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研究成果の概要（和文）：目的：局所麻酔薬のアポトーシス誘導機序および腫瘍特異性は不明で
ある。そこで、リドカインのアポトーシス誘導に関して正常白血球と培養腫瘍細胞（HL60：ヒ
ト骨髄性白血病細胞）を比較した。方法：アポトーシス細胞数は、アネキシンおよびヨウ化プ
ロピジウム（PI）で二重染色し、フローサイトメトリー（FACS）を用いて測定した。 

結論：リドカインは、ミトコンドリア活性を抑制することで腫瘍特異的に強力な腫瘍細胞致死

作用を有する可能性が示唆された。ミトコンドリアが腫瘍細胞の一弱点であることが示唆され

た。 

 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the local anesthetics that 
induce apoptosis or necrosis and their induction-related factors. 
Methods: Apoptosis and necrosis were analyzed by double-staining assay with propidium 
iodide (PI) and annexin-V and were measured by flow cytometry (FACS). DNA fragmentation 
was used for the analysis of apoptosis.  
Conclusion: The results indicate that local anesthetics with high lipophilicity are 
highly toxic and induce mainly necrosis, while local anesthetics with low pKa induce more 
apoptosis. 
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１．研究開始当初の背景 

【本研究に関連する国内・国外の研究動向お
よび位置づけ】 

局所麻酔薬は、硬膜外麻酔、脊椎麻酔そして
術後鎮痛等に用いられている。しかし、局所
麻酔薬については、神経毒性を示すことが報

告された（Drasner et al. Reg Anesth Pain 

Med 2002; 27: 576-80）。この原因として、ナ
トリウムチャネル遮断によるアポトーシス
が誘発されるという報告 (Isomoto et al.J 

pharmacol Sci 2006;101:318-24)、ミトコン
ドリアが障害されアポトーシスが誘発され
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る と い う 報 告 (Werdehausen et 

al.Anesthesiology 2007;104:136-43)、MAP

キナーゼなどの酵素に特異的に作用すると
い う 報 告 （ Lirk et al.Anesthesiology 

2006;104:1266-73）など多岐に及ぶ。この局
所麻酔薬の細胞毒性を用いて、癌細胞自体を
特異的に殺傷しうる可能性がある。 

研究代表者は、リドカインが、細胞毒性を有
することを研究してきた。この過程で、Hela

あるいは HL-60といった腫瘍細胞において、
リドカインが臨床使用濃度（１％リドカイン
=40mM）以下、すなわち 5mM程度で、これ
ら腫瘍細胞にアポトーシスを誘導し 死細胞
を増加させることを見いだした（図 1）。 

 

ここで注目すべきは、リドカインの暴露で正
常白血球と比較して白血病細胞のアポトー
シス誘発率が有意に高いことである。この現
象は、白血病細胞と正常白血球を混合培養し
た場合にはより低いリドカイン濃度から観
察され、正常白血球の腫瘍免疫能を低下する
ことなく、むしろ相加的に白血病細胞のアポ
トーシスが誘導される可能性が示唆された。 

 

２．研究の目的 

局所麻酔薬によるアポトーシス誘導の原因、
その腫瘍特異性に関して不明な点が多い。 

すなわち、以下の２点を研究期間内に明らか
にしたい。 

（１）局所麻酔薬の腫瘍細胞におけるアポト
ーシス誘導の原因を明確にする。 

局所麻酔薬によるアポトーシスがミトコン
ドリア経路で誘導される可能性として、塩基
型局所麻酔薬の細胞内水素イオン捕捉（トラ
ッピング）が考えられる。これは、ミトコン
ドリア電位は水素イオンによって形成され
ているため、細胞質における水素イオンの減
少によりミトコンドリアが脱分極し、結果と
してアポトーシス誘導のトリガーとなりう
る。これを証明するために、細胞内 pH とミ
トコンドリア電位を同時記録する。 

