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シナプス伝達に対する局所麻酔剤の阻害効果
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隆

　Abstmct：Compound　action　potentials（CAP）in　response　to　orthodromic　stimulation　of　the

presynaptic　nerve　trunk　were　recorded　extracellularly　from　the　bullfrog　sympathetic　ganglion．

Application　of　lidocaine，　procaine，　tetracaine，　or　dibucaine　significantly　depressed　the　amplitude　of

CAP．　When　evaluated　from　the　dose－inhibition　curves，　those　local　anesthetics　have　the　following

order　of　blocking　Potency：dibucaine≧tetracaine＞procaine≧lidocaine．　In　addition，　these　local

anesthetics　were　depressed　the　action　potentials　being　conducted　through　the　sympathetic　nerve

trunk　at　a　higher　concentration　than　that　which　blocked　the　synaptic　transmission．　The

acetylcholine－induced　depolarizing　response　intracellularly　recorded　from　a　sympathetic　gallglion

cell　was　markedly　depressed　by　lidocaine　at　a　concentration　that　blocked　the　synaptic

transmissiol1．　The　modes　of　inhibition　of　the　synaptic　transmission　by　lidocain　and　procaine　were

both　noncompetitive，　while　that　by　d－tubocurarine　was　competitive．　These　results　suggest　that

local　anesthetics　mainly　block　the　allosteric　site　of　a　nicotinic　ACh　receptor　at　the　postsynaptic

membrane　rather　than　inhibiting　the　release　of　transmitter　at　the　presynaptic　terminal，　to　effecting

the　blocking　of　synaptic　transmission．

　Key　words
ACh－receptor．
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緒 言

　局所麻酔剤が，神経線維上の活動電位の伝導

を阻害することは広く知られており1～3），これを

利用して臨床的に痛覚の遮断を行なう。しかし

このような作用に加えて，最近局所麻酔剤には

シナプス伝達を阻害する作用もあることが報告

されている4～7）。例えば局所麻酔剤のプロカイン

はカエルの神経筋接合部で終板電位を抑制す

る8～11）。またEZθC敵功加γμs　EZec仇CμSにおいて

も，局所麻酔剤はACh一レセプターに作用して

その活性化を抑制する12）。一方，局所麻酔剤は

中枢神経系のシナ・プス前末端に作用して伝達物

質の放出を抑制するという報告もある13）。この

ように，局所麻酔剤がシナプスの前末端に作用

するのか，シナプスの後部膜に作用するのか確

立していない。

　本研究においては，カエルの交感神経節を用

いて，局所麻酔剤のリドカインがはたして神経

筋接合部でのシナプス伝達を阻害したように，

交感神経節のシナプス伝達も阻害するかどうか

確認するとともに他の局所麻酔剤が同様の作用
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をもっかどうかを調べた。また，これら局所麻

酔剤がシナプス伝達を阻害する場合の阻害様式

を調べ，その作用部位についても推論した。

方 法

1．実験標本

　ウシガエル（1～αηαCα茜esb¢‘αηα）の8番目の

腰部交感神経節とそれに連なる前交感神経幹，

交通枝，脊髄神経を一塊として摘出した。実体

顕微鏡下で，交感神経節を覆っている結合組織

を丁寧に剥離して神経細胞を露出し，カエルの

Ringer液に直接接浸るようにして，細胞外記

録装置に固定した。

2．細胞外記録

　直径5mm，深さ3mmの穴をプラスチック円板

にあけた。これをシャーレのなかに置き，流動

パラフィンを満たした。プラスッチック板の穴

にはRinger液やRinger液に溶かした薬液を

満たした　（容積300μ1）。白金イリジウム電極

（φ0．2mm）に標本を固定した後，この下で上下

できる台のうえに上記シャーレを取り付けた。

標本が流動パラフィンに浸るようにして乾燥を

防ぎ，神経節の部位がRinger液や試薬に浸る

ようにした。前交感神経幹を0．1Hz，0．2　mmsec

のパルスで閾上電気刺激をし，これに対する応

答である複合活動電位　（compound　action

potential：CAP）を細胞外記録した。節前線維

刺激により引き起こされたCAPは神経節上と

脊髄神経の尾側に置いた2本の白金イリジウム

電極から導出した。このCAPを増幅器で増幅

した後オシロスコープ上に写しだし，それをポ

ラロイドカメラにて記録した。CAPの振幅が

一定になるまで約60分放置したあと，測定を

行なった14）。

　Ringer液のイオン組成は：NaCl　112　mM，

KCI　2．O　mM，　CaCl21．8　mM，　HEPES　5．O　mM，

NaOH　1．8　mM（pH　7．2）である。

3．細胞内記録

　摘出した交感神経節を灌流装置上に固定し

Ringer液及びそれに溶かした薬液を灌流しな

がら細胞内記録法を用いて神経節細胞より記録
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を行なった。なお，灌流装置の容積は80μ1，流

