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概要

　食品成分で血管拡張作用を示す一酸化窒素（NO）を産生する亜硝酸塩と臨床的に汎用され

ているジヒドロピリミジン系のカルシウム拮抗薬の併用投与による血圧と、それぞれの成分の

体内動態に対する相互作用について検討した。SD系雄性ラットに一酸化窒素合成阻害剤

（L-NAME）を 3 週間投与し、内因性NO産生不足高血圧ラットを作成した。本ラットに亜硝

酸塩（経口投与）とニフェジピン（腹腔内投与）を単独、または併用投与し60分間の血圧を測

定した。さらに、血液中の亜硝酸イオンと硝酸イオン量、およびニフェジピン濃度をHPLC法

により測定した。その結果、血圧は両成分とも投与量依存的な効果を示し、併用投与では血圧

降下作用が増強した。その際の、血中ニフェジピン濃度は単独と併用で有意差を認めなかった。

しかし、血漿中の亜硝酸イオンは単独に比べ併用投与でTmaxの遅延とCmaxの増加が認められた。

以上のことから、亜硝酸塩とニフェジピンの併用は血圧に対して相互作用を示すことが明らか

になった。また、この相互作用はニフェジピンが亜硝酸塩（または、亜硝酸塩から生成された

NO）の代謝や消失に影響を与えたことによる薬物動態学的な相互作用であることが示唆された。
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はじめに

現在、薬物間の相互作用については多くの研究報告があるが、食品と薬物間（または食品間）

の相互作用は未だ明らかとなっていないものが多数存在している。食品成分と薬物間の相互作

用を明らかにしていくことは副作用（有害作用）の回避や疾患の治療に重要な影響を与えるた

め臨床的意義が大きい。

現在、臨床的に汎用されているカルシウム拮抗薬のニフェジピンは、ジヒドロピリミジン系

に分類され、血管平滑筋細胞や心筋細胞の細胞膜表面に発現しているＬ型のカルシウムチャネ

ルを阻害することによって細胞内へのカルシウムイオン流入を抑制し、血圧降下作用を示す1）。

一方、同じ平滑筋細胞に働き血圧降下作用を示す物質に一酸化窒素（NO）がある。NOは、強

力な血管拡張因子として知られており、血管内皮細胞内でＬ-アルギニンからNO合成酵素に

よって産生される。内皮細胞で作られたNOは平滑筋細胞のグアニル酸シクラーゼ（sGC）を

活性化、次いで環状グアノシン一リン酸（cGMP）を生成し、細胞内のカルシウムイオン濃度

を低下させ血圧を低下させる2）。

この内皮細胞からのNO産生機構以外に外因的なNOの供給源として野菜や果物に多く含ま

れている硝酸塩や亜硝酸塩から産生される経路がある3）。この経路では、食事から摂取された

硝酸塩が腸-唾液循環を経て口腔内に分泌されると硝酸塩還元酵素を有する口腔内バクテリア

により亜硝酸塩に変換される4）。その後、胃内酸性条件下4,�5）、生体内のキサンチン酸化還元酵

素（XOR）6-8）、ミトコンドリアアルデヒド脱水素酵素（ALDH2）8,�9）、デオキシヘモグロビ

ン10）、デオキシミオグロビン11）、チオール類12,�13）などによりNOに還元され恒常的に生体内で

NOを産生する。また、外因的な亜硝酸塩を処置することによりcGMPの増加11）や血圧降下作

用8,�14）を示すことが報告されている。しかしながら、現在、日常的に摂取しているNO供給物

質の亜硝酸塩と降圧薬のニフェジピンの併用投与における相互作用を検討した報告は無い。そ

こで本研究では、亜硝酸塩とニフェジピンの併用投与における血圧降下作用への影響と両成分

の血中動態に対する影響について検討したので報告する。

なお、本研究ではニフェジピンが血管内皮細胞由来のNO産生を増加させるという報告15-17）

があったことから、NO合成阻害剤（L-NAME）を用い内因性NOの影響を最小限にした高血

圧モデルラットを用いた。

方法

1 ．試薬・試料　

亜硝酸ナトリウム、ニフェジピン®、HPLC用アセトニトリル、特級メタノールを和光純薬

工業株式会社（大阪）、ヘパリンNaを持田製薬株式会社（東京）、Inactin®をSigma-Aldrich（St.�

Louis，MO，USA）より購入した。
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2 ．高血圧モデルラットの作成と血圧測定

