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研究成果の概要（和文）：全身麻酔薬がホルマリン誘発性脊髄後角サブスタンスＰ放出に与える影響をNK1 receptor i
nternalization（NK1Ri）を指標に評価し、さらに脊髄後角c-Fos発現に対する効果についても評価を行った。プロポフ
ォール、ペントバルビタール、イソフルラン、亜酸化窒素は侵害受容性NK1Riを抑制しなかったが、イソフルラン＋亜
酸化窒素およびフェンタニルはNK1Riを抑制した。またすべての全身麻酔薬は侵害受容性c-Fos発現を抑制した。これら
の全身麻酔薬は脊髄においてシナプス後性抑制効果を示し、さらにフェンタニル、イソフルラン＋亜酸化窒素はサブス
タンスPを介したシナプス前性抑制も示した。

研究成果の概要（英文）：We examined the effects of general anesthetics on formalin-induced substance P rel
ease and c-Fos expression in superficial dorsal horn. Fentanyl, but not propofol, pentobarbital, isofluran
e nor nitrous oxide alone inhibited NK1 receptor internalization (NK1Ri). However, isoflurane+nitrous oxid
e reduced NK1Ri. All agents reduced c-Fos expression in the superficial dorsal horn.
General anesthetics at anesthetic concentrations block spinal neuronal activation through a mechanism whic
h is independent of an effect upon small primary afferent peptide release. The effect of fentanyl alone an
d the synergistic effect of isoflurane and nitrous oxide on substance P release suggests a correlative rat
ionale for the therapeutic use of these anesthetic protocol by blocking nociceptive afferent transmitter r
elease and preventing the initiation of cascade which are immediately postsynaptic to the primary afferent
.
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１．研究開始当初の背景 
全身麻酔薬の中には100年以上臨床使用さ

れているものもあるがこれらの作用機序の
詳細は未だ明らかにされていない。特にイソ
フルラン、亜酸化窒素といった吸入麻酔薬の
機序に関しては不明な点が多く、現在も数多
くの研究が行われている。過去の研究におい
て、これらの鎮痛機序に脊髄におけるグルタ
ミン酸放出抑制の関与が電気生理学的に示
唆されている。また GABAA、グリシンといっ
た抑制性シナプス系の関与、あるいはニコチ
ン性 Ach 受容体の関与も指摘されている。ま
た亜酸化窒素に関しても、GABAA、ニコチン性
Ach 受容体、グルタミン酸（AMPA 受容体、NMDA
受容体）、下行性抑制系（オピオイド系、ノ
ルアドレナリン系）などの関与が指摘されて
いる。プロポフォールあるいはバルビツレー
トといった静脈麻酔薬は主に鎮静作用を有
するが、その機序は中枢神経における GABA
が誘発する一過性抑制性 Cl-電流の活性化で
あるという報告がある。また NMDA 受容体、
グリシン受容体あるいは TRPV１受容体の関
与を示す研究もある。これら全身麻酔薬は大
脳、脊髄などの中枢神経における様々な作用
が複雑に影響しあうことでその効果を発現
するとも考えられており、未だに統一された
見解はない。一方、鎮痛薬として広く使われ
ているモルヒネは、全身およびくも膜下投与
により脊髄後角表層における第１次求心性
線維からのサブスタンスＰ放出を有意に抑
制することが知られている。そこで我々は
様々な全身麻酔薬が脊髄後角サブスタンス
Ｐ放出に影響を与え、それが全身麻酔薬の作
用機序の一つになっているのではないかと
推測した。 
c-Fos は神経興奮を示す調節因子であり、

中枢神経において NMDA といった興奮性シナ
プス伝達におけるシナプス後性成分を反映
していると考えられている。過去の研究にお
いて、セボフルランやフェンタニルが脊髄
c-Fos 発現に対して抑制効果を示すものもあ
り、これらの評価はシナプス後性作用を調べ
るうえで有用と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、全身麻酔薬の作用機序を

明らかにするために各薬剤の脊髄後角表層
における興奮性神経伝達物質の一つである
サブスタンスＰの第1次求心性線維からの放
出に与える影響を neurokinin 1 receptor 
internalization (NK1Ri) を用いて免疫組織
学的に評価することである。サブスタンスＰ
の評価は過去にELIZA法を用いた報告があっ
たが近年、侵害受容刺激によりシナプス前終
末端から放出されたサブスタンスＰは２次
ニューロンに存在する neurokinin 1 受容体
（NK1R）と結合し、細胞内に取り込まれて内
在化（internalization）することが免疫組
織学的に証明されている。この手法を用いて
各麻酔薬の侵害受容性シナプス伝達に与え

