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研究成果の概要（和文）：他の遺伝子発現を調整する機能を持つmicroRNA (miRNA)が全身麻酔の種類に伴って如
何に発現し、あるいは影響されるかを全身重要臓器において測定比較し、従来測定してきた全身麻酔に伴う体内
遺伝子発現ならびにタンパク発現変動や代謝産物変動とどう関連するか、また、種々の臓器障害時における麻酔
薬の種類による相違を分子生物学的に検討した。脳発達期における麻酔薬曝露、全身性炎症反応、臓器虚血再潅
流等の状態における検討、血液と筋組織内miRNA変動の関連付けから、全身麻酔の機序解明におけるmiRNA発現変
動ならびに臓器障害時における全身麻酔薬のmiRNA発現変動に及ぼす影響の基本的データを示した。

研究成果の概要（英文）：The effects of general anesthetics themselves and the effects of general 
anesthetics at various disease states on the changes of internal gene expression, especially 
microRNA (miRNA) expression were evaluated. How these effects are related to gene expression 
(messenger RNA: mRNA), protein expression and metabolites affected by general anesthesia were also 
evaluated. The results obtained from examinations of several conditions such as anesthetic exposure 
on newborn rats, ischemia-reperfusion injury, systemic inflammatory response syndrome, provided the 
basic data of miRNA expression for the mechanism elucidation of the general anesthesia.

研究分野： 麻酔科学
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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 
 
全身麻酔は半世紀以上にわたって使用さ

れているが、その安全性の確認は臨床的予後
や使用経験に基づいたものが主体であり、分
子生物学的検討が行われることは少なかっ
た。全身麻酔薬自身が全身重要臓器の既知の
遺伝子発現に如何に影響するかを明らかに
するため、我々はマイクロアレイ法を用いて、 
セボフルラン麻酔による全身重要臓器にお
ける体内遺伝子変化を国内外ではじめて包
括的に測定した（Sakamoto A et al. Gene 
356,2005）。主な新知見は、１）脳内日内変
動遺伝子発現が抑制されること、２）肝臓に
おける薬物代謝関連遺伝子発現に影響する
こと、３）肺循環系における血管緊張調整遺
伝子発現が体循環系と大きく異なり変化す
ること等であった。この結果を基に、全身麻
酔による遺伝子発現に関した我々の研究の
主たる新知見は、１）セボフルラン麻酔中に
脳内の 6 つの時計遺伝子発現が抑制され、そ
のうちの５遺伝子は覚醒後も長期にわたっ
て抑制されること（Kobayashi K et al. 
BrainRes.1185,2007）、２）静脈麻酔薬であ
るプロポフォールとデクスメデトミジンに
る全身麻酔では、その日内変動遺伝子発現変
動パターンが 1 遺伝子以外同様であること
（Yoshida Y et al. Brain ResBull. 79,2009）、
３）肝臓における薬物代謝関連遺伝子は麻酔
中のみに発現増強し、数種類の遺伝子は長時
間にわたり影響が続き、また、静脈麻酔と吸 
入麻酔ではその変化パターンが異なること 
（Nakazato K et al. Biomed Res. 30,2009）、
４）吸入麻酔では肺血管系の収縮・弛緩関連
遺伝子が同時に発現してくること（Takemori 
K et al. Br J Anaesth. 100,2008）、５）プ
ロテオーム解析では、静脈麻酔薬と吸入麻酔
薬で大きな違いを認め、また、それぞれの種
類によっても影響が異なること 
（Tsuboko Y et al. Biomed Res. 32, 2011）、
６）NMR を用いたメタボローム解析では、
吸入麻酔薬に比して、静脈麻酔薬が、麻酔自
体による代謝産物への影響が大きく、また、
時間経過によりその変化が増加し、その主た
る代謝物は、酢酸であった 
（Kawaguchi H et al. PLoS One. 5,2010）等
であった。 
 
次いで、全身麻酔による遺伝子発現変動に

ついて、近年注目され、他の遺伝子発現を調
整する機能をもつとされる mmicroRNA
（ miRNA ） 発 現 の 測 定 か ら 従 来 の
messenger RNA （mRNA）と関連を検討し
た。主な知見として、１）麻酔薬の違いによ
り肝臓における miRNA 変動の変動が異な
ること（Ishikawa M et al. Anesthesiology 
117, 2012）、２）肺においては、疾患に関連
する miRNA 発現が特徴的変動を示し
miRNA-146a が最も発現増加を認めた
（TanakaS et al. Biomed Res 33, 2012）、３）

海馬においても麻酔薬の違いにより miRNA 
変動の変動が異なること（Hori Y et al. Int J 
Mol Med 32, 2013）、４）血液においては、
益々医薬の違いも認められ、長期にわたって
発現が減少する心筋および骨格筋特異的
miRNA を認める（Takeuchi J et al. Int J 
Mol Med 34, 2014）等の知見を得た。 
 
