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研究成果の概要（和文）：GFP(緑色蛍光蛋白質)導入遺伝子改変動物を用いた神経細胞イメージ
ングは、生きたマウスやラットで分子の動きを画像化できるため、麻酔薬や疼痛による脳の生

理機能変化をシステム的に理解する上で有用である。我々は GFP 導入マウスを使って、生後
間もない時期のセボフルランの暴露が GABA ニューロンにどのような影響を与えるかなどの
検討を行った。最終年度は、小胞型 GABA/glycine トランスポーターへテロマウス(VGAT+/- 
mice)を用いて、脊髄における GABAと glycineの神経細胞小胞内への取り込みを担うトランス
ポーターの低下が炎症性疼痛に関与することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Genetically altered mice are very useful to analyze the molecular and 
cellular mechanisms of actions of general anesthetics and analgesics. Using GFP knock-in 
mice, we examined the effects of sevoflurane exposure to the developing brain, focusing on 
GABAergic neurons. In addition, we also investigated the possible influence of downregulation 
of vesicular GABA transporter (VGAT) on pain threshold and behavioral responses in mice. Our 
results provide genetic, behavioral and electrophysiological evidence that reduction of 
VGAT-mediated inhibitory drive in the spinal cord alters very specific forms of sensory 
processing: those related to pain processing. 
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１．研究開始当初の背景 
脳の高次機能は、神経細胞間のシナプス伝達
を基盤としており、興奮性および抑制性シナ
プスを基本とする。それぞれ、グルタミン酸
およびGABAなど神経伝達物質による化学伝
達のプロセスによって情報処理される。

GABA受容体チャネルは、中枢神経系クロラ
イドチャネルの 1種で抑制系神経伝達の中心
を担っている。分子生物学的研究から、GABA
受容体は 5 つのサブユニットから構成され、
それぞれのサブユニットが４つの疎水性膜
貫通領域を持つと予想される。少なくとも 16



のサブユニットをコードする遺伝子がクロ
ーニングされている(α1-6, β1-4, γ1-4, δ, ε, and 
π)。我々のグループはこれまでに、GABA受
容体は様々な麻酔薬によって修飾されるこ
とを報告した。今回の研究はこれを発展させ、
GABAニューロン可視化できる遺伝子改変動
物を使って、抑制ニューロン特異的に観察さ
れる麻酔薬の修飾作用を調べ、麻酔や疼痛に
対する中枢神経系の生理反応を解析する。 
 GFP(Green Fluorescent Protein)は 238のア
ミノ酸からなり、分子量 27kDa、等電点
4.6-5.1 の酸性蛋白質である。GFP 分子の特
徴はその物理化学的安定性であり、細胞およ
び個体内での分子の局在・動態を可視化する
バイオイメージングに広く用いられている。
我々は、GFP を GABA 合成酵素である
GAD67 に発現させた GAD-GFP ノックイン
マウス（研究協力者 群馬大学 柳川右千夫
教授より提供）を使って、マウス・ラットに
長時間、あるいは繰り返しの麻酔薬投与によ
って、麻酔薬の主なターゲットである GABA
ニューロンにどの様な形態学的・機能的変化
が起こり、シナプス前終末からの分泌調節機
構がどう修飾されるかを調べる。GFPで可視
化することで、抑制ニューロン容易に識別す
ることが可能であり、スライス標本パッチク
ランプでの抑制細胞の認識に特に有用であ
る。さらに、同 GAD-GFPラット神経因性疼
痛モデルにて、脊髄、大脳皮質の GABAニュ
ーロンについて解析する。 
 
