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研究成果の概要（和文）：神経細胞に対する全身麻酔薬・局所麻酔薬の毒性をミノサイクリン等が抑制できるか
について、ヒト神経芽細胞腫株SH-SY5Yを用いて研究を進めた。ブピバカインによる細胞毒性に対し、モルヒ
ネ、ネクロスタチンがそのviabilityを改善することを明らかにしたが、細胞傷害をみた研究では逆に細胞傷害
を亢進した。次に麻酔科関連薬剤、特にトラマドール及びその活性代謝物（Oデスメチルトラマドール）が癌細
胞に与える影響についてヒト肺癌細胞株H358を用いて研究し、それらが癌細胞のviabilityを低下させることを
明らかにした。また、その機序がアポトーシス増加もしくは細胞増殖能抑制ではないことも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether minocycline and other treatment options can suppress
 the cytotoxicity of general or local anesthetics in the human neuroblastoma cell line SH-SY5Y. 
Contrary to our expectations, minocycline did not protect the cells against the viability-lowering 
effect of bupivacaine, however, morphine and necrostatine increased cell viability after the 
treatment with bupivacaine. In addition, we found that necrostatine itself possibly exhibited 
cytotoxicity. Next, we investigated the effects of tramadol and its active metabolite 
(O-desmethyltramadol) on the human lung cancer cell line H358. It was revealed that they decreased 
the viability of H358 cells and the underlying mechanism does not depend on promotion of cell 
apoptosis or inhibition of cell proliferation.

研究分野： 麻酔科学

キーワード： トラマドール　Oデスメチルトラマドール　viability　アポトーシス　細胞増殖能
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 1980年代から全身麻酔薬の中枢神経抑制
作用が発達期の脳に悪影響を及ぼす可能性
が報告され始めた。1990年代以降には新生齧
歯類において全身麻酔薬が神経毒性(アポト
ーシスの誘導)を起こすことが明らかにされ、
多くの研究者に注目されるようになった。こ
の中には揮発性麻酔薬、NMDA受容体拮抗薬、
GABA受容体作動薬といった一般的に臨床使
用されている全身麻酔薬が含まれ、さらに最
近では成長後の高次脳機能にも悪影響を与
える可能性も示唆されている。現時点でこれ
らの事実は基礎研究に限定されるものの複
数の研究で同様の結果が報告され、さらに臨
床研究においても小児期に全身麻酔を複数
回受けることによりその後の学習能力の発
達に遅れが生じると報告されている。現在、
倫理的側面から前向き臨床研究は困難なこ
ともあり、ヒトでの結論は出ていないが、小
児における全身麻酔および鎮静に必須であ
る全身麻酔薬の使用が、将来の学習障害や認
知機能障害を惹起する可能性があることは、
麻酔科医だけでなく社会的にも重要課題で
あり、同時にその抑制方法について研究する
ことが重要と考えられる。  
	 基礎研究においては全身麻酔薬による神
経毒性がミトコンドリアを介して誘導され
ている可能性が報告され、最近 L-Carnitine 
がミトコンドリアの膜を安定化させること
によりNMDA受容体拮抗薬であるケタミン
による神経障害を抑制する可能性が報告さ
れた。しかし、より一般的に用いられる揮発
性麻酔薬やGABA受容体作動薬に対する報告
や、成長後の高次脳機能障害に対する抑制効
果をみた報告はない。  
	 また、手術麻酔の臨床現場では、局所麻酔
薬を用いた脊髄クモ膜下麻酔が頻用されて
いるのみならず、近年超音波診断法の発達に
より、局所麻酔薬を用いた超音波ガイド下神
経ブロックの使用頻度が増加している。しか
し、基礎的研究において局所麻酔薬が神経細
胞毒性を有していることが報告されており、
臨床現場でも局所麻酔薬によると考えられ
る神経障害の症例報告は散見される。 
	 ミノサイクリンはテトラサイクリン系抗
生剤の 1つで、中枢神経の虚血や神経変性疾
患に対し、ミクログリアを抑制することで保
護効果を発揮することが知られている。また、
ミノサイクリンはミトコンドリアからのチ
トクロム C放出を抑制することにより、細胞
死を引き起こすカスパーゼ 3の発現を抑制す
ることも報告されている。 
 
