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研究成果の概要： 
 

本研究は，気道過敏性を伴った患者に対する吸入麻酔薬の影響とその機序について検討したも

のである。肺気腫モデルにおいてセボフルランは弛緩抵抗性を示した。機序として平滑筋組織

の弛緩抵抗性が明らかにされ，さらに細胞内 Ca2+濃度の低下が減弱し，カルシウムチャネル活

性の抑制が減弱した。このチャネル活性の変化はセボフルランによる cyclic AMP レベル上昇

作用の抑制が影響していると考えられた。本研究は，吸入麻酔薬の効果が弱い疾患における細

胞レベルでの機序を解明したものである。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 臨床的に気道過敏性が亢進し，問題と
なる疾患として気管支喘息とは異なっ
た分類とされる慢性閉塞性肺疾患

（COPD: Chronic Obstructive Pulmonary 
Disease）がある。本疾患は，肺気腫と慢性
気管支炎に代表され，そのほとんどが喫煙患
者である。男性喫煙者が減少する一方，若年
女性による喫煙率が上昇し，また本疾患は喫
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煙歴数十年を経て発症するため，超高齢
者社会を迎えた現在，COPD を合併し，
手術を受けられる患者は急増している．
簡便に測定できる肺機能検査では，その
割合は 500 万人を超えるとされ，生活習
慣病である糖尿病患者数に匹敵する割
合である。本疾患に対する種々の麻酔薬
の影響を観察し，その機序を解明し，さ
らにそのエビデンスに則った対応なら
びに新薬の開発は，麻酔の安全性と信頼
性を維持・向上させるために非常に重要
な課題である。さらに，本邦においては，
現在，新しい麻酔薬（麻薬性鎮痛薬レミ
フェンタニル，筋弛緩薬ロクロニウム，
筋弛緩拮抗薬 Org 25969 など）の臨床治
験が活発に行われ，ここ数年で臨床応用
される予定である。これらすべての臨床
治験に治験責任医師として参加し，その
使用に熟知しているため，それら麻酔薬
に関しても基礎研究を行い，その反応性
ならびに機序について知見を得ること
は，臨床上極めて重要であり，かつ急務
な課題と考える。では，異種抗原を用い
て過敏性を亢進させた気管支喘息を用
いて本研究を遂行することは可能であ
ろうか？予備実験で，気道の過敏性が慢
性たばこ喫煙モデルと麻酔薬の反応性
が 異 な る こ と が 明 ら か に な っ た
（ Iwasaki S, Yamakage M, et al.: 
Anesthesiology 2004; 101: A1520 ，
Yamakage M, et al.: Anesthesiology 
2005; 102: A1411）。実験的肺気腫モデル
として，植物由来酵素による肺胞の破壊
モデル，オゾンによる肺胞破壊モデル，
肺気腫自然発生モデル，トランスジェニ
ックモデルなどが報告されているが，も
っとも臨床に近く病態を反映している
のは，煙草喫煙モデルであるとされる
（Wright JL, et al: Chest 2002; 121: 
188S-191S）。たばこには，4700 にもわ
たる有害または作用のない物質が含ま
れているため，正確に COPD の代表疾
患である病態を反映するのは喫煙その
ものがもっともよいモデルであると考
えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
 現在，麻酔の臨床で広く用いられてい
る麻酔薬，とくに吸入麻酔薬は気道過敏
性に種々の影響を与えることが観察さ
れている［山蔭道明ほか．麻酔（総説） 
1993; 42: 1578-86，Yamakage M, et al. 
Curr Opin Anesthesiol (Review) 1994; 
7: 531-5］。臨床の現場では，吸入麻酔薬
以外にも静脈麻酔薬や他の作動薬を多

