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Effects ofグ-adrenoceptor stimulation on

  contractility，ECa2十］i，and Ca2十current

    in diabe血ratCarmomyoCyteS

（糖尿病ラット心筋細胞における細胞収縮性、細胞内Caz十濃度、

およびCaz゙ 電流に対するアドレナリン作動性グ受容体刺激の影響）

学位論文内容の要旨

    糖尿病患者では、血管病変による合併症の有無とは独立に心機能が変化することが

知られている。糖尿病モデル動物でも同様な心機能変化が生ずるが、その主要な原因の

ひとっとして、アドレナリン作動性p受容体（以下、p受容体）刺激による陽性変力作用

が減弱していることが知られている。実験的糖尿病モデルにおいて心筋のp受容体数の減

少やD受容体とアデニール酸シクラーゼの連関が障害されていることが報告されている

が、一方、心筋p受容体数の減少が必ずしもp受容体を介する陽性変力作用の減弱にっな

がらないとの指摘もあり、さらに、最近では心筋p受容体とアデニール酸シクラーゼの連

関が糖尿病でも変化していないとの報告も多くある。このように、糖尿病病態心におけ

るp受容体刺激に対する陽性変力反応の減弱が、p受容体数の減少やそれ以降の情報伝達

系の変化によるものかどうかは、未だ明確に示されていない。

    本研究では、糖尿病心筋におけるD受容体刺激への低反応性の一次的要因を知るた

めに、実験的糖尿病モデルラットより作成した単一心室筋細胞を用いて細胞収縮性、細

胞内Ca2゙ 濃度([Ca2゙ ］i）の一過性上昇(Ca2゙ トランジェント）、L型Ca9゙ 電流（くョ）および

筋小胞体(SR)のCa2゙ 含量に対するp受容体作動薬イソプ口テレノー´レの及ぽす作用が

どのように変化しているかを検討した。また、p受容体刺激に対する反応性の変化がp受

容体レベルに起因するものなのか、あるいは受容体以降の情報伝達系レベルの問題なの

かを知るために、アデニール酸シクラーゼを直接活性化するフォルスコリンと、cAMPの

誘 導 体 で あ る dibutyryl cAMPの BcAMP)に 対 す る 反 応 も 合わ せ て 検 討 し た 。

    8週令雄性ウイスター系ラットにストレプトゾトシン(STZ) 45mg[kgを静注して糖

尿病を誘発したのち4-6週経過した時点で実験を行った。正常対照群には、STZの代わり

にクエン酸緩衝液のみを静注した同週令のラットを用いた。また、STZ投与後よルイン

スリンを投与し続けたインスリン治療糖尿病群、および食餌制限により糖尿病詳と同等

の体重とした食餌制限非糖尿病群のラットも作成した。ラットの心臓を単離潅流し、コ



ラゲナーゼ処理にて単一心室筋細胞を得た。得られた細胞に螢光Ca2゙ 指示薬であるindo-

1を負荷し、螢光顕微鏡のステージに設置した潅流漕内で、白金電極により0.5Hzの電気

刺激を与えて細胞を収縮させ、その際の[Ca2゙ ］iの変化を顕微測光した。[Ca2゙ ］iの測定と

同時に、螢光顕微鏡に設置したビデオ・エッジ・デイテクタにより細胞長軸の長さの変

化を経時的に測定し、細胞長の変化率をもって心筋細胞の収縮性を評価した。Icユの測定

はwhole cellパッチ・クランプ法で行った。細胞の近傍からカフェイン溶液を急速投与

すると、SRからCa2゙ が急速に放出されることによって[Ca2゙ ］；が急激に上昇するが（カ

フェイン誘発性Ca2゙ トランジェント）、その上昇の振幅をSR Ca2゙ 含量の指標として評価

した。

    実験動物の血糖値は、正常対照群に比ベ糖尿病詳で約3.5倍で著明な高血糖を示し

た。体重は、糖尿病群は対照群の約0.6倍の著明な低値を示した。インスリン治療糖尿病

ラットでは、正常対照群とほぽ同等の血糖と体重を示した。食餌制限非糖尿病ラットで

は、血糖値は正常対照群と同等だが、体重は糖尿病群と同等だった。単一心室筋細胞の

長 軸 お よ び 短 軸 の 長 さ は 、 対 照 詳 と 糖 尿 病 群 間 で有 意 差 は な か っ た。