速は1～2μ1／secであった。

　細胞内記録に用いたガラス微小電極は，先端

の直径0．5μ以下，電極抵抗は30～60MΩ，

電極のなかには1MK－citrateを充填した。

　細胞内に電極を刺入し，静止電位を記録した

後に，50μMneostigmineを1時間ごとに5

分間投与してACh－esteraseを完全に阻害しな

がらACh・レセプターの活動度を測定した。

4．試薬とその投与法

　細胞外記録において試薬の効果を見るときに

は，同じ濃度の同一試薬を前述のプラスチック

円板の2か所の穴に満たし，神経節部分を第一

の液に5分間，次いで第二の液には25分間以

上浸して，その濃度での試薬の効果が一定値に

達した後に測定を行なった。

　使用した薬剤は以下のとおりである；

procaine，　tetracaine，　dibucaine，　acetylchol－

ine　chloride，　neostigmine　bromide（Sigma

chemical製），4・aminopyridine（東京化成

製），D－tubocurarine　chloride（和光純薬製），

lidocaine－HCI（藤沢薬品より提供）。これらの

試薬を細胞に投与する場合は，各実験ごとに上

記Ringer液で必要な濃度に希釈して投与し
た。

結 果

1．シナプス伝達に対する種々の局所麻酔剤の

阻害効果

　摘出したウシガエル交感神経節の前交感神経

幹を一回閾上に電気刺激をすると，一個の節後

な応答CAPが得られる（Fig．1）。このCAPの

振幅を指標として，種々の局所麻酔剤の阻害効

果を調べた。1mM　lidocaine，0．3　mM　proca－

ine，30μMtetracaine，30μMdibucaineの

シナプス伝達に対する抑制効果の測定例を

Fig．1に示す。これらの局所麻酔剤の抑制効果

は，投与開始後15分以内にプラトーレベルに

到達し，ノーマルRingerに戻すとCAPの振

幅は再びコントロールの値に戻った。また局所

麻酔剤の濃度を増加するとその抑制作用も用量
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normal　Ringer local　anestheticS

dibucaine　30μm

」…

20msec

tetracaine　30μm

procaine　O．3mM

hdocaine　lmM

Fig．1 Blocking　effects　of　local　anesthtics　on　the　orthodromically　evoked　compound　action　potentials

recorded　from　the　bullrrog　sympathetic　ganglion．　All　traces　on　the　left　column　indicate　the

control　responses　obtained　from　normal　Ringer’s　solution，　while　those　on　the　right　column

indicate　thet　responses　in　the　presence　of　dibucaine，　　tetracaine，　procaine，　and　lidocaine・

respectively，
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Fig　2　　Dose－inhibition　curves　for　local　anesthetics　（dibucaine，　tetracaine，　procaine，　lidocaine）obtained

　　　　　　from　CAP－amplitude．　The　CAP－amplitude　recorded　in　normal　Ringer’s　solution　was　taken　as

　　　　　　100％，and　relative　values　of　the　CAP－amplitude　obtained　in　the　varying　concentrations　of　local

　　　　　　anesthetics　were　expressed　in％on　the　ordinate．　Abscissa；concentration　of　local　anesthetics　in

　　　　　　logalithmic　scale．

RlNGER

CONTROL 十LIDO　3mM

」・・V

20msec

4－AP　50μM

Fig．3　Blocking　effect　of　lidocaine　on　the　CAP　examined　in　the　normal　Ringer‘s　solution（upper　trace）

　　　　　　and　in　50μM4－AP　solution（lower　trace）．　Other　nomenclatures　are　the　same　as　in　Fig．1．
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▲

