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研究成果の概要（和文）：今回の研究で全身麻酔薬による短期記憶障害の作用機序として、海馬抑制性神経細胞
に分布するCRAC (Calcium-release activated calcium)チャネルに重要な働きがある事が示唆された。海馬CA1
領域の網状分子層と放射状層との境界に存在する抑制性神経細胞でのCRACチャネルがセボフルラン麻酔による活
動電位の発生に関わっており、そこでのCRACチャネルの不活性化が活動電位の発生を抑制することで、セボフル
ラン麻酔による記憶障害からの早期回復を促している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, CRAC channels in hippocampal inhibitory neurons were shown to
 play important roles in the mechanism of memory deficit immediately after general anesthesia. We 
found that CRAC channels in inhibitory neurons on the border between CA1 stratum lacunosum 
moleculare and stratum radiatum regulate action potential generation induced by sevoflurane 
anesthesia, which may result in less memory deficit in interneuron-specific knock out mice of Orai1,
 the pore of CRAC channels.

研究分野：麻酔

キーワード： 麻酔　CRACチャネル　パッチクランプ法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
全身麻酔薬の作用機序は未だ不明な点も多いが、中でも全身麻酔後の短期記憶障害は術後せん妄や認知機能障害
との関わりが示唆されているため、臨床上非常に重要なテーマである。今回、我々の研究からセボフルラン麻酔
による短期記憶障害の作用機序として、海馬抑制性神経細胞におけるCRACチャネルが重要な役割を果たしている
可能性が示唆された。さらなる詳細な作用機序等が解明されれば、現在米国で臨床試験がなされているCRACチャ
ネル阻害薬の臨床応用等、今後の発展が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
全身麻酔薬の作用起点の一つとして中枢神経系アストロサイトが挙げられるが、その伝達物質
の放出に CRAC (Calcium-release activated calcium)チャネルによるカルシウムシグナルが関
わっている可能性が考えられるため、研究開始当初、麻酔薬メカニズムに海馬アストロサイト
CRAC チャネルが重要な役割を果たすのではないかという仮説を立てていた。それを検討するた
め、アストロサイト特異的な promoter である glial fibrillary acidic protein (GFAP)の制御
下で Cre を発現する、GFAP Cre マウスを用いて研究を行う予定にしていたが、遺伝的に導入し
た蛍光色素（GCaMP6）により海馬スライス標本の GFAP Cre の発現を観察すると、GFAP Cre は海
馬 CA1 領域の神経細胞にもたくさん発現している事が分かったため、アストロサイト特異的な
検討は難しいと判断した。我々は以前の研究で海馬 CA1 アストロサイトの伝達物質が抑制性神
経細胞の興奮性を増強し神経伝達を制御している事を発見したため、今回の研究計画の際に得
られた予備的な実験結果が抑制性神経細胞を介したものである可能性が考えられた。そのため、
研究計画を変更し抑制性神経細胞に特異的な promoter である Gad2 (Glutamate decarboxylase 
2)の制御下で Cre を発現する Gad2 Cre マウスを用いて、抑制性神経細胞の Orai1 を特異的に KO
したマウス（Gad2 Cre, Orai1 fl/fl）を作成し、海馬抑制神経細胞における CRAC チャネルの役
割を検討する事とした。 
 
 
２．研究の目的 
海馬 CA1 領域に分布する抑制性神経細胞における CRAC チャネルが全身麻酔薬による抑制性シナ
プス伝達を調節し麻酔メカニズムに貢献している可能性を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）抑制性神経細胞特異的 CRAC チャネルノックアウト（KO）マウス作成 
CRAC チャネルのコンディショナルノックアウトマウスを作成するため、そのチャネルのポア蛋
白である Orai1 遺伝子の両端に LoxP 配列が組み込まれた、Orai1 Flox マウス (Orai1 fl/fl)を
米国シカゴに所在の Prakriya lab (Department of Pharmacology, Northwestern University 
Feinberg School of Medicine)から譲り受け、それと Gad2 Cre マウスとを交配する事により、
抑制性神経細胞の Orai1 を特異的に KO したマウス（Gad2 Cre, Orai1 fl/fl）を作成した。 
 