２．研究の目的 
 
１）最初に、発生初期の麻酔薬の投与によっ
て GABAニューロンの形態・機能・シナプス
可塑性に不可逆的な変化は起こりうるのか
を解析する。臨床濃度の麻酔薬は可逆的であ
るという定説は、虚血に弱いCA1領域のGFP
導入された介在神経細胞では本当か?を検討
する。 
２）GABA合成能が下がると、痛みなどの急
性 侵 害 受 容 反 応 (hot plate test, water 
immersion test)がどう変化するか? GABA合
成酵素ノックアウトマウスで、GABAの役割
を研究する。 
３）神経障害性疼痛のメカニズムについては、
末梢受容器、脊髄後根神経節、脊髄後角ニュ
ーロンの変化、さらに脊髄後角でのシナプス
発芽、情報伝達系の動きなどが重要と考えら
れている。今回の研究では、GABAニューロ
ンの枯渇した結果として起こる脱抑制の役
割について検討する。 
 
３．研究の方法 
 
 今回の研究計画は、研究手法により 3つの
分野に分かれている。いずれもその分野を専

門とする研究協力者（役割分担と年次計画は
下表）との密接な連携をとりながら、同時進
行で研究を行う。 
＜分子生物学的研究＞ 
GFPの発現解析: GFP導入によりGABAニュ
ーロンを可視化し、GABA神経細胞数と形態
を観察する。発生初期における麻酔薬長期投
与、繰り返し投与、疼痛関連モデル動物にお
いて実験し、脊髄、大脳皮質の GABAニュー
ロンの変化に焦点を当てる。 
＜行動薬理学的研究＞ 
GAD65 mouseの抗不安作用と急性侵害受容
反応を解析する。 Tail flick Test、Water 
immersion test、Open field testなどで、GABA
放出の分子調節機構の役割を調べる。 
＜電気生理学的研究＞ 
１） マウス海馬 CA1領域スライス標本にお
ける GABA ニューロン可視化法により、
GABA作動性の抑制シナプス電流、GABA神
経細胞の膜の性質を電圧応答で解析する。 
２） 脊髄後根付きスライス(厚さ 500µm)を
作成して、GABA、Glycine電流の解析。 
３） In vivo 標本を用いた脊髄での電気生理
実験: 侵害刺激を与え、刺激により誘発され
る興奮性シナプス後電流や、活動電位を記録
する。 
 
４．研究成果 
 
 研究目的 1のプロジェクトとして以下の研
究を行った。発達期の脳に対する全身麻酔薬
の長期的影響は、麻酔科医のみならず社会的
にも注目を集める重要なテーマである。1990
年代後半から、新生げっ歯類への麻酔薬投与
が神経毒性と学習障害を起こすことが報告
され、最近では新生霊長類でも麻酔薬が予定
細胞死（アポトーシス）を増加させることが
明らかとなった。麻酔投与後に観察されるア
ポトーシスの増加が、はたして学習障害や異
常行動と直接的に関連するのか、 
 我々は初年度研究実施計画に沿って、次の
研究を行った。発達期の脳への麻酔薬の影
響：出生後 1-7日目の蛍光蛋白導入マウスに
麻酔薬（セボフルラン 1.5%、自発呼吸下に 6
時間）を投与して、長期的な学習能力や行動
異常に関する実験を行った。生後 3ヶ月まで
の成長と発達過程で、体重増加に有意な群間
差はなく、またモリス水迷路試験での空間認
知能力（2週にわたって 10回以上施行）にお
いても、セボフルラン投与群は control 群と
有意差がなかった。一方、非学習系不安を評
価できる高架式十時迷路テストでは、セボフ
ルラン投与マウス群で、closed armに存在す
る時間が有意に延長していた。この結果から、
僅かではあるがセボフルランが脳内神経伝
達物質のバランスなどに長期的な影響を及
ぼす可能性が示唆された。一方、GFP神経細



胞の可視化による抑制系神経細胞（GABA 
neuron）への影響に関しては、セボフルラン
（1.5%、6時間）投与による有意な変化が観
察されなかった。しかしこれは、神経細胞数
の比較であるため、抑制シナプスへ（の強さ）
の影響がなかったとは結論できない。さらに
研究の問題点として、使用した麻酔薬の濃
度・時間は適切であったか疑問が残る。マウ
スにおける臨床麻酔濃度は 3%近くであるが、
この濃度では呼吸抑制が顕著になる。呼吸や
循環動態は問題なく保たれていたのかなど、
今後詳細な検討が必要である。 
 
