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研究成果の概要（和文）：申請者は揮発性吸入麻酔薬が直接的にリンパ球にアポトーシスを誘導することを初めて報告
した。この研究過程で、異なる全身麻酔薬によって誘導されるリンパ球アポトーシスの強さに差があることが判明した
。本研究ではこの全身麻酔薬によるアポトーシス誘導の強弱の原因に細胞内情報伝達が関与していることを示すために
、リンパ球のATP産生量と分裂促進因子タンパク質キナーゼ（MAPK）誘導に着目して研究を行った。その結果、イソフ
ルランはリンパ球のATP産生とMAPKを抑制したが、セボフルランはATP産生とMAPKを刺激したことから、MAPK誘導の差が
リンパ球アポトーシス誘導の強弱差に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：I have previously reported that two different volatile anesthetics, isoflurane 
and sevoflurane induce lymphocyte apoptosis and reduce the
Mitochondrial membrane potentials in vitro. In the study, additional results have suggested that these 
two different volatile anesthetics induce different intensity of lymphocyte apoptosis. The aim of the 
study is to investigate the mechanisms by which the different kinds of general anesthetics induce the 
different intensity of lymphocyte apoptosis. In this study, I investigated the effects of isoflurane or 
sevoflurane on ATP production and activation of mitogen-activated protein kinase (MAPK) in lymphocytes in 
vitro. The results indicated that isoflurane reduces ATP production and inhibits MAPK, however, 
sevoflurane increases ATP production and stimulates MAPK in lymphocytes. Therefore, the differences in 
MAPK activities induced by two different anesthetics may result in the different intensity between 
anesthetics-induced lymphocyte apoptosis.

研究分野： 麻酔科学

キーワード： 麻酔科学　吸入麻酔薬　免疫学　アポトーシス　細胞内情報伝達
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１．研究開始当初の背景 
全身麻酔は手術侵襲から生体の恒常性を守
るための必須の医療行為であるが、全身麻
酔自体も生体にとって侵襲であることが知
られている。生体への侵襲は免疫力低下を
もたらし、手術後の患者の長期予後を左右
する。全身麻酔管 理による免疫能低下には
循環管理、体温管理、輸血などの体液管理
が関与するが、さらに麻酔薬そのものも患
者の免疫能を低下させることが知られてい
る (Curr Opin 
Anaesthesiol.2006;19:423-428)。申請者は
この全身麻酔薬による免疫能低下の原因を
解明するためにヒト末梢血リンパ球に揮発
性吸入麻酔薬を曝露する実験を行い、揮発
性吸入麻酔薬が直接的にリンパ球にアポト
ーシスを誘導することを発見し、報告した
(Anesthesiology 前出)。その後、海外の
研究者からも同様の研究結果が報 告 さ れ 
(Anesthesiology2005;102:1147-1157)、全
身麻酔薬による免疫能低下の原因のひとつ 
が免疫細胞への直接的アポトーシス誘導で
あるという知見は認められつつある。しか
し、この段階でのわれわれの研究は長時間
かつ高濃度の吸入麻酔薬をリンパ球に曝露 
したものであり、より生理的、臨床的な麻
酔薬の曝露時間と濃度でも同様のアポトー
シス誘導がおこるか、という問題が残っ
た。そこで平成 22 年度から 24 年度の科学 
研究費(課題番号 22591702)によりおこな
った研究では全身麻酔薬の免疫細胞への曝 
露時間を 12 時間以内に設定し、曝露濃度も
臨床使用濃度(1MAC~3MAC)としたところ、
時間依存性かつ濃度依存性に揮発性吸入麻
酔薬は免疫細胞にアポトーシスを誘  導す
ることが確認された。そしてさらにそのア
ポトーシス誘導に先行して免疫細胞の ミ
トコンドリア膜電位が低下することが判明
し、揮発性吸入麻酔薬による免疫細胞アポ
トーシス誘導の原因はミトコンドリア膜電
電位低下であると結論した。しかし、この
研究ではさらに興味深い事実、つまり揮発
性吸入麻酔薬が一様に免疫細胞にアポトー
シスを誘導するのではなく、麻酔薬によっ
てアポトーシスの誘導パターンが異なると
いう事実も判明した。具体的にはイソフル
ラン、セボフルランのどちらもリンパ球に
アポトーシスを誘導するが、イソフルラン
とセボフルランを比較すると、イソフルラ
ンは曝露早期にリンパ球にアポトーシスを
誘導し、その 誘導程度も強く、セボフルラ
ンは曝露後にイソフルランよりも遅れてア
ポトーシスが誘導され、その程度も弱いと
いう結果が得られた。これら、個々の麻酔
薬によるアポトーシス誘導パターンの相違
は、細胞内情報伝達経路にそれぞれの麻酔
薬が異なった 影響をあたえていることを
示唆していると考えられる。そこで本研究
ではこれまでの 研究結果を踏まえ、麻酔
薬の種類によって、細胞内の情報伝達上、

