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第１章 序論 

心臓は全身に血液を循環させるポンプの役割を担っており、生涯拍動し続ける。全身の組

織は必要な酸素や栄養の取得、老廃物の除去を血液循環に依存しており、心臓は生体内で最

も重要な器官の一つである。地球上の動物はそれぞれ固有の寿命と生活様式を有している

が、心臓にも動物毎に個性がある。一般に心拍数と寿命は逆相関する傾向があり、心拍数の

高い動物ほど寿命が短いという関係がある。一分間の拍動数は象では 20 回、ヒトでは 60

回、汎用実験動物で体の小さいマウスでは 600 回である。これほど拍動頻度に差があると

いうことは、その興奮や収縮の仕組みにも大きな違いがあるはずである。心筋の性質は動物

種だけでなく、発達段階、病気の有無、心臓内での部位になどによっても異なっていると考

えられる。このような心臓機能の多様性を詳細に記述し、その合目的性を考察することによ

り心臓に対する理解が深まると考える。また、病態時の変化をイオンチャネルやトランスポ

ーターのレベルで解析することにより、新たな治療ターゲットに到達できる可能性もある。 

 

糖尿病における心筋障害 

 心筋機能障害をもたらす基礎疾患として高血圧や冠動脈疾患に加え、糖尿病が注目され

ている。糖尿病は心筋梗塞や狭心症などの虚血性心疾患やその他の大血管障害の危険因子

とみなされており、これらを合併することで生命予後不良となることが臨床的にも示され

ている。さらに、糖尿病患者における死亡の主要な原因が心臓・血管系の障害であるとも言

われており、糖尿病性心筋障害(Diabetic cardiomyopathy)は、『冠動脈狭窄や高血圧の基礎疾

患がなく、心筋肥大、心筋間質の線維化、心筋内小冠動脈の肥厚とムコポリサッカライドの

沈着による内腔狭小化の病理的組織所見を有する』と定義されている。糖尿病性心筋障害の

発生機序は明らかではないが、高血糖や酸化ストレスの関与が指摘されている（Kayama et 

al., 2015）。また、心筋細胞内のカルシウム輸送障害やエネルギー代謝異常により早期から

拡張機能障害が認められるとされ、様々な糖尿病モデル動物でも心筋の拡張機能障害が報

告されている。この拡張機能障害は、明らかな心不全症状が出現する前から存在するとも報

告されている(Barry A. Borlaug and David A. Kass., 2006)。 

 交感神経終末から遊離される noradrenaline や副腎髄質より血液中に分泌される

adrenaline などのカテコールアミンは心筋細胞膜上のアドレナリン受容体（αおよびβ受容

体）に作用して心拍数や収縮力を増大させ、心臓のポンプ機能の促進的な調節に重要な役割

を果たしている。この心機能促進はβ受容体刺激（特にβ１受容体）による細胞内サイクリ

ック AMP（cyclic AMP：cAMP）の上昇、それに続く L 型 Ca2+チャネルや筋小胞体

（sarcoplasmic reticulum：SR）機能の活性化により達成されると考えられている。糖尿病ラ

ットの心筋ではβ１、β2 受容体のタンパク発現量が減少しており(Dincer et al., 2001)、β受

容体刺激に対する陽性変時反応および陽性変力反応も減弱していることが報告されている

(Dincer et al., 1998、Kamata et al., 2006)。また、α受容体刺激によって生じる陽性変力反応
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が増大することも報告されている（Kamata et al., 1997、Kamata et al., 2006）。さらに糖尿

病心筋では、受容体刺激のシグナル伝達によって影響を受ける L 型 Ca2+チャネル、SR、

Na+/Ca2+交換機構（Na+/Ca2+ exchanger：NCX）機能にも影響が出ていると報告されている

（Jourdon and Feuvray, 1993、Golfman et al., 1998、Zhong et al., 2001）。 

これらの要因は、興奮収縮機構に影響を与え、薬物に対して正常時とは異なる反応を引き

起こす可能性がある。糖尿病により引き起こされる心筋障害についてより理解を深めるた

めには、糖尿病モデル心筋の基本的性質を分子レベルで理解することが有効である。 

 

心筋の興奮収縮機構 

心臓の興奮収縮機構は洞房結節から生じる活動電位が刺激となり、細胞内 Ca2+濃度が上

昇し、心筋が収縮する。この心筋収縮の引き金となるカルシウムイオン(Ca2+)は、細胞膜の

脱分極によって開口した電位依存性 L 型 Ca2+チャネルから細胞内へ流入する。哺乳動物成

体心室筋の場合、細胞膜が細胞中心部に向かって陥入している T 管が存在しており、L 型

Ca2+チャネルが高密度に分布している。この L 型 Ca2+チャネルから流入した Ca2+が引き金

となり、筋小胞体(SR)のうち T 管と至近距離で対峙している junctional SR の ryanodine 受容

体が開口し、細胞内 Ca2+濃度が上昇する。収縮時の細胞内 Ca2+濃度上昇は主としてこの SR

からの Ca2+放出(Ca2+-induced Ca2+-release : CICR)により引き起こされている。Ca2+は収縮

タンパクのアクチンフィラメント上のトロポニン C と結合し、これによりミオシンフィラ

メントとの相互作用が生じて収縮が誘起される。その後 Ca2+は、主に SR の ATP 依存性 Ca2+

ポンプ(sarco(endo)plasmic reticulum Ca2+ ATPase : SERCA)によって濃度勾配に逆らって再

取り込みされるか、Na+/Ca2+交換機構(NCX)によって細胞外に排出され、その結果、細胞内

Ca2+濃度が減少し、心筋は弛緩する。このように、細胞内 Ca2+濃度変化に直接関与する L 型

Ca2+チャネル、SR および NCX は心臓がポンプ機能を維持し続ける上で中心的役割を担って

おり、動物種や発達段階や病気の有無によって細胞内 Ca2+濃度変化に寄与する程度が異な

ると考えられている。 

 

マウスの心筋の特徴 

心筋収縮の引き金としての役割を担っている活動電位の波形は、動物種によって異なる

特徴が見られ(Binah et al.,1987)、また病態によってもその特徴が変化することが知られてい

る。例えばヒトやモルモットなど多くの動物の心筋の活動電位は 200〜300 msec 程度の明

確なプラトー相を有することが知られているが、成体マウス心筋は活動電位持続時間(action 

potential duration：APD)が著しく短く、プラトー相を欠く波形が特徴的である。これは活動

電位を形成するイオンチャネル、特に K+チャネルの種類や発現量が動物種により異なるた

めであると考えられている。また、糖尿病モデル動物でも活動電位を形成するイオンチャネ

ルに影響が及んでいると考えられており、実際に糖尿病マウスの単離心筋細胞では正常マ

ウスのものと比べて活動電位持続時間が延長しているという報告もある(Meo et al., 2016)。
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マウスは病態モデルや遺伝子改変動物としての汎用性が高く、心重量当たりの筋小胞体（SR）

量や ATP 依存性 Ca2+ポンプ（SERCA）活性が他の動物種と比べて高いことが報告されてい

る（Hamilton and Ianuzzo, 1991）。さらにマウス心室筋の収縮は SR から放出される Ca2+に

強く依存している（Tanaka et al., 2009）。従って、SR 機能の観点から興奮収縮機構の検討を

行うことに適した動物種であると言える。また、当研究室ではこれまでに発達変化の研究を

通して、活動電位持続時間（APD）と心収縮力に対する刺激応答の関連性を明らかとしてき

た（Hamaguchi et al., 2013）。このことから、活動電位持続時間（APD）と心収縮力に対す

る刺激応答の関連性を病態時心筋においても検討することは大変興味深いと言える。また、

マウス心筋は交感神経による支配を強く受けているため、自律神経障害を特に交感神経に

焦点を当てて検討することが可能である。このように、マウスの心臓は必ずしもヒトの心臓

と類似しているわけではないが、基礎研究を進める上で興味深い様々な特徴を有している。 

 

本研究の目的 

 本研究では、糖尿病が心筋の興奮収縮機構とその自律神経刺激応答に与える影響を、活動

電位と細胞内 Ca2+の観点から検討し、心筋障害の機序や薬物に対する反応性の差を、イオ

ンチャネルやトランスポーターのレベルで解明することを目的とした。 

第３章では、基本的な興奮収縮機構の変化を明らかにするため、活動電位波形、Ca2+ 

transient、収縮･弛緩を定量的に比較した。 

第４章では、交感神経による心機能制御の主役であるβアドレナリン受容体刺激に対す

る応答性を検討するとともに、心筋の拡張機能を改善する薬物の効果を検討した。 

第５章では、マウスに特徴的なαアドレナリン受容体刺激に対する陰性変力反応に注目

し、活動電位波形と変力反応の関係性について検討した。 

第６章では、心房細動発症と関係が深い肺静脈心筋自動能に注目し、電気的自発活動の発

生に関与するイオンチャネルやトランスポーターについて検討した。 
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第２章 実験方法 

第１節 実験動物 

 ddY 系雄性マウスを三協ラボサービスより、C57BL/6J 系雄性マウスを日本クレアより購

入し、東邦大学薬学部実験動物センターにて飼育（6〜8 週間）した後、使用した。 

全ての実験は、“東邦大学動物実験等の実施に関する基本指針”および日本薬理学会の定め

る“Guiding Principles for the Care and Use of Laboratory Animals”に従って行った。 

 

第２節 STZ 誘発性糖尿病マウスの作製 

 ddY 系マウス（4 週齢）、C57BL/6J 系マウス（8 週齢）にクエン酸水溶液(pH 5.0 、0.1 M)

に融解させた streptozotocin(STZ)を腹腔内投与(200 mg/kg)し、東邦大学薬学部実験動物セ

ンターで 6〜8 週間飼育した。この streptozotocin 投与マウスの尾静脈より採血し、遠心分

離（3000 rpm、10 min）をして血清を得た。血糖値測定キットのグルコース CⅡ-テストワ

コー（和光純薬）を用いて血清を発色させ吸光度を測定した。この吸光度とブドウ糖標準液

を用いてあらかじめ作製した検量線より血糖値を求めた。非絶食時の血糖値が 350 mg/dL

以上の streptozotocin 投与マウスを糖尿病マウス（STZ）とし実験に用いた。対照群（control）

として、streptozotocin の代わりにクエン酸水溶液(0.1 M)を投与したものを用い、血糖値が

350 mg/dL 以下のものを用いた。 

 

第３節 標本の作製 

1） 右心室筋標本 

マウスを頚椎脱臼させ、直ちに開胸、心臓を摘出し予め室温下で 95%O2-5%CO2 混合ガス

を飽和させておいた栄養液（Krebs-Henseleit：組成は本章第６節に記載）中で心臓内の血液

を充分に洗い流した後、心房と心室を分離し、右心室遊離壁を短冊状に切り離して作製し、

これを実験に用いた。 

 

2） 心房筋標本 

 上記と同様に、開胸後、心室と心房を分離し、血管などの組織を取り除いたのち左右

の心房を分離したものと、分離しなかったもの、それぞれを用いた。 
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3） 肺静脈心筋標本 

 上記と同様に、開胸後、心肺を摘出。あらかじめ 95%O2-5%CO2 混合ガスを十分に通気

した栄養液中で心室と心房、肺静脈とに分離した。マウスの肺は左肺に一葉、右肺は四葉に

分かれているが、右肺を右上(RS)と右下(RI)、左肺を左(L)に分け、実体顕微鏡下で肺組織と

肺静脈組織とを丁寧に分離して計 3 本の肺静脈標本を作製した。 

 

4） 単離心室筋細胞 

 冠動脈よりcollagenase(ヤクルト)を灌流させることにより単離心室筋細胞を調製した。

マウスより心臓を摘出後、大動脈内を大動脈弁方向に逆行性にNormal Tyrode液(組成は本

章第10節に記載)を満たしたカニューレを挿入し、Langendorff灌流標本を作製した。

Normal Tyrode液の灌流により標本の拍動の安定を確認後(5~10分後)、以下の順で栄養液を

灌流した。流速は2.0 ml/minで一定させて灌流した。 

 

Ca2+除去Tyrode液(約20分) 

Collagenase(0.2 mg/ml)添加Ca2+除去Tyrode液(約30分) 

Ca2+除去Tyrode液(約20分) 

KB液(約20分) 

 

KB 液(組成は本章第 10 節に記載)を灌流後、心室筋部分に KB 液中で切り込みを入れ、軽

く振騰した後、200 µm のナイロンメッシュで濾過し、細胞懸濁液を得た。栄養液は全て 100% 

O2 で十分に通気しておき、36±0.5℃に保持した。また、単離した心室筋細胞は実験に用い

るまで室温下、KB 液中に保存した。 

 

第４節 摘出右心室筋標本の収縮力測定 

標本の一端を、organ bath 中で一方を虫ピンで、他方を歪みトランスデﾕ―サー（TB-611T,

日本光電）の先端に固定したステンレス製ピンに刺し、栄養液を満たした organ bath 中で

水平に保持した。標本は刺激装置（DPS-07、ダイヤメデｲカル）よりシリコンブロックに取

り付けた一対の白金線双電極を介して幅 3 msec、閾値の 1.5 倍の電圧で定頻度刺激するこ

とにより駆動し、等尺性に収縮力を測定した。静止張力は各標本が最大の張力を発生するよ

うに設定した。Organ bath 内の液温は 36±0.5℃に保った。得られた張力はアイソメトリッ

ク・トランスデュ―サーを介して歪圧力用アンプ（AP-621G、日本光電）により増幅し、Power 

Lab(AD Instruments)からの電気信号をパーソナルコンピュータに取り込み、Lab Chart 

v7.1(AD Instruments)により記録、解析を行った。  
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第５節 活動電位測定 