    単一心室筋細胞の収縮性の基礎値は正常対照群と糖尿病詳で同等だった。また

［Ca2゙ ］iの基礎値も、拡張期・収縮期ともに両群で有意差はなかった。両詳においてイソプ

ロテレノールは濃度依存性に細胞収縮性とCa2゙ トランジェントを増強したが、その濃度

反応曲線は、収縮性、Ca2゙ トランジェントともに対照群に比ベ糖尿病群で著明に下方に

移動していた。フォルスコリンおよびDBcAMPに対する収縮性およびCa2゙ トランジェ

ントの増強反応も、イソプロテレノールの場合と同様に糖尿病群で顕著に減弱していた。

このことは、糖尿病心筋細胞ではp受容体-Gs蛋白．アデニール酸シクラーゼの連関や細

胞内cAMP濃度の上昇よりも下流の情報伝達系の障害によって、D刺激時のCa2゙ 動員の

増加反応が減弱し、それが陽性変力反応減弱の要因であることを示唆する。

    Icヨは、その基礎値に糖尿病群と正常対照群で有意差を認めなかった。さらに、イソ

プロテレノール、フォルスコリン、およびDBcAMPによって糖尿病群、対照群ともにくュ

は顕著に増強したが、その程度は両群間で有意差がなかった。このことは、前記Ca2゙ 動

員増加反応の減弱の責任部位が、少なくともCa2゙ チャネルからのQa2゙ 流入ではないこと

を示唆している。

    SRのCa9゙ 含量の指標であるカフウイン誘発性Ca2゙ トランジェントは、その基礎値

は糖尿病群が対照詳よりも有意に低値を示した。さらに、イソプロテレノール、フォル

スコリン、およびDBcAMPによって両詳ともにカフェイン誘発性Ca2+トランジェント

は増加したが、その程度は糖尿病詳で顕著に減弱していた。このことは、糖尿病心筋細

胞におけるCa2゙ 動員増加反応の減弱の責任部位のひとっが、SRにおけるCa2゙ 取り込み、

あるいは放出の障害であることを示唆している。

    糖尿病詳心室筋細胞で認められた上記の反応の変化は、インスリン治療糖尿病群と

食餌制限非糖尿病群の心室筋細胞では認めなかった。これは、上記のような糖尿病ラッ

トでの変化が、STZの心筋への直接作用や低栄養によるものではないことを示している。



    以上のように、糖尿病群心室筋細胞では、p受容体刺激およびその下流のアデニー

ル酸シクラーゼ刺激あるいは細胞内cAMPを直接上昇させた際の心筋細胞の収縮性と

Ca2゙ トランジェントの増強反応が正常対照群に比べて有意に減弱しており、さらに、カ

フェイン誘発性Ca2゙ トランジェント、すなわちSRのCa2゙ 含量は、基礎値および上記の

刺激時の反応ともに対照詳よりも低下していた。しかし、Icヨ、すなわちCa2゙ チャネルか

らのCa2゙ 流入は基礎値、刺激時ともに両群で有意差がなかった。従って、糖尿痛心筋に

おけるアドレナリン作動性p受容体を介する陽性変力反応の減弱は、SRにおけるCa2゙ の

取り込みと放出の両者あるいはどちらか一方に主に起因するものと考えられた。



学位論文審査の要旨

    学位論文題名

EffCtSOf0‐adrenOCeptorStimulationon

  COntraCtility，［Ca2十］i，andCa2十Current

    inmabe血ratCarmomyocyteS

（糖尿病ラット心筋細胞における細胞収縮性、細胞内Ca2゙ 濃度、

およびCa2十電流に対するアドレナリン作動性グ受容体刺激の影響）

  申請者が提出した学位論文は、糖尿病性心筋症モデルの心筋細胞におけるアドレナル

ン作動性p受容体（以下、B受容体）刺激に対する陽性変力反応低下の機序に関する研

究で、雑誌American Journal of Physiologyに申請者が主著者となって発表したものであ

る。

  糖尿病患者では血管病変による合併症とは独立に心機能が低下し、糖尿病性心筋症と

して知られている。ストレプトゾトシン(STZ)誘発性糖尿病ラットは同心筋症の心機能

変化をよく再現し、そのモデ少として広く研究に使用されている。同モデル心筋では、

p受容体刺激に対する陽性変力反応が低下しており、糖尿病性心筋症病態の主要な原因

のーっと考えられている。しかしその詳細な機序については、p受容体数の変化やp受

容体とァデニール酸シクラーゼの連関の変化等について様々な報告があるが、未だ明確

