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研究成果の概要（和文）：グリオーマ由来のがん幹細胞をex vivo (試験管内スフェロイド培養), in vitro (試
験管内単細胞培養)条件下で麻酔薬処理を施し細胞生物学的、分子生物学的にグリオーマ由来のがん幹細胞の表
現型への影響(増殖能、代謝モード、細胞死)､グリオーマ由来のがん幹細胞の遺伝子系への影響(遺伝子発現)を
検討した｡がん幹細胞様細胞MD13細胞､Me83細胞は臨床使用濃度2%の揮発性吸入麻酔薬セボフルレンへの6時間の
暴露により､増殖能・細胞死への影響なしにsphere形成能を抑制が抑制されることを見いだした｡

研究成果の概要（英文）：Glioma-derived cancer stem cells were treated with anesthetics under ex vivo
 (in vitro spheroid culture) and in vitro (in vitro monoculture) conditions to examine the effects 
of anesthetics on the phenotype of glioma-derived cancer stem cells (proliferative capacity, 
metabolic mode, and cell death) and the effects of anesthetics on the genetic system of 
glioma-derived cancer stem cells (gene expression). 6-hour exposure of MD13 and Me83 cancer stem 
cell-like cells to sevoflurane, a volatile inhalant anesthetic at 2% clinical concentration, 
suppresses sphere formation without affecting proliferation or cell death.

研究分野：麻酔科学

キーワード： 麻酔薬 　神経膠腫 　がん幹細胞 　三次元スフェア培養　RNA-Seq法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
固形腫瘍としての癌は単なる単細胞の集合体ではなく、単細胞樹立細胞株を用いた麻酔薬の影響についての従来
の研究は多くのバイアス故に臨床的な実態とはかけ離れている。患者の予後への影響を見るためには、がん組織
特有の表現型を解析対象とすべきである。麻酔薬のがんに対する影響の検討は樹立細胞株を用いた単細胞培養細
胞について主に行われてきたがグリオーマ幹細胞を用いた検討は報告がない。この点で本研究はユニークな視点
からのエビデンスを提供する事になる。
この治験はがん治療の帰趨に関わる重要な要素であり社会的な意義も大きいと考えられる｡

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
麻酔科学は主に手術を受ける患者の急性期全身管理を指向して発達してきた学問領域である。
麻酔薬の生体への作用は一過性であり、しかも可逆的であるとの暗黙の了解も存在してきた。そ
の意味で、麻酔後の患者の長期予後についての考察が不十分であった。このような状況で「麻酔」
が，がん患者の手術予後にいかなる影響を与えるかという問題の解決は麻酔科学上の大きな課
題の一つとなってきた。固形腫瘍としての癌は単なる単細胞の集合体ではなく、単細胞樹立細胞
株を用いた麻酔薬の影響についての従来の研究は多くのバイアス故に臨床的な実態とはかけ離
れている。患者の予後への影響を見るためには、がん組織特有の表現型を解析対象とすべきであ
る。 
報告者らは，がん組織に特徴的な性質つまり持続的な増殖能、増殖抑制の回避、転移・浸潤能、
ゲノムの不安定性、代謝転換、腫瘍促進炎症、血管新生の誘導などの要素(hallmarks of cancer)
に対する麻酔薬の影響を検討項目として設定する。一方，「がん幹細胞」または Tumor Initiating 
cell という概念が提唱されている。麻酔が､がん患者の予後に影響を与えると仮定してその分子
機構の解明には長期予後に影響を与える再発への影響を検討する必要がありがん幹細胞への影
響を検討する事は必須の課題である。またがん特徴的な代謝様式である解糖系優位なモード
（Warburg効果）をもたらす転写因子 HIF-1の活性化が麻酔薬で大きく影響を受けるという報
告者らのこれまでの研究結果も存在する。 
報告者らはグリオーマから樹立しているがん幹細胞を用いてこの問題へのアプローチでの研究
を着想した。 
麻酔薬のがんに対する影響の検討は樹立細胞株を用いた単細胞培養細胞について主に行われて
きたがグリオーマ幹細胞を用いた検討は報告がない。 
また本研究では従来の研究に欠けていた視点からの検討を行う。つまり麻酔薬ががんの長期予
後に影響するとして，今回グリオーマ幹細胞(glioma stem-like cell, GSC)を用いて短期間の麻酔
薬作用が再発などを含む長期的な表現型にいかなる分子機序で転換されるのかという問いを設
定した。 
この点で本研究はユニークな視点からのエビデンスを提供する事になると考えられた｡ 
 