（２）麻酔作用に関する行動実験 
3-6 週のマウスを用い、まずはイソフルラン麻酔の KO マウスにおける効果を検討するために、
1MAC イソフルラン麻酔 30分暴露からの覚醒時間を野生型（WT）マウスと比較した。麻酔導入後、
マウスを背中側に寝かせ、マウスが腹側に戻った時点を覚醒時間と定義した。またこれと同様の
実験を近年汎用されるセボフルラン麻酔でも検討した。 
次に、Y迷路により麻酔回復時の短期記憶障害を比較検討した。最初にセボフルラン麻酔暴露前
の Y迷路での成功率を測定し、その後 1MAC セボフルラン麻酔 30 分暴露後、1時間の回復時間を
設け、その時点での Y 迷路の成功率を麻酔作用による短期記憶障害とし、それを WT と KO で比
較検討した。 
 
（３）海馬急性スライス標本を用いた細胞外記録 
海馬急性スライス標本は二酸化炭素により深麻酔下で素早く脳を取り出し、95% O2/5% CO2でバ
ブリングした氷冷スクロース溶液（85 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 25 NaHCO3, 25 glucose, 
75 sucrose, 0.5 CaCl2, 4 MgCl2 [mM]）中で脳を厚さ 250 μm、水平断でスライスを行う。そ
の後、スライス切片を 30 ℃に復温した後にバブリングした人工脳脊髄液（125 NaCl, 2.4 KCl, 
1.2 Na2PO4, 25 NaHCO3, 25 glucose, 2 CaCl2 ,2 MgCl2 [mM]）中でスライスを室温保存した。
この海馬急性スライス標本を用いて、細胞外記録により fEPSP (field-excitatory postsynaptic 
potential)を測定した。 
 
（４）海馬急性スライス標本を用いたパッチクランプ記録 
ホールセルパッチクランプ法を用い、電極内液組成は 95 CsF, 25 CsCl, 10 HEPES, 10 EGTA, 2 
NaCl, 2 Mg-ATP, 10 QX-314, 5 TEA-Cl, 5 4-AP (mM)、外液は人工脳脊髄液を用い、細胞膜電
位を-70mV に固定して電流の記録を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）抑制性神経細胞特異的 CRAC チャネルノックアウトマウス作成 
米国より Orai1 fl/fl マウス到着後、マウスに常在する Mouse Norovirus 等のため、当施設への



導入には人工授精によるクリーン化が必要であり、まずはそれを行った。抑制性神経細胞の
Orai1 を特異的に KO したマウス作成に当たっては計画通り交配により行ったが、その遺伝子型
の確認に Orai1 fl/fl に関しては Forward primer: 5’-GAAA TGGCTCGGGGACAAAACACTA-3’、
Reverse primer: 5’-GCCATTTCTGGTCTTCTGG AGACTCTG-3’で、Gad2 Cre に関しては 5’-
CACTGCATTCTAGTTGTGGTTTG-3’、5’-TCGTTGCACTGACGTGTTCT-3’、5’-AACAGTTTGATGAGTGAGGTGA-3’
の 3つの primer により homo, hetero, WT を区別できるように PCR のセッティングを行った（図
1）。 

          

図 1  マウス尻尾の PCR 結果 
（左）Orai1 fl/fl の PCR 結果．1: wild type, 2: homo, 3: hetero、（右）Gad2 Cre の PCR 結
果．1: wild type, 2: hetero 
 
（２）麻酔作用に関する行動実験 
まずはイソフルラン麻酔からの覚醒時間を KO マウス（Gad2 Cre, Orai1 fl/fl）と WTマウスで
比較すると、KOマウスの方が WT マウスよりも有意に覚醒時間が短い事が分かった。これはより
短時間作用で近年汎用されるセボフルラン麻酔でも同様の結果が得られたため、抑制神経細胞
における CRAC チャネルが全身麻酔メカニズムに寄与している可能性が考えられた。 
次に、今回検討を予定した海馬により焦点を当てるため、Y迷路により麻酔回復時の短期記憶障
害を比較すると、WT、KO マウス共にセボフルラン暴露前は正常範囲内の結果であったが、セボ
フルラン麻酔暴露後は WT マウスが KO マウスよりも Y 迷路の正解率が低い結果であった。つま
り、KOマウスの方が WTマウスよりもセボフルラン麻酔回復時の短期記憶力障害の程度が低い事
が分かった。 
 
