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研究成果の概要（和文）：「鎮静・麻酔薬」が、がん組織内微小環境へ与える影響をマウスの系を用いて検討
し、以下の結果を得た。
　検討に用いた鎮静・麻酔薬のうち、ミダゾラムのみが低容量で①マウス単離脾細胞のインターフェロン
（IFN）-γ産生能を温存しつつ、インターロイキン（IL）-10産生能を転写レベルで抑制し、②間質細胞
（10T1/2）の脾細胞IFN-γ産生能に対する抑制作用を解消し、③口腔扁平上皮癌細胞株に作用し、10T1/2の免疫
抑制作用の促進因子（IL-1α）の産生を阻害した。また④ミダゾラムの反復投与を受けた担癌マウスから単離さ
れた脾細胞は、10T1/2の免疫抑制作用に対して抵抗性を増す傾向が認められた。

研究成果の概要（英文）：The effects of "sedatives and anesthetics" on the tumor microenvironment 
were examined using a mouse system, and the following effects have been found in low dose (5 μg/ml)
 midazolam.
(1) Midazolam inhibited the interleukin (IL)-10 producing ability of mouse splenocytes at the 
transcriptional level while preserving the interferon (IFN)-γ producing ability, (2) it eliminated 
the inhibitory effect by stromal cells (10T1/2) on the IFN-γ producing ability of splenocytes, (3) 
it reduced an immunosuppressive humoral factor (IL-a) from Sq-1979-1, (4) It was clarified that 
splenocytes isolated from tumor-bearing mice receiving repeated administration of midazolam tended 
to be resistant to the action of 10 T1/2.　  Such effects were not observed with other drugs used 
and were specific for midazolam.

研究分野：麻酔科学関連

キーワード： ミダゾラム　抗腫瘍免疫　腫瘍組織内微小環境　サイトカイン　口腔扁平上皮癌　免疫抑制　インター
ロイキン-10

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　日本は超高齢社会を迎え、かつては手術適応にならなかったような、多くの合併症を抱える患者や高齢者など
も、手術適応と判断される時代となった。がん患者の周術期管理にかんしても同様であり、良好な予後のための
鎮静・麻酔薬の選択方法の確立が急務となっている。
本研究では、動物を用いた実験ではあるが、ミダゾラムが免疫担当細胞のみならず、間質細胞や口腔扁平上皮が
ん細胞にも作用してTh1型免疫反応を回復させる効果を持ち、がん組織内の免疫抑制環境の改善に寄与できる可
能性を指摘できた。これらの結果は、周術期の薬剤選択を考える際の有用な基礎的資料であると考える。

※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 
がん患者の手術後の転移や再発率には、がん細胞の形質や病期はもちろんのこと、患者の周術
期における免疫状態が大きく関与する可能性が臨床研究で報告されている。我々は、がん患者の
長期予後に影響を与える要因として、周術期に用いる「麻酔薬」に着目し、①歯科用麻酔薬や全
身麻酔薬が直接的には免疫担当細胞に対して細胞毒性を示すこと、②細胞毒性を示さない低濃
度においても、免疫細胞のサイトカイン産生能が阻害されること、その一方で③口腔扁平上皮癌
（OSCC）の中には、麻酔薬に強い抵抗性を示す細胞株があることを明らかにしてきた。 
しかし、これら細胞ごとの知見のみから､術後のがんの転移､再発率と麻酔薬との関連性を考
察することは難しい。「周術期に用いた麻酔薬が、どのようなメカニズムで患者の全身免疫系や
がん組織の形質を改変するのか。」また「そのどの段階を改善することが、長期予後の改善のた
めの鍵となるのか。」という問いを解決するための次のステップとして、がん組織を構成する細
胞間のネットワークに与える麻酔薬の影響の解明が急務となった。 
 
２．研究の目的 
がん組織は、がん細胞のみならず、それを取り巻く微小環境で構成される。特に、がん関連線
維芽細胞と呼ばれる間葉系由来の細胞集団は、組織内の免疫抑制環境の形成や、腫瘍の悪性化に
寄与することが知られている。 
本研究では、まず、麻酔薬の作用点の一つとして、がん微小環境への影響を明らかにするこ
とを目的とし、試験管内共培養系を用いて、サイトカインレベルで[がん細胞]‐[間質細胞]‐
[リンパ球]の相互作用におよぼす麻酔薬の効果について詳細に解析する。さらに、がん組織とい
う局所で生じた変動が全身免疫系へ波及する過程を明らかにするために、担癌マウスモデルを
用いた解析を並行して進め、両者を総合することで、麻酔薬による宿主免疫の改変とがん再発リス
クとの関連性を評価し、長期予後を見据えた麻酔薬の選択と投与計画の標準化のための基礎的資料を
提供する。 
 
