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研究成果の概要（和文）：局所麻酔薬は神経細胞のナトリウムチャネルを抑制することにより麻酔作用を生ずるとされ
ているが、これのみで局所麻酔薬の作用や種々の有害作用をすべて説明することはできない。ラット脳には数種類のCa
-及びMg-ATPaseが存在したが、本研究で、局所麻酔薬はアルカリ性で作用するCa-及びMg-ATPase活性を抑制した。また
、作用の強い局所麻酔薬ほど強くNa,K-ATPase活性を抑制した。これらのATPaseは局所麻酔薬の作用に関連する可能性
がある。

研究成果の概要（英文）：Local anesthetics are supposed to produce anesthetic action by inhibiting a neuron
al sodium channel, but this inhibition cannot explain all the effects of the local anesthetic and various 
kinds of adverse effect. Several kinds of Ca - and Mg-ATPase were present in rat brain, but in this study,
 the local anesthetic inhibited Ca - Mg-ATPase activity that work in alkaline pH. Also, local anesthetic w
ith strong anesthetic effects strongly inhibited Na,K-ATPase activity. These ATPases may be associated wit
h effects of the local anesthetic.
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 １．研究開始当初の背景 
 
 局所麻酔薬の作用機構に関しては、ナトリ
ウムチャネル抑制説(Ragsdale, D.R. et al. 
Molecular determination of state- 
dependent block of Na channels by local 
anesthetics, Science, 265 : 1724-1728 
(1994))で決定された感があり、最近は新た
な研究はあまり見られない。しかし、局所麻
酔薬の一般的な性質や種々の有害作用が、す
べてナトリウムチャネルに対する作用のみ
で説明できるわけではなく、新たな視点での
研究が必要である。 
 
２．研究の目的 
 
 局所麻酔薬には、本来の麻酔作用以外にも
有害な作用も含めて種々の作用があり、すべ
てをナトリウムチャネルに対する作用だけ
で説明することは困難である。個々の作用に
対するターゲットを明らかにすることがで
きれば、より安全性の高い局所麻酔薬の開発
に貢献できると考えられる。そこで、神経系
の機能にかかわる酵素として、脳に存在する
Na,K-ATPase, Ca-ATPase 及び Mg-ATPase 活性
に対する麻酔薬の作用を明らかにすること、
生体膜のモデルとしてリポソームの物性に
対する作用を検討し、新たな局所麻酔薬ある
いは不整脈治療薬のデザインに応用可能な
データを得ることを目的に研究を行う。 
 
３．研究の方法 
 
（１）脳の Ca-及び Mg-ATPase 活性に対する
各種局所麻酔薬の作用 
 まず、ラット脳のミクロソーム及び形質膜
分画から Ca-及び Mg-ATPase を部分精製し、
各種阻害剤に対する応答性をもとに存在す
る ATPase 活性の性質を明らかにし、それら
に対する麻酔薬の作用を検討する。 
 
（２）Na,K-ATPase 活性に対する各種局所麻
酔薬の作用 
 ラット及びウサギ脳から精製した
Na,K-ATPase を用いて、Na,K-ATPase 活性及
び部分反応であるパラニトロフェニルリン
酸加水分解活性（p-NPPase）に対する各種局
所麻酔薬の作用の濃度依存性を測定し、各麻
酔薬の構造と Na,K-ATPase および p-NPPase
活性抑制作用の強度の相関を明らかにする。 
 
（３）リポソーム膜に対する各種局所麻酔薬
の作用 
①スピンラベル剤である 5-DSA あるいは
16-DSA でラベルしたリポソームを作製する。 
②リポソーム中のスピンラベル剤の電子ス
ピン共鳴（ESR）スペクトルを測定し、スペ
クトルの線形の各計測値から、膜の中でのス
ピンラベル剤の配向や異方的回転を示すオ
ーダパラメータ（Ｓ）と回転運動の速さを示

す回転相関時間（τ）を計算する。スペクト
ルの線形と、これらＳおよびτの値から、膜
の流動性等の物性を評価する。 
 各種局所麻酔薬存在下で、ESR の測定実験
を行うことにより、生体膜のうち脂質部分に
対する局所麻酔薬の作用を解析することが
できる。その結果をもとに、局所麻酔薬の細
胞膜の安定性に対する作用と、麻酔薬の構造
との関連について解析する。スピンラベル剤
に加えて、Na,K-ATPase あるいはナトリウム
チャネルを組み込んだ、より生体膜に近いリ
ポソームを作成してESRスペクトルを測定す
る。局所麻酔薬の膜に対する作用が膜タンパ
ク質の存在により変化するか否かを検討す
る。 
 リポソームをモデルにESRスペクトルの測
定により、各種麻酔薬の細胞内移行性を評価
する。モデルリポソームは二重層膜なので、
局所麻酔薬の作用が膜の外部側にとどまる
か、内部にまで浸透しているかを判定するこ
とができる。 
 
