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研究成果の概要（和文）：全身麻酔薬は幼弱動物に対して長時間施行すると、広範な神経細胞死

を生じることが報告されている。この麻酔薬の神経毒性に対して、エリスロポエチン（Epo）
が保護作用を示すかを検討した。日齢７日ラットにおいて麻酔６時間施行後、大脳皮質と海馬

にアポトーシスの増加を認めた。麻酔前に Epo 鼻腔内、腹腔内投与を行った群において、アポ

トーシスの程度は有意に変化しなかった。したがって、Epo の麻酔薬神経毒性に対する保護作

用は認めなかった。 
 
研究成果の概要（英文）：General anesthetics are shown to induce wide spread apoptosis in 
the developing brain.  We studied if erythropoietin (Epo) affords protection against 
anesthetic-induced neurotoxicity in neonatal rats.  We found that neuroapoptosis was 
induced in the cerebral cortex and hypocampus after 6 hour exposure to general 
anesthetics.  Intranasal and intraperitoneal administration of Epo failed to inhibit 
apoptosis.  The results suggest that Epo is not effective in inhibiting anesthetic-induced 
neurotoxicity in immature brain. 
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１．研究開始当初の背景 
(１）麻酔薬の幼若脳に対する神経毒性 

新生児ラットに対して、亜酸化窒素、イソ

フルレン、ミダゾラムなどの臨床に広く使用

されている麻酔薬を通常使用量で数時間暴

露すると、大脳皮質、海馬などに広範囲に神

経細胞死が生じ、成熟後の空間学習能の低下

を惹起するという報告が 2003 年になされ、

非常に大きなセンセーションを起こした（J. 

Neurosci 23:876, 2003）。その後数多くの追

試によって、発達過程の幼若な脳にケタミン、

プロポフォール、セボフルレンなどの麻酔薬

も神経毒性をもたらすことが確認された。シ
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ナプス形成が進行中の未発達な脳にGABAA受

