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研究成果の概要（和文）：記憶に強く関与するとされているシナプス外に存在するGABAA受容体の1つである、α5β3γ
2GABAA受容体をアフリカツメガエル卵母細胞膜上に発現させ、静脈内鎮静法に頻用されているミダゾラムとプロポフォ
ールを作用させその反応について検討した。その結果、ミダゾラムとプロポフォールはα5β3γ2GABAA受容体のGABAに
よる反応を増強したが、その増強はミダゾラムの方がプロポフォールよりも大きかった。また、ミダゾラムとプロポフ
ォールを同時投与した反応は、ミダゾラム単独およびプロポフォール単独の反応を加算した反応よりも大きく相乗作用
がみられた。

研究成果の概要（英文）：We examined the effects of midazolam and propofol on the function of 
extrasynaptic GABAA receptor, α5β3γ2 GABAA receptor, that appear to play an important physiological 
role in the memory process, using Xenopus oocytes expression system. We suggest that midazolam or 
propofol increased the currents evoked by GABA in oocytes expressing α5β3γ2 GABAA receptor but the 
currents induced by midazolam was high as compared with that induced by propofol, and that the currents 
induced by the combination of midazolam and propofol were higher than the sum of each current induced by 
administration of midazolam alone and propofol alone.

研究分野：医歯薬学（歯学）
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１．研究開始当初の背景 
  精神鎮静法は、口腔外科手術や一般歯科
治療、最近ではインプラント手術の麻酔法と
しても行われているが、使用する麻酔薬の選
択および投与方法は施設によって様々であ
り、歯科医の経験に基づいて行われているの
が現状である。一方、精神鎮静法を受けた患
者さんの満足度は、手術中の健忘が得られれ
ば非常に高いことが報告されている。つまり、
手術中の患者さんの健忘を効率良く獲得で
きれば、患者さんの満足度の高い精神鎮静法
が確立する。 
 麻酔薬の主な作用部位であるGABAA受容
体には、これまで言われてきたsynaptic GAB
AA受容体以外にextrasynaptic GABAA受容体
が存在することが明らかとなった。麻酔薬が
synaptic GABAA受容体に作用した場合、期待
する抗不安作用以外に呼吸抑制が生じるこ
とがあり手術中の呼吸抑制が問題となる。 
一方、extrasynaptic GABAA受容体は、α5サブ
ユニットなどを含んだ５量体で構成され、脳
内の海馬に特異的に分布しており、健忘作用
の発現などに関与することが報告されてい
る。したがって、このextrasynaptic GABAA受
容体に選択的あるいは効率良く作用する麻
酔薬を選択すれば、患者満足度が高く、また
呼吸抑制のないより安全な精神鎮静法が確
立できる。 
 そこで本研究では、現在日本で使用可能な
麻酔薬を用いてこのextrasynaptic GABAA受
容体による健忘作用を効率的に増強できる
条件を基礎的研究により検討し、新しい精神
鎮静法として臨床応用につなげたい。 
 
２．研究の目的 
 精神鎮静法を受ける患者さんの満足度を
高めるために、術中の健忘作用を効率良くし
かも確実に得ることができる、新しい精神鎮
静法を確立することを目的とする。本研究で
は、アフリカツメガエルの蛋白発現系実験法
を用いて、アフリカツメガエル卵母細胞膜上
に発現させた extrasynaptic GABAA 受容体、
α5β3γ2 GABAA 受容体に対する麻酔薬の作用
に対する基礎的研究をおこなう。 
 
３．研究の方法 
（１）GABAA受容体 subunit mRNAの調整 
 ヒト GABA受容体 subunit（α5, β3, γ2 : 
Copenhagen大学より委譲）の cDNAを含む
発現ベクターpcDNA3.1を LB培地で培養し
DNA 精 製 し た 後 、 制 限 酵 素 に よ り
linearizationした。その後、T7 polymerase
を用いて in vitro転写反応を行い mRNAを
合成した。 
（２）アフリカツメガエル卵母細胞への
mRNA注入 
  雌アフリカツメガエルを氷中で低温麻酔

し、下腹部より卵巣を摘出し卵母細胞を採取
した。マイクロインジェクターを用いて1μg/
μlに調整したα5,β3,γ2 mRNAを卵母細胞内
に定量注入した。各種抗生物質を含むBarth
変法溶液にて2〜3日間培養を行った。 
（３）ボルテージクランプ法による測定 
  α5β3γ2 GABAA受容体を発現した卵母細胞
をチャンバー上に置き、MBS溶液を灌流させ
た。ガラス管微小電極を作成し、先端の電気
抵抗値を2MΩ前後に調整しガラス管内を３M
塩化カリウム液で満たした。このガラス管微
小電極をアフリカツメガエル卵母細胞内に2
本刺入し、Oocyte Clamp Amplifier(Model O
C-725C, Warner Instruments,Inc. USA)を用
いて-60mVに電圧固定した。MBS溶液に溶解し
た各麻酔薬にてプレインキュベーションを
行なった後、各濃度GABAにて誘発された内向
き電流を測定し記録した。 
 
