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第 1 章. 略語一覧 

 

 

  

ACh acetylcholine
Ang angiotensin
AT1R Ang type1 receptor
BW body weight
DHE dihydroethidium
DHP dihydropyridine
Drp1 dynamin-related protein 1
EDCF endothlium-derived constricting factor
EDHF endothelium-derived hyperpolarizing factor
EDRF endothelium-derived relaxing factor
HIF hypoxia-inducible factor
4-HNE 4-hydroxy-2-nonenal
HO heme oxygenase
HW heart weight
KW kidney weight
LTCCs L-type Ca2+ channels
MI myocardial infarction
Nox NADPH oxidase
NRCM neonatal rat cardiomyocytes
8-OH-dG 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine
ROS reactive oxygen species
VDCCs voltage-dependent Ca2+ channels
WT wild-type
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第 2 章. 序論 

 

2-1. 序 

 1950 年以降の日本の出生時平均余命は，5 歳以下の死亡率の低下も貢献し，年々伸

びており，1950–1955 年に 62.2 歳であった出生時平均余命は，2010–2015 年に 83.3

歳となっている（Fig. 2-1）．また，今後も継続的に伸び，2065–2070 年には，90 歳

を超えることが予想されている[1]． 

 

 

 
Fig. 2-1. (A) Life expectancy at birth in Japan (both sexes combined). (B) Mortality under age 
5 in Japan (deaths per 1,000 births)[1] 

 

日本における 20 世紀の出生時平均余命の伸びの要因は、5 歳児以下の死亡率低下

から 50 歳以上の死亡率低下に変化していったが[2]，いずれの死亡率低下に対しても

新しい医薬品の登場は幾ばくかの貢献をしたと考えられる[3]．また，今後の出生時平

均余命を伸長するためにも，アンメット・メディカル・ニーズに応え，継続的に新し

い医薬品を創出していくことは重要である． 
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医薬品を新しく世の中に生み出す研究は，薬を創出することから，創薬研究と呼ば

れている．この創薬研究は主に，探索研究，前臨床試験および臨床試験の３つから成

る．探索研究では，標的分子の同定などの研究に始まり，ハイスループット・スクリ

ーニングによるリード化合物の発見や最適化を通し，候補化合物が選定される．続く

前臨床試験では，候補化合物の安全性が評価されるが、この段階で，物理化学的性質

の確認や，製造方法の工業化研究も実施される．そして，前臨床試験を経た候補化合

物は，臨床研究に進むこととなり，ヒトに投与され安全性や有効性を評価される．さ

らに，前臨床研究および臨床研究のデータによる承認申請に基づいて，公的機関によ

る承認審査が行われ，安全性と有効性が確認された後，医薬品として承認され，患者

に投与されることとなる．一般的に，最初の探索研究開始から承認取得まで 10~20

年という長い開発期間と共に，1,000 億円を超える研究開発費用が必要と言われてい

る． 

しかしながら，医薬品の研究は承認取得の時点で終わるわけではない．承認取得後

にも実施される医薬品の研究の一つに，市販後の効果や安全性（副作用）を確認する

ために行わる製造販売後臨床試験がある．これは厚生労働省が定めた Good Clinical 

Practice（GCP）及び Good Post Marketing Surveillance Practice （GPMSP）に従

って行われ，再審査・再評価の申請添付資料として用いられることから，第Ⅳ相試験

とも呼ばれている．承認取得を目的に行わる臨床試験では，投与される人数や期間も

限られており，また，性別・年齢・併用薬などの条件も限定的であるため，臨床試験

では顕在化しなかったリスクを評価・分析する目的で製造販売後臨床試験は実施され

る．この製造販売後臨床試験は，医薬品をより安全で有効なものに育てていくことか

ら，育薬研究と呼ばれている．製造販売後臨床試験以外の育薬研究には，独占的販売

権の期間延長やラインエクステンションを目的とした適応拡大や剤型追加に関わる

研究，メカニズム解明などの基礎研究や市販後の臨床研究による他社製品との差別化

研究があり，企業が承認薬の売上を極大化・長寿化するためのライフサイクルマネジ

メント（LCM）の一環として行われている[4]． 
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適応拡大は承認された適応症に関連した疾患に対して行われてきたが，近年，ドラ

ッグ・リポジショニング（あるいはドラッグ・リプロファイリング）と呼ばれ，既存

薬を全く別の疾患に対する治療薬として開発する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[5]． 

 

 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+拮

抗薬の一つであり，L 型の Ca2+チャネルだけでなく N 型の Ca2+チャネルを抑制する

長時間作用型 Ca2+拮抗薬として知られ[6]，交感神経終末の N 型の Ca2+チャネルの遮

断によりノルエピネフリン分泌を抑制し，交感神経活性を亢進させることなく降圧作

用を発揮することが示されている[7,8]．近年，シルニジピンの分子構造（Fig. 2-2）

の 3D 構造解析により，N 型 Ca2+チャネルを阻害する可能性が裏づけられている[9]．  

 

 

 

 

Fig. 2-2. Structure formula of Cilnidipine 

 

 

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いる

[10]．腎臓の交感神経は，糸球体の前後に位置する輸入細動脈および輸出細動脈に分 



 

 
 
Fig. 2-3. Urinary albumin excretion in Cav 2.2 (+/+) mice and Cav 2.2 (–/–) mice treated with 
Saline or Ang II. *P < 0.05 versus Saline group.（2008 年高血圧学会にて報告） 
 

 

布しており[11]，両細動脈の血管緊張性を制御することにより糸球体内圧を変化させ，

糸球体ろ過量を調節している．シルニジピンは，高血圧により過剰亢進した糸球体内

圧を，交感神経系に作用することで是正し，腎保護作用を示す可能性が考えられる．

アンジオテンシン（Ang）II を野生型マウスに持続投与すると尿中のアルブミン排泄

量は有意に増加するが，N 型 Ca2+チャネルのα1B サブユニット（Cav 2.2）欠損マウ

スに持続投与した場合には，野生型に比べてアルブミン排泄量が抑制される（Fig. 2-3，

2008 年高血圧学会にて報告）．このことは，N 型 Ca2+チャネルが，Ang II による腎

障害に関与していることを示しているが，シルニジピンが Ang II による腎障害進展

を，N 型 Ca2+チャネル阻害作用を介することで抑制しているかは不明である． 

 

そこで第 3 章では，育薬研究としてシルニジピンの臓器障害進展の抑制作用のメカ

ニズムを解明する目的で，Cav 2.2 欠損マウスに対して，シルニジピンあるいは L 型 

Ca2+チャネルのみを阻害するアムロジピンを投与することにより，検討することとし
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た．また，第 4 章では，シルニジピンが高血圧症以外の疾患への適用可能性を探る，

すなわち「エコファーマ」（あるいはドラッグ・リポジショニング）を視野に入れた

基礎研究を目的として，高血圧症以外の疾患モデル動物での効果やその作用メカニズ

ムの検討を実施した． 
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第 3 章. シルニジピンの N 型 Ca2+チャネル阻害によるアンジオテンシン II 誘発性 

 血管内皮障害の抑制 

 

3-1. 序 

 血管拡張は，内皮由来血管弛緩因子（EDRF），内皮由来過分極因子（EDHFs），

シクロオキシゲナーゼ代謝物や血管内皮由来収縮因子（EDCFs）などの血管作動性

物質の放出による血管緊張の主な調節機構である[1,2]．これら因子の均衡のとれた放

出は，高血圧や心不全などの心血管系の病態に応じて変化する．その変化の結果起こ

る内皮依存性血管拡張の明らかな悪化は，内皮機能不全と呼ばれている．本態性高血

圧患者における内皮機能不全は，強力な EDRF である NO のバイオアベイラビリテ

ィの低下として認められ，アテローム性動脈硬化や血栓形成の早期発症の主な決定要

因でもある[2,3]．したがって，内皮機能不全の改善を対象とした治療方針は，高血圧

患者の疾病率と死亡率を減少させる可能性がある． 

内皮機能不全において血管系の酸化ストレスが極めて重要な役割を演じており，ま

た，高いプレッシャーによる物理的・化学的ストレスが酸化ストレスの増大を引き起

こすという報告は増加している[4]．血管緊張は，主に，血管平滑筋細胞の電位依存性

Ca2+チャネル（VDCCs）を介して，Ca2+が細胞膜を貫通して流入することに依存し

ている．VDCCs のサブタイプ，いわゆる L 型，N 型，T 型および P/Q 型の各チャネ

ルは血管にあり，L 型 VDCCs 阻害薬は高血圧の治療薬として広く使用されている

[5,6]．したがって、L 型 VDCCs 阻害により血圧（BP）を低下させることは，血管の

酸化ストレスを減弱させることが期待される．しかしながら，L 型 VDCCs の阻害は，

急速な血管拡張作用により,交感神経系も活性化させることとなる[6,7]．この好まし

くない反射的な交感神経系の活性化を減弱する新世代のL型VDCCs阻害薬の開発は

試みられているが，L 型 VDCCs 阻害薬による交感神経の反射的活性化の回避は，今

のところ達成されていない[7,8]．一方，N 型および L 型 VDCCs の両方を阻害するジ

ヒドロピリジン（DHP）誘導体であるシルニジピン[9,10]は，本態性高血圧患者に対
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して L 型 VDCCs のみの阻害薬と比べると，より効果的である結果を示している

