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1.目的

動脈硬化性疾患の発症頻度は閉経前の女性では男性よりきわめて少ないが、閉経後増

加し 70歳以上になるとほぼ男性のレベルに達すること l、また両側卵巣摘除術による

人工的関経により動脈硬化性疾患の頻度が増加すること2が知られている。それに対し

エストログン補充療法は閉経後女性の冠動脈疾患を約 1/2に減少させることが報告さ

れている2-4。さらにウサギ、サルなどの動物を用いた高コレステロール負荷による実験

的動脈硬化においてもエストログンは抑制効果を示すことが報告されているふ7。これら

の疫学的・実験的観察からエストログンは動脈硬化抑制作用を有すると考えられている

が、その作用機序は未だ明らかにされていない。

エストロゲンに脂質代謝を改善する作用が存在することが多くの報告から明らかであ

る5，6，8・10。すなわちエストログンは血中LDL-コレステロールを減少させ、逆にHDLーコ

レステロールを増加させることが知られている。一方、血管構成細胞である血管内皮細

胞 (ECs) 1Iおよび血管平滑筋細胞 (VSMCs) 12-14にエストログン受容体が存在するこ

とから、エストログンの血管壁に対する直接作用が存在することが推測される。エスト

ログンの直接作用として、これまでに内皮非依存性血管拡張作用15，16すなわち血管平

滑筋に対する直接の弛緩作用を有すること、および内皮依存性血管拡張作用17-19すなわ

ち内皮由来弛緩因子の産生刺激を介した拡張作用を有することが報告されている。これ

らの血管拡張作用の機序の一部として、カルシウム措抗作用15，16、prostacyclin(PGI2) 

産生促進作用20，21、nitricoxide (NO)産生促進作用22が考えられるが、エストログンの

抗動脈硬化作用を説明するにはまだ不十分であると恩われる。

これらの報告を背景として、エストロゲンの血管に対する直接作用を明らかにする目

的で研究を行った。エストログンの作用としてまず (a)カフ被覆によるラット動脈内

膜肥厚に対する効果をみた。この実験を行った理由は、従来の動物モデルでの報告5-7

が脂質代謝の関与を中心としたものであったのに対し、このモデルでは脂質代謝の関与

は否定的であると考えられ、従ってエストログンの血管に対する直接作用を検討するの



に適していると考えたからである。続いてエストロゲンによる内膜肥厚抑制作用の機序

について検討する目的で、 (b) VSMCsの遊走ならびに増殖に対するエストロゲンの影

響を培養細胞を用いて検討した。 VSMCsの遊走および増殖は内膜肥厚が起こる機序と

して最も基本的なものであり、動脈硬化の発症 ・進展において重要な過程である23と考

えられている。エストロゲンによるVSMCsの遊走に対する作用についてはこれまで報

告がなく、また増殖に対する作用については報告があるものの、用いたエストログンが

高濃度であることなど問題があった。本研究ではさらに培養細胞ならびに卵巣摘除ラッ

トを用いて、 (c)エストロゲンによる endothelin-I (ET-l)の産生調節作用について検

討した。 ET-lは血管収縮因子24であるばかりでなく、 VSMCsの増殖促進作用25-27も有

することが知られ、動脈硬化の発症・進展における関与も示唆されている。また (d)

プロトオンコジーンのひとつである c-fosの血管壁における発現に対するエストロゲン

の作用についても検討を行った。 c-fosは種々の増殖因子による刺激で発現誘導され、

転写因子として細胞増殖の制御に関わっているとされるお，290 エストログンにより血管

壁における ET-Iおよびc-fosの発現が影響されるかどうかについてはこれまで報告がな

u、。
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2方法

2.1.化学物質

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) はGlBCOB札 (G白血rsburg，MD， USA) 

より、 fetalbovine serum (FBS)はICNBiomedicals Japan (大阪)より購入した。bovine

S巴rumalburnin (BSA)、trichloroaceticacid (TCA)、TritonX-lOOは和光純薬 (大阪)よ

り購入した。phenolred-free DMEM、ET-l、ヒト ba即日broblastgrow山factor(bFGF)、

indomethacin、NG-monome向 l-L叫 inine(L-t、.rMMA)、meU1yleneblue、17s-estradiol(E2)、

17α-es汀adiol、progest巴rone、testost巴roneは SigmaChemical Co. (St. Louis， MO， USA)より

購入した。ヒトplatelet-derivedgrowth factor-BB (PDGF-BB)はGenzyme(Cambridge， 

MA， USA)より、プタ transforminggrowth factorや (TGF-sl)はR&DSystems 

(Minneapolis， MN， USA)より購入した。[α-32P)-dCTP，[3H)-出ymidine、

[3H)2-Deoxy-D-glucose (DOG)はNENR巴searchProducts (Bosωn， MA， USA)より購入し

h 

~。

2.2.動物

日本生物材料センター(東京)より購入した Wistar系雌性および雄性ラットを用いた。

ラットは空調(約22"C)、照明 (12時間on，12時間 off)設備の整った部屋で飼育した。

2.3.卵巣檎除およびエストロゲン補充

8週齢の雌ラットを shamoperation群 (Sham)、両側の卵巣を摘除する群 (OVX)、

卵巣摘除にエストログンを補充する群 (OVX+E)の3群に分けた。実験により、同週

齢の雄ラット (M剖e)を加えた。手術はエーテル麻酔下で行い、エストロゲン補充は 1

週間の回復期間の後、 comoilで希釈した estradioldipropionate (帝国臓器、東京)を 20

μダkg週一回筋注した。他の群には cornoilのみを投与した。内膜肥厚の実験を除き、手

術後3週で実験に用いた。
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2.4.縮施培養

本研究では、ウシ頚動脈より物理的剥離により得られた ECs30、ラット大動脈中膜よ

り酵素法により得られた VSMCSl3の他、株化細胞としてラット胎児大動脈中膜由来平

滑筋細胞である AI031、ヒト乳癌由来細胞である MCF-732を用いた。すべての細胞は

10% FBS + DMEMにて実験まで培養した。また E2および他の性ステロイドを用いる実

験では、 dextran-coatedcharcoalにて処理しステロイドを除去した FBS(OCC-FBS)およ

び弱いエストロゲン作用を有する phenolredを含まない Drv伍M (phenol red-free DMEM ) 

