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第I章　緒　論

全身麻酔下手術を世界で初めて成功させたのは, 1804年,江

戸時代の日本である.華同音洲が　60　歳の患者にマンダラゲを

主成分とする通仙散を服用させて乳癌の根治手術を行っている.

その後　1846年にアメリカで, Mortonがェ-テル麻酔による

外科手術に成功した.以来,全身麻酔薬は200年以上にわたっ

て臨床応用されており,全身麻酔法の確立は医学史上最大の功

業の一つといっても過言ではない.今日に至るまで,様々な全

身麻酔薬,全身麻酔法が開発され,全身麻酔は比較的安全に行

われるようになった.しかし,一方で,現在使用されている吸

入麻酔薬や静脈麻酔薬においても,本来の麻酔作用以外に多く

の副作用を有している.全身麻酔薬には,一般的に循環抑制,

呼吸抑制,肝・腎毒性,術後の悪心・噛吐などの副作用があり,

特に全身状態が不良な患者の周術期においては,これらの副作

用によって重篤な状態に陥りかねない.したがって,全身麻酔

薬の作用機序を究明することにより,副作用のない,安全な全

身麻酔薬の開発につなげることが望まれる.

全身麻酔とは,全身麻酔薬が脳や脊髄に可逆的に作用するこ

とにより薬理学的に生じた生理学的状態と定義される.それは,

健忘,鎮痛,意識消失,侵害刺激による体動の抑制(不動化) ,

筋弛緩および有害な自律神経反射の抑制などの様々な要素が複

合した状態である【1】 .このよ　うな麻酔現象が単一の作用部

位や作用機序を介しているとは考えにく　く,麻酔を構成する各

要素はそれぞれ異なった部位に作用し,異なった機序を介して

生じていると推測される【2】 .
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全身麻酔薬はγ　-　アミ　ノ酪酸(γ　-　aminobutyric acid

GABA)神経やグリ　シン神経などの抑制性神経を促進するか,

グルタミン酸神経などの興奮性神経を抑制するか,あるいはそ

の両方の作用によ　り麻酔状態を引き起こしていると考えられて

いる.

全身麻酔薬の細胞レベルでの電気生理学的影響などを検討す

ることにより,麻酔薬の分子レベルにおける作用部位の存在が

指摘されており【3】 ,主に中枢神経系にある神経シナプスに

作用しているといわれている.シナプス前・後部には,様々な

受容体やイオンチャネル,トランスポーター,細胞内情報伝達

系が存在し,いずれも全身麻酔薬の標的になり得る.

全身麻酔薬は,GABAに対する　GABAa受容体の感受性を高め

ることで抑制性神経伝達を促進し,神経活動を抑制すると考え

られている【4】 .しかし,麻酔要素のうちどの要素が麻酔薬

の　GABAa受容体-の作用と関連しているのかは未だ推測の域

をでない. GABAは,中枢神経系における主な抑制性神経伝達

物質であり,すべてのシナプスのうち　25-45%が　GABA作動

性である【5】 . GABA　受容体には,リガンド依存性イオンチ

ャネル内蔵型の　GABAa受容体と　G　蛋白を共役した代謝型の

GABAb受容体がある. GABAa受容体が活性化されると, Cr

チャネルが開口し,細胞内に　Cl~が流入し過分極となり,興奮

性が抑制される.また, GABAa受容体には鎮静薬のベンゾジア

ゼピン類や静脈麻酔薬のバルビツール酸の結合部位が存在し,

多くの全身麻酔薬が　GABAa受容体を賦活化することが知られ

ている.

GABAa受容体やグリシン受容体,神経性ニコチン受容体,グ

ルタミン酸受容体は,イオンチャネル内蔵型受容体スーパーフ
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アミリーの一員である.グリシンは中枢神経系において主に抑

制性神経伝達物質と　して働き,中枢神経系に広範囲に分布する

GABAに比べて脊髄,延髄に豊富に存在し,より限定された機

能を有する【6】 .全身麻酔薬は,脊髄にあるグリ　シン受容体

の活性化を介して侵害刺激反応を抑制している可能性がある.

したがって,脊髄のグリシン受容体は,全身麻酔薬による不動

化や筋弛緩と関連があるのかもしれない.

神経性ニコチン受容体は,自律神経系のみならず,中枢神経

系にも広範囲に分布し,麻酔濃度以下の全身麻酔薬により抑制

されることが報告されており,全身麻酔薬による健忘や鎮痛効

果の発現に関与するといわれている【7】 .

グルタミン酸は,中枢神経系での主たる興奮性神経伝達物質

であり,すべてのシナプスの　50%以上がグルタミン酸作動性と

いわれている【5】 .グルタミン酸は,運動系と関係する他,

脊髄後角での痛覚伝達においても重要な役割を果たしている.

グルタミン酸受容体のサブタイプの一つである　N-　メチルーD

-　アスパラギン酸(NMDA)受容体は,静脈麻酔薬である

ketamine　の主要な標的部位であり, NMDA受容体の遮断を介

して意識消失をもたらすと推測されている.

末梢組織に対する侵害刺激によって生じる一次知覚神経から

の脊髄後角神経-の侵害情報伝達にはサブスタンス　P (SP)が

重要な役割を果たしている.侵害刺激による一次知覚神経から

の　SP遊離は,オピオイドや　α2アドレナリ　ン受容体作動薬に

より抑制されることがマイクロダイアリシス実験により明らか

にされている【8, 9】 .また　m vitroの実験系で全身麻酔薬

がアフリカツメガエルの卵母細胞に発現させた　SP受容体機能

を抑制することが報告されている【10】.当研究室においては,
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GABA分解酵素阻害薬である　gabaculine　の投与により内因性

GABAの脳内濃度を増加させると意識消失を生じるが,不動化

は生じないことを明らかにした【11】 .さらに, gabaculineに

よって生じた意識消失時にオピオイドや　α2アドレナリ　ン受容

体作動薬を併用すると,不動化を起こすこともすでに確認して

いる.このことは,不動化が脊髄後角での　SP神経の抑制を介

して起きていることを予期させる.

このように,全身麻酔薬は,様々な神経系に作用して,麻酔

要素を引き起こしていると考えられているが,各麻酔要素がど

の神経と関係しているのかは明確にされていない.本研究では,

バルビツール酸系の静脈麻酔薬である　pentobarbitalにより生

じる筋弛緩,意識消失,不動化の各麻酔要素に及ぼすGABA,

グリシン,神経性ニコチン,グルタミン酸の各受容体リガンド

の影響を行動薬理学的手法により検討した.さらに,脊髄後根

神経節(DRG)培養細胞からのSP遊離に及ぼすpentobarbital

や各受容体リガンド単独もしくは併用の影響を　m vitroで検討

することにより　pentobarbital　の麻酔作用機序の一端を解明

することを目的と　した.
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第Ⅱ章　麻酔要素である筋弛緩,意識消失,不動化に

及ぼす各種薬物の影響

第1節　各麻酔要素に及ぼすpentobarbital単独の影響

第1項　緒言

全身麻酔の麻酔構成要素には,鎮痛,筋弛緩,意識消失,不

動化などが含まれ,吸入麻酔薬はそのすべてを兼ね備えている

といわれている.一方∴静脈麻酔薬であるバルビツール酸は健

忘作用と意識消失作用を有するが鎮痛作用はないといわれてい

る.したがって,静脈麻酔薬は吸入麻酔薬に比べ麻酔要素をよ

り選択的に引き起こしている可能性がある.

本実験では,静脈麻酔薬である　pentobarbitalを全身投与し,

各麻酔要素に及ぼす影響を行動薬理学的に検討した.

第2項　実験材料および方法

本実験において,動物の飼育と実験方法は,広島大学動物実

験指針および広島大学自然科学研究支援開発センター動物実験

施設内規にしたがって行った.
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実験材料

実験動物として　ddY　系成熟雄性マウス(6-9　週齢　Japan

SLC Inc., Shizuoka, Japan )を使用した.明/暗12　時間

サイクル(明　8:00-20:00)　室温　25　± 1℃,湿度50%

固形飼料および飲料水は自由に摂取できる環境下で飼育した.

すべての実験においてマウスは1回のみの使用と　した.

使用薬物

本　実　験　で　は,薬　物　と　し　て　pentobarbital sodium

(Somnopentyl⑳, Kyoritsu Seiyaku Co., Tokyo, Japan)を

使用した.

実験方法

Pentobarbitalは0.9%生理食塩水に溶解し,マウスの体重10

g　あたり　0.1ml　となるよう調整した. Pentobarbitalはマウス

の腹腔内に投与した.実験室内の温度は　25　± 1℃に調節し,

マウスを-ツドランプにより保温し体温が低下しないよ　う維持

した.実験は午前10時から午後　6時の間で行った.麻酔作用

の評価は,筋弛緩の指標として握力試験,意識消失の指標とし

て正向反射の消失の50%有効量(50%effective dose; ED50)

を,不動化の指標として侵害刺激に対する体動の有無の　ED50

を用いた.

