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局所麻酔薬 は臨床において,表 面麻酔,浸 潤

麻酔 とい った適用部位のみに限局 した麻酔の 目

的で用い られるばか りでな く,伝 達麻酔 あるい

は脊髄麻酔 として,深 部組織 に存在す る知覚神

経の支配下領域 に広範囲な麻酔効果 を生 じさせ

る目的 でも使 用され る.こ のような局所麻酔薬

の作用機序は,神 経線維に対す る特異性の高い

機序 で作用す るというよりは,む しろ,細 胞膜

に対す る非特 異的 な機序で麻酔効果 を発揮する

とい う可能性 が強 く主張されている1,2).従 って,

局 所麻酔薬の大量使用は,神 経細胞以外の種 々

な体細胞に対 して も複雑な影響 を及ぼ し得 るこ

とになる.局 所麻酔薬の主作用は,神 経線維の

細胞膜に作用 し,静 止電位 に変化 を与 えること

な くNa+-channelをblockし,膜 の興奮性 を低

下 させることにあるが,こ の作用強度はn-octa

nol-水 間 の油水分配係数 と高度な相関を示すこ

とが知 られてお り,局 所麻酔薬の主な作用点は

細胞膜の疎水性部位,特 に脂質二重層に存在す

る と理解 され ている1,2).こ の 脂質二重層は全て

の細胞膜に存在す る基本的な膜構 成要素の一つ

である.局 所麻酔薬が脂質二重層に作用す る と

い う理解 は,同 時に局所麻酔薬の非特異的な作

用発現の可能性 を示唆 している.こ の ような考

え方は,古 くはMeyer-Overtonのlipid theo

ry3,4)に は じまり,膜 内におけ る分子の体積 を考

慮 したMullins5), Miller & Smith6)や,更 に膜

蛋白への寄与 も考慮 したSeeman1)のmembrane

 expansion theory,膜 表 面のCa2+と 置 換す る

ことによ り陰性に荷電 した リン脂質の分布 に影

響す るため とい うCa2+-displacement phase

 separation theory7,8)へ と発展 している.ま た,

膜 蛋 白におけ る疎 水性部位 との相互 作用か ら

membrane expansionを 説 明す る理論1,9)も 展

開されている.そ の他,細 胞膜の内側 に隣接す

る周辺蛋 白であるmicrotuble や microfilament

の再 配列の阻害 を作用機序の一つに挙 げている

報告 もある10).こ の ように麻酔理論 その ものは

未碓定の部分 も多いが,そ の基本にあるものは

細胞膜に対す る非特異的な作用が大 き く関与 し

ているこ とは疑いのない ところである.既 に,

局所麻酔薬の主作用以外に種々な薬理作用が数

多 く報告 されているが11),細 胞 膜に作用点 をも

つ作用としては, ① 赤血球低張溶血の阻止効果1),

 ② ラット肝細胞か らの血漿 タンパ ク分泌抑制12),

 ③ 筋 小胞体のCa2+ uptakeあ るいはreleaseの

促 進13), ④human fibroblastか らのcollagen

分 泌 の抑制14)な どが周知 である.一 方,最 近 の

免疫 学の進歩に伴 い,局 所麻酔薬が免疫担当細

胞である リンパ球に対 しても, cappingの 阻害15),

核 酸 の取 り込みや増殖の抑制16,17)などの作 用を

持つこ とが報告 されてお り,免 疫 系に対 して も

当然何 らかの作用 を発揮 し得 るこ とが予想 され

る.こ の ような観点か ら,免 疫担当細胞に対す

る局所麻酔薬の効果 を解 明す る事を目的 として

本実験 を行 った.免 疫担当細胞 として,脾 臓 リ

ンパ球 に対する作用の解析 をin vivo及 びin

 vitro実 領 系で行い, I型 ア レルギー反応に関与

する肥満細胞に対す る作用 をin vitro実 験 系で

検討 した.ま た,細 胞膜 リン脂質二重層に対す
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図1　 局所麻酔薬の化学構造式

る影響 を検討するために,モ デル膜であるlipo

someを 用 いた実験 も併せ て行 った.

実 験材料な らびに実験 方法

1.実 験動物

脾臓 リンパ球 を用 いる実験には, 6-8週 齢

のBalb/c系 雄 性マウス(チ ャールズリバー)の

うち,体 重18-20gの 健康 な もの を選 んで使用

した.肥 満細胞を用いる実験には,体 重250-300

gのWistar系 雄 性 ラ ット(北 山 ラベス)を 用

いた.

2.被 検 薬物

本研究に際 し,用 いた局所麻酔薬は以下の も

のであ り,そ れ らの構造式は図1に 一括 して示

した.

lidocaine hydrochloride(藤 沢 薬品), pro

caine hydrochloride(Sigma), tetracaine hy

drochloride(Sigma), mepivacaine hydrochlo

ride(吉 富 製薬), dibucaine hydrochloride(帝

国化学産業).

いずれの薬物も使用直前に生理食塩 液(saline)

に溶 解 して使用 した.

3. Rosette forming cells(RFC)に 及 ぼ す 局

所 麻 酔 薬 の 影 響

RFCの 検 出 は, Kawakamiら18)の 変 法 に よ

り行 っ た. Alserver液 中 に 保 存 さ れ た ヒ ツ ジ 赤

血 球(西 日本 シ ー プ フ ァ ー ム,以 下SRBC)を

salineで3回 洗 浄(2,000rpm, 5分, 4℃)

し た 後,赤 血 球 数 が109SRBC/mlと な る よ うに

調 整 してsalineに 懸 濁 し た.こ の0.2ml(2×

108SRBC)を マ ウ ス 腹 腔 内 に1回 注 射 し て 感 作

し た.被 検 薬 物 は 投 与 液 量 を 体 重10g当 り0.1ml

に 固 定 し て 用 量 を 調 整 し,感 作 日 よ り4日 間,

 1日1回 連 続 し て 皮 下 注 射 した.対 照 群 に は

salineを 同 様 に 連 続 投 与 し た.感 作 日 よ り5日

目 の マ ウ ス をcervical dislocationに よ り 致 死

さ せ,そ の 後 す み や か に 脾 臓 を 摘 出 し,氷 冷 し

たEDTA含 有 リ ン酸 緩 衝 生 理 的塩 溶 液(137mM

 NaCl, 2.7mM KCl, 8 .1mM Na2HPO4, 1.46

mM KH2PO4, 1mM EDTA, pH 7.6; PBS

(-)-EDTA)を 含 有 す る シ ャ ー レ に 浸 漬 し て 脾

臓 をminceし た. 400meshのstailess steel

 screenを 通 過 した 細 胞 を0.04M EDTA含 有ge

latin-veronal buffer(145mM NaCl, 0.15mM

 CaCl2, 0.5mM MgCl2, 0.1% gelatin, 3.12mM

 5, 5-diethylbarbituric acid, 1.82mM sodium

 5, 5-diethylbarbiturate, 40mM EDTA, pH 7.5;

