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研究成果の概要（和文）：プロポフォールは麻酔・集中治療領域で広く用いられている鎮静剤であるが、プロポ
フォール注入症候群(propofol infusion syndrome; PRIS)という稀ながらも致死的な合併症を生じる可能性があ
り、その機序の解明が求められている。PRISは代謝性アシドーシス・横紋筋融解・腎不全等全身の様々な臓器に
障害をもたらす事から、我々は神経・腎・筋系など多様な出自の細胞、そしてPRISの発症機序として細胞のミト
コンドリア機能の障害が示唆されることからミトコンドリアDNA異常をもつ細胞やミトコンドリア機能を抑制す
る薬剤を用いて、プロポフォールが細胞にもたらす影響を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The intravenous anesthetic propofol has been used for the induction and 
maintenance of anesthesia and sedation in critical patient care. However, the rare but severe 
complication propofol infusion syndrome (PRIS) can occur. In vivo and in vitro evidence suggests 
that the propofol toxicity is related to the impaired mitochondrial function. Therefore we 
investigated effects of propofol on cell metabolism and death using a series of established cell 
lines of various origins, including trans-mitochondrial cybrids, with defined mitochondrial DNA 
deficits. We demonstrated that supraclinical concentrations of propofol in not less than 50 μM 
disturbed the mitochondrial function and induced a metabolic switch, from oxidative phosphorylation 
to glycolysis, by targeting mitochondrial complexes I, II and III. This disturbance in mitochondrial
 electron transport caused the generation of reactive oxygen species, resulting in apoptosis.

研究分野： 麻酔科学
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１．研究開始当初の背景 
 
プ ロ ポ フ ォ ー ル (propofol, 
2,6-diisopropylphenol)は中枢神経抑制作用
をもち手術室において麻酔薬として、また集
中治療室においては鎮静薬として使用され
患者管理に必須な薬剤である。疫学的にも高
い安全性を持つ薬剤と考えられているがプ
ロポフォール注入症候群(propofol infusion 
syndrome, PRIS)と呼ばれる致死性な副作用
を惹起することが知られていて臨床使用に
おける大きな問題点となっている。 
 
このような病態から推察されるように細胞
の代謝不全や細胞死が PRIS 発症の細胞学的
基盤にあると考えられていて,この方向性で
従来研究が進められてきている。にもかかわ
らずいまだに病態の分子機構の詳細や発症
予測因子・治療法の同定には至っていない。 
申請者らは、PRIS の病態の分子機序を解明
する目的でプロポフォールの標的としてミ
トコンドリアを想定した研究を提案する。ミ
トコンドリアの関与は従来から指摘されて
いるものの分子機序の解明など直接的な関
与の証明はなされていない。本研究でそれを
証明する研究を提案する。 
様々なタイプのミトコンドリア遺伝子の変
異体を細胞質移植法を用いて細胞に導入し
た transmitochondrial cybrids 細胞(Cybrids
細胞)を作出して,またミトコンドリア機能に
影響を与える事が判明している薬剤の影響
下にプロポフォールが細胞の有酸素・無酸素
代謝のモード変換に与える影響と細胞の生
死に与える影響を,様々な臓器・組織由来の細
胞を用いて明らかにする研究を構想した。 
 
２．研究の目的 
 
研究の目的は以下の通りであった。 
(1) プロポフォールが酸素代謝へ与える影
響とエネルギー代謝への影響を細胞内 ATP、
細胞外の乳酸・ピルビン酸を測定することで
明らかにする。 
 
(2) プロポフォールが細胞死へ与える影響
を明らかにする。 
 
(3) プロポフォールのミトコンドリア電子
伝達系への影響を各呼吸鎖複合体の活性を
測定することで明らかにする。 
 
(4) ミトコンドリア機能異常が A, B, C に与
える影響を、ミトコンドリア DNA 変異を持
つ transmitochondrial cybrids (Cybrid)細胞、
ミトコンドリア電子伝達系(ETC)修飾剤を用
いて明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 酸素代謝・代謝モードへの影響の検討 
 

①クラーク電極を用いた OCR 測定 
細胞内酸素消費量の測定はクラーク電極を
測定原理とした測定器 Oxytherm (Hansatech 
Instruments、研究機関に配備済み)を用いた。 
 
② 細胞内 ATP、細胞外の乳酸・ピルビン酸測
定 
生化学的な手法をもちいて測定した。 
 
(2) FACS を用いた解析 
① FACS 
フローサイトメーターは FACSCalibur (ベク
トンディッキンソン社、研究機関に配備済
み)を用いて蛍光標識した annexin-V との結
合で初期アポトーシスを検出を行う。同時に 
propidium iodide を用いて後期アポトーシ
スまたはネクローシスの検出を行った。 
② Caspase 活性の測定 
細胞 Caspase3/7,9 の活性を生化学的に測定
して apoptosis の指標とする。Promega 社製
の測定キットを用いた。 
ま た Caspase9, の 活 性 化 を 抗 cleaved 
caspase 9抗体,抗PARP抗体を用いたWestern 
blot で測定した。 
 
