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研究成果の概要（和文）：高血圧症の治療などに広く用いられるニフェジピンという薬が、致死

的不整脈を予防する効果も有することを見出した。ニフェジピンは、L 型カルシウムチャネル

という細胞外カルシウムを細胞内に運搬する蛋白質を阻害する。本研究では、心臓の L 型カル

シウムチャネルを構成する遺伝子を培養細胞に導入し、その機能を解析することで、ニフェジ

ピンがどのような機序で致死的不整脈を予防する効果を発揮するかを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We found that an antihypertensive agent, nifedipine can prevent 
fatal ventricular arrhythmias. Nifedipine exerts its effect by blocking L-type Ca2+ channels, 
which mediate Ca2+ influx into cells. In this study, we introduced genes encoding the 
channels into cultured cells and analyzed their function, thereby identified the mechanism 
by which nifedipine causes the effect to prevent fatal ventricular arrhythmias. 
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１．研究開始当初の背景  ニフェジピンが LTCC の OSI を加速する機

序を明らかとし、アロステリックモデルを用
いて説明すること。 

 研究代表者は、ジヒドロピリジ（DHP）系 L
型 Ca2+チャネル（LTCC）阻害薬ニフェジピン
が、病的に延長した心室筋活動電位を、正常
の活動電位より高いポテンシーで短縮する
ことを見出した。そしてこの効果には、ニフ
ェジピンが開口状態の LTCC に結合し、LTCC
の open state inactivation (OSI)を加速す
ることが重要であると考察した。 

３．研究の方法 
 ヒト胎児腎臓由来細胞株 HEK293 に、LTCC
のβ2aおよびα2δ1サブユニットを恒常的に発
現させた。これに野生型または Timothy 変異
（G436R）を持つ CaV1.2 サブユニットを一過
性に発現させた。Timothy 変異は、LTCC の膜
電位依存性不活性化（VDI）を障害する。発２．研究の目的 



現した野生型 LTCC（LTCC (WT)）または変異
型 LTCC（LTCC (G436R)）の電流を、パッチク
ランプ法のホールセルモードで 10 mM Ba2+を
charge carrier として測定した。 
４．研究成果 
(1)実験結果 
①LTCC (WT)と LTCC (G436R)の電流電圧関係 
 図 1A に示すように、LTCC (WT)と LTCC 
(G436R)のピーク電流はともに、-40-0 mV で
漸増し、+10-+50 mV で漸減した。その結果、
これらのチャネルはほぼ同一のピーク電流
電圧関係を示した（図 1B）。図 1A の電流トレ
ースの減衰は OSI を示す。LTCC (WT)の OSI
は緩徐であるが、LTCC (G436R)は特に 0mV 以
上の膜電位でさらに緩徐な OSI を示した。 

 

い成分の相対的大きさ（A0）を示した（図3B）。
遅い時定数（τs）は、LTCC (G436R)で LTCC (WT)
より大きい傾向があったが、この差は有意で
なかった。LTCC (G436R)の速い成分の相対的
大きさ（Af）は、LTCC (WT)のそれより有意に
小さかった。両方のチャネルを約 40%抑制す
るニフェジピン（3 nmol/L）は、これらのチ
ャネルで Afを、ほぼ同等まで大きくした。ニ
フェジピンはまた、両チャネルで有意にτs を
減少させた。結果的に、ニフェジピンは、両
チャネルの CSI の違いを減少させた。 

 
②-80 mV におけるニフェジピンの LTCC (WT)
と LTCC (G436R)に対する tonic block 
 一般にニフェジピンは、LTCC の VDI を安定
化させて LTCC を抑制する。LTCC (G436R)は
LTCC (WT)より障害された VDI を有したが、
ニフェジピンは両チャネルをほぼ同等の濃
度依存性で抑制した(図 2)。ニフェジピンの
LTCC (WT)とLTCC (G436R)に対するIC50値は、
それぞれ 10 および 11 nmol/L であった。 
③-40 mV におけるニフェジピンの LTCC (WT)
と LTCC (G436R)に対する効果 
 -40 mV で 、 LTCC は closed state 
inactivation （CSI）を示す。ニフェジピン
非存在下では、両チャネルは時間依存性に不
活性化した(図 3A)。曲線は biexponential 
function によるデータのフィットである。両
チャネルとも、同等の速い時定数（τf）、遅い
成分の相対的大きさ（As）、不活性化を受けな 

