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研究成果の概要（和文）：哺乳類は、胎盤循環から肺循環に移行する際に、低血糖状態に陥りやすい。低血糖ス
トレスに対する応答として、アドレナリンによる肝臓糖新生の誘導などが知られている。研究代表者は、新生児
マウス単離心室筋細胞をアドレナリンで処理すると、細胞内のグリコーゲン分解を起点とした急速な解糖系が亢
進され、乳酸の細胞外分泌が生じることを発見した。この作用を制御するシグナル経路の解析を行った結果、ア
ドレナリン受容体の主要な下流経路であるcAMP-PKA系とは別の因子が機能することが判明した。本研究により、
心臓のアドレナリン受容体を介した、新たな低血糖応答機構の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mammals are susceptible to hypoglycemia during the transition from placental
 to pulmonary circulation. Adrenaline is known to promote hepatic gluconeogenesis in response to 
hypoglycemic stress. Recently, we found that adrenergic stimulation rapidly promoted glycolysis and 
lactate secretion in neonatal mouse ventricular cardiomyocytes without apparent changes in 
mitochondrial oxygen consumption. This effect was attributed to the induction of glycogenolysis. 
Pharmacological inhibition of the cAMP-PKA pathway, which is a major downstream signaling pathway of
 the adrenergic receptor, did not suppress the adrenergic enhancement of glycolysis, suggesting that
 adrenergic stimulation promotes cardiac glycolysis via a cAMP-PKA-independent pathway. Taken 
together, these data suggest a novel function of the mammalian heart in the hypoglycemic response 
through adrenergic signaling during developmental stages.

研究分野： 細胞生物学、薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年乳酸は、エネルギー源だけではなく、細胞間シグナル分子として機能することが明らかになっている。この
ことは、心室筋細胞から分泌された乳酸が、自身や周辺細胞の表現型を調節している可能性がある。本研究で得
られた知見は、発生・発達段階における乳酸を介した細胞間機能調節メカニズムに関する重要なものであり、発
達期の環境が将来の健康状態に及ぼす影響（DOHaD）のメカニズムの理解に貢献できる。また、アドレナリンの
糖代謝亢進作用は、従来のcAMP-PKA経路とは別の経路を介していることが示唆されることから、新生児低血糖な
どの小児代謝系疾患に対する新たな治療標的の発見につながることが期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 

哺乳類は胎盤循環から肺循環に切り替わると、母乳による栄養（エネルギー基質）の

獲得が必要になる。ヒトの新生児は、母乳による栄養補給が始まるまで出生後数日は飢

餓状態となり、低血糖になりやすいことが知られている。特に未熟児は、肝臓のグリコ

ーゲン貯蔵量が少ないことなどから、より重篤な低血糖状態に陥る傾向がある。このよ

うな低血糖ストレスに対する応答で、中心的なはたらきをするもののひとつがアドレナ

リンである。血中のグルコース濃度低下に応答し、アドレナリンが肝臓や骨格筋のグリ

コーゲン分解や糖新生を誘導することによって、血糖値を維持することが知られている。 

胎児期や新生児期の心臓では、グルコースと脂肪酸の両方がエネルギー基質として利

用されており、発達とともに脂肪酸主体に切り替わる。研究代表者は、新生児マウスの

単離心室筋細胞にアドレナリン受容体（AR）アゴニストを添加すると、好気的条件下

での解糖系が急速に亢進し、乳酸の産生が向上することを見出した。これまでに、アド

レナリンによる心筋細胞の糖代謝への作用については明らかになっておらず、その制御

メカニズムも不明である。また、出生直後の哺乳類における乳酸は、中枢神経系では ATP

基質として利用され、肝臓ではコリ回路によってグルコースに代謝される。すなわち、

出生後の心臓は、AR 刺激により乳酸産生を亢進することで、自身の ATP を産生すると

同時に乳酸供給器官としての機能を有すると考えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、心臓の AR を介した糖代謝亢進のメカニズムとその意義の解明を目的とす

