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シルニジピンの適応拡大を指向した新規薬理作用の機序解析

創薬産学官連携講座 3PS13019G 石川達也

【序論】

医薬品の研究には，これまでにない新しい薬を生み出す創薬研究と既存薬の安全性や有効性の検

証やライフサイクルマネジメントの一環として行わる育薬研究がある．後者については，近年，既

存薬を全く別の疾患に対する治療薬として開発するドラッグ・リポジショニングの取り組みが行わ

れている．既存薬は，ヒトでの安全性や体内動態が臨床で確認されているため，他の疾患の治療薬

として開発する場合，開発の期間やコストの削減が可能となることから，このような新しい医薬品

の創薬のありかたは「エコファーマ」として提唱されている．

シルニジピンは高血圧の治療薬として用いられているジヒドロピリジン系 Ca2＋桔抗薬の一つで

あり， L型Ca2＋チャネルだけでなく交感神経終末の N型Ca2＋チャネルを抑制し，交感神経活性を

充進させることなく降圧作用を発揮する長時間作用型 Ca2＋桔抗薬として知られている．また，高血

圧患者に対してシルニジピンはアンジオテンシン変換酵素（ACE）阻害薬であるベナゼプリルと

同等のアルブミン尿抑制作用を示すことが報告されており，高血圧以外の疾患に対する治療薬とし

て適応拡大の可能性が示されている．しかしながら，アルブミン尿抑制を示す臓器保護作用のメカ

ニズムは不明である．

そこで，シルニジピンの高血圧症以外の疾患への適応拡大を視野に入れ，高血圧症および高血圧

症以外の疾患モデルマウスを用いて，臓器障害の進展抑制作用メカニズ、ムの解析を行った．

［実験方法】

高血圧モデルの作成および内皮機能の測定

8週齢のオスの Cav2.2欠損マウス，同腹の野生型（WT）マウスに，シルニジピン，アムロジピン，

100% polyethylene glycolを充填した浸透圧ポンプを腹腔内に埋め込み， 3日後に Angiotensin

(Ang) IIを充填した浸透圧ポンプを埋め込み、 4週間持続投与し高血圧モデルを作成した．内皮機

能は， 2mm長のリングに切断した下行胸部大動脈を KClで事前に収縮させ， acetylcholine(ACh) 

に対する弛緩反応度により決定した．

酸化ストレスマーカーの評価と ROS産生および細胞内 Ca2＋濃度の測定

大動脈切片標本をanti-8-0H-dG抗体で染色しAlexaFluor 546 anti-mouse IgG抗体により可視

化し，共焦点顕微鏡法により定量評価した.ROS産生は， Bovineaortic endothelial cells (BAECs) 