[11,12]．N 型 VDCCs は主に交感神経に分布しており，交感神経終末からのノルアド

レナリン放出を調節している[13,14]ことから，N 型 VDCCs 阻害による血行力学的な

自律神経系の反射抑制は，シルニジピンの効果的な降圧作用の根底にあると思われる

[11,15]．しかしながら，シルニジピンが交感神経系の緊張を阻害することで，酸化ス

トレス由来の内皮機能不全を抑制するかどうかは不明である．なお近年，N 型 VDCCs

の血管での発現や，高血圧ラットにおける遺伝子発現レベルの上昇が報告されている

[16]． 

レニン－アンジオテンシン系（RAS）の活性化は，本態性高血圧進展の基礎となる

主な病態生理学的機序の一つである[17]．アンジオテンシン（Ang）II による Ang II

タイプ 1 受容体（AT1R）の刺激は，機械的ストレス由来である活性酸素種（ROS）

の生成による部分的な血管の酸化ストレスの増強により，高血圧を引き起こす[18–

21]．そこで我々は，N 型 VDCCs のα1Bサブユニット（Cav 2.2）欠損マウスを用い

て，Ang II により誘発された酸化ストレスによる内皮機能不全に N 型 VDCCs が関

与しているかどうかについて検討することとした． 
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3-2. 実験方法 

3-2-1. 試薬類 

 

 

3-2-2. 実験動物と薬物投与 

 Cav 2.2 欠損マウスは，京都大学 森泰生教授により開発されたマウスを用いた

[14,22]．また，すべての実験において対照群として，同腹の野生型（WT）マウスを

用いた． 

 8 週齢のマウスに，シルニジピン（30 mg/kg/day），アムロジピン（10 mg/kg/day）

あるいは 100% polyethylene glycol（vehicle）を充填したミニオスモティックポンプ

（Alzet）を腹腔内に埋め込み，3 日後に Val5-Ang II（1 mg/kg/day）を充填した別の

ミニオスモティックポンプを埋め込み、Ang II を 4 週間，持続的に投与した。Ang II

による BP の上昇は，テールカフ法（Softron, BP-98A）により確認した．Cav 2.2 欠

損マウスの遺伝子型決定は，ポリメラーゼ連鎖反応により実施した[14]．すべての動

物は，時間制御照明システムのある空調管理された室内で飼育し実験に使用した．動

物は国内で規定された指針に従い取り扱い，実験は「九州大学動物実験指針」に基づ

いた委員会より倫理的承認を得て行った． 

 

Materials Company

Val5-Ang II Peptide Institute, Inc.
Paraform aldehyde Wako Pure Chemical Industries, Ltd.
10% formalin neutral buffer solution Wako Pure Chemical Industries, Ltd.
Horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG antibody Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Heparin solution Mochida Pharmaceutical Co., Ltd.
Mayer’s Hematoxylin Muto Chemical Co., Ltd.
Eosin Muto Chemical Co., Ltd.
Alexa Fluor 488 anti-rat IgG Molecular Probes, Inc.
Alexa Fluor 546 anti-mouse IgG Molecular Probes, Inc.
Dihydroethidium (DHE) Molecular Probes, Inc
Amlodipine Sigma-Aldrich Co. LLC
Cilnidipine Ajinomoto Pharmaceutical Co., Ltd.

Mouse anti-4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) Japan Institute for the Control of Aging (JaICA),
Nikken SEIL Co., Ltd.

Anti-8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OH-dG) antibody Japan Institute for the Control of Aging (JaICA),
Nikken SEIL Co., Ltd.

Anti-CD68 antibody AbD Serotec Ltd.
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3-2-3. マウスの大動脈リングの等尺性張力の測定 

 マウスを sodium pentobarbital（50 mg/kg, i.p.）にて麻酔後，下行胸部大動脈を

付着した結合組織を剥がしながら注意深く単離し，2 mm 長のリングに切断した[23]． 

等尺性張力を記録（MC6625, Graphtec, Tokyo, Japan）するため，大動脈リングを，

片方は固定されもう一方は歪みゲージ変換器に接続された三角形のステンレススチ

ール製のフック（UL10GR, Minebea）の間に取り付けた．大動脈リングは，37 °C

に維持し，95%の酸素と 5%の二酸化炭素で持続的に通気した Krebs Henseleit（KH）

溶液を含む 20 mL のオーガンバスに浸し，1.5 g の静止張力で引っ張り，KH 溶液を

随時交換しながら，30 分間以上平衡を保った．平衡後，大動脈リングを 1.5 g の張力

にセットし，10 分間培養した．内皮機能は，KCl（60 mM）で事前に収縮させた大

動脈リングの acetylcholine（ACh）に対する弛緩反応度の測定により決定した． 

 

3-2-4. マウス大動脈における酸化ストレスレベルとマクロファージ浸潤度の測定 

 大動脈血管を OCT コンパウンド（Leica）で包理し，凍結切片はミクロトーム

（Cryostat: Leica, CM1100）により作成．OCT 包理した切片（厚さ 5 µm）は，

anti-4-HNE（1/500），anti-8-OH-dG（1/500）および anti-CD68（1/200）抗体で染

色した．4-HNE 付加体および 8-OH-dG は，Alexa Fluor 546 anti-mouse IgG 抗体

（1/1,000, Molecular Probes）により可視化した．デジタル写真は，共焦点顕微鏡法

（FV10i, Olympus）により 60 倍率で撮影し，血管標本からランダムに 5 区画を選択

した評価した．平均強度は，MetaMorph Software（Molecular Devices）によりに

より解析した．  

 

3-2-5. ROS 産生と細胞内 Ca2+濃度の測定 

 細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）の測定は，fura-2 により実施した[24]．Bovine aortic 

endothelial cells （BAECs）の ROS 産生は DHE により測定した[25]．35-mm ガラ

ス製ディッシュに蒔いた細胞に対し，ATP 処理をする前に 37 °C で 10 分間，DHE
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（10 µM）を加えた．DHE 蛍光変化は，543 nm の励起光で得られた 560 nm の蛍光

波長を共焦点顕微鏡により検出した． 

 

3-2-6. 統計解析 

 結果は平均値±標準誤差で表し，すべての実験は少なくとも 3 回以上繰り返し行っ

た．統計比較は，両側 Student’s t-test あるいは one-way ANOVA による分散分析を

行った後，Student-Newman-Keuls test を行い，P 値が 0.05 未満の場合に有意差が

あると判断した． 
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3-3. 結果 

3-3-1. Ang II 誘発酸化ストレス由来内皮機能不全における N 型 VDCCs の関与 

 過去の報告において示されているように[22]，Cav 2.2 欠損マウスの基底心拍数や

BP は，WT のそれらとほぼ同等であった（Table 3-1）．慢性的な Ang II 投与は，WT

マウスと Cav 2.2 欠損マウスの双方に同等な BP の上昇をもたらし，Ang II 由来のシ

グナル伝達は N 型 VDCCs 欠損による影響を受けないことを示した．4 週間の Ang II

投与後，WT マウスは胸部大動脈の ACh による内皮依存性血管弛緩能に低下が認め

られた（Fig. 3-1A）．対照的に Cav 2.2 欠損マウスにおいては，この Ang II 由来の内 

 

 

 

 

Table 3-1.

 Vehicle  Ang II Ang II + CIL Ang II + AML

Cav 2.2 (+/+)  (n  = 6)  (n  = 4)  (n  = 5)  (n  = 4)

HR (bpm) 581 ± 15 531 ± 22 579 ± 53 740 ± 18
*,#

SBP (mmHg) 105 ± 3 143 ± 7
*

106 ± 3
#

104 ± 6
#

HW/BW (mg/g) 4.3 ± 0.0 5.2 ± 0.1
*

4.2 ± 0.1
#

5.3 ± 0.2
*

KW/BW (mg/g) 5.8 ± 0.1 7.4 ± 0.1
*

6.2 ± 0.3
#

7.2 ± 0.2
*

Cav 2.2 (-/-)  (n  = 4)  (n  = 4)  (n  = 4)  (n  = 4)

HR (bpm) 623 ± 41 609 ± 50 655 ± 27 669 ± 24

SBP (mmHg) 103 ± 2 137 ± 5
*

110 ± 6
#

95 ± 10
#

HW/BW (mg/g) 3.8 ± 0.1 4.4 ± 0.1
*

4.0 ± 0.1 4.1 ± 0.2

KW/BW (mg/g) 5.2 ± 0.1 6.4 ± 0.2
*

5.4 ± 0.2 5.7 ± 0.2

*
 P < 0.05 versus  vehicle group.

#
 P < 0.05 versus  Ang II group.

Hemodynamic parameters and organ weights in the WT (Cav 2.2 (+/+)) and Cav 2.2-

deficient (Cav 2.2 (-/-)) mice.

Abbreviations : CIL, cilnidipine; AML, amlodipine; HR, heart rate; SBP, systolic blood
pressure; HW, heart weight; BW, body weight; KW, kidney weight.