い，また気道確保のための気管挿管操作など
機械的刺激によっても気道過敏性が変化す
るため，それらの影響について観察，機序を
解明することは重要な課題であった。この点
についても，多くの研究が積極的になされ，
研究報告されている［Yamakage M. Br J 
Anaesth (Review) 2002; 88: 624-7］。機序と
しては，主にカルシウムチャネルの抑制を介
した種々のセカンドメッセンジャー伝達の
抑制と解釈することができる［Yamakage M, 
et al. Can J Anesth (Review) 2002; 49: 
151-64，Yamakage M, et al.: J Anesth 
(Review) 2003; 17: 251-8］。 
 本研究の主目的は，気道過敏性研究を行う
際に最もヒトと近いとされるモルモットに
定量投与可能となるたばこ曝露システム（ハ
ンブルグⅡ，パナファームラボラトリーズ）
を用いて，肺気腫や慢性気管支炎の代表的組
織像である炎症細胞の浸潤と肺胞拡大が得
られるモデルを確立し，同様にすでに確立し
た閉塞性のスパイログラムを示す喘息モデ
ルと比較検討することで，種々の麻酔薬の閉
塞性疾患に対する気道過敏性変化に対する
影響を観察し，さらにその機序を究明するこ
とである。 
 
３．研究の方法 
 
 研究動物として体重約 250 g の雌性
Hartley モルモットを使用した。無作為に 2
群に分け，急性オバラミン曝露群と（n = 108）
と長期タバコ曝露群（n = 104）とした。急
性オバラミン曝露群は，腹腔内にオバラミン
を投与し，さらに 15 日後にオバラミンを吸
入させた．対照群（n = 52）として生理食塩
水を同様に腹腔内・吸入投与した。長期タバ
コ曝露群は，1 日に 1 時間，週に 5 日間，計
150日（5ヶ月間），主流煙を曝露した。タバ
コ曝露器として MIPS 社（大阪）の Model 
INH06-CIGR01 を用いた。タバコは hi-liteTM

（ニコチン 1.4 mg，タール 17 mg）を用いた。
対照群（n = 52）は同様に容器内に設置した
が，タバコの代わりに空気を同期間吸入させ
た。 
 それぞれの群から無作為に 4匹ずつ抽出し
た．腹腔内にウレタン（1.5 g/kg）を投与し，
麻酔下で瀉血死させた。気管と肺を一塊にし
て摘出し，10％ホルマリンを気管・肺内に一
定の圧で注入した。48時間固定の後，パラフ
ィンで 3 µmの厚さで切り出し，HE染色した。
光学顕微鏡で末梢気道と肺胞の状態を観察
した。 
 腹腔内にウレタンを投与して麻酔を行い，
角膜反射と逃避反射が消失するように追加
投与した。気管切開し，気管チューブを挿入
した．モルモットは仰臥位に四肢を固定し，
人工呼吸器で換気した。吸入器酸素濃度は 30



 

 

〜35％とした。胸腔内圧を測定するため
に，内腔を水で満たしたカテーテルを食
道 内 に 挿 入 し た 。 Transpulmonary 
pressure（肺圧差）は，胸腔内圧と気道
内圧差で測定し，同時に気流を測定する
ことによって RL と CDyn を測定した
（PULMOS-II，MIPS）。気道過敏性を確認
するために，アセチルコリン（1.0〜6.0 
µg/kg）を静脈内投与した。これを 1 プ
ロトコール終了した後に，セボフルラン
0.5 最小肺胞濃度（MAC: minimum al-
veolar concentration，0.5 MAC = 1.0%：
モルモット）曝露し，その上でアセチル
コリンを再度投与した。本プロトコール
をその後 1.0，1.5，2.0 MAC で同様に行
った。 
 腹腔内にウレタンを投与し，瀉血死さ
せた。気管と肺を一塊にして摘出し，気
管周囲の結合組織を除去した後，気管を
リング状に摘出し， Ca2+蛍光指示薬
fura-2/AM を室温下で 5 時間負荷した。
その後，気管リング標本を 37℃の恒温槽
内に設置した。[Ca2+]iの測定は蛍光光度
計 CAF-100（日本分光，東京）を用いた。
340 nmと 380 nm励起による 500 nm蛍光
強度の比（R340/380）を用いて[Ca2+]i とし
た。予備実験で求めたカルバコールによ
る ED80で収縮させた後，セボフルランを
負荷した。 
 VDCC を通る内向き電流を nystatin を
用いた perforated whole-cellパッチク
ランプ法で測定した。Ca2+によるチャネ
ル抑制を防ぐために，charge carrier
として 5 mMの Ba2+を用いた。気管平滑筋
組織を細かく刻み，コラゲナーゼを含む
Tyrode液に入れ，37℃で 120 分間インキ
ュベートした。得られた細胞は KB 溶液
に入れ，実験に使用した。ピペットを平
滑筋細胞表面に接触させ，陰圧で高シー
ルを得た後，陰圧を解除し，5〜15 分か
けてパッチ膜を電気的に導通させた。膜
電流は CEZ-2400 パッチアンプ（日本光
電，東京）で測定した。細胞を ED80濃度
のカルバコールで刺激した後，その状態
下でセボフルランを投与した。 
 上記の方法と同様，結合組織と軟骨を
除去し，気管平滑筋組織を得た。それぞ
れのモデルにおける ED80濃度のカルバコ
ールで刺激した後，セボフルランを負荷
した。5 分間の負荷後，平滑筋組織を液
化窒素で急速凍結した。平滑筋組織は
Hanks 溶液中でホモジナイズして，一部
はタンパク定量のために使用した。ホモ
ジナイズした組織を 10分間遠心分離し，
Amplex マイクロカラムを用いて溶出し
た。気管平滑筋組織の cyclic AMP レベ
ルは Biotrak cyclic AMP enzyme im-

