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fMLP で誘導されるラット好中球の機能発現に及ぼす局所麻酔薬の影響
家 始 聡 介1）　　東 　 幸 雄2）　　智 原 栄 一1）　　柏 俣 正 典2）

Eff ects of local anesthetics on superoxide production and chemotaxis in 
fMLP-stimulated rat neutrophils

KASHI SOSUKE1）, AZUMA YUKIO2）, CHIHARA EIICHI1）, KASHIMATA MASANORI2）

局所麻酔薬は神経細胞や心筋細胞の Na+ チャネルを阻害して，神経細胞刺激伝導の抑制による局所麻酔
作用や心筋細胞興奮の抑制による抗不整脈作用を発現する．また，局所麻酔薬は Na+ チャネル以外の標的
分子に作用することが知られているがそれらの詳細な機序については不明な点が多い．本研究で，我々は
fMLP で惹起された好中球の活性酸素産生と遊走能に対する局所麻酔薬の効果について検討を行った．全て
の局所麻酔薬（リドカイン，ブピバカインおよびプロカイン）は fMLP で惹起された好中球の活性酸素産
生と遊走能を濃度依存的に抑制した．また，局所麻酔薬は fMLP による p47phox と PKCαの膜転移の膜転移，
Akt とミオシン軽鎖のリン酸化を抑制した．カルシウム - カリモジュリン経路は p47phox，PKC，Akt および 
ミオシン軽鎖のリン酸化に深く関わることが知られているが，本研究において局所麻酔薬はカルモジュリン
依存性の phosphodiesterase を抑制することがわかった．以上の結果から，局所麻酔薬は少なくともその一
部がカルシウム - カリモジュリンのシグナル伝達を介して好中球の機能を抑制することが明らかになった．

キーワード：好中球，シグナル伝達，局所麻酔薬

Local anesthetics are known to block the function of Na+ channels in nerve and cardiac cells, and also 
to aff ect the other functions of many cells. However, the precise mechanisms of these functions are still 
unknown. In this experiment, we investigated the eff ects of local anesthetics on superoxide production and 
chemotaxis in fMLP-stimulated neutrophils. All three local anesthetics （lidocaine, bupivacaine, and pro-
caine） suppressed superoxide production and chemotaxis in fMLP-stimulated neutrophils, in a concentra-
tion-dependent manner. These anesthetics also suppressed the fMLP-stimulated membrane translocations 
of p47phox and PKCα, phosphorylatios of Akt and myosin light chain of myosin II. It is well known that 
a calcium-calmodulin cascade mediates the phosphorylations of the above signaling molecules, and local 
anesthetics suppressed the calmodulin dependent activation of phosphodiesterase in vitro. These results sug-
gest that local anesthetics at least partially suppress the activation of neutrophil functions through the calci-
um-calmodulin signal transduction system.

Key words：neutrophils, signal transduction, local anesthetics
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害する局所麻酔作用および心筋細胞の興奮を抑制して
抗不整脈作用を発現することが知られている1）．さら
に，局所麻酔薬は臨床で用いられる濃度で，K チャネ
ルおよびCaチャネルにも阻害することが知られ，種々

緒 言

局所麻酔薬は神経細胞および心筋細胞に作用して，
その Na チャネルを阻害して神経細胞の刺激伝導を阻
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の細胞機能に影響することが報告されている2-4）．しか
し，その詳細な機序については明らかにされていない．

局所麻酔薬は，好中球の粘着5,6），遊走7），活性酸素
の産生8-10）, leukotriene B4（LTB4）および interleukin-1 

（IL-1）の遊離11）などを抑制することも知られている
が機序については明らかにされていない．好中球には
Na チャネルが存在しない12）ことから , これらの作用
は Na チャネル阻害以外の作用に基づくものと考えら
れる .

