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【研究要旨】 

 大麻や合成カンナビノイドなどの違法薬物の摂取は，未だ心身が発達段階の若年者に対して正常な

脳機能発達をかく乱して記憶・認知・精神運動能力を変容させることから，薬物乱用防止は社会的に

取り組むべき課題である。本研究課題では，違法薬物乱用防止の啓蒙活動のために，大麻の主な化合

物成分であるテトラヒドロカンナビノイドの神経細胞に対する毒性がどのようなものであるか，また

その毒性がなぜ若年者の心身の発達に有害であるかについて，専門家以外の人々に対して論理的に示

すためのエビデンスを収集する。また，大麻の娯楽的利用を合法化した国においては妊娠中の大麻の

使用率が急激に増加しており，胎児と乳児が慢性的にカンナビノイドに曝露されるリスクが高まった

ため，カンナビノイド曝露が脳発達にもたらしうる影響を研究するべきだとの警鐘が鳴らされている。

我々は，脳の生後発達に対する合成カンナビノイドの作用を調べる目的で，ラット胎仔海馬凍結神経

細胞を 96 ウェルプレートで培養する初代培養系を使って実験を行った。この実験系では，培養開始 7

日目から神経回路形成が始まり 21 日目には神経回路が完成することから，神経回路形成の実験モデル

となる。ラットの場合，生後 14 日に開眼し 21 日で離乳するので，培養神経細胞の実験結果は生体の

脳発達に外挿できる。 

培養 14 日目の海馬神経細胞に 0.1, 0.3, 1, 3, 10 M の合成カンナビノイド（CP55940），溶媒コン

トロール（0.1% DMSO）をそれぞれ６ウェルずつ投与して 7 日間培養する。培養 21 日目に実験プレ

ートの神経回路形成が完成していることを確認するための陽性コントロールの 100 M グルタミン酸

を他の薬物が入っていない６ウェルに 10 分間投与した後に標本全体を固定して，神経細胞骨格である

MAP2 とドレブリンの免疫細胞染色と DAPI による核染色をおこなった。3 M CP55940 の投与で

は神経細胞死は観察されなかったが，樹状突起スパインへのドレブリン集積に変化が生じていた。神

経細胞死は 10 M CP55940 で観察された。CP55940 による神経細胞死の兆候が，神経細胞体の細胞

骨格に対してどの濃度で発生するかを調べる目的で，解析ソフト CellPath Finder の Deep Learning 機

能で，溶媒コントロール群からランダムに抽出した神経細胞体画像，10 M CP55940 投与群に特徴的

に認められた細胞体画像，グルタミン酸投与群に特徴的に認められた細胞体画像を教師信号として学

習させた後，各ウェルで撮像した全領域の神経細胞体を上記 3 群に分ける解析をおこなった。その結

果，神経細胞体におけるドレブリン局在変化は 3 M CP55940 投与から始まることが分かった。神経

細胞死はシナプス形成期に特有な有害反応であることから，妊娠中の大麻乱用は胎盤または母乳を介

して子供の脳の発達に有害な影響をもたらすことを示している。  

CP55940 で誘発される神経細胞死の前兆として，ドレブリンの分布変化は特徴的であり，グルタミ

ン酸 10 分間投与で誘発されるドレブリン分布変化とは異なっていた。今後は MAP2 の局在変化につ

いて同様の解析を行うとともに，教師画像の選別を AI により行うなどして解析法を精緻化する。また

ドレブリンの局在変化については，今後樹状突起と樹状突起スパインについての解析を進める。
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A. 研究目的 