る影響を明らかにすることが可能と考えら
れる。侵害受容刺激による脊髄後角 C線維か
らのサブスタンスＰ放出に電位依存型カル
シウムチャンネル（VDCCs）がシナプス前お
よび後において関与していることが我々の
過去の実験で明らかになっている。モルヒネ
といったオピオイドは第１次求心性線維に
おいてシナプス前終末端の VDCCs を抑制し、
グルタミン酸あるいはサブスタンスＰなど
の興奮性神経伝達物質の放出を抑制するこ
とが知られている。よって全身麻酔薬がサブ
スタンスＰ放出を抑制するならば、シナプス
前終末端におけるVDCCs抑制も全身麻酔薬の
複雑な作用機序のひとつの経路として考え
られ、全身麻酔薬のさらなる作用機序の解明
に役立つと思われた。加えて各麻酔薬の脊髄
後角表層ニューロンにおけるシナプス後性
作用について評価するために免疫組織学的
手法により c-Fos 発現を評価した。 
 

３．研究の方法 
１）NK1R internalization(NK1Ri)の評価 
Sprague Dawley ラット（250-300g）を、①

プロポフォール（100mg/kg）、②ペントバル
ビタール（50mg/kg）、③イソフルラン
（2MAC=2.4%）＋空気、④亜酸化窒素（66%）
＋酸素（33%）、⑤イソフルラン（2MAC）＋亜
酸化窒素（66%）＋酸素（33%）、⑥フェンタ
ニル（20μg）、⑦生理食塩水の7群に分類し、
各全身麻酔薬を投与した。プロポフォール、
ペントバルビタール、フェンタニル、生理食
塩水は腹腔内投与とし、イソフルラン、亜酸
化窒素は麻酔器を用いて吸入させた。吸入麻
酔開始 10分後あるいは腹腔内投与 15分後に
ラット後肢足底部に 5%ホルマリン（50μl）
を皮下注し、侵害受容モデルを作製した。ホ
ルマリン皮下注 10 分後、4%パラホルムアル
デヒドを用いて経心臓的灌流固定を行った。
灌流固定直後、ラットから脊髄を取り出し、
4%パラホルムアルデヒドで後固定、さらに
30%スクロースに一昼夜浸漬した後、脊髄を
O.C.T に包埋、－70℃で冷凍保存した後、ク
リオスタットを用いて厚さ30μmの標本切片
を作製した。この標本切片を洗浄し、抗 NK1
ポリクローナル抗体（1:3000）を滴下し一晩
常温保存、翌日 Alexa 488（1:1000、NK1 受
容体を標識）、Alexa 594（1:1000、ニューロ
ンを標識）を用いた 2次抗体を滴下し、２時
間暗所保存した。ProLong を標本に滴下し、
カバーガラスを留置した後、蛍光仕様システ
ム顕微鏡（OLYMPUS BX53）を用いて左右脊髄
後角表層（lamina I）における NK1Ri 陽性ニ
ューロンと陰性ニューロンの比率を算出し、
各麻酔薬の脊髄第１次求心性線維からのサ
ブスタンス P 放出に対する効果を評価した。
算出された NK1Ri の割合（%）は t 検定ある
いは一元配置分散分析法（one-way ANOVA）
を用いて統計処理し、比較検討した。    
加えて、過去に他施設において亜酸化窒素

の作用機序にオピオイドの関与を示唆する



研究がある。この事実を確認するため、亜酸
化 窒 素投与 群 のうち ⑤ にナロ キ ソ ン
（1mg/kg）を麻酔開始 15 分前に腹腔内投与
し、サブスタンスＰ放出に対する亜酸化窒素
の影響の変化について調べた。 
さらにこれらの全身麻酔薬がNK1Riを有意

に抑制した場合、その麻酔薬の NK1Ri への直
接的な抑制を除外する目的で、麻酔薬投与 20
分前にサブスタンスＰ（30nmol）をラット髄
腔内に投与し、外因性に惹起された脊髄
NK1Ri に対する影響についても評価した。 
 
