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研究成果の概要（和文）：　心筋細胞に対し、「毒性終末糖化産物（Toxic Advanced Glycation End-Proucts, 
Toxic AGEs, TAGE）」の前駆体であるグリセルアルデヒド（GA）を添加することにより、TAGE生成・蓄積依存的
な拍動低下および細胞生存率が引き起こされることを明らかにした。さらに、TAGE生成・蓄積した細胞において
は、オートファジーを阻害されている可能性が示唆された。一方で、血中TAGEのような細胞外TAGEは、生理的濃
度においては、心筋細胞に対し、細胞死を引こさないこととが明らかとなった。
 ほか高ブドウ糖や高果糖が心筋細胞に与える影響とTAGEとの関連を解析した。
　

研究成果の概要（英文）：  The reduced beating rate and the cell viability were dependent on Toxic 
Advanced Glycation End-Products (Toxic AGEs, TAGE) production/accumulation after the addition of 
glyceraldehyde (GA), a precursor of TAGE, to the culture of rat primary cardiomyocytes. 
Additionally, autophagy may be inhibited in cells with TAGE production/accumulation. In addition, 
extracellular TAGE, such as blood TAGE, did not cause apoptosis in cardiomyocytes at a physiological
 concentration.
  Also, the effects of high glucose and fructose levels on cardiomyocytes were examined in relation 
to TAGE.

研究分野： 健康科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、ブドウ糖や果糖の過剰摂取をする生活習慣により、体内に毒性終末糖化産物（Toxic Advanced 
Glycation End-Products, TAGE）が生成することおよび血中のTAGE量が高い人は、動脈硬化を介する心血管疾患
のリスクが高いことを報告していた。それに対し、本研究により、心筋細胞にTAGEが生成することおよび細胞内
TAGEが拍動低下や細胞死を引き起こすことを明らかにした。この結果、新たな心疾患の概念を提唱し、国民の健
康増進に寄与することができた。
　また、心筋細胞の壊死に応答して心臓を防御する、心臓線維芽細胞とTAGEの関連を解析するための基礎をも築
くことができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
  砂糖や果糖ブドウ糖液糖（HFCS）等の糖類を含む飲料（甘味飲料）の習慣的・過剰摂取が生
活習慣病の発症・進展に関与し、健康寿命延伸の阻害要因になっていることが報告されている。
我々は、甘味飲料の摂取により糖代謝中間体のグリセルアルデヒド（GA）から生成する「毒性終
末糖化産物（toxic AGEs, TAGE）」が、心筋細胞内で生成・蓄積すると、「拍動低下と細胞死」を
誘導することを明らかにした。 
 
