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研究成果の概要（和文）：心血管病には、発症から進展・予後に至るまであらゆるところに性差があることが、先進諸
国では明らかとなっているが、分子メカニズムの解明は限定的である。本研究では、心臓の再生・発生の段階を解析す
る事により、心血管領域の機能・病態の性差機構を探索することを目的とした。
胎児マウス冠血管径に明確な性差があり，この性差は血管拡張剤により消失したことから，胎児期における血管収縮機
構に性差があることが明らかとなった．DNAマイクロアレイによる網羅的解析から性差の原因となる候補の遺伝子を同
定した。この研究結果を、心疾患病の予防・発症における性差を理解する為の基盤としたい｡

研究成果の概要（英文）：Cardiovascular disease (CVD) affects men at younger age than women, which has been
 attributed to the loss of estrogen after menopause. However, recent clinical and basic studies unravel th
at the underlying mechanisms seem unlikely to be due to estrogen only and are more complex. Although it is
 well established that aging is a risk factor for CVDs, many of the molecular pathways involved in CVDs ha
ve roots in cardiac developmental programs. Thus, we here seek biological sex differences in cardiovascula
r development of murine hearts to obtain clues to elucidate the sex differences in CVDs. We found sex diff
erences in morphological and physiological functions of coronary arteries in murine hearts at embryonic da
y 17.5, and the differece was abolished by vasodilators. These results suggest that sex differences in cor
onary arteries exist at a late embryonic stage in mice.
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１．研究開始当初の背景 
わが国を含む先進国では、心血管病が有病

