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研究成果の概要（和文）： 

１） 高血圧が糖尿病性神経障害の発症・進展に関与していることは、大規模疫学調査から証明

されたが、高血圧自体が末梢神経障害を惹起するかは不明だった。今回、高血圧ラットを

用いた実験において、高血圧自体が末梢神経障害を起こすことが明らかになった。また、

高血圧ラットの末梢神経では、糖尿病性神経に認められたのと同様に、虚血・再灌流傷害

に対して形態学的・電気生理学的に脆弱性を認める。 

２） 糖尿病性神経障害の発症機序は解明されていない。糖尿病ラットを用いて、神経内鞘マク

ロファージの活性化が、その発症に関与していることが証明された。 

３） 末梢動脈閉塞症に伴う痛み・灼熱感、血行再建術後に出現するしびれなどの感覚障害

に対しては早急な治療法の確立が望まれる。HGF 遺伝子の逆行性神経内導入により感

覚障害の改善が認められた。本法は虚血再灌流障害に対する有効な治療法となりうる

と考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

1) In diabetes, hypertension compounds and greatly increases the risk of microvascular 

complications. Hypertension directly damages the microvasculature. However, it is 

uncertain whether hypertension, per se, causes neuropathy, and how hypertension 

affects diabetic neuropathy. We have found neuropathic abnormalities in hypertensive 

rats, and also demonstrated that the severity of neuropathy in diabetes with 

hypertension was greater than neuropathy in non-hypertensive diabetes. Uncontrolled 

hypertension could cause neuropathy, and hypertension enhances the severity of 

diabetic neuropathy. In addition, we have shown that increased susceptibility to 

ischemia and reperfusion in hypertensive rats. 

2) Ischemic vulnerability in diabetic nerve plays a paramount role in the development 

of diabetic neuropathy, yet little is known of the underlying mechanism. We conclude 

that macrophage proliferation and activation occur in STZ-diabetic nerves. The acute 

inflammatory response after a short period of ischemia was intensified in diabetic 

nerves. Activation of resident macrophages and infiltration by recruited macrophages 

could be casually linked to ischemic susceptibility in diabetic nerve. 

3) Treatment of sensory symptoms in ischemic limbs resulting from peripheral artery 

disease is still unsatisfactory. We have found that HGF gene treatment improved 

sensory symptoms and blood flow in acute ischemic and reperfusion injury of rats.  
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研究分野： 末梢神経障害 
科研費の分科・細目： 内科系臨床医学・神経内科学 
キーワード：虚血性末梢神経障害、糖尿病性末梢神経障害、虚血・再灌流傷害、高血圧、マク

ロファージ、HGF 遺伝子治療 

 
１．研究開始当初の背景 （２）虚血性末梢神経障害発症に関与する再

灌流傷害では、血管内皮細胞における「急性
炎症反応」と「酸化ストレス」が病態発症の
中心的役割を果たす。再灌流とともに組織内
のレジデント細胞(マクロファージ、マスト
細胞など)、好中球・単球、ケモカインなど
が活性化され、血管内皮細胞の炎症反応が始
まる。血管内皮細胞の｢炎症反応｣と「酸化ス
トレス｣は動脈硬化性疾患での血管内皮細胞
障害の原因もしくは促進因子でもあり、炎症
反応・酸化ストレスに共通する因子としての
マクロファージ(再灌流傷害では炎症初期の
活性化マクロファージ)およびケモカインの
動態解明はこれらの発症機序解明につなが
る。 

（１）虚血性末梢神経障害は糖尿病をはじめ
とする生活習慣病の増加と共に近年著しく
増加している。更に動脈硬化性末梢動脈疾患
の増加もあり、虚血性神経障害への対策が急
がれる。糖尿病合併症は従来、動脈硬化性疾
患の大血管症と細小血管症に分け、それぞれ
の病態機序、治療について研究が進められて
きた(図 1)。しかし、欧州での糖尿病合併症
の大規模調査で、従来は大血管症の危険因子
とされた高血圧、高脂血症、肥満、心血管疾
患の存在などが末梢神経障害発症の危険因
子であることが証明された(N Eng J Med 
2005;53:341)。さらに動脈硬化および糖尿病
性細小血管障害の発症に血管内皮細胞機能
障害という共通の因子が証明された(図 2)。  
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末梢神経障害