握力試験には,斎藤式マウス用握力測定装置(Muromachi

Kikai Co. Ltd., Tokyo, Japan)を使用した. Pentobarbital

投与後,マウスを測定用グリ　ッドにつかまらせ,尾を手で水平
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に引いたとき,引かれた力に耐えきれずグリ　ッドを離してしま

うまでの最大の力(g)を測定した.握力はpentobarbital投与

前と投与後　5分毎に1時間測定した.

正向反射の有無の判定は, pentobarbitalを投与した後,ただ

ちにマウスを1匹ずつビーカー(直径13.5　cmX高さ19　cm)

に入れ, 2　分毎に正向反射の変化を観察した.正向反射の評価

は, Boast　ら【12】の方法にしたがい,記録時に手でビーカー

を水平面から約450　に傾け,この操作を　3回繰り返し,以下の

麻酔スコアにより判定した.スコア　0はマウスを裏返そう　と　し

てもすぐに正位に向き直る,すなわち正向反射が正常な状態,

+1は　3回とも　2秒以内に正向反射がある状態(軽度正向反射

障害) , +2は2秒から10秒の間に少なく　とも1回は正向反射

がある状態(中等痩-　高度正向反射障害　　　+3は3回とも10

秒以内には正向反射がない状態(正向反射消失)と　した.

不動化の判定には,侵害刺激として　tail-clamp　を用いた.

Pentobarbital　を投与して正向反射に対する作用が最大となる

時間に,正向反射消失マウスの尾根部から約1 cmの部分を動

脈クレンメで最大　30　秒間挟み,この間体動がない.場合を不動

化と判定した.体動の有無のみを観察し,咳,過呼吸などの反

応は除外した.

正向反射の消失および不動化の　ED50は,マウス　51 7匹を1

群と　し, 5投与群に対する正向反射の消失あるいは不動化を生

じた動物の反応百分率(%)を対数確率紙にプロット　し、特に

40%から　60%の間に一致するよ　う　に用量反応曲線を描き,

Litchfield andWilcoxon検定により算出した.また,それ以外

の結果は平均値±標準誤差で示した. 2群間の比較は, Student

のt検定を用いて行い,危険率p<0.05を有意差あり　とした.
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第3項　結果

握力試験において　pentobarbital(10, 15, 20, 25mg!kg)

は用量依存性に握力を低下させ15mg!kg以上の投与量では有

意な握力の低下を認めた.また,握力は投与5- 10分後に最小

となり,時間の経過とともに回復した(図1)

Pentobarbital (20, 30, 40, 50　mg/kg)は,用量依存性に

正向反射スコアを増加させ,投与10-15　分後にはピークに達

し,投与量に依存して作用発現開始時間は短く　なった.ピーク

に達した後は,経時的に正向反射スコアは減少し, 90分後には

いずれの投与量でも投与前の状態に回復した.正向反射の消失

のED50は35(31-38;95%信頼限界)mg/kg　であった(図2).

Pentobarbitalの麻酔作用のピークは,投与から10分後であ

ったことから, pentobarbital (45, 50, 55, 60, 80　mg!kg)

を投与して10分後に　taiトclamp　刺激を加え,体動の有無を判

定した. Pentobarbital　は,用量依存性に侵害刺激による体動

を抑制し,その　ED50は　56(50-63)mg/kg　であった(図3).

第4項　考察および小括

Pentobarbitalはバルビツール酸系の静脈麻酔薬であり,ヒト

では鎮静,催眠作用を引き起こすが,鎮痛作用はないといわれ

ている.バルビツール酸の作用部位は, GABAa受容体複合体の

6　サブユニットに存在するバルビツール酸結合部位にあり,こ

こに結合すると　GABAの結合親和性を元進させるとともに,直
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接　Crを細胞内に流入させ過分極となり、シナプス後神経を抑

制する.本実験により, pentobarbital　は,用量依存性に本実

験で行った筋弛緩,正向反射の消失,不動化作用のいずれの麻

酔作用も生じることが分かった.

全身麻酔時に求められる筋弛緩効果には,神経筋接合部に作

用する筋弛緩薬によってもたらされる末梢性の骨格筋弛緩と,

全身麻酔薬により生じる中枢性の筋弛緩がある.中枢性の筋弛

緩作用は,ベンゾジアゼピン類などでみられ,主に脊髄におい

て単および多シナプス反射を抑制するとともに, γ運動ニュー

ロンの自発発射を減少させ,筋紡錘の感度を低下させることに

より生じると考えられている.本実験で行った握力試験は,主

としてこの中枢性の筋弛緩作用について高精度に検出できると

思われる.

マウスなどの小動物の麻酔強度の評価法として,正向反射の

消失や侵害刺激による体動の消失を検証する方法がある.正向

反射とは,マウスの体を横向きあるいは仰向けにしたとき,マ

ウスが体を正位に戻そう　とする反射のことで,意識消失の指標

と考えられている【13】.最小麻酔薬濃度(minimum anesthetic

concentration;MAC)は,侵害刺激に対して　50%のヒトや動

物が体動を起こさなく　なるのに必要な最小麻酔薬濃度と定義さ

れており,本実験で行った方法はこれに準じている.この状態

は,臨床でみられる不動化をよく反映していると考えられる.

Pentobarbital　は,受容体選択性が低いといわれており,

GABA神経だけでなく　グルタミン酸神経やコリン作動性神経な

どの興奮性神経にも作用することが示されている【14】 .そこ

で次節では, GABA ,グリシン,神経性ニコチン,グルタミン

酸の各受容体リガンドがそれぞれ単独で麻酔要素にどのように

影響しているのか検討し　pentobarbitalの作用と比較した.
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第2節　各麻酔要素に及ぼすGABA ,グリシン,神経性ニコ

チン,グルタミン酸の各受容体リガンド単独の影響

第1項　緒言

本節では, GABA分解酵素阻害薬である　gabaculine,グリシ

ントランスポーター1阻害薬の　sarcosme　神経性ニコチン受容

体括抗薬のmecamylamine,グルタミン酸受容体のサブタイプ

の一つである　NMDA受容体括抗薬の　MK-801を使用し,各麻

酔要素に及ぼすこれら受容体リガンド単独の影響を検討した.

第2項　実験材料および方法

実験材料

実験動物は,第1節で使用した動物に準じた.

使用薬物

本実験では,薬物として　3-amin0-2,3-dihydrobenzoic acid

( gabaculine) hydrochloride, sarcosine, mecamylamine

hydrochloride, MK-801 hydrogen maleate(Sigma-Aldrich Co.,

St.Louis, MO, USA)を使用した.
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実験方法

Gabaculine, sarcosine, mecamylamine, MK-801は　0.9%

生理食塩水(生食)に溶解した　sarcosmeはマウスの体重10

g当たり　0.05　mlになるように調整し,尾静脈内に投与した.

それ以外の薬物は,マウスの体重10g当たり　0.1 mlになるよ

うに調整し,腹腔内に投与した.実験室内の温度は　25　± 1℃

に調節し,マウスを-ツドランプにより保温して体温が低下し

ないよ　う維持した.Gabaculineは投与してその薬理効果が最大

なる　17　時間後に　　sarcosme　は投与から　5　時間後に,

mecamylamine　と　MK-801は投与から　30分後に,各麻酔要素

を第1節に準じて評価した.結果は平均値±標準誤差で示した.

2群間の比較はStudentのt検定を用いて行い,危険率p<0.05

を有意差あり　と　した.

第3項　結果

Gabaculine (50, 70, 100mg/kg)は　100mg!kgの用量で

有意な握力の低下がみられた(図　4) . Gabaculineは用量依存

性に正向反射を消失させ,その　ED50は100 (75-134) mg/kg

であったが,400mg/kgの高用量でも不動化は生じなかった(図

O '

Sarcosine (10　mg/kg)と　mecamylamine (5　mg/kg)では,

握力の低下,正向反射の消失,不動化のいずれも認めなかった

(図　　7)
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MK-801 (0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.2mg!kg)は, 0.05-0.2

mg/kgにおいて有意に握力が低下したが,正向反射や侵害刺激

による体動の消失には影響しなかった(図　8) .

第4項　考察および小括

GABA　は中枢神経系における主な抑制性神経伝達物質である

が, GABA　自体は血液脳関門を通過しないため,最も純粋な

GABA　受容体作動薬である内因性　GABA　を脳内で増加させる

ことによ　り, GABA神経を促進させることを企図した.これを

可能にするため,本実験では,血液脳関門を容易に通過するこ

とで全身投与ができ,投与後に行動薬理学的な観察が可能で,

強力な選択性を有する　GABA分解酵素阻害薬の　gabaculineを

使用　した　GABA　神経終末からシナプス間隙-遊離された

GABAは, GABAトランスポーターを介して神経終末やグリア

細　胞　に　取　り　込　ま　れ　　GABA　ト　ラ　ン　ス　ア　ミーナ　-　ゼ

(gaba-transaminase ; GABA-T)に　よ　り　代謝　さ　れ　る.

