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緒言 

 

現在世界で糖尿病患者は 1.7 億人存在すると考えられている（1）。さらにこれまで先進国に

おいて多く認められていた糖尿病患者は、今後新興国を中心にさらに増加の一途をたどること

が予想されている（1）。糖尿病に長期罹患した場合、インスリンおよび経口血糖降下薬を用い

た強化療法を施しても正常レベルまで血糖値を下げることはできないこと、合併症の発症進展

を完全に抑制できないことが欧米における臨床調査により判明しており、臨床上の治療手段と

してまた医療経済学的観点からも新規血糖降下薬のみならず糖尿病合併症治療薬が求められて

いる（2, 3）。 

糖尿病合併症のうち糖尿病性神経障害は高頻度に認められる合併症の一つであり、新規糖尿

病患者の 7 %、長期糖尿病罹病患者の 50 %に出現することが報告されている（4）。糖尿病性神

経障害は消化管障害、起立性低血圧、発汗異常などの自律神経機能異常、知覚鈍磨、疼痛、痺

れなどの感覚神経障害などとしておもにあらわれ、循環器障害、糖尿病性足病変、四肢切断の

原因疾患となり患者の QOL を著しく損なう疾患である。本疾患に対して血糖管理を前提として

aldose reductase 阻害剤、血小板凝集阻害剤／末梢血流改善剤、抗酸化剤が末梢神経障害を治

療する目的で用いられており、さらにそのほかの症状にあわせてさまざまな薬剤が対症療法と

して用いられている。しかしながら発症頻度、病態進展を十分に抑制しているとは言いがたく、

さらなる病態の理解に基づいた治療手段が求められている。 

糖尿病性神経障害の発症メカニズムにはポリオール代謝経路活性亢進、protein kinase C

活性亢進、最終糖化産物生成、酸化ストレスの亢進、神経栄養因子類の機能異常などの報告が

なされ、精力的な研究が行われている（5）。なかでもポリオール代謝経路活性亢進に関する研

究は 1960年代より行われており、本疾患の大きな発症メカニズムのひとつとして軽視できない

ものと考えられている（6）。ポリオール代謝経路とはグルコースを、ソルビトールを介してフ

ルクトースへ代謝する経路であり、律速酵素はグルコースをソルビトールへ変換する aldose 

reductase である。高血糖下では本代謝経路で代謝されるグルコースが増加し、細胞内へのソ

ルビトールの蓄積、補酵素である NADPH/NADP+のバランスの崩壊などが惹起され末梢神経障害
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発症の一因になると考えられている。 

上述した臨床ニーズから糖尿病性末梢神経障害治療薬の創出をめざし多くの aldose 

reductase inhibitor が発見されている（6）。それらのうち zenarestatは臨床および前臨床に

おいて有効性が認められたキナゾリン骨格を有する特異的 aldose reductase inhibitorである

（7, 8）。本研究では zenarestat を用いて糖尿病性神経障害の aldose reductase を介した発症

メカニズムを検討した。すなわち第１章において、zenarestat のリコンビナントヒト AR に対

する阻害活性および阻害様式を検討するとともに、糖尿病動物の後根神経節（dorsal root 

ganglia, DRG）における遺伝子発現異常を神経栄養因子受容体および神経細胞骨格タンパク質

に着目し解析した。第２章では臨床において２型糖尿病患者が多くを占めているにもかかわら

ず、前臨床モデル動物を用いた研究では１型糖尿病動物を用いた報告が多数を占めていること

から、２型糖尿病モデル動物を用いて末梢神経障害の存在および aldose reductaseの関与の有

無を検討した。第３章では、糖尿病罹病期間が延長すると病変部位が末梢神経線維のみならず、

脊柱内に存在する DRG にまで及ぶことから、慢性糖尿病ラットの DRG病変に対するポリオール

代謝経路活性亢進の関与の有無を検討した。 

 

なお、本文中に使用した略号は以下の通りである。 

 

AR aldose reductase 

ARI aldose reductase inhibitor 

BDNF brain-derived neurotrophic factor 

DRG dorsal root ganglia 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

DMSO dimethylsulfoxide 

FML F-wave minimal latency 

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

MC methylcellulose 
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MNCV motor nerve conduction velocity 

NADPH β-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NF-H heavy neurofilament 

NF-L light neurofilament 

NF-M medium neurofilament 

NGF nerve growth factor 

NT-3 neurotrophin-3 

ODS octadecylsilane 

SD Sprague-Dawley 

STZ streptozotocin 

ZDF Zucker diabetic fatty 
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第１章 Zenarestatの aldose reductase阻害様式と streptozotocin誘発糖尿病

ラットにおける糖尿病性神経障害に対する作用 

 

Zenarestat は藤沢薬品工業（現アステラス製薬）において見出されたキナゾリン骨格を有

する aldose reductase inhibitor（ARI）である。本化合物は streptozotocin 誘発糖尿病ラッ

ト（STZ ラット）における末梢神経障害および臨床における糖尿病性末梢神経障害を改善する

ことが報告されている（7-9）。しかしながら本化合物の AR阻害様式検討はラット、ウサギおよ

びウシ由来の ARを用いて報告されているのみであり、ヒト AR に対する阻害様式は不明である

（8）。さらに酵素阻害特異性について報告が乏しく、得られた知見が AR阻害に基づくものと考

えるには根拠に欠けるものと思われる。 

一方、糖尿病性末梢神経障害の病態形成メカニズムには不明な点が多く残されているが、精

力的な研究が行われ明らかにされつつある。なかでも神経栄養因子を介したシグナル伝達異常

に関する報告は多く、病態形成・進展の大きな原因として捉えられている（10, 11）。Nerve growth 

factor（NGF）や neurotrophin-3（NT-3）は末梢組織で生成され、末梢神経終末に存在するそ

れぞれの受容体（Trk-Aおよび Trk-C）に結合後、逆行性軸索流により運搬され神経細胞体へ到

達するとされている。糖尿病動物ではこれら神経栄養因子の逆行性輸送能が低下していること

が報告されており、recombinant NGF の投与により糖尿病性神経障害が寛解することが動物実

験および臨床試験により確認されている（12-16）。一方 NT-3 は糖尿病動物の DRG における

neurofilament の蓄積およびミトコンドリア機能異常を是正し、神経伝導速度遅延を改善する

報告がなされており、糖尿病性神経障害との密接な関与が指摘されている（17-19）。 

末梢神経軸索萎縮は糖尿病性末梢神経障害において顕著に認められる病理像であり、神経伝

導速度遅延の一因と考えられている（20, 21）。神経軸索径は神経細胞骨格タンパク質の重合の

程度と密接に相関しており、糖尿病性神経障害病態下において神経細胞骨格タンパク質の発現

異常、軸索輸送異常およびリン酸化異常が報告されいる（22-29）。 

本章では zenarestat の ARI としてのポテンシャルを種差、酵素阻害様式、選択性および臓

器中ソルビトール蓄積抑制の観点から見極めるとともに、薬効メカニズム解析を目的として
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DRGにおける神経栄養因子受容体および神経細胞骨格タンパク質 mRNA発現量に対する作用を検

討した。 
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実験方法 

（１）実験動物 

雄性 Sprague-Dawley（SD）ラットを日本チャールスリバー（Yokohama, Japan）より購入し

た。動物は、12 時間の明暗サイクルの人工照明下、室温 23±2℃および湿度 55±5％で飼育し

自由飲水下で固形飼料を与えた。 

すべての実験操作は、藤沢薬品工業（現アステラス製薬）・動物実験委員会およびアステラ

ス製薬・動物実験委員会のガイドラインにしたがって実施した。 

 

（２）使用薬物および投与条件 

Zenarestatは藤沢薬品工業（現アステラス製薬）にて合成した。動物に投与する場合は 0.5％

methylcellulose（以下 MC）に懸濁し、5 ml/kgの容量で経口投与した。 

 

（３）AR調整 

8 週齢雄性 SD ラットをエーテル麻酔下で腹部大動脈より脱血致死させ、坐骨神経および水

晶体を採取した。5 倍量の 5 mM dithiothreitol 含有氷冷生理的食塩水でホモジナイズし、

105,000×g、1 時間の遠心分離を行った。得られた上清に ammonium sulfate を添加して 50 %

飽和とした後、1 時間攪拌後 10,000×g、30 分間の遠心分離を行った。このときの上清にさら

に ammonium sulfate を添加して 75 %とした後、1 時間攪拌後 10,000×g、30分間の遠心分離を

行った。このときの沈殿を 5 mM dithiothreitol を含む 50 mM NaCl 溶液にて懸濁して同緩衝液

に対して十分に透析した後、10,000×g、30 分間の遠心分離を行い得られた上清を AR 酵素活性

測定へ供した。すべての操作は 4℃にて行った。 

ヒト AR はリコンビナント酵素(rhAR)を用いた（Wako Pure Chemicals, Osaka, Japan）。 

 

