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学位論文題名

達

全身麻酔薬および関連薬がウサギ脳Na+，K+-ATPase

に及ぼす影響に関する研究

学位論文内容の要旨

目的

  本研究はNa+，K+ーATPaseの反応機構の解析結果をもとに、全身麻酔の導入または維持に使

用される全身麻酔薬および関連薬全般についてNa十，K十-A11）aseに対する作用とその機構を比

較検討することを目的として実験を行った。

材料と方法

  Jorgensenらの方法に準じて、ウサギ全脳より得られた膜分画からNr，K十一ATPaSeの部分

精製を行なった。

  Na＋，K＋―パITりse活性、Nオ―パI下りse活性およびK＋一め卩Pase活性は、生成された無機リン

量あるいはヶmtrophenol量を定量することにより計測した。また、3やを用いてりン酸化反応

中 間 体 （ EP冫 量 の 測 定 と 、 EPの K二 十 ま た は ADPに 対 す る 感 受 性 を 調 べ た 。 。

結果

1． 全 身 麻 酔 薬 お よ び 関 連 葉 が ウ サ ギ 脳 Nr， K十 一 ATPaSe活 性 に 与 え る 影 響

  実験に用いたすべての全身麻酔薬および関連薬はフェン夕二ルを除いて、濃度依存性に

Na十．K十一A．TPaSe活性を阻害した。パルピ夕一ル群ではべントバルピ夕一ル、チオベン夕一ルの

いずれも10mMで活性を完全に阻害し、ベンゾジアゼピン群ではミダゾラムとジアゼパムがそ

れぞれ0．8mM、1．5mMで活性を完全に阻害した。揮発性麻酔薬群においてはハ□夕ン、ジエ

チルエーテルがそれぞれ2％、10％で活性を完全に阻害した。イソフルランおよびセボフルラ

ンは濃度依存性に活性を阻害したが、10％でもイソフルランで約10％、セボフルランで約35％

活性が残存した。その他の麻酔薬群では、ドロベリドールと塩酸ケタミンはそれぞれ3．8mM、

15mMで完全に阻害した。

2．Na十―A1PaSeおよびK゙ 1）NPPase活性に与える影響



  Na+，K+_パrPaseの部分反応であるNa十―パIPaseおよびK←て）NPPaSe活性に与える影響を調

べた結果、各麻酔薬および関連薬による阻害は薬物群によって傾向が異なった。10mMチオベ

ン夕一ルではK＋て）NPPaSe活性が約20％、Na十―ATPaSe活性が約60％残存した。また、ジア

ゼパムではNr，K十一ATPaSeとNr－ATPaSe活性を完全に、Kl－pNPPaSe活性をほぼ完全に阻

害したが、Nr－ATPase活性が最も低濃度で阻害され、K゙ 1〕NPPaSe活性の阻害に最も高濃度

を要した。イソフルランにおいてはK卜・pNPPaSe活性が最も感受性が高く、Na十一ATPaSe活性

は完全には阻害されなかった。その他の麻酔薬群では、塩酸ケタミンとド口ベリドールは濃度依

存性に各活性を阻害したが、フウンタニルはNr，K十lATPaSe活性と同様にNrぞ灯PaSeおよ

びK゙ －めゅPa鷺活性のいずれも阻害しなかった。

3．Nr．K＋―ATPaSe、Na十一ATPaSeおよびK＋－ぴゆPaSe活性に対する50％阻害濃度

  各薬物においてNr，K＋－ATPase、Na十一ATPaSeおよびK十一pNPPa閲活性に対する50％阻

害濃度（I50値）を比較すると、薬物群によって以下の阻害パ夕一ンに分けられた。1）バルピ夕

一ル群ではNa十一A．1Pase＞K＋て）NH’aSe＞Nr，Iく十一ATPaSe、2）ペンゾジアゼピン群ではK二十一

pNPPaSe＞Na＋，Kナー觚Pase＞Nr―A1聡se、3）ド口ベリドールおよび塩酸ケタミンでは

Nr，K＋―ATPaSe＞K＋1）NPPaSe＞Nr―バI下）aSeとなり、4）揮発性麻酔薬においてはKナー

みゅPaSe活性が最も低濃度で阻害された（IC印値が最も低い）。

40℃でのNr，K←ー．ATPaSe活性とEP形成量に与える影響

  イソフルランおよび塩酸ケタミンでは濃度を変えてもEP形成量はほとんど変化しなかったの

に対して、ミダゾラムにおいては濃度依存性にEP形成量が減少していた。また、塩酸ケタミン

存在下ではコントロールに比ベ、形成されるEPはK゙ 感受性が高く、ADP感受性が低かった。

一方、イソフルラン存在下ではEPのIく十感受性が低下していた。

5． Nr． K＋ ・ － A1T） ase活 性 を 阻 害 す る 強 さ と 臨 床 的 麻 酔 作 用の 強さ との 関連

  揮発性麻酔薬としてさらにトリクロ口エチレン、ク口ロホルムおよびェンフルランについて実

験を加え、最小肺胞内麻酔濃度（H血mmumakeolarconCentradon，MAC）とI（ふ値との関係

をみた。その結果、揮発性麻酔薬の麻酔作用の強さとNr，K＋ーバIBヨse活性を阻害する強さに

は強い相関関係（r印．938）があった。

考察

1．全身麻酔薬の作用部位としてのNr，K十一ATPaSeについて

  フェン夕二ルを除くすべての全身麻酔薬および関連薬は濃度依存性にNr，K゙ ―ATPaSe活性

を阻害した。また、ハロタンのヒトにおけるE50値はO．25mMという報告があり、本研究に
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おけるIC50値(0.28 rnM）と近似しており、ハロタンによるNa十，K十―バrPaSe活性抑制は麻酔