 
 
Fig. 3-1. Inhibition of N-type VDCCs attenuates Ang II-induced impairment of 
endothelium-dependent vascular relaxation produced by ACh in the mouse thoracic aorta. (A) 
Dose-dependent relaxation induced by ACh in WT (Cav 2.2 (+/+)) and Cav 2.2-deficient (Cav 
2.2 (–/–)) mice with or without Ang II. n = 6. (B) Peak relaxation induced by ACh (10 µM) in 
the thoracic aorta of Ang II-infused Cav 2.2 (+/+) and Cav 2.2 (–/–) mice. (C) Fluorescence 
images of 8-OH-dG formation in the thoracic aorta. Scale bar = 50 µm. (D) Average 
fluorescence intensities of the 8-OH-dG images. (E) Fluorescence images of 4-HNE 
formation. Scale bar = 50 µm. (F) Average fluorescence intensities of the 4-HNE images. n = 
3–5. 
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皮機能不全は有意に減弱していた（Fig. 3-1A and B）．酸化還元（redox）ホメオスタ

シスの喪失による酸化ストレスは，Ang II 誘発内皮機能不全の発生への関与が示唆さ

れている[4, 19]．慢性的な Ang II 投与は，WT マウスの胸部大動脈における酸化ヌク

レオチド（8-OH-dG）や脂肪酸（4-HNE）の発現増加示し，一方，これらの酸化ス

トレスマーカーの蓄積は Cav 2.2 欠損マウスの胸部大動脈においては有意に減少して

いた（Fig. 3-1C–F）．これらの結果は，マウスの胸部大動脈における Ang II による

酸化ストレスの増大や内皮機能不全の誘発に，N 型 VDCCs が関与していることを示

している． 

 

3-3-2. Ang II 誘発内皮機能不全に対するシルニジピンの強力な阻害作用 

 次に我々は，マウスにおける Ang II 誘発内皮機能不全に対して，シルニジピンに

よる L/N 型 VDCCs 阻害が，アムロジピン（DHP 誘導体の一つ）による L 型 VDCCs

阻害と比較して有益な効果を及ぼすかどうか検討した[26]．アムロジピン投与により

Ang II 由来の BP 増加は完全に抑制されたが，優位な反射性頻脈が認められた（Table 

3-1）．シルニジピン投与では、Ang II 由来の BP 増加は同様に完全に抑制されたが，

反射性頻脈は認められなかった．一方，WT マウスにおける ACh による Ang II 由来

の内皮依存性血管弛緩の障害を，シルニジピンとアムロジピンはいずれも抑制したが，

保護効果の程度はシルニジピンの方が大きかった（Fig. 3-2A）．しかしながら，アム

ロジピンと比較して強力なシルニジピンの保護効果は，Cav 2.2 欠損マウスにおいて

は，完全に消失した（Fig. 3-2B）．また，シルニジピンとアムロジピンはいずれも Ang 

II による胸部大動脈の 4-HNE / 8-OH-dG やマクロファージ浸潤の累積を優位に抑制

したが，抑制の程度はシルニジピンの方が大きかった（Fig. 3-2C–F）．Ang II による

酸化ストレスやマクロファージ浸潤の増大に対するシルニジピンの強力な阻害効果

は，Cav 2.2 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 VDCCs 阻害を介して，Ang II 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． 



 
 
Fig. 3-2. Protection against Ang II-induced impairment of endothelial function by cilnidipine 
via inhibition of N-type VDCCs. (A, B) Relaxation of the thoracic aorta induced by ACh in 
Cav 2.2 (+/+) mice (A) and Cav 2.2 (–/–) mice (B) treated or not treated with Ang II. An 
osmotic pump containing cilnidipine (CIL) or amlodipine (AML) was implanted 3 days 
before the Ang II infusion. n = 4–6. (C) Fluorescence images of 8-OH-dG formation. Scale 
bar = 50 µm. (D) Average fluorescence intensities of 8-OH-dG images. (E) DIC and 
Fluorescence images of macrophage infiltration. Scale bar = 50 µm.  (F) Average 
proportions of CD68-positive macrophages. *P < 0.05 and **P < 0.01 versus vehicle group, ##P 
< 0.01 versus Ang II group. 
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3-3-3. 内皮細胞でのアゴニスト誘導性 ROS 産生における N 型 VDCCs の役割 

 Ang II による AT1R の刺激は，NADPH オキシダーゼの活性化により血管における

ROS 産生を引き起こすことが報告されているが，機械的ストレスを介した機構によ

っても ROS 産生は誘導される[20, 21]．そこで我々は，N 型 VDCCs が内皮細胞に発

現し，Ang II 誘発 ROS 産生に寄与しているかどうか，human vascular endothelial 

cells（HUVECs）を用いて検討した．anti-Cav 2.2 抗体を用いたウエスタンブロッテ

ィングにより，N 型 VDCCs が HUVECs に発現しており，ラットの血管平滑筋細胞

には発言していないことを確認した（Fig. 3-3A）．我々はまた，bovine aortic 

endothelial cells（BAECs）に N 型 VDCCs が膜発現していることを確認した．しか

しながら，HUVECs も BAECs も Ang II やノルアドレナリンに対して反応しないこ

とが分かった（Fig. 3-3B）．これは，用いた内皮細胞ラインに，AT1Rs やアドレナリ

ン受容体の発現が乏しいことに起因すると考えている．マウスにおいて細胞外のヌク

レオチドが機械的ストレス由来の心線維化を仲介すること[27]，また，種々の細胞に

おいて細胞外のヌクレオチドが細胞内 Ca2+シグナルを活性化する強力な内因性リガ

ンドであること[24]，を我々は報告した．そこで，プリン受容体の特異的アゴニスト

である ATP を作用させたところ，BAECs において細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）上昇

と同時に，ROS 産生の顕著な増加が認められた（Fig. 3-3B-E）．N 型 VDCCs は，

-conotoxin（CTx）-GVIA により選択的に阻害される高閾値活性型 Ca2+チャネル

であり，CTx-GVIA は，魚食性のイモ貝（学名：Conus geographus）の毒から単

離された 27 残基のアミノ酸からなるペプチドである[28]．CTx-GVIA を作用させ

ると，ATP 由来の ROS 産生や[Ca2+]iの持続的な上昇は抑制された．BAECs に KCl

（10 mM）を作用させると，CTx で抑制した場合でも，DHE 蛍光強度の中等度の

増強が認められた（データ未掲載）．これらの結果より，N 型 VDCCs は血管内皮細

胞において，[Ca2+]i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. 3-3. N-type VDCCs participate in ATP-induced ROS production in endothelial cells 
(ECs). (A) Left, expression of Cav 2.2 proteins in human ECs and rat vascular smooth muscle 
cells (VSMCs). Right, localization of Cav 2.2 proteins in bovine aortic ECs (BAECs). (B) 
Effects of ω-conotoxin (ωCTx) on the increase in the DHE fluorescence intensity by ATP 
(100 µM), Ang II (1 µM) and noradrenaline (NA, 100 µM) treatment for 1 h in BAECs. Cells 
were pretreated with ωCTx (100 ng/mL) 30 min prior to ATP stimulation. (C) Average 
increases in DHE fluorescence intensities. (D) Time-courses of ATP-induced Ca2+ responses 
in BAECs treated with or without ωCTx pretreatment. (E) Cumulative increases in the [Ca2+]i 
induced by ATP, Ang II and NA. 
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3-4. 考察 

 酸化ストレスに対する N 型 VDCCs の関与は，腎臓において既に報告がある[29,30]．

また，シルニジピンは，RAS や腎臓の線維化および炎症の抑制を伴う N 型 VDCC 阻

害を介して腎保護効果を示すことが報告されている[29,31]．実際に，神経終末の N

型 VDCCs は，輸入・輸出細動脈の収縮や糸球体毛細血管の圧力上昇を引き起こす神

経伝達物質の放出を制御することが知られている[32]．WT マウスにおいて認められ

た Ang II 投与による心拍数の僅かな減少は，Cav 2.2 欠損マウスにおいては消失した

（Table 3-1）．覚醒下にある犬に対する Ang II の持続投与は，腎臓におけるノルアド

レナリンの過剰放出を減弱させると報告されている[33]．つまり，高血圧という悪影

響に反して，N 型 VDCCs 阻害は腎保護効果を示すことを我々のデータは裏付けてい

る． Ang II による血圧の上昇は，N 型 VDCCs 阻害では変化しないことから，N 型

VDCCs 阻害は Ang II による血圧上昇には関与していないと考えられる． 

 内皮細胞における N 型 VDCCs は，大動脈の内皮細胞ラインにおける[Ca2+]i 上昇

を引き起こすだけでなく，細胞外のヌクレオチド（ATP）誘導性の ROS 産生にも関

与していることを明らかにした．プリン作動性 P2X 受容体の刺激は，VDCCs を通し

た持続的な Ca2+の流入につながる陽イオン流入による膜の脱分極を引き起こすこと

が知られている[34]．持続的な[Ca2+]i 上昇は，心臓細胞におけるアゴニスト誘導性

ROS 産生に必須であることを我々は報告した[25]．ωCTx-GVIA が ATP 由来の ROS

産生を一部抑制することから（Fig 3-3），N 型 VDCCs は内皮細胞にけるアゴニスト

誘導性ROS産生の中心的な役割を担っていると考えられる．神経終末のN 型VDCCs

ではなく，内皮細胞の N 型 VDCCs が，ROS 産生に直接関与し，高血圧マウスにお

ける酸化ストレス由来の内皮機能不全を引き起こしていると，当初は考えていた．

DHP 誘導体は脂溶性の連鎖停止型酸化防止剤として働くことが知られており[35]，

また、シルニジピンが強力な抗酸化作用を示すことが報告されている[30]．The 

Cilnidipine versus Amlodipine Randomized Trial for Evaluation in Renal Disease

（CARTER） Study では，RAS 阻害薬による治療下の高血圧患者において，シルニ
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ジピンはアムロジピンに比べタンパク尿の進展を抑制したと報告している[26]．同じ

