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研究成果の概要（和文）：麻酔薬は悪性腫瘍患者の手術に用いられるが、悪性腫瘍細胞に及ぼす

影響は不明な点が多い。1）局所麻酔薬、2）静脈麻酔薬、3）アドレナリン作動薬を用いてヒ

ト白血病細胞（HL-60）,口腔扁平上皮癌細胞(OSCC)に対して細胞傷害活性について検討し、

細胞死のタイプを検討してみた。その結果、各麻酔薬は正常細胞よりも悪性腫瘍細胞に対して

の方が高い細胞傷害活性を示した。細胞死のタイプは HL-60 では麻酔薬によってアポトーシス

を誘導したが、OSCCではネクローシスであった。 

研究成果の概要（英文）： Anesthetics have been administered to malignant tumors and 
surrounding tissues during the surgery, their effects on oral tissues is not well 
understood.  In the present studies, the cytotoxicity of 1) local anesthetics, such as 
dibucaine  2) intravenous anesthetics, such as midazolam and 3) adrenergic agonists, 
such as dexmedetomidine against oral tumor and normal cells was compared among 
each group. Tumor-specificity index was determined by the ratio of mean 50% 
cytotoxic concentration against normal cells to that for tumor cells. Apoptosis 
induction was monitored by internucleosomal DNA fragmentation and caspase-3, -8, 
and -9 activation. Fine cell structure was observed under transmission electron 
microscopy.  Dibucaine, midazolam and dexmedetomodine did not induce apoptosis 
in oral squamous cell carcinoma (OSCC) cells although they induced apoptosis in 
HL-60 (human promyelocytic leukemia). Autophagy inhibitors did not reduce the 
cytotoxicity induced by these drugs. The necrosis may be involved in the induction of 
antitumor activity by local anesthetics, intravenous anesthetics and adrenergic agonists 
in OSCC cells. However, further study is needed for another tumor cell lines 
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麻酔薬が細胞傷害活性を有していること

