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緒言 

 

麻酔薬は、神経系を抑制する最も強力な薬物の一つに分類されるが、脳機能への

中長期的な影響については未解明な部分が多い。近年、発達期の脳に対する麻酔薬

の使用が悪影響を与えることが動物実験で示されており、大きな問題点となっている。

麻酔薬の作用が及ぼす詳細な分子メカニズムは未だ不明な部分が多く、その臨床使用

における安全性の評価は不十分である。また、麻酔による中長期的な影響については、

見逃されている部分も多く、評価及び検討の試みがなされているものの、不十分な状況

である。現在のところ、動物における麻酔薬により影響を受ける時期が、ヒトにおいてど

の時期に相当するのかということですら不明であり、動物実験の結果をそのままヒトに当

てはめることは困難な状況である。仮にヒトの発達期である胎児期、小児期において使

用される麻酔薬が神経発達に重篤な影響を及ぼすのであれば、今後の安全な産科や

小児科領域における麻酔のためにも、そのメカニズムの解明が急がれる。そこで本研究

は、発達期の脳に対し麻酔薬が与える影響のメカニズムを探ることを目的とした。本研

究は防衛医科大学校動物実験倫理審査の承認(承認番号 13009)を得ている。 
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背景および歴史 

 

1. げっ歯類での発達期における脳への麻酔薬の影響 

 

げっ歯類における麻酔薬の神経発達に対する影響については、1980 年代頃よりその

可能性が示唆されていた。1999 年に Ikonomidou ら(1)がラットの胎児および新生児期

に N-methyl-D-aspartate (NMDA) 阻害薬やケタミンを投与すると脳の広範な部分で

アポトーシスが起こることを報告した。全身麻酔に使用される薬剤は、NMDA レセプター

の阻害の作用やaminobutyric acid (GABA)レセプター作動の作用を持つが、2003

年に Todorovicら(2)がミダゾラム、亜酸化窒素、イソフルランの併用麻酔を生後 7日目の

ラットに 6 時間暴露したところ、脳におけるアポトーシスが増加することを報告した。さらに

長期的な影響を評価するため、成長後に水迷路テストを用いて空間記憶能力を行った。

また、記憶や学習に重要な役割を持つといわれているシナプス可塑性を知るために、シ

ナプスにおいて長期的にシグナル伝達効率が上昇する現象である長期増強(long-term 

potentiation: LTP)を、海馬スライスを用いて解析した。その結果、麻酔薬投与群は対照

群に比べて、成長後の記憶障害と LTP の異常が確認された。現在の研究結果でほとん

どの麻酔薬が発達期の神経に対してなんらかの毒性を持つことが判明している(1-7)。 

発達期の脳では、まず始めに過剰なシナプスの形成が行われ、シナプスを形成しなか
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った神経細胞は抑制性神経による絞り込みが行われる。逆に生き残った神経細胞はシナ

プスが増加して、成熟した神経回路が形成される。シナプス形成の時期に抑制性や興奮

性神経の働きがうまくいかないと神経回路の正常な形成が妨げられると考えられている。

原因は不明であるが、発達期の神経は、麻酔薬に対し非常に感受性の高い時期がある

ことが報告されており、げっ歯類においてはシナプス形成の時期とおおむね一致する。こ

の時期を過ぎると神経におけるアポトーシスの増加が観察されないことも分かっている

(8)。 

  吸入麻酔薬においても、臨床に使用する濃度で神経細胞にアポトーシスをもたらし、

不可逆的な脳機能障害をもたらすことが示されている。ラット脳における正常の発達経過

においては、アポトーシスの極大期は生後 5日から 8日の間にあるという報告(9)や、マウ

ス脳においてカスパーゼ 3は生後 1日から 12日にかけて多くみられ、その後減少すると

いう報告(10)がある。現在動物を用いた研究で使用された薬剤はセボフルラン、イソフル

ラン、デスフルランであり、いずれも前述の通り発達期の脳において神経細胞のアポトー

シスを起こすことが報告されている。特にセボフルランは吸入での導入が容易であるため、

小児麻酔で多用されている。Satomoto ら(7)は、本研究と同様の手法で生後 6日齢のマ

ウスに 3％セボフルランを 6 時間暴露後、対照群と比較して脳におけるアポトーシスが増

加していた。さらに成長後、恐怖条件付けテストを行ったところ、長期記憶に異常を認め

た。また、これらのマウスには成長後、社会性行動の異常がみられた。現時点では少なく
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とも麻酔薬による直接的な影響が、神経のアポトーシスの原因の一つであるという考えが

主流となっているが、そのメカニズムについては未だ不明である。 

 

2. げっ歯類以外での発達期における脳への麻酔薬の影響 

 

Brambrink ら(11)は、生後 6日齢のサルに吸入麻酔薬のイソフルランを 5時間暴露

し、脳組織を採取して解析したところ、アポトーシスの増加がみられ、さらに特定の大脳皮

質部分に顕著に増加していることを報告した。Slikker ら(12)は小児麻酔によく使用され

るケタミンをアカゲザルに、妊娠 122日目（満期＝165日）の経母体投与、生後 5日齢お

よび生後 35日齢の新生期に 24時間持続静脈内投与した。その後脳組織の分析を行っ

たところ、妊娠 122日目の胎児および生後 5日齢では対照群に比べアポトーシスが増加

していたが、生後 35日例では対照群と差がなかった。アポトーシスの増加という即時的な

影響は、発達期の霊長類においても確認された。さらに長期的な影響に関して、生後 5

日齢のサルに 24 時間ケタミン持続投与を行ったところ、成長後に認知障害などが起こる

ことが同じチームの Paule ら(13)により報告された。 

Gentry ら(14)は、Caenorhabditis elegansに対し、イソフルラン又はセボフルランを

4 時間投与した。その結果、孵化後早い発生移行段階で麻酔薬の投与を受けると、成虫

における誘因行動に異常をきたしたが、より遅い発生移行段階では異常は観察されなか
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った。発達期における神経の麻酔薬に対する脆弱性が、線虫のような原始的な生物にも

存在していることは、原始生物から高等生物に至る生物の進化の過程においても共通の

メカニズムとして保存されていることを示唆している。 

 

3. ヒトの発達期における麻酔薬の影響 

 

古くから小児麻酔による神経毒性の可能性は指摘されており、1945 年に Levy

らが、当時使用されていたエーテル麻酔後の小児の行動異常を報告している。手術

時の年齢が 2歳以下では顕著な行動異常が見られたのに対し、8歳以上ではそのよ

うな異常はほとんど観察されなかったというものであったが、当時はあまり大きな

関心を集めなかった。ヒトでの前向き研究は、倫理的な問題や手術、薬物、投与量

の違い、現疾患、環境因子などの理由で、当初は動物実験が主流であった。近年、

動物研究での発達期の神経における麻酔薬の危険性が明らかにされたものの、動物

実験の結果をどこまでヒトに適応が可能なのか、前述した線虫、げっ歯類、霊長類

における発達期が、ヒトにとってのどの時期に当てはまるか、未だ明確に分かって

いない。 

近年、大規模な疫学的研究が企画されており、米国 FDAでは、麻酔・鎮静薬の

乳幼児における中枢神経系と認知力の発達に与える影響を検討するプロジェクト
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SAFEKIDS(The Safety of Key Inhaled and Intravenous Drugs in Pediatrics)を