研究グループは，培養ヒトメサンギウム細胞においてイオノマイシン刺激によるスー

パーオキシド産生に対して，シルニジピンはアムロジピンよりも優位に高い抗酸化作

用を示したと報告している[30]．また，シルニジピンは Dahl 食塩感受性高血圧ラッ

トにおいて，NADPH オキシダーゼの活性を阻害することにより，心臓リモデリング

や拡張機能障害を抑制することが報告されている[36]．N 型 VDCCs を経由した ROS

産生の根底にある機構については未検討であるが，N型VDCCsを介したCa2+流入が，

内皮細胞における NADPH オキシダーゼを経由した ROS 産生に関与していることを，

これらの報告は示唆している． 

 結論として，Ang II 投与による高血圧マウスにおいて，内皮細胞に発現している N

型 VDCCs はアゴニスト誘発性 ROS 産生や酸化ストレス由来の内皮機能不全に関与

していることを実証することができた．また、高血圧により引き起こされる心疾患の

進展に関わる機構解明に，新しい知見を提供することができた．これらの知見が，高

血圧患者の疾病率と死亡率の減少につながる新しい治療戦略の開発につながること

が期待される． 
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第 4 章. シルニジピンのミトコンドリア GTP 結合タンパク質 Drp1 活性化阻害に 

 よる心不全改善効果 

 

4-1. 序 

心疾患は癌につぐ死亡率の高い危険な病気であり，その画期的な予防・治療法の開

発が望まれている．これまで冠動脈の閉塞により生じる心筋梗塞（MI）が心疾患の

最も高い死因だとされてきたが，近年のコホート解析から，心筋梗塞よりもむしろ慢

性心不全のほうが死亡率の高い病気であることが明らかになり，その原因が注目され

ている．高血圧や圧負荷，虚血，高血糖などのストレスが慢性心不全を誘発するリス

ク要因となることが指摘されており，特に高血圧に有効なβアドレナリン受容体遮断

薬，アンジオテンシン受容体拮抗薬，アンジオテンシン変換酵素阻害薬，抗アルドス

テロン拮抗薬などが慢性心不全の治療に用いられている．一方，高血圧治療薬の中で

も Ca2+拮抗薬は心臓の電位依存性 L 型 Ca2+チャネル活性を抑制するため，心不全治

療の第一選択薬として使われることはまずない．また，高血糖も心不全を悪化させる

主な原因の一つであるものの，糖尿病治療薬の多くは浮腫を起こすことがあるため，

心不全の予後をかえって悪くする危険性が指摘されている．このような背景から，心

不全の原因となる複数のリスク因子を一つでも多く軽減し，かつ心臓への負担がほと

んどない安全性の確立された薬を探しだすことが出来れば，実に画期的な慢性心不全

治療薬になりうると期待される． 

 慢性心不全は生活習慣病（高血圧・脂質異常症・糖尿病・肥満）に起因する部分

が大きく，過去 50 年間の治療ストラテジーの変遷を見返しても，心不全を心筋のポ

ンプ機能不全と考えるよりむしろ，交感神経系やレニン－アンジオテンシン系の過活

動による内分泌機能異常が原因と考えられるようになってきている．すなわち，心筋

だけでなく，様々な組織の細胞に共通する普遍的な恒常性維持に働くメカニズムを解

明し，これを基盤とする創薬ストラテジーを提案することが重要だと考えられる．そ

こで私は，細胞のエネルギー産生を司る細胞内小器官ミトコンドリアに着目した．ミ
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トコンドリアは，分裂と融合を繰り返すことにより，その形態を環境にあわせて変化

させることが可能な，動的な細胞小器官であり，大きく２つ（細長く相互接続した管

状のものと，断片的でバラバラの粒状のもの）に分類できる．この２つの相反するプ

ロセスの微妙なバランスは，ミトコンドリアの大きさ，分布，均一性，遺伝的形質の

維持に重要であることが明らかにされている．増殖性の細胞においては，細胞増殖に

伴ってミトコンドリア新生が起こり，これが融合することで管状のミトコンドリアが

形成される．しかし，常にポンプ機能を維持し続けなければならない非増殖性の心筋

細胞では，ミトコンドリア新生にエネルギーを費やすことが難しく，成熟した管状の

ミトコンドリアが分裂と融合を繰り返すことで自身のオルガネラ恒常性を維持して

いる．実際，ミトコンドリア形態を制御するタンパク質の異常により生じる分裂・融

合バランス（ミトコンドリアダイナミクス）の破綻が，アルツハイマー，ハンチント

ン病，パーキンソン病などの神経変性疾患や心血管疾患，骨格筋疾患を引き起こす原

因となることが、マウスレベルで明らかにされている[1]． 

 ミトコンドリアの分裂は，細胞質・ミトコンドリア外膜に存在するダイナミン様の

GTP 結合型タンパク質 dynamin-related protein 1 (Drp1)とその結合相手（受容体）

である Mff との結合により制御されている[2]．一方，ミトコンドリアの融合は OPA1

やMfn1/Mfn2といった別のGTP結合タンパク質によって制御されている[3,4]．Drp1

は約80kDaのタンパク質であり，N末端側に分裂に必要なGTPase活性ドメインが，

C 末端側にエフェクタードメインが存在する．Drp1 はプロテインキナーゼ A（PKA）

やカルモジュリンキナーゼ（CaMKII），グリコーゲン合成酵素キナーゼ 3β（GSK3β）

により Ser616 と Ser656 がリン酸化されることで活性化される．その一方で，Drp1

の Ser637 がリン酸化されることで活性が負に調節されることも報告されており，こ

の抑制はプロテインフォスファターゼ 2A（カルシニューリン）により脱リン酸化さ

れることで解除されることがわかっている．さらに，高血糖状態においては，Drp1

の Thr585/586 にアセチルグルコサミン（GlcNAc）が 1 分子結合した O-GlcNAc（O-

結合型 アセチルグルコサミン）とよばれる糖が結合（O-GluNAc 修飾）することで
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Ser637 のリン酸化を抑制し，Drp1 を活性化することも報告されている[5]．Drp1 は

一酸化窒素などの活性酸素／窒素種によっても活性化されることが知られており，こ

の機序として C 端の Cys644 の S-ニトロソ化修飾が関与する可能性が報告されてい

る[6]．このように，Drp1 は様々な細胞内環境変化をいち早く感知し，ミトコンドリ

ア形態を分裂側にシフトさせるセンサータンパク質として機能することが明らかに

なってきている．実際，Drp1 変異体マウスが心不全を呈することが示され[7]，ミト

コンドリア分裂の阻害が虚血性心疾患を改善することもマウスレベルで明らかにさ

れている[8]． 

 心筋梗塞後の非梗塞領域で起こる心筋細胞の早期老化は，慢性心不全の主な要因と

して考えられている[9]．西田らは以前，8-ニトロ-cGMP などの内因性の親電子物質

の生成が，心筋梗塞 4 週間後における H-Ras の S-グアニル化修飾および活性化の上

昇，および心筋細胞老化を仲介することを報告した[10]．しかし，何が引き金となっ

て心筋細胞が 8-ニトロ-cGMP を形成するかについては良くわかっていなかった．そ

こで本研究では，心筋細胞の早期老化の前段階において，ミトコンドリア分裂が起こ

るかどうかについて検討した．また，心筋梗塞後の心筋ミトコンドリアの分裂誘導が

心機能に与える影響について検証すると共に，シルニジピンを含む既承認薬の中から

ミトコンドリア分裂を阻害する新たな薬を同定し，その薬が心不全を改善させるかど

うか検討を行った．  
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4-2. 方法 

4-2-1. 試薬類 

 

 

4-2-2. 実験動物 

 マウスを用いたすべての実験は，「自然科学研究機構指針」に基づいた承認を得て

行った．C57BL/6J マウスは，Japan SLC, Inc.より購入した．Cav 2.2 欠損マウスは，

京都大学 森泰生教授により開発されたマウスを用いた[11,12]．また，すべての実験

において対照群として，同腹の野生型（WT）マウスを用いた．マウスは，12 時間明

暗周期の specific pathogen free（SPF）室内で飼育し実験に使用した．  

 

4-2-3. マウス心筋梗塞モデルの作成と薬物投与 

 心筋梗塞施術は，既報を参考に[10]，6 週齢のオスの C57BL/6J マウス，WT マウ

ス，Cav 2.2 欠損マウスに対して実施．すべての外科的処置は，ドミトール（0.75 mg/kg, 

Nihon Zenyaku Kogyo），ミダゾラム（4 mg/kg, Sandoz），ベトルファール（5 mg/kg, 

Materials Company
w-conotoxin Peptide Institute, Inc.
Amlodipine Tokyo Chemical Industry Co. Ltd.
Mdivi-1 Sigma-Aldrich Co. LLC
Dulbecco's modified eagle's medium (DMEM) Wako Pure Chemical Industries, Ltd.
diltiazem Wako Pure Chemical Industries, Ltd.
nifedipine Wako Pure Chemical Industries, Ltd.
verapamil Wako Pure Chemical Industries, Ltd.
Collagenase II Worthington Biochemical Corp.
Bovine serum albumin (BSA) Nacalai Tesque, Inc.
Anti-Drp1 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Anti-GAPDH Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Anti-MnSOD Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Anti-Mfn1 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG antibody Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG antibody Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Anti-phospho-Drp1 (Ser637) Cell Signaling technology, Inc.
Anti-taffazin Abcam plc
anti-Mfn2 Abcam plc
Anti-HO-1 Enzo Life Sciences, Inc.
Anti-HIF1α Novus Biologicals, LLC
Ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA) Dojindo Molecular Technologies, Inc.
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) Dojindo Molecular Technologies, Inc.
2',7'-Dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCF-DA) Molecular Probes, Inc
Cilnidipine Ajinomoto Pharmaceutical Co., Ltd.
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Meiji Seika Pharm, Japan）の三種混合麻酔薬でマウスを麻酔後に実施した．6 週齢

のオスの C57BL/6J マウスに心筋梗塞施術を実施した 1 日後に，saline（vehicle），

シルニジピン（30 mg/kg/day or 100 mg/kg/day）を充填したミニオスモティックポ

ンプ（Alzet）を腹腔内に埋め込み持続的に投与した。 

 