を用いた。

2.5.ノーザンブロット解析

RNAは、組織または細胞から guanidiniumthiocyanate法33により抽出した。 RNAはl

%アガロースゲルにて泳動後、ナイロンメンプレンにトランスファーした。そして、

[α_32P]-dCTPでラベルしたラット ET-l (東京大学医学部第3内科、前村氏より提供)、

ヒト c-fos(宝酒造、京都)もしくはヒトβactin(和光純薬、大阪)cDNAプロープと 16

時間ハイプリダイズした。ラベルは、ランダムプライム法 (RandomPrimed DNA 

Labeling Kit; Boehringer Mannheim Biochemica， Mannheim， Germany)により行った。

2.6.ET-lのELISA法による定量

ECsの培養上清中、大動脈組織中および血築中の ET-I濃度は、高感度サンドイツチ

ELISAキット(武田薬品工業、東京)34を用いて測定した。培養上清は直接、また組織

抽出液および血紫は Sep-PakC18 (Water Associates， Milford， MA)にて抽出した後、

ELISAキットでアッセイした。このシステムの感度は 2.0pg/ml (0.5 pg I ml plasma)で、

ETムET-3，big ET-lとの交差反応性はそれぞれ 160%，0.21%，0.16%である。

2.7.カフ被覆による大腿動脈内膜Jff!!淳モデル
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まず8週齢の雄ラ ットを用いて、内膜肥厚度の経時的変化をみた。エーテル麻酔下に

左大腿動脈を露出し、長さ 5mm、丙径 1.14mm、外径 1.57mmのポリエチレンカフ

(PE-160; Becton Dにkinson，Parsippany， NJ， USA)で非閉塞性に被覆した。手術後1週か

ら4週 (各n=7-9)で脱血により屠殺し、大腿動脈をカフと共に摘出した。尚、各週で

動脈にカ フを被覆しない sharn手術を 2-3匹行った。ホルマリン固定後、パラフ イン切

片を作成、横断面で Elasticav加 Gieson染色を行って内膜肥厚度を計測した。内膜肥厚

度は、∞mputerdigitizerを用いて中膜の面積に対する内膜の面積の比 (1/M ratio)とし

て計算した。

次に内膜肥厚度の性差およびエストログンの影響を検討するために、 Sh創n、OVX、

OVX+E、M剖巴の各群 (各n=7)について内膜肥厚度をみた。卵巣摘除あるいは sham

operationのl週後、カフ被覆を行い、その 2週後に大腿動脈を摘出した。同時に、 16時

間絶食後の血清脂質 (総コレステロール、 HDL-コレステロール、トリグリセリド)、

血祭巴stradiol濃度を測定した。また屠殺の前日、覚醒下で収縮期血圧を tail-cu仔法

(UR-lO∞'jUR-50∞， Ueda Inc.，東京)により計測した。

2.8. VSMCsの遊走

VSMCsの遊走は、 96-wellmicrochemot鉱山chamber(N巴uroProbe Inc.， Cabin John， MD， 

USA)と径5μmのmicroporefilter (Neuro Probe Inc.)を用いた Boyden'schamber変法35

により検討した。まず雄ラット由来 VSMCsを、 5.0x 105 cells/mlの濃度で 0.1%

DCC-FBS + phenol red-free DMEMに浮遊させた。この VSMCs浮遊液 (225μ1)を

charnberの上層に入れた。下層には、10%DCC-FBS + phenol red-free DMEMに種々の濃

度の E2(0.1-1∞ nM)または vehicle(e伽 nol)を添加して、35μl入れた。charnberを37

"C，5%C02の条件下で4時間incubat巴した。日Iterを取り外し、上面に付着した VSMCs

を剥ぎ落とした。filterはmethanol固定後、 Di作Quick染色液 (GreenCross Co.，大阪)に

て染色した。filterの下面側に遊走した細胞を鏡検下でカウントし、5視野の平均をとり

(cells/HPF)、遊走能の指標とした。
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2.9. VSMCsの増媛

増殖については、 DNA合成の指標としての[3H]-thymidi間取り込み36と細胞数の算定

により検討した。

[3H]-山ymidine取り込み ;細胞を 5川 04cells/mlの濃度で浮遊させ、 0.5mlを24-well

plateに播いた。細胞がcontluentに達したところで、 phenolred-fr切 DMEMに置き換え、

増殖停止させた。24時間後、検討する試薬を含む phenolred-free DMEM に置き換え、同

時に(3H]-山ymidine1μCi/mlを添加し、さらに24時間培養した。氷冷した

phosphate-buf色redsaline (PBS)にて 2回洗浄後、 5%TCA添加し 4"C、 20分間留置。そ

の後、 5%TCA2回、 PBS1回洗浄、 NaOH60"C. 1時間にて溶解し、液体シンチレー

ションカウンター (LSC-lOOO;アロカ、東京)で取り込まれた[3H]-thymidineの放射活

性を計測した。

細胞数算定;細胞を 5x 104 ceUs/mlの濃度で浮遊させ、1.0mlを12-wellplateに播いた。

細胞がcontlu巴ntに達したところで、 phenolred-free DMEM に置き換え、 24時間増殖停止

させた。 5%DCC-FBS + phenol red-free DMEM にE2(1，10，ゆOnM)または vehicle

(e由加01)を添加したものに置き換え、さらに 24-48時間培養した。0，24，48時間の各

時間で、細胞を 0.25%町psin-0.02%EDTAで浮遊させ、 Coultercounterを用いて細胞数

をカウン トした。

2.1 O. VSMCsの細胞燈害

細胞障害の検討は、 細胞に取り込まれた[3H]2-DOGの細胞外への遊離率として測定し

た360 24-well pl胞 に播き ∞ntluentに達した AIO細胞に、[3町2・DOG (1μCi/ml)を添加

し37"C、18時間incubateした。0.5%BSA + Hanks' balanced salt solutionにて 2回洗浄し

た後、 vehicle(e出anol)、E2(1 nM， 100 nM) もしく は0.2%Triton X-lOOを含む0.5%

BSA + Hanks' balanced salt solutionに置き換え 37"C、 2時間incubateした。培養上清を回

収し、 細胞は0.5N NaOHにて溶解、両者の放射活性を液体シンチレーションカウンター
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で測定した。VSMむからの特異的[3Hl2・DOGの遊離率は、 100x (A-C) I (B-C)と

して計算した (A;E2もしくは TritonX-100処理群の培養上清のカウント、 B; E2もし

くは TritonX-100処理群の培養上清と細胞溶解液のカウントの和、 C;対照群の培養上

清のカウント )。

2.11.ECsによる ET-lm附仙 の発現および培養上清中へのET-l分泌

confluentに達した ECsを、 E2(10nM)もしくは ethano1を添加した phenoトred(ー)

