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研究成果の概要（和文）：全身麻酔あるいは中枢神経系の病態変化により、重要臓器におけるmicroRNA (miRNA)発現に
影響を及ぼすかをTaqMan Low-density Array (TLDA)分析を主に検討した。麻酔により各臓器（肺、肝、海馬、脊髄、
血液）におけるmiRNA発現に影響を及ぼすこと、麻酔薬の違いによりその発現変化に相違があること、および中枢神経
系の病態変化によりmiRNA発現変動が起こることを明らかにし、全身麻酔の機序解明におけるmiRNA発現変動の基本的デ
ータを示した。

研究成果の概要（英文）：The effects of general anesthetics on the changes of internal gene expression, 
especially microRNA (miRNA) expression were evaluated mainly by TaqMan Low-density Array (TLDA) analysis. 
The main results are as follows. (1) The general anesthetics affect miRNA expression in the vital organs 
(lung, liver, blood, brain and supine). (2) The different anesthetics show the different influence on 
miRNA expression. (3) The pathologic changes of the central nervous system influence the expression of 
some miRNAs. These results provide the basic data of miRNA expression for the mechanism elucidation of 
the general anesthesia.

研究分野：麻酔科学

キーワード： 全身麻酔　遺伝子発現　microRNA　TLDA　吸入麻酔薬　静脈麻酔薬
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１．研究開始当初の背景 
全身麻酔は半世紀以上にわたって使用され

ているが、その安全性の確認は臨床的予後

や使用経験に基づいたものが主体であり、

分子生物学的検討が行われることは少なか

った。通常の臨床指標にはあらわれてこな

い麻酔薬による細胞・組織への影響を包括

的かつ詳細に検討することは、患者管理を

より安全に行うための指針になり得ると考

え、また、未だ詳細が不明な全身麻酔の機

序を明らかにする一助になり得ると考えた。

全身麻酔薬自身が全身重要臓器の既知の遺

伝子発現に如何に影響するかを明らかにす

るため、我々はマイクロアレイ法を用いて、

セボフルラン麻酔による全身重要臓器にお

ける体内遺伝子変化を国内外ではじめて包

括的に測定した。（Sakamoto	
 A	
 et	
 al.	
 

Influence	
 of	
 inhalation	
 anesthesia	
 

assessed	
 by	
 comprehensive	
 gene	
 

expression	
 profiling.	
 Gene	
 356:39-

48,2005）ラットの 7 つの重要臓器において、

既知の約 10,000 遺伝子のうち、1.5%に有意

な変化を見いだした。主な新知見は、１）

脳内日内変動遺伝子発現が抑制されること、

２）肝臓における薬物代謝関連遺伝子発現

に影響すること、３）肺循環系における血

管緊張調整遺伝子発現が体循環系と大きく

異なり変化すること等であった。この結果

を基に、realtime	
 RT-PCR を用いて各全身麻

酔薬暴露による経時的変化および暴露中止

後の遺伝子発現変化を詳細に検討した。全

身麻酔による遺伝子発現に関した我々の研

究の主たる新知見は、１）セボフルラン麻

酔中に脳内の 6つの時計遺伝子発現が抑制

され、そのうちの５遺伝子は覚醒後も長期

にわたって抑制されること（Kobayashi	
 K	
 

et	
 al.	
 Circadian	
 gene	
 expression	
 is	
 

suppressed	
 during	
 sevoflurane	
 

anesthesia	
 and	
 the	
 suppression	
 persists	
 

after	
 awakening.	
 Brain	
 Res.	
 1185:1-

7,2007）、２）静脈麻酔薬であるプロポフ

ォールとデクスメデトミジンにる全身麻酔

では、その日内変動遺伝子発現変動パター

ンが 1遺伝子以外同様であること（Yoshida	
 

Y	
 et	
 al.	
 The	
 influences	
 of	
 propofol	
 and	
 

dexmedetomidine	
 on	
 circadian	
 gene	
 

expression	
 in	
 rat	
 brain.	
 Brain	
 Res	
 Bull.	
 

