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揮発性麻酔薬のNa+，K+ -ATPaseと

アルカリ性ホスファターゼにおよぼす影響に関する研究

学位論文内容の要旨

【目的】

  近年、全身麻酔薬は形質膜の脂質に対して非特異的に作用するのではなく、夕ンパク質
に対して作用すると考える説が有カであるが、全身麻酔薬によって影響を受けるタンバク

質は多数存在し、その作用様式には不明な点も多い。そこで、揮発性麻酔薬のタンバク質

におよぽす作用を解明するための一助として、活性発現に脂質が必須であるNa゙ ，K十一

ATPaseと、活性発現に脂質を必要としないアルカリ性ホスファターゼ(ALP)に対する揮
    J

発性麻酔薬の作用について比較検討した。

【材料と方法】

  Na゙ ，K゙ -ATPaseはウサギ全脳より得られたミクロソーム分画からJorgensenらの方
法に準じて分離精製を行った。ALPは遺伝子が異なり、酵素学的性質も異なる腎臓型、

胎盤型、小腸型を購入して用いた。揮発性麻酔薬はハ口夕ン、セポフルラン、イソフルラ

ン、エンフルラン、ジェチルェーテル、トリクロルエチレン、ク口口ホルムを購入して用
いた。実験はまず、7種類の各揮発性麻酔薬による、Na゙ ，K゙ －ATPase活性、および各ALP

活性に対する阻害について調べた。Na＋，K゙ -パI、Pase活性測定はATP加水分解の結果、
生成された無機リン量を定量し、ALP活性測定は生成されたバラニト口フウノール量を

定量して測定した。次に、ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）を0．8％、O．1％、O．03％と
濃度を変えて加えて、イソフルラン、ハ口夕ン、ク口口ホルムによる小腸型ALP活性阻

害に対する影響について調べた。さらに、小腸型ALPにSDSを加えることにより、実
際にサブュこツ卜問の相互作用に変化が生じているか否かを調ぺるために、ゲルろ過ク口

マ 卜 グ ラ フ ィ ー を 用 い て 小 腸 型 ALPの 見 か け の 分 子 量 を 測 定 し た 。
【結果】

1． ウ サ ギ 脳 Na゙ ， K゙ イ 灯 Pase活 性 に 対 す る 揮 発 性 麻 酔 薬 の 作 用
  実験に用いたすべての揮発性麻酔薬は、濃度に依存してNa゙ ，K゙ ―ATPase活性を阻害し

た。トリク口ルエチレン、ク口口ホルムではともに1％で、ハ口夕ン、ジェチルェーテル
では、それぞれ2％、10％で活性を完全に阻害した。イソフルラン、セポフルラン、およ

