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[研究要旨] 
【研究目的】近年、薬物乱用の多様化に伴い、様々な違法ドラッグや処方向精神薬といったゲートウェ
イドラッグの使用から、より強い作用の薬物を求めることになり、それが覚せい剤などの乱用に繫がっ
ていることが指摘されている。これまでに、覚
せい剤依存の作用機序に関する研究が数多く行
なわれてきているが、まだまだ不明な点が多く
残されている。さらに、ゲートウェイドラッグ
の作用機序に関する研究に至っては、殆ど行な
われていないのが現状である。一方、これらの
薬物依存者の診断・治療も大きな進歩はみられ
ていない。このような背景から、図の様な組織
を作製し、本研究では違法ドラッグのリード化
合物（MDMAやカンナビノイド等）や覚せい剤
依存の病態解明、さらにはこれらの薬物依存の
トレンドを踏まえた依存症の薬物療法ならびに
有効で現実的な診断および認知行動療法プログ
ラムについて検討を行ことを目的とした。 
【研究結果】基礎研究（１）において、メタン

フェタミンとメチルフェニデートの感覚効果は

類似しており、MDMAの感覚効果はメタンフェタミンの感覚効果と明らかに異なる事が確認された。また、

ドパミントランスポーター遺伝子欠損マウスにおいて多動が引き起され、メチルフェニデートが多動を

改善させた。この効果は、ドパミントランスポーターを介さないことが示唆され、このドパミンを介さ

ない機序がゲートウェイドラッグの依存形成に関与している可能性が考えられた。現在は、カチノン系

違法ドラッグによる行動薬理学的解析および神経毒性を検討しており、内因性カンナビノイド神経の活

性化がメタンフェタミン誘発報酬効果を抑制するといった逆説的な知見も得られ、これまで明らかにさ

れてこなかったドパミン神経を介さない各神経系依存的な独特な依存形成の作用機序を見出しつつあ

る。 

 基礎研究（２）では、メタンフェタミンによる行動異常および神経障害をTrkB受容体作動薬が抑制す

ることを見出した。また、メタンフェタミンを投与したマウスの側坐核において、ERK1/2のリン酸化レ

ベルがD1受容体を発現する中型有棘細胞で特異的に増加することも確認した。さらに、メタンフェタミ
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ンにより薬物依存を抑制しうるTMEMおよびShati/Nat8lが側坐核において誘導されることも見出され、

これらの受容体およびタンパク質が薬物依存治療の新規な分子ターゲットになりうると考えられた。  

 臨床研究において、上記の分子を速やかに臨床にフィードバックするため、薬物乱用・依存患者を診

療する医療施設においてゲノムサンプルを収集し、病態関連候補となる標的分子や関連分子の遺伝子多

型をPCR法にて解析している。さらに、違法ドラッグと向精神薬（鎮静薬）の使用障害の再発防止に特

化したワークブックや情報提供の資料を作成中であり、認知行動療法的アプローチの各種治療介入ツー

ルと手法を活用し、標準的な治療パッケージの開発にも着手した。 

 このように基礎研究に関しては、概ね順調に検討が開始されているが、基礎の結果を如何に臨床研究
にリンクさせるかが今後の課題であり、その為には、ターゲット分子を早期に絞り込む必要があると思
われる。 
 
各分担研究者の目的、方法、結果および考察 
 

１．ゲートウェイドラッグによる依存性形成機序

解明 

 

分担研究者 森 友久 

星薬科大学・薬品毒性学教室 

 

 ヒトにおいて MDMA や methylphenidate など

の種々の精神刺激薬は独特な自覚効果を示すこ

とが知られており、動物においても MDMA と 

methylphenidate は amphetamine や cocaine など

の精神刺激薬の弁別刺激効果に対して般化する

ことも知られている。これらの結果は、MDMA と 

methylphenidate が動物において類似の弁別刺激

効果を示す可能性があることを示唆している。し

かしながら、MDMA と methylphenidate の類似性

についての検討は未だなされていない。そこで本

研究では、MDMA もしくは methylphenidate と生

理食塩液の弁別を獲得したラットを用いて、その

類似性について検討を行った。 

 約  80% 体重  (約  220g) に摂餌制限した 

Fischer 344 系雄性ラットを用い、餌を強化子とし

てレバー押し訓練を行った。レバー押し確立後、

MDMA (2.5 mg/kg, s.c.) もしくは methylphenidate 

(5.0 mg/kg, i.p.) と生理食塩液による弁別訓練を

行った。弁別獲得後、精神刺激薬を用いて般化試

験および拮抗試験を行った。 

 般化試験において、MDMA の弁別刺激効果に

対して paroxetine は般化を示さなかったが、

fluoxetine および fluvoxamine は部分般化を示し

た。次に、5-HT1A 受容体作動薬である 8-OH DPAT 

および  5-HT2 受容体作動薬  DOI を用いて、

MDMA の弁別刺激効果への影響を検討したとこ

ろ、両薬物とも完全に般化した。また、拮抗試験

において、fluvoxamineのMDMAの弁別刺激効果

に対する部分般化は、シグマ１受容体拮抗薬であ

るNE-100の処置により完全に抑制された。また、

MDMA の弁別刺激効果は、5-HT1A受容体拮抗薬

であるWAY10047では、抑制されずに 5-HT2受容

体拮抗薬である ritanserin の処置により有意に抑

制された。 

 Methamphetamine お よ び  bupropion は 

methylphenidate の弁別刺激効果に対して般化を

示した。さらに、dopamine 受容体作動薬である 

apomorphine は methylphenidate の弁別刺激効果

に対して部分般化を示し、noradrenaline の放出作

用を示す ephedrine は完全に般化した。D1 受容

体拮抗薬 (+)-SCH23390 および D2 受容体拮抗

薬 haloperidol を用いて拮抗試験を行ったところ、

methylphenidate の弁別刺激効果を部分的に抑制

し、さらに  (+)-SCH23390、haloperidol および 

prazocine を用いて拮抗試験を行った結果、

methylphenidate の弁別刺激効果を有意に抑制し



 3 

た。 

 交差般化試験において、MDMA および

methylphenidateは、全く交差般化を示さなかった。

非常に興味深いことに methamphetamine は、

MDMA の弁別刺激効果に般化を示さなかった。

さらに、NE-100は、MDMAおよび methylphenidate

の弁別刺激効果に影響をおよぼさなかった。 

 本研究結果より、MDMA の弁別刺激効果発現

には、serotonin 5-HT1A/5-HT2 受容体活性化、特に、

5-HT2 受容体を介して発現していることが明らか

となった。また、一部のセロトニン再取り込み阻

害薬は、一部、MDMA 様の弁別刺激効果を示す

ものの、この効果の発現には、セロトニンを介す

るのではなく、シグマ１受容体を介していること

が示唆された。一方、methylphenidate の弁別刺激

効果には、dopamine および noradrenaline 両神経

系の活性化、特に、noradrenaline 神経系の活性化

が重要な役割を果たしていることが示唆された。 

Methylphenidate ならびに MDMA は、精神刺激薬

として、乱用が問題となっているが、それぞれの

弁別刺激効果の発現機序が異なると共に、得られ

る弁別刺激効果は明らかに異なることが明らか

となった。 

来年度以降は、MDMA の弁別刺激効果に特に着

目し、カンナビノイドとの類似性、さらに他の幻

覚誘発薬との類似性に関する検討を行い、違法ド

ラックの依存性の機序を解明して行く予定であ

る。 

 

２．メチルフェニデート等による依存性の形成機

序の解明 

 

分担研究者 池田和隆 

（公財）東京都医学総合研究所 

依存性薬物プロジェクト 

 

メチルフェニデートは、注意欠如多動性障害

(ADHD: Attention-Deficit/Hyperactive 

Disorder)およびナルコレプシーの治療薬として

広く用いられている。メチルフェニデートは、ド

ーパミントランスポーター(DAT)およびノルエピ

ネフリントランスポーター(NET)を阻害すること

から、覚せい剤であるメタンフェタミンと類似の

作用機序を有しており、ゲートウェイドラッグと

なるリスクを秘めている。 

そこで本研究では、メチルフェニデートの作用

機序を詳細に明らかにするために、メチルフェニ

デートの重要な作用標的であるDATを欠損させた

マウス(DAT-KO)におけるメチルフェニデートの

効果を検討した。 

実験動物 

DAT-KO マウスのヘテロ接合体同士の交配によ

り、野生型、ヘテロ接合体、ホモ欠損型マウスを

準備した。 

移所運動量測定 

室町機械社製のスーパーメックスを用いた。測

定ケージ内で 30分間または 60分間移所運動量を

測定した後、メチルフェニデートを投与し、その

後 3時間移所運動量を測定した。 

テールサスペンジョン試験 

ニューロサイエンス社製の測定装置を用いた。

測定装置でマウスを尾から吊るし、30 分間運動量

を測定した。メチルフェニデート投与後、引き続

き数時間尾から吊るしたままマウスの運動量を

測定した。 

能動回避試験 

室町機械社製の刺激グリッド付シャトルボッ

クス装置を用いた。ランプ点灯と音によるフット

ショックの予告を5秒間行い、この間に反対側の

部屋に移動した場合はフットショックを回避で

きるようにした。20分間で40回の試行を1セッシ

ョンとして1日に2セッション行なった。それぞれ

のセッションの間には少なくとも3時間のインタ

ーバルを設け、5日間連続で合計10セッションを
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行なった。 

マイクロダイアリシス法 

マウスの線条体あるいは前頭皮質に半透膜プ

ローブを植え込み、翌日エイコム社製の測定装置

（HPLC-ECD）を用いて、遊離ドーパミン量を測定

した。 

 

（1）移所運動量測定 

DAT-KO マウスは、多動を示した。メチルフェニ

デートは、野生型マウスとヘテロ接合体の移所運

動量を上昇させたのに対して、DAT-KO マウスの多

動を顕著に抑制した。 

（2）テールサスペンジョン試験 

メチルフェニデートは、野生型マウス、ヘテロ

接合体マウス、DAT-KO マウスの何れにおいても、

テールサスペンジョン試験における運動量を増

加させた。 

（3）能動回避試験 

野生型マウスとヘテロ接合体では、10 セッショ

ンの間に回避成功率が約 80％まで徐々に上昇し

たが、DAT-KO マウスでは全く上昇しなかった。メ

チルフェニデート投与後に能動回避試験を行っ

たところ、DAT-KO マウスにおいても回避成功率が

30％以上に上昇した。 

（4）マイクロダイアリシス解析 

野生型マウスでは線条体、前頭皮質の何れにお

いてもメチルフェニデートによって遊離ドーパ

ミン量が上昇したが、DAT-KO マウスの線条体では

上昇が見られず、前頭皮質では上昇が認められた。 

 DAT-KO マウスが多動および学習障害を示すこ

とを見出した。また、メチルフェニデートがこれ

らの障害を改善させることも見出した。一方、メ

チルフェニデートによってテールサスペンジョ

ンテストでの運動量が DAT-KO マウスにおいても

増加したことから、メチルフェニデートは DAT を

介さずに意欲レベルを上昇させると考えられる。

脳内マイクロダイアリシス法により、メチルフェ

ニデートがDATを介さずに前頭前野でドーパミン

量を上昇させることが明らかになり、メチルフェ

ニデートによる ADHD 治療効果などの作用機序の

一端が解明された。メチルフェニデートの ADHD

治療効果と報酬効果の作用機序の解明は、治療効

果を高め、乱用問題を低下させる上で、極めて重

要であると考えられる。 

 

３．覚せい剤依存症および併存疾患における脳内

機能変化の解析 

 

研究代表者 鈴木 勉 

星薬科大学・薬品毒性学教室 

 

 近年、違法ハーブをはじめ、乱用や健康被害が

報告されている脱法ドラッグが若年層にも広が

っており社会的問題となっている。特に違法ドラ

ッグは覚せい剤へのゲートウェイドラッグであ

ることが指摘されている。 

 違法ドラッグに含まれる合成カンナビノイド

は、カンナビノイド受容体に結合し、多幸感など

を引き起こす。一方、覚せい剤 (methamphetamine: 

METH) による精神依存の調節因子の一つとして

カンナビノイド (CB) 受容体が報告されている。

現在までに、CB2 受容体の刺激はコカインのドパ

ミン応答を抑制することが報告されており、精神

依存形成を抑制する可能性が示唆されている。一

般に、CB2 受容体は CB1 受容体に比べ、マクロ

ファージなどの免疫細胞に非常に多く存在する

ことが明らかにされていることから、これらの反

応は免疫応答を介する可能性が示唆される。そこ

で本研究では、薬物依存症における神経免疫系の

メカニズム解明を目的として、lipopolysaccharide 

(LPS) による METH 誘発報酬効果抑制作用機序

について CB2 受容体およびその情報伝達系の変

化を中心に検討した。 

1. 使用動物 実験には 6 週齢の ICR 系雄性マ
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ウスを使用した。 

2. 報酬効果の測定 METH による精神依存は

conditioned place preference (CPP) 法を用いた報酬

効果により評価した。Pre法に従いMETH (1 mg/kg, 

s.c.) あるいは生理食塩液による conditioning を行

い、LPS や AM630 を共処置し測定した。 

3. Real time RT-PCR 法 薬物を処置したマウス

の側坐核より、total RNA を抽出し cDNA を作製

した。PCR は TIMP-1, TIMP-2 および陽性対照と

して GAPDH の  DNA 配列に基づいた primer 

により、SYBR Green を用いて CT 法に従い解

析した。 

 METH 誘発報酬効果に対する LPS の影響に

ついて検討したところ、METH による報酬効果は 

LPS の処置により有意に抑制された。この作用は、

CB2 受容体拮抗薬である AM630 により有意に

消失した。そこで、内因性カンナビノイドである 

2-AG を脳室内前処置したところ、METH による

報酬効果の形成は有意に抑制された。一方、CB2 

受容体を介し tissue inhibitor of metalloproteinase 1 

(TIMP1) が matrix metalloproteinases (MMPs) を

阻害することが報告されている。そこで TIMP1 

の変化について検討したところ、LPS 処置により 

TIMP1 mRNA の増加が認められた。 

 本研究結果より、LPS および 2-AG 処置によ

り METH 誘発報酬効果の抑制が認められ、LPS 

による METH 誘発報酬効果の抑制にカンナビノ

イド受容体である CB2 受容体が関与することが

明らかとなった。したがって、活性化された免疫

細胞により、2-AG の遊離が引き起こされ、これ

が METH 誘発報酬効果の抑制を引き起こした可

能性が考えられる。また、CB2 受容体を介して産

生された TIMP1 が細胞外マトリックスを調節す

ることから、LPS により活性化した免疫細胞は 

CB 受容体を介して TIMP1 の産生を促し、細胞

外マトリックスを調節することにより報酬効果

を抑制したと考えられる。以上本研究の結果より、

METH による依存形成に対する治療因子として、

免疫系における CB2 受容体が有効である可能性

が示唆された。 

 

４．覚せい剤関連精神障害に対する薬物療法の開

発 

 

分担研究者 橋本謙二  

千葉大学社会精神保健教育研究センター 

 

覚せい剤の乱用はヒトに依存を形成し、様々な精

神障害を引き起こすことが知られているが、現在

のところ、根本的に治療する薬剤は無い。 

一方、脳由来神経栄養因子（BDNF）およびその

受容体 TrkBを介するシグナル伝達は、多くの精

神神経疾患の病態および治療メカニズムに関わ

っている。本研究では、覚せい剤投与によって引

き起こされる行動異常における BDNF-TrkBシグ

ナル系の役割を調べた。 

 神経障害に対する試験 

実験には 10 週齢の Balb/c 雄性マウス（日本エス

エルシー株式会社）を使用した。急性の行動試験

では、溶媒あるいは TrkB アゴニストである

7,8-dihydroxyflavonew (7,8-DHF; 3, 10, or 30 mg/kg, 

IP)を投与し、30分後に覚せい剤（3 mg/kg, SC）

を投与し行動評価を行った。逆耐性の形成に対す

る試験では、溶媒あるいは 7,8-DHF (10 mg/kg, IP)

を投与し、30 分後に溶媒あるいは覚せい剤（3 

mg/kg, SC）を 1日 1回 5日間を投与した。最終投

与から 1週間断薬した後、全てのマウスに覚せい

剤（1 mg/kg, SC）を投与し、運動量を測定した。 

ドパミン神経系に対する神経障害の試験では、溶

媒あるいは 7,8-DHF (10 mg/kg, IP)を投与し、30

分後に溶媒あるいは覚せい剤（3 mg/kg, SC）を 3

時間間隔で 3回投与した。引き続き、溶媒あるい

は 7,8-DHF (10 mg/kg, IP)を 12時間間隔で 1日 2

回 2日間投与し、翌日にかん流固定して、ドパミ
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ントランスポーター（DAT）および MAC1 

(activated microglia)の免疫組織化学を行った。 

 うつ症状に対する試験 

実験には 8 週齢の C57/B6 雄性マウス（日本エス

エルシー株式会社）を使用した。溶媒あるいは覚

せい剤（3 mg/kg, SC）を 1日 1回 5日間を投与し

た。最終投与の 3 日後から、2 週間後まで、尾懸

垂試験、強制水泳試験、ショ糖飲水試験を用いて、

うつ症状を測定した。 

 TrkBアゴニスト 7,8-DHFの前投与は、覚せい剤

投与によって引き起こされる急性の行動異常を

用量依存的に抑制した。また 7,8-DHFは覚せい剤

の繰り返し投与による逆耐性の形成を有意に抑

制した。さらに 7,8-DHFは覚せい剤の繰り返し投

与で引き起こされる脳内ドパミン神経障害およ

びミクログリアの活性化を有意に抑制した。 

覚せい剤の繰り返し投与したマウスでは、尾懸垂

試験、強制水泳試験の無働時間が有意に延長し、

ショ糖飲水試験では有意に減少し、うつ症状を呈

した。覚せい剤投与後のうつ症状は、最終投与 2

週間後でも観察された。 

 TrkBアゴニストである 7,8-DHFは、覚せい剤関

連障害の予防薬・治療薬として有用であることが

示唆された。 

 

５．違法ドラッグ等の薬物依存における覚せい剤

依存関連分子の関与と診断および治療法の開発 

 

分担研究者 新田 淳美  

富山大学大学院医学薬学研究部（薬学） 

薬物治療学研究室 

 