（４）AR酵素活性測定 

反応液中には 100 mM sodium phosphate、400 mM lithium sulfate、10 mM dl-glyceraldehyde、

150 µM β-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)、各濃度の zenarestat お
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よび適量の AR を含み全量を 2 ml として測定を行った。なお rhAR の酵素反応では lithium 

sulfate を含まない反応液を用いた。反応は 25℃にて NADPH の添加により開始し、340 nmにお

ける吸光度の減少を UV-2200 あるいは UV2100PC分光光度計（SHIMAZU, Kyoto, Japan）を用い

て測定した。酵素活性 1 unit は 25℃、1 分間に 1 µmole の NADPH を酸化する酵素量とした。

Zenarestat は dimethylsulfoxide（DMSO）に 1 mMの濃度で溶解し、蒸留水で希釈し用いた。IC50

値は直線回帰式よりもとめ、rhAR を用いた酵素阻害様式検討は基質 dl-glycelaldehyde、補酵

素 NADPHを用いて Lineweaver-Bulk プロットにより行った。 

 

（５）酵素特異性検討 

酵素阻害検討に用いた各種酵素を表 1-3 に示した。Hexokinase（30）、phosphofructokinase

（31）、pyruvate kinase（32）、glycerlaldehyde-3-phosphate dehydrogenase（33）、lactate 

dehydrogenase （ 34 ）、 glucose-6-phosphate dehydrogenase （ 35 ）、 6-phosphogluconate 

dehydrogenase（36）、sorbitol dehydrogenase（37）、alcohol dehydrogenase（38）、glutathione 

reductase（39）、aldehyde reductase（40）、α-D-glucosidase（41）およびα-amylase（ネオ・

アミラーゼテスト「第一」, 第一化学薬品, Tokyo, Japan）の酵素活性はそれぞれ U1100 分光

光度計（HITACHI, Tokyo, Japan）、UV-2200 あるいは UV2100PC 分光光度計（SHIMAZU, Kyoto, 

Japan）を用いて分光学的分析により検討した。Nitric oxide synthase（NOS）活性は TCI-Nox 

1000m（Visible detector/S-3250, GASTORR GT102, Tokyo Kasei, Tokyo, Japan）を用いて検

討した。Zenarestatはそれぞれの反応液に溶解し 0.1 mMにおける阻害率を算出した。Aldehyde 

reductase に関しては同濃度で 50 %以上の阻害が認められたため、IC50値を直線回帰式よりも

とめた。 

ウシ心臓 hexokinase、ヒト赤血球 glucose-6-phosphate dehydrogenase、ウサギ筋

phosphofructokinase、ヒト赤血球glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase、ウマ肝alcohol 

dehydrogenase、 ヒ ト赤 血球 6-phosphogluconate dehydrogenase、 ヒツ ジ 肝 sorbitol 

dehydrogenase、ウシ小腸粘膜 glutathione reductase、パン酵母α-D-glucosidase およびヒト

唾液α-amylaseは Sigma（St. Louis, USA）より入手した。ウサギ筋 pyruvate kinase および
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ヒト筋 lactate dehydrogenase はそれぞれ Wako pure chemicals（Osaka, Japan）および ICN 

Biochemicals（Irvine, USA）より入手した。α-D-glucosidase はラット小腸粘膜より（42）、

sorbitol dehydrogenaseはラットおよびウサギ水晶体より（43）、それぞれ粗抽出した。Aldehyde 

reductaseはラット腎より部分精製した（40）。NOS はラット小脳より抽出した（44）。 

 

（６）動物実験 

7週齢時に一晩絶食後 STZ（Sigma, St. Louis, USA）を尾静注した（60 mg/kg）。正常ラッ

トには溶媒であるクエン酸緩衝液（pH 4.5）のみ投与した。 

STZ 投与２週間後、体重および血糖値を測定し、これらの値をもとに STZ ラットを２-５群

に分けた（それぞれ STZ対照、3.2 mg/kg、10 mg/kg、32 mg/kg および 100 mg/kg zenarestat

群）。群分け後より薬物処置群には zenarestatを、正常対照および STZ 対照群には溶媒である

0.5 % MCを 1 日 1 回反復経口投与を 2 週間にわたって行った。 

 

（７）血糖値測定 

切皮により尾静脈よりヘパリンコートキャピラリー中に血液を得た。遠心により血球を分離

後血漿を得た。血漿中グルコース濃度測定はムタロターゼ・GOD 法（Glucose CII-Test Wako, Wako 

Pure Chemicals, Osaka, Japan）により行った。 

 

（８）組織中ソルビトール濃度測定 

臓器別ソルビトール濃度測定実験では zenarestat 投与 2週間後、ラットをエーテルで麻酔

し、断頭放血屠殺した。速やかに坐骨神経、水晶体、網膜および腎皮質を採取し湿重量を測定

後、ドライアイスで凍結しホモジナイズまで-80℃で保存した。それぞれの組織片へ蒸留水を 3 

ml加え、ホモジナイズを行った。 

神経中ソルビトール濃度測定実験では zenarestat 投与 2 週間後、ラットを 50 mg/kg ペン

トバルビタール（i.p.：大阪, 大日本製薬）で麻酔し、断頭放血屠殺した。速やかに全脳、脊

髄、DRG（L4-6）および坐骨神経を採取し湿重量を測定後、ドライアイスで凍結しホモジナイズ
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まで-80℃で保存した。それぞれの神経組織片へ蒸留水を加え（全脳 10 ml、脊髄 3 ml、DRG 1 ml、

坐骨神経 1.5 ml）、ホモジナイズを行った。 

ホモジネート液 0.5 ml に内部標準として 20 µg/ml ダルシトール水溶液 0.1 ml をくわえ、

1 M HCl（50 µl）およびジクロロメタン（4 ml）を添加した。室温で 10 分間攪拌後、900×g

で 5 分間遠心した。得られた上清を 60℃で窒素乾固した。抽出された糖類を Bjӧrkqvist らの

方法を改変して誘導体化した（45）。すなわち得られた残渣に 75 µLピリジンおよび 25 µlフェ

ニルイソシアネートを加え、60℃で 1 時間インキュベートした。室温へ戻した後 50 µlメタノー

ルを加えた。検量線用ソルビトール水溶液も同様の操作を行った。フェニルイソシアネート化

されたサンプルを高速液体クロマトグラフィーへ注入した。Octadecylsilane（ODS）カラム

（Waters、Symmetry C-18）を 30℃に保ち、移動層（水：アセトニトリル：メタノール：テト

ラヒドロフラン = 550:700:760:20）を流速 1 ml/min で流した。240 nmにおける吸光度を指標

にソルビトール濃度を定量し、組織湿重量で補正した。。 

 

（９）DRGにおける神経栄養因子受容体および神経細胞骨格タンパク質 mRNA定量 

Zenarestat投与 2 週間後、ラットをエーテル麻酔下で断頭放血屠殺した。DRG（L3-6）を速

やかに採取し、ドライアイスで凍結後 mRNA 抽出操作まで-80℃で保存した。RNeasy Mini Kit

（QIAGEN, Hilden, Germany）を用いて DRGより total RNA を抽出し、7900HT Sequence Detection 

System（Applied Biosystems, Darmstadt, Germany）を用いて real-time polymerase chain 

reaction（PCR）法にて定量した。βIII tubulin、NF-L、NF-M および NF-Hの定量には市販（Applied 

Biosystems）の primer および probe のセットを用いた。他の遺伝子については市販ソフト

（Primer Express 2.0）を用いて primerおよび probeのセットを設計し（表 1-1）、SIGMA genosys

（St. Louis, USA）より入手した。PCR は TaqMan® EZ RT-PCR CORE REAGENTS あるいは TaqMan® 

Gene Expression Assays（いずれも Applied Biosystems）を用いて行った。NF-L、NF-M、NF-H、

Tα1 α-tubulin、βIII tubulin および GAPDH の定量には total RNA より SuperScriptTM 

First-Strand Synthesis System for RNA（Invitrogen, Carlsbad, USA）を用いて cDNA を合成

し行った。検量線には全脳あるいは DRG よりえられた total RNAを用いた。すべての遺伝子発
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現量は GAPDH mRNA 発現量で補正し、正常対照群の平均値に対する相対比として求めた。 

 

（１０）統計計算 

すべての測定項目について平均値および標準誤差を算出した。 

有意差検定は 2群比較には Student’s t-testまたは Aspin-Welch test を、多群比較には

Dunnett の多重比較検定を用いた。いずれの検定とも有意水準は 5 %に設定した。 

 

表 1-1 定量に用いた primer および probe のセット 

Gene 
Sequence 

(fore-primer, probe, reverse-primer) 
Accession No. 

