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研究成果の概要（和文）：動物実験において発達中の脳では麻酔薬投与がアポトーシスの増加や樹状突起の形態変化を
引き起こすことが報告されている。妊娠1７日目のラットより胎児脳を取り出し、大脳皮質神経細胞の初代培養を行っ
た。培養直後から72時間、培養液中に数種類の麻酔薬を暴露した。培養13または14日目に神経細胞に対しグルタミン酸
を暴露しカルシウムイメージング法にて反応を測定比較した。
その結果、麻酔薬であるチオペンタールを暴露した場合、カルシウムイメージングでの反応性には有意差がみとめられ
なかったが、ケタミンではカルシウムの流入が増強することが確認された。

研究成果の概要（英文）：The neurotoxic effects of anesthetics on the developing brain are a concern.
We examined the degree of L-glutamate-induced intracellular calcium ([Ca2+]i) elevation and neurotoxicity 
in primary cultured neurons exposed to anesthetics.The primary cortical neurons from E17 Wistar rats were 
preincubated with various concentrations of ketamine or thiopental sodium (TPS) for the first 72 h of 
culturing. Two weeks later, the neurons were exposed to L-glutamate. The extent of glutamate toxicity was 
evaluated by Ca-imaging and morphological experiments.Although preincubation with extra high 
concentration of ketamine showed enhancement of L-glutamate-induced [Ca2+]i elevation 2 weeks later, 
long-term exposure to TPS or ketamine at clinical dose during developmental periods may not result in a 
dose-related potentiation of exogenous glutamate-induced neurotoxicity, once the intravenous anesthetics 
are removed.

研究分野： 麻酔学

キーワード： 脳神経　麻酔薬
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１．研究開始当初の背景 

麻酔薬は神経細胞の発達、興奮、細胞

死を制御する細胞内信号伝達経路に影

響を与えている。静脈麻酔薬ケタミン

は p38 マイトジェン活性化プロテイン

キナーゼ(MAPK)の活性、ERK1/2 のリ

ン酸化の下方制御に関与しているとい

う報告は近年、その作用機序の一つと

して注目を集めている。この他にも麻

酔薬が MAPK やカルシウム伝達系に

関与している報告はあるが、低温療法

や麻酔薬等の薬物療法の神経細胞保護

作用に関し、これらの系との関係を調

べた研究は少なく、更に形態学的に観

察された生存神経細胞機能をバイオイ

メージング法及び免疫組織学的検査に

より質的な評価を行ったという報告は

なかった。また、低酸素暴露の際に麻

酔薬等により保護された残存神経細胞

に関し、質的特徴を明らかにした研究

もなく、麻酔薬や低温療法により細胞

生存率が上昇した場合、上昇した割合

の生存神経細胞における特定の神経伝

達物質(グルタミン酸、GABA 等)に対

する反応の差違等の生理学的な特徴が

あったかは明らかでなかった。 

 

２．研究の目的 

低酸素傷害に対する低温療法並び麻酔

薬等の薬物療法による神経保護作用に

関し、作用機序を細胞内カルシウムの

制御及び MAPK 系の点より解明し、生

存脳神経細胞をカルシウムイメージン

グ法、量子ドット一分子蛍光イメージ

ング法、免疫組織学的染色法により質

的に判定し、細胞死に至る細胞と麻酔

薬等薬物療法・低温療法によりレスキ

ューされる細胞の分子細胞生物学的特

徴を明らかにする事を目的とした。 

 

３．研究の方法 

研究申請者の澁田が確立したウイスタ

ーラットの胎児大脳皮質及び海馬細胞

の初代培養神経細胞モデル(Shibuta S 

et al, Br J Pharmacol 1998 124; 804-819., 

Shibuta S et al., Neuroreport 

12;12(2):295-8 2001)を利用し、脳神経

細胞を無酸素インキュベーター

（ASTEC water jacket type multi-gas 

incubator, APM-30D）内に 24 時間留置

し、形態学的に神経細胞の生死を判定

したところ、細胞生存率は常温下では

14.7%、32℃の低温療法下では 63.0%で

あった。つまり、48%の脳神経細胞が

低温療法により保護されたということ

が我々の研究によりしめされている

(Shibuta S et al Br J Anaesth 2010 104: 52

−58.筆頭著者)。この結果を利用し、薬

物や低温療法の際に MAPK 及びその

関連シグナルの阻害薬である JNK阻害

薬、MEK1/2 阻害薬、PDK-1 阻害薬、

フォスフォリパーゼ C 阻害薬、カルモ

ジュリン阻害薬、IP3 受容体拮抗薬を

胎児大脳皮質及び海馬細胞の初代培養

神経細胞モデルに投与し、細胞生存率

に対する影響を解析し、低温及び薬物

療法の神経保護作用における MAPK

系の関与を明らかにし、メカニズムの

解明を試みた。また、Fluo-4AM を神経

細胞に投与しインキュベートを行った

後に、NBS に溶解した１μM のグルタ

ミン酸を暴露しカルシウムイメージン

グ法にて Fmax/Fo 値を測定比較した。 

 

４．研究成果 

静脈麻酔薬ケタミン、チオペンタール

ナトリウム、プロポフォールを胎児大

脳皮質及び海馬細胞の初代培養神経細

胞モデルにあらかじめ投与したうえで、

低酸素暴露またはグルタミン酸投与に



より人工脳虚血状態とした。 

静脈麻酔薬療法を実施し、人工脳虚血

状態後に生存した脳神経細胞に対し、

神経刺激物質としてグルタミン酸を投

与し、神経細胞内カルシウム濃度を測

定結果を解析した。 

この実験により、通常の初代培養神経

細胞と人工脳虚血状態において生存す

ることが可能であった培養神経細胞に

おけるグルタミン酸や NMDA に対す

る反応性の差異について検討を加えた。 
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