　　　　　　　　＼

0．01 0．1 1

▲LlDO
●LIDO十50μM4AP
・LIDO＋50μM4AP＋0．45mMC・

LlDO－mM

Fig．4　Dose－inhibition　curve　for　lidocaine　obtained　in　the　normal　Ringer’s　solution（▲），　in　50μM4－AP

　　　solution（■），　and　in　50μM4－AP十low　Ca2＋（0．45mM）solution（△）．　Each　point　indicates

　　　mean　value　mesured　from　10　cells，　with　a　vertical　bar　indicating　S．　D．　Other　nomenclatures　are

　　　the　same　as　in　Fig．2．

依存性に増大した。

2．各局所麻酔剤の抑制効果の強さの比較

　リドカイン，プロカイン，テトラカイン，ジ

ブカインの抑制効果を定量的に比較するために

縦軸にコントロールに対する局所麻酔剤存在下

でのCAP振幅の相対値，横軸に各局所麻酔剤

の濃度を対数目盛りでプロットした。我々はこ

れを用量一抑制曲線と呼んでいる14）。

　その結果，Fig．2に示すごとく，4種類の局

所麻酔剤の阻害の強さはジブカイン≧テトラカ

イン〉プロカイン≧リドカインの順序であった

（ED50：ジブカイン；0．008　mM，テトラカイ

ン；0．02mM，プロカイン；0．5　mM，リドカイ

ン；0．7mM）。これからジブカインとテトラカ

イン，プロカインとリドカインはそれぞれ同じ

位の阻害強さを持つことがわかった。

3．用量一抑制曲線による阻害様式の解析

　これらの局所麻酔剤が主にどの部位に作用し

ているのかを解析する目的でシナプス前末端か

らの伝達物質の放出をlow　Ca2＋溶液で減少さ

せて受容体周辺の実効的な伝達物質濃度を低く

した場合，また逆に4－aminopyridine（4－AP）

を用いて伝達物質の放出を増大させ受容体周辺

の伝達物質濃度を上げた場合について用量一抑

制曲線を作成し，ノーマルRingerでリドカイ

ンを作用させた場合と4－APで伝達物質の放出

を増大させておいてリドカインを作用させた場

合の測定例をFig．3に示す。この図から明らか

なように，4－APの有無にかかわらずリドカイ

ンで抑制されたCAPのコントロールに対する

相対値はほぼ同じ程度であった。

　この結果を用量一抑制曲線上で定量的に示す

とFig．4のようになった。すなわちノーマル

Ringer液中，および50μM4－AP中で，一定

濃度のリドカイン存在下でのCAPの振幅をコ

ントロール（リドカインがないときの応答）に

対する相対値で表わした。各々の場合について

10個の細胞で測定し，その平均値を求め用量一

抑制曲線を作った。Fig．4から明らかなように

’4－AP存在下でも用量一抑制曲線は右方にも左

方にも移動しなかった。ノーマルRinger液中

のCa2＋濃度（1．8　mM）を1／4の0．45　mMCa2＋

にして，4－APを投与して伝達物質の放出を元

に戻した場合にも用量一抑制曲線のシフトは見

られなかった。

　同様の実験をプロカインについても行ない同
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Fig．5　Dose－inhibition　curves　for　procaine　obtained　in　normal　Ringer’s　solution（■），

　　　　　4－AP　solution（△）．　Other　nomenclatures　are　the　same　as　in　Fig．2and　Fig．4．

and　in　the　50μM1

RlNGER
．ノ｛＼＿一一一

CONTROL 十d－TC　30μM

」…

20msec

4－AP　50μM

Fig．6　Blocking　effects　of　30μM　d－tubocurarine（d－TC）on　the　compound　action　potentials　in　the

　　　　　absence（upper　trace）and　presence（lower　trace）of　50μM4－AP．　Other　nomenclatures　are　the

　　　　　same　as　in　Fig．1．
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0．01 0．1

d－TC－mM

Fig．7　Dose－inhibition　curves　for　d－TC

　　　　　　same　as　in　Fig．2．

obtained　from　the　CAP－amplitude．　Other　nomenclatures　are　the
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Fig．8　Dose－inhibition　curves　for　lidocaine　obtained　from　blocking　actions　on　synaptic　transmission
　　　　　　（○）　and　spike　conduction　（■）．

　　　　　　Other　nomenclatures　are　the　same　as　in　Fig．2．
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1ACh　O」mM　　　　　　I