Trk-A 
tggagaacccacagtacttcag 
FAM-atacctgtgtccaccatatcaagcgc-TAMRA 
ctagctcccacttgagaatgat 

NM_021589 

Trk-B 
gttggcgagacattccaa 
FAM-tttggcatgaaaggcccag-TAMRA 
tcatcgtcgttgctgatga 

NM_012731 

Trk-C 
ttgaccctggtgaatgtga 
FAM-agcgaagacaatggtttcaccctgac-TAMRA 
cacgttctctgcaatgca 

NM_019248 

p75 
tcctgtctattgctccatcttg 
FAM-tattgctttcaagaggtggaacagctgc-TAMRA 
ctgttggcgccttgtttatt 

NM_012610 

Tα1 
gggatgtttattctggtccaaca 
FAM-aaagttgtgggctgatca-TAMRA 
cagtaactgtatgaaagcacacattgc 

NM_022298 

GAPDH 
gcacagtcaaggctgagaat 
FAM-catcaccatcttccaggagcgaga-TAMRA 
tcaccccatttgatgttagc 

NM_017008 
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実験結果 

（１）Zenarestat の AR阻害活性および阻害様式 

Zenarestat の AR阻害活性を表 1-2 に示した。Zenarestat の rhAR、ラット水晶体 ARおよび

ラット坐骨神経 AR に対する IC50値はそれぞれ 44、7.5および 9.0 nMであった。 

Zenarestat の rhAR 阻害様式を検討した結果を図 1-1に示した。補酵素である NADPH 濃度を

150 µMに固定し、基質である dl-glycelaldehydeおよび zenarestatの濃度を変動させるとそ

の X 軸切片は収束した（Ki=63.5 ± 7.9 nM）。また、dl-glycelaldehyde 濃度を 10 mM に固定

し NADPH および zenarestat の濃度を変動させてもすべての X 軸切片が収束した（Ki=62.7 ± 

10.5 nM）。 

解糖系、ペントースリン酸経路、ポリオール代謝経路および NADPH を補酵素とする NOSなど

の酵素活性に対する zenarestat 阻害活性を表 1-3 に示した。0.1 mM zenarestat は aldehyde 

reductase を除き阻害活性を示さなかった。Zenarestat の aldehyde reductase に対する IC50

値は 2.4 µMであった。 

 

（２）体重および血糖値 

各実験に用いたラットの体重および血糖値を表 1-4 に示した。 

すべての実験において正常対照群の値と比べて STZ 対照群の体重は有意に低く、血糖値は有

意に高かった。 

STZラットのこれらの値に対し、zenarestat 処置は組織中ソルビトール濃度検討実験におけ

る最高用量処置群の血糖値をのぞき有意な影響を与えなかった。 
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表 1-2 zenarestatの AR に対する阻害活性 

AR IC50 (nM) 

ヒト 

ラット水晶体 

ラット坐骨神経 

44 (41-47) 

7.5 (7.0-7.9) 

9.0 (8.3-9.8) 

rhAR、ラット水晶体および坐骨神経より抽出した ARに対する zenarestat の阻害活性を測定した。基質である

dl-glyceraldehydeは 10 mM の濃度で、補酵素である NADPH は 150 µM の濃度でアッセイを行った。IC50値は直線

回帰式よりもとめた。カッコ内の数字は 95 %信頼限界をしめす。 

 

 

（３）臓器別および神経中ソルビトール濃度 

臓器別ソルビトール濃度を表 1-5および図 1-2に示した。 

いずれの臓器においても正常対照群と比較し STZ 対照群ではソルビトール濃度の上昇が認

められたが、水晶体において最も著しく、次いで坐骨神経、網膜および腎皮質の順に蓄積が認

められた。また、いずれの部位においても zanarestatは用量依存的にソルビトール濃度を抑制

したが、坐骨神経において最も低用量で抑制した。各臓器における ED50値はそれぞれ、坐骨神

経；6.9 mg/kg、水晶体；41.0 mg/kg、網膜；37.6 mg/kg、腎皮質；>100 mg/kg であった。 

神経中ソルビトール濃度測定の結果を図 1-3 に示した。 

いずれの部位とも正常対照群と比較し STZ 対照群ではソルビトール濃度の有意な上昇が認

められ、脊髄、DRG および坐骨神経では著しいものであった。 

Zenarestat処置により脊髄、DRG および坐骨神経中ソルビトール濃度は用量依存的に抑制さ

れ 32 mg/kg 処置群ではほぼ正常対照群の値に近いものであった。一方全脳では zenarestat処

置により有意な影響は認められなかった。 
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表 1-3 各種酵素に対する zenarestat の阻害活性 

酵素 由来 Inhibition at 0.1 mM (%) 

解糖系 

Hexokinase 

Phosphofructokinase 

Pyruvate kinase 

Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 

Lactate dehydrogenase 

 

ウシ心臓 

ウサギ筋 

ウサギ筋 

ヒト赤血球 

 

ヒト筋 

 

 0.0 

 -3.1 

 0.6 

 7.4 

 

 -5.5 

ペントースリン酸経路 

Glucose-6-phosphate 

dehydrogenase 

6-phosphogluconate 

dehydrogenase 

 

ヒト赤血球 

 

ヒト赤血球 

 

 -2.2 

 

 0.3 

ポリオール代謝経路 

Sorbitol dehydrogenase 

 

 

その他 

Glutathione reductase 

NOS 

Aldehyde reductase 

α-D-glucosidase 

 

Alcohol dehydrogenase 

α-amylase 

 

ヒツジ肝 

ラット水晶体 

ウサギ水晶体 

 

ウシ小腸粘膜 

ラット小脳 

ラット腎 

パン酵母 

ラット小腸粘膜 

ウマ肝 

ヒト唾液 

 

 3.7 

 1.8 

 9.5 

 

 3.9 

 -2.9 

IC50=2.4 µM (2.1-2.8 µM) 

 10.0 

 1.8 

 5.1 

 2.5 

 

酵素阻害活性は分光学的分析により検討した。ただし NOS に関しては TCI-Nox1000m を用いて検討した。いずれの

酵素とも 0.1 mM zenarestat による阻害率を算出した。ただし aldehyde reductage は 0.1 mM の濃度で阻害活性

が認められたため、IC50値を直線回帰式よりもとめた。カッコ内の数字は 95 %信頼限界 
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図 1-1 Zenarestat の rhAR 阻害様式 

 Zenarestatの rhARに対する阻害様式に関する Lineweaver-Burk plot。○：0 M zenarestat、▽：25 nM 

zenarestat、●：45 nM zenarestat、▼：65 nM zenarsetat。A:補酵素である NADPH 濃度を 150 µM に固定し基質

である dl-glyceraldehyde の濃度依存性を検討した。B：dl-glyceraldehyde 濃度を 10 mM に固定し NADPH の濃度

依存性を検討した。平均値±標準誤差、n=3。 

 

（４）神経栄養因子受容体および神経細胞骨格タンパク質 mRNA 定量 

STZラットの DRGにおける神経栄養因子受容体 mRNA 発現量検討結果を図 1-4に示した。 

STZ対照群において、正常対照群の発現量と比較し有意な変動を示した神経栄養因子受容体

mRNAは Trk-C mRNA のみであり他の受容体 mRNA発現量は有意な変動を認めなかった。一方

zenarestat処置群の DRGにおける Trk-C mRNA発現量は STZ対照群の値と比較し有意な低値を

示した。 

STZラットのDRGにおける神経細胞骨格タンパク質mRNA発現量検討結果を図 1-5に示した。 

STZ対照群において、正常対照群の発現量と比較し有意な変動を示した神経細胞骨格タンパ

ク質 mRNA は NF-H および Tα1 α-tubulin mRNA であり、それぞれ有意な低値および高値を示し

た。これらの変動は zenarestat 処置により影響を受けなかった。 
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表 1-4 STZ ラットの体重および血糖値（薬物処置後） 

検討項目 

群 

体重 

(g) 

血糖値 

(mg/dl) 

臓器別ソルビトール濃度測定群 

正常対照 (7) 

STZ 対照 (7) 

3.2 mg/kg zenarestat (7) 

10 mg/kg zenarestat (7) 

32 mg/kg zenarestat (7) 

100 mg/kg zenarestat (7) 

 

 398 ± 6 

 253 ± 13 ** 

 258 ± 6  

 258 ± 8  

 244 ± 10 

 257 ± 6 

 

