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はじめに

従来、女性の脳梗塞や虚血性心疾患のJ寵患率は男性に比べて低いと考えられてきた。しかし、最近、

女性の平均寿命が延び、急速に高齢化が進み、更年期以降、心血管系疾患の催患率は急激に増加し男

性をも凌ぐことが明らかにされてきた。すなわち、更年期以降の女性に、脳梗塞およぴ虚血性心心、疾

が多発;集集積し、徐々に脳血管性痴呆や左室機能不全などの重大な合併症が引き起こされている。

更年期以降の女性に、心血管系疾患が急激に増加する要因の一つに閉経後の高血圧の発症が考えら

れる。しかしながら、現在までのところ、更年期高血圧症の病態および合併症発症の機序についてほ

とんど;[食言すがされていない。

本研究においては、更年期高血圧の臨床的特徴とされる、「高食塩食を摂取した際の血圧上昇」す

なわち、食塩感受生に焦点、をあて、食塩感受性を示す更年期高血圧の疾患モデルを新しく作成するこ

とから着手した。さらに、高血圧の成因となる、細胞内Ca動態を中心として更年期高血圧発症機構の

解明を試みた。

研究の背景と目的

更年期以降、女性の高血圧、高脂血症の擢恵、率は急激に増加し、心血管系の合併症を引き起こすこ

とが知られている 1)。心血管系の合併症は女性の死因の多くを占め、閉経に伴う女性ホルモン、特に

エストロゲンの欠乏によるものと考えられる。ホルモン補充療法によりこれらの発症が減少すること

から、エストロゲンの動脈硬化の抑制作用が示唆されてきたト4)。このことは動物実験においても多

く報告されている九エストロゲンの動脈硬化抑制作用の機序については、血祭リポ蛋白濃度の変化、

内皮機能・血管抵抗への直接作用、カルシウム措抗薬様の作用、インスリン抵抗性・糖代謝への影響、

食塩感受性の変化、などが報告されているが未だ不明な点が多い山川。エストロゲンの投与は肝臓に

よるリポ蛋白への作用が動脈硬化の減少に関与すると考えられてきたが、この作用はエストロゲンの

心血管系リスク軽減作用の25-50%に過ぎないという報告もある。

エストロゲンの血圧への作用については、不明な点が多く、更年期以降の血圧、ホルモン補充療法

による降圧について、相反する報告がなされているト9)。動物実験において、 Dahl食塩感受性ラット

(DS)は食塩付加により高血圧を発症するが、高血圧発症に性差のあることが示されているお)。すなわ

ち、雌の卵巣を摘出することにより、雄と同様の高血圧を発症する21)0 DSラットとダール食塩抵抗性

ラット (DR)の間には高血圧発症前の段階で、圧利尿曲線に差が存在し、雌DSラットは卵巣摘出によ
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り圧利尿反応、が増悪し、食塩負荷で高血圧を発症するが、 DRラットでは変化しないことが報告され