２．研究の目的 
 
がん細胞の挙動への麻酔薬の影響については､樹立細胞株を用いた基礎研究の報告もされている。
しかし従来の樹立細胞株を用いた検討は細胞株の樹立に伴う過程でがん組織がもつ性質が変化
しているという点また in vitroにおける表現型に力点を置きすぎて in vivoでのがんのがん組織
としての振る舞いの検討への視点が欠損しているという致命的な問題点を抱えていてこのトピ
ックスの本質的な解決には至っていなかった。 
作業仮説として麻酔薬ががんの長期予後に影響するとして，今回グリオーマ幹細胞(glioma 
stem-like cell, GSC)を用いて短期間の麻酔薬作用が再発などを含む長期的な表現型にいかなる
分子機序で転換されるのかという問いを設定した。悪性度の高いグリオーマを対象として，三次
元スフェア(細胞塊)培養と脳移植モデルを用いてがん組織への麻酔薬の影響を検討する実験系
を構築しさらに長期予後の観点から再発と関連深いがん幹細胞性の影響を合わせて検討して麻
酔薬のがんに与える影響を理解することを目的とした。報告者らが樹立したグリオーマ由来の
がん幹細胞を解析の対象とすることで従来の単なる樹立細胞株を用いた検討の欠点のいくつか
が克服できると期待され周術期使用薬剤ががん幹細胞に直接的(細胞へ直接)または間接的(脳と
いう環境下で間接的に)にいかなる影響を及ぼすかにある程度最終的な結論が与えられると期待
された。 
報告者で樹立したグリオーマ由来のがん幹細胞を in vivo (Xenograftモデル), ex vivo (試験管内
スフェロイド培養), in vitro (試験管内単細胞培養)条件下で麻酔薬処理を施し細胞生物学的、分
子生物学的に以下の項目を研究期間 3年で検討した｡ 
(1)グリオーマ由来のがん幹細胞の表現型への影響(増殖能、代謝モード、細胞膜分子発現、細胞
死、細胞内シグナル伝達、抗がん剤への感受性、組織学的検討) 
(2)グリオーマ由来のがん幹細胞の遺伝子系への影響(遺伝子発現，エピジェネティックの制御な
ど) 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 実験系 
①グリオーマ由来のがん幹細胞の調製 
グリオーマ由来のがん幹細胞は手術切除標本から樹立され継代を行っているhigh-grade glioma 



patient-derived neurospheres (MD13 and Me83)を利用した。 
② in vitro・ex vivo 実験系 
in vitro 実験系とは、酵素処理をがん幹細胞に施し単細胞化したものを培養に供して行う実験
系であり、ex vivo 実験系とはがん幹細胞をスフェロイドのまま培養して行う実験系である。 
 
(2) 周術期使用薬剤について 
揮発性吸入麻酔薬としてイソフルラン・セボフルランを用いた｡ 
 
(3) がん組織の表現型への影響 
① 増殖能 
in vitro 系では生細胞中のミトコンドリアの脱水素酵素活性をベースにした MTT アッセイの変
法 WST 法(テトラゾリウム塩のホルマザン色素への変換)を用いて増殖能と生存を検討する。ex 
vivo での増殖は、顕微鏡で長軸と短軸を測定した指数によるものと WST 法を用いる。 
② 幹細胞性(stemness) 
In vitro Sphere Formation Assay または In vivo tumor initiating assay で評価する。CD133
などのマーカの発現も検討する。 
③ 細胞死(アポトーシス) 
フローサイトメーターを用いて蛍光標識した annexin-V との結合で初期アポトーシスの検出を
行い、同時に propidium iodide を用いて後期アポトーシスまたはネクローシスの検出を行う。
Caspase3 活性化は酵素活性を化学的に測定するキットと Western blot を用いて行う。アポトー
シスに伴う poly（ADP-ribose）polymerase（PARP）分子の切断の有無は Western blot を用いて
行う。 
④ 代謝モード 
がん幹細胞の代謝状況を酸素消費速度(OCR)と細胞外酸性化速度(ECAR)を細胞外フラックスアナ
ライザーで測定することにより推定して麻酔薬処理による影響を検討する。 
加えてがん細胞に特徴的なワールブルグ効果（悪性腫瘍の腫瘍細胞内で、嫌気環境のみならず好
気環境でも、解糖系に偏ったブドウ糖代謝が観察される現象）に中心的な役割を果たす hypoxia-
inducible factor 1(HIF-1)の活性化状況を検討する。HIF-1 の活性が麻酔薬で大きく影響を受
けることはこれまでの研究で明らかになっている。 
 
