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塩酸アミ オダロ ン(C 2 5 H 2 9I 2 N O 3
･ H C L ; 以下 アミオダロ ン) は V a u gh a m W illi a m s の

分類で ク ラス ⅠⅠⅠ の 薬理学的作用をもつ 抗不整脈剤で ある ｡ 主な作用で ある K チャ ネル抑

制作用に加えて β遮断作用 ､ C a チ ャ ネル抑制作用 ､ N a チ ャ ネル抑制作用が知 られており ､

心室筋とプル キ ン エ 線維の 活動電位持続時間延長およ び不応期を延長す る作用を有する ｡

日本国内で は , 生命に危険の ある重症な心室細動 ､ 心室頻拍, 肥大型心筋症 に伴う心房紬

動に対する適用承認が得られて い る薬剤で ある ｡ アミ オグ ロ ンは肝臓で 主要代謝物で ある

N
･ デス エ チル アミオグロ ン( N

-

d e s e t h y l a m i o d a r o n e; 以下 D E A) に代謝される ｡ 慢性投与

患者 における両者の 血中濃度 はほ ぼ同程度で ある とされて い るが , 後者も強 力な薬理作用

を有する こ とが知られて い る
｡

ア ミオグ ロ ンが強 い 抗不整脈作用を有す る にもかかわらず､ 他 の 抗不整脈薬 と比 べ て ,

催不整脈性 が低い ｡ さ らに ､ 心機能が低下した患者 における生存率に対して 悪影響を及 ぼ

さな い ばか りで はなく , むしろ心血管系保護作用を呈する と報告さ れて い る の は特筆に値

す べ き こ とで あるが , そ の 原 因に つ い て は未だ解明されて い な い ｡ 過去 の研究で は , アミ

オグ ロ ンやそ の 代謝物で ある D E A が動物や ヒトにお い て 血管平滑筋を弛緩させ , 末梢血管

抵抗を低下 させ 後負荷を減少させ る ほか
, 左心室駆 出率を増加 させ るな ど､ 心血管系保護

作用を有する こ とが報告されて い る もの の
､ そ の機序に つ い て は詳細な検討がなされて い

ない
｡

私は ､ アミ オダ ロ ンが血管内皮由来型 一

酸化窒素産生を増加させ る ことが
, 心血管系保

護作用を呈す る
一

因で ある と考え ,
ヒト頗帯静脈内皮細胞を用 い て , アミ オグロ ンお よび

D E A の
一

酸化窒素産生作用 に及ぼす影響を調 べ ると ともに ､ その 作用機序に関する研究を

行 っ た ｡

[ 方法] ヒ ト麟帯静脈内皮細胞培養細胞を購入し, 3
･

6 世代の 細胞 を実験 に用 い た｡ 塩酸

アミ オダ ロ ンは シ グマ 社より購入 し ､ その 主要代謝物 D E A は S a n o丘
･

A ∇e n ti s 社よ り提供

された p u r e s u b st a n c e を用 い た｡

一 酸化窒素の 放出は､ 以下 の 2 種類の 方法 によ り測定 し



た
｡

まず , G ri e s s 法 を用 い て ､

一 酸化窒素 の 安定代謝物で ある亜硝酸イ オ ン の 培養液中濃

度を s p e c t r o p h ot o m et e r で測定す る こ とによ り検討 した｡ 6 穴プ レ
ー トを用 い て N - 6 と し

て 実験 を行 っ た｡ また､
こ の 作用 を確認す るため ､

一

部 の 実験 は a m i n ° - 6 0 0 s e n s o r el e ctr o d e

(I n n o v ati v e I n str u m e n t s l n c .) を用 い た 一 酸化 窒素高感受性微小電 極(th e i n N O n it ri c o xid e

m e a s u r e m e n t s y st e m ) によ り直接的 に測定を行っ た ｡

ア ミオグ ロ ンが ､ 臨床濃度および これ を上 回る濃度にお い て細胞死や アポト
ー

シス をも

たらすか否か に つ い て は､ 各濃度で の 細胞数の 観察の ほか , 細胞死 の 指標と して L D H の 測

定を行 い
, 4 用量で処理 した際 の アポ ト

ー

シス の検出 には E n z o Lif e S cie n c e 社 の A p o p D E T E K

a n d H o r s e r a dis h p e r o xid a s e - D A B f 〝 血 d et e cti o n s y st e m k it を用い た｡

作用機序に つ い て検討するため ,

一

酸化窒素産 生を阻害す る可能性が想定 される 内皮性

一

酸化窒素合成酵素阻害薬で ある L
･ N A M E ､ カル シウム キ レ

ー ト剤で ある E G T A , 非選択

的 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル 速 断 作 用 を 有 す る 塩化 ニ ッ ケ ル , p b o s p b aty d ili n o sit o 1 3 - ki n a s e

(p I3 K)/A k t p a th w a y 阻害薬で ある I X 2 9 4 0 0 2 および M A P k in a s e 阻害薬で ある S B 2 0 2 1 9 0 とと