た221。

血小板凝集能の允進は動脈硬化の発症及びその進展に重要な役割を果たし山、心血管系合併症の発

症病理に関わると考えられている。この変化は、食塩感受性の高血圧患者においてより充進している

という報告がある問。血小板機能にはさらに性差も報告されているヘ血小板機能が性ホルモンで修

飾され同国、月経周期で変動すること川、すなわち、エストロゲン高値の時期に血小板の凝集能は低

下し問、エストロゲンの補充でこの現象が消失することからエストロゲンがその主要因であるとされ

ている15)19)。

また、閉経後に合併する骨粗霊長症は、これによる骨折によって、閉経後の女性のQualityof Lifeを低

下させ、ひいては死亡率増加にも関与している。骨密度の減少は、高血圧と同等の脳梗塞の危険因子

となるという報告がある制。しかも脳梗塞の発症は骨密度が直接関与するのではなく、いくつかの他

の機序が骨粗怒症と脳血管障害の両者に関わっていると考えられているお)。また、脳卒中易発症高血

圧自然発症ラットstroke-pronespontaneously hype巾 nSlve問tはコントロールラットに比して、骨塩量が

低く骨折し易いという報告がある問。一方、エストロゲン補充療法は、骨粗霊長症による骨折を予防す

るが、脳梗塞の発症予防に関しては、一定していない。食塩負荷はカルシウム利尿により骨塩量減少

をきたし、同時に高血圧発症、動脈硬化の増悪をも来しうる。以上の報告から、骨粗霊長症と、脳梗塞

を始めとする心血管系合併症が、ある共通した機序により影響を受けていると考えられ、それは食塩

負荷とエストロゲン補充により修飾を受ける可能性が示唆される。

今回、食塩感受性を示す更年期高血圧の疾患モデルを新たに作成し検討を始めた。成熟LたDSラッ

トに卵巣摘出を施すことにより、実験更年期モデルを作成し、このラットにエストロゲン補充を施し

たグループを作成し、女性ホルモン補充療法のモデルとした。このDSラットを用いて、卵巣摘出・食

塩負荷により引き起こされる、血圧、血小板凝集能、脂質代謝、骨代謝の変化を検討し、さらにこの

現象のエストロゲンの補充療法による改善を検討した。これに関わる機序としてのNitricOxide合成系

の関与についても検討を加えた。

近年、高血圧の発症においてNa代謝とca1t謝が密接に関係していることが指摘されている。食塩感

受性を規定する細胞内の要因として細胞内Ca濃度が考えられる。そこで、本研究においては更年期高

血圧における食塩感受性に対する女性ホルモンのはたす役割を細胞内Ca動態の面から検討した。血管

平滑筋の収縮には細胞内Cai，農度の調節が最も重要な因子として寄与している。細胞内ca動態の検討は

血小板を用いて行った。血小板は細胞内Caを重要な2ndMessengerとして収縮し凝集する。血小板機能

はinvivoにおける性ホルモンや食塩負荷の影響を反映し、動脈硬化の進展に対し重要な役割を演じて

いる。今回、卵巣摘出したDSラットにおいて細胞内Cai，農度と凝集能との関係についても検討を行っ

た。また、更年期高血圧発症に伴う細胞内Ca動態は未だ検討されていない。そこで、更年期高血圧に

おいて細胞内Ca2+~農度の増加を介して血圧上昇が引き起こされるかどうかを検討することを試みた。

以上をまとめると本研究においては、
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(1 ) 雌世主DSラットに卵巣摘出、食塩負荷を行い、食塩感受性を示す更年期高血圧のモデルを作成する。

(2) 雌性DSラットの血小板を用いて、食塩感受性高血圧の発症における細胞内Ca動態の関与について

調べる。

以上を包的とした。

材料および方法

生後より低食塩食(L:O. 3%NaCl、オリエンタル酵母)で飼育した、雌性DSラット(エーザイ筑波実

験動物センター)を実験に用いた。 12週令においてエーテル麻酔下で腹部正中切開により両側卵巣を

摘出した群(OVX)、あるいは卵巣摘出せずにSham-opeのみ施行した群(Sham)に分け、さらに卵巣摘

出群を2群に分け、その l群に、 17s回エストラジオールの徐放性ベレット (0.5mg/pellet 60-day-release， 

Innovative R口earchof America， Ohio， USA)を腹部皮下に埋め込み、エストロゲン補充群(OVX+E)とし

た。他群はコントロールとして同型の錠剤jを埋め込んだ。生理的なエストロゲン濃度を保つためには

ラットにおいて1O-40mg/kgの補充が必要とされ、本実験の投与量はその範囲に見合ったものである。

8%の高食塩食で飼育したものについても、河様の群に分け全群を術後8週間飼育した。これらを以

後L'LX'LXE'H'HX'HXEと表す(図 l、各群N=4 -6)。血中の17sエストラジオール濃度は

radio-immunoassay法によって測定した。

図1 実験モデル
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(1) 血圧測定

12週齢、およぴ、20週齢でtail-cuff法により、心拍数と収縮期血圧を測定した。 20週齢において、体

重を測定した後に屠殺し、心臓・子宮の臓器重量を測定した。この際、血中エストロゲン濃度、及
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ぴ子宮重量の変化により卵巣摘出・エストロゲン補充の有効性を評価した。

(2) 血小板凝集能測定

ラットをエーテルで麻酔し、頚動脈より3.8%クエン酸ナトリウム1mlで、満たしたプラスチックシ

リンジで'9mlの血液をゆっくり混和させながら採血し、これを血小板凝集能測定用とし、さらに3ml

の検体を採取し、生化学の測定用とした。最初の血液を室温で遠心して得られた血小板濃厚血築を、

HEPES緩衝生食水(NaCl145，KCl 5， MgS041， Na，HPO，O. 5， HEPES 10， and glucose 5 mmoI/L， pH7. 4) 