（３）海馬急性スライス標本を用いた細胞外記録 
Y 迷路で得られた結果のメカニズムを検討していくため、記憶力の評価を海馬急性スライス標本
の細胞外記録により測定する事とした。海馬スライス標本では Schaffer collateral という神
経回路を頻回刺激する事により、LTP (long-term potentiation)という fEPSP が長時間増強さ
れる現象が見られ、これが記憶力と関係している事が知られている。WT・KO マウス共にセボフ
ルランに暴露しない場合は Y 迷路の結果と同様に fEPSP の LTP が見られたが、セボフルラン麻
酔からの回復時では LTP は WT マウスで大きく抑制されているのに対し、KOマウスではその抑制
が小さい事が分かった（図 2）。これにより行動実験の結果が海馬急性スライス標本でも再現さ
れることが分かり、そのメカニズム検討も海馬スライス標本で行える可能性が示唆された。 
 
(A)                    (B) 

 
図 2  WT・KO マウスにおけるセボフルラン暴露後の long-term potentiation 
(A) WT; 左：頻回刺激前 fEPSP, 右：頻回刺激後 fEPSP, (B) KO; 左：頻回刺激前 fEPSP, 右：
頻回刺激後 fEPSP 
 
（４）海馬急性スライス標本を用いたパッチクランプ記録 
上記のように行動実験や細胞外記録で、抑制性神経細胞特異的 CRAC チャネル KO マウスが全身
麻酔回復時における記憶力障害が小さい事が分かったため、そのメカニズムを検討するために
スライスパッチクランプ記録を行った。吸入麻酔薬は海馬 CA1 領域の網状分子層（stratum 
lacunosum moleculare）と放射状層（stratum radiatum）との境界に存在する抑制性神経細胞に



作用し、抑制性シナプス後電流 (inhibitory postsynaptic current; IPSC)を制御する事が知
られているため、それらの細胞からパッチクランプ記録を行い、まずは spontaneous IPSC 
(sIPSC)を比較した。WT・KO マウスでは baseline の sIPSC はその電流の頻度・振幅共に有意な
差が見られなかったが、WT マウスではセボフルラン灌流により sIPSC の有意な頻度上昇が見ら
れたのに対し、KOマウスではその頻度上昇が大きく抑制されている事が分かった（図 3）。 
 
(A) 

 

(B)  

 
 
図 3  WT・KO マウスにおけるセボフルラン灌流前後の sIPSC 
(A) WT; 左：セボフルラン灌流前 sIPSCs, 右：セボフルラン灌流時 sIPSCs, (B) KO; 左：セボ
フルラン灌流前 sIPSCs, 右：セボフルラン灌流時 sSIPSCs 
 
 
WTマウスにおけるセボフルランに対するsIPSCの反応が活動電位に依存するか検討するために、
テトロドトキシンを用いて活動電位非依存性の miniature IPSC (mIPSC)を記録すると、WT・KO
マウス共に有意な反応は見られなかった（図 4）。このためセボフルラン灌流による sIPSC の頻
度上昇は活動電位依存性のものである事が分かり、この活動電位発生に抑制性神経細胞におけ
る CRAC チャネルが関わっている事が示唆された。 
 
(A) 
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図 4  WT・KO マウスにおけるセボフルラン灌流前後の mIPSC 
(A) WT; 左：セボフルラン灌流前 mIPSCs, 右：セボフルラン灌流時 mIPSCs, (B) KO; 左：セボ
フルラン灌流前 mIPSCs, 右：セボフルラン灌流時 mSIPSCs 
 
 
つまり、セボフルランによる短期記憶障害に海馬抑制性神経細胞の CRAC チャネルが関与してい
る事が分かったが、中でも海馬 CA1 領域の網状分子層と放射状層との境界に存在する抑制性神



経細胞での CRAC チャネルがセボフルランによる活動電位の発生に関わっており、そこでの CRAC
チャネルの不活性化が活動電位の発生を抑制することで、セボフルラン麻酔による記憶障害か
らの早期回復を促している可能性が考えられた。現在、その抑制性神経細胞における活動電位発
生を直接、電気生理学的に記録する事によりそのさらなる詳細メカニズムを検討中であり、その
結果と共に国際雑誌へ投稿予定である。 
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