大麻を医療用途だけでなく娯楽利用を合法化

した国においては，つわりの苦痛を和らげるた

めの妊娠中の大麻使用が増加しており，出生前

に大麻に曝露された子供の脳発達に対する長期

的影響を研究する必要性が高まっている 1)。妊娠

中の大麻使用は，出生時の低体重や頭囲の減少

などと関係しており，さらに子供の自閉症スペ

クトラム障害の発症率が 1.5 倍であったという

報告がある 2)。その一方で，最新のコホート研究

では，出産前の大麻曝露は 10 歳の神経心理学的

検査スコアの悪化や 19 ～ 20 歳の自閉症特性

とは関連しないとも報告されている 3)。このよう

に妊娠期の大麻使用が子供の脳発達障害をもた

らすという強い証拠は未だ得られていない。し

かし，カンナビノイドの長期使用者の脳には構

造的な変化があることは報告されており，特に

若年者では脳の一部で灰白質の欠損が生じると

の報告がある 4)。最近のレビュー論文では，若年

者におけるカンナビノイドへの曝露は将来的に

は統合失調症や依存症などの精神疾患に対して

の脆弱性をもたらす可能性が示唆されている 5)。

カンナビノイドの影響は脳発達の段階により異

なる可能性が示唆されており 4,5)，コホート研究

では曝露の濃度や時期を厳密にグループ分けす

ることが困難であるため，一定の結論を出すに

は今後解析に十分な症例数を集めていく必要が

ある。従って，投与時期や期間を計画して実行で

きる基礎研究を進めることが非常に重要である。  

脳における内因性カンナビノイドは生体の神

経分化プログラムを調整しており，脳発達過程

の様々なタイミングで必要なカンナビノイド受

容体と内因性カンナビノイド（アナンダミド：図

1A）が発現する。したがって，脳の発達期の途中

で外因性カンナビノイド（Δ9-テトラヒドロカ

ンナビノール：図 1B，合成カンナビノイド

CP55940：図 1C）が脳内に取り込まれると内因

性カンナビノイドシステムが正確に働くことが

出来なくなるため，脳の正常な発達は阻害され

る 6）。 

我々は，合成カンナビノイド CP55940 の脳の

生後発達に対する作用を調べる目的で，ラット

胎仔海馬凍結神経細胞を 96 ウェルプレートで

培養する初代培養系を使って実験を行った 7)。こ

の実験系では，培養開始 7 日目から神経回路形

成が始まり 21 日目には神経回路が完成するこ

とから，神経回路形成の実験モデルとなる。また

ラットの場合，生後 14 日に開眼し動きまわるこ

とが出来るようになり，21 日で離乳するので，

培養神経細胞においても生体内の脳発達とほぼ

同様の過程が進んでいるとされている。 

大麻に含まれるテトラヒドロカンナビノイド

（THC）および THC と構造が類似している合成

カンナビノイド CP55940（図１B, 1C）はともに

中枢神経細胞のカンナビノイド受容体の CB１

受容体と CB2 受容体に作用する。条件付け場所

思考性試験法（ conditioned place preference 

paradigm; CPP 法）により評価したところ，

CP55940 の報酬効果は THC よりも低用量で発

現することから精神的依存性形成はCP55940の

方が強いとされる 8)。我々はこれまでに，シナプ

ス形成期においては 10 M CP55940 は神経細胞

死をもたらすが，シナプス成熟後では神経細胞

死が起こらないことを示してきた 9)。本報告では，

培養 14 日から CP55940 を 1 週間曝露した実験

について，神経細胞死の兆候を神経細胞体の画

像から検出する方法を考案した。 10 M 

CP55940 投与群，グルタミン酸投与群，溶媒コ

ントロール群の神経細胞体のドレブリン染色画

像を画像解析ソフトの Deep Learning 機能で学

習させて，各ウェルの神経細胞体を 3 群に分け

る解析をおこなった。 
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B.研究方法 

ラット海馬神経細胞の初代培養 

文献 7 に従って, ラット胎仔由来海馬凍結神

経細胞（SKY ニューロン；AlzMed, Tokyo）を

解凍し PLL コートした 96 ウェルプレート

（Zeon 社非売品）に細胞数 1 万個／ウェルに

なるように播種し，5% CO2, 37 ℃にて培養を

開始した。 

化合物投与実験 

CP55940（0.1 ~ 10 ）を，シナプス形成

後期にあたる培養 14 日目から 21 日目まで 1

週間曝露する実験を行って撮像した。 

免疫細胞化学染色と画像解析 

免疫細胞化学染色は，ドレブリンの染色に抗

ドレブリン抗体（mouse monoclonal， M2F6，ハ

イブリドーマ培養上清），樹状突起の微小管結合

タンパク質である MAP2 の染色には抗 MAP2 抗

体（rabbit polyclonal， 1:2000）を用いた。4℃で

24時間反応させた後，2次抗体としてAlexa Fluor 

488 donkey anti-Mouse IgG（1:250）及び Alexa 

Fluor 594 donkey anti-rabbit IgG(1:250）で可視化

した。核を染色するために，4',6-Diamidino-2-

Phenylindole Dihydrochloride（DAPI，1:1000)を加

えて，細胞を 3 重に染色した。 

画像取得は，共焦点定量イメージサイトメー

ター（CellVoyager CQ1 ; 横河電機）の自動フォ

ーカス機能(20×lens， numerical aperture 0.45)

