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研究成果の概要（和文）：エストロゲン(E2)低下に伴って女性に増加するうつ・不安は肥満・糖尿病とも関連し、E2末
梢投与による治療効果が知られているが、合併症として癌や心血管疾患などが懸念される。そこで合併症を回避した中
枢選択的なE2投与による糖脂質代謝、うつ・不安の改善効果を解明し、中枢選択的ホルモン補充療法の開発を目的に研
究を立案し以下の結果を得た。①E2中枢投与（E2-ICV）は閉経肥満マウス(OVX-HF)で認める肥満・耐糖能障害を改善し
た。②E2-ICVは尾懸垂試験においてOVX-HFで認められるうつ状態を改善した。③E2-ICVはオープンフィールド試験にお
いてOVX-HFで認められる不安状態を改善した。

研究成果の概要（英文）：The depression and the anxiety increased for menopaused women associated with an 
estrogen (E2) decline. These E2 decline is related to overweight and diabetes, and the improvement effect 
of the peripheral administration of E2 is reported. But systemic estrogen replacement therapy has a risk 
for breast cancer and a cardiovascular disease. So we elucidated depression and anxiety improvement 
effect by central selective E2 administration, drafted a study for the purpose of development of the 
central selective hormone replacement therapy which evaded a complication and got the following result. 
1) The E2 central administration (E2-ICV) improved obesity, impaired glucose tolerance to detect in 
menopaused obese mice (OVX-HF). 2) E2-ICV improved depressive state by a tail suspension test in OVX-HF. 
3) E2-ICV was improved anxiety state by the evaluation of an open field test in OVX-HF.

研究分野： 女性医学

キーワード： エストラジオール　中枢作用　閉経　うつ　不安　ホルモン補充療法
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

女性は更年期には、卵巣機能の低下に伴い
多彩な体調の変化をきたす。女性のうつ病有
病率は男性の約２倍と報告されており、その
頻度は特に閉経後に急増する。また肥満や糖
尿病の有病率も閉経後に急激に増加するこ
とが知られている。さらに女性の肥満者はう
つ病の有病率が高いことや、糖尿病患者はう
つ病の合併が多いことが報告され（文献①）、
閉経後のうつ病発症にはこれらの複合的な
関与が示唆されている。更年期における糖脂
質代謝異常には E2 を中心とした HRT が有効
であるが、発癌性や心血管疾患に対する危険
性を考慮され、現在代謝改善のみを目的とし
た HRT は一般的には行われていない。これに
対し、更年期の精神症状に対する HRT は抗う
つ薬や抗不安薬と併用して行われているも
のの、うつ症状に対する有効性は限定的であ
り(文献②)、不安症状に対する HRT の有効性
にはコンセンサスは未だ得られていなかっ
た。 

近年 E2 は中枢神経系に作用し、エネルギ
ー代謝や摂食行動に関与することで全身の
糖脂質代謝を制御することが明らかとなっ
た(文献③)。そこで代表者らは閉経肥満モデ
ルマウスに E2 を全身投与、または中枢選択
的な脳室内投与を行い、E2の中枢性および末
梢性代謝改善作用とその制御メカニズムを
解明した(文献④)。卵巣摘出(OVX)を行った
マウスに6週間の高脂肪食負荷(HF)を行い作
製した閉経肥満モデルマウス(OVX-HF)は偽
手術通常食マウス(Control)と比較し明らか
な内臓脂肪蓄積を伴う肥満を呈し、糖および
インスリン負荷試験(GTT, ITT)において耐糖
能障害とインスリン抵抗性を示した。OVX-HF
への 10日間の中枢選択的 E2投与(E2-ICV)は、
E2 皮下投与(E2-SC)と同等の糖代謝改善効果
を示した。その機序として E2 は直接、脂肪
組織で脂質合成と慢性炎症に関わる遺伝子
発現を抑制した。さらにE2は中枢性に体温、
自発運動量やエネルギー消費量を亢進し、内
臓脂肪組織の脂肪分解と肝糖新生律速酵素
の発現を制御することを解明した。以上の成
績は中枢選択的な E2 投与により、十分な糖
脂質代謝改善作用が期待できることを示す
重要な基礎的知見である。E2 投与による抗う
つ効果は多数報告されているが、いずれも末
梢投与による成績であり、中枢神経への直接
投与の効果を検証した報告はない。そこで代
表者は作製した閉経肥満モデルマウスがう
つ、不安の症状を呈することを検証し、閉経
肥満モデルマウスに対する E2 の中枢選択的
投与の効果を実証し、その作用メカニズムを
解明する本研究課題を着想した。 

