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研究成果の概要（和文）： 本研究では、麻酔薬が癌組織微小環境に与える影響を①口腔扁平上皮癌（OSCC）、
間質細胞およびマウス脾細胞の生存率、②脾細胞の抗CD3抗体刺激に対するサイトカイン産生能、③間質細胞
(10T1/2)の免疫抑制能に対する効果から検討した。
 脾細胞はその他の細胞株に比較して最も低濃度の麻酔薬で生存率が低下し、特に静脈麻酔薬に高い感受性を示
した。その免疫応答能は、細胞毒性が現れる濃度よりさらに低濃度域でも抑制された。またミダゾラムは、
10T1/2の免疫抑制作用も阻害する点で他の麻酔薬とは異なっていた。一方担癌マウスを用いた動物実験では、静
脈麻酔薬が腫瘍の進展に対して抑制的に作用する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：　To clarify the effects of the anesthetics on the tumor microenvironment, 
we evaluated their cytotoxicity against oral squamous cell carcinoma (OSCC) cells, stromal cells 
(10T1/2) and mouse spleen cells and the influence on immuno-response of these cells.  
  The all of anesthetics tested showed cytotoxic effects on spleen cells at much lower 
concentrations than on the OSCC cells and 10T1/2, which suggests that spleen cells are more 
sensitive against anesthetics than the other cell lines.  The cytokine-production by 
anti-CD3-stimulated spleen cells was completely inhibited at a lower concentration of intravenous 
anesthetics, whereas spleen cells maintained a 80-100% viability.　In addition, only midazolam 
inhibited the immunosuppressive action of 10T1/2. On the other hand, in animal experiments with 
tumor-bearing mice, it was suggested that intravenous anesthetics could inhibit the development of 
tumor.

研究分野： 口腔生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
癌患者の術後予後は、癌細胞の形質や病期

はもちろんのこと、周術期管理の違いによっ
ても術後の癌転移、再発率が異なる可能性が
報告されている。手術のストレスが全身免疫
能の低下を招く可能性や、癌組織の切除で癌
細胞が血液中にばらまかれてしまう危険性
などを考慮すると、周術期管理と患者の良好
な予後を結びつける鍵は、患者の周術期にお
ける免疫状態であると考えられ、関連する臨
床研究が進行中である。しかしその基礎的背
景は必ずしも明らかではない。 
本研究ではこれら臨床研究と細胞レベル

の基礎研究との間をつなぐ「担癌動物モデ
ル」と「試験管内モデル」を構築し、麻酔薬
による宿主の免疫抑制状態の改変と癌の悪
性化・再発・転移との関連性を検証する。 
 

 
２．研究の目的 
 
本研究では、周術期に用いる麻酔薬の選択

と長期予後を結びつける鍵として患者免疫
能の変容に着目し、局所麻酔薬と静脈麻酔薬
の影響を解析した。まず、麻酔薬の作用点の
一つとして、癌微小環境への影響を検討する
ため、試験管内共培養系を用いて、癌細胞‐
間質細胞‐リンパ球の相互作用に及ぼす麻
酔薬の効果について解析した。次いで口腔扁
平上皮癌を移植することで免疫抑制状態を
呈した動物モデルを用いて麻酔薬投与によ
る宿主抗腫瘍免疫能の改変の実態を検討し
た。得られた知見を総合することで、麻酔薬
による宿主免疫抑制環境の改変と癌再発・転
移リスクとの関連性を検証し、リスク回避の
ための適切な麻酔薬選択のための基礎的資
料の提供を試みた。 
 

 
３．研究の方法 
 
１)細胞株： 
口腔扁平上皮癌（OSCC）として C3H マウス

頬粘膜由来扁平上皮癌細胞株（Sq-1979)と、
この細胞株を移植されたマウスの頚部転移
リンパ節から樹立したサブクローン（L6-8 お
よび L5-11）を用いた。また、癌関連間質細
胞のモデルとしてC3Hマウス胎児由来線維芽
細胞株（10T1/2）を用いた。 
 
2)脾細胞の刺激培養： 
C3H/HeN 系マウスより単離した脾細胞を

OSCC や 10T1/2 細胞と混合したのち、抗 CD3
抗体(1μg/mL)を用いて脾細胞中の T 細胞を
特異的に刺激した。5％CO2 存在下で 37℃48
時間刺激培養し、上清中のサイトカインの濃
度を ELISA 法にて測定した。 
 
 

3)細胞障害性： 
麻酔薬の細胞障害性は PrestoBlue 生細胞

試薬を用いて培養 48 時間後の生細胞数を測
定し算出した。 
 
4)担癌動物モデル： 
C3H/HeN 系マウスに、プロポフォールまた

はミダゾラムを図1に示す投与計画に従い反
復投与した。麻酔薬投与開始から 1週間後に
OSCC(1×105個/匹)を側腹皮下に移植し、腫瘍
の進展を経過観察した。OSCC 移植 3週間後に
マウスを安楽死させたのち脾細胞を単離し、
刺激培養法にてインターフェロンγ産生能
を測定した。 

図 1 麻酔薬反復投与下における癌細胞移植実験 
 
 
４．研究成果 
 
１）麻酔薬の細胞障害性 
局所麻酔薬および静脈麻酔薬に対する

OSCC,10T1/2 およびマウス脾細胞の感受性を
検討した(表 1)。 
①ロピバカインの 50％細胞毒性濃度（CC50）
は，刺激脾細胞＜Sq-1979-1≒10T1/2＜L5-11
＜L6-8 の順であり，他の局所麻酔薬も同様の
傾向を示した。特に転移巣由来 L系 OSCC は，
用いたすべての局所麻酔薬に対して強い抵
抗性を示した。 
 
