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研究成果の概要（和文）：発達期のマウスに全身麻酔薬を投与すると成長後に自閉症様行動を示すことは以前か
ら報告されているが、その原因はよく解っていなかった。。本研究ではマウス神経発達の臨界期に含まれる生後
6日目のマウスに細胞外情報制御キナーゼ(ERK)阻害剤を投与すると、脳に変性細胞が大きく増加するとともに、
成長後に自閉症様行動を示すことを見出した。さらに生後6日目のマウスに全身麻酔薬を投与するとERKの活性化
が大きく阻害されることを見出した。これらの結果より、発達期の吸入麻酔薬曝露が将来的に自閉症発症の原因
となるメカニズムにERK経路の抑制が関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In animal models, neonatal exposure to general anesthetics significantly 
increased neuronal apoptosis with subsequent behavioral deficits in adulthood. Here we investigated 
the causal relationship of decreased phosphorylation of extracellular signal-regulated kinases 
(ERKs) and anesthetic-induced toxicity in the developing brain. At postnatal day 6 (P6), mice were 
exposed to sevoflurane (2%) or the blood-brain barrier-penetrating MEK inhibitor, (SL327) (50
mg/kg). Sevoflurane induced the decrease of ERK phosphorylation. Transient suppression of ERK 
phosphorylation by an intraperitoneal injection of SL327 at P6 significantly increased apoptosis 
similar to sevoflurane-induced apoptosis. Conversely, SL327 administration at P14 or P21 did not 
induce apoptosis, even though ERK phosphorylation was inhibited. Together, our results strongly 
suggests that suppressed ERK phosphorylation is critically involved in the mechanism underlying 
anesthetic-induced toxicity in the developing brain.

研究分野：薬理学、生化学、麻酔学
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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 
麻酔技術は現代において飛躍的に進歩し、極
めて安全なものと信じられている。特に、脳
機能への不可逆的な影響は無いという前提
で臨床麻酔が行われている。しかしながら周
術期の麻酔管理法の急速な発達と比較して、
長期予後に関しては未だに不明な点が多い。
また、麻酔薬の神経に対する作用の詳細な分
子メカニズムは未だに解明されておらず、現
代においても麻酔薬の安全性は、臨床使用に
おける経験的な知識に大きく頼らざるを得
ない。2003 年に Jevtovic-Todorovic らはラ
ットを用いた実験で、神経発達期における臨
床濃度の麻酔が将来的に脳機能の異常につ
ながる可能性を報告した。以来この問題に関
して多くの動物実験が行われ、現在臨床で使
用されているほとんど全ての全身麻酔薬が
発達期の脳に悪影響を与えることが解って
きた。動物実験の結果を受け、ヒトでも同じ
事が起きるのかどうかが議論となり、2007 年
に米国食品医薬品局（FDA）はこの問題の重
要性を指摘し、官民合同の大型研究プロジェ
クト「SAFEKIDS（The Safety of Key Inhaled 
and Intravenous Drugs in Pediatrics）」が
開始された。その後、いくつかの疫学研究が
行われているが、ヒトへの影響については未
だにコンセンサスが得られていない。しかし
ながら小児の外科手術において全身麻酔は
不可欠であることから、小児麻酔の安全性を
根幹から揺るがす問題となることが懸念さ
れる。 
我々も 2009 年に、マウス新生児脳にお

いて小児麻酔で多用されているセボフルラ
ンを臨床濃度で６時間曝露すると、広範なア
ポトーシスを惹起することを見出し、小児の
臨床麻酔に警鐘を与えた。一方、成獣に対し
て麻酔薬を曝露してもこのようアポトーシ
スの増加は見られなかったことから、この現
象は幼若マウス特異的なものであると考え
られた。また、生後 6日目にセボフルランを
曝露したマウスが成長後、脳高次機能を詳細
に解析したところ記憶・学習能力に大きな障
害が見られた。さらにこれらのマウスは顕著
な自閉症様行動や育児放棄を示した。このよ
うに発達過程における麻酔薬曝露が、記憶、
学習といった部分だけではなく、情動、性格、
人格、あるいは本能行動へも影響を及ぼす可
能性が解ってきた。しかしながら、どのよう
な分子メカニズムで全身麻酔薬が発達期の
神経に悪影響を及ぼすかについては、詳細な
全体像は依然として不明な点が多い。近年、
発達期の神経系に対する麻酔薬の毒性の分
子レベルでのメカニズムの解明が、この問題
の解決に必要だということが認識されつつ
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究では動物実験において神経の発達制
御メカニズムとそれに対する麻酔薬の影響
を解析し、将来的にヒトにおける副作用の可

能性を見当することによって小児麻酔の安
全性の向上に資することを目的とした。特に
本研究では細胞外情報制御キナーゼ(ERK)と、
神経発達の関係及び麻酔薬のERK経路に及ぼ
す関係に注目した。 
 