DMEMで24時間培養した。その後TGF-sl2.0 ng!mlもしくは vehicleを添加し、4時間

後に RNAを抽出 して、ノーザンプロ ット解析を行った。4時間後でみたのは、 TGF-sl

による ET-1mRNAの発現誘導は、刺激後2-6時間でピークを示すからである370

次にタンパクレベルでの検討を行った。24-w巴11plateに播いた ECsがcontluentに達し

た時点で、 E2(IOnM)もしくは巴出anolを添加した phenoト陀d(ー)DMEMに置き換え、

24時間培養した。TGF-sl(0，0.5，2.0 ng!ml)を添加しさ らに24時間培養し、上清中の

ET-1 濃度を ELISAで測定した。

2.1 2.血中町ー1濃度の性差およびmetabolicclearance rate (MCR) 

Sh師、 OVX、OVX+E(各n=7)、Ma1e(n=5) の4群のラッ トから、前日腹部大動脈

に留置しておいたカテーテル (PE-50)を通して覚醒下に採血した。血液は、EDTA・

2Naとaprotinin入りの試験管に取り、 血撲を遠心分離した後ET-1の測定まで -80"Cに

保存した。

次に ET-1の血中濃度の差が産生に由来するものであるかどうかを検討するため、

ET-1のmetabolicclearance rate (MCR)をみた。MCRの測定は大内らの方法38に従った。

Sham、OVX、OVX+E(各n=5)、Male(n=4)の4群のラッ トを用いた。エーテル麻酔

下にカテーテル (PE-50)を腹部大動脈と頚静脈に留置し、後頚部に固定した。翌日ラッ

トを一匹毎プラスチックボックス中に入れ、動脈カテーテルをトランスデューサー

(Sta出制P10EZ;Gould， Oxnard， CA， USA)に接続して平均血圧 倒ABP)および心拍数
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(HR) をモニターしながら実験を行った。このボックス中でラットは自由に前進、後

退、回転することができる。まず MABPとHRが安定したところで、動脈カテーテルか

ら2ml採血した。このとき同時に、性の一致した別のラットから採血して 37"Cに保温

しておいた血液を静脈カテーテルより輸血した。続いて、 0.1%BSAを含む PBSに溶解

した ET-1を0.2ng!kg!minの速度でマイクロインジェクションポンプ (CMA100; 

Camegie Medicin AB， Stockho1m， Sweden)を用いて静脈内投与した。 30分後、 ET-1の投

与速度を 0.6ng!kg!minに増加してさらに 30分投与した。それぞれ30分の投与最後に、

2m1の動脈採血とドナー血液の輸血を行った。各ラット 3四分の血液について、上述し

たように血祭を分離し、 ET-1濃度の測定まで保存した。 ET-1のMCRは、 ET-1の投与

速度を血祭 ET-1濃度の上昇で除した数値として計算した。

2.1 3.大動脈組織での ET-J発現

Sham (n=7)、OVX(n=7)、OVX+E(n=6)の3群のラットから胸部大動脈を摘出し、

内膜剥離後、液体窒素中で凍結したo...m織中の ET-lの抽出は Matsumotoらの方法39に

4 

従った。すなわち、 1M酢酸中でポリトロンホモジナイザーにて 60秒間ホモジナイズし

た後、 25，∞旬、30分遠心、上清を S巴p-PakC18で抽出した。上清中の ET-1濃度を測定

し、タンパク量で補正した。タンパクは Bio-Radprotein assay kit (Bio-Rad， Richmond， 

CA，USA)で測定した。

さらに ET-l発現の局在について検討するため、 Sham、OVX、OVX+Eの3群のラット

から得られた胸部大動脈を内膜翠Ij離後、ホルマリン固定パラフィン切片とし、

streptavidin-biotin-peroxidase法制により免疫染色を行った。 ET-lに対する抗体 (MCA

ET-0120μg!m1 ;ヤマサ醤油、千葉)41もしくはコント ロールとして正常マウス IgGを

一次抗体として用いた。発色は 3，3'-diaminobenzine溶液 (VectorLaboratories， Burlingame， 

CA，USA)によった。

2.1 4.組織でのやfosmRNAの発現
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Sham、OVX、OVX+Eの3群のラット(各n=5)から胸部大動脈および子宮を摘出し、

液体窒素中で凍結した後RNAを抽出した。 tot剖 RNA20μgを用いて c-fosのノーザンプ

ロット解析を行った。

さらに ET-Iとc-fos発現との関係について検討する目的で、 Sh抑 に対し MCRの実験

と同様の方法で ET-Iの静脈内持続投与 (0.2ng/kg/min)を行い、経時的に (0，30，60，

120分，各n=3)胸部大動脈を摘出し、 c-fosのノーザンプロット解析を行った。

2.1 5.動脈経織での DNA合成

Sham (n=4)、 OVX(n=5)、OVX+E (n=5)の3群のラットから胸部大動脈および

左大腿動脈を摘出し、長さ 2-3mmの切片を作成した。 DMEMにて 24時間培養後、さ

らに[3H]-thymidine1μCi/ml;を添加した DMEM中で48時間培養した。組織を PBSで3

回洗浄後、 0.5N NaOH， 60'C， 16時間にて溶解した。 [3H]の放射活性を液体シンチレー

ションカウンター (LSC-1O∞)にて測定し、組織タンパク量で補正した。タンパクの定

量は Bio-Radpro胞mぉsaykitにより行った。大動脈については 4切片、大腿動脈につい

ては2切片の平均を各個体の数値とした。

2.1 6.統計

本文および図表中の数値はすべて、 mean:tSEMで表した。データは one-factof

ANOVAにて解析し、有意差検定は Newman-Keuls'testにて行った。 p< 0.05を有意とし

日

~。
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3結果

3.1.カフ被覆による大腿動旅内膜Jjf!]厚モデル
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2孟 0.2 

0.1 

。~

4与

図1 カフ被覆によるラット大腿動脈内臓

肥厚の経時的変化.

