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緒　言

　科学的根拠に基づいた疼痛の制御は麻酔科診療の根
幹をなしている 1)．今日では麻酔・疼痛治療が周術期
の短期的・長期的予後に影響を与える可能性が示唆さ
れており，神経ブロックによる鎮痛は静脈血栓塞栓症

（VTE）などの血栓症に起因する周術期の致死的合併症
を有意に減少することなどが報告されている2)．
　周術期 VTE の本邦における発症頻度は2762 件に
1 件であり，現在ではそれほど稀な合併症ではないと
認識されている．死亡率は21.8％であり，発症すると
救命は甚だ困難である3)．そのため，現在の周術期診療
では血栓の発生予防に管理上の重点が置かれている．
周術期 VTE の原因となる深部静脈血栓症（DVT）を予
防するためには，抗凝固薬の使用がもっとも有効で
あるが，脊椎手術など一部の術式では周術期の抗凝固
治療は推奨されていない．また前述のように，神経ブ
ロックによる疼痛治療はVTE に由来する周術期合併
症の発生を減少するが，神経ブロックにともなう医原
性血腫の発症リスクは抗凝固治療により劇的に増大
するため，これらの併用は禁忌である．これらのこと
から，麻酔・疼痛治療が止血機能を修飾するのであれ
ば，よりよい疼痛管理は周術期の致死的合併症を減少
させる有効な手段となりえる．
　最近，痛みの伝達物質であるサブスタンスP（SP）の
受容体（NK1 受容体）アンタゴニストは開腹術後の腹
腔内癒着を有意に抑制することが，動物実験により
示された 4)．NK1 受容体は血小板にも存在し，血小板
凝集を惹起することも報告されている 5,6)．しかしなが
ら，痛みやSP がどのような分子薬理学的機序により
フィブリン形成や止血機能を修飾するか，についての
詳細は未だ不明である．
　血小板機能のひとつに，血小板表面に特定のリン

脂質（ホスファチジルセリン）を表出させ血液凝固
を 促 進 す る 作 用 で あ る， 血 小 板 凝 固 活 性 (platelet 
procoagulant activity)が知られている 7)．われわれは血
小板凝固活性を定量評価するための測定系を構築し，
実験的研究を継続してきた．これまで得られた知見か
ら，(1)SP は血小板凝固活性を亢進すること．(2)SP
が血小板凝固活性を亢進する作用はNK1 受容体を介
して起こること．(3)そこに白血球が関与すること，
などが確認されている8,9)．
　また，若干の周術期患者ならびにペインクリニック
診療中の患者から得られた知見により，(1)SP による
血小板凝固活性の亢進には個人差があるが，(2)SP に
よる血小板凝固活性の亢進と全血中 NK1 受容体の
mRNA 発現レベルとの間に関連があり，(3)NK1 受容
体のスプライスバリアントの中でも， 炎症により誘導
される全長（full-length）NK1 受容体の発現が重要で
あること，(4) 手術や急性炎症を介してSPに対する反
応性を獲得する患者がいること，などを確認し報告し
ている10)（研究成果リスト2-6,8,9）．
　SPの血中レベルは疼痛によって増加するため，周術
期の疼痛に関連するVTE の発生に対して，SP による
血小板凝固活性の亢進作用が重要な役割を演じている
可能性は高い．そこで，われわれは現在進行中の本研
究により，周術期 VTE を予防するための薬理学的疼
痛管理法を探索中である．この報告書では，現時点で
得られている所見から，周術期の麻酔管理とNK1 受容
体を介する血小板凝固活性亢進との関連について中間
報告する．