で平衡化したSepharoseCL-2Bカラム(Pharmacia，Uppsala， Sweden)にてゲル波過し、血小板を分離洗

浄した。

測定には血小板凝集能測定器(メパニクス社製)を用い、 100%凝集のコントロールとしてCalcium

fr田 bufferを用いた。血小板数を20万/mm3に調整した200μlの血小板浮遊液を、ガラス製のセルの中

にいれ、塚化カルシウムを添加し終濃度1.5mmoI/Lとした。小スターラーで1000回転/分で撹祥し

ながら37度で3分間保温した後、終濃度3mg/lのコラーゲンを添加して凝集曲線を記録し、 5分後

の最大凝集(%)を求めた。 90分以内にすべての測定を終了した。

NOS系の評価のため、 NO合成酵素胆害薬であるNitro-ArginineMethyl Ester(L-NAME)をコラーゲ

ン刺激の l分前に検体に添加し、凝集を比較した。 L-NAME添加前後での凝集の変化率をNOS系の

活性の指標とした。

(3) 骨塩量測定

20週齢において屠殺されたラットから両側大腿骨を摘出し、エタノール保存した後、遠{立端での

骨密度(bonemineral density ; BMD)を、アロカ社製DCS四600により測定した。左右の大腿骨のBMD

の平均を算出した。

(4) 細胞内Ca動態

期E寺嶋より低食塩食(L:0.3%NaCl、オリエンタル酵母)で飼育した雌f全Dahl食塩感受性(DS)ラッ

トを実験に用いた。 12週齢のラットをエーテル麻酔下で腹部正中切開により両側卵巣を摘出した群

(OVX)と、卵巣摘出せずにSham-opeのみ施行した群(Sham)に分けた。さらに、血圧および血小板

細胞内Ca動態に及ぼす卵巣摘出および高食塩食(H:8%NaCJ)の影響を観察するため、 12週齢まで実

験]と同様に飼育したDSラットを以下の4群に分け術後4週間飼育した。

第]群:DS-Sham/Lラット、 第3群:DS-OVX/Lラット、

第2群:DS-Sham/Hラット、 第4群:DS-OVX/Hラット。

高血圧発症における卵巣摘出および食塩負荷の影響をCa代謝の面から検討するため、上記の第 l

~ 4.群のDSラットをpentobarbitalで麻酔し、頚動脈より3.8%クエン酸Na1mLで満たしたプラスチッ

クシリンジ、でユ9mLの血液をゆっくり混和させながら採血した。採取した血液を室温で遠心(180g，10 

分)して得られた血小板濃厚血焚をHEPES緩衝生食水(NaCI145， KCl 5， MgS04 1， Na，HPO. 0.5， 

HEPES 10， and glucose 5 mmoI/L， pH7. 4)で平衡化したSepharoseCL-2Bカラムにてゲル渡過し、血小

板を分離した。得られた血小板に蛍光色素(fura-2/AM)を終濃度3micromoI/Lになるように負荷し、
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3C分間22
0

Cの恒混槽にてインキュベーションした。血小板を再度ゲルi慮過し、細胞外の余分なfura-

2/AMを取り除き血小板細胞数を 1X108/mLに調製した。蛍光測定直前に終濃度1mmol/Lになるよ

うにCaC12を添加し 3分間3rcにてインキュベーションした。蛍光測定には、蛍光分光光度計を用
いた。測定は、1.5mLの血小板浮遊液を石英蛍光セルの中にいれ、小さなスターラーで撹祥しなが

ら行い、測定中の温度は恒温槽により37
0

Cに保たれた。蛍光色素を負荷された血小板は、 340nmお

よび'380nmの2波長の紫外線により励起され510nm，皮長の発光を測定した。まず非刺激状態におけ

る蛍光を測定し、 10秒後に4mmol/LEGT Aを加え細胞外のCa2+をキレートすることにより細胞外に

leakした蛍光色素を補正した。さらに10秒後、 Thrombin(0. 3u/mL) ，あるいはIonomycin(5nmol/L) 

を加え蛍光の変化を観察した。測定終了時に、血小板細胞膜を50micromoνLのDigitoninにて破壊し

蛍光色素のCa2+による最高飽和時の発光量を測定した。その後、過剰量のEGTAによりCa2+をキ

レートし、最小飽和時の発光量を測定した。 340/380nmの励起波長比は検体の自己蛍光を差しヲlい

た後に求めた。細胞内Ca2+濃度は、 Grynkiewiczらの方法を用いて計算した。これらの実験は、蛍光

色素が細胞外にもれる影響を考慮、し室温において2度目のゲル液過後30分以内に行った。

-80度に冷凍保存したDSラットの心臓を破砕した上でホモジェナイザーにて溶解し、 RNA抽出

用試薬を用いてmRNAを抽出した。 NothemBlotting法にて、筋小胞体カルシウムポンプ遺伝子のう

ち、心筋において特に発現量の多いtypeII bの発現を比較した。 G3PDHをコントロールとして用い

た。

統計

本文中および、図表の数値は、すべて平均士平均誤差で示した。有意差検定は分散分析後、有意差が

認められたものに対してScheffe's F t闘を施行した。以上の解析処理にて危険率 5%未満の場合を統計

学的に有意差ありとした。

結果

(1) 血圧

12週齢においては各群問で体重および血圧に差は認めなかった(表1)。図2に示すように、 20週

齢において、収縮期血圧は、高食塩群(H、HX、HXE)は低食塩群(L、LX、LXE)よりも高値で、あっ

た(高食塩群164土13mmHg、低食塩群142士12mmHg、p<u.C∞1)。低食塩群では、卵巣摘出群の血
圧は、 Sham手術群より有意に高値であり、エストロゲン補充群ではSham手術群と同程度の値を示