8遡齢の雄ラ ットにカ 7被援を行い、1;且 -4

週で内膜肥!享の程度を比較検討した。

2 

間十

3

mw干

4

mean:t SEM， n=( ) 

しp< 0.05 vs 1週

11M ratio;中膜の面積に対する内膜のI師積比
(9) 

週

まず内膜肥厚の経時的変化をみたところ、肋1ratioは図 lに示すように 2週間でピー

クに達し、その後4週間まで徐々に減少する傾向がみられた。またカフ被覆を行わな

い場合には内膜肥厚は全くみられなかった。そこで内膜肥厚の性差およびエストログ

ンの影響については 2週間で検討を行った。

Sham ovx Male 

短期時樹脂躍盛岡昭4

2習!対持母窓奨学空+

図2 カフ被覆によるラット大腿動脈内臓肥厚像(性差および工ス卜口ゲンの影響)

Sham、OVX、OVX+E、Maleの4群のラットにカフ被覆を行い、 2週間後に動脈を摘出、

横断面標本で日出tJ.cav四 Gieson染色を行った。各群の代表的な鏡検像を示す。 (X200) 

- 内弾性板、 4ー， 外弾性板

ー10-



図2に示すように、内膜肥厚は OVXおよび 0.6 

MaleでSh師、 OVX+Eより高度であり、 I川

ratioは、 MaleおよびOVXで Sh白羽、 OVX+E

の約 2倍に上昇していた (Sham;0.17:t0.04， 

司院

ー-

0.4 

。-V岡宮
OVX; 0.4I:tO.07， OVX+E; 0.18:t0.04， Mal巴;

言。:0110.38:tO.08、図 3)。ここで内膜肥厚に影響を

与え得る因子として収縮期血圧、血清脂質を

比較したところ(表1)、 4群聞に差は認め Sham OVX OVX+E Male 

られなかった。 また血祭estradiol濃度は OVX 図3 ラット大腿動脈内臓肥厚における性差

およびMaleでは低値を示した。
Sham、OVX、OVX+E、Maleの4群のラット

に対してカフ被援を行い、 2週間後に内膜肥厚

度を比較した。

mean士SEM，n=7，・;P < 0.05 vs Sham & OVX 

11M ratio;中膜の面積に対する内膜の面積比

表， .ラット内膜肥厚モデルにおける収縮期血圧 (SBP)、

血清脂質および血祭 eslradiol (E2)濃度

SBP T.chol HDL-C TG E2 
(mmHg) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (pg/ml) 

Sham 138:t3 72.3:t2.3 52.0:t3.6 27.6士2.6 36.2:t7.3 

。、VX 135:t3 79.4:t4.2 56.8土3.2 28.0:t3.0 11.3:t1.6a 

OVX+E 139:t3 80.3士3.7 55.3:t4.6 22.7:t1.7 22.3:t4.8 

Male 140士2 68.4:t2.3 56.9士2.9 26.4:t1.5 7.7:t0.8a 

表中の数値は mean:t SEM. a; p < 0.05 vs Sham 

SBP;収縮期血圧， T.chol;総コレステロール，HDL-C; HDL-コレステロール

TG;トリグリセリド， E2; eslradiol 

ー11-



60 3.2. VSMCsの遊走

図4に示すように、 E2は濃度依存性に雄

50 
u.. 
a 

度としては、 1nM以上で有意であり、ラッー
帥

8 

ラット由来 VSMCsの遊走を抑制した。濃

40 トの生理的濃度(表 1から考えると 0.1

nM前後)をやや上回る。

30 

図4.E2のVSMCs遊走抑制作用

Boyden's chamber変法により、 10%DCC-FBSの刺

激による VSMCsの遊走に対する種々の濃度の

17βestradiolの影響を検討した。 VSMCsは雄ラ

ァト大動脈由来のものを用い、 17 [>-estradiolは

IO%DCC-FBSと共に下層に添加した。

mean士SEM，n=3，・ ;P < 0.05 vs conlrol 

10 9 8 7 

17s・estradiol(・ 10gM)

。
3.3. VSMCsの増殖

まず雄ラット由来 VSMCsを用いて、 5%

DCC-FBSと種々の漉度のE2を同時添加し、

DNA合成に対する影響をみた。 VSMCsに

よる DNA合成は E2により濃度依存性に抑

制された(図 5)。有意であった渡度は

0.01 nM以上であり、生理的濃度でも効果

を認めた。

図5.E2のVSMCs増殖抑制作用

ー濃度依存性-

VSMCsは雄ラット大動脈由来のものを

用い、 24時間増殖停止後、 5%DCC-FBS

と同時に種々の漉度の 17[>-estradiolを添

加し、 24時間での [3HJ-出ymidineの取り

込みを検討した。

mean :t SEM， n=8 

・， .. ; p < 0.05， 0.01 vs∞nlrol 

120 

20 

内

u
au守

(
一

o
h
c
o
u
h
0
4
F
)

E
O
Z国
』

o
a』
o
u
c
-
E唱し
FEZ円

80 

60 

100 

7 11 10 9 8 

17s-estradiol (・ logM) 

。

次に E2による抑制作用が細胞の種類により異なるかどうかを検討した。 3種類の

VSMCsすなわち雄ラット大動脈由来細胞、雌ラット大動脈由来細胞、 A10細胞に加え

ー12-
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た?レ較比か三

て、 E2による増殖刺激作用が知られ

ている乳癌由来細胞の MCF-732を用

いて、 DNA合成に対する E2の作用

についても E2は抑制作用を示したが、

987  

17日-estradiol(・ logM)

図6.E2による VSMCsJ曽殖抑制作用

ー細胞特異性-

VSMCsとして、雄ラット大動脈由来細胞

(MSMC)、雌ラット大動脈rl:i来細胞 (FSMC)、

A10の3種類の細胞およびヒト乳癌由来細胞 (MCF

7)を用いて、I7s-estradiolによる DNA合成に対す

る影響をみた。con日uenlに達した細胞を、 24時間士四

殖停止後、 5%DCC-FBSと17βestradiolおよびr3H]

山ymidineを同時添加し、 24時間後に比較した。

mean土SEM，n=6 

・;p < 0.05 vs control 

。。
MCF-7については抑制作用はみられ

DNA合成に対する抑制作用が細胞

目的で AIO細胞を用いて細胞数につ

いての検討を行った。 5% DCC-FBS 

ず、 ωOnMで有意に DNA合成は充

数の変化と関連することを確認する

進していた(図6)。

の刺激により細胞数は増加したが、

E2の添加によりその増加は濃度依存

一-o-control

…-・… E2 1 nM 
--D"-E2 10 nM 
_.-・… E2 100 nM 

16 

14 

~ 12 

も 10
マー

>< 
~ 8 
‘-2 
E 
コ
E 

O 
U 

6 

性に抑制された(図7)。

図7.E2の VSMCs増殖抑制作用

ー細胞数ー

12・wellpla出に播いた AlO細胞が

confluentに逮したところで phenol-rω(ー)

DMEMに置き換え増殖を 24時間停止し

た。そして 5%DCC-FBSと種々の浪j支の

171>-0抽出01(E2) を同時に添加し、

24 -48時間後の細胞数をカウン卜した。

mean土SEM，n=4 

・，・・;p < 0.05， 0.01 vs control 4 

48 24 

時間

。。

つづいて、 E2の特異性について検討するため、 AIO細胞を用いて他の性ステロイドで
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ある progesterone、testosterone、ならびに

