
Ⅰ．はじめに

糖尿病罹患者は健常人と比較して心臓突然死のリ
スクが高いことが報告されており，そのリスクは約

2倍 1），1歳から 35歳の若年者に限ると 8.6倍にも上
ることが，デンマークのコホート研究から報告され
ている 2）．その原因として糖尿病性心筋症が注目さ
れている．糖尿病性心筋症は「冠動脈硬化や高血圧を
伴わない糖尿病患者の心機能障害を伴う臨床状態」
と定義され，背景には細胞内カルシウムハンドリン
グ異常が存在することが知られている 3）, 4）．糖尿病
性心筋症において CaMKⅡのO 結合型 Nアセチルグ
ルコサミンによる翻訳後修飾であるO-GlcNAcylation
が細胞内カルシウムハンドリングに異常をきたすこ
とが報告されている 5）．O-GlcNAcylationは細胞内
に取り込まれたグルコースを器質として，O-GlcNAc 
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糖尿病患者の心臓突然死の原因として糖尿病性心筋症による細胞内カルシウムハ

ンドリング異常の関与が報告されている．一方，糖尿病治療薬である選択的SGLT2

阻害薬の心保護作用が注目され，現在では心不全の標準治療薬の一つとなった．さ

らに，選択的SGLT2阻害薬には心臓突然死を抑制する効果も報告されている．しか

し，その作用機序については一定の見解が得られていない．本総説ではわれわれが

行った糖尿病モデルマウスにおける実験から得られた，細胞内カルシウムハンドリ

ング異常と心室不整脈発生の関連および，選択的 SGLT2阻害薬の細胞内カルシウ

ムハンドリング改善による心室不整脈の抑制効果について紹介する．本研究によっ

て選択的 SGLT2阻害薬エンパグリフロジンが細胞内カルシウムハンドリング制御

蛋白のO結合型Nアセチルグルコサミンによる翻訳後修飾を抑制し，カルシウムハ
ンドリング異常を改善することが心室不整脈の抑制につながることが示唆された．
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transferase（OGT）によってセリンおよびスレオニ
ン残基の水酸基にβ-N-アセチルグルコサミンとい
う単糖のO-グルコシド結合による酵素的付加が起
こることでシグナル伝達に関与する．このO-グル
コシド結合はO-GlcNAcase（OGA）より解除される

（図 1）．
一方で，近年エンパグリフロジンをはじめとする

選択的 SGLT2阻害薬は，心不全の標準治療薬とし
て広く臨床使用されているが，選択的 SGLT2阻害
薬には心臓突然死を抑制する効果があることも報告
されている 6）．しかし，心筋細胞には SGLT2が存
在しないことが知られており，作用機序については
一定の見解が得られていない．われわれは本研究に
おいて，選択的 SGLT2阻害薬であるエンパグリフ
ロジンが糖尿病性心筋症の細胞内カルシウムハンド
リングの改善を介して，心室不整脈を抑制するとい
う仮説を立て，その作用機序について検証を行っ
た．

Ⅱ．方　　　法

レプチン受容体欠損により過食から 2型糖尿病を
きたす db/dbマウス（db/db群）のオスの 16週齢を

使用し，対象群としてそのヘテロ接合体のオス
（control群）を用いた．動物特性を評価するため，
エコーで心収縮能や心室内腔，壁厚，心拍数を計測
した．さらに，頸動脈から左心室に挿入したマイク
ロマノメータチップカテーテルで左室内圧を測定
し，左室収縮能および拡張能の評価を行った．ま
た，不整脈の誘発性，細胞内カルシウムハンドリン
グに関してはエンパグリフロジンの効果を検討する
目的で，治療群（EMPA群）として 1 μMのエンパ
グリフロジンを投与した．ランゲンドルフ灌流心で
心室不整脈の誘発性の評価を行った．免疫ブロット
法で細胞内カルシウムハンドリング制御蛋白の発現
量を評価した．グルコース標識蛍光色素である 2-

（N-（7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl）amino）-2- 
deoxyglucoseを用いて単離心筋細胞におけるエン
パグリフロジンのグルコース取り込み抑制の評価を
行った．単離心筋細胞を用い，共焦点レーザー顕微
鏡でカルシウムウェーブ，カルシウムスパーク，小
胞体カルシウム含有量およびカルシウムトランジェ
ントを測定した．

