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研究成果の概要（和文）：近年発達脳に対する麻酔薬の影響が懸念され関心が高まっている。我々は電気生理学
的手法を用い、発達過程への吸入麻酔薬の影響を線条体Cholinergic interneuronの過分極活性化陽イオン電流
（Ih）の変化により分析を行った。日齢7～28のマウス線条体Cholinergic interneuronにおいて、日齢増加に伴
う神経細胞膜の状態変化とIhの絶対値増加を認めた。セボフルランは濃度依存性にIhを抑制した。さらに感覚応
答に重要とされるCholinergic interneuronのrebound activationを抑制し、Ihが関与する生理的条件下での発
火頻度を変化させた。

研究成果の概要（英文）：Volatile anesthetics have been reported to inhibit the 
hyperpolarization-activated cation current (Ih) that contributes to generation of synchronized 
oscillatory neural rhythms. Meanwhile, the developmental change of Ih has been speculated to play a 
pivotal role during maturation. We examined the effect of volatile anesthetic sevoflurane on Ih in 
developing striatum. Our analyses showed that the changes in Ih of cholinergic interneurons occurred
 in conjunction with maturation. In addition, sevoflurane caused significant inhibition of Ih in a 
dose-dependent manner. Moreover, sevoflurane significantly decreased spike firing during the rebound
 activation, which is essential for responses to the sensory inputs from the cortex and thalamus. 
The sevoflurane-induced inhibition of Ih in striatal cholinergic interneurons may lead to 
alterations of the acetylcholine-dopamine balance in the neural circuits during the early postnatal 
period.

研究分野： 麻酔科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
吸入麻酔薬は今日まで広く全身麻酔に使

用されてきたが、高齢者における全身麻酔後
の認知機能障害をはじめ、小児期の麻酔曝露
が脳の発達に影響を与え、学習能力低下や行
動異常を引き起こす可能性が示唆されたた
め、今や公衆衛生学的にも看過出来ない問題
として関心が高まっている。本研究計画では、
神経ネットワーク解析を主軸として、遺伝子
工学的研究仕法に加え、細胞内シグナル伝達
物質の定量化という生化学的仕法と、
Whole-cell Patch-clamp法を中心とした電気
生理学的仕法を導入し、発達期および老化モ
デルマウスの脳に対して、吸入麻酔薬曝露が
神経伝達物質放出機構に与える影響につい
て検討する。 

1990 年代より N-methyl-D-aspartic acid
（NMDA）受容体遮断薬と gamma-aminobutyric 
acid (GABA)受容体作動薬がシナプス形成期
の脳に対してアポトーシスを伴う神経変性
を来し、その後の学習能力低下や行動異常を
引き起こすという研究結果が数多く報告さ
れている。近年の基礎医学における分子生物
学・生理学の技術的進歩により、吸入麻酔薬
の作用機序の解析が進められ、その分子標的
がかなり明らかにされてきた。脳内抑制シナ
プス伝達を担っている GABA 受容体やグリシ
ン受容体などの受容体チャネルの活性増強
や興奮性シナプス電圧の抑制、さらには静止
膜電位の形成に関与するリーク型カリウム
チャネルの活性化等が報告されている。元来、
シナプス伝達は静的なものではなく、むしろ
さまざまな因子や操作により正の方向にも
負の方向にも調節できる一連の高度かつダ
イナミックな過程を含んでいる。またシナプ
スにおいては、入力線維の短い反復刺激がグ
ルタミン酸作動性シナプス伝達の長期増強
（long-term potentiation ; LTP）を引き起
こすことが観察されており、LTP が学習およ
び記憶に関与すると考えられている。 

このように脳神経系では多数の神経細胞
がネットワークを形成しており、我々麻酔科
医が日常的に使用している吸入麻酔薬もこ
の神経ネットワーク活動に影響を与える可
能性が高い。幼児期の吸入麻酔薬曝露が学習
障害や行動異常を誘発する可能性が指摘さ
れ、その作用機序の中心に大脳皮質および海
馬が取りあげられている。これまで我々は、
神経情報の入力と出力が定量的に発現して
いる大脳皮質→基底核の神経回路を対象と
して、吸入麻酔薬が神経伝達機能に与える影
響について検討してきた。 

今回特記すべきは、老化に伴いアストロサ
イト等で発現の増加が認められている
leucine-rich alpha–2-glycoprotein (LRG1)
に着目し、Cre-loxP システムを用いたアスト
ロサイトへの特異的 LRG1 遺伝子導入を行な
った LRG1 トランスジェニックマウスを老化
モデルとして用い、老化に伴う認知機能障害
にあたえる吸入麻酔薬の影響を認知・記憶に

