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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア電子伝達系の各複合体活性に依存した酸素消費量へのプロポフォール
の影響を詳しく検討した｡プロポフォールは細胞内の酸素消費を抑制し､細胞外の乳酸を増加させることが､また
複合体I, II, IIIに依存した酸素消費を抑制するが複合体IV依存の酸素消費には影響を与えない事を確認した｡
プロポフォールの標的となる蛋白質の同定には至らなかったがミトコンドリア電子伝達系は細胞障害おいてプロ
ポフォールの標的となる事を示す実験的なエビデンスは得られた｡

研究成果の概要（英文）：We found that propofol suppressed intracellular oxygen consumption and 
increased extracellular lactate. In addition, it inhibits complex I, II, and III dependent oxygen 
consumption but does not affect complex IV dependent oxygen consumption.
Although we were not able to identify the target proteins of propofol, we obtained experimental 
evidence that the mitochondrial electron transport system is a target of propofol in cytotoxicity.

研究分野：麻酔科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
プロポフォール注入症候群(PRIS)の病態の分子機序の解明は麻酔科学の大きな課題の一つである。病態生理学か
ら推察されるように細胞の代謝異常や細胞死が発症の細胞学的基盤にあると考えられるが、いまだに病態の分子
機構の詳細や発症予測因子・治療法の同定には至っていない。疫学的に頻度は低いものの患者予後に甚大な悪影
響を及ぼすPRISの病態生理の解明は麻酔・集中治療学の研究分野が克服すべき課題の一つであり研究の波及効果
は大きいし社会的な意義も同時にある｡

※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 
プロポフォール(propofol, 2,6-diisopropylphenol)は患者管理に必須な薬剤であるが PRIS(プロ
ポフォール注入症候群, propofol infusion syndrome)と呼ばれる致死性な副作用をまれに惹起
することが知られており臨床使用上の問題となっている。病態生理学から推察されるように細
胞の代謝異常や細胞死が発症の細胞学的基盤にあると考えられるが、いまだに病態の分子機構
の詳細や発症予測因子・治療法の同定には至っていない。報告者はこれまでプロポフォールの
細胞毒性の研究を行ってきて、プロポフォールがミトコンドリアを標的として作用して細胞内
酸素代謝を撹乱して細胞死を引き起こすことを筋肉を含む複数の組織由来の細胞を用いて明ら
かにしてきた。特筆すべきは様々なタイプのミトコンドリア遺伝子の変異体を細胞質移植法を
用いて細胞に導入した transmitochondrial cybrids 細胞(Cybrids 細胞)を用いてプロポフォー
ルが細胞の有酸素・無酸素代謝のモード変換に与える影響と細胞の生死に与える影響を明らか
にした事でありこれによりプロポフォールの細胞毒性がミトコンドリアの電子伝達系に依存す
る事が証明された。さらに細胞内のエネルギー代謝を司どる転写因子HIF-1(hypoxia-inducible 
factor 1)の強制的な活性化がミトコンドリア機能の調節を介してプロポフォール毒性を軽減す
る事を示した。 
この成果に立脚し研究を前進させ、プロポフォールの細胞毒性発揮に関わる分子機序の追究・
細胞障害時の標的分子の同定を視野に入れ本研究の research questionとした｡ 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、分子生物学的な手法を用いてミトコンドリア内のプロポフォールの標的分子
を明らかにする事、酸素代謝・エネルギー代謝を司るミトコンドリア機能へのプロポフォール
の影響を細胞内の ATP動態を細胞質、核、ミトコンドリアなどの各コンパートメント別に可視
化と共に明らかにする事であった。 
この目的の達成のため、細胞外フラックスアナライザー、共焦点レーザー走査型顕微鏡を援用
した生細胞内のATP濃度をリアルタイムに可視化できる蛍光プローブ ATeam、RNA干渉法、
CRISPPR-Cas9 システムを含んだ遺伝子発現制御法を駆使して研究を遂行する｡ 具体的には
以下の項目である｡ 
(1) プロポフォールが酸素代謝・エネルギー代謝へ及ぼす影響の検討 
(2) プロポフォールによる細胞障害のハイスループットアッセイ法の確立 
(3) プロポフォールの標的となる蛋白質の同定と発現調節による酸素代謝・エネルギー代謝へ
の影響の検討 
 
３．研究の方法 
(1) フローサイトメトリー(FACS)やカスパーゼ活性を用いた細胞死の測定系 
(2) 細胞外フラックスアナライザー(XFp Agilent Technologies 社製 研究機関に配備済み)を
用いた細胞酸素消費量測定(oxygen consumption rate, OCR)、細胞外酸性化速度測定
(extracellular acidification rate, ECAR)(乳酸産生の代理マーカー)系 
(3) Ateam を持ちた細胞内 ATP 濃度のライブ測定系 
(4) プロポフォールが酸素代謝・エネルギー代謝へ及ぼす影響の検討: 細胞内 ATP 濃度とその
分布，細胞酸素消費量、細胞外の乳酸・ピルビン酸を測定 
(5) プロポフォールによる細胞障害のハイスループットアッセイ法の確立 
プロポフォールは用量依存的にアポトーシスとネクローシスを惹起することが判明している。
25-50 µM のプロポフォールは caspase9, caspase3/7 の活性化を介してアポトーシスを引き起
こす。このアポトーシスを効率よく検出する実験系を構築する。カスパーゼ 3/7 の酵素活性化
を蛍光で検出する測定系(蛍光プレートリーダーEnspire は研究機関に配備済み)を用いて
96well で効率よくアッセイする。この方法で検出したアポトーシスはフローサイトメトリー
（FACSCalibur ベクトンディッキンソン社，研究機関に配備済み)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、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い確認する。 
(6) プロポフォールの標的となる蛋白質の同定と発現調節による酸素代謝・エネルギー代謝へ
の影響の検討 
報告者らの先行研究によりプロポフォールがミトコンドリア機能、特に電子伝達系を抑制する
ことが明らかになっている。本検討でその標的分子の同定を試みる。 
ミトコンドリア蛋白質はミトコンドリア DNA 由来のものと核 DNA 由来のものに分類される。核
DNA 由来の電子伝達系の各複合体の構成遺伝子を選択して siRNA(RNA 干渉法）を用いた発現抑



制を行う。 
 
４．研究成果 
細胞外フラックスアナライザーと神経由来の細胞株を用いて細胞の酸素代謝､ブドウ糖代謝を
アッセイする実験系を確立した｡この実験系を用いてミトコンドリア電子伝達系の各複合体活
性にプロポフォールが及ぼす影響を検討した｡ポジティブコントロールとして各複合体特異的
な阻害薬を用いた｡この結果プロポフォールは複合体 I, II, III に依存した酸素消費を抑制す
るが複合体 IV依存の酸素消費には影響を与えないことが判明した｡さらにこの観察事実はミト
コンドリア DNA 変異を持つ transmitochondrial cybrids 細胞を用いた実験でも確認できた｡さ
らに細胞内の ATP 動態を細胞質、核、ミトコンドリアなどの各コンパートメント別に可視化と
共に明らかにする目的で生細胞内の ATP 濃度をリアルタイムに可視化できる蛍光プローブ 
ATeam を構成的に発現する細胞株を樹立した｡しかしこの実験系では最終的に確実な研究成果
が得られなかった｡今後の課題となる｡ 
プロポフォールの標的となる蛋白質の同定には至らなかった｡これらによりミトコンドリア電
子伝達系は細胞障害の文脈においてプロポフォールの標的となる事を示す実験的なエビデンス
は得られた｡ 
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