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研究成果の概要（和文）： 

マウスに全身麻酔薬を投与し、脳細胞のマイクロドメイン分析を行なった。イソフルランもし

くはミダゾラムを投与したマウスの大脳から脳細胞マイクロドメインを抽出し、コレステロー

ル量とタンパク量を測定した。イソフルラン群のコレステロール量は、対照群の 1.24 倍、タン

パク量は 3.10 倍に増加した。一方、ミダゾラム群のコレステロール量は 1.07 倍、タンパク質

は 1.45 倍に増加した。 

 

 
研究成果の概要（英文）： 
Microdomain in lipid bilayer may contribute to the mechanisms of volatile anesthesia. 
Isoflurane upregulated amount of cholesterol and protein contained in microdomain 
fraction extracted from mice brain. Total protein was particularly increased in 
isoflurane anesthesia. 
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１．研究開始当初の背景 
揮発性麻酔薬は、世界中の多くの手術患者に
日常的に投与されている薬物にもかかわら
ず、その作用機序は未だ不明のままという稀
有な薬物である。また、その作用機序の研究

では手法や着想が停滞しており、解明には程
遠いのが現状である。現在の揮発性麻酔薬の
作用機序研究は、GABA、nACh、NMDA といった
個々の受容体タンパクレベルを中心に展開
されている。しかし、揮発性麻酔薬の主な分



布領域が脂質二重膜であること、受容体タン
パク質機能が周囲の脂質成分に大きく影響
を受けていることを鑑みれば、脂質二重膜へ
の作用研究は麻酔メカニズム解明にとって
受容体タンパク研究と同様に重要なもので
ある。脂質二重膜自体の研究はこの 10 年間
で大きく進歩し、タンパク質周囲の脂質成分
が単なる支持構造だけでなく、受容体機能を
大きく修飾する性質を持つことが分かって
きた。この脂質－タンパク質コンプレックス
の機能単位は「マイクロドメイン」と呼ばれ
る。これは Singer- Nicolson の脂質二重膜
モデルを発展させた概念である。生体膜の脂
質成分は従来考えられていたような均一・一
様なものではなく、スフィンゴ脂質とコレス
テロールが濃縮された領域が各所に散在し、
機能的にもその領域を介してシグナル伝達
や物質の膜輸送が行われていることが明ら
かになってきた。マイクロドメインの中には
受容体タンパク質も含まれ、それを支える脂
質成分によって受容体機能が影響を受ける
と考えられている。この概念を麻酔メカニズ
ムという視点で捉えると、脂質膜は揮発性麻
酔薬の単なる分布領域となるだけではなく、
脂質膜への作用を介して受容体タンパク機
能を修飾している可能性を示唆している。つ
まり、揮発性麻酔薬の作用は受容体タンパク
質だけでなく、周囲の脂質を含むマイクロド
メインそのものに及ぶと考えるのが自然で
ある。これを証明するために、生体膜に揮発
性麻酔薬を作用させたときのマイクロドメ
インの動態解析を行うのがこの研究の目的
である。これまでは脂質二重膜が持つ非可溶
性・低分子という性質から、そのダイナミズ
ムと制御メカニズムを詳細に研究すること
は技術的側面から不可能であった。しかし、
この数年で脂質成分を特異的に標識するプ
ローブが開発され、脂質膜の流動性を保持し
たままマイクロドメインを可視化できるよ
うになった。脂質マイクロドメインの動態解
析を発展させてゆけば、麻酔の圧拮抗現象、
各受容体タンパク質への親和性の差、年齢に
よる麻酔薬感受性の差など、今まで説明不可
能だった現象を説明できるようになるかも
しれない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終目的は、「揮発性麻酔薬の作
用を生細胞を使って視覚化する」ことである。
麻酔状態でのマイクロドメイン解析は、従来
のように麻酔メカニズムを脂質あるいはタ
ンパク質単独として扱うのではなく、マイク
ロドメインとして総括的に捉えられるとい
う点でこれまでの麻酔メカニズム研究には
ない意義を持つ。技術的に脂質膜の可視化は
近年やっと可能になり、さらにここ 2,3 年で
生体膜を試料として使用できるようになっ

てきた。現在のところ麻酔状態下の生体膜を
可視化するという手法によって揮発性麻酔
薬の作用機序を報告した論文は皆無である
が、この研究は既成の技術の応用であるため
スピードが要求される。脂質特異的プローブ
の開発は日本が世界をリードする分野でも
あり、是非ともその技術を応用発展させてゆ
きたい。予想される結果は、麻酔薬により細
胞膜の流動性が変化し、それに伴いマイクロ
ドメインの数・分布などが変化する可能性が
ある。現在までの熱力学的研究では、揮発性
麻酔薬によって細胞膜の流動性が上がると
いうことは分かっているが、それが脂質二重
膜全体に起こる事象なのか、あるいは局所に
限られるのかは不明である。脂質流動性の変
化がマイクロドメインにどのような影響を
与えるかも不明である。生きた細胞膜の機能
ドメインに対する麻酔薬の影響を解析する
ことは、停滞している麻酔メカニズム研究に
進歩をもたらす可能性がある。現在の揮発性
麻酔薬の作用機序研究の首座は、かつての細
胞膜脂質から受容体タンパク質レベルで展
開されている。しかし、揮発性麻酔薬は多受
容体作用性であることから、個々の受容体研
究が進んでも、受容体相関の知見が不足して
いるために生体総和としての麻酔状態を一
元的に説明できないジレンマに陥っている。
一方、この 10 年間で受容体タンパク質周囲
の境界脂質がシグナル伝達にも大きな影響
を与えることが分かってきた。このように、
受容体タンパク質と境界脂質を包括的機能
単位として捉えたものを「細胞膜マイクロド
メイン」と呼ぶ。この概念では、脂質とタン
パク質を統合して扱うため、現在の麻酔メカ
ニズム研究のジレンマをブレーク・スルーす
る可能性を秘めている。 
 
