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研究成果の概要（和文）：プロポフォールの抗癌作用機序を検証した。Hela細胞を検体とした。アポトーシス、
ミトコンドリア電位、ミトコンドリアpHを検証した。結果：プロポフォールは、癌細胞の増殖を濃度依存性に抑
制した。プロポフォールは、ミトコンドリア電位を脱分極し、ミトコンドリアpH 勾配を消失させた。そして、
ミトコンドリア経路のアポトーシスを誘導した。これらの結果は、プロトノフォアCCCPと一致した。
結語：プロポフォールは、プロトノフォアとして作用し、ミトコンドリアの水素イオン濃度勾配を消失すること
で、ミトコンドリア電位を消失、癌細胞にミトコンドリア経路のアポトーシスを誘導することが証明された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the mechanisms of anti-cancer effects 
induced by propofol. Methods:Hela cells were used for this experiment. Apoptosis was observed by DNA
 fragmentation, caspase activity, and western blot. Mitochondrial membrane potential, cytosolic pH, 
and mitochondrial pH were observed by fluorescent probes.   Results:Propofol reduced the viability 
of Hela cells by dose and time dependently manner. Propofol induced apoptosis through the 
mitochondrial pathway. Propofol induced mitochondrial depolarization. Propofol induced both 
mitochondrial and intracellular alkalization. Propofol lost the pH gradient between the intra- and 
extra- membrane as same as protonophore CCCP. 
Conclusion:Propofol acts as protonophore, and this chemical property induce apoptosis in cancer cell
 lines through the mitochondrial pathway by disappearance of the pH gradient.

研究分野： 麻酔・蘇生学
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１． 研究開始当初の背景 

多くの癌患者が全身麻酔下に手術を受け

ている昨今、どの麻酔薬が癌患者におい

て有益であるかは、解明されていない。

プロポフォールは、今日、麻酔導入、TIVA

等の静脈麻酔薬、鎮静剤など多岐にわた

り使用されている。最近、プロポフォー

ルには抗癌作用を有するとの報告が散見

されるようになり、プロポフォールの持

つ抗癌作用が注目されつつある。例えば、

Guo らは、プロポフォールは、カルシウ

ム結合蛋白の一種 S100A4 を低下するこ

とで量依存性に癌細胞にアポトーシスを

誘導し、癌の増殖、転移を防ぐと報告し

ている（１）。Song らも、プロポフォー

ルは、ヒト乳癌細胞 SK-BR-3 において、

ERK 経路によるアポトーシスを誘導す

ることを報告した（２）。Ecimovic らは、

ヒト乳癌細胞 MDA-MB-231 において、

アポトーシス関連蛋白の一種 NET1 を抑

制しアポトーシスを誘導することを報告

した（３）。Desmond らは、プロポフオ

ールによる全身麻酔が他の吸入麻酔薬や

麻薬による全身麻酔よりも免疫抑制作用

が少なく、癌患者にメリットがあるとし

ている（４）。Wu らはプロポフオールは、

癌細胞にミトコンドリアマトリックスメ

タロプロテアーゼ、MMP-2 MMP-9 の

mRNA およびそれらのタンパク発現を

抑制することでアポトーシスを誘導する

と報告している（５）。以上のようにプロ

ポフォールは癌細胞にアポトーシスを誘

導するといった報告が散見されるが、そ

の機序は明確ではない。ミトコンドリア

は、呼吸、エネルギーである ATP 産生、

アポトーシス誘導等多くの機能を有し、

これらの機能は密接に関係している。例

えば、呼吸とATP 産生は、プロトンすな

わち水素イオンにより行われる。電子伝

達系とも称される呼吸鎖は、プロトン濃

度勾配を作り、そのプロトンが F0-ATP

アーゼを水力発電所のタービンのごとく

回転させることで ATP を作り出す。ここ

で、注目すべきは、プロトン濃度とは、

pH のことであるということである。もし、

プロポフオールにより、ミトコンドリア

におけるプロトン濃度勾配を破綻させた

ら、ミトコンドリア電位は消失し、これ

がアポトーシスのトリガーとなりうるの

ではないか。しかし、プロポフォールの

ミトコンドリア pH、ミトコンドリア電位

等への影響は不明である。 

２． 研究の目的 

本研究の目的は、プロポフォールのミト

コンドリアへの影響を pH およびミトコ

ンドリア電位を中心に検証することであ

る。 

 

３． 研究の方法 

Hela 細胞（ヒト子宮頸癌細胞）を検体と

した。 

 

形態学 

形態学的変化は、倒立顕微鏡観察下、

(IX-70, Olympus, Tokyo, Japan) CCD カメ

ラ(DS-2500, Sato, Kawasaki, Japan)にて画

像を取得した。 

 

細胞生存率 

細胞生存率は、カルセインAM アッセイ

にて検証した。カルセイン AM により、

生細胞は、強い緑食蛍光を示すが、死細

胞は蛍光しない。細胞生存率は、72 時間

経時的に観察した。 

 

アポトーシスの検出 

DNA フラグメンテーション 

アポトーシスの検証は、DNA フラグメン

テーションにより評価した。プロポフォ

ール暴露 48 時間後、DNAzol (Molecular 



Research Center Inc., Cincinnati, OH, USA)

を用いて、DNA を抽出し、2%アガロー

スゲル電気泳動法により、検体 DNA を

電気泳動した後、0.5 µg/ml エチジウムブ

ロマイドで染色し、UV トランスイルミ

ネーター上で 312nm にて画像を取得し、

画像解析ソフトウェア(CS Analyzer ver. 