Gabaculine　は,最も選択的に　GABA-Tを阻害L GABA　の分解

を抑制する【15】　Gabaculine　は,細胞外および細胞内で

GABA　濃度を上昇させ【16】 , GABAa　受容体遮断薬である

picrotoxm　による疫撃誘発作用を用量依存性に抑制する【17】.

しかし　gabaculine　による　GABA　濃度の上昇は　GABA　受容

体の感受性を低下させないといわれている【17】 .これらのこ

とから,少なく　とも　gabaculine　による抗痘撃作用は,GABA　神

経の促進により引き起こされていると考えられる.これまでの

当研究室の研究で, gabaculineは用量依存性に正向反射を消失

させ,その　ED50は100 (75-134) mg/kg　であったが,高用

14



量投与しても不動化は起こらないことを明らかにした【11】(図

5) .さらに,本実験において筋弛緩効果も確認された.した

がって, GABA受容体刺激は,筋弛緩と意識消失をもたらすこ

とが分かった.

グリシンは,構造的に最も単純なアミノ酸であり,生体内に

相当量見出されるが,主に脊髄や延髄において抑制性の神経伝

達物質と　して機能する【6】 .グリシン神経のシナプス前神経

終末に活動電位が到達すると,カルシウム依存性の情報伝達が

開始され,シナプス間隙-グリシンが遊離される【18】 .シナ

プス間隙からのグリシンの除去はグリア細胞とグリシン作動性

神経終末に存在するグリシントランスポーター(GlyT)によっ

て行われる. GlyTには2種類あり, GlyT-1は主にグリア細胞

に発現してグリシン濃度の調節に関与し, GlyT-2　はグリシン

作動性神経終末に発現して神経細胞-のグリシンの補充に関与

する【19】・　GlyT　阻害薬は,脊髄でのグリシンの貯留とグリ

シン受容体の活性化をもたらし,神経因性疹痛に対し鎮痛作用

を有するといわれている.GlyT-1阻害薬により貯留したグリシ

ンはまずNMDA受容体に作用し興奮性シナプスを増加させ,そ

の後グリシン受容体を活性化させる.GlyT-2阻害薬により貯留

したグリシンは,グリシン受容体のみに作用すると考えられて

いる【20】 .今回, GlyT-1阻害薬である　sarcosmeの投与によ

り′,選択的にグリシン神経伝達を促進させた　Sarcosine　は,

先行実験によ　りいずれの麻酔要素も引き起こさなかったことか

ら,本実験では,その投与量は高用量とされる10　mg/kg　とし

た.しかし,高用量の　sarcosme　を投与して,グリシン神経伝

達を促進してもいずれの麻酔要素も認めなかった.

神経性ニコチン受容体(nAChR)は,自律神経系のみならず,

大脳皮質,海馬,脊髄後角などの中枢神経系に広く分布し,神
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経筋接合部に存在する骨格筋型とは異なる性質を持つ.また~,

イオンチャネル一体型リガンド依存性受容体であり, GABAa

受容体と構造的に類似している.シナプス前終末に存在する

nAChRは,アセチルコリ　ン,カテコラミ　ン,セロトニン,GABA,

グルタミン酸などの遊離に関与する.つま　り,これは　nAChR

の活性化により神経終末が脱分極し,電位依存性カルシウムチ

ャネルが開口して細胞内のカルシウムレベルが上昇し,シナプ

ス小胞に貯蔵された神経伝達物質が遊離されたこ　とによる

【21】 .また,麻酔濃度以下の全身麻酔薬により　nAChRが抑

制されることから,全身麻酔薬による健忘や鎮痛効果の発現に

関与している可能性が示唆されている【7】 . Mecamylamine

は,選択的にnAChRを遮断し,自律神経節などの末梢のnAChR

より　も,中枢神経系の　nAChR　に括抗作用を有するといわれて

いる【22】 .しかし,本実験では,高用量のmecamylamineに

より神経性　nAChR　を選択的に遮断しても,いずれの麻酔要素

も生じなかった.

グルタミン酸は脊髄介在ニューロン,一次求心性線経や皮質

脊髄線経の主要な伝達物質であり,運動系や脊髄後角での痛覚

伝達に重要な役割を果たしている.神経終末からカルシウム依

存性に遊離されたグルタミン酸は受容体に結合してその作用を

発現させた後,グルタミン酸トランスポーターにより不活性化

される.グルタミン酸受容体はイオンチャネル型と代謝調節型

に二別される.イオンチャネル型は,さらに, NMDA　受容体,

AMPA ( α -amin0-3-hydroxy-5-methyト4-isoxazolepropionic

acid)受容体,カイニン酸受容体の　3つのサブタイプに分けら

れている. KetamineはNMDA受容体チャネルを遮断して興奮

性神経伝達を抑制するが, MK-801は　ketamine　より　もさらに

選択的にNMDA受容体チャネルを遮断する.また, MK-801は
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イ　ソフルランやハロタンの麻酔に必要な濃度(MAC)を減少さ

せるという報告もあり【23】 ,麻酔作用との関連が示唆されて

いる.しかし,高用量のMK-801 (50mg/kg)を投与しても失

調性歩行を認めるのみで,正向反射の消失や不動化は生じなか

ったが【24】 ,本実験においては用量依存性に筋弛緩作用を生

じることが確認された.脊髄反射の観点から,単シナプス　H一

反射は非　NMDA受容体を介し,多シナプス屈曲反射は　NMDA

受容体を介するこ　とがげっ歯類で確認されている.選択的な

NMDA受容体括抗薬は, H-反射に影響せずに屈曲反射を抑制

することが報告されており【25】 ,このことが　NMDA　受容体

括抗薬の中枢性筋弛緩作用と関連すると考えられている.これ

らのことは, MK-801が筋弛緩作用を有することを示した本実

験での結果と一致する.

以上のことから,GABA受容体刺激は意識消失を引き起こし,

NMDA受容体遮断は筋弛緩をもたらすことが明らかになった.
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第3節　Pentobarbitalが引き起こす各麻酔要素に及ぼす各受

容体リガンド併用の影響

第1項　緒言

本節では,pentobarbitalにより引き起こされる握力の低下,

正向反射の消失,不動化に及ぼす　gabaculine, sarcosine

mecamylamine, MK-801の各受容体リガンド併用の影響につ

いて検討した.

第2項　実験材料および方法

実験材料

実験動物は,第1節で使用した動物に準じた.

使用薬物

本実験では,薬物として第1節および第2節で使用した薬物

を用いた.

実験方法

薬剤の調整,投与法は前節と同様に行った.実験室内の温度

は　25　± 1℃に調節し,マウスを-ツドランプによ　り保温して
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体温が低下しないよ　う維持した.各受容体リガンドを投与して,

その薬理効果が最大となる時間に　pentobarbitalを投与し,堤

力,正向反射,不動化を評価した.麻酔作用の評価法は,第1

節に準じた.正向反射の消失および不動化の　ED50は,マウス　5

-7匹を1群とし, 4-6投与群に対する正向反射の消失あるい

は不動化を生じた動物の反応百分率(%)を対数確率紙にプロ

ットして用量反応曲線を描き, Litchfield and Wilcoxon検定に

よ　り算出した.それ以外の結果は平均値±標準誤差で示した. 2

群間の比較は,Studentのt検定を用いて行い,危険率p<0.05

を有意差あり　と　した.

