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研究成果の概要： 
圧負荷に対する心リモデリング（代償性心筋肥大、反応性心筋線維化）およびに拡張能障害に正常メ

スWKY とオスWKYに差はみられなかった。しかしながら、閉経後モデルである卵巣摘出を行った卵
巣摘出WKYでは、血圧負荷の程度が正常メスおよびオスと変わらず代償性心筋肥大と同等であった
にもかかわらず、反応性心筋線維化およびそれに伴う左室拡張能障害は有意に増悪した。圧負荷に

より心筋内血管および血管周囲組織に惹起される炎症反応が卵巣摘出メスWKYにおいて助長され
ることが、その原因と考えられた。さらに卵巣摘出WKYにおいて酸化ストレスが持続的に亢進してい
ることが炎症反応が助長される機序として考えられた。また、estradiol補充により卵巣摘出の影響が
抑制されたことから、卵巣摘出WKY と正常メスWKYの圧負荷に対する反応の違いは、estradiol欠
乏によることが示唆された。血圧変動により高血圧性心リモデリングが増悪し収縮機能障害が進展する

が卵巣摘出によりこの変化が助長される。現在、レーザーマイクロダイセクション法により、各モデルの

心筋細胞、血管細胞、浸潤細胞における遺伝子発現の経時的変化、細胞間クロストークにつき、コ

ンピュータ解析中である。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,900,000 570,000 2,470,000 

2008 年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 
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１．研究開始当初の背景 
高血圧性心臓病はわが国における心不全の

最も多い原疾患である(Tsutsui et al. Circ J 
2006)。とくに心不全入院患者の半数を占め
る拡張不全による心不全の原因は高血圧で

あり、閉経後の高齢女性に多くみられる

(Vasan. J Am Coll Cardiol 1999) 。高血圧心
の臓器障害における性差、閉経の影響が示唆

されるが、その機序はあきらかでない。近年、

種々の降圧薬が開発され“血圧値”を下げると
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いう意味での降圧はかなり容易となった。し

かし一見、血圧が下がったにもかかわらず心

肥大が改善せず、心不全を繰り返す患者も多

い。また、アンジオテンシン受容体拮抗薬

（ARB)などの降圧薬の治療効果に性差があ
ることも報告されている。これは高血圧心臓

器障害のメカニズムが充分解明されておら

ず、また、正しいターゲットに適切な治療が

施されていないために他ならない。 
 申請者はこれまで科学研究費基盤研究 C
（平成 13-14年度、平成 15-16年度、平成
17-18年度）をうけ、圧負荷心拡張障害モ
デル（大動脈縮窄[AC]ラット）および血圧
変動高血圧モデル（両側動脈圧受容体除神

経[SAD]自然発症高血圧ラット；
SHR+SAD）を開発した。これらのモデル
から高血圧性肥大心における拡張障害は心

筋線維化に起因すること、心筋内血管の炎

症性変化・酸化ストレスが血管周囲への炎

症細胞浸潤・線維芽細胞活性化を引き起こ

し心筋線維化が進展することを世界に先駆

けて明らかとした（Kuwahara, Kai, et al. 
Circulation 2002, Kuwahara, Kai, et al. 
Hypertension 2003, Kuwahara, Kai, et al. 
Hypertension 2004, Tokuda, Kai, et al. 
Hypertension 2004, Kai et al. Hypertens 
Res 2005, Kai et al. Hypertens Res 2006, 
Kudo H, Kai H, et al. Hypertension 
2006）。一方、心筋肥大には左室への機械
的負荷が直接、重要な役割を果たすため、

