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脊髄における亜酸化窒素の

鎮痛機構に関する免疫組織化学的研究

学位論文内容の要旨

  亜酸化窒素(nitrous oxide: N20)は150年以上にわたり広く使用されている麻酔薬で
あるが，その作用機序に関しては未だに不明な部分が多い。近年，亜酸化窒素の鎮痛機構
にはノルアドレナリン作動性下行性抑制系が関与していることが明らかにされつっある。
最近の研究結果を総合すると，亜酸化窒素が作用することによってノンレアドレナリン作動
性下行性抑制系が賦活化され，脊髄でノルエピネフリンが放出され，結果として脊髄レベ
ルで侵害刺激の伝達が抑制されていると考えることができる。ラットの脊髄で存在が確認
されているアドレナリン作動性受容体は，アドレナリン作動性ai受容体（以下ai受容体）
とアドレナリン作動性a2受容体（以下a2受容体）である。ai受容体は興奮性の，02受
容体は抑制性の神経細胞活動を引き起こす。脊髄レベルでは，亜酸化窒素の作用によって
放出されたノルエピネフリンが，a2受容体を介して直接的に侵害刺激伝導を抑制してい
ることが示されている。一方，ai受容体を介して抑制性介在ニューロンを賦活化するこ
とにより，間接的に侵害刺激伝導を抑制するという作用機序の存在も推定されるが，未だ
に仮説の域を出ない。
  c-Fosタンパクはニューロン賦活化の組織学的なマーカーとして広く用いられている。
本研究はニつの部分から成るが，前半の研究は亜酸化窒素によって賦活化される鎮痛経路
に，ai受容体および代表的な抑制性介在ニューロンであるv．アミノ酪酸(GABA)作動
性ニューロンが関与していることを，c-Fosを指標にして免疫組織化学的に明らかにする
ことを目的としている。まず亜酸化窒素によって脊髄でc-Fosが誘導されるか検討し，続
いてc-Fosが誘導された細胞はGABA作動性ニューロンであるか，およぴ同一細胞にai
受容体が共存しているかを検討した。
  また，亜酸化窒素の鎮痛機序にノルアドレナリン作動性下行性抑制系が関与しているこ
とを考えると，新生ラットではノルアドレナリン作動性下行性抑制系が機能的に未完成で
あるとされているので，亜酸化窒素の鎮痛作用が得られないという仮説が成り立っ。後半
の研究では，この仮説を1から4週齢のラットにおいて，c-Fosの発現を指標に免疫組織
学化学的方法で検討した。
    ［方法］前半の研究では11週齢のFischer系およびLewis系雄性ラットを使用した。
まず，Fischer系ラットに75％亜酸化窒素をOから180分間投与し，腰髄レベルでのc-Fos
の発現を検討した。次に，Fischer系ラットに75％および25％亜酸化窒素，または空気を
90分間投与しc-Fosの発現を検討した。さらに、Lewis系ラットに75％亜酸化窒素を投
与し，Fischer系ラットとc-Fosの発現を比較した。以上の実験では，ラットをパラホル
ムアルデヒドで固定した後，脊髄を取り出し腰髄の凍結切片を作成した。この切片に対し，
1次抗体としてヤギ抗c-Fos抗体，2次抗体としてビオチン標識ウサギ抗ヤギIgG抗体を
用い，3，3-diaminobenzidine (DAB)で発色させる方法でc-Fosを染色し，光学顕微鏡で
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観察した。
  また，75％亜酸化窒素投与Fischer系ラッ卜を用いて，c-Fosとグルタミン酸脱炭酸酵
素(gulutamic acid decarboxylase: GAD)が同一細胞に存在しているかを解析した。GAD