 EDTA-GVB)で3回 洗 浄(800rpm, 5分, 4

℃)し た 後, 3×108脾 細 胞/mlの 細 胞 浮 遊 液 を

作 成 し た.あ らか じめ 秤 量 し て お い た 試 験 管 に

EDTA-GVB 2mlを 注 入 し,こ れ に 脾 細 胞 浮 遊

液0.1mlを 加 え て 混 和 後, 4℃, 700rpmで5

分 間 遠 心 し,上 清 を 捨 て,氷 冷 下 に 試 験 管 を5

分 間 倒 立 させ て 水 分 を除 き,細 胞 湿 重 量 を秤 量

し た(a mg).こ れ に0.2mlのEDTA-GVBを

加 え て均 一 な 細 胞 浮 遊 液 と した 後, EDTA-GVB

に 浮 遊 させ た0.5%SRBC浮 遊 液0.5mlを 加 え

て 混 和 し, 37℃ で30分 間CO2 incubator中 でin

cubationを 行 っ た.そ の 後 氷 冷EDTA-GVB 2

mlを 加 え, 4℃ で500rpm, 5分 間 の 遠 心 後 上

清 を 除 去 し,更 に2mlの 氷 冷EDTA-GVBで

洗 浄 し, pelletを0.5mlのEDTA-GVBに 浮 遊

さ せ,こ れ を 秤 量 し た(b mg).こ の7μlを ス

ラ イ ド グ ラ ス に 載 せ, 18×18mmの カ バ ー グ ラ

ス で 覆 っ た 後,倍 率10×10倍 で 検 鏡 し,任 意 の
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50視 野 に お け るRosette数 を 計 測 し た(c).脾

細 胞 表 面 に4個 以 上 のSRBCが 付 着 し た もの を

RFCと 判 定 し,次 式 に よ り脾 細 胞107個 当 りの

RFC数 を 計 算 し た.

RFC/107 spleen cells=2×c×b/7×3.3/a

4. Hemolytic plaque forming cells(HPFC)

に 及 ぼ す 局 所 麻 酔 薬 の 影 響

局 所 麻 酔 薬 のHPFCに 対 す る 影 響 は, in vivo

及 び2種 類 のin vitro実 験 系 で 検 討 し た.

①in vivoに お け る 局 所 麻 酔 薬 の 作 用

動 物 の 感 作 及 び 被 検 薬 物 の 投 与 は,前 述 の

RFCの 場 合 と同 様 の 方 法 で 行 っ た .感 作 日 よ り

5日 目 に マ ウ ス をcervical dislocationに よ り

致 死 させ,脾 臓 を 摘 出 し てJerneのplaque as

say19)に 従 っ てHPFCを 測 定 し た .氷 冷 し た

Eagle's minimum essential medium(Eagle

 MEM,日 水 製 薬)中 で 脾 臓 をminceし, 400

meshのstainless steel screenを 通 過 し た 細 胞

をEagle MEMで3回 洗 浄(1,500rpm, 4℃,

 5分)後, 2mlのEagle MEMに 浮 遊 させ,こ

れ を 更 にEagle MEMで100倍 希 釈 し てassay

に 供 し た. 0.01% DEAE-dextran(Sigma)を

含 む1.6% Noble agar(Difco)1ml, 2倍 濃

度 のEagle MEM 1mlを 混 合 し,こ れ にSRBC

のsaline浮 遊 液(109個/ml)100μl,モ ル モ ッ

ト補 体(極 東 製 薬)20μlを 加 え た プ ラス チ ッ ク

シ ャ ー レ に 上 述 の 脾 細 胞 浮 遊 液200μlを 加 え て

急 速 に攪 拌 さ せ て 均 一 に 分 配 させ, 37℃ で3時

間CO2 incubator内 に 放 置 し,そ の 後 溶 血 斑

(plaque)を 計 数 し た.脾 細 胞 浮 遊 液 中 の 生 細 胞

数 は, dye exclusion test(0.2% trypan blue)

に よ り計 測 し,脾 細 胞106個 当 りのplaque生 成

数 を 求 め た.ま た,薬 物 のHPFC抑 制率 は 次 式

に よ り求 め た.

抑制率=
対照動物におけるHPFC数-薬 物投

/対照助物における

与動物におけるHPFC数/
HPFC数 ×100(%)

②in vitro実 験 系における局所麻酔薬の直接

作用

SRBCに よ る感作か ら5日 目のマ ウスよ り摘

出した脾臓で脾細胞浮遊液 をin vivoの 場 合 と

同様 の方法 で作 成 し, 108個/mlに な るように

Eagle MEMに 浮遊 させた.こ の2mlに 最終濃

度が0.1な い し0.02%と な るように調整 した被検

薬物溶液0.5mlを 加 え, CO2 incubator中 で37

℃, 30分 間incubationを 行 った.そ の後, 1,500

rpm, 4℃, 5分 間 の遠心分離を行って上清 を捨

て, pelletを2mlのEagle MEMに 再 浮遊 さ

せ,以 下,前 述 の方法に従 ってHPFC assayを

行 った.対 照群には,生 理 食塩液 を同 じ用量だ

け添加 した.

③in vitro HPFC産 生 能に及ぼす局所麻酔薬

の影響

操作は,す べて クリーンベ ンチ内で無菌 的に

行い,培 地,試 薬等は全てオー トクレープで滅

菌 したものを用いた.

マ ウ ス 脾 臓 を無 菌 的 に 摘 出 し, Eagle MEM

に 浸 し た24 meshのstainless steel screen上 で

脾 臓 を ス パ ー テ ル を 用 い てminceし,細 胞 を 分

離 し た.更 に21 gaugeの 注 射 針 を通 し て 細 胞 浮

遊 液 を 採 取 し, 400 meshのstainless steel

 screenを 通 して 炉 過 し た.そ の 後Eagle MEM

で1回 細 胞 を 洗 浄 し, 0.2% trypan blue液 で

非 染 色 性 の 細 胞 を計 数 し, 10%牛 胎 児 血 清(FCS,

 Flow laboratories)及 び1mM 2-mercaptoe

thanolを 含 むRPMI-1640培 地(5% CO2で

bubblingし てpH 7.4と な る よ う に 調 整 し た も

の,日 水 製 薬)に,脾 細 胞 を5×106 cells/ml

と な る よ うに 浮 遊 させ た.組 織 培 養 用24穴 マ イ

ク ロ プ レ ー ト(Falcon)の 各wellに 種 々 な 濃

度 の 薬 液50μl, SRBC浮 遊 液50μl(2×106/well

に な る よ う調 整 し た も の),脾 細 胞 浮 遊 液2ml

を加 え, 5% CO2 incubator中 で37℃ で4日 間

細 胞 を 培 養 した. 4日 後 に 各wellか ら細 胞 を集

め,リ ン酸 緩 衝 生 理 的 塩 溶 液(137mM NaCl,

 2.7mM KCl, 8.1mM Na2HPO4, 1.47mM

 NaH2PO4, pH 7.6; PBS(-)で1回 洗 浄 後,

 2mlのEagle MEMに 浮 遊 させ,生 細 胞 数 を計

測 し た 後,前 述 の 場 合 と 同 様 の 方 法 でJerneの

HPFC assayを 行 っ た19).

