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第1章 緒言 

1-1 グルコース輸送体の機能および分布  

グルコースは細胞活動を維持する重要なエネルギー基質の１つである。細

胞内へのグルコース取込みは主に Na+-グルコース共輸送体（SGLT）および

グルコース輸送体（GLUT）を介して行われる。 

SGLT には 1 および 2 のサブタイプが存在し、ナトリウムおよびグルコー

スを共輸送することによりグルコースを細胞内へ取込むことが知られてい

る。SGLT1 は、腎臓、心臓、小腸粘膜および骨格筋に多く発現し、SGLT2

は主に腎臓に発現している（Wright et al., 2011(60)）。SGLT1 は小腸粘膜に

おいて、経口摂取されたグルコースを管腔側より細胞内へと取込み、SGLT2

は腎臓の尿細管上皮細胞において、管腔側から Na+およびグルコースを取

込み、尿細管での再吸収の 90%に関与する。このことから、SGLT 阻害薬

は糖尿病治療薬として臨床的に使用されている。 

GLUT は 12 回膜貫通型輸送体であり、14 種（表 1）のサブタイプが存在

する。特に GLUT1～4 は生体の恒常性の維持に重要な役割を担っている。
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中でも GLUT4 は骨格筋、心筋、脂肪、脳、腎臓といった組織に幅広く存在

しており、インスリン刺激などにより細胞内の小胞より膜上へとトランスロ

ケーションしグルコースを取込む（図 1）。GLUT4 トランスロケーションに

関与するシグナルは、インスリン受容体を介した PI3 キナーゼ（PI3K）お

よび Akt のリン酸化を伴った経路と、筋肉の収縮反応および低酸素のよう

な ATPの減少により活性化される AMP活性化プロテインキナーゼ（AMPK）

のリン酸化の経路が知られている。これらのタンパク質のリン酸化により細

胞内小胞に存在する GLUT4 は、細胞膜上へとトランスロケーションし、グ

ルコースを取込む。これらのことから、GLUT4 は糖尿病治療において非常

に重要な標的となる輸送体である。 

このように SGLT および GLUT の分布および機能について様々な研究が

なされているが、平滑筋の収縮反応とグルコース取込みの関連について十分

な検討はなされていない。平滑筋組織は、気管、血管、消化管、泌尿器およ

び生殖器と様々な部位に存在し、いずれにおいても生体の生命活動維持にお

いて非常に重要である。このことから、平滑筋の収縮反応とグルコース取込
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みについての研究は、様々な代謝性疾患における基礎知見となると考えられ

る。 

 

1-2-1 平滑筋の収縮機構 

平滑筋収縮とグルコース取込み機構を考える上で、平滑筋の収縮機構を知

ることは重要である。平滑筋の収縮は骨格筋や心筋と同様、細胞内 Ca2+

（ [Ca2+]i）レベルの変化によって制御されていることが知られている。

[Ca2+]i レベルが上昇する要因としては、Ca2+チャネルの開口または

Na+-Ca2+交換機構による細胞外からの Ca2+流入、あるいは細胞内 Ca2+貯蔵

部位からの Ca2+遊離が考えられている。[Ca2+]iレベルが増加すると、これ

がカルモジュリンと結合し Ca2+-カルモジュリン複合体を形成する。この

Ca2+-複合体はミオシン軽鎖キナーゼ（MLCK）と結合し、ミオシン軽鎖キ

ナーゼは活性型となり、ミオシン軽鎖をリン酸化する。その結果、ATP を

消費してミオシンとアクチンの相互作用であるクロスブリッジが回転し、筋

は収縮する。刺激が解除されると、Ca2+チャネルは閉鎖し、Ca2+ポンプの
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働きにより細胞外に排出され、あるいは細胞内の Ca2+貯蔵部位に取込まれ

ることにより[Ca2+]i レベルが減少する。これによりミオシン軽鎖キナーゼ

の活性は低下し、これとは逆にフォスファターゼ（MLCP）活性が相対的に

強くなり、ミオシンは脱リン酸化され、筋は弛緩する（Dillon et al. 1981(6); 

Rembold and Murphy 1986(43)）。一方、受容体作動薬による平滑筋の収縮

が、高濃度 K+誘発性収縮に比べ同じ[Ca2+]iレベルでより大きな収縮張力を

発生することから、受容体作動薬が収縮蛋白系の Ca2+感受性を増加させる

ことが示されている（Morgan et al., 1984(31); Karaki et al., 1997(23); 

Somlyo and Somlyo, 2003(52)）。収縮蛋白の Ca2+感受性増加は、G 蛋白共役

型受容体からの刺激により活性化され、C キナーゼ（PKC）の活性化を介

しての MLCP 阻害蛋白質（CPI-17）活性化、もしくは Rho A の活性化を介

しての Rho キナーゼ（RK）の活性化によると考えられている（Karaki et al., 

1997(23); Somlyo and Somlyo, 2003(51)）（図 2）。これらのシグナルは、Ca2+

を介さずに MLCK もしくは MLCP を制御することにより収縮を制御する。

また、一部の G 蛋白共役型受容体により活性化されるアデニル酸シクラー
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ゼ（AC）、NO 等により活性化されるグアニル酸シクラーゼ（GC）が細胞

内に存在し、それぞれ cAMP および cGMP を合成する。cAMP および cGMP

はそれぞれ A キナーゼ（PKA）および G キナーゼ（PKG）を活性化し、こ

れらも RhoA、MLCK および MLCP を制御する（図 2）。更に、ラット回腸

縦走筋において ERK および p38MAPK は MLCP を抑制することにより収

縮反応を制御するという報告もある（Ihara et al., 2015(12)）。以上全てを

Ca2+感受性経路と呼ぶ。 

さらに、平滑筋における収縮反応は全て同じではなく、張力もしくは収縮

頻度の維持能力には多様性がある。このような多様性は、phasic 筋と tonic

筋に大別される（Somlyo and Somlyo 1968(50); Horowitz et al., 1996(11); 

Karaki et al., 1997(23)）。Phasic 型平滑筋は、回腸、膀胱、子宮、精管など

がこれに属し、しばしば電気的スパイクと関連した収縮を発生し、高濃度

K+による収縮は初期の phasic 収縮とそれに続く持続性収縮を誘発する

(Himpens et al., 1989(10))。それに比して、大動脈および気管のような tonic

型平滑筋は電気的スパイクを伴わないゆっくりとした収縮を発生する。平滑
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筋における収縮の多様性は、ミオシン軽鎖、MLCK および MLCP などの細

胞内タンパク発現(Adelstein and Sellers, 1996(1); Bárány and Bárány, 

1993(2); Dirksen et al., 2000(7); Khalil et al., 1992(25); Kitazawa et al., 

1991(26); North et al., 1994(38); Szymanski et al., 1998(57))の差異に関連す

ることが主張されている。 

 

1-2-2 平滑筋の収縮制御とエネルギー代謝 

 

摘出した骨格筋および心筋における低酸素条件下では、時間の差はあるが

収縮反応を抑制する。平滑筋においても、骨格筋や心筋と同様に低酸素状態

やエネルギー基質の欠乏により収縮反応は影響を受けるが、その変化は臓器、

組織により異なることが報告されている(Ishida., 2001(16))。モルモット小腸

（Santi et al., 1963(46)）および盲腸紐（Ishida and Shibata, 1982(13); Ishida 

et al., 1984(14)）といった phasic 筋では、低酸素状態により収縮は顕著に抑

制されるが、ブタ冠状動脈（Rubanyi and Paul, 1985(45); Paul et al., 1987(41)）
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のような tonic 筋において低酸素状態による収縮抑制はわずかである。この

ように phasic 筋と tonic 筋において、好気的代謝への依存性が異なること

が知られている(Coburn et al., 1992(5); Ishida and Paul, 1990(15))。 

一方、様々な平滑筋において等浸透圧性に置換した高濃度 K+、Na+除去

液は収縮に続く大きな弛緩を誘発する。その弛緩の可能性のある機序は、

1) 細胞膨潤によるもの、ウサギ大動脈（Suzuki et al., 1981(55)）、モルモッ

ト気管（Shimizu et al., 1984(47)）およびウシ気管（Kaneda et al., 2012(21)）

（1 型）; 2) 栄養液中の Na+除去を原因とするグルコース利用の抑制による

もの、モルモット膀胱（Suzuki et al., 1981(56)）およびモルモット回腸

（Shimizu et al., 1991(50)）（2 型）; 3) 細胞膨潤とグルコース利用の抑制に

よるもの、モルモット胆嚢（Suzuki et al., 1981(55)）、盲腸紐（Urakawa et 

al., 1968(58)）およびブタ気管（Kaneda et al., 2009(20)）（3 型）と分類され

てきた。 

 

1-3 本研究の目的 
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生体における平滑筋は、呼吸器、循環器、消化器、泌尿器と様々な臓器組

織に存在し、それぞれ重要な役割を担っており、様々な代謝性疾患および治

療のための投薬等を考える上において平滑筋のエネルギー代謝について検

討することは非常に重要である。その一つに糖尿病があり、現在の主な治療

法はインスリン製剤および SGLT 阻害薬と言った糖取込みに関与する薬剤

の投与である。それら薬剤の標的受容体および輸送体は平滑筋にあるにも関

わらず、平滑筋に与える影響について十分な検討はなされていない。  

本研究は、phasic 筋である虹彩括約筋および回腸平滑筋と、tonic 筋であ

る大動脈平滑筋の収縮反応と糖取りみついて比較検討し、平滑筋におけるエ

ネルギー代謝について検討したものである。 
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名称  主な発現組織  機能  

