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研究成果の概要（和文）：免疫系への作用メカニズムをマクロファージTHP-1を用いてミダゾラムの作用メカニ
ズムを検討した。ベンゾジアゼピンの作用分子の一つとしてTranslocator protein (TSPO)が知られている。
THP-1をLPSで刺激すると炎症メディエーターと表面抗原の発現増加が起こり、ベンゾジアゼピンがこれを抑制す
るという系を用いて解析した。TSPOリガンドはベンゾジアゼピンと同様の抑制作用を示した。またミダゾラムは
THP=1のNF-kBとMAPKの活性化を抑制していた。TSPOを過剰発現した細胞とTSPOの発現を抑制した細胞を用いた解
析からミダゾラムの作用にTSPOの関与があることが示された

研究成果の概要（英文）：We examined the immunomodulatory effects of the benzodiazepine midazolam on 
human macrophages and associated molecular mechanisms. We analyzed effects of midazolam pretreatment
 on LPS-induced upregulation of the costimulatory molecule and the pro-inflammatory factors in THP-1
 and in PMDMs. The effects of midazolam on NF-κB, and MAPK activation were analyzed in THP-1 cells.
 The role of TSPO was investigated using THP-1 cells overexpressing TSPO and with TSPO knockdown 
through transfection with small interfering RNA for TSPO.
Results Midazolam suppressed upregulation of CD80 and release of IL-6 and NO in THP-1 cells and 
PMDMs. Midazolam suppressed the activation of NF-κB/AP-1 and MAPKs in human THP-1 cells. 
Macrophages overexpressing TSPO exhibited enhanced susceptibility to immunosuppression by midazolam,
 and macrophages lacking TSPO expression exhibited reduced effects of midazolam. Midazolam inhibits 
LPS-stimulated immune responses in human macrophages by activating TSPO signaling.

研究分野：周術期管理医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ベンゾジアゼピン系薬物は鎮静薬、麻酔薬として広く使用されている。近年ベンゾジアゼピンの使用がICUのな
かに限らず、一般患者の感染症の予後に影響を与える可能性が示されてきた。この根底に潜むメカニズムについ
ては様々なし探されてきたが分子論的な検討は少なかった。私たちの本検討はベンゾジアゼピン系薬物の免疫抑
制メカニズムの一部を明らかにしたものとして価値が高いと考える



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
麻酔薬と免疫系との関係は古くからある研究分野であり、様々な形で麻酔薬が免疫系に与える
影響は追求されてきた。従来行われてきた研究は試験管内での研究が多数を占めているために、
麻酔薬の生体個体レベルへの影響は疑問視する意見も多かった。申請者らは近年、麻酔薬と免
疫系の関係を樹状細胞という細胞の観点から見直して研究してきた。特にミダゾラムの樹状細
胞に対する影響に関しては非常に詳細な解析を行い、ミダゾラムが樹状細胞によって惹起され
る個体レベルの免疫応答に影響を与えること、さらにこの作用が末梢性ベンゾジアゼピン受容
体への作用をかいしていることを示唆する結果を得た。しかしながらベンゾジアゼピン系薬物
の中枢神経系への作用機序に関しては詳細に研究されてきたが、免疫細胞に対してどのように
作用するのかは詳細には研究されておらず、中枢神経系と同様に GABA受容体を介した作用が
中心ではないかと考えられてきた。ベンゾジアゼピンの作用分子として TSPO(Translocator 
protein)（以前は末梢組織に存在するベンゾジアゼピンの受容体ということで末梢性ベンゾジ
アゼピン受容体と呼ばれた）が知られてきたが免疫細胞での作用メカニズムにおいてこの分子
の関与を報告した研究は無かった。 
２．研究の目的 
申請者らは近年、麻酔薬と免疫系の関係を樹状細胞という細胞の観点から見直して研究してき
た。特にミダゾラムの樹状細胞に対する影響に関しては非常に詳細な解析を行い、ミダゾラム
が樹状細胞によって惹起される個体レベルの免疫応答に影響を与えること、さらにこの作用が
末梢性ベンゾジアゼピン受容体への作用をかいしていることを示唆する結果を得た。すなわち
樹状細胞の LPSによる成熟分化の抑制は GABA受容体リガンドでは起こらないのに対して、
末梢性ベンゾジアゼピン受容体リガンドを作用させると再現されることが今までの申請者らの
研究で示されてきた 
本研究では免疫細胞に対するミダゾラムの作用の検討を更に進めて、ミダゾラムの免疫細胞へ
の作用メカニズムの解明を目指す。マクロファージ細胞株を用いて分子論的メカニズム解析を
行うこととした。GABA 受容体と、末梢性ベンゾジアゼピン受容体(TSPO)に焦点を合わせど
ちらのメカニズムを介して作用するのかを解明することを目指した。また RNA 干渉法を用い
て受容体分子ノックダウン細胞を作成し標的分子の関与を分子レベルで明らかにする手法を用
いることとした。 
３．研究の方法 
A. ヒトのマクロファージ細胞株である THP-1 を対象に用いる。THP-1 を LPS（リポ多糖）で刺
激すると CD80, CD86 といった副刺激分子の発現が上昇する。さらにインターロイキン 6, 
12(IL-6, IL-12)といった炎症性サイトカインの発現分泌も亢進する。 
まずここにベンゾジアゼピンの代表としてミダゾラムを添加する。ミダゾラムに酔うって副刺
激分子の発現の上昇が抑制されるのかを評価する。また IL-6, IL-12 といった炎症性サイトカ
インの発現増加が抑制されるのかを解析する。 
 