 
④0 mV におけるニフェジピンの LTCC (WT)と
LTCC (G436R)に対する効果 
 図 4は、0 mV におけるニフェジピンの LTCC  



  
(WT)と LTCC (G436R)に対する効果を示す。両
チャネルが完全に不活性化するように、20 
sec のパルスを加えた。ニフェジピンの非存
在下で、LTCC (G436R)は LTCC (WT)より遅い
OSI を示した（図 4A）。電流の減衰を
biexponential functionでフィットした結果、
τfとτsの双方が、LTCC (G436R)では LTCC (WT)
より有意に大きかった（図 4B）。加えて、LTCC 
(G436R)では LTCC (WT)より、Afが有意に小さ
く、Asが有意に大きかった。A0は、小さく両
チャネル間で有意差が無かった。ニフェジピ
ンは両チャネルの OSI を加速した。LTCC (WT)
では、ニフェジピンはτf を有意に減少させた
が、他のパラメターには影響を与えなかった。
一方 LTCC (G436R)では、ニフェジピンはτfと
τs に影響を与えなかったが、Af を有意に増加
させ、Asを有意に減少させた。結果として、
ニフェジピン存在下のLTCC (G436R)の減衰は、
ニフェジピン非存在下の LTCC (WT)の減衰に
類似した。 

興味深いことに、ニフェジピンは LTCC (WT)
のリカバリーを遅くしたが、LTCC (G436R)の
リカバリーを速めた。ニフェジピンは、いず
れのチャネルでも、τf に影響を与えず、τs を
増加させた。LTCC (WT)では、ニフェジピン
は他のパラメターに影響を与えなかったが、
LTCC (G436R)では、有意に Afを増加させ、As
を減少させた。結果的に、ニフェジピンはこ
れらのチャネルのリカバリーの違いを減少
させた。 
(2)LTCC のアロステリックモデルに基づいた
ニフェジピンの作用機序の考察 
①LTCC のアロステリックモデル 
 LTCC (WT)と LTCC (G436R)はともに、
biexponential な CSI(図 3)、OSI(図 4)及び
OSI からのリカバリー(図 5)を示した。この
ことは、これらのチャネルは速い VDI 状態と
遅い VDI 状態を有するということである。図
6は、LTCC の最小のステートダイアグラムで
ある。C0は深い過分極電位で生じる閉鎖状態
であり、C4は閾値直下の電位で増加する開口
前閉鎖状態である。過分極電位から閾値以上
の電位に脱分極させると、LTCC は C0から C4

を経て開口状態(O)に至る。それぞれの閉鎖
状態及び開口状態には、速い VDI 状態
（Icf0---Icf4, Iof）と遅い VDI 状態（Ics0---Ics4, 
Ios）が連なっている。ニフェジピンは、各状
態に独立的に結合する（*で示す）。 

⑤ニフェジピンの LTCC (WT)と LTCC (G436R)
の-100 mV におけるリカバリーに対する効果 
 図 5A は、ニフェジピン存在下、非存在下
の、LTCC (WT)と LTCC (G436R)の-100 mV に
おける OSI からのリカバリーを示す。リカバ
リーを観察する前に、0 mV に 20 s のパルス
を加えて、ほぼ完全な OSI を誘発した。曲線
は、データの biexponential function によ
るフィットである。ニフェジピンの非存在下
では、LTCC (G436R)は LTCC (WT)より緩徐に
リカバリーした。LTCC (WT)と比較して、LTCC 
(G436R)は、ほぼ同等のτfとτsを示したが、有
意に小さい Afと大きな Asを示した（図 5B）。 

②ニフェジピン非存在下での LTCC (WT)と
LTCC (G436R)の比較 
 LTCC (WT)と LTCC (G436R)は-30 mV 以上の
膜電位で活性化され、ほぼ同一の電流電圧関
係を呈した。したがって、活性化（C0---O）