1） 摘出右心室標本の活動電位 

心室筋組織標本の一端を 20 ml の栄養液を満たした organ bath 内のシリコンブロック上

に虫ピンで固定し、他方を刺激装置と接続した白金双極電極で水平に保持した後、持続時間

1 msec、閾値の 1.5 倍の矩形波により 1 Hz の定頻度刺激を与えた。Organ bath 内の温度を

36±0.5℃に保ち、30 分から 60 分の incubation 後に活動電位の記録を開始した。細胞内活

動電位は 3 M KCl 溶液を充填したガラス微小電極（CD-2、KEN ENTERPRIZE）を細胞内に

刺入し、電極内のプローブから得た電気信号を高インピーダンス型アンプで増幅後、オシロ

スコープ(CS-5135、KENWOOD)でモニターしつつ、微小電極用アンプ(MEZ-8201、日本光

電)を介して、パーソナルコンピュータ(富士通)に取り込んだ。活動電位波形は Power Lab(AD 

Instruments)からの電気信号をパーソナルコンピュータに取り込み、Lab Chart v7.1(AD 

Instruments)により記録、解析を行った。 

 

2） 肺静脈心筋の活動電位 

 20 mL の栄養液を満たした organ bath 底にシリコンブロックを設置し、標本をステン

レス製ピンで水平に固定した。栄養液中の温度は 36±0.5℃に保った。細胞内活動電位は 3 

M KCl 溶液を充填したガラス微小電極を肺静脈心筋では内腔側から刺入し、電極内のプロ

ーブから得た電気信号を高インピーダンス型アンプで増幅後、Power Lab (AD Instruments) 

からの電気信号をパーソナルコンピュータに取り込み、Lab Chartv7.1(AD Instruments)によ

り記録、解析を行った。自発活動を示さない肺静脈標本に対しては、stimulator(SEN-3201、

日本光電)で frequency 1 Hz、duration 3 msec の刺激を発生させ、白金双極電極から標本に

閾値の 1.5 倍の強度の電圧で刺激した。 
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3） 活動電位波形における各パラメーター 

1Hz 刺激下の活動電位パラメーターを以下のように定義した。 

 

OS   : overshoot (mV) 

APA  : action potential amplitude (mV) 

APD20 : action potential duration at 20% repolarization (msec) 

APD50 : action potential duration at 50% repolarization (msec) 

APD90 : action potential duration at 90% repolarization (msec) 

V
．
max  : maximum rate of rise (V/sec) 

RMP  : resting membrane potential (mV) 

 

第6節 落射蛍光顕微鏡を用いた細胞内事象の画像化解析 

1）  Ca2+
  transientの測定 

調製したマウス単離心室筋細胞を用い、カルシウムイオン蛍光プローブである Indo-1 の

アセトキシメチル体(AM 体)を使用し、落射蛍光顕微鏡(Olympus、IX70)を用いて、画像化解

析実験を行った。ガラス製チャンバー内に移した単離心室筋細胞に KB 液中で indo-1AM 体

を 5 µM になるように加え、遮光の下 37℃で 30 分間放置することで蛍光プローブの取り込

みを行った。Ca2+除去 Tyrode 液、Normal Tyrode 液の順でチャンバー内に灌流させ、その後、

チャンバー内に設置した白金双電極を用いて、刺激装置(DPS-07、ダイヤメデｲカル)からの

刺激(持続時間 3 ms)により標本を 1 Hz で駆動し、細胞内カルシウムイオンの変化を観察し

た。測定は 36±0.5℃で行った。Indo-1 は 351 nm の光を励起光とし、405±10 nm と 480±
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10 nm の蛍光を検出し、画像化した。蛍光画像は高速冷却 CCD カメラ(HiSCA CCD CAMERA 

C6790、浜松ホトニクス)を用いて、1.95 ms 毎に取得し、細胞質領域内の平均蛍光強度比(画

素毎)の経時変化(405/480)を解析ソフトウェア(アクアコスモス Ver.2.5、浜松ホトニクス)を

用いてグラフ化した。 

 

2） 平均蛍光強度比の経時変化グラフの解析法 

経時変化グラフより平均蛍光強度比を解析し、basal（nM）、peak（nM）、amplitude（nM）、

減衰時間 tau（msec）を以下のように定義した。 

Ca2+ transient 

 

3） 細胞内 Ca2+濃度のキャリブレーション法 

Ca2+濃度は Ca2+除去 Tyrode 液に 10 mM EGTA と各種イオノフォア(10 µM イオノマイシ

ン、5 µM FCCP、5 µM ロテノン)を溶かした栄養液を灌流させたときの蛍光強度比を最小蛍

光強度比(Rmin)とし、Normal Tyrode 液に各種イオノフォア(10 µM イオノマイシン、5 µM 

FCCP、5 µM ロテノン)を溶かした栄養液を灌流させたときの蛍光強度比を最大蛍光強度比

(Rmax)として検量線を作成することで計算した(Tanaka et al., 1996)。 

Ca2+濃度の計算式 

       [Ca2+] = Kdβ[(R－Rmin) / (Rmax－R)]  

 

Kd = 250 nM 

β= Ffree  / Fbound 

          Ffree    ＝ Indo-1 + Ca2+ free の蛍光波長 480 nm に対する蛍光強度 

      Fbound  ＝ Indo-1 + NT の蛍光波長 480 nm に対する蛍光強度 

Rmin  = 最小蛍光強度比 

Rmax = 最大蛍光強度比  
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第７節 定常状態 Ca2+濃度の測定 

調製したマウス心室筋細胞をガラス製チャンバーに移し Fura-2AM 体を KB 液で最終濃度

が 10-5 Ｍになるように加え、37℃、遮光の下、30〜60 分間放置することで取り込ませた。

Ca2+-free HEPES Tyrode 液、HEPES Tyrode 液の順でチャンバー内に灌流させ、その後、チ

ャンバー内に設置した白金双電極を用いて、刺激装置（DPS-07、ダイヤメディカル）から

の刺激（持続時間 3 ms）により標本を 1 Hz で駆動した。正常な収縮が起こっている事を確

認したのち刺激を切り、少なくとも 10 分間、蛍光強度比が安定している細胞を用いた。340

±20 nm および 380±20 nm の光を励起光とし、ダイクロイックミラーを用いて、510 nm

以上の蛍光を検出、画像化した。蛍光画像は高速冷却 CCD カメラ(HiSCA CCD CAMERA 

C6790、浜松ホトニクス)を用いて、5 sec 毎に取得し、10〜15 分間測定し、細胞質領域内の

平均蛍光強度比（画素毎）の経時変化(F340/F380)を解析ソフトウェア(アクアコスモス

Ver.2.5、浜松ホトニクス)を用いてグラフ化した。測定は 36±0.5℃で行った。 

 

第 8 節 共焦点顕微鏡を用いた細胞内事象の画像化解析 

1） 細胞形態の観察 

 調製したマウス単離心室筋細胞を用いて、細胞膜蛍光プローブである PKH67-GL を使用

し、共焦点レーザー顕微鏡システム A1R(Nikon 社)を用いて、画像解析実験を行った。ガラ

ス製チャンバー内に移した単離心室筋細胞に KB 液中で PKH67-GL を 5 µM となるように

加え、室温、遮光のもと、10 分間放置することで蛍光プローブの取り込みを行った。測定

は室温で行い、レーザーユニット LU-N4(Nikon 社)を用いて、488 nm で細胞を励起し、505 

nm 以上の蛍光を検出し、画像化した。 

 

2） 筋小胞体（SR）の観測 

 調製したマウス単離心室筋細胞を用いて、小胞体蛍光プローブである ER-TrackerTMBlue-

White DPX を使用し、共焦点レーザー顕微鏡システム A1R(Nikon 社)を用いて、画像解析を

行った。ガラス製チャンバー内に移した単離心室筋細胞に KB 液中で ER-TrackerTMBlue-

White DPX を 5 µM となるように加え、室温、遮光の下、30 分間放置することで蛍光プロー

ブの取り込みを行った。測定は室温で行い、レーザーユニット LU-N4(Nikon 社)を用いて、

405 nm で細胞を励起し、450±25 nm の蛍光を検出し、画像化した。 
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第 9 節 RNA 抽出、RNA 濃度測定、RT-PCR 

 単離したコントロールおよび糖尿病モデルマウスの心室筋組織から RNA の抽出を行な

った。RNA の抽出には mirVana™ miRNA Isolation Kit (Life Technologies) を用いた。 

凍結したサンプルを二重にしたラップの上から、ハンマーで粉砕した。粉砕したサンプル

をチューブに入れ、そこに Lysis/Binding Buffer を加えホモジナイズした。ホモジナイズ後、

RNA Homogenate Addition 1/10 量加え、軽く転倒混和した。氷上で 10 分静置後、Acid Phenol 

CHCl3 を Buffer と等量加えた。新しいチューブに全量移し、ボルテックスした。5 分、

15000rpm で遠心後、上層を新しいチューブに移した。そこに 1.25 倍量の ethanol を加え、

転倒混和した。Collection tube にフィルターを付け、全量移し 15 秒、15000 rpm で遠心し

た。通過液を捨て、mRNA Wash Solution 700 µl を加え、先程と同様に遠心した。通過液を

捨て、Wash Solution 2/3 500 µl を加え同様に遠心した。もう 1 度 Wash Solution 2/3 500 µl

を加え遠心した。通過液を捨て、空のまま 1 分、15000 rpm で遠心後、新しい collection tube

にフィルターを移し、95℃に温めた elution Solution 100 µl を加え、1 分、15000 rpm で遠心

した。通過液をサンプルとし、－80℃で保存した。抽出した RNA 濃度を NANO DROP LITE 

(Thermo Scientific)を用いて測定した。測定した濃度を参考に、合成した cDNA を qRT-PCR

で定量した。cDNA は、KOD SYBR○R  qPCR Mix (Toyobo)で調製し、7500 Fast Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems)で解析を行なった。 

 

qRT-PCR 反応液の調製(total RNA) 

 1 反応あたり 

KOD SYBR○R  qPCR Mix 5.00 µl 

Forward Primer 0.20 µl 

Reverse Primer 0.20 µl 

50×ROX reference dye 0.02 µl 

DNA Sample 0.10 µl 

Nuclease free water 4.48 µl 

Total 10.00 µl 

 

反応時間   

98℃ 2 分  

98℃ 10 秒  

60℃ 10 秒 40 cycles 

68℃ 30 秒  
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qRT-PCR に用いたプライマー情報 

Primer 配列 (5'–3') 

NCX (F)  TGACAAGCAGCCACTGACCAGCAAAG 

 (R)  AACTGCTCTCTCCAGCTGTTGGTCCC 

HPRT (F)  GATGATGAACCAGGTTATGACCTAG 

 (R)  GCTTTAATGTAATCCAGCAGGTCAG 

F: Forward primer, R: Reverse primer. 

 

第 10 節 タンパク質抽出、タンパク質定量、SDS-PAGE、western blot 

 単離したコントロールおよび糖尿病モデルマウスの心房、心室、肺静脈からタンパク質の

抽出を行なった。 

凍結した組織標本のサンプルを二重にしたラップの上から、ハンマーで粉砕した。粉砕し

たサンプルをあらかじめ homogenize buffer(10 mM Tris-HCl、5 mM EGTA、5 mM EDTA、1 

mM DTT、pepstatine A、protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor Cocktail、pH 7.4)

を分注しておいたチューブに入れ、ホモジナイズした。ホモジナイズ後、4℃、10 分、1500 

rpm で遠心後、上清を新しいチューブに移し、蛋白定量した。 

1.5 ml チューブに Quick StartTM Bradford Dye Reagent (Bio-Rad) 500 µl を分注し、Pre-

Diluted Protein Assay Standatds:Bovine Serum Albumin (BSA) Set (Thermo Scientific)を用いて

125〜1000 µg/ml のスタンダード溶液を調製した。サンプルは 250〜500 µg/ml の間になる

よう調製した。調製した溶液の吸光度を Tristar LB 941 (Berthold Technologies)で測定した。

測定した吸光度を用いて濃度を算出した。 

抽出した蛋白 50 µl、6×Sample Buffer 7 µl、1M DTT 3 µl を混合し、95℃、5 分ボイルし

た。ボイル後、すぐに氷上に置き、4℃、2 分、15000 rpm で遠心した。50 µg/レーンになる

ように上部からサンプル溶液を取り、4〜20% gradient gel にアプライした。アプライ後、20 

mA で SDS-PAGE を行なった。 

 SDS-PAGE をしたゲルを PVDF membrane に乗せ、2 時間 40 分、45 mA で膜転写を行な

った。転写後、5 % skim milk でブロッキングし、一晩、一次抗体につけた 。翌日、TBS-T 

30 ml で 5 分×3 回 wash し、二次抗体に 1 時間つけた。TBS-T 30 ml で 5 分×3 回 wash し、

enhanced chemiluminescence(ECL)で検出し、Amersham Imager 600 (GE ヘルスケア・ジャ

パン)で解析した。検出後、membrane を RestoreTM PLUS Western Blot Stripping Buffer (Thermo 

Scientific)に 1 時間つけた。TBS-T 30 ml で 5 分×3 回 wash し、一次抗体に一晩つけた。デ

ータ解析は ImageJ を使用し、バンドの濃淡を数値化した。数値化したデータを GAPDH で

標準化し、グラフ化した。  
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Western blot で使用した抗体 

A．一次抗体の名前・濃度・会社名 

抗体名 濃度 会社名 

SERCA2 (2A7-A1) 1/1000 Thermo Scientific 

β1-AR (sc-568)17) 1/2000 Santa Cruz Biotechnology 

β2-AR (AAR-016) 1/2000 alomone labs 

PLB Phospho Ser16 (A010-12AP) 1/10000 Badrilla 

PLB A1 (A010-14) 1/10000 Badrilla 

GAPDH (MAB374) 1/5000 Millipore 

 

B．二次抗体の名前・濃度・会社名 

抗体名 濃度 会社名 

Anti-mouse IgG (NA9310V) 1/20000 GE Healthcare 

Anti-rabbit IgG (NA934V) 1/20000 GE Healthcare 

 

第 11 節 栄養液の組成 

Krebs-Henseleit （mM） 

  NaCl:118.4, KCl:4.7, MgSO4:1.2, CaCl2:2.5, KH2PO4:1.2, NaHCO3:24.9, glucose:11.1  

 