17s引回diolの不活性型である 17αー巴stradiolに

ついて DNA合成に対する作用を比較した。

17s-estradiolと異なり、 progesterone、

teslOS偲rone、17α-estradiolには抑制作用はみら

。
れなかった (図8)。

図8.E2の VSMCs増殖抑制作用

ーE2の特異性ー

t 7~estradiol (sE2)、17a.estrad凶 (αE2)、

progesterone (prg)、tesωsterone(tes)の4

種類のステロイドについて、 AtO細胞を用い

て、 5%DCC.FBSの刺激による DNA合成に対

する作用を比較した。

9 8 7 

concentration (・ logM) 

。
さらに、 E2の増殖抑制作用が、ある増殖因

子に特異的なものであるかどうかを検討する目

的で、0.2%BSA存在下でPDGF-BB (IOng/ml)、

bFGF (10 ng/ml)、ET-I (1μM)を増殖刺激

として用いた。図 9に示すように、回 (InM)

はいずれの増殖刺激に対しても約 50%の抑制

mean士SEM，n=6，・;p < 0.05 vs∞ntrol 作用を示した。しかし、 0.2%BSAのみの場合

すなわち増殖刺激がほとんど無い場合には、 E2の効果はみられなかった。

図9.E2の VSMCs増殖抑制作用

各種の増殖刺激に対する 1 7~es回diol の効果を

比較した。con日uentに達したAIO細胞を24時

ー増殖因子特異性ー

1m憎殖停止後、 0.2%BSA、5%DCC.FBS、

PDGF.BB (10 ng/ml)、bFGF(10 ng/ml)、ET.I(1 

μM)のいずれかと同時に、 17s.estrad旧1(1 

nM， E2(+)) または ethanol(E2(ー))を添加し、

[3HJ-山ymidine(TdR)の取り込みをみた。

紳円引
J
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A. B. 

150 150 

面'、‘ 
~ 話'、‘ 

5E 1ω 

c: 50 = 50 
匡

E 

e宅トコqt ヨ司トz 

M 。 。
INDO + L-NMMA + 

MB  + 

図 1O. E2による VSMCs増殖抑制作用 -PGI2 (A)および NO(B)の関与ー

5% DCC-FBSと同時に、 indomethacin10μM (lNDO)、L-NMMA10凶1(L-NMMA)、

meUlylene blue 10μM (MB)または vehicleを添加し、 E2による VSMCsのDNA合成

抑制効果を比較した。 A，Bそれぞれ5%DCC-FBSのみの E2(ー)群に対する比率(%)とし

て示した (m聞 士SEM，各同)。口 ;E2(・) .;  E2(+) (1 nM) 

また E2が PGI2、NOの産生を促進するという報告20-22があり、増殖抑制作用が PGI2

または NOの産生を介した二次的なものである可能性も考えられるため、この二つをプ

ロックした場合の反応性についてみた。まず

:-;;-100 

indom巴thacin (10μM)の同時添加で PGI2の産 壬

生をブロックした場合、 E2 (1 nM)による抑 日
エ

制は影響を受けなかった(図 1O.A)。また も。
しNMMA (10μM)により NOの産生をプロッ 3 

‘' クした場合、およびme出yleneblue (10μM) .~ 
= " 

により NOの作用をブロックした場合にも E2 3 
(InM)による抑制作用は影響を受けなかっ

-ー・・

1nM 100 nM 0_2% 

contr百1 E2 Trito明 X・100

た(図1O.B)。 図11. E2による VSMCs障害性の検討

さらに、 E2による増殖抑制作用が細胞障害

による非特異的なものである可能性を検討す

control (ethanol)、E2(InM，IOOnM)、0.2
% Triton X -100で2時間処理した場合の、細
胞に取り込まれた[3H12-DOGの遊離率を測定
した。 mean:!:SEM， n=6 
• ; p < 0.001 vs control 



るため、 E2の細胞障害性について検討した。E21nMおよび ゆOnMでは対照群と比較

して、取り込まれた [3H]2-DOGの遊離京に有意な差を認めなかった (図11)。

3.4. ECsによる ET-lmRNAの発現および培養上清中への ET-l分泌

ET-I mRNAの発現は E2(10 nM)の前処置にて抑制された (図12、lane1，2)。

TGF-s1でET-ImRNAの発現を刺激すると、抑制はより 明らかであった (図12、lane

3，4)。

図12.ウシ ECsにおける ET-l

mRNAの発現に対する E2の効果

∞nf1uentに達した ECsをE210 nM (E2(+)， 1 2 3 4 
1ane 2， 4)もしくは ethano1(E2(ー)， lane1， 

3)を含む pheno1-red(ー)D1I在EMにて24時

間培養。その後、 TGF-J3!2.0 ng/m1 (TGF-

日1(+)，1ane 3， 4)もしくは vehic1e(TGF-J31 

(ー)，lane1，2)を添加し、さらに4時間培養
-28S 

しRNAを抽出した。

ET-1・・ 守 一

-18S 

β'-actin 

E2 (-) (+l (ーl(+l 

TGF司β1 (一l(ー) (+l (+) 

タンパクレベルでの検討でも同様に、E2(IOnM)の前処置はET-Iの分泌を有意に抑

制した(図 13) 0 TGF-s1で刺激すると ET-lの分泌は増加したが、 E2の有無による

差には変化がみられなかった。
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3.5.血中ET-l濃度の性差およびMCR

図， 4ラット血中 ET-1i農度の性差

Sham、OVX.OVX+巳 Maleの4群の

ラットから、覚醒下で大動脈に留置した

カテーテJレより採血し、血紫ET-l濃度

をELlSAで測定した。

* ; p < 0.05 vs Sham & OVX+E. 
m回 n土SEM

図， 3. ECsによる ET-'分泌に対する

E2の抑制作用

** connuent に達した ECs を、 1 7~es四diol (lC 

nM， E2(+)) もしくは elhanol (E2(ー))を添

加した phenol-red(ー)DMEMで241時間培益

した。その後TGF-sI(0，0.5， 2.0 nglml)を添

加しさらに 24時間培養し、上il'i中の ETーl

濃度を EL1SAで測定した。

2.0 

mean士SEM，各n=4

場;p < 0.05. *. ; P < 0.01 

2 
* 

三1

;J口
Sham OVX OVX+E Male 

表 2. ET-1 infusionによる血中 ET-1濃度の変化と metabolicciearance rate (MCR) 

plasma ET-1 (pg/ml) MCR (ml/min欣g)

infusion rate 01 

ET -1 (ng/min/kg) 。 0.2 0.6 0.2 0.6 

Sham 0.70士0.20 1.73士0.42 3.43土0.71 233土42 288土74

OVX 1.44士0.18a 2.93土1.02 4.09士0.62 337士90 261士45

OVX+E 0.84士0.13 2.48士0.50 4.69士0.51 169土47 167士24

Male 1.43士0.16b 2.98土0.16 5.12士0.78 130:t12 178土37

表中の数値は mean土SEM.a; p < 0.05 vs Sham， b; p < 0.05 vs Sham & OVX+E 
MCRには群聞で有意差は認められない
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ラットの血祭 ET-1濃度は、 OVXおよび Ma1eで印刷およびOVX+Eに比べて1.5-2倍