はこれらのチャネルで類似していると思わ
れる。以前、LTCC (G436R)は LTCC (WT)より
遅い活性化と脱活性化を示すと報告されて
いるが[1]、定常状態の活性化には有意差は
ないと思われた。 

 
 -40 mV ではほとんどの LTCC は C4から Icf4
と Ics4に移行する。LTCC (G436R)は LTCC (WT)
より小さな Afを有した(図 3)。したがって、
G436R 変異は選択的に Icf4を阻害し、G436R 変
異が存在する CaV1.2 サブユニットの細胞内
I-II リンカー（LI-II）は Icf4を生じると考え
られる。Yarotskyy らは、G436R 変異は-60 mV
での CSIに影響を与えなかったと報告してい
るので[1]、LI-IIは閾値直下の速い CSI に関与
するのかもしれない。0 mV では、LTCC は OSI
（O-Iof及び O-Ios）を生じた(図 4)。LTCC (WT)
では、Afが Asの 2 倍であったので、O-Iofの移
行がO-Iosの移行より有意であると思われる。
LTCC (G436R)は LTCC (WT)より有意に大きな
τfとτsを有したが、有意に小さな Afと大きな
As を示した。したがって、G436R 変異は Ios

より Iofを強く障害し、Iosが Iofを代償してい
るように見える。したがって、LI-II は主とし
て Iofを生じ、LTCC (G436R)の大きなτsは、障
害された Iof により二次的に生じたのではな
いかと思われた。0 mV から-100 mV への過分
極 で は 、 両 チ ャ ネ ル は OSI か ら の
biexponential なリカバリーを示した。この
ことは、Iofと Iosからのリカバリーが並存す
ることを示唆する。ただし、短いプレパルス
の後ではリカバリーが速かったので、Iofから
のリカバリーは Ios からのリカバリーより速
いと仮定する。両チャネルで、τf もτs も有意

差が無かったので、-100 mV では両チャネル
のキネティックスは類似していると思われ
る。しかし、LTCC (G436R)は LTCC (WT)より
有意に小さな Afと大きな Asを示した。これは
おそらく両チャネルの 0 mV へのプレパルス
中のOSIのAfとAsの差を反映していると思わ
れる。 
 図 6B は、CaV1.2 サブユニットの異なる状
態を図式的に示したものである。G436R 変異
は主として速い CSI と OSI を阻害したので、
速い VDI 状態は LI-IIの S6 へのドッキングで
生じるように描いてある[2,3]。遅い CSI と
OSI は G438R 変異で障害されなかったので、
膜電位センサーの構造変化、フィルター内で
の Ca2+イオンの枯渇、または S6 の細胞内側の
構造変化などの他の機序で生じるように描
いてある[4-7]。CaV1.2 サブユニットに結合
したニフェジピンも描いてあり、DHP 受容体
の異なる形は、チャネルの状態依存的なニフ
ェジピン親和性の変化を意味する。 
③ニフェジピン存在下での LTCC (WT)と LTCC 
(G436R)の比較 
 ニフェジピンは、脱分極(図 3, 4)または再
分極(図５)における両チャネルのキネティ
ックスを修飾した。ニフェジピンのこの効果
は、LTCC とニフェジピンの連関の膜電位依存
性変化を示している。-40 mV では、他の DHP
について報告されているように[8,9]、ニフ
ェジピンは両チャネルの Afを増加させ、これ
らのチャネルの Afの差を無くした。したがっ
て、Icf4は C4よりニフェジピンに対して高い
親和性を有していると考えられる（図 7B）。
LI-IIが DHP 受容体を有する IIIS6 にドッキン
グすることにより[2]、ニフェジピンと LI-II

がアロステリックに連関し、速い CSI を増強
するのかもしれない。ニフェジピンは、両チ
ャネルのτs を減少させた。この現象を解釈す
るのは、もし C4

*が O*になってもイオンを透過
させないと仮定すると困難になる。なぜなら、
この場合CSIは時間依存的なC4の減少のみを
反映することとなり、ニフェジピンはこの過
程を加速せねばならないことになる。しかし、
ニフェジピンによって誘発される Ics4-Ics4

