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研究成果の概要（和文）：揮発性吸入麻酔薬セボフルランおよびイソフルランは用量依存性かつ

時間依存性にマウス胸腺細胞にアポトーシスを誘導した。この胸腺細胞アポトーシス誘導では 

胸腺細胞内カスパーゼ３が活性化され、アポトーシス誘導に先行してミトコンドリア膜電位の
低下が観察された。したがって揮発性吸入麻酔薬による免疫細胞アポトーシス誘導機序にミト
コンドリア膜電位の低下とそれによるカスパーゼ経路活性化が関与していることが示唆された。 
研究成果の概要（英文）：In this study, volatile anesthetics induced thymocyte apoptosis and 

reduced mitochindrial membrane potential in thymocytes dose- and time-dependently. In 

addition, the reduction of mitochondrial membrane potential preceded the induction of 

thymocyte apoptosis. Probably, reduction of mitochondrial membrane potential in 

thymocytes is one of the initial events. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、周術期麻酔管理、たとえば術中の血糖

値や体温管理、循環管理、同種血輸血管理な

どが術後の長期予後に影響をあたえる可能性

が示唆されている。その原因としてはこれら

の麻酔管理が直接的または間接的に免疫能を

抑制することによると考えられている（Curr 

Opin Anaesthesiol. 2006;19:423–428）。ま

た、麻酔薬が免疫能に直接作用することも報

告されており、われわれは麻酔薬の免疫抑制

効果の程度を考慮した麻酔薬と麻酔法の選択

が術後予後を視野に入れた麻酔管理を可能に

することを提言している（J 

Anesth.2008;22:263-277）。すなわち最近の麻
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酔管理と術後予後に関連した研究内容は予後

における周術期麻酔管理の重要性、とくに術

中から術後の免疫能維持に留意した麻酔管理

の重要性を意味している。また、揮発性吸入

麻酔薬に関して、全身麻酔薬が免疫細胞に直

接抑制的に作用することも報告されており、

この領域においてわれわれは揮発性吸入麻酔

薬によるヒト末梢血リンパ球機能抑制の原因

が揮発性吸入麻酔薬によるリンパ球の直接的

アポトーシス誘導にあることを報告している

（Anesthesiology 2001;95:1467-1472）が、

全身麻酔薬が免疫細胞の機能を抑制する直接

的原因を解明するには至らなかった。しかし

この全身麻酔薬の免疫細胞機能抑制の原因解

明は個々の麻酔薬の免疫抑制の定量化を可能

にし、さらにそれぞれの麻酔薬の免疫能に与

える影響を考慮した、病態や手術内容に応じ

た麻酔薬と麻酔法の選択に発展し、長期予後

を主眼とした麻酔法の標準化につながると考

えられる。 

 

２．研究の目的 

全身麻酔薬は免疫機能を抑制することが数多

く報告されている。さらに周術期の免疫機能

低下が術後長期予後に影響を与える可能性が

近年示唆されている。しかし、全身麻酔薬に

よる免疫機能抑制の機序あるいは原因はいま

だに解明されていない。また、個々の全身麻

酔薬による免疫機能抑制の程度を定量化した

上で比較した研究もない。この研究では最初

に全身麻酔薬（揮発性吸入麻酔薬と静脈麻酔

薬）によって免疫細胞にアポトーシスが誘導

されることを、アポトーシスに特徴的な細胞

膜の構造変化に着目して定量的かつ経時的に

証明する。また、曝露する麻酔薬の種類によ

って免疫細胞のアポトーシス誘導の程度に差

があるかを比較検討する。つぎに麻酔薬によ

る免疫細胞のアポトーシス誘導の原因を究明

解析する。まず、細胞のアポトーシス経路に

は外因性経路と内因性経路があることから、

内因性経路によってアポトーシスが誘導され

る際に特徴的であるミトコンドリア内膜の膜

電位の変化に着目して、麻酔薬へ曝露後の免

疫細胞のミトコンドリア膜電位を測定する。

この免疫細胞のミトコンドリア膜電位の変化

と実際の麻酔薬によるアポトーシス誘導の経

時的・量的変化を観察することにより、麻酔

薬による免疫細胞のアポトーシス誘導が内因

性アポトーシス経路によるもの、すなわちミ

トコンドリアの内膜電位の低下に原因がある

ことを証明する。さらにミトコンドリアの内

膜電位の低下あるいは変化が麻酔薬の違いに

よって差があるか、を検討することによって、

それぞれの麻酔薬の免疫抑制度を定量化する。 

要約するとこの研究の目的は、 

（１）揮発性吸入麻酔薬および静脈麻酔薬に

よる免疫機能抑制の機序の解明  

（２）全身麻酔薬による免疫機能抑制の定量

化  

（３）全身麻酔薬の免疫機能抑制の定量化を

指標にした全身麻酔法の選択と麻酔法の標

準化の確立 

以上の３点である。 

 