 近年、覚せい剤（メタンフェタミン: MAP）な

どの薬物乱用へとつながるゲートウェイ・ドラッ

グの使用が、大きな社会的問題となってきている。

そこで、我々は、その移行を阻止するための診断

および治療法開発のために、我々が見出した MAP

連続投与によりマウス脳内で遺伝子発現が増加

する薬物依存関連分子（Shati/Nat8l、Tmem168 お

よび Piccolo）に焦点を当て、ゲートウェイ・ド

ラッグによる神経機能変化メカニズムを解明す

る。今年度は、薬物依存抑制分子である

Shati/Nat8l の MAP の刺激による遺伝子発現メカ

ニズムを検討するとともに、MAP 依存形成メカニ

ズムにおける機能未知分子Tmem168の役割につい

て検討した。 

ルシフェラーゼ・レポーター解析 

 マウス Shati/Nat8l ゲノム DNAの転写開始点上

流（-1100bp）から順次欠失した遺伝子配列を組

み込んだ各種ルシフェラーゼ・レポーター・プラ

スミドを作製した。それらを PC12 細胞にトラン

スフェクションした後、MAP（1 M）で 1 時間刺

激した。その細胞を回収し、ルシフェラーゼ活性

を測定した。 

アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターの注入 

 Tmem168遺伝子を組み込んだAAV-Tmemベクター

または対照の AAV-Mock ベクターを、8 週齢の

C57BL/6J 雄性マウスの両側側坐核（anterior = 

+1.4, lateral = ±0.8, ventral = +3.8 from 

Bregma）に注入した (それぞれを、Tmem マウス、

Mock マウスとする)。その後、3 週間が経過して

から行動実験を行った。 

条件付け場所嗜好性（CPP）試験 

 2-compartment box を用いた CPP 法にて評価し

た。マウスを 3 日間、実験装置に慣らし、3 日目

に滞在時間の Pre 値を測定した。続けて、MAP（1 

mg/kg, s.c.）または生理食塩水による条件付け

を 1日 1回 20 分間、合計 6 回行った。 その翌日、

滞在時間の Post 値を測定し、Post-Pre 値を CPP

スコアとして算出し、場所嗜好性の指標とした。 

 MAP 刺激による Shati/Nat8l 遺伝子発現調節領

域の同定  

 マウス Shati/Nat8l ゲノム DNA の-1100、-800

および-500bp 配列プラスミドを用いたルシフェ
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ラーゼ・レポーター解析では、MAP による刺激に

よるルシフェラーゼ活性の著しい増加が観察さ

れた。しかし、-380bp 配列では、その増加が減少

し、-270bp 配列では、有意な増加が観察されなか

った。MAP の刺激による Shati/Nat8l 遺伝子発現

は、-500 から-270bp の領域によって調節される

ことが明らかとなった。 

MAP 投与による運動過多への側坐核での Tmem168

過剰発現の影響 

 MAP（1 mg/kg）の投与で、Tmem マウスと Mock

マウスの両方で、運動過多が観察された。しかし

ながら、Tmem マウスにおける MAP 投与による運動

過多は、対照群の Mock マウスにおけるそれと比

較して有意に減少していた。 

MAP 投与による場所嗜好性への側坐核での

Tmem168 過剰発現の影響 

 MAP による条件付けによって、Mock マウスでは

場所嗜好性が観察されたが、Tmem マウスでは場所

嗜好性が観察されなかった。 

 MAP 刺激によるルシフェラーゼ・レポーター解

析によりShati/Nat8lの遺伝子発現調節領域が明

らかとなったため、in silico 解析による転写因

子結合配列の検討を行った。その結果、発現調節

に主要な働きをすると考えらえる配列が２つ存

在した。今後、その２つの転写調節配列について

更なる検討を行い、Shati/Nat8l の MAP 投与によ

る遺伝子発現メカニズムを明らかにしていく予

定である。 

 一方、我々が見出している新たな薬物依存関連

分子 Tmem168 は、アミノ酸残基 697 個から成る複

数回の膜貫通領域を有するタンパク質であるが、

その生理的機能はほとんど報告されていない。

我々は、これまでに、Tmem168 mRNA が脳で多く発

現しており、MAP およびニコチンの連続投与によ

って、その発現が増加することを見出している。

さらに、今回の行動学的解析から、Tmem168 は薬

物依存形成メカニズムにおいて抑制的な役割を

担っていることが示めされた。今後、Tmem168 の

生理的機能を明らかにしていくことによって、薬

物依存を治療するための新たな標的機構を提唱

することを目指すつもりである。 

 

６．薬物依存の細胞内シグナルを標的とする遺伝

子治療に関する検討 

 

分担研究者 山田 清文 

名古屋大学大学院医学系研究科医療薬学・附属病

院薬剤部 

 

 違法ドラッグがゲートウェイドラッグとなり、

メタンフェタミン等の覚せい剤の乱用を経て薬

物依存につながると考えられている。これまでに

薬物依存に関わる多くのシグナル分子が報告さ

れているが、薬物報酬効果に直接的に関わる分子

基盤については未だ不明な点が多い。薬物報酬効

果の細胞内シグナル分子の同定は、薬物依存症に

対する治療薬の開発に貴重な情報を提供すると

思われる。本分担研究課題では、薬物報酬効果の

プロセスで中心的役割を果たしているドーパミ

ン受容体シグナルに着目し、その細胞内シグナル

を標的とする遺伝子治療に関する基礎研究を推

進する。 

イムノブロット解析：実験には 7 週齢の雄性

C57BL/6N マウスを使用した。マウスにメタンフ

ェタミン（2-10 mg/kg）、SKF81297（1-5 mg/kg）、

quinpirole（0.2-1.0 mg/kg）または生理食塩水を腹

腔内投与し、投与後 15、30または 60分後に側坐

核および線条体を摘出した。各組織を 1% SDS溶

液中でホモジナイズし、熱処理（99℃, 10分）お

よび遠心分離した上清をサンプルとした。サンプ

ルを SDS-PAGEにより分離後、イムノブロット法

により ERK1/2（Thr202/Tyr204）、CaMKII（T286）

およびMARCKS（S152/156）のリン酸化レベルを

解析した。 
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組織化学的解析：ドーパミン D1受容体プロモータ

ーの下流で YFPを発現する mDrd1-YFPマウスに

SKF81297（5 mg/kg）または生理食塩水を腹腔内

投与し、投与後 15分後に 4% paraformaldehydeで

還流固定を行った。脳を摘出後、凍結切片を作成

して抗 ERK1/2（Thr202/Tyr204）抗体によりリン

酸化 ERK1/2の免疫染色を行った。 

Adeno-associated virus（AAV）を用いた遺伝子導入： 

 野生型、ドミナントネガティブ型あるいは恒常

的活性化型 MEK1を組み込んだ AAVベクターを

作製し、HEK293FT細胞を用いてウイルス液を調

製した。調製したウイルス液をマウス側坐核へ注

入し、抗 ERK1/2（Thr202/Tyr204）抗体によりリ

ン酸化 ERK1/2 の免疫染色およびイムノブロット

解析を行った。 

 メタンフェタミンを投与したマウスの側坐核

では ERK1/2 のリン酸化レベルがコントロールマ

ウスに比べて有意に亢進し、投与 30 分後で最大

となり、その後コントロールマウスと同レベルま

で減少した。また、投与 30分後のリン酸化 ERK1/2

のレベルはメタンフェタミンの用量依存的であ

った。同様の変化が線条体でも観察された。一方、

pCaMKII および pMARCKS についてはメタンフ

ェタミンを投与しても有意な変化は観察されな

かった。 

 ドーパミン D1 受容体作動薬 SKF81297 を投与

したマウスの側坐核ではリン酸化 ERK1/2 のレベ

ルがコントロールマウスに比べて有意に増加し

た。また、SKF81297を投与した mDrd1-YFPマウ

スの側坐核では、リン酸化 ERK1/2 の免疫活性が

YFP 発現細胞で認められた。一方、ドーパミン

D2受容体作動薬 quinpiroleを投与したマウスでは

リン酸化 ERK1/2 の有意な変化は認められなかっ

た。 

 MEK1 の変異体を組み込んだ AAV ベクターを

作製し、個体レベルで発現・機能することをリン

酸化 ERK1/2 の免疫組織化学およびイムノブロッ

トで確認した。また、リン酸化酵素や基質をドー

パミンD1受容体およびドーパミンD2受容体発現

細胞に特異的に発現させる AAV ベクターの注入

条件を検討し、至適化を行った。 

本研究では、細胞内の主要な protein kinaseがドー

パミン受容体刺激により活性化されるかどうか

を検討した。メタンフェタミン投与によりERK1/2

のリン酸化レベルが有意に増加し、ドーパミン

D1 受容体を発現する中型有棘細胞に特異的な反

応であることが示唆された。また、MEK1の変異

体を発現させる AAV ベクターを作製し、個体レ

ベルの解析を行った結果、活性を有するMEK1が

側坐核特異的に発現して ERK1/2 をリン酸化する

ことが確認できた。今後は、ドーパミン D1 受容

体を発現する中型有棘細胞特異的に ERK1/2 を活

性化するシステムを導入し、薬物の報酬効果に関

与する下流シグナルの解析を in vivo および in 

vitroの実験系で検討する予定である。 

 

７．アルコール依存におけるストレス要因とオピ

オイド神経伝達の役割 

 

分担研究者 曽良一郎 

神戸大学大学院精神医学分野 

 

 様々なストレスによりアルコール依存への罹

患が増大する。阪神淡路大震災、東日本大震災の

被災地の疫学調査でもストレスによる飲酒量の

増加や飲酒習慣の変化が示されている。本研究で

はストレス下でのアルコール依存形成、病態機序

にオピオイド神経伝達がどのように関与してい

るかについて μオピオイド受容体(MOR)欠損マウ

スモデルを用いて解明することを目的とする。 

オピオイド神経伝達の機能的役割は鎮痛、報酬

との関連について多数の報告がなされてきた。ア

ルコール依存症の治療薬としてもオピオイド受

容体拮抗薬が用いられている。我々は μオピオイ
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ド受容体の欠損は心理社会的ストレスへの反応

を変化させることを報告した(Komatsu et al. 2011)。 

本研究では、μ オピオイド受容体のストレス下

でのアルコール依存形成、病態機序を明らかにす

るために、研究 1として慢性身体ストレス負荷時

におけるアルコール摂取量の変化、研究 2として

心理社会的ストレス負荷時のアルコール摂取量

の変化について MOR 欠損(MOR KO)マウスを用

いて検討した。  

実験動物 

雌性マウスはアルコール依存に脆弱であることを報告

(Hall et al. 2001)していることから、9～13週齢の雌性

C57BL/6 系統の野生型マウス及び雌性MOR KOマウ

スを用いて実験を行った。 

身体ストレス 

拘束ストレスは 50ml のプラスチックチューブの先端

および側面に径 1cm 程度の換気用の穴を数か所空け、

マウスをチューブの先端に頭が来るように入れてキャ

ップを閉め、キャップが下に来るようにチューブ立て

に置き行なった。慢性ストレスによる影響を評価する

ために1時間の拘束ストレス負荷を14日間、実施した。 

心理社会的ストレス 

離乳後(生後 3 週間)のマウスを同胞マウスと隔離

し単独にて飼育し、社会的隔離ストレスを 6週間、

負荷した。 

二瓶選択実験 

拘束ストレスあるいは社会的隔離ストレス負荷後、

二瓶選択実験を実施した。15mlのガラス瓶に 8%

エタノールあるいは水を入れ、14日間飲水量を測

定した。嗜好性を避けるため水とエタノールを日

毎に差し替えた。飲水量と同時に、摂餌量・体重

を測定した。 

 研究 1：拘束ストレス 

雌性MOR KOマウスでは、アルコール摂取量はス

トレス負荷の有無にかかわらず雌性野生型マウス

と比較して少い傾向がみられた。ストレス負荷時

では雌性野生型マウスにおいてアルコール摂取が

有意に低値であった。 

 研究 2：社会的隔離ストレス 

雌性野生型マウスではストレス負荷の有無による

アルコールの摂取量に変化はなかった。雌性MOR 

KO マウスでは社会的隔離ストレス負荷が無いと

アルコールの摂取量が有意に高値であった。 

 今回の結果では、雌の野生型マウスでは拘束ス

トレス負荷によりアルコール摂取量が減少した。

ストレス負荷によりアルコール依存への脆弱性

が高まるとの報告は、拘束等の身体ストレスにつ

いては動物種によって必ずしも当てはまらない

と考えられた。 

大規模災害ストレスでは災害による直接の身

体ストレスよりも中長期にわたる心理社会的ス

トレスが主体と考えられる。雌性MOR KOマウス

において社会的隔離ストレス負荷の有無により

アルコールの摂取量が違った結果は、オピオイド

受容体への拮抗作用を有する薬剤が被災者にお

けるアルコール依存への罹患リスクを軽減させ

る可能性を示唆していると考えられる。 

 

参考文献 

1. Komatsu H, et al. Pharmacology Biochemistry & 

Behavior（2011） 

2. Hall FS, et al. Psychopharmacolgy  (2001) 

 

８．現在の薬物依存のトレンドに対応する認知行

動療法の開発 

 

研究分担者 成瀬暢也 

埼玉県立精神医療センター 

 

わが国における薬物関連精神障害の治療は、中

毒性精神病の治療に終始しており、薬物依存症専

門医療機関は 10 か所余りに過ぎない。このよう

な状況において、平成 23 年より脱法ドラッグ患

者が急増している。脱法ドラッグは法の網を潜り
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抜けるべく化学構造式の一部を変えた物質であ

り、無数に作り出すことが可能である。したがっ

て、特徴はさまざまであり複数の物質が混ぜられ

ていることも多く、既存の薬物依存の治療とは異

なる配慮が必要である。本研究では、最近のトレ

ンドである脱法ドラッグ関連障害の診断と治療

を適切に行うことを目的とする。とくに依存症に

対する認知行動療法プログラムの開発と効果測

定を行う。同様に、もう一つのトレンドであるベ

ンゾジアゼピン系向精神薬依存についても検討

する。両者は、現在わが国における精神科医療機

関を受診する薬物患者の第 2 位、3 位に該当して

いる。 

対象は、埼玉県立精神医療センターを受診した

脱法ドラッグ、およびベンゾジアゼピン系向精神

薬関連障害のうち、以下の 2つの条件を満たす者

とした。(1) DSM-5における物質使用障害に該当

し、(2)使用障害の治療が必要であると判断された

者とする。 

平成 23年 6月～平成 25年 8月までに、研究分

担者が直接診察した新規薬物関連患者は 257名で

あり、内訳は覚せい剤 118名（45.9%）、脱法ドラ

ッグ 83 名(32.3%)、向精神薬 34 名(13.2%)、有機

溶剤 10名(3.9%)、鎮咳財 5名(1.9%)、鎮痛剤 4名

(1.6%)などであった。 

 さらに、平成 22 年 4 月～平成 25 年 10 月まで

に当センター救急病棟に入院となった物質関連

障害患者は 135名で全入院患者の 17.5%であった。

その内訳は、覚せい剤 53 名（39.3%）、アルコー

ル 38名（28.1%）、脱法ドラッグ 17名(12.6%)、有

機溶剤 13 名（9.6%）、鎮静薬 11 名（8.1%）であ

った。救急病棟入院後の処遇については、依存症

病棟転棟65名（48.1%）、当センター外来（23.7%）、

他の医療機関 29 名（22.2％）、一般閉鎖病棟転棟

5 名（3.7%）であった。他の医療機関に依存症治

療機関は含まれておらず、当センターには依存症

専門外来がある。依存症治療を要する中毒性精神

病のほとんどが依存症治療につなぐことができ

ていた。 

これは当センターの依存症病棟は閉鎖病棟であ

り、薬物患者を積極的に治療しているためである。

しかし、依存症病棟がないか、あってもアルコー

ル依存症に限定している医療機関がほとんどで

あることを考慮すると、救急病棟において脱法ド

ラッグ患者および向精神薬患者に対して、救急病

棟スタッフが依存症治療を実施することが求め

られる。その需要を満たす治療パッケージを作成

することが必要である。 

 対象者に対して、それぞれ依存症治療に導入す

るための積極的な介入プログラムを開発・実行し

た群と、これまでの手法による介入群に対し、介

入後の治療継続率、薬物再使用状況などについて

比較評価する。新たな介入プログラムは、これま

でに作成した介入ツールを参考に作成し、動機づ

け面接、随伴性マネジメントなどを取り入れたエ

ビデンスに基づいた効果的な治療パッケージと

する。 

初年度は脱法ドラッグおよび向精神薬使用障

害の治療ツールの作成、治療パッケージの開発を

行い、次年度にはパイロットスタディを経て調査

研究を拡大する。 

最終的には、本研究により、薬物の特徴を踏ま

えた具体的な認知行動療法的治療プログラムを

開発し、依存症専門スタッフでなくても介入・提

供できるコンパクトな治療パッケージの開発を

行い、有効性評価を実施する。これにより、わが

国の著しく遅れている薬物依存症治療の普及を

目的とする。 
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[研究要旨] 
 ヒトにおいて MDMA や methylphenidate などの種々の精神刺激薬は独特な自覚効果を示すこ
とが知られており、動物においても MDMA と methylphenidate は amphetamine や cocaine な
どの精神刺激薬の弁別刺激効果に対して般化することも知られている。これらの結果は、MDMA と 
methylphenidate が動物において類似の弁別刺激効果を示す可能性があることを示唆している。し
かしながら、MDMA と methylphenidate の類似性についての検討は未だなされていない。そこで
本研究では、MDMA および methylphenidate と生理食塩液の弁別を獲得したラットを用いて、そ
の類似性について検討を行った。約 80% 体重 (約 220g) に摂餌制限した Fischer 344 系雄性ラッ
トを用い、餌を強化子としてレバー押し訓練を行った。レバー押し確立後、MDMA (2.5 mg/kg, s.c.) 
もしくは methylphenidate (5.0 mg/kg, i.p.) と生理食塩液による弁別訓練を行った。弁別獲得後、
精神刺激薬を用いて般化試験および拮抗試験を行った。 
 般化試験において、MDAMA の弁別刺激効果に対して paroxetine は般化を示さなかったが、
fluoxetine および fluvoxamine は部分般化を示した。次に、5-HT1A 受容体作動薬である 8-OH 
DPAT および 5-HT2 受容体作動薬 DOI を用いて、MDMA の弁別刺激効果への影響を検討したと
ころ、両薬物とも完全に般化した。また、拮抗試験において、fluvoxamineのMDMAの弁別刺激効
果に対する部分般化は、シグマ１−受容体拮抗薬である NE-100の処置により完全に抑制された。ま
た、MDMAの弁別刺激効果は、5-HT1A受容体拮抗薬であるWAYでは、抑制されずに 5-HT2受容体
拮抗薬である ritanserinの処置により有意に抑制された。Methamphetamine および bupropion は 
methylphenidate の弁別刺激効果に対して般化を示した。さらに、dopamine 受容体作動薬である 
apomorphine は methylphenidate の弁別刺激効果に対して部分般化を示し、noradrenaline の放
出作用を示す ephedrine は完全に般化した。D1 受容体拮抗薬 (+)-SCH23390 および D2 受容体拮
抗薬 haloperidol を用いて拮抗試験を行ったところ、methylphenidate の弁別刺激効果を部分的に
抑制し、さらに (+)-SCH23390、haloperidol および prazocine を用いて拮抗試験を行った結果、
methylphenidate の弁別刺激効果を有意に抑制した。交差般化試験において、MDMA および
methylphenidateは、全く交差般化を示さなかった。非常に興味深いことにmethamphetamineは、
MDMAの弁別刺激効果に般化を示さなかった。さらに、NE-100は、MDMAおよびmethylphenidate
の弁別刺激効果に影響をおよぼさなかった。 
本研究結果より、MDMA の弁別刺激効果発現には、serotonin 5-HT1A/5-HT2 受容体活性化、特に、

