、グルコース濃度依存的に細胞数は減少し
た。次にグルコース濃度 5.5mM、25mM および 50mM 条件下のオートファジーへの影響を評
価した結果、6時間の 50mMグルコースでは LC3-II/LC3-Iタンパク質比が上昇し、オートファ
ジーが誘導されたが、24時間の 50mMグルコースでは LC3-II/LC3-Iタンパク質比が減少し、
24 時間でオートファジーが定常状態に戻ることを明らかにした。一方、24 時間の resveratrol
（抗酸化酵素誘導物質）同時投与では、24時間の 50mMグルコースによって定常状態に戻って
いたオートファジーが活性化し細胞の恒常性が保たれることを明らかにした。 
 
（４）ラット不死化シュワン細胞株である IFRS1細胞において、オートファジーと酸化ストレ
ス（tBHP）の影響と DHAの保護効果について、細胞内シグナル伝達の変化と細胞の形態学的
変化を評価した。3時間の tBHP刺激により濃度依存的に細胞生存率が減少し、50 μM tBHPに
より減少した細胞生存率は、10 μM DHAの 12時間前投与により改善した。また、酸化ストレ
ス刺激による細胞障害時のオートファジーの細胞内シグナル伝達解析では、50 μM tBHP によ
り LC3-II/LC3-I タンパク質比の上昇と p62 タンパク質の減少、AMPK タンパク質リン酸化の
増加が認められた。10 μM DHAの前投与により tBHPによる LC3-II/LC3-Iタンパク質比の上
昇、p62タンパク質の減少、AMPKタンパク質リン酸化の増加がそれぞれ改善した。また、50 
μM tBHPによりオートファゴソームとオートリソソームの誘導が形態学的に観察されたが、10 
μM DHAの 12時間前投与により tBHPによるオートファゴソームとオートリソソームの誘導
は抑制された。これらの結果より DHA は tBHP による細胞障害に対し、過剰に誘導されたオ
ートファジーを抑制することにより細胞保護的に作用し、糖尿病性神経障害の予防に有用であ
る可能性が示唆された。 
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