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研究成果の概要（和文）：岩木健康増進プロジェクトは2022年度に参加した。コロナ感染症の最中であり、約
800人に対してPINT検査を行うにとどまった。現在、2022年度のデータについては解析中である。また、2017年
度の岩木健康増進プロジェクトのデータを用い、PINT検査と体内細菌叢の関連について検討を加えた。その結
果、口腔内細菌叢と痛覚閾値には関連を見出すことができなかった。それに対し、腸内細菌叢とは相関があり、
特にバクテロイデス属の減少と痛覚閾値の悪化に有意な相関が認められた。

研究成果の概要（英文）：We could patriciate the Iwaki Health Promotion Project held in 2022. Because
 it was in the midst of a COVID-19 infection, we could examine the pain threshold test (PINT) only 
on approximately 800 individuals. The 2022 data is currently being analyzed. In addition, data from 
the Iwaki Health Promotion Project in 2017 was used to examine the relationship between PINT index 
and the body's bacterial flora. As a result, no association was found between oral bacterial flora 
and pain threshold. In contrast, there was a significant correlation between PINT index and the 
intestinal microflora. In particular, a significant correlation was found between a decrease in 
Bacteroides genus and a worsening of the PINT index.

研究分野： 病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
痛覚閾値検査（PINT）は小径神経障害の程度を反映している。小径神経障害は糖尿病性神経障害などで発症する
が、その病態、発症因子は糖代謝以外ははっきり解明されていなかった。本研究により初めて糖代謝以外の因子
が小径神経障害に関連していることが解明された。腸内細菌、つまりバクテロイデス属の減少と相関がみられた
ことから、生活習慣、特に食生活の改善により小径神経障害の改善がもたらされる可能性がある。特に、糖尿病
性神経障害に関連している小径神経障害に対しては、血糖管理に加えて生活習慣を改善する大きな動機付けにな
ると考えられた。

※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（Diabetic polyneuropathy:DPN）は遠位対称性感覚有意の神経障害で