 191 ± 5 

 654 ± 35 ** 

 668 ± 43  

 584 ± 19  

 560 ± 26  

 542 ± 9 # 

神経中ソルビトール濃度測定群 

正常対照 (7) 

STZ 対照 (8) 

3.2 mg/kg zenarestat (8) 

32 mg/kg zenarestat (8) 

 

 405 ± 12  

 290 ± 9 ** 

 306 ± 7  

 302 ± 5  

 

 123 ± 3  

 535 ± 11 ** 

 537 ± 16  

 607 ± 31 # 

DRG における mRNA 発現量測定群 

正常対照 (18) 

STZ 対照 (20) 

32 mg/kg zenarestat (20) 

 

 420 ± 7 

 274 ± 9 ** 

 280 ± 8  

 

 148 ± 7  

 545 ± 29 ** 

 520 ± 24  

それぞれの実験に用いたラットの薬物処置 2 週間後の体重および血糖値を示した。Zenarestat 処置群の血糖値が

STZ 対照群の血糖値と比較して有意な差が認められた実験があったが再現性が得られるものではなかった。平均値

±標準誤差、カッコ内の数字は例数。**；p<0.01 vs 正常対照群（Student’s t-test or Aspin-Welch test）、#；

p<0.05 vs STZ 対照群（Dunnett の多重比較検定） 
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表 1-5 STZ ラットにおける臓器別ソルビトール濃度 

部位 正常対照 STZ 対照 

坐骨神経 

水晶体 

網膜 

腎皮質 

 89.4 ± 7.1 

 87.8 ± 8.1 

 64.8 ± 9.1 

 42.3 ± 5.1 

 1577.3 ± 190 ** 

 32586.0 ± 1510 ** 

 1312.5 ± 90.1 ** 

 182.8 ± 14.4 ** 

STZ 処置 4週間後のラット組織よりジクロロメタンを用いてソルビトールを抽出し、フェニルイソシアネート化し

たソルビトールを ODS カラムにて分離後、分光学的に定量した。単位; nmol/g、平均値±標準誤差、n=7、**; p<0.01 

vs 正常対照群（Student’s t-test or Aspin-Welch test） 
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図 1-2 STZ ラットにおける臓器別ソルビトール濃度に対する zenarestat の作用 

○：坐骨神経、▽：水晶体、●：腎皮質、▼：網膜。Zenarestat処置 2週間後のラットより各臓器を採取し、ソ

ルビトール濃度を定量した。縦軸は正常対照群の平均値を 100 %、STZ 対照群の平均値を 0 %として算出した抑制

率を示す。値は 7 例の平均値。 
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図 1-3 STZ ラットにおける神経中ソルビトール濃度に対する zenarestat の作用 

Zenarestat処置 2週間後のラットより各神経組織を採取し、ソルビトール濃度を定量した。平均値＋標準誤差、

n=7-8、**；p<0.01 vs Normal（Student’s t-test or Aspin-Welch test）、#；p<0.05, ##；p<0.01 vs STZ（Dunnett

の多重比較検定） 
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図 1-4 STZラットの DRGにおける神経栄養因子受容体 mRNA発現量に対する zenarestatの 

 作用 

Zenarestat（32 mg/kg po）処置 2 週間後のラットより DRG を採取し、神経栄養因子受容体 mRNA 発現量を real-time 

PCR 法により定量した。平均値＋標準誤差、n=18-20、*；p<0.05 vs STZ（Dunnett の多重比較検定） 
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図 1-5 STZ ラットの DRG における神経細胞骨格タンパク質 mRNA 発現量に対する 

 zenarestat の作用 

Zenarestat（32 mg/kg po）処置 2 週間後のラットより DRG を採取し、神経細胞骨格タンパク質 mRNA 発現量を

real-time PCR 法により定量した。平均値＋標準誤差、n=18-20、*；p<0.05, **；p<0.01 vs STZ（Dunnett の多

重比較検定） 
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考察 

Zenarestat は ARI として Ao らによって報告されているが、用いられた AR はラット、ウサ

ギおよびウシ由来でありヒト AR に対する阻害検討はされていなかった（8）。そこで今回 rhAR

を用いて阻害活性を検討したところラット由来 ARと比較し５倍程度弱かった。また Ao らの報

告では zanrestatはウサギ由来 ARに対して基質である dl-glyceraldehydeが低濃度のときは不

競合阻害を示し、高濃度のときは非競合阻害を示すとされている。今回の rhAR を用いた検討で

は基質濃度に依存し阻害様式が異なる現象は認められずいずれの場合においても非競合阻害を

示した。以上の結果から zenarestat は ARの阻害剤ではあるが阻害活性および阻害様式につい

ては種差が存在することが判明した。また zenarestatは解糖系酵素、ペントースリン酸経路酵

素および NADPH を補酵素とする酵素に対しては阻害活性を示さなかった。一方で aldehyde 

reductaseに対しては IC50=2.4 µM の阻害活性を有していた。Aldehyde reductase は AR と同様

に aldo-keto reductaseに属する酵素であることから他の酵素と異なり zenarestatに対して親

和性を示すものと考えられる。しかしながら ARに対する阻害活性と比較して明らかに弱いこと

から、zenarestat は選択的 ARIと考えられた。 

STZラットは糖尿病合併症研究において汎用される糖尿病動物である。末梢神経障害研究に

おいても病態解析に良く用いられており、本章の研究に用いた zenarestat を含む ARI が病態改

善・進行抑制を示すことが多く報告されている。ARおよびポリオール代謝経路活性亢進は糖尿

病合併症に深く関わるものと考えられているが、STZ ラットの臓器では腎皮質を除き著しいソ

ルビトール蓄積が認められた。腎臓は他の合併症標的臓器と比較し AR発現が少ないことが報告

されており（46）、今回の結果も矛盾しないものと思われる。これら臓器中ソルビトール蓄積の

うち、全身性に投与した zenarestat は坐骨神経において最も低用量でソルビトール蓄積を抑制

した。これらの結果から zenarestat の糖尿病合併症発症・進展抑制作用は末梢神経において最

も鋭敏に現れるものと考えられた。 

本章の検討においても他の報告と同様に神経中ソルビトール蓄積をほぼ正常レベルまで抑

制する用量で神経機能異常を是正することが確認された（9, 47-49）。しかしながら DRGにおい

てもソルビトール蓄積が認められ、ARI 処置により抑制されることを示した研究結果は本研究
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が始めてであり、DRG におけるポリオール代謝経路の活性亢進も糖尿病性神経障害発症の一因

と考えられた。DRG は一次感覚神経の細胞体が存在する部位であるが髄鞘も豊富に存在してお

り、本研究で認められたソルビトール蓄積はこれら髄鞘を形成するシュワン細胞に蓄積したも

のであると考えられる。しかしながら近年 DRGにおける satellite cellおよび血管内皮細胞に

も ARが存在することが報告されており、これらの細胞におけるソルビトール蓄積も ARI 処置に

より抑制され機能異常が是正されていることが想像される（50）。一方脊髄においても著しいソ

ルビトール蓄積が認められ zenarestatにより抑制された。本研究で検討した脊髄には脊髄神経

も含まれていることおよび全脳には末梢神経のように著しいソルビトール蓄積が認められない

ことから同部位におけるソルビトール蓄積は脊髄神経におけるものと考えられる。脊髄神経に

おけるソルビトール蓄積が神経機能異常を惹起し、末梢神経障害を引き起こしているものと思

われるが、事実神経機能検査において神経全長の機能を反映している F波解析が糖尿病性神経

障害の病態指標として用いられ AR が改善効果を示すこと、Sasaki らの報告にあるように STZ

ラットでは脊髄神経においても形態異常が認められることからも脊髄神経も標的臓器の一つと

して考えられる（9, 51）。 

糖尿病性神経障害の発症メカニズムのひとつとして神経栄養因子の機能異常は２０年以上

注目を集めているにもかかわらず高血糖がいかにしてそれらの機能異常を誘発するのか不明な

ままである。本章ではそれぞれ NGF、brain-derived neurotrophic factor（BDNF）および NT-3

の受容体である Trk-A、-Bおよび-Cと、これらの内因性神経栄養因子に低親和性を示す p75に

着目し、AR との関係の有無を検討した。その結果 STZ ラットの DRG において mRNA 発現異常が

認められ ARI 処置により是正された受容体として Trk-C が見出された。Trk-C は DRG において

大径神経細胞に局在することが報告されていることと本研究結果と考え合わせると、ヒトの糖

尿病性神経障害における触覚異常を ARI が改善しているメカニズムには Trk-Cを介したシグナ

ル伝達異常の改善作用があるのかもしれない（52, 53）。Mizisinらは Trk-Cの内因性アゴニス

トであるNT-3の処置によりSTZラットにおける末梢神経線維の萎縮が改善されることなく伝導

速度遅延が是正されることを報告している（19）。これまで STZ ラットにおける末梢神経線維の

萎縮が神経伝導速度遅延の発症メカニズムのひとつと考えられたが、本章における研究結果か
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らポリオール代謝経路の活性亢進が、Trk-C を介したシグナル伝達異常を誘発し神経伝導速度