4-2-4. 経胸壁心エコー検査と心臓カテーテル 

 エコー検査と心臓カテーテルは，ドミトール，ミダゾラム，ベトルファールの三種

混合麻酔薬でマウスを麻酔後に実施した．エコー検査は，心筋梗塞施術を実施した 4

週間後に，Nemio-XG echocardiography（TOSHIBA）を用いて，14 MHz のトラン

スデューサーにて実施した．心機能は，心筋梗塞施術を実施した 4 週間後に，

micronanometer カテーテル（Millar 1.4F, SPR 671, Millar Instruments）を用いて

測定した． 

 

4-2-5. 形態学的分析 

 マウスの心臓は，摘出後に PBS で血液を洗浄し，10%中性緩衝ホルマリンにより

固定した．心筋細胞のコラーゲンの定量的評価には，ホルマリン固定した心臓をパラ

フィンにより包理した後，3 µm の厚さに薄切し，ピクリン酸飽和溶液を用いて調製

した 0.1% Direct Red 80 溶液に浸漬させた標本を用いた．心筋細胞の横断総面積

（CSA）の評価には，ヘマトキシリンとエオジン（H&E）染色した標本を用いた．

各左室部位の標本より 3部位をランダムに選択し，顕微鏡BZ-II Analyzer（Keyence）

により観察した．コラーゲン含量の比率は、染色されて染まった面積を心臓横断総面

積で除したものを百分率で表示したものとして算出した． 

 

4-2-6. ラット新生児心筋細胞（NRCM）培養 

  まず，哺乳一日目の SD ラットの胎児を冷温麻酔後，心臓を取り出し，0.05%トリ

プシン-EDTA にて 4℃で 16 時間インキュベートした．その後，トリプシンを除去し，
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1 mg/mL となるように PBS（リン酸生理食塩水）にて希釈したコラゲナーゼ II 溶液

にて 37℃で 15 分間インキュベートした。残渣はさらにコラゲナーゼ II にて 37℃で

15 分間インキュベートした後，70mm nyloncell strainer（BD-Falcon Biosciences

社製）を通過させた後，遠心分離（1,000 rpm，2 分間）してコラゲナーゼを除去し

た．得られた細胞は，FBS（ウシ胎児血清）含有 DMEM（10 容量% FBS, 100 unit/mL

ペニシリン，および 100 µg/mL ストレプトマイシンを含有する DMEM）に懸濁した

後，non-coat ディッシュに播種し，5 容量%二酸化炭素（95 容量%空気），加湿雰囲

気下で 37℃，1 時間培養した．次いで，ディッシュに接着しなかった細胞を NRCM

細胞として回収し，ゼラチンコートしたディッシュ又はプレートに播種した．播種し

た NRCM 細胞を，5 容量%二酸化炭素（95 容量%空気），加湿雰囲気下で 37℃，24

時間培養した後，タウリン含有 DMEM（5mM タウリン，100 unit/mL ペニシリン，

及び 100 µg/mL ストレプトマイシンを含有する DMEM）に培地交換して 48 時間培

養したものを，各実験に用いた． 

 

4-2-7. ウエスタンブロッティング 

 マウスの心筋を，Physcotron（MICROTEC）を用いて，プロテアーゼ阻害剤カク

テルを含む lysis buffer（20 mM Hepes(pH7.4), 100 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 1% 

NP-40, 50 mM NaF, 1 mM Na3VO4 and 20 mM β-glycerophosphate）中，4℃でホ

モジナイズした．透明な溶解産物は，サンプルバッファーと混合した．タンパク質は，

SDS-PAGE により分離した後，1 時間，2 mA/cm2で PVDF 膜に電気的に転写した．

Drp1 のリン酸化状態は，6% Phos-tag-SDS-PAGE（Funakoshi, Japan）により解析

した．1% BSA 溶液にて 1 時間ブロッキングした後，膜に結合したタンパク質は一次

抗体でインキュベートした．次いで二次抗体として、抗西洋ワサビペルオキシダーゼ

（HRP）抗体でインキュベートした後，ECL システム（Nacalai Tesque）を用いて，

Drp1 及び GAPDH のバンドを検出した． 
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4-2-8. GTP-pulldown アッセイ 

 GTP-agarose pulldown アッセイは，Gawlowsli らの方法[13]に従い実施した．組

織サンプルは，氷冷した GTP-binding buffer（50 mM HEPES (pH 7.4), 1% Triton 

X-100, 10% glycerol, 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EGTA and 1% protease 

inhibitor cocktail）中でホモジナイズした．ラット新生児心筋細胞は，氷冷した PBS

で洗浄，GTP-binding buffer で回収し，15 秒間（QSonica, WAKEN B TECH）超音

波処理しながらホモジナイズした後，遠心分離処理（9,000 x g, 30 分間, 4℃)し，上

清を回収した．上清（100 µg）は，20 µL の GTP-agarose beads（GTP-binding buffer

にて平衡化済み）と混合し，1 時間室温でローテーターにてインキュベートした．イ

ンキュベート後のビーズは，遠心分離処理（10,000 x g, 3 分間, 4℃）により回収した

後，GTP-binding buffer にて 2 回洗浄した．GTP-bound タンパク質は，2-メルカプ

トエタノールを含む 2x Laemmli buffer で希釈し，SDS-PAGE により分離した． 

 

4-2-9. 細胞内 ATP 量の測定 

 細胞内 ATP 量は，Luciferase assay （Wako Pure Chemical Industries, Ltd）を

用いて測定した．96 ウェルプレートに播種したラット新生児心筋細胞を，低酸素刺

激した後，又は低酸素刺激後に再酸素化した後，PBS で１回洗浄した．対照として，

無刺激のラット新生児心筋細胞も，PBS で１回洗浄した．また，培養培地に DMSO

に溶解させた Mdivi-1（Sigma 社製）を最終濃度が 10 µM となるように添加した以

外は同様にして，無刺激のラット新生児心筋細胞，低酸素刺激したラット新生児心筋

細胞，および低酸素刺激後に再酸素化したラット新生児心筋細胞も調製した． 

 次いで，培地を除去してフレッシュな DMEM（100 µL）に交換した後，ただちに

Luciferase reagent を 20 µL 添加し，10 分間室温でインキュベートした．インキュ

ベート後の細胞の発光を，SpectraMax i3 (Molecular devices 社製) で測定し，発光

強度からウェルあたりの ATP 濃度を求めた。発光強度からの ATP 濃度の算出には，

ATP を最終濃度 0，0.01，0.1，1，または 10 µM となるように含有する DMEM の発
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光強度を同様にして求め，得られた発光強度と ATP 濃度の関係から求めた検量線を

用いた．ウェルあたりの ATP 消費量は，細胞に 10 µM の carbonyl cyanide m-chloro- 

phenyl hydrazine（CCCP）を添加して 5分間室温でインキュベートすることにより，

ミトコンドリアからの ATP 合成を阻害する処理を行った後，Luciferase assay に供

し，細胞内の残存 ATP 量を測定した． 

 

4-2-10. ミトコンドリア膜電位の測定 

 ミトコンドリアの膜電位の測定は，5'，6，6'-tetrachloro-1，1'，3，3'-tetraethylbenz- 

Imidazolyl carbocyanine iodide（JC-1）により分析した．ラット新生児心筋細胞は，JC-1 

（2.5 µg/mL）で 10 分間，インキュベートした．媒体を Phenol-red free DMEM に

交換した後，励起光 488 nm で 529 nm の蛍光波長，および励起光 488 nm で 590 nm

の蛍光波長を SpectraMax i3（Molecular devices, Sunnyvale, CA）にて測定した．

ミトコンドリアの膜電位は，蛍光波長 529 nm と 590 nm の強度比として表した． 

 

4-2-11. ミトコンドリアの形態 

 ミトコンドリアの形態は，各細胞のミトコンドリアを Mito Tracker Green FM 

reagent（Life technologies 社製）を用いて染色した後，共焦点レーザ走査型顕微鏡

FV10i（Olympus）により観察して解析した．ミトコンドリア染色は，35 mm ガラ

スボトムディッシュに播種した細胞を，MitoTrakcer Green（0.5 µM）で， 37℃，

10 分間インキュベートして反応させた．反応後、PBS で 2 回洗浄して MitotTacker

を除去した後，Phenol-red free DMEM を加え測定した． 

 

4-2-12. ミトコンドリアからの ROS 産生量の測定 

 ミトコンドリアからの ROS 産生量の測定は，MitoSOX Red（Life technologies）

を用いて測定した．ラット新生児心筋細胞に，MitoSOX（5 µM）を添加し，37℃，

10 分間インキュベートして反応させた．反応後，PBS で 2 回洗浄して MitoSOX を
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除去した後，Phenol-red free DMEM に交換した．染色された細胞を，共焦点レーザ

走査型顕微鏡 FV10i（Olympus）により観察した． 

 

4-2-13. 老化関連β-gal 活性の測定 

 老化に関係する酸性のβ-ガラクトシダーゼ（SA-β-gal）活性は，senescence 

β-Galactosidase Staining Kit（Cell signaling technology）を用いて測定した．ラッ

ト新生児心筋細胞を，キットに含まれている Fixative Solution にて室温で 15 分間処

理して固定した．固定された細胞を，PBS で 1 回洗浄後，キットに含まれている

β-galactosidase staining 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，カラーCCD カメラ（Nikon digital camera DXM1200F）付き

の正立顕微鏡 Eclipse 80i（Nikon）により観察し，SA-β-gal 活性が陽性な細胞（染

色された細胞）の割合を調べた． 

 

