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研究成果の概要（和文）：糖尿病の予防やその進行を抑制するためには，骨格筋の糖代謝能を正常に保つことが重要で
ある．本研究は糖尿病モデル動物を用いて，筋収縮を繰り返すと疲労の原因となる細胞質のカルシウムイオンが蓄積し
やすいことを明らかにした．とくに，カルシウム恒常性と関連する微小血管の血流や酸素運搬に考慮し，それらの細胞
内環境が維持されたin vivo実験(生体内モデル）によってこの知見を得ることに成功した．糖尿病が誘発する骨格筋の
脆弱性はカルシウムの恒常性が深く関与する．

研究成果の概要（英文）：In diabetes mellitus force production in skeletal muscle is impaired and muscle fr
agility are increased, consequent to impaired calcium ion homeostasis. This study found that diabetes pert
urbs the calcium ion regulatory system such that resting calcium homeostasis following muscle contractions
 is compromised and elevations of calcium are exacerbated. This study considers the impact of diabetes on 
the capacity of skeletal muscle to regulate calcium, following muscle contractions and, in particular, the
 relationship between muscle fatigue and elevated calcium ion in a highly ecologically relevant circulatio
n-intact environment. Given the profound microcirculatory dysfunction in diabetes this preparation present
s the exciting imperative to investigate the relationships among microvascular function, blood-myocyte oxy
gen flux and calcium homeostasis as they relate to enhanced muscle fatigability and exercise intolerance.
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１．研究開始当初の背景 

 糖尿病の予防やその進行を抑制するため

には，骨格筋の糖代謝能を正常に保つことが

重要である．それには糖尿病の進行とともに

併発する筋萎縮を抑制し，筋量を確保するこ

とが必要となる．本研究は糖尿病状態にある

骨格筋において，機械的刺激(メカノストレ

ス)に対する筋線維のカルシウムイオン動態

に着目し，生体内(in vivo)バイオイメージ

ングによる細胞レベルでのメカノストレス

応答性を解明すること，さらに，それらの知

見に基づいた糖尿病筋萎縮に対する新しい

トレーニング理論を構築することを目標と

した． 

 骨格筋の収縮は，筋小胞体(SR)からの Ca2+

放出と Ca2+取り込みによる筋細胞内 Ca2+濃度

([Ca2+]i)の変化によって惹起される．連続的

な筋収縮は，収縮期の[Ca2+]i低下と弛緩期の 

[Ca2+]i増加を導く．その結果，発揮張力や収

縮弛緩速度の低下を引き起こす．この現象は

摘出筋や培養筋細胞を用いた in vitro の研

究において明らかにされている(Chin et al, 

1996)．糖尿病は筋萎縮ならびに筋機能の低

下引き起こすが (Cotter et al. 1989, 

Sanchez et al. 2005, Aughsteen et al. 2006)，

糖尿病患者の骨格筋での[Ca2+]i 調節機構に

障害が生じているか否かは明らかにされて

いない．また，糖尿病患者あるいは糖尿病モ

デル動物の骨格筋において，筋収縮時の

[Ca2+]i動態を in vivo で測定した報告はほと

んどない．  

 

２．研究の目的 

 我々は，これまでに筋収縮時の[Ca2+]i動態

を in vivo で測定することに成功し，連続的

な筋収縮による筋疲労にともない，細胞内に

Ca2+が蓄積することを明らかにした(Sonobe 

et al. 2008,2010)．本研究は，このシステ

ムを用いて糖尿病モデル動物骨格筋の筋収

縮時の[Ca2+]i動態を in vivo で測定すること

により，筋細胞内の[Ca2+]i動態に異常がある

か否かを検討し，筋細胞内の[Ca2+]iの恒常性

を障害する要因を明らかにすることで，糖尿

病が誘発する骨格筋の脆弱性のメカニズム

を解明することを目的とした． 

 

