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研究成果の概要（和文）： 
	
 本研究では、高血圧治療薬であるカルシウム（Ca）拮抗薬をモデル薬物として、発がん前駆
物質の遺伝毒性発現における異物－薬物相互作用の可能性について、培養細胞や実験動物を用い

て検討した。その結果、ニカルジピンをはじめとするジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬は、

発がん性芳香族炭化水素類による肝 CYP1酵素誘導を相乗的に増強することで、発がん性芳香
族炭化水素類の代謝活性化を促し、発がんリスクを増加させる可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	
 In this study, we examined that the effects of xenobiotic-drug interaction on the expression of 
procarcinogen-induced genotoxicity using experimental animals and human hepatoma cell line. 
Nicardipine (Nic), a dihydropyridine calcium channel blocker (DHP-CCB), increase procarcinogen 
(3-methylcholanthrene, MC)-mediated inductions of CYP1 enzymes and their DNA adducts formation 
in human hepatoma cell line. Furthermore, our preliminary experiment indicated similar interaction 
between MC and Nic were observed in the rat liver, lung and kidney. These findings predicted that 
DHP-CCB incliding Nic might increase the risk of carcinogenesis by environmental carcinogens, which 
are metabolically activated by CYP1 enzymes.  
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１．研究開始当初の背景 
	
 高血圧治療薬であるカルシウム（Ca）拮抗
薬は、さまざまな薬物と相互作用を引き起こ

す。これは、Ca拮抗薬がシトクロム P450（CYP）
3A分子種などの異物代謝酵素や、P-糖タンパ
クなどの異物排泄トランスポーターの基質

となるために起こると考えられてきた。この

ような背景から、Ca拮抗薬と他の併用薬、ま
は異物（化学物質、食品成分など）の相互作

用の予測は、主に P450 酵素やトランスポー
ターの機能阻害を指標として行われてきた。 
	
 最近、申請者らはこれらCa拮抗薬のうち、
とくにジヒドロピリジン（DHP）系 Ca 拮抗
薬であるニカルジピン（Nic）が、ラット及び
マウス肝のさまざまな P450分子種（CYP1A、
CYP2B、CYP3A 酵素）を、遺伝子・蛋白質
発現・酵素活性レベルにおいて、それぞれ誘

導することを明らかとした。P450 分子種は、
異物代謝酵素として、外来異物の解毒代謝に

必須である一方、発がん前駆物質の代謝活性

化にも重要な役割を果たしている。このよう

な背景から申請者は、Ca拮抗薬が異物代謝酵
素の誘導を介した薬物-薬物相互作用、すなわ
ち、発がん前駆物質の代謝活性化を促し、遺

伝毒性を増加させる可能性を考えた。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、本来であれば発がん性を示さ

ない Ca拮抗薬をモデル医薬品として、異物－
薬物相互作用に伴った発がんリスク増加の

可能性を追究することを目的とした。具体的

には、発がん前駆物質の遺伝毒性発現におけ

る異物-薬物相互作用の可能性を「異物代謝酵
素の発現変動」「代謝活性化体の生成」を指

標として、実験動物および培養細胞を用いて

検討し、さらに、その機構を解析した。 
 
３．研究の方法 
1）被検化合物 
	
 CYP1A 酵素誘導剤としては、 3-メチルコ
ランスレン（MC）、ベンゾ[a]ピレン（B[a]P、）、
β-ナフトフラボン（BNF）、オメプラゾール
（Ome）、および 3-アミノ-1,4-ジメチル-5H-
ピリド[4,3-b]インドール（Trp-P-1）を用いた。 
	
 Ca 拮抗薬としては、ニカルジピン塩酸塩
（Nic）、ニフェジピン（Nif）、ニモジピン

（Nim）、ニソルジピン（Nis）、ニトレンジ
ピン（Nit）、ベラパミル塩酸塩（Ver）、ジ
ルチアゼム（Dil）を用いた。また、ジヒド
ロピリジン（DHP）構造を持つ Ca 活性化
剤 (S)-(−)-Bay K8644（Bay K）を用いた。	
  
	
 また、異物トランスポーターに関する実験

では、P-糖タンパク質（P-gp）の阻害剤には
ベラパミル（Ver）を、Multidrug resistance 
protein 2（MRP2）の阻害剤には MK571を、
また、Breast cancer resistant protein（BCRP）
の阻害剤には Ko143をそれぞれ使用した。 
 