る。AR のアゴニストを用いてマウス単離心室筋細胞を処理し、細胞のエネルギー代謝

や代謝産物について解析を行うことで、細胞のエネルギー代謝経路における変化を捉え

る。また、AR の下流にあるシグナル経路のうち、糖代謝亢進作用を制御する経路に関

して解析を行う。これらの検討を行い、出生直後の低血糖ストレス応答における、心臓

の未知の生理的役割とその分子メカニズムを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)細胞代謝解析 

生後 1 日齢および 8 ヶ月齢のマウスから心臓を摘出し、酵素処理法により心室筋細胞を

単離した。2mM L-glutamine 含有 XF 用 DMEM 培地（Agilent 社）に細胞を播種し、1 g/L

グルコース存在、非存在下において、細胞外フラックスアナライザー（Seahorse XF HS 

Mini Analyzer、Agilent 社）を用いて細胞のミトコンドリア機能の指標である酸素消費速

度（OCR）と、細胞外への乳酸分泌量の指標である細胞外酸性化速度（ECAR）を測定

した。アゴニストやアンタゴニスト等の薬物は、測定前、および測定中に添加した。 

 

(2)細胞内代謝物の網羅的定量解析 



生後 1 日齢のマウス心臓から心室筋細胞を単離し、16-24 時間、37℃ 5%CO2 環境下で

培養した。βAR アゴニストのイソプロテレノール（100 nM）で処理し、その後メタノ

ール溶液にて細胞抽出液を調製した。LCMC-8050（島津製作所）を用いて糖代謝経路、

クエン酸回路、アミノ酸合成経路に注目してメタボローム解析を行った。 

 

(3)細胞内グリコーゲンおよび細胞外乳酸の定量解析 

新生児マウス単離心室筋細胞を培養後、100 nM イソプロテレノールで処理した。培養

液と細胞を分画し、培養液は乳酸定量（Lactate Assay Kit-WST, 同仁化学研究所）に、細

胞は Glycogen Assay Kit（abcam 社）による細胞内グリコーゲン定量にそれぞれ用いた。

吸光度の測定は、iMark マイクロプレートリーダー（Biorad 社）で実施した。 

 

(4)マウスの血中乳酸濃度の測定 

無麻酔の生後 1 日齢および 3 ヶ月齢のマウスに、イソプロテレノール（1 mg/kg 体重）、

プロプラノロール（1 mg/kg 体重）を皮下投与した。10 分後に尾部より採血を行い、血

中の乳酸濃度を Lactate pro 2（arkray 社）を用いて測定した。 

 

４．研究成果 

(1)アドレナリン添加により、マウス単離心室筋細胞の糖代謝が急速に亢進した。 

グルコース、L-glutamine 存在下において、生後 1 日目のマウス心臓から単離した心室

筋細胞の OCR、ECAR の測定を行ったところ、アドレナリン添加により ECAR の急速

な上昇が確認された。アドレナリンによる ECAR の上昇は、1 nM-10 M の範囲におい

て濃度依存的であった。一方、OCR の大きな変化は認められなかった。次に、この現象

がどの AR のサブタイプを介しているか調べるために、各 AR 特異的なアンタゴニスト

やアゴニストによる ECAR への影響を解析した。その結果、βAR のアンタゴニストで

あるプロプラノロール（Prop）で前処理をすると、アドレナリンによる ECAR の上昇が

抑制された（図 1A）。また、βAR ア

ゴニストであるイソプロテレノール

（ISO）によって、急速な ECAR 上昇

が確認された（図 1B）。これらの作

用は、生後 8 ヶ月齢のマウス心室筋

細胞では認められなかった。以上の

結果から、新生児マウスの心室筋細

胞では、βAR 刺激によって糖代謝経

路、乳酸分泌が亢進されることが示

された。 

 



