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研究成果の概要（和文）：E2、Eq等の各種エストロゲンを用いてヒト臍帯静脈血管内皮細胞における接着因子発
現への影響を検討した。結果、Eq投与群で接着因子の発現上昇を認めた。しかし、他のエストロゲンを投与した
場合には対照群に比し、有意な変化を認めなかった。この発現変化はタンパクレベルにおいても同様であった。
flow chamber systemを用いて検討した結果、Eqを投与した群では対照群に比し単球接着数が有意に増加した。
対照的に、E2、E3、E4投与群では対照群に比し単球接着数は有意に減少した。以上から天然型のE2と異なり、
CEEに含まれるEqは動脈硬化発症のリスクとなる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the association between various estrogen types and 
atherosclerosis risk, we examined their effect on adhesion-molecule expression in human umbilical 
vein endothelial cells (HUVECs). In estrogen-treated HUVECs, the mRNA and protein expression levels 
of adhesion molecules were quantified by real-time polymerase chain reaction and enzyme immunoassay.
 Additionally, a flow-chamber system was used to assess the effects of estrogens on the adherence of
 U937 monocytoid cells to HUVECs. Equilin, but not 17β-estradiol (E2) or other types of estrogen, 
significantly increased the mRNA (P < 0.01) and protein (P < 0.05) expression of the adhesion 
molecules E-selectin and intercellular adhesion molecule-1 as compared with levels in controls.

研究分野： 女性ヘルスケア

キーワード： ホルモン補充療法　動脈硬化　接着因子　エクイリン　エストラジオール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
閉経後女性における標準的なホルモン補充療法で使用されるCEEに含まれるEqが動脈硬化発症のリスクとなるこ
とが示唆され、天然型のE2はホルモン補充療法レジメンにより適していると考えられる。しかし、in vitroでの
研究による限界も存在するため今後in vivoでの検討および大規模臨床試験による個別のエストロゲン製剤の作
用効果につき検討が必要であると考えられた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ホルモン補充療法（hormone replacement therapy, HRT）はエストロゲン欠乏に起因する更

年期症状の緩和や骨粗鬆症のリスク低下等の目的で用いられる。閉経後女性では同年齢の男性

に比し動脈硬化を含む心血管疾患の発症率が高く、閉経後女性での血中エストロゲンは男性よ

りも有意に低いことからエストロゲンの動脈硬化保護作用が示唆されてきた。そのため、閉経後

女性に対する HRT により動脈硬化リスクは低下すると長年信じられてきた。しかし、2002 年

に米国 The Women’s Health Initiative（WHI）により、HRT は動脈硬化リスクをむしろ上げ

るという中間報告がなされ、大規模臨床試験は中止となった。この報告以来、HRT の有用性、

適応、投与方法に関する従来の概念を根本から再検討する必要が生じた。 

 その問題点のひとつとして、これまでの臨床試験での HRT では、エストロゲンとして CEE

が、プロゲストーゲンとして MPA が漫然と使用されてきたことが挙げられる。しかし、研究手

法の困難さから、ステロイドホルモンの血管内皮への影響を検討した基礎的研究はごく限られ

ており、いまだ一定の見解が得られていない。 

 研究代表者らは、MPA が血管内皮における接着因子の発現を増強させ、さらに血管内皮への

単球接着を促進させることを基礎実験により初めて明らかにした（日産婦優秀論文賞 2015）。

さらに新規合成プロゲストーゲンであるドロスピレノンが動脈硬化発症のリスクを上昇させな

いことを明らかにし、MPA に替わるプロゲストーゲンの候補となることを提案した。 

 一方、エストロゲンとして使用される CEE は、妊馬尿から抽出される合剤であり、ヒトには

存在しないエクイリン（Eq）等が含まれる。ヒトにおいて最も活性の高いエストラジオール (E2)