5. Hemagglutination(HA)に よ る抗SRBC

抗 体 価 の 測 定

マ ウ ス の 感 作 及 び 被 検 薬 物 の 投 与 は, RFC測

定 の 場 合 と 同 じ方 法 べ 行 っ た.

感 作5日 目の マ ウ ス を エ ー テ ル 麻 酔 下 に 頸 動
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脈 よ り採 血 し,血 液 を2-4時 間 室 温 放 置 後2,500

rpm, 4℃, 10分 間 の 遠 心 分 離 を行 い,抗SRBC

マ ウ ス 血 清 を得 た .

抗 体 価 の 測 定 は, TOMY精 工 製microtiter

 plateを 使 用 し て 木 村 の 方 法20)に 準 じて 行 っ た.

 microtiter plateの 各wellにdropperを 用 い て

gelatin veronal buffered saline(145mM NaCl,

 0.15mM CaCl2, 0.5mM MgCl2, 0.1% gela

tin, 3.12mM 5 .5-diethylbarbituric acid, 1.82

mM sodium 5 , 5-diethylbarbiturate, pH 7.5;

 GVB++)25μlを 入 れ,25μlのdiluterを 使 用

し て 抗 血 清 の2倍 希 釈 系 列 を作 っ た.更 に 別 の

dropperを 用 い てSRBC浮 遊 液(2×108個/ml

 in GVB++)を25μlず つ 各wellに 加 え た . mi

crotiter plateを 軽 く振 盪 して5% CO2 incu

bator中 で37℃, 1時 間 放 置 し,そ の 後HAの

陽 性,陰 性 の 判 定 を行 っ た.

6.螢 光 偏 光 解 消 法 に よ る リ ンパ 球 細 胞 膜 流 動

性 の 測 定

健康 な非感作マウスの脾臓 を摘 出し, mince

を行 いPBS(-)で 洗 浄(2,000rpm, 4℃, 5分)

後,脾 臓1個 当り2mlのPBS(-)に 浮 遊させた.

これを, 9% Ficollと33.4% Conray 400(vol/

vol, 2.4:1)の 混 液2mlを 入 れた遠心管 の上

に重層 し, 1,550rpm, 4℃, 30分 間 の密度勾配

遠心分 離を行い,リ ンパ球 を分離採取 した21).

この リンパ球 をPBS(-)で2回 洗浄 した後, 2

×107個/mlと な るよ うにPBS(-)に 浮遊 させ,

リンパ球浮遊液 とした.

リンパ球の螢光ラベルは, Shinitzky & Inber22)

の方 法 に準 じて行 った.螢 光 ラベ ル剤 であ る

1, 6-diphenyl-1, 3, 5-hexatriene(DPH)の10-3

M tetrahydrofurane溶 液 を作成し,こ れを1000

倍 量 のPBS(-)中 に 激 しく攪拌 しなが ら加 え,室

温で更に15分 間マ グネッ トスター ラーを用 いて

攪拌 を続け, 10-6M DPH dispersionを 作 成 し

た.こ のDPH 1mlに リンパ球 浮遊 液1mlを

加 え, 25℃ で1時 間放 置 して リンパ球 のラベル

化 を行い, PBS(-)で1回 洗浄 した後螢光測定に

使用 した.

螢光偏光 の測定には, Hitachi 650-10S螢 光

分光光度計 及びPolacot社 製 偏光 ブ イルターを

使用 した.励 起 波長は358nm,螢 光 波長 は427

nm,で 測定 した.偏 光励起光に対 して平行方向

に偏光 した螢光の強度(I//)と,垂 直方向に偏

光 した螢光 の強度(I⊥)と を測定記録 した.測

定の際には,恒 温水循環装置 を用 いて螢光セル

の温度 を37℃ に保 った.

上 記の測定に よ り求め たI//及 びI⊥ の値 よ

り,螢 光偏光度Pは 次式に よ り算出 した.

(1)

また,偏 光の異方性rは 次式 によ り求め られる.

(2)

Jahnig23)に よれば,定 常状能における螢光の異

方性rsは 次の ように表わ し得 る.

(3)

ここにroは 回転緩和のない条件での異方性 の値

であ り, r∞はt∞におけ る異方性(limiting ani

sotropy)で あ る。 また, τは螢光 の寿命であ り,

 φはDPH分 子 の回転相関時間 であ る. ro, τ,

φはDPH分 子 に固有の値で,脂 質二重層の中で

はro=0.3924). τ/φ=823)と い う値が報告 され

てい る.従 って,こ れ らの値 を代 入す ると式(3)

は

r•‡=9/8rs-0.04875•c•c•c•c•c•c•c•c•c(4)

となる.一 方, order parameterは ラベル分子

の回転軸 に対 してその主軸 が どれ だけ傾 いてい

るか を表 わすパラ メー タで,回 転軸 と主軸 のな

す角 度をQと す ると,

S=1/2(3cos2Q-1)•c•c•c•c•c•c•c•c•c(5)

で表わされる.回 転軸 と主軸が一致 した状態 で

はS=1と な り,完 全 に等方 的 な状態 では,

 cos2Q=1/3で あ るか らS=0と な る.と ころで

このSは, r∞ との間に次の関係が成立す る23)

r•‡=ro•ES2•c•c•c•c•c•c•c•c•c(6)

従 って,式(6)と 式(4)よ り,定 常状態における螢

光偏光値 を測定す ることに より,次 式か ら流動

性の逆数25)で あ るorder parameterが 求め られ

る26,27).

S=•ã1/0.39(9/8rs-0.04875)•c•c•c•c•c•c•c•c•c(7)

7. liposomeの 膜 流動性に及ぼす局所麻酔薬の

効果

dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC,
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Sigma)1mgにDPH 10-6M dispersion 1ml

を加 え, DPPCの 相 転移温度(41.6℃)を 越え

る温度(45℃)で20分 間, TOMY精 工 製超音

波発生装置(UR-2000P)で 超 音波処理 を行った

後, 5,000×g, 20分 間の遠心分離によ り凝集塊

を除 き, DPH labeled sonicated liposome su

spensionを 作 成 した.こ れに種々な濃度の局所

麻酔薬1mlを 加 え,更 に45℃ で10分 間超音波処

理 を行 った.こ の ように して得たliposomeの

order parameterの 温度 による変動 を恒温水循

環装 置を付け た螢光分光光度計 を用いて,前 述

の場合 と同様に螢光偏光解消法に よ り求めた.

