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研究成果の概要（和文）：５週齢雄性右鬱血心不全(CHF)ラットに、1g/体重kg DHAエチルエステル(DHA-Et)または生理
食塩水を1日1回24日間経口投与した。右心室及び洞房結節を採取し、カルシウムハンドリング、ナトリウム及びカリウ
ムチャネルmRNAを定量PCR法にて定量した。心不全右心室では、カルシウムハンドリングmRNA(Ca2+-ATPase 2a、Cav1.2
, Cav3.1、リアノジン受容体3、及びイノシトール3リン酸受容体2)発現異常が、DHA-Et摂取により回復していた。この
現象は洞房結節では見られなかった。心不全による右心室内カルシウム濃度の異常は、DHA-Et摂取により緩和されたと
考えられる。

研究成果の概要（英文）：Five-week-old male rats induced right-sided congestive heart failure (CHF), were 
orally administered daily either 1g/kg body weight DHA-ethyl ester (DHA-Et) or equal volume of saline for 
24 days. The rats were killed and dissected right ventricle (RV) and sinoatrial node (SAN). The 
quantitative PCR was used to measure the expression of transcripts of calcium handling proteins and 
sodium and potassium channels. In RV, by DHA-Et administration, abnormal expression of calcium handling 
proteins mRNA (Ca2+-ATPase 2a, Cav1.2, Cav3.1, ryanodine receptor 3 and inositol triphosphate receptor 2) 
was recovered. In SAN, this phenomenon was not observed. Administration of DHA-Et may improve abnormal 
Ca2+ handling through recovery of the expression of these proteins.

研究分野：栄養生化学
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１． 研究開始当初の背景 

(1) DHA を経口投与した動物に於いて、

心拍数が減少する事を私達はこれま

でに報告している(1)。心臓の活動電

位発生開始領域である洞房結節は、心

臓の拍動を制御している(2)。従って、

DHA は洞房結節の機能を変化させる可

能性がある事が考えられた。 

 

(2) 心不全モデル動物では、洞房結節

中の多くのイオンチャネル遺伝子の

ダウンレギュレーションを私達は観

察している(3)。このモデル動物の神

経支配を除いた心臓では、心拍数が減

少していた。これらの事から、洞房結

節では、イオンチャネルのリモデリン

グが起こり、洞房結節の機能に障害を

引き起こし、心不全に至ったと推測し

た。 

 

(3) Fads2 遺伝子ノックアウトマウス 

(Fads2KO)は、Δ6 不飽和化酵素を欠

損しており、体内で DHA の合成ができ

ない (4)。Fads2KO では心臓中 DHA 濃

度が低下しているとの報告がある。そ

のため、Fads2KO 洞房結節では、イオ

ンチャネルのリモデリングが起き、そ

れにより洞房結節の機能障害が起き

ている事が推測される。 

 

２．研究の目的 

１．研究開始当初の背景より、DHA は、

洞房結節中のイオンチャネルの発現

を変化させ、洞房結節の機能に影響を

与えるとの仮説を立てた。この仮説を、

(1)DHA を 経 口 投 与し た 健 常動 物 、

(2)DHA を経口投与した心不全モデル

動物（炎症性右鬱血心不全（CHF）モ

デル）、(3)Fads2KO を用い、検証する

事が本研究の目的である。 

 

３．研究の方法 

 

(1)DHA 経口投与した健常動物または

心不全モデル動物を用いた研究 

 

①動物と飼育方法 

本研究は香川県立保健医療大学

実験動物委員会の承認を得て行っ

た。 

3 週齢雄性 SD ラットを日本クレ

ア株式会社より購入し、定温、定湿

度、12 時間の明暗サイクルで飼育し

た。ラットには実験動物用普通飼料

（MF、オリエンタル酵母株式会社）

を与え、水は自由摂取とした。 

 