方　法

1 . 対象の割り付けと麻酔管理法
　全身麻酔下に腰部脊柱管狭窄症に対する脊椎手術
を計画された患者を対象とした．倫理委員会の承認を
得た後，文書による承諾を受けた12人を無作為にレミ
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フェンタニル使用群（R）と非使用群（C）の二群に割り
付けた．手術室入室後，仰臥位で末梢静脈ラインを確
保し，クエン酸採血管（終濃度 0.38％）ならびにパクス
ジーンRNA 採血管を用いて麻酔前採血を行った（第一
相，Ph1）．通常監視装置（心電図，非観血的血圧測定，
パルスオキシメトリー，カプノメトリー）の他，鎮静
レベルの指標としてbispectral index（BIS）センサー
を装着した後，フェンタニル0.2 mg とプロポフォー
ルの静脈投与（IV）で全身麻酔導入を行い，ロクロニ
ウム（0.6 mg/kg 体重 , IV）で筋弛緩を得た後気管挿管
を行った．プロポフォールはコンピューターを内蔵
する専用シリンジポンプを用いた血中濃度予測によ
り，3 – 5 μg/ml を維持する target-controlled infusion 
を行った．レミフェンタニルはR 群のみ導入開始時に
シリンジポンプを使用して0.25 μg/kg/min の持続投
与 (IV)を開始し，術野の閉創まで継続した．気管挿管
が適切であることを確認した後は，出来る限り速や
かに腹臥位に体位変換した．その際，プロポフォール
の持続投与を終了し，セボフルランによる維持を開
始した．セボフルランはBIS 値 45 – 50 を目標に調節
した．平均動脈圧 60 mmHg を維持できない場合，エ
フェドリン4 mg（IV）を使用した．エフェドリンが無
効と判断された場合フェニレフリン0.1 mg（IV）を使
用した．一方，手術に不適切な高血圧であると判断
した場合，ニカルジピン0.5 – 1 mg（IV）を使用した．
手術の主要操作が終了し，創洗浄を開始した際に二度
目の採血を行った（第二相，Ph2）．
2 . 下肢静脈超音波画像診断
　術前 DVT の有無を検索するため，手術の1 – 3 日に
下肢静脈超音波画像診断を施行した．膝窩部より中枢
に血栓が認められた場合，除外症例とし専門医への紹
介を優先した．麻酔導入後と手術終了後にも大腿部か
ら膝窩部まで超音波画像診断を施行し，高リスクDVT 
の術中発生の有無を確認した．
3 . 血小板凝固活性
　血小板凝固活性の指標として，クエン酸化全血のカ
ルシウム再加とセライト刺激に続く経時的粘弾性変化
をソノクロット（Sience 社製）を用いて既報の方法に
従い測定した 9)．測定開始直前に専用キュベット内で
クエン酸化全血（250 μl）と各種試薬（98 μl），塩化カル
シウム（2 M, 2 μl）をセライト粉末と混合した．クロッ
トシグナル（0 – 200 arbitrary unit, au）は，試料に浸漬
した1 μm, 200 Hzで振動するディスポーザブルプロー
ブの機械的インピーダンスを電気信号に変換したもの
であり，これを試料の混合から15 分間記録した．Ph1
とPh2で得られたクエン酸化全血にSP（10-8 M）を添加
した試料と，SPと同時にNK1 受容体アンタゴニスト
であるSpantide（10-6 M）を添加した試料を測定し比較
した．フィブリンゲル強度の指標としてクロットシグ
ナルの経時変化を記録した波形下部面積（AUC）を算