	 一方、放射線療法、化学療法が発達した現
在においても、癌に対する治療の第一選択は
手術である。また、がん患者の緩和医療にお
いて、WHO 方式がん疼痛治療法が用いられ
ており、非オピオイド性鎮痛薬の効果が充分
でないがん性疼痛に対して、様々なオピオイ
ドが用いられている。その中でも強オピオイ

ドであるモルヒネやフェンタニルを使用す
る前の段階で、弱オピオイドであるトラマド
ールが用いられる機会が増加している。近年
麻酔科領域では、麻酔科関連薬剤の癌細胞へ
の影響が問題視されており、基礎研究、臨床
研究両面での研究報告がされている。臨床研
究では、乳癌や前立腺癌の手術に際し、神経
ブロックや硬膜外麻酔を用いてオピオイド
の使用を減らすことによって予後改善が得
られる可能性が示唆されている一方で、基礎
研究においてはオピオイドが癌に対して促
進的に働くという報告と逆に癌に対して抑
制的に働くという報告が存在し、結論が出て
いない。また、これらの研究はオピオイドと
して主にモルヒネやフェンタニルが用いら
れており、弱オピオイドであるトラマドール
に関する研究報告は稀である。 
 
２．研究の目的 
(1)	ミノサイクリン等が全身麻酔薬及び局
所麻酔薬による神経細胞傷害を抑制できる
かを研究することによって、全身麻酔及び局
所麻酔による神経障害を抑制する物質発見
の一助とする。 
 
(2)	トラマドールが癌細胞に与える影響を
研究することによって、担癌患者におけるト
ラマドール使用の安全性の検討を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)	まず、生後 1-2日の C57BL/6Jマウスか
ら初代培養神経細胞を分離・培養を用いた全
身麻酔薬による細胞障害の研究を試みたが、
当初の計画通り初期培養細胞を抽出できな
かった。そのため、神経芽細胞腫株 SH-SY5Y
を用いて、代表的な局所麻酔薬であるブピバ
カインの神経細胞毒性を抑制できる物質の
発見を試みた。ブピバカインの細胞死にはア
ポトーシスが関連しているという報告があ
る一方、アポトーシスやネクローシスだけで
は説明できない機序で細胞死が起こってい
る可能性も報告されている。 
	 モルヒネは臨床的にクモ膜下にブピバカ
インと併用投与されることがある一方で、
SH-SY5Y において細胞傷害性物質に対し、
その活性酸素抑制作用、アポトーシス抑制作
用を発揮したとする報告がある。また、近年
ネクロトーシスという新しい細胞死のメカ
ニズムに関する報告が増加しており、このネ
クロトーシスの抑制物質であるネクロスタ
チンについても検討した。 
	 実験プロトコールとしては、神経ブロック
や脊髄クモ膜下麻酔を模して、それぞれの薬
剤を臨床使用濃度でブピバカイン 1mM（臨
床使用濃度）とともに 6時間暴露した。MTT
アッセイにて viabilityを、LDHアッセイに
て細胞死を検討した。 
 
(2)	肺癌細胞株 H358を用いて、トラマドー
ル及びその活性代謝物である O デスメチル



トラマドールの癌細胞に対する影響を、主な
オピオイドであるモルヒネ、フェンタニルと
ともに比較検討した。 
	 実験プロトコールとしては、それぞれの薬
剤を臨床使用濃度で24時間暴露してMTTア
ッセイで viability を測定した。その後に
MTT アッセイで有意な結果が出たトラマド
ール、Oデスメチルトラマドール、モルヒネ
について、フローサイトメトリーを用いて臨
床的な最高濃度 24 時間暴露による H358 の
アポトーシス及び細胞増殖能を測定した。 
	