が動脈硬化保護作用を持つことはある程度のコンセンサスが得られている一方で、他のエスト

ロゲンについての動脈硬化リスクに対する影響は検討がほとんどなされていない。しかし、WHI

の報告以降もE2とCEEを区別することなく動脈硬化リスクに対する臨床研究が行われている。

そのため、各種エストロゲンの動脈硬化リスクに対する影響を個別に検討する必要がある。 

 
２．研究の目的 
動脈硬化の初期段階において、単球の血管内皮への接着は重要な役割を果たしている。単球は、

血管内皮上の接着因子（E-selectin、P-selectin、ICAM-1、VCAM-1 等）を介して血管内膜へと

侵入し、活性化型マクロファージとなることで動脈硬化の初期病変が形成される。それゆえ、血

管内皮上の接着因子発現の増強は単球接着数の増加とともに動脈硬化の初期病変の形成を促進

させる。 これまで基礎的研究がごく限られていた当領域において、本グループは血管内皮への

単球接着を再現するモデルとして flow chamber system を独自に確立させ、動脈硬化リスクを

評価する系をすでに構築している。研究代表者らはこの系を用いて、新規合成プロゲストーゲン

の動脈硬化リスクに対する影響を網羅的に検討することに成功し、HRT で繁用されている MPA

が血管内皮への単球接着を促進し、動脈硬化リスクとなることを世界に先駆けて in vitro で初

めて明らかにした。本研究で、CEE を含む各種エストロゲン、さらには食品由来のホルモン様

物質の血管内皮への影響を動脈硬化リスクの観点から明らかにし、それらにより炎症反応が惹

起されるあるいは抑制される機序が解明されれば、より効果的で副作用の少ない HRT レジメン

の確立および動脈硬化に対する予防も兼ねた HRT の確立が可能となることで、我が国の健康増

進効果へも寄与することが期待される。 

 
３．研究の方法 
 本研究では、ヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVEC)を用いて、各種エストロゲンを添加した後に、

以下の方法で接着因子の発現、単球接着の変化、制御機序を検討する。 



①接着因子の発現変化を real-time PCR 法、ELISA 法、免疫組織化学法で検討する。 

②HUVEC への単球接着の変化を flow chamber system で検討する。 

③上記①、②におけるステロイドホルモン受容体の影響を、各種ステロイドホルモン受容体拮抗

薬による抑制実験あるいはレポーター遺伝子アッセイで検討する。 

④各種エストロゲンによる炎症性サイトカイン発現への影響を real-time PCR 法、ELISA 法、

蛍光免疫組織化学法で検討する。 

⑤各種エストロゲン、ステロイドホルモン受容体、炎症性サイトカイン発現への一連の制御機序

を解析する。 

 
４．研究成果 

各種エストロゲンについて上記の方法で検討

を行った結果、Eq 投与群で接着因子である E-

selectin および ICAM-1 の mRNA 発現レベル

が対照群に比し約 1.6 倍に上昇した。P-selectin

および VCAM-1 においても同様に Eq 投与群で

2.1 倍から 2.6 倍の上昇を認めた（図 1）。しか

し、他のエストロゲンを投与した場合には対照

群に比し、有意な変化を認めなかった。この発現

変化はタンパクレベルにおいても同様であり、

Eq を投与した群において、E-selectin、ICAM-1

は対照群に比し発現量が有意に増加した（図 

2）。P-selectin および VCAM-1 の発現は、Eq

投与群で増加傾向ではあったが有意な変化はみ

られなかった。他のエストロゲンを投与した場

合には上記のような有意な変化を認めなかっ

た。flow chamber system を用いて検討した結

果、Eq を投与した群では対照群に比し単球接着

数が有意に増加した（図 3）。対照的に、E2、E3、

E4 投与群では対照群に比し単球接着数は有意に

減少した。さらに詳細に検討したところ、Eq は

ERβ の発現を低下させ、NF-κB 活性化経路を介

することで接着分子発現および単球接着数を上

昇させることが in vitro で明らかになった。以上

から天然型の E2 と異なり、標準的な HRT に用

いられる CEE に含まれる Eq は動脈硬化発症のリスクとなる可能性が示唆され、より安全

な HRT に使用しうる薬剤として E2 が候補となる可能性が見出された。 
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