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研究成果の概要（和文）：幼若脳に麻酔薬を暴露すると、神経細胞に影響を与え、成長後の行動異常や学習機能
の低下に関連することが知られている。麻酔薬暴露の1日前のプレコンディショニング(PC)がその毒性に関連す
るのかを検討した。10％酸素PCが3%セボフルランPCよりも強く、その後の神経変性に影響を与え、8方向性迷路
での改善とNueN染色での正常細胞数の増加に関連した。デクスメデトミジンのＰＣでは、セボフルラン暴露によ
る認知機能低下を改善、成長後の正常細胞数の割合を増加させることが示唆された。新生児のセボフルラン暴露
による神経毒性は、PCにより減弱させることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Ii is well known that anesthetic exposure induces neural apoptosis and 
degeneration in neonatal immature brain, resulted in behavioral disorder and decline of learning 
ability after growth. We examined whether preconditioning (PC) with sevoflurane or hypoxia (10% 
oxygen) attenuated apoptosis and long-term neural degeneration in neonatal rats exposed to 3% 
sevoflurane. PC with 2% Sevoflurane or 10% oxygen before exposure to 3% Sevoflurane for 4 h would 
attenuate long-term cognitive dysfunction in neonatal rats. Moreover, PC of dexmedetomidine improved
 the spatial memory, and increased the normal cells in the brain 6 weeks after anesthesia exposure. 
These results indicated that PC is useful to ameliorate the neural toxicity induced by anesthetics 
in neonatal rats.

研究分野：麻酔科学、神経科学

キーワード： anesthetic toxicity　preconditioning　neural apoptosis　developing brain　neural degeneration
　neonatal brain
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１．研究開始当初の背景 
麻酔は、すべての年齢で必要不可欠で、高齢
者では術後の認知機能障害が、新生児のよう
な脳の成長発達期に麻酔薬に暴露されると、
その後の脳の発達・学習障害を起こすことが
知られており、後ろ向きの臨床研究では幼少
時の麻酔手術の経験が学習障害や行動障害
の危険因子であることが示されている。動物
実験では麻酔薬に暴露されたラットの脳に
広範囲の変性と成長後の学習機能障害が起
きていることが示されている。このメカニズ
ムは明らかではないが、麻酔薬は NMDA 受
容体の拮抗作用や GABAA受容体の促進やカ
リウムチャネルの活性化などで作用してい
る(Franks1994)ので、それらが関連している
と推測されている。この麻酔薬の中でも静脈
麻酔薬のプロポフォールやミダゾラム、吸入
麻酔薬であるイソフルランのデータが多い
(Andreas2008)。いずれの報告でも短期的に
は暴露された後、脳の変性がおきるが、長期
的な行動へ影響には異論があり一致してい
ない。現在多く臨床使用されている吸入麻酔
薬はセボフルランであるが、幼少時にセボフ
ルラン麻酔を受けた後に行動の変化、不眠、
食欲不振などの報告から、発達障害に関連が
あるのではないかと推測される。動物実験で
はセボフルランに暴露されたマウスでは、そ
の後の脳ではアポトーシスが起こり、学習記
憶障害が起きる。 
 一方、新生児に低酸素暴露された時に誘導
される虚血耐性によりその後の脳虚血保護
効果がみられる。さらに、同時投与されたフ
リーラジカルスカベンジャーである水素ガ
ス、さらに前投与されたセボフルランにより
麻酔薬による毒性の減弱することが示され
ている。キセノンは脳保護効果を有しており、
前投与によりその後の麻酔薬によるアポト
ーシスを減弱させる。ラットでイソフルラン
麻酔時にデクスメデトミジンを併用投与し
た際には、イソフルレンによる障害作用を減
弱させる。また、エリスロポイエチンは新生
児の低酸素性脳障害を減弱させる。このよう
に麻酔薬の神経毒性を減弱させる可能性の
あるものは多数みられるが、セボフルラン暴
露前に与えられた種々の薬物や状況（プレコ
ンディショニング）が、その後のセボフルラ
ン暴露による神経変性に影響を与えるのか、
詳細は未だ不明であり、早急に研究開発が必
要である。 
 このため、麻酔薬によって脳の変性や学習
機能障害がどの程度起きるのか、その原因、
防止策を講じるのは、これからの新生児の麻
酔に必要不可欠であり重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
昨年度までの基盤研究（Ｃ）により、酸素
濃度 30%より、21%下での 3%セボフルラン
の 4時間、6時間暴露により急性期のアポト
ーシスが増加し、長期的な認知機能障害に影
響が出る可能性が判明した。この事実を発展

させ、セボフルラン暴露の前に、低濃度酸素、
キセノン、空気、高濃度酸素、及びセボフル
ランを予め短時間暴露させることにより、そ
の後の 3%セボフルラン暴露による短期的な
脳の変性と長期的な認知機能への影響、及び
脳の組織学的、電気生理学的変化を検討し、
セボフルラン暴露以前に与えられたプレコ
ンディショニング効果があるのか判明させ
る。 