した。高食塩群でも周様に、卵巣摘出群の血圧は、 Sham手術群より有意に高値であり、エストロ

ゲン補充群ではSham手術群と同程度の値を示した。

図3aに示すように、血圧は血中17sーエストラジオール濃度と、有意な負の相関を示した(r=

mu 



0.563、P<O.Ol)。ラットでは性周期により血中エストラヂオール濃度は7-ωpg/ml程度に変動す

るとされるが、表1の血中濃度から、今回の実験では、生理的変動内にコントロールされているこ

とがわかる。性周期による女性ホルモンの差異を除外するため、子宮重量の体重との比を同時に検

討した。子宮重量・体重比と血中17s-エストラジオール濃度とは有意な正の相関を示した (r=0.563、

P=O.Ol)。図 3bに示すように、子宮重量 体重比とも、血圧は有意な負の相関を示した(r=-0.411、

Pく0.05)。

なお、食塩負荷により血圧上昇とともにラットは著明な心肥大を示し、心臓重量と体重との比は

収縮期血圧と有意な正の相関を示した。

Table 1 • Effect 01 Ovariectomy and Estrogen Supplementation on Body and Uterus 
Weight， Blood Pressure， Heart Rate and 17s-estradiol in Dahl Salt-Sensitive 
Rats. 

0.3% NaCl 8% NaCI 

(n = 52 Sham OVX OVX+EST Sham OVX OVX+EST 

BW(g) 12w 
224十2 228土l 221:t2 226+2 223土5 221+2 

20w 253:t5 267土B 238:t3 259+4 261土9 228:t15 

SBP 12w 135土3 137:t3 131 :t3 137+1 139+3 135:t2 

(mmHg) 20w 138+3 151+3本 131 :t5t 160士3 173:t4* 158 :t 2~ 

HR (lmin) 373:t 7 390土13 374+ 18 372+7 388:t 11 345:t 7 
UTIBW 0.17土0.03 0.11土0.02* 0.24+0.02 0.17 :t0.03 0.10土0.01* 0.25土0.02

17s-estradiol 24.6:t4.2 14.5:t2.1 41.0:t5.4t 19.5土2.1 12.7 +0.3 27.0:t5.0 
血豆魁i
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血小板凝集能(2) 

血小板凝集能は、高食塩群(H、HX、HXE)は低食塩群(L、LX、LXE)よりも高値であった(高食

塩群55:t6 %、低食塩群28:t6 %、 p<O.01)。

図4aに示すように、低食塩群において、卵巣摘出群の血小板凝集能はSham手術群より有意に高

値であったが(p<O.01)、高食塩群では卵巣摘出では有意な変化を認めなかった。また、高食塩群

において、エストロゲン補充群の血小板凝集能は卵巣摘出群よりも有意に減弱していたが(p<0.05)、

低食塩群ではエストロゲン補充で有意な差異を認めず、血小板凝集能に対して、卵巣機能とエスト

ロゲン動態と負荷食塩摂取量による交互作用を示した。

血小板凝集能は血中17s-エストラジオール濃度と、有意な負の相関を示し(r=-0. 543、P<0.05)、
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子宮重量・体重比とも、有意な負の相関を示した(r=-0. 609、P<0.05)。図5に示すように、全

体において血小板凝集能は、血圧と有意な正の相関を示した(r=0.481、P<O.01)。

ー酸化窒素は血小板の凝集抑制作用を有し、正常血小板においてはー酸化窒素合成酵素阻害薬で

コラーゲン刺激にて凝集の光進が起こる。図4bに示すようにSham手術群

n
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あるL-NAMEの添加後、



ではこの凝集能充進が観察されたが、卵巣摘出群では、添加後の凝集充進は有意に減弱した。エス

トロゲン補充群ではSham手術群と同程度に凝集の充進が認められた。高食塩群においても同様の実

験を行ったが、卵巣摘出・エストロゲン補充による上記のような有意な変化は認めなかった。

(3) 脂質代謝

脂質代裁の指標として、総コレステロール(TC)・中性脂肪(トリグリセリドTG)の他に 'HDL.