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-1979-1)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) 薬剤： 
 鎮静薬・麻酔薬としてミダゾラム、プロポフォール、リドカインを使用した。ベンゾジア
ゼピン受容体（BZP）受容体拮抗薬としてフルマゼニルと PK11195 を使用した。 
3) 脾細胞の刺激培養とサイトカイン解析： 
C3H/HeN 系マウスより単離した脾細胞を単独、あるいは OSCC 細胞や 10T1/2 細胞と混合し
た後、抗 CD3 抗体(1μg/ml)を用いて脾細胞を刺激し、鎮静・麻酔薬を含んだ RPMI-1640 基本
培地中で 37℃、5％CO2存在下にて培養した。刺激開始後 48 時間まで経時的に培養上清を回
収し、各種サイトカインタンパク質濃度を ELISA 法にて測定した。同時に、脾細胞も回収し、
Isogen を用いて RNA を抽出し、定量的 PCR 法により各種サイトカインの転写量を解析した。 
5) OSCC 馴化培地の調製： 
 Sq-1979-1 を鎮静・麻酔薬を含んだ RPMI-1640 基本培地(FBS-free)にて 37℃、5％CO2存在
下で 48時間培養し、その上清として OSCC 馴化培地（CM）を回収した。CM中の IL-1α濃度は
ELISA 法にて測定した。 
6) 担癌動物モデル： 
C3H/HeN 系マウスに、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、混合培養系に供した。 
 
 
４．研究成果 
1) 低濃度の鎮痛・麻酔薬がマウス脾細胞のサイトカイン産生能に与える影響 
用いた3種類の鎮静・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濃度依存的に抑制した（データは示していない）。特にミダゾラムの
IL-10産生能に対する影響は顕著で、10μg/ml以下のごく低濃度においても、著しい抑制効
果が観察された。 
 
2）ミダゾラムがマウス脾細胞のサイトカイン産生能に与える影響 
ミダゾラムの作用に的を絞り、その特性をさらに詳細に観察した。 
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①各種サイトカインのｍRNA 発現の経時的変化に与える影響 
   ミダゾラム無添加の場合（対照）、Il-2、Il-4 および Il-6 のｍRNA 発現のピークは刺激後
半日経過後に現れ、そののち減衰したが、Ifn-γｍRAN の発現は刺激後 2 日過ぎても高レベ
ルで維持されていた。一方、Il-10 のｍRNA 発現は二相性を示し、刺激後半日を過ぎた時点で
低下しかけたが、再び上昇し 2日まで上昇し続けた（図 2）。培養液中に 5μg/ml ミダゾラム
を添加すると、Il-10 のｍRNA 発現のパターンは変化し、刺激後 1 日から顕著に抑制され始
め、その後の回復はなく 2日後には対照の約 1/5 にまで低下した。Il-2 のｍRNA 発現量も対
照と比較して約 1/2 に低下したが、ピークを迎える時期は変化しなかった。一方、Ifn-γ、
Il-4 および Il-6 のｍRNA 発現量は対照と比較して大きな差は認められなかった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ミダゾラムが刺激脾細胞における各種サイトカインのmRNA 発現に与える影響 
 
 
②タンパク質産生の経時的変化に与える影響 
IL-2 および IL-10 タンパク質産生は、ミダゾラム添加によりそのｍRNA 発現と同様の様式
で顕著に阻害された。一方、刺激脾細胞の IL4、IL6 および IFN-γ産生能には大きな変化は
認められなかった(図 3)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
図 3 ミダゾラムが刺激脾細胞における各種サイトカインタンパク質合成に与える影響 
 
 
③IL-10 産生抑制作用の可逆性の検討 
刺激培養系にミダゾラムを添加する代わりに、ミダゾラム（5μg/ml）で前処置された脾細
胞を用いて刺激培養を行った場合、前処置4時間では前処置なしの脾細胞とほぼ同程度のIL-
10 産生能を有していたが、8 時間では抑制された。一方、ミダゾラムによる前処置は IFN－
γ産生能にはほとんど影響を与えなかった(図 4)。 
 
 

 
 

 
 
 
 
図 4 ミダゾラムによる前処置が刺激脾細胞の IL-10 と IFN-γ産生能に与える影響 
 
 
また脾細胞は、刺激培養開始後少なくとも 6 時間まではミダゾラム共存下でも対照群と同
等の IL-10 産生能を維持したが、それ以上長時間ミダゾラム処理を続けると IL-10 の産生能
が低下した。一方、一連の操作は IFN－γ産生能にはほとんど影響を与えなかった(図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 脾細胞刺激後のミダゾラムとの共存時間が IL-10 と IFN-γ産生能に与える影響 
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④BZP 受容体の関与 
 また、末梢型 BZP 受容体拮抗薬（PK11195）および中枢型 BZP 受容体拮抗薬（フルマゼニル）
を 0～75μM の範囲で共培養系に添加しても、ミダゾラムの IL-10 産生抑制効果を阻害できな
かった（図 6は 15μMの条件）。末梢型 BZP 受容体拮抗薬は、むしろ 15μM以上では、PK11195
自体が脾細胞の IL-10 産生能を抑制した(図 6A)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 末梢性（A）および中枢性（B）BZP 拮抗薬のミダゾラム作用への影響 
 
