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研究成果の概要（和文）：（基礎研究）分化H9c2細胞のﾊﾟﾙﾐﾁﾝ酸(PAL)への暴露は、caspase活性化、ﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱ膜
電位脱分極、細胞内ATP枯渇と活性酸素種産生を促進し、ﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱ細分化とdynamin-related protein 1の増加を
きたした。ｴｲｺｻﾍﾟﾝﾀｲﾝ酸(EPA)は、AMP依存性経路を介してPALの脂肪毒性を軽減した。（臨床研究）冠動脈疾患
患者にて、魚摂取3回／週以上では3回/週未満よりEPA、DHA値、EPA/AA比が高かった。魚摂取励行とEPA内服は、
2年後のMDA-LDLを低下させたが、両群で差はなく、ω-3不飽和脂肪酸の増加と酸化LDLの低下に同等の効果であ
った。

研究成果の概要（英文）：(Basic study) When differentiated H9c2 myocytes were exposed to palmitate 
(PAL), the myocytes showed activation of caspases 3/7, depolarization of mitochondrial membrane 
potential, depletion of intracellular ATP, and enhancement of reactive oxygen species production. 
PAL enhanced mitochondrial fragmentation with increased dynamin-related protein-1 (Drp1) expression.
 Eicosapentaenoic acid (EPA) ameliorated the PAL-induced lipotoxicity via AMP-activated protein 
kinase activation, which suppressed mitochondrial fragmentation and Drp1 expression. (Clinical 
study) Patients with fish intake >=3 times/week showed higher EPA, DHA levels and EPA/AA ratio than 
those with <3 times/week. Both patients recommended fish intake and those treated with EPA showed 
decreases in serum MDA-LDLlevels after 2 years, but the extent did not differ. The increase in fish 
intake was as effective as the treatment with EPA for increases in serum omega-3 polyunsaturated 
fatty acids and a decrease in oxidative LDL.
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１．研究開始当初の背景 
脂質異常症は、動脈硬化を惹起することに

より、心筋虚血をきたして心機能を低下させ
るが、心筋細胞の糖代謝異常を介して心機能
を低下させることも知られている。また、心
不全症例における交感神経活性の上昇は、血
清遊離脂肪酸を上昇させて心筋細胞の糖利
用を低下させると考えられている。この心筋
の糖利用低下が酸素利用効率を低下させ、心
不全の病態をさらに悪化させると考えられ
ている (Metabolic vicious cycle）。心不全症例
の心筋細胞において、糖利用障害が起こる機
序については、細胞内での活性酸素種の産生
と mitochondria の機能異常が考えられてい
る。我々は、これまでの培養心筋細胞を用い
た検討で、飽和脂肪酸の一種であるﾊﾟﾙﾐﾁﾝ
酸(palmitate)の負荷が、活性酸素種の産生と
mitochondria 機能異常を介して細胞内 insulin
信号経路と GLUT4 の細胞膜への移送を阻害
して、細胞の insulin 抵抗性を惹起すること
を示した(1)。現在まで、虚血性心疾患にた
いするスタチンを中心とした脂質低下療法
の有効性は確立しているが、心不全にたいす
る脂質低下療法の効果には異論がある。ω-3 
系多価不飽和脂肪酸(PUFA)のｴｲｺｻﾍﾟﾝﾀｲﾝ酸
(EPA)とﾄﾞｺｻﾍｷｻｴﾝ酸(DHA)は、魚油の成分で
あり、虚血性心疾患による死亡率を減少させ
ることが示されており、我が国をはじめ多く
のガイドラインにて魚の摂取を推奨されて
いる。また、EPA 製剤は、JELIS 試験におい
て高脂血症患者の冠動脈イベント発症を減
少させることが示されている(2)。ω-3 PUFA
の心不全にたいする有効性については、いく
つかの臨床研究で証明されているが、その効
果は軽微である(3)。ω-3 PUFA の効果は、1) 
致死性不整脈の減少、2) 血管内皮機能の改
善 3) 心筋の収縮、拡張機能の改善が挙げら
れる。これらの作用は、心筋細胞や血管内皮
細胞のエネルギー代謝を改善することによ
ると思われるが、心筋細胞や心臓においてω
-3 PUFA が、mitochondria 機能異常や insulin
抵抗性に対する保護効果があるのか、また、
冠動脈疾患症例の脂質、糖代謝、心機能を改
善させるのかについては、依然として不明で
ある。 
 