Normal Tyrode液 (mM) 

NaCl:143.0, KCl:5.4, MgCl2:1.0, CaCl2:1.8, KH2PO4:0.33, HEPES:5.0, glucose:5.5, pH7.4 with 

NaOH 

 

Ca2+除去Tyrode液 (mM) 

NaCl:143.0, KCl:5.4, MgCl2:1.0, KH2PO4:0.33, HEPES:5.0, glucose:5.5, pH7.4 with NaOH 

 

KB液 (mM) 

Glutamic acid:70.0, taurine:15.0, KCl:30.0, KH2PO4:10.0, MgCl2:0.5, HEPES:10.0 

Glucose:11.0, EGTA:0.5, pH7.4 with KOH 
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第 12 節 統計処理 

数値は平均値±標準誤差で示した。また有意差検定は paired t-test, student’s t-test, 

unpaired t-test with Welch’s correction、Tukey または Dunnett の多群検定を行った。肺静脈

の自発活動発生率の比較には、χ２検定を行った。いずれの場合も p<0.05 を統計的に有意

とみなした。 

第 13 節 使用薬物 

4-aminopyridine：4-AP (東京化成工業株式会社) 

Atropine (Wako) 

Cyclopiazonic acid：CPA (和光純薬、SIGMA) 

Dimethyl suifoxide：DMSO (和光純薬) 

Fura-2acetoxymethyl ester (同仁化学研究所) 

GS-458967 

Indo-1 acetoxymethyl ester (同仁化学研究所) 

Isoproterenol (SIGMA) 

Nifedipine (SIGMA) 

Noradrenaline (Wako) 

Phenylephrine：PE (SIGMA) 

Prazosin (SIGMA) 

Propranolol (SIGMA) 

  Ryanodine (SIGMA) 

Ryanodine (Wako) 

SEA0400 

Streptozotocin(SIGMA) 

Xestspongin C (Wako) 

クエン酸一水和物（和光純薬） 

Ellagic acid (SIGMA) 

  Cromakalim (SIGMA) 
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第 3 章 糖尿病マウス心筋の興奮収縮機構 

 

 心筋の収縮・弛緩においては、活動電位に伴う L 型 Ca2+チャネルの開口による Ca2+流

入や筋小胞体（SR）の Ca2+放出と取り込み、NCX を介した細胞外への Ca2+汲み出しが重要

な役割を担う。これらの機能タンパク質の働きで生じる Ca2+濃度の上昇と下降（Ca2+ 

transient）は収縮・弛緩の強さと時間経過を決定する。マウスは他の動物種と比較して活動

電位持続時間が短くプラトー相を欠く波形を有しており（Tanaka et al., 1998）、心重量あた

りの筋小胞体（SR）量や ATP 依存性 Ca2+ポンプ（SERCA）活性が他の動物種に比べて高い

という特徴を有する（Hamilton and Ianuzzo., 1991）。糖尿病心筋では、エネルギー代謝異常

により様々なイオンチャネルの変化や Ca2+輸送障害が生じることが知られているが、特徴

的な興奮収縮機構を有するマウスにおいては、糖尿病により特徴的な変化が見られるはず

である。 

 本章では、心筋の興奮収縮機構に対する糖尿病の影響を明らかにすることを目的とし、正

常マウス・糖尿病マウス間で摘出心筋の活動電位波形、Ca2+ transient、収縮・弛緩を比較・

検討した。 

 

第 1 節 興奮収縮機構 

1） 1 Hz 電気刺激下の活動電位の比較 

1）-1 右心室筋 

正常マウス（n=6）・糖尿病マウス（n=6）心室筋ともに、1 Hz 刺激に応じて活動電位が

発生した。両群を比較すると、活動電位波形の静止膜電位（resting membrane potential：RMP）、

OS（overshoot）、APA（action potential amplitude）に差は見られなかった。活動電位持続時

間（APD）については、APD20（action potential duration at 20% repolarization）、APD50（action 

potential duration at 50% repolarization）が糖尿病マウスで延長していた。V
・

max（maximum rate 

of rise）は糖尿病マウスで低下していた。（図 3-1、表 3-1） 

 

1）-2 左心房筋 

 正常マウス（n=6）・糖尿病マウス（n=8）左心房筋ともに、1 Hz 刺激に応じて活動電

位が発生した。両群を比較すると、活動電位波形の RMP、OS、AMP に差は見られなかっ

た。APD20、APD50 が糖尿病マウスで延長しており、V
・

max は糖尿病マウスで低下していた。

（図 3-2、表 3-2） 
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1）-3 肺静脈心筋 

 自発活動を有していない肺静脈心筋に 1 Hz 刺激を与えると、正常マウス（n=17）・糖

尿病マウス（n=13）ともに活動電位が発生した。両群を比較すると、活動電位波形の RMP、

OS、AMP に差は見られなかった。APD20、APD50 が糖尿病マウスで延長しており APD90 は

糖尿病マウスで短縮していた。V
・

max は糖尿病マウスで低下していた。（図 3-3、表 3-3） 

 

1）-４ 肺静脈心筋 1 Hz 活動電位に対する薬理学的検討 

 自発活動を有していない肺静脈標本に 1 Hz 刺激を与え、一過性外向き電流 Ito 阻害薬 4-

aminopyridine（4-AP：3 mM）を処置したところ、正常マウス（n=4）・糖尿病マウス（n=2）

ともに APD20、APD50 の延長が見られたが、その延長は正常マウスで大きかった（図 3-4、

表 3-4）。 

 

2） Ca2+ transient の比較 

 落射蛍光顕微鏡を用いて、単離心室筋細胞に Ca2+蛍光プローブである Indo-１を取り込

ませ、画像解析を行った。正常マウス（n=13）・糖尿病マウス（n=9）ともに刺激に応じて

Ca2+ transient が発生した。正常マウスと比較して、糖尿病マウスでは Ca2+ transient の peak

値の低下、basal 値の上昇、amplitude の減少、減衰時間 tau の延長が起きていた。（図 3-5、

表 3-5） 

 

3） 収縮力 

3）-1 収縮力の比較 

正常マウス（n=23）・糖尿病マウス（n=18）右心室筋標本を 1 Hz 電気刺激で駆動し、収

縮力を測定したところ、糖尿病マウスの心収縮力は正常マウスと比較して、低下していた。

収縮時間 （time to peak tension：TTP）は差が見られず、90％弛緩時間（time to 90% relaxation：

TR90）は正常マウスと比較して、延長していた。（図 3-6、表 3-6） 

 

3）-2 L 型 Ca2+チャネルに関する検討 

 正常マウス（n=10）と糖尿病マウス（n=7）に nifedipine(10-6 M)を処置したところ、両群

ともに陰性変力反応を示した。その作用に両群間で差は見られなかった（図 3-7、3-8）。 

 

3）-3 Ryanodine 受容体に関する検討 

正常マウス（n=6）と糖尿病マウス（n=3）に ryanodine(10-8 M)を処置したところ、両群

ともに陰性変力反応を示した。その作用に両群間で差は見られなかった（図 3-9、3-10）。 
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3）-4 ATP 依存性 Ca2+ポンプ（SERCA）に関する検討 

 収縮力測定において、正常マウス（n=7）・糖尿病マウス（n=7）ともに SERCA 阻害薬で

ある cyclopiazonic acid（CPA；10-5 M）処置により、収縮力は減少し、弛緩時間は延長した

（図 3-11、3-12、表 3-7）。Ca2+ transient の減衰時間 tau は正常マウス・糖尿病マウスとも

に延長した。その反応性は糖尿病マウス＜正常マウスであった（図 3-13、表 3-8）。 

 

4） 細胞形態の観察 

筋小胞体（SR）は細胞質全体に分布していた。筋小胞体を染める ER-TrackerTM Blue-White 

DPX の蛍光は、収縮タンパク質に排除されるように心室筋細胞の長軸方向に平行な縞模様

を形成していた。一方、細胞膜を染める PKH67-GL は、細胞の全周に加え、細胞の長軸に

垂直な方向に約 2 ミクロン間隔で存在するＴ管構造を染め出した。筋小胞体、Ｔ管、いずれ

の構造にも、正常マウス、糖尿病マウス間での差は見られなかった（図 3-14）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 

 

 

図 3-1 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋の活動電位波形 

 

 

 

 control (n=6) STZ (n=6) 

RMP (mV) -72. 0 ± 0.3 -71.0 ± 0.6 

APA (mV) 96.9 ± 2.2 93.3 ± 2.2 

OS (mV) 24.9 ± 2.2 21.6 ± 2.5 

APD20 (msec) 2.5 ± 0.1 4.3 ± 0.6* 

APD50 (msec) 5.8 ± 0.3 8.7 ± 1.0* 

APD90 (msec) 45.1 ± 3.8 44.3 ± 4.9 

V
．

max (V/sec) 308.3 ± 11.4 219.5 ± 30.5* 

*p<0.05 v.s. control 

表 3-1 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋の活動電位パラメーター 
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図 3-2 正常マウスおよび糖尿病マウス左心房筋の活動電位波形 

 

 

 

  control (n=6) STZ (n=8) 

RMP (mV) -75.5 ± 1.0  -75.0 ± 1.2  

APA (mV) 95.0 ± 2.5 95.4 ± 1.2 

OS (mV) 19.5 ± 1.9  20.4 ± 1.1 

APD20 (msec) 4.1 ± 0.5 8.6 ± 1.0 ** 

APD50 (msec) 10.0 ± 1.1 17.5 ± 1.4 ** 

APD90 (msec) 52.3 ± 4.1  48.5 ± 2.9  

V
．

max (V/sec) 210.7 ± 21.7 146.2 ± 13.9 *  

*p＜0.05, **p＜0.01,****p＜0.001 v.s. control 

表 3-2 正常マウスおよび糖尿病マウス心房筋の活動電位パラメーター 
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図 3-3 正常マウスおよび糖尿病マウス肺静脈心筋に対する 1 Hz 電気刺激下活動電位波形 

 

 

 

 control (n=17) STZ (n=13) 

RMP (mV) -72.0 ± 0.9# -71.0 ± 0.6## 

APA (mV) 96.6 ± 1.6 93.7 ± 1.8 

OS (mV) 24.6 ± 1.3# 22.7 ± 1.5 

APD20 (msec) 4.12 ± 0.2 7.3 ± 0.8 **** 

APD50 (msec) 11.5 ± 0.5 17.4 ± 1.6 *** 

APD90 (msec) 83.5 ± 8.2# 61.2 ± 1.7 *### 

V
．

max (V/sec) 231.4 ± 14.6 189.9 ± 11.4 *# 

*p＜0.05, ***p＜0.005,****p＜0.001 v.s. control 

#p＜0.05, ##p＜0.01, ###p＜0.005 v.s. 左心房筋 

表 3-3 正常マウスおよび糖尿病マウスの肺静脈心筋の活動電位パラメーター 
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 A                                      B 

図 3-4 正常マウスおよび糖尿病マウス肺静脈心筋の 4 aminopyridine (4-AP;3 mM)処置 

による活動電位波形変化 

        A：正常マウスの活動電位変化（○；4-AP 処置前、●；4-AP 処置後） 

    B：糖尿病マウスの活動電位変化（○；4-AP 処置前、●；4-AP 処置後） 

 

 

 

 
control 

(n=4) 

control STZ 

(n=2) 

STZ 

4-AP 処置 4-AP 処置 

RMP (mV) -69.88 ± 2.83 -67.3 ± 3.2 -72.9 ± 1.9 -69.0 ± 0.2 

APA (mV) 92.85 ± 5.45 89.5 ± 7.7 90.1 ± 0.1 86.8 ± 1.0 

OS (mV) 22.97 ± 3.07 22.2 ± 5.0 17.2 ±1.8 17.8 ± 1.1 

APD20 (msec) 5.05 ± 0.95 14.6 ± 1.9 7.0 ± 1.0 13.9 ± 0.7 

APD50 (msec) 13.5 ± 1.95 28.7 ± 2.3 16.3 ± 3.2 25.7 ± 2.3 

APD90 (msec) 81.9 ± 11.3 85.1 ± 6.2 59.2 ± 4.3 64.6 ± 0.6 

V
．

max (V/sec) 234.5 ± 74.5 191.7 ± 97.3 195.4 ± 8.6 111.9 ± 55.7 

表 3-4 正常マウスおよび糖尿病マウスの 4-AP（3 mM）処置による活動電位パラメーター

の変化 

 

  

control STZ 
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図 3-5 正常マウスおよび糖尿病マウス単離心室筋細胞の Ca2+ transient 

 

 

 

  control (n=13) STZ (n=9) 

peak (nM) 714.9 ± 35.3 601.6 ± 22.1* 

basal (nM) 144.5 ± 13.3 222.7 ± 16.1* 

amplitude (nM) 570.4 ± 42.1 378.8 ± 20.5* 

tau (ms) 111.4 ± 4.4 151.2 ± 3.9* 

*p<0.05 v.s. control 

表 3-5 正常マウスおよび糖尿病マウス単離心室筋細胞の Ca2+ trasnient パラメーター 
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図 3-6  正常マウスおよび糖尿病マウスの単離右心室筋収縮力波形 

 

 

 

 

  control (n=23) STZ (n=18) 

収縮力 (mg/mm2) 151.4 ± 14.2 103.9 ± 7.8* 

静止張力（mg/mm2） 154.1 ± 10.3 99.7 ± 11.3* 

収縮時間 (ms) 45.7 ± 0.8 44.4 ± 1.1 

90％弛緩時間 (ms) 58.4 ± 0.9 65.6 ± 1.3* 

*p<0.05 v.s. control 

表 3-6  正常マウスおよび糖尿病マウスの単離右心室筋収縮力パラメーター 
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図 3-7 正常マウスおよび糖尿病マウス心筋収縮力に対する nifedipine(10-5 M)の作用 

 

 

 

 