糖尿病

臓器障害

図１：糖尿病性血管合併症の病態：従来の経路
 

（３）虚血・再灌流傷害に対する治療法につ
いては、実験的には抗酸化薬などの効果が報
告されているが、臨床的にはいまだに決定的
なものがないのが現状である。動脈硬化性末
梢動脈閉塞症(PAD)に伴う痛み・灼熱感など
や、血行再建術後に出現するしびれなどの感
覚障害に対しては早急な治療法の確立が望
まれる。血管内皮細胞をターゲットとした血
管新生療法は PADによる重症虚血肢や虚血性
心疾患に対する新しい治療法として注目を
集めており、虚血性末梢神経障害においても
血管内皮細胞障害を考慮した血管新生療法
の適応が考慮され、既存の治療法との組み合
わせで新しい有効な治療法としてその効果
が期待される。 

糖尿病、高血圧、高脂血症

心筋梗塞・脳梗塞・末梢動脈閉塞症
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図２：本研究での糖尿病性神経障害の病態機序

 

 
２．研究の目的 
（１）高血圧と末梢神経障害との関連：高血
圧自然発症ラット(SHR)を用い、a)高血圧の
み、b)高血圧＋虚血・再灌流傷害、c)高血圧
+糖尿病、d)高血圧+糖尿病+虚血・再灌流傷
害の各病態における末梢神経の電気生理学



的・病理学的変化について検討し、基礎疾患
としての高血圧の存在の影響を明らかにす
る。さらに血管内皮細胞機能、特にEPC(血管
内皮前駆細胞)について追求する。 
 
（２）虚血・再灌流傷害の急性炎症反応にお
けるマクロファージ・ケモカインの動態：再
灌流傷害時の急性炎症反応について、神経束
内活性化マクロファージの由来が組織マク
ロファージか循環血液中の単球かを明らか
にし、さらにケモカインのレセプターノック
アウトマウスを用いて検討する。 
 
（３）虚血・再灌流傷害に対するHGF遺伝子
治療：虚血・再灌流傷害時の知覚障害、特に
痛覚過敏・痛み、および傷害神経線維の種類
に対するHGF遺伝子導入の効果を検討する。
８週齢ラットを用いた予備実験にてアロデ
ィニアの回復は、2 時間虚血で 4 週間後、4
時間虚血で 8 週間後であることから、虚血 4
時間後、再灌流 1,2,3 週間の計 3回の遺伝子
導入を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）高血圧自然発症ラット(SHR)について、
SHR での末梢神経障害、大血管障害として虚
血・再灌流傷害を惹起、さらに SHR に STZ 糖
尿病を合併した各モデルについて末梢神経
の電気生理学的・病理学的検討を行った。 
SHR(SHR/NCrlCrlj)および対照群として同週
齢の WKY ラット(WKY/NCrlCrlj)を用いた。血
圧はラット用非観血血圧計(MK-1030、室町機
械)を用い尾動脈から測定。神経伝導検査は
坐骨結節・膝窩・足首部で坐骨・脛骨神経を
電気刺激、足底筋で複合筋活動電位(CMAP)を
導出する運動神経伝導速度と、腓腹神経の感
覚伝導速度を測定した。血圧および神経伝導
速度は生後 2、6か月に検討した。 
糖尿病合併ラットでは、SHR 生後 48 時間以内
に STZ 腹腔内注射により糖尿病を惹起した。 
 
（２）STZ-DM ラット(DM8－9 週)を用い、右
後肢の支配動脈である腹部大動脈・右総腸骨
動脈・右大腿動脈および右浅腸骨回旋動脈に、
近位部の腹部大動脈から血管クリップ
（microvascular clip, TKS-1 40g, ベアー
メディック社製）をかけ,右後肢に虚血を惹
起し、90 分間の虚血後、遠位部の大腿動脈分
枝からクリップを外して再潅流を起こした。
本モデルでは大腿中部から膝部にかけて、最
も高度な虚血が起こる。再潅流後 6、24、48、
72時間および7日後に、右後根神経節(L4-6)、
右坐骨・脛骨・腓腹神経について、マクロフ
ァージ(Iba-1 をマーカーとして使用)に対す
る免疫染色を含めて病理学的検討を行った。 
 