Gabaculineの投与量は,正向反射消失の　5%有効量(ED5)

に相当する　50　mg/kgとした.握力は,斎藤式マウス用握力測

定装置を用いて　gabaculine　の投与前　gabaculine　の薬理効

果が最大となる17　時間後および筋弛緩に影響しない低用量の

pentobarbita110mg/kgを投与してから　5分毎に1時間測定し

た.対照群として,生食のみを投与する群,生食と　pentobarbital

(10　mg/kg)を投与する群および　gabaculine (50　mg/kg)と

生食を投与する群を用いて比較検討した.正向反射の消失の評

価は　gabaculine (50　mg/kg)を投与してから17　時間後に

pentobarbital (1, 5, 10, 20, 30　mg/kg)を投与し,ただち

にマウスを1匹ずつビーカーに入れ,第1節と同様に, 2分毎

に正向反射スコアを観察記録した.対照群として,生食を投与

Lから17時間後にpentobarbital(25, 30, 35, 40, 45mg/kg)

を投与し,正向反射スコアを評価した.不動化は, gabaculine

(50　mg/kg)を投与してから17時間後にpentobarbital (20,

25, 30, 35, 40mg!kg)を投与し,正向反射が消失したマウス

にpentobarbitalの麻酔作用が最大となる時間にtail-clamp　刺

激を加え,体動の有無を判定した.対照群と　して,生食を投与
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してから17時間後にpentobarbitaK45,50,55,60,70mg/kg)

を投与L tail-clamp　刺激による体動の有無を判定した.

sarcosme　は,単独ではいずれの麻酔要素も認めなかったこ

とから,投与量は高用量とされる10mg/kgを用いた.握力は,

sarcosmeの投与前　sarcosmeの薬理効果が最大となる　5時間

後およびpentobarbital (10　mg!kg)を投与してから　5分毎に

1時間測定した.対照群として,生食のみを投与する群,生食

と　pentobarbital (10　mg/kg)を投与する群および　sarcosme

(10mg/kg)と生食を投与する群を用いて比較検討した.正向

反射は　sarco白ine (10　mg/kg)を投与してから　5　時間後に

pentobarbital (10, 20, 25, 30, 40　mg/kg)を投与し, 2　分

毎に正向反射スコアを観察記録した.対照群と　して,生食を投

与してから5時間後にpentobarbital(20,25,30,35,40mg!kg)

を投与して正向反射スコアを評価した.不動化は　sarcosme

(10　mg/kg)を投与してから　5時間後にpentobarbital (30,

35, 40, 50, 55mi/kg)を投与し,正向反射が消失したマウス

に対し　pentobarbital　の麻酔作用が最大となる時間に,

taiトclamp　刺激を加え,体動の有無を判定した.対照群として,

生食を投与してから　5時間後にpentobarbital (45, 50, 60,

65, 70mg/kg)を投与し, tail-clamp　刺激を加え,体動の有無

を判定した.

Mecamylamineの投与量は,単独では麻酔作用を示さなかっ

たこ　とから,高用量と　される　5　mg/kg　を用いた.握力は,

mecamylamineの投与前　mecamylamineの薬理効果が最大と

なる　30分後およびpentobarbital (10mg!kg)を投与してから

5分毎に1時間測定した.対照群と　して,生食のみを投与する

群,生食と　pentobarbital (10　mg/kg)を投与する群および

mecamylamine (5mg/kg)と生食を投与する群を用いて比較検
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討した.正向反射の評価は　mecamylamine (5mg/kg)を投与

してから　30分後に　pentobarbital (10, 20, 30, 40　mg!kg)

を投与し, 2　分毎に正向反射スコアを観察記録した.対照群と

して,生食を投与してから　30分後にpentobarbital (20, 25:

30, 35, 40mg/kg)を投与して正向反射スコアを評価した.不

動化は　mecamylamine (5mg/kg)を投与してから　30分後に

pentobarbital (35, 40, 45, 50, 55, 60mg/kg)を投与し,

正向反射が消失したマウスに対し, pentobarbital　の麻酔作用

が最大となる時間に　tail-clamp　刺激を加え,体動の有無を判

定した.対照群と　して,生食を投与　してから　30　分後に

pentobarbital(45, 50, 55, 60, 70mg/kg)を投与L tail-clamp

刺激に対する体動の有無を判定した.

MK-801の投与量は,筋弛緩に影響しない　0.03　mg/kg　と約

40%の握力低下率を示した0.2mg/kgを用いて比較した.握力

は, MK-801投与前　MK-801の薬理効果が最大となる　30分後

および　pentobarbital (10　mg/kg)を投与してから　5分毎に1

時間測定した.対照群と　して,生食のみを投与する群,生食と

pentobarbital (10mg/kg)を投与する群　MK-801 (0.2, 0.03

mg/kg)と生食を投与する群を用いて比較検討した.正向反射

の評価は, MK-801 (0.2, 0.03　mg/kg)を投与してから　30分

後にpentobarbital (10, 15, 20, 30, 35, 40mg/kg)を投与

した後, 2　分毎に正向反射スコアを′観察記録した.対照群とし

て,生食を投与してから　30分後にpentobarbital(20,25,30,

35, 40mg/kg)を投与した後,正向反射スコアを評価した.不

動化は　MK-801 (0.2, 0.03　mg/kg)を投与してから　30分後

にpentobarbital (30, 35, 40, 45, 50, 55, 60mg/kg)を投

与し,正向反射が消失したマウスに, pentobarbital　の麻酔作

用が最大となる時間に, taiトclamp　刺激を加え,体動の有無を
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判定した.対照群と　して,生食を投与してから　30　分後に

pentobarbital (45, 50, 55, 60, 70　mg!kg)を投与した後,

tail-clamp　刺激による体動の有無を判定した.

第3項　結果

Pentobarbital　にgabaculine (50 mg/kg)を併用

握力試験の結果は, gabaculine単独や　pentobarbital単独で

握力　に変化がみ　ら　れな　い　の　に対　し　　pentobarbital　に

gabaculineを併用した場合,握力はpentobarbital投与5分後

から有意に低下し始め, 10-20分後にピークとなり,その後経

時的に回復していく　ものの　60　分を経過してもまだ握力の低下

を認めた(図　9) .正向反射に対する作用では,本来であれば

正向反射が消失しない低用量の　pentobarbitalでも正向反射ス

コアを増加させ,またその作用時間も延長した(図10)

Gabaculineは,pentobarbitalの用量反応曲線を左方移動させ,

そのED50は32 (23-45) mg/kgから10 (7-16) mg!kgに有

意に減少した(p<0.05) (図11) .不動化においても,

pentobarbitalと　gabaculineの併用は,用量反応曲線を左方移

動させ,その　ED50は　55 (49-62) mg/kgから　30 (27-34)

mg/kgに有意に減少した(p<0.05) (図12)

Pentobarbital　にsarcosine (10 mg/kg)を併用

握力試験では　pentobarbitalにsarcosmeを併用しても変化

がみられなかった(図13) .正向反射スコアはpentobarbita1
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単独のときとほぼ同様の変化を示した(図14) .正向反射の消

失の　ED50は　pentobarbitalと　sarcosmeの併用群で　28　25

- 31) mg/kg, pentobarbital単独投与群で30 (27- 34) mg/kg

であり, 2群間に有意差はなかった(図15) .一方,不動化で

は, pentobarbitalにsarcosineを併用すると,用量反応曲線が

左方に移動し,その　ED50は　57 (51-64) mg!kgから　38 (33

-44) mg!kgに有意に減少した(p<0.05) (図16) .

Pentobarbitalにmecamylamine (5 mg!kg)を併用

握力試験では　pentobarbitalに　mecamylamineを併用して

も変化がみられなかった(図17) .正向反射スコアは,

pentobarbital単独のときとほぼ同様の変化を示した(図18).

正向反射消失の　E】)50はpentobarbitalと　mecamylamineの併

用群で29 (20-41) mg/kg,対照群で32 (21-48) mg!kgで

あり, 2群間に有意差はなかった(図19) .不動化の　ED50は,

pentobarbitalと　mecamylamineの併用群で51(45 - 58)mg/kg,

対照群で51 (46-57) mg!kgであり, 2群間に有意差はなかっ

た(図　20) .

PentobarbitalにMK-801 (0.03, 0.2 mg/kg)を併用

握力試験の結果は　MK-801 0.2　mg/kg単独でも握力を有意

に低下させ,さらに　pentobarbitalを併用すると著明な握力の

低下がみられた.また　MK-8010.03mg!kg単独では握力に変

化がみられなかったが, pentobarbital　を併用すると有意に握

力を低下させた(図21). PentobarbitalにMK-8010.03mg!kg

を併用したときの正向反射スコアは, pentobarbital　単独のと
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きとほぼ同様の変化を示した(図22).PentobarbitalにMK-801

0.2　mg/kgを併用すると,単独では正向反射が消失しない低用

量の　pentobarbitalでも正向反射は消失し、その作用時間も延

長した(図　25) .正向反射消失の　ED50は, pentobarbital　と

MK-801 0.03　mg/kg　の併用群で　26 (19　-　34) mg/kg,

pentobarbitalと　MK-801 0.2mg!kgの併用群で15 (ll-21)

mg!kgであり,対照群では　32 (24-41) mg/kg　であった.不

動化のED50は,それぞれ　39(33-45) mg!kg, 48(43-52)

mg/kg, 51 (46-57) mg/kgであった　MK-801 0.2　mg/kgは

pentobarbital　の用量反応曲線を左方移動させ,有意に正向反

射の消失および不動化を増強した(p<0.05) (図23, 24, 26,

27)

第4項　考察および小括

本実験により　gabaculine　は,筋弛緩を生じない低用量の

pentobarbital　により引き起こされる今回検討したすべての麻

酔要素を増強することが分かった.高用量の　sarcosme　は,

pentobarbital　に　よ　り　生　じ　る　不動化のみを増強　した.

