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研究成果の概要（和文）：本研究ではまず胎児群、新生児群及び培養群の3群間の心筋細胞内脂肪酸含有量の比較検討
を行い、培養系では新生児群に比して多価不飽和脂肪酸が著しく低値であるとの結論を得た。次に不足が示唆されたn-
3系及びn-6系脂肪酸の培地内添加について、アルブミン結合体としての添加が細胞内取込みに優れていることを見出す
とともに、取り込まれた脂肪酸の伸長反応が示唆され、拍動特性が3倍程度にまで向上できることを確認した。今後は
添加脂肪酸の最適化を進める必要がある。

研究成果の概要（英文）：Fatty acid (FA) compositions in fetal, neonatal, and cultured cardiomyocytes (CMs)
 were evaluated and compared to each other. The results suggest that cultured CMs have considerably lower 
amount of polyunsaturated FAs (PUFAs) than neonatal ones do. Thus, we added some PUFAs, which were combine
d with albumin, into medium, and found that FAs were successfully incorporated in CMs, that FA elongation 
may have taken place, and that the beating performance was tripled. In the next stage, FAs to add should b
e optimized to gain the best mechanical performance.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

我々は心筋細胞を用いた組織工学的手法

によって in vitro（生体外）での培養人工心

室の構築を目指しているが、他の研究者と同

様に、本研究開始当初でも解決すべき問題は

まだ山積していた。すなわち in vitro 細胞培

養環境では、培養細胞は in vivo（生体内）の

心筋細胞に比較して、マクロ的な力学的性質

からミクロ的な分子生物学的性質まで、多く

の点で著しく劣っていることが指摘されて

おり（例えば Nakamura et al., J. Artif. 
Organs, 2008; 11: 134-140）、それを解決す

る手段として、遺伝子の導入など種々の試み

がなされてきているが、暗中模索の状態が続

いていた。 
一方で我々は、糖代謝における脂肪酸の役

割に関する研究を別途進めてきていたが、そ

の過程で、特に必須脂肪酸である n-3 及び

n-6 系多価不飽和脂肪酸の重要性が次第に明

らかになってきた（例えば佐藤他、第 23 回

生体・生理工学シンポジウム論文集、355-356、
2008）。ところが極めて不思議なことに、組

織工学的研究に限らず、これまでの細胞培養

系培地には添加血清中に含まれる僅かな脂

質以外の脂質は添加されていなかった。 

特に心筋細胞でのエネルギ需要は、in vivo
では主に脂質であるのに対し培養細胞では

ほとんどが糖質であるとの指摘もあって

（Neely and Morgan, Annu. Rev. Rhysiol. 
1974; 36: 413-459 及び Suzuki et al., In 
Vitro Cell. Dev. Biol. 1997; 33: 595-598）、こ
のことが貧弱な機能発現に大きく関係して

いることが予想された。 

脂質を構成する脂肪酸の中でも特に細胞

内で生成できない必須脂肪酸は、in vivo にお

いて極めて多様で重要な役割を有している。

例えば細胞膜を構成する主成分の一つであ

るばかりでなく、細胞受容体のリガンドにな

り、遺伝子を制御し、病態の制御を行い、エ

ネルギを供給しており（例えば Nagao and 
Yanagita, Prog. Lipid Res. 47, 123-146, 
2008）、人工的細胞培養下といえども、正常