そこで，ラット好中球をモデルとして細菌由来
の 遊 走 因 子 formyl-methionyl-leucyl-phenyl-alanine 

（fMLP）で誘導される活性酸素産生能および遊走能発
現に関与する細胞内情報伝達系（シグナル）に対する
局所麻酔薬の影響に着目した．

シグナルに対する局所麻酔薬の作用は，好中球の
Ca シグナルに影響を与えて，好中球の機能発現を抑
制すると考えられている13）．特に，真核生物に広く分
布する Ca 結合タンパク質カルモジュリンは，不活性
の状態で細胞質に存在し，Ca2+ イオン濃度の上昇に
伴ってその 4 ヶ所の結合部位に Ca が結合して活性化
する．活性化したカルモジュリンはカルモジュリン依
存性のタンパク質リン酸化酵素に結合してその酵素を
活性化させる．その結果，様々な生体機能に影響する
ことが知られている14,15）．また，局所麻酔薬がカルモ
ジュリンを阻害することも報告されている16-19）．本研
究では，Ca- カルモジュリンシグナル系と遊走能およ
び p47phox と活性酸素産生能に焦点をあて，局所麻酔
薬の好中球機能発現に対する作用の解析を試みた．

材料および方法

1 　試薬
RPMI1640培 地 , Hank’s balanced salt solution

（HBSS） お よ び Gey’s balanced salt solution（Gey’s 
BSS） は Gibco Life Technologies（Grand Island, NY, 
USA）のものを使用した．fMLP, カルモジュリン , 
bupivacaine hydrochloride, lidocaine hydrochloride, 
procaine hydrochloride およびスーパーオキシドジス
ムターゼ（SOD）は Sigma Chemical（St. Louis, MO, 
USA）のものを使用した．N-ethyllidocaine bromide 

（QX-314） は Cayman Chemical （Ann Arbor, MI, 
USA）のものを使用した．カルモジュリン拮抗薬；
W-7は Calbiochem （San Diego, CA, USA）のものを
使用した．抗 phospho-Akt（Ser 473）抗体 , 抗 Akt 抗
体 , 抗 PKCα抗体 , 抗 phospho-myosin light chain 2 

（Ser 19）抗体および抗 myosin light chain 2 抗体は
Cell Signaling Biotechnology （Beverly, MA, USA）の
ものを使用した．抗 p47phox 抗体は BD Biosciences 

（Franklin Lakes, NJ, USA）のものを使用した．これ
らの一次抗体はすべてラット抗原を認識するものを
用いた．二次抗体の抗マウス IgG 抗体と抗ウサギ IgG
抗体は Vector 社（Burlingame, CA, USA）のものを
用いた．

2 　ラット好中球の調整
実験には体重250～300g の Wistar 系雄性ラットを

用いた．ラット腹腔内に 6 % カゼイン水溶液を体重
100g あたり10ml 投与して18時間放置した．クロロホ
ルム麻酔下で腹腔液を採取し，腹腔液に混入した赤
血球を取り除くため氷冷低張緩衝液（0.15M NH4Cl, 
1mM KHCO3および1mM EDTA）に懸濁させて10秒
間処理した後，遠心分離（800×g, 10分）し，沈渣を
さらに phosphate buff ered saline （PBS）で 2 回洗浄
した．試料中の好中球を確認するため，浮遊液中に含
まれる細胞をメイ・ギムザ染色法とトリパンブルー染
色法にて染色し，その95% 以上が好中球であること，
また95% 以上が生細胞であることをそれぞれ確認し
た．すべての動物実験は朝日大学動物倫理委員会の承
認（承認番号10-006）を得て行った．

3 　活性酸素産生の測定
好中球が産生するスーパーオキシドは，シトクロム

C 還元法20）で測定した．好中球浮遊液（5×106 cells/
ml, 10mM HEPES および4mM NaHCO3含有 HBSS に
懸濁）にシトクロム C （最終濃度1.2mg/ml）と fMLP 

（最終濃度1μM）を加えて37℃で 5 分間，インキュ
ベーションを行った．反応を遠心分離（250×g, 20秒）
により停止し，上清中に含まれる還元シトクロム C
の濃度を540nm および550nm の吸光度を測定するこ
とで求めた．スーパーオキシドによって生成された
還元シトクロム C 量を正確に求めるため，反応液に
45units の SOD を添加して同様に測定した陰性対照値
を差し引いた値をシトクロム C 産生量とした．活性
酸素産生量の変動は対照群に対する % で表示した．