Glucose

Glucose-6-P

UDP-GlcNAc

OGT : O-GlcNAc Transferase
OGA : O-GlcNAcase

O-GlcNAc

OGT

OGA

心筋Ca2+調整蛋白
CaMKII，PLBなど

図 1　タンパクのO-GlcNAcylationの図
細 胞 内 に 取 り 込 ま れ た グ ル コ ー ス を 基 質 とし て OGTが CaMKⅡ や ホ ス ホ ラン バ ン と い っ た 蛋 白 の
O-GlcNAcylationを起こし，OGAはO-GlcNAcylationを解除する．
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Ⅲ．結　　　果

1．心機能・血行動態評価
表 1 7）に示すように左室拡張末期径および左室内

径短縮率に有意な差はみられなかった．マイクロマ
ノメータチップカテーテルによる左室内圧の測定の
結果を表 2 7）に示す．左室収縮期圧や positive dP/dt，
左室拡張末期圧に有意な差はみられなかった．一方
で，拡張能の指標とされる negative dP/dtおよび
Tauは有意に db/db群で低下，延長しており，16
週齢の db/dbマウスは拡張障害期の糖尿病性心筋
症モデルマウスであることを示した．
2．心室不整脈の誘発性評価

心室不整脈の誘発性に関しては，ランゲンドルフ
灌流心を用いて高濃度カルシウムおよび 1 μMのイ
ソプロテレノール負荷での評価を行った．図 2 7）に
示すように，db/db群では control群と比較して有
意に心室期外収縮の発生数が増加していた．また，
arrhythmia scoreも db/db群において有意に増加し

た．一方で，エンパグリフロジンを灌流することで
それらは有意に抑制された．しかし，VTの発生数
や二段脈，2連発の期外収縮といった complex PVC
の発生数には有意差はみられなかった．
3．カルシウムハンドリング制御タンパクの発現量

評価
細胞内カルシウムハンドリングの制御にかかわる

タンパク発現量および，それらのエンパグリフロジ
ンによる影響を比較するため，30分間の通常 Tyrode
液およびエンパグリフロジン 1 µMを含有する
Tyrode液を灌流した後の心筋のタンパク発現量を
免疫ブロット法で評価した．RyRの発現量は 3群間
で有意差を認めなかったが，CaMKⅡによる RyR
のリン酸化は db/db群で有意に増加し，エンパグリ
フロジンにより抑制された（図 3A）7）．SERCA2aの
発現量は 3群間で有意差を認めなかった（図 3B）7）．
CaMKⅡの発現量に 3群間で有意差を認めなかった
が，CaMKⅡの Thr286の自己リン酸化は db/db群
で有意に増加し，エンパグリフロジンの投与により

表 1　16週齢の controlマウスおよび db/dbマウスの体重，血糖値，心エコーの計測データ
control（n＝ 10） db/db（n＝ 10） P value

BW, g 29.0± 0.6 48.8± 1.7 ＜ 0.001＊＊＊

Blood glucose, mg/dL 160± 8 436± 30 ＜ 0.001＊＊＊

HR, bpm 628± 14 546± 7 ＜ 0.001＊＊＊

LVEDD, mm 3.2± 0.1 3.0± 0.1 0.146
LVESD, mm 1.4± 0.05 1.3± 0.09 0.498
FS, ％ 57.2± 0.9 57.9± 2.0 0.749
IVSd, mm 1.1± 0.04 1.1± 0.05 0.632
PWd, mm 1.1± 0.04 1.1± 0.06 0.351
データは平均値±標準誤差．� 〔文献 7より引用〕

表 2　16週齢の controlマウスおよび db/dbマウスの左室内圧測定データ
control（n＝ 5） db/db（n＝ 5） P value

HR, bpm 496± 36 434± 44 0.040＊

LVSP, mmHg 104± 10 106± 12 0.782
LVEDP, mmHg 2.8± 0.9 4.0± 1.7 0.547
positive dP/dt, mmHg/msec 9687± 1252 9710± 1124 0.976
negative dP/dt, mmHg/msec － 7609± 666 － 6512± 750 0.041＊

Tau, msec 9.9± 0.77 13.5± 3.1 0.038＊

データは平均値±標準誤差．� 〔文献 7より引用〕
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有意に抑制された（図 3C）7）．一方で，ホスホラン
バンの発現量に 3群間で有意差はなく，CaMKⅡに
よるホスホランバンの Thr17のリン酸化も 3群間で
有意差を認めなかった（図 3D）7）．以上の結果から，
拡張障害期の糖尿病性心筋症では，CaMKⅡの自己
リン酸化の増加により RyRの過リン酸化が増加し
ているが，エンパグリフロジンの投与により，これ
らが抑制されることが示された．つまり，エンパグ
リフロジンは糖尿病性心筋症において活性化した
CaMKⅡを抑制していた．しかし，SERCA2aの制
御タンパクであるホスホランバンの CaMKⅡによる
リン酸化は糖尿病では増加しないことがわかった．

