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研究成果の概要（和文）：心臓の病態生理学的な性差形成に対する性染色体由来の役割を理解するために、胎児
期マウス心臓の形態機能学的解析および二卵性双生児男女の血液からiPS細胞の樹立によるヒト細胞試験系構築
を行った。胎生後期マウスから摘出した心臓においては、独自の冠血管造影法を開発することにより冠血管径お
よび薬物反応に雌雄差があることを見出した。遺伝子発現の雌雄差解析からはX染色体不活性化機構からescape
する遺伝子が同定されているので、当該研究により見出した形態機能学的性差との関わりが示唆された。さら
に、性差に関するメカニズムの理解につなげるため、遺伝子背景が近い同年齢の男女の血液からiPS細胞を樹立
した。

研究成果の概要（英文）：To understand the roles of sex chromosome in the sex differences 
pathogenesis of cardiovascular diseases, we performed morphofunctional analysis of fetal mouse 
hearts and establishment of human iPS cell lines from the blood of male and female dizygotic twins. 
In hearts removed from embryonic mice in late gestation, we developed an original coronary 
angiography technique and revealed sex differences in coronary artery vessel diameter and drug 
responsiveness. Analysis of gene expression in male and female embryonic murine hearts identified 
genes that escape the X chromosome inactivation mechanism, suggesting a link to the morphofunctional
 sex differences found in this study. To further elucidate the mechanism of sex differences, iPS 
cells were established from blood of males and females of the same age with similar genetic 
backgrounds.

研究分野：薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は発生期心臓の性差の一端を明らかにしたことから、心血管病の発症・病態における理解が進んだ点
が学術的意義である。また、ヒトiPS細胞を用いて、実験動物で得られた仮説をヒトで検証することを目指して
いる点も特徴である。なお、心血管病は更年期以降に患者数が爆増し、性ホルモンだけではない性差のメカニズ
ムを理解することは、超高齢化社会における人々の疾患予防・健康対策を考える際の情報基盤となると期待でき
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 男女共通の臓器にも形態機能に男女差があり、一生を通じて、疾患の予防・発症・進展・治療
に影響することが分かり、性差を考慮した医療に注目が集まっている。循環器領域の疾患では多
くの発症性差が報告されており、性ホルモンだけでなく、遺伝子や環境も性差形成に影響するこ
とが分かってきたが、その分子基盤は全く解明されていない。特に、心毒性など医薬品の有害事
象は女性でより多いことが報告され、薬物療法における安全性担保において喫緊の課題である。 
これまで研究代表者らは、げっ歯類心臓から単離した心室筋細胞が、各種性ホルモンに作用して
心筋イオンチャネル機能が調節され、心電図における男女差や心毒性など医薬品の有害事象が
女性でより多いことに関連しているのではないかという説を提唱してきた。一方、超未熟児にお
ける循環不全の重症度における性差や更年期以降の微小血管狭心症の発症性差など、特に冠血
管の機能・病態における性差については、臨床的にも性ホルモンの関与が示されていないものも
報告されている。 
 そこで、当該研究において、これまで詳細に研究されてきた性ホルモン由来の性差を切り分け
て、性染色体由来の性差に焦点を当てた解析を行うことで、循環器領域における男女別の薬物療
法戦略に貢献することが可能となるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 性決定遺伝子 Sry の複合型遺伝子改変マウスと男女 iPS 細胞を利用した統合的解析法を構築
して、心臓の性差形成に対する X 染色体由来の遺伝子発現調節の関連を解明することを研究目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 
従来のモデルでは内分泌や環境の影響を切り分けられない点に着目し、発達初期に注目した独
自の統合解析システムを立案した。 
 
（１）胎生マウス心臓における冠血管の形態機能学的性差の解析 
性腺の未発達な発生・発達早期のマウス心臓について、胎児心臓の冠血管にインクを定圧で灌流
して造影する方法を改良し、冠血管径および NOC7、ベラパミル、Y-27632の作用を雌雄で比較
解析した。野生型および Sry 遺伝子改変マウスの雌雄差を比較することにより、性染色体由来
の遺伝子の関連について調べた。 
 
（２）男女 iPS細胞株の樹立 
遺伝的背景が近い 20代アジア人の二卵性双生児男女の血液から iPS 細胞を樹立して、分化心筋
細胞を作製し、性差決定因子の影響について検証するための実験系を構築した。 
 
４．研究成果 
 
（１）胎生マウス心臓における冠血管の形態機能学的性差の解析 
胎生 17.5 日マウスの心臓は心室長軸長が長い群と短い群に分かれたが、いずれの群でも雌雄差
はみられなかった。一方、冠血管径については、心室長軸が長い群のみで有意な差があることを
見出した。生理的条件下では雄の冠血管径の方が長いが血管拡張薬（NOC7）存在下では雌の方が
長くなった。この結果は、雌の方で血管収縮機構がより発達していることを示唆する。そこで、
分子機構の理解を目指し、胎生 17.5 日心臓にて発現に雌雄差がある遺伝子を探索したところ、
X染色体から escape する遺伝子を含め 59遺伝子が同定された。本研究により、胎生期マウス心
臓の機能形態および遺伝子発現の性差を実験的に示すことに成功した。また、Sry 遺伝子改変マ
ウスを用いた雌雄差の比較実験については、病態モデルなどの刺激のない状態では内分泌由来
の性差に比べ性染色体由来の性差は小さいという結果となったことから、今後の病態モデルを
中心とした解析にシフトするための根拠を得ることができた。 
 
（２）男女 iPS細胞株の樹立 
各被験者から採血し、A・Bと記号をふりランダム化した。血液から調整した活性化 T細胞にセ
ンダイウイルスベクターを用いて山中 4因子（OCT3/4, SOX2, KLF4, c-MYC）を導入して、iPS
候補細胞株（検体 A：13株、検体 B：19株）のクローンを作出した。iPS細胞株の多分化能に
ついては、NANOG, OCT3/4 の発現量を RT-qPCR で検証した後、免疫染色で確認した。RT-
qPCRによる質的検証により、NANOGおよび OCT３/４のいずれも陽性を示した株は検体 Aよ
り３株、検体 Bより９株であった。さらに、三胚葉分化能を RT-qPCRにより株ごとに検証し、



A３株、B３株を分化誘導の対象として選別した。なお、採血前の問診と臨床検査の結果、被験
者はともに健常であり、男女共通の基準値である検査項目については類似の値を示し、心電図
QTC間隔や赤血球数などでは性別ごとの基準値を反映する値を示した。また、既存の iPS 細胞
株を用いて、心筋に分化誘導する実験系の構築にも成功したことから、今回樹立した双子男女
iPS 細胞由来分化心筋細胞を用いた実験の基盤を構築するという当初の研究目的は達成したと
考えられる。 
 新型コロナウイルス感染症による影響について、最後に述べる。研究開始当初は緊急事態宣言
もしくは蔓延防止対策の期間であり、県をまたいだ往来が規制されていた。そこで、被験者から
の採血する臨床研究が開始年度の３月まで延期された。しかし、採血を行う前の段階で、実験者
となる学生の実験技術の向上を目指して、細胞培養・免疫染色・遺伝子解析の予備実験を行って
いたため、ひとまず実験が開始した後は大きな失敗はなく円滑に計画を進めることができ、何と
か当初の目的を達成できた。 
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