(3) ミトコンドリア電子伝達系への影響の
検討 
C-1 単離ミトコンドリアを用いた各呼吸鎖
複合体の活性の測定 
ヒト・ラット由来の細胞からミトコンドリア
を単離して定法に基づいて活性を測定する
実験系を構築してプロポフォールがその活
性に与える影響を測定した。 
ミトコンドリア電子伝達系複合体別に測定
することでプロポフォールの直接の標的が
同定できた。 
 
(4) ミトコンドリアDNA変異と機能異常との
関連の検討 
① Cybrid 細胞の作出 
ρ0細胞が存在する HeLa 細胞、P29 細胞を元
に申請者らで確立している手法を用いて
transmitochondrial cybrids を作出する。 
② Cydrid 細胞の性質の確認 
平成 28 年に作出した Cybrid 細胞の OCR、細
胞内 ATP 産生、細胞外の乳酸・ピルビン酸測
定を行い基礎データとした。 
③ Cybrid 細胞を対照に①・②の検討を行っ
た。 
④ ミトコンドリア電子伝達系複合体 I の阻
害薬であるビグアナイド系薬剤フェンフォ
ルミン・メトフォルミン，コエンザイム Q10
の阻害薬であるスタチン製剤(アトロバスタ
チンなど)を用いて軽微なミトコンドリア機
能障害を作出してプロポフォールの A, B へ
の作用が修飾を受けるかどうかを検討した。 
 
４．研究成果 
 
まず神経芽細胞腫由来SH-SY5Y細胞にプロポ



フォール(2,6-diisopropylphenol)を 12.5〜
150μM で 3〜12 時間投与し、PI-anexin 染色
を用いたフローサイトメトリー(FCM)やカス
パーゼ活性測定を行い、プロポフォールへの
暴露濃度・時間に対する細胞死への影響を検
討した。筋原細胞 C2C12 細胞、子宮頸癌細胞
HeLa 細胞、肺癌細胞 P29 細胞といった様々な
細胞でも同様に検討を行った。続いて 12.5
〜100μM のプロポフォールに６時間暴露し、
フラックスアナライザーを用いた細胞内代
謝の変化(OCR・ECAR)を評価し、又ミトコン
ドリア代謝過程におけるプロポフォールの
作用部位を同定した。そしてプロポフォール
による細胞死にミトコンドリアでの活性酸
素(ROS)の産生が関与していることを示す為、
25〜100μM のプロポフォールに 3〜6 時間暴
露させて ROS 産生を定量し、続いてプロポフ
ォール 50〜100μM に抗酸化剤である N-アセ
チルシステイン(NAC)10mM を併用し細胞死へ
の影響を検討した。 
さらに、ミトコンドリア DNA の部分変異を持
ち基礎状態でcomplex活性の部分低下を持つ
P29mtA11細胞やミトコンドリアDNAを持たな
いρ0細胞に対し、12.5〜100μM のプロポフ
ォールを投与し前述の細胞死や代謝をカス
パーゼ活性やフラックスアナライザーを用
いて評価した。最後にミトコンドリア機能を
薬剤性に抑制した場合のプロポフォールに
よる細胞障害への影響を検討するために、ビ
グアナイド系糖尿病薬の metformin2.5〜
20μM・phenformin5〜15μM をプロポフォー
ル 12.5〜100 μM と併用し、同様の細胞死・
代謝の評価を行った。 
 
SH-SY5Y 細胞ではプロポフォール 50μM 以上
を 6 時間投与した場合に細胞死が惹起され、
25μMではより長時間の12時間暴露すると細
胞死が引き起こされた。これは C2C12 細胞、
HeLa 細胞、P29 細胞でも同様であった。また
細胞死を引き起こしたプロポフォール暴露
条件において、ミトコンドリアの complex
Ⅰ・Ⅱ・Ⅲを抑制することで好気性代謝が抑
制され嫌気性代謝へのシフトが生じ、ROS 産
生の増加が生じた。そしてこの作用は NAC で
ROS を消去することにより打ち消された。 
又ミトコンドリア機能低下を基礎に持つ
P29mtA11 細胞では、12.5〜25μM の低濃度の
プロポフォールであっても細胞死が誘導さ
れ、metformin・phenformin でミトコンドリ
ア機能を抑制した場合にも同様のプロポフ
ォールへの脆弱性が示された。逆にρ0 細胞
では 50μM６時間のプロポフォール暴露によ
る細胞死に抵抗性になった。 
 
プロポフォールはミトコンドリアの complex
Ⅰ・Ⅱ・Ⅲを抑制することで細胞の代謝変化
を惹起し ROS を産生して細胞死を誘導する。
この作用は遺伝的・薬剤的なミトコンドリア
機能抑制状態においてより増強され、臨床使
用濃度・時間にであっても細胞に影響を及ぼ

すと結論できた。 
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