2009 年からスタートさせた。その後、SmartTots( Strategies for Mitigating 

Anesthetic-Related neuroToxicity in Tots )に 2010年より名称が変更となった今

もプロジェクトは継続中である。2012年 12月の報告では、幼若動物あるいは乳幼

児に対する麻酔薬の影響が直接的なものか、あるいは現疾患や手術操作など他の要

因によるものかについての結論は出ていない。その他の大規模研究として Sun ら

(15)は約 23万人を対象とした研究を行い、3歳以下に手術の適応を受けた小児は学

習障害のリスクが高まると報告している。Wilderら(16)は 5357症例の小児を対象

とした後ろ向き試験を行い、その結果 4歳までに 2回以上の麻酔を受けると学習障

害が増加することや、Kalkman ら(17)は 6 歳までに施行された泌尿器科手術 314

症例のうち、2歳までの施行症例はそれ以降の施行症例に比べて異常行動が増加す

ることを報告した。DiMaggio ら(18)は 3 歳以下でそ径ヘルニアの手術を全身麻酔

で施行した 383名と麻酔を受けていない背景をマッチさせた対照群 5050名と比較

したところ、麻酔を受けた群で発達障害や行動異常のリスクが上昇したと報告した。

逆に、Hansenら(19)はデンマーク国内において全身麻酔下で手術を施行した 2457

名を対象に、15 歳時点での学習能力を対照群と比較したところ有意な差はなかっ

たと報告している。発達障害や学習障害は、診断基準が神経学的に客観的な尺度と

言えない面があり、評価が困難である。また家庭・学習環境などの因子も結果に影
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響を及ぼすと考えられるため、双生児による研究も行われている。Bartels ら(20)

はオランダの一卵性双生児 1143組を対象として研究を行い、片方が 3歳以下で麻

酔による手術を受けた児の 12 歳時点での学習能力を解析したところ有意に学習障

害が認められた。また麻酔を受けていない双生児間では 12 歳の時点で有意な学習

障害は認められなかったと報告している。さらに双生児における研究として

DiMaggio ら(21)は 10450 人の一卵性だけではない双生児において、3 歳以下で手

術を受けた児は受けていない児に比べて、有意に成績の低下がみられたが、麻酔を

受けていない双生児間での成績に有意差はなかった。産科における帝王切開での麻

酔について Sprungら(22)は帝王切開中に短時間の麻酔を受けた児の 5歳における

学習障害への影響を調べたところ、有意な差はなかったと報告している。このよう

に大規模研究の結果にもかなりな差があり、現時点で発達期のヒトにおける麻酔薬

の影響は確定的ではない。 

Huttenlocher ら(23)はヒトにおける新生児から 90歳の老人までの 21名の剖検脳組

織を調べたところ、シナプス密度は乳児期（生後 8~12カ月）ですでにピークを迎え、15

歳までに 3分の 1程度にまで減少し、その後漸減することを報告している。注目すべき点

は、脳の重量が増加する時期とシナプス形成が盛んな時期は必ずしも一致しないというこ

とである。また、アルコールを常用する妊婦から出生した児が、特徴的な顔貌、発育の遅

れ、中枢神経障害を起こす胎児性アルコール症候群がある(24)。エタノールは NMDA
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受容体および GABA受容体の両方に作用を及ぼす。動物実験における神経病態や行

動異常を見る限りアルコールと麻酔薬の神経発達に及ぼす影響はとてもよく似ている

(25)。 

 

4. 発達期の神経細胞における細胞内クロライドイオン調節機構 

 

発達期の神経細胞は細胞内クロライドイオン濃度が高く保たれている（Ben-Ari

ら(26-28)。細胞内にクロライドイオンを汲み入れる Na-K-2Cl cotransporter 

(NKCC1)が多く発現しており(29-31)、細胞内クロライドイオンをくみ出す K-Cl 

cotransporter (KCC2)の発現が少ない(32-34)ため、細胞内クロライドイオン濃度が

高く維持されると考えられている。このため、GABA受容体チャネルの開口により、

クロライドイオンが細胞内から細胞外へ流出し、細胞膜は脱分極し、結果的に興奮

性に作用する(32, 33)。神経細胞は発達に伴い NKCC1の発現が減少し(29, 30, 35)、

KCC2の発現が増加するため(36, 37)、細胞内クロライドイオン濃度が低くなり、

GABA受容体チャネルの開口により、クロライドイオンが細胞外から細胞内へ流入

する。すると、細胞膜は過分極となり、結果的に抑制性に作用すると考えられてい

る(35, 38-40)。 

5. 発達期の神経細胞における細胞内クロライドイオン濃度の変化の影響 
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オキシトシン(Oxytocin: OT)は 1984年に Ivell ら(41)によりその構造が確定された。

子宮収縮や射乳に関するホルモンとして古くから知られており、視床下部・下垂体後葉か

ら発見され、その構造は9個のアミノ酸によるペプチドホルモンである。OTは神経機能に

も影響を与えることが報告されており、Tyzio ら(42)は、胎仔および新生仔ラットの海

馬スライスを用いて、電気生理学的な検討を行った。ラット仔の胎生20日から生後1日齢

にかけての神経細胞に対しOTを投与することで、細胞内クロライドイオン濃度が変化し、

depolarizing(脱分極)性から hyperpolarizing(過分極)性に変化した。OT投与により起

こる神経細胞の膜電位の低下(過分極)は、OTの受容体拮抗薬 Atosiban （ATO）にて

拮抗され、さらに ATOによる拮抗状態に対しNKCC1の阻害薬である Bumetanideを

添加すると、OT投与状態と同じ過分極状態に戻ることを示した（Fig. 1）。 

以上のことより第 1章では、神経細胞におけるクロライドイオン濃度の変化が、発達期の

神経に対する麻酔薬暴露によるアポトーシスの発生に関与しているであろうと仮説を立て、

細胞内クロライドイオン濃度を変化させる Bumetanide と OTが、麻酔薬暴露による神経

アポトーシスの軽減効果をもつかどうか検証した。また、第 2章においては麻酔薬によっ

ておこる神経アポトーシスが、神経細胞における細胞内クロライドイオン調節機構に麻酔

薬が作用することで起こる変化が原因ではないかと考え、神経細胞における主要な細胞

内クロライドイオン調節チャネルである NKCC1および KCC2の発現変化を調べることと
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した。仮説に基づくシェーマを Fig.2に示す。 
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第1章 発達期の脳における全身麻酔薬投与に対する Bumetanide およびオキシトシ

ンの神経保護作用の検討 

 

 

第1節 目的 

 

Bumetanideおよび OTの、神経細胞におけるクロライドイオン濃度を低下させる働き

が、セボフルラン暴露による神経アポトーシスに対しどのように作用するかを検証すること

を目的とした。 

 

 

第2節  方法 

 

1. 使用動物 

 本動物実験は、防衛医科大学校(Tokorozawa, Saitama, Japan) 動物実験施設

における倫理審査において承認(承認番号 13009)を受けて実施した。本動物実験施設

にて管理及び飼育をしたC57BL/6マウスを使用し、実験を行った。マウスは12時間の明

暗サイクル(明サイクル：午前 7時～午後 7時) で、室温は 21±1℃、適切な給水および給
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餌で管理された。 

Bumetanide投与実験での使用動物総数は 23匹で内麻酔中に 3匹が死亡した（死

亡率 13％）。(対照群 n = 6, Bumetanide投与セボフルラン非暴露群 n = 5, 

Bumetanide非投与セボフルラン暴露群 n = 5, Bumetanide投与セボフルラン暴露群 

n = 4)  

OT投与実験での使用動物総数は 16匹で、内 2匹が麻酔中に死亡した（死亡率

12%）。(対照群 n = 7, セボフルラン暴露群 n = 7) 

