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研究成果の概要（和文）：集中治療、麻酔で広く使用される鎮静薬であるミダゾラムの樹状細胞

への作用を解析した。ミダゾラムは樹状細胞の成熟分化に対して抑制的に作用し、樹状細胞の

副刺激分子の発現を低下させ IL-12の産生を低下させアロリンパ球のTh1への分化を低下させ

た。またミダゾラムで処理した樹状細胞は、典型的な Th1 型免疫応答によって生じる遅延型過

敏反応の発症を抑制した。さらにこれらの樹状細胞への作用は末梢性ベンゾジアゼピン受容体

への作用を介することが示唆する結果を得た。 

 
研究成果の概要（英文）：Midazolam is a widely-used sedative drug in critical care and 
anesthesia. We analyzed the effect of midazolam on the function of dendritic cells. 
Midazolam suppressed the functional maturation of dendritic cells by lipopolysaccharide 
in terms of the expression of costimulatory molecules and IL-12. Midazolam-treated 
dendritic cells inhibited the allostimulatory activity of dendritic cells. 
Midazolam-treated dendritic cells have reduced activity inducing contact 
hypersensitivity response, one of typical cell-mediated immune responses. It was 
suggested that these inhibitory effects of midazolam is mediated by the effect on 
peripheral benzodiazepine receptor (PBR) by the study using PBR-specific ligand. 
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１．研究開始当初の背景 

 樹状細胞は免疫系で最も強力な抗原提示
細胞として知られている。また樹状細胞の持
つ強力な免疫制御作用のためにこの細胞を
免疫制御の為に利用とする試みや、樹状細胞

の機能の解明のための研究が非常に精力的
になされている。しかしながら集中治療、麻
酔といった急性期医療の領域における樹状
細胞の果たす役割を検討した研究は今まで
に皆無であった。 
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 鎮静薬は集中治療の患者管理において患
者を安楽にかつ安全に管理するためには必
要不可欠な要素である。また近年は鎮静薬の
集中治療現場における運用法によって患者
予後が変わるといった報告も散見される。た
だこのような患者予後に対する鎮静薬の影
響が何に起因するものかは未だ解明されて
いない。集中治療現場における最も大きな問
題点の一つは感染症に対する生体防御であ
り、これを担う免疫系の作用の集中治療の状
況における解明は、鎮静薬が患者予後に与え
る影響の解明上、非常に重要な因子と考えら
れる。そこで本研究では今まで手付かずであ
った樹状細胞対する鎮静薬の影響を調べる
こととした。中でも最も頻用される鎮静薬で
あるミダゾラムの樹状細胞に対する影響を
詳細に解析することを本研究の第一の目的
とした。 

 

２．研究の目的 

ミダゾラムを初めとする鎮静薬や麻酔薬の
免疫細胞に対する作用に関する研究は今ま
で多数なされてきたが、試験管内で免疫細胞
に対するのみの結果であって生体個体レベ
ルの免疫系では実際には大きな影響はない
と考えられていた。ミダゾラムの免疫系への
影響で評価されてきたのはマクロファージ、
リンパ球、NK 細胞がほとんど全てであり、
強力な免疫制御作用を持つ樹状細胞に対す
る検討は今までになかった。またいままでの
鎮静薬の免疫系に対する影響の研究は細胞
そのものに対する影響にとどまり、免疫細胞
間の相互作用として生じる本研究では今ま
でになかった樹状細胞に対する鎮静薬の影
響を解析するとともに、樹状細胞を基点とし
て始まる免疫応答に対する影響を解析する。
さらに進めて樹状細胞によって個体レベル
での免疫応答への影響も評価する。 

 ミダゾラムは鎮静薬として作用するとき
には中枢神経系の GABA 受容体が関与する
中枢性ベンゾジアゼピン受容体を介して作
用を発揮する。一方でベンゾジアゼピンの作
用は他に末梢性ベンゾジアゼピン受容体を
介する作用がある。ミダゾラムの樹状細胞に
対する作用がこのいずれへの作用を介する
のかを本研究の最後に検討しミダゾラムの
作用機序の分子的に対する検討を加える。 

 

３．研究の方法 

(1)マウスの脛骨、腓骨を採取し骨髄細胞を
調整し GM-CSFの存在下で 7日間培養して骨
髄由来の樹状細胞を誘導し、これを未熟樹状
細胞として使用する。この樹状細胞の誘導過
程の最後にミダゾラムを加える群とミダゾ
ラムの担体のみを加える群を作成する。その
後培養 8日目に LPSを加えて培養し樹状細胞
を最終分化させ成熟樹状細胞とする。 