 
３．研究の方法 
（1）生後７日目のラットへの 3%セボフルラ
ン暴露による短期的・長期的組織学的変化と
学習機能へ及ぼす影響 — プレコンディショ
ニングの効果 
 
1. 生後６日目の雄性Wistarラットを用いる。 
2. プレコンディショニング：6日ラットに下
記をクリアアクリルボックス内で1時間暴露、
30 分空気に戻して、再度 1時間暴露後に母親
のケ−ジに再度戻す（各 n=5）。 
グループ：低濃度酸素（酸素 10％） 
 低濃度酸素（酸素 15％） 
     水素 15％＋空気  
     高濃度酸素（酸素 90％） 
     セボフルレン 2％＋酸素 30％ 
     デクスメデトミジン 10μg/kg 
  デクスメデトミジン 10μg/kg 投

与＋低濃度酸素 
     なし  
3. 翌日生後 7 日目に吸入麻酔薬セボフルラ
ン 3%の暴露を、酸素 50％下で 4時間、6時間
吸入させる。 
4. 麻酔後は覚醒させ母親のゲージに戻す。 
5. 生理学的評価：別の生後 7 日のラットで
麻酔薬による呼吸状態を評価するため、麻酔
開始 4，6 時間直後に血液を採取して血液ガ
スを測定する。 
6. 組織学的評価：麻酔暴露終了直後に、ペ
ントバルビタール 100mg/kg を腹腔内に投与
して、パラフォルムアルデヒドを心腔内に投
与後、生食を投与して脳を採取固定する。 
7.activated-caspase 3 染 色 を 行 う 。
activated-caspase 3 染色陽性は、アポトー
シスの最終カスケードのカスパーゼ３はエ
ンドヌクレアーゼを活性化させアポトーシ
スの細胞死に影響する。 
8. 海馬 CA１、歯状回における陽性細胞数を
計測する。 
9. 学習機能評価：８方向放射状迷路を麻酔
暴露 3週後に学習させ 6週後に再度評価する。
5 週後に恐怖条件付けテストを学習させ 6 週
後に再評価を行う。 
10. ８方向放射状迷路：8 方向迷路で作業エ
ラーと正選択数を計測する。 
11. 恐怖条件付けテスト：白色雑音を聞かせ、
同時に足に電気ショックを与え、翌日に同じ
ケ−ジに戻した時の freezingする時間を計測、
さらに24時間後に違うケ−ジで音のみ聞かせ
た場合に freezing する時間を計測する。 



12.6 週目に学習機能評価をした後、ペントバ
ルビタール麻酔下に灌流して脳を採取する。 
13. 長 期 的 な 免 疫 組 織 学 的 評 価 ：
NeuN(Neuronal nuclei)染色を行う。新生細
胞と成熟細胞がそれぞれ染色でき、神経新生
の評価を行う。 
 
（2）生後７日目のラットへの 3%セボフルラ
ン暴露による短期的・長期的組織学的変化と
学習機能へ及ぼす影響 — プレコンディショ
ニングの用量反応効果 
1. 生後６日の雄性 Wistar ラットを使用し、
下記のグループに分ける。 
2. グループ：  
Control: PC(-) + Sevo 暴露 
Sham: PC(-)+ Sevo (-)  
Dex 2 : デクスメデトミジン 2µg/kg 
Dex 20: デクスメデトミジン 20µg/kg 
Dex 200: デクスメデトミジン 200 µg/kg 
 
3. 翌日の生後 7日後に吸入麻酔薬セボフル
ラン 3%の暴露を、酸素 30％下で 4時間吸
入させる。 
4. 学習機能評価：麻酔暴露 3週後にモーリ
ス水迷路を施行し、6 週後に再度モーリ
ス水迷路を行う。 
 
４．研究成果 
（1−1）生存率 

 生存 死亡 

10%O2 −4h 4 2 

10%O2−6h 4 0 

15％O2−4h 5 1 

15％O2−6h 4 0 

90％O2−4h 5 0 

90％O2−6ｈ 5 0 

H21.3%−4ｈ 2 4 

H21.3%−6ｈ 3 1 

precon(-)-4h   1 2 

precon(-)-6h  5 2 

Sevo2%-4h 4 1 

Sevo2%-6h 4 1 

Dex20µg/kg+10％

O2-4h 
5 0 

Dex20µg/kg+10％

O2-6h 
4 1 

Dex20µg/kg-4h 3 2 

Dex20µg/kg-6h 3 2 

 
（1−2）カスパーゼ 3陽性細胞数 

Preconditioning 
Lt Rt 

Pre con (-) 