容体刺激作用やNMDA型グルタミン酸受容体

抑制作用を持つ麻酔薬が作用することによ

ってアポトーシスが誘導されると考えられ

ているが、そのメカニズムの詳細は明らかで

はない。最近、イソフルレンが神経栄養因子

であるBDNFのシナプス形成および神経栄養

作 用 を 阻 害 す る 可 能 性 や neuronal 

progenitor cellの数の低下を生じる可能性

が指摘されている。臨床においては麻酔薬の

神経毒性を裏付けたり、否定するに足る疫学

的なデータは得られていないが、小児麻酔の

大きな課題であると考えられている（Anesth 

Analg 104:509, 2007）。 

(２）Erythropoietinの神経保護作用 

近年erythropoetin（Epo）の受容体が神経

細胞に発現しており、神経系の発達に重要な

働きをするとともに、神経栄養因子様作用や

神経保護作用を持つことが明らかとなって

きた(Nat Rev Neurosci 6: 484, 2005)。新

生児動物や成熟動物において、Epo投与が虚

血や外傷など様々な要因によるアポトーシ

スを強力に抑制することが動物実験で示さ

れている。さらに、ヒトにおいても脳梗塞や

多発性硬化症などにおいてEpo投与の神経保

護効果が示された。また、傷害修復に重要な

neuronal progenitor cellの増殖にEpoシグ

ナル伝達系が必要であり、外因性に投与した

Epoは脳梗塞モデルでneuronal progenitor 

cellの増殖を刺激し損傷修復を促進するこ

とが明らかとなった（J Neurosci 26:1269, 

2006, J Biol Chem 282:25875-83,2007）。こ

の時点では、Epoの麻酔薬のin vivoでの神経

毒性に対する効果に関する報告は見られな

かった。 

 
２．研究の目的 
新生児ラットに長時間麻酔薬を投与する

ことによって生じる神経細胞死などの脳傷

害に対して、erythropoietin（Epo）が神経

保護因子として働き、この神経毒性を抑制す

るという仮説を検討することを目的とする。 

 具体的には、日齢７日の新生児ラットに６

時間の亜酸化窒素・イソフルレン麻酔を行い、

Epo の前投与によって、神経細胞のアポトー

シスの程度がどのように変化するかを明ら

かにする。 
 Epo は分子量の高い蛋白であるため、末梢

投与では脳血管関門を通過しにくいことが

知られている。成体動物やヒトにおいて、鼻

腔内投与した場合、インスリンや Epo などの

蛋白製剤が神経経路を介して脳内へ高効率

に移行することが報告されている。本研究で

も、Epo の腹腔内投与に加えて鼻腔内投与の

効果を検討した。 
３．研究の方法 
(１）薬剤投与：Wistar系ラット哺乳 7日齢
を用い、Epo の投与経路別に鼻腔内投与群と
腹腔内投与群に分けた。Epo は human 
recombinant Epo (rEpo)を生食に溶解して用
いた。蛋白吸着を避けるためピペット、容器
は吸着防止薬を塗布したものを用いた。 
鼻腔内投与群は、生食群(NS12mcl)、低用

量 Epoの rEpo-L群(20U/12mcl)、中等量 Epo
の rEpo-M群(66U/12mcl)、高用量 Epoの
rEpo-H群(200U/12mcl)の 4群に分けた。麻酔
開始の 30分前に、2mclずつ交互に、左右の
鼻腔に注入した。 
腹腔内投与群は、同様な４群を設け、同量

の薬剤を麻酔開始 30分前に、腹腔内に一度
に全量を注射した。 
(２）麻酔実施：恒温槽につけた密閉容器に
ラットを収納し、自発呼吸下に６時間の麻酔
薬暴露を行った。麻酔器より亜酸化窒素 4 
l/min、酸素 2 l/min, イソフルラン 0.95%
の混合ガスを容器の流入口より送気し、排出
口より排出させた。排出口で麻酔ガス濃度を
連続モニターした。非麻酔群では、亜酸化窒
素に変えて窒素を同量送気した。また、麻酔
中のバイタルサインを評価するため、別の７
日齢ラットにおいて MouseOX を用いて、呼吸
数、心拍数、SpO2、体温をモニターした。 
(３）脳組織の検討：麻酔終了約３０分にペ
ントバルビタール麻酔を施し、断頭して脳を
摘出した。海馬部分、頭頂部の大脳皮質部分
をブロックとして切離し、凍結した。後日解
凍し、それぞれの部位から脳組織 homogenate
を作成し、cleaved Caspase 3を抗体として
ウェスタンブロット法を行った。一部の例で
は、前頭部と後頭部の大脳皮質のブロックも
採取し、homogenateを作成し、ELIZA法を用
いて human recombinant Epo の定量を行い、
投与した Epoの脳への移行を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）麻酔中の呼吸、循環、体温の変化 
麻酔開始後、呼吸数の低下と心拍数の増加が
見られたが、６時間の麻酔中も体温は正常に
保たれた。SpO2 は麻酔中軽度に低下したが、
どの時点でも 95%以上を保った。 
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図１：麻酔中のバイタルサイン 

 
(2)投与した Epoの脳内への移行 
対照として生食を鼻腔内および腹腔内に

投与した生食群ではヒト Epoは検出限界以下
であった。したがって、この方法では内因性
の Epoは検出されず、外部から投与した human 
recombinant Epo の移行を評価できると考え
られた。これは過去の報告とも一致する結果
であった。 
大脳皮質ホモジェネート内のヒト Epoは鼻

腔内投与では、大量投与でも極微量しか検出
できなかったが、腹腔内投与後には 3.9 
mU/protein mg程度の移行が認められた。 こ
れは、新生児の脳虚血モデルで Epo 腹腔内投
与後に脳保護作用がに認められた報告と近
い脳内濃度であり、有効な濃度に達している
と考えられた。 
 

   前頭大脳皮質   後頭大脳皮質 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２：前頭および後頭大脳皮質ホモジェネー
トのヒトエリスロポエチン濃度（mU/protein 
mg） 
 