あり、細小血管合併症のなかで最も早期に発し、頻度が高い。約 30％の糖尿病患者で DPN の自

覚症状があるが、電気生理学的検査では診断時に 90％の患者に F 波潜時の延長などの異常が認

められる。多くの患者は無症状だが、その自覚症状にはしびれ、ピリピリ、ジンジン感などの感

覚異常、痛み、さらに進行すると知覚鈍麻が出現する。進行性であるため、適切に治療しないと

潰瘍形成、足の切断となり QOL を著しく低下させる。自律神経障害を伴うと、起立性低血圧や下

痢や便秘などの消化器症状のみならず、心血管自律神経障害により無痛性心筋梗塞あるいは致

死性不整脈の発症リスクが高まり、予後は著しく悪化する。残念なことに、DPN に対する根治的

治療はいまだ確立されていない。そのため DPN の治療に応用できる新規病態の検索は急務とな

っている。 

岩木健康増進プロジェクトは弘前大学が毎年施行している健康診断をベースとした臨床研究

である 1-3。一般住民を対照とし、各年約 1000 人に対し非侵襲的な 2000-3000 項目の様々な項目

を網羅的に測定している。その項目には血液検査、理学的検査から分子生物項目まで含まれてい

る。筆者の所属する講座では表皮内痛覚閾値測定（PINT）検査を用いて、痛覚閾値測定による小

径神経機能評価を 2 年毎に測定している。PINT 検査とは日本光電の PNS5100 を用いて行う定量

的痛覚閾値検査である。PINT 検査では皮膚に使い捨ての電極をあて、電気的刺激に対する反応

閾値を測定する。電気刺激は選択的に表皮内の C 線維もしくは Ad 線維を刺激し、痛覚として認

識される。これによって、電気刺激の強さ（mA）を定量的な痛覚閾値として評価することができ

る。我々の結果からは痛覚閾値は腹囲、BMI、HbA1c、脂質異常症、収縮期高血圧などのこれまで

DPN の成因に関与するといわれていた因子と有意な相関を示していた 1。また、DPN の成因の一

つである酸化ストレスマーカーである尿中の 8-OHdG レベルが痛覚閾値と有意に相関していた 2。

これらのことからは、DPN のマーカーと同様に、小径神経障害を表す痛覚閾値においても DPN と

同様の因子が関与していることが初めて示された。このことは、グルコース以外にも脂質をはじ

めとした血中の代謝物の変化が痛覚閾値の悪化に関与している可能性も考えることができる。

さらに、多くの血液検査項目のうち、リポポリサッカライド結合タンパク（LBP）値と有意な相

関を示していた 3。リポポリサッカライド（LPS）はグラム陰性菌の細胞壁成分であり、敗血症の

原因となることが知られている。糖尿病においては腸内細菌や口腔内細菌から分泌され、動脈硬

化の原因の一因である可能性が示されている。LBP は LPS と結合し複合体を形成し、間接的な

LBS の指標となる。LBP-LPS 複合体はマクロファージ上の tall-like receptor と結合し、マクロ

ファージを活性化させることが知られている。以上のことからは、体内の細菌叢の変化が DPN も

しくは痛覚閾値の変化に関与している可能性を示唆している。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は PINT 検査により、痛覚閾値に関連する新規因子（体内細菌叢の変化）を評価

し、DPN の新規病態を探索することである。 

 