程度で有意に高値であった(図 14)。また ET-1のMCRには、 4群問で有意な差はみ

られなかった(表2) 0 MABPおよびHRには、群聞に有意な差はなく、また ET-1の

投与による変化もみられなかった。

3.6.大動脈経織でのET-I発現

次に、 Sh師、 OVX、OVX+Eの3群のラットから得られた大動脈組織中の ET-1:を測定

したところ、 OVXの大動脈組織中のET-1量は、 ShamおよびOVX+Eに比べて有意に高

値であった(図 15)。

a値
守

内

，

‘

nu

白

U

回

E
~白戸』
}

F
Y
ト
凶
・
』
司

Sham OVX OVX+E 

図15.大動脈組織中の ET-l量

Sham (n=7)、OVX(n=7)、OVX+E (n=6)の3群のラ

ット大動脈を内膜剥離後ホモジナイズし、 Sep-PakCI8に

て抽出。上清中の ET-I濃度 (ir-ET-I)を測定、タンパク

Lで補正した。

•• ; p < 0.01 vs. Sham & OVX+E 

me叩 土 SEM

免疫染色で ET-1の発現を検討したところ、 ShamおよびOVX+Eの大動脈ではほとん

ど染色されなかったのに対し(図 16、A，C)、OVXでは中膜平滑筋に強〈染色され

る細胞が多く観察された(図 16、B)。尚、 正常マウス IgGを一次抗体に用いると、

染色は全くみられなかった。



A B . ~ 、 c 

D F 

図 16.大動脈組織における ET-1の発現司免疫組織化学的検討ー

Sham (A，O)、OVX(B， E)、OVX+E(C， F)の胸部大動脈組織を、抗 ET-l抗体

(A， B，C)または正常 mouse19G (0， E， F)を一次抗体として免疫染色を行った。

3.7.組織でのひfosmRNAの発現

子宮では OVX+Eでc-fosmRNAの発現が充進していたのに対し (c-fos/s-actindensity: 

OVX; 80%， OVX+E; 2∞% ofSham)、大動脈では OVXでcぬ smRNAの発現が充進して

いた (c-fos/s-actindensity: OVX; 210%， OVX+E; 70% of Sh師、 図 17)。

Aorta Uterus 

'JlI 'Jl -28S 
• 

c-fos __ 
-18S 

日-actin

図17 ラット大動脈および子宮における c-fosmRNAの発現
ー卵巣摘除および工ス卜口ゲンの膨嘗ー

Sham、OVX、OVX+Eの3群のラ ットから大動脈 (Aorta)および子宮
(Uterus)を摘出 し、c-fosmRNAの発現をノ ーザンプロットで検討した。

ー19-



また Shamに対し ET-1の静脈内投与を行うと、大動脈における c-fosmRNAの発現元

進が30分をピークとして一過性にみられた (図 18)。尚、このときの血中 ET-1濃度

は、 15分以降ほほOVXの血中レベルに一致した(表2参照)。

30 60120 。Time (min) 
図18. ET-1の静脈内投与による大動
脈における c-fosmRNAの発現誘導

ShamにET-1を0.2ng/kg/minの速度で静

脈内持続投与し、0-120分後にラ ットを

屠殺し胸部大動脈を摘出、 cゐsmRNAの

発現を検討した。

c.fos -

。.actin
3.8.動脈組織での DNA合成

組織培養による検討では、大動脈における DNA合成は OVXでShamに比べて有意に

上昇していた。また、大腿動脈における DNA合成は OVXでShamおよびOVX+Eに比

図 19 血管墜における DNA合成
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組織タンパク立で補正し、 2-4切片の平均を各

個体の数値とした。mean士SEM
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ぺて有意に上昇していた(図 19)。
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4考察

本研究は、エストロゲンが抗動脈硬化作用を有することを m VIVOで確認すると共に、

その作用機序について検討することを目的とした。そこでまず最初に、カフ被覆による

ラット大腿動脈内膜肥厚モデルを用いて、エストログンの抑制効果をみた。

これまでに、ポリエチレンカフ被覆による内膜肥厚モデルとしては、ウサギの大腿動

脈42、頚動脈43について報告がある。またラットの大腿動脈を lipopolysaccharideに浸し

た綿糸で被覆することによる内膜肥厚の報告がみられる440これらのモデルでは、光顕

および電顕による観察から、 一種の炎症反応による白血球の浸潤に引き続く内皮の障害

および剥離、そして中膜平滑筋細胞の遊走および増殖という過程で内膜肥厚が形成され

るとされている。この過程は、動脈硬化の発症過程として現在広く支持されている

Rossによる "responseωinjuryhypo出esis"23に類似していることから、カフ被覆による

内膜肥厚モデルは動脈硬化のモデルとして適切であると考えられる。材牙究で用いたラッ

ト大腿動脈に対するカフ被覆についての報告はみられないことから、まず雄ラットを用

いて内膜肥厚度の経時的変化について検討した。その結果、内膜肥厚度は2逓目にピー

クを認めたため、雌雄差およびエストログンの効果については2週間でみた。

雌対照群の内膜肥厚度は維の約 1/2であったが、卵巣摘除を行うことにより増加し、

ほほ雄と同レベルになった。また卵巣摘除にエストロゲンを補充することでこの増加は

消失した。表lに示した血中 estradiol濃度から考えると、本研究で用いたエストログン

の投与量は非常に少ないようにみえる。血中濃度が維持されるデポー剤を投与したとは

いえ、 血中estradiol濃度を測定したのが巴stradiolの投与から 1週間経過した時点である

ことから、その聞の血中es回 diol濃度はより高値であったと恩われる。内膜肥厚の雌雄

差がエストロゲンに由来するかどうかについては、雄にエストログン補充を行わないと

明らかではないが、卵巣摘除で内膜肥厚が増加しエス トロゲン補充でその増加が消失す

ることからエストロゲンは内膜肥厚を抑制する作用を有すると考えられる。

内膜肥厚の雌雄差に男性ホルモンが関与している可能性については否定できない。老
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年男性における血中テストステロン濃度が血中コレステロールおよびインスリン濃度と

