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研究成果の概要（和文）： 
 
 本邦でよく用いられる吸入麻酔薬セボフルランが心筋リズムを構成するイオンチャネルであ
る一過性外向きＫチャネル電流、slow 型遅延整流Ｋチャネル電流に及ぼす影響を調査した。ラ
ットを用いた研究の結果、セボフルランは一過性外向きＫチャネル電流を peak 電流
（ ITOpeak）と sustained 電流 (ITOsus)に二分して影響を調べたところ、セボフル
ランは両者を濃度依存性に抑制し、活動電位を延長させる方向に作用することが明ら
かとなった。また、slow 型遅延整流 K チャネルに関しては、チャネル構成タンパクである
KCNQ1,および KCNE1 の cDNA をマウス由来の HEK 細胞に発現させて影響を調査した。 
セボフルランは濃度依存性にチャネル電流を抑制し、その抑制は一過性外向きＫ電流
よりも大きかった。これらのことから、セボフルランがＫチャネルと抑制することに
より活動電位を延長させ、 III 群抗不整脈薬のような作用をもたらす可能性が示唆さ
れた。  
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 We electro-physiologically studied the effect of sevoflurane, a volatile anesthesthetic 
widely used in Japan, on transient outward K (Ito) channel and slow delayed rectifier 
K (IKs) channel using the patch clamp technique. Sevoflurane suppressed the Ito in a 
concentration dependent manner. Sevoflurane also suppressed the IKs transfected on 
HEK cell. Our result indicated that the sevoflurane prolongs action potential by 
suppressing these potassium channel and may have a similar effect as class III 
anti-arrythmia drugs.  
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１．研究開始当初の背景 
本邦で開発され小児から老人まで幅広く

