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研究成果の概要（和文）：　吸入麻酔薬は虚血再灌流と同様に心筋や腎臓の保護作用を生じることが以前より知
られている。これに対し、癌の外科手術に使用する麻酔薬ががん細胞に同様の保護作用をしているという懸念が
ある。報告者らはすでに複数のがん細胞株を用い吸入麻酔薬セボフルランの増殖への影響は使用する細胞株によ
って異なることを報告している。本研究ではその中で増殖を亢進した結腸癌細胞株を用い、その増殖作用をWnt
/β-catenin経路にあると考えそのノックアウトクローンを樹立し検討した。その結果、セボフルラン暴露は一
部のWnt遺伝子依存的に足場非依存性やコロニー増殖能などを高めることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　Volatile anesthesias have been reported protect myocardial tissue against 
reperfusion injury on myocardial ischaemia and kidney disturbance. Surgical treated cancer cells 
potentially influenced similar protection in the perioperative period. We recently showed one of a 
volatile anesthesia sevoflurane induced the growth on some of cancer cell lines as context 
independent manner. In this studied we revealed that sevoflurane induced Wnt/β-catenin canonical 
pathway accompanied with MAPK activation by established Wnt knock out clones derived from human 
colorectal cancer cell line. These clones also revealed that one of Wnts gene is necessary for 
anchorage independent growth and colonization growth post its exposure of clinical relevant dosed 
sevoflurane. Above all we clarified that sevoflurane onwards the Wnt/β-catenin pathway and maintain
 its growth to one of human colon cancer cell line.

研究分野： 麻酔学

キーワード： ヒトがん細胞株　セボフルラン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では大腸がんの初期に関わるとされるWnt/β-catenin経路がセボフルラン暴露により活性化し、一部の
ヒト培養細胞株で長期的な増殖能を高めることを確認した。しかし本研究は実験室での培養細胞株を主に使用し
た研究であるため、より生体に近い環境での詳細な検討が必須である。本研究により、将来的に各癌腫に応じた
麻酔薬の選択に資する厳密な基礎研究の一部を達成することができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
これまでに吸入麻酔薬暴露により発現すると報告されている COX-2 は、その動物モデルに

おいて虚血再灌流時の心筋保護に働くことが知られている（Alcindor et al., Anesthesiology 2004）。
一方で大腸癌における COX-2 発現は、Wnt/β-カテニン経路と協同し、癌の浸潤を誘発する原因
の一つになることが報告されている。特に糖分泌タンパク質である Wnt は結腸・大腸癌の表皮
で多く分泌され、細胞表面にある受容体と結合し、細胞質内の転写因子 β-カテニンの分解構造
体の働きを阻害する。その結果、安定化した転写因子 β-カテニンは核内へ移行し、原がん遺伝
子 c-Myc などを転写することが知られている。こうした Wnt/β-カテニン経路の活性化は消化器
がんの悪性化に寄与することが推察されている（Echizen et al., Cancer Sci. 2016）。 
 
２．研究の目的 
 このような背景のもと報告者らはセボフルラン暴露を受けた一部のヒトがん細胞株群が、平
面ディッシュの単層培養において細胞分裂を盛んに生じて増殖能高め、遊走能や創傷治癒能を
高めることを報告した（発表論文１）。特に本研究ではヒト結腸がん細胞株が臨床で用いられて
いる低濃度（１－２％濃度）のセボフルラン暴露によって COX-2 遺伝子と一部の Wnt 遺伝子の
発現量が高まることを見出した。さらにこのセボフルラン暴露によってヒト結腸がん細胞株は
足場の安定しない環境での増殖能を獲得したことに着目し、麻酔薬暴露後に生じたヒト結腸が
ん細胞株に生じた形質転換について、糖分泌タンパク質の一つ Wnt 遺伝子が重要な働きをして
いると仮説しこれを検証する。 
 