な細胞機能発現のためには到底無視できな

い存在と考えられるが、水溶性培地中の脂質

の取扱いが難しいことなどから、これまでに

はほとんど検討されてきていなかった。 
研究開始当初までには、アルブミンと結合

させた脂肪酸を直接的に培地に添加するこ

とはもとより、細胞膜上の脂肪酸トランスポ

ータの転位を増加させて脂質の取り込みを

亢進させる物質が、例えばジピリダモールを

初めとして見つかり始めており（Luiken et 
al., Mol. Pharmacol. 2004; 65: 639-645）、さ

らにはトリグリセライドの代謝にかかわる

リポプロテインリパーゼ活性を考慮するこ

と（例えば Tsutsumi et al., Metabolism 
1997; 46: 257-260）などの方法も考えて良い

ものと考えられた。従って、培地に脂肪酸を

添加してその細胞取込みを増加させること

は可能であって、それが培養心筋細胞機能の

飛躍的な向上の鍵である可能性が考えられ

た。 
 

２．研究の目的 

これまで我々は、ラット胎児の心筋細胞を

採取・単離し、初代培養を試みてきた。そこ

で本研究ではまず、ラットの培養心筋細胞

（Cul 群）と、新生児心筋細胞（Neo 群）の

脂肪酸組成及び含有量を、胎児心筋細胞（Fet
群）のそれを基準として、比較検討すること

を第一の目的とした。 
次に上記検討で Neo 群と Cul 群の間に差

の見られた脂肪酸を重点的に培地に補充し

て細胞内に取り込ませることにより、Cul 群
で不足していると考えられる脂肪酸の培養

心筋細胞拍動特性に及ぼす効果について検

討することを第二の目的とした。 
 

３．研究の方法 

(1) 心筋サンプルの採取 
本研究の動物の取扱い及び実験法について

は、事前に山形大学動物実験委員会の承認を

得た。Fet 群、Cul 群及び Neo 群の心筋細胞

はそれぞれ下記の手順で得た。 
生後 12 週齢前後の Wistar 系メスラットに

ペアリングを行い、胎生約 17 日目に安楽死さ

せた。胎児ラットを摘出して頚椎脱臼により

安楽死させて心臓を摘出した後、心筋組織の

みを分離した群を Fet 群とした。 
Cul 群では、Fet 群と同一の手順で採取し

た心筋組織を PBS 内で細切し、ピペッティン

グにより上清を除去した後、コラゲナーゼと

D-グルコースを加えてさらにピペッティング

し、恒温槽で 8 分間振蘯培養してから上清を

取り除いた。その後、再び同量のコラゲナー



ゼを加えて 8 分間振蘯し、ピペッティングし

てから上清のみを 75 µmステンレスメッシュ

に通過させた。これらの工程は 3 回繰り返し

た。 
その後得られた上清を遠心分離し、上清を

破棄してディッシュに播種し、インキュベー

タ内で培養を開始した。最初の培地交換は培

養開始の翌日に行い、それ以降は 2 日に 1 回

行って、14 日間培養した。培地には 10% 牛
胎児血清、1% ペニシリン及び 10 µg/ml イン

スリンを含む DMEM/F12 を用いた。 
Neo 群では、生後 9 日齢の Wistar 系ラッ

トを安楽死させた後に心臓を摘出した。 
Fig. 1 にラット胎生日数に対するサンプル

採取条件を示す。 
 

 

Fig. 1 心筋サンプルの採取条件。 
Cultured = 培養群、Fetal = 胎児群、

Neonatal = 新生児群。 
 
(2) 脂肪酸分画 
各群の組織は急速冷凍して十分に破砕し、

クロロフォルム/メタノール溶液(Folch 液) 内
にて遠心分離を行い、脂質の溶出している最

下層を採取した。その後市販のキットを用い

てメチルエステル化及び精製を行い、ガスク

ロマトグラフィにて 24 種類（飽和脂肪酸 7
種、一価不飽和脂肪酸 6 種、n-3 系・n-6 及び

n-9 系多価不飽和脂肪酸それぞれ 4・6 及び 1
種）の脂肪酸組成（µmol/g）を得た。内部標

準にはノナデカン酸（C19:0）を用いた。 
 
(3) 脂肪酸の培地添加 
上記の検討結果に基づき、不足していると

考えられた脂肪酸の培地内添加法の検討と細

胞内取込み量を測定した。 

培地内への添加には最も簡単な方法である

アルブミンとの結合物を作製することとした。

具体的にはまず n-6 系多価不飽和脂肪酸の伸

長反応の基質であるリノール酸（C18:2n-6）
を用いて、リノール酸：アルブミン = 2：1
（mol）の割合で結合しているリノール酸―

アルブミン結合物を 10～200 μM となるよう

培地に加え、14 日間培養して、Neo 群と同程

度の細胞内リノール酸含有量となる添加量を

求め、その添加量をその後の実験に用いた。

またそのとき、培養心筋細胞内へ取り込まれ

た脂肪酸量を、培養前と培地交換直前の培養

液中の脂肪酸量を測定してその差から求める

とともに、培養細胞重量も測定した。 
次に同様の手続きを n-3 系多価不飽和脂肪

酸 の 伸 長 反 応 基 質 で あ る リ ノ レ ン 酸

（C18:3n-3）についても行い、添加量を決定

した後、リノール酸との同時添加を試み、最

後にこうして培養した心筋細胞の拍動特性を、

培養細胞の顕微鏡動画像から求め、比較した。 

 