GLUT1 ほぼ全ての組織  基礎状態と脳血液関門のグルコース取込み  

GLUT2 
肝、膵臓β細胞、近位尿細管、網膜、

小腸（基底膜側）  

グルコース低親和性  

GLUT3 
脳、神経細胞、胎盤、腎、肝、心筋、

精巣、骨格筋  

神経系の糖輸送に関与・GLUT1 の補足  

GLUT4 骨格筋、心筋、脂肪組織、脳、腎 インスリン依存性グルコース取込み 

GLUT5 
小腸（刷子縁膜側）、脳、筋、脂肪組

織、腎、精巣  

フルクトース取込み  

GLUT6 脾臓、白血球、脳  グルコースに低親和性  

GLUT7 
ミクロソーム糖輸送担体、肝、小腸、

大腸、精巣、前立腺  

フルクトース取込み  

GLUT8 
精巣、胚盤胞、脳、副腎、骨格筋、

脂肪組織 

精子の成熟化へのグルコース取込み・胚盤での

インスリン依存性グルコース取込み 

GLUT9 肝、腎、胎盤  グルコース取込み  

GLUT10 肝、膵 グルコース・ガラクトース取込み 

GLUT11 心筋、骨格筋  筋肉特異的フルクトース取込み 

GLUT12 

心臓、前立腺、骨格筋、脂肪組織、

腎、小腸、乳腺  

インスリン依存性グルコース取込み 

GLUT13 脳 H+/myo-イノシトールトランスポーター  

GLUT14 精巣、卵巣、脳  不明 

表 1 各種 GLUT の分布と機能 
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図 1 骨格筋における GLUT4 トランスロケーションシグナル 
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図 2 平滑筋収縮弛緩反応における Ca2+感受性シグナル 

    促進         抑制 

AC:アデニル酸シクラーゼ、CaM:カルモジュリン、CPI-17:PKC-potentiated 

protein phosphatase-1、GC:グアニル酸シクラーゼ、GEF:guanine nucleotide 

exchange factor 、 MLC: ミ オ シ ン 軽 鎖 、 MLCP:MLC phosphatase 、

MLCK:MLC kinase、RK:Rho kinase、PKA:プロテインキナーゼ A、PKG:

プロテインキナーゼ G、PKC:プロテインキナーゼ C、PLC:ホスホリパーゼ C 
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第 2 章 腸管平滑筋における収縮反応とグルコース輸送体活性化の関連性

について 

はじめに 

 第一章で述べた通り、平滑筋は phasic 筋と tonic 筋に大別され、phasic

筋は tonic 筋に比して、高濃度 K+収縮の好気代謝への依存性が高く、また

細胞外 Na+に依存したグルコース利用性への依存性も高いことが考えられ

る。 

 窒素通気による低酸素状態はモルモット盲腸紐（Ganeshanandan et 

al.,1969(8);  Nakagawa et al., 1976(34)）、モルモット（Nakagawa et al., 

1976(34)）とネコ（ Shimizu et al., 1987(48)）回腸およびラット子宮

（Nakagawa et al., 1976(34)）の高濃度 K+収縮を顕著に抑制した。またシア

ン化合物による好気的代謝の抑制は、モルモット回腸（Kaneda et al., 

1998(18)）と膀胱（Kaneda et al., 2006(19)）の高濃度 K+収縮を顕著に抑制

した。 

  一方、等浸透圧性に置換した高濃度 K+、Na+除去液はモルモット膀胱
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（Shimizu et al., 1984(47)）、回腸（Shimizu et al., 1991(49)）、胆嚢（Shimizu 

et al., 1984(47)）および盲腸紐（Urakawa et al., 1968(58)）において収縮に

続く大きな弛緩を誘発するが、Na+あるいはピルビン酸の添加により、弛緩

は回復した。 

さらに、モルモット盲腸紐において、SGLT 阻害薬である phloridzin は、

高濃度 K+収縮を抑制したが、グルコースをピルビン酸に置換した高濃度 K+

収縮を抑制しなかった（Suzuki et al., 1980(54)）。しかし、10-4 M を越える

高濃度の phloridzin は、好気的代謝を抑制し、ミトコンドリアに細胞膨満

を起こすことが報告されており（Keller and Lotspeich, 1959(24)）、

phloridzin による平滑筋収縮の抑制とグルコース取込み阻害の関連は充分

に明らかになったとはいえない。 

 本章では、phasic 筋である回腸および虹彩括約筋の高濃度 K+収縮に対す

る窒素通気および phloridzin の影響について検討し、さらに回腸に対する

phloridzin の影響についてホスホクレアチン（PCr）と ATP 含量およびグ

ルコース取り込みの変化を調べたものである。  
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2-1 材料方法 

2-1-1 材料 

 雄性ウィスターラット（250-300 g）はペントバルビタール酸ナトリウム

（50 mg/kg, i.p.）による麻酔後、放血死した後、直ちに回腸、大動脈およ

び腎臓を摘出した。ブタ虹彩括約筋は屠場より入手した。ラットを用いた研

究は、日本獣医生命科学大学における実験動物委員会より認可を受けて行わ

れた（26S-44, 27K-23, 28K-10）。 

 

2-1-2 平滑筋摘出および収縮張力測定  

 各ブタ眼球より毛様体筋を除去した虹彩括約筋条片を 2 つ作成し、これ

を標本として実験に供した。ラット回腸縦走筋は、Paton and Zar（1968）

(40)の方法に従って輪走筋より分離し、長さ約 15 mm、幅 5～6 mm の標本

を作製した。ラット胸大動脈は、長さ 15 mm、幅 3 mm らせん状の筋条片

を作製し、内腔側をこすることにより内皮細胞を除去し、これを標本として

実験に供した。 
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 作製された標本は、一端をガラス製ホルダーに絹糸で固定してマグヌス管

に懸垂し、他端を張力トランスジューサー（日本光電、東京）に連結してそ

の収縮反応を等尺性に記録した。栄養液は修正タイロード液を用い、その組

成は、136.8 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1.0 mM MgCl2, 11.9 

mM NaHCO3および 5.5 mM glucose であった。栄養液には 95 % O2および

5 % CO2の混合ガスを絶えず通気させ、浴槽の温度は 37 ℃に保ち、pH 7.2

に維持した。高濃度 K+は高浸透圧性に 65 mM KCl（H-65K+）を加えた液

を使用した。 

 

2-1-3 リアルタイム RT-PCR 解析 

 摘出した腎臓、大動脈、回腸縦走筋から約 5 mg の大きさの組織片を作

成し、それぞれ試験管中で TRIzol（Invitrogen, Carlsbad, CA) 1 ml を加

え、ホモジナイザー(Polytron PT10-35、Kinematica) でよく粉砕し、チ

ューブに回収した。室温で 5 分間静置した後クロロホルム 200 µl を添加し

混和後、再び 5 分間室温で静置した。これを小型高速冷却遠心機(MX-301、
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TOMY)で 4℃、12,000 g で 10 分間遠心した後、分離した水層のみを別の

チューブに移した。次に 2-プロパノール 600 µl を添加してよく混合してか

ら 5 分間室温で静置し、4℃、12,000 g で 10 分間遠心し、上清を除去した。

さらに 70％エタノール 1 ml を加え、4℃、7,500 g で 10 分間遠心した。

遠心後エタノールを捨て、ペレットを乾燥させてから超純水 6 µl を加えて

ペレットを溶解し、mRNA を抽出した。抽出した mRNA の濃度は吸光光

度計( Nano Drop 1000、Thermo Fischer Scientific, MA, USA)により測定

し、10 ng/µl に調整した。 

SGLT1、SGLT2 の mRNA 量は Realtime RT－PCR を行い、ハウスキー

ピング遺伝子であるグリセルアルデヒド 3 リン酸脱水素酵素(GAPDH) 

mRNAを内部標準として用いた⊿⊿Ct法により相対定量した。すなわち、

One Step SYBR PrimeScript RT-PCR Kit Ⅱ（TaKaRa, 大阪）を用いて、

逆転写反応 42℃ 5 min、95℃ 10 秒；PCR 反応 95℃ 5 秒、61℃ 34 秒、

40cycles で反応を行い、PRISM 7000/7700 Real-Time PCR 

System(Applied Biosystems, Forester City, CA, USA)で測定した。また、
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用いたプライマーと設計に用いた配列、PCR産物の大きさは表 2に示した。 

 

2-1-4 NADH/NAD 解析 

 回腸縦走筋を湿重量約 10mg の筋片に分け標本を作成し、張力実験と同

様に薬物処置した。標本は 1 つの薬物処置につき筋片 4 本、すなわち合計

湿重量が約 40mg になるようにした。その後、液体窒素で直ちに凍結させ、

筋片を 2 本ずつテフロンチューブに移した。これをアマルガムミキサーを

用いて 5 秒、3 回で破砕し、0.25M スクロース液 50μl を加え、再びアマル

ガムミキサーにて混和した後、さらに 0.25Mスクロース液 50μlを加えて、

遠心機で 4℃、600g で 10 分間遠心し、核を沈降させた。上清を回収し、

さらにそれを 4℃、8000gで 10分間遠心し、ミトコンドリアを沈降させた。

得られた上清を抽出液とした。 

抽出液中の NADH の測定は Fluorescent NAD/NADH Detection Kit 

(Cell Technology, California, USA）を用いた蛍光測定により行った。抽出

液をチューブに NAD あるいは NADH 測定用に 50μl ずつ移し、NAD あ
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るいは NADH ExtractionBuffer 200µl を各々のチューブへ添加した。