(2)樹状細胞上に発現される副刺激分子
(CD80, CD86)、組織適合抗原複合体、CD40を
フローサイトメトリーによって測定した。培
養上清中に検出される IL-12p40を ELISA 法
によって測定定量した。樹状細胞の貪食能を
蛍光ラベルデキストランの貪食能をフロー
サイトメトリーによって評価した。これらの
フェノタイプから樹状細胞の分化度に対す
るミダゾラムの与える影響を評価した。 
 
(3)樹状細胞のアロリンパ球の刺激能への影
響。樹状細胞の機能を解析するために樹状細
胞によるアロのリンパ球の増殖と Th1への分
化刺激能を解析することで比較した。
C57BL/6マウスより誘導した樹状細胞と
Balb/Cマウスより調整したCD3陽性のリンパ
球を混合して培養し（混合細胞培養法）リン
パ球の増殖刺激能を放射性ラベルチミジン
による細胞増殖アッセイによって、Th1への
分化を培養上清に検出されるインターフェ
ロンγのレベルを ELISA法で測定し評価した。
この実験で樹状細胞によって生じる免疫応
答を試験管内でモデル化することで評価す
ることができる 
 
(4)次にミダゾラムの個体レベルでの免疫応
答への影響を解析する。この目的で接触過敏
症モデルを用いた解析を導入する。このモデ
ルは典型的なＴｈ1型の免疫応答によって生
じる遅延型過敏反応の動物疾患モデルであ
る。このモデルの原型はマウスを用い以下の
ごとくである。Day0で
2,4-dinitro-1-fluorobenzene (DNFB)を剃毛
した腹部に塗布し感作する（感作相）、5日後 
DNFBを耳介に塗布する（誘発相）と 24時間
後に耳介は腫脹し、この腫脹の程度を測定す
る。ここでは感作相を 2,4-dinitrobenzene 
sulfonic acid(DNBS)（DNFBと抗原性が同じ
で DNFBの水溶性アナログ）を取り込ませた
樹状細胞の移植によって置き換えたモデル
をもちいた解析を行う。すなわち DNBSを取
り込んだ樹状細胞を移植してマウスを感作
し、5日後に原型のモデルと同様に耳介に
DNFBを塗布して耳介の腫脹を測定する。感作
に使用する樹状細胞をミダゾラム処理と未
処理の樹状細胞の 2群を作成する。 
 
(5)樹状細胞に対するミダゾラムの作用がど
の受容体を介するかを決定する。ベンゾジア
ゼピン系薬物は GABA受容体と関わる中枢性
ベンゾジアゼピン受容体を介して作用する
か、末梢性ベンゾジアゼピン受容体を介して
作用をするかに分類できる。骨髄から誘導し
た樹状細胞に対して中枢性ベンゾジアゼピ
ン受容体リガンド(Clonazepam), 末梢性ベ
ンゾジアゼピン受容体リガンド(Ro5-4864, 
PK11195)のどちらがミダゾラムと同様の作



用を発揮するのかを解析する。 
 
(6)樹状細胞でのベンゾジアゼピン受容体の
存在証明。骨髄から誘導した樹状細胞をマイ
クロビーズ結合 CD11c抗体を用いて磁気ソー
ティングによってさらに精製する。精製した
CD11c陽性の樹状細胞からメッセンジャー
RNAを分離し cDNAを作成する。末梢性ベンゾ
ジアゼピン受容体に特異的なプライマーを
用いて mRNAレベルで末梢性ベンゾジアゼピ
ン受容体の存在を証明する。 
 
４．研究成果 
(1)樹状細胞は lipopolysaccharide(LPS)の
刺激によって副刺激分子(CD80, CD86)、組織
適合抗原複合体(MHC)の発現を上昇させる。
上清中の IL-12の産生量は増加する。さらに
樹状細胞の貪食能は LPS刺激によって低下す
る。これらの変化は LPSによって樹状細胞が
成熟分化したことを示す。ミダゾラムが存在
すると副刺激分子、MHC の発現は低下し（図
１）、IL-12の分泌は低下し、樹状細胞の貪食
能は増加した。これはミダゾラムによって樹
状細胞の成熟が抑制されたことを示す。樹状
細胞の貪食能が増加したことからこれらの
変化はミダゾラムが樹状細胞の機能を全体
に抑制したのではないことを示している。 
（図１） 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
左より MHC Ⅱ、CD80、CD86 の順。黒塗りが
ミダゾラム群、白抜きが対照群。 
ミダゾラム群 vs対照群 p<0.05 
 