びェンフルランにおいては濃度依存性に活性を阻害したが、10％でも完全には阻害せず、



イソフルラン、エンフルランで約15％、セポフルランで約40％活性が残存した。

2． ALP活性に対する揮発性麻酔薬の作用

1）腎臓型ALP活性に対する作用

  トリク口ルェチレンでは10％でも活性の阻害は観察されず、ハ口夕ン、セボフルラン、

イソフルラン、エンフルラン、ジェチルェーテルにおいてもほとんど活性は阻害されなか

った。また、ク口口ホルムでは活性が低下したが高濃度においても約75％活性が残存し

た。

2）胎盤型」゜凹活性に対する作用

  胎盤型ALPに対しては、イソフルラン、トリク口ルエチレンでは10％でも活性を阻害

しなかった。ハ口夕ン、セポフルラン、エンフルラン、ク口口ホルムにおいても顕著な阻

害は観察されず、約90％活性が残存した。ジェチルエーテルにおいては活性の低下が観

察されたが10％でも75％活性が残存した。

3）小腸型ALP活性に対する作用

  実験に用いた揮発性麻酔薬のうちジエチルエーテルを除くすべての揮発性麻酔薬が濃度

に依存して小腸型ALP活性を阻害した。エンフルラン、ク口口ホルムは2％で、ハ口夕

ン、イソフルランは4％でそれぞれ活性を完全に阻害した。トリクロルエチレンとセポフ

ルランも濃度依存性に活性を阻害したが完全には阻害せず、10％でそれぞれ約10％と約

20％活性が残存した。ジェチルエーテルではほとんど活性は阻害されず、10％でも約90％

活性が残存した。

3．揮発性麻酔薬による小腸型ALP阻害に対するSDSの影響

  イソフルランは4％で活性をほぽ100％阻害していたが、0.8％のSDSを加えると活性

の阻害は観察されず‘ O.l％、0.03％のSDS添加でも阻害されなかった。ハ口夕ン、ク

口口ホルムの場合もSDSの添加によって小腸型ALPに対する作用の濃度依存性は大き

く変化し、0.8％、0.1％、および0.03％のSDS添加によって、最大でもそれぞれ20％、

30％程度しか活性は低下しなかった。  ′．

4．ゲルろ過クロマトグラフイー

  SDS非存在下でゲルろ過ク口マトグラフイー後に小腸型ALP活性を測定し、標準夕ン

バク質を用いて作成した検量線から小腸型ALPの見かけ上の分子量を算定すると63.6K

Daであった。同様に0.03％のSDS存在下での小腸型ALPの見かけ上の分子量を算定す

ると58.4KDaであった。

【考察】

  ALPはPIアンカリングタンバク質として膜の外側に結合して存在し、SDS存在下で

も酵素活性はほとんど変化しないという報告からも、活性発現に脂質を必要としない。本

研究において活性発現に脂質を必要としない小腸型ALP活性がイソフルラン、ハ口夕ン、

セポフルラン、エンフルラン、トリク口ルエチレン、ク口口ホルムによって阻害されたこ

とから、揮発性麻酔薬の作用発現には必ずしも脂質の存在を必要とせず、夕ンバク質に対

して直接作用することが示唆された。すでに脂質を必要としない水溶性のホタルの発光酵

素ルシフェラーゼが種々の全身麻酔薬により阻害されるという報告もあり、これらの結果
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は全身麻酔薬がタンバク質に対して直接的に作用している可能性を強く示唆している。一

