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研究成果の概要（和文）：本研究はマウス線条体神経細胞におけるSevofluraneの影響をWhole-cell patch 
clamp法を用いた電気生理学的アプローチにより検討を行った。吸入麻酔薬は臓器保護的なプレコンディショニ
ング効果を持つ。作用機序としてATP感受性Kチャネル（KATPチャネル）の関与が報告されているが、マウス線条
体MS細胞においてSevofluraneがKATPチャネルを介して膜電位維持に寄与していることを示した。Sevofluraneが
KATPチャネルを介してMS細胞の神経活動に影響を与え、低酸素下での臓器保護効果を持つ可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the effect of volatile anesthetics to mouse 
striatal neurons using the whole-cell patch clamp technique. Sevoflurane, which is widely used in 
pediatric surgery, has drawn attention, because the preconditioning effects on hypoxia. It is 
recently reported that the effects of volatile anesthetics are partly mediated by ATP-sensitive 
potassium (KATP) channels. Our analyses showed that sevoflurane prolonged the time to depolarization
 of medium spiny neuron of mouse striatum under hypoxia during development from 7 to 35 days of age.

研究分野： 麻酔科学

キーワード： 吸入麻酔薬　線条体　KATPチャネル　whole-cell patch clamp
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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 
麻酔科領域において吸入麻酔薬は広く使用
されている薬物の一つであるが、その作用機
序や安全性など明確になっていない点が多
く、昨今，『麻酔・鎮静は脳に対して安全！？』
という極めて基本的な問題に対して疑問詞
がつけられている．高齢者での術後認知機能
障害をはじめ，小児期の麻酔暴露がその後の
脳発達に悪影響を与えるという報告が数多
くなされており、更なる研究解明が期待され
ている。 
作用機序が明確には解明されていない吸入
麻酔薬ではあるが、神経細胞における作用部
位の主座として γ-アミノ酪酸（GABA）が密
接に関わっていると考えられる。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，1995 年頃より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，そ
れまで脇役であったこの領域外受容体が脳
機能調節の主要な役割を担っていると考え
られてきた．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
な脱感作特性から細胞周囲の GABA 濃度セ
ンサーとして働き，持続的は電流 (Tonic 
GABA 電流)を提供している．そこで私たち
も実験を進め，吸入麻酔薬がこの領域外
GABA 受容体によって引き起こされる Tonic 
GABA 電流に対する“強い”抑制効果を持つこ
とを報告してきた１）．具体的な結果としては、
マウス線条体において medium spiny 
neuron （ MS ニ ュ ー ロ ン ） に 対 し て
Sevoflurane が，Tonic GABA 電流を増大さ
せ、さらにその大きさを日齢 3 日(P3)から 35
日(P35)までは日齢とともに増加させた．また、
得られたTonic GABA電流を細胞膜容量で補
正すると日齢との間に強い相関関係がみら
れた．この時期のTonic GABA電流の増大が，
吸入麻酔薬のもつ『興奮性』と関連して、そ
の後の脳発達に影響を与える可能性を示唆
された。さらに関連するサブユニットの解析
では Sevoflurane の濃度依存性には δサブユ
ニットが関与していることを明らかになっ
た．これらの結果から、Sevoflurane がマウ
ス線条体神経細胞における GABA 伝達にお
いて強い影響を及ぼしており、その作用は日
齢によって変化することが明らかとなった。 
以上をふまえ、マウス線条体神経細胞におけ
る Sevoflurane の影響を電気生理学的分野に
おいて多角的に評価する必要性を考え、昨今
注目されている過分極活性化陽イオン電流
（Ih）および ATP 感受性 K チャネル(KATP

チャネル)に着眼し追加研究を行うこととし
た。 
 
２．研究の目的 
過分極活性化陽イオン電流（Ih）は、主に心
臓や中枢神経系において発達や周期的な調
律形成に重要な役割を担っており、不整脈や
てんかん、神経障害性疼痛との関連も指摘さ