重要な海馬における電気生理学的および組
織学的検索を行なうことである。近年、加齢
に伴う脳機能障害に髄液クリアランスの低
下が関与している可能性が示唆されており、
これにより脳におけるベータアミロイドな
どの有害物質排泄が障害され、認知機能障害
の一因になりうると考えられている。この髄
液クリアランス低下には、加齢によるアスト
ロサイトの LRG1 発現の増加が関与している
可能性があり、吸入麻酔薬が老化モデルマウ
スの脳において電気生理学的にどのような
影響を与え、また髄液クリアランスについて
も変化をもたらすかを検討することは意義
深いと考えた。元来、LRG1 過剰発現トランス
ジェニックマウスは重度の運動失調を呈し、
形態学的には海馬及び小脳の形成異常を認
める。このことは LRG1 が脳の老化のみなら
ず、脳の発達にも重要な役割を演じている可
能性を示している。 

近年多くの脳機能分子が明らかにされつ
つあるが、麻酔科学研究の中心的課題である
麻酔薬の神経回路内伝達制御原理は解明に
至っていない。Ca２＋/カルモジュリン依存性
プロテインキナーゼⅡ（CaMKⅡ）は神経細胞
に豊富に存在し、神経伝達物質合成酵素やシ
ナプス小胞結合タンパク、イオンチャネル、
神経伝達物質受容体などをリン酸化するこ
とによってそれらタンパク機能を調節し、シ
ナプス伝達の可塑性、さらには学習・記憶を
はじめとする高次脳機能に重要な役割を果
たすと考えられている。そこで本研究では、
大脳皮質や海馬において学習や記憶に関与
するとされる CaMKⅡをはじめ、プロテインキ
ナーゼ C（PKC）、マイトジェン活性化プロテ
インキナーゼ（MAPK）系、および神経終末端
のGタンパク質の伝達物質放出調節における
吸入麻酔薬の影響について免疫ブロットに
より定量し、その発現機序を解析する。 

学習や記憶はシナプスにおける電気信号
の伝達効率が変化することにより成立して
いる。このシナプス伝導効率は伝達物質の放
出効率とシナプス後細胞の受容体を介する
応答効率によって決定され、いずれのメカニ
ズムにも多種多様の膜タンパク質と細胞内
シグナル分子が関与している。神経伝達に関
する研究の対象観察は主にCA1領域で行われ
ている。これは CA1 が記憶・学習に強く影響
を与える部位であると考えられているため
である。また海馬にも多く存在する CaMKⅡで
あるが、LTP を含めた数種類のシナプス可塑
性にとって重要な酵素としてその特性が注
目されており、シナプス後高密度構造にきわ
めて豊富に存在する多サブユニット セリン
/スレオニン タンパク質リン酸化酵素であ
る。この酵素を薬理学的に阻害すると LTP が
阻止され、学習と記憶に障害を与えることは
広く知られている。さらにスパインの形態変
化を引き起こすこと、あるいはシナプスの
GABA 受容体や、最近注目を浴びているシナプ
ス領域外 GABA 受容体（Tonic GABA receptor）



を介した反応にも目を向け、発達期の脳およ
び老化モデルの脳への影響とその関連性を
解析することを目標とする。 

吸入麻酔薬は海馬の錐体細胞のみならず、
発火パターンにおいて大脳皮質の神経細胞
にも変化をもたらす。この変化が可逆性であ
ることを考慮し、吸入麻酔薬曝露による影響
の結果と捉えている。特に基底核の medium 
spiny neuron（MS ニューロン）における変化
が著明であることから、GABA ニューロンの関
与が強く示唆される。基底核線条体には２種
類の GABA 抑制性インターニューロンが知ら
れており、ひとつは Ca バインディングプロ
テインのひとつであるparvalbuminを含有し、
非常に早く減衰のないスパイク発射と深い
後過分極を示す fast spiking cell（FS 細胞）
と、somatostatinをもつ low threshold spike 
cell（LTS 細胞）である。これらの細胞は gap 
junction で電気的に結合しており、相互に抑
制性の情報伝達を行っているが、吸入麻酔薬
がこの gap junction 阻害による GABA 抑制
性インターニューロンのネットワーク活動
阻害に関与する可能性が示唆される。大脳皮
質での gap junction の阻害は未だ証明され
ていないため、本研究での結果は注目に値す
る。また、この発火パターンの発現、および
変化には線条体での膜抵抗の変化から、内向
き整流型Ｋチャネルに作用することが示唆
される。さらに電気生理学的手法を用い、日
齢 に 伴う発 達 過程へ の 吸入麻 酔 薬 ：
sevoflurane の影響を線条体 cholinergic 
interneuron の過分極活性化型陽イオン電流
（Ih）の変化により分析を行う。 