３．研究の方法 

 実験には Wistar 系雄性ラットを用い，ス

トレプトゾトシン(STZ)を腹腔内投与して

1 型糖尿病モデル動物(以下 T1D とする)

を作製した． 

実験 1. In vivo 観察モデルによる検証(図

1)：麻酔下において，薄膜上の骨格筋である

脊柱僧帽筋を血流を維持した状態のまま剥

離し，筋細胞内に Ca2+蛍光指示薬(Fura-2 AM)

を取り込ませ，以下の条件の下，蛍光顕微鏡

による筋細胞内[Ca2+]i 動態をリアルタイム

に測定した． 

＜プロトコール 1＞ 電気刺激による筋収縮

後の[Ca2+]i蓄積動態を検証した． 

＜プロトコール 2＞ 脊柱僧帽筋の一本の

筋線維内に，高濃度(2 mM)の Ca2+溶液を注入

し，注入直後の[Ca2+]i 動態を秒単位で観察

することで細胞質への Ca2+放出および細胞

質からの Ca2+取り込み能力を測定した． 

 

実験2. 脊柱僧帽筋を摘出し，Ca2+放出とCa2+

取り込みに関わるタンパク質(Ca2+放出;リア

ノジン受容体，Ca2+取りこみ;Ca2+-ATPase)量

を Western blot 法により定量した． 

 

実験 3. 脊柱僧帽筋を摘出し，10 µm の凍結

切片標本を組織化学染色法により染色し，筋

横断面積ごとのミトコンドリア(SDH 活性)量

を定量した． 

図 1.In vivo 環境下における細胞内 Ca2+測定

の実験システム 

 

４．研究成果 

 実験 1により，T1D の骨格筋では，筋収縮

数の増加に伴い，筋細胞内[Ca2+]iが上昇しや

すいことを明らかにした．(図 2)．また，高

濃度の Ca2+溶液を細胞内注入したにも関わら

ず，[Ca2+]i上昇が著しく抑制されたことから， 

[Ca2+]i上昇を感知してSRからのCa
2+放出が生
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じる機構(Ca2+誘発性 Ca2+放出)が減弱してい

る可能性を明らかにした(図 3A)．さらに，コ

ントロールでは，高濃度の Ca2+溶液を注入直

後，Ca2+レベルが 25%増加し，注入 60 秒後に

は 15%の減少が観察されたが，T1D では，注

入 60 秒後でも Ca2+の減少が数%であったこと

から，T1D では Ca2+取り込み能力が減少して

いることが示唆された(図 3B)． 

図 2.T1D の骨格筋は筋収縮によって細胞内

Ca2+が蓄積しやすい． 

 

図 3.T1D の骨格筋は Ca2+の放出と取り込み能

力が低下している． 

 

 実験 2により，T1D の骨格筋は，SR から

の Ca2+放出に関与するリアノジン受容体

(RyR)のタンパク質量が減少していること

を明らかにした(図 4左)．なお，SRへの Ca2+

取り込みに関与する Ca2+-ATPase (SERCA1

および 2)のタンパク質量に変化はなかっ

た(図 4右)． 

 

 実験 3により，T1D の骨格筋では，ミト

コンドリア含有量の低下が見られ，とくに

筋横断面積の少ない筋線維ほどその低下が

顕著であることを明らかにした(図 5)． 

 以上の結果より，T1D の骨格筋では，筋

収縮により筋細胞内に Ca2+が蓄積しやすい

ことが判明した．また，細胞質への Ca2+放

出および細胞質からの Ca2+取り込みが減弱

しており，Ca2+放出の低下は RyR のタンパ

ク質量の減少に起因していることが示唆さ

れた．その一方，Ca2+取り込みが減弱した

機序は SERCA に関係したものではないこと

を明らかにした． 

図 4.T1D の骨格筋の Ca2+放出の障害は，RyR

タンパク質量の有意な低下と関連している． 

 

図 5.T1Dの骨格筋はミトコンドリア含有量が

低下している． 
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