4 　遊走能の測定
好中球の遊走能は，96穴マイクロケモタキシスチャ

ンバー（Neuro Probe, Cabin John, MD, USA）を用
いて，Boyden 法21）の変法により測定した．チャンバー
下室には fMLP と各種局所麻酔薬または各種阻害薬を
含有した Gey’s BSS を，ポリカーボネイト膜（Neuro 
Probe, Cabin John, MD, USA）で仕切られた上室には
0.1%BSA と各種局所麻酔薬または各種阻害薬含有の
Gey’s BSS に浮遊した好中球（2×106 cells/ml）を満
たして37℃で60分間インキュベーションを行った．反
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応後，膜を取り外し，膜表面の細胞を剥がして取り除
いた後，膜裏面まで遊走した細胞を Diff -Quic （国際試
薬，神戸）で固定染色した．遊走した細胞数は染色さ
れた膜の吸光度（655nm）をマイクロプレートリーダー
で測定することにより求めた．好中球遊走能は，チャ
ンバー下室に fMLP のみを加えた陽性対照からチャン
バー下室に緩衝液のみを加えた陰性対照を差し引いた
値を100 （最大遊走量）とし，この値に対する % で表
示した．

さらに詳細に好中球の遊走能を解析する目的で，
EZ-TAXIScan（GE Healthcare japan, Tokyo）を用い
て検討した．水平のガラス板上にチップと呼ぶシリ
コン製のプレートを圧着し , スリット様の構造を形
成した．スリット幅は4μm のものを使用した．EZ-
TAXIScan は 6 つのチャネルから構成され，それぞれ
のチャネルの片側から2×106 cells/ml に調整した好中
球浮遊液を1μl 分注した．もう一方の側から至適濃度
10nM fMLP 溶液1μl 分注した．スリット上に fMLP
の濃度勾配が形成され，少なくとも120分以上は安定
なことが確かめられている．fMLP の濃度勾配に引っ
張られて好中球はスリット上を遊走する．これをガ
ラス板下の CCD カメラで撮影して観察を行った．ま
た， 1 つのチャネルには fMLP を注入せず陰性対照
とした．撮影条件は25℃， 1 時間とし， 1 分おきに 1
枚の撮影を行った．遊走反応の解析は，Motic Image 
Plus （Shimadzu, Kyoto）を用いて行った．遊走速度
は，実際に移動した距離を移動時間で割って求めた

（μm/min）．極性形成は 2 つのパラメーター直進性お
よび方向性を指標として求めた．直進性は実際に移動
した距離で 2 点間の直線距離を割ったもので，細胞が
まっすぐに進めば 1 に近づく．方向性は各測定時点で
の細胞の移動角度の平均値から求めた．平均移動角度
が45°以下をケモタキシス，45°以上をランダム遊走と
した．

5 　カルモジュリン活性の測定
カルモジュリンを除去した Ca 依存性 bovine heart 

phosphodiesterase を LaPorte ら22）の方法に従って調
整した．Phosphodiesteraseの活性は30nMカルモジュ
リンの存在下および非存在下で，各種の局所麻酔薬ま
たは阻害薬を添加して400nM cyclicGMP を基質とし
て測定した16）．

6 　好中球の活性化と細胞成分分画法
好中球浮遊液（5×107 cells/ml, RPMI1640に懸濁）に，

各種局所麻酔薬または各種阻害薬を加えて，37℃で30
分間プレインキュベーションした後，fMLP （1μM ま

たは10nM）を加えて，さらに反応を行った．一定時間
の後，好中球浮遊液を氷冷して反応を停止し，遠心分
離（800×g, 10分）によって細胞を集めた．好中球に
100μｌの10mM Tris-HCl 緩衝液（pH7.0）, 0.34M ショ
糖 , 1mM PMSF, 1mM EGTA, 10mM benzamidine, 10
μg/ml leupeptin および10μg/ml antipain 含有を加
えてトリポロンホモジナイザーによりホモジネートを
作成した．ホモジネートを12,000×g, 10分間遠心分離
し，上清をさらに105,000×g, 60分間遠心分離した．得
られた上清を細胞質画分として実験に使用した．ま
た，沈殿に50μl の50mM Tris-HCl 緩衝液（pH7.5）, 
1% Triton X-100, 1mM PMSF, 2mM EDTA, 2mM 
EGTA,  25mM β -glycero-phosphate, 0.2mM sodium 
orthovanadate, 10μg/ml leupeptin お よ び10μg/ml 
aprotinin 含有を加えて溶解し，さらに12,000×g, 30分
の遠心分離を行って上清を細胞膜画分とした．それぞ
れの画分のタンパク質量はプロテインアッセイキット