*の
移行は、C4- Ics4-Ics4

*の移行を加速できない。
したがって、我々は O*がイオンを透過し得、
C4

*-Ics4
*移行が C4-Ics4移行より速いと考えた。 

 0 mV では、ニフェジピンは LTCC (WT)のτf
を減少させた（図 4）。DHP 阻害薬による LTCC
の Ba2+電流の減衰の加速は、開口チャネルブ
ロック [10-13]、薬物誘発性不活性化[8,9]、
内因性の VDIの加速[14]などによるとされて
いるが、コンセンサスは得られていない。
我々はO*がイオンを透過し得ると考えるので、
開口チャネルブロックの可能性を否定して、
ニフェジピンの LI-IIの S6 へのドッキングの
加速により O*-Iof

*移行が O-Iof 移行より速い
と考える。したがって、Iofは O よりニフェジ



ピンに対する親和性が高いかもしれない（図
6B）。一方、ニフェジピンは LTCC (WT)のτsも
Asも変化させなかった。したがって、Oと Ios

は同等のニフェジピン親和性を有するかも
しれない（図 6B）。LTCC (G436R)では、ニフ
ェジピンはτf とτs に影響を与えなかったが、
有意に Afを増加させ、Asを減少させた。した
がって、ニフェジピンは変異を有する LI-IIの
S6 へのドッキングを加速できないが、Ios に
過剰に集積した LTCC (G436R)を Iof

*に吸収さ
せることはできるのかもしれない。 
 -100 mV でのリカバリーでは、ニフェジピ
ンはどちらのチャネルのτf に影響を与えなか
った。このことは、Icf0 はニフェジピンに対
して高い親和性を持たず、したがってニフェ
ジピンにより安定化されないことを示唆す
る（図 6B）。一方、ニフェジピンは両チャネ
ルのτsを有意に増加させた。このことは、Ics0

が C0 よりニフェジピンに対して高い親和性
を有することを示唆する（図 6B）。他の DHP
阻害薬も選択的に遅いリカバリーの成分を
遅くすると報告されている[8,9,11,13]。
LTCC (WT)と LTCC (G436R)のτf とτs が類似し
ていたことは、これらのチャネルの-100 mV
におけるキネティックスは、ニフェジピン存
在下でも類似しているということを意味す
る。ニフェジピンは LTCC (WT)の Afと Asに影
響を与えなかったが、LTCC (G436R)の Afを有
意に増加させ、Asを有意に減少させた。これ
もまた、ニフェジピンのプレパルス中の OSI
の Af と As に対する影響を反映しているもの
と思われる。したがって、強い過分極電位に
おけるこれらのチャネルのキネティックス
の差異は小さく、このことが-80 mV における
ニフェジピンの tonic block に有意差が無か
った原因であると思われる。 
 以上をまとめると、ニフェジピンは閾値電
位以上の膜電位で速い CSI/OSI を促進し、閾
値以下の膜電位で遅い CSI/OSIを促進または
安定化する。Hering らは DHP 阻害薬の(+)-
及び(-)-イスラジピンが、過分極電位では光
学異性体選択的なブロックを生じ、脱分極電
位では同じポテンシーで LTCC 電流の減衰を
加速することを示した[10]。さらに彼らは、
IVS6 の DHP 結合部分の変異が、前者の効果を
選択的に抑制することを見出した。Lacinova 
et al.は、同じ変異が、イスラジピン存在下
の遅い VDIからのリカバリーを選択的に阻害
することを見出した[11]。これらの報告と、
今回の研究結果を合わせると、以下のことが
推察できる。まず、脱分極電位では DHP 阻害
薬は主として IIIS5/S6 に主として結合し、
LI-IIの IIIS6 へのドッキングをアロステリッ
クに修飾し、内因性の速い VDI を促進する。
一方、過分極電位では DHP 阻害薬は主として
IVS6 と連関し、アロステリックに遅い VDI を
修飾する。したがって、前者の機序が DHP 阻

害薬の致死性不整脈防止作用の分子機構で
あると考えられた。 
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