には示されておらず、またそれ以上の詳細な研究も数少ない。本研究は、糖尿病性心筋

症の機序についてさらに詳細に検討する目的で行われた。本論文では、同モデルの心筋

細胞を用い、そのCa2゙ トランジェントと収縮性、細胞膜の電位依存性L型Ca2+チャネ

ル電流（lcヨ）および筋小胞体（SR)Ca2゙ 含量を測定することによって、陽性変力反応減弱

の主要な原因がSR機能異常にあると結論づけている。以下に、本論文で新しく示され

た実験結果とそこから導かれる結論を要約する。

  1． STZ誘発性糖尿病ラット心室筋細胞において、Ca2+トランジェントと収縮性の基

礎値は正常対照群と差がないが、p受容体刺激刺激薬isoproterenol、アデニール酸シク

ラ ー ゼ を 直 接 活 性化 す るforskolin、 およ び cAMP類 似 体で あ るdibutyryl

cAMP(DBcAMP)による増強反応は正常対照群よりも著明に減弱していた。このことは、

p受容体刺激に対する低反応性が、p受容体やB受容体一G蛋白―アデニール酸シク
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ラーゼの三者連関よりも下流の情報伝達系の変化に起因することを示唆する。

  2. Icユは基礎値およびisoproterenol、forskolin、DBcAMPによる増強反応の全てが、

糖尿病群と正常対照群で有意差がなかった。このことは、心筋細胞膜のCa2゙ チャネル機

能が糖尿病でも変化せず、1で示したCa2゙ トランジェントの変化に関与しないことを示

す。

  3. SRのCa2゙ 含量は、基礎値およびisoproterenolによる増加反応ともに糖尿病群で

減弱1しており、forskolinおよびDBcAMPに対しても同様の傾向を示した。2と併せる

と、このことはCa2゙ トランジェントの反応低下の主要な原因がSRへのCa2゙ 取り込みの

低下にあることを示す。

  4．上記l～3で示された糖尿病心筋細胞での変化は、インスリン治療により消失あ

るいは改善された。このことは、上記の変化がSTZの非特異的毒性によるものではな

く、糖尿病病態によるものであることを示す。

  本論文ではさらに、共同実験者らが今までに同じモデル心筋について発表している事

実、すなわち（1)[3受容体数は減少しているが陽性変力反応減弱を説明しうる程度ではな

いこと、(2)t3受容体- Gs蛋白―アデニール酸シクラーゼの三者連関の反応性は保たれ

ていること、(3)SRCa2゙ ATPaseの調節蛋白であルリン酸化によってCa2゙ AT Paseが活性化

するphospholambamについて、p受容体刺激時のルン酸化反応が著明に減弱しているこ

と、以上三つの事実と本研究の結果を併せて考察し、次のように結論づけている。すな

わち、糖尿病心筋におけるp受容体を介する陽性変力反応の減弱は、Ca2゙ トランジェン

トの増強反応の低下が直接的原因で、その機序としてp受容体- Gs蛋白ーアデニー´レ

酸シクラーゼの三者連関やI。ユはあまり関与せず、SRの機能異常が主たる原因である、

との結論を示している。

  学位論文発表に際して、主査、副査および出席者から、糖尿病性心筋症のより根元的

な原因や機序、SRのCa2゙ 放出に関わるライアノジン受容体の変化、糖尿病性心筋症へ

のインスリンの関与、糖尿病性神経障害との関連、および臨床への応用等について質問
があったが、申請者は自己の実験データおよび文献的知識に基づぃて概ね的確に回答し

た。

  本研究は、斬新かつ明快な自己の実験デ一夕と既知の事実に対する詳細な考察によ

り、いままで明確に示されていなかった糖尿病性心筋症病態の機序について新たな知見
と理解を提供したとぃう点において高く評価され、今後の研究をするうえでの重要な基

礎データとなり、さらには将来の臨床的応用への礎となることが期待される。

  審査員一同はこれらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども

併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。