に対し，受容体刺激を行う 10分前に dihydroethidium(DHE）を加え， 543nmの励起光で得られ

た 560nmの蛍光波長を共焦点顕微鏡にて検出することで評価した．細胞内 Ca2＋濃度は， fura-2

蛍光法により測定した．

心筋梗塞モデルの作成と心機能の測定

6週齢のオスの C57BL/6Jマウス， Cav2.2欠損マウス，同腹の WTマウスに対し，冠動脈の左

前下行枝を絹縫合糸にて結殺することで心筋梗塞モデルを作成した．心筋梗塞施術を実施した 1日

後に，生理食塩水またはシルニジピンを充填した浸透圧ポンプを腹腔内に埋め込み， 4週間の持続



的投与を行った．心機能は，心エコー法および左心室カテーテル法により評価した．

ミトコンドリアの形態， R O S産生量，老化関連日－gal活性の測定

ミトコンドリアの形態は，各細胞のミトコンドリアを MitoTracker Green FM  reagentを用い

て染色した後，共焦点レーザ走査型顕微鏡により観察した．ミトコンドリアからの ROS産生量は，

ラット新生児心筋細胞（NR CM）に Mito SOXを添加し， 10分間インキュベートさせた後，染色され

た細胞を，共焦点レーザ走査型顕微鏡により観察することで評価した．細胞老化は， NRC M を

Fixative Solution処理により固定し， PBSで洗浄後， 13-galactosidasestaining solutionを加え，

37℃で一晩インキュベートした．インキュベート後の細胞を，正立顕微鏡により観察し， SA-f3-gal

活性が高い青色陽性細胞数の割合を調べた．

【結果】

1. シルニジピンの N 型 Ca2＋チャネル阻害による AngII誘発性血管内皮障害の抑制

1-1. Ang II誘発酸化ストレス由来内皮機能不全における N 型 Ca2＋チャネルの関与

Ang IIの持続投与により血圧が上昇した WTマウスにおいて，胸部大動脈の AChによる内皮依

存的血管弛緩能に低下が認められ， 8・OH-dGの発現が上昇した. Cav 2.2欠損マウスにおいては，

Ang II由来の内皮機能不全が有意に減弱し， 8・OH・dGの蓄積も有意に減少していた（Fig.1）.以上

より、 AngIIはN 型 Ca2＋チャネル依存的に血管の酸化ストレスの増大や内皮機能不全を誘導する

ことが示唆された．
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Fig. I. (A) Dose司dependentrelaxation induced by 
ACh in WT (Cav 2.2 (+/+)) and Cav 2.2-deficient 
(Cav 2.2←／ー）） mice with or without Ang IL n = 6. 
(8) Average fluorescence intensities of the 
8-0H-dG images. 

1・2. Ang II誘発内皮機能不全に対するシルニジピンの阻害作用

Ang II慢性投与はWTマウス胸部大動脈 A 

90 。

血管において， Ach刺激による内皮依存的

弛緩能を低下させた．シルニジピンとアム

ロジピン処置はいずれも内皮障害を減弱さ

せたものの，保護効果の程度はシルニジピ

ンの方が大きかった（Fig.2 A）.このシルニ

ジピンの強い内皮保護効果は， Cav2.2欠損

マウスにおいて，完全に消失した（Fig.2B). 

。 ー・－vehicle
－・－AngII 
・喧－AngII+ CIL 

－・－AngII+ AML 

B ー・－vehicle
－・－AngII 
ーー－AngII+ Cll 
－←Ang II+ AML 

Cav2.2 (+/+) ）
 

／
 

（
 

qJι 
勺
L

H
V
 a

 
c
 

I
E
j
 

nu

内

υ

n

u

n

u

q
4

凋

骨

内

。

内

包

c
g百
x
E＠
E

3

。

ぃ

＊

叫

四

§ 20 

"' ~ 40 
a: 
;f'. 60 

有不

80 
-8 -7 -6 -5 ".-4 

0 10 10 10 10 10 
Acetylcholine (M) 

'-8 • -7 ・－6 ・－5 み40 10 10 10 10 1σ喝

Acetylcholine (M) 

Fig. 2. (A, 8) Relaxation of the thoracic aorta induced by ACh in Cav 2.2 
(+/+) mice (A) and Cav 2.2←／ー） mice (8). An osmotic pump containing 
cilnidipine (C江） or amlodipine (J凶lfL)was implanted. 'p < 0.05 and "p < 
0.01 versus vehicle group，柑P< 0.01 versus Ang II group. 

シルニジピンとアムロジピンはいずれも

Ang IIによる 8・OH-dGの発現を有意に抑制したものの，抑制の程度はシルニジピンの方が大きか

った．シルニジピンの強い阻害効果は， Cav2.2欠損マウスにおいて消失した．これらの結果より、

シルニジピンは， N 型 Ca2＋チャネル阻害を介して， AngII由来の内皮機能不全に対して強力な血

管保護効果を発揮していることが示された．



1-3. 内皮細胞でのアゴニスト誘発性 ROS産生における N 型 Ca2＋チャネルの役割

BAE CsにATPを作用させたところ細胞内Ca2＋濃度上昇と同時に，

ROS産生の顕著な増加が認められた.N型 Ca2＋チャネルを選択的に阻

害するω・conotoxin(roCTx)-G VIAを作用させると， ATP由来の ROS

産生や細胞内 Ca2＋濃度の持続的な上昇は抑制された（Fig.3）.これらの

結果より， N 型 Ca2＋チャネルは血管内皮細胞において，細胞内 Ca2+

濃度の持続的な上昇により ROS産生に寄与していることが強く示唆

された．
Fig. 3. Average increases 
in DHE fluorescence 
intensities. 