1

1lidocaine　lmM
」・…

1min

AChOJ　mM十lidocaine　lmM

Fig．9　Blocking　effects　of　lidocaine　on　acetylcholine　（ACh）－induced　depolarizing　response　intracellul－

　　　　　　arly　recorded　from　a　sympathetic　ganglion　cel1．　The　upper　trace　shows　a　respons　to　O．1mM　ACh

　　　　　　as　a　control．　The　middle　trace　shows　the　effect　of　lmM　lidocaine　on　the　resting　membrane．　The

　　　　　　lower　trace　shows　the　response　to　ACh　in　the　presence　of　lidocaine．　All　records　were　obtained

　　　　　　from　a　single　sympathetic　gangllon　cell．　Periodical　downward　deflections　denote　the　electrotonic

　　　　　　potentials　of　the　membrane　induced　by　constant　current（5nA）pulses　with　a　duration　of　200ms

　　　　　　and　an　interval　of　5s．　Short　horizontal　bars　at　the　left　shoulders　denote　zero　level．

　　　　　　The　drug　administration　was　started　at　the　downward　arrow　and　stopped　at　the　upward　arrow．
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様な結果を得た（Fig．5）。

4．d・TCによるCAPの抑制様式

　クラーレ（d・TC）はニコチニック型アセチル

コリン（ACh）・レセプターに作用してAChの

結合を競合的に阻害することが知られている。

交感神経節のシナプス後細胞にはニコチニック

ACh・レセプターがあり，これがシナプス前

ニューロンを刺激した時のEPSPの発生に関

与することは良く知られている。そこで4－AP

の存在下でd－TCによる用量一抑制曲線がどの

ようにシフトするかについても調べた。Fig．6

に示したように，リドカインの場合とは異な

り，CAPに対するd－TCの抑制作用は4－AP存

在下では著しく弱くなった。この時，用量一抑

制曲線はリドカインやプロカインで示された結

果と異なり，4・AP存在下では右方にシフトし

た（Fig．7）。

5．nerve　trunkを伝導する活動電位に対する

局所麻酔剤の効果

　局所麻酔剤は本来軸索上を伝導する活動電位

を阻害するために用いられる。そこで，今回用

いた標本の前交感神経幹を伝導する活動電位に

対するリドカインの抑制の強さにっいて調べ，

CAPに対する抑制の強さと比較した。　Fig．8

に示すように，前交感神経幹上で細胞外記録を

した活動電位は用量依存性ににリドカインで抑

制された。リドカインの活動電位に対する抑制

の強さとCAPに対する抑制の強さを，用量一

抑制曲線で比較すると，その阻害の強さ（ED5。）

は活動電位の伝導を抑制する強さよりもCAP

に対する抑制の強さの方が約5倍強かった。

　6．ニコチニック型ACh・レセプター応答に

対するリドカインの阻害効果

　単一交感神経節細胞からの細胞内記録下で

0．1mM　AChを1分間投与すると膜電位は約

20mV脱分極し，この時膜抵抗の減少が見られ

た（Fig．9上段）。

　この細胞に1mMリドカインを単独で投与

しても，静止時の膜電位や膜抵抗には何の影響

も与えなかった（Fig．9中段）。そこで1mM

リドカインを5分間前投与した後，1mMリド
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カイン存在下で直ちに0．1mM　ACh溶液を1