３．研究の方法 

麻酔薬は揮発性吸入麻酔薬としてセボフル

レンとイソフルレンを、静脈麻酔薬はプロポ

フォールを用いる。使用する免疫細胞は一次

リンパ組織として生後の生体の細胞性免疫

形成の中心的役割を担っている胸腺細胞（生

後４～８週齢の Balb/c マウス、メス）を用い

る（British Society of Immunology 2006; 144: 

371-375）。胸腺細胞のアポトーシス誘導の定

量は Anesthesiology 2001;95:1467-1452 で

われわれが報告したアポトーシス細胞の細

胞膜構造の変化を染色する Annexin-V によ

り検討する。麻酔薬曝露後の胸腺細胞のミト

コンドリア膜電位は JC-1 probe 染色により



測定し、細胞内 Caspase-3 活性はフローサイ

トメトリー法を用いる。 

（１）揮発性吸入麻酔薬による胸腺細胞の

用量依存性および時間依存性アポトーシス

誘導実験；４～８週齢の若い 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１ｘ１０６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

うに静置する。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レン

またはセボフルレンがそれぞれ０MAC、１

MAC, 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、胸腺細胞を揮発性吸入麻酔

薬に曝露し、フローサイトメトリー法による

アポトーシス細胞の Annexin-V および７－

AAD（医学生物学研究所）の２重染色により

アポトーシス細胞の定量を行い、揮発性吸入

麻酔薬による用量依存性アポトーシス誘導

を確認する。また、同様にイソフルレンまた

はセボフルレンがそれぞれ３MAC になるよ

うに設定した後、４時間、８時間、１２時間

培養し、揮発性吸入麻酔薬による時間依存性

アポトーシス誘導を確認する。 

（２）プロポフォールによる胸腺細胞の用量

依存性および時間依存性アポトーシス誘導

実験；（１）と同様に胸腺細胞を培養液に浮

遊後、３０μＭまたは６０μＭのプロポフォ

ール（TOCRIC 社）を添加しＣＯ２インキュ

ベーター内にて４時間、８時間、１２時間培

養し、プロポフォールによる用量依存性、時

間依存性アポトーシス誘導を確認する。 

（３）揮発性吸入麻酔薬による胸腺細胞のア

ポトーシス誘導時における胸腺細胞のミト

コンドリア内膜電位の測定実験；アポトーシ

スの誘導シグナルにはFasに代表される死の

レセプターを介するものと、ミトコンドリア

を介するものに大別されるが、麻酔薬による

アポトーシス誘導はミトコンドリアを介す

る経路であることが予想される。また、細胞

にアポトーシスがミトコンドリアを介する

経路によって誘導される場合はミトコンド

リア内膜電位の低下がアポトーシスに先行

し て 起 こ る こ と が 知 ら れ て い る

(J.Immunology 2003;170：2469-2478)。そ

こで１）と同様に密閉型アクリル樹脂製箱に

胸腺浮遊細胞を培養条件下に静置後、イソフ

ルレンまたはセボフルレンを３MAC の定常

状態となるように設定し、その状態で４時間、

８時間、１２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(Lipophilic cationic probe 、