（２）局所麻酔薬によるアポトーシス誘導の
腫瘍特異性について検討する。 

腫瘍細胞は、正常白血球と比較してミトコン
ドリア経路のアポトーシスが誘導されやす
いのかフローサイトメトリーで検証する。そ
の原因について腫瘍細胞はその過剰なエネ
ルギー需要によりミトコンドリア機能に余
裕がないと予想する。そこで、ロテノン、

FCCP等のミトコンドリア阻害薬、脱共役剤
を用いてミトコンドリア機能不全になる前
後でのミトコンドリア膜電位、細胞内 ATP

濃度、およびミトコンドリア活性酸素産生量
などのミトコンドリア機能とアポトーシス
の誘導率を腫瘍細胞と正常白血球とで比較
する。 

（３）当該分野における本研究の学術的な特
色・独創的な点および予想される結果と意義 

学術的特色は、局所麻酔薬の腫瘍細胞致死機
序と腫瘍特異性を証明することである。 

 独創的な点は、リドカインなどの局所麻酔
薬が水素イオンの捕捉によってアポトーシ
スを誘導するという仮説を証明することで
ある。そして、局所麻酔薬による細胞毒性は
腫瘍特異性を有し、その機序として、腫瘍細
胞は、正常白血球と比較してミトコンドリア
経路のアポトーシスが誘導されやすいとい
う仮説を証明することである。 

予想される結果は、リドカインなどの塩基型
局所麻酔薬は細胞内水素イオンの捕捉によ
る細胞内アルカリ化でミトコンドリア経路
によるアポトーシスを誘導する。正常細胞よ
り、細胞分裂や代謝が旺盛でエネルギー需要
の多い腫瘍細胞をより特異的に細胞死へと
導くと予想する。  

この結果の意義は、腫瘍細胞の弱点を証明す
るとともにリドカインをはじめとした局所
麻酔薬を抗腫瘍剤としての利用することも
考えられる。今回の実験で、不死性の腫瘍細
胞に腫瘍特異的にアポトーシスを誘発させ
る機序が検証できれば、新たな抗腫瘍機序あ
るいは癌治療の展開が期待される。 
 

３．研究の方法 

HL-60細胞(ヒト白血病細胞)を継代培養し、
ヒト正常白血球と比較する。 
（Ⅰ）塩基型局所麻酔薬の細胞内水素イオン
の捕捉によるアポトーシス誘導の検証。 
ミトコンドリア経路でアポトーシスが誘導
される可能性として塩基型局所麻酔薬の細
胞内水素イオンの捕捉が考えられる。細胞内
水素イオンが局所麻酔薬に捕捉されると水
素イオンの減少により細胞内がアルカリ化
されることで、ミトコンドリアが脱分極し、
アポトーシスが誘導されると予想する。これ
を証明するために、細胞内 pHとミトコンド
リア電位を同時記録する。細胞内 pHを蛍光
色素 HPTSで、ミトコンドリア電位を蛍光色
素 JC-1で同時に測定し、細胞内 pHとミトコ
ンドリア電位の相関を検証する。 酢酸やプ
ロピオン酸などの弱酸あるいは CCCPやナイ
ジェリシンなどのプロトノフォアで細胞内
アルカリ化を中和した場合の細胞内 pHとミ
トコンドリア電位を測定し、リドカインで細
胞内がアルカリ化されることで、ミトコンド
リアが脱分極され、ミトコンドリア経路のア

 



 

 

ポトーシスが誘導されるという仮説を証明
する。  
（Ⅱ）局所麻酔薬がミトコンドリアの膜透過
性遷移孔（permeability transition pore：
PTP）を細胞内アルカリ化あるいはカルシウ
ムの増加等で間接的に開口させた場合もア
ポトーシス誘導のトリガーとなりうる。これ
を証明するために、PTP開口を蛍光色素カル
セイン AM（MitoProbe Transition Pore assay 
kit、Invitrogen製）で測定する。 
 