（３）アポトーシスの評価 
cleaved caspase3の発現は GAPDHの発現量

との比を取って調べた。6 時間の麻酔薬暴露
により、頭頂部大脳皮質の cleaved caspase3
は、非麻酔群と比べて、鼻腔投与群、腹腔投
与群それぞれ、約 8倍、10倍と有意に増加し
た。海馬では麻酔暴露によって、鼻腔投与群、
腹腔投与群それぞれ約 5倍に増加した。 
Epo 投与は、いずれの投与量においても鼻

腔内、腹腔内投与どちらの群も cleaved 
caspase3 の発現量を有意に変化させなかっ
た。鼻腔内低用量投与群は生食投与群に比べ
て増加傾向を示したが、差は有意ではなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3 ： 鼻 腔 内 投 与 群 の cleaved 
caspase3/GAPDH 比の比較 
 
皮質 [1-way ANOVA: F(3,30) = 1.892; P = 
0.155]。 海 馬  [1-way ANOVA: F(3,29) = 
0.918; P = 0.446]。 
 ＊; student's T test; p < 0.01 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 ４ ： 腹 腔 内 投 与 群 の cleaved 
caspase3/GAPDH 比の比較 
 
（４）考察 
Epo 鼻腔内投与について：成熟ラットやヒト
において、分子量の大きい蛋白質やポリペプ
チドを全身投与した場合、脳血液関門の存在
のために脳神経系への移行が少なく、作用部
位で十分な濃度に達しないことはしばしば
みられる。このような場合に、鼻腔内投与は
経神経的に脳への移行が期待できる投与経
路である。投与物質が鼻粘膜より神経線維に
取り込まれて、嗅神経内を輸送されて脳内に
達する経路や、神経線維周囲に沿って輸送さ
れて移行する経路、脳血液関門を欠く脳底部
に運ばれて循環を介して移行する経路など
が存在すると考えられている。ヒトにおいて
も、インスリンの鼻腔内投与後に脳内へ効率
よく移行することが報告されている。Epo も



高分子量の蛋白質であるため、末梢投与では
脳への移行は遅く、かつ限定的であり、大量
投与を必要とする。成熟ラットにおいて、腹
腔内投与と鼻腔内投与を比較し、後者が圧倒
的に効率よく脳組織へ移行することも報告
されている。しかし、新生児動物での鼻腔内
投与は、Epo やそれ以外の蛋白質に関して報
告はなかった。これらより、新生児ラットで
Epo の鼻腔内投与を試行したが、脳への移行
は腹腔内投与よりも少なかった。非常に微量
投与になること、非麻酔下の投与であるため
十分吸収されなかったことが考えられる。予
備実験で色素の鼻腔内投与を行ったときは、
脳への移行が肉眼的にも認められた。したが
って、神経線維での Epoの取り込みや輸送系
が新生児動物では未発達であることも考え
られる。 
 
（５）結論 
①新生児ラットにおいて Epoの鼻腔内投与後
の脳内への移行を、ヒト Epo の ELIZA法によ
る測定によって評価した。成体での報告とは
異なり、鼻腔内投与は腹腔内投与に比べて脳
への移行は著しく低かった。新生児ラットで
は、鼻腔への薬液投与は、確実に投与できな
い、鼻閉を生じるなどの欠点があり、投与法
として不備であった。 
②新生児ラットに対する 6時間の亜酸化窒素
―イソフルレン麻酔は、低酸素を来さずに大
脳 皮 質 、 海 馬 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 発
し,cleaved caspase3の発現増加を生じた。 
③Epo の麻酔暴露 30 分前の投与は、鼻腔内、
腹腔内投与いずれにおいても、 cleaved 
caspase3 の発現量に有意の変化を生じなか
った。したがって、現時点までの検討では、
Epo は新生児ラットの亜酸化窒素―イソフル
レン麻酔による神経細胞死を抑制する所見
は認められなかった。 
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