次に NAD／NADH lysisBuffer 200μl を添加し、60℃で 15 分加温した。 

 加温したチューブを冷却して、Reaction Buffer 100μl を添加し、最初

に添加したのとは逆の ExtractionBuffer 200μl を各々のチューブに添加

した。 

その後、チューブをボルテックスにかけ、8000 g で 5 分間遠心した。

NADH 標準液および反応カクテル液をキット添付のプロトコールに従っ

て作成し、96 ウェルのブラックプレートに NADH 標準液およびサンプル

上清を各々50μlずつ滴定し、さらに反応カクテル液を 100μl添加し、室温、

遮光の条件で約 1 時間インキュベーションした。その後、530-570nm の励

起波長を当て、590-600nm の蛍光を測定した。なお、キットを使用しての

作業は、NADH の損失を防ぐため、加温あるいはインキュベーション以外

はサンプルを氷上あるいは 4℃の低温室内で行った。 

 実験後の評価方法としては NADH と総 NAD の蛍光量の比をとって行っ

た。 
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2-1-5 クレアチンリン酸およびアデノシン 3 リン酸分析 

 筋標本含有クレアチンリン酸(PCr)およびアデノシン 3 リン酸(ATP)は、

高速液体クロマトグラフィー  (HPLC)により測定した。筋標本は修正タイ

ロード液中で 30 分間インキュベーションされ、H-65K+により収縮させた。

収縮後、phloridzin 適用を行った。その後直ちに-196℃の液体窒素により凍

結させ、6%過塩素酸を加えホモジナイズした。ホモジナイズした後、遠心

分離機により 15000 g、5 分で行い、0.2 ml 2M の KHCO3により中和させ

た。その中和物より 20 µl 以上取り出し、HPLC により測定した。 

 HPLC システム (島津製作所、京都市)はポンプ(LC-10AT)、システムコ

ントローラー(SCL-10AT)、オートサンプラ(SIL-10AF)、40℃に設定したカ

ラムオーブン(CTO-10A)、および 216nm に設定した紫外可視光光度計検出

器(SPD-10Ai)により構成された。 

 カラムは Jupiter 4u Proteo 90A(100×4.6 mm phenomenex, CA, USA)

を用い、移動相は 50 mM KH2PO4および 5 mM 硫化水素テトラ-n-ブチル
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アンモニウム(TBAHS)を混合し pH 6.0 に調整したものを A 液とし、A 液に

対し 2/3 の割合でメタノールを加え pH 6.0 に調整したものを B 液とした。

流量は 1.0 ml/分 とし、A 液 65%から開始した。最初の 14 分は 2.5%/分 の

割合で B 液を増加させた。これにより B 液を 70%まで増加させ 20 分間維

持し、その後 10 分間 A 液を 100%にした。これらの過程はシステムコント

ローラーにより自動的に行われた。検出感度は 1.0 a.u.f.s. に設定し、カラ

ムオーブンは 40℃に設定した。PCrおよびATP濃度は μmol/ g wet weight 

として解析した。 

2-1-6  単離細胞の作製 

 作製された回腸の標本は、コラゲナーゼ（0.2 mg/ml）（Wako Pure 

chemical, Osaka, Japan）およびパパイン（0.2 mg/ml）（Wako Pure 

chemical）により 25℃で 1 時間処理し、単離した。単離された細胞は、High 

glucose Dalbecco modified medium（D-MEM, Wako Pure chemical）中で

1.0×106 cells/ml に調整された。調整された細胞懸濁液は、マイクロプレー

ト内のカバーガラスの上に 300 µl/well で入れ、5 % CO2、37℃で 1 時間培
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養した。 

 

2-1-7 2-NBDG 蛍光強度解析 

 カバーガラス上で 1 時間培養された単離細胞を蛍光グルコース取込みの

実 験 に 用 い た 。 培 養 後 、 培 地 を 1 mM の

2-(N(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-2-deoxyglucose (2-NBDG, 

Cayman Chemical, Michigan, U.S.A.) お よ び hoechst33342 (1:500) 

（Wako Pure chemical）を含有した No-glucose D-MEM （Wako Pure 

chemical）に置換し、各種試薬を同時処置した。試薬処置を 20 分間した後、

培地を除去し D-PBS（Wako Pure chemical）により 3 回洗浄した。その後

細胞は、4 %パラホルムアルデヒドで 30 分および 2 % BSA で 4℃、20 分間

処置した。その後細胞は、抗 α-SMA抗体（1:800） (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

U.S.A)で一昼夜処理した。その後、D-PBS（Wako Pure chemical）により

3 回洗浄され、カバーガラスごとスライドガラス上に封入され、蛍光顕微鏡

（Axio Vert 200M fluorescence microscope, ZEISS Japan, Tokyo, Japan）
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により蛍光強度を測定した。 

 2-NBDG、hoechst33342 および α-SMA fluorescence による蛍光は、

Axiovert 200M（Carl Zeiss Japan）により検出された。hoechst33342 お

よび αSMA fluorescence（Cy-3）陽性細胞を平滑筋細胞とした。2-NBDG

蛍光強度の解析には、Image J ソフトを用いた。 

 

2-1-8 統計処理 

 データは平均値±標準誤差で表し、有意差は Student の t 検定を用いた。

危険率については、P＜0.05 および P＜0.01 を有意水準とした。 
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Primer Nucleotide sequence   5´→ 3´ Product size 

GAPDH  F ATGGTGAAGGTCGGTGTGAA  

GAPDH  R AATGAAGGGGTCGTTGATGG 108 

SGLT1  F TACATCAAGGCTGGGGTGGT  

SGLT1  R AGCAGGGACAGAACGGAAAG 95 

SGLT2  F TGTGGGATGAGCAAGAGTGG  

SGLT2  R ATGAGCAGGGCATTGAGGTT 134 

表 2 リアルタイム RT-PCR に用いたプライマー 
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2-2 実験成績 

 

2-2-1 ラット回腸縦走筋およびブタ虹彩括約筋の高濃度 K+誘発性収縮に対

する低酸素および phloridzin の影響 

 ラット回腸縦走筋標本において高浸透圧性に 65mM KCl（H-65K+）の適

用は、一過性収縮とそれに続く持続的な収縮を示した(Fig. 3 A)。ブタ虹彩

括約筋においても H-65K+誘発性収縮は、ラット回腸縦走筋と同様の収縮反

応を誘発した（Fig. 3 B）。ラット回腸縦走筋およびブタ虹彩括約筋におい

て窒素通気による低酸素状態は、H-65K+誘発性収縮をそれぞれ 42.1±1.1%

および 4.8±2.8%まで有意に抑制した（Fig. 3 A, B）。さらに、ラット回腸

縦走筋において phloridzin は、H-65K+誘発性収縮を濃度依存性に抑制し、

300 µM および 1 mM においてそれぞれ 82.0±0.2%および 32.1±1.1%まで

有意に抑制し（Fig. 3 C）、同様に、ブタ虹彩括約筋において phloridzin は、

H-65K+誘発性収縮を濃度依存性に収縮を抑制し、300 µM および 1 mM に

おいてそれぞれ 83.4±2.8%および 42.4±6.1%まで抑制した（Fig. 3 D）。 
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2-2-2 ラット大動脈平滑筋の高濃度 K+誘発性収縮に対する phloridzin の影

響 

 Tonic 筋である大動脈において H-65K+の適用は、持続的な収縮を示した

(Fig. 4)。Figure 4 に示したように、ラット大動脈平滑筋において phloridzin

（1 mM）の適用は、H-65K+誘発性収縮を 86.7±3.6%まで抑制したが、そ

の抑制の程度は、ラット回腸縦走筋およびブタ虹彩括約筋に比べ小さかった。 

 

2-2-3 ラット回腸および大動脈平滑筋の SGLT1および SGLT2のmRNA発

現量の比較 

 Real-time PCR により腎臓組織、回腸平滑筋、大動脈平滑筋の SGLT1 お

よび SGLT2 の mRNA 発現の相対量の比較を行った。回腸平滑筋での

SGLT1 mRNA 発現は、大動脈平滑筋のそれと比較すると顕著に高かった

(Fig. 5 A)。SGLT2 の mRNA 発現は、回腸平滑筋と大動脈平滑筋で差異は

みられずいずれも腎臓より明らかに低かった(Fig. 5 B)。 
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2-2-4 ラット回腸平滑筋における解糖系活性に対する phloridzin の影響 

 解糖系活性はミトコンドリアを沈降させた組織上清から NAD および

NADH を抽出し、蛍光法により測定した。窒素通気による低酸素条件下で

は、好気的代謝が抑制され、解糖系活性が上がることから、陽性対照として

用いた。 

 窒素通気による低酸素状態は、H-65K+存在下の NADH/NAD 比を有意に

増加した（Fig. 6）。一方、H-65K+存在下の phloridzin (300 µM, 1 mM)20

分処置は濃度依存性に NADH/NAD 比を有意に抑制した（Fig. 6）。また、

ピルビン酸(5.5 mM)の追加適用は phloridzin （1 mM）による NADH/NAD

比の抑制を回復しなかった（Fig. 6）。 

 

2-2-5 ラット回腸平滑筋における ATP および PCr 含量に対する phloridzin

の影響 

 Fig. 7 Aに示したように、H-65K+存在下での 1 mM phloridzinの適用は、
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PCr 含量を有意に減少した。さらに、その減少は、5.5 mM のピルビン酸の

追加適用により回復した。それに対して、phloridzin およびピルビン酸の適

用は、ATP 含量に影響しなかった（Fig. 7 B）。また、pyruvate の適用は、

ラット回腸平滑筋の H-65K+誘発性収縮における phloridzin 誘発性弛緩を

回復した（Fig. 7 C）。 

 