螢光 セル中のliposome suspensionの 温度はサ

ー ミス タ温度計(Takara Digimulti D611)を

用 いて記録 した27).

8.ラ ッ ト腹腔肥満細胞か らのヒスタミン遊離

にお よぼす 局所麻酔薬の影響

ラ ッ トを断頭 し,出 血 致死 させ,腹 腔 内に

HEPES緩 衝 生理的塩溶液(NaCl 154mM, KCl

 2.7mM, CaCl2 0.9mM, glucose 5.6mM,

 HEPES 5mM, pH 7.4; PS)10mlを 注 入 し,

腹 壁 を90秒 間 おだやかにマ ッサー ジした.そ の

後,腹 部正 中線 に小切開 を加 えて腹腔液を回収

し, 4℃, 5分 間, 100×gの 遠心分離 を行 った.

 pelletを 氷 冷 したPSで2回 洗浄(100×g, 5

分 間, 4℃)し た後,氷 冷 したPS 0.5mlに 細

胞 を再浮遊 させ た.そ の後, percoll密 度 勾配

遠心法28)に よ り肥満細胞 を分離採取 し,分 離肥

満細胞 をPSで2回 洗浄 した後実験に供 した.

あ らか じめ37℃ に保 ったPSに 肥満細胞浮遊

液50μlを 加 え, 5分 間のpreincubationを 行 い,

 PSに 溶 解 した種々な濃度の被検薬物0.1mlを

加 えて37℃ で15分 間incubationを 行 った.そ の

後,最 終濃度が0.5μg/mlと な るようPSに 溶

解 したcompound 48/80(48/80)を0.1ml加

え,更 に37℃ で12分 間 のincubationを 行 った.

試 験管 を氷冷 して反応 を停 止させ, 400×g, 10

分 間4℃ で遠心分離 を行い,上 清 と沈査に分離 し

た.上 清1mlを 分 取 し, 0.2N HCl 1mlを 加

えて検体 とし,残 りの上 清はdecantし た.沈 査

に0.1N HCl 4mlを 加 え,沈 査 中に残存するヒ

ス タ ミン を遊離 させ, 700×g, 4℃ で10分 間遠

心分 離 し,上 清2mlを 分 取 して検体 とした.

ヒ ス タ ミン 遊 離 反 応 後 の 上 清 及 び 沈 査 に 含 ま

れ る ヒ ス タ ミ ン 量 はShoreら29)の 変 法 に よ っ て

螢 光 定 量 し た.即 ち,検 体2mlにn-butanol 

2.5ml, 5N NaOH 0.25mlと 過 飽 和 量 のNaCl

を加 え, 10分 間 振 と う し, 2,000rpmで10分 間

遠 心 分 離 を 行 い, butanol層2mlを 採 取 し,

 NaClで 飽 和 し た0.1N NaOH 2mlを 加 え10分

間 振 と う後, 2,000rpmで10分 間 遠 心 分 離 を 行

っ た.そ の 後butanol層1.5mlを 分 取 し, 0.1N

 HClを2.5ml加 え, 10分 間 振 と う し, 2,000rpm

で10分 間 遠 心 分 離 後, butanol層 を 吸 引 除 去 し,

 HCl層 の2mlを 検 体 とし た.こ れ に2N NaOH

 0.2ml及 び1% O-phthalaldehydeのmethanol

溶 液0.1mlを 加 え,室 温 で4分 間 反 応 さ せ た 後,

 2M citrate 0.2mlを 加 え 反 応 を停 止 させ た.

こ れ を 螢 光 分 光 光 度 計(Hitachi 650-10S)を 用

い て 励 起 波 長360nm,螢 光 波 長450nmで ヒ ス タ

ミ ン の 定 量 を行 っ た.

ヒスタ ミン遊離率は次式に従 って算 出した.

ヒス タミン遊離率=
上 清 中ヒス タ

/上清 中ヒス タミン量+

ミン量/
残存ヒス タミン量×100

9.肥 満 細胞のc-AMP含 量 に及ぼす局所麻酔

薬の影響

ラッ ト腹腔 より前述の方法に従 って採取 した

腹腔細胞 をPSに 浮遊 させ た後, percoll不 連続

密度 勾配遠心法28)に よ り95%以 上 の純度で肥満

細胞を分離 した.肥 満細胞 をtoluidine blueで

染 色 して細胞数 を計測 した. 37℃ に 保った800μl

のPSに,種 々な濃度の被検薬液100μlを 加 え

た後, 100μlの 肥満 細胞浮遊液 を加 え, 37℃ で

30分 間incubationを 行 った.氷 冷 したPS 1ml

の 添加 とtubeの 急速冷却により反応 を停止させ,

 4℃, 10分 間 の遠心分離(1,300rpm)に よ り肥

満細胞を分離 し,上 清 を捨 てた後, 5mM HE

 PES buffer(pH 7.4)2mlを 加 え,低 張条件

下で凍結融解 を3回 反復 して細胞 を崩壊 させ た

後, 5% TCA液1mlを 加 え除蛋 白した.添 加

したTCAは,水 飽和 エーテルで4回 抽出を繰

返すこ とにより除去 した.そ の後凍結乾燥 した

もの を試料 として用 いた.試 料 は0.3M imida
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表1　 局所麻酔薬のRFCに 及ぼす 影響

各 群n=36, *: P<0.05, **: P<0.01

表2　 in vivo HPFCに 及ぼす局所麻酔薬の影響

各 群n=36, *: P<0-05, **: P<0.01

zole buffer(pH 6.5)0.1mlで 完 全 に 溶 解 させ

た 後, Yamasa radioimunoassay kitに よ り試

料 中 のc-AMP量 を 測 定 し た.

10.局 所 麻 酔 薬 の 臨 界 ミセ ル 濃 度(CMC)の 測

定

PSに 溶 解 し た 種 々 な 濃 度 の 局 所 麻 酔 薬1.95

mlに200μMの1-anillino-8-naphthalene sulfo

nate(ANS)50μlを 加 えvoltexに よ る攪 拌 の

後, ANSの 螢 光 強 度 を励 起 波 長375nm,螢 光 波

長485nmで 測 定 した27).局 所 麻 酔 薬 の 濃 度 上 昇

によ り,媒 液 中に ミセ ルが形 成され るとANS

は,そ の疎水環境 中で螢光 を発す る様になる.

 ANS螢 光 の立 ち上 る濃度 をもって臨 界 ミセル濃

度 とした27).