図 3-8  正常マウスおよび糖尿病マウス心筋収縮力に対する nifedipine(10-5 M)の作用 
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図 3-9 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋収縮力に対する ryanodine(10-8 M)の作用 

 

 

図 3-10  正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋収縮力に対する ryanodine(10-8 M)の 

作用 
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図 3-11 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋収縮力に対する cyclopiazonic acid 

（CPA:10-5 M）の作用 

 

 

図 3-12 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋収縮力に対する CPA（10-5 M）の作用 

 

 

 control (n=7) STZ (n=7) 

before after before after 

収縮力 (mg/mm2) 176.1 ± 31.4 67.2 ± 15.6* 114.1 ± 23.1 41.6 ± 13.7* 

収縮時間 (ms) 47.7 ± 2.2 57.7 ± 2.4* 45.7 ± 1.0 50.1 ± 0.87* 

90%弛緩時間 (ms) 60.3 ± 1.1 114.7 ± 4.7* 65.7 ± 3.3 118.6 ± 7.9* 

*p <0.05 v.s. before 

表 3-7 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋の CPA(10-5 M)処置による収縮力・弛緩時間 

のパラメーター変化 
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図 3-13 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋単離細胞 Ca2+ transient に対する 

CPA（10-5 M）の作用 

 

 

 control (n=4) STZ (n=4) 

before after before after 

peak (nM) 1130.0 ± 49.9 781.0 ± 15.2* 776.3 ± 51.6 689.5 ± 47.9 

basal (nM) 125.4 ± 8.9 219.8 ± 7.1* 210.4 ± 12.5 253.5 ± 18.9* 

amplitude (nM) 1004.6 ± 52.3 561.2 ± 21.5* 565.9 ± 63.1 436.0 ± 56.8 

tau (msec) 92.2 ± 7.1 181.0 ± 11.5* 151.1 ± 8.7 203.7 ± 11.5* 

*p <0.05 v.s. before 

表 3-8 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋の cyclopiazonic acid(10-5 M)処置による 

Ca2+ transient の変化 
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図 3-14 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋細胞形態の観察 
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第 2 節 考察 

 本モデルでは、活動電位波形の変化、細胞内 Ca2+動態の異常、収縮機能障害、弛緩機能障

害が起きていた。心室筋の活動電位波形において、静止膜電位（RMP）に正常マウスと糖尿

病マウスで差は見られなかったが、活動電位持続時間（APD20、APD50）が糖尿病マウスで延

長していた（図 3-1、表 3-1）。また、活動電位の最大立ち上がり速度（V
・

max）が糖尿病マ

ウスで低下していた（表 3-1）。 

 V
・

max は心筋細胞が脱分極する速さの最大値であり、その値が大きいほど、ある細胞の脱

分極が隣接する細胞に強い刺激を与え、興奮を確実にかつ速く伝える、つまり心筋内での興

奮伝導が速いということになる。糖尿病マウス心筋でV
・

max が低値であるということは、興

奮伝導（伝導速度）が遅く、不安定であることを示唆する。伝導速度の低下は、心室や心房

を構成する細胞の収縮のタイミングにズレを生じさせるのみならず、リエントリー性不整

脈が起こりやすくなる要因でもある。糖尿病は臨床的にも、伝導速度の低下による洞房ブロ

ック、房室ブロックや脚ブロックなどの不整脈発症の危険因子であることが報告されてい

る（Oka-Manabe S et al., 1999）。 

活動電位のプラトー相は主として L 型 Ca2+チャネルを介する内向き Ca2+電流と K+チャネ

ルを介した外向き K+電流によって形成されている。Ca2+電流の減少もしくは K+電流の増大

は APD を短縮させ、逆に Ca2+電流の増大もしくは K+電流の減少は APD を延長させる。糖

尿病マウスでは正常マウスに比べて再分極が遅く、APD の有意な延長がみられた（図 3-1、

表 3-1）。糖尿病マウスでは Ca2+チャネルの電流量が低下しており、Ca2+流入が減少してい

るとの報告がある（Meo et al., 2016）。したがって、L 型 Ca2+チャネルによる Ca2+電流の変

化は、糖尿病マウスにおける APD 延長の原因である可能性は低いと考えられる。マウス心

室筋は、再分極がきわめて速く、事実上プラトー相を欠く特徴的な活動電位波形を有するが、

これはマウスの再分極を担う電流成分が、活性化がミリ秒レベルときわめて速く起きる一

過性外向き電流（Ito）であることが原因である。糖尿病マウス心室筋において、AMP 活性化

プロテインキナーゼ（AMPK）活性を介した転写抑制により K+チャネル（特に Ito）が減少し

ていることが報告されている（Torres-Jacome J et al., 2013）。以上のことから、APD の延長

の主な原因は、K+チャネル、特に Ito の電流密度低下であると考えられる。 

 本モデルにおける APD 延長は、心室筋だけでなく心房筋や肺静脈心筋でも観察すること

が出来た（図 3-2、3-3、表 3-2、3-3）。心房筋の APD を延長させる要因としては Ca2+感受

性 K+チャネル（SK チャネル）の機能低下が報告されている（Skibsbye et al., 2013）。また、

肺静脈心筋においては Ito 阻害薬の感受性が低下していたことから、心室筋と同様に Ito の機

能低下が起きていることが示唆された（図 3-4、表 3-4）。さらに、心房筋と肺静脈心筋の活

動電位パラメーターを比較すると、正常マウス・糖尿病マウスともに RMP、APD90 に有意

な差が見られた。マウス肺静脈心筋については第 6 章で詳述するが、心筋層の存在が確認

されており、自発活動が顕在化していることが明らかとなっている（Tsuneoka et al., 2012）。
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この肺静脈心筋の自発活動発生は、心房筋に比べて浅い静止膜電位であること、すなわち再

分極電流形成を担っている内向き整流性 K+電流の減少によるものであると考えられている

（恒岡弥生博士論文, 2013）。従って、本研究の心房筋・肺静脈心筋の１Hz 刺激下活動電位

でみられた後期再分極相の延長は、肺静脈心筋での自発活動顕在化と関連している可能性

がある。 

 正常マウス・糖尿病マウスともに、心室筋の収縮力は nifedipine および ryanodine により

著明に減少した（図 3-7〜3-10）。この結果から、L 型 Ca2+チャネルからの Ca2+流入と、

ryanodine 受容体を介する筋小胞体（SR）からの Ca2+放出が心筋収縮において中心的役割を

担っていることが確認された。L 型 Ca2+チャネルは脱分極により活性化する性質を持つ。し

たがって、プラトー相の長さ、すなわち APD と L 型 Ca2+チャネルからの Ca2+流入量はある

程度相関すると考えられ、APD の長い活動電位を持つ心筋ほど、L 型 Ca2+チャネルの心筋

収縮に対する寄与が大きいと推測される。事実、200 msec 前後の明確なプラトー相をもつ

モルモット心室筋とプラトー相を欠く成体期マウスの心室筋収縮に L 型 Ca2+チャネル阻害

薬 nicardipine および筋小胞体（SR）上の ryanodine 受容体からの Ca2+放出を阻害する

ryanodine を処置すると、nicardipine による陰性変力反応はモルモット＞成体期マウスであ

るが、ryanodine による陰性変力反応はモルモット＜マウスである(Agata et al., 1994 ; Tanaka 

et al., 1998、Tanaka et al., 2009)。このことから、マウスの活動電位はプラトー相を欠いた

短い APD のために、L 型 Ca2+チャネルの寄与が少ないと考えられる。ところが、糖尿病マ

ウス心室筋では、正常マウスに比べて APD が延長しているにもかかわらず、Ca2+ transient

の amplitude や収縮力は小さかった、つまり、Ca2+流入が少なかったと考えられる。糖尿病

マウス心筋において、L 型 Ca2+チャネルの電流密度が小さいことが報告されており（Meo et 

al., 2016）、これが Ca2+流入の減少につながっていると考えられる。APD 延長による Ca2+流

入時間の増大によっても代償出来ないほどの電流量の減少が起きていると推測される。こ

の解釈が正しいか否かは単離心室筋細胞に膜電位固定法を適用して電流密度を測定すれば

明らかにすることが出来る。今回これを検討できなかったことは残念であるが、今後の検討

に期待したい。 

糖尿病マウスの心室筋における収縮力、Ca2+ transientのamplitudeは正常マウスに比べて

低下していた（図3-5、3-6、表3-5、3-6）。これは、糖尿病心筋の収縮機能が低下している

ことを示しており、臨床での左室駆出分画(ejection fraction)が低下しているという報告(Yu et 

al., 2007)と合致している。収縮力、Ca2+ transientのamplitudeの低下の原因として、上述のL

型Ca2+チャネルからのCa2+流入の減少がまず挙げられる。細胞内で筋小胞体（SR）が扱える

Ca2+の供給が減少すれば、必然的にSRから放出されるCa2+も減少するからである。それに加

えて、SRからのCa2+放出を担うryanodine受容体およびSERCAのタンパク量の低下、活性低

下などが分子生物学的手法により報告されている(Lu et al., 2007、Suarez et al., 2008)。また、

ryanodine受容体は発現量だけでなく、制御機構に変化がみられることも報告されている 

(Belke et al., 2004、Yaras et al., 2005)。Ryanodine受容体はFKBP12.6というタンパクにより
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安定化されており抑制的に制御されている。FKBP12.6はCa2+による活性化感受性を制御す

ることでチャネルの活性を低下させること、チャネルを同時に開閉させて、連結開閉を示す

という重要な機能をもつ。FKBP12.6がない場合はチャネルを閉じるのに支障が生じること

が予想される。糖尿病心筋ではryanodine受容体のserine2809が過リン酸化状態になっており、

FKBP12.6を枯渇させている。その結果、Ca2+感受性が劇的に上昇し、チャネルからCa2+が漏

れやすくなる。よって、収縮力の減弱にはryanodine受容体の機能異常も関与していると考

えられる。さらに、SR内のCa2+結合部位であるcalsequestrin (CSQ)やryanodine受容体とCSQ

の相互作用を制御するタンパクであるjunctinやtriadinの機能異常も関係しているのではな

いかと考えられている（Gyorke et al., 2004, Cheng et al., 2016）。今回の検討で、糖尿病マ

ウスのbasalのCa2+濃度が正常マウスより高値であったことも（図3-5、表3-5）、これらの機

能異常によるSRからのCa2+の漏れが起因していると考えられる。細胞内Ca2+の除去機構と

して、SERCAのほかにNa+/Ca2+交換機構(NCX)があげられるが、NCXの薬理学的な抑制は

Ca2+ transientの減衰速度には影響を与えず(Tanaka et al., 2005、Namekata et al., 2008)、ま

たNCXをノックアウトしたマウスのCa2+ transientの減衰速度も野生型と比べて違いがみら

れないことが報告されていることから(Reuter et al., 2002、Reuter et al., 2003)、NCXは正常

なマウスのCa2+ transientの減衰にはほとんど影響を与えていないと言える。 

糖尿病マウスの心室筋では、90%弛緩時間(time to 90% relaxation: RT90)が正常マウスに比

べて延長しており（図3-6、表3-6）、Ca2+transientの減衰時間（tau）は高値であった（図3-

5、表3-5）。これらはいずれも筋小胞体（SR）へのCa2+取り込みを担うSERCAの機能低下が

原因であると考えられる(Golfman et al., 1998、Suarez et al., 2008、Satoh et al., 2003、Stølen 

et al., 2009)。SERCAは、SR膜上に多数存在する細胞質内のCa2+を能動的にSRへ取り込むタ

ンパク質で、心筋の正常な収縮弛緩だけでなく、興奮収縮機構の種差や発達変化、病態時の

異常と深く関連すると考えられている(Frank et al., 2003)。ヒトやモルモットなどでは心筋

の弛緩時におよそ70%、マウスやラットに至っては90%もの細胞質内Ca2+がSERCAによりSR

内に取り込まれる(Su et al., 2003)。正常マウス、糖尿病マウス共に、90%弛緩時間（RT90）

やCa2+ transientの減衰減衰時間（tau）はいずれもSERCA阻害薬であるCPAにより延長した

（図3-12、3-13、表3-7、3-8）。従って、SERCA機能低下により、SRへのCa2+取り込みに時

間がかかることで弛緩時間が延長したことが判明した。これが糖尿病マウス心筋でみられ

た収縮力の低下の一因となっているか否かについては次章で検討する。本実験系において、

糖尿病心筋の拡張機能障害を確認し、SERCA活性の低下による細胞内Ca2+動態の変化から

説明することができた。一方、SERCAのタンパク発現量の低下は34%程度であるにもかかわ

らず、SRへのCa2+取り込み能が60~70%低下するという報告もあり(Satoh et al., 2001)、

SERCA自体のタンパク量低下だけでなく、SERCAの制御機構の変化も弛緩機能低下をもた

らす要因であると言える(Schwinger et al., 1995、Schmidt et al., 1999)。実際にSERCA機能を

抑制的に制御しており、リン酸化されることでSERCAを活性化するphospholambanのタンパ

ク発現量は糖尿病心筋において増大しており、そのリン酸化されたphospholamban量は糖尿



32 

 