（３）ラット右後肢に 4時間の重症虚血を惹

起した１週後、100μg の human HGF 遺伝子を
組み込んだ HVJ-リポソームベクターを前脛
骨筋内に経皮的に注射して逆候性に神経内
へ導入した。導入は 1週毎に繰り返して合計
3 回行った。治療の評価は行動学的評価とし
て感覚閾値の定量評価、生理学的評価として
電気生理学的検査に加え、神経線維別知覚閾
値検査による線維ごとの疼痛評価、後肢の血
流量及び皮膚温を測定した。さらに疼痛の分
子学的評価として、侵害受容体である
adenosine tri phosphate (ATP)のサブタイ
プである P2X,P2Yを用いて神経、後根神経節、
脊髄における mRNA の発現を RT-PCR で評価す
ることにより神経線維ごとについて行動学
的評価と相関性についても検討した。 
 
４．研究成果 
（１）高血圧と末梢神経障害 
① SHR 群の血圧は対照群に比し有意に高い。
生後 6 か月で SHR 群：198±20/130±20、対
照群：139±11/81±15 mmHg (SBP、DBP とも
に p＜0.0001)。SHR 群では心拍数も対照群に
比し有意な増加を示した。神経伝導速度は生
後 2 か月では両群間に有意差を認めない
（MNCV は SHR 群:42.9±3.2、対照群：43.4
± 2.3 m/sec、 p>0.05、 SNCV は SHR 群 : 
53.4±3.2 、対照群： 47.6±3.7 m/sec 、
p>0.05))。しかし、生後 6か月では MNCV、SNCV
ともに SHR 群が有意な遅延を示した。すなわ
ち、MNCV は SHR 群(n=13):54.1±5.7、対照群
(n=13)：61.1±4.3 m/sec (p=0.0092)、SNCV
は SHR 群:55.4±4.5、対照群：58.8±3.7 
m/sec (p=0.0106)(図３)。病理学的には生後
6 か月で坐骨・脛骨・腓腹神経に軸策委縮像
を呈した。有髄神経線維の密度については
SHR 群と対照群に有意差はなく、神経線維の
脱落は見られない。 
【結論】SHR では、生後 6 ヶ月で後肢運動神
経・感覚神経ともに伝導速度の有意な遅延を
認める。高血圧は末梢神経障害発症のリスク
ファクターであり、コントロール不良な高血
圧例では、潜在性末梢神経障害を認める可能
性がある。 
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図 3：高血圧ラット(SHR)、高血圧合併糖尿病

ラット(SHR+DM)およびコントロールの坐

骨・腓骨神経(MCV)、腓腹神経(SCV)の神経伝

導速度。SHR で神経伝導速度の遅延を認める

が、SHR+DM ではさらに伝導速度が遅延してい

る。 
 
② 糖尿病合併 SHR では、生後 6 か月で
SCV(腓腹神経)が、高血圧を合併していない
糖尿病ラットに比し、有意に低下した：高血
圧合併糖尿病ラット 46.5±4.0 m/sec、高血
圧を合併しない糖尿病ラット 52.3±3.4 
m/sec, p=0.0027。 
【結論】高血圧合併糖尿病では、高血圧を合
併しない糖尿病より、末梢神経障害が重症で
ある。この結果から、高血圧が糖尿病性神経
障害発症・進展のリスクファクターであるこ
とが実験的に証明された。 
 
③ SHR ラット(DM8－9 週)に虚血・再灌流傷
害を惹起し、下肢末梢神経の電気生理学的、
形態学的に検討し、150 分虚血・再潅流傷害
に対し、SHR は異常を示すが、コントロール
には見られない(図４)。 
【結論】高血圧の末梢神経は虚血・再潅流傷
害に対し脆弱性を認める。しかし、その閾値
となる虚血時間は、糖尿病神経に比し(75 分)
長時間である。 
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図 4：SHR(下段)とコントロールラット(上

段)。150 分虚血・7日間再潅流後の坐骨神

経の病理像。SHR では軸策変性、浮腫など

を認めるが、コントロールに明らかな病理

学的変化は認められない。 

 
（２）STZ(75 mg/kg)注射 8週間後の DM ラッ
トの右坐骨・脛骨神経では、対照群に比し
Iba-1 陽性神経内鞘マクロファージ数が有意
に増加した（mean ± SD、DM ラット：大腿部
42.9 ± 2.9、膝部 44.3 ± 3.5、腓腹部 30.8 ± 
2.1 /mm2；対照群：大腿部 34.0 ± 2.6、膝部
26.7 ± 3.8、腓腹部 21.9 ± 1.9 /mm2。DM 群 
vs. 対象群：各レベルにおいて p<0.05）(図