2-2-6 ラット回腸平滑筋単離細胞におけるグルコース取込みに対する

phloridzin の影響 

 作製された単離細胞は α-SMA および hoechst により免疫染色され、2 重

陽性の細胞を平滑筋細胞として蛍光グルコース (2-NBDG)取込について検

討した(Fig. 8 A)。 

 ラット回腸平滑筋単離細胞における 2-NBDG 取込みは、H-65K+適用によ

り有意に増加した(Fig. 8 B)。その増加は、phloridzin (10, 100 µM)適用に

より濃度依存性に抑制された(Fig. 8 B)。 
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Fig. 3 回腸および虹彩括約筋の高濃度 K+誘発性収縮に対する窒素通気および

phloridzin の影響。 

回腸平滑筋(A)および虹彩括約筋(B)の H-65K+誘発性収縮に対する窒素通気の影響。回

腸平滑筋(C)および虹彩括約筋(D) の H-65K+誘発性収縮に対する phloridzin の影響。

Phloridzin 適用直前の張力を 100%とした。 

* : p < 0.05; ** : p < 0.01, v.s. Control 
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Fig. 4 大動脈平滑筋の H-65K+誘発性収縮に対する phloridzin の影響 

 Phloridzin の適用は、H-65K+誘発性収縮が安定した後に行った。  

  

Phloridzin(1 mM) 

H-65K+ 

10 min 

5 mN 
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Fig. 5 腎臓、回腸および大動脈平滑筋における SGLT1（A）および SGLT2（B）の

mRNA の発現量。 

    ハウスキーピング遺伝子であるグリセルアルデヒド 3 リン酸脱水素酵素

(GAPDH)の mRNA 量と SGLT1 (A)および SGLT2 (B)の mRNA 発現量の比。(N = 4) 

** : p < 0.01, v.s. kidney, N.S.：Not significant 
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Fig. 6 回腸平滑筋における NADH/NAD 値に対する phloridzin の影響。 

以下の条件でそれぞれ前処置したときの NADH/NAD の比；H-65K⁺、窒素通気、

phloridzin(300μM および 1 ｍＭ）、phloridzin（1 mM）処置後にピルビン酸。 

 * : p < 0.05, v.s. Control 
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Fig. 7 ラット回腸平滑筋のホスホクレアチン（PCr）（A）および ATP（B）含量

に対する phloridzin の影響 

 実験に用いた試料は、全て各試薬を 20 分間処置した。処置後、凍結、抽出および

測定を行った。C は、張力における phloridzin 誘発性弛緩に対する pyruvate 誘発性

回復の典型図である。 

** : p < 0.01, v.s. phloridzin 
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Fig. 8 ラット回腸平滑筋単離細胞における蛍光グルコース取込みに対する phloridzin

（phlo）の影響 

A) Hoechst; 核、αSMA; 平滑筋アクチン、2-NBDG; 蛍光グルコース 

B)各種条件下における平滑筋細胞の 2-NBDG 蛍光強度 

* : p < 0.05, v.s. cont ; ** : p < 0.01, v.s. K (H-65K+)
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2-3 考察 

2-3-1 Phasic 筋における好気的代謝への依存性および糖取込み 

 Phasic 筋であるラット回腸平滑筋およびブタ虹彩括約筋において窒素通

気による低酸素状態は、高濃度 K+誘発性収縮を顕著に抑制した（Fig. 3 A, 

B）。さらに、phloridzin は、ラット回腸平滑筋およびブタ虹彩括約筋の高

濃度 K+誘発性収縮を有意に抑制した（Fig. 3 C, D）。一方、tonic 筋である

ラット大動脈平滑筋の H-65K+誘発性収縮に対する phloridzin の適用では、

その収縮の抑制効果は小さかった。これらの結果は、モルモット小腸（Santi 

et al., 1963(46)）および盲腸紐（Ishida and Shibata, 1982(13); Ishida et al., 

1984(14)）といった phasic 筋では、低酸素状態により収縮は顕著に抑制され

るが、大動脈平滑筋は好気的代謝にあまり依存していない（Nasu et al., 

1991(37)）という報告と一致する。これらのことから、phasic 筋の高濃度

K+誘発性収縮は、tonic 筋のそれに比べ、好気的代謝への依存性および

phloridzin に対する感受性が高いことが示された。 
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2-3-2 回腸平滑筋の高濃度 K+誘発性収縮反応におけるグルコース取込み機

構 

 以下の結果に基づき、ラット回腸において phloridzin は、高濃度 K+誘発

性収縮を Na-glucose cotransporter 1 (SGLT1)を阻害することで抑制する

と結論付けた。1) 回腸において、phloridzin は高濃度 K+誘発性収縮を抑制

したが、その抑制は大動脈のそれよりも、顕著に大きかった。 2) 回腸にお

いて、SGLT1 mRNA 発現量は大動脈と比べ高かった。3) 高濃度 K+存在

下において phloridzin は、ラット回腸 NADH/NAD 比を濃度依存性に低下

させた。4)高濃度 K+存在下で phloridzin は回腸のホスホクレアチン（PCr）

含量を有意に減少した。5) phloridzin 適用は高濃度 K+誘発性 2-NBDG 取

込みを抑制した。 

他の細胞と同様に平滑筋においても解糖系、TCA 回路および電子伝達系

の酵素が存在することが知られている。多くの研究者が平滑筋収縮の実験に

おいてエネルギー基質としてグルコースを使用してきた。しかしながら、平

滑筋収縮におけるグルコースの輸送体の役割について示す報告は少ない。
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Tonic 筋であるマウス大動脈において GLUT4 阻害薬である ritonavir はグ

ルコース取込みの阻害を介してノルアドレナリンおよびセロトニン誘発性

収縮を抑制することが報告されてきた（Park et al., 2005(39)）。 

一方、多くの平滑筋において等浸透圧性に置換した高濃度 K+、Na+除去

液は収縮に続く大きな弛緩を誘発する。その弛緩の可能性のある機序は、

1) 細胞膨潤によるもの、ウサギ大動脈（Suzuki et al., 1981(55)）、モルモッ

ト気管（Shimizu et al., 1984(47)）およびウシ気管（Kaneda et al., 2012(21)）; 

2) 栄養液中の Na+除去を原因とするグルコース利用の抑制によるもの、モ

ルモット膀胱（Shimizu et al., 1984(47)）およびモルモット回腸（Shimizu et 

al., 1991(50)）; 3) 細胞膨潤とグルコース利用の抑制によるもの、モルモッ

ト胆嚢（Shimizu et al., 1984(47)）、盲腸紐（Urakawa et al., 1968(58)）およ

びブタ気管（Kaneda et al., 2009(20)）と分類されてきた。このように回腸

および盲腸紐のような phasic筋の収縮反応においてNa+-グルコース共輸送

体である SGLT の関与が示唆されてきた。さらに、モルモット盲腸紐にお

いて phloridzinはピルビン酸を含む高濃度 K+液誘発性収縮に影響しなかっ
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たが、グルコースを含む高濃度 K+誘発性収縮を抑制した（Suzuki et al., 

1980(54)）。本研究においても、phloridzin はラット回腸平滑筋の高濃度Ｋ⁺

収縮を濃度依存的に抑制し、その抑制はピルビン酸により回復した。一方、

phloridzin（1 mM)はラット大動脈の高濃度 K⁺収縮を抑制したが、その抑

制は回腸のそれと比べ小さかった。これらの結果は、回腸において

phloridzin による高濃度 K+誘発性収縮抑制は SGLT 阻害を介すること、お

よび SGLT を介したグルコース取込み機構の収縮反応の維持への関連性は

tonic 筋よりも phasic 筋で大きいことが示唆された。 

 回腸平滑筋は大動脈平滑筋に比べ、SGLT1 mRNA 発現量が有意に多かっ

た。一方、SGLT2 mRNA 発現量は同程度であった。これらの結果は、ラッ

ト回腸において phloridzin による高濃度 K+誘発性収縮の抑制は SGLT1 の

阻害に関連する可能性を示唆する。 

 大脳皮質において低酸素状態はグルコース代謝の過程で生成される還元

型ニコチンアミドヌクレオチド（NADH）と酸化型ニコチンアミドヌクレ

オチド（NAD）との比（NADH/ NAD 比）を増加させ、また溶媒中のグル
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コース濃度を低下させた低グルコース状態は NADH/ NAD 比を減少した 

(Garofalo et al 1988(9))。平滑筋においても低酸素状態は、NADH/NAD 比

を増加することが報告されてきた（Nasu et al., 1982(36)）。これらのデータ

は、NADH/ NAD 比が解糖系の活性を表す指標となることを示す。  

回腸平滑筋において高濃度Ｋ⁺存在下で phloridzin は、NADH/NAD 比を濃

度依存性に抑制した。しかしながら、ピルビン酸の追加添加はこの抑制に影

響しなかった。このことから、回腸平滑筋における高濃度 K+誘発性収縮に

対する phloridzin の抑制は、グルコース取込み阻害を介した解糖系活性の

抑制であることがさらに示唆された。 

平滑筋におけるエネルギー代謝は、解糖系、TCA 回路、電子伝達系より ATP

を生成しクレアチンをリン酸化しホスホクレアチン(PCr)として貯蔵する。

平滑筋の収縮において必要とされる ATP は、貯蔵された PCr はクレアチン

キナーゼにより ADP がリン酸化され ATP になることにより供給される。

本研究において、phloridzin は高濃度 K+存在下でラット回腸平滑筋の PCr

含量を有意に低下させ、その低下はピルビン酸の追加適用により回復した。



39 

 