5-HT2 受容体を介して発現していることが明らかとなった。また、一部のセロトニン再取り込み阻
害薬は、一部、MDMA様の弁別刺激効果を示すものの、この効果の発現には、セロトニンを介する
のではなく、シグマ１-受容体を介していることが示唆された。一方、methylphenidate の弁別刺激
効果には、dopamine および noradrenaline 両神経系の活性化、特に、noradrenaline 神経系の活
性化が重要な役割を果たしていることが示唆された。 

MethylphenidateならびにMDMAは、精神刺激薬として、乱用が問題となっているが、それぞれ
の弁別刺激効果の発現機序が異なると共に、得られる弁別刺激効果は明らかに異なることが明らかと
なった。 
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Ａ. 研究目的 

 ヒトにおいて中枢作用薬は、自覚効果を示し、

依存形成薬物は、特に、多幸感などと関連する独

特の自覚を示すことが知られている。この自覚効

果は動物において、弁別刺激効果と定義され、依

存形成薬物の弁別刺激効果を検討することは、そ

の依存性薬物の機序解明に非常に役立つことが知

られている。特に、ゲートウェイドラッグとして

知られている MDMA や methylphenidate など

の種々の精神刺激薬は独特な自覚効果を示すこと

が知られており、動物においても MDMA と 

methylphenidate は amphetamine や cocaine 

などの精神刺激薬の弁別刺激効果に対して般化す

ることも知られている。これらの結果は、MDMA 

と methylphenidate が動物において類似の弁別

刺激効果を示す可能性があることを示唆している。

しかしながら、MDMA と methylphenidate の類

似性、さらには、その発現の機序についての検討

は未だなされていない。そこで本研究では、

MDMA および methylphenidate と生理食塩液

の弁別を獲得したラットを用いて、その類似性に

ついて検討を行った。 

 

B. 研究方法 

1. 実験動物及び飼育条件 

 Fischer344 系雄性ラット (オリエンタル酵母) 

を約 80% 体重(210-230g) に摂餌制限を行ったも

のをそれぞれ 7 匹使用した。ラットは室温 23 ± 

1 ℃ の恒温室にて飼育し、明暗条件は 8:00 点燈、

20:00 消燈の 12 時間サイクルとした。なお、飲

水は自由とした。 

 

2. 実験装置 

 実験にはオペラント・ボックス  (model: 

GT8810, 小原医科産業, 東京) を使用した。オペ

ラント・ボックス (20 × 25 × 20 cm) の床はグリ

ットとし、ボックス内には 2 つのレバーを、また

各レバー上には弁別刺激として 2 つの条件提示

用ランプおよびレバー間には強化子の給餌皿を 1 

つ設置しているものを用いた。また強化子として

精密錠剤型飼料 (20mg: 小原医科産業, 東京) を

用いた。オペラント・ボックスは換気扇と蛍光灯

を備え付けた防音の施された直方体のボックス内

に設置し、実験中、ボックス内部に蛍光灯で点灯

した。 

 

3. 弁別訓練 

 MethylphenidateもしくはMDMA と生理食塩

液との弁別訓練を開始する前に、全てのラットに

レバー押し訓練を行った。レバー押し訓練には、

左右どちらかのレバーが提示され、LLRRLLRR 

(L=左, R=右) の順序でまず fixed ratio (FR) 1 強

化スケジュールにおいてレバー押し訓練を行い、1 

セッション 15 分としレバーを押すと強化子 

(20mg 錠剤型飼料) が与えられるスケジュールを

用いた。レバー上の条件提示ランプは給餌時に点

灯する様にした。1 セッションのレバー押し数が 

60 に達したときに FR1 におけるレバー押しが

確立されたものとし、徐々に FR2、FR4、FR6、

FR8 および FR10 と増加させた。FR10 での反

応 率  (response rate) が 安 定 し た 後 、

methylphenidate (5mg/kg) もしくは  MDMA 

(2.5mg/kg) と生理食塩器との弁別訓練を FR10 

スケジュール下で行った。尚、1 セッションは 15 

分とした。弁別訓練開始 30 分前に 薬物あるいは

生理食塩液 (1mg/kg) を腹腔内投与した。各セッ

ションの投与順序は DDSS…とし、薬物もしくは

生理食塩液投与時のレバーの選択は動物の嗜好性

による片寄り (バラツキ) を避けるために、カウン

ターバランス法を使用した。弁別獲得の基準は最

初の強化子を得るためのレバー押しの回数を 

First Food Pellet (FFP) として測定し、訓練にお

いて 5 日間連続して FFP ≦ 12 (正反応率 83% 

以上) とし、弁別訓練は弁別獲得後も継続した。 

 

4. 般化試験・拮抗試験・併用試験 

 薬物および生理食塩液の弁別獲得後、般化試験

および併用試験を、弁別訓練を続けながら週に 
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1~2 回行った。テストセッションではラットがオ

ペラント・ボックス内の左右いずれかのレバーを

合計 10 回押したとき終了とした。3. 5. 解析 

 テストセッションにおいては、総レバー押し回

数に対する薬物側レバー押し数の割合 (%) で求

めた。訓練薬物の弁別刺激効果に対し 80% を超

えて薬物側レバー押し反応を示したものを般化と

し、50-79% の範囲を部分般化とし、50% を下回

る薬物側レバー押し反応を示したものを般化を示

さなかったとした。また反応率 (response rate) は

レバーを問わず、10 回反応するまでの時間を 1 

分間あたりのレバー押し数に換算して求めた。 

 これらの結果は Bonfferoni 法に従い、2 元配

置分散分析で群×用量の 2 因子を比較し検討を

行った。 

 

6. 薬物 

 実 験 に は  apomorphine hydrochloride 

(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)、

haloperidol (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, 

USA) 、 desipramine hydrochloride 

(Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA)、

(+)-pentazocine (Sigma-Aldrich Co., St Louis, 

MO, USA) 、

(R)-(+)-7-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-phenyl-2,

3,4,5-tetrahydro-1H-3-benzazepinehydrochlorid

e (SCH23390;Sigma) 、 

N,N-Dipropyl-2-[4-methyl-3-(2-phenylethoxy)ph

enyl]-ethylamine monohydrochloride (NE-100; 

Taisho Pharmaceutical Co., Ltd, Omiya, Japan)、

methamphetamine (Dainippon-Sumitomo 

Pharmaceutical Co. Ltd, Osaka, Japan) 、

bupropion hydrochloride (Sigma-Aldrich Co., St 

Louis, MO, USA)、ephedrine (Nichi-Iko Co., 

Toyama, Japan) 、

3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA) 

hydrochloride (synthesized by Prof. 

Higashiyama; Hoshi Univ., Tokyo, Japan)、

prazosin hydrochloride (Sigma-Aldrich Co., St 

Louis, MO, USA)、paroxetine hydrochloride 

(Medichem, Japan), fluoxetine hydrochloride 

(Wako Pure Chemical Industries. Ltd., Osaka, 

Japan), fluvoxamine 、

( ± )-8-hydroxy-2-(di-n-propylamino)tetralin 

hydrobromide (8-OH-DPAT; Sigma-Aldrich Co.)、

( ± )-2,5-dimethoxy-4-iodoamphetamine (DOI; 

Sigma-Aldrich Co.)を使用した。 

薬物は生理食塩水中に、但し、haloperidol、

desipramine、(+)-pentazocine、SCH23390 およ

び prazosin は 1% Tween 80 中に溶解した。

Apomorphine の溶解液には、 L-ascorbic acid濃

度が  10% となるように  酸化防止剤の 

L-ascorbic acid を加えた。全ての薬物は 1 ml/kg 

の用量で投与した。 

 

C. 研究結果 

ラットは約 27 セッションで薬物と生理食塩液間

の弁別を獲得した。その後用量反応試験を行い、

用量に依存した薬物側のレバー押し反応を確認し

た。 
般化試験において、MDMAの弁別刺激効果に対し
て paroxetine は般化を示さなかったが、
fluoxetine および fluvoxamine は部分般化を示
した。次に、5-HT1A 受容体作動薬である 8-OH 
DPAT および 5-HT2 受容体作動薬 DOI を用い
て、MDMA の弁別刺激効果への影響を検討した
ところ、両薬物とも完全に般化した。また、拮抗
試験において、fluvoxamine の MDMA の弁別刺
激効果に対する部分般化は、シグマ１−受容体拮
抗薬である NE-100 の処置により完全に抑制され
た。また、MDMA の弁別刺激効果は、5-HT1A受
容体拮抗薬であるWAYでは、抑制されずに 5-HT2

受容体拮抗薬である ritanserin の処置により有意
に抑制された。 
 Methamphetamine および  bupropion は 
methylphenidate の弁別刺激効果に対して般化
を示した。さらに、dopamine 受容体作動薬であ
る apomorphine は methylphenidate の弁別刺
激効果に対して部分般化を示し、noradrenaline 
の放出作用を示す ephedrine は完全に般化した。
D1 受容体拮抗薬 (+)-SCH23390 および D2 受
容体拮抗薬 haloperidol を用いて拮抗試験を行っ
たところ、methylphenidate の弁別刺激効果を部
分的に抑制し、さらに (+)-SCH23390、haloperidol
および prazocine を用いて拮抗試験を行った結果、
methylphenidate の弁別刺激効果を有意に抑制
した。 
 交差般化試験において、MDMA および
methylphenidate は、全く交差般化を示さなかっ
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た。非常に興味深いことにmethamphetamineは、
MDMAの弁別刺激効果に般化を示さなかった。さ
らに、NE-100は、MDMAおよびmethylphenidate
の弁別刺激効果に影響をおよぼさなかった。 
 

 

Fig. 1 Dose-response (a) and substitution tests 

of methylphenidate (b) and methamphetamine 

(c) for the discriminative stimulus effects of 

MDMA in rats that had been trained to 

discriminate between 2.5 mg/kg MDMA and 

saline. Each point represents the mean 

percentage of MDMA-appropriate responding 

with S.E.M. of seven animals. 

 

 

 

Fig. 2 Dose-response (a) and substitution tests 

of MDMA (b) and methamphetamine (c) for the 

discriminative stimulus effects of 

methylphenidate in rats that had been trained 

to discriminate between 5.0 mg/kg 

methylphenidate and saline. Each point 

represents the mean percentage of 

methylphenidate-appropriate responding with 

S.E.M. of seven animals. 

 

 

Figure 3 Substitution tests of 8-OH-DPAT (a) 

and DOI (b) for the discriminative stimulus 

effects of methylphenidate in rats that had been 

trained to discriminate between 2.5 mg/kg 

MDMA and saline.  Each point represents the 

mean percentage of 

methylphenidate-appropriate responding with 

S.E.M. of six animals.  

 

 
Fig. 4 Substitution tests of paroxetine (a), 

fluvoxamine (b) and fluoxetine (c), and an 

antagonism test with NE-100 3mg/kg (d) for the 

discriminative stimulus effects of 

methylphenidate in rats that had been trained 

to discriminate between 2.5 mg/kg MDMA and 

saline.  Each point represents the mean 

percentage of methylphenidate-appropriate 

responding with S.E.M. of six animals. *P<0.05 

versus saline pretreatment group.  

 

 

Fig. 5 Substitution tests of bupropion (a), 

apomorphine (b) and ephedrine (c), desipramine 

(10mg/kg) plus apomorphine (1mg/kg) (d) for the 

discriminative stimulus effects of 

methylphenidate in rats that had been trained 
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to discriminate between 5.0 mg/kg 

methylphenidate and saline.  Each point 

represents the mean percentage of 

methylphenidate-appropriate responding with 

S.E.M. of seven animals. 

 

 

Figure 6 Antagonism tests with SCH23390 

(0.03mg/kg: SCH) plus haloperidol (0.1mg/kg: 

HAL)(a) or prazocin 3mg/kg (PRA)(b), 

SCH23390 plus haloperidol and prazocin(b), or 

NE-100 (3mg/kg)(c) for the discriminative 

stimulus effects of methylphenidate (MPH) in 

rats that had been trained to discriminate 

between 5.0 mg/kg methylphenidate and saline. 

Each point represents the mean percentage of 

methylphenidate-appropriate responding with 

S.E.M. of seven animals. *P<0.05 versus saline 

pretreatment group. 

 

D. 考察 
 本研究結果より、MDMA の弁別刺激効果発
現には、5-HT1A/5-HT2 受容体活性化、特に、5-HT2 

受容体を介して発現していることが明らかとなっ
た。また、一部のセロトニン再取り込み阻害薬は、
一部、MDMA様の弁別刺激効果を示すものの、こ
の効果の発現には、セロトニンを介するのではな
く、シグマ１-受容体を介していることが示唆され
た。一方、methylphenidate の弁別刺激効果には、
dopamine および noradrenaline両神経系の活性
化、特に、noradrenaline神経系の活性化が重要な
役割を果たしていることが示唆された。 

MethylphenidateならびにMDMAは、精神刺
激薬として、乱用が問題となっているが、それぞ
れの弁別刺激効果の発現機序が異なると共に、得
られる弁別刺激効果は明らかに異なることが明ら
かとなった。 
来年度以降は、MDMAの弁別刺激効果に特に着

目し、カンナビノイドとの類似性、さらに他の幻
覚誘発薬との類似性に関する検討を行い、違法ド
ラックの依存性の機序を解明して行く予定である。 

 
E. 結論 

以 上 本 研 究 の 結 果 よ り 、 MDMA と

methylphenidataeは、いずれも強い依存形成能が

あるにも関わらず、その感覚効果の発現機序が明

らかにことなることが明らかとなった。また、こ

れらの機序は、覚せい剤がドパミン神経系を主に

介することが明らかとなっているが、MDMA は

5-HT 神経系の活性化が重要であり、

methylphenidate はノルアドレナリン神経系が重

要であることも明らかとなった。 

 

Ｆ．健康危険情報 

 なし 

 

Ｇ．研究発表 

1. 論文発表 

1. Mori T, Funada M, Tsuda Y, Maeda J, Uchida 

M, Suzuki T, Dopaminergic hyperactivity accompanied by 

hyperlocomotion in C57BL/6J-bgJ/bgJ（beige-J）mice．J. 

Pharmacol Sci (in press) 

 Synapse. (2014) 68: 39-43.  

2. Nakamura A, Fujita M, Ono H, Hongo Y, 

Kanbara T, Ogawa K, Morioka Y, Nishiyori A, Shibasaki 

M, Mori T, Suzuki T, Sakaguchi G, Kato A, Hasegawa M. 

G protein-gated inwardly rectifying potassium (KIR 3) 

channels play a primary role in the antinociceptive effect 

of oxycodone, but not morphine, at supraspinal sites. Br J 

Pharmacol. (2014) 171:253-264. 

3. Ise Y, Mori T, Katayama S, Suzuki T, Wang 

TC. Genetic background influences nicotine-induced 

conditioned place preference and place aversion in 

mice. J Nippon Med Sch.(2014) 81:53-56. 

4. Mori T, Rahmadi M, Yoshizawa K, Itoh T, 

Shibasaki M, Suzuki T.Inhibitory effects of SA4503 

on the rewarding effects of abused drugs. Addict. Biol. 

(2014) 16, 362-369 

5. Mori T, Hayashi T, Hayashi E, Su T-P, Sigma-1 

receptor chaperone at the ER-mitochondrion interface 
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mediates the mitochondrion-ER-nucleus signaling for cellular 

survival. PLoS One (2013) 8:e76941.  

6. Ise Y, Mori T, Katayama S, Nagase H, Suzuki T. 

Rewarding effects of ethanol combined with low doses of 

morphine through dopamine D1 receptors. J Nippon Med 

Sch. (2013) 80: 34-41. 

7. Mori T, Shibasaki M, Ogawa Y, Hokazono 

M, Wang TC, Rahmadi M, Suzuki T.Comparison of 

the behavioral effects of bupropion and psychostimulants. Eur. 

J. Pharmacol. (2013) 718:370-375  

8. Mori T, Yoshizawa K, Ueno T, Nishiwaki M, 

Shimizu N, Shibasaki M, Narita M, Suzuki T. 

Involvement of dopamine D2 receptor signal 

transduction in the discriminative stimulus effects 

of the κ-opioid receptor agonist U-50,488H in rats. 

Behav Pharmacol. (2013) 24:275-281.  

9. Mori T, Komiya S, Uzawa N, Inoue K, Itoh 

T, Aoki S, Shibasaki M, Suzuki T.. Involvement of 

supraspinal and peripheral 

naloxonazine-insensitive opioid receptor sites in the 

expression of μ-opioid receptor agonist-induced 

physical dependence. Eur J Pharmacol. 2013 Sep 

5;715(1-3):238-45. 

 

総説 

１. 森 友久、鈴木 勉：薬学的に見たオピオ

イドの依存と乱用．ペインクリニック 35, 49-57, 

2014 

 

2. 学会発表 

国際学会 

75th Annual Meeting-College on Problems of Drug 

Dependence. 平成 25 年 6 月 15-20 日, San Diego, 

CA 

CHRONIC TREATMENT WITH ETHANOL 

ENHANCED MORPHINE-INDUCED 

HYPERLOCOMOTION. 

Kouji Andoh, Masahiro Shibasaki, Tomohisa Tsuyuki, 

Ami Otokozawa, Tomohisa Mori, Tsutomu Suzuki 

 

EFFECTS OF LIPOPOLYSACCHARIDES ON 

DOPAMINE-RELATED BEHAVIOR OF 

METHAMPHETAMINE 

Masahiro Shibasaki, Daiki Masukawa, Toshio Imai, 

Tomohisa Mori, Tsutomu Suzuki 

 

International narcotic research conference ( INRC ) 

2013. 平成 25年 7月 14-19日, Australia 

INVOLVEMENT OF - AND -OPIOID RECEPTOR 

FUNCTION IN THE REWARDING EFFECT OF 

()-PENTAZOCINE. 