(4) 遺伝子発現への影響 
① 遺伝子型の決定 
ICOSLG,CD44,PROM1,OLIGなどの遺伝子についてmRNA発現の変化をreverse transcription(RT)-
PCR により検討した｡ 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 細胞死への影響 
がん幹細胞様細胞 MD13 細胞､Me83 細胞をセボフルレン(sev)2%条件下で 4 days 培養を継続して
caspase 3/7 の活性化を観察したところ､セボフルレン未処理群との間で活性に有意差が見られ
なかった｡ 
WST法を用いて増殖能を検討した｡MD13細胞､Me83細胞両株ともに Control 群と比較して sev 2% 
5 days 群は増殖が抑制されていた｡ 
 
(2) sphere 形成能 
control 群(cont 群）、sev2% 4 時間曝露群(sev2%-4h 群)、sev2% 6 日間曝露群(sev2%-6d 群) の
3 群に分けて MD13 細胞､Me83 を用いて検討した｡単一細胞を 96 well plates に限界希釈して上
記 3 群に分けて培養し播種から６日後に直径 50μm 以上の sphere を形成した well 数の割合を
求め、対数近似のグラフを用いて sphere の形成に必要な単一細胞数(x)を算出し評価した｡  
cont 群に比較して MD13 では sev2%-4h 群は 88%、sev2%-6d 群は 30%、Me83 では sev2%-4h 群 86%、
sev2%-6d 群 26%に低下した｡ 
 
(3) sphere 増殖能  
control 群(cont 群）、sev2% 4 時間曝露群(sev2%-4h 群)、sev2%6 日間曝露群(sev2%-6d 群)の 3
群に分けて MD13 and Me83 細胞を用いて検討した｡増殖能は形成した sphere の面積を測定して
評価した｡ sphere 面積は MD13 では sev2%-4h 群は 123%、sev2%-6d 群は 117%、 Me83 sev2%-4h
群は 88%となり cont 群と比較して差は無かった(n=10)｡ 
Me83 sev2%-6d 群は 70%となり cont 群と比較して増殖能を抑制する傾向にあった(n=10) ｡ 
 
(4) 遺伝子発現 
control 群(cont 群）、sev2% 4 時間曝露群(sev2%-4h 群)、sev2%6 日間曝露群(sev2%-6d 群) の 3
群に分けてsphere塊の状態でRNAを抽出し､cDNAを作製し､ICOSLG,CD44,PROM1,OLIG2, 18S rRNA



の primer を使用して半定量的 RT-PCR を施行した｡ 
sev 2%-6d 群で MD13 細胞においては ICOSLG, CD44 の遺伝子発現は増加した｡ sev 2%-6d 曝露
後、Me83 細胞では ICOSLG は変化なく CD44 の遺伝子発現は増加した｡PROM1,OLIG2 の遺伝子発現
はベースラインで少なく変動は観察されなかった｡ 
 
(5)HIF-1 活性化への影響 
Sev 2% 6 日間の曝露では HIF-1 活性の有意な変動は観察されなかった｡ 
 
以上の検討によりがん幹細胞様細胞 MD13 細胞､Me83 細胞は臨床使用濃度 2%の揮発性吸入麻酔薬
セボフルレンへの 6 時間の暴露により､増殖能・細胞死への影響なしに sphere 形成能が抑制さ
れること､これらの変化と並行して ICOSLG, CD44 の遺伝子発現が増加することが判明した｡ 
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