 
２．研究の目的 
  本研究では、細胞内 TAGE 生成・蓄積による心筋細胞障害のメカニズムを解明し、TAGE を生
成した細胞から放出された細胞外 TAGE が、細胞膜上の受容体を介して細胞障害を誘導する「細
胞内 TAGE と細胞外 TAGE の連携」が起こるかを解析する。その後、HFCS や甘味飲料の摂取によ
る心臓・血中 TAGE 量の増加/心筋細胞障害を動物実験で検証する。甘味飲料が引き起こす心疾患
について、新たな概念を提唱することで健康寿命の延伸に寄与し、栄養学・健康科学研究の発展
に貢献することを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 （１）新生仔ラットの心筋細胞（以下、「心筋細胞」）を回収して、3.0×105 cells/mL の密度
でディッシュに播種し、24 時間培養して安定化させた後、さらに線維芽細胞抑制剤を添加して
48 時間培養する。この状態の細胞を用いて、以下の実験を行った。 
 ①17.5 mM の高ブドウ糖培地で培養する心筋細胞に対して、0、1、2、4 mM の GA を添加し、顕
微鏡観察による拍動計測、WST-8 法による細胞生存率算出、抗 TAGE 抗体および Slot blot（SB）
法による細胞内 TAGE 定量、抗 TAGE 抗体を用いた免疫染色を行った。同時に、4 mM の GA を添加
し、0、3、6、12、24 時間ごとの拍動、細胞生存率、細胞内 TAGE 定量、抗 TAGE 抗体による細胞
免疫染色を行った。続いて、4 mM GA 添加して 0、3、6、12 時間後のオートファジー関連蛋白質
microtubule-associated protein light chain 3（LC3）-I および IIの発現／産生を Western 
blot（WB）法により解析し、LC3-II/LC3-I の比率を算出した。同時に、GA の阻害剤であるアミ
ノグアニジン（AG）を 16 mM で 2時間前処理した心筋細胞に 2 mM の GA を添加し、24時間後を
エンドポイントとして、上記の実験に準じて、拍動、細胞生存率、細胞内 TAGE 量、LC3-I およ
び LC3-II の発現／産生を解析した。 
 ②5.6 mM の通常ブドウ糖培地で培養する心筋細胞に対して、マニトール、ブドウ糖、果糖を
それぞれ 30 および 50 mM 添加して、120 時間培養した（24時間ごとに培地交換をし、通算で 120
時間培養）。24 時間ごとに、顕微鏡観察下で拍動を計測し、120 時間のエンドポイントとして、
WST-8 法により細胞生存率を測定し、さらに SB法により細胞内 TAGE 定量を行った。 
 ③5.6 mM の通常ブドウ糖培地で培養する心筋細胞に、0および 4 mM GA を添加し、0、3、6時
間後の拍動を観察した。6時間をエンドポイントとし、2次元電気泳動用ライセートを調製、蛋
白質 50 μg 分のライセートと抗 TAGE 抗体を用いて、独立して 2 回、蛋白質を 2 次元電気泳動
で分離および抗 TAGE 抗体による、TAGE 化蛋白質の解析を行った。この解析を行うにあたり、「0 
mM GA サンプル vs 4 mM GA サンプル」の比較を行うと同時に、「抗 TAGE 抗体により処理した
PVDF vs 抗体中和液で処理した PVDF」の比較を行い、TAGE 化蛋白質である可能性が高いスポッ
トを選別した。 
 ④5.6 mM の通常ブドウ糖培地で培養する心筋細胞に対して、正常な Wister/ST ラットの血中
TAGE の 50 および 100 倍に相当する、500 および 1000 μg/mL の TAGE 化ウシ血清アルブミン
(TAGE-BSA)を添加し、24 および 48時間後の拍動を計測し、48時間をエンドポイントとして、細
胞生存率を測定した。 
 （２）ヒト正常心臓線維芽細胞（市販品を購入。以下、「心臓線維芽細胞」）を 1.0×104 cells/cm2

で専用培地（8 mM の高ブドウ糖および線維芽細胞増殖因子配合）に、0、0.5、1、1.5、2 mM の
GA を添加し、（１）の方法に準拠して、細胞生存率および SB法による TAGE 定量を行った。同時
に、健常人の血中 TAGE 量の 100 倍以上に相当する 1000 μg/mL の TAGE-BSA を添加し、24時間
をエンドポイントとして、（１）の実験に準じて、細胞生存率を測定した。 
（３）（１）の③の実験のための予備試験として、5.6 mM の通常ブドウ糖培地で培養する SD ラ

ット初代培養肝実質細胞に対し、25 mM の果糖を添加（対照群には 25 mM のマニトールを添加）
し、120 時間培養した（24 時間ごとに培地交換をして、通算で 120 時間培養）。120 時間をエン
ドポイントとして、SB 法で細胞内 TAGE 量を測定した。 
（４）10%HFCS 水溶液を、11 週齢の Wister/ST ラットに 13 週間摂取させた。13 週間をエンド

ポイントとして、安楽死させ、心臓採血を行い、さらに心臓、肝臓、腎臓、脳を摘出した。血液
から血清を調製し、外部委託により、ヒトの生化学的検査項目に準じる項目を解析した。同時に、
ELISA 法で血中 TAGE を定量した。SB法により心臓、肝臓、腎臓、脳の TAGE 定量を行った。SB 法



による組織内 TAGE 定量の改良を検討するため、Wister/ST ラットの近縁系統である Wister ラッ
ト（11週齢）を 8週間飼育して、上記実験に準じて、血中 TAGE の定量、肝臓および腎臓の TAGE
定量を行った。 
（５）我々は、肝臓において生成する 1,5-アンヒドロ-D-果糖から、AGEs が生成する可能性を