れ、治療薬の標的としても近年注目を集めて
いる。新生児期より全身麻酔時に広く使用さ
れている吸入麻酔薬は中枢神経ネットワー
クの構築に影響を与えている可能性もあり、
吸入麻酔薬の Ihへの影響、特に幼少脳に与え
る影響は少なからず考慮する必要があると
考えられる。 
また、吸入麻酔薬はプレコンディショニング
効果という臓器保護効果があり、神経細胞に
おいては、脳血管障害の抑制効果があること
が報告されている。主に ATP 感受性カリウ
ムチャネルが神経細胞膜電位を調整し、細胞
保護に重要な役割を果たしていることが明
らかになっている。さらに今まで結合組織と
されてきたグリア細胞は神経伝達物質の調
整やシグナル伝達を行うなど動的な役割を
果たすことが明らかになり、近年注目されて
いる。吸入麻酔薬には、神経細胞に対しての
保護作用があると考えられているが、グリア
細胞に対して保護効果があるかはわかって
いない。臓器虚血の観点から神経細胞、特に
グリア細胞におけるプレコンディショニン
グ作用機序の解明は非常に重要であると考
えられ、今回線条体神経細胞における吸入麻
酔薬 Sevoflurane の KATP チャネルへの影響
についての検討を行うこととした。 
上記研究を進めるにあたり、最終目標として
吸入麻酔薬の機序解明と副作用のない麻酔
薬開発に寄与することを目的としたい． 
 
３．研究の方法 
今回、我々は神経ネットワーク解析を専攻と
する立場から Whole-Cell Patch clamp 法を
中心とした電気生理学的仕法を用い，未熟脳
および成熟期脳において吸入麻酔薬暴露が
マウス線条体神経細胞に与える影響につい
て検討を行った. 
(1) 脳スライスの作成：日齢(P)７～35 の
C57BL/6J マウスをエーテルで麻酔後、脳標
本を摘出し、95％酸素および 5％二酸化炭素
で潅流した人工脳脊髄液内に取り出し、速や
かに冷却した。線条体組織を含む冠状断の脳
スライスを作成し、32℃の人工脳脊髄液内で
30 分間潅流した後、室温（21～25℃）での
潅流を維持した。 
(2) 95％酸素、5％二酸化炭素を添加した
30℃の脳脊髄液を顕微鏡記録チャンバー内
に潅流し、取り出した脳スライスチャンバー
に設置した。顕微鏡下に線条体組織および神
経細胞を同定し、線条体  Medium spiny 
neuron および Cholinerergic interneuron か
らWhole-cell patch clamp法を用いて電圧固
定の細胞内電流を測定した。吸入麻酔薬
Sevoflurane は 1 ～ 2MAC （ 呼 気 終 末
Sevoflurane 濃度 2～4%）を人工脳脊髄液内
にバブリングすることでその影響を観察し
た。Sevoflurane の潅流液内濃度については
過去の報告において添加開始後 5分で一定濃
度となり、その後同濃度が保たれことを明ら
かにしている 2)｡ 



(3) 各種薬物（内向き整流性カリウムチャネ
ル電流遮断薬であるバリウム、KATPチャネル
阻害薬グリベンクラミド、モノカルボン酸ト
ランスポーター阻害薬 4-CIN）を潅流液に添
加することで各種電流への Sevoflurane の電
流記録への影響を測定した。 

 
  
３．研究成果  
(1) ①  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過分極活性
化陽イオン電流（Ih）の絶対値増加を認めた。
Sevoflurane 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 Sevoflurane の効果
に差を認めなかった。 
(1)② 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、SevofluraneのKir
への直接作用は小さく、また Sevoflurane 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。 
(1)③ Sevoflurane は、視床、皮質からの感
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。 
(1)④ 以上の結果から、Sevoflurane 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示唆
された。 