4h 

1 
CA1 0 1 

DG 0 1 

2 
CA1 1 1 

DG 4 0 

6h 

1 
CA1 0 2 

DG 2 1 

2 
CA1 3 2 

DG 5 3 

3 
CA1 0 1 

DG 0 1 

4 
CA1 1 3 

DG 2 2 

5 
CA1 2 0 

DG 0 1 

10% O2  

4h 

1 
CA1 0 0 

DG 0 0 

2 
CA1 0 0 

DG 0 0 

3 
CA1 0 0 

DG 0 0 

4 
CA1 0 0 

DG 0 0 

6h 

1 
CA1 0 0 

DG 0 0 

2 
CA1 0 0 

DG 0 0 

3 
CA1 0 0 

DG 0 0 

4 
CA1 0 0 

DG 0 0 

15% O2 

4h 

1 
CA1 0 0 

DG 1 0 

2 
CA1 0 0 

DG 0 0 

3 
CA1 0 0 

DG 0 0 

4 
CA1 0 0 

DG 0 0 

5 
CA1 0 1 

DG 0 0 

6h 

1 
CA1 0 0 

DG 0 0 

2 
CA1 0 0 

DG 0 0 

3 
CA1 0 0 

DG 0 0 



4 
CA1 0 0 

DG 0 0 

90% O2 

4h 

1 
CA1 0 0 

DG 0 0 

2 
CA1 0 1 

DG 3 6 

3 
CA1 0 0 

DG 0 0 

4 
CA1 0 0 

DG 0 0 

5 
CA1 2 0 

DG 3 1 

6h 

1 
CA1 2 0 

DG 0 0 

2 
CA1 0 2 

DG 3 1 

3 
CA1 1 2 

DG 1 2 

4 
CA1 1 3 

DG 2 1 

5 
CA1 2 2 

DG 1 4 

H2 

4h 

1 
CA1 0 0 

DG 1 0 

2 
CA1 0 0 

DG 0 2 

6h 

1 
CA1 0 0 

DG 0 2 

2 
CA1 0 2 

DG 0 0 

3 
CA1 3 1 

DG 1 1 

Sevo 2% 

4h 

1 
CA1 0 0 

DG 0 0 

2 
CA1 0 0 

DG 2 0 

3 
CA1 / 0 

DG / 0 

6h 

1 
CA1 1 0 

DG 2 0 

2 
CA1 0 1 

DG 1 0 

3 
CA1 0 0 

DG 0 0 

4 
CA1 1 2 

DG 3 2 

Dex 20 µ /kg 4h 1 CA1 0 0 

DG 0 0 

2 
CA1 0 0 

DG 0 0 

3 
CA1 0 0 

DG 0 0 

6h 

1 
CA1 0 1 

DG 0 0 

2 
CA1 0 0 

DG 0 0 

3 
CA1 0 0 

DG 1 1 

Dex 20µ/kg  
+10% O2 

4h 

1 
CA1 0 0 

DG 0 0 

2 
CA1 1 1 

DG 0 0 

3 
CA1 0 0 

DG 0 0 

4 
CA1 0 0 

DG 2 1 

5 
CA1 0 0 

DG 0 0 

6h         
組 織
の 空
胞 化
が 激
し く
正 確
に 細
胞 が
染 色
さ れ
ず 

1 
CA1 0 0 

DG 0 0 

2 
CA1 0 0 

DG 0 0 

3 
CA1 0 0 

DG 0 0 

4 
CA1 0 0 

DG 0 0 

 

カスパーゼ3陽性細胞数には差が見られなか
った。 
 
（1-3）8方向迷路 到達時間 
4 時間暴露 到達時間 

10%O2暴露のプレコンディショニングは、改善
させた。セボフルラン暴露のプレコンディシ
ョニングは改善傾向だが、有意ではなかった。 
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同様に 10%O2暴露のプレコンディショニング
は、改善させた。セボフルラン暴露のプレコ
ンディショニングは、4 日目に有意に改善さ
せた。 
 
4 時間暴露 作業エラー 
1 日目        2 日目 

3 日目        4 日目 

 
4 日目にプレコンディニング群で増加した。 
 
4 時間暴露 正選択数 
1 日目         2 日目 

3 日目        4 日目 

1、2 日目でセボフルランと 10%O2のプレコン
ディショニングは有意に改善した。 
 
（1−4）Fear conditioning test 

有意差はなかった。 
 
（1−5）NueN 染色（海馬 CA1） 

10%O2 のプレコンディショニングは有意に細
胞数を増加させた。 
 
(1-6) まとめ 
10%O2 によるプレコンディショニングはセボ
フルラン暴露による神経変性を減弱させた。
短時間のセボフルラン暴露によるプレコン
ディショニングも改善させる可能性があっ
た。 
 
（2−1）3 週目の水迷路 
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（2-2）6週目の水迷路 

 
 
 
 
3 週目の学習効果は各群で同等であったが、6
週目の記憶保持に関しては占有時間率にお
いて DEX20 で有意に改善されていたので、デ

クスメデトミジンによる改善効果が示唆さ
れた。 
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