 

2. 薬剤 

麻酔薬はセボフルラン(Maruishi Pharmaceutical Co, Osaka, Japan)を、投与薬

剤はオキシトシン(Peptide institute Inc, Osaka, Japan)および Bumetanide (Wako 

pure chemical Industries, Osaka, Japan)を使用した。Bumetanideについては

Dimethyl Sulfoxide (以下 DMSO)に溶解した後生理食塩水で希釈し、セボフルラン暴

露直前にマウス腹腔内に 0.5 M/kg投与した。DMSO最終濃度は 0.05%とした。OTに

ついては、生理食塩水で OTを 1 µg/µLに希釈調製し、ハミルトン社製のシリンジにて 4 

µLをセボフルラン暴露直前に脳室内投与した。 

 

3. 麻酔方法 
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C57BL/6マウスを 6日齢および 3週齢で、温度と湿度を管理した麻酔チャンバーに

入れてセボフルランに暴露した。セボフルラン濃度、暴露時間に関しては、以前の研究を

参照した(6, 7)。同じ母親であるマウスでの検討を行った。麻酔はキャリアーガスの総流量

が 2 L/min、酸素濃度は 30%に設定した。セボフルラン濃度および酸素濃度はガス分析

装置(Capnomac Ultima, GE health care, Tokyo, Japan)で持続的に計測した。チャ

ンバー内温度は 38±1℃に維持した。セボフルランに暴露する場合は、セボフルラン濃

度を3%に維持した酸素濃度30%のチャンバーに6時間収容した。セボフルランを暴露し

ない場合は、酸素濃度 30%のチャンバーに 6時間収容した。 

 

4. サンプル調製 

脳組織からサンプルを調製するため使用した Bufferの組成は、50 mM Tris-HCl 

(ph 7.4)、150 mM NaCl、1% NP-40、0.5% sodium deoxycholate、0.1% sodium 

dodecyl sulfate、protease inhibitor cocktail (Complete, Roch diagnosis, 

Penzberg, Germany)、phosphatase inhibitors (PhosSTOP, Roch diagnosis, 

penzberg, Germany)で作成した。脳組織をマッシャーで Bufferに溶解させた後、遠心

機にて 15000 r.p.m.、4℃、30分間遠心し、上清のみを採取し、使用までは-80℃で保存

した。蛋白量の定量を行うため、Pierce BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, 

USA) を使用した。96穴マイクロプレートに BCA コントロール、サンプルをそれぞれ
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Bufferで希釈した後、Assay kit A,Bを混合し添加した。30分、37度でインキュベーシ

ョンした後、Sunrise Rマイクロプレートリーダー(Tecan Japan, Tokyo, Japan) にて、

620 nmのフィルターを使用し、吸光度を測定した。測定後、Bufferにてサンプルを 5 

µg/µLになるように希釈、Sample Buffer Solution with Reducing Regant for 

SDS-PAGE (Nacalai tesque, Kyoto, Japan)を添加し、95℃、5分間加熱処理後、氷

冷した。作成検体の保存は－20℃で行った。 

 

5. ウェスタン・ブロッティング 

SDS-PAGE用に8％ポリアクリルアミドゲルをNA-3000 (Nihon eido, Tokyo, Japan) 

上で作成した。泳動および転写には Power Station 1000VC (ATTO, Tokyo, Japan) 

を使用した。泳動は電圧 100Vで 2時間行った。転写は PVDF (polyvinylidene 

difluoride) membrane (Immobilon-P; Millipore , Bedford, MA, USA)を使用し、電

圧 100 Vで 4時間行った。その後 5%スキムミルク添加 TBS-T (25 mM Tris(pH 7.5)、

150 mM NaCl、1% Tween-20)にてブロッキングを室温で 30分行った後、1次抗体を

加えた。 

 使用した１次抗体は、anti-cleaved PARP[anti-cleaved poly (adenosine 

diphosphate-ribose)polymerase]抗体( rabbit polyclonal; Cell signaling 

technology, Beverly, MA, USA)を 1 : 4,000にて 4℃・Over nightで使用した。抗
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PARP抗体を使用した理由は、活性型カスパーゼと比較して分解しにくく、安定し

てアポトーシスを定量できる点で選択した(43)。anti-BDNF抗体(rabbit 

polyclonal; Santa cruz biotechnology, Dallas,  TX, USA)を 1 : 200で 4℃・Over 

night、抗actin抗体(mouse monoclonal; Sigma Chemical Company, St. Louis, 

MO, USA)を 1 : 4,000希釈で室温 1時間、それぞれ反応させた。2次抗体は

anti-Rabbit IgG HRP-linked Antibody (Cell signaling technology, Beverly, 

MA,USA)および anti-mouse IgG HRP-linked Antibody (Cell signaling 

technology, Beverly, MA,USA)を使用していずれも室温で１時間反応させた。１次

抗体と 2次抗体の間の洗浄は TBS-Tを室温で使用し、15分を 1 回に 5分を 3 回、

2次抗体と化学発光剤の間の洗浄は 15分を 1回と 5分を 4回行った。化学発光剤

は SuperSignal West Femto (Pierce, Rockford, IL, USA)を使用した。検出は

LAS-3000 (Fuji Film Corporation, Tokyo, Japan) を使用し撮影を行った。 

撮影されたバンドの濃度測定にはMulti Gauge (Fuji Film Corporation, Tokyo, 

Japan) を使用した。内部対照には抗actin抗体を用いて、それぞれの抗体におけ

るバンドの濃度を抗actin抗体のバンドの濃度で除して算出した。 

 

6. 統計解析 

統計解析は Graph Pad Prism 5.0 (Graph Pad Softwear Inc, La Jolla, CA, 
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USA)を使用した。2群における比較には、t検定を使用し、3群以上での比較を行

う際は、one-way ANOVA検定及びNewman-Keuls Multiple Comparison post hoc 

testを行った。薬剤投与の有無での検定ではTwo-way ANOVA検定及びBonferroni 

Multiple Comparison post hoc test を使用した。p < 0.05を統計学的有意と判定

した。 

 

 

第3節  結果 

 

1. Bumetanide投与による開裂 PARP発現量の変化 

6日齢マウスに Bumetanide 0.5 M/kg投与後、3%セボフルラン 6時間暴露後の

開裂 PARP、actinの発現量をウエスタンブロット法で対照群と比較した結果を Fig.3

に示す。開裂 PARPの発現は Bumetanide投与群において対照群に比べ有意に抑制

されていた。 Two-way ANOVAではセボフルラン暴露の要因において、有意な主効

果が認められた(F = 15.66, p = 0.001)。また、Bumetanide投与の要因においても

有意な主効果が認められた(F = 5.118, p = 0.037)。また、セボフルラン暴露と

Bumetanide投与の交互作用も認められた(F = 5.491, p = 0.032)。 
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2. オキシトシン脳室内投与と開裂 PARP発現量の変化 

6 日齢マウスに OT を脳室内投与した後、3%セボフルランに 6 時間暴露した。

脳組織を取り出し開裂 PARP、actin の発現量をウエスタンブロット法で対照群と比

較した結果を Fig.4 に示す。麻酔直前の OT 脳室内投与により開裂 PARP の発現量が

対照群に比べて約半分程度にまで減少していた(t検定；t = 4.289, p = 0.005)。 

 

 