４．研究成果	
(1) ブピバカインは臨床使用濃度でも
SH-SY5Y に対して強く細胞傷害性を示した。
これは過去の文献と比較して顕著であった。 
ブピバカイン 1mM の細胞傷害に対し、ミノ
サイクリンは有意な保護効果を示さなかっ
た（図 1）。モルヒネは、1µM で有意に保護
効果を認めたものの、その差はわずかであっ
た（図 2）。ネクロスタチンはMTTアッセイ
において容量依存性に viability の低下抑制
効果を認めたが（図 3）、細胞傷害性をみた
LDH アッセイでは逆に容量依存性に細胞傷
害を亢進するという結果となった（図 4）。 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図 1 ブピバカイン 1mM存在下におけるミノ
サイクリンの SH-SY5Yの viabilityに与える
作用	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
 
図 2 ブピバカイン 1mM存在下におけるモル
ヒネの SH-SY5Yの viabilityに与える作用 
（* P <0.05 vs.0） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 ブピバカイン 1mM存在下におけるネク
ロスタチンの SH-SY5Yの viabilityに与える
作用（* P <0.01 vs.0） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 SH-SY5Y に対するブピバカイン 1mM
の細胞傷害に与えるネクロスタチンの作用 
（* P <0.01 vs.0） 
 
(2)	臨床的に使用される濃度のトラマドー
ル、その活性代謝物 Oデスメチルトラマドー
ルはいずれもモルヒネと同様に H358 の
viabilityを低下させた（図 5-7）。フェンタニ
ルは変化させなかった。viability低下の要因
として H358のアポトーシス増加、増殖能低
下を検討したが、コントロールと比較して有
意差はなかった（図 8,9）。viability低下の要
因は明らかにできなかったが、トラマドール
は臨床使用濃度で肺癌細胞株H358に対して
抑制的に働くことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 H358の viabilityに対するトラマドール 
の作用（* P <0.01 vs.0） 
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図 6 H358の viabilityに対するOデスメチル
トラマドールの作用（* P <0.01 vs.0） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 H358の viabilityに対するモルヒネの作
用（* P <0.01 vs.0） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 H358に対する各薬剤によるアポトーシ
スの検討（右下（青枠）部分がアポトーシス） 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9 H358に対する各薬剤による細胞増殖能
の検討（R1（青枠）部分が増殖期） 
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Quadrant Statistics

File: O-desmethyl-tramadol 100ng/mL Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 17-Sep-15 Gate: G1

Gated Events: 9936 Total Events: 10964

X Parameter: Annexin V FITC (Log) Y Parameter: Propidium Iodide (Log)

Quad Location: 88, 17

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 155 1.56 1.41 27.87 19.77 367.89 228.69

UR 968 9.74 8.83 1316.87 1147.76 888.26 658.21

LL 8617 86.73 78.59 9.49 6.99 2.62 2.31

LR 196 1.97 1.79 865.66 627.33 4.49 3.31
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File: O-desmethyl-tramadol 100ng/mL Log Data Units: Linear Values
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Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 17-Sep-15 Gate: G1

Gated Events: 9936 Total Events: 10964

X Parameter: Annexin V FITC (Log) Y Parameter: Propidium Iodide (Log)

Quad Location: 88, 17

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 155 1.56 1.41 27.87 19.77 367.89 228.69

UR 968 9.74 8.83 1316.87 1147.76 888.26 658.21

LL 8617 86.73 78.59 9.49 6.99 2.62 2.31
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Quadrant Statistics

File: tramadol 1000ng/mL Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 17-Sep-15 Gate: G1

Gated Events: 9925 Total Events: 10875

X Parameter: Annexin V FITC (Log) Y Parameter: Propidium Iodide (Log)

Quad Location: 88, 17

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 116 1.17 1.07 20.72 13.04 192.65 117.10