もに培養を行 い 一

酸化窒素産生 へ の影響を調 べ た ｡ また R T - P C R 法や r e al -ti m e P C R 法に よ

り細胞に発現する e N O S をそれぞれ検出および定量 し､ アミ オグ ロ ンおよび D E A が e N O S

発現 に及ぼす作用 に つ い て 調 べ た ｡ 細胞内カル シ ウムイオ ン濃度 へ の ア ミオグ ロ ンおよ び

D E A の 作用 に つ い て は, fu r a _ 2 A M を用 いた 2 波長励起法によ り測定 した ｡

また , w h ol e - c ell p at c h - cl a m p 法によ り アミオダ ロ ンおよび D E A がカル シウムイオ ン電疏

増加 をもたらす メカ ニ ズム を調 べ た｡

[ 結果] ヒト麟静脈内皮細胞で は e N O S m R N A の みの 発現が認められた｡

ア ミオグロ ンおよび D E A は, 生理的血中濃度において用量依存的および時間依存的に
一

酸化窒素産生を増加させ ､ 両者 の作用を検討した結果 , D E A の 方がア ミオダロ ンよ りも強

力な作用を有す る こ とが確認できた｡ E G T A l m M ､ しN A M E および N i C 12 1 m M はアミオグ

ロ ンによ る
一

酸化窒素を有意に阻害 したが , I X 2 9 4 0 0 2 および s B 2 0 2 1 9 0 は , D E A によ る
一

酸 化窒素産生 に影響を与えなか っ た ｡

一 酸化窒素高感受性微小電極 を 用 い た測定 で は ､

D E A 3 0 LL M 投与に よ り速や かな 一 酸化窒素濃度上昇が認められた.

ア ミオグ ロ ンは 1 0 および 3 0 LL M で 6 および 2 4 時間処理 により内皮型 一

酸化窒素合成酵

素 m R N A の 発現 には ､ 有意な影響をきたさなか っ た｡

細胞内カル シウムイオ ン濃度測定では
､
アミ オダロ ンよ りも代謝物で ある D E A の 方がよ

り迅速か つ 多くカル シ ウムイ オン濃度を上昇させ た｡ また , これらに よる カル シウムイ オ

ン濃度上昇は
, 細胞外カル シウムイ オンを非選択的 C a

2 + 遮断薬で ある L a 3 . によ り除去す

る と抑制された.

Wh ol e
･

c ell p a t c h
･

cl a m p 法に よる電位測定で は ､ まず保持電位を-

4 0 m V として パ ル ス を

かけたと こ ろ ､ D E A I O LL M で は内向き電流が観察された｡ こ の 電流は L a 3 + および G d 3 ･

投与 によ り抑制された｡ また , 逆転電位が o m v 付近で ある こ とから ､ E 電流 の 関与 は否

定的で あり､ 細胞外 C l
･

濃度を低くして も電流は変化せず､ N a
･ を N M D G

･ に置換したと こ
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ろ抑制さ れた こ とか ら､ 非選択性陽イ オンチ ャ ンネル を通 る電流 の 関与が強く示唆され た｡

[ 考察] 心血管系 にお い て e N O S は血管拡張や心筋リ モ デー｣ ング抑 臥 抗不整脈作用 ､ 迷

走神経 コ ン トロ ー

ル および血栓形成抑制 に携わ っ て い る と されて い る
｡ 本研究で は ､

ヒト

麟帯静脈内皮細胞における e N O S を介す る
一

酸化窒素産生 に及ぼす アミオ ダ ロ ン とそ の 代

謝物で ある D E A の効果 に つ い て検討 した
｡

アミ オグ ロ ンとそ の代謝物で ある D E A は ､ 慢性的に投与されて い る患者 におい て 血中濃

度は
,

およそ 0 .7
･

3 〝 M で あり
, 両者はほぼ等 し い とされて い る . 本研究で は , それぞれ の

一

酸化窒素産生に与える影響を調 べ たが , ともに時 間依存的お よび用量依存的な作用 を有

してお り ､ D E A の 作用 の方が強力で ある こ とが実証された｡ また, 臨床血中濃度の 上 限と

され る 4 FL M よりも高濃度である アミオグロ ン 1 0 LL M ､ 2 4 時間処理で もア ポト ー シス細胞

が認め られなか っ た ｡ 本研究か ら､ ア ミオグ ロ ン及びそ の 主要代謝物 D E A の 心血管保護効

果 に は ､ e N O S 活性化がかかわ っ て い るも の と示唆され る ｡ その 機序 と して は ､ r e al -ti m e

R T _ P C R 法で アミ オダロ ンが e N O S m R N A の有意な上昇をもたらさない ため m R N A 合成を

介した機序は否定的で あ っ た .

一

方,
アミ オグ ロ ン によ る

一 酸化窒素産生 の 克進は , 細胞外カル シウム除去 にて抑制 さ れ

さらに
,

アミオグ ロ ン及び D E A は
, 細胞外か らの カル シウム 流入 によ る と考えられる細胞

内カル シウム濃度の 上昇がきたした｡ さらに ､ w h o le - c ell p at cb - cl a m p の 結果か ら ､ 非選択的

陽イ オンチャ ンネル電流が こ の カル シウム上昇 の 原因とな っ て い る と考えられた｡

本研究は ､ ア ミオグロ ンおよびそ の 代謝物で ある D E A が e N O S を介す る
一

酸化窒素産生

を克進す る こ とが培養 ヒト内皮細胞を用 い て初めて実証 したも の で あり, 更 に ､ そ の 機序

として ､ fu r a - 2 A M 二 波長励起法や w h o le - c ell p at ch - cl a m p 法に よ り非選択的陽イオ ンチャ ン

ネル電流に よる細胞内カル シウムイオ ン濃度上昇を考えられた｡ こ れは , ア ミ オダロ ン の

心血管保護作用を説明する上で有意義なも の で あり ､ 本剤の 強力な抗不整脈効果 を有する

に もかかわらず催不整脈性が低く心血管保護作用 を有す る と い う特異的な現象の 解明 に つ

ながる と期待される ｡
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