出し使用した．フィブリンゲル形成速度の指標として
クロットシグナルが20 auに達する時間（T20）を使用
した．またdAUCを（SPを添加した検体のAUC）−（同
じ血液試料から得られSP ＋ Spantide を添加した検体
のAUC）と定義し，NK1受容体を介するSP 刺激による
フィブリンゲル強化の指標とした．dT20 を（SP を添
加した検体のT20）−（同じ血液試料から得られSP ＋
Spantide を添加した検体のT20）と定義し，NK1 受容
体を介するSP 刺激によるフィブリンゲル形成促進の
指標とした．
　ソノクロットにおいて，血小板ピークは，血液試料
の粘弾性を経時的に記録する際，単峰性あるいは多峰
性の上に凸のカーブとして現れる（図 1）．NK1 受容体
を介するSP による血小板ピーク出現の加速の有無を
記録し，後述する full-length NK1 受容体のmRNAレベ
ルの発現と比較した．
4 .リアルタイム逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）
　パクスジーンRNA 採血管で採取した全血は，採血
後二時間以上室温に放置された後，RNA 抽出まで
− 20℃ で保管された．内溶液のうち，3.6 mLを15-mL
コニカルチューブに移し，3000 g で10 分間遠沈した
後上清を除去した．得られたペレットをNucleoSpin 
RNA II (Macherey-Nagel 社製 )に付属する lysis buffer 
(350 μl)に溶解し，添付マニュアルに従い total RNA
を抽出した．RNA 抽出後はTaKaRa PrimeScript RT 
reagent Kitを使用して速やかに逆転写を行った．作
成した相補的 DNA（cDNA）はPCR 開始まで− 20℃
で保存した．リアルタイムPCR はABI Prism 7900HT 
(Applied Biosystems 製 )を使用した．終量 25 μl の反応
溶液を作成し（TaKaRa SYBR Premix Ex Taq, 12.5 μl; 
sense primer, 10 μM, 0.5 μl; antisense primer, 10 μM, 0.5 
μl; cDNA, 1 μl）95℃ • 10 sec で初期変性を行い，95℃ 
• 15sec, 60℃ • 60 sec の条件で45 サイクルのPCR 反
応を行った後，60℃ から95℃の融解曲線を記録した．
表 1 にβ -actin と二つのNK1 受容体スプライスバリ
アント（truncated と full-length）に対するプライマー
を示している．Full-lengthのNK1 受容体に対するPCR 
のみcDNAを2 μl とした．
5 . 統計学的検討
　C 群とR 群の比較は対応のない t 検定あるいはx2 検
定を施行した．ソノクロットの定量的指標であるAUC 
ならびにT20の評価は多因子分散分析で行い，水準間
比較にFisherの最小有意差法を施行した．血小板ピー
クの加速とFull-length NK1 受容体発現の因果関係はx2 
検定により評価した．有意水準はP＜ 0.05とした．

結　果

　対象患者の背景因子を表 2に示している．C 群とR 
群に属する対象患者の年齢，男女比，身長，体重，麻
酔時間，手術時間に有意差は認められなかった．両群
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のレミフェンタニルを除く麻酔薬使用量，昇圧薬，降
圧薬の使用率，輸液量，出血量，尿量に有意な差は認
められなかった（表 3）．術前の下肢静脈超音波画像診
断により，VTEの発症リスクが高いとされる膝窩部よ
り中枢の血栓が存在した症例は認められなかったが，
R 群の一人に右ひらめ筋内のDVT を認めた．手術前後
のDVT スクリーニングで，新たな血栓の発生が認め
られた症例はなかった．
　ソノクロットで認められる血小板ピーク（図 1）の
高さは血液試料中に発生したクロットの最大弾性
を示し，血小板数とその機能に依存すると報告され
ている 11)．また，ピーク出現までの時間はAnnexin-V
の存在下に遅延する9)．Annexin-Vは，血小板細胞膜に
豊富に存在するリン脂質であるホスファチジルセリン
の阻害薬である．ホスファチジルセリンは血液凝固の
最終ステップを触媒するprothrombinase complexと血
小板表面で結合し，血液凝固の足場となる 7)．そのた
め，ソノクロットにおける血小板ピークの加速は血
小板凝固活性を反映していると考えられる 9)．今回の
検討において，SP による血小板ピークの加速は full-
length NK1 受容体のmRNA 発現の有無と弱い相関が
あり（P ＝ 0.10），われわれの過去の報告を支持する結
果となった(成果リスト9)．
　これまでわれわれは，ソノクロット測定において，
SPによるNK1 受容体を介する血小板ピーク出現の加
速と，セライトの添加から一定時間が経過した時点で

