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研究成果の概要（和文）：ラット髄腔内に投与されたセボフルラン原液は、用量依存的（0.2～10μl）に抗侵害作用を
示した（ED50: 0.7μl）。なお、投与前にbeam-balance testを施行したが、運動失調は認められなかった。全身麻酔
中(1MAC)のラットにおける脳脊髄液(CSF)中セボフルラン濃度は0.9 mMであった。セボフルランを気化器にて気化させ
、2.6 mMの人工脳脊髄液(CSF内最終濃度は推定約 0.26 mM)をラット髄腔内に投与した結果、投与後60分にわたり鎮痛
効果が現れた。なお、投与前にbeam-balance testを施行したが、運動失調は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Intrathecal administration of sevoflurane induced dose-dependently 
（0.2-10μl）antinociceptive effects using tail flick test (ED50: 0.7 microlitter). The contents of 
sevoflurane was 0.9 mM in the cerebral spinal fluids of rats under sevoflurane anesthesia (1 MAC). The 
artificial cerebral spinal fluids containing sevoflurane (2.6 mM) induced antinociceptive effects, but 
not motor dysfunction.

研究分野： 麻酔科学

キーワード： セボフルラン　鎮痛効果
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１．研究開始当初の背景 
(1)揮発性吸入麻酔薬は鎮痛作用を示す 
 Fernandez らはイヌの髄腔内にセボフ
ルラン液を投与した結果、鎮痛効果を示す
ことを報告している (Fernandez et al, 
2005, Br J Anesthesiology)。揮発性吸入
麻酔薬のひとつであるセボフルランが逃
避行動と侵害受容を伝達するラット脊髄
後角での Fos の発現を抑制し、この結果は
侵害刺激伝達を抑制している可能性を示
唆している。この作用の一部は少なくとも
オピオイド受容体を介していると報告さ
れ て い る (Hao S et al, 2002, Life 
Sciences)。脊髄パッチクランプ法により、
セボフルランが臨床濃度でラット脊髄後
角介在ニューロンの抑制系シナプス伝達
を増強することにより脊髄レベルでの鎮
痛作用を有することが示唆された（高橋亜
矢子他、2003, 第２１回麻酔メカニズム研
究会）。また、セボフルランが脊髄の
NMDA 受容体活性を低下させることで鎮
痛効果を生じていることが示唆された
（Matute E, 2003,Neuropharmacology）。 
(2)揮発性吸入麻酔薬は鎮痛作用を示さな
い 
 従来行われていた揮発性吸入麻酔薬単
独による麻酔管理では、手術侵害刺激によ
る血圧や心拍数の上昇に対して吸入濃度
を上げて対処していた。しかし近年では吸
入濃度上昇による循環動態の抑制は吸入
麻酔薬の鎮痛作用ではなく、それは単に血
管拡張や心収縮力の抑制による結果であ
り、揮発性吸入麻酔薬の鎮痛作用は弱いと
認識されている。さらに、揮発性吸入麻酔
薬の最小肺胞濃度（MAC）の概念である
体動の抑制は、脊髄後角からの侵害刺激が
前角からの運動ニューロンを抑制する（脊
髄反射の抑制）結果であって、侵害刺激自
体の有意な抑制ではないと考えられてい
る (Antognini JF et al, 1998, 
Anesthesiology)。 
以上のことから、揮発性吸入麻酔薬の鎮痛
作用を明らかにするには運動神経を抑制
しない条件下で直接的にセボフルランを
髄腔内投与することによって薬理学的解
析を行う必要がある。 
 
２．研究の目的 
動物を用いた実験で揮発性吸入麻酔薬セボ
フルランが、脊髄のオピオイド受容体の機
能亢進あるいは N-メチル-D-アスパラギン
酸(NMDA)受容体の機能減弱により、鎮痛作
用を現すとの報告がある。しかし、揮発性
麻酔薬の鎮痛効果は運動ニューロンを抑制
するために逃避行動ができない結果であり
侵害刺激に対する鎮痛効果ではない、との
報告があり不明な点が多い。本研究では、
運動ニューロンを抑制しない条件のもとで
セボフルランの鎮痛効果、およびその作用
機序を明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
セボフルランの鎮痛効果の解析 
(1) カテーテル挿入 (金澤、吉川) 
ラットを全身麻酔し、ポリエチレンチュー
ブ（PE10）を環椎後頭骨間から髄腔内に腰
髄膨大部まで挿入する。1 週間後に運動機
能の正常なラットのみ実験に供する。 
(2) 鎮痛試験 (金澤) 
 ①熱刺激：ラットを 52℃のホットプレー
ト上にのせ後肢足底に刺激を与え、逃避ま
での潜時を測定する。 
 ②手術後痛モデル : ラットの後肢足底の
1cm の長さで筋膜まで切開、筋肉を剥離し、
皮膚を 5-0 ナイロン糸にて 2カ所マットレ
ス縫合する。 
 ③炎症性刺激: ラットの後肢皮下に 5%ホ
ルマリン(50µl)を注射し、flinch 数(逃避
行動)を測定する。 
(3) 運動神経の抑制評価 (Balance Beam
試験) (金澤) 
セボフルラン髄腔内投与による鎮痛効果が
運動ニューロンの抑制によらないことを確
認するために行う。直径 3.5cm 長さ 30cm
の平均台にラットを乗せ、落下までの時間
を測定する。 
(4)セボフルラン濃度の定量 (吉川) 
投与する人工脳脊髄液(ACSF)中のセボフル
ラン濃度、及び投与後の脳脊髄液中のセボ
フルラン濃度をガスクロマトグラフィー
(GC-2010 Plus, 島津製作所)を用いてヘッ
ドスペース法により行う。検出には炎光光
度検出器(FPD-2010)を用いる。 
(5) mRNA 量の定量 (吉川) 
 定量的リアルタイム RT-PCR 法により、
mRNA の発現量の解析を行う。リアルタイム
PCR は 、 DyNAmo SYBER Green qPCR 
Kit(Finnzyme 社 ) を用い、 DNA Engine 
Opticon 2 System (BioRad 社)で行う。各
遺伝子に特異的なプライマーの配列および
PCR の増幅条件などは予備実験により決定
済みである。 
(6) タンパク質量の定量 (金澤) 
タンパク質量の解析はWestern Blot法によ
り行う。ECL Plus Western Blotting System
を用いて化学発光法により検出する。CCD 
camera system (Cool Saver :ATTO 
Corporation)により画像を取り込み、CS 
Analyzer (ATTO Corporation)を用いてバン
ド強度を定量する。Western blot の条件な
どは予備実験により決定済みである。 
(7) -セリン濃度の定量 (吉川) 
D セリン濃度の測定は HPLC 法で行う。すな
わち、各脳部位をトリクロロ酢酸で抽出す
る 。 抽 出 し た サ ン プ ル に
o-phthaldialdehyde と
N-tert-butyloxycarbarbonyl-L-cystein
を加えて蛍光誘導体化反応を行い、
Nova-Pak C18 (3.9 mm i.d. X 300 mm：Waters
社)により分離し、検出には 530 nm の蛍光