使用されている吸入麻酔薬セボフルランは

臨床上不整脈の発生頻度が少ないとされて

いる。近年セボフルランが、虚血再還流の心

臓において心室細動の発生頻度を減少させ

るという報告もあり、何らかの抗不整脈作用

がある可能性が示唆されるが、そのメカニズ

ムや、セボフルランの心筋リズムへの影響に

ついては未だ明らかになっていない部分が

多い。 

我々は、科学研究費 16790864（H16-17）

において、セボフルランが心筋活動電位を濃

度に応じて低濃度で延長、高濃度で短縮とい

う２相性の変化を生じさせることを明らか

にし、その原因は主としてＬ型カルシウム電

流、及び遅延整流Ｋチャネル電流の抑制度の

違いによって生じていることを明らかにし

た。セボフルランは、臨床上心電図の QT 時

間を延長する作用があるとされるが、同じく

薬物で QT を延長をさせるものには III 群抗

不整脈薬があり、ある種の不整脈を予防する

反面、副作用として致死性不整脈を起こす

QT 延長症候群も知られている。従って遅延

整流Ｋチャネルは、セボフルランの心筋リズ

ムへの影響に関して非常に重要な意味をも

つと考えられる。さらに、遅延整流Ｋチャネ

ル電流の特徴は、活性化の後、電流は完全に

基準値に収束しないことであり、これはチャ

ネルの活性後速やかに不活化して一定の休

止期間後でないと再びチャネルが活動でき

ないナトリウムやカルシウムと明確に異な

っている。従って、このチャネルは繰り返す

心拍の様態で常に一定の開閉活動を続けて

いる特性があり、心リズムの生成に与える影

響が非常に大きいが、通常の実験手法（細胞

に１回の矩形波パルスを与える手法）ではそ

の特性を観察することは困難であることか

ら、本チャネルへの影響は相応の実験手法

（train pulse つまり連続した繰り返しの矩

形波パルス刺激）を用いてこそ明らかとなる

と考えた。 

また、モルモットには存在しないがヒト心

筋には発現している一過性外向きＫチャネ

ル電流に関してはこれまで詳細な検討は加

えられておらず、心筋リズムに関して何らか

の関与が推察されており、これを調査するこ

ととした。 

 
２．研究の目的 

まず、セボフルランの心筋リズムに及ぼす

影響をチャネル電流レベルで検討する。１年

目は、セボフルランが心筋活動電位、及び一

過性外向きK電流に及ぼす影響を調査する。

我々がこれまでに得たpreliminary dataか

らは、セボフルランは一過性外向き電流を抑

制し、活動電位を延長させる可能性がある事

が明らかとなっており、QT延長の原因の一つ

として重要な役割を担っている可能性があ

る。 

モルモット心筋には一過性外向きK電流は

発現していない。そこでラットを用い、一過

性外向きK電流をさらにpeakとsustainedの

２つに分けて、電流とチャネルキネティクス

への影響を調査する。２年目は、これまで明

らかになっているセボフルランの遅延整流K

チャネル電流への影響を、他のチャネルの混

入のない状態で検討する。ネイティブなモル

モット心筋細胞に発現しているrapid型、slo

w型の各遅延整流Ｋ電流は、単回の電流測定

では特異的ブロッカーを用いて抑制できる

が、連続する心拍を再現するようなtrain-pu

lse刺激状態下では100%の混入を防ぎ得ない

ことが我々のpreliminary dataで明らかと

なってきた。そこで、slow型チャネルの構成

タンパクであるKCNQ1,およびKCNE1のcDNAを



 

 

マウス由来のHL-1細胞に発現させ、他のチャ

ネルの混入を防いだ状態でセボフルランに

よる影響を活動電位プロトコール、train-pu

lse プロトコールを用いて検討する。 
 
３．研究の方法 
１）ラット単離心筋の遊離 

十分な麻酔下にラットを開胸し心臓を摘

出し、大動脈遠位端をランゲンドルフ回路

（手製、現有）に接続、 Collagenase、

Protease(Sigma 社)を含む灌流液を用いて逆

行性灌流を行った。組織の十分な融解後に心

筋部のみ切除裁断し、恒温漕を用いてさらに

数分間酵素溶液とともに攪拌、遠心分離器

（現有）を用いて酵素溶液を洗浄置換し、細

胞浮遊液を常温保存して実験に用いた。 

２）パッチクランプ実験 

＜ガラス電極の作成

パッチクランプ用ガラス電極は現有の水平

牽引型の電極作成器（Sutter 社製 P-97）を

用いて作成した。 

＞  

＜活動電位の計測

活動電位、及び各イオンチャネルの開閉動態

は温度の影響を受けて変化する可能性があ

るため、本実験はすべて 37 度の生理的温度

下で行う。現有の温度調整器(TC-344Bおよび

SF-28、PH-1 いずれも Warner Instrument 社

製)を用いる。チャネル電流、活動電位の記

録にはアンプの Axopatch200B、A-Dコンバー

タ Digidata1321A、波形観察・記録ソフトウ

エア pclamp8（すべて Axon instrument社製、

現有）を用いる。倒立顕微鏡（Nikon 社製

Diaphot）のチャンバーに細胞浮遊液を滴下

し、ガラス電極にて通常の whole-cell mode

でギガオームシールを得てパッチ膜を破っ

た後、current clampモードに切り替え、400

μsec の電流を細胞に注入して活動電位を発

生させ、セボフルランが心筋活動電位に与え

る影響を調べる。得られた活動電位波形はデ

ジタル化し解析ソフトウエア clampfit8.0

（Axon instrument 社製）を用いて voltage 

protocol に変換し、活動電位プロトコルとし

ても用いた。 

＞  

＜セボフルランが一過性外向きＫチャネル

に与える影響の調査

各イオンチャネル電流の測定は、Voltage 

clamp モードで先に得られた活動電位プロト

コルを用いて測定した。測定するイオンチャ

ネルは一過性外向き電流を２つに分け、peak 

current と sustained current に分けて検討

を行った。 

＞  

平成 20 年；セボフルランがラット心筋活動

電位及び一過性外向きカリウム電流に与え

る影響を調査した。 

・Current clamp モードでセボフルランが心

筋活動電位に与える影響について、臨床使用

濃度に基づき３つの異なる濃度で調査を行

う。Tyrode 溶液下での測定を Control とし、

セボフルラン投与、Washout 時の変化を観察

する。活動電位時間は APD50、APD90 の 2 点

を測定し比較検討した。 

・Voltage clamp モードで活動電位プロトコ

ルを用い、セボフルランが一過性外向きＫ電

流に与える影響を調べる。それぞれ電流の分

離のため選択的ブロッカーを用いるか、イオ

ンを他薬剤で置換して他のチャネル電流の

混入を防止する（例 Naは NMDG、Ｋは Csで置

換） 

チャネル電流（peak, sustained それぞれ）

に与えるセボフルランの影響、および

activation,  inactivation などチャネル開

閉キネティクスを解析した。 

１）培養細胞へのチャネルタンパク発現 

HEK細胞は、AT-1マウスの心房細胞由来の

心筋細胞ラインであり、この細胞に slow 型

の遅延整流 K チャネル電流を構成するヒト

KCNQ1 および KCNE1 のを cDNA（10ng）を注入



 

