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研究成果の概要（和文）：高濃度グルコース（25 mM,HG）が心臓自動能に及ぼす影響をマウス心臓で解析した。
単離洞房結節細胞の収縮間隔をポアソンプロット解析すると、短期間変動を示す短軸方向標準偏差（SD1）と長
期間変動を示す長軸方向標準偏差（SD2）ともにHG投与で増大した。HG投与は局所的Ca2+放出（LCR）の振幅を増
大し収縮周期早期のLCRを増加した。またHG投与はミトコンドリア活性酸素（ROS）を増加した。ランゲンドルフ
灌流心へのHD灌流は、心電図RR間隔変動（SD1）を増大した。マウス心臓へのHG投与は、洞房結節細胞のROSを増
加しLCR動態を変化させて自動能を障害し心拍変動を増加させると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Effects of high glucose (25mM, HG) on the cardiac automaticity was 
investigated using mice hearts. In the analysis of cell contraction interval in isolated sinoatrial 
myocytes using Poincare plot, the HD application augmented both standard deviation along short axis 
which indicates short-term variation (SD1) and the one along long axis which indicates long-term 
variation (SD2). The HD application increased the amplitude of local Ca2+ release (LCR) and the 
frequency of LCR which appeared in early phase of cardiac cycle, and increased mitochondrial 
reactive oxygen species (ROS). In Langendorff heart experiments, the HD perfusion increased SD1 of 
RR interval. Taken together, it was suggested that the HD application to mouse heart increases ROS 
and alters LCR dynamics in sinoatrial myocytes, leading to impairment of automaticity and to heart 
rate variability.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はマウス心臓を用いて、高濃度グルコースが心臓自動能を障害し大きな心拍数変動を誘発することを初め
て明らかにした。ヒトにおいては、食後に高血糖が起こることがあるが、本研究成果は、食後高血糖が心臓洞房
結節自動能を直接障害し大きな心拍変動を引き起こす可能性を示す。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
心臓拍動のリズムは、洞房結節の内因性興奮リズム（自動能）を基礎に自律神経系により調節
されている。洞房結節自動能には、細胞膜イオンチャネルの協調作用（Irisawa et al., Physiol 
Rev, 1993）のみならず、筋小胞体リアノジン受容体からの局所的 Ca2+放出“local Ca2+ release 

(LCR)”が関与する（Maltsev et al., Biophys J, 2004; Torrente et al., Cardiovasc Res, 2016）。
申請者らは、ミトコンドリアNa+/Ca2+交換（NCXm）を介する筋小胞体への Ca2+供給経路を発
見し、洞房結節細胞の“ミトコンドリア－筋小胞体－細胞膜 Ca2+連関”が自動能発生に関与する
との仮説を提唱した（Takeuchi et al., J Physiol Sci, 2015）。一連の研究過程で、申請者らは、
マウスの洞房結節細胞とランゲンドルフ灌流心臓において、高濃度グルコース投与により洞房
結節機能不全が発生するとの新しい知見を得た。 
 高血糖状態が続く糖尿病患者では心房細動や心室性期外収縮などの不整脈合併率が高く、自
律神経系異常や冠動脈の動脈硬化による心筋虚血が関連すると考えられているが、心臓の興奮
性や興奮伝導性自体の傷害も指摘されている（Grisanti, Front Physiol, 2018）。しかし、ヒトま
たは実験動物で、高血糖状態が洞房結節機能不全を誘発することは、今までに報告はない。また、
糖尿病性不整脈発生機序としては、心臓の線維化、慢性炎症、酸化的ストレスなどが指摘されて
いるが、未だ全容は解明されていない。高濃度グルコースによる洞房結節機能不全は、数十分で
発現することから、申請者らが提唱する洞房結節細胞の“ミトコンドリア－筋小胞体－細胞膜
Ca2+連関”の異常が関連するものと強く示唆される。本研究を通じて、糖尿病の新たな病態解明
と不整脈治療に貢献できると考える。 
 