以上の結果から、ミダゾラムは、臨床的濃度に近い領域において、脾細胞の IFN-γ能を温存
しつつ、IL-10 産生をタンパク質レベルのみならず、転写レベルでも抑制することが明らかとな
った。加えて、脾細胞の IL-10 産生に関するミダゾラムの効果は可逆的で、ミダゾラム添加後少
なくとも 6 時間以内に本剤を除去することで作用の顕在化を防ぐことができた。この結果はミ
ダゾラム存在下における IL-10 のｍRNA 発現の経時的変化とよく一致していた。一方、ミダゾラ
ムの IL-10 産生抑制効果は既知の BZP 受容体を介したものではないと考えられる。 
 
 
3）ミダゾラムが[OSCC]-[間質細胞]-[マウス脾細胞]間相互作用に与える影響 
我々は、間葉系間質細胞（10T1/2）が脾細胞の Th1 型免疫応答（IFN-γ 産生）を抑制する効
果をもち、OSCC の分泌する IL-1αがこの抑制効果を増強することを明らかにしている。 
そこで、[OSCC]-[間質細胞]-[マウス脾細胞の共培養系にミダゾラムを添加することで、10T1/2 
細胞の免疫抑制機能に対する影響を検討し以下の結果を得た。 
 
①10T1/2 細胞の免疫抑制効果に対する影響‘ 
共培養系にミダゾラムを添加すると 10T1/2 細胞との共培養で生じる IFN-γ産生抑制効果
はミダゾラムの濃度依存的に弱まり、10μg/ml ミダゾラム存在下で消失した（図 7A）。なお、
プロポフォール(10μg/ml)とリドカイン（40μg/ml）添加群では、麻酔薬未添加の場合と同
程度の10T1/2細胞の抑制効果が認められており、脾細胞のIFN－γ産生能は回復しなかった。 
一方、共培養系にミダゾラムを添加する代わりに、ミダゾラム（5～20μg/ml）存在下で 6
時間前処置した 10T1/2 細胞を脾細胞と共培養した場合は、未処理 10T1/2 細胞との共培養と
同様に刺激脾細胞の IFN-γ産生能の抑制が観察できた(図 7B)。 
我々はすでに、10T1/2 細胞 の抑制効果は、Sq-1979-1 馴化培地（CM）の添加により有意に
増強することを明らかにしているが、CM共存下においてもミダゾラムは濃度依存的に脾細胞
の IFN－γ産生能を回復させることができた(図 7C)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 間質細胞（10T1/2）の免疫抑制効果に対するミダゾラムの影響 
A：:刺激培養系への添加  B：前処置  Ｃ：ＣＭ存在下 
  
  
②Sq-1979 からの IL-1α産生に与える影響 
我々は 10T1/2 細胞の免疫抑制効果を増強させる液性因子の一つとして、Sq-1979-1 馴化培
地中の IL-1α を特定している。ミダゾラムを含む培地でこの Sq-1979-1 を 48 時間培養する
と、培地中に放出される IL-1αは、0.1～25μg/ml の範囲でミダゾラムの濃度依存的に低下し
た(図 8)。 
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図 8 OSCC(Sq-1979-1)からの IL-1α放出に与えるミダゾラムの影響 
 
 
以上の結果から、ミダゾラムは脾細胞のみならず、OSCC や 10T1/2 細胞の機能を調節して脾
細胞の IFN-γ産生能を温存している可能性が指摘できた。 
 
4）担癌マウスの脾細胞の免疫応答に与える影響 
 ミダゾラムを図 1 に示すように反復投与された 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た。 
ミダゾラム投与群の腫瘍組織の増大速度は、生理食塩水を反復投与された対照群に比較し
て、統計学的有意差は認められなかったものの、低下傾向が認められた(図 9)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9 ミダゾラムのOSCC 組織増大速度への影響 
 
 
また、ミダゾラム投与群と対照群それぞれの担癌マウスから単離したと脾細胞について、
IFN－γ 産生能を比較してみると、両者間に明らかな差は認められなかった（図 10:RPMI）。
しかし、10T1/2 細胞 や 10T1/2-Sq-1979-1 による脾細胞の IFN－γ産生抑制効果は、ミダゾ
ラム投与群で減弱の傾向(統計学的有意差ははかったが)が認められた。（図 10） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10 担癌マウス由来脾細胞の IFN-γ産生能におよぼす 10T1/2 細胞および Sg-1979-1 の効果 
 
以上の結果から、in vivo においても、統計的有意差は認められなかったものの、ミダゾラ
ムが腫瘍組織内の免疫抑制環境の改善に寄与する可能性が認められ、その精査が次の課題
となった。 
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