（BioRad, Herucules, CA, USA）を用いて測定した．

7 　ウエスタンブロット法
一定量のタンパク質（50μg）を含む細胞質画分と

細胞膜画分に等量の2×SDS-sample buff er （1.0M Tris-
HCl pH6.8, 4% 2-merucaptoethanol, 2% SDS, 20% 
glycerol お よ び0.05% bromophenol blue） を 加 え，
100℃で 5 分間処理した．処理後，各試料を10% SDS
ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離した．泳
動されたタンパク質はポリビリニデンジフルオライド

（PVDF）膜に転写後，特異抗体を用いたペルオキシ
ダーゼ /NBT/H2O2を用いて発色した．

8 　統計処理
統計処理は Student’s t-test を用いて行った．p 値が

0.05以下を有意差ありとした．実験結果は平均±標準
誤差で表示した．

結 果

我々はラット好中球の遊走および活性酸素産生の濃
度依存性を確認した．ラット好中球の遊走は0.1 nM
以上の fMLP の濃度で見られ，10 nM で最大となる
ことが分かった．また，10 nM fMLP 以上濃度ではむ
しろ遊走能は低下した．一方，fMLP で刺激したラッ
ト好中球の活性酸素産生は，100 nM 以上の fMLP で
有意な活性酸素産生の増加が認められ，1μM まで用
量に依存して増加した．したがって，以下の実験では
遊走活性の至適濃度である10nM fMLP で刺激した場
合と活性酸素産生の増加が認められる1μM fMLP で
刺激した場合のシグナルについて検討した．
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今 回 用 い た 3 種 類 の 局 所 麻 酔 薬（lidocaine, 
bupivacaine および procaine）は，fMLP で誘導され
るラット好中球のケモタキシスおよび活性酸素産生を
濃度依存的（lidocaine および bupivacaine は0.5mM ～
2mM, procaineは1mM～5mM）に抑制した（図 1  A，B，

C）．しかし，lidocaine の誘導体で常にイオン化してい
て細胞膜を通過できない QX-314は lidocaine と同じ濃
度で，抑制効果は認められなかった（図 1  D）．この
結果は 3 種類の局所麻酔薬の好中球機能発現抑制作用
の作用点が細胞内にあることを示している．

fMLP によって誘導される NADPHoxidase の細胞
質コンポーネント p47phox の膜への転移に対する局所
麻酔薬の作用を検討した．

0.5～2mM lidocaine, 0.5～2mM bupivacaineおよび1
～5mM procaine で p47phox の膜転移は濃度依存的に抑
制された（図 2 ）．fMLP 刺激好中球において p47phox

の活性化は，Akt, PKC, p38MAPK および ERK など
によって生じる23-26）．

fMLP 刺激による Akt のリン酸化は局所麻酔薬に
よって濃度依存的に抑制された（図 3 ）．また，fMLP
刺激による PKC αの膜への転移も Akt のリン酸化を

抑制するのと同じ濃度の局所麻酔薬によって濃度依存
的に抑制された（図 4 ）．

局所麻酔薬が Ca シグナルの中心的な役割を果たし
ている Ca 結合タンパク質カルモジュリンを抑制す
ることが報告されている13,14）ので，カルモジュリン
に対する局所麻酔薬の作用をカルモジュリン依存性
phosphodiesterase を用いて検討した．カルモジュリ
ンで活性化した phosphodiesterase の増強部分は，カ
ルモジュリン阻害薬 W-7および3種類の局所麻酔薬で
阻害された（図 5 A，B，C，D）．

図 1 ．fMLP 刺激によるラット好中球の遊走および活性酸素産生におよぼす局所麻酔薬の影響
10nM fMLP 刺激による遊走（open column）および1μM fMLP 刺激による活性酸素産生（closed column）におよぼす
Lidocaine（A），Bupivacaine（B），Procaine（C）および QX-314（D）の影響，平均±標準誤差（n=6）
*p<0.05および **p<0.01はそれぞれの対照群（control）に対する危険率を示す．
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図 2 ．fMLP 刺激による p47phox の膜転移に対する局所麻酔薬の影響
好中球の膜分画と細胞質分画の p47phox を特異抗体を用いたウエスタンブロット法によって検出した．fMLP（1μM）．