3.0, ATTO, Tokyo, Japan)を用いて解析し

た。 

 

カスパーゼ活性 

カスパーゼ活性は、合成基質法によるカ

ス パ ー ゼ 活 性 ア ッ セ イ キ ッ ト

(APOPCYTO™ Caspase Colorimetric 

Assay Kit, MBL, Tokyo, Japan)を用いて検

証した。 

 

ウェスタンブロット法 

検体をサンプルバッファー (0.125M 

Tris-HCl (pH 6.8), 0.4% SDS, 20% Glycerol, 

1% 2-mercaptoethanol, and 1% 

bromophenol blue)で溶解した後、95℃10

分間、煮沸した。蛋白含有量を紫外線蛍

光分光光度計(UV-1700, Shimadzu, Tokyo, 

Japan)で調整後、10% SDS-PAGE ゲルで

電気泳動し、PVDF 膜に転写した。チト

クローム C、カスパーゼ 9、カスパーゼ 3

を一次抗体として、抗原抗体反応を行い、

HRP によるケミルミネッセンス法によ

る画像を取得し、画像解析ソフトウェア

(CS Analyzer ver. 3.0, ATTO, Tokyo, Japan)

を用いて解析した。 

 

ミトコンドリア電位 

ミトコンドリア電位は、レシオメトリッ

ク蛍光プローブ(JC-1) (Molecular Probes, 

OR, USA)を用いて測定した。蛍光顕微鏡 

(Ti-u, Nikon Tokyo, Japan), EM-CCD カメ

ラ (Imagem, Hamamatsu Photonics, Tokyo, 

Japan) および 蛍光イメージング装置 

(AQA-COSMOS, Hamamatsu Photonics, 

Tokyo, Japan)で測定した。  励起波長

480-nm ダイクロックミラー：505-nm 蛍

光波長 535-nm および 590-nm 。２つの

蛍光比を計算し検証した。 

 

ミトコンドリア pH 

ミトコンドリア pH は、レシオメトリッ

ク 蛍 光 プ ロ ー ブ carboxy SNARF-1 

(Molecular Probes, Eugene, OR, USA)を用

いて測定した。蛍光顕微鏡 (Ti-u, Nikon 

Tokyo, Japan), EM-CCD カメラ (Imagem, 

Hamamatsu Photonics, Tokyo, Japan) およ

び  蛍 光 イ メ ー ジ ン グ シ ス テ ム 

(AQA-COSMOS, Hamamatsu Photonics, 

Tokyo, Japan)で測定した。  励起波長

480-nm ダイクロックミラー：505-nm 蛍

光波長 590-nm および 640-nm 。２つの

蛍光比を計算し検証した。 

 

細胞膜間 pH 

細胞膜間 pH は、蛍光プローブ

5-Hexadecanoylaminofluorescein (HAF) 

(H110, Molecular Probes, OR, USA)を用い

て測定した。蛍光顕微鏡 (Ti-u, Nikon 

Tokyo, Japan), EM-CCD カメラ (Imagem, 

Hamamatsu Photonics, Tokyo, Japan) およ

び  蛍 光 イ メ ー ジ ン グ シ ス テ ム 

(AQA-COSMOS, Hamamatsu Photonics, 

Tokyo, Japan)で測定した。  励起波長

436-nm および 470-nm ダイクロックミ

ラー：505-nm 蛍光波長 535-nm。２つの

励起波長に対する蛍光比を計算し検証し

た。 

 

統計 

結果は平均±標準偏差で示した。

ANOVA 施行後 Scheffe´ test で有意差検

定した。P < 0.05 を有意差有りとした。 

 



 

４．研究成果 

研究成果形態学 

プロポフォールは、量依存生に、Hela細胞の生

存率を低下した。 

プロポフォール、1%イントラリピッド単独およ

び両方を暴露７２時間後の低倍率（40x）におけ

る顕微鏡写真においては、Hela細胞のコロニー

の大きさと数に注目した。プロポフォール（10 

µM）および1%イントラリピッド添加プロポフォ

ール（10 µM）暴露群においては、ともにコロニ

ーの大きさ、コロニー数共に量依存性に減少し

たが、1%イントラリピッドのみ暴露した群では、

無添加群（コントロール群）との差は観られな

かった。 

プロポフォール、1%イントラリピッド単独およ

び両方を暴露７２時間においては、個々のHela

細胞の形態学的変化に注目した。プロポフォー

ル（10 µM）および 1%イントラリピッド添加プ

ロポフォール（10 µM）暴露群においては、とも

に細胞膜周辺に多くの壚豊あるいは、細胞膜外

に壚豊（ブラ）を観察したが、1%イントラリピ

ッドのみ暴露した群および無添加群（コントロ

ール群）はともに観察されなかった。 

 