4．心筋タンパクの O-GlcNAcylationの比較
db/db 群 で は 心 筋 全 体 の タ ン パ ク の

O-GlcNAcylationが増加し，エンパグリフロジンの
投与により有意に抑制された（図 4）7）．これらの結
果から，心筋細胞でO-GlcNAcylationが増加してお
り，エンパグリフロジンはこれを有意に抑制するこ
とで CaMKⅡの活性を抑制している可能性が示唆さ
れた．
5．エンパグリフロジンの心筋細胞へのグルコース

取り込み抑制の評価
2-（N-（7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl）amino）-2- 

deoxyglucoseの細胞への取り込みを蛍光強度により
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D

図 2　ランゲンドルフ灌流心での不整脈誘発性評価
30分間のイソプロテレノールおよび高濃度カルシウム負荷による心室期外収縮の発生数（A）および arrhythmia 
score（B）はどちらも control群と比較して db/db群で有意に増加していたが，エンパグリフロジンにより抑制さ
れた．Complex PVC（C）および VT/Vfの発生数（D）は 3群間で有意な差がみられなかった．�〔文献 7より引用〕
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比較することで細胞内へのグルコース取り込み能を
検証した．Controlマウス，db/dbマウスどちらの心

室筋細胞においてもエンパグリフロジンは細胞内へ
のグルコースの取り込みを抑制していた（図 5）7）．

A

C

B

D

図 3　細胞内カルシウムハンドリング制御蛋白の発現量の比較
A：RyRおよびその CaMKⅡによるリン酸化（pSer2814）の比較，B：SERCA2aの発現量の比較，C：CaMKⅡお
よびその自己リン酸化（pThr286）の比較，D：ホスホランバンおよびその CaMKⅡによるリン酸化（pThr17）の
比較．� 〔文献 7より引用〕
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以 上 の 結 果 か ら， エ ン パ グ リ フ ロ ジ ン は
O-GlcNAcの基質であるグルコースの細胞内への取
り込みを抑制することで，O-GlcNAcylationを抑制
している可能性が示唆された．
6．エンパグリフロジンの細胞内カルシウムハンド

リング改善効果
①カルシウムウェーブの評価

カルシウムウェーブの数は control群と比較して
db/db群で有意に増加し，エンパグリフロジンで有
意に抑制された．エンパグリフロジンに追加して，
O-GlcNAcaseの阻害薬であるチアメット G（ThmG）
を投与することで，再度カルシウムウェーブは増加
した（図 6A～C）7）．
②カルシウムスパークの評価

カルシウムスパークの頻度は control群と比較し
て db/db群で有意に増加し，エンパグリフロジン

で有意に抑制された．エンパグリフロジンに追加し
てチアメット Gを投与することで，再度カルシウ
ムスパークは増加した（図 6D，E）7）．
③小胞体内カルシウム含有量の評価

小胞体のカルシウム含有量を評価する目的で，
10 mMのカフェインの急速投与を行った．Control
群と比較して db/db群では小胞体カルシウム含有量
の有意な低下を認めたが，エンパグリフロジンを投
与することで，小胞体カルシウム含有量の有意な増
加が認められた．しかし，エンパグリフロジンに加
えてチアメット Gを投与することで，再度小胞体カ
ルシウム含有量の有意な低下を認めた（図 6F，G）7）．
④電気刺激によるカルシウムトランジェントの評価

0.5 Hzで field stimulationを行い定常状態に達し
た後，ラインスキャンモードで撮像し，カルシウム
トランジェントの評価を行った（図 7A）．カルシウ

A

B

図 4　心室筋におけるO-GlcNAcylationの比較
b/db群では control群と比較して有意にO-GlcNAcylationが増加し，エンパグリフロジンの投与
により有意に抑制された．� 〔文献 7より引用〕
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ムトランジェントの波高値は controlマウスと比較
して db/dbマウスで有意に低下し，エンパグリフ
ロジンの投与により有意に改善した．エンパグリフ

ロジンにチアメット Gを追加投与しても波高値に
変化はみられなかった（図 7B）7）．カルシウムトラ
ンジェントの減衰時間の時定数τは controlマウス

A

B

図 5　エンパグリフロジンの心室筋に対するグルコース取り込み抑制の評価
Controlマウス（A），db/dbマウス（B）の両群でエンパグリフロジンが心室筋細胞へのグルコース取り込
みを抑制した．� 〔文献 7より引用〕
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D E