munoassay systemを用いて測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
 対照群ならびに急性オバラミン曝露群は
正常の肺構造を示した。好酸球やマクロファ
ージのような炎症細胞の明らかな増加は認
めなかった。長期タバコ曝露群においても炎
症細胞の明らかな増加は認めなかったが，末
梢細気管支ならびに肺胞の破壊と拡大が著
明に認められた。 
 対照群において，アセチルコリンは濃度依
存性に RLを上昇させ，CDynを低下させた。急
性オバラミン曝露群では，アセチルコリンに
対する感受性が亢進し，また吸入オバラミン
によって一過性に RLの上昇と CDynの低下を認
めた。長期タバコ曝露群では，RLはアセチル
コリンによる刺激前より高い値を示し，かつ
アセチルコリンに対しても感受性が高かっ
た。CDyn はそれほど変化しなかった。吸入麻
酔薬セボフルランを投与すると，対照群なら
びに急性オバラミン曝露群では良好な RL 低
下作用を示したが，長期タバコ曝露群ではそ
の作用が有意に小さかった。 
 摘出気管平滑筋標本を用いた本研究にお
いても，急性オバラミン曝露群ならびに長期
タバコ曝露群でカルバコールによる濃度-収
縮曲線は対照群と比較して左方移動してい
た。カルバコール（ED80）による気管平滑筋
の収縮と[Ca2+]iの上昇は，セボフルランに対
し対照群と急性オバラミン曝露群では濃度
依存性かつ強力な抑制作用を示した。長期タ
バコ曝露群においても抑制効果は認められ
たが，他群と比較して極めて小さい作用であ
った。 
 Perforated whole-cell パッチクラン法を
用いて観察された Ba2+電流（IBa）はカルバコ
ールの投与によって有意に抑制された。対照
群ならびに急性オバラミン曝露群において
は，この条件下でセボフルランは有意にかつ
濃度依存性にピーク IBa を抑制した。長期タ
バコ曝露群でもこの抑制効果は認められた
が，その抑制程度は他の 2群と比較して有意
に小さかった。 
 ED80 濃度のカルバコールによる刺激は，す
べての群で cyclic AMP レベルを低下させ，
群間に差は認めなかった。この条件下でセボ
フルランを負荷すると，濃度依存性にどの群
においても cyclic AMP レベルは上昇したが，
その程度は長期タバコ曝露群が他群と比較
して小さかった。 
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名称：耳式体温測定装置におけるＬＥＤ
点灯制御装置 
発明者：山蔭 道明 

権利者：バイオエコーネット 
種類：特許願 
番号 2008-110276 
出願年月日：2008年 4月 21 日 
国内外の別：国内 
 
 
○取得状況（計 0件） 
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