 研究目的 2のプロジェクトとして以下の研
究を行った。脳神経細胞間の情報伝達はシナ
プスを介するネットワークが主要な機能構
造であると考えられ、麻酔薬の研究分野でも
シナプス伝達への解析を中心に行われてき
た。ところが最近、シナプス領域外に存在す
る受容体の機能と特性が注目され始め、それ
まで脇役だったはずのシナプス外受容体が
脳機能調節の“主役”の扱いとなり始めた。
GABAに限定すると、シナプス領域外 GABA
受容体は、GABAに対する高い親和性と緩慢
な脱感作特性から、細胞周囲の GABA濃度セ
ンサーとして働き、持続的な電流（ tonic 
current）を提供する。“麻酔薬による中枢神経
抑制”に関する研究分野でもこの流れに沿っ
て、2001 年プロポフォールがシナプス外
GABA受容体を介する抑制を強く増強するこ
とが報告されてからは、“シナプスを超える
か?シナプス外受容体の役割”が強調されるよ
うになった。今年度大別すると、次の二つの
研究論文成果を得た。一つは、全ての麻酔薬
がこのシナプス外 GABA 受容体をメインに
作用する訳ではない、という行動薬理学研究
である。セボフルラン、ハロタンなどの揮発
性麻酔薬は、確かにこの電流を増強するが、
その程度は僅かで、個体レベルでの麻酔感受
性変化にあまり貢献しない。これは、プロポ
フォールやミダゾラムによる鎮静とかなり
状況が異なっている。次に、不安、痛み、ス
トレスなどが持続すると細胞外 GABA 濃度
が低下し、シナプス外受容体を介する持続的
抑制が減少する。GABA濃度が低下した遺伝
子改変マウスでの解析から、GABA濃度の低
下は熱刺激への痛覚過敏に関与するが、化学
刺激への疼痛閾値には貢献しないことが判
明し、これを論文発表した。また、以上の成
果を公表した学会（第 56回日本麻酔科学会）
では、最優秀演題賞も受賞した。 
 
研究目的 3のプロジェクトとして、神経障害
性疼痛のメカニズムに関する研究を行った。
末梢受容器、脊髄後根神経節、脊髄後角ニュ
ーロンの変化、さらに脊髄後角でのシナプス
発芽、情報伝達系の動きなどが重要と考えら

れている。今回の研究では、GABAニューロ
ンの枯渇した結果として起こる脱抑制の役
割を知るために、小胞型 GABA/glycine トラ
ンスポーターへテロマウス(VGAT+/- mice)を
用いて、脊髄における GABAと glycineの神
経細胞小胞内への取り込みを担うトランス
ポーター低下が、侵害受容、抑制シナプス伝
達にどう影響するかを調べた。 
 12-16週のWTと VGAT-/-を使って、全脳・
全脊髄から、GABA, glycine, glutamateの濃
度を測定した。次に、急性侵害受容刺激と炎
症疼痛刺激に対する反応の違いを両群で比
較した。脊髄スライスを作製し、細胞直視下
（IR-DIC）に脊髄の後角神経細胞からパッチ
クランプ法を使って、抑制シナプス電流
（GABA-sIPSCs）を解析した。 
 VGAT+/-マウスでは、VGAT量が WTの約
半分まで減少していたが、VGATの低下に伴
うアミノ酸量の代償性変化はなかった。
GABA 作動性麻酔薬プロポフォールや
NMDA 受容体拮抗作用のあるケタミンへの
感受性には変化がなかったが、ホルマリンテ
ストで、VGAT+/-において 2相後期の反応時
間の増加が見られた。脊髄シナプスレベルで
は、自発性グリシン電流の低下が見られた。 
 VGAT+/-マウスでは、VGAT トランスポー
ターの低下に伴い GABA/glycine の取り込み
量が減少するため、持続的炎症性疼痛が増大
する可能性が示唆された。この事実から、
VGAT蛋白が、炎症性疼痛治療の分子標的に
なるかもしれないことを示す貴重な結果で
ある。 
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