遅延を惹起している可能性も考えられる。 

活動電位の伝導速度は神経軸索の直径に相関を示すことから、糖尿病性神経障害における神

経伝導速度遅延を説明する目的で細胞骨格タンパク質の発現量異常、リン酸化異常および軸索

輸送異常について多くの研究がなされている（22-29）。そこで本章ではポリオール代謝経路と

細胞骨格タンパク質の mRNA 発現量異常について検討した。その結果本章における検討では他の

報告と比較し急性期の STZ ラットであるにもかかわらず NF-H および Tα1 α-tubulin mRNA の

有意な変動が認められた。特に NF-Hは神経軸索径を規定するサブタイプであり、本研究結果は

STZラットの末梢神経において神経軸索に萎縮が認められる有力な説明になる（23）。しかしな

がら ARIはこれらの細胞骨格タンパク質 mRNAの発現異常を改善しなかった。ARIが糖尿病性神

経障害の末梢神経において神経軸索・線維萎縮を抑制することが多く報告されていることを考

え合わせると、ポリオール代謝経路の活性亢進は細胞骨格タンパク質の発現量異常を誘発して

いるのではなく、リン酸化異常などの他のメカニズムに関与しているものと思われる。 

本研究における細胞骨格タンパク質の mRNA発現量検討では、STZラットの DRGにおいて NF-H 

mRNA 発現低下および Tα1 α-tubulin mRNA 発現上昇が認められ、他の遺伝子に変動は認めら

れなかった。Liuzzi らはこれらのほかに NF-L およびβIII tubulin mRNA の発現量も変化する

ことを報告している（54）。これらの矛盾は糖尿病罹病期間が異なることが原因と思われる。糖

尿病性神経障害は糖尿病罹病期間の延長に伴い重篤化していく疾患であり、NF-H および Tα1 

α-tubulin は糖尿病罹病早期から変動する遺伝子と思われる。また NF の発現低下および

tubulinの発現上昇は Liuzziらが指摘しているように軸索離断が起こり軸索再生を行っている

神経細胞に認められる発現変動と同様である。これら２遺伝子の発現変動に対して ARIは影響

を与えなかったことから糖尿病は末梢神経に対して軸索離断を誘発するような物理的損傷と同

様の影響を与え、この影響はポリオール代謝経路の活性亢進によって惹起されるものではない

ことが考えられる。 

以上の本章における研究により、zenarestat は rhAR に対しては非競合的阻害を示す選択的

ARIであり、糖尿病合併症標的臓器のうち末梢神経に対して強い AR阻害作用を有することが示
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された。さらにその作用は坐骨神経のみならず、DRG および脊髄神経を含む脊髄にまで及ぶこ

とが示され、その結果の一部として DRG における Trk-C mRNA発現異常を是正していることが示

された。 
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第２章 Zucker diabetic fatty ラットの末梢神経機能障害に対する zenarestat

の作用 

 

糖尿病は血中のインスリン依存性の有無によって２種類に分類されている。臨床ではインス

リン依存性を示す１型糖尿病よりも、高インスリン血症および高脂血症を伴う２型糖尿病が多

数を占めており末梢神経障害の病態も異なることが報告されている（55, 56, 57）。しかしなが

らこれまで糖尿病モデル動物としては１型糖尿病のモデル動物である STZ ラットが汎用されて

おり、２型糖尿病モデル動物を用いた糖尿病性神経障害の解析はあまり行われていない。 

Zucker diabetic fatty（ZDF）ラットは高血糖、高脂血症および高インスリン血症を示す２

型糖尿病モデル動物であり、末梢神経障害が存在することが報告されている（58, 59）。STZラッ

トにおける末梢神経障害に対する ARの関与は多数報告されているが、極度の低インスリン血症

を示すモデル動物では病態がヒトの場合と大きく異なることが考えられる。そこで糖尿病患者

において多数を占める２型糖尿病によって誘発される末梢神経障害への AR の関与の有無を検

討する目的で ZDF ラットにおける末梢神経障害に対する zenarestatの作用を検討した。 
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実験方法 

（１）実験動物 

7 週齢雄性 ZDF ラット（以下 Fatty ラット）および lean ラットを日本チャールスリバーよ

り購入した。動物は、12 時間の明暗サイクルの人工照明下、室温 23±2℃および湿度 55±5％

で飼育し自由飲水下で固形飼料（MF）を与えた。 

すべての実験操作は、藤沢薬品工業（現アステラス製薬）・動物実験委員会のガイドライン

にしたがって実施した。 

 

（２）使用薬物および投与条件 

Zenarestat（藤沢薬品工業（現アステラス製薬）にて合成）を 0.5％ MCに懸濁し、5 ml/kg

の用量で経口投与した。 

 

（３）日程 

8週齢時より 10％ sucrose含有食（Oriental Yeast, Tokyo, Japan）の負荷を開始した。9

週齢時に Fattyラットを体重および血糖値をもとに 3群に分け、それぞれ 0.5％ MC、3.2 ある

いは 32 mg/kg zenarestat（それぞれ以下 Fatty対照群、3.2 mg/kg Fatty 群あるいは 32 mg/kg 

Fatty 群）を 8 週間にわたって 1 日 1 回反復経口投与した。また lean ラットには 0.5％ MC を

投与した（Lean対照群）。1 群 10 例のラットを用いた。 

体重は 10％ sucrose 含有食負荷前日より週 1回測定した。血糖値は 10％ sucrose 含有食負

荷前日、薬物投与 4 週間および 8 週間後に、運動神経伝導速度（motor nerve conduction 

velocity; MNCV）および F波測定は薬物投与 8週間後にそれぞれ行った。 

8週間の薬物投与を終了した翌日 50 mg/kg ペントバルビタール（i.p.：大日本製薬）麻酔

下で屠殺し、坐骨神経を採取後ソルビトール含量定量操作まで-20℃で保存した。 

 

（４）MNCV測定 

ラットをエーテル麻酔し、直腸温を 37.5～38.0℃に保った。 
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筋電図の測定は、SYNAX 1200（NEC Medical Systems, Tokyo, Japan）を用いて行い、測定

を通じて参照電極を左前肢においた。はじめに、左後肢足首に刺入した刺激用電極により脛骨

神経を 1 Hz で電気刺激し、同側後肢足底筋より M 波を導出した。最大上刺激により得られた M

波を連続 10 回加算平均し、刺激から M 波立ち上がりまでの潜時を記録した。次に刺激電極を

sciatic notch 付近に刺入し、同様に M 波潜時を記録した。両測定の刺激電極間の距離を M 波

潜時差で除して MNCV を算出した。 

 

（５）F 波測定 

F波測定は、MNCV測定と同様にエーテル麻酔下でラットの直腸温を 37.5℃前後に維持し行っ

た。 

左後肢足首に刺入した刺激用電極により脛骨神経を 0.5 Hzで電気刺激し、同側後肢足底筋

より F 波を導出した。M 波を指標に最大上刺激を設定し、この刺激により得られた F 波を連続

20回記録した。刺激から F波出現までの潜時のうち、最も小さいものを F 波最小潜時（F-wave 

minimal latency；FML）とした。 

 

（６）血糖値測定 

切皮により尾静脈よりヘパリンコートキャピラリー中に血液を得た。遠心により血球を分離

後血漿を得、グルコース濃度測定に供した。血漿中グルコース濃度測定はムタロターゼ・GOD

法（Glucose CII-Test Wako, Wako Pure Chemicals）により行った。 

 

（７）坐骨神経中ソルビトール濃度測定 

坐骨神経片の湿重量を秤量後、組織片あたり 1.5 mlの蒸留水を加え、ホモジナイズを行っ

た。ホモジネート 0.5 ml に内部標準として 20 µg/ml ダルシトール水溶液 0.1 ml および蒸留

水 0.4 ml をくわえ、1 M HCl（50 µl）およびジクロロメタン（4 ml）を添加した。室温で 10

分間攪拌後、900×g で 5 分間遠心した。得られた上清を 60℃で窒素乾固後、残渣に 75 µL ピ

リジンおよび 25 µlフェニルイソシアネートを加え、60℃で 1 時間インキュベートした。室温
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へ戻した後 50 µl メタノールを加えた。検量線用ソルビトール水溶液も同様の操作を行った。