体重250-350�g� 7 週齢Sprague-Dawley雄性ラット（東京実験動物株式会社、東京）にNω

-nitro-L-arginine�methyl�ester（BACHEM�AG,�Bubendorf,�Switzerland）を 1 g/Lで調整し、

3 週間自由飲水投与し内因的なNO産生を抑制した高血圧モデル動物を作成した14）。本ラット

にInactin麻酔（80�mg/kg�i.p.）を処置した後、血圧を測定するため後肢大腿動脈にヘパリン生

理食塩液で満たしたPE50のチューブを留置した。その後、亜硝酸塩は、0.1，0.2，0.4，0.8�mmol/

kgの投与量で経口投与し、ニフェジピンは0.5，1，2，5�mg/kgで腹腔内投与した。コントロー

ルには生理食塩水を経口および腹腔に投与した。併用投与においては、亜硝酸塩とニフェジピ

ンをそれぞれ経口と腹腔に投与した。

投与後の血圧は、PowerLab�4/30�system（ADInstruments,�Dunedin,�New�Zealand）によ

り連続的に60分間測定し、LabChart�v5.2（ADInstruments,�Dunedin,�New�Zealand）のマク

ロプログラムに従い 5 分間の血圧を平均した。その後、60分間の血圧下面積（AUC:�Area�

under�the�curve）を算出した8）。

3 ．血漿中ニフェジピンの測定

麻酔後、採血用に左鎖骨下静脈を露出し、ニフェジピンの単独投与、及び亜硝酸塩との併用

投与を行い0，5，10，15，30，60，90分で採血（0.5�ml）した。採取した血液は、遠心分離機

（10,000�g× 5 分 4 ℃）にかけた後、血漿を採取して-30℃で保存した。血漿は、100�µLをマイ

クロチューブに分注し、タンパク質除去のためアセトニトリル180�µLと内部標準として

n-propylparaben（10�µg/mL）を20�µL加えボルテックスミキサーで混和後、遠心分離（10,000�g

× 5 分 4 ℃）した。上清200�µLを新たなマイクロチューブに移し、濃縮遠心機に45℃で90分間

かけた後、移動相（アセトニトリル：0.01�M�リン酸緩衝液，pH6.1＝45：55）20�µLにて再溶

解し、以下のHPLCの条件下で測定を行った。固定相には、TSKgelODS-120A（東ソー株式会

社、東京）、TSKguadgelODS-120A（東ソー株式会社、東京）カラムを使用し、移動相を毎分

1 mLの流速で用いUV-2075検出器（日本分光株式会社、東京）にて検出波長236�nmでニフェ

ジピンと内部標準（n-propylparaben）の濃度を測定した。

4 ．血漿中NOx（NO2
-, NO3

-）の測定

麻酔後、採血用に左鎖骨下静脈を露出し、亜硝酸塩の単独投与、及びニフェジピンとの併用

投与を行い0，5，10，15，30，60，90分で採血（0.5�ml）した。採取した血液は、遠心分離機

（10,000�g× 5 分 4 ℃）にかけた後、血漿を採取して-30℃で保存した。血漿50�µLをマイクロ

チューブに分注し、タンパク質除去のためメタノール50�µLを加えボルテックスミキサーで混

和後、遠心分離（10,000�g× 5 分 4 ℃）した。上清10�µLを用いてグリース法を基にしたHPLC

システム（E-NO20、株式会社エイコム、京都）にて血中のNOx濃度を測定した18）。
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5 ．統計解析

数値データは、平均±標準偏差で示した。 3 群以上の検定は、Tukey-Kramer�testを用い比

較した。 2 群間の比較は、Student’s�t-testにより行った。これらの統計解析はStat�Mate�V（株

式会社アトムス、東京）を用い、p<0.05を統計学的に有意とした。

結果

1 ）亜硝酸塩とニフェジピンの単独投与による血圧降下作用に対する影響

L-NAMEを 3 週間摂取させ、内因性NOの低下させた高血圧ラットに亜硝酸塩（経口投与）、

またはニフェジピン（腹腔内投与）し、以後60分間の血圧を連続的に測定したところ、図 1 A

およびＢに示すような結果が得られた。また、両物質とも60分間の血圧下面積（AUC0-60min）

が投与量に依存して増加した（図 1 C，D）。

血圧下面積（AUC0-60min）を用いHill�plot法でED50を算出して併用投与における投与量を設定

した。その結果、亜硝酸塩は、0.22�mmol/kg、ニフェジピンは1.0�mg/kgとなった。この値より、

併用投与時の投与量を亜硝酸塩0.1�mmol/kgおよび0.2�mmol/kg、ニフェジピン 1 mg/kgと設

図 1 　亜硝酸塩とニフェジピンの単独投与による血圧降下作用
（A）亜硝酸塩の経口投与による血圧降下作用、（B）ニフェジピンの腹腔内投与による血圧降下作用、（C）
亜硝酸塩の血圧降下作用から算出した血圧下面積、（D）ニフェジピンの血圧降下作用から算出した血圧下面
積。平均値±標準誤差（n�=�4�to�5）
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定した。