５)。これらのマクロファージは紡錘形を呈
するものが多いが、一部は肥満化を示し BrdU
との二重染色陽性で活性化マクロファージ
と思われる。なお、BrdU は S-100 との二重染
色は陰性。90分間虚血・6時間再潅流後の DM
神経のエポン包埋ブロックでの光顕的検索
では病理学的変化はみられないが、Iba-1 陽
性神経内鞘マクロファージ数がＤＭラット
の坐骨神経大腿部で虚血前に比し有意に増
加した(DM 神経大腿部：虚血前 42.9 ± 2.9、
再潅流 6時間後 57.6 ± 2.6 /mm2、p<0.05)(図
6)。神経内鞘マクロファージは、再潅流 24
時間後には坐骨・脛骨神経大腿および膝部で
再潅流 6 時間後に比し、再潅流 48 時間後に
は坐骨・頸骨神経の全レベルにおいて再潅流
24時間後よりさらに有意に増加し(DM神経大
腿部：再潅流後 24 時間 71.5 ± 2.7、再潅流
48 時間後 109.0 ± 3.4 /mm2、p<0.05))、形態
学的に膨張・肥満化を示した。一方、対照群
では虚血・再潅流後のこのような神経内鞘マ
クロファージ数の有意な増加は認めない。48
時間再潅流後の DM 神経には empty axon、浮
腫など明らかな病理学的変化が見られ、一部
のマクロファージには phagocytosis を認め
た。90 分間虚血・7日間再潅流後、DM 神経は
軸索変性・脱髄など著明な変化を示したが、
対照群の末梢神経は形態学的に正常。 
【結論】STZ-DM の末梢神経では持続する高血
糖から神経内鞘マクロファージ数が増加し6、
一部には活性化マクロファージを認める。虚
血・再潅流後早期から神経内鞘マクロファー
ジがさらに増殖し、これらのマクロファージ
は虚血後の時間的経過から、活性化したレジ
デントマクロファージの可能性がある。レジ
デントマクロファージおよび遊走単球の増
殖・活性化は DM 神経の虚血・再潅流傷害に
対する病理学的脆弱性の発症に関与してい
ると思われる。 

DM Control

図５：STZ-糖尿病ラット(左)とコントロール

(右)の坐骨神経での神経内鞘 Iba-1陽性マク

ロファージ。糖尿病神経にはコントロールに

比し多くのマクロファージを認める。 
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節レベルでの神経内鞘 Iba-1陽性マクロファ

ージ数(/mm2)。糖尿病では虚血・再潅流後に

マクロファージが有意に増加している。 

 
（３）HGF 遺伝子の定期的な導入により、感
覚障害は HGF 導入後 2 週目より有意(p＜
0.01)に改善した(図 7)。また、1週目から足
底の血流量及び皮膚温は有意(p＜0.05)に増
加し、電気生理学的検査は 3週目から有意(p
＜0.05)に改善した(図 8)。Aβ線維を反映す
ると考えられる P2Y1、C線維を反映すると考
えられる P2X3 の mRNA および、各々の線維に
対応する神経線維別知覚閾値検査でも導入
後 1週で有意(p＜0.05)に改善した。 
【結論】HGF 遺伝子の逆行性神経内導入によ
り感覚障害の改善が認められた.と ATP の相
関した回復を示したことより、本法は虚血再
灌流障害に対する有効な治療法となりうる
と考えられた。 
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図 7：機械刺激性圧触覚閾値。再潅流ラット

の HGF 治療群(RI+HGF)、未治療群(RI) 

およびコントロール群。虚血(4 時間)・再灌

流傷害により、痛覚の閾値は 1/10 程度と過

敏となった。HGF 遺伝子を導入することによ

り、HGF 群導入群の痛覚は、導入後１週から

有意な改善傾向を示した。 
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図８：坐骨・脛骨神経の伝導速度。虚血(4 時

間)・再潅流後、MCV は 1/2 程度、ampulitude

は 1/4 程度と伝導障害を認めた。 HGF 群は、

導入後３週から有意な改善傾向を示した。 
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