79:441-4,2009）、３）肝臓における薬物代

謝関連遺伝子のほとんどは麻酔中のみに発

現増強するものの、数種類の遺伝子は長時

間にわたり影響が続き、また、静脈麻酔と

吸入麻酔ではその変化パターンが異なるこ

と（Nakazato	
 K	
 et	
 al.	
 Expressions	
 of	
 

genes	
 encoding	
 drug-metabolizing	
 

enzymes	
 are	
 altered	
 after	
 sevoflurane,	
 

isoflurane,	
 propofol	
 or	
 dexmedetomidine	
 

anesthesia.	
 Biomed	
 Res.	
 30:17-24,2009）、

４）吸入麻酔では肺血管系の収縮・弛緩関

連遺伝子が同時に発現してくること

（Takemori	
 K	
 et	
 al.	
 Expression	
 of	
 

pulmonary	
 vasoactive	
 factors	
 after	
 

sevoflurane	
 anaesthesia	
 in	
 rats:	
 a	
 

quantitative	
 real-time	
 polymerase	
 chain	
 

reaction	
 study.	
 Br	
 J	
 Anaesth.	
 100:190-

4,2008）等であった。特に全身麻酔機序解

明との関連を重視し、genomics のみでなく、

proteomics および metabolomics も駆使し、

全身麻酔による分子生物学的影響を検討し

た。プロテオーム解析による蛋白発現分析

では、静脈麻酔薬と吸入麻酔薬で大きな違

いを認め、また、それぞれの種類によって

も若干影響が異なることを解明した

（Tsuboko	
 Y	
 et	
 al.	
 Propofol	
 anesthesia	
 

alters	
 the	
 cerebral	
 proteome	
 

differently	
 from	
 sevoflurane	
 anesthesia.	
 

Biomed	
 Res.	
 32:	
 55-65,	
 2011）。また、

NMR を用いたメタボローム解析では、吸入麻

酔薬であるイソフルランに比して、静脈麻

酔薬のプロポフォールが、麻酔自体による

代謝産物への影響が大きく、また、時間経

過によりその変化が増加し、その主たる代

謝物は、脳内で鎮痛作用を増強するとされ

る酢酸であった（Kawaguchi	
 H	
 et	
 al.	
 

Pattern	
 recognition	
 analysis	
 of	
 proton	
 

nuclear	
 magnetic	
 resonance	
 spectra	
 of	
 

brain	
 tissue	
 extracts	
 from	
 rats	
 

anesthetized	
 with	
 propofol	
 or	
 

isoflurane.	
 PLoS	
 One.	
 5:e11172,2010）。	
 

	
 以上の結果から、全身麻酔に伴う分子生

物学的変動を包括的に検討してきたが、遺

伝子同士の相互作用、遺伝子発現から蛋白

発現さらには代謝物変動へとの一連の関連

債が見いだせないままであり、この二つの

テーマが次の課題となった。今回はまず、

全身麻酔による遺伝子発現変動についてそ

の相互作用をより関連づけることを取り上

げ、近年注目されてきた microRNA（miRNA）

発現の測定から従来の messenger	
 RNA	
 

（mRNA）と関連づけることを目的とした。	
 

２．研究の目的 
 
（１）他の遺伝子発現を調整する機能をも

つとされる miRNA が全身麻酔に伴って如何



に発現し、あるいは影響されるかを全身重

要臓器、特に中枢神経系において包括的に

測定し、従来測定してきた全身麻酔に伴う

体内遺伝子発現変化（mRNA)とどう関連する

かを検討する。	
 

	
 また、異なった麻酔薬による miRNA 変動の

相違と覚醒後の影響持続を確認する。	
 

	
 

（２）麻酔薬の鎮痛作用と miRNA 発現変動

を関連づけるため、中枢神経系に影響する

病態である神経障害性疼痛モデルにおける

miRNA 発現変動を検討する。	
 

	
 