2）培養細胞株を用いた Ca 拮抗薬と CYP1A
酵素誘導剤の相互作用の解析 
	
 ヒト肝がん HepG2 細胞に対して、CYP1A
酵素誘導剤およびCa拮抗薬をそれぞれ単独、
もしくは同時に処理し、一定時間培養した。

さらに、HepG2細胞における CYP1酵素遺伝
子発現をリアルタイム PCR法により、CYP1A
蛋白質発現をウェスタンブロッティング法

により、CYP1A酵素活性を基質特異的な代謝
物の生成を指標として、それぞれ測定した。 
	
 また、化学物質による CYP1A 酵素誘導に
は、芳香族炭化水素受容体（AhR）が重要な
役割を果たすことから、AhRレポーター細胞
株 HepG2-A10に対して同様の処理を行い、そ
のルシフェラーゼ活性を測定することで

AhR活性化の指標とした。 
 
3）Ca 拮抗薬が細胞内 [3H]-MC 量および
[3H]-MC-DNA付加体形成に及ぼす影響 
	
 HepG2細胞に [3H]-MCと Ca拮抗薬を一定
時間処理した後、細胞溶解液およびゲノム

DNA を調製した。さらに、細胞溶解液中の
[3H]-MC、およびゲノム DNAに由来する放射
活性を測定し、それぞれ細胞内[3H]-MC 量、 
[3H]-MC-DNA付加体量として算出した。 
 
4）異物トランスポーターの阻害が CYP1A酵
素誘導に及ぼす影響 
	
 HepG2 あるいは HepG2-A10 細胞に MC と
各種阻害剤を処理した。一定時間培養し、

CYP1酵素遺伝子発現、CYP1A蛋白質発現お
よび CYP1A 酵素活性を測定した。また、
HepG2-A10 におけるルシフェラーゼ活性を
測定し、AhR活性化の指標とした。 



5）実験動物を用いた Ca 拮抗薬と AhR 活性
化剤の相互作用の解析 
	
 7週齢の雄性 F344ラットに対し、Nic（100 
µmol/kg）を経口投与し、1 時間後に MC（2 
µmol/kg）を腹腔内投与した。MC投与から 6、
12 および 23 時間後に屠殺し、肝臓、腎臓お
よび肺を摘出した。さらに、各組織における

CYP1 酵素遺伝子発現、CYP1A 蛋白質発現、
CYP1A酵素活性をそれぞれ測定した。 
 
４．研究成果 
1）培養細胞株を用いた Ca 拮抗薬と CYP1A
酵素誘導剤の相互作用の解析 
	
 ヒト肝がん細胞株 HepG2 に対し、Ca 拮抗
薬である Nic（10 µM）と、CYP1A酵素誘導
剤である MC（30 nM）をそれぞれ単独、もし
くは同時に処理し、CYP1 酵素（CYP1A1、
CYP1A2、および CYP1B1）の mRNA 発現量
および酵素活性を測定した。その結果、Nic
と MCの同時処理群において、それぞれの単
独処理群で見られた誘導の和を大きく上回

る相乗的な mRNA および酵素活性の誘導が
認められた（Fig.1）。 

 

	
 また、CYP1A タンパク発現量も同様に、
MC と Nic の同時処理群で相乗的な増加が認
められた。さらに、AhR活性化に及ぼす影響
を検討したところ、Nicは単独では AhR活性
化をほとんど引き起こさないが、MC 依存的
な AhR活性化に対しては増強作用を示した。
これらのことから、Nicは MCの AhR活性化
を増強することで、相乗的な CYP1酵素の誘
導を惹起することが示唆された。 
 
2）Ca 拮抗薬が [3H]-MC-DNA 付加体形成に
及ぼす影響 
	
 PAH 類による発がんには、その代謝物と
DNA の複合体（DNA 付加体）形成が重要で
あることから、HepG2 細胞に対し、[3H] MC
および Nicをそれぞれ単独、もしくは同時に
処理し、MC-DNA付加体形成に及ぼす影響を
検討した。その結果、[3H]MC の単独処理群
に比べ、Nicと [3H]MCの同時処理群では、 
MC-DNA付加体量が有意に増加した（Fig.2）。 

 

	
 ここまでの結果から、Nic は MC と同時に
処理することで CYP1A 酵素の相乗的な誘導
を引き起こすだけでなく、MC の代謝活性化
にともなった DNA 付加体形成をも増強する
ことが明らかとなった。 
 
3）Ca 拮抗薬と CYP1A 酵素誘導剤の相互作
用における構造－活性相関 
	
 環境中には多種多様な CYP1A 酵素誘導剤
が存在し、また、Ca拮抗薬も数多くの種類が
開発・利用されている。そこで、MC 以外の
CYP1A酵素誘導剤や他の Ca拮抗薬との間に
おける相互作用の有無を検討した。 
	
 まず、種々CYP1A酵素誘導剤と Nicの相互



作用について検討した。その結果、Nicは MC
と同じく PAH 類に属する BaP の CYP1 酵素
誘導を増強したが、他の誘導剤（BNF、Ome
および Trp-P-1）による CYP1A酵素誘導に対
しては増強作用を示さなかった。 
	