実 験 結 果

1. RFCに 及ぼす局所麻酔薬の影響

SRBC感 昨 日より4日 間連続 して局所麻酔薬

を1日1回 皮下注射 し, 5日 目に採取 した脾細

胞107個 当 りのRFC数 を表1に 示 した. saline
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表3　 in vitro実 験 系におけるHPFCに 及 ぼす局所麻酔薬

の直接作用

各 群n=36, *: P<0.05, **: P<0.01

表4　 in vitro HPFC産 生 能 に 及 ぼす 局 所 麻 酔 薬 の 影 響

(% change of HPFC/106 spleen cells)

各 群n=6, *: P<0.05, **: P<0.01

を投与 した対 照群 におけ るRFC数 は762.5±

46.8/107脾 細 胞であった. procaine, lidocaine,

 mepivacaine, tetracaine投 与 群では,用 量依存

性のRFC数 の 減少がみられ, 5mg/kgの 投 与

ではprocaine, mepivacaine, tetracaineは い

ずれ も有意な抑 制 を示 した.ま た, lidocaineの

10mg/kg投 与群 で, RFCは 有意 に抑制 された.

 dibucaineの み が1mg/kgの 投 与に よりRFC

の軽 度な増強傾向 を示 したが,差 は有意ではな

く, 5mg/kgの 投 与 量では逆に抑制傾向を示す

ようにな り, 10mg/kgで は有意な抑制が観察さ

れた.

2. HPFCに 及 ぼす局所麻 酔薬の影響

①in vivo実 験

動物 をSRBCで 感 作 し,感 作 日よ り1日1回

皮下注射に よ り局所麻酔薬 を投与 して, 5日 目

に採取 した脾細胞106個 当 りのHPFC数 を表2

に示した. saline投 与 の対照群 におけるHPFC

数 は,脾 細胞106個 当 り553.8±32.2で あ った.

 procaine, lidocaine, tetracaine, dibucaineは

いずれも1mg/kg及 び5mg/kgの 投 与に より

用量依存性の有意 なPFC抑 制 を示 した. 1mg/

kgの 用 量におけ るPFCの 抑制率 で比較す ると,

抑制効果はtetracaine>dibucaine>procaine

>lidocaineの 順 であ った.し か し, mepivaca

ineの み がHPFCに 対 して用量依存的 な促進作

用 を示 した.

②in vitro実 験 系におけ る局 所麻酔薬の直接

作用

SRBC感 作 日より5日 目に採取 したマ ウス脾
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図2　 tetracaine添 加 後 のorder parameterの

経 時 変 化(pH 7.4, 37℃). ○-〇

 tetracaine含 量 比0.1%, □-□ tetra

caine含 量 比0.01%, ** P<0.01

図3　 mepivacaine添 加 後 のorder parameter

の 経 時 変 化(pH 7.4, 37℃). ○-○

 mepivacaine含 量 比2%, ▲-▲ me

pivacaine含 量 比1%, □-□ mepi

vacaine含 量 比0.5%, ** P<0.01

細 胞 に 種 々 な 局 所 麻 酔 薬 を37℃, 30分 間 作 用 さ

せ た 際 の 脾 細 胞106個 当 りのHPFC数 を表3に

示 し た.対 照 群 のHPFC数 は, 483.2±19.7個/

106脾 細 胞 で あ っ た が, procaine, lidocaine,

 tetracaine, dibucaineは い ず れ も用 量 依 存 的 に

PFC数 を有 意 に 抑 制 した.そ の 作 用 強 度 を0.02

%の 薬 物 濃 度 で 比 較 す る と, dibucaine>tetra

caine>lidocaine>procaineの 順 べ あ っ た.一

方, mepivacaineはin vivoの 実 験 と 同 様 に

HPFC数 を増加 させ る傾 向があ った.

③in vitro HPFC産 生 能に及ぼす局所麻酔薬

の影響

マ ウス脾細胞を局所麻酔薬の存在下 で4日 間

SRBCと 共 に培養 し,抗SRBC抗 体 の産生に対

する局所麻酔薬の影響 をHPFC assayを 指 標 と

して検討 した結果 を表4に 示 した.局 所麻酔薬

を作用させ ない対照群のHPFC数 は, 428.8±

54.3/106 spleen cellsで あ った.感 作期間中培

養液中に添加 された局所麻酔薬は,い ず れ も比

較的低濃度 においてHPFC数 を増加 させた.最

大増強濃度はprocaine, tetracaine, mepivaca

ineで10-5M, lidocaineで は5×10-5Mで あ

った. trypan blue非 染 色性の生細胞数 を測 定

して細胞の生存率についても検討 した際,対 照

群 では実験終 了時に培養開始時に添加 した全細

胞の64%が 生 存 していた. procaine, lidocaine,

 mepivacaine添 加 群では,培 養 液中に添加 して

全ての濃度において対照群 の生存率 と全 く差が

なかった.し か し, tetracaine添 加 群 では, 10-5

M以 下 の濃度では生存率は対照群 と差 がなか っ

たが, 5×10-5M以 上 では 生 存率 が減 少 した

(50.2%).ま た, dibucaine添 加 群 も,同 様 に

10-5M以 下 の濃度 では生存率 に影響はみ られな

か ったが, 5×10-5Mで は 対照群 の約1/4に 減 少

し, 10-4Mで は4%し か 生存 していなか った.

 HPFC抑 制 作用は高濃度においてのみ観察され,

 lidocaineで は10-4Mで56.0%, tetracaineで は

10-4Mで3.2%, dibucaineで は5×10-5Mで

control群 の3%ま で減少 した.

3. HAに 及 ぼす局所麻酔薬の影響

感作 日より5日 目に採血したマ ウスの抗SRBC

血 清 は, HA assayに お いて25倍 希釈 まで陽性

を示 した(n=36).今 回用 いたprocaine, lido

caine, mepivacaine, tetracaine, dibucaineで

は いずれ も1mg/kg, 5mg/kgの 用 量 では抗

SRBCマ ウ ス血清のSRBC凝 集価に対 して何 ら

影響 を及ぼさなかった.

4.リ ンパ球膜流動性に及ぼす局所麻酔薬の影響

リンパ球細胞膜の流動性 は,流 動性の逆数 で

あるorder parameterで 示 した.対 照群 細胞の

order parameter値 は, 0.500±0.004で あ った.

 order parameterは 局 所麻酔薬の添加後すみや
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図4　 dipalmitoylphosphatidylcholine(DPPC)で 作 成 したlipo

someのorder parameter温 度 依 存性 に 及 ぼ すtetracaineの

影 響. tetracaineを 種 々 な 含 量 比 で 添加 した 場 合, DPPC液

晶 のorder parameterはtetracaine含 量の 増 加 に依 存 して増

大 した. liposome中 のtetracaine含 量 比: ●－ ● 0,

 ▲-▲ 0.01%, ■-■ 0.025%, △-△ 0.05%,

 □-□ 0.1%.