吸入麻酔薬の曝露により、新生児期の麻酔
曝露による学習・行動障害発現のみならず術
後特異的にみられる高次脳機能障害（集中力
の低下、記憶力低下等）の発現が、社会的に
問題視されている。特に海馬をその病因とす
るてんかん症例や線条体を病因とするパー
キンソン病ではその発現頻度が高いことを
考えると、今回の研究がその発現メカニズム
解析に寄与することが考えられる。吸入麻酔
薬による発火パターンの変化を元に、海馬や
線条体における gap junction への影響や
Paired-pulse facilitation（２発刺激増強）
の観察、さらに吸入麻酔薬曝露後の細胞内シ
グナル定量解析およびGタンパク質の伝達物
質放出調節の実験を組み合わせる。 

吸入麻酔薬は世界各国の病院施設で広く
使われ、その安全性はほぼ確立されてはいる
ものの、発達期の脳への影響、およびそれに
派生する学習障害・行動異常など術後高次脳
機能障害に関して解明されるべき点は多い。
本研究の結果は、発達期や老年期における術
後高次脳機能障害発現機序の解明に寄与す
るものと考える。 
 
 
２．研究の目的 

脳内神経ネットワーク解析を目的とし、吸

入麻酔薬を曝露した発達期および老化モデ
ルマウスの脳を用いて、脳スライス標本での
集合電位記録や Patch-clamp 法による
Whole-cell 記録を組み合わせて行うことで、
シナプス伝達制御機構を解析する。併せて免
疫ブロットにより脳内の細胞内シグナル定
量解析を行う。このように遺伝子工学、電気
生理学および生化学的仕法を併用し、吸入麻
酔薬が脳内神経ネットワーク回路に及ぼす
影響を解析し、発達期の脳および老化モデル
の脳への影響とその関連性を解析すること
を目標とする。また、線条体 cholinergic 
interneuron の過分極活性化型陽イオン電流
（Ih）は生体において様々な役割を担い、心
臓組織や中枢・末梢神経で確認され、不整脈
やてんかん、神経障害性疼痛との関連も指摘
されており、近年注目を集めている。本研究
に お い て は マ ウ ス 線 条 体 cholinergic 
interneuron における Ihを検出し、その日齢
による絶対値の変化やsevoflurane投与によ
りどのような変化をきたすかを観察する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 発達期のマウスおよび老化モデルマウ
スに対するLTPの経時的変化と吸入麻酔薬の
影響：各マウスにおける脳海馬スライスを作
成し、主として海馬 CA1-CA3 シーファー側枝
からの LTP を含め、集合電位法で吸入麻酔薬
投与後の変化を検証する。トランスジェニッ
クマウスの海馬において 8 週、24 週、48 週
等での経時的変化を観察する。また同時に、
髄液電気泳動を用いて髄液クリアランスの
定量比較を行う。 
 
(2) Tonic GABA 電流と GABA 受容体に与え
る吸入麻酔薬の影響：神経細胞間の情報伝達
はシナプスを介するネットワークが主要な
機能構造であると考えられていたが、シナプ
ス領域外に存在する受容体の機能と特性が
明らかとなり、この領域外受容体が脳機能調
節に重要な役割を担うことが理解されてき
た。なかでもシナプス領域外 GABA 受容体は
GABA に対する高い親和性と緩慢な脱感作特
性を有し、持続的な電流(Tonic current)を
提供している。エーテル麻酔下にマウスの脳
を取り出し、スライサーにより 250-300μm
の厚さの脳スライスを作製し、Whole cell 
patch clamp 法を行う。各細胞の電気生理的
発火パターンを確認して細胞の同定を行う。
その後吸入麻酔薬セボフルランを添付し、
Tonic GABA 電流への影響を観察する。脳の
成長発達課程における GABA 受容体サブユニ
ットの変化を含め解析を進め、さらに老化モ
デルマウスを使用して実験を行い、老化現象
とこの領域外 GABA 受容体との関連性を検討
する。 
 
(3) 虚血神経終末端のGタンパク質伝達物質
放出調節における吸入麻酔薬の影響：伝達物



質の放出抑制に働く 3量体 Gタンパク質のほ
かに神経終末端内には単量体Gタンパク質が
存在する。G タンパク質の活性阻害剤や促進
剤をそれぞれ calyx of Held 神経終末端内に
直接注入し、シナプス反応の振幅に対する作
用をみる。また高頻度刺激によるシナプス抑
制と回復時間を検討する。この高頻度刺激に
より枯渇したシナプス小胞の補給をこの単
量体Gタンパク質は促進すると予想されるが、
吸入麻酔薬への曝露によりどのような影響
を受けるかを解析する。 
 