図 6　カルシウムリークとエンパグリフロジンの作用
A：カルシウムウェーブのラインスキャンモードによる記録の代表的画像．
B，C：�カルシウムウェーブの発生数（B）およびカルシウムウェーブが見られた細胞数（C）の比較．
D，E：�カルシウムスパーク記録の代表的画像（D）とカルシウムスパークの頻度の比較（E）．
F，G：�カフェインの急速投与により得られた小胞体カルシウム含有量の比較（F）と代表的な蛍光強度

比のプロット（G）．

〔文献 7より引用〕
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A B

D

E

C

図 7　カルシウムトランジェントの解析結果
A：各群の代表的な蛍光強度比のプロット．
B：各群のカルシウムトランジェントの波高値の比較．
C：各群のカルシウムトランジェントの減衰時間の時定数 tauの比較．
D：各群のカルシウムトランジェントの半減期の比較．
E：�ペーシング時，カフェイン投与時のカルシウムトランジェントの減衰時間の時定数τから計算さ

れる SERCA2aの機能の比較．

� 〔文献 7より引用〕
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と比較して db/dbマウスで有意に延長し，エンパ
グリフロジンの投与により有意に短縮した．エンパ
グリフロジンにチアメット Gを追加投与しても，τ
には有意な変化がみられなかった（図 7C）7）．カル
シウムトランジェントの半減期は controlマウスと
比較して db/dbマウスで有意に延長し，エンパグ
リフロジンを投与することで有意に短縮した．しか
し，エンパグリフロジンにチアメット Gを追加投
与することで有意な延長がみられた（図 7D）7）．
⑤ SERACA2aの機能評価

ペーシング時，カフェイン投与時のカルシウムト
ランジェント両者の減衰時間のτから，SERCA2aの
機能を算出した．Controlマウスと比較して，db/db
マウスでは SERCA2aの機能が有意に低下していた
が，エンパグリフロジンを投与することで有意な改
善が得られた．エンパグリフロジンにチアメット G

を加えることで，SERCA2aの機能は有意に低下し
た（図 7E）7）．
7．ホールセルパッチクランプ法による膜電位の観察

カルシウムハンドリング異常が，膜電位に与える
影響を評価するため，拡張期の自発的な活動電位，
遅延後脱分極（DAD：delayed after depolarization）
の頻度をパッチクランプ法で記録した．Control群
ではほとんど見られなかった DADが db/db群の心
筋細胞では頻回に記録された（図 8）．

Ⅳ．考　　　察

以下に今回の研究結果をまとめる．
①拡張障害期の糖尿病性心筋症においてカルシウ

ムハンドリング異常を背景とした心室不整脈の増加
が見られた．

②エンパグリフロジンは心室不整脈の誘発性を抑

A

B

図 8
ホールセルパッチクランプ法による心筋細
胞の膜電位記録
Controlマウス（A），db/dbマウス（B）の単離心筋
細胞の膜電位の代表例．

〔文献 7より引用〕
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制した．
③エンパグリフロジンは心筋細胞におけるグル

コ ー ス 取 り 込 み を 抑 制 し， 心 筋 全 体 の
O-GlcNAcylationを抑制した．

④エンパグリフロジンは小胞体からのカルシウム
スパークやカルシウムウェーブを抑制し，小胞体の
カルシウム含有量を増加させた．

⑤エンパグリフロジンは細胞内カルシウムハンド

図 9　本研究の概要
16週齢の 2型糖尿病モデルマウスでは拡張障害を呈しており，心筋細胞のO-GlcNAcylationが亢
進することで小胞体からのカルシウムリークが増加し，PVCの増加につながっている．エンパグ
リフロジンはO-GlcNAcylationの器質であるグルコースの細胞内への取り込みを抑制することで
タンパクのO-GlcNAcylationを抑制し，カルシウムリークを減少させ PVCを抑制していると考え
た．
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リングを改善した．
⑥チアメット Gはエンパグリフロジンのカルシ

