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【研究概要】 
[研究テーマ：危険ドラッグおよび類似物質の有害性簡易スクリーニング法の開発]  
[緒言] 危険ドラッグおよび類似物質の神経毒性発現の蓋然性の簡便で感度の高いスクリーニン

グ方法を見出すために、炎症惹起に働く起炎物質 damage-associated molecular patterns (DAMPs)の
代表として知られる核内 DNA 結合タンパク質 High mobility group box-1 (HMGB1)と細胞内での酸

化ストレスとして活性酸素種生成に着目して、各種乱用薬物、危険ドラッグのマウスおよびモノ

アミン系培養神経細胞での HMGB1 への影響と細胞内活性酸素種生成を検討した。 
[方法] メタンフェタミン(METH)急性投与神経毒性モデルマウスにおける HMGB1 の関与を検討

した。また、モノアミン系セロトニン含有培養神経細胞株 B65 細胞に 13 種の乱用薬物、危険ド

ラッグ(METH, MDMA, methylone, 4FMP, PMMA, 2CT-7, 2CT-4, 2C-C, PP, 5MeO-DMT, 5MeO-MIPT, 
harmaline, harmine)を添加し、曝露早期 3 時間後の起炎物質 HMGB1 の発現動態ならびに蛍光物質

dihydroethidine (dHEt)を用いた細胞内活性酸素種生成を検討した。 
[結果] METH 投与によりマウス血中 HMGB1 の増加ならびに線条体神経細胞での HMGB1 の核外

移行がみられ、抗 HMGB1 抗体の静脈内投与は METH 投与による HMGB1 の変化とドパミン(DA)
神経障害を有意に抑制した。B65 細胞への乱用薬物、危険ドラッグ曝露 3 時間後の早期から 2CT-
7 を除く多くの薬剤で HMGB1 の核外移行が認められ、神経細胞障害と相関した。さらに、13 種

いずれの薬剤においても曝露 3 時間後の早期にしかも低濃度から細胞内での dHEt シグナル増加

が認められ、形態的な神経細胞障害との間に強い相関が認められた。 
[考察] 抗 HMGB1 抗体の神経保護効果は、血中 HMGB1 の中和で高体温や血液脳関門の破綻が抑

制され、末梢からの起炎物質の侵入が軽減でき、これらが DA 神経終末の脱落抑制効果に関与す

ると考えられた。また、培養 B65 細胞への乱用薬物、危険ドラッグ暴露早期の HMGB1 の核外移

行は、特に神経炎症の鋭敏な指標となりうると考えられた。さらに、活性酸素種生成が見られな

かった薬剤も含め、いずれの薬剤でも活性酸素種生成が曝露 3 時間後にしかも低濃度からみられ、

神経細胞障害と強く相関したことから、dHEt による活性酸素種検出は感度の高い細胞障害指標と

いえる。 
[結論] 本研究より、培養神経細胞株での HMGB1 の発現および核外移行や蛍光物質 dHEt を用い

た活性酸素種生成の評価は、神経炎症や酸化ストレスについての鋭敏かつ有用な神経毒性発現の

蓋然性のスクリーニング方法となりうると考えられた。 
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緒言 
 
危険ドラッグおよび覚せい剤など乱用薬物

による神経障害において神経炎症は重要な役

割を果たすと考えられる。核内 DNA 結合タン

パク質 High mobility group box-1 (HMGB1)は、組

織損傷時に細胞外へ放出され、RAGE、Toll-like 
receptor に結合し炎症惹起に働く damage-
associated molecular patterns (DAMPs)として知ら