(図 2) 
縦軸は放射性ラベルトリチウムの取り込み
横軸は樹状細胞の添加数。黄色がミダゾラム
群、赤線が対照群。P<0.05 ミダゾラム群 vs
対照群  

 
 

 
(2)C57Bl/6 由来の樹状細胞をマイトマイシ
ン Cで処理して増殖能を奪い、Balb/cマウス
由来の CD3陽性のリンパ球と混合培養すると
Balb/C由来のリンパ球は増殖し、放射性ラベ
ルトリチウムの取り込みは亢進し（図２）、
上清中には典型的な Th1型サイトカインであ
るインターフェロンγの産生が亢進した。こ
れに対して樹状細胞をミダゾラムで処理し
た上でリンパ球を刺激するとリンパ球の増
殖は低下し、インターフェロンγの産生量は
低下した。これらの結果はミダゾラムが樹状
細胞によって誘導されるリンパ球の Th1への
分化を抑制したことを示している 
 
(3)個体レベルでの免疫応答へのミダゾラム
の影響。樹状細胞に DNBS を取り込ませて通
常マウスに移植し５日後に耳介に DNFB を塗
布してチャレンジするとマウスの耳介は 24
時間後には腫脹する。ミダゾラムで処理した
樹状細胞に DNBS を取り込ませて移植したマ
ウスに誘発を行ったマウスでは対照群と比
べ耳介の腫脹は減弱した。（図３） 
（図３）接触過敏症モデルの結果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

縦軸は耳介の腫脹（μm）を示している 
左より(-)control 群は感作相は担体のみ塗
布し誘発相のみ DNFB をチャレンジした群。
(+)control は感作相、誘発相とも DNFB を塗
布した群。PBS-DCは DNBSを取り込ませた DC
を移植し感作し、誘発を通常通り行った群、
MDZ-DC は感作相の DC をミダゾラムによる処
理を行った群である。PBS-DC vs MDZ-DCの間
で有意な差を認めた(p<0.05) 
この接触過敏症モデルを用いた解析よりミ
ダゾラムは樹状細胞に影響して個体レベル
で発生する Th1型の免疫応答を抑制すること
が示された。 
 
(4)樹状細胞における末梢性ベンゾジアゼピ
ン受容体リガンド特異的 mRNAの存在の証明 
 



RT−PCR 解析により少なくともメッセンジャ
ーRNA レベルでは樹状細胞中に末梢性ベンゾ
ジアゼピン受容体が発現されていることが
示された。これは３回の独立した実験によっ
て確認済みである。 
 
(5)最後に樹状細胞に対するミダゾラムの作
用メカニズムの解析を中枢性ベンゾジアゼ
ピン受容体と末梢性ベンゾジアゼピン受容
体に対する特異的リガンドを用いた実験に
よって追求した。末梢性ベンゾジアゼピン受
容体リガンドであある Ro5-4864, PK11195は
樹状細胞に作用させると用量依存的に LPSに
よる CD86 の増加を抑制した。この変化はミ
ダゾラムの効果と類似していた。一方で中枢
性ベンゾジアゼピン受容体リガンドである
clonazepam を作用させても CD86 の LPS によ
る発現上昇を抑制することは出来なかった
（図４）。 

Ro5-4864 0       2        4        8μM 
 

 
 

PK11195 0       2        4        8μM 
 

Clonazepam 
         0       2        4        8μM 
(図 4）縦軸は CD86の発現量(mean 
fluorescence intensity)を示す 
Ro5-4864, PK11195は 0μMのに対して 4,8μ
Mの濃度で有意に低下している。一方で
clonazepamでは濃度の変化に対して有意な
変化はない。 
 
（4）,(5)の結果はミダゾラムは末梢性ベン
ゾジアゼピン受容体を介して作用している
ことを強く示唆する結果であった 
 
(6)現在は末梢性ベンゾジアゼピン受容体リ
ガンドの mRNA に対する siRNA を樹状細胞に
導入してミダゾラムないしは末梢性ベンゾ
ジアゼピン受容体リガンドの効果を抑制す
ることができるのかを追求している。 
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