Mecamylamineは高用量でも　pentobarbitalによる麻酔要素を

増強しなかった.筋弛緩作用のない低用量の　MK-801は,

pentobarbital　の筋弛緩のみを増強した.また,高用量の

MK-801は, pentobarbitalの麻酔作用すべてを増強したが,こ

れはMK-801の筋弛緩作用が影響したのかもしれない.

大脳皮質が除去され,中脳,脳幹網様体が最も上位中枢とな

った動物においても,正向反射は正常に保たれることが明らか

にされている【26】 .さらに, Nelson　らは,行動薬理学的手法
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と　c-fos　免疫染色法を用いて,睡眠に関与する橋から視床下部

を中心とする　GABA神経系が,全身麻酔薬による正向反射消失

作用に重要な役割を果たすことを報告した【27】 .これらの知

見は, pentobarbital　が橋,中脳から視床下部を中心とする

GABA神経系に作用して意識消失を引き起こした可能性を示唆

している.

臨床濃度の吸入麻酔薬やバルビツール酸およびpropofol　は,

グリシン受容体を活性化することが報告されており,今回の実

験からも,pentobarbitalの不動化作用にはGABA神経に加え,

グリシン神経の活性化も関与していることが示唆された.侵害

刺激に対する体動反応の消失は,全身麻酔薬の麻酔強度を表す

指標である　MAC　の決定に際し用いられている. MAC　は皮膚

切開などの侵害刺激を受けた　50%のヒトや動物が体動を示さ

なく　なるのに必要な最小肺胞内濃度と定義されていることから,

MAC　は不動化の指標と　されている.この　MAC　が脳だけでは

なく脊髄レベルでも決定されることが,視床や海馬を含めた両

側の除脳を行ったラットを用いて示された【28】 .さらに,ヒ

ツジでの脳分離潜流による研究では,脳だけの麻酔では揮発性

麻酔薬であるイソフルランの　MAC　は　2.9%であり,全身に麻

酔を投与した場合の1.2%に比べ　2倍以上必要であることが報

告された【27】 .これらの報告は,麻酔薬による不動化が,脳

レベルだけではなく,主に脊髄レベルで引き起こされることや,

脊髄での運動ニューロンや疹痛伝達ニューロンの両方の抑制が

不動化を引き起こすメカニズムである可能性を示している.し

たがって,不動化作用は,上位中枢だけでなく,脊髄の抑制,

さらに感覚神経や運動神経など末梢神経も関与している可能性

がある.脊髄における介在ニューロン群は,多シナプス性に運

動ニューロンを刺激して脊髄反射を引き起こす.この反射経路
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は,直接前角運動ニューロンには到達せず,まず介在ニューロ

ン綱を経由し,二次的に運動ニューロンに達する.また,脊髄

における神経伝達には,疹痛を伝える神経伝達物質として,サ

ブスタンス　Pのような一神経ペプチドやグルタミン酸があり,運

動ニューロンを調節する神経伝達物質と　しては,グルタミン酸,

GABA,グリシンなどが存在する　　GABAやグリシン神経の促

進によ　り　pentobarbital　の不動化が増強したこ　とから,

pentobarbitalがこの脊髄介在ニューロン網の　GABAやグリシ

ン神経にも影響し,運動ニューロンが抑制された結果,不動化

が起きた可能性もある.

中枢性の筋弛緩作用は,ベンゾジアゼピン類などでみられ,

脊髄において単および多シナプス反射を抑制すると　ともに, γ

運動ニューロンのインパルスを減少させ,筋紡錘の感度を低下

させることにより生じる.また,脊髄での多シナプス屈曲反射

は　NMDA受容体を介しており, NM])A受容体の遮断はこの屈

曲反射を抑制し筋弛緩を生じると考えられている.本実験で示

された　GABA　神経の促進と　NMDA　受容体の遮断によ　り

pentobarbital　の筋弛緩作用が増強されたことは,以上の知見

と一致する.

Patch clamp法を用いた電気生理学実験により,ニコチン受

容体作動薬の　epibatidineは,脊髄内抑制性介在ニューロンを

賦活化し, GABAやグリシンの遊離を増強し,このepibatidine

が作用する　nAChRは脊髄後角第Ⅴ層に入力する　GABAやグリ

シンを含有する抑制性介在ニュ」ロンの神経終末にあることが

報告されている【29】 .しかし,本実験では,神経性ニコチン

受容体の遮断は, pentobarbital　により生じる麻酔要素には影

響しなかったことから,この報告との関連性は見出せなかった.
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以上のことから, pentobarbital　により引き起こされる筋弛

緩は主に脊髄における　GABA神経の促進と　NMDA受容体の遮

断が関係し,意識消失は上位中枢における　GABA神経の促進に

よるもので,不動化は脊髄での　GABAとグリシン神経の促進に

関与しているのではないかと推察された.しかし,今回の実験

では受容体リガンドを全身投与しているため,脊髄と脳のどち

らを介しているのかまでは確認できておらず,脊髄腔内投与に

より脊髄の内因性GABAやグリシン濃度を上昇させて麻酔要素

にどのように影響するかなど,今後さらに検討を加えていく余

地がある.
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第Ⅲ章　サブスタンスP遊離に及ぼすpentobarbitalと

各受容体リガンド単独もしくは併用の影響

第1節　緒言

第Ⅱ章より,静脈麻酔薬である　pentobarbitalにより引き起

こされる筋弛緩,意識消失,不動化を　GABA,グリシン,グル

タミン酸受容体リガンドが増強することが明らかになった.緒

論の部分でも述べたが,サブスタンス　P (SP)は脊髄後角にお

いて痛みを伝える神経伝達物質であり,全身麻酔の構成要素で

ある不動化の作用機序に重要な役割を果たしている可能性があ

る.そこで,本章では,一次知覚神経の解析モデルと　して　DRG

初代培養細胞を用い,SP遊離に及ぼすpentobarbitalと　GABA ,

グリシン,神経性ニコチン,グルタミン酸の各受容体リガンド

単独もしくは併用の影響を　m vitroで検討した.

第2節　実験材料および方法

実験材料

実験動物として　Wistar　系成熟ラット(6週齢　Japan SLC

Inc., Shizuoka, Japan )を使用した.明/暗12　時間サイク

ル(明; 8: 00-20: 00)　室温　25　± 1℃,湿度50%　固形

飼料および飲料水は自由に摂取できる環境下で飼育した.
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使用薬物

DRG　初代培養には以下のものを用いた.ダルベッコ変法イ

ーグル培地(DMEM) (NissuiPharmaceuticalCo., Tokyo,

Japan)　　ウマ血清,ペニシリ　ン/スト　レプトマイ　シン

(GibcoBR工」, Gaithersburg, MD, USA) , 2.5%トリプシン

(Invitrogen Co., Burlington, Ontario, Canada)　コラゲ

ナーゼ(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)

125I-Tyr8-SP (81.4　TBq / mmol) (New England Nuclear.

Boston, MA, USA)

SP　遊　離　実　験　に　は　　　capsaicin ,　muscimol

( 5-aminomethyl-3-hydroxyisoxazole )　hydrobromide

gaboxadol hydrochloride(4,5,6,7,-tetrahydroisoxazole [5,4-c]

pyridin-3-0l hydrochloride ; THIPhydrochloride) , baclofen

hydrochloride ,　mecamylamme hydrochloride ,　MK-801

hydrogen maleate (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO

USA) , glycine (Kishida Chemical C0., Osaka, Japan)

pentobarbital sodium (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,

Tokyo, Japan)を使用した.

実験方法

DRG細胞初代培養

Wistar系成熟ラットを断頭した後,氷冷した　Hank's buffer

中で脊髄を速やかに摘出し,実体顕微鏡下で　DRG　のみを無菌

的に単離した.採取した　DRGをHank's bufferで3回洗浄し,

5分間　1000rpmで遠心分離した.次に0.125%コラゲナーゼ

溶液を加え, 37℃, 90分間,震畳恒温槽にて酵素処理を　2回行
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い　1000　rpmで10分間遠心分離した後,再度Hank's buffer

で洗浄した.さらに　0.25%トリプシン溶液を加え, 37℃で30

分間,震塗恒温槽にて酵素処理した後,再び1000rpmで10分

間遠心分離した.その後　10%非働化処理済ウマ血清, 1%ペ

ニシリン/ストレプトマイシン　30　ng/ ml　の神経栄養因子

(NGF)を添加した　DMEM　に細胞を分散させ,ラミニン処理

した　35mm dish　を用いて, 37℃　5%C02の条件下で7　日間培

養した.

サブスタンス　P遊離実験

培養DRG細胞からのSPの遊離は　100nMの　capsaicmで

刺激することによ　り行った. Krebs-HEPES buffer　で　DRG細

胞を2回洗浄した後,ペプチダーゼインヒビターと　0.1%ウシ血

清アルブミン(BSA)を含有させた　Krebs-HEPES bufferで調

整した本章で検討する薬物を溶解させ10　分間処置した.その

後　capsaicin (100nM)を加え, 10分後にrelease液を回収

した　5000rpmで5分間遠心分離し,得られた上清をSP遊離

サンプルと　した.