第4節 考察 

Bumetanideは NKCC1共輸送体の阻害薬であり、その投与により細胞内クロ

ライドイオン濃度が低下し、アポトーシスが減少したと考えられる。Bumetanide

投与による NKCC1の発現量に変化はなかったが、これは BumetanideがNKCC1

の発現量を抑制したのではなく、機能を阻害することで作用していたと考えられる。

OTに関しても、細胞内クロライドイオン濃度の低下によりアポトーシスの減少が

もたらされたと考えられる。 

Caoら(44)は、OTの長時間作用型アナログであるCarbetocinをラットの脳室内に1.5 

µg投与したのちセボフルランを投与したところ、てんかん様脳波および Caspase-3発現

の低下を認めたと報告している。今回の検討では通常型の OTにより同様の結果が得ら

れたが、Caoらの検討では、OTでは効果がなかったとされており、この理由としてマウスと
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ラットの種別、投与量、麻酔時間の違いなどが原因として考えられる。 

以上の結果は細胞内クロライドイオン濃度が麻酔薬によるアポトーシスの発生

に強く関与している可能性を示唆する。 

 

 

第5節  結論 

発達期のマウスにセボフルランを暴露するとアポトーシスが起こるが、Bumetanide 腹

腔内投与および OT 脳室内投与は、神経細胞における細胞内クロライドイオン濃度を低

下させることでアポトーシスを軽減させる。 
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第２章 発達期の脳に対する全身麻酔薬投与が KCC2およびNKCC1に与える影響の検討 

 

第1節 目的 

第 1 章において細胞内クロライドイオン濃度の変化が麻酔薬によるアポトーシ

スの発生に強く関与している可能性が示唆された。本章では、発達期におけるセボ

フルラン暴露が、細胞内クロライドイオン濃度の調節に重要な役割を果たしている

チャネルである KCC2 および NKCC1 に直接影響を与えている可能性を考え、そ

の発現量の変化を調べることを目的とした。 

 

 

第2節 方法 

 

1. 使用動物 

 第 1章参照。 

 6日齢マウスにおけるセボフルラン暴露による KCC2発現量の変化実験における総

使用動物数は 11匹で内 1匹が麻酔中に死亡した（死亡率 9%）(対照群 n = 5, セボフル

ラン暴露群 n = 5)。 
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3週齢マウスにおける麻酔薬暴露とKCC2発現量の変化実験における総使用動物

数は 14匹で死亡はなかった。(対照群 n = 6, セボフルラン暴露群 n = 8) 

6日齢マウスにおける麻酔濃度の違いによる KCC2の変化実験における総使用動

物数は 28匹で内 2匹が麻酔中に死亡した(死亡率 7%)。(対照群 n = 8, 2%セボフ

ルラン暴露群 n = 9, 3%セボフルラン暴露群 n = 9) 

6日齢マウスにおける麻酔時間の違いによる KCC2の変化実験における総使用動

物数は 32匹で内 2匹が麻酔中に死亡した(死亡率 6%)。(麻酔 2時間： 対照群 n = 

5, セボフルラン暴露群 n = 5、麻酔 4時間： 対照群 n = 5, セボフルラン暴露群 n = 

5、麻酔 6時間： 対照群 n = 5, セボフルラン暴露群 n = 5)。 

6日齢マウスにおける麻酔後経過時間の違いによる KCC2の変化実験における総

使用動物数は 70匹で内 5匹が麻酔中に死亡した(死亡率 7%)。(麻酔後 1日： 対

照群 n = 10, セボフルラン暴露群 n = 10、麻酔後 3日： 対照群 n = 11, セボフルラ

ン暴露群 n = 11、麻酔後 7日： 対照群 n = 6, セボフルラン暴露群 n = 5、麻酔後

14日： 対照群 n = 6, セボフルラン暴露群 n = 6) 

Bumetanide投与後のセボフルラン暴露による KCC2の変化実験での使用動物総

数は 20匹で内麻酔中に 1匹が死亡した（死亡率 5％）。(対照群 n = 5, Bumetanide

投与セボフルラン非暴露群 n = 5, Bumetanide非投与セボフルラン暴露群 n = 5, 

Bumetanide投与セボフルラン暴露群 n = 4)  
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2.  薬剤 

麻酔薬はセボフルラン(Maruishi Pharmaceutical Co, Osaka, Japan)を、投与

薬剤は Bumetanide (Wako pure chemical Industries, Osaka, Japan)使用した。

Bumetanide腹腔内投与については DMSOに溶解した後生理食塩水で希釈し、0.5 

M/kgで投与した。DMSO最終濃度は 0.05%とした。 

 

3.  麻酔方法 

C57BL/6マウスを 6日齢に温度と湿度を管理した麻酔チャンバーに入れてセボフ

ルランによる麻酔を行った。同じ母親である同腹マウスでの検討を行った。麻酔はキャ

リアーガスの総流量が 2 L/min、酸素濃度は 30%に設定した。セボフルラン濃度およ

び酸素濃度はガス分析装置(Capnomac Ultima、GE health care, Tokyo, Japan) 

で持続的に計測した。実験中にチャンバー内は 38±1℃に維持した。セボフルランに

暴露する場合は、セボフルラン濃度を 2%もしくは 3%に維持した酸素濃度 30%のチャ

ンバーに 6時間収容した。セボフルランを暴露しない場合は、酸素濃度 30%のチャン

バーに 6時間収容した。 

 

4. サンプル調製 



25 

 

     第 1章参照。 

 

5. ウェスタン・ブロッティング 

SDS-PAGE用に 8％ポリアクリルアミドゲルを NA-3000（Nihon eido, Tokyo, 

Japan）に作成し、それぞれのウェルに上記で作成したサンプルを 2~5 µLずつ加え、

両端にはダミーサンプル、マーカーを加えた。泳動および転写には Power Station 

1000VC(ATTO, Tokyo, Japan)を使用した。泳動は電圧 100 Vで 2時間行った。転

写は PVDF (polyvinylidene difluoride)membrane (Immobilon-P; Millipore , 

Bedford, MA, USA) を使用し、電圧 100Vで 4時間行った。その後 5%スキムミルク

添加 TBS-T（25 mM Tris(pH 7.5)、150 mM NaCl、1% Tween-20）にてブロッキ

ングを室温で 30分行った後、1次抗体を加えた。 

 使用した１次抗体は、anti-cleaved poly (adenosine 

diphosphate-ribose)polymerase抗体(PARP; rabbit polyclonal; Cell signaling 

technology, Beverly, MA,USA)を 1:4,000にて 4℃・Over night、anti-KCC2抗

体(mouse monoclonal; Stress Marq, Victoria, Canada)を 1:2,000で 4℃・Over 

night、anti-NKCC1抗体(rabbit polyclonal; Merck Millipore, Billerica, MA, 

USA)を 1:1,000で 4℃・Over night、抗actin抗体(mouse monoclonal; Sigma 

Chemical Company, St. Louis, MO, USA)を 1:4,000で室温 1時間、それぞれ反
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応させた。2次抗体は anti-Rabbit IgG HRP-linked Antibody (Cell signaling 

technology, Beverly, MA,USA)および anti-mouse IgG HRP-linked Antibody 

(Cell signaling technology, Beverly, MA,USA)を使用していずれも室温で１時間

反応させた。１次抗体と 2次抗体の間の洗浄は TBS-Tを室温で使用し、15分を

1回に 5分を 3回、2次抗体と化学発光剤の間の洗浄は 15分を 1回と 5分を 4

回行った。化学発光剤は SuperSignal West Femto (Pierce, Rockford, IL, USA) 