細胞生存率 

図 2に各濃度におけるプロポフォール暴露後７

２時間後のカルセイン-AM による蛍光イメージ

ングを示す。プロポフォールの量依存生に、Hela

細胞の生存率は減少した。しかし、1%イントラ

リピッドのみ暴露した場合は、生存率に影響し

なかった。 

 

DNAフラググメンテーション 

プロポフォールはHela細胞にDNAフラググメン

テーションを誘導した。 

 

カスパーゼ活性 

プロポフォールは、ミトコンドリア経路アポト

ーシスのトリガーエンザイムであるカスパーゼ

９、およびエッフェクターエンザイムであるカ

スパーゼ３それぞれを活性化した。 

 

ウェスタンブロット 

プロポフォールは、チトクローム C、活性化型

カスパーゼ９。活性化型カスパーゼ３それぞれ

を増加した。 

 

ミトコンドリア膜電位 

JC-1による蛍光イメージングにおいて、プロポ

フォールはミトコンドリア膜電位を量依存性に

脱分極した。プロトノフォアで脱共役剤である

Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazine 

(CCCP) (200µM)も著明にミトコンドリア膜電位

を量依存性に脱分極した。 

 

ミトコンドリアpH 

プロポフォールおよび CCCP はミトコンドリア

pH勾配を消失させた。通常、電子伝達系により

ミトコンドリアにおいては、膜間腔よりも内膜

の方が。pHはよりアルカリ性を示す。コントロ

ールにおけるpH は、膜間腔が7.10±0.33、マ

トリックスが8.41±0.35であった。プロポフォ

ール（１０µM）投与で、マトリックスのpHは酸

性に傾き、一方、膜間腔のpHは、アルカリ化し

た。プロポフォール投与の結果、膜間腔が7.92

±0.29、マトリックスが8.10±0.42となり、膜

間腔とマトリックス間のpH勾配は減少した。 

 

細胞膜間pH 

プロポフォールおよびCCCPは細胞膜間pH勾配

を消失させた。もし、プロポフォールが CCCP

同様、プロトノフォアとして作用するならば、

ミトコンドリア pH の濃度勾配を消失させると

ともに、細胞膜間pH勾配を消失させることが考

えられる。これを証明すべく、pH感受性蛍光プ

ローブ：HAFを用いた。 

HAF は脂質二重膜の両疎水基にアンカーするの

で、細胞膜を挟んで両側のpHを測定可能である。

今回は、細胞の断面のpHを測定すべく、total 



internal reflection fluorescence (TIRF)を用

いた。結果、コントロールにおいては、細胞内

外のpH勾配が細胞外が7.59±0.09、細胞内が、

6.75±0.17であったが、プロポフォール（１０

µM）暴露後は、細胞外が7.27±0.15、細胞内が、

7.18±0.20 となり、細胞膜内外の pH 勾配を消

失させた。この結果は、プロトノフォア CCCP

と類似した。 

 

考察 

本研究は、プロポフォールが CCCP 同様プロ

トノフォアとして作用することを証明した。

このプロポフォールによるプロトノフォア効

果は、ミトコンドリアにおける pH 勾配を消

失し、ミトコンドリア膜電位の消失をもたら

した。何故ならば、ミトコンドリア膜電位は

pH 勾配によって形成されている為である。さ

らに、このプロポフォールによるミトコンド

リア電位の消失は、チトクローム C の放出、

カスパーゼ９、カスパーゼ３といったミトコ

ンドリア経路のアポトーシスカスケードを活

性化し、Hela 細胞にアポトーシスを誘導した。 

プロトノフォアとは、イオノフォアの一種で、

水素イオンのトランスポーターである。水素

イオンは陽イオンであり、通常は脂質二重膜

を通過し得ないが、プロトノフォアは、濃度

勾配に従い水素イオンを通過させることで、

脂質二重膜間の水素イオン勾配を消失させる

性質を有する。 

プロトノフォアは、一般に親水基と芳香族の

化合物であり、これにより脂質二重膜を通過

し、水素イオンを分配しうる。プロトノフォ

アはミトコンドリアにおける電子伝達系の脱

共役剤として作用し、ミトコンドリア膜間腔

およびマトリックス間のプロトン勾配を消失

させる。本研究では、２つの蛍光プローブを

用いて、ミトコンドリアおよび細胞膜間の pH

勾配を観察した。プロポフォールは、プロト

ノフォア同様、ミトコンドリアおよび細胞膜

間の pH 勾配を消失した。 

これらの結果は、プロポフォールがプロトノ

フォアとしての性質を有することを示してい

る。 

今後は、本研究結果を踏まえ、プロポフォー

ル、CCCP を含めプロトノフォアなどの脱共

役剤、或はロテノン等の電子伝達系阻害剤な

ど、ミトコンドリア標的薬のミトコンドリア

を介した抗癌作用を研究、検証したい。 
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