試薬は　pentobarbital (10yM, 100pM, 1mM)単独の場

合, muscimol, THIP (GABAa受容体アゴニスト　　　baclofen

(GABAb　受容体アゴニスト　　　glycine, mecamylamine

MK-801のそれぞれ1mM単独と　pentobarbita1100|uMを併用

した場合で検証した.
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ラジオイムノアッセイ法によるサブスタンス　P遊離量の測定

SP遊離サンプルに抗SP抗体を加え,さらに　0.1%　Triton X

を添加　した　BSA　含有　Krebs-HEPES buffer　で希釈　した

125I-Tyr8-SP　を加え, 4℃で18時間処置した.抗体と結合して

いない遊離型125I-Tyr8-SP　を　0.9%　BSA　含有　2%チャコール

溶液に吸着させ　2500rpm　で10分間遠心分離した後,上清中

の結合型125I-Tyr8-SPの放射能活性をγカウンターにより測定

した.

第3節　結果

培養DRG細胞を　capsaicin (100nM )で刺激すると,無刺

激ではSPの遊離は平均85　±　32pg!dish　であるのに対し,100

nM　の　capsaicm　で刺激すると平均　218　± 108　pg/dish　の

SPが遊離された.そこで,DRG細胞刺激は,100nMのcapsaicm

で行う　ことにした.

Capsaicin　誘発サブスタンス　P遊離に及ぼすpentobarbital

(10nM,100jiM,1mM)の影響を検証したところ　capsaicm

刺激で誘発　さ　れる　SP　の遊離量を　100%　と　した場合,

pentobarbital　の濃度が10(iMのとき　78%に, 100|uMのとき

54%に, 1mMのとき　42%に減少し,その作用は濃度依存性で

あった(図　28) .また, 1mM　の　muscimol, THIP, baclofen,

glycine, mecamylamine, MK-801単独ではいずれも　SP遊離

に影響しなかった(図　29) .さらに, SPの抑制率が約　50%の

pentobarbita1100|aMと各受容体リガンド1mMを併用したと

きの　SP遊離の影響を検討したところ,各受容体リガンドは1
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mMの高濃度でもpentobarbitalのSP遊離抑制作用を増強しな

かった(図　30) .

第4節　考察および小括

末梢組織-の侵害刺激は一次知覚神経の痛覚受容器(自由神

経終末)が受容し,一次知覚神経によって脊髄後角で二次神経

に伝達された後,上位中枢である大脳皮質-と伝達され痛みと

認識される.一次知覚神経には径の大きさで分類される　3種類

の神経があり(太い方からA6, A8, C線維) ,そのうちA6線

経と　C線経が痛みの伝達を担っている.痛みを伝達する一次知

覚神経の一部には,SPをはじめとする神経ペプチドが存在する.

SPは,侵害刺激に応じて一次知覚神経から遊離され,脊髄後角

において二次神経に痛みを伝達すると同時に,末梢組織で遊離

された場合,免疫担当細胞,肥満細胞,血管平滑筋に作用して,

血管拡張の結果,発赤,発熱,血祭溶出による腫脹,知覚神経

の興奮性克進などを主な症状とする神経因性炎症反応を生じる

【30】 .末梢から脊髄後角に投射する一次求心性線経の細胞体

はDRGに局在し,痛みに関与するC線経やA6線経はcapsaicm

感受性の小型細胞に由来する. SP　は　DRG　で合成され, large

dense core vesicle　と呼ばれる比較的大きなシナプス小胞に封

入され,カルシウムイオン依存性の開口分泌により遊離される.

唐辛子の辛みの成分である　capsaicm　は　　DRG　に存在する

capsaicm　受容体(transient receptor potential vanilloid

receptor 1;TRPVl)を刺激する【31】ことにより　SP遊離を

引き起こすことが知られている.
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TRPVlは6回の膜貫通領域を持ち,外向き整流性を有するカ

ルシウムイオン透過性の高い非選択性陽イオンチャネルである.

Capsaicinの他に酸(プロトン)や43℃を超える熱によっても

活性化される複数の有効刺激をもつ多刺激痛み受容体と　して機

能している【31】. 43℃という　TRPVlの熱活性化温度閥値は,

ヒトや動物に痛みを引き起こす温度閥値とほぼ一致しており,

TRPVl　が侵害性熱刺激受容に関与することを示唆している.

TRPVl　は後根神経節の無髄　C線経の細胞体に発現することが

遺伝子やタンパクレベルで確認されており,痛みや熱がポリモ

ーダル受容器と呼ばれる　C線経で受容され伝達されるとする理

論に一致する.

今回の実験により　pentobarbitalがcapsaicm誘発SP遊離

を濃度依存性に抑制する　こ　と　を確認　した.こ　の　こ　と　は

pentobarbital　が　TRPVl　を含めた受容体一細胞内情報伝達系

に特異的に作用していると考えられ大変興味深い.TRPVlの活

性化をす、陽イオンチャネルを開口させ,電位依存性カルシウム

チャネルを介して細胞内カルシウムイオンを増加させ　SP　の遊

離を誘導するが,吸入麻酔薬や　pentobarbitalはこのカルシウ

ムイオンのシグナル伝達系に何らかの形で作用して,SP遊離を

抑制しているのではないかと考えられている【10, 32】 .しか

し, pentobarbitalがSPの遊離を抑制する機序についての明確

な見解は未だ不明な点が多い. Whole cell patch clamp法を用

いた電気生理学実験では,吸入麻酔薬がアフリカツメガエルの

卵母細胞に発現させた　SP　受容体を介する　Cl~電流を抑制し,

protein kinase C (PKC)阻害薬によりこの抑制効果は消失し

たという報告がある【10】.さらに　ketamineやpentobarbital

は,アフリカツメガェルの卵母細胞に発現させた　SP受容体-

の[3H]SP　の結合を非競合的に阻害するが,その抑制効果は
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PKC　阻害薬　に　よ　り　消　失　し　な　い　と　い　う　報告　も　あ　り,

pentobarbitalがSPの受容体-の結合部位とは異なる部位に働

いている可能性もある【32】 .

DRG　にも　GABAやグリシン,グルタミン酸などの受容体が

発現している　といわれている.また,脊髄後角深層細胞から

patch clamp記録を行うと,グルタミン酸を介する興奮性シナ

プス後電流(EPSC)ならびに　GABAまたはグリシンを介する抑

制性シナプス後電流(IPSC)が記録され, SPおよびNKl受容体

作動薬を濯流投与すると,グルタミン酸を介する　EPSCが有意

に増強するだけでなく, GABA　またはグリシンを介するIPSC

も著明に増強するという報告がある【33】 .しかし,今回の実

験では,高濃度の各受容体リガンドは　SP　の遊離に影響を及ぼ

さなかった(図　29) .また, pentobarbitalが　DRG　の　GABA

やグリシン,グルタミン酸受容体に影響して　SP遊離を抑制す

るということもなかった(図　30)
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第Ⅳ章　総括および結論

今回,行動薬理学的手法を用いた　m vivo実験と, DRG培養

細胞を用いたm vitro　実験を行い, pentobarbitalにより引き

起こされる筋弛緩,意識消失,不動化の各麻酔要素の作用機序

を検討した.

行動薬理学実験では, pentobarbital　により生じる各麻酔要

素が　GABA,グリシン,神経性ニコチン,グルタミン酸のどの

神経を介して起こっているのかについてマウスを用いて検討し

た.麻酔作用は,筋弛緩の指標として握力低下の有無,意識消

失の指標と　して正向反射の消失を,不動化の指標と　して侵害刺

激に対する体動の有無を用いて評価した.

さらに, SP神経に及ぼすpentobarbitalや各受容体リガンド

の影響について,一次知覚神経の解析モデルとしての　DRG　初

代培養細胞を用いてin vitro　実験を行い,以下のような結果お

よび結論が得られた.

1.　静脈麻酔薬である　pentobarbitalは,用量依存性に握力の

低下,正向反射の消失,不動化を引き起こした.正向反射の

消失,不動化のED50はそれぞれ35 (31-38) mg/kgと　56

(50-63) mg/kgであった　15mg/kg以上の用量で握力低

下が認められた.不動化の　ED50は正向反射消失の　ED5。に

比べ高用量が必要であった.
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2. Gabaculineは,握力低下,正向反射の消失を引き起こした

が,高用量でも不動化は認めなかった　　Sarcosine　や

mecamylamine　は高用量においてもいずれの麻酔要素も示

さなかった. MK-801は,低用量で筋弛緩作用を引き起こし

たが,高用量でさえその他の麻酔要素は生じなかった.

