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研究成果の概要（和文）：新生仔マウスにおける神経細胞死の原因が呼吸と循環の破綻によるものではなく、麻酔薬そ
のものによるものであることを確認し、セボフルランとプロポフォール併用麻酔がセボフルラン単独麻酔よりも危険な
麻酔法であり、かつ、セボフルランとチオペンタール併用麻酔はそうではないことを証明した。これにより、小児麻酔
においてセボフルランとプロポフォール併用はセボフルラン単独に比較して危険な麻酔法である可能性を提示すること
ができた。この結果は論文で発表した。
また、多光子レーザー顕微鏡を用いて、新生仔マウスの大脳皮質の神経細胞内Ca2+の可視化に成功した。しかし、新生
仔マウスの生存が維持できず機序の解明には至っていない。

研究成果の概要（英文）：Sevoflurane in combination with propofol caused significantly greater numbers of 
apoptotic neurons than svoflurane alone in the neonatal mouse brain. However, there was no significant 
difference in apoptotic neuron density between the groups treated with sevoflurane alone and in 
combination with thiopental. Neurodegeneration observed in this study was not due to cardiopulmonary 
collapse. There is the possibility that the combination of sevoflurane and propofol is more harmful 
anesthetic technique than sevoflulane alone in pediatric patients. This result was published in the 
paper.
We were successful in multi-photon calcium imaging in the neonatal mouse cortex. However, the mechanism 
of neurodegeneration has not been elucidated because neonatal mice can not survive the experiment.

研究分野： 麻酔学

キーワード： 麻酔学

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
年間数億人近い人が、イソフルラン、セボ

フルランなどの吸入麻酔薬を用いた全身麻
酔によって手術を受けているが、特に、小児
に対する出術件数は年々増加している。 
現在、我が国では年間 3500 人の新生児に

対して手術が行われており、この小児外科手
術の発展の恩恵を受けて多くの患者に根治的
な治療が可能となってきた。しかし、その一方
で、最近、セボフルランなどの麻酔薬の副作
用による術後麻酔後遺症が患者にとって大
きな問題となる可能性が出てきた。 
エタノールやセボフルランなどの麻酔薬は

GABA 受容体を活性化し、NMDA 受容体を拮
抗する作用を持つ。発達段階の脳では GABA
を介した抑制性ニューロンによる神経伝達
は、神経成長の増強促進因子として重要な役
割を担うが、この作用が強すぎると興奮毒性
を示し、神経細胞死（アポトーシス）を惹起
することが報告されている。一方、NMDA 受
容体を介した興奮性ニューロンの脱分極は、
神経への栄養供給・維持の役割を担っており、
NMDA 受容体の拮抗は、この神経栄養供給・
維持作用を減弱させる。 
近年、動物実験により、これらの薬剤が発

達段階の脳で広汎な神経細胞死を起こし、さ
らにそれに引き続く行動障害が引き起こさ
れることが示されている。しかし、それらの
実験は、日常的にはあまり使われない薬剤の
組合せで行われていたので、実際の小児麻酔
を受けた患者の危険性を予測することは困
難であった。 
ヒトでのエビデンスは欠如しているが、培

養細胞や動物実験から吸入麻酔薬であるイ
ソフルランとセボフルランは発達段階の脳
においてアポトーシスによる神経細胞傷害
を誘発することが明らかになっている
（Tagawa T et al., in submission; George K et al., 
2011）。吸入麻酔薬の毒性の機序は依然不明
であるが、その一つとして細胞内カルシウム
の恒常性維持の破綻が挙げられる。吸入麻酔
薬は、神経細胞において小胞体からの Ca2+放
出を誘発し、細胞質とミトコンドリアの Ca2+

濃度を上昇させるが、これが濃度依存性に、
ミトコンドリア膜電位の低下に伴うミトコ
ンドリア機能不全とアポトーシスを誘発す
ると考えられている。このメカニズムは、ニ
ワトリのリンパ球を用いた培養細胞レベル
の研究で解明されてきたが（Yang H et al., 
2008）、さらなる病態解明には、生きた生命
現象としての神経細胞傷害を実体的かつ統
合的に捉えることができる生体内イメージ
ングによる補完が必要であると考える。 
多光子レーザー顕微鏡 (Multi-Photon Laser 
Scanning Microscopy; MPLSM)は物質励起に
多光子過程を利用した顕微鏡である。長波長
の励起光を用いるため、共焦点顕微鏡より退
色・光毒性が低く、生きたままの組織や細胞
の観察が可能で、組織表面から数百マイクロ
メートルといった深部観察も可能である。ま

た、蛍光波長の異なる二つの蛍光色素(Green 
Fluorescent Protein; GFP と Red Fluorescent 
Protein; RFP など)を１波長で同時励起する多
重同時染色も可能である。これらの特性から
主に脳神経領域において生きたマウスの生
きた神経細胞の形態変化の深部観察に用い
られてきた。MPLSM を用いれば、脳内大脳
皮質の神経細胞をOregongreen BAPTA-AMに
よって標識し、その細胞内 Ca2+濃度変化を可
視化することが可能となる。この観察法を用
いて、細胞内 Ca2+濃度がどのレベル以上にな
ると神経細胞死が起こるかをリアルタイム
イメージングできるだけでなく、神経細胞傷
害抑制作用を有する薬剤（デクスメデトミジ
ン、メラトニン、リチウムなど）の細胞レベ
ル反応性を生体内評価できる。この手法によ
り、これまで培養細胞レベルの研究を実体的
かつ統合的に補完し、吸入麻酔薬による神経
細胞傷害メカニズムの解明とその予防法の
開発に貢献できると思われる。 
 