4-2-14. リアルタイム PT－PCR 法 

 RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit（QIAGEN）を用いて，凍結したマウスの心臓細

胞から total RNA を抽出した．相補 DNA（cDNA）は，Prime Script RT（Takara Bio）

により合成した．リアルタイム PCR は，Power SYBR Green PCR Master mix（Life 

technologies）あるいは QuantiTect Probe RT-PCR Kit（Qiagen）と TaqMan probes 

with the ABI PRISM 7500 Real-Time PCR System（Applied Biosystems）を用い

て測定した．プライマーおよび TaqMan プローブの配列を下に示す． 

 

【mouse probes】 

Mouse alpha-skeletal actin (α-SKA) 
5’-GTGCGCGACATCAAAGAGAAG-3’ (Forward primer) 
5’-GCAACGGAAACGCTCATTG-3’ (Reverse primer) 
5’-FAM-CTATGTGGCCCTGGACTTCGAGAATGAGAT-TAMRA-3’ (Taqman probe) 
 
Mouse beta-myosin heavy chain (β-MHC) 
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5’-TTTCTACCAAATCCTGTCTAATAAAAAGC-3’ (Forward primer) 
5’-GTCATCAATGGAGGCCACAGT-3’ (Reverse primer) 
5’-FAM-ACCCCTACGATTATGCGTTCATCTCCCAA-TAMRA-3’ (Taqman probe) 
 
Mouse atrial natriuretic peptide (ANP) 
5’-CATCACCCTGGGCTTCTTCCT-3’ (Forward primer) 
5’-TGGGCTCCAATCCTGTCAATC-3’ (Reverse primer) 
5’-FAM-ATTTCAAGAACCTGCTAGACCACCTGGA-TAMRA-3’ (Taqman probe) 
 
Mouse procollagen type 1α1 (Collagen 1α1) 
5’-GAGAGAGCATGACCGATGGATT-3’ (Forward primer) 
5’-GCTACGCTGTTCTTGCAGTGAT-3’ (Reverse primer) 
5’-FAM-CTATCCAGCTGACCTTCCTGCGCCTAAT-TAMRA-3’ (Taqman probe) 
 
Mouse procollagen type 3α1 (Collagen 3α1) 
5’-CAGCAGTCCAACGTAGATGAATTG-3’ (Forward primer) 
5’-CATGGTTCTGGCTTCCAGACA-3’ (Reverse primer) 
5’-FAM-CCACCTTGGTCAGTCCTATGAGTCT-TAMRA-3’ (Taqman probe) 
 
Mouse connective tissue growth factor (CTGF) 
5’-CTGCACCAGTGTGAAGACATACAG-3’ (Forward primer) 
5’-TCCCCAGGACAGTTGTAATGG-3’ (Reverse primer) 
5’-FAM-TCAAATGCCCCGATGGCGAGAT-TAMRA-3’ (Taqman probe) 
 
Mouse periostin 
5’-GAATGCCTTACACAGCCACATG-3’ (Forward primer) 
5’-GCCCCAGATTGTTGTACATTGA-3’ (Reverse primer) 
5’-FAM-TAACCAAGGACCTGAAACACGGCATGG-3’ (Taqman probe) 
 
Mouse angiotensin-converting enzyme (ACE) 
5’-TGAGAAAAGCACGACGGAGGTATCC -3’ (Forward primer) 
5’-CCGCTTGATGGAAGAGTTTTG -3’ (Reverse primer) 
5’-FAM-ATCACACCCTGAAATATGGCACCCGG-3’ (Taqman probe) 
 
TGF-β1: Mm00441724_m1 
TGF-β2: Mm00436952_m1 
TGF-β3: Mm00436960_m1 
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mouse 18S 
5’-ATTAATCAAGAACGAAAGTCGGAGGT-3’ (Forward primer) 
5’-TTTAAGTTTCAGCTTTGCAACCATACT-3’ (Reverse primer) 
 

4-2-15. 統計解析 

 結果は平均値±標準誤差で表し，すべての実験は少なくとも 3 回以上繰り返し行っ

た．経時変化の実験における代表データは，20 細胞以上用いて実施した 3 回の同様

の実験結果の一つをプロットした．統計比較は，両側 Student’s t-test，one-way 

ANOVA，あるいは two-way ANOVA による分散分析を行った後，Student-Newman- 

Keuls test を行い，P 値が 0.05 未満の場合に有意差があると判断した． 
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4-3. 結果 

4-3-1. Drp-1 誘導ミトコンドリア分裂を介した心筋梗塞後マウス心臓の梗塞周辺領域

における心筋細胞早期老化の誘発 

 まず，心筋梗塞後のマウス左室において，どの領域に心臓細胞老化が発生している

か確認を行った．心筋梗塞後 4 週間で，左室心筋の梗塞領域および梗塞周辺領域で老

化に関連した酸性の-ガラクトシダーゼ（SA--gal）活性が陽性の細胞数は有意に増

加していることが観察された（Fig. 4-1A）．心筋構造と形態が著しく破壊されている

ことから，老化細胞の大部分は，梗塞領域の心線維芽細胞と考えられた（Fig. 4-1B）．

それとは対照的に，心筋細胞の早期老化（細胞毒性により老化が短期間のうちに誘導

される現象）は，左室心筋の梗塞周辺領域に顕著に観察された．次に，梗塞周辺領域

では正常な血液循環が行われているにもかかわらず，なぜ心筋の老化が起こるのかを

検討した．電子顕微鏡での分析により，梗塞周辺領域の心筋細胞では，偽手術群の心

筋細胞と比較して，断片化したミトコンドリアの数が顕著に増加していることが明ら

かとなった（Fig. 4-1B）．さらには，低酸素誘導因子-1（HIF-1）やヘム・オキシ

ゲナーゼ-1（HO-1）などの低酸素応答タンパク質が梗塞周辺領域の心筋において増

加していることが認められ，また，Mn-SOD や Taffazin などのミトコンドリア機能

に関連したタンパクの発現は，変化を認めなかった（Fig. 4-1C）．明白な血流回復に

も関わらず梗塞周辺領域の心筋では，低酸素刺激が誘導されていると考えられた．ミ

トコンドリア動態の大部分は，Drp1 や Fis1 などの分裂促進因子と Mfn1，Mfn2 お

よび Opa1 などの融合促進因子により維持されており，ミトコンドリアの分裂は，

Drp1 の活性化，あるいは，ミトコンドリア融合タンパクの発現レベ低下により起こ

ることが報告されている[4, 14]．心筋梗塞後 1 週間のマウス心臓において，GTP が

結合した活性型の Drp1 は，有意に増加していることが分かった（Fig. 4-1D）．また，

心筋梗塞後 4 週間では，Drp1 の発現量が有意に増加していた（Fig. 4-1E）．対照的

に，Mfn1，Mfn2 および Opa1 タンパク発現量は，偽手術群の心臓と比較しても有意

な減少は認められなかった（Fig. 4-1F）．これらの結果より，低酸素により誘導され 
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る Drp1 の活性化は，心筋梗塞後の梗塞周辺領域の心筋細胞におけるミトコンドリア

の分裂と同様，心筋の早期老化の発生にも関与していることが推察された． 

 

4-3-2. 低酸素刺激後の再酸素化は Drp1 による心筋老化と類似の症状を呈する 

 低酸素刺激が，in vivo マウスの心臓において，Drp1 の活性化の引き金であること 

 

 

 
Fig. 4-2. Hypoxia/ reoxygenation-induced activation of Drp1. (A) Images of mitochondrial morphology in 
normoxia NRCMs (N), and NRCMs treated with 16 h hypoxia (H) or hypoxia followed by 12 h 
reoxygenation (H/R). (B) Proportion of the number of fission-positive (vesicle), -negative (tubule), and 
intermediate NRCMs (n = 3 experiments). (C) Effects of Mdivi-1 (10 µM) on H/R-induced cardiomyocyte 
senescence (n = 3 per groups). (D) Activation of Drp1 induced by H and H/R (n = 3 per groups). 
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Fig. 4-3. Cardiac senescense induced by H/R is independent of ROS production and mitochondrial 
membrane potential in NRCMs. (A) Proportion of the number of β-gal positive cells after normoxia (N), 
hypoxia (H), or hypoxia-reoxygenation (H/R) in NRCMs, n = 3 experiments. (B) Representative imaging 
of mitochondrial ROS production and senescence after hypoxia and H/R in NRCMs. (C) Effects of Mdivi-1 
(10 µM) and cilnidipine (1 µM) on the mitochondrial membrane potential in NRCMs after hypoxia and 
H/R, analyzed with JC-1. 