図 3 ．fMLP 刺激による Akt のリン酸化に対する局所麻酔薬の影響
好中球の Akt およびリン酸化 Akt を特異抗体を用いたウエスタンブロット法で検出した．fMLP（1μM）．
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しかし，カルモジュリン非存在下のphosphodiesterase
活性は，W-7および局所麻酔薬では影響を受けなかっ
た（図 5 E，F，G，H）．好中球に発現している非筋性
ミオシンⅡは，好中球の遊走における推進力の生成に重
要な働きをすることが知られている26）．ミオシンⅡの活
性化に対する局所麻酔薬の影響を検討した．fMLPによ
りミオシン軽鎖のリン酸化が生じ，ミオシンが活性化さ
れる27）．Ca-calmodulin 依存性 myosin lightchain kinase 

（MLCK）阻害薬 ML-7は，fMLPによるミオシンのリン
酸化を濃度依存的に抑制した（図 6 A）．3 種類の局所
麻酔薬もミオシンのリン酸化を濃度依存的に阻害した

（図 6 B，C，D）．
ラット好中球の遊走反応および遊走能に対する

局所麻酔薬の影響を EZ-TAXIScan を用いて検討し
た．fMLP 刺激により遊走する好中球は，方向性を
持って遊走する chemotactic cells，ランダムに遊走
する random migration cells および全く移動しない
no response cells の3つのグループに分かれた．無処
置の対照群では，chemotactic cells が65.8%, random 
migration cells が17.5% お よ び no response cells が
16.7% であった．対照群と局所麻酔薬処置群および
QX-314処置群との間に有意差は認められなかった（未
発表データ）．移動している細胞の平均速度は， 3 種
類の局所麻酔薬で，有意に抑制された（図 7 ）．

しかし，常にイオン化している lidocaine の誘導体
QX-314では抑制されなかった（図 7 ）．遊走好中球の
極性形成の指標となる 2 つのパラメーター，直進性お
よび方向性については， 3 種類の局所麻酔薬および
QX-314で処置した細胞と対照群の細胞との間に有意
差は認められなかった（未発表データ）．

考 察

局所麻酔薬は Na チャネルを阻害して，局所麻酔作
用や抗不整脈作用を発現するだけでなく，K チャネル
および Ca チャネルも阻害することが知られている2-4）．
さらに，様々な細胞の機能に影響し，抗炎症作用28,29），
抗菌作用30,31）のあることも報告されている．一方，こ
れらの作用を発現する局所麻酔薬の濃度が通常局所麻
酔薬および抗不整脈薬として臨床応用される濃度より
高い濃度を必要とするため，新たな臨床応用について
は否定的な意見も少なくない28-31）．

本実験では，カゼインで誘導したラット腹腔好中球
を用いて，fMLP で誘導される活性酸素産生と遊走に
対する局所麻酔薬の影響について，機能発現に関与す
るシグナルに着目して検討を行った．fMLP が好中球
膜に存在する膜 7 回貫通 G タンパク質共役型受容体に
結合すると，様々なシグナルを活性化し，生物活性を
発現することが知られている32-36）．受容体が活性化す

図 4 ．fMLP 刺激による PKCαの膜転移に対する局所麻酔薬の影響
好中球の膜分画と細胞質分画の PKCαを特異抗体を用いたウエスタンブロット法によって検出した．fMLP（1μM）．
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図 5 ．カルモジュリン依存性 Phosphodiesterase の活性化におよぼす局所麻酔薬の影響
30nM カルモジュリンで活性化した phosphodi-esterase の活性増強に対する Lidocaine（B），Procaine（C），Bupivacaine

（D）および W-7（A）の影響（closed column）．カルモジュリン非存在下の phosphodiesterase 活性に対する Lidocaine（F），
Procaine（G），Bupivacaine（H）および W-7（E）の影響（open column），平均±標準誤差（n=6）
*p ＜0.05および **p ＜0.01はそれぞれの対照群（control）に対する危険率を示す．
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図 6 ．ミオシン軽鎖リン酸化に対する局所麻酔薬の影響
fMLP（10nM）刺激によるミオシン軽鎖（MLC）リン酸化に対する ML-7（A），Lidocaine（B），Bupivacaine（C）および
Procaine（D）の影響をウエスタンブロット法と MLC およびリン酸化 MLC に対する特異抗体を用いて検討した．