２．研究の目的 
多光子レーザー顕微鏡を用いて、吸入麻酔

薬による全身麻酔下の‘生きた新生仔マウス’
における‘生きた神経細胞内での Ca2+濃度変
化’を可視化（生体内イメージング）するこ
とにより、発達段階の脳での吸入麻酔薬によ
る神経細胞内Ca2+濃度変化を介した情報シグ
ナリングと神経細胞死（アポトーシス）の関
係を生体内で評価する。 
さらに、様々な神経細胞傷害抑制薬の反応
性をリアルタイムイメージングし生体内評
価することで、吸入麻酔薬による神経細胞傷
害の作用機序の解明とその予防法を開発す
る。 
 
３．研究の方法 
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各種麻酔薬やエタノールによる神経細胞死の機序



（1）生後 7 日目のマウスを局所麻酔下に開
頭し、multi-cell bolus loading（Garaschuk O et 
al.,2004; Stosiek C et al.,2003）により、大脳皮
質に Oregongreen BAPTA-AM を注入した後 2
群に分け、それぞれ room air 自発呼吸下で等
力価（0.6MAC）のイソフルラン（1.5%）と
セボフルラン（2.9%）で麻酔をかけ、大脳皮
質神経細胞内のCa2+濃度変化と細胞死の過程
を多光子レーザー顕微鏡により可視化する。
麻酔中はパルスオキシメーターで酸素飽和
度と心拍数をモニターする。還流固定後、脳
の切片をアポトーシスによる細胞死の指標
である caspase-3 抗体、蛍光標識 2 次抗体と反
応させ、レーザー顕微鏡でアポトーシスを起
こした細胞の数を確認し、吸入麻酔薬の神経
細胞毒性と細胞内Ca2+濃度の関係を評価する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）イソフルラン、セボフルラン麻酔下の
生後 7 日目マウスに、それぞれ作用機序の異
なる神経細胞傷害抑制作用を有する薬剤（デ
クスメデトミジン、メラトニン、リチウムな
ど）を投与し、多光子レーザー顕微鏡により
神経細胞内Ca2+濃度変化をリアルタイムイメ
ージングし生体内観察して、その有効性を評
価する。この手法により、マウスを薬剤投与
群と非投与群に分けることなく、同一マウス
で経時的に神経細胞内Ca2+濃度変化を生体内
評価でき、マウス個体間差を無視することが
できる。これにより、吸入麻酔薬による神経
細胞傷害メカニズムを解明し、また、その予
防法を開発する。 
 
４．研究成果 
実験を進めるに当たって、新生仔マウスに

おける神経細胞死の原因が麻酔薬による呼
吸抑制からの低酸素血症及び循環抑制であ
る可能性を排除する必要性が生じた。まず、
血液ガス分析により動脈血酸素分圧の測定
を試みたが、新生仔マウスが小さすぎるため、
分析に必要な量の動脈血の採取は困難を極
めた。そこで、パルスオキシメーターによる
経皮的動脈血酸素飽和度で代替することと
した。パルスオキシメーターによる測定にお
いて麻酔薬による新生仔マウスの経皮的動
脈血酸素飽和度の低下は認められず、また、
ドップラー血流計による脳血流の測定にお
いても脳血流量の低下も認めなかった。これ

により、新生仔マウスにおける海馬と脳梁膨
大後部皮質での神経細胞死の原因が麻酔薬
による呼吸抑制と循環動態の破綻によるも
のではなく、麻酔薬そのものによるものであ
ることを確認し、プロポフォールとセボフル
ラン併用の麻酔がセボフルラン単独の麻酔
よりも危険な麻酔法であり、かつ、チオペン
ターとセボフルラン併用の麻酔はそうでは
ないことを証明した。これにより、プロポフ
ォールとセボフルラン併用の麻酔法を回避
することで、海馬と脳梁膨大後部皮質での神
経細胞死を抑制することによって、術後小児
の行動障害や学習障害を予防できる可能性
を提示することができた。この結果は論文で
発表することができた（Tagawa T et al. 
Sevoflurane in combination with propofol, 
not thiopental, induces a more robust 
neuroapoptosis in the neonatal mouse 
brain. J Anesth. 2014; 28 :815-820.）。 
次に、多光子レーザー顕微鏡を用いた、吸

入麻酔薬による全身麻酔下の‘生きた新生仔
マウス’における‘生きた神経細胞内でのCa2+

濃度変化’の可視化（生体内イメージング）
であるが、神経細胞を同定し、細胞内 Ca2+の
リアルタイムイメージングは成功した。しか
し、実験時間中はパルスオキシメーターで酸
素飽和度と心拍数を、ドップラー血流量計で
脳血流量をモニターしているものの、新生仔
マウスの生存維持が困難を極めた。multi-cell 
bolus loading（Garaschuk O et al.,2004; Stosiek 
C et al.,2003 ） に よる、 大 脳皮質 へ の
Oregongreen BAPTA-AM の注入のための開頭
作業の侵襲がその原因と推測された。そこで、
開 頭 せ ず に 経 頭 蓋 骨 的 に Oregongreen 
BAPTA-AM を注入して実験したが、おそらく
頭蓋内圧の上昇により、生存時間の延長には
至らなかった。現在、Oregongreen BAPTA-AM
に代わって、経皮的または腹腔内投与により
大脳皮質神経細胞内Ca2+を標識できる物質を
探索及び開発中である。 
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