UR 1347 13.57 12.39 1428.39 1279.22 864.85 635.08

LL 8201 82.63 75.41 9.99 7.26 2.48 2.18

LR 261 2.63 2.40 868.98 636.97 4.34 3.06
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File: tramadol 1000ng/mL Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 17-Sep-15 Gate: G1

Gated Events: 9925 Total Events: 10875

X Parameter: Annexin V FITC (Log) Y Parameter: Propidium Iodide (Log)

Quad Location: 88, 17

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 116 1.17 1.07 20.72 13.04 192.65 117.10

UR 1347 13.57 12.39 1428.39 1279.22 864.85 635.08
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Quadrant Statistics

File: control Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 08-Oct-15 Gate: G1

Gated Events: 9558 Total Events: 10785

X Parameter: Annexin V FITC (Log) Y Parameter: Propidium Iodide (Log)

Quad Location: 88, 17

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 187 1.96 1.73 40.74 33.03 380.26 154.05

UR 1158 12.12 10.74 1026.66 843.07 803.14 561.22

LL 7918 82.84 73.42 9.99 7.32 2.69 2.36

LR 295 3.09 2.74 699.78 516.89 3.23 2.22
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Quadrant Statistics

File: control Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 08-Oct-15 Gate: G1

Gated Events: 9558 Total Events: 10785

X Parameter: Annexin V FITC (Log) Y Parameter: Propidium Iodide (Log)

Quad Location: 88, 17

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 187 1.96 1.73 40.74 33.03 380.26 154.05

UR 1158 12.12 10.74 1026.66 843.07 803.14 561.22

LL 7918 82.84 73.42 9.99 7.32 2.69 2.36

LR 295 3.09 2.74 699.78 516.89 3.23 2.22
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Quadrant Statistics

File: morphine 1000ng/mL Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 08-Oct-15 Gate: G1

Gated Events: 9691 Total Events: 10762

X Parameter: Annexin V FITC (Log) Y Parameter: Propidium Iodide (Log)

Quad Location: 88, 17

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 79 0.82 0.73 32.62 23.01 144.03 56.81

UR 871 8.99 8.09 1533.26 1354.44 785.88 543.25

LL 8463 87.33 78.64 11.49 8.73 2.65 2.33

LR 278 2.87 2.58 914.25 611.93 3.13 2.25
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Quadrant Statistics

File: morphine 1000ng/mL Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 08-Oct-15 Gate: G1

Gated Events: 9691 Total Events: 10762

X Parameter: Annexin V FITC (Log) Y Parameter: Propidium Iodide (Log)

Quad Location: 88, 17

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 79 0.82 0.73 32.62 23.01 144.03 56.81

UR 871 8.99 8.09 1533.26 1354.44 785.88 543.25

LL 8463 87.33 78.64 11.49 8.73 2.65 2.33

LR 278 2.87 2.58 914.25 611.93 3.13 2.25
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Region Statistics

File: O-desmethyl-tramadol 100ng/mL Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 03-Nov-15 Gate: G1

Gated Events: 9727 Total Events: 11133

X Parameter: 7-AAD (Linear) Y Parameter: Anti-BrdU FITC (Log)

Region Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean Px,Py

R1 9727 100.00 87.37 372.43 354.02 31.47 19.92 1, 2

R2 1466 15.07 13.17 494.86 482.67 114.06 86.33 5, 3

R3 6411 65.91 57.59 299.27 297.99 13.97 13.56 5, 3

R4 1444 14.85 12.97 564.31 560.91 23.79 23.11 5, 3

Region Statistics

File: tramadol 1000ng/mL Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 03-Nov-15 Gate: G1

Gated Events: 9762 Total Events: 10821

X Parameter: 7-AAD (Linear) Y Parameter: Anti-BrdU FITC (Log)

Region Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean Px,Py

R1 9762 100.00 90.21 407.53 388.68 32.65 19.49 1, 2

R2 1435 14.70 13.26 555.40 540.85 130.03 99.94 5, 3

R3 6864 70.31 63.43 336.38 335.02 13.82 13.49 5, 3

R4 1153 11.81 10.66 624.25 618.61 22.49 21.85 5, 3
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Region Statistics