病心筋で低下していた（第4章参照）。 

その他にも糖尿病心筋の収縮力の低下や収縮弛緩速度の延長の原因になり得る要因がい

くつかある。一つめは収縮タンパク質の異常、すなわちミオシンのアイソフォームの変化で

ある。ミオシン分子は２量体からなり、アイソフォームとしてα、βがある。ααが V1 タ

イプ、ββが V3 タイプで ATPase 活性が異なる。正常心では ATPase 活性の高い V1 タイプ

がほとんどであるが、糖尿病心筋では ATPase 活性の低い V3 タイプが主に発現しておりア

クチン・ミオシンの相互作用(cross-bridge cycling rate)が低く、収縮弛緩延長の要因となる

ことが報告されている(Takeda et al., 1998)。二つめはトロポニンのアイソフォームの変化で

ある。トロポニンには①Ca2+が結合するトロポニン C、②トロポミオシンと結合しているト

ロポニン T、③アクチンとミオシンの相互作用を抑制しているトロポニン I の 3 つが存在

し、糖尿病心筋ではトロポニン T と I の異常が報告されている。トロポニン T のアイソフォ

ームは T1 から低分子量の T2 や T3 に移行しているとされており(Korte et al., 1985)、トロポ

ニン I は正常心筋に比べて過リン酸化されていると報告されている(Liu et al., 1996)。これら

が収縮タンパクの Ca2+感受性の低下に関与しており収縮力の減少を引き起こしているので

はないかと考えられている。また、糖尿病では心筋組織そのものが硬くなるとの報告もある。

持続的な高血糖によりコラーゲンなどが糖化され蓄積し、組織の硬さ(stiffness)が増大し、

筋が弛緩しにくくなるというものである(Teupe and Rosak, 2012)。本実験の糖尿病マウスで

見られた収縮・弛緩機能の低下にこれらの要因が関与している可能性も排除できない。しか

し、次章以降で示すように、Ca2+チャネルの機能や SERCA 活性を回復させる処置によって、

収縮・弛緩機能が回復することから、これらのチャネルやポンプの働きの寄与が最も大きい

と考えられる。 

 

小括：糖尿病マウス心筋では、活動電位持続時間の延長、Ca2+ transient の amplitude 減少・

減衰時間延長・basal Ca2+値の上昇、収縮力減弱、弛緩時間延長が起きていた。糖尿病では

心筋に様々な変化が生じており、これらの機能の変化が興奮収縮機構に与える影響を一つ

の原因に帰着させることは出来ないが、本章の検討事項により、糖尿病心筋障害は主に SR

機能の低下に起因していることが明らかとなった。 
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第 4 章 βアドレナリン受容体刺激応答 

心筋においてβ受容体が刺激されると、アデニル酸シクラーゼ（AC）が活性化し細胞内

サイクリック AMP（cAMP）濃度が上昇することでプロテインキナーゼ A（PKA）が活性化

し種々のタンパク質がリン酸化される。収縮力に関しては、β受容体刺激により Ca2+チャ

ネルや ryanodine 受容体がリン酸化され、細胞内への Ca2+流入が増大し、収縮力が増大す

る。このように、β受容体刺激は心臓の働きに対して促進的に作用することが知られている。 

第 3 章より、糖尿病モデルマウスでは収縮力の減弱、弛緩時間の延長が起きていることが

明らかとなった。本章では、糖尿病マウス心室筋のβ受容体刺激に対する応答性を収縮と弛

緩機能について検討した。さらに、近年、収縮力は正常に保たれているが、弛緩機能の低下

が起きている心不全が注目されている。弛緩機能障害（拡張機能障害）では、心筋が拡張す

る能力が障害されて、心室に充分な血液を貯められず、心拍出量が低下する状態になる。原

因疾患として、心肥大や虚血性心疾患などが挙げられるが、糖尿病によっても引き起こされ

ることが明らかとなっている。また、心筋内のカルシウム輸送障害やエネルギー代謝異常に

より、明らかな心不全の症状を呈するよりも早期から拡張機能障害が認められることも報

告されている（Galderisi M, 2006）。 

本章ではβ受容体刺激の心収縮力や弛緩時間、Ca2+ transient への影響について検討を行

った。特に糖尿病マウス心筋の弛緩機能障害に対して、筋小胞体（SR）に Ca2+を再取り込

みする ATP 依存性 Ca2+ポンプ（SERCA）の機能に注目し、薬理学的に検討を行った。 

 

第 1 節 弛緩機能に対する薬理学的検討 

1） 収縮力に対するβ受容体刺激の影響 

 収縮力測定において、正常マウス（n=8）・糖尿病マウス（n=6）ともに isoprenaline 累積

処置（10-8〜10-5 M）により、濃度依存的に陽性変力反応（収縮力増大）を示し、高濃度域

では両群の差が消失した。濃度反応域、pD2 値（正常マウス：7.05、糖尿病マウス：7.08）

に差は見られなかった。（図 4-1、4-2） 

 

2） 弛緩時間に対するβ受容体刺激の影響 

 収縮力測定において、正常マウス（n=5）・糖尿病マウス（n=6）ともに isoprenaline 累積

処置（10-8〜10-5 M）により、濃度依存的に弛緩時間は短縮し、高濃度域では両群の差が消

失した（図 4-3、4-4、表 4-1）。 

  



34 

 

3） Ca2+ transient に対する isoprenaline(10-6 M)の作用 

 単離心室筋細胞に対して isoprenaline を処置すると、正常マウス（n=5）・糖尿病マウス

（n=5）ともに Ca2+ transient の peak 値の上昇、basal Ca2+値の低下、amplitude の増大、減

衰速度（tau）の短縮が見られた（図 4-5、表 4-2）。 

 

4） SERCA のタンパク発現量 

 ウエスタンブロット法で心室筋の SERCA のタンパク発現量を計測すると、正常マウス・

糖尿病マウスともに SERCA の発現が確認され、その発現量は糖尿病マウスでわずかに多か

った（図 4-6、4-7）。（各 n=10） 

 

5） phospholamban のタンパク発現量 

 ウエスタンブロット法で phospholamban のタンパク発現量と、リン酸化された

phospholamban のタンパク量を測定したところ、phospholamban のタンパク量は糖尿病マ

ウスで増加していた。また、リン酸化された phospholamban のタンパク量は糖尿病マウス

で減少していた（図 4-6、4-7）。（各 n=10） 

 

6） 心拍動数に対するβ受容体刺激の作用 

 心拍動数測定に対して、noradrenaline（10-9〜10-5 M、phentolamine:α受容体遮断薬存在

下）処置で正常マウス（n=5）・糖尿病マウス（n=5）ともに濃度依存的に心拍動数は増加し

た（図 4-8）。 
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図 4-1 正常マウスおよび糖尿病マウス右心室筋収縮力に対する isoprenaline 

(10-10~10-5 M)の作用 

 

 

 

図 4-2 正常マウスおよび糖尿病マウス右心室筋収縮力に対する isoprenaline 

（10-10〜10-5  M）の作用 
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図 4-3  正常マウスおよび糖尿病マウス右心室筋 90%弛緩時間に対する isoprenaline 

     （10-10〜10-5  M）の作用  

 

    

図 4-4 右心室筋に対する isoprenaline（10-6 M）処置による弛緩時間の変化 

  

 

  before after 10-6 M 

control 54.2 ± 1.8 39.4 ± 3.7* 

STZ 63.0 ± 1.3 41.8 ± 1.1* 

*p<0.05 v.s. control 

表 4-1 右心室筋に対する isoprenaline （10-6 M）処置による 90%弛緩時間の 

パラメーター変化  
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図 4-5 正常マウスおよび糖尿病マウス単離心室筋細胞の Ca2+ transient に対する 

isoprenaline(10-7 M)処置の作用 

     

 

 

 control (n=5) STZ (n=5) 

before after before after 

peak (nM) 734.6 ± 27.9 841.9 ± 122.9 635.3 ± 30.8 803.2 ± 73.3 

basal (nM) 128.6 ± 13.7 76.7 ± 12.8* 214.8 ± 50.6 155.3 ± 40.3* 

amplitude (nM) 606.0 ± 40.1 765.2 ± 125.7 420.5 ± 32.2 647.9 ± 64.1 

tau (msec) 108.9 ± 8.0 68.7 ± 3.6* 149.4 ± 2.7 74.4 ± 2.8* 

*p <0.05 v.s. before 

表 4- 2 正常マウスおよび糖尿病マウス単離心室筋細胞の isoprenaline(10-7 M)処置 

による Ca2+ transient のパラメーター変化 
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図 4-6 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋の SERCA、 phospholamban(PLN-all)、 

リン酸化 phospholamban（PLN-Ser16）のタンパク発現量 

 

 

Relative quantities (RQ) were determined using GAPDH as an internal control. 

 

図 4-7 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋の SERCA、 phospholamban(PLN-all)、 

リン酸化 phospholamban（PLN-Ser16）のタンパク発現量（n=3〜15） 

  

＊＊＊ 

＊＊ 

Mean ± SEM 

(n=3~15) 

    *p<0.05 

   **p<0.01 

 ***p<0.001 
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図 4-8 正常マウスおよび糖尿病マウスの心拍動数に対するβ受容体刺激の影響 

 

 

第 2 節 考察 

 糖尿病マウス心筋の 90%弛緩時間および Ca2+ transient の減衰速度（tau）は、いずれも

isoprenaline 処置後により大幅に短縮し正常マウスの弛緩時間に近づいた（図 4-3〜4-5、表

4-1、4-2）。前述のようにこれらの指標は SERCA による Ca2+取り込みを反映したものであ

り、糖尿病マウスにおいて低下していた SERCA の機能がβ受容体刺激により回復したと考

えられる。ところが、糖尿病マウスにおける SERCA の発現量は予想に反して正常マウスよ

りわずかに増加していた（図 4-6、4-7）。このことから、糖尿病マウスにおける SERCA 機

能の低下は、SERCA の制御系の変化に起因することが推測された。 

SERCA の機能は調節タンパク質である phospholamban によって制御されている。

Phospholamban は非リン酸化状態では SERCA に結合しその機能を抑制しているが、リン酸

化されることにより SERCA から解離して抑制を解除する。Isoprenaline はβ受容体を刺激

し、プロテインキナーゼ A（PKA）を介して phospholamban をリン酸化するため、結果的に

SERCA の活性を促進し、筋小胞体への Ca2+ 再取り込みが増加する。今回の検討により、糖

尿病マウスで phospholamban の発現量は正常マウスより増加しており、さらに、

phospholamban のリン酸化の割合は低下していた。これらは何れも SERCA 活性を低下させ

る原因となる変化である。β 受容体刺激は phospholamban のリン酸化を促進することによ

りこの低下要因を解除し、糖尿病マウスの心筋の SERCA 活性を回復させたと理解できる。

Phospholamban のリン酸化割合の減少の原因としては、O 結合型β-N-アセチルグルコサミ

ン（O-GlcNAc）化の関与が考えられる。Phospholamban のリン酸化部位の一つとして、Ser16
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が知られているが、この部位が O-GlcNAc による糖鎖修飾を受けると、リン酸化が抑制され

ることが報告されている（Yokoe S et al., 2010）。この O-GlcNAc 化の基質となる UDP-GlcNAc

はグルコースより生合成されるため、O-GlcNAc 化と糖尿病合併症の関連が注目されている。 

Isoprenaline 処置によるβ受容体刺激は、正常マウス、糖尿病マウスともに収縮力を増大

させ、0.1μM 以上の高濃度域では正常マウスと糖尿病マウスの収縮力の差が消失し、同程

度の収縮力を示した（図 4-1、4-2）。従って、本モデルで生じている収縮機能障害は、弛緩

機能障害と同様に、心筋組織の障害ではなく調節性の変化によって生じていると考えられ

る。すなわち phospholamban 制御の増強に起因する SERCA 機能の減弱により、筋小胞体に

蓄えられる Ca2+量が減少し、CICR の際に ryanodine 受容体より放出される Ca2+量が減少す

ることが収縮機能障害の主な原因であると考えられる。β受容体刺激により、Ca2+transient

の amplitude の増大、basal Ca2+濃度の減少、減衰速度の増大が正常マウス、糖尿病マウス

ともに観察され、特に糖尿病マウスで顕著であった（図 4-5、表 4-2）。したがって、β受容

体刺激による phospholamban のリン酸化の促進により、SERCA 機能が活性化し、筋小胞体

に蓄えられる Ca2+量が増大することが、収縮力増強の要因の一つであると考えられる。こ

のほかにもβ受容体刺激による L 型 Ca2+チャネルの活性化が収縮力増大の要因として考え

られるが、正常マウスと糖尿病マウスの間で、活性化の程度が異なるかどうかは、膜電位固

定法を用いて L 型 Ca2+チャネルの活性を直接観察するなど、さらなる検討が必要であると

考えられる。 

 β受容体刺激は、糖尿病マウス心筋の弛緩機能障害を改善する一方で、心収縮力の増大や

心拍数増大などの作用（図 4-1、4-8）を示した。このような作用は、短期的には心機能を増

大させ、強心薬としての有効性につながるものであるが、長期的には心臓の酸素消費量を増

大させ、負荷を増大させることになるため、必ずしも望ましいものではない。そこで、β受

容体を介さずに直接 SERCA に作用する薬物、あるいは phospholamban をリン酸化する薬物

が弛緩機能障害に有用であると考え、次節において SERCA 活性化薬探索系を用いて検討を

行った。 
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第 3 節 SERCA 活性化薬探索系 

 細胞小器官である筋小胞体（SR）への Ca2+取り込み機能を直接的に検討することは、

そこに作用する薬物の作用機序を詳細に解明できるなどの意義があるが技術的には容易で

はない。様々な手法で検討はされているものの、それぞれに長所、短所がある。一例として、

心筋組織をホモジネートして調製した SR の vesicle での検討(Alexander et al ,1999)が挙げら

れるが、これらの手法は SERCA の Ca2+取り込み能を最も直接的に検討することができる一

方で、細胞としての機能は破綻しており生理的な状態からは程遠い条件で検討を行ってい

る。そこで、生理的条件に近い状態で SR への Ca2+取り込み作用を評価できる実験系とし

て、Ca2+蛍光プローブを取り込ませたマウス単離心室筋細胞と SERCA 阻害薬を用いた実験

系を構築した。細胞質内の Ca2+濃度を増加させる機序として L 型 Ca2＋チャネルの開口、

ryanodine 受容体の開口、SERCA の阻害、Na+/Ca2+交換機構(NCX)の阻害などがあげられ、

逆に細胞質内 Ca2+濃度を低下させる機序として SERCA の活性化、NCX の活性化、細胞膜の

Ca2+-ATPase(Plasma-Membrane Ca2+-ATPase : PMCA)の活性化、ミトコンドリアへの Ca2+

取り込みの促進などがあげられる。故に、ある薬物により細胞内の定常状態 Ca2+濃度が低

下し、その反応が SERCA 阻害薬である cyclopiazonic acid(CPA)により抑制されれば、その薬

物は SERCA を活性化し SR への Ca2+取り込みを促進する作用を有すると考えられる。この

実験系を用いて SERCA を活性化する薬物の探索を行った。 

 

