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研究成果の概要（和文）：うつ病患者で血中 NOx 濃度やそれらへの抗うつ薬治療さらに eNOS
遺伝子多型の影響に関して検討した。対象はうつ病患者 103 例であり（性別 M/F: 41/62, 年齢

44±13 yr）、健常群は性別と年齢を一致させた 104 例(性別 M/F: 37/66, 年齢 39±16 yr)である。

(1)血中 NOx 濃度は健常群で 23.8±3.8μM、うつ病群で 15.4±2.1μM であり、うつ病群で有

意に低下していた。(2)HAMD 得点と血中 NOx 濃度との間には有意な負の相関が認められた。

(3)milnacipran 群では投与 4 週間後で 1.5 倍、投与 8 週間後で 1.8 倍の増加が認められた。

(4)eNOS 遺伝子多型(T-786C, G894T, intron 4VNTR)に関しては健常群、うつ病群で分布に有意

差は認められなかった。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Objective: We hypothesized that polymorphisms of eNOS gene are associated 
with pathogenesis of depression. To confirm the hypothesis, we examined the association of the 
polymorphisms of eNOS gene between patients with MDD. In addition, we also investigated the 
associations among the polymorphisms of eNOS gene among scores of HAMD and Beck Depression 
Inventory (BDI), ankle brachial index (ABI) and plasma NOx levels in depressed patients. 
Materials and Methods: This study included 103 in- or outpatients in our university hospital who met 
the DSM-IV-TR criteria for MDD (M/F: 41/ 62, age: 44 ± 13 years) and 104 age- and sex-matched 
healthy controls (M/F: 37/ 66, age: 39 ± 16 years). Based on three polymorphism of eNOS gene (SNP; 
rs2070744, rs1799983, VNTR in intron 4), we conducted a genetic association analysis of case- control 
samples in patients with MDD or healthy controls in Japanese population. The plasma NOx levels were 
analyzed by the Griess method, using ENO-20. We used TaqMan assay for two SNPs, and the VNTR 
polymorphisms in intron 4 were determined by PCR-RFLP.  
Results: We did not find genotype distributions between patients with MDD and healthy volunteers. No 
associations were observed between any polymorphisms of eNOS gene and HAMD, BDI, or ABI in 
patients with MDD. Conclusions: These results suggest that the three polymorphisms of eNOS gene 
might play little roles for the pathogenesis of depression.  
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１．研究開始当初の背景 
うつ病では心血管障害の罹患率が一般人口
と比較して有意に高く、心血管障害の患者で
のうつ病の罹患率が高い。2008 年の Am J 
Psychiatry 誌に掲載された Surtees らの
EPIC-Norfolk コホート研究では、現在あるい
は過去 1年間でのうつ病の罹患が虚血性心臓
疾患での死亡のリスクを 2-3 倍高めるとのこ
とである。心血管障害とうつ病の病態の共に
共通する因子として最近一酸化窒素(NO)が
注目されている。NO は L-アルギニンから L-
シトルリンに変換される過程で NO 合成酵素
(NOS)を触媒として合成される。NO はガス
状のフリーラジカルであり、細胞膜上の受容
体を介さずに、あるいは可溶性グアニレート
シクラーゼ/cGMP 経路を介して多彩な作用
を発現する。また、NO がモノアミンやサイ
トカインを制御していることも報告されて
いる（Canossa et al., 2002）。NO は血管内で
は血管拡張因子として働いており、虚血性心
臓疾患患者では NO の代謝産物である NOx
や eNOS 活性が有意に低下している。また、
Chrapko ら（Biol Psychiatry, 2004）は、うつ
病患者での血中 NOx 濃度や血小板の eNOS
活性が有意に低下していると報告している。
さらに、eNOS 遺伝子には少なくとも 3 種類
の機能的遺伝子多型も報告されている
(Sandrim et al., Athescleosis, 2006)。今回の
研究では、うつ病患者での NO 動態について
の検討を行なった。具体的には(1)うつ病患者
で血中 NOx 濃度が低下しているのか、(2)う
つ病患者で eNOS 活性の低下があるのか、(3)
それらに対する抗うつ薬治療の影響は、(4)
う つ 病 患 者 で 動 脈 硬 化 (Ankle-Brachial 
Pressure Index; ABI)が有意か、NOx や eNOS
活性との関連はあるのか、(5)eNOS 遺伝子多
型の影響はあるのか、などに関して調べた。 
 
 
 

２．研究の目的 
(1)マウスにおいて抗うつ薬の慢性投与の脳
内 NO 動態におよぼす影響の検討。 
(2)うつ病患者での血中 NOx 濃度の健常者と
の比較検討。 
(3)抗うつ薬はうつ病患者の血中 NOx 濃度お
よび NOS 活性に影響を及ぼすか？ 
(4)eNOS 遺伝子の遺伝子の機能的遺伝子多
型はうつ病の病態や抗うつ薬の反応性と関
連するか？ 
 