を使用した。検出は LAS-3000 (Fuji Film Corporation, Tokyo, Japan)を使用し撮

影を行った。 

撮影されたバンドの濃度測定にはMulti Gauge (Fuji Film Corporation, Tokyo, 

Japan)を使用した。内部対照には抗actin抗体を用いて、それぞれの抗体におけ

るバンドの濃度を抗actin抗体のバンドの濃度で除して算出した。 

 

 

6. 統計解析 

統計解析は Graph Pad Prism 5.0 (Graph Pad Softwear Inc, La Jolla, CA, 

USA)を使用した。NKCC1および KCC2の 2群における比較には、t検定を使

用し、対照群、2%および 3%セボフルラン暴露のように 3群以上での比較を行

う際は、One - way ANOVA及びNewman - Keuls Multiple Comparison post 
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hoc testを行った。また Bumetanide投与のように薬剤投与群におけるセボフ

ルラン暴露群と非暴露群における比較には Two-way ANOVA及び Bonferroni 

post hoc test を行った。p < 0.05を統計学的有意と判定した。 

 

 

第3節 結果 

 

1. 6日齢マウスにおけるセボフルラン暴露による KCC2発現量の変化  

6日齢マウスに対し 3%セボフルランを 6時間暴露後の脳における KCC2、

NKCC1、開裂 PARP、actinの発現量をウエスタンブロット法で対照群と比較した

結果をFig.5に示す。セボフルラン暴露によりKCC2の発現量が有意に減少していた

(t検定；t = 3.036, p = 0.008)。NKCC1発現量に有意差はなかった(t検定；t = 

0.159, p = 0.877)。開裂 PARPの発現量はセボフルラン暴露群で有意に増加してい

た。 

 

2. 3週齢マウスにおける麻酔薬暴露と KCC2発現量の変化 

神経発達期と考えられる 6日齢マウスにおいて、セボフルラン暴露により KCC2の

発現低下、開裂 PARPの発現増加が起こることが判明した。そこで、より成熟した 3週
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齢マウスにおいて同じく 3%セボフルランを 6時間暴露し、脳組織を取り出し KCC2、

NKCC1、開裂PARP、actinの発現量をウエスタンブロット法で対照群と比較した結

果を Fig.6に示す。 

3週齢マウスは麻酔薬暴露による、KCC2の発現量は対照群と比べて有意差を認

めなかった(t検定；t = 0.853, p = 0.409)。同様にNKCC1の発現量は対照群と比べ

て有意差を認めなかった(t検定；t = 0.059, p = 0.954)。セボフルラン暴露の有無に

かかわらず、3週齢マウスの脳には開裂 PARPの発現はほとんどなかった。マウスに対

するセボフルラン暴露によるアポトーシスの出現は明らかに時期特異的であることが分

かった。 

 

3. セボフルラン麻酔濃度の違いによる KCC2発現変化の検討 

セボフルラン麻酔濃度を変えて投与し、KCC2の発現に与える影響を検討した。6

日齢マウスにおいて対照群、2%および 3%セボフルラン 6時間暴露群におけるKCC2、

NKCC1、開裂PARP、actinの発現量をウエスタンブロット法で対照群と比較した結

果を Fig.7に示す。3%セボフルラン暴露群では、対照群と比べ KCC2発現量の低下

を認めた（One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison post hoc test,  

F=4.597, p=0.021）。NKCC1発現量についての検討では、いずれも差を認めなかっ

た(One-way ANOVA 及び Newman-Keuls Multiple Comparison post hoc test, 
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F = 1.203, p = 0.349)。有意差は検出されなかったが、開裂 PARPの発現量はセボフ

ルラン濃度が上昇するにつれ増加傾向があった。 

 

4. セボフルラン麻酔暴露中におけるマウス脳での KCC2発現変化の検討 

麻酔時間による KCC2の発現量の違いを検討した。6日齢マウスに対し 3%セボフ

ルラン暴露 2時間、4時間、6時間における、KCC2、NKCC1、開裂 PARP、actin

の発現量をウエスタンブロット法で対照群と比較した結果を Fig.8に示す（麻酔開始 2

時間後、t検定、t = 1.073, p = 0.304； 麻酔開始 4時間後、t検定、t = 1.724, p = 

0.113； 麻酔開始 6時間後、t検定、t = 3.036, p = 0.008)）。3%セボフルラン暴露

群 2時間と 4時間では対照群と比べて KCC2の発現量に有意差はないものの、徐々

に低下傾向を示した。NKCC1の発現量についてはいずれも差を認めなかった（麻酔

開始 2時間後：ｔ検定、t = -0.25, p = 0.809、麻酔開始 4時間後、t検定；t = -0.916, 

p = 0.386； 麻酔開始 6時間後、t検定、t = -0.953, p = 0.377)。また有意差は無

かったものの、麻酔時間が長くなるにつれ、開裂 PARPの発現量が増加する傾向があ

った。 

 

5. セボフルラン麻酔暴露後におけるマウス脳での KCC2発現変化の検討 

6日齢マウスにおける 3%セボフルラン 6時間暴露群において、麻酔終了直後にお
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ける KCC2の発現量は、対照群と比べて平均約 3割低下していることが判明した。こ

のKCC2発現量の低下が、どのくらいの期間持続するのかを検証するため、麻酔終了

後、母親マウスの元に仔マウスを戻し、1日目、3日目、7日目、14日目のマウスで同様

に検討を行った。 

6日齢マウスに対し 3%セボフルラン暴露終了後 1日目、3日目、7日目 、14日目

における、KCC2、NKCC1、開裂 PARP、actinの発現量をウエスタンブロット法で

対照群と比較した結果をFig.9に示す。KCC2の発現量低下は、麻酔終了直後をピー

クとして、徐々に回復しながらも麻酔終了後 2週間程度(P20)持続していることが判明

した（麻酔後 1日目、t検定、t = 3.146, p = 0.005；麻酔後 3日目、t検定、t = 3.688, 

p = 0.0012；麻酔後 7日目、t検定、t = 3.511, p = 0.007；麻酔後 14日目、t検定、

t = 1.021, p = 0.331)。NKCC1の発現量は差が見られなかった（麻酔後 1日目、t

検定、t = -1.241, p = 0.23；麻酔後 3日目、t検定、t = 1.76 1, p = 0.09；麻酔後 7

日目、t検定、t = -0.618, p = 0.552；麻酔後 14日目、t検定、t = 1.353, p = 0.206)。

開裂 PARPの発現量は、麻酔終了後 1日でほとんど消失していることが判明した。 

 

6. Bumetanide投与後麻酔暴露によるマウス脳でのKCC2発現変化の検討 

第 1章で検討したBumetanide 投与がKCC2やNKCC1の発現量に影響を与

えるかを検討した。Bumetanide 0.5 M/kg腹腔内投与直後、3%セボフルランに 6
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時間暴露し、KCC2、NKCC1、開裂 PARP、actinの発現量をウェスタン・ブロット

法で対照群と比較した結果を Fig.10に示す。KCC2に関しては Two-way ANOVA 

及び Bonferroni post hoc test でセボフルラン暴露の要因に関して有意な主効果

が認められた (F = 24.72, p = 0.0002)。Bumetanide投与の要因に関しては有意

な主効果は認められなかった(F = 0.2962, p = 0.5943)。KCC2発現量におけるセ

ボフルラン暴露とBumetanide投与の交互作用は認められなかった (F = 0.4449, 

p = 0.5149)。NKCC1の発現量におけるセボフルラン暴露の主効果では、Two-way 

ANOVAで差がみられなかった(F = 0.0717, p = 0.7925)。NKCC1の発現量にお

けるBumetanide投与の主効果では、Two-way ANOVAで差がみられなかった(F 

= 0.1426, p = 0.7110)。NKCC1発現量におけるセボフルラン暴露と Bumetanide

投与の交互作用では、差がみられなかった(F = 0.6127, p = 0.446)。 

 