提唱しており、これを 1,5-AF-AGEs と命名していた。1,5-AF-AGEs に対する抗体を作製し、一方
で、ヒト株化肝実質細胞 HepG2 に 1,5-アンヒドロ-D-果糖を添加して、現在 TAGE 定量のために
確立した SB 法により、HepG2 細胞内 1,5-AF-AGEs を定量した。この実験は、1,5-AF-AGEs の存在
を証明するだけでなく、現在の SB 法により、TAGE 以外の AGEs を定量することが可能であるか
を検討し、現行法の SB 法よりも検出感度を高めた方法を考案するためのデータ収集を目的とし
た。 
 （６）心筋細胞と同じ横紋筋に属するマウス株化骨格筋筋芽細胞 C2C12 を 5.6 mM の通常ブド
ウ糖培地に 1.9×104 cells/cm2で播種して 24 時間後に 0、0.5、1、1.5、2 mM の GA を添加、24
時間をエンドポイントとして、（１）に準じて細胞生存率と細胞内 TAGE 定量を行った。次に、8 
mM の AG を 2 時間前処理して 0、1、1.5 mM の GA を添加し、24時間をエンドポイントとして、細
胞生存率と細胞内 TAGE 定量を行った。脂肪肝炎モデルマウスを外部委託して作製し、その血中
TAGE を測定した。肝臓に炎症および線維化が引き起こされたマウスの血中 TAGE 量の、約 2、5、
10 倍の TAGE-BSA を添加して 24 時間をエンドポイントとして、細胞生存率を WST-8 法で解析し
た。 
 
 
４．研究成果 
（１）①の実験の結果、心筋細胞は細胞内 TAGE 生成依存的に拍動低下と細胞生存率低下を引き
起こした（図 1, 2）。AGEs 生成阻害剤である AG前処理により、拍動低下、細胞生存率低下およ
び TAGE 生成が阻害されたことから、細胞内 TAGE こそが、拍動低下、細胞死を引き起こすことが
証明された。心筋細胞に TAGE が生成すること、それにより拍動と細胞死が引き起こされること
を初めて明らかにしたものであり、心筋細胞内 TAGE が直接的に心臓機能を低下させる可能性が
あることを示唆するものである。4 mM GA 添加 3時間の時点で、拍動は約 50%に、細胞生存率は
64%に低下した（図 2a, b）。６時間の時点では、細胞生存率は 39%であったが、拍動は完全に停
止した（図 2a, b）。このことから、拍動の停止は、すべてが細胞死によるものではなく、生細
胞においても拍動低下が引き起こされていることが示唆された。また、TAGE 生成をした心筋細
胞において、オートファジー初期段階において低下することが知られる、LC3-II/LC3-I の比率
低下が引き起こされた（図 3）ことから、細胞内 TAGE はオートファジーを阻害する可能性があ
ることを示唆した。これらの成果は、Scientific Reports 9(1) 2121(2019)において発表した。
ただし、論文発表の時点では、報告者は、細胞内 TAGE 生成が、拍動低下と細胞死を、ほぼ同時
に引き起こすという考察を行ったが、最終年度の実験により、この考察に修正を加える必要があ
るとの考えに至った（後述）。 
 ②の実験の結果、通常ブドウ糖培地で培養する心筋細胞は、30 mM のブドウ糖あるいは果糖を
添加して 120 時間経過しても、拍動低下や細胞死を引き起こさなかった。一方で、50 mM のブド
ウ糖あるいは果糖を添加して 120 時間後には、拍動が約 50%に低下したが、細胞死は引き起こさ
れなかった。後者の細胞内 TAGE 量を定量したところ、①の実験における 4 mM GA 添加 3時間に
おける心筋細胞内 TAGE 量とほぼ同じ値であった。心筋細胞内の拍動は、50 mM のブドウ糖ある
いは果糖添加により、約 50%に低下した。これは 4 mM の GA 添加 3時間後と同じ状態を再現でき
たと考えられる。しかしながら、WST-8 法で解析する細胞生存率のみは再現できなかった。また、
細胞内 TAGE は 50 mM のブドウ糖および果糖添加により増加傾向にあった。細胞生存率について
再現できなかった点について今後検討をしなければならないが、生理的な条件の範囲内と言え
る、50 mM のブドウ糖あるいは果糖添加という条件により、細胞内 TAGE の生成・蓄積が増加す
る傾向を示し、それにともなう拍動低下の現象を再現できたことにより、HFCS をはじめとする
甘味飲料の過剰摂取により、心筋細胞内に TAGE が生成・蓄積し、その結果として心筋細胞の拍
動低下が起こり、心臓機能低下を誘導する可能性があることを示唆した。 
 ③の実験の結果、5.6 mM の通常ブドウ糖培地で培養した心筋細胞は、4 mM の GA を添加され
ることにより、拍動は 3時間後に約 50%になり、6時間後には完全に停止した。それに対し、細
胞生存率は 3および 6時間後において低下しなかった。①における、17.5 mM の高ブドウ糖培地
で培養した心筋細胞に対する 4 mM の GA 添加実験と比較して、拍動については同じ傾向を示し
たが、細胞生存率において大きく異なる結果となった。この点についてデータを解析したところ、
17.5 mM の高ブドウ糖培地で培養した心筋細胞は、WST-8 法における 450 mm の波長吸収の値が、
5.6 mM の通常ブドウ糖培地で培養した心筋細胞のそれよりも数倍になることがわかった。この
事実は、心筋細胞を 17.5 mM の高ブドウ糖培地で培養すると、5.6 mM の通常ブドウ糖培地で培
養する心筋細胞に比べて、細胞内ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（NADH）が増加するこ
とを示した。WST-8 試薬は NADH と反応してホルマザン色素を産生し、WST-8 法はこの色素の量を
測定することにより、生細胞の存在比率を算出する。17.5 mM の高ブドウ糖培地で培養する心筋
細胞に GAを添加すると、TAGE 生成・蓄積依存的に、GA 濃度依存的および GA添加時間経時的に
NADH 産生量が減少することが明らかになった。対して、5.6 mM の通常ブドウ糖培地で培養する
心筋細胞では、細胞内 NADH の産生量がもともと低く、GAを添加して 3および 6時間後において