B. 次に THP-1 の LPS の活性化過程における細胞内シグナル伝達で重要な役割を果たしている
NF-κBの活性化の状況を評価する。この目的で NF-κB のプロモーター活性を測定する。NF-κ
B のプロモーターに発色色素の酵素をつけた遺伝子を THP-1 にトランスフェクションし発現す
るようにしたレポーター細胞をこの解析に用いる(THP-1-blue)。LPS を作用させると NF-κB の
プロモーター酵素が転写されるため発色基質をくわえると発色しプロモーターの活性化が検出
されるという検出系である。 
まずこの系で THP-1 の活性化がおこるときに NF-κBの活性化のおこることを確認する。 
次にミダゾラムによるtHP-1の活性化の抑制過程にNF-κBの活性化がどのように関係している
のかを解析する。 
 
C. 次にベンゾジアゼピンの作用する対象となる分子で、最もよく知られているのは GABA 受容
体であり。中枢神経系への作用はこの GABA 受容体を介するものが中心である。免疫細胞で GABA
受容体を介する作用が主張されているが未だ議論の余地のあるところである。そこで GABA 関連
のリガンドと末梢性ベンゾジアゼピン受容体(TSPO)関連のリガンドを RAW264 の活性化過程に
作用させて、ミダゾラムと同様の効果をもたらすものを検索する。 
GABA 関連リガンドとしてクロナゼパム、ビガバトリン、ムシモル、GABA、TSPO 関連リガンドと
してエチフォキサイン、FGIN1-27 を用いる。 
これらを LPS の活性化過程にくわえて副刺激分子の発現上昇、炎症性サイトカイン(IL-6, 
Il-12)の発現上昇、の変化を解析する 
D. ここまでで免疫細胞におけるベンゾジアゼピンの作用分子のひとつとして TSPO がクローズ
アップされてくるので、TSPO を念頭に置いてこれから後の解析を行う。 
まず THP-1 に TSPO に対する siRNA をエレクトロポレーションによって導入する。TSPO に対す
る siRNA を導入した THP-1 から mRNA を抽出して cDNA を合成する。この cDNA を用いて定量的
PCR法によってTSPOの mRNAの発現量を測定し siRNAを導入したTHP-1の TSPOの発現が低減し
ているのかを確認する。TSPO の発現を低減させることのできた THP-1 細胞(TSPO ノックダウン
細胞：以下 KDと略)を用いて以下の実験をおこなう。さらにコントロールの siRNA を導入した
実験群も作成する(control THP-1) 



1. control THP-1 を LPS で刺激する 
2. TSPO-KD THP-1 を LPS で刺激する 
3. control THP-1 を LPS で刺激する. 
ミダゾラム添加 
4. TSPO-KD THP-1 を LPS で刺激する。 
ミダゾラム添加 
これらの実験群を作成し CD80, CD86 といった副刺激分子の発現、IL-6 の分泌で評価する 
 