1） 単離心室筋細胞に対する isoprenaline（10-6 M）の作用 

 Isoprenaline（10-6 M）処置で細胞質内 Ca2+濃度（ratio（F340/F380）値）は低下した（図

4-9）。この反応はβ受容体遮断薬 propranolol （10-6 M）や SERCA 阻害薬 CPA（10-5 M）前

処置で抑制されたが、NCX 阻害薬 SEA0400（10-6 M）前処置では抑制されなかった（図 4-

9、4-10）。 

2） 単離心室筋細胞に対する ellagic acid（10-5 M）の作用 

 Ellagic acid（10-5 M）処置で細胞質内 Ca2+濃度（ratio（F340/F380）値）は低下した。こ

の反応は、propranolol（10-6 M）前処置で抑制されず、CPA（10-5 M）前処置で抑制された

（図 4-11、4-12）。 

 

3） 収縮力・心拍動数に対する ellagic acid（10-5 M）の作用 

 Ellagic acid は収縮力に影響を与えなかったが、弛緩時間は正常マウス（n=6）・糖尿病マ

ウス（n=6）ともに有意に短縮させた（図 4-13〜4-15）。その短縮作用は糖尿病マウスでよ

り大きかった（表 4-3）。 また、ellagic acid は正常マウス（n=7）・糖尿病マウス（n=4）

の摘出心房標本における心拍動数に影響を与えなかった（図 4-16）。 
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図 4-9 正常マウス単離心室筋細胞の定常状態 Ca2+濃度に対する isoprenaline(10-6 M)の 

影響(A)、 SEA0400(10-5 M)存在下 (B) 

 

 

 

 

図 4-10 β遮断薬、SERCA 阻害薬存在下における正常マウス単離心室筋細胞の定常状態

Ca2+濃度に対する isoprenaline(10-6 M)の影響 

        Propranolol(10-6 M)存在下（A） 、cyclopiazonic acid(10-5 M)存在下（B） 

 

 

 

 

 

  



43 

 

 

 

図 4-11 正常マウス単離心室筋細胞の定常状態 Ca2+濃度に対する ellagic acid(10-5 M)の 

影響（A）、propranolol(10-6 M)存在下(B) 

 

 

 

 

図 4-12 正常マウス単離心室筋細胞の定常状態 Ca2+濃度に対する ellagic acid(10-5 M)処置

の影響と CPA(10-5 M)存在下 ellagic acid(10-5 M)の影響の比較 
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図 4-13 正常マウスおよび糖尿病マウス右心室筋収縮力に対する ellagic acid(10-5 M)の 

作用 

 

 

 

図 4-14 正常マウスおよび糖尿病マウス右心室筋収縮力に対する ellagic acid (10-5 M)の 

作用 
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図 4-15 正常マウスおよび糖尿病マウス右心室筋の収縮力に対する ellagic acid の 

     作用の比較 

 

 

   control STZ  

弛緩時間 

（ms） 

before 59.9 ± 1.1 78.1 ± 2.0 

after 53.3 ± 1.0* 63.9 ± 2.4* 

shortening 6.6 ± 1.9 14.2 ± 2.0✝ 

*p<0.05 v.s. before、✝p<0.05 v.s. control 

表 4-3 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋の ellagic acid (10-5 M)による弛緩時間の変化 

(各 n=6) 

 

図 4-16 正常マウスおよび糖尿病マウス右心房筋の ellagic acid（10-5 M）処置に対する 

心拍動数の変化 
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第 4 節 考察 

SERCA 活性化薬探索系構築の検討において、isoprenaline（β受容体刺激）処置によりマ

ウス単離心室筋細胞の定常状態 Ca2+濃度は低下し、この反応は SERCA 阻害薬である

cyclopiazonic acid （CPA）前処置により抑制された。また、isoprenaline は心収縮力・心拍

動数ともに増大させた（図 4-1、4-2、4-10）。 

Isoprenaline を代表とするβ受容体刺激薬はアデニル酸シクラーゼ(AC)を活性化し cAMP

量を増やし、プロテインキナーゼ A(PKA)を活性化することにより各種タンパク質をリン酸

化する。PKA により phospholamban がリン酸化され SERCA への抑制が解除されるため

SERCA の Ca2+取り込み能が増強する。Cyclopiazonic acid （CPA）は真菌由来の mycotoxin

であり Ca2+に対して低親和性の E2 状態の ATP-ase に結合し、高親和性の E1 状態への転移

を抑制することにより ATPase の Ca2+親和性を著しく低下させることで SERCA の Ca2+取り

込み能を低下させる（Moncoq et al., 2007、Brini and Carafoli, 2009）。このことから本実験系

で観測された basal Ca2+濃度の低下は SERCA を介した SR への Ca2+取り込みの増強と考え

ることができる。 

また、β受容体刺激による細胞質内 Ca2+濃度の低下は NCX 阻害薬 SEA0400 で抑制され

なかった。SEA0400 は従来の Na+/Ca2+交換機構(NCX)阻害薬よりも特異性の高い薬物であ

り、アドレナリン受容体、Na+、K+、Ca2+チャネル、Na+/K+ ATPase、Na+/H+交換機構など

のトランスポーターに対して影響を与えないことが報告されている。また、収縮タンパクの

Ca2+感受性や細胞内 pH に対しても影響を与えないと報告されている（Tanaka et al., 2002、

Tanaka et al., 2005、Birinyi et al., 2008）。よって、この反応には NCX からの Ca2+排出は関与

していないと考えることができる。この実験系と一度に大量に検出できる 96 穴プレートな

どの方法を組み合わせることにより、SR への Ca2+取り込みを促進する物質のスクリーニン

グが効率よく行えると考えられる。 

主に berry 系の果実に含まれるポリフェノールの一種である ellagic acid 処置により定常

状態の Ca2+濃度は低下し、この反応は CPA 前処置により抑制された（図 4-14）。また、

SEA0400 前処置によりこの Ca2+濃度の低下は抑制されないことを確認している（date not 

shown）。以上の結果より、ellagic acid は SERCA を介した SR への Ca2+取り込みを増強する

作用を有すると考えられる。Ellagic acid の詳細な作用機序は明らかではないが、イヌの心

室筋から調製した SR の vesicle を用いた実験により、ellagic acid は Ca2+に対する SERCA の

親和性を増加させること、ウサギの心室筋や骨格筋の SR の vesicle を用いた検討によりホ

スホランバンに作用するとの報告がある(Berrebi et al.,1997、Kathleen et al .,1998、Antipenko 

et al .,1999 )。本実験において、ellagic acid を心筋組織に処置した結果、心収縮力や心拍動

数に影響を与えなかった（図 4-14、図 4-16）。これは、isoprenaline との大きな違いであり、

SERCA を直接活性化する作用が、弛緩（拡張）機能障害の治療に有用であることが示唆さ

れた。  



47 

 

小括：糖尿病マウスでは弛緩機能障害が顕著であった。β受容体刺激は phospholamban の

リン酸化を介して SERCA を活性化し、弛緩機能障害を改善した。一方で、SERCA 特異的な

薬物が開発されることで、心臓に負荷をかけずに弛緩（拡張）機能障害のみを改善できるこ

とが示唆された。 
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第５章 αアドレナリン受容体刺激応答 

 心臓のα受容体は、β受容体とは異なるメカニズムで興奮収縮機構に関わっていること

が知られている（Jensen BC et al., 2014、Endoh M et al., 2006）。また、多くの実験動物にお

ける心筋のα受容体刺激は陽性変力反応（収縮力増大）を生じることが報告されている。一

方、マウス心室筋においては、Na+/Ca2+交換機構（NCX）からの Ca2+排出を介した陰性変力

反応（収縮力減少）を示すことを、当研究室は報告している（Tanaka H et al., 1995、Nishimaru 

K et al., 2001）。NCX は膜電位依存的であり、３つの Na+と 1 つの Ca2+を交換する起電性の

トランスポーターである（Bers DM et al., 2002）。このことから、NCX の働きとα受容体刺

激に対する陰性変力反応は、その心筋の活動電位持続時間（APD）に依存していると推測さ

れる。つまり、活動電位持続時間が短いほど NCX は Ca2+を排出しやすくなり、陰性変力反

応も大きくなる。実際に、マウス心筋の活動電位は、早期再分極相を形成する一過性外向き

電流（Ito）のために、きわめて短い活動電位波形を有している（Nishimaru K et al., 2001）。

ラットの心室筋（APD はマウスより長く、他の実験動物に比べると短い）では、α受容体刺

激で陰性変力反応と陽性変力反応の両方を示す（Kamata K et al., 1997、Kamata K et al., 

2006）。従って、α受容体刺激による変力反応で見られる種差は、APD と関連付けることが

できると考えられる。さらに、このような活動電位波形との関連性はマウス心筋の生後発達

においても観察される（Hamaguchi S et al., 2013）。当研究室では出生から 4 週齢にかけて

活動電位持続時間の短縮と、α受容体刺激に対する変力反応の陽性から陰性への転換が同

時進行することを見出した（Tanaka et al., 1995）。では病態時の変化に関しても同様の図式

が成立するのであろうか。前述のように、糖尿病マウスの活動電位持続時間は正常マウスに

比べて延長していたことから、この疑問を解決するための格好のモデルになると考えられ

る。本章では、活動電位持続時間と NCX の働きに着目し、正常マウスと糖尿病マウスのα

受容体刺激に対する陰性変力反応について検討した。さらに、APD を薬物処置により延長

または短縮させ、変力反応の変化を観測した。 

 

第 1 節 正常マウス・糖尿病マウスにおけるα受容体刺激応答 

1） 収縮力 

 正常マウス・糖尿病マウス心室筋ともにα受容体刺激（propranolol 10-6 M 存在下、

phenylephrine 10-5 M：PE）に対して陰性変力反応（収縮力減少）を示し、その反応性は糖

尿病マウスで減弱していた（図 5-1）。α受容体刺激による収縮力の減少率は正常マウスで-

54.3±3.6 %（n=6）、糖尿病マウスで-37.3±3.1 %（n=5）であった。濃度反応曲線より、反

応濃度域、pD2 値（正常マウス：5.51±0.08、糖尿病マウス：5.59±0.51）に差は見られなか

った（図 5-2）。 
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2） 活動電位持続時間（APD） 

 活動電位測定において、正常マウス（n=6）と糖尿病マウス（n=6）を比較して活動電位

持続時間（APD50）は糖尿病マウスで延長していた（図 5-3、5-4）。 

 

3） α受容体刺激と Na+/Ca2+交換機構（NCX） 

 収縮力測定下で、NCX 阻害薬 SEA0400 存在下でα受容体刺激薬 phenylephrine （10-5 M）

を処置すると、正常マウス・糖尿病マウスともに陰性変力反応が抑制された（図 5-5、5-6）。

SEA0400 存在下での phenylephrine による陰性変力反応は正常マウスで-6.8±1.8％（n=5）、

糖尿病マウスで-12.8±3.9％（n=7）であった。 

 

4） Na+/Ca2+交換機構（NCX） 

 収縮力測定において、NCX 阻害薬 SEA0400（10-5 M）に対する反応は正常マウス・糖尿

病マウスともに陽性変力反応を示した。その反応性は糖尿病マウスで減弱していた（図 5-

7、5-8）。SEA0400 による収縮力増大率は正常マウスで 71.0±19.5％（n=5）、糖尿病マウス

で 24.1±7.8％（n=5）であった。正常マウス・糖尿病マウスの心筋組織における NCX の

mRNA 量を測定したところ、糖尿病マウスで増加していた（図 5-9）（各 n=8）。 

 

第 2 節 薬理学的検討 

1） 4-aminopyridine（K＋チャネル遮断薬）に対する反応 

 正常マウス心室筋の活動電位を測定し、K＋チャネル（一過性外向き電流 Ito）遮断薬であ

る 4-aminopyridine(4-AP：3 mM)を処置すると、活動電位持続時間（APD50）は延長した（図

5-10、5-11）。収縮力測定において、4-AP 存在下のα受容体刺激による陰性変力反応は、4-

AP 非存在下と比較して減弱した（図 5-12、5-13）。 

 

2） Cromakalim （K+チャネル開口薬）に対する反応 

 糖尿病マウス心室筋に、K+チャネル開口薬である cromakalim (3×10-5 M)を処置し活動電

位を測定すると、活動電位持続時間（APD50）は短縮した（図 5-14、5-15）。収縮力測定に

おいて、cromakalim 存在下のα受容体刺激による陰性変力反応は、cromakalim 非存在下と

比較して増強した（図 5-16、5-17）。 
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図 5-1 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋に対する phenylephrine （10-5 M）の作用 

 

 

 

 

 

図 5-2 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋に対するα受容体刺激の作用 
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図 5-3 正常マウスおよび糖尿病マウスの活動電位波形（第 3 章 図 3-1） 

 

 

 

図 5-4 正常マウスおよび糖尿病マウスの活動電位持続時間（APD） 
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図 5-5 正常マウス・糖尿病マウス心室筋に対する NCX 阻害薬 SEA0400（10-5 M）存在下

の phenylephrine （10-5 M）の作用 

 

 

図 5-6  正常マウスおよび糖尿病マウス心室収縮力に対する phenylephrine （10-5 M）と

SEA0400 存在下の phenylephrine （10-5 M）の作用 
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図 5-7 正常マウスおよび糖尿病マウスに対する SEA0400（10-5 M）の作用 

図 5-8 正常マウスおよび糖尿病マウスに対する SEA0400（10-5 M）の作用 

Relative quantities (RQ) were determined using GAPDH as an internal control. 