率・死亡率の大きな割合を占める。その対策

は男性に対する臨床試験を中心に行われて

きたが、男性に比べて女性での死亡率低下が

顕著でなく、女性特有の生物特性を考慮した

“性差医学”が９０年代より進められてきた。

正常な心血管の解剖、生理から機能、さらに

病態レベルに至るまで、あらゆるところに性

差が認められ、その萌芽が細胞の段階で認め

られることもあれば、社会的なジェンダーを

背景として生じることもあることが示され

てきた。 

その流れの中で、申請者は、性ホルモン

による心臓の生理機能の性差研究を進めて

いる。特に、思春期以降の女性で 2倍以上の

発症率である QT 延長型不整脈に関し、心筋

イオンチャネルに対する性ホルモンの転写

調節を介さない急性作用に注目した。心筋の

性ホルモン受容体を介した非ゲノム経路を

世界に先駆けて示した(ホルモン受容体

→cSrc→PI3K→Akt→eNOS)。テストステロ

ン・プロゲステロン(P4)による QT短縮がこ

の不整脈に保護的に働く事を見出し、性周

期・性差への影響もシミュレートすることに

成功した。女性で多い薬物副作用であるこの

不整脈は、創薬における緊急解決課題だが、

QT 延長薬 moxifloxiacin は不整脈を起こさ

ないなど、他機序の影響も考慮すべきである。

性差医学の立ち上げ以降、心筋細胞サイズや

心筋興奮収縮連関や遺伝子発現など、様々な

性差が報告されており、不整脈についても多

角的に検討する必要がある。臨床的に女性は

閉経後に虚血性心疾患を罹患しやすく、エス

トロゲンによる内皮刺激作用等で一部説明

されてきたが、加齢・既往症の影響も無視で

きず、いまだ不明な点は多い。微小血管狭心

症（造影に写らない 100μm以下の冠血管の

虚血）や冠バイパス手術後の予後不良等女性

特有の虚血性心疾患も指摘されるが分子機

構は全く不明であり、メカニズムの解析が待

たれていたのが，研究開発当初の状況であっ

た。 

２．研究の目的 

心血管病には、発症から進展・予後に至るま

であらゆるところに性差があることが、先進

諸国では明らかとなっているが、臨床結果を

説明しうるメカニズムの解明は限定的であ

る。本申請では、心臓の再生・発生の分野に

内分泌由来と遺伝子由来の性差を判別する

実験系を新規に取り入れることにより、心血

管領域の機能・病態の性差のメカニズムを探

索することが研究の目的であった。この研究

結果を、薬物誘発性不整脈や虚血性心疾患の

予防・発症における性差を理解する為の基盤

とすることを目指した。 

 
３．研究の方法 

①胎児マウス冠血管径の性差解析 

東京大学医学部 西山功一先生・有馬裕一

郎先生・栗原裕基先生との連携・協力により、静

脈洞にラベルする手法と胎児マウス心臓の冠血

管走行の微細構造や管形成過程を可視化する

新手法を導入した。野生型胎児マウスの発生段

階ごとの冠動脈走行を雌雄で、インク微小注入

による血管造影法を用いて比較検討した。第三

分枝の冠血管まで再現性良く観察可能であり、

現在のところ最も微細な構造を解析できる方法

である（図１）。 

手順を簡単に述べる。スメア法により発情期を

確認した C57BL6j 雌マウスを交配に用い，妊娠

17.5 日目に開腹し，子宮ごと胎生期 E17.5 の胎

児を摘出した。その際，しっぽは雌雄を決定す

る genotyping のために保存した。それぞれのマ

ウスから心臓を切除し，aorta から定圧でインクを

注入した。インクは超微粒子の市販品を用い，

定圧にするため注射器用のインジェクターを使

用した。インクが注入された心臓を一晩ホルマリ



ン固定した後，アルコールで脱水して4℃にて保

存した。冠血管径の形態観察はアルコール脱水

の後に行い，実体顕微鏡（オリンパス）下で，心

臓を同じ向きに揃えて写真を撮影し，その写真

を基に定量データを得た。心尖部から左冠冠血

管の基部までを 100％とし，血管径を計測する

際の位置情報（冠血管の基部からの距離）として

利用した。血管径を雌雄判別は、UBE1 遺伝子

の PCR により行い、形態観察後に結果を照合し

た。 

次に、Sry TG (Sry<dl1Rlb>)マウスを利用した

内分泌由来と性染色体由来の判別を行った。Y

染色体上の精巣決定遺伝子 Sry 上に欠失があ

る変異(XY-)マウスは表現型が雌型（精巣がなく、

卵巣機能正常)になり、Sry が常染色体上に転座

した自然発症変異(XXSry)マウスの表現型は雄

型（卵巣がなく、精巣機能正常）になる。Sry欠失

(XY-)に Sry 転座を交配した(XXSry)XY-Sry マウ

スは生殖機能をもつ正常雄であり、野生型の雌

と交配させることで４種類の genotype のマウスを

産出することが可能である。この４種のマウスを

用いることにより，内分泌もしくは性染色体由来

かを判別できる。全ての実験は，東京医科歯科

大学内の動物管理の規定に則り，倫理委員会

における動物実験の承認を得てから行った。 

 

②胎児マウス冠血管径の薬理作用の性差解析 

3①で行った方法と同じ様にインクを冠血管に注

入した胎児心臓を得た。ただし，心臓を摘出後，

15 分間の薬物処置を行った後に臓器の固定を

行った．使用した薬剤は，NOC7 とジルチアゼム

であった。 

 

③マイクロアレイによる胎児マウス心臓に発現す

る遺伝子の性差解析 

東京大学農学系研究科・中井雄治先生の協力

により，マイクロアレイにより胎児マウス心臓に発

現する遺伝子の雌雄差を解析した。3-a.の方法

と同様にして，マウス胎児(E17.5)から心臓を摘

出し，RNAeasy kit を用いて total RNA を抽出し

た。プラットフォームは，Affymetrix 社のシステム

を使い，ターゲット調整をしたサンプルを

GeneChip (Mouse Genome 430 2.0 Array)に乗

せてハイブリダイゼーションし，画像化して解析

した。データの正規化法については数種検討し，

デンドログラム解析をして最も雌雄が綺麗に分

離できた手法を採用した。サンプルは雌雄それ

ぞれ n = 3 で行った。 

 
４．研究成果 

①胎児マウス冠血管径の性差解析 

マウス胎児 E17.5 心室の冠血管径に，明確な性

差を見つけた（図２）。左冠状動脈(LCA)の主枝

血管径を血管基部と心尖部の位置に応じてプロ

ットしたところ，雌の方が雄よりも細いという結果

を得た。Y 染色体 Sry 遺伝子障害 TG マウスに

ついても，先に述べたように，ジャクソン社より購

入した親マウスを繁殖させて，E17.5 の胎児を得

た．野生型と同様に冠血管径について解析した

ところ，XX と同じ結果となったことから、内分泌

由来の性差であることが示唆された。 

②胎児マウス冠血管径の薬理作用の性差解析 

4①で見出された冠血管径の雌雄差について，

薬物存在下での性差解析も行った。図２に示

すように，薬物非存在下では，左冠状動脈

(LCA)の主枝血管径が雌で有意に細かったが，

NOC7 という血管拡張剤存在下でインク注入に

よる血管造影を行うと，雌雄差が消失した．

NOC7 による血管拡張は，雌の左冠状動脈

(LCA)の主枝血管をより弛緩させたため，薬剤

非存在下で見られた雌雄差が消失したものと思

われる。 

 



③マイクロアレイによる胎児マウス心臓に発現す

る遺伝子の性差解析 

データの正規化法について，最も雌雄が分離

した手法は DFW であったことから，この手法を

採用して rank products を行ったところ，雌で有

意に発現が高かった遺伝子が２６遺伝子，雄で

有意に発現が高かった遺伝子が３２遺伝子，そ

れぞれ同定された。それぞれの遺伝子を雌雄特

異的に発現する遺伝子として、DAVID にて GO

解析を行った。GO term は、p<0.05 を有意とし

て扱った。雌で発現が高い遺伝子に特徴的なシ

グナル経路も見えてきたが，機能は未だ不明で

ある。一方，雄で発現が高い遺伝子は Muscle 

tissue development に関わるシグナルに関連し

ている傾向があった。 
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