 

第4節 考察 

 

今回の研究の大きな注目点は、麻酔薬暴露により発達期の脳における KCC2が

減少することが発見されたことである。それは麻酔薬の濃度および時間に依存して

低下傾向を認め、2週間程度持続する。成熟期の神経細胞においては、神経障害
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(45-47)、運動ニューロンの軸索切断(48, 49)、代謝障害(50)、てんかん(51-53)、虚

血(45)等特殊な条件下で神経細胞は発達期の神経のように脱分極や場合により興

奮性に変化する。この変化は、KCC2の発現低下がその原因と考えられている(45, 

48, 49, 51-54)。KCC2減少は、KCC2のチロシン基の急速な脱リン酸化が起こり、

その結果として KCC2蛋白・mRNAの減少が起こり、KCC2の発現が低下すると

考えられている(47)。

成熟した神経が障害された際に KCC2の低下が起こるが、この機序が何らかの

形で神経回路の再編成や神経保護に関与していると考えられている(45, 47, 54, 55)。

しかしながら今回の 3週齢マウスに対するセボフルラン暴露により KCC2の発現

は低下しなかった。麻酔薬による発達期神経における KCC2の発現低下は、成熟

期における神経再編の役割を持つ KCC2低下とはメカニズムが異なる可能性があ

る。元々KCC2の発現が少ない発達期において、セボフルラン暴露によりさらに

KCC2発現が減少することが明らかになり、この現象が発達期の麻酔薬により引き

起こされる悪影響の原因の一つである可能性が示唆された。この KCC2発現量の

変化は麻酔濃度が高くなるほど高い減少率を示し、麻酔時間に比例して発現が減少

し、麻酔終了後徐々に回復しながら 2週間程度持続することが確認された。またア

ポトーシスと KCC2の低下はほぼ同じ時間軸（数時間単位）で起こっていること

が分かった。このことは、アポトーシスの発生が麻酔薬の直接的影響だけではなく、
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KCC2の変化により起こっていることを示唆する。また、この KCC2の減少が持

続することは、神経回路形成、再構成などの時期に比較的長時間大きな影響を与え

ている可能性がある。Bumetanide投与によって、KCC2の発現量に Bumetanide

は影響を与えていなかった。また、NKCC1の機能抑制が KCC2の発現に影響を与

えてアポトーシスの変化が起きているわけではなかった。神経細胞における KCC2

と NKCC1のバランスが細胞内クロライドイオンを変化させることにより、アポト

ーシスおよび成長後の障害が起きていると示唆される。この作用は発達期の神経に

対する麻酔薬の及ぼす影響の一つであると考えられる。 

 

第5節 結論 

 

発達期のマウスに対するセボフルラン暴露により、KCC2の発現が低下することが示さ

れた。KCC2低下は非常に時期特異的であり、その程度はセボフルラン濃度と暴露時間

に比例し、暴露後約 14日間程度継続することも判明した。Bumetanide投与により

KCC2および NKCC1の発現量は変化しなかった。 

 

 

  



34 

 

第３章 発達期の脳における全身麻酔薬投与が脳由来神経栄養因子に与える影響の検討 

 

 

第1節 背景 

KCC2 の発現調節は、脳由来神経栄養因子（Brain-derived neurotrophic 

factor:BDNF）とその受容体である TrkB(Tyrosin receptor kinase B)を介し、その下流

の Shc/FRS-2(src homlogy 2 domain containing transforming protein/FGF receptor 

substrate 2)および PLCphospholipase CcAMPにて行われている(55)。Shc/FRS-2

はTrkBのチロシン残基に結合し、PLCはTrkBの816チロシン残基に結合するが、

Rivera ら(55)はチロシン残基をフェニルアラニンに変換したトランスジェニックマ

ウスでは、KCC2 の低下は対照群とほぼ変わらず、チロシン残基をフェニルアラニ

ンに変換したトランスジェニックマウスでは逆に BDNFによりKCC2発現が増加する

ことを報告した。一般的には BDNFは KCC2の発現を低下させるが、発達期における

BDNF は KCC2 の発現を増加させるという報告もある(56)。Head ら(57)は、イソフルラ

ン暴露により、proBDNFをmBDNF (mature BDNF)に変換するプラスミンをプラスミノーゲ

ンより変化させる tPA (tissue – plasminogen activator)の放出が抑えられることでアポトーシ

スを起こすが、proBDNFのレセプターであるp75を阻害することでアポトーシスを抑制出来た

と報告している。また、Lu ら(58)は、全身麻酔薬暴露により大脳皮質では BDNF の増加、視
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床では BDNF の減少がセリン/スレオニンキナーゼである Akt の活性低下を引き起こし、

caspase-9や caspase-3活性の上昇の結果アポトーシスが起こると報告している。以上の報告

から、BDNFはKCC2 と同様に全身麻酔薬よるアポトーシスメカニズムに密接に関係している

と考えられる。第 2章でセボフルラン暴露による KCC2の低下がみられたが、セボフルラ

ンが BDNFに与える影響は未だ不明である。 

 

 

第2節 目的 

  セボフルラン暴露が BDNFの発現に与える影響を調べる。 

 

 

第3節 方法 

 

1. 使用動物 

 第 1章参照。 

 6日齢マウスにおけるセボフルラン暴露による BDNF発現量の変化実験における総使用動

物数は 12匹で麻酔中に 1匹死亡した(死亡率 8 %)。(対照群 n = 6, セボフルラン暴露群 n = 

5) 
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2.  薬剤 

第 1章参照。 

 

3.  麻酔方法 

第 1章参照。 

 

4. サンプル調製 

  第 1章参照。 

 

5. ウェスタン・ブロッティング 

  第 1章参照。 

anti-BDNF抗体(rabbit polyclonal; Santa cruz biotechnology, Dallas,  TX, 

USA)を 1 : 200で 4℃・Over nightで使用した。BDNFは pre-proBDNFとして

産生され、これが分子量 32 k-Daの proBDNFになり、またプラスミン等の酵素

の影響を受けて分子量 14 k-Da のmature BDNF (mBDNF) となる。今回は

mBDNF (以下 BDNF)の量を解析した。 
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6. 統計解析 

第 1章参照 。 

 

 

第4節 結果 

6日齢マウスに 3%セボフルランを 6時間暴露後の BDNF、開裂 PARP、actinの

発現量をウエスタンブロット法で対照群と比較した結果を Fig.11に示す。セボフルラン暴露

群においてBDNFの発現量の減少および開裂PARPの発現量の有意な増加がみられた(t

検定；t = 3.556, p = 0.006)。 

 

 

第5節 考察 

セボフルラン暴露により、BDNF の低下がみられたことは今回が初めての報告とな

る。イソフルランと同様に tPA および p75 に関連してアポトーシスが起こっているか

どうかを今回は確認できなかった。KCC2 と BDNF は密接に関係しており、いずれも

6時間において発現の低下がみられていることから、同じ時間軸での変化と考えられる。

基本的には BDNF発現が KCC2発現の上流ではあるが、BDNF発現の低下に引き続く

KCC2発現の低下がみられているのか、それぞれ単独の変化であるのかは今回の検討で
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は評価できなかった。今後の検討課題としたい。また第 2章で KCC2に対して行った、