れている。本研究では、神経細胞毒性発現の共

通の作用点となりうる神経炎症関連標的分子

と想定される起炎物質 DAMPs の代表である

HMGB1 に着目し、まずは覚せい剤メタンフェ

タミン(METH)急性投与神経毒性モデルマウス

における HMGB1 の発現動態ならびにドパミン

(DA)神経毒性に対する抗HMGB1抗体の効果に

ついて検討し、次いでモノアミン系培養神経細

胞系を用いて各種乱用薬物、危険ドラッグによ

る HMGB1 の発現動態の変化について検討し、

その有害性指標としての可能性について評価

した。 
また、乱用薬物による神経障害において活性

酸素種生成など酸化ストレスは重要な役割を

果たすと考えられている。これまでに、ミトコ

ンドリアでの活性酸素種生成の蛍光指示薬を

用いて、いくつかの危険ドラッグについては形

態変化がほとんどみられない比較的低濃度の

暴露早期において活性酸素種生成を検出でき

ることを報告してきた。本研究では、危険ドラ

ッグ曝露早期の細胞内での酸化ストレスをミ

トコンドリアに限らず広く評価するために、モ

ノアミン系培養神経細胞系を用いて各種乱用

薬物、危険ドラッグ添加による細胞内活性酸素

種生成を蛍光物質により検出し、その有害性評

価の指標としての可能性について総合的に評

価した。 
 
１）神経炎症関連分子HMGB1を指標にして１（１

年目） 
 
 神経細胞毒性発現の共通の作用点となりう

る神経炎症関連標的分子と想定される起炎物

質 DAMPs の代表である HMGB1 に着目し、

METH 急性投与神経毒性モデルマウスにおけ

る HMGB1 の発現動態ならびに DA 神経毒性に

対する抗 HMGB1 抗体の効果について検討した。 
 METH 投与により、惹起されるモノアミン

系神経障害に関連する高体温、DA トランスポ

ーター(DAT)の減少、DA 神経終末の脱落とと

もに、起炎物質 HMGB1 の末梢血中での増加

ならびに線条体神経細胞での HMGB1 の核か

ら細胞質への移行・放出がみられることを明

らかにした。さらに、抗 HMGB1 抗体末梢投

与によって METH による DAT の脱落およびミ

クログリアの活性化が抑制され、脳内 HMGB1
の核外移行も抑制されたことから、末梢血中

の HMGB1 が抗体により中和され、高体温な

らびに血液脳関門の破綻が抑制されて、末梢

からの起炎物質の侵入が軽減でき、これらが

DA 神経終末の脱落抑制効果に関与することが

考えられた。すなわち、抗 HMGB1 抗体が末

梢で作用することによって METH による脳内

神経毒性を抑制する可能性が示唆された。

HMGB1 は乱用薬物により惹起される神経細胞

毒性発現の共通分子となりうる可能性がある

と考えられた。 

 
２）神経炎症関連分子 HMGB1を指標にして２ 

（２年目） 
 
 モノアミン系セロトニン含有培養神経細胞

株 B65 細胞を用いて 13 種の乱用薬物、危険ド

ラッグ(METH, MDMA, methylone, 4FMP, PMMA, 
2CT-7, 2CT-4, 2C-C, PP, 5MeO-DMT, 5MeO-MIPT, 
harmaline, harmine)添加による起炎物質 HMGB1
の発現動態の変化について検討した。3 時間曝

露により、2C-C, 2CT-4  > harmaline, harmine > 
2CT-7 (形態的変化：100 µM〜) > MDMA (500 µM
〜) > PP, METH, PMMA, methylone, 4FMP (1 mM
〜) > 5MeO-MIPT, 5MeO-DMT (2 mM〜)の順で、

著明な細胞死が観察された。培養 B65 細胞への

3 時間曝露により、4FMP, 2CT-7, 5MeO-DMT を

除く薬剤では、HMGB1 の核外移行，細胞外放

出を示す核内 HMGB1 シグナル強度の有意な減
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少が認められた。、その作用の強さは 2CT-4, 2C-
C (50 µM〜) > harmaline (50 µM〜) > harmine (100 
µM〜) > PP (500 µM〜) > METH (500 µM〜), 
PMMA (1 mM〜) > MDMA, methylone (1 mM〜) 
> 5MeO-MIPT (1 mM)の順であった。曝露 3 時間