は知られているもののその細胞死のタイプ

については不明な点が多い。細胞死のタイプ

については現在のところ少なくともネクロ

ーシス、アポトーシス、オートファジーが知

られているが、麻酔薬とオートファジーに関

す る 研 究 は ほ と ん ど な い 。 

 
２．研究の目的 
1）麻酔薬の腫瘍選択性を調べるために各種

ヒトガン細胞（口腔ガン、肺がん、乳がん、

脳腫瘍、白血病など）と正常細胞（歯肉線維

芽細胞、歯髄細胞、歯根膜線維細胞など）に

対する細胞傷害活性をMTT法で比較検討する。 

2）麻酔薬は静脈麻酔薬として抗癌作用を有

することが報告されているプロポフォール、

チオペンタール、ケタミン、デクスメデトミ

ジン、ミダゾラム、レミフェンタニル、局所

麻酔薬として抗癌作用を有することが報告

されているジブカイン、リドカイン、カルボ

カイン、メピバカインなどで検討する。さら

に、デクスメデトミジン、アドレナリンなど

のアドレナリン作動性薬物も同様に検討し

た。 

3）アポトーシス、及び、オートファジー誘

導の検証：アポトーシスのマーカーとしては

ヌクレオゾーム単位のDNAの断片化とカスパ

ーゼの活性化を用いる。オートファジーのマ

ーカーとしては電子顕微鏡下で空胞、オート

ファゴゾームの形成（電子顕微鏡で観察）、

LC3の成熟型への変換（ウエスタンブロット

解析）の観察、これらがオートファジー抑制

薬である3-メチルアデニンによる抑制度を

用いる。 

 
３．研究の方法 
(１) MTT法による生細胞数の測定：悪性腫瘍

細胞を96-microwell plateにウエルあたり1

×10４個播種する。24時間後に新鮮な培養液

に置換後、種々の濃度に試料を溶かし、更に

48時間培養する。その後、MTT試薬で4時間培

養し、Multisｋan(BICHROMATIC)を用いて540

nmの吸光度を測定し、相対的細胞数を求める。 

(２)腫瘍選択性の高い麻酔薬の探索：ヒトが

ん細胞（口腔がん、白血病など）と正常細胞

（歯肉線維芽細胞、歯髄細胞、歯根膜線維細

胞など）を種々の濃度の試料あるいは対照の

各種抗腫瘍薬と培養し、50％細胞傷害濃度（C

C50）を求める。正常細胞に対するCC50値の総

和を癌細胞に対するCC50値の総和で割り、細

胞数を補正して、腫瘍選択係数TSをもとめる。 

(3)オートファジー誘導の検証：ヒトがん細

胞を標的とし、各種細胞死のマーカーを用い

てオートファジー誘導を検証する。アポトー

シスのマーカーとしては、ヌクレオソーム単

位のDNAの断片化（TUNEL法、及び、アガロー

ス電気泳動により検出する）、カスパーゼ-3,

-8,-9の活性化(基質の切断活性により測定

する)、アポトーシス小体の出現と微絨毛の

消失（透過型電子顕微鏡によって観察する）、

ミトコンドリアからのチトクロームCの放出

（ELISAで定量する）、アポトーシス関連タ

ンパク質(Bcl-2,Bax,Bad,リン酸化したBad)

の発現変動(ウエスタンブロット解析)を用

いる。オートファジーのマーカーとしては、

空胞化及びオートファゴゾームの形成（透過

型電子顕微鏡観察）、LC3(Atg8)タンパク質

のオートファゴゾームへの集積(共焦点顕微

鏡)、LC3の成熟化（ウエスタンブロット解析）

を用いる。LC3-GFP融合タンパク質発現プラ

スミドは既に構築済みであり、トランスフェ

クション可能な状態である。また、細胞傷害

がオートファジーの抑制薬である3-methyla

denineで抑制されるかどうか観察する。 

(4)受容体遮断薬の効果：ナロキソン、フル

マゼニル、ヨヒンビン等の受容体遮断薬を用

いる。 

 
４．研究成果 

ヒト口腔扁平上皮癌細胞（HSC-2,HSC-3, 

HSC-4）、ヒト白血病細胞（HL-60）を用いた。



静脈麻酔薬に関して悪性腫瘍細胞に対してプ

ロポフォールの影響を見てみると臨床使用濃

度となって初めて悪性腫瘍細胞と正常細胞の

双方に細胞傷害活性がみられた（腫瘍選択係

数1.2）。ミダゾラムとジアゼパムの方が細胞

傷害活性は高く（腫瘍選択係数2.2）、抗がん

作用が強かった。また、チアミラールはHSC

で比較的感受性が高かった。局所麻酔薬では

HSC細胞に対して細胞傷害活性がジブカイン>

テトラカイン＞ブピバカイン＞リドカイン＞

メピバカイン＝プロカインの順で高かった。

アドレナリン作動性薬物では、イソプロテレ

ノール＞デクスメデトミジン＞アドレナリン

＞クロニジン＝フェニレフリンの順に細胞傷

害活性が高かった。デクスメデトミジンの腫

瘍選択係数は2.1であった。細胞傷害の機序は

HSCでは透過型電子顕微鏡でどの使用薬物も

空胞化及びオートファゴゾームの形成が観察

されず、また、オートファジーの阻害剤

（3MA,BAF）で前処置しても細胞傷害活性は抑

制されなかった。また、アポトーシスマーカ

ー（DNAの活性化、カスパーゼの活性化）を誘

導せず、ネクローシスに特徴的なスメア状の

DNAの断片化を誘導した。細胞傷害活性に対し

てナロキソン、フルマゼニル、ヨヒンビンな

どの各受容体の拮抗薬は影響を与えなかった。

HL-60では、静脈麻酔薬と局所麻酔薬でアポト

ーシス活性を容易に誘導した。今回の研究で

は口腔ガン細胞に対して麻酔薬はオートファ

ジー誘導活性が観察されなかった。しかし、

HL-60 に対して静脈麻酔薬、局所麻酔薬はア

ポトーシスを誘導したところから、悪性腫瘍

細胞によって細胞死のタイプが異なる可能性

が分かった。今後の研究課題として肺ガン細

胞や乳ガン細胞などを用いて検討すべきであ

ると考えられる。 
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