心筋肥大と心筋線維化は異なった機序で制

御されていることが示唆される。 
 したがって、高血圧心臓器障害（心肥大、
心筋線維化）のメカニズムをより正しく理

解し、適切な治療法を開発するためには、

心筋細胞、心筋線維芽細胞、血管壁構成細

胞（内皮細胞、平滑筋細胞）、浸潤した炎症

細胞といった心筋を構成する各細胞群にお

いて、心筋細胞肥大・心筋線維化・細胞死・

炎症に関与する遺伝子発現を個別的にかつ

網羅的に解析することが必要である。しか

し、このような解析はこれまで不可能であ

った。近年開発されたレーザーマイクロダ

イセクション法は、顕微鏡下で組織標本の

微細領域（細胞 1個も可能）をレーザー光
で切離し回収するシステムである。この新

しい手技を用いることで採取したサンプル

から DNA・mRNA・蛋白質を抽出し、微
細領域別の分析が可能となる。しかしなが

ら、これまで心臓病研究の領域に本手法を

用いた研究報告はみられない。 
 そこで、申請者は、レーザーマイクロダイ

セクション法を応用して、心筋構成細胞別の

遺伝子発現を解析しその相互作用を明らか

とすることで、高血圧心臓器障害の詳細なメ

カニズムを解明することを着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、性差、閉経が高血圧心臓器

障害におよぼす影響とそのメカニズムを明

らかにすることである。具体的には、これま

でにわれわれが開発した圧負荷心拡張障害

モデルおよび血圧変動高血圧モデルを用い

て、オス、メス、卵巣摘出メスの比較検討を

おこなう。オスの両モデルの心リモデリング

予防に有効であった ARB の治療効果につい
ても比較する。形態学的・組織学的解析、生

理的解析（心機能）に加えて、レーザーマイ

クロダイセクション法を用いることで、①心

筋構成細胞ごとに遺伝子発現を解析し、②そ

れらの相互作用を明らかにする。その結果に

基づき、性差を考慮した新しい臓器障害の予

防法・治療法を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1) 圧負荷心拡張障害モデルを用いた検討 
a. オス WKY およびメス WKY、6 週齢に卵巣
摘出を摘出したメス WKY（閉経後モデル）に対
して、10 週齢に腎動脈直上で腹部大動脈縮窄
(AC)を行い圧負荷肥大心を作成。対照群には
sham手術を施行。 
b. 大動脈縮窄施術 3，7，28 日後に無麻酔無
拘束状態で動脈圧を測定。心筋肥大・心筋線

維化を組織学的に評価。ED-1染色にて炎症細
胞（マクロファージ）浸潤・アポトーシス等を免疫

組織法にて解析。酸化ストレス（ROS）産生を
DHE染色で検討。リアルタイムRT-PCR法にて
MCP-1、TGF-β発現を評価。 
c. 心エコー法にて左室拡張期内径・収縮能の
指標として左室内径短縮率・拡張能の指標と

して左室流入血流波形 E/A比を測定。 
d．卵巣摘出 WKY に卵巣摘出術翌日より生理
的範囲内の estradiol（E2）を連日皮下投与
（E2 補充卵巣摘出 WKY）し、圧負荷の影響を
正常メスWKY と比較検討。 
e．レーザーマイクロダイセクション法にて、各モ
デルの心筋細胞・血管平滑筋細胞・浸潤細胞サ

ンプルを回収。マイクロチップ法による遺伝子発



 

 

現の網羅的解析法を施行。4 倍以上発現亢進
あるいは減少した遺伝子について現在RT-PCR
法にて有意性を確認。 
 
(2)血圧変動高血圧モデルを用いた検討 
a．オス SHR、メス SHR、６週令に両側卵
巣摘出術を施行したメス SHRに対して、8
週令に SADを施行。各対象群には sham手
術を施行。 
b．SAD術後９週目に腹部大動脈にカテー
テルを挿入し血圧テレメトリー装置を留置。

術後 10週目に無麻酔・無拘束下の２４時間
血圧をモニターし、脈拍、血圧、平均血圧

の標準偏差・共変動（血圧変動の指標）を

計測。SAD術後 10週目に心エコー法にて
左室拡張期内径・収縮能の指標として左室

内径短縮率・拡張能の指標として左室流入

血流波形 E/A比を測定。心筋肥大・心筋線維
化を組織学的に評価。ED-1染色にて炎症細
胞（マクロファージ）浸潤・アポトーシス等を免

疫組織法にて解析。酸化ストレス（ROS）産生
をDHE染色で検討。リアルタイム RT-PCR法
にてMCP-1、TGF-β発現を評価。 
c．卵巣摘出 WKY に卵巣摘出術翌日より生理
的範囲内の estradiol（E2）を連日皮下投与
（E2 補充卵巣摘出 WKY）し、圧負荷の影響を
正常メスWKY と比較検討。 
d．レーザーマイクロダイセクション法にて、各モ
デルの心筋細胞・血管平滑筋細胞・浸潤細胞サ

ンプルを回収。マイクロチップ法による遺伝子発

現の網羅的解析法を施行。4 倍以上発現亢進
あるいは減少した遺伝子について現在RT-PCR
法にて有意性を確認。 
 
４．研究成果 

(1) 圧負荷心拡張障害モデルを用いた検討 
A．メスWKY とオスWKYの比較 
a．我々がこれまでに科学研究費補助金を受け
報告した通り、大動脈結紮による圧負荷により進