後の早期から 2CT-7 を除く多くの薬剤で

HMGB1 の核外移行・細胞外放出を示す核内

HMGB1 シグナル強度の減少が認められ、神経

細胞障害性と相関することを明らかにできた。

HMGB1 の発現および核外移行は神経障害、特

に神経炎症の鋭敏な指標となりうると考えら

れた。 
 
３）酸化ストレスマーカーdHEtを指標にして

（３年目） 
 
 危険ドラッグ曝露早期の細胞内での酸化ス

トレスをミトコンドリアに限らず広く評価す

るために、モノアミン系培養神経細胞系を用い

て各種乱用薬物、危険ドラッグ(METH, MDMA, 
methylone, 4FMP, PMMA, 2CT-7, 2CT-4, 2C-C, PP, 
5MeO-DMT, 5MeO-MIPT, harmaline, harmine)添
加による細胞内活性酸素種生成を蛍光物質

dihydroethidine (dHEt)により検出し、その有害性

を評価する指標としての可能性について総合

的に評価した。モノアミン系培養神経細胞株

B65 細胞への 3 時間曝露により、いずれの薬剤

においても、活性酸素種生成を示す dHEt のシ

グナルの顕著な増加が認められた。細胞におけ

る明らかなdHEtのシグナルの出現濃度は、2CT-
4 (50 µM〜), 2CT-7 (50 µM〜) > 2C-C (50 µM〜), 
harmaline (50 µM〜 ) > harmine (50 µM〜 ) > 
MDMA (250 µM) > methylone (500 µM〜), PP (500 
µM〜) > PMMA (500 µM〜), 4FMP (500 µM〜) > 
METH (500 µM〜), 5MeO-DMT (500 µM〜) > 
5MeO-MIPT (500 µM〜)の順であり、細胞数減少

の出現濃度で示される細胞毒性の強度、2C-C 
(100 µM〜), 2CT-4 (100 µM〜) > harmaline (100 
µM〜), harmine (100 µM〜) > 2CT-7 (100 µM〜) > 
MDMA (500 µM〜) > PP (1 mM〜), METH (1 mM
〜), PMMA (1 mM〜), methylone (1 mM〜), 4FMP 
(1 mM〜) > 5MeO-MIPT (2 mM), 5MeO-DMT (2 

mM〜)ときれいに相関していた。各種乱用薬物、

危険ドラッグのモノアミン系培養神経細胞へ

の曝露により、細胞内での活性酸素種生成が曝

露 3 時間後の早期に低濃度から認められ、その

酸化ストレス誘導性と形態的な神経細胞障害

性との間に強い相関が認められることを明ら

かにできた。培養神経細胞株での蛍光物質 dHEt
を用いた活性酸素種生成の評価は、鋭敏かつ有

用な神経毒性発現の蓋然性のスクリーニング

方法となりうると考えられた。 
 

【総 括】 
 

13 種の乱用薬物、危険ドラッグ (METH, 
MDMA, methylone, 4FMP, PMMA, 2CT-7, 2CT-4, 
2C-C, PP, 5MeO-DMT, 5MeO-MIPT, harmaline, 
harmine)の起炎物質 HMGB1 への影響について

検討した。まず、METH 急性投与神経毒性モデ

ルマウスにおける HMGB1 の関与を検討したと

ころ、METH 投与により末梢血中 HMGB1 の増

加ならびに線条体神経細胞での HMGB1 の核外

移行・放出がみられることを明らかにした。ま

た、抗 HMGB1 抗体の静脈内投与により METH
投与によるこれらの HMGB1 の変化と DA 神経

障害を有意に抑制することができた。さらに、

モノアミン系培養神経細胞系を用いて乱用薬

物、危険ドラッグを添加したところ、曝露 3 時

間後の早期から 2CT-7 を除く多くの薬剤で

HMGB1 の核外移行が認められ、神経細胞障害

性と相関することを明らかにできた。 
 さらに、活性酸素種生成を検出する蛍光物

質 dHEt を用いた検討を行いたモノアミン系培

養神経細胞での細胞内酸化ストレスの評価で

は、ミトコンドリアでの活性酸素種生成の蛍

光指示薬による検出法では活性酸素種生成が

見られなかった 2C-C, 2CT-4 も含め、13 種いず

れの薬剤においても細胞内での活性酸素種生

成が曝露 3 時間後の早期にしかも低濃度から

認められ、その酸化ストレス誘導性と形態的

な神経細胞障害性との間に強い相関が認めら

れることを明らかにできた。 
 以上より、培養神経細胞株での HMGB1 の
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発現および核外移行や蛍光物質 dHEt を用いた

活性酸素種生成の評価は、神経炎症や酸化ス

トレスについての鋭敏かつ有用な神経毒性発

現の蓋然性のスクリーニング方法となりうる

と考えられた。 
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