分間投与するとAChの応答はほぼ完全に阻害

された（Fig．9下段）。

考 按

1．局所麻酔剤の阻害の強さ

　本研究の結果より，局所麻酔剤のジブカイン

テトラカイン，プロカイン，リドカインがカェ

ル交感神経節でのシナプス伝達を阻害すること

が分った。これらの局所麻酔剤に共通した化学

構造はアロマテイック環とアミノグループの間

が中間鎖により連結されていることである。中

間鎖の構造は似ておりしかも長さもほぼ同じで

ある。また，アロマテイックな部分は脂溶性で

アミノ基の部分は親水性である。それぞれの分

子に特徴的なことはアロマテイック環にはブチ

ル基（ジプカイン），ブチルアミノ基（テトラカ

イン），アミノ基（プロカイン），2個のメチル

基（リドカイン）が付いており，その長さはブ

チル基≒ブチルアミノ基〉アミノ基≒メチル基

の順に短かい。この部分の長さが長いほどアロ

マテイック環の疎水性は高いと考えられるすな

わち，実験で得られた阻害の強さの順序はこの

長さの順，すなわち疎水性の大きな順序と一致

していると考えられる。

2．局所麻酔剤の作用部位

　本研究ではリドカインがシナプス伝達の阻害

作用に加えて交感神経幹を伝導する活動電位も

阻害することを示した。しかしながら，リドカ

インの両者に対する阻害の強さを比較すると，

シナプス伝達を阻害する場合の方が神経線維の

興奮伝導を阻害に要する濃度の約1／5で抑制

されることが分かった。この事から，交感神経

節でのシナプス伝達の阻害作用は，神経終末か

らの伝達物質放出が抑制されることよりも，む

しろシナプス後部膜でのEPSPの発生を抑制

するために発現すると考えられる。実際に神経

節細胞にAChを直接投与してニコチニック型

ACh一レセプター刺激により発生させた脱分極

応答も，CAPを完全に阻害する濃度のリドカ

インで著しく抑制された（Fig．7）。交感神経節
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で発生するfast　EPSPはニコチニック型ACh・

レセプターの活性化で発生することはよく知ら

れている。また，骨格筋の神経筋接合部では，

プロカインが，活動電位を抑制するより低い濃

度で終板電位や外からAChを投与して発生さ

せた脱分極性応答を抑制することが報告されて

いる＆15～17）。

　本実験では用量一抑制曲線を用いてリドカイ

ンとプロカインのシナプス伝達に対する阻害の

様式を解析した。その結果，両者とも非競合的

にシナプス伝達を抑制していることが分った。

一方d－TCによる阻害の様式は競合的であっ

た。d－TCはシナプス後部膜にあるニコチニッ

ク型レセプターのACh結合部位に作用して

AChの結合を阻害することはよく知られた事

実である。もし局所麻酔剤がd－TCと同様，

AChの結合部位に働いているならばその阻害

様式もd－TC同様競合的阻害となるはずである

が，実験結果では非競合的阻害であった。従っ

て，局所麻酔剤は同じニコチニック型ACh一レ

セプターに作用するのではあるが，その作用部

位は若干異なっている。おそらくアロステリッ

クな部位に作用してイオンチャネルの開き方を

抑制していると考えられる。

　以上のことから，ジブカイン，テトラカイン

プロカイン，リドカインは神経線維上を伝導す

る活動電位を抑制することに加えて，交感神経

節のシナプス伝達も抑えることがわかった。ま

たその作用部位はシナプス後部膜のニコチニッ

クACh一レセプターであることが推察された。

ただし実際のシナプス伝達の阻害作用の発現で

はニコチニックなレセプター活動度を抑えるこ

とに加え，シナプス終末部の活動電位を抑制す

る作用も弱いが同時に起き，両者の作用が相互

に助長してシナプス伝達を抑制すると考えるべ

きであろう。今後，ニコチニックなACh・レセ

プターと似た構造のレセプターをもっシナプス

においても，交感神経節の場合と同様な効果が

あるか検討することが望まれる。

結 論

201

　ウシガエル交感神経節シナプスを用いて，複

合電位（CAP）に対する種々局所麻酔剤の阻害

効果を観察し，っぎの結論を得た。

1．前交感神経幹刺激に応答する順行性CAP

の振幅は局所麻酔剤のジブカイン，テトラカイ

ン，プロカイン，リドカインによって用量依存

性に阻害された。

2．それらの阻害の強さは

　ジブカイン≧テトラカイン〉プロカイン≧プ

ロカインの順となったが，この違いは局所麻酔

剤のアロマテイック環側の疎水性に依存するこ

とが示唆された。

3．リドカインとプロカインのシナプス伝達に

対する阻害様式は，いずれも非競合的であっ

た。これに対してd－TCは競合的であった。

4，リドカインがインパルスの伝導をを阻害す

るにはシナプス伝達を阻害する濃度の5倍の濃

度が必要であることが示された。

5．シナプス後細胞に直接AChを投与して発

生させた脱分極応答はシナプス伝達を完全に阻

害するリドカインによって著しく抑制された。

6．以上の結果より，局所麻酔剤はシナプス後

部膜のニコチニック型ACh一レセプターのアロ

ステリックな部位に作用してイオンチャネルが

開くのを抑制する結果，シナプス伝達の阻害が

起きるであろうと推論された。
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