2 ）亜硝酸塩とニフェジピンの併用投与による血圧降下作用に対する影響

亜硝酸塩とニフェジピンの併用投与時の血圧降下作用を、それぞれの単独投与の値と比較し

た（図 2 �Ａ，Ｂ）。その結果、併用投与時の血圧下面積（AUC0-60min）が、それぞれの単独投

与よりも有意に増加した（図 2 �Ｃ，Ｄ）。

3 ）亜硝酸塩とニフェジピンの併用投与による血中ニフェジピンの血中動態に対する影響

亜硝酸塩およびニフェジピン単独もしくは併用投与時の血中ニフェジピン濃度を測定し、ニ

フェジピン血中動態を比較した（図 3 ）。このときの投与量はそれぞれ、亜硝酸塩0.2�mmol/

kg、ニフェジピン 1 mg/kgとした。血中ニフェジピン濃度の推移において、両群間に有意な

差はなかった。さらに、Tmax、Cmax、AUCを算出して両群間を比較したが統計学的に有意な差

は認められなかった（表 1 ）。

図 2 　亜硝酸塩とニフェジピンの併用投与による血圧降下作用
（A）亜硝酸塩（0.1�mmol/kg）とニフェジピン（ 1 mg/kg）投与による血圧降下作用、（B）亜硝酸塩（0.2�mmol/
kg）とニフェジピン（ 1 mg/kg）投与による血圧降下作用、（C）亜硝酸塩（0.1�mmol/kg）とニフェジピン

（ 1 mg/kg）投与による血圧下面積、（D）亜硝酸塩（0.2�mmol/kg）とニフェジピン（ 1 mg/kg）投与によ
る血圧下面積。平均値±標準誤差（n�=�4）。Tukey-Kramer�test：*p<0.05�v.s.�亜硝酸塩単独、†p<0.05�v.s.�
ニフェジピン単独
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4  ）亜硝酸塩とニフェジピンの併用投与による血中窒素酸化物（NOx）の血中動態に対する

影響

実験 3 同様にニフェジピン 1 mg/kgと亜硝酸塩0.2�mmol/kgを用い、亜硝酸塩単独投与時お

よびニフェジピンとの併用投与時の血中亜硝酸イオンおよび硝酸イオン濃度を比較した（図

4 ）。亜硝酸塩とニフェジピンの併用投与により、投与後30分時点における亜硝酸イオン濃度

が単独投与時と比較して有意に上昇した。さらに、Tmax、Cmax、AUCを算出して両群間を比較

したところ、併用投与時のTmaxおよびCmaxが単独投与時より有意に増加した。しかし、AUCに

は有意な差は無かった（表 2 ）。

考察　

食品と薬物間との相互作用は、双方の体内動態、薬理効果、副作用に影響する重要な問題で

ある。今回、我々は内因的なNO合成酵素を介したNO産生をL-アルギニンのアナログ型の

L-NAMEにより阻害した上で、血管弛緩作用を示す亜硝酸塩とL型カルシウム拮抗薬であるニ

フェジピンの相互作用を血圧降下作用（薬理作用）と両成分の血中濃度推移（薬物動態学的パ

ラメーター）より検討した。

内因的なNO合成を阻害した条件下で亜硝酸塩（経口投与）とニフェジピン（腹腔内投与）

を単独で投与すると投与量依存的な血圧降下作用を示した（図 1 �Ａ-Ｄ）。さらに、亜硝酸塩

図 3 　亜硝酸塩とニフェジピンの併用投与による血中ニフェジピン濃度の推移
平均値±標準誤差�（n�=�5）

平均値±標準誤差�（n�=�5）

表 1 　亜硝酸塩とニフェジピンの併用投与によるニフェジピンの血中動態への影響
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とニフェジピンを併用投与すると単独投与に比べ血圧降下作用の延長が見られ（図 2 �Ａ，Ｂ）、