麻酔濃度におけるBDNF発現の違いや麻酔後経過時間におけるBDNF発現の変化も今

後検討すべきである。 

 

 

第6節 結論 

 セボフルラン暴露により BDNFの発現が低下する。 
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第４章 総括 

①発達期のマウスにセボフルランを暴露すると、アポトーシスが起こる。この作用に対し

Bumetanide投与によりNKCC1の働きを抑制する、もしくは OTを投与することにより、神経

細胞の細胞内クロライドイオン濃度を低下させることによりアポトーシスの発生を抑制すること

ができる。このことは、発達期の神経細胞内のクロライドイオン濃度が高いことが、アポトーシス

と関連があることを示唆している。 

②KCC2は発達期の神経回路形成、再編成に非常に重要な役割を果たしている。セボフルラ

ン暴露により時期特異的におこる BDNFおよび KCC2 の発現低下が、発達期における麻酔

薬の悪影響の原因の一つとなっている可能性がある。（Fig.12） 

③今回、発達期の麻酔薬暴露により、脳神経における KCC2および BDNFの低下が認

められたが、この低下減少の詳細なメカニズムが判明し、その機序がアポトーシスや長

期予後に関わりを持つのであれば、治療法開発の一助になるかもしれない。 

 

 

 

 

 

 



40 

 

結語 

発達期の脳に対するセボフルラン暴露により神経細胞の細胞内クロライドイオン濃

度が変化することが、神経細胞の性質に影響を与え、発達期の脳神経に悪影響を及ぼし

ている可能性がある。 
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Fig.1 

 発達過程における神経細胞の変化および Bumetanideと OTによる神経細胞の変化 
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Fig.2 

 今回の検討における仮説 

 第 1章においては薬剤投与による細胞内クロライドイオン濃度を変化させることで

麻酔薬投与によるアポトーシスへの影響を検討した。 

 第 2章においては細胞内クロライドイオン濃度を調節する主要なチャネルである

NKCC1および KCC2の麻酔薬投与による発現変化を検討した。 

 第 3章においては BDNFの発現変化を検討した。 
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Fig.3 

Bumetanide投与により、3%セボフルラン 6時間暴露によって誘起されるアポ

トーシスの減少がみられる。(A) ウエスタンブロット法による解析の結果。抗開裂

PARP抗体 を用いたウエスタンブロット法では、Bumetanide投与セボフルラン

暴露群はセボフルラン暴露群と比べて開裂 PARPの発現量が減少していた。

Bumetanide投与セボフルラン非暴露群と対照群では開裂 PARPの発現はほぼみ

られなかった。内部対照としてactinを使用した。(B) Two-way ANOVA 

Bonferroni post hoc test による KCC2発現量の定量 (対照群 n = 6, Bumetanide

投与セボフルラン非暴露群 n = 5, Bumetanide非投与セボフルラン暴露群 n = 5, 

Bumetanide投与セボフルラン暴露群 n = 4) 。*は p < 0.05を示す。###は対照群

に対して p < 0.001を示す。 
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Fig.4 

 6日齢マウスに対し OT脳室内投与後、3%セボフルラン 6時間暴露によりアポトーシ

スの減少がみられる。(A)ウエスタンブロット法による解析の結果。抗開裂 PARP 抗体

を用いたウエスタンブロット法では、OT投与セボフルラン暴露群はセボフルラン暴露

単独群と比べて開裂 PARP の発現量が減少していた。セボフルラン非暴露群において

は OT投与による開裂 PARPの変化はみられなかった。内部対照としてactinを使用

した。(B) PARP発現量の定量 (t検定；t = 4.289, p = 0.005、対照群 n = 7, セボフルラ

ン暴露群 n = 7)。**は p < 0.01を示す。  
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Fig.5 

 6 日齢マウスに対し、3%セボフルラン 6 時間暴露により KCC2 発現量の減少がみら

れる。 (A) ウエスタンブロット法による解析の結果。抗 KCC2抗体を用いたウエスタ

ンブロット法では、セボフルラン暴露群は対照群と比べて KCC2 の発現量の減少が確

認された。抗 NKCC1抗体を用いたウエスタンブロット法では、セボフルラン暴露群は

対照群と比べて NKCC1 の発現量に有意差を認めなかった。一方、抗開裂 PARP 抗体

を用いたウエスタンブロット法では、セボフルラン暴露群は対照群と比べて開裂 PARP

の発現量が増加していた。内部対照としてactin を使用した。(B) KCC2 発現量の定

量 (t検定；t = 3.036, p = 0.008、対照群 n = 5, セボフルラン暴露群 n = 5)。NKCC1発

現量の定量 (t検定；t = 0.159, p = 0.877、対照群 n = 5, セボフルラン暴露群 n =5)。**

は p < 0.01を示す。 
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Fig.6 

3 週齢マウスに対し、3%セボフルラン 6 時間暴露による KCC2 発現量に有意差はな

かった。(A) ウエスタンブロット法による解析の結果。抗 KCC2 抗体を用いたウエス

タンブロット法では、セボフルラン暴露群は対照群と比べて KCC2 の発現量に有意差

はなかった。抗NKCC1抗体を用いたウエスタンブロット法では、セボフルラン暴露群

は対照群と比べて NKCC1 の発現量に有意差を認めなかった。抗開裂 PARP 抗体を用

いたウエスタンブロット法では、セボフルラン暴露群は対照群と同じく、開裂 PARP

の発現がほとんどみられなかった。内部対照としてactin を使用した。(B) KCC2 発

現量の定量 (t検定；t = 0.853, p = 0.409、対照群 n = 6, セボフルラン暴露群 n = 8)。

NKCC1発現量の定量 (t検定；t = 0.059, p = 0.954、対照群 n = 6, セボフルラン暴露群

n = 8)。 
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Fig.7 

 6日齢マウスに対し、2%および 3%セボフルランに 6時間暴露したところ、セボフル

ラン濃度の上昇に伴い、PARP発現量は増加し、KCC2発現量は減少している。(A) ウ

エスタンブロット法による解析の結果。抗 KCC2 抗体を用いたウエスタンブロット法

では、3%セボフルラン暴露群は対照群と比べて KCC2の発現量が減少していた。2%セ

ボフルラン暴露群は対照群と比べて KCC2 発現の低下傾向は認めたが、有意差はなか

った。抗 NKCC1 抗体を用いたウエスタンブロット法では、いずれの群においても

NKCC1の発現量に有意差を認めなかった。抗開裂 PARP抗体を用いたウエスタンブロ

ット法では、麻酔濃度の上昇に伴い、開裂 PARP の発現量が上昇していた。内部対照

として actin を使用した。 (B)  One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple 

Comparison post hoc testによるKCC2発現量の定量(対照群 n = 8, 2%セボフルラン暴

露群 n = 9, 3%セボフルラン暴露群 n = 9, F = 4.597, p = 0.021)。(C) One-way ANOVA 

Newman-Keuls Multiple Comparison post hoc testによるNKCC1発現量の定量(対照

群 n = 4, 2%セボフルラン暴露群 n = 4, 3%セボフルラン暴露群 n = 3, F = 1.203, p = 

0.349)。*は p < 0.05を示す。 
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Fig.8 