３．研究の方法 

2018 年の岩木健康増進プロジェクトのデータを用いて、臨床測定値と PINT スコアとの関連を

調べた。朝、仰臥位で末梢静脈から空腹時採血を行い、臨床指標を評価した。糖尿病は、2010 年



日本糖尿病学会基準（IFG：空腹時血糖値 110～125mg/dl、糖尿病：空腹時血糖値 126mg/dL 以上

または HbA1c 値 6.5％以上）に従って診断した。血糖値が正常で糖尿病の治療薬を服用している

者も糖尿病と定義した。HbA1c 値に影響を及ぼす 1型糖尿病や遺伝性疾患と診断された患者はい

なかった。 

PINT については、先行研究で採用された方法と同じ方法を用いた 1-3。PINT 法は、使い捨ての

双極針電極（NM-983 W；日本光電工業株式会社、東京、日本）を皮膚 Aδ線維および C線維用の

特異的刺激装置（PNS-5100；日本光電工業）に接続して採用した 1。 刺激装置は外輪陽極（直径

1.3mm）からなり、陰極には外輪の高さから 0.025mm 突出した内針が含まれていた。PINT 電極は

足の甲中央の皮膚に設置された。無作為に選ばれた参加者の約半数では、短趾伸筋上の皮膚も同

時に評価に用いられた。電気刺激強度は、0.4mA から開始し、0.05mA ずつ段階的に減少させた。

PINT スコアは、被験者が 2 回以上の試行で刺痛覚を感じた最小強度と定義した。すべての被験

者について、PINT スコアの中央値は 0.10 mA であり、すべての被験者の平均 PINT スコアは 0.11

±0.09 mA で、95％信頼区間は 0.11～0.12 であった。95 パーセンタイルは 0.12mA であった。し

たがって、この研究では、0.15 mA 以上の PINT スコアを示す被験者を高 PINT 被験者と分類し

た。 

検査日の早朝採取した唾液ぬぐい液と糞便を用いて、口腔内細菌叢と腸管細菌叢の検討を行

った。DNA を抽出後、次世代シークエンサーにより解析を行った。解析は Ozato らのプロトコー

ルに従って行った 4。 原核生物 16S rRNA 遺伝子の V3-V4 領域の増幅にはユニバーサルプライマ

ーセットを用いた PCR を行った。精製した PCR 断片は、リアルタイム定量 PCR（q-PCR）により

定量した。イルミナペアエンドシーケンスは、MiSeqTM システム（Illumina, San Diego, CA, 

USA）の 2×300 サイクルペアエンド法を用いて行った。Illumina MiSeq システムからのマルチ

プレックスペアエンドリードを以下のように処理した。Cutadapt（バージョン：1.13）により、

アダプター配列と低品質塩基（threshold = 20）をリードの 3'末端でトリミングした。N塩基を

含み、150 塩基より短いリードは廃棄した。フィルター閾値以上のペアエンドリードはマージさ

れ、"マージリード"と呼ばれる 1つのリードとなった。370 より短い、または 470 より長いマー

ジリードは、VSEARCH の fastq_mergepairs サブコマンド（バージョン：2.4.3）で除外した。予

想されるシーケンスエラーが 1つ以上あるマージリードも除外した。VSEARCH の uchime_denovo

サブコマンドで検出されたキメラリードを除去した後、残りのマージリードを配列同一性≥97%

でクラスタリングした。同定されたクラスターの分類群は、代表的なリードをもとに Ribosomal 

Database Project (http://rdp.cme.msu.edu/)という微生物群のデータベースを適用して予測

した。信頼値が 0.8 以下のものは未分類として扱った。本研究では、Ruminococcus は

Ruminococcaceae に属する属、Ruminococcus2 は Lachnospiraceae に属する属とした。腸内細菌

叢の各属の割合は、各属のリードカウント数を全リードカウント数で除した構成比である。腸内

細菌叢における様々な腸内細菌と口腔内細菌叢における口腔内細菌の相対的存在量を、高 PINT

症例と低 PINT 症例間で比較した。相対的存在量は、リード総数に対する各細菌のリードの構成

比として示した。全腸内細菌叢と口腔内細菌叢を調査し、相関解析では相対存在量が 1％を超え

る微生物叢を評価した。これらの微生物叢は SFN の臨床病態に影響を及ぼす可能性がある。臨床

データの統計解析は、JMP ver. 12.1（SAS Institute, Cary, NC）および Rソフトウェア（R 

Foundation for Statistical Computing, version R-3.4.3）を用いて行った。臨床指標の値は

平均値±標準偏差で表した。正規分布は Shapiro-Wilk 正規性検定および Kolmogorov-Smirnov 正

規性検定により評価した。すべての種類の細菌量と PINT スコアは正規分布していなかった。2

群間の値の差（パラメトリックまたはノンパラメトリック）および群間の症例-対照の関連（ノ



ンパラメトリック）の統計的有意性は、それぞれ一元配置分散分析（ANOVA）と事後検定、χ2検

定および Wilcoxon 順位和検定により評価した。PINT スコアと臨床パラメータとの相関は線形回

帰分析で評価し、相関はさらに多重ロジスティック回帰分析で評価した。値は、単変量回帰分析

を用いて PINT スコアと関連する因子について調整し、以前の研究（板橋ら、2019；工藤ら、2020；

大薗井ら、2020）で報告されたように、PINT 値の共因子となりうる変数を考慮した。さらに、

-多様性は Shannon 指数と Chao1 指数を用いて評価し、-多様性は主座標分析で評価し、並べ

替え多変量分散分析を用いて統計的に分析した。低 PINT 症例と高 PINT 症例の臨床的ベースラ

イン特性を一致させるために、ロジスティック回帰モデルを適合させて傾向スコアを推定した。 

 

４．研究成果 

被験者背景 

いわきスタディ 2018 のボランティア 1056 人のうち、顕性糖尿病被験者を含む 110 人（男性

419 人、女性 582 人）が最終的に本研究で検討された。参加者はさらに、耐糖能のある被験者 789

人（男性 327 人、女性 462 人）と耐糖能のない被験者 212 人（男性 92 人、女性 120 人）に分け

られた。各群は、PINT 値（0.15mA）に基づいて以下のように低 PINT 群と高 PINT 群に分けられ

た。 

 

糖尿病状態に基づく参加者背景 

平均年齢は、糖尿病群（DM）が非糖尿病群（nDM）よりも有意に高かった（62.27±12.98 歳 vs 

50.56±2.68 歳、p＜0.01）。HbA1c 値は、IFG 群で NDM 群より有意に高かった（6.12±0.14％ vs 

5.55±0.23％、p＜0.01）。DM 群の HbA1c は、IFG 群と比較してさらに上昇した（7.19±1.14％ 

vs 6.12±0.14％、p＜0.01）。IFG の PINT スコアは nDM のそれよりも有意に高かった（0.12±

0.11mA vs. 0.11±0.08mA、p＜0.05）。DM の PINT スコアは IFG のそれよりも高かった（0.15±

0.13mA vs. 0.12±0.11mA、p＜0.05）。 

 