File: O-desmethyl-tramadol 100ng/mL Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 03-Nov-15 Gate: G1

Gated Events: 9727 Total Events: 11133

X Parameter: 7-AAD (Linear) Y Parameter: Anti-BrdU FITC (Log)

Region Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean Px,Py

R1 9727 100.00 87.37 372.43 354.02 31.47 19.92 1, 2

R2 1466 15.07 13.17 494.86 482.67 114.06 86.33 5, 3

R3 6411 65.91 57.59 299.27 297.99 13.97 13.56 5, 3

R4 1444 14.85 12.97 564.31 560.91 23.79 23.11 5, 3

Region Statistics

File: O-desmethyl-tramadol 100ng/mL Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 03-Nov-15 Gate: G1

Gated Events: 9727 Total Events: 11133

X Parameter: 7-AAD (Linear) Y Parameter: Anti-BrdU FITC (Log)

Region Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean Px,Py

R1 9727 100.00 87.37 372.43 354.02 31.47 19.92 1, 2

R2 1466 15.07 13.17 494.86 482.67 114.06 86.33 5, 3

R3 6411 65.91 57.59 299.27 297.99 13.97 13.56 5, 3

R4 1444 14.85 12.97 564.31 560.91 23.79 23.11 5, 3
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Region Statistics

File: O-desmethyl-tramadol 100ng/mL Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 03-Nov-15 Gate: G1

Gated Events: 9727 Total Events: 11133

X Parameter: 7-AAD (Linear) Y Parameter: Anti-BrdU FITC (Log)

Region Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean Px,Py

R1 9727 100.00 87.37 372.43 354.02 31.47 19.92 1, 2

R2 1466 15.07 13.17 494.86 482.67 114.06 86.33 5, 3

R3 6411 65.91 57.59 299.27 297.99 13.97 13.56 5, 3

R4 1444 14.85 12.97 564.31 560.91 23.79 23.11 5, 3

Region Statistics

File: control Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 03-Nov-15 Gate: G1

Gated Events: 9651 Total Events: 11086

X Parameter: 7-AAD (Linear) Y Parameter: Anti-BrdU FITC (Log)

Region Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean Px,Py

R1 9651 100.00 87.06 413.03 393.66 29.64 19.68 1, 2

R2 1327 13.75 11.97 556.10 542.52 109.18 82.50 5, 3

R3 6670 69.11 60.17 340.86 339.61 14.52 14.09 5, 3

R4 1217 12.61 10.98 625.34 619.21 24.46 23.74 5, 3
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Region Statistics

File: O-desmethyl-tramadol 100ng/mL Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 03-Nov-15 Gate: G1

Gated Events: 9727 Total Events: 11133

X Parameter: 7-AAD (Linear) Y Parameter: Anti-BrdU FITC (Log)

Region Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean Px,Py

R1 9727 100.00 87.37 372.43 354.02 31.47 19.92 1, 2

R2 1466 15.07 13.17 494.86 482.67 114.06 86.33 5, 3

R3 6411 65.91 57.59 299.27 297.99 13.97 13.56 5, 3

R4 1444 14.85 12.97 564.31 560.91 23.79 23.11 5, 3

Region Statistics

File: morphine 1000ng/mL Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient ID: 

Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List

Acquisition Date: 03-Nov-15 Gate: G1

Gated Events: 9775 Total Events: 10884

X Parameter: 7-AAD (Linear) Y Parameter: Anti-BrdU FITC (Log)

Region Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean Px,Py

R1 9775 100.00 89.81 371.20 351.89 34.92 21.04 1, 2

R2 1498 15.32 13.76 507.87 493.89 133.34 99.82 5, 3

R3 6719 68.74 61.73 301.40 299.70 14.85 14.47 5, 3

R4 1223 12.51 11.24 582.13 577.46 24.24 23.66 5, 3
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