LDL. VLDL・カイロミクロンなどのリポ蛋白を測定した。この中で、食塩負荷および卵巣摘出と

エストロゲン補充の両者において、有意な差異を認めたのは、総コレステロ}ル(TC)・とHDLのみ

であり、 LDLは食塩負荷に関してのみ、またカイロミクロンはエストロゲン補充に関してのみ有意

な差を認めた。

卵巣摘出および食塩負荷は総コレステロールを増加させる傾向にあったが、エストロゲン補充に

より、総コレステロールは増加した。総コレステロ}ルとHDLコレステロールとの差を、 HDLコ

レステロールで徐したものを、動脈硬化指数Atherogeniclndex (A. r.)とすると、 LXとLXE聞におい

ては有意な差を示した。図6b'cに示すように、全体でA.Iと血中17s-エストラジオール濃度(r=

-0.528、P<O.Ol)および、子宮重量・体重比(r=-0.454、P<0.05)とは、有意な負の相関を示し

た。
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骨塩量(4) 

骨塩量は、高食塩群(H、HX、HXE)は低食塩群(L、LX、LXE)よりも低値であった(高食塩群

141.2土16.6g/cm'、低食塩群146.2土10.4g/cm2、Pく0.01)。図7に示すように、すなわち、卵巣

摘出と同様に、高食塩単独でも骨塩量を減少させた。低食塩・高食塩群ともに、卵巣摘出群のBMD

はsharn手術群より有意に低値となり、骨粗緩症が悪化していた。さらに低食塩・高食塩群ともに、
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エストロゲン補充群においては、 BMDはsham手術よりも高値となり、特に高食塩では低食塩より

も高値となり、食塩負荷による悪化を越えた著明な改善を示した。

全体においてBMDは17s-血中エストラジオール濃度と有意な正の相関を示し(r=0.669、p<O.Ol)、

子宮重量・体重比とも有意な正の相関を示した(r=0.788、p<O.OO1)。また、図 7b~こ示すように、

血圧とB~⑪との間にも有意な負の相関が認められた (r= -0.480、p<O.Ol)。

細胞内Ca動態(5) 

図8に示すように、 16週齢のDSラットにおける非刺激時における血小板の細胞内Cai，農度([Ca2つ
i)の基礎値は低食塩群で飼育した場合、卵巣摘出による変化を認めなかった(54土3nmoI/Lto 56:1:2 

nmol/L， N. S.)。また食塩負荷の影響は、 Sham群(54:1:3nmoI/Lto 54土4nmoI/L，N. S.)、卵巣摘出群(56

:1:2nmoνL to 51士2nmoI/L，N. S.)いずれにおいても有意な変化を示さず血圧との関連を認めなかっ

た。

DSラット血小板細胞内Ca2+([Ca2+]ilに友ぼす卵巣摘出および食塩の影響

a)非刺激時における基礎値.b)細胞外Ca2+非存在下におけるthrombin刺激による細胞内Ca2i

貯蔵部位からのCa2+動員能.c)細胞外Ca'ヲド存在下におけるionomycin最大刺激による細胞内
Ca2+貯蔵量.d)細胞内Ca2+貯蔵部位からのthrombinによるCa2+動員(b)細胞内Ca2+貯蔵量(c)
比.Sham: sham ope回tion，OVX卵巣摘出， L:0.3%NaCl食， H: 8.0%NuCl食.数値はmcan土
SEで表す。集Pく.05
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般に、 Thrombin刺激による [Ca2+]iの上昇は、形質膜を介した細胞外からの流入と細胞内Ca2+

貯蔵部位からのCa2+動員の2つの要素から形成されると考えられている。本研究においては細胞内
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Ca2+貯蔵部位に着目して血小板細胞内Ca2+動態について検討した。細胞外Ca2+をEGTAによりキ

レートし細胞外Ca2+非存在下におけるThrombin刺激(0.3U/mL)により細胞内Ca2+貯蔵部位からの

Ca2+動員を検討した結果を図 8bに示す。

Sham群においては、細胞内Ca2+貯蔵部位からのCa2+動員は食塩負荷により減弱した(360:t23nmo!

この食塩負荷による効果は卵巣摘出群にしかしながら、/L 10 285:t 9nmol/L、P<.05)(第8図b)。

lつの可能性として、低食塩群で飼育した場合には、卵巣摘出のみでおいては認められなかった。

細胞内Ca2 +貯蔵部位からのCa2 +動員が減~~したためであると考えられる (360 :t 23nmo!/Lvs 297:t 

lOnmol/L、P<.05)(第8図b)。予想に反して、 Thrombin刺激による細胞内Ca2守貯蔵部位からのCa2+

動員の大きさは血圧とは負の相関を認める傾向にあり (r=-.338、P=.17)(第9図a)、高血圧を発

症した群においてもその値は低値を示した。

そこで次に血小板細胞内Ca2+貯蔵量が変化しているかどうかを調べた。同様に細胞外Ca2+をEGTA

によりキレートし細胞外Ca2+非存在下における5nmoνLのlonomycin最大刺激によるCa2+動員から、

細胞内Ca2+貯蔵量を推察した結果を第8図cに示す。高食塩食で飼育した卵巣摘出群において、高

Dahl食塩感受性ラットにおける卵巣摘出時の収縮期血圧(SBP)と血
小板凝集者Eとの関係
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食塩食で飼育したSham群に比べて細胞内Ca2+貯蔵量が有意に減少していた(768:t35nmoI!Lvs 648 

