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研究成果の概要（和文）：局所麻酔薬ブピバカインは神経毒性を持つことが知られており、その機序を解明する
ことによりブピバカインによる神経毒性を予防することを目標とした。ヒト神経芽細胞腫培養細胞（SH-SY5Y細
胞）を使用し、ブピバカイン投与により細胞の生存率低下が見られたが、この生存率はT型カルシウムチャネル
阻害薬の併用により更に悪化した。SH-SY5Y細胞におけるT型カルシウムチャネルの発現をリアルタイムPCRで調
べたところ、Cav3.1のみが発現していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Local anesthetic, bupivacaine, is known to have neurotoxicity. Bupivacaine 
decreased viability of human neuroblastoma cell line (SH-SY5Y cell). T-type calcium channel blocker 
exacerbated the bupivacaine induced cell death. According to the result of realtime PCR, Cav3.1 was 
the only subtype of T-type calcium channel which expressed on the SH-SY5Y cell.

研究分野： 局所麻酔
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１．研究開始当初の背景 
 消化管神経叢には神経細胞支持組織とし
てアストロサイトが存在する。乳酸トランス
ポーターを介したアストロサイトによるエ
ネルギー供給が、腸管神経系、腸管機能に果
たす役割は未知である。術後消化管機能障害
（イレウス）は術後の患者の予後を悪化させ
る重大な合併症であるが、その予防、治療に
ついて画期的な方法はなく、麻酔法や麻酔薬
が術後イレウスに与える影響についても議
論があり、予防するための周術期管理戦略は
確立していない現状にある。 
  
２．研究の目的 
 本研究では、１）消化管神経叢における乳
酸トランスポーターを介したアストロサイ
トによるエネルギー供給が、腸管機能維持に
役割を果たしているか、２）腸管神経系機能
異常、腸管炎症反応がどの様に影響し合い術
後イレウスを発生させるか、また、それに及
ぼすアストロサイトの役割はなにか、３）術
後イレウスモデルマウス由来の神経細胞ー
アストロサイトユニットへの乳酸トランス
ポーターcDNA導入は腸管神経系機能障害を
治療できるか、４）麻酔薬および麻酔薬投与
法が、術後イレウス発生に影響を与えるか、
それらは麻酔薬間で相違するか、について検
討することを目的とした。 
 神経細胞が局所麻酔薬により障害を受け
ることは知られているが、その機序はまだ解
明されていない。これまでに局所麻酔薬によ
り誘導される神経細胞死はナトリウムチャ
ネル、カリウムチャネルを介さないことが示
されているが、カルシウムチャネルに関する
報告はない。一方、局所麻酔薬がカルシウム
チャネル電流を阻害することは知られてお
り、このカルシウムチャネル阻害作用と神経
細胞死の関連を調べることも目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）術後イレウスモデルマウスの作成 
セボフルランによる全身麻酔下に、マウスの
下腹部正中に長さ 8mm の切開を加え、切開創
より小腸を腹腔外に取り出し、生理食塩水で
加湿した綿棒で外側から腸管全体をなでる。
その後、腸管を腹腔内に還納して閉創し麻酔
から覚醒させる。 
（２）小腸の腸管神経細胞−アストロサイト
ユニットの作成 
安楽死後のマウス小腸から筋層間神経叢を
遊離して培養し、アストロサイトに支持され
た状態で培養する。神経細胞は継代培養が困
難なため、実験の都度単離培養する必要があ
る。安楽死後、小腸を摘出し、内腔を洗浄後、
外側から綿棒で縦走筋を摘除後、内側につい
た筋間神経叢を剥離し、洗浄後神経細胞培養
用の培養液で培養する。これにより、神経細
胞とアストロサイトが同時に培養される。培
養後は1−4日目がパッチクランプに最適であ
るが、用途に応じ培養期間は変更することが