Tsutomu Suzuki, Toshimasa Itoh, Tomoya Saeki, Daiki 

Masukawa, Masahiro Shibasaki and Tomohisa Mori. 

 

INVOLVEMENT OF SUPRASPINAL AND 

PERIPHERAL NALOXONAZINE- INSENSITIVE 

OPIOID RECEPTOR SITES IN THE EXPRESSION 

OF -OPIOID RECEPTOR AGONIST-INDUCED 

PHYSICAL DEPENDENCE 

Naoki Uzawa, Tomohisa Mori, Koichi Sugiyama, 

Yusuke Saitou, Masahiro Shibasaki, Tsutomu Suzuki. 

 

INVOLVEMENT OF SIGMA-1 RECEOTOR 

CHAPERONE ON THE EXPRESSION OF 

WITHDRAWAL SIGNS IN 

MORPHINE-DEPENDENT MICE 

Junpei Ohya, Tomohisa Mori, Naoki Uzawa, Koichi 

Sugiyama, Yusuke Saitoh, Masahiro Shibasaki, 

Tsutomu Suzuki 

 

DIFFERENTIAL EFFECTS OF MORPHINE AND 

METHAMPHETAMINE ON THE ACTIVATION OF 

MESOLIMBIC AND NIGROSTRIATAL 

DOPAMINERGIC SYSTEMS. 

Yoshiyuki Iwase, Tomohisa Mori, Tomoya Saeki, 

Noriyuki Iwata, Asami Murata,   

Masahiro Shibasaki, Tsutomu Suzuki 

 

国内学会 

第 86 回日本薬理学会年会 

平成 25 年 3 月 21-23 日, 福島 

DIFFERENTIAL ANTAGONIZING EFFECTS OF 

CLOZAPINE AND HALOPERIDOL ON THE 

METHAMPHETAMINE- AND 
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MORPHINE-INDUCED BEHAVIORAL CHANGES. 

Noriyuki Iwata, Tomohisa Mori, Asami Murata, 

Masahiro Shibasaki, Tsutomu Suzuki 

 

CHRONIC TREATMENT OF ETHANOL 

ENHANCED MORPHINE-INDUCED 

HYPERLOCOMOTION. 

Koji Ando, Masahiro Shibasaki, Tomohisa Tsuyuki, 

Ami Otokozawa, Tomohisa Mori, Tsutomu Suzuki 

 

GENETIC BACKGROUND REFLECTING THE 

CONVERSION FROM DISCRIMINATIVE 

STIMULUS TO REWARDING EFFECTS OF 

PSYCHOSTIMULANTS IN RATS. 

Daisuke Aikawa, Tomohisa Mori, Tomoya Saeki, 

Masahiro Shibasaki, Tsutomu Suzuki 

 

薬物依存の研究 (第 473報)：Methamphetamine 誘

発自発運動促進作用に対する lipopolysaccharides 

の影響 

今井敏雄, 芝崎真裕, 森友久, 鈴木勉 

 

生体機能と創薬シンポジウム 2013 

平成 25年 8月 29-30日, 福岡 

エタノール慢性処置によるモルヒネ誘発 

dopamine 遊離量への影響 

安藤光史, 芝崎真裕, 男澤杏美, 岡部健司, 菊田奨

之, 東あかね, 森友久, 鈴木勉 

 

次世代を担う創薬・医療薬理シンポジウム 

平成 25年 8月 31日, 熊本 

Ethanol 慢性処置による morphine 誘発報酬効果

増強作用に対する GRK2 の関与 

芝崎真裕, 安藤光史, 男澤杏美, 露木智久, 森友久, 

鈴木勉 

 

アルコール・薬物依存関連学会合同学術学会 

平成 25年 10月 3-5, 岡山 

MDMA 誘発報酬効果ならびに弁別刺激効果にお

けるオレキシン神経系の役割 

鵜澤直生, 森友久, 外園真由奈, 宇田川雄也, 芝崎

真裕, 鈴木勉 

 

エタノール慢性処置によるモルヒネ誘発自発運動

促進作用の増強効果に対する β-エンドルフィン

神経系の関与 

安藤光史, 芝崎真裕, 男澤杏美, 岡部健司, 菊田奨

之, 東あかね, 森友久, 鈴木勉 

 

第 57回日本薬学会関東支部大会 

平成 25年 10月 26日, 東京 

Lipopolysaccharide が methamphetamine 誘 発

dopamine関連行動に与える影響 

芝崎真裕, 今井敏雄, 池窪結子, 石川ゆとり, 安藤

光史, 森友久, 鈴木勉 

 

第 23回日本臨床精神神経薬理学会・第 43回日本

神経精神薬理学会合同年会 

平成 25年 10月 24-26日, 沖縄 

薬物依存の研究 (第483報) ; Methamphetamineおよ

び morphine による中脳辺縁ならびに黒質線条体 

dopamine 神経系の活性化 

村田麻美, 森友久, 岩瀬祥之, 岩田典之, 芝崎真裕, 

鈴木勉 

 

薬物依存の研究 (第 478報) ; アルコール誘発弁別

刺激効果に対する GABAA および 5-HT1A 受容

体作動薬の般化 

望月綾乃, 森友久, 鵜澤直生, 加澤春世, 芝﨑真裕, 

鈴木勉 

 

薬物依存の研究 (第 480 報) ; Methylphenidate の

弁別刺激効果に対するモノアミン神経系の関与 

加澤春世, 森友久, 望月綾乃, 鵜澤直生, 芝崎真裕, 

鈴木勉 

 

薬物依存の研究 (第 477 報) ; MDMAの弁別刺激

効果発現における serotonin 神経系の役割 

鵜澤直生, 森友久, 渡辺京彦, 加澤春世, 望月綾乃, 

芝崎真裕, 鈴木勉 

 

薬物依存の研究 (第 485 報) ; Dopamine による細

胞死に対する sigma-1 receptor chaperone の GSK-3

βを介した細胞保護作用 
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原田真季, 森友久, 大屋順平, 小林実奈代, 芝崎真

裕, 鈴木勉 

 

第 24 回 マイクロダイアリシス研究会 

平成 25 年 12 月 14 日, 東京 

OA-1 受容体拮抗薬  DOPA cyclohexyl ester の 

methamphetamine 誘発 dopamine 遊離に及ぼす影

響  

岩瀬祥之, 森 友久, 中村美聖, 肥田野翔, 芝崎真

裕, 東山公男, 五嶋良郎, 鈴木勉 

 

第 23 回 神経行動薬理若手研究者の集い 

平成 26 年 3 月 18 日, 仙台 

MDMA および methylphenidate 誘発弁別刺激効

果の差異 

鵜澤直生, 森友久, 渡辺京彦, 加澤春世, 望月綾乃, 

内田匡志, 芝崎真裕, 鈴木勉 

 

第 87 回 日本薬理学会 

平成 26 年 3 月 19-21 日, 仙台 

薬物依存に関する研究  ( 第  488 報 ) : 

Lipopolysaccharides (LPS) による methamphetamine 

誘発報酬効果の抑制に対する CB2 受容体の関与 

池窪結子, 芝崎真裕, 安藤光司, 石川緩, 男澤杏美, 

岡部健司, 菊田奨之, 東あかね, 森友久, 鈴木勉 

 

薬物依存に関する研究 (第 489 報): エタノール

慢性処置による脳内におけるエタノール代謝系の

変化 

石川緩, 芝崎真裕, 安藤光史, 池窪結子, 男澤杏美, 

岡部賢司, 菊田奨之, 東あかね, 森友久, 鈴木勉 

 

第 134 回 日本薬学会年会 

平成 26 年 3 月 27-30 日, (熊本) 

薬物依存の研究(第 492 報)：Ketamine による抗不

安作用における細胞骨格系の変化 

庄條育子, 芝﨑真裕, 森友久, 鈴木勉 

 

H 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 

 なし 

 

2. 実用新案登録 

 なし 

 

3.その他 

 なし 
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厚生労働科学研究費補助金（医薬品・医療器機等レギュラトリーサイエンス総合研究事業） 

分担研究年度終了報告書 

 

メチルフェニデート等による依存性の形成機序の解明 

 

分担研究者 池田和隆 

（公財）東京都医学総合研究所依存性薬物プロジェクト プロジェクトリーダー 

 

研究要旨：メチルフェニデートは、モノアミントランスポーターを阻害することから、覚せい剤

であるメタンフェタミンと類似の作用機序を有しており、ゲートウェイドラッグとなるリスクを

秘めている。そこで本分担研究課題では、メチルフェニデートの重要な作用標的であるドーパミ

ントランスポーター(DAT)に注目し、その遺伝子を欠損させた DAT-KO マウスにおけるメチルフ

ェニデートの効果を検討し、メチルフェニデートの作用機序を明らかにすることを目的とした。

平成 25 年度は、DAT マウスが多動および学習障害を示すことを見出した。また、メチルフェニ

デートがこれらの障害を改善させることも見出し、DAT-KO マウスは典型的な注意欠如多動性障

害(ADHD)モデル動物であると考えられた。また、脳内微少透析法により、メチルフェニデート

が DATを介さずに前頭前野でドーパミン量を上昇させることが明らかになり、メチルフェニデー

トによる ADHD 治療効果のメカニズムの一端が解明された。ADHD 患者で依存リスクが高いこ

とから、今回の治療メカニズムは依存性の形成機序にも関係すると考えられる。 

 

Ａ．研究目的 

メチルフェニデートは、注意欠如多動性障害

(ADHD: Attention-Deficit/Hyperactive Disorder)およ

びナルコレプシーの治療薬として広く用いられて

いる。メチルフェニデートは、ドーパミントラン

スポーター(DAT)およびノルエピネフリントラン

スポーター(NET)を阻害することから、覚せい剤で

あるメタンフェタミンと類似の作用機序を有して

おり、ゲートウェイドラッグとなるリスクを秘め

ている。 

そこで本研究では、メチルフェニデートの作用機

序を詳細に明らかにするために、メチルフェニデ

ートの重要な作用標的であるDATを欠損させたマ

ウス(DAT-KO)におけるメチルフェニデートの効

果を検討した。 

 

Ｂ．研究方法 

実験動物 

DAT-KOマウスのヘテロ接合体同士の交配により、

野生型、ヘテロ接合体、ホモ欠損型マウスを準備

した。 

移所運動量測定 

室町機械社製のスーパーメックスを用いた。測定

ケージ内で 30 分間または 60 分間移所運動量を測

定した後、メチルフェニデートを投与し、その後 3

時間移所運動量を測定した。 

テールサスペンジョン試験 

ニューロサイエンス社製の測定装置を用いた。測

定装置でマウスを尾から吊るし、30分間運動量を

測定した。メチルフェニデート投与後、引き続き

数時間尾から吊るしたままマウスの運動量を測定

した。 

能動回避試験 

室町機械社製の刺激グリッド付シャトルボックス

装置を用いた。ランプ点灯と音によるフットショ

ックの予告を 5 秒間行い、この間に反対側の部屋

に移動した場合はフットショックを回避できるよ

うにした。20分間で 40回の試行を 1セッションと

して 1 日に 2 セッション行なった。それぞれのセ

ッションの間には少なくとも 3 時間のインターバ
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ルを設け、5日間連続で合計 10セッションを行な

った。 

マイクロダイアリシス法 

マウスの線条体あるいは前頭皮質に半透膜プロー

ブを植え込み、翌日エイコム社製の測定装置

（HPLC-ECD）を用いて、遊離ドーパミン量を測

定した。 

（倫理面への配慮） 

当研究は、Replacement（代替）」「Reduction（削減）」

「Refinement（改善）」の 3つを検討することで動

物愛護上の配慮を十分に行い、公益財団法人東京

都医学総合研究所動物実験委員会の承認を得て実

施されたものである。 

 

Ｃ．研究結果 

（1）移所運動量測定 

DAT-KO マウスは、多動を示した。メチルフェニ

デートは、野生型マウスとヘテロ接合体の移所運

動量を上昇させたのに対して、DAT-KO マウスの

多動を顕著に抑制した（図 1）。 

（2）テールサスペンジョン試験 

メチルフェニデートは、野生型マウス、ヘテロ接

合体マウス、DAT-KO マウスの何れにおいても、

テールサスペンジョン試験における運動量を増加

させた（図 2）。 

（3）能動回避試験 

野生型マウスとヘテロ接合体では、10セッション

の間に回避成功率が約 80％まで徐々に上昇したが、

DAT-KO マウスでは全く上昇しなかった。メチル

フェニデート投与後に能動回避試験を行ったとこ

ろ、DAT-KO マウスにおいても回避成功率が 30％

以上に上昇した（図 3）。 

（4）マイクロダイアリシス解析 

野生型マウスでは線条体、前頭皮質の何れにおい

てもメチルフェニデートによって遊離ドーパミン

量が上昇したが、DAT-KO マウスの線条体では上

昇が見られず、前頭皮質では上昇が認められた（図

4）。 

これらの結果より、DAT-KO マウスが多動および

学習障害を示すと考えられる。また、メチルフェ

ニデートがこれらの障害を改善させることも見出

した。一方、メチルフェニデートによってテール

サスペンジョンテストでの運動量が DAT-KO マウ

スにおいても増加したことから、メチルフェニデ

ートはDATを介さずに意欲レベルを上昇させると

考えられる。脳内マイクロダイアリシス法により、

メチルフェニデートがDATを介さずに前頭前野で

ドーパミン量を上昇させることが明らかになり、

メチルフェニデートによるADHD治療効果などの

作用機序の一端が解明された。メチルフェニデー

トのADHD治療効果と報酬効果の作用機序の解明

は、治療効果を高め、乱用問題を低下させる上で、

極めて重要であると考えられる。 

 

 

 

 

 

図 1：移所運動量試験におけるメチルフェニデート

の効果 
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図 2：尾懸垂試験におけるメチルフェニデートの効

果 

 

 
図 3：能動回避試験におけるメチルフェニデートの

効果 

 

 

図 4：メチルフェニデート効果のマイクロダイアリ

シス分析 
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覚せい剤依存症および併存疾患における脳内機能変化の解析 

 

研究代表者：鈴木 勉 

研究協力者：芝崎真裕 

（星薬科大学薬品毒性学教室） 

 

[研究要旨] 

 近年、脱法ハーブをはじめ、乱用や健康被害が報告されている脱法ドラッグが若年層にも広がって

おり社会的問題となっている。特に脱法ドラッグは覚せい剤へのゲートウェイドラッグであることが

指摘されている。脱法ドラッグに含まれる合成カンナビノイドは、カンナビノイド受容体に結合し、

多幸感などを引き起こす。一方、覚せい剤 (methamphetamine: METH) による精神依存の調節因子の一

つとしてカンナビノイド (CB) 受容体が報告されている。現在までに、CB2 受容体の刺激はコカイン

のドパミン応答を抑制することが報告されており、精神依存形成を抑制する可能性が示唆されている。

一般に、CB2 受容体は CB1 受容体に比べ、マクロファージなどの免疫細胞に非常に多く存在するこ

とが明らかにされていることから、これらの反応は免疫応答を介する可能性が示唆される。そこで本

研究では、薬物依存症における神経免疫系のメカニズム解明を目的として、lipopolysaccharide (LPS) に

よる METH 誘発報酬効果抑制作用機序について CB2 受容体およびその情報伝達系の変化を中心に

検討した。 

 METH 誘発報酬効果に対する LPS の影響について検討したところ、METH による報酬効果は LPS 

の処置により有意に抑制された。この作用は、CB2 受容体拮抗薬である AM630 により有意に消失し

た。そこで、内因性カンナビノイドである 2-AG を脳室内前処置したところ、METH による報酬効果

の形成は有意に抑制された。一方、CB2 受容体を介し tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP1) が 

matrix metalloproteinases (MMPs) を阻害することが報告されている。そこで TIMP1 の変化について検

討したところ、LPS 処置により TIMP1 mRNA の増加が認められた。 

 本研究結果より、LPS および 2-AG 処置により METH 誘発報酬効果の抑制が認められ、LPS によ

る METH 誘発報酬効果の抑制にカンナビノイド受容体である CB2 受容体が関与することが明らか

となった。したがって、活性化された免疫細胞により、2-AG の遊離が引き起こされ、これが METH 誘

発報酬効果の抑制を引き起こした可能性が考えられる。また、CB2 受容体を介して産生された TIMP1 

が細胞外マトリックスを調節することから、LPS により活性化した免疫細胞は CB 受容体を介して 

TIMP1 の産生を促し、細胞外マトリックスを調節することにより報酬効果を抑制したと考えられる。

以上本研究の結果より、METH による依存形成に対する治療因子として、免疫系における CB2 受容

体が有効である可能性が示唆された。 

 

Ａ. 研究目的  近年、脱法ハーブをはじめ、乱用や健康被害
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が報告されている脱法ドラッグが若年層にも広

がっており社会的問題となっている。特に脱法

ドラッグは覚せい剤へのゲートウェイドラッグ

であることが指摘されている。覚せい剤は強力

な精神依存を形成することから、再発率が高い

ため、覚せい剤などの依存性薬物による精神依

存の形成ならびに発現機序を明らかにすること

は、社会医学的にも重要な問題と考えられる。

しかしながら、未だ依存形成機序を解明するに

は至っていないのが現状である。 

 脱法ドラッグに含まれる合成カンナビノイド

は、カンナビノイド受容体に結合し、多幸感な

ど を 引 き 起 こ す 。 一 方 、 覚 せ い 剤 

(methamphetamine: METH) などの依存性薬物を

摂取することにより、中脳辺縁ドパミン神経系

の長期的な可塑的変化が誘導されることが知ら

れているが 1,2)、その調節因子の一つとしてカン

ナビノイド (CB) 受容体が報告されている。し

たがって、METH の精神依存にカンナビノイド

受容体は密接に関わると推測される。 

 カンナビノイド受容体は CB1、CB2 受容体に

分類されるが、興味深いことに CB2 受容体の

刺激はコカインのドパミン応答を抑制すること

が報告されており、精神依存形成を抑制する可

能性が示唆されている。一般に、CB2 受容体は 

CB1 受容体に比べ、マクロファージなどの免疫

細胞に非常に多く存在することが明らかにされ

ていることから、これらの反応は免疫応答を介

する可能性が示唆される。近年、HIV タンパク 

(Tat) により cocaine によるドパミン関連行動

が増強されることも報告され、一方で、薬物依

存症患者における細菌感染抵抗性の低下が報告

されている 3)。また、当教室では免疫系を活性

化させることが知られている lipopolysaccharide 

(LPS) が cocaine 誘発報酬効果を抑制すること

を報告している。このように、薬物依存症に中

枢神経系における免疫系が深く関与している可

能性が考えられる。しかしながら、その詳細な

検討はほとんどなされていないのが現状である
4)。そこで本研究では、薬物依存症における神経

免疫系のメカニズム解明を目的として、LPS に

よる METH 誘発報酬効果抑制作用機序につい

て CB2 受容体およびその情報伝達系の変化を

中心に検討した。 

 

