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研究成果の概要： 
性ホルモンのテストステロン、エストラジオール、プロゲステロンの心筋イオンチャネルに対

する調節メカニズムを明らかにし、これらによる非ゲノム作用による心筋イオンチャネル調節

という新たな制御機構を確立することに成功した。得られた基礎データを使って、心筋電気生

理の男女差、女性性周期による変動のコンピューターシミュレーションモデルを構築した。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度 5,900,000 1,770,000 5,900,000 

２００７年度 4,400,000 1,320,000 5,720,000 

２００８年度 4,900,000 1,470,000 6,370,000 
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  年度  

総 計 15,200,000 4,560,000 17,990,000 

 
 
研究分野： 
科研費の分科・細目： 
キーワード： 
 
１．研究開始当初の背景 
疾患の罹患率や薬物に対する応答性には男
女差があり、これを考慮した医療“性差医療”
の必要性が指摘されていた。不整脈にも特徴
的な男女差があり、その原因として性ホルモ
ンの関与が示唆されることは古くから知ら
れており、多くの研究がなされていた。性ホ
ルモンには遺伝子の転写を誘導するゲノム
作用と、細胞膜局在のシグナル伝達を誘導す
る非ゲノム作用が存在するが、ほとんどの研
究がゲノム作用の検討を行っており、不整脈
の性差を説明できる結果が得られていなか
った。一方、性ホルモン非ゲノム経路を介す
る心臓電気生理の調節の有無は全く検討さ

れていなかった。 
 
２．研究の目的 
以上の背景を踏まえて、性ホルモン非ゲノム
作用による心筋イオンチャネル制御の有無
を検討すること、その分子メカニズムを解明
すること、得られた基礎データをコンピュー
ターシミュレーションモデルに導入し、不整
脈リスクの性差や性周期による変動の予測
を行うこと、の 3点を研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 電気生理学的検討： 
単一細胞レベルでの検討は、モルモット心室
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筋細胞を酵素法により単離し、パッチクラン
プ法により心筋イオンチャネル電流を記録
し、性ホルモンの作用を検討した。 
受容体非依存性作用の検討は、性ホルモン受
容体が発現しないHEK293T細胞にHERGチ
ャネルを発現させ、性ホルモンの作用を検討
した。 
全心臓レベルでの検討は、ランゲンドルフ還
流心で、性ホルモンを冠動脈内に還流し、心
電図を記録した。 
(2) 分子生物学的検討： 
性ホルモン非ゲノム作用のシグナル分子の
Akt, eNOSのリン酸化抗体を用いたWestern 
blot解析を行った。 
シグナル分子の細胞膜における局在の検討
は、超遠心機でのスクロース密度勾配による
分画後にWestern blot解析法を用いて行った。 
(3) Biotin-Switch Assay: 
一酸化窒素(NO)によるチャネルタンパク質
のニトロシル化の検討は、Biotin-Switch 
Assay法(Jaffrey et al. Nat. Cell Biol 2001)を
用いて行った。 
(4) Computer Simulation Study: 
Farber-Rudy細胞モデル(Biophys. J. 2000)に
パッチクランプ法で得られた性ホルモン作
用を因子を導入した。 
 
４．研究成果 
(1) 電気生理学的作用 
テストステロン(DHT)(Bai et al. Circulation 
2005)・プロゲステロン(P4)(Nakamura et al. 
Circulation 2007)は濃度依存性に心電図 QT
間隔および心筋細胞活動電位幅(APD)を短縮
し、エストラジオール(E2)は低濃度では QT・
APD を延長し、高濃度では短縮した
(Kurokawa et al. J. Physiol. 2008)。 
DHT・P4・高濃度 E2 による APD 短縮のイ
オン機序の検討を行い、コントロール状態で
は遅延整流 K+電流(IKs)を増大すること、交感
神経刺激模擬状態ではcAMPにより活性化さ
れた L 型 Ca2+チャネル(ICa,L)をコントロール
状態まで抑制することが原因であった。 
いずれの作用も性ホルモン受容体阻害剤で
抑制されること、作用時間が数分で発現する
ことから、性ホルモン受容体を介した非ゲノ
ム作用によると考えられた。非ゲノム作用に
は内皮型 NO 合成酵素(eNOS)活性化により
産生した NOを介する作用と、ERKを介する
作用がよく知られているが、上記の作用は
NO のトラッパーや非選択的 NOS 阻害薬で
ブロックされることから NOを介する作用と
考えられる。 
NO の作用には、soluble guanylate cyclase 
(sGC)を介して産生される cGMPに依存する
作用と、タンパク質を直接ニトロシル化する
作用の 2 つが主である。IKs増大は sGC阻害
薬ではブロックされずニトロシル化阻害薬