と い う 非 生 理 的 状態 に 何 ら か の 影 響 を 及 ぽし てい る可 能性が 示唆 され た。

2．各薬物群のNa十，K．＋―‘A1甲aSe活性阻害機構の差異

  本実験で用いた全身麻酔薬および関連薬は、薬物群によってNr，KLA．1Pase、Na十lATPaSe、

K十lぴ卵PaSe活性に対するI50値に異なるパターンが認められ、阻害機構はそれぞれの薬物群

によって異なることを示唆する。さらに、EP形成量に対する効果を調べると、ベンゾジアゼピ

ンであるミダゾラムは濃度依存性にEP形成量を抑制した。このことはミダゾラムがNa十．Iく二十ー

An）aSeへのATPの結合を阻害するか、ATP結合酵素からのEPの形成を阻害していることを

示唆している。一方、揮発性麻酔薬であるイソフルランと塩酸ケタミンにおいてはEP形成は抑

制されなかった。そこで、EPのADPとK十に対する感受性について調べたところ、K十に対す

る感受性がイソフルランでは低下し、塩酸ケタミンでは増加していた。この結果は、イソフルラ

ンはEPのK＋感受性を低下させることにより、E2PからK十結合酵素への反応過程を阻害した

結果Nr，K十一An）aSe活性を阻害すること、塩酸ケタミンの場合は、KE2からK゙ が遊離して一

連 の 反 応 が 終 了 する 段 階 で 何 ら か の 阻 害 作用 が行 われ ること を示 唆す る。

3．揮発陸麻酔薬におけるI50値とMAC値の間の相関

  揮発性麻酔薬において、Nr，K十lパIRユSe活性に対するIC50値とMAC値の間に強しゝ相関関係

が認められた。他の膜夕ンパク質においても同様の相関関係が報告されており、揮発性麻酔薬に

おいては広範囲にわたるタンパク質に非特異的に作用することを示唆すると同時に、Na十，K゙ ー

An）aSeが全身麻酔薬のタンパク質に対する非特異的あるいは一部特異的作用を調べる上で良い

モデルになりうることが示唆された。

屯全身麻酔におけるNa十，K十一ATPase活性阻害の意義

  本研究において化学構造が異なる薬物が共通にNa十，K十lATPaSe活性を阻害し、その

阻害機構は薬物群によって異なる可能性を示した。この結果は、Na十，K゙ ーバrPase以外の膜夕ン

パク質にも当てはめることができる可能性があり、臨床濃度の全身麻酔薬によって阻害されるこ

とから、その作用部位と考えられている種々の膜夕ンパク質にも同様の研究を進めていく必要が

ある。その結果は、全身麻酔薬および関連薬の麻酔作用とその他の生体に及ぼす作用の機序を解

析する一助になると考えられる。

結論

1．フェン夕二ルを除くすべての全身麻酔薬および関連薬は濃度依存性にNa十，K＋一An）ase活性

を阻害した。

    ―204――



2．活性阻害の様式は薬物のカテゴリーごとに異なっており、パルピ夕一ル群、ベンゾジアゼピン

群、揮発性麻酔薬群およびその他の群に分けられた。

3．パルビ夕一ル群につレゝては今回その阻害機構を明らかにできなかったが、ベンゾジアゼピン群

の薬物はNa十，K＋－‘An冫aSeの反応サイクルの中でりン酸化反応中間体（EP）の形成を抑制した。