Mlecular Probes 社)を利用したフローサイ

トメトリー法により定量し、胸腺細胞のアポ

トーシス誘導とミトコンドリア内膜電位の

経時的変化を比較、検討し、揮発性吸入麻酔

薬による胸腺細胞のアポトーシス誘導に時

間的に先行して胸腺細胞のミトコンドリア

膜電位低下が発生するか否かを検討して、揮

発性吸入麻酔薬による胸腺細胞のアポトー

シス誘導経路がミトコンドリアを介するも

のであることを解明する。この実験により麻

酔薬による免疫細胞のアポトーシス誘導と

免疫細胞機能抑制の根本的原因が麻酔薬に

よる免疫細胞のミトコンドリア膜電位の直

接的低下作用であることを証明する。 

（４）プロポフォールによる胸腺細胞のアポ

トーシス誘導時における胸腺細胞のミトコ

ンドリア内膜電位の測定実験；（１）と同様

に胸腺細胞を培養液に浮遊後、３０μＭまた

は６０μＭのプロポフォール（TOCRIC 社）

を添加しＣＯ２インキュベーター内にて４



時間、８時間、１２時間培養し、プロポフォ

ールによるミトコンドリア膜電位の用量依

存・時間依存的変化を（３）のごとく確認す

る。 

（５）揮発性吸入麻酔薬およびプロポフォー

ルによる胸腺細胞のアポトーシス誘導時にお

ける胸腺細胞内Caspase-3 活性の測定実験；

4~8週齢の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、胸腺細胞の浮

遊細胞とし、密閉 型アクリル樹脂製箱に乾 

燥しないように静置する。密閉型アクリル樹

脂製箱内をイソフルレンまたはセボフルレ 

ンがそれぞれ0MAC、1MAC, 3MAC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 態で培養時間として8時間、胸腺

細胞を揮発性吸入麻酔薬に曝露したのち、胸

腺細 胞内Caspase-3 活性をフローサイトメト

リー法により測定する。また、上記と同様に

胸腺細胞を浮遊細胞とし、30μMまたは60μM

の プロポフォール を添加しCO2インキュベ

ーター内にて8時間、培養することにより胸

腺細胞をプロポフォー ルに曝露した後、胸腺

細胞 内Caspase-3 活性を測定する。 

 
４．研究成果 

（１）Balb/cマウスの胸腺を摘出、浮遊胸腺

細胞とし、密閉型アクリル樹脂製箱に静置後、

揮発性吸入麻酔薬セボフルレンまたはイソフ

ルレンがそれぞれ０MAC、１MAC、３MAC

になるように設定し１２時間、これら麻酔薬

に曝露したのちにAnnexin Vと7-AADで染色

し、Flow cytometry法にてアポトーシス細胞

を観察した。また、同様にセボフルレンまた

はイソフルレンがそれぞれ３MACになるよ

うに設定後、４、８、１２時間、これら麻酔

薬に曝露してアポトーシス細胞を観察したと

ころ、セボフルレンまたはイソフルレンはin 

vitroにおいてマウス胸腺細胞に容量依存的、

時間依存的にアポトーシスを誘導した（図）。

（２）また、胸腺細胞はプロポフォールによ

り容量依存性、時間依存性ともにアポトー

シスは誘導されなかった。（３）イソフルラ

ンまたはセボフルランをin vitroにおいて胸

腺細胞に暴露すると、容量依存性及び時間依

存性にミトコンドリア内膜電位が低下した胸

腺細胞が非暴露群に比べ有意に増加した。揮

発性吸入麻酔薬による胸腺細胞アポトーシス

誘導実験の結果と比較すると、興味深いこと

に胸腺細胞のアポトーシス誘導に先行して胸

腺細胞のミトコンドリア内膜電位低下が観察

された。（４）プロポフォール３０μＭまた

は６０μＭ存在下に胸腺細胞を培養しても胸

腺細胞のミトコンドリア内膜電位はプロポフ

ォール非暴露群に比較して有意な差は認めら

れなかった。この結果はプロポフォールによ

る胸腺細胞のアポトーシス非誘導性という結

果に一致し、免疫細胞アポトーシス誘導にお

ける揮発性吸入麻酔薬との差が認められた。

（５）セボフルランを0MAC、1MAC, 3MAC

となるように設定した後に8時間、胸腺細胞に

暴露したとこ ろ、用量依存性に胸腺細胞内

Caspase-3 活性は上昇し3MAC曝露群は0MAC

および1MAC曝露群に比し有意にCaspase-3 

活性が高かった。イソフルラン曝露によって

も胸腺細胞内Caspase-3 活性は用量依存性に

上昇し、1MAC群および3MAC群とも、0MAC

群に比しそれ ぞれ有意にCaspase-3 活性が上

昇したが、1MAC群と3MAC群の群間に有意差

は認められなかった。（６）胸腺細胞をプロポ

フォー ル に8時間曝露した後、胸腺細胞内

Caspase-3 活性を測定したところ30μMおよび

60μMのプロポフォールともにプロポフォー 

ル非曝露 群に比較し胸腺細胞内Caspase-3 活

性は有意な変化を認めなかった。 
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