さらに、ピルビン酸添加は phloridzin による収縮抑制を回復した。これら

の結果は phloridzin による高濃度 K+誘発性収縮の抑制は、解糖系活性の抑

制によることをより強く示唆する。 

 SGLT1 あるいは SGLT2 を強発現させた COS-7 細胞（Blodgett et al., 

2011(3)）および HEK293 細胞（Kanwai et al., 2012(22)）において、蛍光基

質である 2-NBDG は、Na+依存性に取込みが増加し、その増加は phloridzin

によって抑制された。本研究において phloridzin は高濃度 K+誘発性

2-NBDG 取込みを濃度依存性に抑制した。これらの結果は、phloridzin に

よる高濃度 K+誘発性収縮の抑制は SGLT を介したグルコース取込みの阻害

が関与している可能性を示唆する。 

Sotagliflozin のような SGLT 1 および 2 阻害薬による治験において、2 型

糖尿病患者もしくは健常者における胃腸障害に対する影響の報告は限られ

ている (Zambrowicz et al., 2013(62), 2015(63); Zheng and Sarr, 2013(64))。

本研究において、phloridzin は SGLT1 阻害により高濃度 K+誘発性収縮を

抑制した。このように、本研究は sotagliflozin のような SGLT 1 および 2 阻
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害剤による胃腸障害に SGLT1阻害により胃腸運動の不活化が関与するかも

知れないという可能性を示唆する。 

 以上を要するに、ラット回腸平滑筋における phloridzin による高濃度 K+

誘発性収縮抑制は、SGLT1 を介したグルコース取込み阻害によることが示

唆された。また、phloridzin は tonic 筋である大動脈よりも phasic 筋であ

る回腸において高濃度 K+収縮をより強く抑制し、その差異は SGLT1 の発

現によることが示された。 
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第 3 章 Tonic 筋におけるエネルギー代謝と収縮制御 

はじめに 

 第 2 章より phasic 筋収縮は好気的代謝への依存度が高く、回腸平滑筋に

おいて SGLT1 を介してのグルコース取込みが関与することが示唆された。

一方、第 1 章でも述べたが、tonic 筋収縮は低酸素状態による影響が少ない。

さらに、tonic 筋であるマウス大動脈平滑筋に GLUT4 が発現しており、イ

ンスリン刺激および受容体作動薬によりグルコース取込みが増加すること

が報告されている（Park et al., 2005(39)）。しかしながら、血管平滑筋にお

けるグルコースの取込み経路は作動薬あるいは実験条件により異なってお

り（Park et al., 2005(39); Pyla et al., 2015(42)）、未だ明らかになったとは言

えない。 

 本章では、ラット大動脈平滑筋の高濃度 K+収縮に対する低酸素条件の影

響、PCR 法による GLUT4 発現および各種条件下での蛍光グルコース

（2-NBDG）取込み量の変化および GLUT4 トランスロケーションについて

調べたものである。 
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3-1 材料方法 

3-1-1 材料 

 雄性ウィスターラット（250-300 g）はペントバルビタール酸ナトリウム

（50 mg/kg, i.p.）により麻酔後、放血死した後、直ちに大動脈を摘出した。

ラットを用いた研究は、日本獣医生命科学大学における実験動物委員会によ

り認可を受けて行われた（26S-44, 27K-23, 28K-10）。 

 

3-1-2 平滑筋摘出および収縮張力測定  

 第 2 章に準じて、ラット大動脈平滑筋標本を作製した。  

 

3-1-3 RT-PCR 解析 

 第 2 章に準じて mRNA 抽出を行った。抽出された mRNA は、RT reagent 

Kit（Takara）を用いて逆転写反応 42℃ 5 分、95℃ 10 秒、95℃ 5 秒、

61℃ 34 秒、40cycles で PCR 反応を行い、PCR 産物を 100 V、30 分間行

い、2%アガロースのゲルを用いて泳動を行い撮影した。DNA の発色試薬に
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は、ミドリグリーンダイレクト（1:10, NIPPON Genetics Co, Ltd., Tokyo, 

Japan ）を用いた。使用したプライマーと期待される産物の大きさは表 3

に示した。 

 

3-1-4  単離細胞の作製 

 摘出された胸部大動脈は内腔を丁寧にこすり、内皮細胞を除去し、コラゲ

ナーゼ（1.0 mg/ml）（Wako Pure chemical）、パパイン（0.2 mg/ml）（Wako 

Pure chemical）およびエラスターゼ（3.3 unit/ml）（Merck Millipore 

Corporation, Darmstadt, Germany）により 30 分処理した後、外膜を除去

した。外膜を除去された大動脈平滑筋は、コラゲナーゼ（1.0 mg/ml）、パ

パインおよびエラスターゼ（12.0 unit/ml）（Merck Millipore Corporation）

の処理により単離した。単離された細胞は、D-MEM（Wako Pure chemical）

中で 1.0 × 106 cells/ml の密度に調整された。細胞懸濁液 300 µl をカバーガ

ラスを入れたマイクロプレート内に入れ、5 % CO2、37℃で 1 時間培養した。 
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3-1-5 2-NBDG 蛍光強度解析 

 第 2 章に準じて 2-NBDG 蛍光強度を解析した。 

 

3-1-6 免疫染色による GLUT4 トランスロケーション解析 

 2-NBDG 以外の試薬は、第 2 章の 2-NBDG 蛍光強度解析と同様であり、

それと同様の検出法を用いて行った。抗ラット GLUT4 抗体は、細胞膜外側

に露出する部位の合成ペプチドを、ウサギを免疫動物として、作製した。ま

た、一次抗体は膜上 GLUT4 に対して反応するように界面活性剤のような抗

体の透過性を上げる処置は行わず、25℃で 1 時間処置した。二次抗体は、

抗ウサギ IgG 抗体（Abcam plc, Tokyo, Japan）を用いて 4℃で一昼夜処置

した。 

 

3-1-7 使用薬物 

 好気的代謝の阻害薬として NaCN（Wako Pure chemical, Osaka, Japan）

を用い、GLUT4 のインスリン依存性経路である PI3K/Akt 経路の刺激には
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insulin from bovine pancreas（Sigma–Aldrich, St. Louis, Mo, USA.）を

用いた。 

2-NBDG 取込解析および細胞膜上 GLUT4 量解析において使用した阻害薬

およびその濃度は、Akt 1/2 inhibitor, 1 µM（Sigma–Aldrich, St. Louis, Mo, 

USA.）、LY294002, 10 µM（Cell Signaling Technology Japan, Tokyo, 

Japan.）および Compound C, 40 µM（Abcam Biochem., Science Park 

Cambridge, UK.）である。 

 

3-1-8 統計処理 

 データは平均値±標準誤差で表し、有意差は Student の t 検定を用いた。

P＜0.05 および P＜0.01 を有意水準とした。 
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Primer Nucleotide sequence  5´→ 3´ Product size 

GAPDH  F TTTCCAGTATGTTGCGGATG  

GAPDH  R TCAGTCATTCTCATCTGGCC 452 

GLUT4  F ACCACAGTCCATGCCATCAC  

GLUT4  R TCCACCACCCTGTTGCTGTA 220 

 

表 3 リアルタイム RT-PCR に用いたプライマー 
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3-2 実験成績 

 

3-2-1 ラット大動脈平滑筋の高濃度 K+誘発性収縮に対する NaCN の影響 

 ラット大動脈平滑筋に対して高浸透圧性の 65mM KCl（H-65K+）適用は、

持続的な収縮を示した(Fig. 9 A)。ラット大動脈平滑筋において NaCN によ

る低酸素状態は H-65K+誘発性収縮を濃度依存性に抑制し（Fig. 9 B）、1 mM

で 74.5±3.1%まで抑制した。 

 

3-2-2 ラット大動脈平滑筋における GLUT4 mRNA 発現 

 RT-PCR 分析によりラット大動脈平滑筋における GLUT4 mRNA 発現を

確認した。陽性対照は、GAPDH を用いた。ラット大動脈平滑筋において

GLUT4 mRNA は発現していた（Fig. 10）。 

 

3-2-3 ラット大動脈平滑筋単離細胞における蛍光グルコース取込み  

 作製された単離細胞は抗 αSMA および抗核抗体により免疫染色され、両
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陽性の細胞を平滑筋細胞として蛍光グルコース (2-NBDG)取込について検

討した(Fig. 11)。ラット大動脈平滑筋単離細胞における H-65K+単独および

NaCN 300 µM 同時適用は、2-NBDG 取込みを変化させなかった。インス

リン（100 および 300 nM）の適用は、濃度依存性かつ有意に 2-NBDG 取

込みを増加させた（Fig. 11）。さらに、H-65K+および NaCN（1 mM）同時

処置においても 2-NBDG 取込みを有意に増加した（Fig. 11 B）。 

 

3-2-4 ラット大動脈平滑筋単離細胞のグルコース取込み増加に対する各種

阻害薬の影響 

 インスリン 300 nM による 2-NBDG 取込みの増加は、Akt 1/2 inhibitor

（Akt 阻害薬）および LY294002（PI3K）阻害薬により有意に抑制された

が、compound C（AMPK 阻害薬）は影響しなかった（Fig. 12 A）。一方、

H-65K+および NaCN 1 mM による 2-NBDG 取り込みの増加は、compound 

C により有意に抑制され、Akt 1/2 inhibitor および LY294002 には影響さ

れなかった（Fig. 12 B）。 
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3-2-5 ラット大動脈平滑筋単離細胞における GLUT4 トランスロケーショ