血圧下面積が有意に増加した（図 2 �Ｃ，Ｄ）。NOは、ニフェジピンの代謝酵素でもあるP450

のヘム部位に結合し、酵素活性を低下させることが報告されている19）。そこで、血中のニフェ

ジピンの血中動態について検討したが、ニフェジピンの単独投与と亜硝酸ナトリウムとの併用

投与の間に統計的に有意な差はみられなかった（図 3 ，表 1 ）。一方、血中の亜硝酸イオンに

ついては亜硝酸塩の単独投与に比べて、併用投与でCmaxが40%増加し、Tmaxが15分遅延した（図

4 ，表 2 ）。

ニフェジピンは、内因性の血管内皮細胞由来のNO産生を増加させることが知られてい

る15-17）。しかし、本研究では内因性のNOS由来NO産生をL-NAMEで遮断しているため内因的

なNOの影響はほとんど受けないと推察される。従って、本研究で認められた亜硝酸イオンの

増加は、血管内皮細胞から生成されたNOの代謝産物である可能性は低い。一方、Lupoらや

Yamatoらは、ニフェジピンに抗酸化作用があることを報告している20，21）。さらに、Berkelsら

は、培養したブタ内皮細胞を用いニフェジピンの抗酸化作用によりNOの生物学的利用率を増

図 4 　亜硝酸塩とニフェジピンの併用投与による血中ＮＯｘ濃度推移
平均値±標準誤差�（n�=�5）
Student’s�t-test：*p<0.05�v.s.�亜硝酸塩単独

平均値±標準誤差�（n�=�5）
Student’s�t-test：*p<0.05�v.s.�亜硝酸塩単独

表 2 　亜硝酸塩とニフェジピンの併用投与による亜硝酸塩の血中動態への影響
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加させることを報告している22）。一方、本研究で用いたL-NAMEを慢性的に投与すると、頸動

脈組織中のスーパーオキシドラジカルが増加し、酸化的ストレスのマーカーであるマロンジア

ルデヒドやカルボニル化タンパク質が血中で増加することが確認されている23）。さらに、肺組

織においてスーパーオキシドラジカルを生成するNADPH酸化酵素の発現量が増加することが

報告されている24）。

これらのことから、本研究における血中の亜硝酸イオンの増加や遅延はL-NAME投与で起

こる活性酸素種の増加をニフェジピンが抑制し、亜硝酸イオン（もしくは、亜硝酸塩から生成

されたNO）の生物学的利用率を増加させることが推察され、結果として、亜硝酸塩から持続

的にNOが供給され血圧降下作用が延長したものと考えられた。しかし、Huらによると、S-ニ

トロソチオールは、ニフェジピンが作用するL型カルシウムチャネルに直接作用する25）。亜硝

酸塩は、生体内で一部チオール類と反応してS-ニトロソチオールを形成する12,�13）ことからＬ

型カルシウムチャネルにも作用を示した可能性も考えられる。従って、今回の研究における相

乗的な血圧降下作用の出現は薬理学的な相互作用であった可能性は否定できない。そのため、

薬理学的な相互作用についても今後、検討する必要があると思われる。

本研究で用いた、ニフェジピンの投与量はヒトの最大投薬量である1日80�mg/day（成人60�

kg：1.3�mg/kg/day）とほぼ同等の投与量である。亜硝酸塩は、高血圧予防のための食事であ

るDASH食で考えると、DASH食では硝酸塩を約1200�mg摂取している3）、そのうち 5 ％（60�mg）

の硝酸塩（46�mg/kgの亜硝酸塩に相当）が胃内に入ることが報告されている26）。体重60�kgあ

たりで約0.77�mg/kg/day（亜硝酸ナトリウムで換算すると0.011�mol/kg/day）となる。従って、

本研究で用いた投与量（0.1�mmol/kgと0.2�mmol/kg）は、ヒトが摂取する 1 日の亜硝酸塩摂

取量の10 ～ 20倍程度を 1 回で投与していることになる。そのため、今後の研究では投与量を

より少なくし日常的な摂取量で相互作用の出現の有無を検討していく必要がある。しかし、亜

硝酸塩は腸-唾液循環系により常に硝酸塩から作られるため硝酸塩を多く含んだ野菜や果実を

多量に摂取した場合、一過的に亜硝酸塩の生成量が増加することが予想される。従って、亜硝

酸塩とニフェジピンによる相互作用が起こる可能性があるため、野菜を多く食事に取り入れて

いる人がニフェジピンを常用している場合は、血圧の急激な低下に注意が必要である。

以上のことから、亜硝酸塩とニフェジピンの同時に摂取することで相乗的な血圧降下作用を

起こす可能性があり、この相互作用のメカニズムの 1 つとしてニフェジピンが亜硝酸塩の体内

動態に影響を与えるという薬物動態学的なメカニズムが寄与していることが示唆された。
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