6 日齢マウスに対し、3%セボフルランに暴露したところ、麻酔時間経過とともに

PARP発現量の増加と、KCC2の発現量の減少がみられる。(A) ウエスタンブロット法

による解析の結果。抗 KCC2 抗体を用いたウエスタンブロット法では、麻酔時間経過

とともにKCC2の発現量が減少し、麻酔暴露 6時間で対照群に比べて有意差があった。

抗 NKCC1 抗体を用いたウエスタンブロット法では、いずれの群においても NKCC1

の発現量に有意差を認めなかった。抗開裂 PARP 抗体を用いたウエスタンブロット法

では、麻酔時間の経過に伴い、開裂 PARP の発現量が上昇する傾向がみられた。内部

対照としてactin を使用した。(B) 麻酔時間と KCC2 および NKCC1 発現量の定量。

麻酔 2時間におけるKCC2発現量の定量 (t検定；t = 1.073, p = 0.304、対照群 n = 5, セ

ボフルラン暴露群 n = 5)。麻酔 4時間における KCC2発現量の定量 (t検定；t = 1.724, p 

= 0.113、対照群 n = 5, セボフルラン暴露群 n = 5)。麻酔 6時間における KCC2発現量

の定量 (t検定；t = 3.036, p = 0.008、対照群 n = 5, セボフルラン暴露群 n = 5)。麻酔 2

時間における NKCC1発現量の定量 (t検定；t = -0.25, p = 0.809、対照群 n = 5, セボ

フルラン暴露群 n = 5)。麻酔 4時間における NKCC1発現量の定量 (t検定；t = -0.916, p 

= 0.386、対照群 n = 5, セボフルラン暴露群 n = 5)。麻酔 6時間における NKCC1発現量

の定量 (t検定；t = -0.953, p = 0.377、対照群 n = 5, セボフルラン暴露群 n = 5)。**は p 

< 0.01を示す。 
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Fig.9 

6 日齢マウスに対し、3%セボフルランに 6 時間暴露後、時間経過とともに KCC2 の

発現量が回復している。(A)ウエスタンブロット法による解析の結果。抗 KCC2抗体を

用いたウエスタンブロット法では、麻酔後時間経過とともにKCC2の発現量が回復し、

麻酔暴露から 14日目に対照群と有意差のないレベルまで回復した。抗 NKCC1抗体を

用いたウエスタンブロット法では、いずれの群においても NKCC1の発現量に有意差を

認めなかった。抗開裂 PARP 抗体を用いたウエスタンブロット法では、セボフルラン

暴露のすべての群で開裂 PARPの発現がほとんどなかった。内部対照としてactinを

使用した。(B) 麻酔後経過時間と KCC2 および NKCC1 発現量の比較。麻酔後 1 日に

おける KCC2発現量の定量 (t検定；t = 3.146, p = 0.005、対照群 n = 10, セボフルラン

暴露群 n = 10)。麻酔後 3日におけるKCC2発現量の定量 (t検定；t = 3.688, p = 0.0012、

対照群 n = 11, セボフルラン暴露群 n = 11)。麻酔後 7日における KCC2発現量の定量 (t

検定；t = 3.511, p = 0.007、対照群 n = 6, セボフルラン暴露群 n = 5)。麻酔後 14日にお

ける KCC2発現量の定量 (t検定；t = 1.021, p = 0.331、対照群 n = 6, セボフルラン暴

露群 n = 6)。麻酔後 1日におけるNKCC1発現量の定量 (t検定；t = -1.241, p = 0.23、

対照群 n = 10, セボフルラン暴露群 n = 10)。麻酔後 3日におけるNKCC1発現量の定量 

(t検定；t = 1.76 1, p = 0.09対照群、n = 11, セボフルラン暴露群 n = 11)。麻酔後 7日に

おける NKCC1発現量の定量 (t検定；t = -0.618, p = 0.552、対照群 n = 6, セボフルラ

ン暴露群 n = 5)。麻酔後 14日におけるNKCC1発現量の定量 (t検定；t = 1.353, p = 

0.206、対照群 n = 6, セボフルラン暴露群 n = 6)。**は p < 0.01を示す。 
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Fig.10 

6日齢マウスに対し、Bumetanide投与後 3%セボフルランに 6時間暴露したと

ころ、KCC2の発現量は Bumetanide投与に関係なく減少しており、NKCC1の発

現量は Bumetanide投与に関係なく差がなかった。(A) ウエスタンブロット法によ

る解析の結果。抗 KCC2抗体を用いたウエスタンブロット法では、Bumetanide

投与の有無にかかわらずセボフルラン暴露によりKCC2の発現低下がみられたが、

KCC2の発現量に有意差はなかった。抗 NKCC1抗体を用いたウエスタンブロット

法では、Bumetanide投与の有無にかかわらず、セボフルラン暴露群は対照群と比

べて NKCC1の発現量に有意差を認めなかった。抗開裂 PARP抗体 を用いたウエ

スタンブロット法では、Bumetanide投与セボフルラン暴露群はセボフルラン暴露

群と比べて開裂 PARPの発現量が減少していた。Bumetanide投与セボフルラン非

暴露群と対照群では開裂 PARPの発現はほぼみられなかった。内部対照として

actinを使用した。(B) Two-way ANOVA Bonferroni post hoc test による PARP

発現量の比較 (対照群 n = 5, Bumetanide投与セボフルラン非暴露群 n = 5, 

Bumetanide非投与セボフルラン暴露群 n = 5, Bumetanide投与セボフルラン暴露群 

n = 4) 。###は対照群に対して p < 0.001を示す。 
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Fig.11 

6日齢マウスに対する 3%セボフルラン 6時間暴露により脳組織BDNFの減少が

みられる。(A) ウエスタンブロット法による解析の結果。抗 BDNF 抗体を用いた

ウエスタンブロット法では、セボフルラン暴露群は対照群と比べて BDNF の発現

量の減少が確認された。一方、抗開裂 PARP 抗体 を用いたウエスタンブロット法

では、セボフルラン暴露群において対照群と比べて開裂 PARPの発現量が増加して

いた。内部対照としてactin を使用した。(B)BDNF 発現量の定量 (t 検定；t = 

3.556, p = 0.006、対照群 n = 6, セボフルラン暴露群 n = 5) 。**は p < 0.01を示す。

Cont : 対照群 Sevo : セボフルラン暴露群 
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Fig.12 

 発達期における麻酔薬暴露が脳神経に与える影響の機序の模式図 
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Fig.1 

神経細胞の変化
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Ben-Ari Y. Nat Rev Neurosci. 2002 Sep;3(9):728-39. を改変
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Fig.2 

麻酔薬

アポトーシス

神経細胞におけるクロライ
ドイオンの異常？

神経細胞の機能異常

第2章

第1章

KCC2
NKCC1

BDNF

第3章
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Fig.3 

Bumetanide投与とPARPの変化

*: p < 0.05, ###: p < 0.001
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Fig.4 

Oxytocin投与とPARPの変化

**: p < 0.01

A B
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Fig.5 

6日齢マウスにおけるKCC2変化

**: p < 0.01
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Fig.6 

3週齢マウスにおけるKCC2変化
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Fig.7 

麻酔濃度とKCC2変化

*: p < 0.05
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Fig.8 

麻酔時間とKCC2変化

**

**: p < 0.01
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Fig.9 

麻酔後のKCC2の変化

**: p < 0.01
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Fig.10 

Bumetanide投与とKCC2変化

### : p<0.001
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Fig.11 

全身麻酔薬投与とBDNFの変化

** : p < 0.01
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Fig.12 

麻酔薬

KCC2の発現抑制

アポトーシス

神経細胞におけるクロライドイオン
濃度制御機構の異常

神経細胞の機能異常

Bumetanide

Oxytocin

BDNFの発現抑制

 