行性の心肥大が進展した。血圧上昇と左室重量

/体重比を指標とした左室肥大の程度は、オスと
メスで有意差を認めなかった。 
b．圧負荷 28 日後に、組織学的検討を行ったと
ころ、心筋細胞肥大と血管周囲線維化を主体と

した反応性線維化を特徴とする心肥大がみられ

た。心エコー上、収縮能は保たれている拡張能

障害を呈した。組織学的変化、拡張能障害の程

度はオスとメスでは同程度であった。 
c．オス、メスともに圧負荷 3 日後にピークとする

MCP-1 発現亢進と心筋内血管周囲への ED-１
陽性マクロファージ浸潤ならびに心筋内血管で

の ROS産生を認めた。28日後にはMCP-1発
現、マクロファージ数ともに減少し、ROS 産生は
消失した。 
B．正常メスWKY と卵巣摘出メスWKYの比較 
a．大動脈結紮による血圧上昇は正常 WKY と
卵巣摘出 WKY に差は無かった。さらに圧負荷
28 日後の左室肥大の程度は、両群で有意差を
認めなかった。 
ｂ．圧負荷 28 日後の組織学的検討により、心筋
細胞肥大と血管周囲線維化を主体とした反応性

線維化を特徴とする心肥大がみられた。心筋細

胞肥大の程度は両群で有意差を認めなかった

が、卵巣摘出 WKY において血管周囲線維化
が著明に拡大した。心エコー上、収縮能は両群

ともに正常であったが、卵巣摘出 WKY におい
て拡張能障害がさらに悪化していた。 
c．正常メスともに圧負荷 3 日後にピークとする
MCP-1 発現亢進と心筋内血管周囲への ED-１
陽性マクロファージ浸潤ならびに心筋内血管で

の ROS産生を認めた。28日後にはMCP-1発
現、マクロファージ数ともに減少し、ROS 産生は
消失した。これに対して、卵巣摘出 WKY では
MCP-1 発現と炎症細胞浸潤数が増加したのみ
ならず、そのピークが圧負荷後 3‐7日まで延長
した。ROS産生は 28日後まで認められた。 
C．卵巣摘出WKYに対する Estradiol補充
の効果 
a．Estradiol補充卵巣摘出WKYに sham手
術を加えても血圧、心重量に影響を及ぼさず、

心筋細胞肥大、心筋線維化、炎症細胞浸潤、

ROS産生はみられなかった。また、MCP-1
発現も亢進しなかった。Estradiol補充卵巣
摘出WKYに大動脈縮窄術を加えた群では、
血圧上昇、心重量/体重比は卵巣摘出WKYと
変化なかったが、卵巣摘出によって増悪した

心筋線維化、炎症反応（マクロファージ浸

潤・MCP-1発現）および拡張障害が、正常
メスWKYに圧負荷を加えた群と同程度まで
改善した。 
D．まとめ 

圧負荷に対する心リモデリング（代償性心筋肥

大、反応性心筋線維化）およびに拡張能障害に

正常メスWKYとオスWKYに差はみられなかっ
た。しかしながら、閉経後モデルである卵巣摘出

を行った卵巣摘出WKYでは、血圧負荷の程度
が正常メスおよびオスと変わらず代償性心筋肥

大と同等であったにもかかわらず、反応性心筋



 

 

線維化およびそれに伴う左室拡張能障害は有

意に増悪した。圧負荷により心筋内血管および

血管周囲組織に惹起される炎症反応が卵巣摘

出メスWKYにおいて助長されることが、その原
因と考えられた。さらに卵巣摘出WKYにおいて
酸化ストレスが持続的に亢進していることが炎症

反応が助長される機序として考えられた。また、

estradiol補充により卵巣摘出の影響が抑制さ
れたことから、卵巣摘出WKY と正常メスWKY
の圧負荷に対する反応の違いは、estradiol欠
乏によることが示唆された。 
 以上のことから、これまで明らかでなかった拡