３．研究の方法 
① Wnt 遺伝子の有無がヒトがんの悪性化に関与するかどうかを明らかにするために、ヒト結
腸がん細胞株に着目し、一部の Wnt 遺伝子を CRISPR/Cas9 システムを利用してノックアウトク
ローンを樹立した。得られたクローンは PCR とシークエンス、ウェスタンブロッティングによ
ってノックアウトが達成されたかどうかを評価した。 
② 樹立したクローンを用いて Wnt 欠失型細胞と野生型細胞の表現型の違いを比較するため、
浸潤や転移に関わる形質転換能を比較する。具体的にはセボフルラン暴露の有無のある野生型
株とクローンを用いて、創傷治癒アッセイや軟寒天培地による培養により評価した。足場非依
存性増殖能は軟寒天培地上に単細胞化したそれぞれの細胞を播種し２週間培養後に染色し、顕
微鏡画像によってコロニー数を数え評価を行った。またコロニーの大きさを継時的に計測する
ために、市販のスフェロイド作成用プレートを用いて細胞塊コロニーを培養し、タイムラプス
観察カメラを搭載した IncuCyteZOOM（既設機器）を用いて定量した。 
③ 野生型株とクローンのセボフルラン暴露後の増殖変化がマウスの皮下でも再現できるかど
うかを明らかにするため、セボフルランを暴露した野生型株とノックアウトクローンをそれぞ
れ免役不全マウスの皮下へ移植し、その腫瘍の大きさや重さから増殖能を評価した。本研究の
動物実験は本施設の認証を受けたプロトコールに沿って実施した。また得られた腫瘍はパラフ
ィン固定後に組織免疫染色を行った。 
④ セボフルラン暴露後にその発現を変化させた野生型株とノックアウトクローンの遺伝子発
現をリアルタイム PCR とそれぞれのタンパク質をウェスタンブロッティングによって評価す
る。特に EGF 受容体や血管新生受容体の遺伝子やタンパク質の活性化を定量し、腫瘍の増殖能
や形質転換能との関わりを精査する。 
 
４．研究成果 
 始めにセボフルラン暴露後に発現した遺伝子について網羅解析と PCR によって解析したと
ころ、暴露 4-12 時間中に高発現をした COX-2、原がん遺伝子 c-Myc と一部の Wnt 遺伝子を見
出した。そこでこの遺伝子の有無の違いを厳格に比較するためにこの Wnt 遺伝子のノックアウ
トクローンを CRISPR/Cas9 システムを用いてクローンを樹立した。得られたクローンは PCR
とシークエンスにて Wnt 遺伝子の一部を欠失したことを確認した。 
この Wnt 遺伝子の有無がセボフルラン暴露後の増殖能にどのように影響するかを明らかにす

るため、Wnt 遺伝子ノックアウトクローンとその親株である野生型細胞株を用いて、in vitro の
平面増殖能を調べた。しかしセボフルラン暴露後から 5 日までの細胞数に、暴露無コントロー
ルと Wnt 遺伝子ノックアウトクローンの間に、短期的な増殖能に統計的な有意差はみられなか
った。そこで再発にも関わるとされる、単細胞化した細胞が細胞塊となる長期的な増殖能を評
価するために、コロニー形成能を評価した。その結果、単細胞化したサンプルから出現したコ
ロニー出現数は、セボフルランを暴露した野生型株では増加したが、セボフルラン暴露を受け
た Wnt 遺伝子ノックアウトクローンでは有意にコロニー数を減少した（図１）。しかし COX-2
発現は Wnt 遺伝子の有無に関わらず発現を高めていたことから、セボフルラン暴露後の WNT
発現との関連性は低いことが示唆され今後の課題として残された。これらのことからセボフル



ラン暴露後に特異的に高発現した一部の Wnt 遺伝子はヒト結腸がん細胞株において、暴露後に
発現を高めた糖分泌タンパク質 WNT を介して暴露直後の増殖ではなく、長期的な増殖に影響
を与えることが明らかとなった。 
 
図１．セボフルラン暴露後の 14 日目の細胞被覆率。セボフルラン暴露後の結腸がん細胞株の増
殖は WNT 依存的に被覆率を抑えた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
一方、浸潤に必須とされる足場の安定しない環境における増殖能（足場非依存性増殖能）に

ついてこの遺伝子との関わりを調べるために、足場非依存性増殖能とスフェロイド形成能実験
を行った。その結果、セボフルラン暴露を受けないサンプルは足場非依存性増殖能やスフェロ
イド形成能に有意な差は生じなかった。しかし Wnt 遺伝子ノックアウトクローンは有意に足場
非依存性増殖能を減衰させ、また継時的な観察の結果スフェロイド形成能も減衰していること
を同定した。 
これらのことから、セボフルラン暴露を受けた結腸がん細胞株は Wnt 遺伝子を活性化して、