図 5-9 正常マウスおよび糖尿病マウス心室筋 NCX の mRNA 量  
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図 5-10 正常マウス心室筋活動電位に対する 4 aminopyridine(4-AP:3 mM)の作用 

 

 

 

図 5-11 正常マウス心室筋活動電位持続時間に対する 4 aminopyridine(4-AP:3 mM)処置の

変化 

  

4-aminopyridine (4-AP) 

○ 処置前 

● 処置後 
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図 5-12  正 常 マ ウ ス 心 室 筋 収 縮 力 に 対 す る 4 aminopyridine(4-AP:3 mM) 存 在 下 の

phenylephrine の作用 

 

 

図 5-13 正常マウス心室筋収縮力に対する 4 aminopyridine(4-AP:3 mM)非存在下と 

存在下における phenylephrine による陰性変力反応変化率 
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図 5-14 糖尿病マウス心室筋活動電位に対する cromakalim(3×10-5 M)の作用 

 

 

 

図 5-15 糖尿病マウス心室筋活動電位持続時間に対する cromakalim(3×10-5 M)処置の 

変化 
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図 5-16 糖尿病マウス心室筋収縮力に対する cromakalim(3×10-5 M)存在下の phenylephrine 

の作用 

 

 

図 5-17 糖尿病マウス心室筋収縮力に対する cromakalim(3×10-5 M)非存在下と 

存在下における phenylephrine による陰性変力反応変化率 
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第３節 考察 

正常マウス、糖尿病マウスともに phenylephrine によるα受容体刺激では陰性変力反応（収

縮力減少）を示し、その反応性は糖尿病マウスで有意に小さかった（図 5-1、5-2）。また、

α受容体刺激に対する陰性変力反応は Na+/Ca2+交換機構（NCX）阻害薬 SEA0400 処置で抑

制された（図 5-5、5-6）。このことから、正常マウス、糖尿病マウスともにα受容体刺激に

対する陰性変力反応は NCX の Ca2+排出を介した反応であることが示された。α受容体刺激

における反応濃度域や、pD2 値に差は見られなかったことから、糖尿病マウスの陰性変力反

応の減弱は受容体の数や親和性の低下によるものではないと考えられる。 

 活動電位持続時間（APD）は糖尿病マウスで有意に延長していた（図 5-4）。このこと

は、糖尿病マウス心室筋において、一過性外向き電流（Ito）の電流が減弱しているとの報告

と矛盾しない結果である（Aomine M et al., 2000、Torres-Jacome J et al., 2013、Lopez-Izquierdo 

A et al., 2014）。NCX の機能に関しては、SEA0400 に対する陽性変力反応の減弱が起きてい

たことから、糖尿病マウスで減弱していることが示された。ところが、NCX のｍRNA 量は

糖尿病マウスで増加していた（図 5-7〜5-9）。このことは、発現量と機能的な働きが必ずし

も一致していないことを示している。このような発現量と働きが逆転する原因は、NCX の

働きが細胞膜の電位変化に大きく影響を受けているからであると考えることが出来る。つ

まり、糖尿病マウスにおける活動電位持続時間の延長が、NCX による Ca2+くみ出しを抑制

し、陰性変力反応を減弱させたと考えられる。そこで、α受容体刺激に対する陰性変力反応

の減弱の因果関係を明らかにするため、活動電位を薬物処置により変化させ、検証した。 

 正常マウス心室筋に K+チャネル遮断薬 4-aminopyridine を処置し APD を延長させると、

α受容体受容体刺激に対する陰性変力反応は減弱した（図 5-10〜5-13）。また、糖尿病マ

ウス心室筋に K+チャネル開口薬 cromakalim を処置し APD を短縮させると、α受容体受容

体刺激に対する陰性変力反応は増強した（図 5-14〜5-17）。これらの結果は、短い APD で

あるほど、NCX からの Ca2+排出が起きやすくなり、α受容体刺激に対する陰性変力反応が

大きくなるという法則性が、正常マウスと糖尿病マウスにおいても支配的であることを示

す。APD 延長が起きている糖尿病ラットにおいて、α受容体刺激の陰性変力反応が消失す

るとの報告もある（Kamata K et al., 1997、Kamata K et al., 2006）。類似した相関は、マウ

ス心室筋の発達変化でも報告されている（Tanaka H et al., 1995、Hamaguchi S et al., 

2013）。活動電位とα受容体刺激に対する陰性変力反応の逆相関が、その他の病態時でも

当てはまる普遍的な法則として成り立つものか今後、さらに検討していく必要がある。活

動電位持続時間の延長は、不応期を延長させ不整な刺激に対する応答を阻止するという代

償的な仕組みとも考えられる。また、α受容体刺激に対する応答性の減弱は、収縮力減弱

を補う仕組みとして働いている可能性がある。 
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小括：糖尿病マウスでは APD が延長しており、α受容体刺激に対する陰性変力反応が減弱

していた。正常マウスの活動電位を薬物処置により延長させることで、α受容体刺激に対

する応答性が、糖尿病マウスのもののように減弱した。同様に、糖尿病マウスの活動電位

を薬物処置により短縮させると、α受容体刺激に対する反応性が正常マウスのレベルに近

づいた。これらのことから、糖尿病マウスでは APD が延長することにより、NCX の Ca2+

排出が起こりにくくなり、α受容体刺激に対する陰性変力反応が減弱することが示唆され

た。 

 

 

 

 

（参考）  細胞内膜電位変化と Na+/Ca2+交換機構（NCX）による Ca2+排出 
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第６章 自動能に関する検討 

心筋の自動能には洞房結節における正所性自動能と、それ以外の心筋から生じる異所性

自動能がある。正所性自動能の源である洞房結節は、自発的に活動電位を発生し、これが

心臓全体に伝わることで収縮を起こす、つまり心臓の歩調取りの役割を担っている。この

洞房結節の活動電位の発生には複数のイオンチャネルが関与しているが、特にL型Ca2+チャ

ネルの役割が大きいことが知られている。洞房結節における活動電位の発生頻度は、交感

神経興奮により増大、副交感神経興奮により減少し、心拍数が調節されている。 

肺静脈は、左心房に隣接して存在しており、肺循環においては肺から心房に血液を戻す

役割をしている血管であるが、左心房からの起始部の中膜に心筋細胞が存在し、脈壁を袖

状に覆っている(myocardial sleeve) （Nathan H et al.,1966)。この部位の心筋細胞、すなわ

ち肺静脈心筋が異所性自動能を有しており電気活動を生じやすいことが複数の動物種で報

告されている(Wongcharoen W et al.,2006、Honjo H et al.,2003)。この肺静脈心筋の自発的

な電気的活動、すなわち自発活動は通常低頻度であるため洞房結節の自動能によりマスク

されているが、これが顕在化することで心房細動の発生に寄与することが示されている。

肺静脈心筋は心房細動発症のきっかけとなる異常興奮が生じる部位であることが臨床的に

も示されている（Haïssaguerre M et al., 1998）。 

糖尿病は心房細動をきたしやすい基礎疾患の一つに挙げられる（Goudis et al., 2015）。糖

尿病患者における死亡の主要な原因が心臓・血管系の障害であるとも言われている。前述の

通り、心房細動は肺静脈心筋からの自発活動がトリガーとなっていると考えられており、糖

尿病が肺静脈心筋に何らかの影響を及ぼしている可能性が考えられる。また、交感神経終末

から遊離される noradrenaline や副腎髄質より血液中に分泌される adrenaline などのカテコ

ールアミンが肺静脈心筋の自発活動を誘発することが知られている(Tsuneoka et al., 2012, 

Namekata et al., 2013)。これらの伝達経路に糖尿病が何らかの影響を及ぼしていることが

様々な糖尿病モデル動物で報告されている。糖尿病により引き起こされる心房細動につい

てより理解を深めるためには、糖尿病モデルの肺静脈心筋について基本的性質を理解する

ことが有効である。 

本研究室では、モルモット肺静脈心筋の自発活動には筋小胞体からのCa2+放出と

Na+/Ca2+交換機構が (Namekata I et al .,2009)、ラット肺静脈心筋のnoradrenaline誘発性自

発活動にはL型Ca2+チャネルと筋小胞体からのCa2+放出が関与していること(Namekata I et 

al.,2010)、さらにマウス肺静脈にも心筋層が存在し約半数の標本で自発活動が発生するこ

とを報告した(Tsuneoka Y et al.,2013)。しかし、マウス肺静脈心筋細胞の膜電流については

未だ十分な検討はなされていない。マウスは、肺静脈心筋の緩徐脱分極相をとらえること

が困難であり、また、個体が小さいために手技が難儀であるなどの短所がある。その一方

で、マウスは筋小胞体（SR）の影響を観察しやすく、また、遺伝子改変動物としても広く

用いられており、ノックアウトやノックインにより特定の遺伝子の関与を検討することが
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できるなどの長所もあり、実験動物として汎用性が高い。 

心房細動のリスクファクターである糖尿病により肺静脈心筋の電気生理学的性質がどの

ように変化しているのかについては明らかではない。本研究では正常マウスと糖尿病マウ

スの電気的自発活動の発生率及び薬理学的性質を比較、検討することを目的とした。 

 

第1節 洞房結節自動能 

 正常マウス、糖尿病マウスともに摘出右心房標本は規則的に拍動した。正常マウスおよび

糖尿病マウスの心拍動数を比較すると、糖尿病マウスでわずかに低下していた。心拍動数は

正常マウスで 351.6±5.8 bpm（n=5）、糖尿病マウスで 321.0±8.9 bpm（n=5）であった（図

6-1）。 

 また、正常マウスおよび糖尿病マウスの心房に noradrenaline(10-6 M)を処置すると、濃度

依存的に陽性変時作用（心拍動数上昇）を示し、高濃度域では心拍動数の差が消失した（図

6-2）。 

 

第2節 肺静脈心筋の基本的性質および交感神経の影響 

1） 自発活動発生率・発火頻度の比較 

正常マウスおよび糖尿病マウスともにガラス微小電極法により自発活動を測定すること

ができた。正常マウスでは 107 例中 28 例 (26.2 %)が自発活動を発生していたのに対し、糖

尿病マウスでは 101 例中 48 例(47.5 %)が自発活動を発生しており自発活動の自然発生率は

糖尿病マウスの方が有意に高かった。また、自発活動の発生率は 3 部位で異なっており、

RS>L>RI であった(図 6-3、表 6-1)。この傾向は正常マウス、糖尿病マウスともに同様であ

った。自発活動の平均発火頻度は正常マウスで 2.27±0.29Hz (n=20)、糖尿病マウスで 3.05

±0.28 Hz (n=44)であり、糖尿病マウスで高い傾向が見られた(表 6-1)。 

 

2）  Noradrenaline（10-6 M）、phenylephrine（10-5 M）、isoprenaline（10-5 M）の作用 

自発活動を有していない肺静脈心筋に noradrenaline を処置すると正常マウスおよび糖尿

病マウス共に自発活動が誘発された。自発活動誘発率は正常マウスで 57.1％（7 例中 4例 ）、

糖尿病マウスでは 42.9％（7 例中 3 例） であった。また、noradrenaline 処置により自発活

動が誘発されるまでに要した時間は正常マウスで 1 分 39 秒、糖尿病マウスで 2 分 39 秒

であった (表 6-2) 。 

自発活動を有していない肺静脈心筋にα受容体刺激薬である phenylephrine を処置

（propranolol 10-6 M 前処置）すると正常マウス(n=4)および糖尿病マウス(n=6)共に自発活

動は誘発されなかった (表 6-3) 。  
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自発活動を有していない肺静脈心筋にβ受容体刺激薬である isoprenaline を処置すると正

常マウスおよび糖尿病マウス共に自発活動が誘発された。自発活動誘発率は正常マウスで

は 69.2％（13 例中 9 例）、糖尿病マウスでは 54.5％（11 例中 6 例）であった。また、isoprenaline

処置により自発活動が誘発されるまでに要した時間は正常マウスで 5 分 50 秒、糖尿病マ

ウスで 7 分 45 秒であった (表 6-4) 。 

 

図 6-1 正常マウスおよび糖尿病マウスの心拍動数 

 

図 6-2 正常マウスおよび糖尿病マウス心拍動数に対する noradrenaline の作用 
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図 6-3 正常マウスおよび糖尿病マウス自発活動 

 

 

control 

  自発活動あり 自発活動なし 

右上（RS） 25 (53.2%) 22 (46.8%) 

右下（RI） 0 (0%) 25 (100%) 

左（L） 3 (8.6%) 32 (91.4%) 

合計 28 (26.2%) 79 (73.8%) 

平均発火頻度 

(Hz) 
2.3 ± 0.3  

 

STZ 

  自発活動あり 自発活動なし 

右上（RS） 38 (80.9%) 9 (19.1%) 

右下（RI） 1 (5.3%) 18 (94.7%) 

左（L） 9 (25.7%) 26 (74.3%) 

合計 48 (47.5) ** 53 (52.5%) 

平均発火頻度 

(Hz) 
3.0 ± 0.3  

**p<0.01 v.s. control χ2 検定 

表 6-1 正常マウスおよび糖尿病マウス部位別自発活動発生率 
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  正常マウス 糖尿病マウス 

全数(本) 7 7 

自発活動誘発(本) 4 3 

自発活動誘発率(%) 57.1 42.9 

平均発火頻度(Hz) 6.27  5.44  

自発活動誘発までの平均時間 1 min 39 sec 2 min 39 sec 

表 6-2 正常マウスおよび糖尿病マウスの noradrenaline 処置に対する応答 

 

 

  正常マウス 糖尿病マウス 

全数(本) 4 6 

自発活動誘発(本) 0 0 

自発活動誘発率(%) 0 0 

表 6-3 正常マウスおよび糖尿病マウスの α 受容体刺激に対する応答 

 

 

  正常マウス 糖尿病マウス 

全数(本) 13 11 

自発活動誘発(本) 9 6 

自発活動誘発率(%) 69.2 54.5 

平均発火頻度(Hz) 6.24 4.84 

自発活動誘発までの平均時間 5 min 50 sec 7 min 45 sec 

表 6-4 正常マウスおよび糖尿病マウスの β 受容体刺激に対する応答 
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第 3 節 考察 