②プロポフォールに対する CC50 はそれぞ
れ、刺激脾細胞＜ L5-11≦ Sq-1979-1＜
10T1/2＜L6-8 であり、オーダー的にも、脾
細胞が最も感受性が高い点でも局所麻酔薬
と類似していた。 
 
③ミダゾラムの細胞障害性は他麻酔薬に比
較して十分の一以下の低濃度で観察され、
かつ L6-8 も本薬剤に対して強い感受性を
示す点が特異であった。 
 
表 1 麻酔薬の細胞障害性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



2）脾細胞サイトカイン産生能への影響 
静脈麻酔薬は、細胞毒性を示さない程度の

低濃度領域でも刺激脾細胞のサイトカイン
産生能を顕著に阻害した。特にミダゾラムの
阻害効果は強力で、インターフェロン(IFN)-
γ産生に対する 50％阻害濃度（IC50）は脾細
胞に対する細胞障害性の 1/4, インターロイ
キン(IL)-10 に対しては、測定範囲では IC50
を算出不能なほど産生を阻害した。 
 

表 2 麻酔薬の脾細胞サイトカイン産生能への影響 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
n.d.：not determined 

 
 
3）癌細胞‐10T1/2‐刺激脾細胞共培養系に
おける麻酔薬の影響 
①共培養系における 10T1/2 の添加効果 
マウス脾細胞を 10T1/2 と接触条件下で共

培養すると、刺激脾細胞の IFN-γ 産生能は
低下した。本結果は 10T1/2 に脾細胞の T リ
ンパ球刺激に対する免疫応答を抑制する作
用があることが示唆している(図 2)。この
10T1/2-脾細胞共培養系にさらに Sq-1979-1
の馴化培地（CM）を加えると、10T1/2 の刺激
脾細胞に対する抑制作用が増強された(図 2)。 
このように、本共培養系で癌細胞-間質細胞-
免疫担当細胞の相互作用を一部再現できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  10T1/2 との共培養下における脾細胞の
IFN-γ 産生能に与える OSCC 馴化培地の影響 
 
②10T1/2 の免疫抑制効果に対する影響 
本共培養系に麻酔薬を添加すると、用いた

三種類の麻酔薬すべてにおいて濃度依存的
に刺激脾細胞からの IFN-γ産生量が低下し
た(図 3)。一方、脾細胞と 10T1/2 を共培養す
ることによる IFN-γ産生抑制は、ミダゾラム
を添加群では認められなくなったが、プロポ
フォールとリドカイン添加群では麻酔薬無
添加の場合同様に抑制作用が認められた。 
ところが、Sｑ-1979-1 馴化培地（CM）存在

下で 10T1/2 と脾細胞を共培養した場合は、

10T1/2 の免疫抑制作用のミダゾラム添加に
よる消失は解消された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
図3 10T1/2 の免疫抑制作用に対する麻酔薬の影響 
 
 
4）担癌マウスに対する静脈麻酔薬の影響 
静脈麻酔薬反復投与された C3H/HeN マウ

スにリンパ節転移株である L5-11 細胞を移
植し腫瘍の進展及び宿主免疫能への影響を
観察し以下の結果を得た。 
 
①腫瘍の生着および増大速度への影響： 
プロポフォール反復投与群のみ腫瘍生着

率の低下が認められた(表 3)。 
 

表 3 静脈麻酔薬の腫瘍生着率への影響 
 
 
 
 
 
 
一方、腫瘍の増大速度に対してはプロポフォ
ール、ミダゾラム投与群ともに低下傾向が認
められた(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 静脈麻酔薬の OSCC 組織増大速度への影響 

 
②インターフェロンγ産生能への影響 
静脈麻酔薬を反復投与されたマウスから

単離した脾細胞は、生理食塩水投与群に比べ
て IFN-γ産生能が上昇する傾向が認められ
たが、担癌状態ではこの傾向は認められず、
強い免疫抑制環境下にあることが明らかと
なった(図 5)。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図5静脈麻酔薬の担癌マウス脾細胞のインターフェロンγ
産生能への影響 
 
以上の結果から、脾細胞は10T1/2やOSCC

細胞株に比較して麻酔薬に対する感受性が
高く､その免疫応答能は、細胞毒性が現れる
濃度よりさらに低濃度域でも抑制されるこ
とが示された。特に､①ミダゾラムは最も低
濃度でこれらの作用を発揮すること､②唯一
10T1/2 の免疫抑制作用を阻害する薬剤であ
る点で､他の麻酔薬とは異なっていた。 
一方、担癌マウスを用いた動物実験では、

静脈麻酔薬が腫瘍の進展に対して抑制的に
作用する可能性が示唆された。この結果は in 
vitro で観察された刺激脾細胞の免疫応答に
対する麻酔薬の抑制効果とは一見矛盾して
いるが、in vivo では癌組織中の間質細胞や
骨髄由来免疫抑制細胞 MDSC)の機能修飾を介
して麻酔薬が作用している可能性も考えら
れる。この点については本研究では検証でき
ておらず、新たな課題の提起となった。 
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