:t 15nmoI!L， P< . 05) (第8図c)0 Ionomycin刺激による細胞内Ca2+貯蔵部位からのCa2+動員の大き

さは血圧とは負の相関を認めた(r=ー.506、P=.03)(第9図的

図:3b~こ示した食塩負荷による細胞内Ca2 +貯蔵部位からのCa2 +動員の減弱が、細胞内Ca 2 +貯蔵部

位に依存しているかどうかを確認するため、細胞内Ca2+貯蔵部位からのCa2+動員と細胞内Ca2+貯

蔵量との比を第8図dに示す。 Sham群において食塩負荷によりその比は減少したが(0.44土0.03vs 

0.35士0.02，P<. 05)、卵巣摘出群においてはその比は保たれていた。

細胞内Ca2+貯蔵量を規定する筋小胞体Caポンプ遺伝子の発現量を心筋において検討したところ、

低食塩、高食塩群ともに、卵巣摘出により減少し、エストロゲン補充により、正常群と同等となっ

た(第10図)。

Dahl食塩感受性ラットにおける卵巣摘出および食糧負荷の筋小胞体
Ca2+ポンプ遺伝子1Ib(SERCA)発現量に友ぼす影響
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本研究により、食塩負荷の有無にかかわらず、卵巣摘出により収縮期血圧が上昇すること、そし

てこの効果はエストロゲン補充により抑制されることが明らかになった。雌DSラットにおいて、エ

ストロゲンの欠乏が高血圧の発症に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。これは更年

期以降に発症する食塩感受性高血圧に対してのエストロゲン補充療法の有用性を示したものと考え

この改善は食塩負荷による血圧上昇を抑制するまでには至らなかった。エストロられる。しかし、

ゲン補充は悪化した食塩感受性を改善するが正常化させるまでの効果はないと考えられる。
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血圧に対するエストロゲンの効果については月経周期による血圧の変動、妊娠中の高血圧の発症