2. シルニジピンのミトコンドリア GTP結合タンパク質 Drpl重合阻害による心不全改善効果

2・1. Drol誘導ミトコンドリア分裂を介した心筋老化
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だけでなく梗塞周辺領域において心筋の老化

が認められ，電子顕微鏡によりミトコンドリア

の過剰分裂が観測された．また，梗塞周辺領域

に増加しており（Fig. 4A), Mfnl, Mfn2およ
市「 H/R －ー

び Opal タンパク発現量は変化していないこ

とが分かつた．これらから、心筋の老化誘導の

Fig. 4. (A) Activation of Drpl in p巴ri-infarctedmyoca吋mmlweek 
and 4 weeks a抗erML (B) Western blotting analysis of mitofusion 
protein (Mfnl, Mfn2, and Opal) (C) Activation ofDrpl induced by 
H and H/R. (D) Effects of Mdivi-lon H/R-induced cardiomyocyte 
senescence. 

前段階にDrplの活性化とそれによるミトコン

ドリア分裂が寄与していることが示唆された．さらに， NRCMを低酸素刺激に引き続き再酸素化

刺激を行ったところ，低酸素によりミトコンドリア分裂， Drplの活性化が、再酸素化により老化

の促進が認められた．この細胞老化はミトコンドリア分裂抑制作用を持つ Mdivi-1で抑制された

(Fig. 4B）.これらから，ミトコンドリア分裂を抑制，つまり Drpl活性化を抑制することが心筋老

化の予防になることが示唆された．

2・2. シルニジピンは NRCMにおける Drolを介したエネルギー代謝異常を阻害する

Drplが活性化しミトコンドリア分裂が起こることで、ATP消費量が低 同町 山

下し、細胞へATPが蓄積することから ATP蓄積を指標として既承認薬 2初

のスクリーニング、を行ったところ，シルニジピンのみ低酸素刺激後の再

酸素化における ATP蓄積を抑制した．この作用を NRCMにて検証した

ところ，低酸素刺激後の再酸素化によるミトコンドリア分裂および心筋

細胞老化をシルニジピンは抑制することが分かった（Fig.5）.これらの結

果より， Drpl介したミトコンドリア分裂阻害は，シルニジピンが低酸素

刺激後の再酸素化による心筋の老化を抑制する作用の根底をなしている

と強く示唆された．

2-3. マウスにおけるシルニジピンによる心筋梗塞後死亡率の改善効果
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Fig. 5. Effect of cilnidipine on 
H/R-induced and sen巴scencein 
NRCMs. 

シルニジピンが Drplの活性化を阻害し，心筋梗塞後の心不全に有効か確認した．心筋梗塞モデ

ルにシルニジピンを持続投与した群は，シルニジピン非投与群に比べ生存率は改善し，心筋梗塞後



の突然死は有意に抑制された. WTマウスと Cav2.2 A 

欠損マウスでは，心筋梗塞後の生存率は同等であっ 型 8 

たことから，シルニジピンによる心不全の改善効果 E芝6

は， N型 Ca2＋チャネル阻害を介さないことが示唆さ

れた．また，シルニジピンは，梗塞周辺領域の左室

心筋細胞の SA-13-gal陽性の面積を有意に減少させ，

かつ， Drplの活性を抑制した．これらの結果は，シ

ルニジピンが Drplの活性化による心筋細胞の老化

を抑制することで，心筋梗塞後の心不全を改善する

ことを強く示唆している．

【考察】

本研究により，AngIIの持続投与による高血圧マウ

スにおいて，血管内皮細胞に発現している N型 Ca2+

チャネルが ROS産生や酸化ストレス由来の内皮機能

不全に直接関与していることを明らかにした．また，

Ang IIにより誘発される内皮機能不全に対して，シル

ニジピンが N型 Ca2＋チャネル阻害作用を介して血管

内皮保護作用を示すことも明らかにした．

一方，心筋梗塞後の慢性心不全モデルでは，梗塞周

辺領域において低酸素シグナルに伴ってDrplが活性

化しミトコンドリア分裂に依存した心筋細胞老化が

誘導されていた．さらに，シルニジピンはジヒドロピ

リジン骨格に由来する UN型 Ca2＋チャネル阻害作用

とは全く異なる機序でDrplの活性化を抑制し，心筋

梗塞後の心筋早期老化および心機能不全を抑制する

ことを見出した．

ミトコンドリア品質管理異常は高血圧や糖尿病と

いった生活習慣病だけでなく，糖尿病性心筋症やミト

コンドンドリア心筋症など様々な難治性疾患の標的

になることから，今後，シルニジピンの適応拡大を見

据えた研究の益々の推進が期待される．
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