か に 変 化 し, 5分 以 内 に ほ ぼ 一 定 値 を示 した.

 tetracaine及 びmepivacaine添 加 時 の 経 時 変 化

を そ れ ぞ れ 図2,図3に 示 し た. tetracaineの

場 合, 0.01%の 添 加 でorder parameterは1分

以 内 に0.575ま で 上 昇 し,そ の 後 ほ ぼ 一 定 値 を保

っ た. order parameter上 昇 効 果 は0.1%の 添

加 時 更 に 著 明 で,濃 度 依 存 的 で あ っ た.同 様 の

傾 向 はlidocaine, procaineの 場 合 に もみ られ た

が,同 じ効 果 を得 る の にlidocaineで は 約10倍

の 濃 度 を必 要 と し た.ま た, procaineで も,軽

度 なorder parameteterの 上 昇 が み ら れ た が,

差 は 有 意 で は な か っ た.一 方, mepivacaineの

場 合 に は 濃 度 依 存 的 なorder parameterの 低 下

が 観 察 さ れ, 0.5%で5分 後 に は0.470±0.006と

な っ た.な お, dibucaineは そ れ 自 身 が 波 長372

nmの 励 起 に よ り非 常 に 強 い 螢 光(432nm)を 出

す た め にorder parameterは 測 定 で き なか っ た.

5. DPPC liposomeのorder parameterに お

け る 温 度 依 存 性 に 及 ぼ す 局 所 麻 酔 薬 の 影 響

order parameterは リ ン 脂 質(DPPC)の 脂

脂酸側鎖 の分子運動 を表現するparameterで も

あると考 えられてお り,温 度依存性が強 く,リ

ン脂質のgel状 態 か ら液晶状態への相転移に伴

い,そ の値が急激な変動 を示す ことが知 られて

いる23).図4,図5は それぞれtetracaine, me

pivacaineを 処 理 したDPPC liposomeのorder

 parameterの 温度依存性 を示 している. DPPC

単 独 の場合(対 照),相 転 移温度以下 のgel状 態

ではorder parameterは 非 常に高 く, 0.7-0.8

の値 を示 したが,温 度上昇 とともに緩やか に低

下 した.相 転移温度の付近(41℃)でorder pa

rameterは 急 激に低下 し, 43℃ 付 近か らは再 び

温度上昇に伴 って除々に低下 した.一 方, tet

racaine処 理 したliposomeは, 0.01% tetra

caineの 存 在ですでにgel状 態 でのorder para

meterは 対 照に比較 して低 くな り,逆 に液晶状

態でorder parameterは 大 きい値 を示 した.こ

の効果は, tetracaineの 濃度に明 らか に依存 し

た.ま た, gel状 態 か ら液晶状態への相転移に伴

いorder pbrameterの 変 化 も,よ り低 温度か ら
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図5　 dipalmitoylphosphatidylcholine(DPPC)で 作 成 したlipo

someのorder parameter温 度 依 存 性 に 及 ぼ すmepivacaine

の 影 響. mepivacaineを 種 々 な含 量 比 で添 加 した場 合, DPPC

液 晶 のorder parameterはmepivacaine含 量 の増 加 に依 存 し

て 増 大 した. liposome中 のmepivacaine含 量 比: ●-●

 0, ▲-▲ 1%, ■--■ 2%.

図6　 compound 48/80に よ る ヒ ス タ ミン遊

離 に 対 す るprocaineの 抑 制効 果 につ い

て. ○-○procaine単 独 作 用 時 の ヒ

ス タ ミン遊 離率. ●-● procaine前

処 置 後48/80(0.5μg/ml)を 添加 した

時 の ヒス タ ミン遊 離率. **P<0.01,

 n=8

ゆ るやか に減少 した. lidocaineやprocaine処

理 したliposomeで も同様の変化が観察 された

が,同 じorder parameter値 の変動にはよ り高

濃度 を必要 とした. mepivacaineは 相 転移 温度

を低下させ る傾向を示 したが, order parameter

図7　 compound 48/80に よ る ヒ ス タ ミン遊

離 に対 す るlidocaineの 抑制 効果 に つ い

て, ○-○lidocaine単 独 作 用 時 の

ヒ ス タ ミン遊 離 率. ●-● lido

caine前 処 置 後48/80(0.5μg/ml)を

添 加 した時 の ヒ ス タ ミン遊 離 率.
**P<0

.01, n=8

の変動に対 してはtetracaineの 場 合 と異な り,

 gel状 態 でのorder parameterの 上 昇 と液晶状

態 での低下 とい うtetracaineと は正 反対の効果
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図8　 compound 48/80に よ る ヒス タ ミ ン遊

離 に対 す るmepivacaineの 抑 制効 果 に

つい て. ○--○ mepivacaine単 独 作

用 時 の ヒス タ ミン遊 離率. ●--●

 mepivacaine前 処 置 後48/80(0 .5μg/

ml)を 添 加 した 時 の ヒス タ ミン遊 離率.
 *p<0
.05, n=8

図9　 compound 48/80に よ る ヒス タ ミン遊

離 に対 す るtetracaineの 抑 制 効 果 につ

い て. ○--○ tetracaine単 独 作用時

の ヒス タ ミン遊 離率. ●--● tetra

caine前 処 置 後48/80(0.5μg/ml)を

添 加 した時 の ヒス タ ミン遊 離率.
**p<0 .01, n=8

が観 察された(図5).

6.ラ ッ ト腹腔肥満細胞か らの ヒス タ ミン遊離

に対す る局所麻酔薬の効果

I型 ア レルギー反応における重要 なchemical

 mediatorで あ るヒス タミンの遊離モデルとして,

 48/80に よるラット腹腔肥満細胞か らの ヒス タミ

ン遊離実験が しば しば用い られている.本 実験

にお いて も48/80に よるラット単離肥満細胞か ら

図10　 compound 48/80に よ る ヒス タ ミン遊

離 に 対 す るdibucaineの 抑 制 効 果 に つ

い て . ○--○ dibucaine単 独 作 用 時

の ヒス タ ミン遊 離率. ●--● dibu

caine前 処 置 後48/80(0.5μg/ml)を

添加 した 時 の ヒス タ ミン遊 離率.
**P<0

.01, *P<0.05, n=8

の ヒスタ ミン遊離に及ぼす局所麻酔薬 の影響に

ついて検討 した.

procaineは10-3M以 上 の濃度で抑制する傾向

を示 し, 3×10-2Mで はほぼ完全に48/80に よ る

ヒスタ ミン遊離 を抑制 した(図6). lidocaine

は10-3M以 上 の濃度 でヒスタ ミン遊離 を抑制す

る傾向があ り, 10-2Mで は有意に これ を抑制 し

た(図7).類 以 の効果はmepivacaineで も観

察 された(図8).一 方, tetracaineは3×10-4

Mか ら10-3Mで は 濃度依存的に ヒスタ ミン遊離

を抑制 したが, 3×10-3Mで はtetracaine単 独

でヒスタミン遊離 を惹起 し,肥 満細胞 中に存在

す るヒス タミンの95%が 遊 離 された(図9).こ

れ と同様 の傾向がdibucaineの 場 合 に も観察 さ

れ, 10-4Mま で はヒスタ ミン遊離 を抑制す る傾

向を示 したが, 3×10-4M以 上 の濃度では単独で

ヒスタ ミン遊離を惹起 した(図10).