いった動脈硬化のリスクファクターと相関するという報告45、中年男性の血中男性ホル

モン濃度が冠動脈疾患のリスクであるとする prospecllv巴study46がみられる。また男性

ホルモンの投与47および内因性の男性ホルモン48が実験的動脈硬化を促進するという報

告もみられ、男性ホルモンが動脈硬化に対して促進的に作用しうることを示唆する。一

方、男性における男性ホルモンの低値が心筋梗塞のリスクとなる49，50、コレステロール

負荷したウサギの動脈硬化がテストステロンの投与により影響を受けない51といった報

告もあり、男性ホルモンの動脈硬化に対する影響については現在でも議論がある。今後

内膜肥厚に対する男性ホルモンの影響を明らかにするためには、雄ラットの去勢あるい

は男性ホルモンの投与といった実験を行う必要があると考えられる。

従来エストロゲンの抗動脈硬化作用については、脂質代謝5，6，8・10および血圧38，52，53

など動脈硬化のリスクファクターの改善を介した間接的な作用が示唆されているが、こ

の実験では血圧、血清脂質に 4群間で差はみられない。このことから、エストログンが

直接血管壁に作用した結果、内膜肥厚を抑制した可能性があると考えられる。そこで次

に、エスト ロゲンの作用機序のうち、特に血管壁細胞に対する作用について検討を行っ

た。

VSMCsの遊走および増殖は上述したように内膜肥厚の本質であり、動脈硬化の発症

において重要なステップであると考えられる。そこでまずラット培養VSMCsを用いて、

E2の遊走、増殖に対する影響を検討した。遊走の刺激として 10%FBSを用いたが、予

備実験の結果から 5%FBSでは遊走する細胞が少なく E2の影響が明らかとなりにくい

と考えたからである。 また増殖の刺激としては 5%FBSを用いたが、その理由は予備実

験では 10%FBSでは増殖刺激カf強すぎるためかE2の効果が不十分であったからである。

E2はVSMCsの遊走、増殖共に抑制した。また、増殖については、 progesterone、

testosteroneについてもみたが、これらの性ステロイドには増殖に対する影響は認められ

なかった。 E2による VSMCsの遊走抑制作用についてはこれまで報告がない。 E2によ

るVSMCsの増殖抑制作用についてはウサギ大動脈由来細胞54、ブタ冠動脈組織55を用



いた報告がみられ本研究の結果と一致するが、 E2がラット肺動脈由来細胞56の増殖を

促進したとする報告もあり、一定の結論は得られていない。また従来の報告では E2の

濃度がかなり高いことと、細胞毒a段の可能性が否定できないことが問題であった。本研

究では、従来の報告より低濃度でしかも内膜肥厚の実験でみた血祭 E2濃度と同レベル

の濃度で抑制作用を示し、また細胞障害実験でも毒性による非特異的な結果ではないこ

とが示唆された。このことから、エストログン補充療法による動脈硬化抑制作用に、

VSMCsの遊走および増殖の抑制が関与している可能性があると考えられる。

さらに、 E2による VSMCsの増殖抑制作用の機序について検討する目的で実験を行っ

た。まず、 E2による増殖抑制作用が特定の増殖因子に特異的なものである可能性を考

え、血清刺激の他に PDGF-BB、bFGF、ET-lについても検討したが、 E2はいずれの刺

激に対しでも抑制を示した。また、エストロゲンがVSMCsの増殖抑制因子である PGI2、

NOの産生を刺激するという報告もみられるため20-22、これらをプロ ックした場合にE2

の増殖抑制作用が影響を受けるかどうかをみたところ、影響はみられなかった。本研究

で検討していない何らかの増殖抑制因子を介している可能性は否定できないものの、増

殖刺激が弱い場合 (0.2%BSA、0.1% DCC-FBSの刺激)にはE2による抑制はみられな

かったことから、 E2は各種増殖刺激に共通した情報伝達経路を抑えることで作用を発

揮する可能性が考えられる。一方、 E2の細胞内情報伝達経路については、現在のとこ

ろ一種類しか知られていない。すなわちエストロゲンは主に綱胞質でエストログン受容

体と結合し、核内に移行したエストロゲン受容体がエストロゲン応答遺伝子の特定の塩

基配列 (esU"ogenresponsive element; ERE)に結合することでその遺伝子の転写を調節す

ると考えられている57-59。しかしながら、エストロゲンによる直接の血管拡張作用15.