ミトコンドリアよりもより上流にある情報
伝達経路がどのように変容し、それが結果
としての麻酔薬によるアポトーシス誘導に
どのように影響するかを観察する。 
 
２．研究の目的 
申請者は全身麻酔薬が免疫力を低下させる
原因を解析し、揮発性吸入麻酔薬が直接的
にリンパ球にアポトーシスを誘導すること
を 初 め て 報 告 し た (Anesthesiology2001; 
95:1467-1472)。さらに平成 22 年度から 24
年度の科学研究費(課題番号 22591702)に 
より行った研究では全身麻酔薬による免疫
細胞アポトーシス誘導にミトコンドリア膜
電位が大きく関与していることを解明した
が、この研究により麻酔薬の種類によって
アポトーシス誘導の程度に差があることも
明らかになった。今回の研究目的は 1)全身
麻酔薬に よる免疫細胞アポトーシス誘導
に細胞内情報伝達が関与しているか。2)麻
酔薬の違いは それらの細胞内情報伝達の
変容に影響を与えるか。3)麻酔薬の違いに
よる細胞内情報伝 達変容の差異がアポト
ーシス誘導の強弱に影響を与えるか。の 3
点である。 
 
３．研究の方法 
（１）揮発性吸入麻酔薬の細胞培養液への
溶存確認実験；揮発性吸入麻酔薬が培養液
に溶存していることをガスクロマトグラフ
ィーにより確認した。２４穴培養プレート
に細胞培養液 RPMI1640 を分配し、密閉型ア
クリル樹脂製箱に乾燥しないように静置し、
密閉型アクリル樹脂製箱内を摂氏３７度、
５％CO２の定常状態を確認後、空気をキャ
リアーガスとしてイソフルランまたはセボ
フルランがそれぞれ０MAC、１MAC,３MAC の
定常状態となるように設定した後、アクリ
ル樹脂製箱を密閉する。その状態で１２時
間、ガスクロマトグラフィー法により溶存
した麻酔薬濃度を測定した。（２）揮発性
吸入麻酔薬曝露によって変化する胸腺細胞
のミトコンドリア内膜電位の測定実験； 
Balb/c マウスをエーテル深麻酔下に安楽
死させた後、胸腺を摘出、１０％FBS 入り
RPMI 培養液中に胸腺細胞の浮遊細胞とし、
２４穴培養プレートに１穴あたり百万個/
ｍｌの割合で分配し、密閉型アクリル樹脂
製箱に乾燥しないように静置し、密閉型ア
クリル樹脂製箱内を摂氏３７度、５％CO２
の定常状態を確認後、空気をキャリアーガ
スとしてイソフルランまたはセボフルラン
が呼気ガスモニターを用いてそれぞれ０
MAC、１MAC, ３MAC の定常状態となるよう
に設定した後、アクリル樹脂製箱を密閉す
る。その状態で５分間、０．５時間、４時
間、胸腺細胞を揮発性吸入麻酔薬に曝露し、
それぞれの培養時間における、ミトコンド
リア内膜電位が低下した胸腺細胞を JC-1
を利用したフローサイトメトリー法により



定量し、胸腺細胞のミトコンドリア内膜電
位の経時的変化を比較、検討した。（３）
密閉型アクリル容器内に未熟型Ｔ細胞であ
るマウス胸腺細胞を静置し、イソフルラン
またはセボフルランを曝露後、胸腺細胞内
ＡＴＰを測定する実験を行った。細胞内Ａ
ＴＰ産生量の測定方法は細胞内ＡＴＰのル
シフェラーゼ蛍光作用を利用したＡＴＰア
ッセイキットを使用し、定量は Microplate 
Luminometer を使用した。（４）セボフル
ランまたはイソフルラン曝露による胸腺細
胞内 ERK1/2 活性変化測定実験：比較的若
い生後４週齢の Balb/c マウスの胸腺細胞を
セボフルラン０MAC, 1MAC, 3MACにそれ
ぞれ２０分間、１時間、３時間曝露し、胸
腺細胞 内の ERK1/2 活性変 化を BD 
Phosflow Technology を用いて観察した。 
４．研究成果 

