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研究成果の概要（和文）：ヒト人工多能性幹細胞由来神経細胞にプロポフォールが長時間作用した場合の影響を
検討した。プロポフォール50μg/mlを48時間作用させると、NAD+/NADH比は40.1%、ATPは17.9%、生細胞プロテア
ーゼ活性は15.9%低下し、カスパーゼ3/7活性 は24.0%上昇した。電子顕微鏡所見では、プロポフォール50μg/ml
群でミトコンドリア分裂像やそれらを貪食するようなオートファゴソーム像、細胞質内の空胞化を認めた。ヒト
神経細胞において、プロポフォールの高濃度かつ長時間の曝露により、電子伝達系の抑制によるミトコンドリア
機能障害およびアポトーシスによる細胞毒性が誘起されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cultured human induced pluripotent stem (iPS) cell-derived neurons was used 
to study the toxic effects of propofol on human neurons. Human iPS cell-derived neural stem cells 
were cultured for 14 days and differentiated into neurons. These neurons were exposed to propofol 
for 48 hours. Propofol at 10μg/ml reduced NAD/NADH ratio by 24.6 %, cell viability by 12.3%, and 
caspase 3/7 activity was increased by 20.3%. Higher concentration of propofol (50μg/ml) caused 
further reduction in ATP level (17.9%), NAD/NADH ratio (40.1 %) and cell viability (15.9%), whereas 
augmentation in caspase 3/7 activity by 24.0%. Transmission electron microscopy showed 
autophagosomes, fragmentated mitochondria, and many vacuoles in the cytoplasm at 50μg/ml. Propofol 
dose-dependently reduced cell viability in cultured neuron at the range above clinical plasma 
concentration. Inhibitory effect on electron transport might reduce ATP production, which might 
result in the mitochondrial dysfunction.

研究分野：麻酔科学
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１．研究開始当初の背景 
 

プロポフォール注入症候群はプロポフォー
ルの高用量長時間投与により誘発される致死
的合併症であり、心筋・肝臓・筋組織が障 害
を受ける。この合併症への懸念から、小児 へ
の使用など、適応には制限が生じているが、日
本集中治療医学会小児集中治療委員会が 
2014 年に行ったアンケート調査では、回答
のあった 102 施設のうち、20 施設で小児に
対する持続鎮静を行っており、うち 11 施設
では、プロポフォール注入症候群を経験して
いる。この症候群の発生機序は、必ずしも明
らかにされていないが、発症した症例の報告
からは、ステロイドの投与・炭水化物の不
足・カテコラミン投与や全身性炎症が、増悪
因子として考えられている。一方、我々の研
究グループでは、近年麻酔薬の毒性について
ヒトiPS 細胞由来の細胞を用いたアッセイ系
を構築し、研究を進めている。プロポフォー
ル注入症候群を想定した実験系では、高濃度 
(50µg/mL)のプロポフォールに曝露した場合 
には、ヒト iPS 細胞から分化させた神経細胞、
において、ミトコンドリア電位の低下とそれ
に伴う ATP の産生が減少することが観察さ
れた。そこで我々は、このように、ヒト iPS 
細胞由来の神経細胞に高濃度のプロポフォ
ールを長時間作用させる実験系により、プロ
ポフォール注入症候群のメカニズムについ
て検討できるのではないかと考えた 

 
２．研究の目的 

 
本研究では、ヒト iPS 細胞由来の神経幹細胞、
を用いたプロポフォールの毒性評価を行うin 
vitro モデルを作製し、プロポフォールの毒性
を明らかにするためのアッセイ系確立を目指
した。研究目的を以下に示す 

 
(1）ヒト iPS 細胞由来の神経幹細胞、心筋細
胞、肝細胞に対して、濃度依存性に起こるプ
ロポフォールの毒性について、ApoToxGlo 
Assay kit、Mitochondrial ToxGlo Assay、 
NAD・NADH GLo assay、ROS-Glo Assay kit 
を用いた定量により、検討を行う。     (2）
毒性が発揮された濃度について、神経幹細胞
における細胞の形態および機能的変化につ
いて、免疫細胞化学および電子顕微鏡による
検討を行う。 