E. 次にTHP-1にTSPOのcDNAをレンチウイルスベクターによって導入する。TSPOに対するsiRNA
を導入した THP-1 から mRNA を抽出して cDNA を合成する。この cDNA を用いて定量的 PCR 法によ
ってTSPOの mRNAの発現量を測定しsiRNAを導入したTHP-1の TSPOの発現が増加しているのか
を確認する。TSPO の発現を増加させることのできた TSPO 高発現 THP-1 細胞(を用いて以下の実
験をおこなう。さらにコントロールの cDNA を導入した実験群も作成する(control THP-1) 
1. control THP-1 を LPS で刺激する 
2. TSPO 高発現 THP-1 を LPS で刺激する 
3. control THP-1 を LPS で刺激する. 
ミダゾラム添加 
4. TSPO 高発現 THP-1 を LPS で刺激する。 
ミダゾラム添加 
これらの実験群を作成し CD80, CD86 といった副刺激分子の発現、IL-6 の分泌で評価する 
４．研究成果 
A. THP-1 を LPS で刺激すると CD80, CD86 といった副刺激分子の発現は増加した。LPS に対して
濃度依存性の増加を観察できた。さらに LPS で刺激すると培養液中の IL-6, IL-12 の発現も上
昇した。 
この系にミダゾラムを添加すると CD80, CD86 の発現増加は抑制された。さらに IL-6, IL-12
の発現も抑制された 
またミダゾラムによって引き起こされる THP-1 に対する副刺激分子と炎症性サイトカインの発
現抑制はどちらとも容量依存性を示していた。 
これらの事実からミダゾラムはマクロファージにおける LPS の活性化を抑制することがわかっ
た。 
 
B. 先ず THP-1 の LPS による活性化の過程を NF-κBプロモーター活性ののリポーター細胞を用
いて NF-κB の活性化の評価をおこなった。LPS で刺激した THP-1 細胞は上述のように副刺激分
子と炎症性サイトカインの発現上昇をおこしていた。同時に測定された NF-κBのプロモーター
活性は活性化がなされていた。これは今までの知見と同じ結果である。 
この活性化過程にミダゾラムを作用させると NF-κB のプロモーター活性の活性は低下してい
た 
ミダゾラムのマクロファージの活性化抑制は NF-κB の活性化の抑制を介していることが示唆
された。 
 
C. 中枢性ベンゾジアゼピン受容体(GABA 受容体)と関連するリガンドと末梢性ベンゾジアゼピ
ン受容体 (TSPO)の関連するリガンドの RAW264 の活性化過程に対する影響を調べた。 
GABA 受容体に関連するリガンドであるビガバトリン、ムシモル、GABA、クロナゼパムは LPS に
よる活性化を抑制することができなかった。これに対して TSPO に関連するリガンドであるエチ
フォキサインとFGIN1-27を添加しておくと副刺激分子(CD80, CD86)の発現低下と炎症性サイト
カイン(IL-6, IL-12)の発現上昇の抑制が認められた。 
この結果から少なくともミダゾラムは TSPO を介してマクロファージに作用していることが示
唆された。GABA 受容体の関与は否定できないがその関与は小さい可能性が示唆された 
 
D.TSPO に対する siRNA を導入して TSPO ノックダウン THP-1 細胞を作成して解析する実験を行
った。まずコントロールsiRNAと TSPoに対するsiRNAを THP-1に導入した細胞を作成した。TSPO
の siRNA を導入した THP-1 では確かに TSPO の発現が低下していることが mRNA より作成した
cDNA を用いて行う定量的 PCT 法によって示された。 
次に上述のごとく作成した実験群 3と 4の比較で、TSPO をノックダウンした細胞ではミダゾラ
ムによる副刺激分子の発現抑制と、ミダゾラムによる炎症性サイトカインの発現抑制は、どち
らも軽減していることが示された 
E. また実験群 1と 2の比較を行うと、TSPO を高発現した THP-1 細胞はコントロール cDNA を導
入した THP-1 と比較して LPS に対する CD80, CD86 の副刺激分子の発現と、炎症性サイトカイン
の発現上昇はより抑制されていた。 
 
遺伝子操作した THP-1 細胞を作成した解析から、少なくともマクロファージにおいてベンゾジ
アゼピン系薬物は末梢性ベンゾジアゼピン受容体(TSPO)を介して作用を発揮することが示され
た。おそらく GABA 受容体をかいした作用は小さいことが示唆されている。 
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