長期的な増殖能や足場の不安定な環境での増殖能を高めることが明らかとなった。しかし単層
培養における短期（2-4 日）の増殖能や創傷治癒能には Wnt 遺伝子は重要な働きをしていない
と示唆された。 
さらに in vivo の Wnt 遺伝子の働きを確認するため、Wnt 遺伝子の有無のある細胞を免疫不全

マウスの皮下に異種移植しその腫瘍を用いて評価を行った。その結果、移植開始から WNT ノ
ックアウトクローン由来の腫瘍は、野生型由来の腫瘍に比べ、セボフルラン暴露によってさら
に増殖能を減じたことが明らかとなった（図２）。またこの腫瘍の組織を免疫染色したところ細
胞分裂のマーカーと血管新生タンパク質は、暴露をしていない腫瘍組織に比べ陽性細胞率を低
く抑えていた。 

 
図２．マウスの皮下に移植した腫瘍を示した図。セボフルラン暴露の有無のある野生型と Wnt
遺伝子ノックアウトクローンの腫瘍サイズ。セボフルラン暴露を受けた Wnt ノックアウトクロ
ーン腫瘍は増殖能を抑えた。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
これらのことから一部の Wnt 遺伝子依存的にセボフルラン暴露後に活性化する腫瘍の増殖能

の亢進は、マウスの皮下においても再現することができた。 
さらにこの Wnt/β-catenin 経路に着目した。Wnt 遺伝子は胃や小腸などの表皮で分泌され細胞

表面受容体に結合し、転写因子 β-カテニン分解複合体を不活化して蓄積し、核に移動して転写
活性を高めることが知られている。またこの経路は MAPK の活性化にも関わることが指摘され
ていることから、β-catenin とその分裂複合体の一つ GSK3β、ERK、AKT タンパク質の発現量
などを調べた。 
その結果、セボフルラン暴露後の WNT タンパク質は暴露終了から 2-3 時間後にその発現を

高めるのに伴い、β-カテニンも細胞内に蓄積されることをウェスタンブロッティングによって
同定した。この時 ERK と AKT タンパク質は暴露終了直後から相補的にリン酸化される様子を
明らかにした。しかし Wnt 遺伝子ノックアウトクローンは AKT の顕著な活性化があり、β-
カテニンの蓄積も所持ているが、このノックアウトクローンをセボフルランに暴露した場合、
AKT 及び ERK の活性化は見られず、また β-カテニンが蓄積される様子も観察できなかった。



以上のことから Wnt 遺伝子ノックアウトクローンは Wnt/β-カテニン経路以外を活性化して、β-
カテニンを補うが、セボフルラン暴露を受けると Wnt 遺伝子の欠失により β-カテニンの蓄積が
できず MAPK の活性化もなく増殖能を高められないことが同定された。本研究で観察された
Wnt 遺伝子ノックアウトクローンを用いた結果から、セボフルラン暴露によって生じると推察
される細胞内シグナルの模式図を示した（図３）。 

 
図３．セボフルラン暴露と Wnt/β-catenin 経路の模式図。セボフルラン暴露後に AKT と ERK の
活性化が発生し GSK3 のリン酸化を阻害し、また一部の Wnt 遺伝子が亢進して GSK3 のリン酸
化を阻害する。その結果 β-カテニンの分解を妨げられ、細胞質内にβ-catenin の蓄積が生じ、
原がん遺伝子 c-Myc などの遺伝子の転写が生じることを示した模式図 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究ではセボフルラン暴露後に増殖を高めたヒト結腸がん細胞株を用い、Wnt 遺伝子ノッ

クアウトクローンを樹立した。特にセボフルラン暴露によって高発現した一部の Wnt 遺伝子が
暴露後の増殖能亢進に関わっていると仮定し、このノックアウトクローンを用いてその詳細を
解析した。その結果、セボフルラン暴露によりこの結腸がん細胞株は一部の糖分泌タンパク質
Wnt 遺伝子を介して転写因子 β-カテニンの分解複合体を阻害し、細胞質内に β-カテニンを蓄積
し、原がん遺伝子 C-Myc の発現を高め、長期的な増殖能や足場非依存性増殖能、コロニー形成
能を高めることを明らかにした。 
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