３．研究の方法 
(1)セロトニン・ノルアドレナリン再取り込み
阻害薬ミルナシプランの NO と BDNF への
影響に関する研究 
9 週齢のオスの C57BL/6J マウスを実験に用
いた。ミルナシプラン投与群では 3, 10mg/kg
のミルナシプランを 14日間腹腔内投与した。
対照群では生理食塩水を用いた。投与終了後
マウスの脳（大脳皮質, 中脳, 海馬）は直ち
にホモジネートされアッセイまでの間-80℃
で保存した。 
NOx 濃度測定：脳組織および血中 NOx 濃度 
を ENO-20(EICOM, Kyoto, Japan)を用いて
Griess 法により測定した。 
NOS 活性測定：NOS 活性は NOS 活性測
kit(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 
USA)を用いて Mishima らの方法(2005)に従
い、L-[3H]arginine から L-[3H]citrulline へ
の変換を測定することにより計測した。 
BDNF mRNA 測定：大脳皮質より total RNA
を Midi Kit (Quagen, Hilden, Germany)を
用いて抽出後、センスプローブ
(5’-GGTATCCAAAGGCCAACTGA-3’)、アン
チセンスプローブ
(5’-CTTATGAATCGCCAGCCAAT-3’)を用い
て RT-PCR を行った(BDNF; 94℃30s, 63℃
60s, 72℃90s, 26cycles, GAPDH; 同
20cycles)。 
BDNF protein 測定：Western Blotting 法に



より測定した。 
(2)うつ病患者での血中 NOx 濃度動態に関す
る研究 
対象は産業医科大学病院神経精神科の外来
および入院患者 103 例であり（性別 M/F: 
41/62, 年齢 44±13 yr）、DSM-IV の大うつ病
性障害の診断基準を満たしていた。また健常
群は性別と年齢を一致させた 104 例(性別
M/F: 37/66, 年齢 39±16 yr)である。抑うつの
評価は Hamilton Rating Scale for Depression 
17 項目 (HAMD)を用いて行った。うつ病群で
は全例薬物療法が行なわれていたが、少なく
とも 1週間以上のwashout期間後に採血を行
なった。うつ病群のうち paroxetine 投与群
20例とmilnacipran投与群 20例は薬物投与 4
週間、8 週間後にも採血を行なった。血中 NO
濃度は高速液体クロマトグラフィー法によ
り測定した。CV 値は intraassay, interassay
値ともに 1%以下であった。また、eNOS の 3
つの遺伝子多型を genotyping した。さらに、
動脈硬化の指標として ABI も測定した。本研
究は産業医科大学倫理委員会の承認を受け
ており、患者には書面による同意を得た。 
 
４．研究成果 
(1)ミルナシプラン慢性投与のマウス脳 NOx
濃度への影響 
ミルナシプラン 10mg/kg の 14 日投与で大脳
皮質、海馬での NOx濃度が有意に低下したが、
中脳の NOx は変化がなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2)ミルナシプラン慢性投与のマウス大脳皮
質 NOS 活性への影響 
ミルナシプラン 10mg/kg の 14 日投与で大脳
皮質の NOS 濃度が有意に低下した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3)ミルナシプラン急性投与のマウス脳 NOx

濃度への影響 
ミルナシプラン 10mg/kg の 1時間投与では大
脳皮質、海馬、中脳いずれの部位においても
コントロール群と比較して NOx濃度に有意な
変化は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(4) ミルナシプラン急性投与のマウス大脳
皮質 NOS 活性への影響 
ミルナシプラン 10mg/kg の 1時間投与では大
脳皮質の NOS活性はコントロール群と比較し
て有意な変化は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
(5) ミルナシプラン慢性投与のマウス大脳
皮質 BDNF 濃度への影響 
ミルナシプラン 10mg/kg の 1時間投与では大
脳皮質においてコントロール群と比較して
BDNF mRNA および BDNF protein を有意に増加
させた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



(6)うつ病患者の血中NOx濃度に関する検討 
血中 NOx 濃度は健常群で 23.8±3.8μM、う
つ病群で 15.4±2.1μM であり、うつ病群で
有意に低下していた (p<0.01) 。さらに
Hamilton Depression Rating Scale(HAMD)得
点と血中 NOx 濃度との間には有意な負の相
関が認められた(r=-0.556, p<0.001)。うつ病
群のうち、自殺念慮有群(HAMD の自殺の項
目の得点が 2 点以上)の血中 NOx 濃度は 14.3
±1.3μM 自殺念慮無群(HAMD の自殺の項
目の得点が1点以下)では16.7±2.9μM であ
り、自殺念慮有群で有意に低値であった
(p=0.034)。 
 
 
 
 
 
   
 
 

 
 
 
 
(7)抗うつ薬の血中 NOx 濃度に対する影響 
うつ病患者において、paroxetine 投与群、
milnacipran 投与群では薬物投与前血中 NOx
濃度に有意差は認められなかったが、
milnacipran 投与群では投与 4 週間後でそれ
ぞれ 1.5 倍、投与 8 週間後で 1.8 倍の増加が
認められたのに対しparoxetine投与群では有
意な変化はなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(8)eNOS 遺伝子多型のうつ病の病態に関す
る影響 
うつ病群と健常群とで ABI の差はなかった。
また、健常群でもうつ病群でも ABI と血中
NOx 濃度に関連は無かった。さらに eNOS
遺伝子多型(T-786C, G894T, intron 4VNTR)
に関しては健常群、うつ病群でその分布に有
意差は認められなかった。さらに HAMD 得点
との関連もなかった。血中 NOx 濃度は
SNP(rs207044)と関連しており、血中 NOx

濃度は TT 保有者で TC 保有者よりも高値で
あった。SNP(rs207044)と intron 4 の VNTR
は連鎖不均衡にあり 2 つの SNP でハプロタ
イプ解析を行ったが関連はなかった。 
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