２．研究の目的 
A. 基礎研究：培養心筋細胞の分化 H9c2 細
胞において、細胞の mitochondria 機能、動態
と insulin 感受性に及ぼすω-3 PUFA の効果
を比較検討する。 
B: 臨床研究としては、冠動脈疾患を有する
外来症例において、EPA の投与が、脂質代謝
(特に過酸化脂質)、糖代謝、各種 cytokine に
及ぼす効果、および心機能と心血管イベント
に及ぼす影響を検討する。患者は、EPA 内服
群、対照群（食事指導のみ）に分かれ、2 年
間の観察における検査値の変化と心血管イ
ベントの発生状況を調べる。 
 

３．研究の方法 
A. 基礎研究：ｳｼ血清による培養で分化させ
た H9c2 細胞を使用する。培養液に飽和脂
肪酸のﾊﾟﾙﾐﾁﾝ酸 (PAL: 400 M、24 時間)
を加えて培養する。ｴｲｺｻﾍﾟﾝﾀｲﾝ酸(EPA: 50 
M) は 、 PAL と 同 時 に 投 与 す る 。
Mitochondria 形態、mitochondria 膜電位は、
それぞれ蛍光色素の Nile red、JC-10 を負
荷し、レーザー顕微鏡(Zeiss: LSM520)にて
蛍光強度を測定して評価する。 
B. (1) 臨床研究：外来通院中の冠動脈疾患
患者 143 名において、脂質（４分画）、糖
質、NT-rpBNP を測定し、問診による魚摂
取習慣により計測値を比較する。(2) 冠動
脈疾患患者 84 名において、脂質（4 分画）
と酸化 LDL を測定し、魚摂取の励行と
EPA(1800mg/日)投与群に分けて２年後の
計測値を比較する。 
 
４．研究成果 
A. 基礎研究： (1) 分化 H9c2 細胞が PAL
に暴露されると、caspase3/7 が活性化され
(4.1±0.7 倍増加、p<0.01)、脂肪毒性が示さ
れた。 PAL 処理心筋細胞は、また、
dynamin-related protein 1(Drp1)の増加と
mitochondria の 細 分 化 (75.3±5.0% vs 
9.2±3.2%, p<0.01)、mitochondria 膜電位の脱
分極 (JC-10 蛍光比：2.1±0.4 vs 4.5±0.3, 
p<0.01)を認め、mitochondria の動態変化と
機能障害を示唆した。(2) PAL 処理細胞に
EPA を付加すると、caspase 3/7 は減少し
（1.5±0.3 倍、p<0.01）、Drp1 の発現と
mitochondria 細分化は低下し (37.6±6.4%, 
p<0.01)、mitochondria 膜電位は保持された
(2.9±0.2, p<0.01)。EPA の単独投与はまた、
mitochondria の延長と Drp1 の減少をきた
した。(3) EPA は AMPK を活性化しており、
AMPK 活性化剤（AICAR）よっても EPA
と同様の抑制効果が得られた。以上より、
EPA は AMPK を介して PAL による Drp1
の増加と mitochondria 動態を抑制し、脂肪
毒性を軽減させる可能性があることが示
された。 
B. 臨床研究： (1) 魚摂取習慣 3 回／週以
上の患者は、3 回/週未満の症例に比較して、
EPA, DHA 値、EPA/AA 比が高く、αリノ
ール酸値が低かった (EPA: 79.6±44.3 対
57.8±38.9 g/ml 、 DHA:137.1±50.6 対
118.9±33.4 g/ml、EPA/AA: 0.50±0.26 対
0.34±0.20, p<0.01)。 (2) 魚類摂取励行群
(n=44)、EPA 服用群(n=40)とも EPA 値、
EPA/AA 比は増加したが、EPA 群の方が増
加は大きかった。両群ともに LDL-ｺﾚｽﾃﾛｰ
ﾙは不変であったが、MDA-LDL は減少し、
その程度に群間で差はなかった。以上より、
魚摂取習慣により脂質分画に差がみられ
ること、魚摂取の励行は酸化 LDL に対し
て EPA 服用と同等の効果を有することが
示された。 
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