また、揮発性麻酔薬はEPのK゙ 感受性を低下させさせることによって、E2PからK゙ 結合酵素

（KE2）への反応過程を阻害し、塩酸ケタミンはKE2からK゙ が遊離して一連の反応が終了す

る段階で何らかの阻害作用を行っていると推測された。

4揮発性麻酔薬においては、Na十，K十一An）ase活性阻害の強さと麻酔作用の強さとの間には強い

相関関係があり、中でもハロタンは臨床濃度で、Nr，K゙ ーATPaSe活性を阻害したことから、そ

の活性阻害が全身麻酔という非生理的状態に何らかの影響を及ぼしている可能性が示唆された。

5．今後、全身麻酔薬のタンパク質に対する作用機構を明らかにするために、反応機構が良く研究

されているNr，KゴーバIPaseは良いモデルになると考えられた。
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学位論文審査の要旨

主査  教授  福島和昭
副査  教授  松本  章
副査  教授  久保木芳徳

学 位 論 文 題 名

全身麻酔薬および関連薬がウサギ脳Na+，K+-ATPase

に及ぼす影響に関する研究

  審査は福島主査、松本および久保木両副査それそれの口頭試問および筆記試験によって行

われた。はじめに申請者に対し本論文の要旨の説明を求めたところ、以下の内容について論

述した。

  Na゙ ，K゙ - ATPaseは生体内に普遍的に存在し、多様でかつ重要な機能を有していることか

ら全身麻酔薬の作用部位と想定した研究がなされ、全身麻酔薬によって阻害されるという報

告はあるが、その阻害機構あるいは麻酔作用や副作用における意義については明らかではな

い。したがって、生体に及ぽす作用に種々の相違が認められる全身麻酔に用いる薬物全般の

Na゙ ，K゙ - ATPaseに対する作用を総合的に比較検討することは、Na゙ ，K゙ - ATPaseの阻害機構

や麻酔作用および副作用における意義を解明する一助になると考えられる。さらに、全身麻

酔薬の膜夕ンバク質あるいは生体に及ぼす作用機構を明らかにし、麻酔機序の解明に寄与す

ることにっながる可能性がある。Na゙ 、K゙ ーATPaseは形質膜に存在する酵素としてはその反

応機構の解析が進んでおり、本研究ではNa゙ ，K゙ －ATPaseの反応機構の解析結果をもとに、

全身麻酔の導入または維持に使用される全身麻酔薬および関連薬全般についてNa゙ ，K゙ ・

ATPaseに対す る作用と その機構 を比較検討することを目的として実験を行った。

  Je*rgensenらの方法に準じて、ウサギ全脳より得られた膜分画からNa゙ ， K゙ ―

ATPaseの部分 精製を行 なった。 Na゙ 、 K゙ -ATPase活性 、Na゙ -ATPase活性および

K゙ -pNPPase活性 は、生成 された無 機リン量あるいはp-nitrophenol量を定量する

ことに より計測 した。ま た、32P－ATPを用いてり．ン酸化反応中間体（EP）量の
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測定と、EPのK゙ またはADPに対する感受性を調べた。