でブロックされることからタンパク質ニト
ロシル化を介するものと考えられた。一方、
ICa,L抑制は sGC阻害薬でブロックされ、ニト
ロシル阻害薬は無効であったことから
sGC/cGMP依存性作用と考えられた。タンパ
ク質ニトロシル化はcAMP非依存的に起こり、
sGC/cGMP 依存性作用は cAMP 作用に拮抗
的に表れることから、IKs増大がコントロール
状態で起こり、ICa,L 抑制が交感神経刺激模擬
状態で初めて観察されたことが説明可能で
ある。 
 
 
 
 
 
 
 
  
図 1．非ゲノム作用による IKs・ICa,L制御 

 
低濃度 E2は迅速活性型遅延整流性 K+チャネ
ル電流(IKr)を抑制し、これが APD延長の機序
と考えられた。E2 による IKrはエストロゲン
受容体阻害薬では影響されず、エストロゲン
受容体を発現しないHEK293T細胞に IKrチャ
ネルをコードする遺伝子 HERG を発現させ
ることによる IKr 電流に対しても抑制作用を
示すことから、受容体非依存性作用と考えら
れた。HERGチャネルの薬物結合部位のアミ
ノ酸を置換すると E2 による抑制作用が見ら
れなくなることから、E2 の作用はチャネル
直接作用と考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. E2の受容体非依存性 IKr抑制作用 

 
E2とDHTの違いは aromataseによりステイ
ロイドA環がE2では芳香環でありDHTでは
芳香環でないことである。そこで藤田保健衛
生大学医学部生化学講座原田教授から
aromatase KO(Ar-KO)マウスの供与を受け、
QT間隔に対する HERGチャネルブロッカー
E-4031 の作用を検討したところ、雌マウス
では雄マウスおよび Ar-KO 雌マウスに比べ
て QT延長が有意に大きかった。また Ar-KO



マウスに E2 を投与すると、E-4031 による
QT 延長が野生型雌マウスと同程度になった。
以上から、E2の IKr抑制には aromataseによ
る E2 の芳香環形成が関与することが明らか
となった。 
 
(2) シグナル伝達経路の検討 
性ホルモン非ゲノム作用の eNOS 活性化の
シグナル伝達経路として、血管内皮細胞で 
受容体→c-Src→PI3K→Akt→eNOS→NO 
の経路が知られている。そこで心筋細胞でも
同様の経路が使われているか、性ホルモン受
容体、c-Src、PI3K、Akt、eNOSの阻害薬を
用いて電気生理学的に検討した。DHT, P4, E2
による IKs 活性化がいずれにおいても阻害さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
図 3. 非ゲノム作用のシグナル伝達経路 

 
Akt, eNOS活性化のマーカーとして、それぞ
れのリン酸化が知られている。そこで、次に
DHT により Akt, eNOS のリン酸化が起こる
か、リン酸化抗体を用いたWestern blot解析
で検討すると、DHT 100 nM により Akt, 
eNOSのリン酸化が起こり、これらはアンド
ロゲン受容体(AR)、c-Src, PI3K, Akt阻害薬で
抑制され、電気生理学的にも生化学的にも上
記の経路でシグナルが伝達されていること
が確認された。 
 
(3) シグナル伝達の場 
性ホルモン非ゲノム作用のシグナル伝達の
場を、スクロース密度勾配分画法を用いて検
討した。超遠心によりスクロース 5%から
40%まで 11の分画に分けWestern blot解析
を行ったところ、脂質ラフト/カベオラのマー
カーである Flottilin-1, Cav-3は主に分画 5に
局在することから同分画が脂質ラフト/カベ
オラ分画と考えられた。 
性ホルモン受容体、IKsチャネルαサブユニッ
ト KCNQ1、ICa,Lチャネルαサブユニット

CaV1.2、eNOSも分画 5に局在した。c-Src, 
PI3K p85, Akt, IKsチャネルβサブユニット
KCNE1は比較的広い分画に局在したが、少
なくとも一定の割合は分画 5に局在したこと
から、脂質ラフト/カベオラ分画が性ホルモン
非ゲノム作用シグナル伝達の場と考えられ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. スクロース密度勾配分画実験 
 
性ホルモン受容体に関して興味深い所見と
して、AR, エストロゲン受容体(ER), プロゲ
ステロン受容体(PR)いずれも全長ではなく
分子量の小さいバンドが脂質ラフト/カベオ
ラ分画で同定され、これらは C末端に対する
抗体では認識できるが、N末端に対する抗体
では認識できず、N末端短縮型と考えられた。
血管内皮細胞では ERの N末端短縮型 ER46
が非ゲノム作用を担う受容体であることが
示唆されており、心筋細胞でも同様に N末端
短縮型が非ゲノム作用を担当する性ホルモ
ン受容体である可能性が示唆された。 
 