ウムハンドリング改善効果を打ち消した．
本研究ではエンパグリフロジンの細胞内カルシウ

ムハンドリング改善による心室不整脈抑制効果を示
した．その機序として細胞内へのグルコース取り込
みを抑制することで，タンパク翻訳後修飾の一つで
あるO-GlcNAcylationを減少させることにより得ら
れ る 可 能 性 を 示 し た． こ れ ま で 心 筋 細 胞 に は
SGLT2が存在しないと報告されてきたが 8），Liら
はエンパグリフロジンがグルコーストランスポー
ターである GLUT（glucose transporter）1，4およ
び SGLT2に高い親和性をもち，心筋へのグルコー
ス取り込みを抑制することを報告した 9）．われわれ
は，本研究において単離心室筋細胞でもエンパグリ
フロジンが心筋細胞内へのグルコース取り込みを抑
制することを示した．しかし，エンパグリフロジン
がいずれのグルコーストランスポーターに作用して
いるかは検討できておらず，今後の検討課題であ
る．一方で，心筋細胞内カルシウムハンドリングに
おいて，ホスホランバンは SERCA2aを抑制的に制
御するため，ホスホランバンがリン酸化修飾される
と，SERCA2aの機能は亢進する．このため，db/db
マウスで観察された CaMKⅡの活性化亢進はホスホ
ランバンのリン酸化を亢進し，結果として SERCA2a
機能は亢進するはずである．しかし，本研究では
db/dbマウスで SERCA2a機能が低下し，エンパグ
リフロジンの投与によって SERCA2aの機能の改善
を認めた．この結果から，db/dbマウスにおける
SERCA2aの機能低下については，CaMKⅡの活性
化以外の機序が関与していることが示唆された．タ
ンパクのO-GlcNAcylationは 2型糖尿病で亢進し，
糖尿病性心筋症の病態に深く関連していることが報
告されている 10）．また，心筋細胞内のカルシウム
ハンドリングに関しても，CaMKⅡの Ser280が
O-GlcNAcylationを受けることで CaMKⅡの機能亢
進が生じ，カルシウムスパークが増加すること 5），
ホスホランバンの Ser16がO-GlcNAcylationされる

ことによりホスホキナーゼ Aによる Ser16のリン
酸化だけではなく CaMKⅡによる Thr17のリン酸
化も阻害され，SERCA2aの機能低下が生じること
が示されている 11）．今回の実験結果と既報からエ
ンパグリフロジンは CaMKⅡの Ser280，ホスホラ
ンバンの Ser16のO-GlcNAcylationを抑制すること
でカルシウムハンドリングの改善効果が得られるの
ではないかと考えた（図 9）．しかし，本研究では
CaMKⅡやホスホランバンなどの個々のタンパクの
O-GlcNAcylationに関する検討はすることができな
かったため，これらも今後の検討課題である．

実臨床ではエンパグリフロジンは血糖降下薬とし
て広く使用されており，経口投与により本研究で明
らかとなった心筋への直接作用だけではなく血糖降
下作用も加わり基質であるグルコースの血中濃度が
低下することでさらにO-GlcNAcylationが抑制され
ることが期待できる．

Ⅴ．結　　　語

エンパグリフロジンは糖尿病モデルマウスの拡張
障害期の心臓において心室不整脈抑制作用および細
胞内カルシウムハンドリング改善効果を有してい
た．その作用機序はこれまで不明であったが，本研
究で細胞内へのグルコース取り込みを抑制すること
で，細胞内カルシウムハンドリング制御タンパクの
O-GlcNAcylationを抑制していることが関与してい
る可能性が示された．
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Empagliflozin Attenuates Ventricular Arrhythmia in Diabetic Cardiomyopathy  
by Normalizing Intracellular Ca2+ Handling

Takahide Kadosaka, Masaya Watanabe, Toshihisa Anzai

Department of Cardiovascular Medicine, Faculty of Medicine and Graduate School of Medicine, Hokkaido University

Abnormalities in intracellular calcium handling due to diabetic cardiomyopathy have been reported as a cause 
of sudden cardiac death in patients with diabetes. Meanwhile, selective sodium-glucose co-transporter 2

（SGLT2）inhibitors, which were initially developed as antidiabetic drugs, have attracted attention for their 
cardioprotective effects and have become a standard treatment for heart failure. In addition, selective SGLT2 
inhibitors have been reported to reduce the risk of sudden cardiac death. However, the mechanism has not 
fully examined. In this review, we introduce our findings from experiments using a diabetic mouse model 
which demonstrate a relationship between intracellular calcium handling abnormalities and the occurrence of 
ventricular arrhythmias as well as the inhibitory effects of selective SGLT2 inhibitors on ventricular 
arrhythmias through the improvement of intracellular calcium handling. Our research suggests that the 
selective SGLT2 inhibitor empagliflozin suppresses O-linked N-acetylglucosamine-mediated post-translational 
modifications of calcium handling regulatory proteins, thereby improving calcium handling abnormalities and 
ultimately suppressing ventricular arrhythmias.

Keywords : Intracellular calcium handling, Diabetic cardiomyopathy, Ventricular arrhythmia,  
Selective sodium glucose co-transporter 2 inhibitor, O-linked N-acetylglucosamine
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