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研究成果の概要（和文）：ヒト培養線維芽細胞に様々な濃度のリドカインを投与し、投与後の神経成長因子
(nerve growth factor: NGF)発現量の変化、細胞増殖能の変化、細胞形態変化および細胞遊走能について経時的
に観察した。高濃度リドカインを投与した群では、投与後の線維芽細胞の形態変化が見られ、細胞増殖抑制が認
められた。瘢痕形成に関わる筋線維芽細胞へリドカイン投与すると用量依存的に細胞増殖が抑制され、高濃度投
与によりアポトーシス誘導を認めた。周術期疼痛管理と並行しつつ良好な創傷治癒をコントロールするためにリ
ドカインが有用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cultured human fibroblasts were treated with various concentrations of 
lidocaine, and changes in nerve growth factor (NGF) expression, cell proliferative ability, cell 
morphology, and cell migration ability were observed over time after administration. In the group 
treated with high concentrations of lidocaine, changes in fibroblast morphology were observed after 
administration, and inhibition of cell proliferation was observed. Lidocaine administration to 
myofibroblasts involved in scar formation inhibited cell proliferation in a dose-dependent manner, 
and apoptosis induction was observed at high concentrations. The results suggest that lidocaine may 
be useful in controlling good wound healing in parallel with perioperative pain management.

研究分野： 歯科麻酔学

キーワード： 歯科麻酔学　局所麻酔薬　線維芽細胞　創傷治癒

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
局所麻酔薬は過去の研究により細胞増殖抑制やアポトーシスの誘導などが報告されているが、実際の臨床で局所
麻酔薬投与による創傷治癒の遅延などはほとんど見られない。線維化による術後創傷瘢痕やケロイドは難治性と
されている。線維芽細胞および筋線維芽細胞のアポトーシスを誘導する抗癌剤は治療の候補であるが、副作用が
強く、実用化には至っていない。本研究は、最も一般的な局所麻酔薬であるリドカインを、皮膚線維症の治療に
おけるドラッグリポジショニングとして、他の臓器の線維症治療にも使用できる可能性を示した。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 リドカインはNa+チャネル阻害により神経伝達を妨げることから局所麻酔薬として臨床で頻用

され、神経因性疼痛などの難治性の痛みに対しては、イオントフォレーシスなどを用いて経皮的

投与も行われている。リドカインをはじめとする局所麻酔薬は、細胞毒性があることが過去の研

究により示されている。しかし、臨床での使用で壊死などの組織傷害の報告はほとんどない。 

 これにはリドカインが細胞に対して毒性を持つ一方で、それを補完する何らかのメカニズム

があるのではないかと考えた。過去の研究で、リドカインがヒト培養線維芽細胞(TIG-114)に及

ぼす影響を調べ、リドカインを投与すると NGF の発現が増加することを示した。NGF は神経軸策

の伸長及び神経伝達物質の合成促進作用、神経細胞の維持作用、細胞損傷時の修復作用を持つ。

リドカイン投与が非神経組織、特に組織を構成する細胞のなかで大部分を占める線維芽細胞に

何らかの作用をしていることで創傷治癒過程に影響を及ぼしているのではないかと考えた。 

 
２．研究の目的 
 下記①～③に示すように、組織に投与されたリドカインが線維芽細胞にどのような影響を与
えるか、特に創傷治癒過程においてリドカインがどのような働きを示すかを調べた。 
① リドカインが細胞増殖に及ぼす影響 
② 線維芽細胞に作用したリドカインが神経成長因子(NGF)の発現に与える影響 
③ 筋線維芽細胞に与えるリドカインの影響 
 
３．研究の方法 
a. 細胞培養 
 ヒト皮膚線維芽細胞（Normal human dermal fibroblasts : NHDF, Promo Cell GmbH, Germany)
を CO2インキュベーター内で 37℃5% CO2環境下で培養した。過去の実験ではヒト皮膚不死化細胞
株(TIG-114)を用いていたが、より正常な生体の状態に近づけるため、NHDF に変更した。 
 
b. リドカイン投与 
NHDF にリドカイン(1, 0.5, 0.25, 0.1, 0.01 and 0.001 mg/ml)を投与した。 

 
c. 線維芽細胞増殖の定量 
細胞増殖測定には cell counting kit-8 (CCK-8) (#96992, Sigma)を使用した。96 well プレ

ートに NHDF を 103 cell / well で撒き、翌日にリドカインを投与した。リドカイン投与から３
日後にマイクロプレートリーダーを使用して吸光度を測定した。リドカインおよび TGF-βを投
与しない群をコントロールとした。 
 
d. 定量的 PCR 
 培養細胞を RNA Mini Kit (Quiagen)を使用して RNA 抽出した。抽出した RNA から cDNA を作成
し、定量的PCRを行った。定量的PCRは、Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG kit（Invitrogen, 
Carlsbad, CA）を用いて、LightCycler System（Roche Applied Science, Penzberg, Germany）
にて増幅反応を行った。NGF のプライマー配列は(Forward: 5’-ggcagtgtcaaggggaatgcgaagtt – 
3’, Reverse: 5’-ccaagggagcagctttctatcctgg- 3’)、内部標準として使用した GAPDH のプラ
イ マ ー 配 列 は (Forward:5’-tccctgagctgaacgggaag - 3’, Reverse: 5’- 
ggaggagtgggtgtcgctgt - 3’)であった。 
 
