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研究成果の概要（和文）：本研究では、ホルモン補充療法に用いられるE2およびEqによる実際の動脈硬化発症リ
スクを検討するためにin vivoでの実験を行った。ApoE蛋白欠損マウスを動脈硬化モデルマウスとして使用し、
E2およびEqを皮下投与したのち9および12週後に大動脈およびその分枝を摘出した。摘出した大動脈およびその
分枝をen face解析およびaortic root解析を用いることにより動脈硬化病変の検討を行った。その結果、
control群に比しE2では動脈硬化抑制作用が見られたが、Eqの投与ではある程度の抑制効果は認められたもの
の、その効果はE2に比し減弱していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, in vivo experiments were conducted to examine the actual risk
 of atherosclerosis induced by E2 and Eq used in hormone replacement therapy. E2 and Eq were 
subcutaneously administered. Aorta and its branches were examined for atherosclerotic lesions using 
en face analysis and aortic root analysis. The results showed that E2 showed an inhibitory effect on
 atherosclerosis compared to the control group, but the effect of Eq was weaker than that of E2, 
although a certain degree of inhibition was observed.

研究分野：女性医学

キーワード： ホルモン補充療法　動脈硬化　エストロゲン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、EqおよびE2の経皮投与は脂質プロファイルを変化させることなくアテローム性動脈硬化病変の形成
を阻害し、E2の方がより優れた効果を示した。これらの結果は、Eqを含むCEEよりもE2の短期および長期の使用
が、動脈硬化の発生に対してより優れた抑制効果を有する可能性を示唆している。しかしながら、ホルモン補充
療法に併用される酢酸メドロキシプロゲステロン（MPA）および天然型のP4を含むプロゲスチンの動脈硬化発症
に対する効果は未解明なためさらに詳しい検討が必要であり、動脈硬化予防のための最適なHRTレジメンを解明
するためのさらなる研究が必要である可能性を示した。

※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、研究者個人に帰属します。
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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がそれぞれ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。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点で独創的である。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。さらに研究代表者らは CEEに含まれる Eqが天然型の E2と異な
り、接着因子の発現および単球接着数を上昇させることをすでに予備実験により見出している。
また、研究代表者らは当領域ではこれまでに報告のない動脈硬化モデルマウスを用いた実験系
を確立させることに成功した。 
 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、各種エストロゲンおよびエストロゲン
様物質を添加した後に、以下の方法で接着因子の発現、単球接着の変化、制御機序を検討した。
さらに ApoE 蛋白欠損マウスを使用し in vivo での解析を行った。 
 
①  各種エストロゲンおよびエストロゲン様物質による接着因子発現変化の検討 
 エストロゲンとして、天然型の E2、エストロン (E1)、エストリオール (E3)、エステトロー
ル (E4)、CEE に含まれる Eq、エクイレニン (EL)、経口避妊薬に含まれるエチニルエストラジオ
ール (EE)を用いた。以上のエストロゲンを HUVEC に単独投与あるいは同時投与を行い、real-
time PCR 法で mRNA 発現変化を比較検討し、ELISA 法でタンパク発現変化を比較検討した。 
 
②  各種エストロゲンおよびエストロゲン様物質による HUVEC への単球接着の検討 
 カバーガラス上に単層培養した HUVEC に上記エストロゲン様物質を添加した後、flow chamber 



system により単球接着数を比較検討した。HUVEC 上を単球系の培養細胞株である U937 を一定の
速度で灌流させ、一定時間後に接着した U937 の個数を計測し比較検討を行う。接着因子発現が
増加した HUVEC では単球接着数が増加することはすでに予備実験により確認している。 
 
③  各種エストロゲンおよびエストロゲン様物質による炎症性サイトカイン発現変化の検討 
 接着因子の発現は TNF-αや IL-1、IL-6 等の炎症性サイトカインあるいは NF-κB を介する経
路により制御されていることが報告されている (Jahnke et al, 1995)。そのため、各種エスト
ロゲンにより接着因子発現が増強される場合、各種炎症性サイトカインの発現変化を介してい
ることが想定される。それらを検証するため、各種エストロゲンを投与した HUVEC における炎症
性サイトカイン発現変化を real-time PCR 法、ELISA 法、免疫組織化学法で検討した。 
 炎症反応の経路として重要な役割を占めるNF-κBの発現および局在についてはWestern blot
法、蛍光免疫組織化学法を用いて検討した。 
 
④ モデルマウスを使用した、各種エストロゲンおよびエストロゲン様物質によるアテローム
性動脈硬化病変の解析 
ApoE 蛋白は LDL などのリポ蛋白を構成する主要アポリポ蛋白質の一つで、LDL レセプターの
リガンドとして機能し、リポ蛋白質を血中から除去することに関与する。ApoE 蛋白を欠損させ
たマウスは、血漿中の総コレステロールが増加し、高脂肪食を摂取させることによりアテローム
性動脈硬化病変を早期に観察することができる（Andrew et al, 1992）。そこで本研究では、動
脈硬化モデルマウスである ApoE 蛋白欠損マウスを使用した。 
すべての群で卵巣を摘出して内因性エストロゲンを抑制した上で、高脂肪食のみを与える群
と、高脂肪食を与えつつも各種エストロゲンおよびエストロゲン様物質を摂取させる群で解析
を行い、3~6 ヶ月後の体重、子宮重量、脂質マーカー（総コレステロール、中性脂肪、LDL、HDL）、
炎症マーカー（TNF、MCP-1 など）、血管のプラーク量を比較して、各種エストロゲンおよびエス
トロゲン様物質の動脈硬化進展抑制効果を検証した。 
プラークの評価は、既報通り大動脈弓部に切開をいれて展開し（Daugherty et al, 2017）、大
動脈弓部および腕頭動脈部のアテローム性動脈硬化病変の面積を求めて解析する。すでに研究
代表者による先行研究で本評価法の手技は確立できている。加えて、大動脈洞部の凍結切片を作
成し、脂肪染色を行い大動脈弁近傍の動脈硬化病変についても解析した。 
 
４．研究成果 
Eq は、E2 または他のタイプのエストロゲンではなく、接着分子 E-selectin および ICAM-1 の
mRNA 発現およびタンパク質発現を、対照群と比較して有意に増加させた。Eq 処理により、U937
単球系細胞の HUVEC への接着は対照群と比較して増加し、エストロゲン受容体（ER）βの発現は
減少し、NF-κB の活性化に関与するタンパク質の発現は対照群と比較して増加した。さらに、
HUVEC 核における NF-κB サブユニット p65 の蓄積は、Eq 処理によって促進された。対照的に、
E2 処理では HUVEC に接着した単球細胞数は増加せず、ERβや NF-κB 活性化タンパク質の発現も
変化しなかった（図 1A-G）。 

 
さらに、E2 および Eq による実際の動脈硬化発症リスクを検討するために in vivo での実験を
行った。ApoE 蛋白欠損マウスを動脈硬化モデルマウスとして使用し、E2 および Eq を皮下投与し
たのち 9および 12 週後に大動脈およびその分枝を摘出した。摘出した大動脈およびその分枝を
en face 解析および aortic root 解析を用いることにより動脈硬化病変の検討を行った。その結
果、control 群に比し E2 では動脈硬化抑制作用が見られたが、Eq の投与ではある程度の抑制効
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果は認められたものの、その効果は E2 に比し減弱していることを見出した（図 2、3）。 
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図2 en face解析結果
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図3 aortic root解析結果
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