図 7 ．好中球の遊走速度におよぼす局所麻酔薬の影響
EZ-TAXIScan で測定した fMLP（10nM）で誘導される好中球の遊走速度に対する各種局所麻酔薬の作用を検討した．平
均±標準誤差（n=6）
**p<0.01は対照群（control）に対する危険率を示す．
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ると，G タンパク質から遊離した Gβγサブユニットと
結合して PLCβが活性化し32），同様に，Gβγサブユニッ
トとの結合を介して PI3Kγが活性化することが知ら
れている33,34）．活性化した PLCβと PI3Kγはともに IP3

の生成を亢進させ，その結果，細胞内貯蔵部位から
Ca の遊離を促し細胞内遊離 Ca イオン濃度を上昇させ
る35,36）．受容体活性化に伴い細胞膜の Ca チャネルを介
して細胞外の Ca の流入による細胞内 Ca イオン濃度
の持続的な上昇が生じることが知られている35,36）．細
胞内 Ca イオン濃度の上昇を抑制すると fMLP によっ
て誘導される好中球の活性酸素産生や遊走などの好中
球の機能が阻害される．したがって，Ca は好中球機
能発現のセカンドメッセンジャーの一つと考えられて
いる35,36）．

また，局所麻酔薬が，Ca チャネルおよび Ca 結合
タンパク質カルモジュリンを阻害することが報告され
ている16-19）ので，Ca シグナル系に対する局所麻酔薬
の影響と好中球機能発現との関係について検討を行っ
た．今回実験に用いた lidocaine, bupivacaine および
procaine は1μM の fMLP によって誘導される活性酸
素産生を濃度依存的に抑制し，常にイオン化している
lidocaine の誘導体 QX-314では抑制されなかった（図
1 ）．

また，好中球には Na チャネルが存在しないという
報告もある12）ことから，局所麻酔薬が細胞内の Na チャ
ネル阻害以外の作用に基づいて活性酸素の産生を阻害
することが示唆された．さらに，局所麻酔薬は無細胞
系で，活性酸素産生酵素 NADPHoxidase を阻害せず，
生成したスーパーオキサイドアニオンに対するスカ
ヴェンジ作用もないことが報告されている24,25）．fMLP
刺激により活性化した PI3K により産生が亢進する
PIP3は Akt の膜転移を誘導し35），好中球に多量に発現
しているカルモジュリン依存性の CaMKK が Akt をリ
ン酸化する37,38）．リン酸化 Akt は，活性酸素産生酵素
NADPHoxidase の細胞質サブユニットである p47phox

をリン酸化し，NADPHoxidase の活性化を介して活性
酸素の産生を促進することが報告されている39,40）．

ウエスタンブロット解析により，ラット好中球の
Akt リン酸化は fMLP 刺激によって促進するが（図
3 ），リン酸化反応はカルモジュリン拮抗薬 W-7およ
び局所麻酔薬によって抑制された．したがて，Akt が
活性酸素産生系のシグナル分子として機能しているこ
とが示唆された．

しかし，好中球の活性酸素産生におけるシグナル伝
達系では，PI3K-Akt の関与する割合は少なく，PI3K-
PKC が主要な役割を果たしているという報告もある41）．
さらに詳細な検討が必要であると考えられるが，局所

麻酔薬は Akt だけでなく PKC の膜転移も抑制した．
活性化した Akt および PKC でリン酸化（活性化）さ
れた p47phox は膜に転移して NADPHoxidase を構成し
て活性酸素を産生する．これらの経路で局所麻酔薬は
p47phox の膜転移も阻害した（図 2 ）．これらの結果から，
局所麻酔薬はカルモジュリンを阻害して Akt のリン酸
化を抑制し，PKC の活性化も阻害することによって，
両者による p47phox のリン酸化が起こさず，p47phox の膜
転移および NADPHoxidase の活性化阻害により活性
酸素産生を抑制することが示唆された．

好中球の遊走能の解析はこれまで Boyden 法21）が主
流であった．定量性に優れ比較的簡便に測定すること
ができることから，現在も多くの研究者により用いら
れている．本実験においても，局所麻酔薬に好中球の
遊走反応を抑制する作用のあることを Boyden 法の変
法である membrane fi lter 法42,43）を用いて確認した．
また，QX-314に遊走反応抑制作用のないことも確認
した（図 1 . open coulmn）．