３． 研究の方法 
(1) 本研究は、防衛医科大学校動物実験施設
における倫理審査において承認を受けて実
施した。 
 
(2) 臨界期のピークと考えられる日齢６日
(P6)マウスと、臨界期が終了すると考えられ
る日齢１４日(P14)マウスに血液脳関門を通
過する ERK 活性化を阻害する SL327(ENZO, 
Farmingdale, NY)を腹腔内投与し、下図のよ
うなタイムコースで実験を行った。 

 

(3) （2）と同様に P6と P14 マウスに吸入麻
酔薬であるセボフルランを 2％で 6 時間投与
し、その効果を（2）と同様なタイムコース
で解析した。 
 
(4) 阻害剤投与 6時間後、またはセボフルラ
ン麻酔終了後の中枢神経のアポトーシスを、
抗開裂 PARP（Poly（ADP- ribose）polymerase）
抗体を用いたウェスタンブロット法及び抗
活性化caspase-3抗体を用いた免疫染色法に
より評価した。 
 
(5) SL327 投与による神経可塑性への影響を
調べるため、細胞外記録法によって海馬の長
期増強（LTP:Long-Term Potentiation）を測
定した。 
 
(6) SL327 投与による学習行動異常に与える
影響を調べるため、各種行動実験を行った。 
 
４．研究成果 
発達期のマウスに全身麻酔薬を投与すると
成長後に自閉症様行動を示すことは以前か
ら報告されているが、その原因はよく解って
いなかった。本研究では「臨界期」と呼ばれ
る時期における全身麻酔薬曝露とERKの関係
について解析した。臨界期とはヒトを含めた
脳の発達過程において、環境からの刺激や経
験、学習に対して神経システムが敏感で変化
し易い時期のことであり、例えばヒトの言語
の臨界期においては言語を覚える力が強く、
一度覚えると一生に渡って忘れることは無
い。本研究では臨界期のマウスにおいて ERK
を中心とした細胞内情報伝達経路が乱れる
と、将来的に自閉症様行動を始めとする脳機
能異常が発症するということを見出した。つ



まり、生後 6日目のマウスに ERK 阻害剤を投
与すると脳に変性細胞が大きく増加すると
ともに、成長後に自閉症様行動を示すことを
見出した。注目すべきことに、臨界期がほぼ
終わったと考えられる生後 14 目に SL327 を
投与しても、変性細胞の増加は起こらなかっ
た。これらの結果は神経系が臨界期特異的に、
ERK 阻害に対して敏感になっていることを示
している。さらに臨界期のマウスに全身麻酔
薬を投与するとERKの活性化が大きく阻害さ
れることを見出した。これらの結果より、発
達期の吸入麻酔薬曝露が将来的に自閉症発
症の原因となるメカニズムにERK経路の抑制
が関与していることを明らかにした。以下に
詳細を示す。 
 
（１） 臨界期の野生型マウスにセボフルラ
ンと ERK 活性化の関係を解析した。我々はこ
れまでの麻酔薬の新生仔マウスへの神経毒
性を解析した研究結果から、マウスにおける
臨界期は生後 5－7 日目ごろだと推測した。
そこで生後6日目のマウスを用いてセボフル
ラン、または SL327 を投与し、アポトーシス
の程度を計測した。麻酔薬曝露または SL327
投与によって ERK リン酸化が阻害され、さら
に脳においてアポトーシスが増加すること
が分かった。さらに、セボフルランと SL327
を同時に投与しても、セボフルラン単独投与
と比較してアポトーシスの程度は大きく変
わらなかったことから、セボフルラン投与に
よるアポトーシス増加メカニズムにはERK活
性化抑制が含まれていることが示唆された。 
 

 
図 1）セボフルラン投与によるアポトーシス
増加メカニズムにはERK活性化抑制が含まれ
ている。 
(a)ウェスタンブロット法により、P6で SL327
単独、セボフルラン単独、SL327 とセボフル
ラン両方の投与による脳アポトーシスの程
度を比較した。（b）統計解析結果。セボフル
ラン曝露した群は、セボフルラン＋SL327 投
与群と有意差が無い。 
 
 (２) 臨界期の野生型マウスにSL327を投与
することによって一時的にERKの活性化を阻
害し、その影響を解析した。生後 6日目のマ
ウスに SL327 を腹腔内投与し、その影響を解
析したところ、ERK 阻害剤を単回投与するだ
けで、脳におけるアポトーシスが大きく増加
することを確認した（図 2）。注目すべきこと
に、臨界期がほぼ終わったと考えられる生後
14 目に ERK 活性化阻害剤を投与しても、変性
細胞の増加は起こらなかった。これらの結果

は神経系が臨界期特異的に、ERK 阻害に対し
て敏感になっていることを示している。 

図 2）SL327 投与によるアポトーシスと日齢
の関係及び SL327 投与量の検討。 
(a)ウェスタンブロット法による、P6 におけ
るSL327i.p.群と対照(DMSO投与)群との比較
(n = 10 for each) 。SL327 投与群において
アポトーシスを認めるが、対照群では認めな
い。(b)P14におけるSL327i.p.群と対照(DMSO
投与)群との比較(各群 n = 6)。P6 とは対称
的に、SL327 投与群でもアポトーシスの増加
を認めない。(c)P6におけるSL327投与量(0、
10、30、50、100 mg/kg)の検討。(d)ERK1 の
リン酸化は投与量と比例して減少し、50 
mg/kg 以上の SL327 投与で下げ止まる。
(e)ERK2 のリン酸化は投与量と比例して減少
し、50 mg/kg 以上の SL327投与で下げ止まる。
(f) 30 mg/kg 以上の SL327 投与で有意なアポ
トーシスの増加を認めた。(各濃度に対して n 
= 7 )。データはmean ± SEMで表示。*P<0.05, 
**P<0.01、 ***P<0.001。 
 