４．研究成果 
 
（１）①ラット脳のホモジェネートから調整
した膜分画（PⅠ）及び, Pottorf の方法に従
って調整した形質膜（PⅡ）及びミクロソー
ム（PⅢ）分画の Ca で活性化される ATPase
に 対 す る propofol, pentobarbital と
thiopental の作用を調べた. 
② PⅠには Ca の濃度に依存して活性化され
る ATPase が存在し 1 mM 以上の Ca でほぼ飽
和した（Ca-ATPase 活性）．PⅠの Ca-ATPase
活性は propofol 濃度に依存して抑制され
50 %阻害濃度（Ki 0.5）は 0.25 mM であった. 
Propofol 存在下で Ca-ATPase 活性の Ca 濃度
依存性を調べると，存在する propofol 濃度
に依存して最大活性と Caに対する Kmは低下
した．  
③PⅡ及び PⅢには， ウェスタンブロッティ
ング及び酵素学的性質からCa, Mg-ATPase で
ある PMCA（plasma membrane Ca-ATPase）及
び SERCA （ sarcoendoplasmic reticulum 
Ca-ATPase）の存在が明らかになった．PⅡ及
び PⅢの Ca, Mg-ATPase 活性はいずれも類似
した濃度依存性で propofol, pentobarbital
と thiopental によって阻害され, その Ki 0.5
はそれぞれ 0.35, 3 及び 1.5 mM であった. 
④本研究で調べた Ca-ATPase 及び Ca, 
Mg-ATPase 活性の propofol, pentobarbital
と thiopental による活性阻害濃度は, 同じ
生体膜に存在する酵素である Na, K-ATPase
活性の阻害濃度と類似していた. 以上の結
果から，ラット脳に存在する Ca で活性化さ
れる ATPase 活性の静脈麻酔薬による阻害は
特異的なものではなく，麻酔薬の生体膜に対
する一般的な作用の結果として ATPase タン
パク質が影響を受けた結果として抑制され
たものと推測した. 
⑤ PⅡ及び PⅢの中性 pH で検出される



Ca-ATPase 活性は procaine, lidocaine 及び
tetracaine によって阻害されなかった。しか
し、アルカリ性至適 pH で検出される PⅡの
Ca-ATPase 活性は procaine, lidocaine 及び
tetracaine の濃度に依存して抑制され
tetracaine による抑制が最も強かった。これ
らの理由については現在さらに検討中であ
る。 
 
（２）①ラット全脳から，Pottorf の方法に
従って，形質膜（PII）とミクロソーム（PIII）
分画を得た．Mg-ATPase 活性の至適 pH は PII
が約 9.4，PIII は約 7.4 であった． 
②PIIの Mg-ATPase活性はF型ATPaseの阻害
剤である NaN3によって約 80%抑制され，PIII
の Mg-ATPase 活性は P 型 ATPase 及び V 型
ATPase の 阻 害 剤 で あ る Na3VO4 及 び
Bafilomycine A1 によってそれぞれ約 10%及
び 30%抑制された．ウエスタンブロッティン
グの結果からも、F型 ATPase は PII に，V型
ATPase は PIII に最も多く検出された．上記
阻害剤で抑制されない Mg-ATPase 活性を
Basal Mg-ATPase とし，各阻害剤の存在下で
各 ATPase を分別して静脈麻酔薬の影響を調
べた． 
③Propofolは V型 ATPase活性、PII及びPIII 
Basal Mg-ATPase 活性を濃度依存的に抑制し
たが，F型 ATPase 活性は 80%程度活性化した．
PentobarbitalはすべてのATPase活性を濃度
依存的に抑制した．Thiopental もすべての
ATPase 活性を抑制したが，その程度は各
ATPase によって異なった．以上の結果から、
静脈麻酔薬はラット脳Mg-ATPase活性を基本
的に抑制するが，Propofol はミトコンドリア
に特異的な作用を及ぼすことが示唆された。 
④一方、PⅡ及び PⅢの中性 pH で検出される
Mg-ATPase 活性は procaine, lidocaine 及び
tetracaine によって阻害されなかった。しか
し、アルカリ性至適 pH で検出される PⅡの
Mg-ATPase 活性は procaine, lidocaine 及び
tetracaine の濃度に依存して抑制され
tetracaine による抑制が最も強かった。これ
らの理由については現在さらに検討中であ
る。 
 