3.　Gabaculineは,筋弛緩を生じない低用量でpentobarbital

が引き起こすすべての麻酔要素を増強した. Sarcosine　は

pentobarbitalの不動化のみを増強した　Mecamylamineは,

高用量でも　pentobarbital　の麻酔作用に影響しなかった.

MK-801の筋弛緩を生じない低用量はpentobarbitalの筋弛

緩作用のみを増強した.

4.　Pentobarbital　は,濃度依存性に培養　DRG　細胞からの

capsaicm刺激による　SP遊離を抑制した.しかし,各受容

体リガンドは1mMの高濃度でも　SP遊離を抑制しなかった

L pentobarbital (100|uM)の作用を増強することもなか

った.

本研究により, pentobarbitalによる筋弛緩はGABA受容体

刺激と　NMDA受容体遮断に関与し,意識消失は　GABA受容体

の刺激と,不動化はGABAとグリシン受容体の両方の刺激と関

係することが明らかになった. SP遊離抑制作用は,鎮痛など他

の麻酔要素と関係しているのかもしれない.
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図　表

図1　Pentobarbital　をマウス腹腔内に投与した後の握力を経

時的変化で示す.握力　は, pentobarbital　投与前　と,

pentobarbital (10, 15, 20, 25　mg!kg)投与後5分毎に1時

間測定した. Controlと　して　0.9%生理食塩水(生食)を腹腔内

に投与した.各点は,平均値±標準誤差で示す　n　　-　7)

*p<0.05, * *p<0.01, ** *p<0.001(Student's t-test)

0　　　　10　15　20　25　30　35　40　45　50　55

時間(分)
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図2　正向反射スコアに及ぼす　pentobarbital　のマウス腹腔内

投与の影響を経時的変化で示す　Pentobarbital(20, 30, 40:

50mg!kg)をマウスに投与してから,投与2分毎に正向反射ス

コアを用いて評価した.正向反射スコア　0　は正常, +1は3　回

とも　2　秒以内に正向反射がある状態(軽度正向反射障害) , +

2　は2　秒から10　秒の間に少なく　と　も1回は正向反射がある

状態(中等痩-高度正向反射障害　　　+3　は3　回とも10　秒以

内に正向反射がない状態(正向反射消失)を示す.
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図　3　正向反射の消失および侵害刺激に対する体動の消失(不

動化)に及ぼす　pentobarbital　の影響を示す.種々の用量の

pentobarbitalは,マウスの腹腔内に投与した.マウス　517匹

を1群とし, 5群に対する正向反射の消失(●)および不動化

(▲)を生じた動物の反応百分率(%)を対数確率紙にプロッ

トし,用量反応曲線を描いた.
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図4　Gabaculineをマウス腹腔内に投与した後の握力の変化を

示す.握力(g)の測定は　gabaculine　投与前と　gabaculine

(50, 70, 100　mg/kg)をマウスに投与して,その薬理効果が

最大となる17時間後に行った　GabaculinelO0mg/kgにおい

て有意な握力の低下がみられた　*p<0.05(Student'st-test)
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図　5　正向反射の消失および侵害刺激に対する体動の消失(不

動化)に及ぼす　gabaculine　の影響を示す.種々の用量の

gabaculineは,マウスの腹腔内に投与した.マウス　517匹を

1群とし,各用量反応曲線につき　5-6群を用いた. Gabaculine

(35-200mg!kg)投与後1時間毎に24時間にわたり正向反射

スコアを観察し,正向反射の消失を生じたマウスの反応百分率

(%)を対数確率紙にプロットした(・)　また,不動化は,

gabaculine (100-400　mg/kg)を投与後,正向反射の消失の

ピーク時にtail-clamp刺激を加え,体動がない動物の反応百分

率(%)を対数確率紙にプロットした(▲) .
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図　6　Sarcosine　をマウス尾静脈内に投与した後の握力の変化

を示す.握力(g)の測定は　sarcosme投与前と　sarcosinelO

mg!kgをマウスに投与して,その薬理効果が最大となる　5時間

後に行った.
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図　7　Mecamylamineをマウス腹腔内に投与した後の握力の変

化を示す.握力(g)の測定は　mecamylamine　投与前と,

mecamylamine5mg!kgをマウスに投与して,その薬理効果が

最大となる　30分後に行った.
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図　8　MK-801をマウス腹腔内に投与した後の握力の変化を示

す.握力(g)の測定は, MK-801投与前と　MK-801 (0.01,

0.03, 0.05, 0.1, 0.2　mg/kg)をマウスに投与して,その薬理

効果が最大となる　30　分後に行った. MK-801の　0.05-　0.2

mg/kgでは,有意な握力の低下がみられた　**　p<0.01, *　p

<0.05 (Student's t-test). .
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図9　Pentobarbital　にgabaculine (50mg/kg)を併用したと

きの握力を経時的変化で示す.すべての薬物はマウスの腹腔内

に投与した.握力(g)は　gabaculine　の投与前　gabaculine

投与から17時間後,およびpentobarbital (10mg/kg;握力に

影響しない用量)を投与してから　5　分毎に1時間測定した.

0.9%生理食塩水(生食)のみ　を投与す　る　群,生食　と

pentobarbitalを投与する群　gabaculine　と生食を投与する群

と併用群をそれぞれ比較した.各点は,平均値±標準誤差で示

T (n-5-　7)　*p<0.05, *　*p<0.01, *　**p<0.001

(Student's t-test) .
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図10　正向反射スコアに及ぼす　pentobarbitalに　gabaculine

を併用したときの影響を経時的変化で示す　0.9%生理食塩水

(生食)あるいは　gabaculine (50　mg/kg)をマウスの腹腔内

に投与し,その薬理効果が最大と　なる1ウ　時間後に

pentobarbital (1-30　mg/kg)を腹腔内に投与してから, 2分

毎に正向反射スコアを記録した.正向反射スコアの評価は図1

に準ずる.
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図11　正向反射の消失に及ぼす　pentobarbital　にgabaculine

を併用したときの影響を示す.すべての薬物は,マウスの腹腔

内に投与した.マウス　517匹を1群とし,各用量反応曲線に

つき　4-5　群を用いた　　0.9%生理食塩水(生食)あるいは

gabaculine (50　mg!kg)を投与　してか　ら　17　時間後　に

pentobarbital (5-45mg/kg)を投与し,正向反射の消失を生

じたマウスの反応百分率(%)を対数確率紙にプロットし,用

量反応曲線を描いた.
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図12　侵害刺激に対する体動の消失(不動化)に及ぼす

pentobarbital　に　gabaculine　を併用したときの影響を示す.

すべての薬物は,マウスの腹腔内に投与した.マウス　517　匹

を1群と　し,各用量反応曲線につき　5群を用いた　0.97c生理食

塩水(生食)あるいはgabaculine (50mg/kg)を投与してから

17　時間後に　pentobarbital (20-　70　mg!kg)を投与し,

pentobarbital　の正向反射に及ぼす作用が最大となる時間に,

taiトclamp　刺激を加え体動の有無を評価した.不動化を生じた

マウスの反応百分率(%)を確率対数紙にプロットし,用量反

応曲線を描いた.

(

^8

)

瑞

質
e

哩

増

20　　　　30　　　40　　　　　60　　80　　　120

Pentobarbitalの用量(mg/kg)

▲ G abaculine50m g′kg+ P entobarbital

△ 生食+ P entobarbital (Control)

55



図13　Pentobarbitalに　sarcosine (10　mg/kg)を併用したと

きの握力を経時的変化で示す. Pentobarbital　はマウスの腹腔

内に　sarcosmeは尾静脈に投与した.握力(g)は　sarcosme

の投与前, sarcosme投与5時間後　pentobarbital(10mg/kg)

を投与してから　5分毎に1時間測定した　0.9%生理食塩水(坐

食)のみを投与する群,生食と　pentobarbitalを投与する群,

sarcosme　と生食を投与する群と併用群をそれぞれ比較した.

各点は,平均値±標準誤差で示す　n-5-7)
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図14　正向反射スコアに及ぼす　pentobarbital　に　sarcosme

を併用　したときの影響を経時的変化で示す　Sarcosine (10

mg/kg)をマウスの尾静脈内に投与し,その薬理効果が最大と

なる　5時間後にpentobarbital (10-40　mg/kg)を腹腔内に投

与してから, 2　分毎に正向反射スコアを記録した.正向反射ス

コアの評価は図1に準ずる.
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図15　正向反射の消失に及ぼすpentobarbital　にsarcosmeを

併用したときの影響を示す　sarcosmeはマウスの尾静脈内に,

pentobarbitalは腹腔内に投与した.マウス　5-7匹を1群とし,

各用量反応曲線につき　5群を用いた　0.9%生理食塩水(生食)

あるいは　sarcosine (10　mg/kg)を投与してから　5　時間後に

pentobarbital (20-40　mg/kg)を投与し,正向反射の消失を

生じた動物の反応百分率(%)を対数確率紙にプロットし,用

量反応曲線を描いた.
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図16　侵害刺激に対する体動の消失(不動化)に及ぼす

pentobarbital　に　sarcosme　を併用したときの影響を示す.