３．研究の方法 
 
（１）全身麻酔により既知の miRNA 発現に

影響を及ぼすかを、麻酔薬別、部位別（肝

臓、肺、脊髄、海馬、血液）に検討する。

Wistar 系ラットを対象に、対照群と麻酔群

に分類する。セボフルラン吸入麻酔は 2MAC

濃度を、プロポフォール静脈麻酔は 2×ED50

投与量を基準に、過去の我々の投与基準

（Nakazato	
 K	
 et	
 al.	
 Expressions	
 of	
 

genes	
 encoding	
 drug-metabolizing	
 

enzymes	
 are	
 altered	
 after	
 sevoflurane,	
 

isoflurane,	
 propofol	
 or	
 dexmedetomidine	
 

anesthesia.	
 Biomed	
 Res.	
 30:17-24,2009）

に基づいて全身麻酔を行う。麻酔時間は 6

時間とし、麻酔前、麻酔 6時間後、覚醒 6

時間後でサンプルを摘出する。（測定装置

及び方法）mRNA 遺伝子変動は、リアルタイ

ム PCR システム（Applied	
 Biosystems	
 

7900HT	
 realtime	
 PCR	
 system）を用い

て,mRNA 遺伝子プロファイリングを行う。

miRNA 遺伝子発現は、包括的に TaqMan	
 Low	
 

Density	
 Array	
 (TLDA)を用いて、miRNA プロ

ファイリングを行う。一連の操作は従来の

realteime	
 RT-PCR と基本的に同様であり、

検出量の少ないことが予想される miRNA 専

用の増幅反応を追加し行う。実際には、得

られたサンプルを液体窒素下に粉砕し、組

織と細胞からの miRNA を回収（mirVana	
 

miRNA	
 Isolation	
 kit）し、miRNA の逆転写

（TaqMan	
 miRNA	
 RT	
 Kit）およびプレアンプ

リフィケーションを行い（Megaplex	
 RT	
 

primers	
 Pools）、約 700 の既知 miRNA のア

レーキット（TaqMan	
 Rodent	
 MicroRNA	
 A	
 

and	
 B	
 Arrays）を用いて半定量し、遺伝子

プロファイリングを行う。（結果解析と検

討）得られた miRNA 遺伝子プロファイリン

グから、発現が大きく変化したものおよび、

部位別の発現変化において、従来測定して

きた RNA 発現変化と関連の認められるもの

を、ピックアップする。	
 

（２）脊髄及び海馬における遺伝子発現変

動を上記研究の方法（１）と同様な方法

で mRNA、miRNA の測定ならびにプロファ

イリングを行う。疼痛モデルとして、座

骨神経を緩く結紮して神経障害性疼痛を

引き起こす chronic	
 constriction	
 

injury（CCI）と、足底に complete	
 

Freund’s	
 adjuvant	
 (CFA)を注入して炎

症性疼痛を引き起こすモデルを用いて、

比較検討する。	
 

４．研究成果 
 
（１）	
 全身麻酔の体内 miRNA 発現に及ぼす

影響	
 

①	
 肝臓における miRNA 発現を検討すると、

セボフルラン麻酔により対照群に比し

て、16 種が発現増加し、11 種が発現

減少した。一方、プロポフォール麻酔

では、31 種が増加し、8 種が減少した。

20 種が両麻酔薬で同様の変化であった

が、3種は発現変動が異なり、麻酔薬

の違いにより肝臓における miRNA 変動

の変動が異なることを示した。	
 

②	
 異なった濃度（2％と 4％）のセボフル

ラン麻酔でも肺における miRNA 発現に

関しては、同様な特徴的変動を示した。

変動した miRNA には、喘息や肺線維症、

肺高血圧に関連するとされるものが含

まれ、特に LPS による肺障害を改善す

るとする miRNA-146a が最も発現増加

を認めた。	
 

③	
 海馬における miRNA 発現を検討すると、

セボフルラン麻酔により対照群に比し

て、4種が発現増加し、12 種が発現減

少した。一方、プロポフォール麻酔で

は、11 種が増加した。1種が両麻酔薬

で同様の変化であったが、14 種は発現

変動が異なり、麻酔薬の違いにより海

馬における miRNA 変動の変動が異なる

ことを示した。	
 

④	
 血液における miRNA 発現を検討すると、

セボフルラン麻酔により、血液中に発

現する 210 種の miRNA のうち、161 種

の発現減少を認めたが、その 92％にあ

たる 148 種の miRNA は麻酔覚醒後短時

間でその発現量が回復した。一方で、

4種の心筋および骨格筋特異的 miRNA

が 14 日間にわたって発現減少が継続

した。	
 

（２）	
 疼痛障害による中枢神経系変動に伴

う miRNA の変動	
 

	
 座骨神経結紮による chronic	
 

constriction	
 injury（CCI）による脊髄後角

における miRNA 発現変動を検討すると、対照

に比して 111 種の miRNA が変動を示し、36

種は神経系腫瘍の増殖あるいは神経変性疾患

の進展に関与する miRNA であった。また、神

経因性疼痛に関与されると報告されている

miRNA-500、-221、-21 を含んでいた。



	
 CCI による海馬における miRNA 発現変動を

検討すると、海馬で発現した 237 種のうち、

対照群に比して 51 種が発現変動を認めた。疼

痛メカニズムに重要とされる miRNA-125b は 7

日目に減少した後、14 日目には増加し、

miRNA-132 は減少し続けた。疼痛メカニズム

に関与するとされる 10 種の mRNA 変動は、

miRNA 変動に付随して変動を示した。	
 

	
 CCI と同様な臨床上の慢性疼痛を示す足底

部炎症性障害モデル（CFA 足底部注入）を用

いて、海馬における miRNA 発現変動の相違を

検討すると、両群で同様な疼痛行動を示した。

一方、miRNA 発現変動において、CCI ラットで

は、対照群に比して 54 種の発現変動を示し、

7種は発現が減少していた。CFA 注入ラットで

は、対照群に比して、40 種の miRNA 発現変動

を認め、25 種では発現減少を示した。20 種で

は 2 群で同様の変動を認めたが、他ではその

発現変動が異なっていた。	
 

	
 

（３）全身麻酔に最も影響を受けた miRNA の

順番にその miRNA 発現レンチウイルス粒子と

antisense	
 miRNA 発現レンチウイルス粒子を

用いて、全身麻酔下に投与し、麻酔作用への

影響を測定する予定であったが、中枢神経系

に選択的に到達可能なウイルス粒子が存在せ

ず、また、現時点では作成不能であり、新た

な検討課題とした。	
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