(4) KCNQ1ニトロシル化の検討 
近年 NOの作用として sGC/cGMP依存性経
路だけでなく、タンパク質ニトロシル化が多
くの作用を担っていることが明らかとなっ
てきた。IKsの活性化が sGC阻害薬ではブロ
ックされず、ニトロシル化を阻害する
di-thiothreitol (DTT)および N-ethymaleimide 
(NEM)によりブロックされたことからニトロ
シル化を介することが示唆された。そこで、
IKsチャネルがニトロシル化されるか否か、
biotin-switch assay法を用いて検討した。 
IKsチャネルはαサブユニット KCNQ1とβサ
ブユニット KCNE1のヘテロ多量体から構成
されるが、NOドナーの SNAPは KCNQ1を
ニトロシル化したが、KCNE1をニトロシル
化しなかった。KCNQ1には 9個の Cys残基
が存在するので、次にどの Cys残基がニトロ
シル化の標的となるか GST融合タンパク質
を用いて検討を行った。KCNQ1 C末端の



Cys445を含むGST融合たんぱくのみがニト
ロシル化され、標的 Cysとして同定された。 
 
 
 
 
 
  

図 5. KCNQ1のニトロシル化 
 
次に複数のCys残基の中からCys445を特異
的にニトロシル化する分子メカニズムの検
討を行った。ニトロシル化には電子の受け渡
しが必要となること、Cys445だけが隣に酸
性アミノ酸 Asp446を持つことから、周囲の
レドックス配列が重要ではないかとの仮説
を立てた。Aspを中性の Asnに置換すると
Cys445のニトロシル化は起こらず、酸性ア
ミノ酸のGluに置換するとニトロシル化が認
められた。次に、一番近くの塩基性アミノ酸
His442を中性アミノ酸Alaに置換してもニト
ロシル化が確認された。以上から、Cys445
の周囲のレドックス配列が部位特異的ニト
ロシル化に重要であること、電子アクセプタ
ーとなる塩基性アミノ酸は必要ないのか、一
次配列では離れているが、3次元配列では近
傍に存在する別の塩基性アミノ酸が関与す
るのかは今後の課題として残された。 
 
(5) コンピューターシミュレーションモデル 
得られた基礎データを使って、心電図および
不整脈リスクの男女差や性周期による変動
を再現できるコンピューターモデルの構築
を米国コーネル大学 Clancy博士との共同研
究で行った。Farber-Rudyモデル(Biophys. J. 
2000)をベースとした。詳細な電気生理学的
検討から、IKsに対しては動態を変化させずに
コンダクタンスを増大すること、ICa,Lに対し
ては、cAMPによりシフトした電位依存性を
もとに戻し、コンダクタンスには影響しない
ことから、それぞれコンダクタンスおよび電
依存性のパラメーターのみを性ホルモン依
存性に変化させた。また、単一細胞モデルに
加えて、100個の心筋細胞をギャップジャン
クションにより結合させた心筋シートモデ
ルも新たに作成した。 
これにより、APDおよび QT間隔が女性で性
周期依存性に変動し、これが臨床で見られる
変動を高精度に再現することが明らかとな
った。そこでこの高精度のモデルを用いて不
整脈リスクの予測ができないか実験を行っ
た。不整脈は先天性 QT延長症候群モデル
(LQT)として KCNE1に変異を有する LQT5
モデルを用いた。LQT5は交感神経刺激時に
不整脈発作が頻発することから、交感神経刺
激を模倣し、心拍数を増加させると、性周期
依存性に不整脈が発生することが予測され

た(図 4A)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. コンピューターシミュレーション 

 
後天性 LQTとしては、薬物誘発性不整脈を対
象とした。薬物誘発性不整脈を起こす多くの
薬物が IKrをブロックすることから、IKr電流値
を 50%に低下させると、性周期依存性に不整
脈が発生することが予測された。これらは、
臨床で報告されている不整脈リスクの変動
を極めて良く再現していた(図 4B)。 
 
(6) 結果のまとめ 
・ 性ホルモン非ゲノム作用が心筋 IKsチャネ
ル・ICa,Lチャネルが新規調節機構であった。 

・ エストロゲンは性ホルモン受容体非依存
性・チャネル直接作用として、IKrを抑制
した。 

・ 性ホルモン非ゲノム作用は細胞膜特殊構
造の脂質ラフト/カベオラをシグナル伝達
の場とする。 

・ 非ゲノム作用を担当する性ホルモン受容
体は、N末端短縮型受容体であることが示
唆された。 

・ NOによる IKsチャネルの活性化は、
Cys445の特異的ニトロシル化によりもた
らされ、これには周囲のレドックス配列が
重要であった。 

・ コンピューターシミュレーションモデル
により、性ホルモン非ゲノム作用が QT間
隔および不整脈リスクの男女差・性周期に
よる変動の一因であることが示唆された。 
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