局所麻酔薬によるアポトーシス誘導の腫瘍
特異性について検証する。 
概要 
局所麻酔薬によるアポトーシス誘導の程度
を DNAの断片化を定量することで評価する。 
細胞を各濃度の局所麻酔薬を含有した培養
液で培養し、経時的に DNAを抽出し、電気泳
動した後、臭化エチジウムで染色し、蛍光強
度を測定する。 
 
局所麻酔薬のアポトーシス誘導率への影響
をフローサイトメトリーを用いて測定する。 
実験（１）と同条件の細胞をアネキシン-Vお
よびヨウ化プロピジウムで二重染色し、フロ
ーサイトメトリーでアポトーシス誘導率を
測定する。 
 
局所麻酔薬の腫瘍細胞における主要なアポ
トーシス誘導経路を検証する。 
局所麻酔薬により誘導されるアポトーシス
がミトコンドリア経路によるものかを検証
するため、それぞれのカスパーゼ活性を測定
する。カスパーゼ活性の測定には、合成基質
法で直接カスパーゼ活性を測定する方法お
よびウェスタンブロット法でカスパーゼの
前駆体および活性体の蛋白量の変化を測定
する。  
 

 
図２：HL-60およびヒト正常白血球において、
ミトコンドリア経路によるアポトーシスに
重要なカスパーゼ９および３の活性体の蛋
白量をウェスタンブロット法で測定した。
HL-60においてはヒト正常白血球と比較して
リドカイン暴露で有意にカスパーゼ９、３の
活性体は増加した。すなわち、ミトコンドリ
ア経路によるアポトーシスを誘導するカス
パーゼの活性化が示唆された。 

 
局所麻酔薬のミトコンドリア機能への影響
をフローサイトメトリーを用いて測定する。 
ミトコンドリアの主要な機能は呼吸鎖を介
して有害な活性酸素を除去し、生体に必要な
エネルギー（ATP）を産生することである。
ミトコンドリアの活性酸素除去能をミトコ
ンドリア活性酸素測定用蛍光色素 MitoSOX
（Invitrogen製）で染色し、フローサイトメ
トリーで測定する。 

ミトコンドリアの ATP 産生能をルシフェラ

ーゼ・ルシフェリンを用いた細胞内 ATP濃度

測定キット（ルシフェール 250 セット、キ

ッコーマン社製）で測定し解析する。以上の

実験をリドカインだけでなく細胞毒性の強

いジブカインやテトラカイン等の局所麻酔

薬、ロテノン、FCCP 等のミトコンドリア阻

害薬、脱共役剤を用いても同様にミトコンド

リア機能不全そしてアポトーシスが誘導さ

れるのかを腫瘍細胞と正常白血球とで比較

検討する。 

 
４．研究成果 
リドカインは臨床使用濃度以下から HL60 細
胞特異的にアポトーシスを誘導することを
観察した(図 2)。一方、正常白血球において
は、このリドカイン濃度における著明な細胞
死は認めなかった。さらに、白血球と HL60
細胞を混合した場合もリドカインは HL60 細
胞の死細胞数を選択的に増加した。リドカイ
ン暴露で、HL60細胞により有意にミトコンド
リアの膜電位、活性酸素産生量、カルシウム
濃度の増加および細胞内 ATP濃度の低下が見
られた。CCCPなどミトコンドリア脱共役剤を
用いた実験でもリドカインと同様の結果を
得た。 
結論：リドカインは、ミトコンドリア活性を
抑制することで腫瘍特異的に強力な腫瘍細
胞致死作用を有する可能性が示唆された。ミ
トコンドリアが腫瘍細胞の一弱点であるこ
とが示唆された。 
 

 
図３：蛍光色素 MitoSOXを用いてミトコンド
リア活性酸素産生細胞数をフローサイトメ
トリーで測定した。縦軸は細胞数、横軸は蛍
光強度すなわち活性酸素産生量を示す。リド
カインは HL-60においてはヒト正常白血球と
比較して有意に活性酸素産生細胞数を増加
した。すなわち、HL-60 細胞はリドカインの
暴露でヒト正常白血球と比較してミトコン

 



 

 

ドリア機能不全に陥りやすいことが示唆さ
れた。 
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