②動物群、処置および試料採取 

4 週齢時にラットを C（健常＋生

理食塩水投与、n=8）、D(健常＋DHA

エチルエステル(DHA-Et)投与、n=8)、

H(CHF＋生理食塩水投与、n=20)及び 

HD(CHF＋ DHA-Et 投与、n=20)の 4 群

に分けた。CHF は 5 週齢 SD 系ラット

にモノクロタリン(MCT)の皮下注射

により誘発し、健常群には同量の生

理食塩水を注射した。MCT 注射の 3

日前より、ラットに DHA-Et(1g / 体

重 kg)または同量の生理食塩水を 1

日 1 回経口投与した。MCT 注射の 3

週間後、麻酔下に心臓採血後、右心

室、右心房および洞房結節を摘出し

た。内因性心拍数の測定には、心臓

を摘出した。 

 

③RNA抽出と定量PCR 

定量PCR 法によるmRNAの定量はTaqMan 

system (Thermo Fisher Scientific K.K.)

を用いて行った。Totoal RNAは、凍結試

料 よ り RNA purification kit (Thermo 



Fisher Scientific K.K.)を用いて抽出後、

逆 転 写 kit(Thermo Fisher Scientific 

K.K.)を用いて逆転写を行い、cDNAを得た。

リアルタイムPCRはStepOne Plus(Thermo 

Fisher Scientific K.K.)にて行った。結果

は、GAPDHを内部標準とし、相対的な発現量

を検量線法または∆∆Ct法にて算出した。 

 

④内因性心拍数の測定  

摘出した心臓をランゲンドルフ

還 流 装 置 に 装 着 し 、 37 ℃ の

Ca 2 +Tyrode バファーを還流した。

心臓に心電計プローブを装着し、

30 分間心電図の記録の記録を行っ

た。心電図から経時的な周期長を

計算した。 

 

⑤統計 

統 計 解 析 に は 、 Origin (Microcal 

Software Inc.)または Excel (Microsoft)

ソフトウエアを用いた。有意差は、one-way 

ANOVA により検定した。 データは平均値± 

SEM で表し、P ≤ 0.05. を有意、0.05 < P ≤ 

0.1 を傾向とした。 

 

(2) Fads2KO を用いた研究 

①動物と飼育及び繁殖方法 

本研究は、香川県立保健医療大学

実験動物委員会および香川県立保

健医療大学遺伝子組換え実験安全委員

会の承認を得て行った。 

イリノイ大学中村教授が作製した

Fads2KO(4)は、イリノイ大学との譲渡の契

約を締結後、 2014 年 4月に麻布大学守口

教授より香川県立保健医療大学本研

究代表者に譲渡された。通常の飼育には

普通飼料 MF を用い、繁殖時には MF

に若干 DHA(DHASCO:DHA 海藻オイル(≧

40%)、高オレインサンフラタワーオイル、

トコフェロールパルミトレイト、オレイン

酸パルミトレイト)、ARA(ARASCO:ARA 海藻

オイル(≧40%)、高オレインサンフラタワ

ーオイル、トコフェロールパルミトレイト、

オレイン酸パルミトレイト)を添加した。

DHASCO 及び ARASCO は、Martek 社(MD,USA)

より供与された。実験群の飼育には、

AIN-93G 準拠食（オリエンタル酵母

株式会社）に ARASCO 添加したものを

DHA 欠乏食として、AIN-93G 準拠食

に ARASCO及び DHASCOを添加したもの

を DHA 添加食とした。その他の飼育

条件は 1)のラットと同様に行った。 

ヘテロ遺伝子型（Fads2+/-）の雌

雄マウスを交配し、繁殖を行った。子

マウスは 4 週齢で離乳させ、尾部よ

り Extract-N-Amp Tissue PCR 

kit(Sigma)を用いて DNA を抽出後、

PCR 法にて増幅し、電気泳動法にて

遺伝子型の同定を行った。 

 