方で、実験に用いた揮発性麻酔薬は濃度依存性にNa+，K+―ATPase活性を阻害し、

Na゙ ，K＋－ATPase活性に対するIC50値とMAC値との間に強い相関関係が見られたことよ

り、揮発性麻酔薬の直接の作用点はタンノヽク質であるとしても、周囲にある脂質は麻酔薬

が溶解し、夕ンバク質に対して作用する場として機能している可能性があり、膜夕ンパク

質周囲の脂質成分（境界脂質）の麻酔薬による極めて小さな構造変化が膜夕ンバク質機能

に影響を与えている可能性が示唆される。

  小腸型ALPはジエチルエーテル以外の揮発性麻酔薬によって阻害されたのに対して、

アイソザイムである腎臓型および胎盤型ALPは、すべての揮発性麻酔薬によりほとんど

活性が阻害されなかった。これらの結果は、全身麻酔薬のタンバク質に対する作用はアイ

ソザイム程度のタンバク質の構造の違いによっても影響されることを示唆する。

  ALPの基本構造は2つのサプユニット構造からなるダイマーであり、これが活性発現

の基本単位とされている。SDSはサプュニット間の相互作用に影響を与えることが知ら

れている界面活性剤であり、また小腸型ALPをSDSによって処理すると酵素特異的阻

害剤に対する反応性が変化し、それはSDS存在下で小腸型ALPの構造がダイマーから

モノマーに解離することによるとの報告がある。このことから、SDSを添加することに

より揮発性麻酔薬による阻害様式が変化したのは、SDSを加えることにより、サプユニ

ット間の相互作用に変化が生じたことによる可能性が考えられた。そこで、小腸型ALP

にSDSを加えることにより、実際にサプュニット間の相互作用に変化が生じるか否かを、

ゲルろ過クロマトグラフイーを用いて調べた。小腸型ALPの見かけ上の分子量はSDS

非存在下では63.6KDa、0.03％SDS存在下では58.4KDaであった。この結果は小

腸型ALPは本来モノマーとして機能しており、0．03％SDS存在下でも同様であること

を示唆する。したがって、SDS存在下で揮発性麻酔薬による阻害様式が変化したのはダ

イマ―からモノマーになることによる変化ではないと推定され、モノマー同士のゆるやか

な相互作用に対する影響やSDSによるモノマーの表面構造の変化によって揮発性麻酔薬

の作用が影響を受ける可能性が示唆された。

【結論】

  揮発性麻酔薬のタンバク質に及ぽす作用を解明するための一助として、活性発現に脂質

が必須であるNa+，K+－ATPaseと、活性発現に脂質を必要としないALPに対する揮発性

麻酔薬の作用を比較検討し、以下の結論を得た。

(1)揮発性麻酔薬はNa+，K+－ATPase活性を濃度依存性に阻害した。さらに、揮発性麻

酔薬はその活性に脂質を必要としない小腸型ALPを抑制したことから、その作用発現に

は必ずしも脂質を必要とせず、夕ンバク質に対して直接作用することが示唆された。

(2)揮発性麻酔薬は腎臓型および胎盤型ALPは阻害しなかったが小腸型ALPを阻害し

たことから、揮発性麻酔薬の作用はアイソザイム程度のタンバク質の構造の違いによって

影響されることが示唆された。

(3) SDS存在下では揮発性麻酔薬による小腸型ALP活性の阻害作用は消失した。SDS

に よ っ て 引 き 起 こさ れ る 変 化 に よ って も 影 響 さ れ る こ とが 示 唆 さ れ た 。



学位論文審査の要旨
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学 位 論 文 題 名

揮発性麻酔薬のNa+，K+ -ATPaseと

アルカリ性ホスファターゼにおよぼす影響に関する研究

    主査、副査が口頭にて論文審査を行った。論文提出者に研究内容の概要の説明を求めた。提出者は
以下の内容を明快に説明した。

  本研究では、揮発性麻酔薬のタンパク質におよぽす作用を解明するための一助として、活性発現に脂
質が必須であるNa十，K十-ATPaseと、活性発現に脂質を必要としないアルカリ性ホスファターゼ(ALP)に

対する揮発性麻酔薬の作用について比較検討した。

  Na十．K十-パI丶Pasdまウサギ全脳より得られたミクロソーム分画からJorgensenらの方法に準じて分離精
製を行った。AI胤腎臓型、胎盤型、小腸型を購入して用いた。揮発性麻酔薬はハロタン、セポフルラ

ン、イソフルラン、エンフルラン、ジエチルエーテル、トリクロルエチレン、ク口口ホルムを購入して
用いた。実験は7種類の各揮発性麻酔薬による、Na十，K十―パrPase活性、および各AI活性に対する阻害

について調べた。さらに、実際にサプュニット間の相互作用に変化が生じているか否かを調ぺるために、
ゲルろ 過クロマトグラフイーを用いて小腸型AI鬥こついて、見かけの分子量を測定した。

その結 果、1．ウ サギ脳Na十 ，K十―ATPase活性 に対する 揮発性麻 酔薬の作用については
  実験に用いたすぺての揮発性麻酔薬は、濃度に依存してNa十，K十―ATPase活性を阻害した。
2．AI黼性に対する揮発性麻酔薬の作用で

1）腎臓型AI一E活性に対する作用についてはトリクロルエチレンでは高濃度でも活性の阻害は観察されず、
クロ口ホルムでは活性が低下したが高濃度においても約75％活性が残存し、他の7揮発性麻酔薬におい

てもほとんど活性は阻害されなかった。
2）胎盤型AI．P活性に対する作用についてはイソフルラン、トリクロルエチレンでは高濃度でも活性を阻
害しなかった。ジエチルエーテルにおいては活性の低下が観察されたが高濃度でも75％活性が残存した。

他 の 4揮 発 性 麻 酔 薬 に お い て も 顕 著 な 阻 害 は 観 察 さ れず 、 約90％ 活性 が 残 存し た 。
3）小腸型AL活性に対する作用については

実験に用いた揮発性麻酔薬のうちジエチルエーテルを除くすぺての揮発性麻酔薬が濃度に依存して小腸
型AI跚性を阻害した。
3．揮発性麻酔薬による小腸型AI‘觸害に対するSDSの影響