しかし，Boyden 法では最終的に membrane の裏側
まで遊走した細胞数しか分からず，遊走している細胞
の割合，遊走細胞の速度，遊走細胞の極性形成といっ
た遊走反応を解析するために必要なパラメーターを測
定することができない．

そこで，このようなパラメーターを測定するこ
とが可能な EZ-TAXIScan44,45） を用いて検討した．
EZ-TAXIScan は real time で視覚的に観察可能な
chemotaxis chamber で， 2 つの水平のコンパートメ
ントとそれを挟む microchannel で構成されている．
一方のコンパートメントに細胞を他方のコンパートメ
ントに細胞遊走因子を適用すると，microchannel に
再現性が高く安定な遊走因子の濃度勾配が形成され，
少なくとも 2 時間以上維持される．細胞遊走は経時的
に CCD カメラで記録し，形態観察を行うとともに遊
走速度，方向性および直進性を測定した．

fMLP 刺激により生じる chemotactic cells， random 
migration cells および no response cells の比率は , 無
処置の対照群と局所麻酔薬処置群および QX-314処置
群との間に有意差は認められなかった．

遊走している細胞の平均速度は， 3 種類の局所麻酔
薬で，有意に抑制された．しかし，常にイオン化し
ている lidocaine の誘導体 QX-314では抑制されなかっ
た．Chemotactic cell（遊走好中球）の極性形成の指
標となる 2 つのパラメーター，直進性および方向性に
ついては， 3 種類の局所麻酔薬および QX-314で処置
した細胞と対照群との間に有意差は認められなかっ
た．これらの結果から，局所麻酔薬は，fMLP で誘導
されるラット好中球の遊走反応の遊走速度を抑制する
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ことにより阻害することが明らかとなった．また，遊
走細胞の分布および極性形成には影響を与えなかっ
た．このことは，fMLP 刺激により活性化される好中
球のシグナルの中で，極性形成および遊走細胞の分
布に関与すると考えられている p38MAPK46）および
PI3K47）が局所麻酔薬の影響を受けず，好中球の推進
力の形成に関与すると考えられている Ca-calmodulin-
MLCK-myosin Ⅱ系48）が局所麻酔薬で抑制されること
とよく一致している．

局所麻酔薬の好中球活性酸素産生抑制作用および好
中球遊走反応抑制作用が数ミリモルの濃度で認めら
れたが，抗不整脈治療に用いられる局所麻酔薬の血
中濃度は数マイクロモルであり，本実験で用いた濃
度の1000分の1であるが，歯科臨床で用いられる浸潤
麻酔では2% lidocaine が使用されている．この濃度は
lidocaine 40mM に相当し，本実験で用いた0.5～2.0mM 
lidocaine の濃度は注射部位局所では十分ありえる濃
度と考える．

以上のことから局所麻酔薬は fMLP で刺激した好中
球内に入り，カルモジュリンの機能を抑制することに
より MLCK およびミオシンⅡの活性化を阻害して遊
走速度を抑制して Akt のリン酸化を抑制した．また
PKC の活性化も局所麻酔薬によって阻害された．そ
の結果，p47phox のリン酸化が抑制されて膜への転移が
阻害され，活性酸素産生酵素 NADPHoxidase の作用
を抑制する結果，活性酸素の産生が抑制されることが
示唆された．これらの結果から，局所麻酔薬の抗炎症
作用機序の一部が明らかになり歯科臨床で用いられて
いる濃度で発現することが示唆された．

結 論

ラット好中球をモデルとして細菌由来の遊走因子
fMLP で誘導される活性酸素産生能および遊走能発現
に関与する細胞内情報伝達系（シグナル）に対する局
所麻酔薬の影響について検討した．

局所麻酔薬は fMLP で刺激した好中球内で，カルモ
ジュリンの機能を抑制することにより MLCK および
ミオシンⅡの活性化を阻害して遊走速度を抑制した．

また PKC の活性化も局所麻酔薬によって阻害され
た．その結果，p47phox のリン酸化が抑制されて膜への
転移が阻害され，NADPHoxidase の作用を抑制する
結果，活性酸素の産生が抑制されることが示唆された．

これらの結果から，局所麻酔薬の抗炎症作用機序の
一部が明らかになり歯科臨床で用いられている濃度で
発現することが示唆された．
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