②動物群と試料採取 

4週齢オスマウスをN(Fads2+/+、DHA

欠乏食摂取 )、 ND（ Fads2+/+、 DHA添

加食摂取）、M（Fads2-/-、DHA欠乏食

摂取）、 MD（ Fads2-/-、 DHA添加食摂

取）の4群に分け飼育した。20週齢時

に sodium pentobarbital麻酔後解剖

し、体重及び心電図の記録を行い、

以下の試料を採取した。血清（生化

学用）、心臓全体（病理または脂肪酸

測定用）、右心室、右心房、洞房結節

（mRNA定量用）。病理用心臓はホルマ

リン中に保存、それ以外は凍結保存

した。交配により得られるマウスの

数は限られているため、試料は随時

採取し、最低各群8匹分確保した。 

 

４． 研究成果 

(1)健常及びCHFラット右心室イオンチャネ

ル mRNA 発現の変化 



表 1 に右心室中の C 群と比較してのイ

オンチャネル発現の変化を示した。右心

室では、DHA を摂取した健常ラット(D

群)では、対照の C 群と比較してのイ

オンチャネル発現の変化は見られなかった。

カルシウム関連チャネルについては、筋小

胞体 Ca2+-ATPase 2a (SERCA2a)、L 型 Ca2+チ

ャネルを構成する Cav1.2、 T 型 Ca
2+チャネル

を構成する Cav3.1、筋小胞体から Ca
2+ を

放出するリアノジン受容体 3(RYR3)、細

胞内カルシウムチャネルであるイノシトー

ル 3 リン酸受容体 2(IP3R2)に於いて、CHF 群

(H 群)で C群に比較して見られた異常が、CHF

にDHA摂取させた群(HD群)では見られなかっ

た。すなわち、CHF によるカルシウムハ

ンドリング関連 mRNA 発現の異常が、

DHA-Et 経口投与により部分的に回復

していた。従って、CHF によるこれら

のカルシウムハンドリング関連タン

パク質のリモデリングは、DHA-Et 摂

取により部分的に抑制されたと考え

られる。以上の結果は、CHF による心

筋細胞内のカルシウム濃度の異常は、

DHA-Et 摂取により緩和される可能性

を示唆するものである。ナトリウム及び

カリウムチャネルについては、H 群と同様の

変化が HD 群に於いても観察された（Nav1.5 

以外）。従って、CHF によるナトリウム及

びカリウムチャネル mRNA 発現の異常

は、DHA-Et 経口摂取により抑制され

なかったと考えられる。 

 

(2) 健常及び CHF ラット洞房結節イオンチ

ャネル mRNA 発現の変化 

表 2 に洞房結節中の C 群と比較しての

カルシウム関連チャネル発現の変化を示し

た。洞房結節では、D 群に於けるイオ

ンチャネル発現の変化はナトリウム-カルシ

ウム交換体(NCX)でのみ見られた。H群で C群

に比較して異常が見られたのは、IP3R2 のみ

で、これは HD 群で発現の回復は見られなか

った。洞房結節では、CHF によるカル

シウムハンドリング関連 mRNA 発現の

異常はあまり見られず、DHA-Et 経口



投与によりむしろ異常が見られるよ

うになった。 

 

(3) その他の結果と今後の展望について 

本研究の期間内に、研究代表者が闘病する

という予想しなかった事態が発生した。その

ため、健常及び CHF ラット洞房結節中のナ

トリウム及びカリウムチャネル mRNA、

及び右心房中イオンチャネル mRNA 発現は現

在までに定量を終える事が出来なかった。ま

た内因性心拍数についても未だに解

析中である。今後、これらの結果を得、

DHA による心臓拍動の制御について考

察する事が可能であると確信してい

る。 

Fads2KO を用いた研究については、

現在までに必要な試料数を確保した

が、研究資金不足のために未だに定量

または解析ができない状況にある。今

後、研究資金を確保し、研究を継続し

てゆくつもりである。 
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