 

 

から，低酸素刺激後の再酸素化（H/R）が，in vitro において Drp1 を介した心筋の

老化と類似の症状を示すかどうか検討を行った．ラット新生児心筋細胞（NRCM）に

低酸素刺激を施すと，ミトコンドリアが断片化したラット新生児心筋細胞数が有意に

増加し，ミトコンドリアは小胞状や小胞状と小管状の中間的な構造を呈していた（Fig. 
44 
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4-2A and B）．ラット新生児心筋細胞において，低酸素刺激のみでは心筋細胞の老化

を誘導するには不十分であるが，低酸素刺激後に再酸素化を行うと，ミトコンドリア

分裂と同様，SA--gal 活性が陽性の心筋細胞数の有意な増加が観察された（Fig. 4-2C，

4-3A and B）．また，低酸素刺激後の再酸素化により誘導される細胞老化は，Drp1

の選択的阻害薬である Mdivi-1 により有意に抑制された（Fig. 4-2C）．低酸素刺激は

実際，Drp1 を活性化させることから（Fig. 4-2D），低酸素刺激後の再酸素化により

誘導されるラット新生児心筋細胞の早期老化には Drp1 が関与していると推察された．

低酸素刺激により，Drp1 上の Ser-637 の Ca2+/カルシニューリン依存型の脱リン酸化

を通じて，ミトコンドリア転移，多量体の形成や Drp1 の活性化が誘導されると報告

されているが，Drp1 上の Ser-637（マウスでは Ser-622 に相当）のリン酸化レベル

は，心筋梗塞後のマウス心臓では変化していなかった（Fig. 4-1E）．対照的に，プロ

テインキナーゼ A あるいは C による Drp1 のリン酸化は，Drp1 を活性化すると報告

がある[15]．しかしながら，低酸素刺激は，Drp1 上の Ser-637 のリン酸化同様，Drp1

の全リン酸化レベルに影響を及ぼさなかったことから（Fig. 4-4F），低酸素刺激はリ

ン酸化とは独立した経路で，Drp1 を活性化することが示唆された． 

 

4-3-3. シルニジピンンはラット新生児心筋細胞におけるDrp1を介したエネルギー代

謝異常を阻害する 

 重度のエネルギー代謝異常は，心筋梗塞後，左室心筋の梗塞周辺領域で起こること

が報告されている[9]．ラット新生児心筋細胞において，低酸素刺激後に再酸素化を行

うことで，ミトコンドリアの呼吸速度や膜電位は変化しないことから（Fig. 4-3C），

低酸素刺激後の再酸素化は，ミトコンドリアによる ATP 産生に影響を及ぼさないと

考えられる．ATP などのポリリン酸種の蛍光性ケモセンサーである 1-2Zn(II)（キサ

ンテン型亜鉛錯体）を用いることで[16]，心筋梗塞後 1 週間の左室心筋細胞の梗塞周

辺領域でヌクレオシドポリリン酸塩量が増加していることが明らかとなった（Fig. 

4-4G）．実際に，亜鉛錯体の蛍光強度と細胞内の ATP 濃度（[ATP]i）は，低酸素刺激 



 
 
Fig. 4-4. Mitochondrial fission-mediated energy imbalance induced by H/R in NRCMs. (A) Effect of 
cilnidipine (1 µM), amlodipine (1 µM), verapamil (1 µM), diltiazem (1 µM) and ω-conotoxin GVIA 
(ωCtx) (100 ng/mL) on ATP accumulation after H/R. **P < 0.01. (B) Dose dependency of cilnidipine on 
ATP accumulation after H/R. (C) Effect of cilnidipine (1 µM) on mitochondrial fission after hypoxia and 
reoxygenation in NRCMs (n = 3 experiments). (D) Effect of cilnidipine on H/R-induced and senescence in 
NRCMs (n = 3 experiments). (E) Effect of Mdivi-1 and cilnidipine on cellular senescence. NRCM were 
incubated for 48 h in the presence or absence of Mdivi-1 (10 µM) or cilnidipine (1 µM) (n = 3 experiments). 
(F) Phosphorylation of Drp1 analyzed by phos-tag assay in the presence or absence of cilnidipine (1 µM) (n 
= 3 experiments). (G) ATP accumulation of sham, peri-infarct zone. 
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Fig. 4-5. Cilnidipine (1 µM) and Mdivi-1 (10 µM) decrease mitochondrial ROS after hypoxia and 
hypoxia-reoxygenation. (A, B) Effect of cilnidipine and Mdivi-1 on mitochondrial ROS production after 
normoxia (N), hypoxia (H) or hypoxia-reoxygenation (H/R). Representative confocal imaging (A) and 
quantitative analysis (B). (C) Effect of Mdivi-1 on ATP accumulation after H and H/R. **P < 0.01. 

 

 

後に再酸素化を行ったラット新生児心筋細胞において増加していた（Fig. 4-4A）．低

酸素刺激は，筋収縮の阻害を特徴とする冬眠心筋を引き起こすことが知られている

[17]．また、老化した心筋細胞では，エネルギー代謝異常が発生することが報告され

ている[18]．低酸素刺激後の再酸素化による[ATP]iの上昇が Mdivi-1 により抑制され

たことから（Fig.4-5C），Drp1 は，低酸素刺激後の再酸素化により引き起こされる冬

眠心筋に関与していると考えられた．低酸素刺激後に再酸素化を行ったラット新生児

心筋細胞において，未刺激（酸素正常状態）の場合と比較すると，エネルギー産生が

欠乏した状態における[ATP]iの低下は早かったことから，低酸素刺激後の再酸素化に

よる[ATP]i の上昇は，ラット新生児心筋細胞での ATP 消費能の低下により引き起こ

されたと考えられる．ミトコンドリアでの活性酸素種（ROS）産生は，低酸素刺激後

の再酸素化により増加し，Mdivi-1 によりこの増加した ROS 産生は抑制されたこと

から（Fig. 4-5A and B），Drp1 を介したミトコンドリア分裂は，ラット新生児心筋

細胞において，低酸素刺激後の再酸素化による冬眠心筋や ROS 産生を誘発すると考

えられた． 

 次に，Drp1 を介した低酸素刺激後の再酸素化による心筋細胞の老化を抑制する可

能性を有する既承認薬のスクリーニングを実施した．その結果，250 あまりの既承認
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薬のから，1,4-ジヒドロピリジン（DHP）骨格を有し，L/N 型電位依存性 Ca2+チャ

ネルを選択的に阻害する高血圧治療薬のシルニジピンが，濃度依存的に低酸素刺激後

の再酸素化によるラット新生児心筋細胞での[ATP]iの上昇を有意に抑制し，IC50値が

85 nM（95%Cl;0.032-0.224）であることが明らかとなった（Fig. 4-4B）．一方，ニフ

ェジピンやアムロジピンなど DHP 系 Ca2+チャネル拮抗薬，ベンゾチアゼピン誘導体

であるジルチアゼムやフェニルアルキルアミン誘導体であるベラパミルなどの L 型

Ca2+チャネルの阻害薬，N 型 Ca2+チャネルを阻害するペプチドである-conotoxin 

GVIA は，低酸素刺激後の再酸素化による[ATP]iの増加に何ら影響を与えなかったこ

とから，L/N 型 Ca2+チャネルは低酸素刺激後の再酸素化による[ATP]i の減少に影響

を与えていないと考えられた．実際に，ラット新生児心筋細胞をシルニジピンで処置

すると，低酸素刺激後の再酸素化によるミトコンドリア分裂や心筋細胞の老化が有意

に抑制された（Fig.4-4C and D）．これらの結果より，Drp1 を介したミトコンドリア

分裂を阻害することは，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． 

 

4-3-4. 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 

 Ca2+阻害薬，特に心筋特異的な非 DHP 系 Ca2+阻害薬は，慢性心不全の患者の心機

能を増悪させることが一般的に知られている．そこで，シルニジピンによる Drp1 の

活性化阻害作用が，マウスの心筋梗塞後の心不全に対して，効果的な作用を示すかど

うか検討を実施した．心筋梗塞の手術後 24 時間後より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（Fig. 4-6A）．また，心筋梗塞後の左室肥大は，シルニジピン投与群におい

て，有意に抑制された（Fig. 4-6B）．そこで，シルニジピンによる生存率や左室肥大

の改善が N 型 Ca2+チャネル阻害によるものか検証するため，Cav 2.2 欠損マウスを用

いて検討を行った．その結果，WT マウスと Cav 2.2 欠損マウスにおいて，心筋梗塞

後の生存率と左室肥大の程度は同等であった（Fig. 4-6C and D）．また，心筋梗塞後 
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Table 4-2.

Echocardiographic parameters

HR (bpm) 500 ± 3 500 ± 3

   IVSd (mm) 0.52 ± 0.03 0.60 ± 0.06

   LVPWd (mm) 1.21 ± 0.06 1.30 ± 0.12

   LVIDd (mm) 4.75 ± 0.21 5.09 ± 0.33

   LVIDs (mm) 4.02 ± 0.22 4.22 ± 0.38

EF (%) 38.9 ± 2.5 42.3 ± 4.5

FS (%) 16.1 ± 1.3 18.1 ± 2.3

Cardiac parameters measured by Millar Catheter

Heart Rate (bpm) 498 ± 2 498 ± 2

LVP (mmHg) 109 ± 3 115 ± 4

LVEDP (mmHg) 5.0 ± 0.9 12.2 ± 2.7
*

dP/dt max (mmHg/sec) 8790 ± 497 8055 ± 656

dP/dt min (mmHg/sec) 5329 ± 210 5231 ± 462

tau (msec) 15.4 ± 0.8 17.3 ± 2.0

HR, heart rate; IVSd, interventricular septum diastolic diameter; LVPWd, left ventricular
posterior wall diastolic diameter; LVIDd, left ventricular internal at end-diastole; LVIDs,
left ventricular internal diameters at end-systole; EF, ejection fraction; FS, Fractional
shortening; LVP, left ventricular pressure; LVEDP, left ventricular end diastolic pressure;
dP/dt max, maximal rate of pressure development; dP/dt min, maximal rate of decay of
pressure; tau, monoexponential time constant of relaxation.
*
P < 0.05 vs WT MI

WT MI 1B (-/-) MI

(n = 10) (n = 9)

(n = 9) (n = 7)



 
 
Fig. 4-7. Effects of cilnidipine on the development of cardiac remodeling after MI. (A, B) Cell surface area 
(CSA) of cardiomyocytes (A) and collagen volume fraction (CVF) (B) in the peri-infarcted myocardial 
regions 4weeks after MI. Cilnidipine (30 mg/kg/day and 100 mg/kg/day) was administered 1day after MI. 
(C) mRNA expression levels of fibrosis-related genes in the peri-infarcted myocardium 1week after MI 
with or without cilnidipine administration (30 mg/kg/day). 
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に障害を受けた左室機能は，シルニジピンの投与により，WT マウスと Cav 2.2 欠損

マウスのいずれの群においても有意な改善が認められた（Fig. 4-6E and Table 4-1 

and 4-2）．このことは，シルニジピンによる心不全の改善効果は，N 型 Ca2+チャネ

ル阻害によるものではないことを示している．シルニジピンは，梗塞周辺領域の左室

心筋細胞のSA-β-gal陽性の面積を有意に減少させ，かつ，Drp1の活性を抑制した（Fig. 