 洞房結節自動能、すなわち心拍動数は糖尿病マウスでわずかに低下していた（図 6-1）。

また、noradernaline に対する反応は正常マウスと糖尿病マウスで差はほとんど見られなか

った（図 6-2）。この結果は、1 型糖尿病マウスで心拍が減少している報告と矛盾しない

（Stables et al., 2015）。 

摘出肺静脈標本の自発活動発生率は正常マウスに比べて糖尿病マウスで有意に高かった

（表 6-1）。また、自発活動の平均発火頻度も糖尿病マウスで有意に高かった。このことか

ら、糖尿病では正常時と比較して肺静脈心筋の活動性が亢進していることが示された。 

交感神経伝達物質の noradrenaline によって肺静脈心筋の自発活動が誘発された。

noradrenaline は G タンパク共役型受容体を刺激することによって心筋細胞の活動電位を変

化させ、心臓のポンプ機能を修飾している。肺静脈心筋では左心房に比べて自律神経支配密

度が高いこと報告されており(Gao et al., 2011, Tan et al,2006)、このことが生体内において

自発活動の発生に関与していることが考えられる。 

Phenylephrine による α 受容体刺激では自発活動が誘発されず、isoprenaline による β 受

容体刺激では半数以上で自発活動誘発がみられた（表 6-3、6-4）。このことから、マウス肺

静脈心筋自発活動には β 受容体に対する刺激やその下流のシグナル伝達の経路が関係して

いると考えられる。一方、正常マウス及び糖尿病マウス共に isoprenaline 処置よりも

noradrenaline 処置の方が自発活動誘発までの時間が短かったことから、α 受容体刺激が β

受容体刺激による自発活動誘発を促進していることが考えられる。 

また、正常マウスと糖尿病マウスを比較すると noradrenaline、isoprenaline 処置共に正常

マウスで自発活動誘発率が高く、誘発されるまでの時間が短かった（表 6-2〜6-4）。これは、

糖尿病マウスでは肺静脈心筋自発活動の自然発生率が高く、それ以外の肺静脈心筋は刺激

を与えられても自発活動が誘発されにくい状態になっており、逆に、正常マウスでは肺静脈

心筋自発活動の自然発生率が低く、刺激を与えられると比較的容易に自発活動が誘発され

る状態になっていたと考えられる。 

 

小括：糖尿病マウス肺静脈心筋は正常マウスと比較して、活動性が亢進していた。このこと

は、糖尿病患者での心房細動発症に寄与すると考えることができた。交感神経は肺静脈心筋

に対して、増悪効果を示し、糖尿病性神経障害がさらに肺静脈心筋自発活動を亢進させる要

因となる可能性が示唆された。 
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第 4 節 肺静脈心筋自発活動に対する薬理学的検討 

１） L 型 Ca2+チャネルに関する検討 

自発活動を有している肺静脈心筋に L 型 Ca2+チャネル阻害薬である nifedipine を累積処

置（10-8〜10-5 M）したところ、両群ともに濃度依存的に発火頻度は低下し、10-5 M では正

常マウス(n=2)および糖尿病マウス(n=2)ともに自発活動は停止した。濃度反応曲線より、発

火頻度低下の程度に両群間の差はみられなかった(図 6-4)。 

 

２） Cl-チャネルに関する検討 

Cl-チャネル阻害薬である niflumic acid（3×10-5 M）を自発活動を有している標本に処置

したところ、正常マウス（n=5）および糖尿病マウス（n=3）ともに自発活動は停止した。

その発火頻度低下の程度に両群間の差は見られなかった（図 6-5）。 

 

３） 筋小胞体（SR）からの Ca2+放出に関する検討 

正常マウス（n=3）及び糖尿病マウス（n=5）に SR から Ca2+を放出する IP3 受容体の阻害

薬である xestospongin C（3×10-6 M）を処置したところ、両群ともにわずかに発火頻度が

低下したが、頻度低下の程度に両群間の差は見られなかった（図 6-6）。 

正常マウス（n=3）及び糖尿病マウス（n=5）に SR から Ca2+を放出する ryanodine 受容体

の阻害薬である ryanodine（10-6 M）を処置したところ、両群で頻度低下が観察されたが、

両群間で頻度低下の程度に差は見られなかった（図 6-7）。 

Xestospongin C と ryanodine の効果を比較すると、自発活動の頻度を低下させる効果は 

ryanodine の方が大きかった（図 6-8）。 

 

４） Na+/Ca2+交換機構(NCX)に関する検討 

NCX の阻害薬である SEA0400（10-6 M）を自発活動を有する標本に処置すると正常マウ

ス・糖尿病マウスともに頻度が低下した。頻度低下の程度は正常マウスで大きかった（図

6-9）。 

 

５） 持続性 Na＋電流に関する検討 

持続性 Na＋電流の阻害薬である GS-458967（10-6 M）を自発活動を有する標本に処置した

ところ、正常マウス・糖尿病マウスともに発火が頻度低下した。頻度低下の程度は糖尿病マ

ウスで大きかった（図 6-10）。 

 

 

  



67 

 

図 6-4 正常マウスおよび糖尿病マウスの nifedipine 累積処置（10-8〜10-5 M）による 

発火頻度変化 

 

 

図 6-5 正常マウスおよび糖尿病マウスの niflumic acid（3×10-5 M）処置による 

発火頻度変化 
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図 6-6 正常マウスおよび糖尿病マウスの xestospongin C（3×10-6 M）処置による 

発火頻度変化 

 

図 6-7 正常マウスおよび糖尿病マウスの ryanodine（10-6 M）処置による発火頻度変化 

  

xestospongin C 
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図 6-8 肺静脈心筋自発活動に対する xestospongin C と ryanodine の頻度変化率の比較 

 

 

図 6-9 正常マウス及び糖尿病マウスの SEA400（10-6 M）処置による発火頻度変化 
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図 6-10 正常マウス及び糖尿病マウスの GS-458967（10-6 M）処置による発火頻度変化 

 

 

（参考）ddY 系マウス肺静脈の染色（恒岡弥生 博士論文） 
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第 5 節 考察 

肺静脈心筋自発活動の発生には細胞内 Ca2+が関与していると考えられている。一般に、

細胞内 Ca2+の挙動は、まず細胞膜の脱分極によって開口した電位依存性の L 型 Ca2+チャネ

ルから細胞内へ Ca2+が流入し、この Ca2+が筋小胞体（SR）上の ryanodine 受容体を開口さ

せる。細胞内 Ca2+濃度上昇は SR からの Ca2+放出が主な要因となっているが、SR 上の Ca2+

放出チャネルには ryanodine 受容体と IP3 受容体の 2 種類が知られている。このようにして

細胞質内 Ca2+濃度が上昇すると、その後 Ca2+は主に SR の SERCA によって濃度勾配に逆ら

って SR へ再取り込みされるか、Na+/Ca2+交換機構（NCX）によって細胞外に排出されるこ

とで細胞内 Ca2+濃度が減少する。 

まず、Ca2+に関連する細胞膜のイオンチャネルに着目した。L 型 Ca2+チャネルの阻害薬で

ある nifedipine によって自発活動が停止したことから、L 型 Ca2+チャネルを介した内向き電

流が自発活動の発生に寄与していることが示された。また、L 型 Ca2+チャネルの自発活動発

生への寄与は正常マウスと糖尿病マウスで差がなく、このことは、L 型 Ca2+チャネルの

mRNA 量が正常マウスと糖尿病マウスでほとんど差がないという報告(Teshima Y et al.,1999、

Takasawa S et al.,1997)と矛盾しない。また Ca2+によって活性化される Cl-チャネル（Ca2+ 

activated Cl-チャネル）の阻害薬である niflumic acid で自発活動の停止が見られ、自発活動

に対する Cl-チャネルの関与が示唆された。Cl-チャネルの平衡電位は-40ｍV 付近にあり、活

動電位の発火に必要な緩徐脱分極付近の電位（およそ-60ｍＶ）では、細胞内Ｃl-イオンが細

胞外へと流出し、内向き電流が生じていると考えられる。自発活動発生における Cl-チャネ

ルの寄与はラット肺静脈心筋自発活動においても検討されており（Okamoto et al., 2014）、

Cl-チャネルの新たな役割に注目したい。 

次に、細胞内 Ca2+の主な供給源である筋小胞体（SR）に存在する２種類の Ca2+放出チャ

ネル（ryanodine 受容体、IP3 受容体）について検討した。どちらの阻害薬（ryanodine、

xestospongin C）でも自発活動の発火頻度低下が見られ、マウス肺静脈心筋自発活動におい

ても SR が寄与していることが明らかとなった。しかしその作用は ryanodine の方が大きい

ものであったため、マウス肺静脈自発活動発生には ryanodine 受容体からの Ca2+放出の影響

が大きいと考えられる。α 受容体の下流には NCX の活性化、IP3 受容体の活性化、内向き

整流性 K+チャネルの抑制(De jonge HW et al.,1995)があり、β 受容体の下流には Na+/K+ 

ATPase (Dobretsov M et al., 1998)、L 型 Ca2+チャネルの活性化(Ngumo F et al.,2009)、遅延

整流性 K+チャネルの活性化(Yazawa K et al.,1990)、筋小胞体からの Ca2+放出の増大(Tanaka 

H et al.,1997)などがあると報告されている。α 受容体刺激では自発活動が誘発されず（第 1

節）、その下流にある IP3 受容体を阻害しても自発活動に対して大きく影響を及ぼさなかっ

たこと（第 3 節）からマウス肺静脈心筋自発活動発生にこれらの経路はあまり関与しない

と考えられる。一方、β 受容体刺激では自発活動が誘発され、その下流の L 型 Ca2+チャネ

ルや ryanodine 受容体が自発活動発生に寄与していたことから、β受容体刺激により細胞内
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Ca2+濃度が上昇し、自発活動に至ったと考えられる。これらのことから、マウス肺静脈心筋

自発活動には交感神経が関与しており、特に GS 共役型受容体関連の経路が自発活動の発生

に寄与していると考えられる。 

また、細胞膜上の Ca2+トランスポーターである Na+/Ca2+交換機構（NCX）に着目した。

正常マウスでは NCX 阻害薬 SEA0400 処置によって自発活動が抑制されたことから、マウ

ス肺静脈心筋自発活動の発生には NCX が関与していると考えられる。NCX は、細胞内 Ca2+

を細胞外にくみ出すと同時に 3 つの Na+を細胞内に取り込んでいる。その際、内向き電流が

生じ、自発活動の発生に寄与している可能性がある。一方、糖尿病マウスでは SEA0400 処

置による自発活動停止はみられず、発火頻度の低下のみがみられた。正常マウスと比較して

糖尿病マウス肺静脈心筋自発活動の SEA0400 による頻度低下は小さく、この要因として糖

尿病マウス肺静脈心筋で活動電位持続時間（APD）が延長していたこと（第 3 章）と、NCX

機能低下が挙げられる（第 5 章）。 

さらに、新たな脱分極電流成分として持続性 Na+電流に着目した。持続性 Na+電流阻害薬

を処置したところ、糖尿病マウスで発火頻度低下が大きく観察された。持続性 Na+電流は肺

静脈心筋自発活動で見られる緩徐脱分極相の形成や心房細動発症と関連することが明らか

となってきており（Luiz et al., 2014, Shryock et al., 2013）、今後のさらなる検討が期待され

る。 

本研究を通じて、マウスの肺静脈は心筋層が薄いためガラス微小電極の刺入が難しく、電

気的自発活動の安定性もモルモットやラットと比べて低い印象があった。また、自発活動の

本質である緩徐脱分極を捉えることもきわめて困難であった。そのような制約はあるが、自

発活動を観測し、薬理学的処置の影響を観測することは可能であった。各種遺伝子改変動物

がマウスで供給される事を考えると、今後肺静脈心筋自動能の研究を進める上で、マウスと

いう動物種も一定の価値を有するといえよう。 

 

小括：マウス肺静脈心筋自発活動発生には、種々のイオンチャネルやトランスポーターが関

与していることが明らかとなった。肺静脈由来の糖尿病性心房細動治療のターゲット探索

において、これらの知見が有意義なものとなることを期待する。 
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第 7 章 総括 

 Streptozotocin 誘発性糖尿病モデルマウス摘出心筋標本を用いて、心筋の活動電位、  Ca2+ 

transient、収縮・弛緩機能について検討し、以下の知見を得ることが出来た。 

 

結論 1：本モデルでは心筋収縮機能障害と拡張機能障害の両方が生じていた。主な原因は

細胞の形態学的変化ではなく、再分極電流や筋小胞体の機能的変化であると考え

られる。 

 

結論２：糖尿病心筋の拡張機能低下は SERCA の制御異常が主な原因であり、SERCA 活性 

化薬が心筋拡張機能不全の改善に有用である可能性がある。 

 

結論３：糖尿病マウスでは、α受容体刺激による陰性変力反応が減弱しているが、その原 

因のひとつが、活動電位持続時間の延長である。 

 

結論４：糖尿病は肺静脈心筋細胞のイオンチャネルやトランスポーターの機能に影響を与

えて異所性自発活動を亢進させていた。Cl-チャネル電流や持続性 Na+電流など、

肺静脈心筋の自動能亢進に寄与する機序が、心房細動に対する薬物治療のターゲ

ットとなる可能性がある。 

 

Streptozotocin 誘発性糖尿病モデルマウス心筋では、興奮収縮機構とその自律神経伝達物

質に対する応答性が変化していた。弛緩機能不全や心房細動発生の原因と考えられている

肺静脈自動能亢進など、糖尿病患者の心臓と類似した病態も見られ、病態モデルとしての

有用性が示された。また、交感神経（noradrenaline）は糖尿病の心筋障害に対して改善効

果、増悪効果の両方を示した。さらに、心筋障害や薬物の作用をイオンチャネルやトラン

スポーターのレベルで解明し、いくつかの治療ターゲットを提案することが出来た。この

ような研究を積み重ねることで、糖尿病性心不全や心房細動に対する治療薬の開発につな

がることを期待する。 
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