も、NADH の低下が起こらないことが分かった。そのため、細胞生存率の算出には WST-8 法だけ
でなく、フローサイトメトリー解析や、死細胞から放出される乳酸脱水素酵素（LDH）量の解析
なども組み合わせることが重要であるとの結論に至った。そして、GA 添加実験においても、ま
ず拍動の低下が起こり、その後に細胞死が起こる可能性が示唆された。0および 4 mM の GA 添加
後 6 h の心筋細胞ライセート中のタンパク質を 2次元電気泳動で分離し、抗 TAGE 抗体および中
和化抗体を用いて WB解析した画像を比較した結果、等電点 7～10、分子量 20～200 kDa の TAGE
化蛋白質のスポットを 5つ検出した。今回得られたデータをもとに、質量分析による解析を進め
ることにより、今後、心筋細胞内に生成する TAGE 化蛋白質を初めて明らかにすることが期待さ
れる。 
 ④の実験の結果、生活習慣病患者において血中 TAGE レベルが上昇していたとしても、心筋細
胞に対して直接的に拍動低下や細胞死を引き起こさないことが明らかとなった。同時に、in 
vitro の GA 添加実験において引き起こされた細胞死は、細胞内 TAGE により引き起こされてお
り、細胞外へと逸脱／漏出した TAGE が、受容体を介してさらなる細胞死を引き起こしたわけで
はないことが明らかとなった。 
（２）の実験の結果、心臓線維芽細胞も心筋細胞と同様に細胞内 TAGE を生成することおよび、
TAGE 生成量依存的に細胞生存率が低下することがわかった。心臓線維芽細胞は、心筋細胞が障
害を受けた場合や壊死を起こした場合に、心臓筋線維芽細胞に分化して、心臓を保護する機能を
もつ。しかしながら、心臓線維芽細胞も心筋細胞と同様に細胞内 TAGE が生成・蓄積し、それに
ともない細胞死を引き起こすことから、TAGE により引き起こされる心疾患のメカニズムは、心
筋細胞の拍動低下や細胞死を引き起こすファーストヒットと、心臓線維芽細胞の細胞死により、
「心筋細胞障害に対する防御機構」が働かないセカンドヒットとの 2 つの要因により誘導され
ている可能性がある。これは、我々が科研費申請段階で立てた「心筋細胞内への TAGE 生成が、
心臓疾患を引き起こす」という仮説を、さらに発展させた仮説の構築を可能とする。また、心筋
細胞と同じく、心臓線維芽細胞においても、非生理的な高濃度の TAGE-BSA が細胞死を引き起こ
さなかったことから、GA 添加実験による心臓線維芽細胞の細胞死は、細胞内 TAGE の生成・蓄積
が原因であることが明らかとなった。これは、血中 TAGE が高濃度であっても、心臓線維芽細胞
に対して、直接的な細胞死を引き起こすわけではないことを示唆する。ただし、心臓線維芽細胞
には TAGE の受容体である RAGE が発現しているため、細胞内へのシグナル伝達を介して、細胞障
害を引き起こしている可能性はある。 
（３）の実験の結果、in vitro レベルの実験において、高果糖培地で培養する初代培養正常肝
実質細胞に、TAGE が生成・蓄積することを明らかにした。これまで、株化肝実質細胞を用いた
実験は報告されている。しかし、この実験は、初代培養細胞を用いたという点において、初めて
の報告である。この実験の成功により、高果糖が細胞内 TAGE 生成を促進するという従来の説の
証明ができ、さらには初代培養心筋細胞においても、高ブドウ糖／高果糖培地で細胞内 TAGE 生
成を引き起こすための条件検討をする上で、貴重なデータを得ることができた。この研究成果は、
Nutrients 11(7) 1612 (2019)において発表した。 
（４）の実験の結果、11週齢の Wister/ST ラットに 10%HFCS を摂取させると、肝臓内 TAGE の生
成・蓄積の増加と血中 TAGE の増加が引き起こされた(Nutrients 11(7) 1612 (2019))。ただし、
肝臓の組織切片の解析より、脂肪滴や線維化が認められなかったため、脂肪肝などの病的な所見
を示す段階ではないと考えられた。この理由につき、脂肪肝炎を引き起こすレベルの TAGE 量が
生成・蓄積していなかったか、TAGE の生成・蓄積のみでは脂肪肝や脂肪肝炎を引き起こすこと
はできず、脂肪の過剰摂取が必要とされることが考えられた。一方で、心臓内 TAGE は、増加傾
向を示したものの、有意な増加ではなかった（論文未発表）。Wister/ST ラットの近縁系統であ
る Wister ラット（11 週齢）に 10%HFCS を 8 週間摂取させる実験においても、肝臓内の TAGE 生
成・蓄積の増加と血中 TAGE の増加が引き起こされた（Nutrietns 13(1) 80 (2021)）。なお腎臓
内 TAGE の定量を行ったが、現在の SB法では TAGE を検出することができなかった。肝臓は TAGE
生成の主たる臓器であるので、生成・蓄積する TAGE 量が他の臓器よりも多いと推測された。 
（５）の実験の結果、1,5-アンヒドロ-果糖は、HepG2 内で 1,5-AF-AGEs を生成することを、初
めて明らかにした。また、現在の SB法により、TAGE 以外にも、1,5-AF-AGEs を定量することが
可能であることが明らかとなった。この研究成果は、Scientific Reports 9(1) 19094 (2019)に
おいて発表した。 
（６）の実験の結果、マウス株化骨格筋筋芽細胞 C2C12 は、GA 濃度依存的に細胞生存率が低下
し、TAGE 生成・蓄積が増加した。8 mM の AG 前処理により、細胞生存率の低下および細胞内 TAGE
生成を完全に阻害することができた。これは、GA 添加による細胞死が、TAGE 生成により引き起
こされたことを示唆する。また、生理的濃度の 50倍以上の TAGE-BSA を添加しても、C2C12 に細
胞死が引き起こされなかったことから、血中 TAGE レベルが上昇しても、筋芽細胞の細胞死を引
き起こすことはないことが示唆された。これらの研究成果は、Diabetology & Metabolic 
Syndrome12 54 (2020)において報告され、筋芽細胞内に TAGE が生成・蓄積しうること、筋芽細
胞の細胞死が筋肉の萎縮を招く可能性があることを社会に警鐘することができた。さらに心疾
患との関連では、近年、臨床研究において、患者本人から回収した筋芽細胞でシートを形成し、
心臓に接着させて心筋細胞の代替として機能させる再生医療手術が挙げられる。生活習慣病の
患者においては、上記の手術のために筋芽細胞の回収を試みても、細胞数が健常人よりも減少し
ている可能性や、筋芽細胞が心臓に接着した後に、高ブドウ糖／高果糖を摂取する生活を続ける