 次に、種々Ca拮抗薬と MCとの相互作用を
検討したところ、Nicを含めた 5種の DHP系
Ca 拮抗薬（Nif、Nis、Nit、Nim、Nic）はい
ずれも単独で CYP1 酵素を誘導し、さらに
MC との同時処理により相乗的に CYP1 酵素
を誘導した。一方、非 DHP系 Ca拮抗薬（Dil、
Ver）は単独で CYP1酵素誘導作用を示さず、
MC と同時処理しても相乗的な誘導効果を示
さなかった。そこで、DHP構造を持ち、かつ
Ca チャネル活性化剤として働く(S)-(－)-Bay 
K8644（Bay K）の影響を検討したところ、
DHP 系 Ca 拮抗薬の場合と同様、MC による
CYP1 酵素誘導に対する増強作用が見られた。 
	
 これらの結果から、PAH 類と DHP 系 Ca
拮抗薬の複合曝露により、CYP1 酵素の相乗
的誘導が起こること、また、この相乗的な誘

導には、Caチャネル遮断作用ではなく、その
DHP構造が重要であることが示された。 
 
4）異物トランスポーターの阻害が CYP1A酵
素誘導に及ぼす影響 
	
 P-gp をはじめとする薬物トランスポータ
ーは、異物の細胞外排泄において重要な役割

を果たす。さらに、Nicを含む Ca拮抗薬はこ
れらトランスポーターに対して阻害作用を

持つことが報告されている。そこで、Ca拮抗
薬が細胞内 PAH量に及ぼす影響を、 [3H]MC
の細胞内蓄積を指標として検討した。 
	
 その結果、Nic をはじめとする DHP 系 Ca
拮抗薬や Bay Kの存在下では、細胞内 MC蓄
積量の増加が見られた。一方、Ver や Dil な
どの非 DHP系 Ca拮抗薬ではそのような効果
は見られなかった（Fig.3）。 
	
 P-gp阻害剤であるVerは同時処理によって
も細胞内[3H]MC 量を増加させなかったこと
から、BCRPおよび MRP2の関与について同
様に検討した。その結果、BCRP 阻害剤であ
る Ko143 存在下、[3H]MC の細胞内蓄積が著
しく増加した。この作用は、MRP2 の阻害剤
である MK571 に比べて著しく強いものであ
った。さらに、Ca拮抗薬やトランスポーター

阻害剤とMCを同時処理した時の CYP1酵素
の mRNA発現量と[3H]MCの細胞内蓄積との
間に、強い正の相関が認められた。  

 

	
 これらの結果から、DHP系 Ca拮抗薬は、
BCRP などの異物排泄トランスポーターを阻
害することで MCの細胞内濃度を高め、結果
として CYP1ファミリー酵素の相乗的誘導を
引き起こしている可能性が示された。 
 
5）実験動物を用いた Ca 拮抗薬と AhR 活性
化剤の相互作用の解析 
	
 最後に、Nic と MC の複合曝露による
CYP1A酵素の相乗的誘導が in vivoでも起こ
るかを検討した。7週齢の雄性 F344ラットに
Nic（100 µmol/kg）を経口投与し、その 1 時
間後に MC（2 µmol/kg）を腹腔内投与した。
MC 投与後 6、12、23 時間後に肝臓、腎臓お
よび肺を摘出し、各臓器の CYP1A 酵素遺伝
子発現および酵素活性をそれぞれ測定した。

その結果、誘導率は時間により異なるものの、

遺伝子発現、酵素活性いずれにおいても、各

臓器で相乗的な誘導が観察された（Table.1）。 

 



	
 このことから、Nic と MC の間で起こる異
物－薬物相互作用は、in vitro（培養細胞）特有
の現象ではなく、in vivo（実験動物）におい
ても見られることが明らかとなった。実際に

治療用量の NicとMCの同時処理によっても
同様の現象が起こるかに興味が持たれる。 
	
 

6）まとめ 
	
 本研究では、Ca拮抗薬と CYP1A酵素誘導
剤をモデル化合物として、その遺伝毒性発現

における異物－薬物相互作用の可能性につい

て検討した。その結果、DHP系 Ca拮抗薬が
異物排泄トランスポーターの阻害を介して

PAH類の細胞内濃度を増加させ、CYP1ファ
ミリー酵素を相乗的に誘導することで、DNA
付加体形成を増強している可能性が示され

た。したがって、DHP系 Ca拮抗薬を服用し
ている高血圧患者では、喫煙などの PAH 類
に曝露される環境下において過度な CYP1フ
ァミリー酵素の誘導が起こり、発がんリスク

が高まる可能性が懸念される。 
	
 以上、本研究から、単独では遺伝毒性作用

を持たない医薬品であっても、異物との相互

作用によって毒性が表面化する可能性が示

された。今後、医薬品の安全性評価を行って

いく上で、このような異物－薬物相互作用に

ついても考えていく必要がある。 
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