ンに対する NaCN の影響 

  作製された単離細胞は αSMA および hoechst により免疫染色され、両

陽性の細胞を平滑筋細胞として細胞膜上 GLUT4 について検討した(Fig. 13 

A)。ラット大動脈平滑筋単離細胞における H-65K+単独適用は、細胞膜上

GLUT4 の量を変化させなかった。一方、H-65K+、NaCN 1 mM 同時適用

およびインスリン 300 nM 適用は、細胞膜上 GLUT4 を有意に増加させた

（Fig. 13 B）。 

 

3-2-6 ラット大動脈平滑筋単離細胞における GLUT4 トランスロケーショ

ンに対する各種阻害薬の影響 

 インスリン 300 nM による細胞膜上 GLUT4 の増加は、Akt 1/2 inhibitor

および LY294002 により有意に抑制された（Fig. 14 A）。Compound C 処置

は、インスリン誘発性細胞膜上 GLUT4 の増加を抑制したが、その影響は有
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意ではなかった。一方、H-65K+および NaCN 1 mM 同時適用による細胞膜

上 GLUT4 の増加は、Akt 1/2 inhibitor、LY294002 および compound C に

より有意に抑制された（Fig. 14 B）。 
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Fig. 9 ラット大動脈平滑筋に対する NaCN の影響 

ラット大動脈平滑筋の H-65K+誘発性収縮に対する NaCN 累積適用の典型

図（A）およびその数値化したグラフ（B）。NaCN 適用直前の張力を 100%

とした。 
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Fig. 10 ラット大動脈平滑筋における GLUT4 mRNA 発現 

  

GLUT4  GAPDH 

1000 

500 

200 

( bp ) 



53 

 

 

Fig. 11 ラット大動脈平滑筋単離細胞における各種条件下での 2-NBDG 取

り込みの変化 

ラット大動脈平滑筋単離細胞における H-65K+単独（K）、NaCN 同時処置

もしくはインスリン（ Ins; 100, 300 nM）処置による蛍光グルコース

（2-NBDG）取り込み量の変化。 

** : p<0.01, v.s. Rest（無処置群） 
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Fig. 12 ラット大動脈平滑筋単離細胞の 2-NBDG 取り込み増加に対する各

種阻害薬の影響 

各種阻害薬（Akt 1/2 inhibitor, 1 µM; LY294002, 10 µM; Compound C, 40 

µM）を 20 分間前処置した後、インスリンもしくは H-65K+、NaCN（1 mM）

処置した。 

** : p<0.01 v.s. Ins 300 nM †† : p<0.01 v.s. K + NaCN (1 mM) 
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Fig. 13 ラット大動脈平滑筋単離細胞における細胞膜上 GLUT4 の変化 

A) Hoechst; 核、αSMA; 平滑筋アクチン、GLU 細胞膜上 GLUT4 

B)各種条件下における平滑筋細胞の細胞膜上 GLUT4 蛍光強度 

αSMA および hoechst33342 両陽性の細胞を平滑筋細胞とし、GLUT4 に対

する抗体による蛍光の強度を測定した。 

** : p<0.01 v.s. Cont 
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Fig. 14 ラット大動脈平滑筋単離細胞の細胞膜上 GLUT4 の増加に対する各

種阻害薬の影響 

各種阻害薬（Akt 1/2 inhibitor, 1 µM; LY294002, 10 µM; Compound C, 40 

µM）を 20 分間前処置した後、インスリンもしくは H-65K+、NaCN（1 mM）

処置した。 

** : p<0.01 v.s. Ins 300 nM †† : p<0.01 v.s. K + NaCN (1 mM) 
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3-3 考察 

3-3-1 Tonic 筋収縮における好気的代謝への依存性およびグルコース取り込

み機構 

 第 2 章では、tonic 筋であるラット大動脈平滑筋の高濃度 K+誘発性収縮に

対する窒素通気下の低酸素状態および phloridzin による抑制は、phasic 筋

のそれと比べ小さかった。本章の結果においても、ラット大動脈平滑筋の高

濃度K+誘発性収縮に対するNaCN適用による好気的代謝抑制の影響は小さ

かった。 

 大動脈平滑筋には、グルコース輸送体 4 型（GLUT4）が存在することが

報告されてきた（Park et al., 2005(39)）。本研究においても、RT-PCR 分析

は、ラット大動脈平滑筋に GLUT4 が発現していることを示した。GLUT4

は、第 1 章で述べた通り、インスリン感受性グルコース輸送体であり、骨

格筋においてインスリン刺激以外に収縮反応や低酸素状態といった細胞内

エネルギーの枯渇により活性化することが知られている（Zorzano et al., 

2005(65)）。 
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 一方、大動脈平滑筋において低酸素状態は収縮を抑制するが、外液グルコ

ース濃度の増加は収縮を回復する（Namm and Zucker, 1973(35)）ことから、

低酸素状態ではグルコース取込み機構が活性化される可能性がある。しかし、

血管平滑筋において低酸素状態におけるグルコース取込み機構の活性化に

ついて調べた報告は、ほとんどない。本研究は、血管平滑筋における低酸素

時のグルコース取込み機構とそのシグナル経路をはじめて明らかにした。  

 

3-3-2 大動脈平滑筋の高濃度 K+誘発性収縮反応におけるグルコース取込み

機構 

 大動脈平滑筋には、GLUT1 および GLUT4 が発現していることが報告さ

れている（Miller et al., 2007(30)）。本研究においてもラット大動脈平滑筋に

は GLUT4 の mRNA が発現していた。GLUT1 は、ほぼ全ての細胞に存在

し、細胞の恒常性の維持に必要なグルコースを取込むと考えられている

（Mueckler et al., 1997(32)）。一方、GLUT4 は骨格筋や脂肪細胞に多く存

在しておりインスリン受容体にインスリンが作用することにより、Akt およ
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び PI3K といったシグナル経路を活性化することにより、細胞内小胞に存在

する GLUT4 を膜上へとトランスロケーションさせることによりグルコー

スを取込む（Virkamaki et al., 1999(59); Rowland et al., 2011(44)）。本研究

においても、インスリンの適用は、大動脈平滑筋において濃度依存性に蛍光

グルコースである 2-NBDG 取込みを有意に増加した。さらに、その増加は

AMPK 阻害薬および PI3K 阻害薬である、Akt 1/2 inhibitor および

LY294002 により抑制されたが、AMPK 阻害薬である compound C では抑

制されなかった。また、インスリンは、大動脈平滑筋において、トランスロ

ケーションにより細胞膜上の GLUT4 を増加させた。その増加は Akt 1/2 

inhibitor および LY294002 により抑制されたが、compound C では抑制さ

れなかった。これらの結果は、ラット大動脈平滑筋において GLUT4 が存在

し、骨格筋および脂肪細胞と同様に PI3K/Akt 経路を介してインスリン依存

性にグルコースを取込み、その経路は AMPK 経路とは独立していることを

示唆する。このことは、Breen ら（2008(4)）の血管平滑筋における GLUT4

トランスロケーションシグナルについての報告と一致する。  
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 本研究において、ラット大動脈平滑筋に対する高濃度 K+の適用は、

2-NBDG 取込および細胞膜上 GLUT4 量を変化させなかった。骨格筋の収

縮反応では、AMPK のリン酸化により GLUT4 がトランスロケーションす

ることが報告されている（Jessen and Goodyear, 1985(17)）。骨格筋を使用

した研究では、腓腹筋および長趾伸筋といった部位が使用されることが多い。

これらは速筋に分類されており、速筋は解糖系の活性が高いことが知られて

いる。さらに、骨格筋に対する高頻度反復刺激は、グリコーゲン含量に影響

しない（Spriet et al., 1990(53)）という報告がある。これらのことから、骨

格筋のような大きな収縮張力を発生させるためのエネルギー源として外因

性にグルコースを取込む必要があり、AMPK 依存性経路の感受性が高い可

能性が考えられる。一方、ブタ頸動脈において、外液グルコース除去は高濃

度 K+誘発性収縮への影響はわずかであり内因性のグリコーゲンが収縮維持

に大きく関与することが示されてきた（Lynch et al., 1989(29)）。また、ヒト

サフェナ静脈においてグリコーゲンが AMPK の活性化を抑制することが報

告されている（Pyla et al., 2015(42)）。これらの知見は、血管平滑筋の収縮
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が、グリコーゲンなどの内因性エネルギー基質を優先的に利用しており、エ

ネルギー基質が十分存在する時はグルコース取込みが活性化されないこと

を示唆している。 

高濃度 K+および NaCN 処置は、大動脈平滑筋において 2-NBDG 取込みを

有意に増加させた。さらに、高濃度 K+および NaCN 処置による 2-NBDG

取込みの増加は、PI3K/Akt 経路の阻害薬では抑制されず、AMPK 阻害薬に

より抑制された。一方、tonic 筋であるウシ気管平滑筋において、外液グル

コース除去は、高濃度 K+誘発性収縮にほとんど影響しなかったが、グルコ

ース除去+低酸素状態では、グリコーゲン含量の低下を伴って高濃度 K+誘

発性収縮は顕著に低下していた（Kaneda et al., 2012(21)）。これらの結果は、

ラット大動脈平滑筋において低酸素状態は、筋収縮反応を維持するためのエ

ネルギー基質を消費させ、その結果 AMPK 経路を介したグルコース取込み

の活性化が刺激される可能性が示唆された。一方、高濃度 K+および NaCN

の同時処置は、細胞膜上 GLUT4 を有意に増加させたが、その増加は

PI3K/Akt 経路阻害薬および AMPK 阻害薬により抑制された。しかしなが
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ら、PI3K/Akt 経路阻害薬は、高濃度 K+存在下で NaCN 誘発性 2-NBDG 取