のクロットシグナルの変化を評価の対象としてきた9)．
しかしながら，血小板ピークの発生時間帯は固体ごと
に大きなバラつきがある．そこで本研究では，新たな
定量的指標としてAUC（フィブリンゲル強度の指標）
とT20（フィブリンゲルの発生速度）を評価した（表4）．
AUC は麻酔開始前の試料と術中の試料（Ph 1 vs Ph 2）
で有意に異なり，Ph 2 のAUCはPh 1 より有意に低
かった．しかし，レミフェンタニルの使用（C 群 vs R 
群）やNK1 受容体刺激の有無（SP vs SP ＋ Spantide）に

図 1. 典型的なソノクロット波形を示している．横軸は時間
（分）．縦軸はクロットシグナル（arbitrary unit, au）．クロッ
トシグナルは試料に浸漬した1 μm, 200 Hz で振動するディ
スポーザブルプローブの機械的インピーダンスを電気信号
に変換したもの．専用キュベット内でクエン酸化全血（250 
μl）と試薬（98 μl），塩化カルシウム（2 M, 2 μl）を混合した直
後に記録を開始した．この典型例では，血小板ピークは単峰
性の上に凸のカーブとして現れている．サブスタンスP（SP, 
10-8 M）を添加した試料の血小板ピーク（SP）は，SP と同時
にSpantide（10-6 M）を添加した試料の血小板ピーク（SP ＋
Spantide）より早く出現している（血小板ピークの加速）．測
定開始からクロットシグナルが20 au を超えるまでの時間を
T20（矢印），測定開始から15 分までの波形下部面積をAUC 
と定義した．

表 1. PCR primers

表 2. 患者背景

表 3. 薬物使用量と水分出納
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は影響を受けなかった．これらのことから，周術期に
発生する血栓の強度は全身麻酔管理という介入によっ
て弱まるが，少なくとも今回の研究では術中オピオ
イドの使用量には強い影響を受けないことが示唆さ
れた．T20 も同様にPh1 と比較してPh2 で有意に延長
したが，C 群とR 群の群間有意差は認められず，NK1
受容体刺激による有意差も認められなかった．これら
のことから周術期の血栓形成速度も全身麻酔管理で延
長するが，オピオイド使用量には影響を受けないと考
えられた．
　NK1 受容体刺激はAUC とT20 を有意に変化させな
かった（表 4）．しかしながら前述のごとく，full-length 
NK1 受容体の発現は血小板凝固活性に影響を与える
ことが示唆されている．そこで，NK1 受容体を介するSP 刺
激によるAUCとT20 の変化（それぞれdAUC とdT20）
に対するfull-length NK1 受容体の発現，測定時相（Ph1 
vs Ph2），レミフェンタニルの使用（C 群 vs R 群）の影
響を検討した．dAUCはこれらの因子による影響を受
けなかった．一方 dT20は個別の要因による影響は受
けなかったが，full-length NK1 受容体の発現と測定
時相（Ph1 vs Ph2）の間に相互作用が認められた（P ＝ 
0.01）．Full-length NK1 受容体が発現している症例では，
Ph1と比較しPh2でdT20 の短縮，すなわち，SP による
フィブリンゲル形成の有意な加速が検出された（図2）．

考　察

　われわれはこれまでの一連の予備的研究を通して，
痛みの伝達物質であるSP が末梢血血小板あるいは
白血球のNK1 受容体を介して血小板凝固活性を亢進
する可能性を指摘してきた 8,9)．今回の研究では，血小
板凝固活性の生体侵襲による亢進を制御する方法を
模索するため，術中オピオイドの使用に焦点をあてて