(4) 統計解析 
各脂肪酸の群間比較には Steel-Dwass の検

定を用い、有意水準は P = 0.05 とした。 
 

４．研究成果 

(1) Cul 群、Neo 群、Fet 群の脂肪酸含有量 
飽和脂肪酸（ラウリン酸（C12:0）、ミリス

チン酸（C14:0）、パルミチン酸（C16:0）、ス

テアリン酸（C18:0）、アラキジン酸（C20:0）、
ベヘン酸（C22:0）及びリグノセリン酸

（C24:0））は、全体的な傾向として Cul 群と

Neo 群の含有量が同程度であった。また Fet
群が他の 2 群に比して高値であった。ただし

ラウリン酸含有量は他の脂肪酸の傾向とは異

なっていた。 
一価不飽和脂肪酸（ミリストレイン酸

（C14:1n-5）、パルミトレイン酸（C16:1n-7）、
オレイン酸（C18:1n-9）、エイコセン酸

（C20:1n-9）、エルカ酸（C22:1n-9）及びネ

ルボン酸（C24:1n-9））では、Neo 群の含有

量が他の 2 群に比べて低い傾向が認められた。

ただしネルボン酸はその傾向から外れ、Neo
群の含有量が最も多かった。それ以外の脂肪

酸では Fet 群の含有量が最大であった。 
多価不飽和脂肪酸では、全ての群でγ-リノ

レン酸（C18:3n-6）が検出されなかった。そ

れ以外の 10 種類（n-3 系：リノレン酸、エイ

コサペンタエン酸（C20:5n-3）、ドコサペンタ

エン酸（C22:5n-3）、ドコサヘキサエン酸

（C22:6n-3）；n-6 系：リノール酸、エイコサ

時間 



ジエン酸（C20:2n-6）、ジホモ‐γ‐リノレン

酸（C20:3n-6）、アラキドン酸（C20:4n-6）、
ドコサテトラエン酸（C22:4n-6）；n-9 系：

5-8-11 エイコサトリエン酸（C20:3n-9））の

脂肪酸含有量の全体的な傾向としては、Fet
群の含有量が最も高く、Cul 群が最も低値で

あった。Neo 群と Cul 群の比較では、Cul 群
のドコサテトラエン酸、リノール酸及びドコ

サヘキサエン酸が有意に低かった（P < 0.05
もしくは P < 0.01）。 
これらの結果、Cul 群では多価不飽和脂肪

酸が著しく不足している可能性が示唆された。 
 

(2) 多価不飽和飽和脂肪酸の培地添加 

アルブミンと結合させて培地に添加したリ

ノール酸は、2 日間で殆ど全量が培養心筋細

胞に取り込まれた。この結果、培養心筋細胞

に多価不飽和脂肪酸を取り込ませるには、こ

の方法のみで十分であることが示唆された。 
Neo 群のリノール酸含有量に近い値は 20 

μM 添加時に得られた。その添加濃度では、

リノール酸添加群（Cul-La 群）のリノール酸、

アラキドン酸及びドコサテトラエン酸含有量

が、Cul 群やアルブミンのみ添加群（Cul- Al
群）に比べて有意に高値であった（p < 0.01
もしくは p < 0.05）。このことは、心筋細胞内

で伸長反応が惹起されたことを示唆している。

また細胞重量も Cul-La 群の方が Cul-Al 群よ

りも有意に重かった（p < 0.01）。 
次に、同様にして n-3 系のリノレン酸での

検討を行ったところ、10 μM 添加時が最も

Neo 群のリノレン酸含有量に近く、リノール

酸添加時と同様、いくつかの長鎖 n-3 脂肪酸

含有量も同時に増加して、やはり伸長反応が

起きたものと考えられた。 
そこでリノール酸（20 μM）とリノレン酸

（10 μM）を同時添加したところ、約 80%の

添加脂肪酸が細胞に取り込まれ、同時添加に

よる大きな問題は認められなかった。また単

独添加の時と同様、伸長反応の効果が示唆さ

れたが、Neo 群と Cul 群の差が最も大きかっ

たドコサヘキサエン酸では、その効果は顕著

ではなかった。またネルボン酸とアラキドン

酸でも Neo 群との差は縮まらず、長鎖になれ

ばなるほど、伸長反応の効果が現れにくい傾

向があることが示唆された。 
しかしながらその状況下でも、心筋細胞の

拍動特性は Cul 群と比較して収縮率で約 2.0

倍、拍動数で約 1.3 倍向上していることが確

認され、両者を合わせて約 3 倍（≒2.0x1.3）
に改善した。 
今後は伸長反応の基質ばかりでなく、Neo

群との差が依然として見られるドコサヘキサ

エン酸などの個々の脂肪酸の添加も考慮して、

脂肪酸の種類とそれぞれの添加量を最適化し

ていくことにより、さらに拍動機能の向上が

見込めるものと考えられた。 
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