込増加を抑制しなかった。最近、GLUT4 に蛍光標識したラット心筋由来で

ある H9c2 細胞において、AMPK の活性化に対して GLUT4 とは異なる輸

送体を介したグルコース取込み経路が示された（Lee et al., 2014(27)）。また、

ヒト肝癌由来である HepG2 細胞において AMPK が GLUT1 を介してグル

コース取込を増加することを示唆する報告がある（Wu et al., 2014(61)）。す

なわち、高濃度 K+および NaCN 処置に対する PI3K/Akt 経路阻害薬により

GLUT4 トランスロケーションは抑制され、AMPK の活性化がおこり他の輸

送体によるグルコース取込が代償した可能性が示唆される。これらより、ラ

ット大動脈平滑筋の低酸素状態では、AMPK 経路を介した GLUT4 以外の

輸送体によるグルコース取込の関与が強く示唆された。このように AMPK

刺激の強さによりグルコースの取込み経路が変化するという報告はなく、血

管平滑筋特有の調節機構である可能性を示唆する。  

 以上を要約すると、ラット大動脈平滑筋では、インスリン依存性である

PI3K/Akt 経路もしくは AMPK 経路を介した GLUT4 のトランスロケーシ
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ョンによるグルコース取込みが存在する。しかしながら、ラット大動脈平滑

筋には、それ以外の取込み機構も存在しており、NaCN（300 µM）存在下

もしくは非存在下での高濃度 K+誘発性収縮反応では内因性のエネルギー基

質、NaCN（1 mM）単独処置による低酸素状態では GLUT4 以外の輸送機

構、高濃度 K+および NaCN（1 mM）同時処置によるさらなるエネルギー

の枯渇では AMPK 経路を介した GLUT4 のトランスロケーションが重要な

役割を担っている可能性が示唆された。 
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第 4 章 総合考察 

 

4-1 Phasic 筋および tonic 筋の高濃度 K+誘発性収縮における SGLT の関連

性 

 平滑筋の収縮には高濃度 K+誘発性と受容体作動性の収縮がある。受容体

作動性収縮は、緒言で述べた Ca2+感受性の増加を伴う。Ca2+感受性増加経

路は、Rho キナーゼ、プロテインキナーゼ C あるいは MAP キナーゼなど

の酵素による様々なタンパクのリン酸化を誘発し、ATP を消費する。これ

らのキナーゼの関与は、受容体作動薬の種類あるいは組織差があることが考

えられている。さらに、平滑筋は組織により自律神経支配が異なり、血管平

滑筋においてノルアドレナリンは収縮を誘発するが、消化管においては逆に

弛緩を起こす。しかし、高濃度 K+は自律神経支配が異なる各種平滑筋組織

においても収縮を誘発する。そこで本研究では、高濃度 K+誘発性収縮を研

究に用いた。 

平滑筋は、その電気生理学的および機械的反応から phasic 筋および tonic
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筋に大別される（Somlyo and Somlyo 1968(50); Horowitz et al., 1996(11); 

Karaki et al., 1997(23)）。Phasic 型平滑筋は、回腸、膀胱、子宮、精管など

がこれに属し、しばしば電気的スパイクと関連した収縮を発生し、高濃度

K+による収縮は初期の phasic 収縮とそれに続く持続性収縮を誘発する

(Himpens et al., 1989(10))。一方、tonic 筋は電気的スパイクを伴わない持

続的な収縮が特徴であり、大動脈、頸動脈、冠状動脈など血管平滑筋あるい

は気管平滑筋がこれに属する。 

等浸透圧性に置換した高濃度 K+、Na+除去液は、様々な平滑筋において

一過性の大きな収縮とそれに続く漸次な弛緩を示す。Phasic 筋であるモル

モット膀胱（Shimizu et al., 1984(47)）、回腸（Shimizu et al., 1991(49)）、胆

嚢（Shimizu et al., 1984(47)）および盲腸紐（Urakawa et al., 1968(58)）に

おいて収縮に続く大きな弛緩を誘発するが、Na+あるいはピルビン酸の追加

適用は、この弛緩反応を顕著に回復したことから、phasic 筋の収縮反応に

おいて Na+依存性のグルコース取込み機構、すなわち、SGLT の関与の可能

性が示唆されてきた。 
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一方、腸管におけるグルコース取込み機構が、主に SGLT1 であること

と考えられている（Song et al., 2016(52); Lehmann and Hornby., 2016(28)）。

しかしながら、これらの報告は小腸粘膜における SGLT1 の機能を示すもの

であり、平滑筋自体における SGLT の発現およびその運動機能への関連性

を示す報告はない。本研究において、phloridzin は、phasic 筋であるブタ

虹彩括約筋およびラット回腸平滑筋の高濃度 K+誘発性収縮を顕著に抑制し

たが、tonic 筋であるラット大動脈平滑筋においてその抑制は、phasic 筋に

比べ小さかった。これは、phasic 筋および tonic 筋において主要なグルコー

ス取込み経路が異なっており、ブタ虹彩括約筋およびラット回腸平滑筋のよ

うな phasic 筋では高濃度 K+誘発性収縮は、SGLT を介したグルコース取込

み機構の関与が大きい可能性が示唆された。そこで本研究では、ラット回腸

平滑筋における SGLT1 および 2 の mRNA 発現量を調べたところ、SGLT1 

mRNA は大動脈および腎臓と比較し、顕著に多く、SGLT2 mRNA に大き

な差異は認められなかった。さらに、phloridzin は、ラット回腸平滑筋の高

濃度 K+誘発性解糖系活性の増加を濃度依存性に有意に抑制し、細胞内ホス
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ホクレアチン（PCr）含量も有意に抑制した。TCA 回路の基質であるピル

ビン酸の追加適用は、phloridzin 誘発性弛緩および PCr 含量の減少を回復

したが、解糖系活性には影響を及ぼさなかった。これは、phloridzin により

SGLT1 が阻害されることによりグルコース取込みが減少し、細胞内エネル

ギーが減少することを示唆する。蛍光グルコース取込み実験においても

phloridzin は、高濃度 K+誘発性グルコース取込み増加を顕著に抑制した。

以上より、ラット回腸平滑筋の高濃度 K+誘発性収縮は、SGLT1 を介したグ

ルコース取込み機構の関連性が大きいことが示唆された。  

本研究において、回腸平滑筋には大動脈平滑筋に比べ SGLT1 が高発現し

ており、一方、大動脈平滑筋には GLUT4 が発現していた。また、高濃度

K+は回腸平滑筋のグルコース取込みを刺激したが、大動脈平滑筋において

取込みを刺激しなかった。Phasic 筋は自発運動を伴うものもあり、はやい

収縮反応を示すが、tonic 筋は収縮発現がゆっくりしており、腸管収縮の収

縮維持は血管平滑筋のそれに比べ多量のエネルギーを消費することが示さ

れてきた（Paul et al., 1987(41)）。一方、GLUT1 は、腫瘍細胞に高発現して
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いることが知られているが、一部の腫瘍細胞では SGLT が高発現している

（Szablewski, 2013(56)）ことが報告されていることから、GLUT1 と同様に、

SGLT の発現の高低も細胞のエネルギー消費の高低を示す 1 つの指標にな

るかもしれない。また、このグルコース取込み機構の差異が phasic 筋と

tonic 筋における収縮の好気的代謝への依存性などの代謝系の差異を説明す

るかもしれない。 

 

4-2 血管平滑筋におけるグルコース取込み機構 

  

大動脈平滑筋において低酸素状態は収縮を抑制するが、外液グルコース濃

度の増加は収縮を回復する（Namm and Zucker, 1973(35)）ことから、低酸

素状態ではグルコース輸送機構が活性化される可能性がある。さらに、マウ

ス大動脈平滑筋において、グルコース輸送体 4 型（GLUT4）が存在するこ

とが報告されてきた（Park et al., 2005(39)）。本研究においても、RT-PCR

分析は、ラット大動脈平滑筋に GLUT4 が発現していることを示した。
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GLUT4 は骨格筋あるいは脂肪細胞において主要なグルコース輸送体であ

り、インスリン刺激により PI3K/Akt 経路を介して活性化されて細胞膜へト

ランスロケーションする。大動脈平滑筋も骨格筋、脂肪細胞と同様にインス

リン刺激は PI3K/Akt経路を介して GLUT4をトランスロケーションするこ

とが初めて示された。 

一方、ラット大動脈平滑筋において、収縮刺激は骨格筋と異なりグルコー

ス取込みの増加および GLUT4 のトランスロケーションを起こさなかった。

ブタ頸動脈において、外液グルコース除去の高濃度 K+誘発性収縮への影響

はわずかであり内因性のグリコーゲンが収縮維持に大きく関与すること

（Lynch et al., 1989(29)）から、血管平滑筋の収縮は、グリコーゲンなどの

内因性エネルギー基質を優先的に利用しており、エネルギー基質が十分存在

する時はグルコース取込みが活性化されないことが示唆される。しかし、大

動脈平滑筋における収縮刺激と GLUT4 の活性化に関して本研究と異なる

意見もある。HIV の治療薬であるプロテアーゼ阻害剤は GLUT4 を介した

グルコース取込みを抑制する（Murata et al., 2000(33)）。Park ら（2005(39)）
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は、マウス大動脈においてプロテアーゼ阻害剤である indinavir が無刺激状