B. 研究方法 

1. 使用動物 

実験には 6 週齢の ICR 系雄性マウスを使用し

た。マウスは恒温室（22±1℃）において飼育し、

明暗条件は 8:00点燈、20:00消燈の 12時間サイ

クルとした。摂餌（固形試料MF; オリエンタル

酵母工業）および飲水（水道水）はともに自由

摂取とした。 

2. 報酬効果の測定 

METH による報酬効果は  conditioned place 

preference (CPP) 法を用いて、評価した。実験装

置は幅 15 cm、長さ 30 cm、高さ 15 cm の白お

よび黒からなる 2-compartment box を使用した。

Box は仕切り版によって 2 つの区画に分けら

れており、それぞれ白側の区画は凹凸のある床

で、黒側の区画は平面の床で構成されている。

条件づけはプレ方式に従って行った。条件づけ

を行う前日に、薬物あるいは溶媒のいずれも処

置せずに box 中央に設置したプラットホーム

にマウスをのせ、プラットホームを降りた時点

より 900 秒間、白および黒の区画を自由に行き

来させ、それぞれの区画における滞在時間を 

infrared beam sensor (KN-80, 株式会社夏目製作

所、東京) で測定し、これを pre–test 値とした。

条件づけは 1 日 1 回行い、1 日目には pre-test 

値の低い方の区画にMETH (1 mg/kg, s.c.) を投

与したマウスを 60 分間閉じ込め、2 日目には

溶媒を投与し、もう一方の区画に 60 分間閉じ

込める操作を行った。溶媒のみで条件づけを行
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った群を溶媒対照群とした。この一連の操作を 

1 session とし、合計 3 sessions 行った。6 日目

の条件づけが終了した翌日に post-test を行い、

pre-test と同様にそれぞれの box における滞在

時間を測定し、試験時における薬物処置区画へ

の滞在時間と溶媒処置区画への滞在時間との差

をスコア (sec) として算出し、報酬効果の指標

とした。 

3. Western blot 法 

METH 誘発報酬効果獲得マウスあるいは対照

群のマウスより全脳を摘出し、脳アトラスに従

い側坐核を含む領域を分画した。組織を lysis 

buffer（10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 

0.5mM EDTA, 10 mM NaF, 0.5 % Triton X-100 

with a protease inhibitor cocktail (Roche 

Diagnostics, Indianapolis, USA)）と共に、テフロ

ン-ガラスホモジナイザーにてホモジナイズし

た。サンプルに electro-phoresis sample buffer 

（2 % sodium dodecyl sulfate (SDS) and 10 % 

glycerol with 0.2 M dithiothreitol）を加え、

SDS-PAGE 法により、ポリアクリルアミドゲル

中の各レーンに標品 20 gの蛋白量を注入し分

離した。分離後、PVDF メンブランに転写させ

た。メンブランを 5 % nonfat dried milkを含む

phosphate-buffered saline (PBS)中でブロッキング

し 、 一 次 抗 体  (anti-phospho-ERK1/2 、

anti-phospho-p38 あるいは  anti-phospho-JNK) 

と反応させた後、二次抗体を加え室温にて更に 1

時間反応させた。反応後、蛍光法に従い、蛍光

発色性の基質を用いて目的とするタンパク質を

発色させた。 

4. Real time RT-PCR 法 

 薬物を処置したマウスの側坐核により、SV 

Total RNA Isolation System (Promega, WI, USA) 

を用いて total RNA を抽出した。First standard 

cDNA 作成のために、抽出した total RNA を 

oligo (dt)12-18 お よ び  diethylpyrocarbonate 

(DEPC) 処理水と共に 70 ℃ で 10 分間インキ

ュベーションした。その後、氷上で 2 分間急冷

し、このサンプルに RT buffer 10mL、0.1 M DTT 

10mL、25 mM MgCl2 10mL、10 mM dNTP mix 

1mL (以上全て Invitrogen, CA, USA) を加え、

70 ℃ で 5 分間のインキュベーションを行っ

た。インキュベーション後、逆転写酵素である 

reverse transcriptase Ⅱ (RT Ⅱ; Invitrogen, CA, 

USA) 1mL を加え、42 ℃ で 45 分間および 

70 ℃ で 5 分間のインキュベーションをそれぞ

れ行った。PCR は TIMP-1, TIMP-2 および陽性

対照として GAPDH の DNA 配列に基づいた 

primer により、SYBR Green を用いて CT 

法に従い解析した。 

5. 統計解析 

すべてのデータは平均値 ± 標準誤差 (mean ± 

S.E.M.) で示した。有意性の評価には一元配置分

散分析を用い、各値は Bonferroni/Dunnett's test

を用いて評価した。 

 

C. 研究結果 

1. LPS によるMETH 誘発報酬効果の抑制作用

および CB2 受容体の関与 

 METH 誘発報酬効果に対する LPS の影響に

ついて条件づけ場所嗜好性試験を用いて検討し

た。その結果、METH による報酬効果の形成は 

LPS の処置により有意に抑制された。この作用

に対する CB2 受容体の関与について検討する

目的で、CB2 受容体拮抗薬である AM630 を併

用処置したところ、LPS により認められる 

METH 誘発報酬効果の形成は有意に消失した 

(Fig. 1)。そこで、内因性カンナビノイドである 

2-AG を脳 
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Fig. 1 Effect of LPS (1mg/kg, i.p.) on the METH 

(1mg/kg, s.c.)-induced rewarding effects with or 

without AM630 (10 nmol/mouse, i.c.v.) in mice.  

**<0.01, ***p<0.001 vs. each groups. 

 

室内前処置したところ、METH による報酬効果

の形成は有意に抑制された (Fig. 2)。 

2. LPS による側坐核領域における MAP キナ

ーゼの変化 

 そこで次に CB 受容体による細胞内情報伝

達  

系の変化について検討する目的で、リン酸化 

ERK1/2、p38 および JNK の変化について検討

した。その結果、LPS 処置により ERK2 および 

p38 の著明な増加が観察された (Fig. 3)。  

3. LPS による側坐核領域における the tissue 

inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP1) mRNA

発現量の変化 

 現在までに、METH 誘発逆耐性および報酬効

果に MMP2 が関与することが報告されている
5)。一方、CB2 受容体を介し tissue inhibitor of 

metalloproteinase 1 (TIMP1) が  matrix 

metalloproteinases (MMPs) を阻害することが報

告されている 6)。そこで TIMP1 の変化について

検討したところ、LPS 処置により TIMP1 mRNA 

の増加が認められた (Fig. 4)。一方、TIMP2 に

有意な変化は認められなかったことから、LPS 

による METH 誘発報酬効果抑制作用は TIMP1 

が関与していると考えられる。 

 

Fig. 2 Effect of 2-AG (10 nmol/mouse, i.c.v.) on the 

METH (1mg/kg, s.c.)-induced rewarding effects in 

mice.  **<0.01 vs. each groups. 

 

 

Fig. 3 Changes in protein levels of 

phospho-extracellular signal-regulated kinase 1/2 

(p-ERK1/2), phospho-p38 and phospho-JNK 46/54 

in the limbic forebrain of mice after treatment with 

LPS (1 mg/kg, i.p.) and/or METH (1 mg/kg, s.c.). 
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Fig. 4 Changes in mRNA levels of the tissue 

inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP1) and 

TIMP2 in the limbic forebrain of mice after 

treatment with LPS (1 mg/kg, i.p.) and/or METH (1 

mg/kg, s.c.).   

 

D. 考察 

 本研究結果より、LPS および 2-AG 処置によ

り METH 誘発報酬効果の抑制が認められ、LPS 

による METH 誘発報酬効果の抑制にカンナビ

ノイド受容体である CB2R が関与することが

明 ら か と な っ た 。 当 教 室 に お い て 、

lipopolysaccharide (LPS) が cocaine 誘発報酬効

果を抑制することを報告している 4)。また、CB2R 

は特に免疫細胞に多く存在することが報告され

ており 6)、LPS に 

よりミクログリアの増加および活性化が認めら

れることから、内因性カンナビノイドを介した

反応が関与する可能性が示唆される。事実、CB2 

受容体欠損動物では cocaine の精神依存が増強

されることが報告されている 7)。したがって、

LPS により活性化されたミクログリアから、

2-AG の遊離が引き起こされ、これが METH 誘

発報酬効果の抑制を引き起こした可能性が考え

られる。 

現在までに、METH 誘発逆耐性および報酬効果

に MMP2 が関与することが報告されている 5)。

一 方 、 CB2R を 介 し  tissue inhibitor of 

metalloproteinase 1 (TIMP1) が  matrix 

metalloproteinases (MMPs) を阻害することが報

告されている 6)。本研究結果から、LPS 処置に

より TIMP1 mRNA の増加が認められたことか

ら、LPS による METH 誘発報酬効果抑制作用

は TIMP1 が関与していると考えられる。した

がって、神経細胞間などの間隙を埋める足場蛋

白である細胞外マトリックスが重要である可能

性が示唆され、さらに、LPS は活性化したミク

ログリアは CB 受容体を介して TIMP1 の産生

亢進を促し、これら細胞外マトリックスを調節

することにより報酬効果を抑制したと考えられ

る。 

 

E. 結論 

以上本研究の結果より、METH による依存形成

に対する治療因子として、免疫系における CB2 

受容体が有効である可能性が示唆された可能性

が示唆された。 
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国際学会 

75th Annual Meeting-College on Problems of Drug 

Dependence. 平成 25年 6月 15-20 日, San Diego, 

CA 

CHRONIC TREATMENT WITH ETHANOL 

ENHANCED MORPHINE-INDUCED 

HYPERLOCOMOTION. 

Kouji Andoh, Masahiro Shibasaki, Tomohisa 

Tsuyuki, Ami Otokozawa, Tomohisa Mori, Tsutomu 

Suzuki 

 

EFFECTS OF LIPOPOLYSACCHARIDES ON 

DOPAMINE-RELATED BEHAVIOR OF 

METHAMPHETAMINE 

Masahiro Shibasaki, Daiki Masukawa, Toshio Imai, 

Tomohisa Mori, Tsutomu Suzuki 

International narcotic research conference ( INRC ) 
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EFFECT OF ()-PENTAZOCINE. 

Tsutomu Suzuki, Toshimasa Itoh, Tomoya Saeki, 

Daiki Masukawa, Masahiro Shibasaki and Tomohisa 

Mori. 

INVOLVEMENT OF SUPRASPINAL AND 
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AGONIST-INDUCED PHYSICAL DEPENDENCE 

Naoki Uzawa, Tomohisa Mori, Koichi Sugiyama, 

Yusuke Saitou, Masahiro Shibasaki, Tsutomu 
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INVOLVEMENT OF SIGMA-1 RECEOTOR 
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MORPHINE-DEPENDENT MICE 

Junpei Ohya, Tomohisa Mori, Naoki Uzawa, Koichi 

Sugiyama, Yusuke Saitoh, Masahiro Shibasaki, 

Tsutomu Suzuki 

DIFFERENTIAL EFFECTS OF MORPHINE AND 
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DOPAMINERGIC SYSTEMS. 

Yoshiyuki Iwase, Tomohisa Mori, Tomoya Saeki, 

Noriyuki Iwata, Asami Murata,   
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国内学会 

第 86 回日本薬理学会年会 

平成 25 年 3 月 21-23 日, 福島 

DIFFERENTIAL ANTAGONIZING EFFECTS OF 

CLOZAPINE AND HALOPERIDOL ON THE 

METHAMPHETAMINE- AND 

MORPHINE-INDUCED BEHAVIORAL 

CHANGES. 

Noriyuki Iwata, Tomohisa Mori, Asami Murata, 

Masahiro Shibasaki, Tsutomu Suzuki 

CHRONIC TREATMENT OF ETHANOL 

ENHANCED MORPHINE-INDUCED 

HYPERLOCOMOTION. 

Koji Ando, Masahiro Shibasaki, Tomohisa Tsuyuki, 

Ami Otokozawa, Tomohisa Mori, Tsutomu Suzuki 
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Daisuke Aikawa, Tomohisa Mori, Tomoya Saeki, 

Masahiro Shibasaki, Tsutomu Suzuki 

薬物依存の研究 (第 473 報)：Methamphetamine 

誘 発 自 発 運 動 促 進 作 用 に 対 す る 

lipopolysaccharides の影響 

今井敏雄, 芝崎真裕, 森友久, 鈴木勉 
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平成 25年 8月 29-30日, 福岡 
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次世代を担う創薬・医療薬理シンポジウム 
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Ethanol 慢性処置による morphine 誘発報酬効

果増強作用に対する GRK2 の関与 

芝崎真裕, 安藤光史, 男澤杏美, 露木智久, 森友

久, 鈴木勉 

アルコール・薬物依存関連学会合同学術学会 

平成 25年 10月 3-5, 岡山 

MDMA 誘発報酬効果ならびに弁別刺激効果に

おけるオレキシン神経系の役割 

鵜澤直生, 森友久, 外園真由奈, 宇田川雄也, 芝

崎真裕, 鈴木勉 

エタノール慢性処置によるモルヒネ誘発自発運

動促進作用の増強効果に対する β-エンドルフ

ィン神経系の関与 

安藤光史, 芝崎真裕, 男澤杏美, 岡部健司, 菊田

奨之, 東あかね, 森友久, 鈴木勉 

第 57回日本薬学会関東支部大会 
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dopamine関連行動に与える影響 

芝崎真裕, 今井敏雄, 池窪結子, 石川ゆとり, 安

藤光史, 森友久, 鈴木勉 

第 23 回日本臨床精神神経薬理学会・第 43 回日

本神経精神薬理学会合同年会 

平成 25年 10月 24-26日, 沖縄 

薬物依存の研究 (第 483 報) ; Methamphetamine

およびmorphineによる中脳辺縁ならびに黒質線

条体 dopamine 神経系の活性化 

村田麻美, 森友久, 岩瀬祥之, 岩田典之, 芝崎真

裕, 鈴木勉 

薬物依存の研究 (第 478報) ; アルコール誘発弁

別刺激効果に対する GABAA および 5-HT1A 

受容体作動薬の般化 

望月綾乃, 森友久, 鵜澤直生, 加澤春世, 芝﨑真

裕, 鈴木勉 

薬物依存の研究 (第 480 報) ; Methylphenidate 

の弁別刺激効果に対するモノアミン神経系の関

与 

加澤春世, 森友久, 望月綾乃, 鵜澤直生, 芝崎真

裕, 鈴木勉 
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薬物依存の研究 (第 477 報) ; MDMAの弁別刺

激効果発現における serotonin 神経系の役割 

鵜澤直生, 森友久, 渡辺京彦, 加澤春世, 望月綾
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原田真季, 森友久, 大屋順平, 小林実奈代, 芝崎

真裕, 鈴木勉 

第 24 回 マイクロダイアリシス研究会 
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影響  

岩瀬祥之, 森 友久, 中村美聖, 肥田野翔, 芝崎

真裕, 東山公男, 五嶋良郎, 鈴木勉 

第 23 回 神経行動薬理若手研究者の集い 

平成 26 年 3 月 18 日, 仙台 

MDMA および  methylphenidate 誘発弁別刺激

効果の差異 

鵜澤直生, 森友久, 渡辺京彦, 加澤春世, 望月綾

乃, 内田匡志, 芝崎真裕, 鈴木勉 

第 87 回 日本薬理学会 

平成 26 年 3 月 19-21 日, 仙台 

薬物依存に関する研究  ( 第  488 報 ) : 

Lipopolysaccharides (LPS) に よ る 

methamphetamine 誘発報酬効果の抑制に対する 

CB2 受容体の関与 

池窪結子, 芝崎真裕, 安藤光司, 石川緩, 男澤杏

美, 岡部健司, 菊田奨之, 東あかね, 森友久, 鈴

木勉 

薬物依存に関する研究 (第 489 報): エタノー

ル慢性処置による脳内におけるエタノール代謝

系の変化 

石川緩, 芝崎真裕, 安藤光史, 池窪結子, 男澤杏

美, 岡部賢司, 菊田奨之, 東あかね, 森友久, 鈴

木勉 

第 134 回 日本薬学会年会 

平成 26 年 3 月 27-30 日, (熊本) 

薬物依存の研究(第 492 報)：Ketamine による抗

不安作用における細胞骨格系の変化 

庄條育子, 芝﨑真裕, 森友久, 鈴木勉 

 

H 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 

 なし 

2. 実用新案登録 

 なし 

3.その他 

 なし
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厚生労働科学研究費補助金（医薬品・医療器機等レギュラトリーサイエンス総合研究事業） 

分担研究年度終了報告書 

 

違法ドラック等、薬物依存のトレンドを踏まえた病態の解明と診断・治療法の開発 

 

〔分担研究課題〕覚せい剤関連精神障害に対する薬物療法の開発 

 

分担研究者 橋本謙二 （千葉大学社会精神保健教育研究センター・教授） 

研究協力者 任 乾（千葉大学大学院医学薬学府・大学院生） 

研究協力者 馬 敏（千葉大学大学院医学薬学府・大学院生） 

 

研究要旨：覚せい剤の乱用により様々な精神障害（うつ症状、認知機能障害など）が引き起こされるが、

根本的な治療法が無い。脳由来神経栄養因子（BDNF）はうつ病をはじめとする様々な精神障害の病態

に関わっている。今回、BDNFの受容体である TrkBのアゴニスト 7,8-dihydroxyflavone (7,8-DHF)は、

覚せい剤の投与によって引き起こされる行動異常や神経障害を抑制することが判った。また覚せい剤

の繰り返し投与は、うつ症状を呈し、長期間持続することを見出した。 

 