4-6G and H）．また，左室リモデリングや心筋細胞サイズの増大，間質の線維化，肥

大や線維化関連の遺伝子発現も抑制した（Fig. 4-7A-C）．これらの結果は，全ての Ca2+

拮抗薬が心不全治療に対して使用すべきでないと考えられていたにも関わらず，シル

ニジピンが Drp1 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． 
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4-4. 考察 

 

 心筋梗塞後のマウス左室では，壁厚が薄くなった梗塞領域だけでなく，正常な循環

が行われ，壁厚が保たれている梗塞周辺領域においても，細胞老化が認められた（Fig. 

4-1A）．梗塞領域における老化細胞の多くが心線維芽細胞であったのに対し，梗塞周

辺領域では大部分が心筋細胞であった．梗塞周辺領域では，特に心筋細胞においてミ

トコンドリア過剰分裂が観察された．この際，ミトコンドリア機能に関連したタンパ

クの発現量は変化しておらず，低酸素応答タンパク質の増加が認められた（Fig. 4-1C）．

これらの結果から，心筋梗塞後はリモデリングにより左室の壁厚が薄くなるものの，

梗塞周辺領域の心筋細胞は低酸素環境に曝露されることにより低酸素誘導因子の発

現が誘導され、ミトコンドリア分裂が起こる可能性が示された． 

 ミトコンドリアの恒常性は，分裂と融合のバランスが保たれることで維持されてい

る．心筋梗塞後に認められたミトコンドリアの断片化は，分裂の亢進か融合の減弱の

どちらに起因するか確認したところ，梗塞周辺領域の心筋組織では，融合促進タンパ

ク質の発現量に変化は認められず，分裂促進に働く G タンパク質 Drp1 の活性が上昇

していることが明らかとなった（Fig. 4-1D）．したがって，心筋梗塞後の梗塞周辺領

域では，低酸素による Drp1 の活性化がミトコンドリア分裂を促進し，心筋細胞の早

期老化を引き起こしていると考えられた．ラット新生児心筋細胞を用いた in vitro の

実験でも，低酸素刺激によりミトコンドリアの分裂および Drp1 の活性化が認められ，

再酸素化することにより老化も確認された（Fig. 4-2C）．さらに，ミトコンドリア分

裂抑制作用を有する Mdivi-1 により，低酸素刺激後の再酸素化による細胞老化が抑制

されたことから，ミトコンドリア分裂を促進する Drp1 の活性化を抑制することが、

心筋老化の予防につながることが示唆された． 

 心筋梗塞後，マウス左室心筋細胞の梗塞周辺領域では，ATP などのヌクレオシドポ

リリン酸塩量が増加していた（Fig. 4-4G）．ラット新生児心筋細胞においても，低酸

素刺激後の再酸素化により，ATP 消費能の低下に伴い，細胞内 ATP 量が増加してい
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た（Fig. 4-4A）．この細胞内 ATP 量の上昇は Mdivi-1 処置によって抑制されたこと

から（Fig. 4-5C），Drp1 が活性化し，ミトコンドリア分裂が起こることで，細胞内

に ATP が蓄積することが示唆された．低酸素刺激後の再酸素化による ATP 蓄積が心

筋細胞の早期老化を反映する指標になると考え，主に循環器疾患治療に使われる既承

認薬を用いてスクリーニングを行った結果，シルニジピンだけが低酸素刺激後の再酸

素化による ATP の蓄積を抑制することが明らかとなった（Fig. 4-4A）．興味深いこと

にシルニジピンと同じジヒドロピリジン（DHP）系 Ca2+拮抗薬であるニフェジピン

やアムロジピンでは心筋細胞内 ATP 増加の抑制は観察されなかった．DHP 系 Ca2+

拮抗薬のDHP骨格はL型Ca2+チャネル阻害の発現に関与していることが知られてい

る．このことから ATP 蓄積抑制に，L 型 Ca2+チャネルは関与していないことが示唆

された．加えて，N 型 Ca2+チャネル阻害ペプチドであるω-conotoxin-GVIA 処置によ

っても ATP 増加は抑制されなかった．これらの結果は、これまで知られていたシル

ニジピンの L/N 型 Ca2+チャネル阻害とは異なる機序を介してミトコンドリア分裂を

阻害することを示唆するとともに，その薬理作用がジヒドロピリジン骨格に依存しな

いことも強く示唆している． 

シルニジピンは，低酸素刺激や，その後の再酸素化によって起こるラット新生児心

筋細胞のミトコンドリア分裂を抑制し，かつ，低酸素刺激後の再酸素化の心筋細胞老

化を抑制した．そこで，マウス心筋梗塞モデルにシルニジピンを持続投与したところ，

生存率や左室肥大の改善，さらには Drp1 の活性化と心筋老化の抑制が認められた．

これらの効果は，Cav 2.2 欠損マウスを用いた検討により，N 型 Ca2+チャネル阻害に

よるものではないことが示された（Fig. 4-6C and D）． 

しかし，in vivo および in vitro 両方の系で，シルニジピンが Drp1 の GTP 結合活

性を阻害することは明らかにしたものの，シルニジピンの作用点の特定には至ってい

ない．実際，Drp1 を直接阻害する Mdivi-1 を長期間心筋細胞に処置すると、それだ

けでミトコンドリア融合促進に伴う心筋細胞老化が誘導された（Fig. 4-4E）．一方，

シルニジピンを処置した細胞では Mdivi-1 と同じ時間処置してもミトコンドリアの
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形態および老化細胞数に変化は見られなかった．この結果は，シルニジピンとは

Mdivi-1 とは異なるメカニズムで Drp1 活性化を抑制し，ミトコンドリア分裂を抑制

していることを示唆している．実際，もう一つの Drp1 阻害薬である Dynasore を含

め、それぞれの化合構造の類似性は低いことから，タンパクの同一部位が相互作用の

の標的となっている可能性は低いことが予測される．したがって，シルニジピンの

Drp1 活性抑制作用は， DHP 骨格に由来するL 型 Ca2+チャネル阻害作用や N 型 Ca2+

チャネル阻害作用とは独立しており，また，従来の Drp1 阻害薬とは異なる新規のメ

カニズムを有していることが示唆される． 

Fig. 4-8. Structure formula of Mdivi-1, cilnidipine, Dynasore 

 

我々は，Drp1 が活性化する過程に必要な結合タンパク質との相互作用に対してシ

ルニジピンが抑制的に働くのではないかと考え，Drp1 の受容体である Mff との結合

を BRET アッセイにより観察した．しかし，Drp1 と Mff との結合親和性に対してシ

ルニジピンは抑制効果を示さなかった．現在，flag タグをつけた Drp1 を細胞に過剰

発現させ，低酸素刺激依存的に結合するタンパク質の同定を試みている．今後，低酸

素や高血糖などの負荷依存的に Drp1 と結合増加するタンパク質を同定し，そのタン
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パク質が Drp1 の活性制御に関わることを示すことができれば，慢性心不全治療の新

たな標的タンパク分子の特定にもつながるだろう． 

 

 

Fig. 4-9. Suppression mechanism of Drp1 activation by cilnidipine 

 

私は本研究により，シルニジピンが Drp1 の活性化によるミトコンドリアの過剰分

裂や心筋細胞の老化を抑制するというこれまで知られていなかった新しい作用を有

することを明らかにした．また，シルニジピンは、Ca2+チャネル阻害作用とは独立し

たメカニズムを介して心筋梗塞後のマウス心不全を改善することが示唆された．ミト

コンドリア分裂制御の異常はアルツハイマーや筋萎縮症などの神経変性疾患，代謝性

疾患の一因となることも報告されている．病態時特異的に生じる Drp1 の活性化やミ

トコンドリア分裂を阻害するシルニジピンは，神経変性疾患や代謝性疾患の治療およ

び予防にも有効である可能性があり，心血管疾患以外の病的への適応拡大を視野に入

れた今後の研究展開が強く期待される． 
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第 5 章. 総括 

 

 本研究により，Ang II 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+チャネルは，ATP などのアゴニストによる 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することができた．そ

して，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，血管内皮保護効果をもつことが示された． 

 また，心筋梗塞後の梗塞周辺領域におけるマウス心筋細胞の早期老化は，Drp1 の

活性化とその後のミトコンドリア分裂が寄与しており，ミトコンドリア分裂を促進す

る Drp1 の活性化抑制が，心筋老化の予防につながる可能性が示された．そして，シ

ルニジピンが Drp1 の活性化抑制を介して心筋の老化を抑制し，心筋梗塞後の心不全

を改善する可能性が示された． 

 さらには，高血圧治療薬であるシルニジピンが，従来の作用である L 型 Ca2+チャ

ネル阻害とは異なる作用機序により，高血圧症以外，心不全や神経変性疾患の治療薬

となり得る可能性が示された． 

 

Fig. 5-1. Effect of cilnidipine 
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