態のグルコース取込みを抑制し、ノルアドレナリンおよびセロトニン収縮を

抑制することを示したことから、大動脈の収縮と GLUT4 の活性化は関連す

るとしている。一方、同じくプロテアーゼ阻害剤である ritonavir はラット

大動脈の高濃度 K+誘発性収縮をフェニレフリン収縮に比べ選択的に抑制し、

さらに細胞内 Ca2+レベルの低下を伴っていた（金田、未発表データ）。また、

大動脈や頚動脈の収縮は外液グルコース除去の影響を受けにくいことから、

彼らの成績は大動脈の収縮と GLUT4 の活性化の関連性を示すには充分な

結果とはいえない。 

ラット大動脈平滑筋の高濃度 K+誘発性収縮に対するNaCNによる低酸素

状態は、GLUT4 のトランスロケーションを伴いグルコース取込みを有意に

増加させた。そのグルコース取込みの増加は PI3K/Akt 経路阻害薬では抑制

されず、AMPK 阻害薬により抑制されたが、GLUT4 トランスロケーション

の増加は、全ての阻害薬により抑制された。この結果より、ラット大動脈平

滑筋における GLUT4 は、常時 PI3K/Akt 経路による制御を受けていること
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およびグルコース取込み経路には GLUT4 以外の輸送体の関与が示唆され

た。また、AMPK 依存性経路を介した GLUT4 以外の輸送体（Lee et al., 

2014(27)）および GLUT1（Wu et al., 2013(61)）の関与についての報告もあ

る。これらより、ラット大動脈平滑筋におけるグルコース取込み機構には、

GLUT4 以外の輸送体も関係し、それらは AMPK 依存性経路により制御さ

れている可能性が考えられる。GLUT4 以外のグルコース取込み機構の関連

性についてはさらなる研究が必要である。本研究は、大動脈平滑筋の高濃度

K+誘発性収縮および好気的代謝抑制における GLUT4 関連シグナルおよび

グルコース取込み機構について初めて明らかにした。  

 以上を要約すると、phasic 筋であるラット回腸平滑筋においてグルコー

ス取込み機構は、SGLT1 を介しており、高濃度 K+誘発性収縮維持に大きく

関与している可能性が示唆された。それに対して tonic 筋であるラット大動

脈平滑筋では、複数のグルコース輸送体が関与しており、高濃度 K+誘発性

収縮では内因性基質であるグリコーゲン、高濃度 K+誘発性収縮に対する低

酸素状態では GLUT4 および AMPK 依存性のその他の輸送体の関与が示唆
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された。また、ラット大動脈平滑筋における GLUT4 トランスロケーション

は、常時 PI3K/Akt 経路により調節されており、高濃度 K+誘発性収縮に対

する低酸素状態では AMPK 依存性経路も関与していることが示唆された。 
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第 5 章 総括 

 グルコースは細胞活動を維持する重要なエネルギー基質の１つである。細

胞内へのグルコース取込みは主に Na+-グルコース共輸送体（SGLT）および

グルコース輸送体（GLUT）を介して行われる。 

 平滑筋は、その電気生理学的および機械的反応から phasic 筋と tonic 筋

に大別される。また、phasic 筋および tonic 筋の差異には好気的代謝への依

存性も異なることが示唆されてきた。さらに、平滑筋の収縮反応は臓器・組

織によりグルコース取込み機構の関与が異なる可能性が示されてきた。  

一方、平滑筋において SGLT 阻害薬である phloridzin は、高濃度 K+収縮を

抑制するが、その抑制は平滑筋のタイプにより異なる。その弛緩機序は、

SGLT を介したグルコース取込み抑制であると考えられてきたが、平滑筋に

おいて phloridzin によるグルコース取込みの変化について検討した報告は

無い。また、tonic 筋である大動脈平滑筋には骨格筋や脂肪細胞と同様に

GLUT4 が発現しており、インスリン刺激および受容体作動薬によりグルコ

ースを取込むことが報告されている。GLUT4 の活性化シグナルは、刺激経
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路あるいは臓器により異なる。しかしながら、血管平滑筋において、GLUT4

の活性化シグナルや低酸素状態での活性化を示した報告はほとんどない。  

 そこで本研究は、phasic 筋である虹彩括約筋および回腸平滑筋の高濃度

K+収縮に対する phloridzin による収縮抑制とグルコース取込みの関係につ

いて調べ、さらに、tonic 筋である大動脈平滑筋においてインスリン、高濃

度 K+収縮および好気的代謝抑制による GLUT4 の活性化シグナルについて

検討し、ショック時や飢餓状態などの病態における組織機能の基礎的知見を

得ることを目的とした。 

 

5-1 Phasic 平滑筋の高濃度 K+誘発性収縮とグルコース取込みの関連性  

 本研究において、好気的代謝の抑制は平滑筋の高濃度 K+誘発性収縮を抑

制した。その抑制は、phasic 筋であるブタ虹彩括約筋およびラット回腸平

滑筋で顕著であり、tonic 筋であるラット大動脈平滑筋ではわずかであった。

同様に、SGLT 阻害薬である phloridzin は、虹彩括約筋およびラット回腸

平滑筋の高濃度 K+誘発性収縮を顕著に抑制したが、大動脈平滑筋に対する
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影響は小さかった。また、ラット回腸平滑筋には SGLT1 mRNA の発現が

多く、SGLT2 mRNA 発現量は少なかった。一方、大動脈平滑筋の SGLT 

mRNA 発現量は低かった。さらに、ラット回腸平滑筋における高濃度 K+

適用は、グルコース取込みを有意に増加させた。それに加えて、phloridzin

追加適用は、解糖系の活性化を伴って高濃度 K+誘発性グルコース取込みの

増加を抑制した。これらの結果は、phasic 筋であるラット回腸平滑筋の高

濃度 K+誘発性収縮は好気的代謝への依存度が高く、収縮反応の維持に

SGLT1 を介したグルコース取込みの関与が大きいことを示唆する。  

 

5-2 Tonic 平滑筋の高濃度 K+誘発性収縮とグルコース取込みの関連性 

 GLUT4 は骨格筋および脂肪細胞に多いが、血管平滑筋にも存在する。本

研究はラット大動脈平滑筋において GLUT4 mRNA の発現を示した。さら

に、血管平滑筋におけるインスリン適用は、グルコース取込みを増加および

GLUT4 の細胞膜上へのトランスロケーションを惹起した。その増加は、

PI3K および Akt 阻害薬により抑制されたが、AMPK 阻害薬では抑制され
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なかった。この結果より、骨格筋と同様に大動脈平滑筋は、PI3K/Akt 経路

を介して GLUT4 を活性化することが示唆された。しかしながら、大動脈平

滑筋に対する高濃度 K+適用は、グルコース取込みに影響しなかった。これ

は、骨格筋と異なり大動脈平滑筋収縮は、外因性のエネルギー基質ではなく

グリコーゲンなどの内因性のエネルギー基質の関与が大きい可能性が示唆

された。大動脈平滑筋の高濃度 K+および NaCN 同時適用による低酸素状態

は、グルコース取込みおよび細胞膜上への GLUT4 トランスロケーションを

増加させた。高濃度 K+および NaCN 同時適用によるグルコース取込みの増

加は、AMPK 阻害薬によってのみ抑制されたが、GLUT4 トランスロケーシ

ョンは PI3K/Akt 阻害薬および AMPK 阻害薬により抑制された。これらの

結果より、大動脈平滑筋の収縮反応には GLUT4 以外の AMPK 依存性グル

コース輸送体の関与が示唆された。しかしながら、その輸送体を明らかにす

るためには、さらなる研究が必要である。以上より、tonic 筋であるラット

大動脈平滑筋は、骨格筋と同様に、インスリン依存性および非依存性の

GLUT4 活性化経路が存在することが示唆された。一方、大動脈平滑筋にお
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ける高濃度 K+誘発性収縮は、内因性のエネルギー基質に依存するが、好気

的代謝抑制は複数のグルコース輸送体を活性化することが示唆された。特に

GLUT4 トランスロケーションは、強い AMPK 刺激により活性化されるこ

とが示唆された。本研究により、大動脈平滑筋の高濃度 K+誘発性収縮およ

び好気的代謝抑制における GLUT4 関連シグナルおよびグルコース取込み

機構について初めて明らかにした。 

 

5-3 まとめ 

 以上のことから、phasic 筋である虹彩括約筋および回腸平滑筋の高濃度

K+誘発性収縮は好気的代謝に依存性が高く、また収縮時に SGLT1 を介した

グルコース取込みが活性化されることが示唆された。  

 一方、tonic 筋である大動脈平滑筋では、骨格筋や脂肪細胞と同様にイン

スリンに感受性である GLUT4 を介したグルコース取込み機構の存在が示

された。しかしながら、骨格筋と異なり GLUT4 は大動脈平滑筋において収

縮によって活性化されなかった。さらに、大動脈平滑筋において、シアン化
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合物による好気的代謝の抑制は高濃度 K+誘発性収縮をわずかに抑制し、

GLUT4 を介したグルコース取込みを活性化したことから、大動脈平滑筋で

は、低酸素状態は骨格筋と同様に GLUT4 を介したグルコース取込みを活性

化することが示唆された。また、平滑筋収縮におけるグルコース取込み機構

には、臓器差があることがはじめて示された。  

 本論文の結果は、回腸平滑筋のような自発運動や、はやい収縮反応を示す

phasic 筋は主に SGLT を介したグルコース取込み機構により運動機能が維

持されることが、また、大動脈のようなゆっくりとした収縮反応を示す tonic

筋は内因性エネルギー基質によって運動機能が維持されるが、低酸素時には

GLUT4 をはじめとするグルコース取込み機構も運動機能の維持に関与す

ることが示唆され、平滑筋収縮におけるグルコース取込み機構の臓器による

差異をはじめて明らかにした。これらの知見は、獣医学的にも重要なショッ

ク時や飢餓状態における内臓機能の病態の解明に寄与する可能性が考えら

れた。 
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