発光 (励起波長 470 nm)を用いる。 
(8) In situ hybridization (ISH) (吉川) 
申請者らは、ISH による検出方法を確立し
ている(Yoshikawa et al, 2007b)。本方法
に従い ISH を行う。すなわち、①T7 RNA 
polymerase によりリボプローブを作成す
る。②DIG-RNA プローブをホースラディッ
シュパーオキシダーゼ(HRP)標識抗 DIG 抗
体と反応させる。③ tyramide signal 
amplification (TSA)増感法によりビオチ
ン化チラミドを加えてパーオキシダーゼに
よりチラミドをラジカル化させて、近傍の
組織と共有結合により多数のビオチン分子
を局所に固定する。④固定化されたビオチ
ンに対してアビジン- HRP 複合体を結合さ
せ、DAB を基質とした呈色反応で検出する。 
(9) 免疫組織化学 (IHC) (金澤) 
ISHと同様にTSA増感によるIHCを用いる。
一次抗体は、Western Blot 法で用いた抗体
と同様のものを用いる。HRP 標識抗マウス、
あるいは抗ヤギ抗体を 2次抗体として用い
て、ビオチン化チラミドを加えてパーオキ
シダーゼによりチラミドをラジカル化させ
る。アビジン-HRP 複合体を結合させ、DAB
を基質とした呈色反応で検出する。 
 
４．研究成果 
(1) セボフルラン原液髄腔内投与後に鎮
痛効果 
セボフルラン原液を溶解した ACSF 中のセ
ボフルラン濃度をガスクロマトグラフィー
(GC)にて定量後、髄腔内に投与し鎮痛効果
を 解 析 し た 。 Wistar 系 雄 性 ラ ッ ト
（200-250g）の髄液量は約 90-120μl であ
る。仮にセボフルランが水系に完全に溶解
し CSF 量が 90μlとすると、先行研究の最
大投与量 10μl の髄腔内投与によって
（10％,v/v）、CSF 中のセボフルラン濃度は
約 800 mM となった。ラット髄腔内に投与さ
れたセボフルラン原液は、用量依存的（0.2
〜10μl）に抗侵害作用を示した（ED50: 
0.7μl）。なお、投与前に beam-balance test
を施行したが、運動失調は認められなかっ
た。 
(2) 全身麻酔中(1MAC)のラットにおける
脳脊髄液(CSF)中セボフルラン濃度の測定 
全身麻酔開始から 30 分後に環椎後頭骨間
の硬膜を切開し漏出した髄液をシリンジで
吸引採取した。検体をキャップ付きバイヤ
ル瓶に入れ、ヘッドスペース法によるガス
クロマトグラフィー(GC)で測定（n =11）し
た結果、182.9 ± 7.8 μg/ml (Mean ± 
SEM)すなわち 0.9 mM であった。 
(3) セボフルランをバブリングした人工
脳脊髄液(ACSF)を投与後の鎮痛効果 
セボフルランを気化器にて気化させ、37℃
下で 90 分間バブリングさせた ACSF 中のセ
ボフルラン濃度を GC にて定量した結果、
532.9 μg/ml すなわち約 2.6 mM であった。
本溶液 10µL をラット(体重 200-250g)髄腔

内に投与すると CSF 内最終濃度は推定約 
0.26 mM である。投与後 60 分にわたり鎮痛
効 果 が 現 れ た 。 な お 、 投 与 前 に
beam-balance test を施行したが、運動失
調は認められなかった。 
(4) 全身麻酔中(1MAC)ラットにおける D-
セリン量、D-セリン代謝関連酵素発現 
1MAC麻酔で1時間後のラット脳内D-セリン
量を測定した結果、前脳部において有意に
増加した。また、D-セリン合成酵素(セリン
ラセマーゼ)遺伝子、D-セリン分解酵素(D-
アミノ酸酸化酵素)遺伝子発現も増加した。 
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