A．研究目的 

覚せい剤の乱用はヒトに依存を形成し、様々な精

神障害（うつ症状、認知機能障害など）を引き起

こすことが知られているが、現在のところ、根本

的に治療する薬剤は無い。 

これまで我々は、脳由来神経栄養因子（BDNF）お

よびその受容体 TrkB を介するシグナル伝達系は、

気分障害を含む多くの精神神経疾患の病態および

治療メカニズムに関わっていることを報告した

（1-4）。 

本研究では、覚せい剤投与によって引き起こされ

る行動異常における BDNF-TrkB シグナル系の役

割を調べた。 

B．研究方法 

神経障害に対する試験 

実験には 10週齢の Balb/c雄性マウス（日本エスエ

ルシー株式会社）を使用した。急性の行動試験で

は、溶媒あるいは TrkB アゴニストである

7,8-dihydroxyflavone (7,8-DHF; 3, 10, or 30 mg/kg, 

IP)を投与し、30分後に覚せい剤（3 mg/kg, SC）を

投与し行動評価を行った。逆耐性の形成に対する

試験では、溶媒あるいは 7,8-DHF (10 mg/kg, IP)を

投与し、30分後に溶媒あるいは覚せい剤（3 mg/kg, 

SC）を 1日 1回 5日間を投与した。最終投与から

1 週間断薬した後、全てのマウスに覚せい剤（1 

mg/kg, SC）を投与し、運動量を測定した。 

ドパミン神経系に対する神経障害の試験では、溶

媒あるいは 7,8-DHF (10 mg/kg, IP)を投与し、30

分後に溶媒あるいは覚せい剤（3 mg/kg, SC）を 3

時間間隔で 3 回投与した。引き続き、溶媒あるい

は 7,8-DHF (10 mg/kg, IP)を 12時間間隔で 1日 2回

2日間投与し、翌日にかん流固定して、ドパミント

ランスポーター（DAT）および MAC1 (activated 

microglia)の免疫組織化学を行った。 

 

うつ症状に対する試験 

実験には 8週齢の C57/B6雄性マウス（日本エスエ

ルシー株式会社）を使用した。溶媒あるいは覚せ

い剤（3 mg/kg, SC）を 1日 1回 5日間を投与した。

最終投与の 3日後から、2週間後まで、尾懸垂試験、

強制水泳試験、ショ糖飲水試験を用いて、うつ症

状の評価を実施した。 
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【倫理面への配慮】 

動物を用いる研究ついては、千葉大学実験動物委

員会の承認を得た。 

 

C．研究結果 

TrkBアゴニスト 7,8-DHFの前投与は、覚せい剤投

与によって引き起こされる急性の行動異常を用量

依存的に抑制した。また 7,8-DHF は覚せい剤の繰

り返し投与による逆耐性の形成を有意に抑制した。

さらに 7,8-DHF は覚せい剤の繰り返し投与で引き

起こされる脳内ドパミン神経障害およびミクログ

リアの活性化を有意に抑制した。 

覚せい剤を繰り返し投与したマウスでは、尾懸垂

試験、強制水泳試験における無働時間が有意に延

長し、ショ糖飲水試験では有意に減少し、うつ症

状を呈した。また覚せい剤投与後のうつ症状は、

最終投与 2週間後でも観察された。 

 

Ｄ．考察 

今回の研究結果から、覚せい剤の繰り返し投与に

よる行動異常や神経障害は、TrkBアゴニストの前

投与で抑制されることから、TrkBアゴニストは覚

せい剤精神障害の予防薬として有効かもしれない。 

また、覚せい剤の繰り返し投与によって引き起こ

されるうつ症状は、断薬後も長期間持続すること

が判明した。BDNF-TrkBシグナル系はうつ病の病

態に深く関わっていることから、次年度は覚せい

剤投与後に観察されるうつ症状における

BDNF-TrkBシグナルの役割を明らかにし、新しい

治療法の開発の可能性を探る。 

 

E．結論 

本研究から、BDNF-TrkBシグナル系は、覚せい剤

の投与によって引き起こされる精神障害の病態に

関わっていると考えられ、BDNF-TrkBシグナル系

は覚せい剤関連障害の予防薬・治療薬の新規ター

ゲットとして有用であることが示唆された。 

 

F．健康危険情報：なし 
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【シンポジウム・招待講演】 

[1] 橋本謙二（2013）炎症性うつ病の新規治療ター

ゲットとしての BDNF-TrkBシグナリング．トピッ

ク・フォーラム 10 酸化ストレス・炎症から解く
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岡崎市． 
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40回日本脳科学会．平成 25年 9月 28-29日．静岡

県浜松市． 

[2] 任 乾、張 継春、馬 敏、藤田有子、呉 

勁、橋本謙二（2013）覚せい剤関連精神障害に対

する BDNF-TrkBシグナルの役割．平成 25年度ア

ルコール・薬物依存関連学会合同学術総会．平成

25年 10月 3-5日．岡山県岡山市． 

[3] 橋本謙二、張 継春（2013）炎症性うつ病

における BDNF-TrkBシグナルの役割．第 23回日

本臨床精神神経薬理学会/第 43 回日本神経精神薬

理学会合同学会. 平成 25年 10月 24-26日．沖縄． 

 

3．その他 

H．知的財産権の出願・登録状況 

  無し 
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厚生労働科学研究費補助金（医薬品・医療器機等レギュラトリーサイエンス総合研究事業） 

分担研究年度終了報告書 

 

違法ドラッグ等の薬物依存における覚せい剤依存関連分子の関与と 
診断および治療法の開発 

 

研究分担者： 新田淳美 1 

研究協力者： 宇野恭介 1、傅柯荃 1、宮﨑杜夫 1、菊地佑 1、日比陽子 2、村松慎一 3、 

       鍋島俊隆 4、宮本嘉明 1 

 

      1富山大学大学院医学薬学研究部（薬学）・薬物治療学研究室 
         2名古屋大学大学院医学系研究科医療薬学講座・医学部附属病院薬剤部 
         3自治医科大学神経内科学講座 
         4名城大学薬学部地域医療薬局学講座 

 

【研究要旨】  

 近年、覚せい剤（methamphetamine: MAP）使用へと繋がるゲートウェイ・ドラッグの乱用

が、大きな社会的問題となってきている。そこで、我々は、その移行を阻止するための診

断法や治療法の開発を目的として本研究を開始した。MAP 連続投与によりマウス側坐核に

おいて遺伝子発現が増加するものとして、我々が見出した薬物依存関連分子 Shati/N-acetyl- 

transferase 8-like protein（Nat8l）、 transmembrane protein 168（Tmem168）および Piccolo に

焦点を当て、ゲートウェイ・ドラッグによる神経系への影響や依存形成のメカニズムを解

明するとともに、治療薬開発のための標的分子を検討した。これまでに、我々は、側坐核

における Shati/Nat8l が MAP 投与により誘発される行動学的および神経化学的異常に対し

て抑制的に作用していることを明らかにしてきた。一方、Tmem 168 の生理機能は、ほと

んど分かっていないが、MAP およびニコチンの２種類の依存性薬物により側坐核での発現

量が増加していることを報告してきた。今年度は、Shati/Nat8l の産生物の下流システムと

なる代謝型グルタミン酸受容体 3（mGluR3）を介した神経伝達が、薬物依存抑制機能を有

することを明らかにした。また、MAP を投与することによる Shati/Nat8l 遺伝子発現増加

のメカニズムについて、その転写･産生機序を推定した。さらに、Tmem168 は依存形成に

抑制的な作用を持つことも明らかにした。つまり、今年度の研究成果から、Shati/Nat8l が

関連する mGluR3 介在神経伝達システムおよび Tmem168 関連システムは、薬物依存の新た

な治療薬開発の標的となる可能性が示唆される。今後、ゲートウェイ・ドラッグにより誘

発される依存形成に対しても、mGluR3 や Tmem168 が治療薬開発の新たな標的分子として

の可能性を検証していく。  
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A. 研究目的 

 現在、我が国は第３次薬物乱用期にあり、覚せ

い剤であるメタンフェタミン（methamphetamine: 

MAP）またはその誘導体による薬物事犯が後を絶

たず、社会的問題となっている。特に、近年の乱

用薬物の多様化にともない、様々な違法ドラッグ

や処方薬などのゲートウェイ・ドラッグの乱用か

ら、より強力な作用の薬物を求めることによって

MAP乱用へと移行することが指摘されている。こ

のような社会的背景から、ゲートウェイ・ドラッ

グを含む乱用薬物による薬物依存形成のメカニ

ズムを解明し、その予防法や治療法を確立するこ

とが求められている。しかしながら、薬物依存形

成には脳内側坐核におけるドパミン神経伝達が

重要な役割を果たしていることが明らかにされ

ているものの 4, 11)、そのメカニズムは非常に複雑

であり、未知の分子の関与も示唆されている。こ

れまでに、我々は、MAPを連続投与したマウスの

側坐核において、PCR cDNAサブトラクション法

を利用して、発現が増加する遺伝子同定を試み、

Shati/N-acetyltrans- ferase 8-like protein（Nat8l）10)、

transmembrane protein 168（Tmem168）および

Piccolo 3) の３つの覚せい剤依存関連分子を見出

している。そこで、本研究では、我々が見出した

上述の薬物依存関連分子に焦点を当て、違法ドラ

ッグ等から MAP への移行を阻止する治療法開発

のために、ゲートウェイ・ドラッグによる神経機

能変化メカニズムを解明するとともに、その標的

分子を検討する。 

 既に、我々は、側坐核における Shati/Nat8l が、

MAP の薬理学的作用に対して抑制的に働くこと

を明らかにしてきた 6, 10)。すなわち、側坐核で

Shati/Nat8l を過剰発現させたマウスを作製し、

MAP への反応性を検討した結果、MAP の効果が

行動学的および神経化学的に有意に減弱された。

一方、Shati/Nat8l はアスパラギン酸を基質とした

N-アセチルアスパラギン酸（N-acetylaspartate: 

NAA）合成酵素であること 1)、さらに、Shati/Nat8l

により合成された NAA は、N-アセチルアスパラ

ギン酸・グルタミン酸（N-acetylaspartyl- glutamate: 

NAAG）へと変換されて細胞外へ放出され、グル

ープⅡ代謝型グルタミン酸受容体 3（mGluR3）に

対して神経伝達物質として働くことが報告され

ている 2, 9)。 

 Tmem168は、アミノ酸残基 697個から成り、推

定膜貫通領域を有するタンパク質であるが、その

生理機能に関する報告はほとんどない。我々は、

Tmem168 mRNA 発現量が脳内において高いこと

を明らかにした。作用機序が異なる依存性薬物で

ある MAP およびニコチンの連続投与により、側

坐核においてその mRNA 発現量が増加すること

も見出している。 

 本年度の研究では、薬物依存抑制分子

Shati/Nat8l の産生物の下流にあたる mGluR3 を介

在する神経伝達の役割について、神経化学的に検

討した。また、MAP を投与することによる

Shati/Nat8l遺伝子発現調節を in vivo と in vitroで

検討した。また、MAPによる依存形成メカニズム

における機能未知分子Tmem168の役割について、

神経化学的および行動学的に検討を行った。 

 

B. 研究方法 

1. 実験動物 

本実験には、８週齢の C57BL / 6J 雄性マウス

（日本 SLC、静岡）を使用した。マウスは、午前

8 時から午後 8 時を明期とする部屋で飼育し、行

動実験中以外は、餌および水は自由摂取とした。 

 

2. 試薬 

 メタンフェタミン塩酸塩（MAP hydrochloride） 

は大日本住友製薬株式会社（大阪）より、NAAG、

2-(phosphonomethyl) pentanedioic acid (2-PMPA)、お

よび LY341495 は  Tocris Bioscience (Ellisville, 

MO, USA) より購入した。その他の一般的な試薬
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は、Wako（大阪）もしくは Nakalai tesque（京都）

より購入した。 

 

3. アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターの作製お

よびマウス脳内への注入 

Tmem168遺伝子を組み込んだpAAV-Tmem168、

pAAV-Rep/Cap および pHelper の 3 種類のプラス

ミドを HEK293 細胞にトランスフェクションし、

細胞内で AAV- Tmemベクターを作製させ、それ

を抽出し精製した 5, 8)。標的遺伝子を組み込んで

いない AAV ベクターを Mock コントロールとし

て使用した。各 AAV ベクターを、両側 NA

（anterior = + 1.4, lateral = ± 0.8, ventral = + 3.8 

from Bregma）に注入した（各々を、Tmemマウス

および Mock マウスとする）。その後、3 週間が

経過してから各種の実験を行った。 

 

4. Tmem168 mRNA発現量の測定 

 Tmem168 mRNA発現量の測定は、常法に従って

Real-Time RT-PCR法も用いて行った。PCRプライ

マーについては、以下の塩基配列を使用した。 

5’-GACAGAATCATGGCATCCAAAGG-3’ 

(forward), 5’-TTGTCTTGCCGCTGGAGTCCAT-3’ 

(reverse)。 

 

5. 運動量の測定 

 Tmem マウスまたは Mock マウスを用いて実験

を行った。アクリル製の箱（40×40×30 cm）の

中で、マウスを自由に行動させ、Scanet MV-40

（MELQUEST, 富山）を用いて運動量を測定した
7)。MAP誘発運動過多の測定では、測定の直前に

MAP (1 mg/kg) または Salineを皮下投与した。 

 

 

6. 条件付け場所嗜好性（ Conditioned Place 

Preference: CPP）試験 

 Tmem マウスまたは Mock マウスを用いて実験

を行った。条件付け場所嗜好性試験は、2 つのコ

ンパートメントからなる明暗箱を用いて既報に

従って行った 7, 10)。すなわち、マウスを 3日間、

実験装置に慣らし、3 日目に滞在時間の Pre 値を

測定した。続けて、MAP（1 mg/kg）または Saline

の皮下投与による条件付けを 1 日 1 回 20 分間、

合計 6 回行った。 その翌日（10日目）、滞在時

間の Post値を測定し、Post-Pre 値を CPPスコアと

して算出し、場所嗜好性の指標とした。 

 

7. 細胞外ドパミン遊離量の測定 

 TmemマウスまたはMockマウスを用いて実験を

行った。In vivo マイクロダイアリシス法を用いて、

マウス側坐核での細胞外ドパミン遊離量を測定

した 10)。マウスをペントバルビタール（50 mg/kg, 

s.c.）麻酔下で脳定位装置に固定した。頭蓋を開口

後、左側 NA（anterior = + 1.4, lateral = + 0.8, ventral 

= + 3.0 from Bregma）にガイドカニューレを挿入

し固定した。翌日、透析プローブをガイドカニュ

ーレより挿入し、リンゲル液（147 mM NaCl, 4 mM 

KCl, 2.3 mM CaCl2）を 0.5 µl/minで灌流した。灌

流液は、15分間隔で収集し、灌流液中のドパミン

量を HPLCシステム（HTEC-500, EICOM, 京都）

を用いて分析した。薬物処置は、透析プローブ挿

入から約２時間後から開始した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. ゲノム DNAのメチル化解析 

 MAP（1 mg/kg）または生理食塩水（Saline）を
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6 日間連続皮下投与したマウスの側坐核および全

血から Shati/Nat8l ゲノム DNA を抽出し、メチル

化DNAを判別可能とするためにbisulfite処置を行

った。その DNA について、大腸菌を用いたクロ

ーニングおよびシークエンス解析を行い、転写開

始点上流（-562 から -135bp）のプロモーター領

域における DNAメチル化率を算出した。 

  

10. 統計処理 

実験結果は平均値±標準誤差で示した。有意差

検定は、2群間の比較では、Student’s t-test を用い

て行った。3群間以上の比較には、分散分析の後、

Bonferroni’s post-hoc testを用いて行った。 

  

11. 倫理面への配慮 

 本研究における動物実験は、富山大学動物実験

指針、文部科学省動物実験指針および Principal 

of Laboratory Animal Care (National Institutes 

of Health Publication, 85-23, 1985) に準じ、

富山大学の動物実験委員会で承認されたうえで

行った。遺伝子組換え実験は、「遺伝子組換え生

物等の使用等の規制による生物の多様性の確保

に関する法律」を遵守し、富山大学の遺伝子組換

え生物等使用実験安全管理委員会で承認された

うえで行った。 

  

C. 研究結果 

1.  マウスへ MAP を投与した時のドパミン遊離

量増加に対する NAAGの抑制作用 

 マウスへ MAP を投与することにより、側坐核

でのドパミン遊離量が増加することは、よく知ら

れている現象であり、この増加が薬物依存形成に

重要な役割を果たしていると考えられている 11)。

そこで、in vivo マイクロダイアリシス法を用いて、

Shati/Nat8l の産生物の下流にある mGluR3 が、本

現象に関与しているかどうかを検討した。まず、

mGluR3生体内アゴニスト NAAGの MAPによる

ドパミン遊離量増加に対する影響を検討した。透

析用リンゲル液を介して、側坐核に NAAG（0.1 

mg/ml）を 15分間環流したところ、野生型マウス

の側坐核におけるドパミンの基礎遊離量は減少

した。NAAG 還流後にMAP（1 mg/kg）を皮下投

与すると、MAP 単独投与の時と比較してMAP投

与によるドパミン遊離量増加の有意な減少が観

察された（Fig. 1A）。さらに、NAAG分解酵素で

ある glutamate carboxypeptidase II（GCPII）の阻害

剤 2-PMPA（30 mg/kg）を野生型マウスに腹腔内

投与すると、NAAG環流時と同様に、側坐核にお

けるドパミン基礎遊離量が減少した。2-PMPA 投

与 30分後にMAP（1 mg/kg）を皮下投与すると、

同様に、MAP だけを投与した時と比較してMAP

によるドパミン遊離量増加の有意な減少が観察

された（Fig. 1B）。次に、mGluR2/3 アンタゴニ

スト LY 341495の MAP誘発ドパミン遊離量に対

する影響を検討した。LY341495 を野生型マウス

に腹腔内投与しても、側坐核におけるドパミン基

礎遊離量に変化は観察されなかった。しかし、

LY341495（0.3 mg/kg）の投与 30分後にMAP（1 

mg/kg）を皮下投与すると、MAP 単独投与と比較

して MAP 投与によるドパミン遊離量増加の有意

な上昇が観察された（Fig. 2）。 

 以上のことから、側坐核での MAP 末梢投与に

よるドパミン遊離量の増加メカニズムには、

mGluR3 介在神経伝達が抑制的に関与しているこ

とが明らかとなった。 
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2. MAP 投与によるドパミン遊離上昇への側坐核