 
３．研究の方法 

 
ヒトiPS 細胞由来の凍結神経幹細胞を融解し 
96 ウェルプレートに 10000cell/well の密度
で播種し、分化誘導培地を用いて 14 日かけ
てドパミン作動性ニューロンに分化 させた
のち、定められた濃度のプロポフォ ールを
含む培地により培養を行い、次に示 す実験
を行った。ドパミン作動性ニューロ ンへの
分化培地はリプロセルより購入した。 

（１）細胞死の検出：生細胞プロテアーゼの
定量により、生細胞・死細胞の割合につ
いて、定量的な検討を行った。 

（２） アポトーシスの検出： ApoToxGlo 
Assay kit を用いて、 Caspase-3/7 活
性を測定（Cell Event）した。 

（３）  ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 評 価 ： 
Mitochondrial ToxGlo Assay により、
プロポフォールの濃度依存性の毒性が、
ミトコンドリア機能に依存するかどうか
を検討した。関連するパラメーターとし
て、NAD+/NADH 比を NAD・NADH Glo 
assay を用いて検討し、ミトコンドリ
ア膜電位については MitoTracker によ
る染色から定量を行った。 

（４）ROS-Glo Assay を用いた活性酸素種産
生の検討：プロポフォールによる処置
後、ROS-Glo Assay kit による処置を
行い、GloMax 発光プレートリーダーに
より、活性酸素種の産生を定量した。 

（５）電子顕微鏡標本を作製し、細胞小器官
の形態の比較を行った。 

 
ApoToxGlo Assay kit 、 Mitochondrial 
ToxGlo Assay、NAD・NADH GLo assay、ROS-
Glo Assay kit においては、Glomax 
Microplate Multimode Reader (Promega)を
用いて、発行及び定められた波長を用いた系
高強度測定 が行われた。 
 
４．研究成果 
 
（１） ヒトiPSC 由来神経幹細胞の神経細胞
への分化 

 
リプロニューロは、培養開始後１日より突起
の伸長が始まり、７日～１４日でネットワー
ク形成が起こる。本研究における観察でも、同
様の携帯が観察された。さらに、培養開始後
７日および１４日におけるβIII チュブリン
(神経細胞マーカー)及びダブルコルチン（幼
若神経細胞のマーカー）の発現を調べたとこ
ろ、いずれも培養７日後から発言が認められ、
培養１４日後の検討では、β3 Tubulin は 
91.3±1.2%で発現し、さらにこのなかで、ダ
ブルコルチンは 92.9±1.8%で発現していたま
た、最終分化した神経細胞のうち30-40％がド
パミン作動性神経細胞のマーカーである 
Tyrosine Hydroxylase を発現していた。（図 
1） 

 

 
図 1 iPS 細胞由来培養神経細胞におけるβ 
III チュブリンとダブルコルチンの発現 



（２）幼若神経細胞に対するプロポフォール
の影響 

 
① Cell Viability： 生細胞プロテアーゼ活
性 
培養１４日より、48 時間プロポフォール含有
培地で培養すると、10 ㎍/mL 以上の濃度では、
生細胞の割合が有意に低下した。（図 2） 

 

図 2 プロポフォール濃度と生細胞マーカー
量の変化 

 
② Caspase3/7 活性 
培養１４日より、48 時間プロポフォール含有
培地で培養すると、10 ㎍/mL 以上の濃度では、 
Caspase3/7 活性が有意に上昇し、アポトーシ
スが誘導されていることが示された。（図 3 

 

 
図3 プロポフォール濃度とCaspase3/7 活
性の関係 

 
③ 活性酸素種の産生量 
培養１４日より、48 時間プロポフォール含有
培地で培養した場合でも、活性酸素種の産生
量については、50 ㎍/mL 以下のプロポフォー
ルでは、有意な影響は認められなかった。む 

しろ、高濃度のプロポフォールで、活性酸素
種の量が減少する傾向があることが示唆され
た。（図 4） 

 

 