３．研究の方法 
全身麻酔下における脳内マイクロドメイン
分析に際して、一連の研究過程を「生化学的
分析」と「細胞生物学的分析」の 2段階に分
けて計画した。生化学的分析は脳細胞をホモ
ジナイズし、ショ糖密度勾配遠心法によって
マイクロドメインを分離精製して分析を行
なうものである。この方法は、生体膜構造を
界面活性剤により破壊してしまうため、極め
て人工的な系であり、前述したようなマイク
ロドメインのダイナミズムを直接的に解析
することは不可能である。しかし、手技的に
も簡便で、マイクロドメイン内の脂質やタン
パク質の定量・定性的分析に適しており、研
究全体に占める意味は大きい。生化学的分析
はまた、細胞膜構造そのものが壊れるため、
細胞膜上のマイクロドメイン分布や細胞膜
表面だけに発現しているマイクロドメイン
の定量・定性分析には不向きである。そこで
細胞生物学的分析を行なう意義がある。細胞



 生物学的分析は、培養した中枢神経生細胞を
利用し、マイクロドメインに多く含まれるス
フィンゴミエリンをライセニンという物質
で特異的に標識することで細胞膜上のマイ
クロドメイン分布を調べることが可能であ
る。 
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  平成 20 年から生化学的分析に着手した。
対照群・吸入麻酔薬群・静脈麻酔薬群の三群
に分けたマウスの脳からマイクロドメイン
を抽出する系を確立し、脂質解析とタンパク
質解析を行った。以下に具体的実験方法を示
す。 

 
 
 
 
 
  
 (1)生後 10 週齢のマウスを 3群に分け、各々

の薬物を投与した。各群は空気 6時間、イソ
フルラン 1％で 6時間、ミダゾラム 25mg/kg
を腹腔内投与し 1時間待つ。 

 
 
 
  グラフ 1 
 (2)大脳を摘出し、ショ糖密度勾配遠心法に

よりマイクロドメイン分画を抽出 一方、GC/MS によりマイクロドメイン分画中
のステロール分析を行ったので下のグラフ 2
に示す。ミダゾラム群において、コレステロ
ール代謝産物である 24 ハイドロキシコレス
テロールあるいは 7βハイドロキシコレステ
ロールが増加していた。この分析はデータ数
が各群 2～3 であるため、更にデータ数を増
やさなければいけない。 

 
(3)マイクロドメイン分画について、脂質分
析とタンパク分析を行なった。 
 
４．研究成果 
生化学的分析のうち、コレステロール定量と
タンパク定量の結果をグラフ 1に示す。イソ
フルラン群のコレステロール量は、対照群の
1.24 倍、タンパク量は 3.10 倍に増加した。
一方、ミダゾラム群のコレステロール量は
1.07 倍、タンパク質は 1.45 倍に増加した。
しかし、今回行なった実験では、生体マウス
への薬物投与では個体間のデータのバラつ
きが大きくなる傾向にある。このため、性状
がより均一な培養細胞を用いた実験系に切
り替えようとしている。生物学的解析はスフ
ィンゴミエリン標識のためライセニンを用
いることになるが、ライセニンは通常細胞毒
性を持つため、そのままでは生細胞に使用す
ることは難しい。このため、遺伝子組換え技
術による無毒化ライセニンが必要となるが、
現在無毒化ライセニンの抽出作業に取り掛
かっている。 
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グラフ 2  

  
以上の結果から、イソフルランを投与した場
合、マイクロドメイン近傍のタンパク量が増
加している可能性がある。コレステロール量
は 1.2 倍程度しか増加していないが、タンパ
ク量は約 3倍になっていることから、イソフ
ルラン投与をきっかけに、マイクロドメイン
近傍で受容体タンパク質などの膜タンパク
質が増加している可能性がある。実際にどの
ようなタンパク質が増加しているのかを解

 
 
 
 
 
 
 
 
 



析するためにウエスタン解析を行う必要が
ある。特に麻酔と関係することが判明してい
る、GABA 受容体、NMDA 受容体、Ach 受容体、
オピオイド受容体などの発現をタンパクレ
ベルと mRNA レベルで詳細に解析していきた
いと考えている。これまでに得られた成果は、
全てマウスの whole body に対して麻酔薬を
投与した結果であり、脳内で薬物に対する反
応が起こる過程には様々な修飾因子が関係
してくる。このため、培養した脳細胞を用い
るなど、できるだけシンプルな実験系を用い
て今回の結果を再確認する必要がある。傾向
の確認が行なえれば、次は細胞生物学的分析
へと移行していく。スフィンゴミエリンプロ
ーブの 1つであるライセニンは細胞毒性を持
つため、無毒化したライセニンをミュータン
ト cDNA を用いて大腸菌に生成させ、それを
抽出する。無毒化ライセニンと揮発性麻酔薬
を培養した脳細胞に作用させ、段階的各濃度
で電子顕微鏡下に観察する。細胞膜上のクラ
スター化したコレステロールがマイクロド
メイン領域として識別されることが予想さ
れるが、麻酔薬の作用後にクラスター数の減
少などの変化が起きるかどうかを見てみた
い。 
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