フェニルイソシアネート化されたサンプルを高速液体クロマトグラフィーへ注入した。ODS カ

ラム（Waters、Symmetry C-18）を 30℃に保ち、移動層（水：アセトニトリル：メタノール：

テトラヒドロフラン = 550:700:760:20）を流速 1 ml/min で流した。240 nmにおける吸光度を

指標にソルビトール濃度を定量し、組織湿重量で補正した。 

 

（８）統計計算 

すべての測定項目について平均値および標準誤差を算出した。 

有意差検定はLean対照およびFatty対照群間はStudent’s t-testまたはAspin-Welch test

を、Fatty ラットを用いた 3 群間は Dunnett の多重比較検定を用いておこない、有意水準を 5 %

に設定した。 
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実験結果 

（１）体重および血糖値 

体重および血糖値の結果を表 2に示した。 

薬物投与開始前では Lean対照群に対して Fatty対照群の体重および血糖値は有意な高値を

示した。薬物投与後では Lean 対照群と Fatty対照群との間で体重に有意な差は認められなかっ

た。 

また zenarestat処置群の体重および血糖値はいずれの測定時点とも Fatty対照群と比較し

有意な差は認められなかった。 

なお F 波測定後麻酔による死亡例が発生したため Fatty対照および 3.2 mg/kg Fatty群にお

いて n=9の値がある。 

 

（２）MNCV 

MNCVの結果を図 2-1 に示した。 

薬物投与開始前では Lean対照および Fatty 対照群間で差は認められなかったが、薬物投与

後では Fatty 対照群の MNCV は Lean対照群と比較して有意に低下していた。 

この低下に対して zenarestat 処置は有意な改善作用を示した。 

 

（３）FML 

F波典型例を図 2-2に示した。M波と比較し F波は明らかに長い潜時をしめし、振幅も小さ

なものであった。また連続 20 回刺激により得られた F波は潜時、振幅および波形にばらつきが

認められた。 

FMLの結果を図 2-3 に示した。 

Fatty対照群の FMLは Lean対照群と比較して有意に延長していた。Zenarestat処置群の FML

は用量依存的に短縮し、32 mg/kg Fatty 群の FML は Fatty対照群と比較して有意な差が認めら

れた。 
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表 2 ZDF ラットの体重および血糖値に対する zenarestat の作用 

 薬物処置前 薬物処置８週間後 

 体重 

(g) 

血糖値 

(mg/dl) 

体重 

(g) 

血糖値 

(mg/dl) 

Lean 対照 269.2±2.5 125.5±6.8 372.9±3.7 205.7±5.7 

Fatty 対照 334.7±7.6 ** 408.0±36.3 ** 383.1±9.3 a 591.0±11.7 **a 

3.2 mg/kg 

Fatty 
331.0±9.6 407.2±39.1 370.8±8.5 a 606.8±34.4 a 

32 mg/kg 

Fatty 
334.3±7.1 405.6±39.1 369.0±7.0 623.1±25.6 

薬物処置前（群分け時）および薬物処置 8 週間後の体重および血糖値を示した。平均値±標準誤差、n=10ただし

a の値は n=9、**；p<0.01 vs Lean 対照群（Student’s t-test or Aspin-Welch test） 
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図 2-1 ZDF ラットにおける MNCV に対する zenarestat の作用 

薬物処置 8 週間後の MNCV を示した。横軸の数字は経口投与量（mg/kg）を示す。平均値＋標準誤差、n=10、**；

p<0.01 vs Lean 対照群（Student’s t-test or Aspin-Welch test）、##；p<0.01 vs Fatty対照群（Dunnett の多

重比較検定）。 
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図 2-2 F 波典型例 

Ａ：単発刺激による波形。Ｂ：連続 20回刺激による波形。いずれの波形とも大きな M 波に続き小さな F 波が認め

られた。これらの記録のうち、最も F波潜時の短いものを FML とした。スケールバーは横：2ミリ秒、縦：I 領域 

2mV、II 領域 1 mV。 
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図 2-3 ZDF ラットにおける FML に対する zenarestat の作用 

薬物処置 8週間後の FML を示した。横軸の数字は経口投与量（mg/kg）を示す。平均値＋標準誤差、n=10、**；p<0.01 

vs Lean 対照群（Student’s t-test or Aspin-Welch test）、##；p<0.01 vs Fatty 対照群（Dunnett の多重比較

検定）。 
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（４）坐骨神経中ソルビトール濃度 

坐骨神経中ソルビトール濃度の結果を図 2-4 に示した。 

Fatty対照群の坐骨神経中ソルビトール濃度は Lean対照群と比較して著しい高値を示した。

Zenarestat処置群の坐骨神経中ソルビトール濃度は用量依存的かつ有意な低値を示した。 

なお F 波測定後麻酔による死亡例が発生したため Fatty対照および 3.2 mg/kg Fatty群にお

いて n=9の値がある。 
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図 2-4 ZDF ラットにおける坐骨神経中ソルビトール濃度に対する zenarestat の作用 

薬物処置 8週間後の坐骨神経中ソルビトール濃度を示した。横軸の数字は経口投与量（mg/kg）を示す。平均値＋

標準誤差、n=10 ただし Fatty 対照および 3.2 mg/kg zenarestat 群は n=9、**；p<0.01 vs Lean 対照群（Student’s 

t-test or Aspin-Welch test）、##；p<0.01 vs Fatty 対照群（Dunnettの多重比較検定）。 
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考察 

ヒトにおける疫学調査では全糖尿病患者のうち２型糖尿病患者がしめる割合は 90 %程度と

いわれている（1）。糖尿病性神経障害は高血糖が大きな原因であると考えられているが、１型

糖尿病と２型糖尿病に合併する神経障害では、病型、重篤度および病態進行速度に違いが認め

られており、異なる発症メカニズムが存在することが示唆されている（55-57）。臨床において

多数を占める糖尿病は２型であるにもかかわらずモデル動物を用いた検討は１型糖尿病動物が

多数を占める。そこで糖尿病性神経障害に対するポリオール代謝経路の活性亢進が２型糖尿病

における末梢神経障害にも関与をしているか検討を行なった。 

ZDFラットは肥満、インスリン抵抗性および高血糖を示す２型糖尿病のモデル動物としてし

ばしば用いられ、食餌中にスクロースを負荷することによって脱髄／再髄鞘化、ワーラー変性

および神経伝導速度の遅延などの糖尿病性神経障害様の病理像を示すことが報告されている

（59）。これまで糖尿病性神経障害における AR の関与を解析するためのモデル動物としてはイ

ンスリン分泌低下を示す１型糖尿病モデルである STZラットが高頻度に用いられており、本実

験で用いた ARIである zenarestatについても Yamamotoらによって末梢神経障害改善作用を示

すことが報告されている（9）。２型糖尿病モデル動物をもちいた末梢神経機能評価は Otsuka 

Long-Evans Tokushima Fatty ラットにおいて報告されているが、本動物は血中インスリン濃度

は正常値を示すことから比較的軽度の２型糖尿病であると考えられる（60）。高インスリン血症

が報告されている２型糖尿病モデル動物を用いた報告は今回の結果が初めてであり、STZ ラッ

トを用いた報告と同様に ARI が動物の体重および血糖値に影響を与えることなく末梢神経中の

ソルビトール蓄積を 90 %以上抑制する投与量で有意な神経伝導速度の改善作用を示した。今回

の結果と STZラットを用いた報告とを考え合わせると、血中インスリン濃度の高低にかかわら

ず高血糖に基づくポリオール代謝経路の活性亢進およびそれに続く神経中ソルビトール蓄積が

糖尿病性神経障害の発症・進展の一因となっているものと考えられる。 

これまで末梢神経機能を電気生理学的に評価する場合、末梢神経を２点で刺激し誘起される

骨格筋反応の潜時差と２点間の距離から導かれる伝導速度が用いられていた。この手法は刺激

２点間の神経機能を定量的かつ再現性よく評価でき広く採用されている実験手法である。本研
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究においても糖尿病動物のMNCV遅延およびそれに対するARIの改善作用を感度よく検出できて