図 4 プロポフォール濃度と活性酸素種産生
量の関係 
 
 
（３）ミトコンドリア機能に対するプロポフ
ォールの影響 

 
① ATP 産生量 
培養１４日より、48 時間プロポフォール含有
培地で培養すると、50 ㎍/mL では、ATP 産生
量が有意に低下していた。（図 5） 
 

図 5 プロポフォールによる ATP 産生量の変化 
 
② NAD+/NADH 比 
培養１４日より、48 時間プロポフォール含有
培地で培養すると、10 ㎍/mL 以上の濃度では、 
NAD+/NADH 比が有意に低下した。この結果は、
電子伝達系における、ComplexI の機能が低下
し、NADH が蓄積し、NAD が減少したことを反 



映していると考えられた。（図 6） 
 

図 6 プロポフォールによる NANAD+/NADH 比
の変化 

 
③ ミトコンドリア膜電位の定量と形態評価
培養１４日より、48 時間プロポフォール含有
培地で培養した細胞において、Mitotracker 
による染色によりミトコンドリア膜電位を
定量すると、10 ㎍/mL 以上の濃度では、
NAD+/NADH 比が有意に低下した。(図 7) 

 

 
 

図 7 プロポフォールがミトコンドリア膜で二
に及ぼす影響 

 
染色されたミトコンドリアの形態は、プロポ
フォールが作用していない細胞では、細長い
形状を呈していたが、50 ㎍/mL では、フラグ
メント化して短縮した形状に変化したもの
が多くみられた(図 8)。 

 

 
図 8 Mitotracker によるミトコンドリア染
色。プロポフォールによるフラグメント化が
観察できた。 

 
（４）プロポフォール曝露による幼弱神経細
胞の微細構造の変化 

 
プロポフォールを作用させていない細胞に
おいてはシナプス様の構造が形成され、内腔
構造がはっきりした多数の糸状のミトコン
ドリアが観察されたが、、50 ㎍/mL では、細
胞質内に多数の空砲形成を認め、ミトコンド
リアの膨張像、分裂増、および、オートファ
ゴゾームの形成が多数認められた。(図 9) 

 

 
図 9 プロポフォール 50 ㎍/mL によるミトコ
ンドリアの膨張・分裂像(左写真・白矢印)と オ
ートファゴゾーム(左写真・黒矢印)。右写真で
は、細胞質内に多数の空砲形成が認められて
いる。 

 
（５）考察 

 
① ヒトiPSC 由来神経細胞に対するプロポフ
ォールの毒性と評価モデルの確立 

 
本研究では、iPS 細胞から分化誘導を行った
結果得られる培養神経細胞を用いて、プロポ
フォールの毒性に関する検討を行った。細胞
はβチュブリンやダブルコルチンを効率に発
言しており、幼若神経細胞としての形質を発
現していると考えられた。 
この細胞に対して、プロポフォールを作用さ
せると、通常の臨床濃度では毒性は発揮され
ないが、通常の臨床濃度を大きく超える 
10μg/ml 以上の濃度において、アポトーシス
の誘導を伴う細胞毒性が誘起された。今回の結
果は、先行して行われた、ヒト ES 細胞由来神
経細胞の結果と矛盾しない。ES 細胞よりもさ
らに倫理的制約の低い iPSC 由来の 
細胞を使用するモデルの確立は、今後の研究
に有用であると考えられた。 



② プロポフォールによる細胞毒性の機序 
 

今回の結果では、臨床で想定される血中濃度
を大きく超えた範囲でプロポフォールが神経
細胞に作用すると、ATP の産生が低下し、 
NAD/NADH 比の低下、ミトコンドリア膜電位の低
下、オートファゴゾームの増加やミトコン ドリ
アのフラグメント化が観察された。これ らの一
連の変化は、プロポフォールによりミ トコンド
リア機能が傷害され、ATP の産生低下につなが
っていることや、機能低下に伴い、オートフ
ァゴゾーム形成などの変化が起こってきてい
ることを示唆するものである。 

 
今後、この実験系や、ヒト iPS 細胞由来の心
筋・肝細胞など様々な細胞に対するプロポフォ
ール長時間・大量曝露の影響を調べることで、
プロポフォールの毒性に関するメカニズムの
詳細を検討し、毒性回避の解明に迫っていく
ことができると期待される。 
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