４．研究成果 
（１）α5β3γ2 GABAA受容体の機能的特性 
  アフリカツメガエル卵母細胞膜上に発
現した α5β3γ2 GABAA受容体が GABA受容体
としての機能を有するか否かについて調べ
た。LigandであるGABAを0.5μMから1, 3, 
5, 10, 50, 100, 1000μMへと上昇させ作用さ
せた場合の currentを測定した結果、GABA
濃度が上昇するに従い反応する電流量も増
え濃度依存性効果がみられた（図）。また、
GABAA受容体の拮抗薬であるpicrotoxin（10
μM）を作用させると、GABAによる反応は
完全に消失したことから、アフリカツメガエ
ル卵母細胞膜上に発現した α5β3γ2 GABAA受
容体は GABA 受容体としての機能を有する
ことが明らかとなった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）麻酔薬の α5β3γ2 GABAA受容体への作用 
  アフリカツメガエル卵母細胞膜上に発
現した α5β3γ2 GABAA受容体に対して、鎮静薬
として使用されるミダゾラムとプロポフォ
ールがどのように作用するか検討した。また、
ミダゾラムとプロポフォールの併用により
相乗効果があるか否かについても検討した。 
 
①ミダゾラム 
  静脈内鎮静薬として最も頻用されてい



るミダゾラムを 0.1 M, 1 M, 2 M, 5 M, 10 
M の濃度でプレインキュベーションした後、
GABAを0.5, 1, 3, 5, 10, 50, 100, 1000 Mを
作用させ誘発された電流を記録した。その結
果、ミダゾラムは各濃度 GABAによる反応を
最大で 250%も増強した。GABAと 2 Mミダ
ゾラムによる濃度反応曲線を図に示す。 
 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
②プロポフォール 
   作用時間が非常に短く調節性が良い
ため全身麻酔薬以外に静脈内鎮静薬として
も使用されているプロポフォールを 10 M, 
25 M, 50 M, 100 Mの濃度でプレインキュ
ベーションした後、GABAを 0.5, 1, 3, 5, 10, 50, 
100, 1000 Mを作用させ誘発された電流を記
録した。その結果、プロポフォールは各濃度
GABAによる反応を最大で150%増強したが、
その増強の程度はミダゾラムよりも少なか
った。GABAと 50 Mプロポフォールによる
濃度反応曲線を図に示す。 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
③ミダゾラムとプロポフォールの併用 
  最近、臨床ではミダゾラムとプロポフォ
ールを併用して静脈内鎮静法をおこなうこ
とが多い。そこで、ミダゾラムとプロポフォ
ールを併用して投与した場合の α5β3γ2 

GABAA 受容体への作用について調べた。2 
Mミダゾラムと 50 Mプロポフォールを同
時にプレインキュベーションし 100μM 
GABA を作用させ誘発された電流を記録し
た。その結果、2 Mミダゾラム単独、50 M
プロポフォール単独の電流量を加算したも
のよりも、2 Mミダゾラムと 50 Mプロポ
フォールを併用した場合の電流量の方が大
きく、相乗効果が見られることが明らかとな
った（図）。 
 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果から、ミダゾラムはより催眠作
用を惹起する血中濃度よりも低い濃度で強
い健忘作用を持つ可能性が示唆された。また、
プロポフォールの α5β3γ2 GABAA受容体に対
する作用はミダゾラムよりも弱く、プロポフ
ォールの健忘作用はミダゾラムよりも弱い
ことが示唆された。また、ミダゾラムとプロ
ポフォールを併用することにより相乗効果
が得られ、健忘作用はさらに増強される可能
性が示唆された。このことから、臨床では低
濃度のミダゾラムと調節性の良いプロポフ
ォールを併用することにより高い健忘効果
が期待でき、さらに高濃度のミダゾラム、プ
ロポフォールを使用しないため呼吸抑制な
どの合併症も生じることもなく安全な静脈
内鎮静法が可能になると考えられる。 
 しがしながら、シナプス外 GABAA受容体に
は α5β3γ2 GABAA 受容体以外の extrasynaptic 
GABAA 受容体の存在も報告されている。今
後、その他の extrasynaptic GABAA受容体に対
する麻酔薬の作用についても検討し総合的
に判断すべきと考えられる。 
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