はGABA合成に必要な酵素で，GADが存在する細胞はGABA産生細胞である。1次抗体
としてヤギ抗c-Fos抗体とウサギ抗GAD抗体，2次抗体として螢光標識したロバ抗ヤギ
IgG抗体とロバ抗ウサギIgG抗体を用いた二重染色を行い，共焦点顕微鏡で解析した。さ
らに，亜酸化窒素によって誘導されるc~Fosとai受容体が同一細胞に共存しているかを同
様に螢光二重染色により解析した。
  後半の研究では，1，2，3および4週齢のFischer系ラツ卜に75％亜酸化窒素または空
気を90分間投与し，パラホルムアルデヒドで固定した後，脊髄を取り出し頚髄と腰髄の
凍 結 切 片 を作 成 し た 。 DAB染 色 を 行 い 光学 顕微 鏡でc-Fosを観 察し た。
  ［結果と考察］Fischer系ラットでは，75％亜酸化窒素投与によって脊髄のc-Fos陽性
細胞が増加した。この反応は亜酸化窒素の投与時間に依存し，90ないし120分で最高と
なり，基底状態のおよそ3倍に増加した。また，濃度にも依存傾向がみられた。層別にみ
るとI-II層以外でc-Fosの増加が認められ，特にIII-IV層で顕著であった。しかし，Lewis
系ラットでは亜酸化窒素によるc-Fosの誘導は認められなかった。このことは，Fischer
系ラットでは亜酸化窒素投与によって強い鎮痛作用が認められたが，Lewis系ラットでは
認め られ ない という 行動 学的 研究の 結果 に対 応するものと考えられる。
  二重染色によって、c -Fosが誘導される細胞の大部分は，GADを持つ細胞であることが示
された。っまり，亜酸化窒素によってc-Fosが誘導される細胞は主にGABA作動性ニュー
ロンである。また，III-IV層でc-Fosが誘導されているニューロンの多くはai受容体を持
ったニューロンであることが示された。
  以上から，亜酸化窒素は脊髄で0:1受容体を介してGABA作動性介在ニューロンを賦活
化し，それカ，〓鎮痛作用に関与していることが示唆された。しかし，V-VI層でc-Fosが誘導
されるニューロンはai受容体と共存していないものも多く認められたことや，ノルアド
レナリン作動性下行性抑制系の終末が分布するI-IV層以外でもc-Fosの増加が認められた
ということは，ノルアドレナリン作動性以外の神経経路も関与している可能性を示唆して
おり，今後さらに検討が必要である。
  ラットの発育過程における亜酸化窒素に対する反応をみた研究では，1週齢のラットで
は頚髄，腰髄ともに亜酸化窒素によるc-Fosの誘導は認められなかった。2，3および4週
齢では，頚髄，腰髄と‘もに亜酸化窒素群でc-Fos陽性細胞の有意な増加が認められた。本
研究の結果は，亜酸化窒素は幼若ラットでは鎮痛効果を示さないという行動学的研究の結
果と矛盾しない。幼若ラットではノルアドレナリン作動性下行性抑制系が機能的に未完成
なためであると考えられる。
  ［結論］本研究において亜酸化窒素がラット脊髄のGABA作動性ニューロンを賦活化す
ることが示された。とくにIII-IV層でのGABA作動性ニューロンの賦活化は01受容体を
介した反応であることが示唆された。今後のさらなる研究により，亜酸化窒素の作用機序
が明らかにされると同時に，不明な点の多い下行性抑制系の機構が解明され，より有効な
鎮痛薬や麻酔薬の開発に寄与することが期待される。
  また，亜酸化窒素投与によって2週齢以上のラットでは脊髄にc-Fosが誘導されるが，
1週齢ラットではこの反応が欠如していることが示された。今後，ヒトの小児期における
亜酸化窒素の鎮痛効果に関しての再検討が必要と考えられ，それによって小児麻酔の方法
が改善することが期待される。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