7.肥 満 細 胞 内c-AMP量 に 及 ぼ す 局 所 麻 酔 薬

の 影 響

正 常 肥 満 細 胞 のc-AMP含 量 は0.68±0.07

pmole/106cellsで あ った. lidocaine, procaine,

 mepivacaineで は, 10-2Mま で 肥 満 細 胞 内c-

AMP量 に 対 し て 有 意 な 変 化 を 及 ぼ さ な か っ た .

 tetracaineは10-3Mま で は ほ と ん どc-AMP量
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図11　 ラ ッ ト腹 腔 肥満 細 胞 のc-AMP含 量

に 影 響 しな か った が, 10-2Mのtetracaineは 著

明 に 細 胞 内c-AMP量 を 減 少 さ せ た(図11).

8.局 所 麻 酔 薬 のCMCの 測 定

ANSの 螢 光 測 定 よ り求 め た 局 所 麻 酔 薬 のCMC

はprocaine, lidocaine, mepivacaineで は5×

10-2M以 上 と な っ た が, tetracaineで は2×10-3

Mと な っ た .な お, dibucaineは そ れ 自 身 が 螢

光 を 持 つ た め,こ の 測 定 は 不 可 能 で あ っ た.

考 察

本研究 において明 らかにされた如 く,検 討 さ

れた局所麻酔薬はすべてマウスにおける抗SRBC

血 清 の凝集抗体 の力価に対 しては,何 ら影響 を

及ぼ さなかった.赤 血球凝集 反応は,抗 血清中

のIgM抗 体 が主 として関与する免疫反応であり,

 IgMは 抗 原感作の初期 に出現す るが,血 中か

らの消失 もまた速やかにおこることが知 られて

いる. HAの 実 験は,血 清の倍数希釈 系列 を作

るこ とに よ り行 われるため, HA titerの 変 化は

凝集力価が2倍 以上変動 しなければ認識 しない

こ とにな る.従 って, HAに よ る抗体価の測定

感度 自身が 高 くて も,抗 体価 の測定が不連続的

に行われ るこ と,お よび結果 の判 定 もall or

 noneに 行 われるため, gradeな 変 化は検出でき

ない.こ の こ とが, RFCやHPFCで 検 出 され

た薬物 の抑制効果 を明 らか に し得なか った主な

原因 と考 えられ る.

局 所麻酔薬はSRBCに 感 作 されたマウス脾臓

細胞のRosette形 成 に対 して抑制的に作用 した.

 Rosette testは,粒 子状抗 原が抗体産生細 胞表

面に付着 してRosetteが 形成 され る反応である.

 RFCの 細 胞膜表面 には抗体 ない し抗体様構造の

抗原認識receptorが 存 在 し,そ のreceptorを

介 してSRBCと のcell bindingが 行 われ る.

 RFCは 抗 原特異的に反応す るが,抗 原認識 を行

う細胞はRosette formationに 関 与す ると考え

られ, B cell, pre B cell, helper T cellがRFC

と して認め られ る. Rosette形 成 に はmicro

filamentが 関 与す るこ とがcytochalasin Bを

用 いた実験 より明 らか とな っている30,31).一 方,

局所麻酔薬はmicrofilament及 びmicrotubule

系に 作用 して このrearrengementを 抑制する事

が知 られてい る10,32).従 っ て,局 所麻酔薬に よ

るRFCの 抑制効果にはmicrofilamentに 対 す

る抑制作用 も関与 して いた もの と理解す る事 が

できる.ま た,本 実験で局所麻酔薬が リンパ球

の膜流動性 を低下させ ることが明らか とな った.

この事 もRosette形 成 に対 して抑制的 に作用 し

た機序の1つ にな りうるもの と考え られる.

HPFC反 応は抗体産生細 胞周辺に存在す る抗

原であるSRBCが,抗 体産生細胞よ り産生 され

る液性抗体 と培地 中の補体に よ り溶血 され,そ

の結果抗体産生細胞の 周辺 にhemolytic plaque

が 形成される現象である.本 研究で用いたassay
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系では, IgM及 びIgGの 抗 体産 生を観察 してい

る.局 所麻酔薬 を動物に感作 日よ り連続投与 し

た5日 目におけ るHPFC数 は,対 照群 より有意

な減少 を示 した.こ の所見は,局 所麻酔薬によ

る抗体産生能 の低下 を意味する. HAで は検 出

され なか った程度 の抗体産生の低下がHPFC

では 認め られた と解釈で きる.局 所麻酔薬はin

 vitro実 験 系 で,リ ンパ球 のblast transforma

tion抑 制33,34),核 酸 取 り込みや増殖抑制16,17)な

どの作用 を持つことが知 られてい る. SRBC感

作 後 の局所麻酔薬の投与は,抗SRBC抗 体 産生

細胞への細胞の分化 と増殖に抑制的に作用 した

もの と考 える事 がで きる.前 述のRFCの 抑 制

に もこの ような機構 が原因の一つ として想定 で

きる.し か し,こ の ような リンパ球の分化増殖

抑制機構 に対す る抑制作用 の他に,細 胞膜脂質

二重層の流動性低下 もHPFCの 減少に寄与 して

い るもの と考 えられる.

in vitroの 系 で局所麻酔薬のHPFCに 及ぼす

直接作用 を調べた実験 でも,局 所麻酔薬は抑制

的に作用す る事が明 らか となった.こ の場合,

局所麻酔薬は当然,感 作 脾細胞の細胞膜のorder

 parameterを 上 昇 させ,膜 流動性 を低下 させ る

効果,即 ち膜安 定化効果 を発揮 した もの と考 え

られる.従 って,抗 体産生細胞か らの抗体の放

出に対 しても抑制 的に作用 した ものと解釈 でき

る.

細 胞培養系で感作 と同時に局所麻酔薬を添加

して脾細胞 を培養 した場合, HPFCは 低 濃度の

局所麻酔薬に より増加 し,高 濃度 で減少す る傾

向 を示 した.低 濃度 の局所麻酔薬存在下 ではT

 cellの 感 受性が上昇 し, cappingは 阻害 される

ものの,む しろpatchingは 促 進されると報告さ

れている35).従 っ て,低 濃度の局所酔薬は この

系においてはT cell,特 にhelper T cellの 感

受性 を上昇 させ て, B cellか らの抗体産生に対

して促進的に作 用 したと考え ることができる.