いる。しかしながら糖尿病は全身性の疾患であり、高血糖の影響は MNCV評価で反映される遠位

の末梢神経のみならずより中枢側の神経にも影響を及ぼすことが考えられる。事実第 1章で示

したように DRGおよび脊髄神経を含む脊髄にもソルビトール蓄積が認められていること、脊柱

内に存在する DRG における 8-OHdG 陽性細胞の減少や p38 MAP kinaseの異常が糖尿病発症急性

期の動物で報告されていること、さらに脊髄神経における myelin splittingや DRG神経細胞体

の萎縮などが長期飼育された STZ ラットを用いた検討で報告されていること（51, 61, 62）な

ど、より上位中枢での機能異常が多数報告されている。F 波は最大上刺激により誘発された逆

行性の神経興奮が惹起した筋反応であり、末梢神経全長の機能を反映した指標である（63）。こ

れまでの糖尿病性末梢神経障害研究は脊柱よりも遠位の末梢神経における検討が主であったが、

ARI 処置によりより中枢側の機能を反映した FML の延長が改善されたことなどを考え合わせる

と、糖尿病により誘発されたポリオール代謝経路の活性亢進により脊柱内で惹起された障害も

糖尿病性末梢神経障害のおもな発症原因となっていることが考えられる。 

以上の本章における研究により、糖尿病性末梢神経障害には糖尿病の分類によらずポリオー

ル代謝経路の活性亢進が末梢神経全長に渡って一定の関与を持っていることが示された。 
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第３章 慢性 STZ 誘発糖尿病ラットの後根神経節形態異常に対する zenarestat

の作用 

 

糖尿病性末梢神経障害は糖尿病罹病期間の延長に伴い、発症頻度が上昇するとともに症状も

重篤化することが報告されている（4）。実験動物の場合も糖尿病罹病期間が比較的短期な場合

は腓腹神経などの末梢神経のみに形態変化が認められるが、長期罹病させた場合一次感覚神経

の細胞体が存在する DRGにおいても異常が観察されることが報告されている（64）。これまで糖

尿病性末梢神経障害発症・進展機序解明は末梢神経軸索周辺の環境変化解析に注力されてきた

が、近年 DRGにおける異常に関する報告が多数なされており、病変部位のひとつとして注目さ

れている。 

AR は髄鞘を形成するシュワン細胞に豊富に発現しているが神経細胞には比較的発現量が少

ないとされている。しかしながら末梢神経はシュワン細胞から密接な影響を受けており、シュ

ワン細胞に長期にわたってソルビトールが蓄積した場合、末梢神経の細胞体にも何らかの影響

を与えることが考えられる。これまで慢性糖尿病動物を用いた ARI の作用を検討した報告は腓

腹神経におけるもののみであり、DRG の形態異常に言及したものはない。そこで本章では ARI

である zenarestat を慢性投与し糖尿病動物の DRG 形態異常に対する ARの関与の有無を検討し

た。 
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実験方法 

（１）実験動物 

6 週齢雄性 SD ラットを日本チャールスリバー（Yokohama, Japan）より購入した。動物は、

12 時間の明暗サイクルの人工照明下、室温 23±2℃および湿度 55±5％で飼育し自由飲水下で

固形飼料を与えた。 

すべての実験操作は、藤沢薬品工業（現アステラス製薬）・動物実験委員会のガイドライン

にしたがって実施した。 

 

（２）使用薬物および投与条件 

Zenarestat（藤沢薬品工業（現アステラス製薬）にて合成）を 0.03％ 含有する固形資料

（CRF-1, Oriental Yeast Co., Tokyo, Japan）を調製し与えた。 

 

（３）日程 

7週齢時に一晩絶食後 STZ（Sigma, St. Louis, USA）を尾静注した（60 mg/kg）。正常ラッ

トには溶媒であるクエン酸緩衝液（pH 4.5）のみ投与した。 

STZ投与２週間後、体重および血糖値を測定し、これらの値をもとに糖尿病ラットを２群に

分けた（それぞれ STZ 対照および STZ zenarestat 群）。群分け後より zenarestat 投与群には

0.03 % zenarestat 含有飼料を与えた。なお、薬物投与開始時の各群の動物数は正常対照群は

16例、STZ対照および STZ zenarestat 群はいずれも 28例を用いた。 

体重測定は zenarestat 投与開始日および投与 51週後まで行い、血糖値および HbA1c 測定は

zenarestat投与開始 2日前および投与 52 週間後まで行った。 

 

（４）血糖値および HbA1c測定 

切皮により尾静脈よりヘパリンコートキャピラリー中に血液を得た。遠心により血球を分離

後血漿および血球を分離した。血漿中グルコース濃度測定はムタロターゼ・GOD 法（Glucose 

CII-Test Wako, Wako Pure Chemicals, Osaka, Japan）により行った。HbA1c 測定は血球成分
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に100U/mlヘパリン含有冷生理的食塩水を加え再懸濁しDCA2000システム（Bayer Medical Ltd., 

Tokyo, Japan）を用いて測定した。 

 

（５）神経形態計測 

Zenarestat投与 53-54週間後、ラットを 50 mg/kg ペントバルビタール（i.p.：大日本製薬）

で麻酔し、左心室より固定液（4 % paraformaldehyde, 0.5 % glutaraldehyde, 0.1 M phosphate 

buffer, pH 7.4）を 30分以上還流した。その後 DRGおよび腓腹神経を採取し後固定液（2.5 % 

glutaraldehyde, 0.09 M cacodylate buffer, pH 7.4）中で固定した。さらにオスミウム染色

を施しエポン樹脂中に包埋した。準薄切切片（0.8 µm）を作製し 1 % toluidine blue あるい

は 8 % p-phenyldiamine で染色を行った。 

腓腹神経形態観察では artifact が神経束の 1/3 を超える個体および総神経束面積が 0.03 

mm2以下の個体を削除したため各群 6例を用いた。光学顕微鏡（BX50, OLYMPUS, Tokyo, Japan）

に CCD camera（HC300Z, FUJIFILM, Tokyo, Japan）を接続し 1000 倍下で腓腹神経横断切片を

観察した。Adobe Photoshop version  5.0（Adobe System Inc., USA）にて画像処理後、Mac Scope 

version 2.5（Mitani Corp., Fukui, Japan）を用いて形態計測を行った。測定項目は神経束面

積（total fascicular area, TFA）、有髄神経線維密度（fiber density）、有髄神経線維平均面

積（fiber size）、有髄神経軸索平均面積（axon size）、G-ratio（有髄神経軸索平均半径/有髄

神経線維平均半径）をそれぞれ算出した。 

DRG 形態観察では各群 8 例のラットより神経節の長軸中心より 100 µm 以内の横断切片を作

製した。細胞内の核が明瞭に同定可能な細胞のみを測定対象とし、腓腹神経形態観察の場合と

同様の画像取得システムを用いた。200倍光顕観察下で細胞の横断面積（cell area）を算出し

た。 

 

（７）統計計算 

すべての測定項目について平均値および標準誤差を算出した。 

有意差検定は Student’s t-test または Aspin-Welch testを用いた。いずれの検定とも有
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意水準は 5 %に設定した。 
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実験結果 

（１）形態計測に用いた動物数 

薬物投与開始時には正常対照、STZ 対照および STZ zenarestat 群の例数はそれぞれ 16、28

および 28例であった。薬物投与期間中にそれぞれ 2、8 および 11 例が死亡した。神経採取時点

の血糖値が、STZ対照および STZ zenarestat群においてそれぞれ 8および 2例、400 mg/dLを

下回ったため検討より除外した。残りのラットより、STZ 対照および STZ zenarestat 群間の体

重の平均値がほぼ同じ値になるように 8 例を選び神経形態観察対象とした。 

 

（２）体重、血糖値および HbA1c 

体重、血糖値および HbA1cの結果を表 3-1 に示した。 

いずれの時点においても STZ 対照群の体重は正常対照群と比較し低い値を示し、血糖値およ

び HbA1cは正常対照群のそれらの値より高い値を示した。 

STZラットのこれらの値に対し、zenarestat 処置は有意な影響を与えなかった。 

 

表 3-1 STZ ラットの体重、血糖値および HbA1cに対する zenarestat の作用 

群 

時点 

体重 

(g) 

血糖値 

(mg/dl) 

HbA1c 

(%) 

正常対照群 

2-week 

13-month 

 

 

 347.8 ± 2.2 

 868.3 ± 27.7 

 

 

 122.3 ± 2.2 

 123.1 ± 5.4 

 

 2.8 ± 0.1 a 

 3.0 ± 0.1 

STZ 対照群 

2-week 

13-month 

 

 

 272.1 ± 8.2 ** 

 319.1 ± 16.3 ** 

 

 593.8 ± 22.9 ** 

 602.5 ± 35.3 ** 

 

 6.7 ± 0.1 ** 

 8.9 ± 0.9 ** 

STZ zenarestat 群 

2-week 

13-month 

 

 275.1 ± 4.2 

 318.9 ± 15.9 

 

 559.4 ± 32.0  

 798.6 ± 90.1 

 