脊髄における亜酸化窒素の

鎮痛機構に関する免疫組織化学的研究

  初めに，亜酸化窒素によって賦活化される脊髄の鎮痛経路に，ai受容体および抑制性介

在ニューロンであるッ‾アミノ酪酸(GABA)作動性ニューロンが関与していることを，c-Fos

を指標にして免疫組織化学的に示した研究に関する説明が行われた。この研究は，亜酸化

窒素はノルアドレナリン作動性の下行性抑制系を賦活化し，脊髄でアドレナリン作動性ば

受容体を介して鎮痛作用を発揮するという，最近提唱されている仮説を背景としたもので

ある。亜酸化窒素は脊髄においてai受容体を介してGABA作動性介在ニューロンを賦活化

し，これによって間接的に侵害刺激の伝導を抑制するという仮説を，c-Fosタンパクをニュ

ーロン賦活化の指標として免疫組織化学的手法で証明することを目的としている。

  実験は亜酸化窒素により強い鎮痛作用が得られるFischer系ラットと，鎮痛作用が得られ

ないLewis系ラッ卜を用いて行われた。亜酸化窒素を負荷したFischer系ラッ卜では，亜

酸化窒素の投与時間と濃度に依存して腰髄レベルでc-Fosタンパクが誘導されることが示

された。しかしLewis系ラッ卜ではc-Fosタンパクは誘導されなかった。次にFischer系

ラッ卜において，亜酸化窒素でc-Fosが誘導されたニューロンには，GABA合成酵素であ

るGADが共存していることが二重染色で証明され，さらに亜酸化窒素でc-Fosが誘導され

たニューロンのうち，特にIII層とIV層に存在するニューロンはai受容体とも共存してい

ることが，同様に二重染色で示された。

  結論として，亜酸化窒素がラット脊髄のGABA作動性ニューロンを賦活化することが示

され，特にIII-IV層においてはGABA作動性ニューロンの賦活化はai受容体を介してい

ることが示された。この機構は亜酸化窒素の鎮痛作用の一部を担っているものと推定され

た。

  次に，新生ラッ卜では亜酸化窒素による鎮痛作用が得られないとする行動学的研究の結

果を背景に，c-Fosの発現を指標に免疫組織学化学的側面から，新生ラットにおける亜酸化

窒素の効果を検討した研究にっいての説明が行われた。新生ラットではノルアドレナリン

作動性下行性抑制系が機能的に未発達であるため，亜酸化窒素投与によっても脊髄でc-Fos
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が誘導されないという仮説を証明することが目的であった。

  1から4週齢のFischer系ラットを使用し，亜酸化窒素投与後の頚髄と腰髄レベルでの

c-Fosタンパクの発現を免疫組織化学で検討した結果，1週齢では頚髄，腰髄ともにc-Fos

は誘導されなかったが，2，3，4週齢ではc-Fosが誘導されることが示された。

  結論として，亜酸化窒素投与によって2週齢以上のラットでは脊髄にc-Fosが誘導される

が，1週齢ラッ卜ではこの反応が欠如していることが示された。新生ラッ卜ではノルアドレ

ナリン作動性下行性抑制系が機能的に未完成であるため，亜酸化窒素による鎮痛作用が得

られないことが示唆された。

  以上が学位論文の要旨に関する発表であり，この発表にっいて主査および副査からの質

疑があった。

  まず，副査丸藤教授よりGA］BAを介した鎮痛作用に関する質問があった。これに対して，

GABAを介した鎮痛作用は，急陸痛における補助的作用とともに，慢性痛に対する主要な

役割を果たしている可能性があることを文献を引用して回答した。また，脊髄におけるぱ2

受容体の鎮痛への関与にっいての質問があった。これに対して，a2受容体は脊髄のI-II層

に分布しており，この境域で侵害刺激伝導を直接抑制している可能性があることを文献を

引用して回答した。さらに今回発表された形態学的研究に対応するような行動学的研究に

関する質問があり，学位論文の引用論文に記載されているば1’a2受容体遮断薬を投与して

行った行動学的研究を引用して回答した。

  続いて，副査本間教授より81受容体を介する鎮痛機構とa2受容体を介する鎮痛機構で

はどちらが主要な鎮痛機構と考えられるかとの質問があった。弓「用論文に記載されている

行動学的研究を引用し，両機構とも同程度の鎮痛効果を有すると考えられるが，過去の報

告ではa2受容体が主体であるとするものが多いことを述べた。また，亜酸化窒素以外で下

行性抑制系を介したGABA作動性ニューロンの賦活化を惹起する薬物や生理的現象がある

と考えられるかとの質問があった。現在のところ他の麻酔薬では同様の現象は観察されて

いないことを実験成績をもとに回答し，ストレス反応では亜酸化窒素と同様の反応が認め

られる可能性があることを付言した。

  最後に主査の劔物教授よりこの研究の意義と今後の展望に関する質問があった。今後の

さらなる研究により，亜酸化窒素の作用機序が明らかにされ，同時に不明な点の多い下行

性 抑 制 系 の 機 構 が 解 明 さ れ る こ と が 期 待 さ れ る と の 回 答 が あ っ た 。

  この論文は長らく不明であった亜酸化窒素の作用機序の一部を明らかにしたことで評価

され，その成果は今後，鎮痛薬や麻酔薬の開発や使用方法の改善に役立っことが期待され

る。

  審査員一同は，これらの成果を高く評価し，申請者が博士（医学）の学位を受けるのに

十分な資格を有するものと判定した。
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