現在行われている HRT は乳癌、子宮内膜癌な
どのエストロゲン依存性腫瘍や血栓症の発
症のリスクから、加療期間の制限や慎重な経
過観察を要する。代表者らは中枢選択的 E2
投与によりマウスの体脂肪が減少し糖代謝

が改善する事を実証しているが、臨床的に中
枢投与を行うための方法として、経鼻投与が
考えられる。鼻腔上部の頭蓋骨上には嗅球が
存在し、その直下の頭蓋骨には嗅神経線維が
通る無数の細孔を持つ篩板が存在する。嗅神
経線維は鼻粘膜細胞に達し、脳脊髄液(CSF)
を伴うため、鼻腔から CSF への直接的な交通
を示すことも報告されている。そこで、経鼻
投与による中枢選択的な E2 投与により代謝
や抗うつ抗不安作用を発揮することが明ら
かとなれば、将来の新たな HRT 戦略に向けた
研究基盤となるため、本研究の臨床的価値は
高いと考える。 
 
２．研究の目的 
我々は E2 による中枢性代謝改善メカニズ

ムを研究し報告してきたが、本研究では E2
中枢投与による抗うつ・抗不安作用を解明し、
経鼻投与による改善効果を検討する。特に E2
による抗うつ抗不安作用のメカニズムは不
明の点が多いため、閉経後に抑制されるセロ
トニン神経活動再活性化（文献⑤）やセロト
ニ ン 合 成 （ 文 献 ⑥ ）、 海 馬 に お け る
brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
の発現誘導(文献⑦)などの作用機構につき、
その重要性を検証する。さらに代表者は肥大
化した内臓脂肪組織において、E2 がマクロフ
ァージ浸潤と慢性炎症を抑制することを実
証したが、本研究では炎症性サイトカインに
よるうつ病発症メカニズムへの E2 の関与を
検証する。以上、E2 による主要な抗うつ作用
につき、その鍵となるメカニズムの解明を行
う。以上を踏まえ、以下の３点について検討
を行うことを目的とした。 

①閉経・肥満モデルマウスにおけるうつ・不
安の評価と E2 全身・中枢投与の改善効果に
ついて行動実験により検証する。また分子生
物学的手法により、その鍵となる改善メカニ
ズムの解明を行う。 

②閉経・肥満モデルマウスに対する E2 経鼻
投与を行う。経鼻投与の中枢への E2 移行性
を検証し、至適投与条件を決定後、代謝改善
作用と抗うつ抗不安作用を検証する。 

③乳癌細胞を乳腺に移植したマウスに E2 経
鼻投与を行い、子宮内膜や移植した乳癌の増
殖に与える影響を評価することで経鼻投与
による HRT の安全性を検証する。 

 
３．研究の方法 

(1)E2 中枢投与による抗うつ・抗不安作用の
検証 

①実験スケジュール(図 1)：8 週齢の雌
C57BL6/J マウスに卵巣摘出術 (OVX) 又は
sham 手術を行い通常食(ND)を与え、卵巣摘出
2週間後より60%高脂肪食(HFD)負荷を開始し
た（OVF-HF）。高脂肪食負荷から 4 週間後に
全てマウスに対し側脳室に脳室内投与(ICV)
カニューレを挿入し、浸透圧ポンプにより人