できる。 
（３）電気生理実験 
培養された神経細胞−アストロサイトユニッ
トを使用し、神経細胞に対し whole-cell 
patch clamp 法により静止膜電位、活動電位
を測定する。 
（４）ヒト神経芽細胞腫（SH-SY5Y 細胞）に
対するブピバカインの毒性の検討 
SH-SY5Y 細胞をブピバカインを含有した培養
液で培養し、細胞の生存率を MTT アッセイ法
で測定した。さらに、ブピバカインと同時に
ナトリウムチャネル阻害薬、カリウムチャネ
ル阻害薬、カルシウムチャネル阻害薬を投与
し、SH-SY5Y 細胞の生存率を調べた。 
（５）SH-SY5Y 細胞に発現している T 型カル
シウムチャネルのサブタイプ解析 
RT-PCR により SH-SY5Y 細胞の Cav3.1, 3.2, 
3.3 の mRNA 発現を調べる。 
（６）カルシウムチャネル Cav3.1 の SiRNA
によるノックダウンと、ブピバカインによっ
て誘導される細胞死への影響 
Cav3.1のみがSH-SY5Y細胞に発現しているこ
とがわかったため、Cav3.1-SiRNA のみを導入
する。SiRNA 導入２４時間後より様々な濃度
のブピバカインを含有した培養液に変更し、
２４時間後、４８時間後の細胞の生存率を 
MTT アッセイ法により測定する。 
 
４．研究成果 
（1）術後イレウスモデルの作成 
パッチクランプ技術の確率ができなかった
ため、イレウスモデルは作成しなかった。 
（2）小腸の腸管神経細胞−アストロサイトユ
ニットの作成 
 マウスの小腸から腸管神経細胞−アストロ
サイトユニットを単離培養した。培養器内で
5日程度培養できた。 
（3）電気生理実験 
マウスから単離培養した腸管神経細胞を使
用してパッチクランプを行った。神経細胞の
静止膜電位、活動電位を測定できた。デルタ
オピオイドレセプター刺激薬（DPDPE）を神
経細胞に灌流することにより、神経細胞の自
発活動電位発現性がたかくなることを確認
した。しかし、薬物投与などを行う間に細胞
とマイクロピペットの接触が悪くなり、持続
的な測定ができなかった。細胞外液、ピペッ
ト内液の組成変更、マイクロピペットの先端
形状の調節、細胞の単離からパッチクランプ
までの時間の変更などのできるだけの改良
をしたが改善は見られなかった。 
（４）ヒト神経芽細胞腫（SH-SY5Y 細胞）に
対するブピバカインの毒性の検討 
 神経細胞の培養系であるヒト神経芽細胞
腫（SH-SY5Y 細胞）を使用し、麻酔薬の神経
毒性を調べた。局所麻酔薬のブピバカインは
濃度依存性、時間依存性に SH-SY5Y 細胞の生
存率を低下させた。その機序を調べるために、
様々なイオンチャネルブロッカーを同時に
投与した場合、カルシウムチャネルブロッカ



ーを投与した場合に生存率が悪化した。 
（５）SH-SY5Y 細胞に発現している T 型カル
シウムチャネルのサブタイプ解析 
 T 型カルシウムチャネルは Cav3.1、3.2、
3.3 のサブタイプがあるため、どのサブタイ
プが細胞死に関与するかを調べるために、
RT-PCR で Cav3.1、3.2、3.3 の mRNA の発現を
調べた。Cav3.1 のみが発現していることがわ
かった。 
（６）カルシウムチャネル Cav3.1 の SiRNA
によるノックダウンと、ブピバカインによっ
て誘導される細胞死への影響 
 Cav3.1 の発現を抑制することでブピバカ
インによる細胞死が抑制できるかを調べる
ために、Cav3.1-SiRNA を導入することとした。
SiRNA による Cav3.1 のノックダウン効果を
RT-PCR で確認する段階まで実験は進んだが、
ブピバカインを添加するまでには至ってい
ない。 
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