(4) 吸入麻酔薬長期曝露と細胞内シグナル
伝達の免疫ブロットによる定量化：細胞内シ
グナル定量解析の意義として、海馬では Ca２

＋/カルモジュリン依存性プロテインキナー
ゼⅡ（CaMKⅡ）、マイトジェン活性化プロテ
インキナーゼ（MAPK）が記憶・学習の獲得過
程に関与している。特に CaMKⅡは海馬の興奮
性入力である錐体細胞の樹状突起に高濃度
に発現しているため、スパインの形態変化を
引き起こし、シナプスのグルタミン受容体
（GluR1）の量を変化させることによりシナ
プス伝導効率を長期的に変化させるといわ
れている。このためシナプス伝達長期増強
（LTP）、長期抑制（LTD）などのシナプス可
塑性に重要な役割を果たしている。一方、
MAPK は 核 内 の cAMP response element 
binding protein（CREB タンパク質）をリン
酸化して神経の回路形成や生存に関与する
タンパク質発現を調節している。そこで吸入
麻酔曝露による中枢神経系への影響につい
て検討するため、マウスを吸入麻酔薬に 1日
あたり 5 時間曝露（約 4～5 日間）し、大脳
皮質および海馬を摘出する。各組織を
0.5%TritonX-100、プロテアーゼ阻害薬、ホ
フファターゼ阻害薬を含む可溶化バッファ
ーでホモジナイズ、さらに遠心分離により細
胞抽出液を得る。そして CaMKⅡ、プロテイン
キナーゼ C(PKC)、MAPK の定量変化を免疫ブ
ロット法により解析する。また海馬では神経
終末において興奮性伝達物質：グルタミン酸
の放出に関与する synapsinI を定量化し、後
シナプスでは AMPA 受容体（GluR1）を免疫ブ
ロットにより定量する。 
 
(5) マウス線条体 cholinergic interneuron
における Ih の日齢による絶対値の変化と
sevoflurane 投与による影響：日齢(P)7～35
日のマウス脳スライスを作成し、大脳基底核
線 条 体 ： cholinergic interneuron か ら
whole-cell patch clamp 法を用いて細胞内電
流を測定する。その後電圧は 0mV 固定の上、
人工脳脊髄液に灌流し、sevoflurane は灌流
液中に添加する。さらに各種拮抗薬を添加し、
その変化を観察・分析して検討する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 2MAC （MAC;最小肺胞濃度）の吸入麻酔

薬投与によりいずれの日齢（P7、P14、P21、
P28）でも Tonic GABA 電流は増大をみとめ、
また GABA transporter blocker の添加でセ
ボフルランの効果が増強されたことから、中
因性 GABA に反応して Tonic GABA 電流を増
大させていると考えられた。即ち線条体細胞
ではセボフルランが Tonic GABA 電流を増大
させた。さらにその大きさは生後７日（P7）
から 28 日（P28）までは日齢とともに増加し
た。また細胞膜容量（τ）で補正すると、日
齢との間に強い相関関係がみられ、この時期
の Tonic GABA 電流の増大が、吸入麻酔薬の
興奮作用と関連してその後の脳発達に影響
を与える可能性が示唆された。 
 
(2) 日齢 7～28 のマウス線条体 Cholinergic 
interneuron において、日齢増加に伴う神経
細胞膜の状態変化と Ih の絶対値増加を認め
た。セボフルランは濃度依存性に Ihを抑制し、
Ih 活性化抑制による activation curve の偏
位を認めたが、日齢間ではセボフルランの効
果に差を認めなかった。内向き整流性カリウ
ムチャネル電流（Kir）は中枢神経系の調律
形成に Ihと同様に重要とされるが、Kir 遮断
薬であるバリウムを用いた実験結果から、セ
ボフルランの Kir への直接作用は小さく、ま
たセボフルランの Ihに対する作用へのKirの
影響は小さいことが示された。更にセボフル
ラ ン は 、 感 覚 応 答 に 重 要 と さ れ る
Cholinergic interneuron の rebound 
activation を 抑 制 し 、 cell-attached 
recordings の解析では、Ihが関与する生理的
条件下での発火頻度を変化させることが判
明した。セボフルランによる Ih抑制は、出生
後早期の線条体における神経ネットワーク
に影響を及ぼす可能性がある。 
 
(3) 線条体 cholinergic interneuron は自発
的な発火をみとめ、Ihの他にも、電位依存性
カルシウムチャネルおよびATP感受性カリウ
ムチャネルによって制御される電流は中枢
神経系の pacemaking において重要な役割を
担っている。現在は発達期における電位依存
性カルシウムチャネルおよびATP感受性カリ
ウムチャネルに対するsevofluraneの影響に
着目し実験を進めている。 
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