２．研究の目的 
本研究は１）洞房結節の代謝－自動能連関の
解明、２）高血糖が洞機能不全を誘発する機序の
解明、３）数理モデル解析によるヒト心臓におけ
る高血糖誘発洞機能不全の検討を行うことで、
“洞房結節の代謝－自動能連関”の生理的及び病
態的意義を解明することを目的とする。 
 高濃度グルコースにより洞機能不全が誘発さ
れるという発見は、申請者らの独自の発見であ
り、これまで報告がない。この研究により、ヒト
の高血糖病態の解明へと発展することが期待さ
れる。 
 
３．研究の方法 
10～16 週齢のマウス心臓から洞房結節を取り
出し、コレゲナーゼ処理により洞房結節細胞を
単離した。１）自動能をもつ単離洞房結節細胞の
細胞収縮を、コントロール Tyrode 液灌流下に高
速イメージング法（2 ミリ秒間隔, 256 × 256 
pixels; 0.11 μm/pixel）を用いて記録し、NIS-
Elements（Nikon）と自作の解析ソフトで収縮間
隔の変動を解析した。２）単離洞房結節細胞に
Ca2+感受性色素 Calbryte™ 520 を負荷して、細胞
質 Ca2+を蛍光測定して計測した（2.5 ミリ秒間
隔、512 × 512 pixels; 0.16 μm/pixel）。３）
単離洞房結節細胞のミトコンドリア活性酸素
（ROS）を mtSOX Deep Red を用いて測定した。
４）マウスから心臓をとりだして、ランゲンドル
フ灌流心を作成し心拍数変動を計測した。 
 
４．研究成果 
１）細胞外液グルコース濃度 5 mM と 25 mM の条
件で、単離洞房結節細胞の収縮を 10 分間計測し、
自作のソフトで収縮間隔測定し、Poincaré plot
を用いて収縮間隔の変動を解析した（図 1A, B）。
短期間の変動を示す短軸方向の標準偏差（SD1）
及び長期間の変動を示す長軸方向の標準偏差
（SD2）ともに、高濃度グルコースを投与するこ
とで収縮間隔の変動が有意に大きくなった（図



1C,D）。 
また、収縮間隔平均値の±5×標準偏差（5SD）
を超える収縮間隔を示した収縮の数が、高濃度
グルコース（25 mM）を投与すると有意に増加し
た。そして、その効果は高齢マウス（13～16 月
齢）において幼弱マウス（10～16 週齢）よりも
著明であった。 
 
２）洞房結節細胞の Ca2+動態解析では、自発
的な Ca2+トランジエントの大きさに有意差は観
られなかった（図 2A）。筋小胞体から放出され
る局所的な Ca2+放出（Local Ca2+ release, LCR）
を解析したところ、高濃度グルコース投与によ
り LCR の持続時間（Full duration at half 
maximum, FDHM）には変化が観られなかったが
（図 2B）、LCR の振幅が増大し（図 2C）、収縮周
期(Cycle length, CL))早期に発生する LCR の
頻度が増加した（図 2D）。 
 
３) ミトコンドリア活性酸素（ROS）の発生を測定したところ、高濃度グルコース負荷によりミ
トコンドリア由来の ROS が増加することが示された。 
 
４)マウスランゲンドルフ灌流心を用いて、高濃度グルコース及び高浸透圧液（グルコースの
代わりに 20 mM マニトール添加）が、心拍数変動に及ぼす影響を測定した。高濃度グルコース
Tyrode 液灌流時には、心電図 RR 間隔の変動（Poincaré plotにおける SD1）が有意に増大した
（図 3A,B）。特に高濃度グルコース液灌流後 5～10 分で、心拍数が有意に変動した（図 3C,D）。
また、心房性補充収縮が観察されたので、高濃度グルコース負荷による洞房結節機能障害が推測
された。一方、高浸透圧液（20 mM マニトール添加）灌流では心拍数変動に有意な差は観られな
かった。 
 
これらの結果から、マウス心臓に対しての高濃度グルコース負荷は、１）洞房結節細胞の ROS
増加と LCR 動態を変化させることで、２）洞房結節の自動能を障害し心拍変動を増加させること
が明らかになった。 
 
また、 
５）心筋細胞の膜興奮、Ca2+動態、収縮、ミトコンドリア代謝及びミトコンドリア ROS 産生を
統合した、心筋細胞モデルの数理モデル構築に成功した。論文発表の準備を進めている。 
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