工脳脊髄液(ACSF)の持続投与を開始した。手
術による侵襲から回復する手術2週間後より
E2 脳室内投与群（E2-ICV）は水溶性エストロ
ゲン(E2) (1 μg/kg/day) を浸透圧ポンプに
より投与開始し、エストロゲン全身投与群
（E2-SC）は E2 (50 μg/kg/day) を浸透圧ポ
ンプにて持続的に皮下投与した。また生理的
うつ・不安に対する行動実験が適切に行われ
たことを示すため、行動試験の 30 分前に
OVX-HF に対して抗うつ薬(イミプラミ
ン)(10mg/kg)または抗不安薬(ジアゼパ
ン)(0.5mg/kg)を腹腔内投与した。なお、脳
室内投与のストレスを同等に与えるために、
E2-ICV 群以外の全ての群において、浸透圧ポ
ンプにて人工脳脊髄液（ACSF）の脳室内持続
投与を行った。E2 投与は 3週間行い、その間
に行動実験を行った。行動実験は、うつの評
価として尾懸垂試験と強制水泳試験、不安の
評価としてオープンフィールド試験と明暗
箱試験を行った。実験終了後にマウスを
16-20 時間絶食させて安楽死させ、血清や組
織の採取を行った。 

②うつ・不安の評価 

a.尾懸垂試験：高さ 22 cm、幅 17 cm、奥行
き 15 cm の試験箱において、マウスの尾を試
験装置内に設置したフックに尾を固定して
（天井から 5 ㎝）、逆さの状態で吊るした。
試験時間 10 分中の不動時間を測定した。 

b.強制水泳試験：プラスチック製の円柱水槽 
(φ21.8×25 cm) に水面の高さが底から12cm
となるように水温 25℃の水を満たした。強制
水泳試験は 2 日間行い、1 日目は 15 分間、2
日目は 6 分間の試験を行った。2 日目のマウ
ス入水後 2-6 分の 4 分間の不動時間を測定、
評価した。 

c.オープンフィールド試験：45×45×30 cm
のオープンフィールド装置を作製し、中心の
27×27 cm の領域を中央区画とした。フィー
ルド内でマウスを自由に探索させ、試験 25 
分中の中央区画への進入回数・滞在時間を測
定した。 

d.明暗箱試験：明室、暗室がそれぞれ
17×17×17 cm からなる明暗箱試験装置を作
製し、明室と暗室の間には 4×4×10 ㎝のト
ンネルを設置した。試験装置内でマウスを自

由に探索させ、試験時間 10 分中のトンネル
通過回数、明室・暗室の滞在時間をそれぞれ
測定した。  

(2) E2 中枢投与の抗うつ・抗不安作用におけ
るメカニズムの解明： 

マウスの解剖時に脳から海馬組織を摘出し、
リアルタイム PCR、ウエスタンブロットにて
解析を行った。また、血清コルチコステロン
を ELISA 法にて測定した。 

 
４．研究成果 
(1)-1 閉経・肥満モデルマウスにおけるうつ
の評価 
①尾懸垂試験：OVX-HF において、不動時間（図
2）は、コントロールと比較して有意に増加
（P<0.05）し、うつ状態を呈した。OVX-HF に
対しポジティブコントロールとして抗うつ
薬（イミプラミン）を投与した群では、OVX-HF
と比較して不動時間が有意に低下（P<0.01）
し、うつ状態の改善を認めた。一方 E2 投与
群では、E2-SC（P<0.01）、E2-ICV（P<0.05）
ともに OVX-HF と比較して不動時間の有意な
減少を認めた。以上から、OVX-HF はうつ状態
を呈すること、またそのうつ状態は E2 の中
枢投与によって改善することが示された。 
 ②強制水泳試験：OVX-HF において、不動時
間は、コントロールと比較して有意に増加
（P<0.05）し、うつ状態を呈した。OVX-HF に
対しイミプラミンを投与した群では、OVX-HF
と比較して不動時間が有意に低下（P<0.01）
し、うつ状態の改善を認めた。一方 E2 投与
群では、E2-SC、E2-ICV ともに OVX-HF と比較
して有意な減少を認めなかった。 