そこで、miRNA が全身麻酔薬の種類によ

って如何に発現し、また、各種病態下におけ
る麻酔薬の影響を確認することが、適切な麻
酔法・麻酔薬の選択と共に、臨床麻酔・患者
管理を安全に行う指針となり得る新たな課
題であると考えた。また、臨床上使用可能な
サンプルである血液を用いた miRNA 測定
の臨床応用についても有意義な検討課題と
考えた。 

 
２．研究の目的 
 
（１）各種病態下に麻酔薬が及ぼす影響を検
討するにあたり、日内変動に及ぼす影響を分
子生物学的に検討することを基に、麻酔薬効
果を検討できる実験系を確立する。 
 
（２）麻酔薬の効果について、miRNA の発
現変動を中心に分子生物学的に検討を行う。
各種病態下での他の遺伝子発現を調整する
機能をもつとされる miRNA が全身麻酔に
伴って如何に発現し、あるいは影響されるか
を脳発達期の中枢神経系において測定し検
討すると共に、各種病態下における麻酔薬 
の功罪を分子生物学的に検討する。また、異
なった麻酔薬による miRNA 変動の相違を
確認し、臨床応用へと結びつける。 
 
（３）麻酔薬の鎮痛作用と miRNA 発現変動
を関連づけるため、中枢神経系に影響する病
態である神経障害性疼痛モデルにおける
mRNA ならびに miRNA 発現変動を検討す
る。 
 
（４）全身麻酔時の血液における miRNA 発
現を検討することにより、miRNA 測定の臨
床応用検討ともに、先行研究における血液お
よび筋組織における miRNA 関連を利用し
て近年問題となっているプロポフォール症
候群の機序解明につなげる基礎的データを
得る。 
 
３．研究の方法 
 
（１）麻酔作用効果を安定して検証できる実
験系を確立する。①マウス Per2 プロモータ
ー制御下でルシフェラーゼを発現するトラ
ンスジェニックラットの視交叉上核（SCN）
を含む脳スライス標本を作製し、CCD カメ
ラにて定量的に測定する。SCN 内の領域に
よる違い、麻酔薬投与時期による違いおよび 
GABA 受容体阻害薬存在下での条件で検討



する。②マウス視床下部由来の cell line に
luc 遺伝子をトランスフェクションし生物発
光をリアルタイムで計測し、麻酔薬の投与の
有無で比較検討した。 
 
（２）全身麻酔により既知の miRNA 発現に
影響を及ぼすかを、各種病態下において比較
検討する。①ラットを対象に生後７日齢にセ
ボフルランを 3 時間曝露し、8 日齢に海馬に
おける miRNA 発現を網羅解析した。生後 7 
週齢に新奇環境下における多動性評価およ
び海馬依存性/非依存性学習記憶機能を解析
し、8 週齢に海馬における rno-miR-632 の
標的遺伝子発現を定量評価し、比較検討した。
②lipopolysaccharide（LPS）投与による全
身炎症反応ラットモデルを作成し、4 時間セ
ボフルラン麻酔した際のバイタルサインお
よび肺における miRNA と mRNA 発現変化
を検討し、肺保護効果について検討した。③
ラットの肝動脈・門脈を 60 分遮断する肝 
虚血再潅流モデルにおいて、肝臓酵素測定に
よる障害程度の検討と、肝臓の miRNA 発現
を包括的に測定した。さらに虚血前に 10 分
間セボフルランを曝露した効果（anesthetic 
preconditioning: APC）と、虚血前に 10 分
間虚血再潅流を行った効果（ ischemic 
preconditioning: IPC）を比較検討した。④
ラットの腎動静脈遮断による腎虚血再潅流
モデルにおいて、クレアチニン測定による腎
障害程度の検討と、セボフルランによる APC 
と IPC の効果を比較検討した。 
 
（３）神経障害性疼痛モデルにおける mRNA 
ならびに miRNA 発現変動を検討する。①ラ
ット座骨神経に対する chronic constriction 
incision（CCI）による神経障害性疼痛モデル
を作成し、脳前頭前野での Neuropeptide Y
（NPY）や IL-18 の mRNA 発現を測定し、
電気痙攣刺激（electric convulsive 
stimulation: ECS）による治療効果との関連
についても検討した。②ラットにオキサリプ
ラチンを連日腹腔内投与することにより神
経障害性疼痛を発生させ、腰髄後根神経節
（DRG）における miR-15 と BACE1 を定
量測定した。また miR-15b を発現するアデ
ノ随伴ウイルスベクターをDRG に注入した。
さらに、レーザーマイクロダイセクション法
を用いて発現の局在を確認する。 
 