一 方
,高 濃度の局所麻酔薬共存下では, HPFC

は抑 制 されたが,こ れはin vivoで み られた場

合 と同様に,局 所麻酔薬が細胞膜 リン脂質二重

層の流動性 を低下 させて,細 胞の反応性 を低下

させ たことに よる もの と考 られる. in vivo実

験 系では低用量時のHPFC促 進効果は全く観察

されなか った.こ れは,低 用量の局所麻酔薬は

in vivoで は速やかに代謝分解を受けてしまい,

脾細胞に作用 を及ぼすに至 らなか ったため であ

る ものと推定 される.

た だし, mepivacaineの み はHPFC assay

系 では全て促進的な効果 を示 した. mepivacaine

は リンパ球の膜流動性 を上昇させ てお り,こ の

点で他の局所麻酔薬 と膜作用 を異にしている.

 T cellに 対 す る感受性の上昇作用はmepivaca

ineも あ るもの と考えられるが,そ れを抑制 して

しまうだけの膜安 定化効果がないために,む し

ろ促進的な作用が強調 され, HPFC上 昇 とい う

結果 を得 たもの と考 えられる.

一般 に局所麻酔薬は細胞膜脂質二重層に作用

し,こ れを安 定化 す ると言 われている1).そ の

作用は膜拡大 を惹起 し,膜 流動性 を上昇 させ る

もの とされて きたが36),本 研 究で明らか となっ

たように,膜 流動性の上昇はgel状 態 の膜 に起

こ り,細 胞膜や相転移温度以上の温度におけ る

DPPC liposomeの ような液晶状態の膜に対 して

は,膜 流動性 を低下させ た.こ れまで指摘 され

て きた膜流動性の上昇 という現象は, DPPCの

よ うな直鎖飽和脂肪酸側鎖 を持 った単一 の分子

種か ち成 るliposomeの 相転移温度 を局所麻酔薬

が低下 させ るこ とや, gel状 態 の流動性を低下さ

せ るもの として理解 されて きた36,37).し か し,

相転移温度の低下がただちに膜流動性 の上昇で

あ ると理解 できず,む しろ,液 晶状態の膜の流

動性 を低下 させ ると理解 した方が 自然である.

同様の作用は肥満細 胞か らの ヒスタ ミン遊離 を

膜安定化効果に よって抑制する抗ア レルギー薬

につ いて報告 されている27,38).

この ような観点か ら,肥 満細胞か らの ヒスタ

ミン遊離に対す る局所麻酔薬の作用についても

検 討 を行 っ たが,図11に 示 した如 く,細 胞内

c-AMP含 量 に何 ら変化を与えなかったにもかか

わらず ヒスタ ミン遊離 を抑制 した.局 所麻酔薬

は,細 胞膜表面のCa2+結 合 部位にCa2+と 置換

して結合す るとい う機構 も知 られてお り7,8),こ

れが細胞内Ca2+流 入 の抑制につながることも考

え られる.し か し,こ の機構 も結果的には膜の

安定化 を惹起す るので,局 所麻酔薬の ヒス タミ

ン遊離の抑制には,リ ン脂質二重層に対す る安
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定化機構が作働 している事は間違 いないもの と

考 え られ る.

な お,高 濃度のtetracaineを 作 用 させた際に,

細 胞内c-AMP量 の 減少 と, tetracaine自 身 に

よる ヒス タミン遊離がみ られたが,こ れ らの作

用 を示 す濃度はtetracaineのCMCを 超 えた部

分である事 が判 明 した.従 って,高 濃度のte

tracaineは 細 胞膜内で ミセル を形成 し,そ の結

果detergent効 果 が発現する もの と思われる.

局 所麻酔薬の免疫担 当細胞に対 する抑制作用

は,局 所麻酔薬 を大量に用 いるよ うな処置 を行

う際 には,患 者の免疫機能 に及ぼす影響につい

ても考慮す る必要がある事 を示唆 している.生

体内での局所麻酔薬の代謝分解は比較的速やか

ではあるが39),類 似 した膜安定化効果 を有する

吸入麻酔 薬においても,抗 体産生能低下の報告

があ り40,41),局 所 麻酔薬においても同様な現象

が発現す る可能性 についての配慮は必要 であ る

と思われ る.

結 語

局所麻酔薬の免疫反応に対す る作用 を検討す

るために, in vivo及 びin vitroの 系 でマ ウ ス

脾臓細胞に対す る影響 を観察 した.

1)in vivoの 系 において局 所麻酔 薬はhe

magglutinationは 抑 制 しなか ったが, Rosette

 forming cells(RFC)及 びhemolytic plaque

 forming cells(HPFC)に 対 し抑制 的な効果 を

発揮 した.

2)in vitroの 系 で局所麻 酔薬 を直接作用 さ

せ た場合 も,同 様にHPFCを 抑制 した.

3)局 所 麻薬存在下 でSRBC感 作 を行った脾

細胞の培 養実 験 では,低 濃度 の局 所麻 酔薬 は

HPFCを 促 進 し,高 濃度 では抑制 した.

4)こ れ らの効 果 を解析す る目的で,螢 光偏

光解消法による膜流動性の測定 を行 った ところ,

局所麻酔薬は リンパ球 の細胞膜や,液 晶状態の

モデル膜の膜流動性 を低下 させ,膜 安 定化効果

を示す ことが判明 した.

5)類 似 の膜作用は,ラ ット腹腔 より単離 し

た肥満細胞の場合に も観察 され,局 所麻酔薬は

compound 48/80に よる ヒスタ ミン遊 離に対 し

て も抑制的に作用 した.
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Influence of local anesthetics on immune responses
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The influence of certain local anesthetics (LA) on immune responses was investigated 
in in vivo and in vitro systems. Since the stabilization of the cell membrane may play 

some role in the local anesthetic action of LA, the effect of LA on the cell membrane was 

also studied by measuring the fluidity of the membranes of lymphocytes and liposomes by 
steady-state fluorescence anisotropy.

Male babl/c mice were immunized with sheep red blood cells (SRBC), and LA was 

injected subcutaneously once a day for 5 consecutive days Thereafter, mice were killed by 

cervical dislocation, and spleen cells were isolated. LA significantly inhibited rosette 

forming cells and hemolytic plaque forming cells (HPFC). When sensitized-mouse spleen 
cells were treated with LA in vitro, significant inhibition of HPFC was observed. In 
another experiment, non-sensitized spleen cells were isolated from the mouse spleen and 
immunized with SRBC in the presence or absence of LA in a tissue culture plate for 4 days. 

Higher concentrations of LA inhibited the production of HPFC, but lower concentrations 

of LA increased the number of HPFC. LA decreased the fluidity of the plasma membrane 
of purified mice lymphocytes and the liquid crystalline, state of liposomes made with dipalmi

toylphosphatidylcholine. LA suppressed the histamine release from isolated rat mast cells 
due to compound 48/80 without affecting the content of c-AMP in mast cells. Inhibitory 

effects of LA on the responses elicited in lymphocytes and mast cells were considered to be 
bue to the membrane stabilizing effect.