  イソフルランは4％で活性をほぽ100％阻害していたが、低濃度の0．03ー0．8％のSDS添加では阻害さ
れなかった。ハロタン、ク口ロホルムの場合も低濃度のO．03ーO．8％のSDS添加によっては大きな阻害は

みられなかった。
4．ゲルろ過クロマトグラフイー
  SDS非存在下でゲルろ過クロマ卜グラフイー後に小腸型ALP活性を測定し、小腸型ALPの見かけ上の分
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子量を算定すると63.6KDaであった。同様に0.03％のSDS存在下での小腸型ALPの見かけ上の分子量を

算定すると58.4KDaであった。

  本研究において活性発現に脂質を必要としない小腸型ALP活性がイソフルラン、ハロタン、セポフル

ラン、エンフルラン、トリクロルエチレン、クロ口ホルムによって阻害されたことから、揮発性麻酔薬

の作用発現には必ずしも脂質の存在を必要とせず、夕ンバク質に対して直接作用することが示唆された

  小腸型ALPはジェチルエーテル以外の揮発性麻酔薬によって阻害されたが、アイソザイムである腎臓

型および胎盤型ALPは、すぺての揮発性麻酔薬によりほとんど活性が阻害されなかったことから、全身

麻酔薬のタンパク質に対する作用はアイソザイム程度のタンバク質の構造の違いによっても影響される

ことが示唆された。

  」゜凹の基本構造は2つのサプュこット構造からなるダイマーであり、これが活性発現の基本単位とされ

ている。サプュこツ卜問の相互作用に影響を与える、SDSを添加することにより揮発性麻酔薬による阻

害様式が変化したが、これはサブュニット間の相互作用に変化が生じたことによる可能性を示唆してい

ると考えられたので、実際にサブュこット問の相互作用に変化が生じるか否かについて、小腸型´゜岬に

SDSを加えることにより、ゲルろ過クロマトグラフイーを用いて調べた。小腸型mPの見かけ上の分子

量はSDS非存在下では63．6KDa、0．03％SDS存在下では58．4KDaであった。この結果は小腸型AIーF

は本来モノマーとして機能しており、O．03％SDS存在下でも同様であることを示唆する。したがって、
SDS存在下で揮発性麻酔薬による阻害様式が変化したのはダイマーからモノマーになることによる変化

ではなく、モノマー同士のゆるやかな相互作用に対する影響やSDSによるモノマーの表面構造の変化に

よって揮発性麻酔薬の作用が影響を受ける可能性が示唆された。

  これらの事実から、揮発性麻酔薬のタンパク質に及ぽす作用を解明するための一助として、活性発現

に脂質が必須であるNa十，K十―・ATPaseと、活性発現に脂質を必要としないALRこ対する揮発性麻酔薬の

作用を比較検討し、以下の結論が得られた。

（1）揮発性麻酔薬はNa十，K十―ATf）asE活性を濃度依存性に阻害した。さらに、揮発性麻酔薬はその活性

に脂質を必要としない小腸型AIPを抑制したことから、その作用発現には必ずしも脂質を必要とせず、

夕ンパク質に対して直接作用することが示唆された。
（2）揮発性麻酔薬は腎臓型および胎盤型ALは阻害しなかったが小腸型ALPを阻害したことから、揮発

性麻酔薬の作用はアイソザイム程度のタンバク質の構造の違いによって影響されることが示唆された。

（3）SDS存在下では揮発性麻酔薬による小腸型ALF活性の阻害作用は消失した。SDSによって引き起こ

される変化によっても影響されることが示唆された。

  このような趣旨の論文に対し、次のような質問がなされた。1）ジエチルエーテルのみが小腸型ALP

に影響を及ぽさなかった理由について2）小腸型AI一pのみを抑制して、腎臓型魁ヱ胎盤型ALPを抑制

しない理由について3）ALPを用いて揮発性麻酔薬の作用機序を調べようとする着想に至った背景に

ついて4）神経組織におけるALPの存在の有無について等、これらの質問に対し、申請者は明快な
回答を行い、関連分野についても広く詳細な理解があることを認めれた。以上の結果を総合し、合格と

した。
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