0.9%生理食塩水(生食)あるいはsarcosine (10mg/kg)を投

与してから　5時間後にpentobarbital (30-70　mg/kg)を投与

し, pentobarbital　の正向反射に及ぼす作用が最大となる時間

に　taiトclamp刺激を加え体動の有無を評価した.不動化を生

じた動物の反応百分率(%)を対数確率紙にプロットし,用量

反応曲線を描いた.
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図17　Pentobarbital　にmecamylamine (5　mg/kg)を併用し

たときの握力の経時的変化を示す.すべての薬物は,マウスの

腹腔内に投与した.握力(g)は　mecamylamine　投与前,

mecamylamine投与30分後,およびpentobarbitaKIO mg/kg)

を投与してから　5分毎に1時間測定した　0.9%生理食塩水(坐

食)のみを投与する群,生食と　pentobarbitalを投与する群,

mecamylamineと生食を投与する群と併用群をそれぞれ比較し

た.各点は,平均値±標準誤差で示す(n-5-7) .
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図　18　　正　向　反　射　ス　コ　ア　に　及　ぼす　pentobarbital　に

mecamylamine　を併用したときの影響を経時的変化で示す.

Mecamylamine (5mg!kg)をマウスの腹腔内に投与し,その薬

理効果が最大となる　30分後にpentobarbital (10-40　mg/kg)

を腹腔内に投与してから, 2分毎に正向反射スコアを記録した.

正向反射スコアの評価は図1に準ずる.

ト
∩

過

顧
増
・匡

肖

20　　30　　40　　50　　60　　70　　80　　90　100

時間(分)

・IOmg/kg　-サー20mg/kg　-アー30mg/kg　-*-40mg/kg

61



図　19　　正　向　反　射　の　消　失　に　及　ぼ　す　pentobarbital　に

mecamylamineを併用したときの影響を示す.すべての薬物は,

マウスの腹腔内に投与した.マウス　5-7　匹を1群と　し,各用

量反応曲線につき　5群を用いた　0.9%生理食塩水(生食)ある

いは　mecamylamine (5　mg/kg)を投与してから　30　分後に

pentobarbital (20-60　mg!kg)を投与し,正向反射の消失を

生じた動物の反応百分率(%)を対数確率紙にプロットし,用

量反応曲線を描いた.
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図　20　侵害刺激に対する体動の消失(不動化)に及ぼす

pentobarbitalにmecamylamine　を併用したときの影響を示す.

すべての薬物は,マウスの腹腔内に投与した.マウス　517　匹

を1群とし,各用量反応曲線につき　5-6群を用いた　0.9-/坐

理食塩水(生食)あるいは　mecamylamine (5　mg/kg)を投与

してから　30分後にpentobarbital (35-70 mg!kg)を投与し,

pentobarbital　の正向反射に及ぼす作用が最大となる時間に,

taiトclamp刺激を加え体動の有無を評価した.不動化を生じた

動物の反応百分率(%)を対数確率紙にプロットし,用量反応

曲線を描いた.
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図21　Pentobarbital　にMK-801 (0.2, 0.03mg/kg)を併用し

たときの握力を経時的変化で示す.すべての薬物は,腹腔内に

投与した.握力(g)は, MK-801の投与前, MK-801投与30　分

徳,およびpentobarbital (10　mg/kg)を投与してから　5分毎

に1時間測定した　0.9%生理食塩水(生食)のみを投与する群,

生食と　pentobarbitalを投与する群, MK-801と生食を投与す

る群と併用群をそれぞれ比較した.各点は,平均値±標準誤差

で示す(n-5-7) . *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

(Student's t-test)
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図　22　正向反射スコアに及ぼす　pentobarbital　に　MK-801

(0.03　mg!kg)を併用したときの影響を経時的変化で示す.

MK-801 (0.03　mg!kg)をマウスの腹腔内に投与し,その薬理

効果が最大となる　30分後にpentobarbital(10-40mg/kg)を

腹腔内に投与してから, 2　分毎に正向反射スコアを記録した.

正向反射スコアの評価は図1に準ずる.
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図　23　正向反射の消失に及ぼす　pentobarbital　に　MK-801

(0.03mg!kg)を併用したときの影響を示す.すべての薬物は,

マウスの腹腔内に投与した.マウス　517匹を1群と　し,各用

量反応曲線につき　5群を用いた　0.9%生理食塩水(生食)ある

いは　MK-801 (0.03　mg/kg)を投与してから　30　分後に

pentobarbital (10-40　mg/kg)を投与し,正向反射の消失を

生じた動物の反応百分率(%)を対数確率紙にプロットし,用

量反応曲線を描いた.
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図　24　侵害刺激に対する体動の消失(不動化)に及ぼす

pentobarbitalにMK-801 (0.03mg/kg)を併用したときの影響

を示す.すべての薬物は,マウスの腹腔内に投与した.マウス

5-7匹を1群と　し,各用量反応曲線につき　5群を用いた　0.9%

生理食塩水(生食)あるいはMK-801 (0.03　mg/kg)を投与し

てから　30分後に　pentobarbital (40-70　mg/kg)を投与し,

pentobarbital　の正向反射に及ぼす作用が最大となる時間に,

taiトclamp刺激を加え体動の有無を評価した.不動化を生じた

動物の反応百分率(%)を対数確率紙にプロットし,用量反応

曲線を描いた.
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図25　正向反射スコアに及ぼすpentobarbitalにMK-801(0.2

mg/kg)を併用したときの影響を経時的変化で示す　0.9-/c生理

食塩水(生食)あるいはMK-801 (0.2mg/kg)をマウスの腹腔

内　に投与　し,そ　の薬理効果が　最大　と　な　る　30　分後　に

pentobarbital (10-40mg/kg)を腹腔内に投与してから, 2分

毎に正向反射スコアを記録した.正向反射スコアの評価は図1

に準ずる.
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図26　正向反射の消失に及ぼすpentobarbitalに　MK-801(0.2

mg/kg)を併用したときの影響を示す.すべての薬物は,マウ

スの腹腔内に投与した.マウス　5-　7　匹を1群と　し,各用量反

応曲線につき　5群を用いた　0.9%生理食塩水(生食)あるいは

MK-801 (0.2mg/kg)を投与してから　30分後にpentobarbital

(10-40mg/kg)を投与し,正向反射の消失を生じた動物の反

応百分率(%)を対数確率紙にプロットし,用量反応曲線を描

いた.
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図　27　侵害刺激に対する体動の消失(不動化)に及ぼす

pentobarbitalにMK-801 (0.2　mg!kg)を併用したときの影響

を示す.すべての薬物は,マウスの腹腔内に投与した.マウス

5-7匹を1群とし,各用量反応曲線につき　5群を用いた　0.9%

生理食塩水(生食)あるいはMK-801 (0.2mg!kg)を投与して

から　30　分後に　pentobarbital (30-70　mg/kg)を投与し,

pentobarbital　の正向反射に及ぼす作用が最大となる時間に,

tail-clamp刺激を加え体動の有無を評価した.不動化を生じた

動物の反応百分率(%)を対数確率紙にプロットし,用量反応

曲線を描いた.
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図　28　Capsaicin　誘発サブスタ　ンス　P　遊離に及ぼす

pentobarbital (10¥iM, 100ドM, 1mM)の影響を示す・縦軸

はcapsaicin (100nM)刺激で誘発されるサブスタンスP遊離

量を100-/としたときの値(%)である. Normalは, capsaicm

刺激をしなかったときのサブスタンスP遊離量である.各棒は,

平均値±標準誤差で示す(n-6) . **　p<0.01 (Student's

t-test) .
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図　29　Capsaicin　誘発サブス　タ　ンス　P　遊離に及ぼす

pentobarbital (1mM)と　GABA,グリシン,グルタミン酸,

神経性ニコチンの各受容体リガンド(1 mM)の影響を示す.

縦軸はcapsaicin (100　nM)刺激で誘発されるサブスタンス　P

遊離量を100%としたときの値(%)である.各棒は,平均値

±標準誤差で示す　11-6) . *　p<0.05 (Student's t-test)
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図　30　Capsaicin　誘発サブス　タ　ンス　P　遊離に及ぼす

pentobarbital　に　GABA,グリシン,グルタミン酸,神経性ニ

コチンの各受容体リガンドを併用したときの影響を示す.縦軸

は,1枚のdishあたりのサブスタンスP遊離量である. Control

は, pentobarbital (100p.M)単独のときのcapsaicm刺激によ

るサブスタンスP遊離量であり,その他はpentobarbital (100

*iM)に各受容体リガンド1mMを併用したときのcapsaicm刺

激によるサブスタンス　P遊離量を示す.各棒は,平均値±標準

誤差で示す　n-6)
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