(３) 幼若期における ERK の活性阻害と自閉
症との関連を調べるため、生後 6日目のマウ
スに SL327 投与した後通常の飼育を続け、成
熟した後（10週齢以降）に行動学的解析を行
った。その結果、SL327 を生後 6 日目に投与
した群では自閉症様行動が観察された（図 3）。
一方、SL327 を生後 14 日目に投与した群では
自閉症様行動が観察されなかった（図 3）。 
 

 
図 3）社会性行動の評価 
P14 で SL327 を投与されたマウスは、成長後



の社会性行動に異常を来さないが、P6 で投与
されたマウスは社交性テストにより社会性
行動の異常を認めた。(a-c) P6 で SL327 を投
与されたマウスは社交性に異常が生じた
(control: n = 13, SL327: n = 14)。(a) 社
交性テスト。通常はダミーのぬいぐるみマウ
スより生きている本物のマウスと長い時間
接触する傾向にあるが、P6で SL327 を投与さ
れたマウスでは生きたマウスと過ごす時間
が短い傾向にあった。（b）オルファクトリー
テストの結果より、嗅覚に変化はなかった。
(c) ノベルティーテストの結果より、一般的
な興味に変化はなかった。(d-f) P14 で SL327
を投与されたマウスは対照群と比較して社
交性に変化はなかった (control: n = 12, 
SL327: n = 14)。データは mean ± SEM で表
示。*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001。 
 
(４) 生後 6 日目に Sl327 投与した後通常の
飼育を続け、5 週齢に達したら海馬を取り出
しスライスを作製、電気生理学的手法で LTP
（長期増強）を解析したところ、SL327 を生
後６日目に投与した群ではLTPに異常が見ら
れた（図 4）。一方、SL327 を生後 14 日目に
投与した群ではLTPに異常が見られなかった
（図 4）。 
 

 

図４）SL327 投与の LTP に与える影響 

4 週齢マウスにおいて、P6 で SL327 を投与さ
れたマウスは対照群と比較してLTPの抑制が
見られたが、P14 で投与したマウスでは見ら
れなかった。(a-c) P6 で SL327 を投与すると
対照群と比較して LTPが抑制される(各群 n = 
6)。(a) fEPSP の傾きの経時的変化 (α) テ
タヌス刺激の直前、(β) テタヌス刺激の直
後、(γ) テタヌス刺激の 60 分後。 (b) 両
群間で入出力関係に差はない。 (c) 両群間
で PPF に差はない。 (d-f) P14 で SL327 を投
与すると対照群と比較してもLTPに差はない
(各群 n = 6)。 (d) fEPSP の傾きの経時的変
化 (α) テタヌス刺激の直前、(β) テタヌ
ス刺激の直後、(γ) テタヌス刺激の60分後。
(e) 両群間で入出力関係に差はない。(f) 両
群間で paired pulse facilitation（PPF）に
差はない。データは mean ± SEM で表示。
*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001。 
 

(５) 免疫染色法によりアポトーシスの分布
パターンを比較した（図 5）。その結果、麻酔
薬及びSL327投与による惹起されるアポトー
シスの分布パターンは非常に似ていること
が判明した。 
 

 
図 5）麻酔薬曝露又は SL327 投与によって惹
起されるアポトーシスのパターンは類似し
ている。(a－a’’)皮質第二層、（b-b’’）脳
梁膨大後部皮質、（c-c’’）海馬台。免疫染色
法における抗活性化caspase-3抗体陽性細胞
の分布パターン。スケールバー：250μｍ。 
 
（６）さらに、どのタイプの細胞でアポトー
シスが増加いるのかを免疫染色法で解析し
た。麻酔薬曝露、SL327 投与の両者とも神経
細胞又はオリゴデンドロサイトでアポトー
シスが増加しているがアストロサイトでは
増加していないことが分かった（図 6）。 
 

 
図 6）麻酔薬曝露又は SL327 投与によって神
経細胞又はオリゴデンドロサイトでアポト
ーシスが惹起されるがアストロサイトでは
起こらない。（a-c）二重染色法による抗活性
化 caspase-3 抗体陽性細胞の同定。（a,a’）
抗 NeuN（神経細胞マーカー）抗体との二重染
色画像。（b,b’）抗 GFAP（アストロサイトマ
ーカー）抗体との二重染色画像。（c,c’）抗
CNPase（オリゴデンドロサイトマーカー）抗
体との二重染色画像。Merge 画像において黄
色部分が赤と緑が重なっている部分を示す。
スケールバー：50μｍ。 
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