２）c-Fos 発現の評価 
ラットを前述のごとく①～⑦群に分け、吸

入麻酔薬投与開始 10 分あるいは静脈麻酔薬
投与 15 分後、5%ホルマリン（50μl）をマウ
ス後肢足底部に皮下注し、2 時間経過観察し
た。麻酔効果の減弱が疑われた場合は適宜麻
酔薬を追加投与した。その後、前述のごとく
4%パラホルムアルデヒドによる経心臓的灌
流固定を行い、取り出した脊髄を O.C.T に包
埋し、-70℃に凍結させる。クリオスタット
を用いて 30μm に切り出し、free-floating
法を用いて抗 Fos ポリクローナル抗体
（1:5000）に浸漬、一昼夜４℃で保存した。
翌日、標本を洗浄、Alexa 488 および 594
（1:500）に浸漬し、２時間暗所保存した。
プレパラートに留置し、ProLong 滴下、カバ
ーグラスで覆い、蛍光仕様システム顕微鏡下
に左右脊髄後角におけるFos陽性ニューロン
の数を計測、各全身麻酔薬の c-Fos 発現に対
する影響を評価した。算出された各群の
c-Fos の平均を t 検定あるいは一元配置分散
分析法（one-way ANOVA）を用いて統計処理
し、比較検討した。 
 
４．研究成果 
１）NK1R internalization(NK1Ri)の評価 
ホルマリンの後肢足底部皮下注により同

側脊髄後角表層（第Ⅰ相）における NK1Ri の
発現率が増加し、侵害受容によるサブスタン
スＰ放出の増加を認めた（P<0.05、図１、２）。 
 
 
図 1 蛍光顕微鏡により観察された neurokinin 1 
receptor internalization (NK1Ri) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図２ ホルマリン皮下注による NK1Ri 発現増加
（左）とフェンタニルの効果（右） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
各全身麻酔薬のNK1Riへの効果を調べたと

ころ、①-④および⑦は、ホルマリン誘発性
NK1Ri を抑制せず、侵害受容性サブスタンス
Ｐ放出に影響を与えなかった（図３）。 
 
 
図３ 全身麻酔薬の NK1Ri に対する効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
一方、⑤イソフルラン＋亜酸化窒素および

⑥フェンタニルの投与は、ホルマリン皮下注
と同側脊髄後角 NK1Ri を有意に抑制した
（P<0.05、図２、４）。すなわちホルマリン
誘発性脊髄後角サブスタンスＰ放出がこれ
らの麻酔薬によって抑制されたことを示し
ている。イソフルランは亜酸化窒素との併用
により、単独投与とは異なる作用機序を示し
たと考えられる。この違いに関して現段階で
は明確な理由は分かっていない。さらに⑤に
ナロキソン（NLX）を投与したところ、NK1Ri
に対する麻酔薬の作用は拮抗されなかった
（図４）。よって本研究おいて亜酸化窒素の
鎮痛作用にオピオイド系の関与は認めなか
った。 



図４ イソフルラン（1-2MAC）＋亜酸化窒素の
NK1Ri に対する効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
さらにサブスタンスＰのくも膜下投与に

より惹起された NK1Ri に対して、⑤イソフル
ラン＋亜酸化窒素、⑥フェンタニルを投与し
たところいずれの麻酔薬もNK1Riを抑制しな
かった（図５）。このことから、これらの麻
酔薬はNK1Ri発現メカニズムには直接作用せ
ず、第１次求心性線維シナプス前性作用によ
りサブスタンスＰ放出を抑制したと考えら
れる。 
 
 
図５ 外因性 NK1Ri に対する全身麻酔薬の効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
２）c-Fos 発現の評価 
ホルマリン皮下注により脊髄後角表層

c-Fos 発現は有意に増加した（P<0.05）。そし
て①-⑥のいずれの麻酔薬もホルマリン誘発
性 c-Fos 発現を有意に抑制した（P<0.05、図
６）。これにより、いずれの麻酔薬も２次ニ
ューロンにおける c-Fos 発現を抑制し、グル
タミン酸受容体である NMDA 受容体に対する
シナプス後性抑制作用を持つ可能性が示唆
され、これらの麻酔薬の脊髄における作用機
序のひとつと考えられた。 
 

 

図６ 各麻酔薬の脊髄 c-Fos 発現に対する効果 
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