張能障害が高血圧患者、特に高齢の女性に降

圧していたメカニズムの一部が明らかとなった。

すなわち、閉経による estradiol欠乏が、圧負荷
により惹起される酸化ストレス・炎症反応を助長

させ、その結果として心筋線維化を増加し心筋

スティッフネスを増加させるものと考えられた。本

研究の結果は、国内外の循環器・高血圧・心不

全学会で発表したのち、現在、米国の英文専門

誌に投稿中である。 
 

(2) 血圧変動高血圧モデルを用いた検討 

A．メス血圧変動高血圧モデルとオス血圧変動
高血圧モデルの比較 
a．我々がこれまでに科学研究費補助金を受け
報告した通り、SHRに両側動脈圧受容体除神
経術 (sino-aortic denervation; SAD)を施す
と、SHRと平均血圧は変わらないが、血圧変
動が増大した高血圧のモデルを作成できる。

今回、メス SHRに SADを施し、オス SHR
と比較した。血圧変動の指標である平均血圧

の標準偏差および共変動にメス血圧変動高

血圧モデルとオス血圧変動高血圧モデルの間

で有意差は認められなかった。 
b．オス血圧変動高血圧モデルにおいて、sham
手術を施したオス安定高血圧モデルを比較する

と、平均血圧は変わらないにもかかわらず、左室

重量/体重比、心筋線維化が増加した。心筋線
維化は血管周囲の反応性心筋線維化のみなら

ず心筋壊死・脱落にともなう置換性線維化もみら

れた。血圧変動高血圧モデルにおいては、心エ

コー上、求心性心肥大と左室駆出分画低下が

認められたが、左室拡張末期径に著変を認めな

かった。血圧変動高血圧モデルでは、心筋内血

管周囲を中心とするマクロファージ浸潤と

MCP-1・アンジオテンシノーゲン発現が著明に
亢進していた。 
c．これらの変化について、明らかな性差は見ら

れなかった。 
 

B．正常メス血圧変動高血圧モデルと卵巣摘出
メス血圧変動高血圧モデルの比較 
a．平均血圧および血圧変動の指標である平
均血圧の標準偏差および共変動に正常メス血

圧変動高血圧モデルと卵巣摘出メス血圧変動

高血圧モデルに差は無かった。左室肥大の程

度は、両群で有意差を認めなかった。心エコー

上、卵巣摘出群においてさらなる左室駆出分画

低下と左室拡張末期径増大が見られた。 
b．心筋線維化面積が正常メス血圧変動高血圧
モデルと比較して卵巣摘出メス血圧変動高血圧

モデルにおいて著明に増加していた。特に置換

性線維化がびまん性に拡大していた。現在、こ

れらの卵巣摘出の影響のメカニズムを、免疫染

色、DHE染色、リアルタイム RT-PCR法により
解析中である。 
C．まとめ 
血圧変動の増大は、平均血圧上昇に依存せず

高血圧性心リモデリング（左室肥大、心筋線

維化）を助長し、収縮障害を引き起こす。血

圧変動により心筋内血管および血管周囲組

織の炎症が惹起されることがその機序とし

て重要であることが示唆された。以上に関し

て、国内外の循環器・高血圧・心不全学会で発

表したのち、現在、米国の英文専門誌に投稿中

である。 
血圧変動によって引き起こされる変化に

関しては、正常メスではオスに明らかな性差

はなかった。しかしながら、閉経後モデルで

はこの変化が助長され、心機能障害の増悪に

関与していることが示唆されたため、現在更

なる検討を行っている。 
 
(3)レーザーマイクロダイセクション法による心筋
構成細胞別の遺伝子発現を解析 
A．圧負荷心拡張障害モデルを用いた検討 
a．各モデルの心筋細胞・血管平滑筋細胞・浸
潤細胞サンプルを回収した。マイクロチップ法に

よる遺伝子発現の網羅的解析法を施行した。4
倍以上発現亢進あるいは減少した遺伝子につ

いて現在 RT-PCR法にて有意性を確認した。 
b． MCP-1は、オス・メスWKY ともに圧負荷に
よって 3日後をピークに血管のみにおいて発現
誘導された。BNPは心筋細胞のみに発現誘導
された。TGF‐βは血管、心筋、浸潤細胞とも
に発現亢進を認めた。卵巣摘出WKYでは、血
管でのMCP-1発現が,TGF-β発現は得に血



 

 

管・浸潤細胞で特異的に亢進していた。これに

対して BNPはメスWKY と著変なかった。 
c．現在、炎症性サントカインネットワークの心筋、
血管、浸潤細胞間クロストークにつき、コンピュ

ータ解析中である。 
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