ことで、筋芽細胞が細胞死を引き起こせば、心臓機能の回復の目的が達せられない可能性がある
ことが推察される。 
 
 

 
図 1. GA 添加 24 時間後の拍動数/分、細胞生存率および細胞内 TAGE 量。(a)顕微鏡観察で測定
した拍動数/分、(b)WST-8 法による細胞生存率、(c)Slot blot(SB)法による細胞内 TAGE 量（a-
c）テューキー検定を用いて、有意水準 p<0.05 とした(Sci. Rep. 9(1) 2121 (2019)改変)。 
 
 

 
図 2. GA 添加 0、3、6、12、24 時間後の拍動数/分、細胞生存率および細胞内 TAGE 量。(a)顕微
鏡観察で測定した拍動数/分、(b)WST-8 法による細胞生存率、(c)Slot blot(SB)法による細胞内
TAGE 量。（a-c）テューキー検定を用いて、有意水準 p<0.05 とした(Sci. Rep. 9(1) 2121 (2019)
改変)。 
 

 
 

図 3. 0 および 4 mMGA 添加 0、3、6、12 時間後の LC3-I および LC3-II の発現／産生。(a)LC3-1
および LC3-II の Western blot 解析。(b)LC3-II/lC3-I の比率。（a,b）テューキー検定を用いて、
有意水準 p<0.05 とした(Sci. Rep. 9(1) 2121 (2019)改変)。 
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