 6.6 ± 0.2 

 9.3 ± 0.4 

神経形態計測に用いたラットの群分け時および神経組織採取時の体重、血糖値および HbA1cを示した。平均値±

標準誤差、n=8 ただし a の値は n=7（1例検出限界以下、<2.5 %）、**；p<0.01 vs 正常対照群（Student’s t-test 

or Aspin-Welch test）。 
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（３）DRG形態計測 

形態計測に用いた DRG 光顕画像典型例を図 3-1に示した。細胞体内の核が明瞭に判別でき、

空胞が認められる細胞も観察された。 

Cell areaに関する結果を図 3-2に示した。Cell area算出に用いた細胞数は正常対照、STZ

対照および STZ zenarestat 群においてそれぞれ 72 ± 23、95 ± 36 および 90 ± 43 であった。

STZ対照群の cell area は正常対照群と比較し有意に低下していた。STZ zenarestat 群の cell 

areaは STZ対照群と比較し有意に上昇していた。 

 

図 3-1 DRG 光顕画像典型例 

DRG 光顕画像典型例を示す。左：正常対照群。右：STZ 対照群。核が明瞭に判別できる細胞を任意に選択し、細胞

面積を算出した。拡大倍率は 200 倍。スケールバーは 40 µm を表す。 
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図 3-2 STZ ラットにおける DRG 形態変化に対する zenarestat の作用 

薬物処置 53-53 週間後の DRG 細胞面積を示した。核が明瞭に判別できる細胞を任意に選択し、細胞面積を算出し

た。平均値＋標準誤差、n=8、**；p<0.01 vs Normal、#; p<0.05 vs STZ（Student’s t-test or Aspin-Welch test）。 

 

（４）腓腹神経形態計測 

腓腹神経形態計測結果を表 3-2に示した。 

正常対照群と比較し STZ 対照群の TFA および fiber size は有意に低下し、fiber density

および G-ratio は有意に上昇していた。axon size は低下傾向を示したものの有意なものでは

なかった。 

また STZ対照群と比較し STZ zenarestat 群の fiber density は有意に低下し、fiber size

は有意に上昇していた。 

 

表 3-2 腓腹神経形態変化に対する zenarestat の作用 

群 

 

TFA 

(mm2) 

Fiber density 

(/mm2) 

Fiber size 

(µm2) 

Axon size 

(µm2) 

G-ratio 

 

正常対照群  0.074 ± 0.006  9616 ± 704  47.6 ± 3.7  17.4 ± 1.4  0.61 ± 0.01 

STZ 対照群  0.045 ± 0.006 **  14353 ± 558 **  33.3 ± 1.0 *  13.8 ± 0.4  0.64 ± 0.01 ** 

STZ zenarestat 群  0.068 ± 0.010 a  11282 ± 542 ##  42.3 ± 2.0 ##  15.2 ± 1.3  0.61 ± 0.02 

薬物処置 53-53 週間後の腓腹神経形態計測結果を示した。平均値±標準誤差、n=6 ただし aの値は n=5（1例固定

不良）、*；p<0.05, **；p<0.01 vs 正常対照群、##; p<0.01 vs STZ 対照群（Student’s t-test or Aspin-Welch 

test）。 



 41 

考察 

糖尿病性末梢神経障害は糖尿病罹病期間の延長に伴い、病態が進展・重症化することが判明

している。実験動物の場合においても糖尿病誘発急性期には軸索が存在する末梢神経遠位部の

みに形態変化が認められるが、糖尿病罹病期間を延長させることにより一次感覚神経の細胞体

が存在する DRGにも形態異常がおよぶことが報告されている（64）。しかしながら実験動物を用

いた病態解析には糖尿病発症急性期の動物を用いたものが多く、これらの検討から得られた知

見が慢性糖尿病性神経障害に対してどの程度関与しているのか不明であった。この観点から慢

性糖尿病ラットの末梢神経異常に対する ARI の予防効果が Kato らによって報告され、ポリオー

ル代謝経路の活性化が病態慢性期にも一定の関与を持っていることが証明されている（20）。し

かしながら彼らの報告は比較的早期から異常が認められる腓腹神経を用いたものであること、

糖尿病性神経障害の末梢神経異常は末梢から中枢へ向かう（dying back 現象）こと、などを考

え合わせるとより中枢側に位置する DRG を用いた検討に興味が持たれた。以上のことより STZ

誘発慢性糖尿病ラットにおける DRG 形態異常に対する ARI の作用の有無を明らかにする目的で

本研究を行った。 

本研究においてSTZ処置により糖尿病を誘発し1年経過したラットでは腓腹神経に形態異常

が認められるとともに、DRG にも異常が認められた。これらの異常は他の報告と同様であり糖

尿病性神経障害が進行すると形態異常が末梢部のみならず中枢部においても存在することが確

認された（51, 64）。また本研究よって ARI の慢性処置により腓腹神経の異常のみならず DRG

の形態異常も軽度にとどまることが判明した。これらの結果より糖尿病性神経障害には高血糖

により誘発されるポリオール代謝経路の活性亢進が持続的に関与しており、この経路の活性を

抑制し続けることによって病態進行を抑制することが示された。糖尿病性末梢神経障害におい

てなぜ末梢神経線維や DRG 神経細胞の萎縮が起こり、これらの萎縮が ARI処置により抑制され

るのかは不明な点が多い。しかしながら末梢神経線維を構成する分子の多くは神経細胞体で合

成され、神経軸索流により運搬されることを考えると DRGにおける障害が神経全長に影響を与

えていることが想像される。 

一方、AR はミエリンを形成する分化したシュワン細胞に発現しているとされているが、近
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年 DRG における血管内皮細胞にも発現が認められることが報告されている（50）。第１章におけ

る検討では STZラットの DRG において明らかなソルビトール蓄積が認められたが、この蓄積に

はシュワン細胞のみならず、血管内皮細胞における ARにより産生されたソルビトールが含まれ

ていることが考えられる。またこれらの報告に先立ち Sasakiらにより STZ誘発慢性糖尿病ラッ

トにおける DRGでは血流量が低下していることも報告されている（51）。この DRGにおける神経

血流低下に対する ARI の作用は報告されていないが、本研究でも用いた zenarestatが糖尿病動

物における末梢神経血流低下を抑制することが報告されていることと考え合わせると、ポリ

オール代謝経路の活性亢進は末梢神経全長の血流量を低下させることにより病態を惹起してい

るのかもしれない（9, 51, 64）。 

以上の本章における研究により、AR は糖尿病性神経障害急性期の病態形成のみならず、慢

性期までの病態進行・維持にも大きな役割を占めていることが判明した。 
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総括 

 

本研究において著者は、糖尿病ラットの末梢神経障害発症・病態進展における ARの役割に

ついて検討し、以下の知見を得た。 

 

１：zenarestatはラット、ウサギ、ウシ AR のみならずヒトリコンビナント AR をも阻害し、そ

の阻害様式はウサギ ARに対するものとは異なり基質濃度に依存せず非競合阻害を示した。また

zenarestat は解糖系およびペントースリン酸経路などに属する酵素群には阻害作用を示さな

い AR選択的な阻害剤であった。さらに zenarestat は水晶体、腎皮質および網膜と比較し坐骨

神経および DRGにおいて最も低用量でソルビトール蓄積を抑制することが示され、糖尿病性末

梢神経障害の発症・進展を他の合併症と比較し最もよく抑制することが推察された。一方糖尿

病ラットの DRGでは Trk-C受容体、NF-H および Tα1 α-tubulin mRNAの発現異常が認められ、

これらのうち ARが関与しているものは Trk-C mRNA 発現上昇であった。このことは Trk-Cが糖

尿病性神経障害治療におけるあらたな標的分子であることを示唆している。 

 

２：ZDFラットを用いた糖尿病性神経障害における ARの関与を検討した研究は本研究が始めて

である。Zenarestat は STZ ラットとほぼ同様に坐骨神経中ソルビトール蓄積を抑制し、神経全

長の機能を反映している FML 遅延を改善したことから、糖尿病性神経障害発症メカニズムには

１型糖尿病および２型糖尿病を問わず神経全長にわたって AR が一定の関与を持つことが示唆

された。 

 

３：慢性糖尿病ラットにおける DRG では神経細胞体萎縮が認められ、この萎縮には AR が関与し

ていることが証明された。このことはポリオール代謝経路活性亢進の影響が長期にわたって存

在することにより神経線維が存在する末梢神経にのみならず、末梢神経神経細胞体へも及び異

常をもたらしていることを示したはじめての知見である。 
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本研究は糖尿病性神経障害においてポリオール代謝経路活性亢進がもたらす末梢神経系異

常の一部を明らかにしたものであり、同疾患を理解するための基礎的知見となるものと思われ

る。 
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