  その結果、実験に用いたすべての全身麻酔薬および関連薬はフェン夕二ルを除いて、濃

度依存性にNa゙ ，K゙ - ATPase活性を阻害した。Na゙ ，K゙ - ATPase活性とその部分反応である

Na゙ - ATPaseおよびK゙ ーpNPPase活性に対する50郷且害濃度(IC50値）を比較すると、薬

物群によって以下の阻害バターンに分けられた。1）バルピタール群ではNa゙ - ATPase＞K゙ ‐

pNPPase＞Na゙ ，K゙ ―ATPase、2）ベンゾジアゼピン群ではK゙ - pNPPase冫Na゙ ，K゙ ―ATPase冫

Na゙ - ATPase、31ドロペリドールおよび塩酸ケタミンではNa゙ ，K゙ - ATPase＞K゙ - pNPPase

＞Na゙ - ATPaseとなり、4）揮発性麻酔薬においてはK゙ - pNPPase活性が最も低濃度で阻害

された(IC50値が最も低い）。

  0 aCでのNa゙ ,K゙ - ATPase活性とEP形成量に与える影響では、イソフルランおよぴ塩酸

ケタミンでは濃度を変えてもEP形成量はほとんど変化しなかったのに対して、ミダゾラム

においては濃度依存性にEP形成量が減少していた。また、塩酸ケタミン存在下ではコント

ロールに比ベ、形成されるEPはK゙ 感受陸が高く、ADP感受性が低かった。一方、イソフ

ルラン存在下ではEPのK゙ 感受性が低下していた。

  揮発亅陸麻酔薬における最小肺胞内麻酔濃度(minimum alveolar concentration，MAC）

とIC50値との関係をみたところ、それそれの麻酔作用の強さとNa゙ ，K゙ - ATPase活性を阻害

する強さには強い相関関係(r=0.938）があった。

  以上の結果は全身麻酔薬および関連薬は、薬物群によってNa゙ ，K゙ - ATPaseを阻害する機

構が異なることを示唆する。EP形成量に対する効果から、ベンゾジアゼピンであるミダゾラ

ムはNa゙ ,K゙ - ATPaseへのATPの結合を阻害するか、ATP結合酵素からのEPの形成を阻

害し、揮発性麻酔薬であるイソフルランはEPのK゙ 感受性を低下させることにより、E2Pか

らK゙ 結合酵素への反応過程を阻害した結果Na゙ ，K゙ ーATPase活性を阻害すること、塩酸ケタ

ミンの場合は、KE2からK゙ が遊離して一連の反応が終了する段階で何らかの阻害作用が行

われることを示唆する。

  揮発性麻酔薬において、Na゙ ， K゙ - ATPase活性に対するIC50値とMAC値の間に強い相関

関係が認められ、揮発性麻酔薬は広範囲にわたるタンパク質に非特異的に作用することを示

唆すると同時に、Na゙ ，K゙ - ATPaseが全身麻酔薬のタンバク質に対する非特異的あるいは一

部特異的作用を調べる上で良いモデルになりうることが示唆された。また、本研究におけ

る結果はNa゙ ，K゙ - ATPase以外の膜夕ンパク質にも当てはめることができる可能性があり、

臨床濃度の全身麻酔薬によって阻害されることから、その作用部位と考えられている種々の
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膜夕ンバク質にも同様の研究を進めていく必要がある。その結果、全身麻酔薬および関連薬

の麻酔作用とその他の生体に及ぼす作用の機序を解析する一助になると考えられる。

  試問では、本論文の内容とその関連事項について質疑応答がなされたが、これらに対して

申請者は本研究から得た知見と文献を引用して適切な解答を行った。その結果、本研究にお

いて全身麻酔薬および関連薬のNa゙ ．K゙ - ATPase阻害機構が薬物群によって異なることを見

い出したことは、今後の全身麻酔の機序解明に対して、極めて有意義な研究であることが認

められた。

    以上より、審査委員は全員、本研究が学位論文として十分値し、申請者が

博士（歯学）の学位授与に相応しいと認定した。