（３）①神経細胞膜の興奮性の維持をになう
Na,K-ATPase に対する局所麻酔薬の作用につ
いて検討を行った。5 種類の局所麻酔薬は濃
度に依存して Na,K-ATPase 活性を抑制した。
活性阻害の濃度は各局所麻酔薬の臨床使用
濃度に近く、活性の 50％阻害濃度と局所麻酔
薬の力価あるいは毒性の間には相関が見ら
れた。活性抑制の原因として Na 及び K イオ
ンに対する親和性の低下が考えられた。 
②生体膜の構成脂質であるホスファチジル
コリンとホスファチジルエタノールアミン
は、Na,K-ATPase に対するプロカインの作用
を低下させたが、リドカインなど他の局所麻
酔薬による阻害を増強した。生体膜リン脂質
が局所麻酔作用に影響することを示唆する。  

（４）歯科臨床において局所麻酔薬は歯槽骨
周辺に浸潤麻酔として使用されることから、
骨芽細胞由来の酵素に対する局所麻酔薬の
作用を検討した。5 種類の局所麻酔薬は濃度
に依存して Ca-及び Mg-ATPase 活性を抑制し
た。各麻酔薬の両 ATPase 活性阻害の順序は
臨床的に推定されている各麻酔薬の作用あ
るいは毒性の強さの順序にほぼ一致してい
た。細胞の形質膜に対する局所麻酔薬の作用
の結果としてこれらの酵素が抑制される可
能性がある。リドカイン、プロカイン及びプ
リロカインはアルカリ性ホスファターゼ活
性を抑制したが、ジブカインとテトラカイン
は抑制しなかったことから、局所麻酔薬に共
通した作用ではなかった。  
 
（５）①16-DSA を組み込んだ多重層リポソー
ムのスペクトルは5-DSAに比べて比較的鋭い
シャープな３本のシグナルを示した。両者の
ESR スペクトルから計算したＳの値は大きく
異なり、5-DSA のラジカルは膜の比較的表層、
16-DSA では深部と二重膜の異なる部分に位
置することを示した。 
②両者のスペクトル強度は、セボフルレンや
イソフルレンでは麻酔薬の濃度に伴って増
大し、ハロセン、エーテル、エタノールでは
高濃度を加えたときに増大した。しかし、い
ずれの麻酔薬も膜流動性の指標となるＳや
τにはほとんど影響しないことから、麻酔薬
は脂質二重膜の表層にとどまっており、ラジ
カルの存在する脂質の内部には影響を及ぼ
さないことが示された。また、単層リポソー
ムを用いたＳとτの測定結果は多重層リポ
ソームの場合と同様であり、得られた実験結
果はリポソーム膜の形態には影響されない
ことを示唆した。 
③より生体に近いモデル膜で解析を行うた
めに Na,K-ATPase あるいは microsome 分画中
に含まれる膜タンパク質を組み込んだリポ
ソームを作成した。Na,K-ATPase の場合は脂
質とタンパク質の重量比を 10:1 に、
microsome の場合は重量比を 10:3 とした。
Na,K-ATPase 及び microsome タンパク質再構
成リポソームの ESR スペクトルのＳの値も
5-DSA と 16-DSA で大きく異なり、膜中でのラ
ジカルの存在部位が異なることを示した。麻
酔薬添加による両タンパク質を再構成した
リポソームのESRスペクトルの線形変化はリ
ポソーム単独の場合と同様であり、セボフル
レンやイソフルレンでは麻酔薬の濃度に伴
って強度が増大し、ハロセン、エーテル、エ
タノールでは高濃度を加えたときに増大し
た。高濃度のイソフルレン、エタノールの添
加でＳの値が低下したが、その他の麻酔薬で
はほとんど変化しなかった。τの変化もリポ
ソーム単独のときと同様、麻酔薬の添加によ
りほとんど変化しなかった。以上の結果は、
今回用いた重量比の Na,K-ATPase あるいは
microsome 膜タンパク質をリポソームに再構
成しても、膜中でのスピンラベル剤の周囲環



境およびそれに対する麻酔薬の作用に影響
を及ぼさないことを示した。 
④電子スピン共鳴（ESR）、19F の核磁気共鳴
（NMR）を用いた実験から、全身麻酔薬のイ
ソフルレンはリポソーム膜の表層に結合し
化学交換を行っていること、その膜に対する
影響は膜の表層に強く作用し、深部ではその
作用が低下することを示した。 
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