での Tmem168過剰発現の影響 

 まず初めに、Tmem マウスの側坐核における

Tmem168 mRNA の発現量を検討した結果、それ

は、Mockマウスと比較して、約 10倍に増加して

いた（Data not shown）。次に、in vivo マイクロ

ダイアリシス法を用いて、側坐核におけるドパミ

ン遊離量を検討した。Tmem マウスのドパミン基

礎遊離量は、Mock マウスと比較して変化は観察

されなかった（Data not shown）。MAP（1 mg/kg）

の皮下投与によりMockおよび Tmemマウスでは

ドパミン遊離量が顕著に上昇したが、Tmem マウ

スと Mock マウスとの比較では、Tmem マウスの

MAP 投与によるドパミン遊離量の増加は有意に

抑制されていた（Fig. 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. マウスへのMAP投与による運動過多への側坐

核での Tmem168過剰発現の影響 

 MAP（1 mg/kg）をマウスに皮下投与すると

Tmem マウスと Mock マウスの両方で、運動過多

が観察された。しかしながら、Tmem マウスにお

けるMAP投与による運動過多は、対照群のMock

マウスと比較して有意に減少していた（Fig. 4）。 
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4. マウスへのMAP投与による場所嗜好性への側

坐核での Tmem168過剰発現の影響 

 マウスを MAP 投与で条件付けすることによっ

て、Mockマウスでは場所嗜好性が観察されたが、

Tmem マウスでは場所嗜好性が観察されなかった

（Fig. 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. マウウへのMAP連続投与による Shati/Nat8lプ

ロモーター領域のメチル化の検討 

 MAP 連続投与後におけるマウス側坐核と血中

の Shati/Nat8l ゲノム DNA プロモーター領域のメ

チル化解析では、対照群と比較して MAP 連続投

与により側坐核・血中由来の両方の DNAで -562 

から -135bp の数か所のメチル化率および本領域

全体での平均メチル化率が有意に減少していた

（Fig. 6A and B）。つまり、MAP 投与による

Shati/Nat8l遺伝子発現増加は、DNAメチル化の減

少が、関与していることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D. 考察 

 これまでの我々の研究においては、側坐核で

Shati/Nat8l を過剰発現させた遺伝子改変マウスを

用いて、側坐核での Shati/Nat8l、さらには、その

最終産生物NAAGが結合するmGluR3介在神経伝

達が、MAPの薬理学的作用に対して抑制的に働く
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ことを明らかにしてきた 6)。しかし、本研究では、

インタクトな野生型マウスを用いて、側坐核での

mGluR3を介した神経伝達が、MAPの細胞外ドパ

ミン遊離上昇作用に対して抑制的に働くことを

観察した。このことは、Gi タンパク質共役型

mGluR3 の活性化が薬物依存形成を抑制する可能

性を示しており、mGluR3 アゴニストが治療薬開

発の標的分子となることを強く示唆するもので

ある。しかしながら、今回の実験結果は、神経化

学的な側面のみのアプローチであることから、今

後、マウスを用いた依存性薬物による行動学的変

化を mGluR3アゴニストが改善できるかどうかを

検討していく必要がある。 

 さらに、MAP の刺激または投与による

Shati/Nat8l 遺伝子発現調節メカニズムには、細胞

内シグナル伝達が関与していることが示唆され

た。これらの機序が解明されれば、特異的に

Shati/Nat8l の遺伝子発現を上昇させることで

NAAおよび NAAG含量の増加による mGluR3の

活性化が期待され MAP の薬理学的作用を抑制す

る標的分子を探索できる可能性が高い。一方、興

味深いことに、Shati/Nat8l ゲノム DNA プロモー

ター領域におけるメチル化解析では、側坐核およ

び血中から抽出したDNAのメチル化率がMAP連

続投与によって低下した。このことは、脳内と血

中の Shati/Nat8l DNA メチル化の変化が連動して

いる可能性を示しており、臨床への展開を考えた

時に、患者から採血したサンプルをもとに

Shati/Nat8l DNAメチル化率を解析し、血中 NAA

および NAAG を測定することで薬物依存状態を

把握する診断方法となるかもしれない。今後、更

なる詳細な検討が必要ではあるが、薬物依存の程

度を客観的に判断する指標としては、今までに例

をみないものである。 また、我々が見出してい

る新たな薬物依存関連分子 Tmem168 は、アミノ

酸残基 697個から成る複数回の膜貫通領域を有す

るタンパク質であるが、その生理的機能はほとん

ど報告されていない。我々は、これまでに、

Tmem168 mRNA がマウス脳内に多く存在し、

MAPおよびニコチンの連続投与によって、その発

現が増加することを見出している。さらに、今回

の解析において、Tmem マウスでは側坐核での

MAP 投与によるドパミン遊離量の増加を抑制す

る結果を得た。また、このドパミン遊離量の増加

抑制効果に繋がる結果として、Tmem マウスは、

MAP投与による運動過多の抑制およびMAPによ

って条件付けされた場所嗜好性の減少という行

動学的変化を示した。つまり、Tmem168は薬物依

存形成メカニズムにおいて抑制的な役割を担っ

ていることが示めされた。今後、Tmem168の生理

的機能を明らかにしていくことによって、薬物依

存を治療するための新たな標的機構を提唱する

ことを目指すつもりである。 

 

E. 結論 

 本研究では、覚せい剤の薬物依存形成メカニズ

ムにおいて、側坐核における NAA 合成酵素であ

る Shati/Nat8lを起点とした mGluR3介在神経伝達

システムが重要な役割を果たしていることを明

らかにした。また、我々が見出した機能未知の

Tmem168が、薬物依存抑制分子として薬物依存形

成メカニズムに関与していることが明らかとな

った。今後、ゲートウェイ・ドラッグにより誘発

される依存形成に対して、mGluR3 アゴニストの

効果を検討するとともに、Tmem168の生理的機能

を解明し、治療薬開発の新たな標的分子としての

可能性を検証していく。これにより、薬物依存の

治療薬創生につながることが期待される。 
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薬物依存の細胞内シグナルを標的とする遺伝子治療に関する検討 

分担研究者 山田清文 名古屋大学医学部附属病院 教授 

 

研究要旨 

違法ドラッグがゲートウェイドラッグとなり、メタンフェタミン(METH)等の覚せい剤の乱用を経て

薬物依存につながると考えられている。これまでに薬物依存に関わる多くのシグナル分子が報告さ

れているが、薬物報酬効果に直接的に関わる分子基盤については未だ不明な点が多い。本分担研究

課題では、薬物報酬効果のプロセスで中心的役割を果たしているドーパミン受容体シグナルに着目

し、その細胞内シグナルを標的とする遺伝子治療に関する基礎研究を推進する。 

本年度は MEK1 シグナルを中心に解析を行った結果、METH による ERK1/2 の活性化（リン酸化レ

ベルの増加）がドーパミン D1受容体を発現する中型有棘細胞に特異的な反応であることを明らか

にした。さらに、細胞特異的な MEK1 活性の制御法について検討した結果、活性を有する MEK1

が側坐核特異的に発現して ERK1/2をリン酸化することを確認した。次に、Flexシステムを用いて

側坐核のドーパミンD1受容体発現細胞にのみMEK1の変異体を発現させたマウスにおけるMETH

の報酬効果を条件付け場所嗜好性（CPP）試験により調べた。その結果、METHの報酬効果は恒常

的活性化型MEK1 (caMEK1) により増強され、 ドミナントネガティブ型MEK1 (dnMEK1)により

抑制された。本研究結果は、細胞特異的なMEK1活性の制御によりMETHの報酬効果を修飾でき

る可能性を示唆している。 

 

Ａ. 研究目的 

 違法ドラッグがゲートウェイドラッグとなり、

メタンフェタミン (METH) 等の覚せい剤の乱用

を経て薬物依存につながると考えられている。こ

れまでに薬物依存に関わる多くのシグナル分子が

報告されているが、薬物報酬効果に直接的に関わ

る分子基盤については未だ不明な点が多い 1)。薬

物報酬効果の細胞内シグナル分子の同定は、薬物

依存症に対する治療薬の開発に貴重な情報を提供

すると思われる。本分担研究課題では、薬物報酬

効果のプロセスで中心的役割を果たしているドー

パミン受容体シグナルに着目し、その細胞内シグ

ナルを標的とする遺伝子治療に関する基礎研究を

推進する。 

 

B. 研究方法 

実験動物 

 実験には 7 週齢の雄性 C57BL/6N マウスを使用

した。さらに、ドーパミン D1受容体プロモーター

の下流でそれぞれ YFP と Cre recombinase を発現

する mDrd1-YFP マウス（理研 BRC）、mDrd1-Cre

マウス（Mutant Mouse Regional Resource Centers 

supported by NIH, MMRRC, 米国）を使用した。 

本実験計画は名古屋大学医学部動物実験委員会で

承認され、名古屋大学医学部実験動物指針に準じ

て行った。 

 

イムノブロット解析 

METH (2-10 mg/kg）、SKF81297（1-5 mg/kg）、

quinpirole（0.2-1.0 mg/kg）または生理食塩水を腹腔
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内投与し、投与後 15、30 または 60 分後に側坐核

および線条体を摘出した。各組織を 1% SDS 溶液

中でホモジナイズし、熱処理（99℃, 10分）および

遠心分離した上清をサンプルとした。サンプルを

SDS-PAGE により分離後、イムノブロット法によ

り ERK1/2（Thr202/Tyr204）、CaMKII（T286）およ

びMARCKS（S152/156）のリン酸化レベルを解析

した。 

組織化学的解析 

mDrd1-YFPマウスに SKF81297（5 mg/kg）または

生理食塩水を腹腔内投与し、投与後 15 分後に 4% 

paraformaldehydeで還流固定を行った。脳を摘出後、

凍結切片を作成して抗 ERK1/2（Thr202/Tyr204）抗

体によりリン酸化 ERK1/2の免疫染色を行った。 

Adeno-associated virus（AAV）を用いた遺伝子導入 

野生型  (wtMEK1)、ドミナントネガティブ型 

(dnMEK1))あるいは恒常的活性化型 MEK1 

(caMEK1)を組み込んだ AAV ベクターを作製し、

HEK293FT 細胞を用いてウイルス液を調製した。

調製したウイルス液をマウス側坐核へ注入し、抗

ERK1/2（Thr202/Tyr204）抗体によりリン酸化

ERK1/2 の免疫染色およびイムノブロット解析を

行った。 

条件付け場所嗜好性（CPP）試験 

 Flex systemを応用し、AAVベクターを用いてマ

ウス側坐核のドーパミン D1 受容体発現細胞に

wtMEK1, dnMEK1 および caMEK1 を発現させ、

METHの報酬効果を CPP試験で解析した。具体的

には、mDrd1-Cre マウスの両側側坐核に上記 3 種

類のMEK1あるいはEGFPを組み込んだAAVベク

ターを注入し、3週間後に CPP試験を行った。 

 CPP 試験にはギロチンドアで仕切られた白黒 2

区画からなる CPP装置を用いた。CPP試験は 5日

間行い、day1はプレテスト、day2-4は条件付け、

day5 にポストテストを行った。プレテストおよび

ポストテストでは、ギロチンドアを開放して装置

内を自由に探索させ、白黒 2 区画にそれぞれ滞在

した時間を測定した。Day2-4の 3日間は、午前と

午後の 1日 2回条件付けを行った。METH群では、

午前は saline を投与し、白黒 2 区画のどちらか一

方に一定時間閉じ込めた（溶媒区画）。午後は

METH を投与し、溶媒区画とは反対側の区画に閉

じ込めた（薬物区画）。コントロールマウスの場合、

午前、午後ともに saline を投与する以外、METH

群と同じ操作を行った。報酬効果の指標として、

ポストテスト時における薬物区画での滞在時間を

測定した。 

統計解析 

データは平均±標準誤差で示した。独立多群間の

比較には一元配置分散分析（analysis of variance, 

ANOVA）または反復測定分散分析法（repeated 

measures ANOVA）を用い、有意差が認められた場

合には Bonnferroni/Dunnの検定を用いた。2群間の

比較は Student t-test を用いて行った。危険率 5% 

以下の場合、有意差ありと判定した。 
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Fig. 1. Effect of methamphetamine on phosphorylated 

Erk1/2 levels in the nucleus accumbens of mice. 

Each value represents mean±S.E. (n=5).  
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*p<0.05 and **p<0.01 vs control.  

C. 研究結果 

METH (10 mg/kg) を投与したマウスの側坐核 

では ERK1/2 のリン酸化レベルがコントロールマ

ウスに比べて有意に亢進し、投与 30分後で最大と

なり、その後コントロールレベルまで減少した 

(Fig. 1)。METH投与 30分後のリン酸化 ERK1/2レ

ベルの増加は用量依存的であり (2-10 mg/kg)、同

様の変化が線条体でも観察された。一方、pCaMKII

および pMARCKSについてはMETHを投与しても

有意な変化は観察されなかった。 
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Fig. 2. Effect of dopamine D1 receptor agonist 

SKF81297 on phosphorylated Erk1/2 levels in the 

nucleus accumbens of mice. 

Each value represents mean±S.E. (n=5).  

*p<0.05 vs control. 

 

ドーパミンD1受容体作動薬 SKF81297 (1-5 mg/kg) 

の投与 30 分後、マウスの側坐核ではリン酸化

ERK1/2のレベルが用量依存的に増加した(Fig. 2)。

また、SKF81297 (5mg/kg) を投与した mDrd1-YFP

マウスの側坐核では、リン酸化 ERK1/2 の免疫活

性が YFP発現細胞で認められた。一方、ドーパミ

ン D2受容体作動薬 quinpirole (0.2-1.0 mg/kg) を投

与してもリン酸化 ERK1/2 の有意な変化は認めら

れなかった。 

次に、MEK1の変異体を組み込んだ AAVベクター

を作製し、個体レベルで発現・機能することをリ

ン酸化 ERK1/2 の免疫組織化学およびイムノブロ

ットで調べた。AAVベクター注入 3週間後の免疫

染色およびイムノブロット解析の結果、caMEK1

の過剰発現により pERK1/2 レベルが増加、逆に

dnMEK1の発現により pERK1/2レベルの減少が観

察された (Fig.3)。 

 

Fig. 3.  Alterations of phorphorylated ERK1/2 levels 

by the AAV-mediated overexpression of wt-, ca- and 

dnMEK1 in the nucleus accumbens. 

 

最後に、METH の報酬効果における ERK1/2 活性

化の役割を明らかにするために、Flex システムを

用いて側坐核のドーパミン D1 受容体発現細胞特

異的に MEK1 を過剰発現するマウスを作製し、

METHの報酬効果を CPP試験により調べた。 

Fig.4に示したように、CPP試験のポストテスト 

において、METH 処置群は、コントロール群に比

較して条件付けされた薬物区画への滞在時間が延

長し、METH の報酬効果が認められた。METH の

効果は、側坐核への caMEK1の発現により増強 

pERK1/2 positive cellspERK1/2

ERK1/2

Actin

EGFP wt dnca
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され、dnMEK1 の発現により抑制されたが、統計

学的な有意差は認められなかった。 

 

Fig. 4 Methamphetamine-induced conditioned place 

preference in AAV-wtMEK1, caMEK1 and 

dnMEK1-transfected mDrd1-Cre mice.  

Each value represents mean±S.E. (n=7-12).  

 

考察 

これまでの研究により、METH が側坐核において

ERK1/2 を活性化し、これが METH の報酬効果や

記憶障害作用に関連することが示唆されている 2,3)。

本研究において我々は、METH による ERK1/2 の

活性化（リン酸化レベルの増加）がドーパミン D1

受容体を発現する中型有棘細胞に特異的な反応で

あることを明らかにした。一方、従来の薬理学的

実験により MEK 阻害剤が METH の報酬効果を減

弱することが示唆されている 2)。しかし、MEK1

などの MAP キナーゼシグナルは細胞増殖を含む

多様な生理機能に重要な役割を果たしてために、

MEK 阻害剤の依存症治療薬としての応用は進ん

でいないのが現状である。 

そこで本研究では、細胞特異的な MEK1活性の制

御法について検討した。先ず、MEK1 の変異体を

発現させる AAVベクターを作製し、個体レベルの

解析を行った結果、活性を有する MEK1が側坐核

特異的に発現して ERK1/2 をリン酸化することが

確認できた。次に、Flex システムを用いて側坐核

のドーパミン D1 受容体発現細胞にのみ MEK1 の

変異体を発現させたマウスにおけるMETHの報酬

効果を調べた。その結果、METH の報酬効果は

caMEK1により増強され、 dnMEK1により抑制さ

れる傾向が認められた。今後、例数を増やしてこ

の結果を確認する必要はあるが、本研究結果は、

細胞特異的なMEK1活性の制御によりMETHの報

酬効果を修飾できる可能性を示唆している。 

次年度以降、より特異性の高い創薬標的を同定す

るために、MEK1 の下流でリン酸化を受け、且つ

METH の報酬効果に関与する分子の探索を行う予

定である。また、MEK1変異体の効果に関連して、

摂食行動などの自然報酬に及ぼす影響を調べる必

要がある。さらに、違法ドラッグがMETHと同様

に ERK1/2 を活性化するかどうか調べることによ

り、MAPキナーゼシグナルが薬物乱用から薬物依

存へのゲートウェイシグナルとして機能するかど

うかわかると思われる。 
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アルコール依存におけるストレス要因とオピオイド神経伝達の役割 
 

分担研究者：曽良一郎 1 

研究協力者：森屋由紀 2,笠原好之 2, 富田博秋 2 

（1神戸大学大学院 精神医学分野，2東北大学災害科学国際研究所 災害精神医学分野） 

 

[研究要旨] 

様々なストレスによりアルコール依存への罹患が増大することが知られる。阪神淡路大震災、東日本

大震災の被災地の疫学調査でもストレスによる飲酒量の増加や飲酒習慣の変化が示されている。現在ま

でにオピオイド受容体（MOR）がストレス応答や依存形成・鎮痛において重要な役割を果すことを明ら

かにしてきたが、ストレス下でのアルコール依存の病態における機能的役割は不明であった。本研究で

はストレス下におけるアルコール依存形成、病態機序にオピオイド神経伝達がどのように関与している

かについて、MOR欠損(KO)マウスモデルを用いて解析することを目的とした。この目的を達成するため

に研究1として慢性身体ストレス負荷時におけるアルコール摂取量の変化を、研究2として心理社会スト

レス負荷時のアルコール摂取量の変化について検討を行った。慢性身体ストレス負荷試験においては、

雌性野生型マウスにおいてアルコール摂取が有意に低値であった。またストレス負荷の有無に関わらず

雌性MOR KOマウスはアルコール摂取量が雌性野生型マウスに比較して少ない傾向が見られた。一方で

心理社会ストレス負荷試験においては、雌性MOR KOマウスにおいてはストレス負荷がないとアルコー

ル摂取量が有意に高値であるのに対し、雄性MOR KOマウスではストレス負荷によりアルコール摂取量

が高値であった。以上の結果は、オピオイド神経伝達がストレスによるアルコール摂取量の変化に寄与

することを示唆するとともに、その機能が性別によって異なることを示していると考えられる。 

 