 
(1)-2 閉経・肥満モデルマウスにおける不
安の評価 
①オープンフィールド試験：中央区画侵入回
数（図 3）は、OVX-HF でコントロールと比較
して有意に減少（P<0.01）し、不安状態を呈
した。OVX-HF に対しポジティブコントロール 
 



として抗不安薬（ジアゼパン）を投与した群
では、OVX-HF と比較して侵入回数が増加傾向
（P=0.09）を示し、不安の改善を認めた。E2
投与群では、E2-SC では OVX-HF と比較して変
化を認めなかったのに対し、E2-ICV で侵入回
数の有意な増加（P<0.05）を認めた。中央区
画滞在時間（図 4）は、OVX-HF でコントロー
ルと比較して有意に減少（P<0.01）し、不安
状態を呈した。ジアゼパンを投与した群では、
滞在時間は OVX-HF と比較して有意に増加
（P<0.05）し、不安の改善を認めた。E2 投与
群では、E2-SC、E2-ICV ともに OVX-HF と比較
して滞在時間の有意な増加（P<0.05）を認め
た。以上から、OVX-HF は不安状態を呈するこ
と、またその不安状態は E2 の中枢投与によ
って改善することが示された。 
②明暗箱試験：明室滞在時間、明室・暗室間
のトンネル通過回数は、OVX-HF でコントロー
ルと比較して有意に減少（P<0.05）し、不安
状態が示された。OVX-HF に対しジアゼパンを
投与した群では、OVX-HF と比較してトンネル
通過回数において有意な増加（P<0.05）を示
し不安の改善がみられたが、E2―SC、E2-ICV
ではいずれの試験においても OVX-HF と比較
して明らかな不安状態の改善を認めなかっ
た。 
 
(2)E2 中枢投与の抗うつ・抗不安作用におけ
るメカニズムの解明 
①海馬組織におけるセロトニン受容体
5-HT1Aおよび BDNF 発現に及ぼす影響：セ
ロトニン (5-HT) 受容体サブタイプの一つ
である 5-HT1Aは不安・うつに関連し、CREB
のリン酸化を制御し、うつ病に関与する脳由
来神経遺伝子 (brain-derived neurotrophic 
factor : BDNF) 産生の調節に関与する。海馬
組織において、セロトニン受容体 1A 
(5-HT1A) mRNA の発現は、コントロールに
対して OVX-HF で有意に増加（P<0.05）し、
OVX-HF と比較して E2-SC で有意に減少
（P<0.05）した（図４）。一方 BDNF の mRNA
発現量は OVX-HF、E2-SC、E2-ICV におい
て変化を認めなかったが、BDNF の前駆体で

ある proBDNF のタンパク発現量はコントロ
ー ル と 比 較 し て有 意 差 は な い も の の
OVX-HF で減少し、E2-ICV がそれを上昇さ
せる傾向を認めた。従って、E2 が 5-HT1Aの
発現量の正常化に関連し、E2 が BDNF の発
現を転写ではなく翻訳、タンパクの安定化の
段階で制御しうる可能性が考えられた。 
 
②血清コルチコステロン濃度に対する影
響：ヒトにおいて、不安障害およびうつ病患
者でストレスの指標となる血清コルチコス
テロン濃度を測定した。血清コルチコステロ
ン濃度はコントロールと比較して、OVX-HF、
E2-SC、E2-ICV いずれの群においても変化
を認めなかったが、今回の検討では強制水泳
試験 3日後の解剖時の血清における検討であ
ったため、より試験直後の血清レベルの比較
が今後の検討課題と考えられた。 
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