（４）全身麻酔時の血液および骨格筋におけ
る miRNA 発現を検討する。吸入麻酔薬のセ
ボフルランと静脈麻酔薬のプロポフォール
による麻酔を 6 時間行い、血液および下肢骨
格筋における既知の miRNA 発現を測定し、
組織発現の解離と麻酔薬の違いが及ぼす影
響を比較検討する。 
 
 
 
 

４．研究成果 
 
（１）麻酔作用効果を安定して検証できる実
験系の確立 
①吸入麻酔薬による Per2 発現抑制効果の実
験系を確立し、知見として、SCN 内の全て
の領域に及び、Per2 転写に関わる CLOCK 
プロモーターへの結合性を低下させ、その効
果に GABA 受容体が重要であることを示し
た。 
②視交叉上核における日内変動遺伝子発現
に及ぼす麻酔作用の分子的メカニズムを詳
細に検討できる、均一の大量細胞を提供でき
る cell line を用いた in vitro での実験系を
確立し、知見として、培養細胞に対して麻酔
効果を得るためには、細胞が神経細胞様の特
性を持つことが必要であり、GT1-7:6D3 が
最も適していることを示した。 
 
（２）各種状態・病態下における麻酔薬の
miRNA 発現に及ぼす影響 
①幼若期にセボフルラン曝露を行うと、成長
後に不安が増強すると考えられた。麻酔曝露
は海馬における 248 中の 20 の miRNA 発
現に影響を及ぼし、rnomiR-632 が最も大き
く増加することを示した。一方で、標的ｍ
RNA は対照群と同様な発現にとどまり、発
現変化は一時的なものと考えられた。 
②LPS 投与により著名な酸素化能・ガス交
換能の障害を認めたが、セボフルラン麻酔に
より有意に障害の程度が改善され、肺におけ
る炎症性サイトカイン mRNA の増加も抑制
された。また、LPS 投与により発現が増加
したmiRNA のうち、炎症促進的に働くmiR- 
155 発現が抑制され、炎症抑制に働く
miR-let7i の発現増加を示した。 
③肝臓虚血再潅流によりAST/ALT が有意に
増加したが、APC および IPC では同等に抑
制された。また、多くの肝臓 miRNA の発現
変動は APC と IPC で同様な変化がみられ、
虚血再潅流障害経路の関連するとされる
Akt-GSK-cyclin D1 経 路 の 抑 制 に 働 く
miR-1、miR-17、miR-133、miR-205 は両
群に共通して発現低下しており、保護効果が
同じ経路を介する可能性を示唆した。 
④腎臓虚血再潅流によりクレアチニンは増
加したが、APC および IPC により同等に障
害が抑制された。また、肝臓虚血再潅流と異
なり、腎 miRNA 変動は、APC と IPC では
異なるものが多かったが、いずれも細胞死に
関わる PTEN-PI3K-Akt 経路を標的として
作用する miRNA の変動が示された。 
 
（３）神経障害性疼痛モデルにおける mRNA 
ならびに miRNA 発現変動 
①CCI に伴い thermal allodynia および
mechanical hyperalgesia を認め、ECS に
より thermal allodynia が改善した。前頭前
野における NPY 発現は CCI により増強し
たが、ECS により対照に復した。 



IL-18 発現は CCI により増強し ECS にて
対照より減少し、神経障害性疼痛および ECS 
の機序解明の基礎的データが得られた。 
②オキサリプラチン投与により mechanical 
allodynia が認められ、同時に DRG におけ
る miR-15b の過剰発現と標的である
BACE1 の発現抑制を認め、また BACE1 阻
害薬の投与は用量依存的に mechanical 
allodynia を引き起こし、一次感覚神経にお
ける miR-15b 発現上昇は BACE1 発現抑制
を介してオキサリプラチン誘発性神経障害
性疼痛に寄与していることを示した。 
 
（４）血液における miRNA 発現を検討する
と、セボフルラン麻酔とプロポフォール麻酔
により、80％以上の miRNA が発現減少する
が、血液中に発現する 210 種の miRNA の
うち、161 種の発現減少を認めたが、その約
90％の miRNA は麻酔覚醒後短時間でその 
発現量が回復した。14 日間にわたって発現
減少が継続する骨格筋特異的 miRNA が認
められたが、プロポフォール麻酔においてよ
り多くの miRNA に認められた。一方、先行
研究で認められたような血液と骨格筋で関
連した miRNA 変動の麻酔薬による違いは
明確ではなかった。異なった麻酔薬の血液・
骨格筋における miRNA 変動に及ぼす影響
およびプロポフォール症候群の機序解明に
むけた基礎的データを示した。 
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