PINT スコアに基づく参加者背景 

年齢、BMI、ウエスト周囲径、ヒップ周囲径などのメタボリックシンドローム関連パラメータ、

sBP、Tg、FBG、HbA1c、c-ペプチドなどの糖尿病関連パラメータ、BUN、Cr などの腎不全関連パラ

メータは、高 PINT 被験者で低 PINT 被験者より有意に高かった。PINT スコアは、低 PINT 群と比

較して高 PINT 群で有意に高かった（0.22±0.10mA vs. 0.07±0.02mA、p＜0.001）。 

 

口腔細菌叢 PINT 値 

口腔細菌床では、主座標分析において、低 PINT 群と高 PINT 群との間に微生物構造の差は認め

られなかった。 

 

腸内細菌叢と末梢痛覚 

主座標分析により、糖尿病および IFG を有する被験者を含む低 PINT 群と高 PINT 群の間で、

微生物組成に有意差があることが明らかになった（p＜0.01）。糖尿病と IFG の被験者を除外して

も、有意差は維持された（p＜0.01。糖尿病と IFG を含む低 PINT 群と高 PINT 群では、シャノン

指数（p＜0.05）とチャオ 1指数（p＜0.05）に有意差が認められた。これらの有意差は、糖尿病

と IFG の被験者を除いても維持された（Shannon index は p < 0.05、Chao1 index は p < 0.05）。

さらに、次世代シークエンシング解析に基づいて、腸内細菌叢に 317 属が同定された。合計 17



属が相対存在量 1％以上で同定された。これらの相対存在量が 1％以上の属のうち、3 つの属の

相対存在量に低 PINT 群と高 PINT 群の間で有意差が認められた。バクテロイデス属の相対存在

量は、低 PINT 参加者の方が高 PINT 参加者よりも有意に高かった（11.3±7.0％対 10.0±6.7％、

p＜0.01）。この差は、糖尿病および IFG を有する被験者を除外した後も維持された（11.2±6.9％

対 10.0±6.5％、p＜0.05） 

 

PINT スコアとバクテロイデスの相対量を含む臨床パラメータとの相関性 

単変量回帰分析により、PINT スコアと臨床的指標、例えば性、年齢、BMI、腹囲、HbA1c、C-ペ

プチド、e-GFR、sBP、尿酸、およびバクテロイデスの相対存在量との間に有意な相関があること

が明らかになった。PINT スコアとバクテロイデス相対量（β＝-0.07181、p＜0.05）または年齢

（β＝0.128088、p＜0.01）との相関は、単変量解析で PINT と相関する複数の因子（性、BMI、

腹囲、HbA1c、c-ペプチド、e-GFR、sBP、尿酸、脂質異常症）で調整した後も有意であった。 

 

バクテロイデスの相対存在量と臨床測定値との相関性 

単変量回帰分析を行い、腸内細菌叢におけるバクテロイデスの相対存在量と相関する因子を

探索した。単変量回帰分析の結果、バクテロイデスの相対存在量と、年齢、BMI、腹囲、ウエス

ト周囲径、FBG、HbA1c、BUN、e-GFR、sBP、Hs-CRP、水分摂取量、タンパク質摂取量などの臨床

測定値との間に有意な相関が認められた。バクテロイデスの相対存在量と年齢との相関（β＝-

0.08922、p＜0.05）は、複数の因子（BMI、腹囲、FBG、HbA1c、BUN、e-GFR、sBP、Hs-CRP）で調

整した後も有意であった。 

 

以上から本研究から痛覚閾値は腸管バクテロイデス属量と相関することが解明された 5。この

結果は食事内容など生活習慣の改善により、痛覚閾値の改善がもたらされる可能性を初めて示

すことができた。 
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