16は数分で認められる現象であり、遺伝子の転写を介しているとは考えられない。した

がって血管においては、膜レセプターの存在を含め細胞膜レベルでの情報伝達経路が想

定されるが明らかではない。

エストロゲンによる血管壁細胞に対する作用としてさらに、血管作働物質・増殖因子

の産生調節に興味がもたれる。これまでに、エストロゲンがECsおよびVSMCsにおけ



るPGI2の産生を刺激することが報告されている20，21。また、卵巣摘除を行ったヤギに

E2を投与した場合の子宮の血流増加が、 NO合成酵素の阻害斉IJであるしmtroargmme

methyl eSIerにより抑制される22ことから、エストロゲンに NOの産生を刺激する作用が

あることが示唆される。本研究では ET-Iの産生に対するエストロゲンの影響を検討し

た。 ET-Iは強力な血管収縮ペプチドであるばかりでなく 24、VSMCsの増殖作用を有す

ること25-27が知られている。また動脈硬化性疾患60を含む循環器疾患で血中 ET濃度の

上昇が報告されている61，62。さらに動脈硬化病変で ET-Iの発現が充進していたこと60，

63、ET措抗剤の投与でバルーン擦過による内膜肥厚が抑制されること64から、 ET-Iが

動脈硬化の発症・進展に関与していることが考えられる。しかしこれまでに、エストロ

ゲンがECsおよびVSMCsでの ET-Iの産生を調節していることを示した報告は無い。

まず、ウシ頚動脈由来 ECsにおける ET-ImRNAの発現と培養上清中への ET-Iタンパ

クの分泌をみたところ、いずれも E210nMの前処置により抑制された。エストログン

がECsにおいて遺伝子レベルで ET-Iの産生を調節していることを示したのは本研究が

初めてである。

これまでに、血中 ET-I濃度は男性で女性より高値を示すこと65，“、また性ホルモン

の投与により影響を受けること66が報告されている。本研究でも卵巣摘除ラットを用い

て血中 ET-I濃度における性差およびE2の影響をみたところ、雄ラットと卵巣摘除ラッ

トで、雌対照ラットに比べて血中 ET-I濃度の上昇を認めた。卵巣摘除に E2を補充する

ことで血中 ET-I濃度の上昇は消失したことから、少なくとも雌ラットにおいては E2が

血中 ET-l渡度を低下させる作用を有すると考えられる。雄ラットで血中 ET-I濃度が高

いことについては、血祭 E2濃度が低いことによると推測されるが、女性に testosterone

を投与することにより血中 ET-I濃度が多少上昇するという報告もあり 66、testosterone

の影響も否定できない。血中 ET・l濃度の変化のみでは、それが産生に由来するものか

あるいは分解に由来するものかは明らかではない。そこで本研究では、 ET-lの

Metabolic clear飢印rateについても検討を行ったところ、雄および雌の3群のラットの聞

で有意な差は無く、血中 ET-l濃度の差は ET-Iの産生の差によると考えられた。



ET-lはVSMCsでも産生されることが知られ67、また ET-lを過剰発現させた VSMCs

は増殖能が増すという報告もあり 27、VSMCsで産生された ET-lがautocnne的に

VSMCsに作用しうることが考えられる。本研究でラッ トVSMCsでの ET-lの発現をみ

たところ、卵巣摘除で元進し、 E2補充により対照のレベルに戻った。この結果から、

エストログンには VSMCsでの ET-lの産生も抑制する作用があると考えられる。

上述したようにエストロゲンはエストロゲン受容体を介して作用し、エストロゲン受

容体はエストログン応答遺伝子の EREに結合し転写を調節するとされる57-590 しかし、

ET-l 遺伝子の S'上流領域には EREは認められない680 よってエストログンがET-l遺

伝子のその他の領域に作用して ET-lの転写を調節している、もしくは他のエストロゲ

ン応答遺伝子を介して ET-lの発現を調節している可能性が考えられる。

本研究ではさらに、 c-fosmRNAの発現に対するエストログンの効果を検討した。従来

の報告69と同様に、子宮における c-fosm附ぜAの発現は、エストログン補充により充進

していた。一方、大動脈における c-fosmRNAの発現は、卵巣摘除で充進し、エストロ

ゲン補充で対照レベルに戻った。 c-fos遺伝子の S'上流領域に EREが存在し、エストロ

ゲンが子宮癌細胞でのひfos遺伝子の転写活性を高めるという報告があることから70、

エストロゲンは直接子宮でのひfosmRNAの発現を充進させる作用を有すると考えられ

る。それに対して、大動脈における c-fosmRNAの発現がエストロゲンにより抑制され

た理由については明らかではないが、他の因子が介在している可能性がある。大動脈に

おける c-fosmRNAの発現調節に関与レうる物質として、 ET-lが考えられる。 ET-lは、

培養 VSMCsにおける c-fosmRNAの発現を刺激することが報告されているお。また本研

究においても、 ET-l の静脈内持続投与で、大動脈におけるかfosm町、~A の発現が、 一過

性ではあるが誘導された。静脈内投与に用いた ET-lの濃度は低く、血中濃度が卵巣摘

除ラットのレベルに上昇する程度であり、血圧にも影響を与えなかった。したがって卵

巣摘除ラットにおいて血中 ET-l濃度が上昇することが大動脈での c-fosmRNAの発現を

増加させうると考えられる。ただし、 ETーlの静脈内持続投与による c-fosmRNAの発現

は一過性であり、卵巣摘除後3週で認められた c-fosmRNAの発現を説明するには不十



分である。本研究では卵巣摘除ラットにおいて血中ET-l濃度ばかりでなく VSMCsにお

ける ET-lの発現も増加していることを示した。この結果から、血中 ETーl濃度に加えて

VSMCsにおける ET-lの発現がひfosmRNAの発現に関与している可能性が示唆される。

ラットの胸部大動脈および大腿動脈を用いた組織培養実験により、 DNA合成は卵巣摘

除で増加し、エストロゲン補充でその増加は消失することを示した。カフ被覆による内

膜肥厚モデルおよび培養 VSMCsを用いた実験でも示したように、エストロゲンの投与

により VSMCsの増殖は抑制される。しかしながら、組織培養実験では培養液へのエス

トログンの添加は行っていないことから、卵巣摘除ラットの動脈経l織における DNA合

成の増加はエストロゲンの増殖に対する直接作用によるものではないと考えられる。上

述したように卵巣摘除ラットの VSMCsでは ET-lおよびc-fosmR!呼Aの発現が充進して

おり、 ET-lの発現ならびにひfos遺伝子の発現は細胞増殖と関連している27-29ことが報

告されていることから、 ET-lおよびc-fosmRNAの発現がDNA合成に影響した可能性

があると思われる。本研究では ET-lおよびc-fosmRNAの発現と DNA合成との因果関

係は明らかではなしこの点を解明するには今後 ET受容体措抗薬ならびに c-fosのアン

チセンスオ リゴヌクレオチドを用いた検討が必要である。いずれにせよ卵巣摘除ラット

のVSMCsでは ET-l、c-fosmRNAの発現および増殖能が充進しており、エストロゲン

補充によりその増加は消失した。 VSMCsは様々な条件により収縮型もしくは合成型の

形質を示すことが知られているカ{']I、卵巣摘除ラットの VSMCsは合成型に近い形質を

図20 工ストロゲンの作用機序 Estrogen 

における ET-1の役割

作用について直接検討したものは笑

線で、直接検討はしていないが可能

性が考えられる作用については点線

で示した。

ECs;血管内皮細胞、

VSMCs;血管平滑筋細胞、

ET -1 ; endothelin-l 

VSMCs 



示し、エストロゲン補充により収縮型の形質に戻ったと考えられる。このことからエス

トロゲンは VSMCsの形質変換に影響を与える可能性が示唆され、今後検討すべき問題

であると思われる。

以上、エストロゲンは (a)血清脂質、血圧に影響することなくラット動脈内膜肥厚

を抑制した。その作用機序として、エストログンによる (b)VSMCsの遊走および増殖

抑制作用(増殖抑制は増殖刺激に非特異的であり、 PGI2および NOの関与は否定的で

あった。)、 (c) ECsおよびVSMCsにおける ET-lの産生抑制作用 (図 20)、 (d) 

c-fosの血管墜における発現抑制作用が関与していることが示唆された。
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