検討を行った．形成される血栓の強度と血栓形成速度
は「麻酔を受けること」によって抑制された．このこと
は，全身麻酔管理が血栓形成を抑制することを示し，
麻酔による好ましい抗侵襲作用と受け取ることが出
来る．
　全身麻酔管理において強力な鎮痛薬として使用さ
れるオピオイドは，SP によるG 蛋白を介する細胞
内情報伝達を抑制する薬理作用を持つことが知られ
ている．しかしながら今回の検討では，レミフェンタ
ニルの術中使用による有意な血栓形成能の変化は検
出されなかった．一方，今回の研究では，両群の患者
にセボフルランを使用して鎮静管理を行った．鎮静薬
の使用量はオピオイド鎮痛薬によって影響を受ける．
そのため，セボフルラン使用量はC 群で406 ± 180％
min に対しR 群で275 ± 150％ min (P =0.1326)と統計
学的有意に至らなかったが，C 群で平均使用量が多
かった．エフェドリンの使用量に有意差は認められな
かったが，C 群ではエフェドリンの昇圧効果が不十分
のためフェニレフリンを使用した症例が2 例あった．
逆に，高血圧のためニカルジピンを使用した症例がC 
群に3 例あったが，R 群ではこれらの薬は使用されな
かった．出血量はC 群で123 ± 109 ml に対しR 群で29 
± 19 ml (P ＝ 0.0617)と有意水準に至らなかったが，
R 群の出血は50 mL 未満であったのに対して，C 群で
は50％の症例で100 mL を越えた．これらのことから，
セボフルラン使用量は患者への侵襲あるいはその制御

図 2. Full-length NK1 受容体 mRNAが検出された検体（■）
と検出されなかった検体（□）の二つの測定時相（Ph1 と
Ph2）におけるdT20．dT20 は（SP を添加した検体のT20）−

（同じ血液試料から得られSP ＋ Spantide を添加した検体の
T20）として算出し，SP ＋ Spantide を添加した検体のT20 に
対する％の平均値＋標準偏差として示している．

表 4. 各要因によるAUC ならびにT20 の変化

ソノクロットで得られたAUC ならびにT20 に対する①レミ
フェンタニル使用（C, R），②測定時相（Ph1, Ph2），③刺激薬

（SP, SP ＋ Spantide）の影響．三元配置分散分析により，測定
時相はAUC ならびにT20 に有意な影響をあたえたが，他の
要因は影響しなかった．Ph1 と比較してPh2 ではAUC は有
意に低下し，T20 は有意に延長した（＊P＜0.05）．
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に対して何らかの影響を与え，オピオイドの効果に対
して相互作用を及ぼしている可能性が推測される．こ
れらの疑問を解決するため，現在進行中の同一シリー
ズの比較試験では，術中に使用する鎮静薬としてセボ
フルレンと静脈麻酔薬であるプロポフォールの比較検
討を行っている．
　われわれはこれまでの一連の研究から，full length 
NK1 受容体の発現がSP 刺激による血栓形成速度に影
響を与える可能性を示唆してきた（研究成果リスト9）．
今回の研究では，full length NK1 受容体を発現した患
者では，SP による血栓形成速度の亢進作用は手術・
麻酔によって増強したが，このスプライスバリアント
を発現していない患者ではSP による血栓形成速度の
変化は認められなかった．
　またわれわれは，今回の臨床比較試験と平行して
NK1 受容体を介する血小板凝固活性の亢進に関わる
分子薬理学的機序の検討作業を進めている．NK1 受
容体を介する血小板凝固活性の亢進には，G 蛋白に
よる細胞内情報伝達の介在が示唆されるため，細胞内
カルシウム濃度の変化が活性制御に関与すると考えら
れる．このことに関して，生体内で痛みや温度のセン
サーとして機能する細胞膜カルシウムチャネルである
transient receptor potential (TRP) 受容体が白血球と血
小板に発現し，血小板凝固活性に関与するという証拠
を得つつある（研究成果リスト11）．今後さらに検討を
続けることにより，これらの細胞のNK1 受容体を介
した血栓形成の促進ならびに強化の病態生理学的機構
を解明し，NK1 受容体スプライスバリアントの発現
制御を指標として臨床薬理学的 VTE 予防の方法を確
立してゆきたい．
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