の増加、経口避妊薬による血圧の上昇など一見相反する報告がある制。女性ホルモン補充療法によ

る高血圧への作用についても、下降・不変ともに多くなされているが、現時点まではむしろ不変で

あるという報告の方が多い。高血圧モデルによる動物実験においても、エストロゲン補充は行われ

てきたが、結果は様々である。高血圧自然発症ラット (SHR)ではエストロゲン補充により有意に血

圧が低下したが、 Wister-Kyotoラットでは変化しなかったお o Brosnihanらはレニン遺伝子を多く有す

る遺伝子組換えラ γトである [TGR(mRen2) -27Jラットおよび、 Spraugue-Dawleyラットでは、卵巣

摘出されたラットは、卵巣摘出の後にエストロゲン補充されたラットよりも、血圧が高値であった

と報告したお)。また一方では、 Bachmannらは同じ遺伝子組み替えラットとstroke-pronespontaneously 

hypertensive rat(SHR-SP)では卵巣摘出後、血圧が降下したと報告している問。雌のDSラットにおい

て、 0.38%の低食塩食では、避妊用ステロイド投与は有意に血圧を降下させたが、 4%の高食塩食

ではこれらは有意に血圧を上昇させたとの報告もあるお)。しかしこの実験では、エストロゲン補充

の前に卵巣摘出がなされていない点が今回の実験と異なる。 Rowlandらは、卵巣摘出され、 4%の

高食塩食で飼育した雄のDSラットは雄ラットと同程度の高血圧を呈したが、これはエストラジオー

ル補充では改善しなかったと報告した2九この場合、エストロゲンの補充量は我々の約4分の lで

あり、食塩感受性高血圧の発症を阻止するにはエストロゲンの補充量が少なすぎたためと考えられ

る。

当研究室ではこれまでに、卵巣摘出による食塩感受性の士宮悪が更年期以降の高血圧の発症に重要

でありお)、また低下したナトリウム圧一利尿反応がDSラットの特徴であるが、卵巣摘出により悪化

するという報告を行った31)。今回の研究も含め、食塩感受性の遺伝素因を有する場合、卵巣摘出が

食塩負荷に並ぶ高血圧の増悪因子となって高血圧を発症し、またこの変化が性ホルモンの補充によ

り可逆的であることが示唆された。

(2) 血小板凝集能

今回の研究ではエストロゲン欠乏は食事の食塩量によって血小板凝集能に対しては異なる効果を

示した。 megakaryocyteにおいてもエストロゲン受容体が存在することから、エストロゲンは血小板

に何らかの作用を及ぼすと考えられている。我々は卵巣摘出され高血圧を発症したラットでは血圧

と血小板機能はproteinkinase Cの活性化が関連していることを報告した辺)。また、血小板にはL-argi-

nine-nitric oxide系が存在し、血小板凝集を調節していると考えられている。エストロゲンが血管平

i骨筋の培養細胞においてー酸化窒素合成酵素(NOS)を誘導することも明らかにされているお o NOは

血小板凝集能を抑制することが知られており、高血圧発症モデルでは、 L-NMMAに対する感受性が

低下していることが報告された判。今回の実験では低食塩食群において、 L-NAMEによりsham手術

群およびエストロゲン補充群で凝集の尤進がみられたが、卵巣摘出群での反応は減弱していた。こ

れと対照的に、高食塩群においては、 L-NAMEの添加により変化はみられなかったが、食塩負荷に

よりNOによる凝集抑制効果が滅弱し、すでに血小板凝集能が充進していたためと考えられた。し

-139 



かし、高食塩食群ではエストロゲン補充により血小板凝集能の減弱がみられ、これには一酸化窒素

以外の機序が関与していることが考えられた。

血小板機能は“ずり応力"および圧負荷により影響を受けることも知られており、凝集能の尤進は、

高血圧に伴う血小板の収縮機構の二次的変化によりもたらされている可能性もあるが、血小板凝集

の測定は、採血後約60分後に行われており、血圧の直接的な影響だけでは説明できない。エストロ

ゲンの直接刺激により血小板凝集能が減弱したという報告や、 HDLコレステロールと血小板機能が

逆相関したという報告もある。今回は、ゲル鴻過法を用いて血焚蛋白成分を除いた上にbufferに浮

遊した状態の血小板を用いており、血築中の女性ホルモン・脂質などによる直接作用も除外し得る

と考えられる。従って、今回観察された変化は、血小板内の遺伝子・蛋白合成のレベルでの情報伝

達機構における変化を反映するものと考えられる。

(3) 脂質代露首・動脈硬化指数

卵巣摘出は脂質代謝にも種々の変化を引き起こした。ヒトにおける報告でも、エストロゲン補充

による総コレステロール・ LDL. HDL . VLDLコレステロール・中性脂肪などの変化については、

様々であり、必ずしも一定の傾向は示していないが、今回も河様であった。しかし全体において動

脈硬化指数での評価は、血圧と向様に、卵巣摘出により悪化しエストロゲン補充により改善すると

いう傾向を示した点は興味深い。ヒトにおいては、避妊薬による血栓傾向も報告されてきたが、女

性ホルモンは、投与量・投与法・プロゲステロンとの組み合わせなどによって、相反する反応を引

き起こす可能性が考えられ、今後の課題であると考える。

(4) 骨塩量

更年期以降に急速に進行する骨粗慈症に見られるように、骨においてエストロゲンは骨塩量の減

少というカルシウムの負のバランスを引き起こす。これまで、卵巣摘出や低カルシウム食による骨

塩量減少の実験は多く行われているが、本研究のように、高食塩食にて同様の骨塩量の減少を観察

したものは少ない。卵巣摘出に加えて、食塩負荷を行うことにより、骨塩量の減少が相加的に増悪

したことは、食塩感受性モデルにおける骨粗怒症増悪の危険因子としての食塩負荷の存在を示して

いる。また、血圧の場合と異なり、エストロゲン補充により、食塩負荷による増悪をも越えて骨塩

量が改善したことは、骨粗霊長症の予防・治療としてのホルモン補充療法の有用性を示すものと考え

られた。全体において、血圧と骨塩量が負の相関を示したが、骨塩量の低下が、脳血管障害の危険

因子となるという報告と考え併せて、両者に、エストロゲンの欠乏と、それによって引き起こされ

る血圧・血小板凝集能・脂質代謝の変化が関与しているという今回の実験結果は、それを裏付ける

ものと考えられる。

閉経後の女性の代謝変化の機序の解明のモデルとして、このDSラットが有用であると考えられた。

(5) 細胞内Ca動態

血小板細胞内Ca2+動態の異常は、本態性高血圧および実験高血圧動物において数多く報告されて

いる。本態性高血圧およびSHRにおいては、血小板細胞内Ca2+は正常血圧コントロールに比べて上
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昇している、あるいは細胞内Ca2+動員能が充進しているとの報告が多い。我々も、 SHRにおいて遺