 
(2)① 次に Sevoflurane の KATPチャネルへ
の影響を検討した。ATP 添加および添加なし
の電極内液を用いて記録を行い、ATP を抜く
ことにより細胞内のエネルギーが枯渇し
KATP チャネルが開口することを明らかにし
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
KATP チャネル阻害薬グリベンクラミドを 10
分間投与し、投与前後の膜電位の差を調べた。
MS 細胞は内液の ATP 添加時は 5mV ほど脱
分極するが、Cholinergic interneuron の脱分
極はほぼ認められなかった。また、ATP を抜
くことにより MS 細胞の脱分極は増大し、約
7mV 脱 分 極 し た も の の 、 Cholinergic 
interneuron はほとんど脱分極が見られなか
っ た 。 こ の 実 験 か ら 、 Cholinergic 
interneuron よりも MS 細胞でグリベンクラ
ミド投与前後の膜電位の変化が大きいこと
がわかった。このことから KATP チャネルは
MS 細胞の膜電位維持により寄与していると
考えられた。 
(2)② 次に、MS 細胞における低酸素条件時
の Sevoflurane の影響について実験を行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
MS 細胞の膜電位を計測し、平均化したグラ
フを示した。記録開始 5 分後に Sevoflurane 
4％を 15 分間投与し、その 5 分後から低酸素
環境として、膜電位が-50mV まで脱分極する
時間を計測し比較した。Sevoflurane 投与群
は平均 9.5 分、非投与群は 6 分と脱分極する
までにかかった時間は Sevoflurane 投与群で
は有意に延長した。Sevoflurane と KATPチャ
ネル阻害薬グリベンクラミドを一緒に投与



した群では平均 4.5 分と短縮した。すなわち、
グリベンクラミドを共に投与した群ではそ
の延長効果が消失することから Sevoflurane
の延長効果は KATP チャネルを介していると
考えられた。 
(2)③ 次に、乳酸が MS 細胞の膜電位維持
に寄与していることを明らかにした。 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
低酸素環境下で乳酸輸送に関わるモノカル
ボン酸トランスポーター阻害薬（4-CIN）を
投与した群は平均 5.2 分、非投与群の 9.5 分
と比較すると有意に短縮した。このことから、
MS 細胞はエネルギー枯渇時、膜電位維持の
ために乳酸を利用していると考えられた。
Sevoflurane 投与群ではやや脱分極するまで
の時間を延長させたが有意な差は示されず、
Sevoflurane の影響は認められなかった。次
に、ニューロンへの乳酸供給単独での膜電位
に与える影響をみた。4-CIN を単独で投与を
行い、4-CIN 投与により一過性の脱分極が生
じる結果が得られた。そこに Sevoflurane 前
投与 15 分間行った。Sevoflurane 前投与は一
過性の脱分極となる個数を減らす傾向を認
めたものの、有意差は得られなかった。同様
にグルコースをスクロース置換することで、
グルコース枯渇状態を作成し、同様の実験を
行った。スクロース置換群では、一部の細胞
は持続的な脱分極を示し、脱分極のパターン
4-CIN と比較すると激しく脱分極を生じた。
この脱分極は Sevoflurane 投与で個数の減少
を認めたが、有意な差は認められなかった。
ニューロンはエネルギー枯渇時、乳酸から高
エネルギー化合物を産生し、神経活動や膜電
位維持に利用するが、今回の結果から
Sevoflurane の乳酸に対する効果は得られな
かった。 
(2)④ 虚血再灌流障害の一因である虚血誘
導性の興奮性シナプス後電位（EPSP）の増
大に対して Sevoflurane がその増大を抑制し、

グリベンクラミド投与によって Sevoflurane
の抑制効果が消失することを示した。 

 
上に EPSP の振幅をプロットした図を示す。
3 分間の虚血後にコントロール群では EPSP
が小さくなるが、その後徐々に増大した。こ
れが虚血再灌流障害性のEPSPの興奮性アミ
ノ酸放出を反映している現象である。
Sevoflurane 前投与群ではコントロール群と
比較すると虚血再灌流後のEPSPの増大が抑
えられることが観察された。グリベンクラミ
ドを投与した群では有意にEPSPが増大した。
虚血後 20 分での EPSP の大きさを比較する
と Sevoflurane 単独群と比較して、コントロ
ール群とグリベンクラミド投与群は有意に
EPSP が増大しており、このことから
Sevofluraneの効果がKATPチャネルを介して
いることを示された。Sevoflurane は KATP

チャネルを活性化させることで神経細胞の
膜電位を維持に寄与し、脱分極を起こしにく
くする。さらに再灌流障害においても
Sevoflurane は KATP チャネルを介して、
EPSP の過度な増大を押さえ、細胞保護に寄
与している可能性が推測された。 
(2)⑤ 以上の結果から、SevofluraneがKATP

チャネルを介して、低酸素による脱分極や興
奮性アミノ酸物質の放出を抑えることによ
って臓器保護的に働く可能性が示唆された。 
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