 

した。 

使 用 す る cDNA は 蛍 光 色 素 （ green 

fluolescent）でマーキングされており、チ

ャネルタンパクが発現した場合には、蛍光顕

微鏡下に判別が可能となるため、蛍光顕微鏡

下で発光した細胞がターゲットとなる。 

＜セボフルランがKVLQT1 電流に与える影響

の調査

蛍光顕微鏡下にチャネルタンパクが発現

したことを示す発光が認められた培養細胞

のみを実験に使用した。各イオンチャネル電

流の測定は、Voltage clamp モードで先に得

られた活動電位プロトコルを用いて測定し

た。 

＞  

Voltage clamp モードで活動電位プロトコ

ルを用い、セボフルランが HL1細胞に発現し

た IKs チャネル電流に与える影響を調べた。

異なるセボフルラン濃度のチャネル電流に

与 え る 影 響 、 お よ び activation,  

deactivation などチャネル開閉キネティク

スを解析した。 

同 じ く 、 Voltage clamp モ ー ド で

train-pulse プロトコルを用い、セボフルラ

ンが連続測定された IKｓに与える影響を調

べた。異なるセボフルラン濃度のチャネル電

流 に 与 え る 影 響 、 お よ び activation,  

deactivation などチャネル開閉キネティク

スを解析した。 

 
４．研究成果 

１年目は一過性外向きＫ電流はpeak

電流（ ITOpeak）とsustained電流 (ITOs

us)に二分しておのおのの吸入麻酔薬へ

の感受性を調べた。その結果、0.5mMの

セボフルランは、 ITOpeakを0mV時に1

6.7±5.8％、60mV時に17.0±４.７％抑制し

た。一方、ITOsusに対しては0mV時に14

.6±7.8％、60ｍV時に4.2±2.9％の抑制効果

を示した。ITOは心筋活動電位において、第

１相の成り立ちに関与している。ITOの抑制

はすなわち第１相のノッチ部分を減弱させ、

活動電位を延長するように作用することを

意味する。さらに、第１相が抑制され、活動

電位が延長する方向に作用した結果、プラト

ー相（第２相）のはじまりがはやくなり、持

続時間も延長する結果、次のIK電流の活動時

間が延長することとなり、全体として心筋活

動電位が延長されやすくなる。今回のセボフ

ルランによるITOへの抑制結果は大きなもの

とはいえないが、活動電位全体に与える影響

は大きくなる可能性が示された。セボフルラ

ンはITOの構成２成分をいずれも抑制し、活

動電位延長の原因の一環をになっているこ

とが確認され、臨床上QTを延長しうることが

明らかとなった。 

２年目は遅延整流Ｋチャネルについての

検討を行った。本チャネルに関しては slow

型遅延整流 K チャネルの構成タンパクであ

る KCNQ1,および KCNE1 の cDNA をマウ

ス 由 来 の HEK 細 胞 に 発 現 さ せ た 。

目的の細胞を選んでチャネル電流を測定し、

吸入麻酔薬による変化を観察したところ、セ

ボフルラン（0.5mM）は、ベースライン電流

に対して 0mV において 58±5%,20mV 時に

67±5%,40mV 時に 69±5%,60mV 時に 69±

5%の電流抑制効果をもたらした。本研究では

2 種ある IKs 電流のうち rapid 型の影響を除

き、slow 型のみの電流への影響を観察するこ

とができた。 



 

 

 

その結果、セボフルランが slow 型 IKs 電

流を抑制することが明らかとなり、3 群抗不

整脈薬のように活動電位を延長させて抗不

整脈作用を持つ可能性が示唆された。 
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