（１）揮発性吸入麻酔薬が培養液に溶存し

ていることをガスクロマトグラフィーによ

り確認した。密閉型アクリル樹脂製箱内の

揮発性吸入麻酔薬濃度測定は呼気ガスモニ

ター（VAMOS Plus、ドレーゲル社）を用い

ておこなった。実験はイソフルランまたは

セボフルランそれぞれ独立して３回おこな

った。結果は揮発性吸入麻酔薬非曝露群：

０mM、イソフルラン（１MAC、１２時間曝

露）：０．２４mM、０．２３mM、０．２３

mM、イソフルラン（３MAC、１２時間曝露）：

０．６５mM、０．６０mM、０．６４mM、セ

ボフルラン（１MAC、１２時間曝露）：０．

１８mM、０．１９mM、０．１９mM、セボフ

ルラン（３MAC、１２時間曝露）：０．６０

mM、０．５２mM、０．５８mM であった。（２）

揮発性吸入麻酔薬が胸腺細胞のミトコンド

リア内膜電位に影響を与えるかを観察した。

結果はミトコンドリア内膜電位低下細胞の

割合（％）で表すと揮発性吸入麻酔薬非曝

露群：５．１±０．７（％）、イソフルラ

ン（１MAC、５分間曝露）：５．２±２．０

（％）、イソフルラン（１MAC、０．５時間

曝露）：７．３±２．３（％）、イソフル

ラン（１MAC、４時間曝露）：２７．２±２．

３（％）、イソフルラン（３MAC、５分間曝

露）：６．２±２．０（％）、イソフルラ

ン（３MAC、０．５時間曝露）：８．５±２．

３（％）、イソフルラン（３MAC、４時間曝

露）：３７．９±３．１（％）、セボフル

ラン（１MAC、５分間曝露）：５．８±１．

８（％）、セボフルラン（１MAC、０．５時

間曝露）：６．１±２．１（％）、セボフ

ルラン（１MAC、４時間曝露）：１９．３±

１．１（％）、セボフルラン（３MAC、５分

間曝露）：６．０±２．４（％）、セボフ

ルラン（３MAC、０．５時間曝露）：７．１

±１．９（％）、セボフルラン（３MAC、４

時間曝露）：３４．８±４．２（％）であ

った。（３）イソフルランまたはセボフル

ランを曝露後、胸腺細胞内ＡＴＰを測定す

る実験を行った。その結果イソフルラン１

MAC または３MAC に曝露された胸腺細

胞内ＡＴＰは容量依存性に減少した。しか

し、セボフルラン１MAC または３MAC に

曝露された胸腺細胞内ＡＴＰは容量依存性

に増加した。 
意義または重要性：イソフルランは強いア
ポトーシス誘導作用によって細胞内ＡＴＰ
産生量を減少させるがセボフルランはアポ
トーシス誘導前に細胞を刺激しＡＴＰ産生
量を増加させている可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（４）この２種類の揮発性吸入麻酔薬が免
疫細胞のＡＴＰ産生量に与える影響の違い
が細胞内 ATP 産生にかかわる細胞内シグ
ナル伝達と、細胞のアポトーシスにかかわ
る細胞内シグナル伝達の違いにある可能性
を解明するために MAPK のうち、細胞増殖
または抗アポトーシスに重要な役割を担っ
ている ERK1/2 について、イソフルランま
たはセボフルランを曝露によるその活性変
化を観察した。セボフルラン 1MAC 曝露群
では０MAC 曝露群に比較し、曝露時間２
０分間および１時間において ERK1/2 活性
に差は認められなかったが、曝露時間３時
間において 1MAC 曝露群の ERK1/2 活性は



０MAC 曝露群に比較し増大した。セボフ
ルラン 3MAC 曝露群では０MAC 曝露群に
比較し、曝露時間２０分間で ERK1/2 活性
は増大したが、曝露時間１時間および３時
間では差は認められなかった。イソフルラ
ン 1MAC 曝露群の ERK1/2 活性は０MAC
曝露群に比較し曝露時間２０分間において
増大したが、曝露時間１時間では差がなく
なり、曝露時間３時間では低下した。イソ
フルラン 3MAC 曝露群でも ERK1/2 活性は
０MAC 曝露群に比較し曝露時間２０分間
において増大したが、曝露時間１時間では
差がなくなり、曝露時間３時間では低下し
た。まとめると、セボフルランはマウス胸
腺細胞の ERK1/2 活性を維持・増大させる
が、イソフルランは曝露後の短時間（２０
分間）で一過性に ERK1/2 活性を増大させ
た後、その活性を低下させることが判明し
た。 
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