(2)βAR 刺激により細胞のグリコーゲン分解が生じ、乳酸分泌が増加した。 

βAR 刺激による糖代謝亢進がグルコース

を起点とするか調べるために、グルコース

非含有培地を用いてβAR 刺激による

ECAR の変動を測定した。その結果、グルコ

ース非存在下においても、マウス心室筋細

胞はイソプロテレノールの処理により有意

な ECAR 上昇を示した（図 2）。肝臓や骨格

筋では、グリコーゲンを分解することで糖

新生や糖代謝を亢進する。そこで、心室筋細

胞内のグリコーゲン量について解析を行っ

た。心室筋細胞をイソプロテレノ

ールで処理したところ、細胞内の

グリコーゲン含量が有意に低下

した（図 3A）。その際、培地中の

乳酸量の上昇も確認された（図

3B）。また、細胞のメタボローム

解析を実施したところ、グリコー

ゲン分解物および乳酸量が増加

しており、糖代謝の中間代謝物量

の減少が見られた。 

 

(3)βAR 刺激による糖代謝亢進は、cAMP-PKA 経路非依存的である。 

次に、βAR 刺激による糖代謝亢進がどのようなシグナル伝達経路を介しているかにつ

いて理解するために、βAR の下流シグナルの主経

路である cAMP-PKA 経路に着目し、薬理学的検討

を実施した。PKA 阻害薬である H-89（10 M）で

前処理を行うと、βAR 刺激前の ECAR は低下し

たが、イソプロテレノールによる反応は H-89 非処

理群と同程度生じた（図 4）。さらに、cAMP のア

ナログである 8-bromo-cAMP（10-100 M）を添加

したが、ECAR の上昇は誘導されなかった（未公

開データ）。これらのデータは、βAR が cAMP-

PKA 経路非依存的に糖代謝を亢進していることを

示唆した。 



(4) イソプロテレノールの急性投与は、血中の乳酸濃度を急速に上昇させる。 

βAR 刺激による糖代謝亢進、乳酸分泌作用が、生体に

おいてもみられるか検討を行った。生後 1 日目のマウス

にイソプロテレノール、プロプラノロールを皮下注射

し、10 分後に採血、乳酸濃度の測定を行った。その結

果、イソプロテレノールにより血中乳酸濃度は有意に上

昇した。この上昇作用は、プロプラノロールと同時投与

することで消失した（図 5）。また、生後 3 か月齢のマ

ウスにイソプロテレノールを投与したところ、生後 1 日

目のマウスと同様に血中乳酸濃度の上昇が検出された。 

 

(5)考察 

以上の研究結果から、新生児マウスの心室筋細胞のβAR を刺激することで、グリコ

ーゲン分解を起点とした糖代謝経路の活性化が生じ、乳酸分泌が増加することが示され

た。この作用は、βAR 下流にあるシグナル伝達経路のうち、cAMP-PKA を介しておら

ず、別の因子が重要であることが示唆された。心臓におけるβAR による糖代謝亢進が、

生体においてどのような意義をもつかについては不明である。βAR アゴニストの投与

により新生児マウスの血中乳酸量の急速な増加が確認されたものの、この作用に関して

は成獣マウスでも見られており、また肝臓や骨格筋などの他臓器への作用も考えられる

ため、今後臓器特異的なノックアウトマウスの解析などが必要である。 

近年乳酸は、細胞間シグナル分子として機能することが報告されており、心臓から分

泌された乳酸が、自身や周辺細胞の表現型を調節している可能性がある。本研究で得ら

れた知見は、発生・発達段階における乳酸を介した細胞間機能調節メカニズムに関する

重要なものであり、発達期の環境による将来の健康状態への作用（DOHaD）のメカニズ

ムの理解や、新生児低血糖などの小児代謝系疾患に対する治療標的の発見につながるこ

とが期待される。 
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