e. ELISA 
NHDF にリドカインを投与し、3 日後の細胞からタンパクを抽出し、ELISA キット(Human beta 

Nerve Growth Factor ELISA Kit)を用いて NGF タンパク量を測定した。 
 
f. NHDF から筋線維芽細胞への形質転換 
NHDF に TGF-β1 10 ng/ml を投与し、抗α-SMA 抗体で細胞を染色した。蛍光顕微鏡を用   

いて染色後の細胞を観察した。 
 
g. アポトーシス同定 
 Apoptotic/ Necrotic/ Healthy Cells Detection Kit (#ab176749, abcam)を用いて細胞を染
色し、蛍光顕微鏡で細胞を観察した。 



h. cAMC, PKC 阻害薬 
cAMP 活性阻害のために HA 1004 を使用し、PKC 活性阻害のために GO 6976, Staurosporine

を使用した。 
 
i. ウエスタンブロット 
 一次抗体に抗カスパーゼ３抗体を用いた。内部標準としてβアクチンを使用した。 

 
４．研究成果 
① リドカインが細胞増殖に及ぼす影響 

a. リドカイン投与後の細胞形態の観察 

NHDF にリドカインを投与したところ、1, 0.5, 0.25 mg/ml で細胞の縮小、細胞形態の変化

がみられた。(Fig. 1) 

 
b. リドカイン投与の NHDF 細胞増殖への影響 

1 mg/ml リドカインを投与したリドカインはコントロール群と比較して有意に細胞増殖の
抑制がみられた。(Fig. 2) 

 
② 線維芽細胞に作用したリドカインが神経成長因子(NGF)の発現に与える影響 

NHDF にリドカインを投与し、３時間後の NGF の発現を ELISA および定量的 PCR により定量
した。コントロール群と比較して、リドカイン投与群における NGF 量に有意差は認められなかっ
た。 
 
③ 筋線維芽細胞に与えるリドカインの影響 

TGF-β投与により NHDF が筋線維芽細胞(MF)に形質転換されたかを確認するために、筋線維
芽細胞のマーカーであるα-SMA で免疫染色を行った（緑：α-SMA, 青：DAPI）。TGF-β1 投与後
には細胞内にα-SMA の増加がみられ、MF への形質転換が認められた(Fig 3 b) 
 1mg/ml リドカイン投与により、NHDF と同様に MF においても細胞形態の萎縮が見られた(Fig 
3 c,d) 

  
 



 また、MF におけるリドカインの細胞増殖への影響を調べたところ、MF においても細胞増殖の有
意な抑制が示された(Fig 2)。 
 リドカインは歯肉線維芽細胞において、アポトーシスを誘導することが示されている。今回の
NHDF の細胞形態の萎縮がアポトーシスによるものかを調べるため、リドカイン投与から３日後
後の NHDF および MF に対して、the Apoptotic/ Necrotic/ Healthy Cells Detection Kit 
(#ab176749, abcam)で細胞を染色した（緑(Annexin):アポトーシス、青(Hoechst): Healthy cell、
赤(Ethidium): Necrosis）。 
 その結果、NHDF および MF においてアポトーシスの誘導が確認できた(Fig4)。 

先行研究の結果では、歯肉線維芽細胞のアポトーシス誘導には cAMP および PKC を介した経路が
関わっていると示されている。本研究における NHDF および MF におけるアポトーシスがどの経
路によるものかを調べるため、cAMP 活性阻害薬（HA 1004）、PKC 活性阻害薬（GO 6976, 
Staurosporine）を投与し、アポトーシス反応の重要な調節因子の一つであるカスパーゼ３の発
現をウエスタンブロットにより調べた。 
 先行研究に基づく仮説ではカスパーゼ３活性の指標となる cleaved caspase3 がリドカイン投
与して細胞死が起きていた群に比べて、cAMP 阻害薬を投与すると cleaved caspase3 の量が減少
し、PKC 阻害薬を投与した群では cleaved caspase3 の量が増加することとなるが、今回のウエ
スタンブロットの結果では阻害薬投与群のバンドは非常に不明瞭であった(Fig. 5)。 

 
 以上の結果から、リドカインは線維芽細胞のアポトーシスを誘導し、筋線維芽細胞にも細胞増
殖を抑制し、アポトーシスを誘導する。ヒト皮膚線維芽細胞株を用いた過去に行った実験では、
低濃度リドカインは線維芽細胞における NGF 発現を増加させた。本研究では primary cell に変
更し実験したところ、NGF 発現の有意な増加は認めれられなかった。これらの結果から、リドカ
イン投与濃度や細胞の性質によりリドカインの与える影響は異なることが示唆された。今回の
実験で線維芽細胞と同様にリドカインにより細胞増殖抑制やアポトーシス誘導が認められた筋
線維芽細胞は創傷治癒に重要な役割を果たし、筋線維芽細胞の異常な増殖や活性が瘢痕形成に
つながる。ドラッグリポジショニングとして、リドカインの使用が線維化形成阻害および線維化
治療にに有用となる可能性が考えられた。 
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