Ａ. 研究目的 

 ストレスは、アルコール依存を始め多くの精神

疾患の症状の増悪や発症の誘因となることが知

られており、ストレスが脳機能に与える影響は、

基礎レベルから臨床レベルにわたり、様々な領域

で研究がなされている。これまでに、様々なスト

レスによりアルコール依存への罹患が増大し、阪

神淡路大震災、東日本大震災の被災地の疫学調査

でもストレスによる飲酒量の増加や飲酒習慣の

変化が示されている。しかし、ストレスに起因す

るアルコール依存の発症や増悪についての詳細

なメカニズムについては未だ不明な点が多い。 

 オピオイドの標的受容体は μ、δ、κの 3種類の

サブタイプが存在することが知られている。オピ

オイド神経伝達の機能的役割は鎮痛、報酬との関

連について多数の報告がなされてきた。また、ア

ルコール依存症の治療薬としてオピオイド受容

体拮抗薬が用いられている。μ オピオイド受容体

（MOR）は脊髄後角のほかに、大脳皮質、線条体、

海馬、青斑核、視床下部、中脳など、ストレス応

答や依存形成に深く関わる脳領域に発現してい

ることが分かっている (Mansour et al 1994a; 

Mansour et al 1994b)。我々はこれまでにMORの欠

損が心理社会的ストレスへの反応を変化させる
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ことを報告した(Komatsu et al 2011)。以上より

MOR はストレス応答に重要な役割を果すととも

に、アルコール依存において機能することは示唆

されるが、ストレスによるアルコール依存形成、

病態機序において MOR が果たす役割は十分に明

らかにされていない。従って本研究ではストレス

下におけるアルコール依存形成、病態機序にオピ

オイド神経伝達がどのように関与しているかに

ついて、MOR KOマウスモデルを用いて解析する

ことを目的とした。本研究では、MOR のストレ

ス下でのアルコール依存形成、病態機序への関与

を明らかにするために、研究 1として慢性身体ス

トレス負荷時におけるアルコール摂取量の変化、

研究 2として心理社会的ストレス負荷時のアルコ

ール摂取量の変化について MOR KO マウスを用

いて検討した。  

 

B. 研究方法 

1．実験動物および測定方法 

1) 実験動物 

 全ての実験は東北大学大学院医学系研究科動

物実験委員会の許可のもとに行った。 

 雌性マウスはアルコール依存に脆弱であるこ

とを報告(Hall et al 2001)していることから、実験

開始時 9～13週齢、体重 15～23gの雌性 C57BL/6 

系統の野生型マウス及び雌性 MOR KO マウス

(Sora et al 1997)を用いて実験を行った。 

 マウスの遺伝子型は、尻尾断片組織からゲノム

DNA を抽出し、PCR 法にて判別した。本実験で

用いた全てのマウスは東北大学医学部付属動物

実験施設内の飼育室[一定の温度(21℃)で、12時間

の明暗サイクル(AM8:00 照明 PM8:00消灯)で制

御され、常時固形飼料を水とともに十分量供給さ

れた環境で飼育した。 

 

2) 身体ストレス 

 拘束ストレスは 50ml のプラスチックチューブの先
端および側面に径 1cm 程度の換気用の穴を数か所空
け、マウスをチューブの先端にマウスの頭部が設置さ

れるように挿入してキャップを閉め、チューブの入り

口を下向きに立てた。慢性ストレスによる影響を評価

するために同じ時間帯に 1時間の拘束ストレス負荷を
14日間連続で実施した。 
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3) 心理社会的ストレス 

  離乳後(生後3週間)のマウスを同胞マウスと隔

離し単独にて飼育し、社会的隔離ストレスを 6週

間、負荷した。多頭飼いマウスは 1 ケージ

(28x17x15cm3)に 3～5 匹で飼育したのに対して、

単頭飼いマウスは同じ大きさのケージに 1匹で飼

育した。grouped-housed (集団飼育)は生後 3週間で

親から引き離し、同腹仔 3~5匹での集団飼育を 42

日間行った。isolated-housed (単頭飼育)は生後 3週

間で親から引き離し、42日間の単頭飼育を行った。 

 

 

 

4) 二瓶選択実験 

拘束ストレスあるいは社会的隔離ストレス負

荷後、二瓶選択実験を実施した。15mlのガラス瓶

に 8%エタノールあるいは水を入れ、14日間の飲

水量を測定した。嗜好性を避けるため水とエタノ

ールを日毎に差し替えた。飲水量と同時に、摂餌

量と体重も同じ時間に毎日測定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. 研究結果 

 

1. 拘束ストレス 

 雌性 MOR KO マウスでは、アルコール摂取量

はストレス負荷の有無に関わらず雌性野生型マ

ウスと比較して少ない傾向が見られた。ストレス

負荷時では雌性野生型マウスにおいてアルコー

ル摂取量が有意に低値であった（Fig. 1a）。飲水量

は雌性野生型マウスにおいて、ストレス負荷によ

り増加傾向にあった。一方で雌性 MOR KO マウ

スにおいて、飲水量はストレス負荷の有無で変化

がないが、雌性野生型マウスに比べ雌性MOR KO

マウスでは飲水量は高かった (Fig.1b)。 
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Fig.1: a) 雌性野生型マウスおよびMOR KOマウ

スにおける拘束ストレス負荷時のエタノール消

費量 

雌性野生型マウス(n=17)、MOR KOマウス (n=17) 

*; p < 0.05。 

 

 

 

Fig.1: b) 雌性野生型マウスおよびMOR KOマウ

スにおける拘束ストレス負荷時の飲水量 

雌の野生型マウス(n = 17)、 MOR KOマウス (n = 

17)。*; p < 0.05。 

 

2．社会的隔離ストレス 

 集団飼育下において、雄性 MOR KO マウスは

雄性野生型マウスと比較してアルコール摂取量

が有意に低値であった(Fig.2a)。社会的隔離ストレ

ス負荷により雄性 MOR KO マウスでは集団飼育

条件に比較してアルコール摂取量が有意に高値

であった(Fig.2a)。雄性とは逆に雌性MOR KOマ

ウスでは社会的隔離ストレス負荷がないとアル

コール摂取量が有意に高値であった(Fig.3a)。 

一方で、野生型マウスでは性別に関わらずスト

レス負荷の有無によるアルコール摂取量の変化

はなかった(Fig.2a&3a)。実験初日から終日、雌は

雄よりアルコールの消費量が高いと言う結果が

得られた。(Fig.2b&3b, Table.1)。社会的隔離スト

レス負荷時の MOR KO マウスにおけるアルコー

ル摂取量に性差はなかった(Table.1)。 

 

 
Fig.2:a) 雄性野生型マウスおよびMOR KOマウ

スにおける社会的隔離ストレス負荷時の 8％エタ

ノール消費量 (gram/kilogram BW) 雄性集団飼育

野生型マウス(n=15)、単独飼育野生型マウス(n=10) 

集団飼育 MOR KO マウス(n=10) 、単独飼育 MOR 

KOマウス(n=10)。*;p < 0.05, **p < 0.01. 
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2b) 14日間のタイムコース：雄性野生型マウスお

よびMOR KOマウスにおける社会的隔離ストレ

ス負荷時の 8％エタノール消費量 *p < 0.05, **p < 

0.01、ストレス間で比較。#p < 0.05, ##p < 0.01、遺伝

子型間で比較。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.3:a) 雌性野生型マウスおよびMOR KOマウ

スにおける社会的隔離ストレス負荷時の 8％エタ

ノール消費量 (gram/kilogram BW) 雌性集団飼育

野生型マウス(n=10)、単独飼育野生型マウス(n=10)

集団飼育MOR KOマウス(n=8) 、単独飼育MOR KO

マウス(n=6)。*;p < 0.05, **p < 0.01.  

 

 

 
 

3b) 14日間のタイムコース：雌性野生型マウスお

よびMOR KOマウスにおける社会的隔離ストレ

ス負荷時の 8％エタノール消費量 *p < 0.05, **p < 

0.01、ストレス間で比較。#p < 0.05, ##p < 0.01、遺伝

子型間で比較。 
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Table.1性差によるエタノール消費量 

Table.2 飲水量 
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Table.3 摂餌量 

Table.4 体重 
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D. 考察 
今回の拘束ストレス実験の結果より、雌性野生型
マウスでは拘束ストレス負荷時によりアルコール摂
取量が減少したため、今回の条件下においては依存
よりもむしろ嫌悪形成に対して寄与した可能性が考
えられる。このことはラットで行われた先行研究結
果と一致している(Haleem, 1996; Chester, 2004)。一方、
MOR KOマウスでは拘束ストレス負荷時におけるア
ルコール摂取量に変化は見られなかった。このこと
は拘束ストレスなどの身体ストレス負荷時において、
MOR の欠損によりアルコールに対する嫌悪形成が
減弱している可能性を示唆し、アルコールに対する
行動パターンの変化に MOR が関与する可能性が考
えられる。 
大規模災害ストレスでは災害による直接の身体ス
トレスよりも社会孤立などの中長期にわたる心理社
会ストレスが主体となると考えられる。集団飼育し
た雄性 MOR KO マウスは野生型マウスよりもアル
コール摂取量が有意に低値であった結果は、オピオ
イド受容体への拮抗作用を有する薬剤がアルコール
依存症の治療薬として用いられていることと矛盾は
なく、薬剤奏功機序の解明に寄与する可能性がある。
一方で単独飼育の社会的隔離ストレス負荷によって
雄性 MOR KO マウスでアルコール摂取量が有意に
高値であった結果は、社会的隔離ストレスがアルコ
ールに対する行動パターンの変化に与える影響にお
ける MOR の関与を示唆するとともに、オピオイド
受容体への拮抗作用を社会的隔離ストレス負荷が上
回った可能性も考えられる。加えて、雌性MOR KO
マウスでは雄とは逆に心理社会ストレスが無くとも
アルコール摂取量が有意に高値であったため、アル
コール摂取量の変化に性差があったことを示した。
このことから雌雄の違いにより心理社会ストレス負
荷の効果が異なることが考えられた。雌性集団飼育
MOR KOマウスにおいてアルコール摂取量が単頭飼
育マウスに比べ高いのは、離乳直後の早い時期での
隔離よりも、測定が始まる時期（ヒトの思春期に当
たる時期）の隔離飼育がストレスとして雌性 MOR 
KOマウスに影響した可能性が考えられる。 

 
E. 結論 
 ストレスは薬物依存の発症のみならず再燃の脆弱
性に関わっていることが知られている(Sinha, 2001)。
今後、アルコール依存への罹患リスク、情動障害や
生体の機能障害に関連した精神疾患や遺伝子背景と
しての性差、ストレスがもたらす生体機能への影響
とその性差におけるメカニズムにおける MOR の機
能的な役割を詳細に研究し、得られた知見を臨床研
究につなげることで未充足な医療ニーズへの対応に
結び付くと考えられる。 
 本研究では、ストレスとアルコール依存に対する
オピオイド神経伝達の機能的役割の解析研究として
MORの機能を確認したが、他のオピオイド受容体(δ、

κ 受容体)に関してもストレス反応との関連を示唆す
る報告があり、これらの受容体の機能解析もストレ
ス関連疾患やアルコール依存の病態解明に重要であ
ると考える。 
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違法ドラック等、薬物依存のトレンドを踏まえた病態の解明と診断・治療法の開発に関する研究 
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研究要旨 
 本研究では、依存症専門医療機関において、薬物依存のトレンドを踏まえた病態である違法ドラッグ
（いわゆる脱法ドラッグ）依存症及び処方薬（睡眠薬・抗不安薬）依存症の診断を適切に行い、有効で
現実的な認知行動療法プログラムを開発して、その効果判定を行うことを目的とする。平成 23 年 6月～
平成 26 年 4月までに、研究分担者が直接診察した新規薬物関連患者は 303 名であり、内訳は覚せい剤
138 名（45.5%）、脱法ドラッグ 103 名(34.0%)、向精神薬 38 名(12.5%)、有機溶剤 11 名(3.6%)、鎮咳剤 5
名(1.７%)、鎮痛剤 4名(1.3%)などであった。さらに、平成 22 年 4月～平成 25 年 10 月までに当センタ
ー救急病棟に入院となった物質関連障害患者は 135 名で全入院患者の 17.5%であった。その内訳は、覚
せい剤 53 名（39.3%）、アルコール 38 名（28.1%）、脱法ドラッグ 17 名(12.6%)、有機溶剤 13 名（9.6%）、
向精神薬 11 名（8.1%）であった。初年度は、違法ドラッグ依存症および処方薬依存症患者に対する理解
を深め適切な治療的対応ができるための小冊子、および依存症治療の基礎となる治療的対応に関する小
冊子を作製した。次年度は、これに加え、これまで薬物依存症全般に対して実際に治療的介入を行って
きたワークブックなどの治療介入ツールを組み合わせた、有効な認知行動療法プログラムを具体化し、
有効性評価を行う。 
 
A. 研究目的 
 本研究では、依存症専門医療機関において、薬
物依存のトレンドを踏まえた病態である違法ドラ
ッグ（いわゆる脱法ドラッグ）依存症及び処方薬
（睡眠薬・抗不安薬）依存症の診断を適切に行い、
有効で現実的な認知行動療法プログラムを開発し
て、その効果判定を行うことを目 
的とする。 

 
当センターにおいて、平成２０年より実施して
いる薬物依存症全般に対する週１回９ヵ月間の外
来集団認知行動療法「ＬＩＦＥ」において、有効
性評価を行っているが、覚せい剤依存症を主体と
したものでｋｌｋ。違法ドラッグ、処方薬などの
依存症に対する認知行動療法の独自のモデルを開
発し有効性を証明することができれば、わが国に
おける初めてのトレンドを踏まえた依存症治療の
標準モデルとして提供できる。 
 
B. 研究方法 
本研究の対象は、依存症専門病棟をもつ埼玉県

立精神医療センターを受診する患者で、DSM-Ⅳ
-TR の「物質依存」の診断を満たす違法ドラッグ
依存症、処方薬依存症患者である。 
対象者について、プログラム登録時に精神病性
障害と物質使用障害に関する評価を行い、介入開
始後３ヶ月、６ヶ月、９ヶ月終了時、終了後３ヶ
月の時点で、薬物再使用の有無、治療継続性、自
助グループ参加状況などを評価する。また、プロ
グラムへの参加をしない患者を対照群とし比較評
価する。 
（倫理面への配慮） 
上記、有効性評価に関する研究については、埼
玉県立精神医療センター・埼玉県立精神保健福祉
センター倫理委員会の承認を得ている。承認に際
しては、個人情報の秘密保持、人権擁護上の配慮、
非侵襲性の遵守を守り、被験者からは説明に基づ
いた同意書をとることを前提として、関連倫理指
針に従うことを明示し、体制を整えている。 
 
C. 研究結果 
平成 23年 6月～平成 26年 3月までに、研究分
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担者が直接診察した新規薬物関連患者は 303 名で
あり、内訳は覚せい剤 138名（45.5%）、脱法ドラ
ッグ 103名(34.0%)、向精神薬 38名(12.5%)、有機
溶剤 11名(3.6%)、鎮咳剤 5名(1.７%)、鎮痛剤 4名
(1.3%)などであった。さらに、平成 22年 4月～平
成 25年 10月までに当センター救急病棟に入院と
なった物質関連障害患者は 135 名で全入院患者の
17.5%であった。その内訳は、覚せい剤 53 名
（39.3%）、アルコール 38 名（28.1%）、脱法ドラ
ッグ 17 名(12.6%)、有機溶剤 13 名（9.6%）、向精
神薬 11名（8.1%）であった。 
初年度は、違法ドラッグ依存症および処方薬依
存症患者に対する理解を深め適切な対応ができる
ための小冊子、および依存症治療の基礎となる治
療的対応に関する小冊子を作製した。これら３点
の成果物については別途提出する。臨床の各場面
において、その用途に応じて他の既存の薬物依存
症介入ツールと組み合わせて活用することで、有
効な治療的介入を実施しやすくなることが予想さ
れる。専門家や経験が豊富でなくても、薬物依存
症とくに対応が難しいとされる違法ドラッグや処
方薬（向精神薬）の治療を提供できる。初年度は、
これらツールの開発を実施したものであり、次年
度はこれらを使った有効性評価の段階に移る予定
である。 
 
D. 健康危険情報 
特記すべき事項は認めない。 
 

E. 研究発表 
１．論文発表 
１）成瀬暢也：精神科救急の最新知識 Ⅱ．症候・
精神疾患に対する対応 薬物乱用・依存. 臨床精神
医学 43(5):729-735, 2014 
２．学会発表 
１）成瀬暢也：「薬物依存症専門外来における脱 

法ドラッグ使用障害患者の臨床的特徴と治療」 
第 10回日本司法精神医学会（5/16-17, 那覇） 
２）成瀬暢也：「埼玉県立精神医療センター依存 
症専門病棟における脱法ドラッグ使用障害入院患者
の推移」第 10 回日本司法精神医学会（5/16-17, 那
覇） 
３）成瀬暢也：「薬物依存症外来からみた脱法ド 
ラッグ患者の臨床的特徴と問題点」平成 25年度アル
コール・薬物依存関連学会合同学術総会（10/3-5, 岡
山） 
４）成瀬暢也：「当事者中心の薬物依存症治療～ 
『ようこそ外来』と『ごほうび療法』の提案～」 
第 110回日本精神神経学会（６/26-28, 横浜） 
５）成瀬暢也：「脱法ドラッグ使用障害患者の臨床 
的特徴と治療～薬物依存症専門外来からの報告 
～」第 110回日本精神神経学会（６/26-28, 横浜） 
６）成瀬暢也：「精神科救急病棟における薬物依存症
治療の標準化に向けて～治療パッケージの導入～」
第 110回日本精神神経学会（６/26-28, 横浜） 
 
F. 知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得：なし 
２.  実用新案登録：なし 
３．その他：なし 
 
G. 本研究による成果物 
１．薬物依存症の理解と治療的対応 
「薬物依存症」の理解と治療的対応のためのハンドブ
ック第１版（B5全 47ページ） 
２．脱法ドラッグ問題の理解と対応 
「脱法ドラッグ」の理解と治療的対応のためのハンド
ブック第１版（B５全 27ページ） 
３．処方薬問題の理解と対応 
「処方薬乱用・依存」の理解と治療的対応のためのハ
ンドブック第１版（B５全 27ページ） 
                    以上
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