伝的に血小板における細胞内Ca2+濃度が増加しており、 SHRと呑龍ラットとの交雑実験において、

細胞内Ca2+動態異常の候補遺伝子である 2型筋小胞体Caポンフ。遺伝子座位が血小板細胞内Ca2+濃

度の増加に連鎖することを明らかにした。本研究においては細胞内Ca2+の基礎値は卵巣摘出ないし

食塩負荷により変化せず、血圧との関連性はなかヮた。さらに卵巣摘出あるいは食塩負荷されたDS

ラットにおいては、高血圧発症以前にThrombin刺激によるCa2+動員はむしろ減弱しており、予想に

反して高血圧発症後も減弱したままであった。このことから、細胞内Ca2+動態の異常が高血圧発症

に先行して認められた可能性は残されるものの、血圧上昇はThrombin刺激によるCa2+動員の大きさ

と無関係に認められたため、少なくともDSラットの高血圧発症においては本態性高血圧やSHRにお

いて認められるような細胞内Ca2+動態異常は存在しなかった。高血圧発症と細胞内Ca2+動態異常と

の関連は複雑で多様であることが改めて明らかとなった。

卵巣摘出および食塩負荷により生じたThrombin刺激時のCa2+動員の減弱は、それぞれ異なった機

構を介していると考えられた。第9図によると、 Thrombin刺激時のCa2+動員と細胞内Ca2+貯蔵量と

の比は、食塩負荷により減少していることから、細胞内シグナル伝達機構の減弱あるいは、細胞内

Ca2+の細胞外への汲み出しが尤進していると予想された。しかしながら、この食塩負荷によるThr-

omhin刺激時のCa2+動員の減弱作用は、卵巣摘出ラットにおいては認められなかった。この食塩負

荷による減弱作用を血圧上昇に対する代償反応、と考えれば、この減弱作用の消失が卵巣摘出ラット

における食塩負荷高血圧の発症に一部関与している可能性が考えられた。一方、高食塩食で飼育さ

れた卵巣摘出DSラットにおいてはThrombin刺激時のCa2+動員/細胞内Ca2十貯蔵量比は正常に保たれ

ていることから考えると、百rombin刺激時のCa2+動員の滅弱は主に細胞内Ca2+貯蔵量が有意に減少

していることに起因すると考えられた。

エストロゲンは、骨や、子宮、心血管系の平滑筋細胞のCa2+代謝に影響を及ぼすことが知られて

いる。またmegakaryocy匝sにおいてもエストロゲン受容体が存在することから血小板にも何らかの

作用を及ぼすと考えられる。骨においては更年期骨粗緩症に認められるようにエストロゲンの欠乏

は骨量の減少、 Ca2+の負バランスを引き起こす。卵巣摘出した兎において45Ca'+の取り込みがエス

トロゲンあるいはプロゲステロンの投与により上昇する、あるいは妊娠ラットの子宮平滑筋細胞に

おける筋小胞体Ca2+ポンプの蛋白量および、mRNAが上昇しているなどの報告は、平i骨筋細胞におけ

るCa2+貯蔵量とエストロゲンの密接な関係を支持するものである。我々の心筋における筋小胞体

Ca2+ポンプ遺伝子のmRNAの発現量が卵巣摘出で減少し、エストロゲン補充で回復するという結果

は子宮平滑筋における成績と一致し、筋小胞体Ca2+ポンプ遺伝子の上流にエストロゲンによる調節

領域がある可能性を示唆している。
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総括

更年期高血圧の実験モデルとしてダール食塩感受性ラットを用いて卵巣摘出及びエストロゲン補充、

さらに食塩負荷による血圧、血小板凝集能、脂質代謝、骨密度への影響を観察した。

1.血圧は高食塩群で低食塩群よりも上昇し、卵巣摘出により増悪し、エストロゲン補充により改善

し、血中エストロゲンと負の相関を示した。

2.血小板凝集能も高食塩群で低食塩群より允進し、血圧と有意な正の相関を示した。しかし、血小

板凝集能は低食塩食では卵巣摘出により増強し、高食混食ではエストロゲン補充により滅弱し、

卵巣機能と食塩摂取量による相互作用により影響を受けた。これはエストロゲンか勃脈硬化抑制

作用を示す機序に対する新しい知見を示すものと考えられた。

3. L-NAME添加実験により、卵巣摘出後、血小板におけるNO合成酵素系が減弱している可能性を示

唆し、凝集能充進の原因の一部と考えられた。

4.血清脂質によるAtherogeniclndexは、卵巣摘出で増悪し、エストロゲン補充で改善する傾向を示

し、子宮重量・体重比と負の相関を示した。

5.食塩負荷は卵巣摘出に匹敵する骨密度減少効果を示したが、エストロゲン補充は、これを上回る

改善を示した。

6.血小板を用いた細胞内Ca2+動態の検討からは、卵巣摘出後の食塩感受性増大に伴う高血圧発症に

おいては細胞内Ca2+貯蔵量の減少を認め、本態性高血圧やSHRにみられる細胞内Ca2+動態異常と

は異なったメカニズムが関与していることが示唆された。
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