を使って，フォーカス面を決定し，3 m 間隔で

z 方向に 3 枚の画像を撮影しプロジェクション

マップを使って 1 視野の 1 枚の画像とした。神

経細胞を培養したウェルについて中心部分の 16

視野を自動的に撮像した。ハイスループットで

得られた大量の画像情報我々が独自に開発した

解析プロトコル 10)を参考にして，CQ1 の解析ソ

フト（CellPath finder；横河電機）の解析アルゴ

リズムを構築した。アルゴリズムの開発は日本

化学工業協会 LRI 委託研究課題（第 8～10 期）

で開発したものをベースとして一部改良を行っ

た。また本研究でのデータ取得の一部は日本化

学工業協会 LRI 委託研究課題の研究助成金によ

り行われた。 

 

C.研究結果 

昨年度までの解析で，10  CP55940 を培養

14日後から 7日間投与した場合には，平均 73.1%

（n=5）まで神経細胞数が減少し，培養 21 日目

から1週間の投与では，神経細胞数は平均90.8％

（n=3）であり対照群の細胞数との有意差はなか

ったことを報告した 9)。シナプス形成期の神経細

胞は，慢性的な 10  CP55940 暴露に対して脆

弱であることが分かった。3  CP55940 を培養

7 日目に投与して 14 日間培養した長期暴露では

MAP2 陽性の樹状突起長が約 25％伸びて，ドレ

ブリンクラスター数は約 33％増加することを昨

年報告した。図 2 には，3  CP55940 を培養

14 日後に投与して 7 日後に固定染色した際のド

レブリンクラスターの蛍光強度変化を示した。

図 2A はヒストグラム分布解析を示している。溶

媒コントロールでドレブリンクラスターと認識

された全クラスター（6 ウェルの全撮像画像）を

蛍光強度ごとにヒストグラムを作成した（白抜

きカラム：control）。最頻度（グラフ内青い下向

き矢印）の蛍光強度以下を低蛍光強度（低）とし，

最頻度の半分の頻度の蛍光強度以上を高蛍光強

度（高）として，真ん中の範囲を中蛍光強度（中）

としてドレブリンクラスターを蛍光強度により

低，中，高の 3 群に分けた。3  CP55940 の存

在下で培養 14日から 7日間培養した 6ウェルの

全撮像画像の全ドレブリンクラスターのヒスト

グラム（灰色カラム：3  CP55940）を重ねた

ところ，低蛍光強度と中蛍光強度のドレブリン

クラスターが増えていることが分かった。図 2 B

では，中蛍光強度のクラスターのみを可視化し

た画像を掲載した。図 2 B(a)には，溶媒コントロ

ールの培養神経細胞のドレブリンクラスターの
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うち中蛍光強度のみを可視化した画像を掲載し

ている。図 2 B(b)には，3  CP55940 の存在下

で培養 14日から 7日間培養すると中蛍光強度の

ドレブリンクラスターの増加したことがわかる。 

10  CP55940 を培養 14 日目に投与して 7

日間曝露すると神経細胞死が起こる（図 3A）が，

培養 21日目に投与して 7日間培養した場合には

神経細胞死は起こらなかった（図 3B）。10  

CP55940 を培養 14 日目に投与して 7 日間曝露

した時に残存している神経細胞（図 3A(b)）の画

像を見ると，細胞死に至る種々の段階の細胞形

態が認められた。そこで，10 M CP55940 によ

るシナプス形成期特異的な神経細胞死がどのよ

うな経過をたどって細胞死に至るのか，10 M 

CP55940 を培養 14 日目に投与して 7 日後に固

定した標本から，残存した神経細胞の樹状突起

の損傷状況を手掛かりとして細胞死までの経過

を stage 1, Stage 2, Stage 3として示した（図 4）。

図 4A,B の Control は対照実験の溶媒コントロー

ルの画像である。図 4A には，MAP2 とドレブリ

ンの二重染色像を示しており，図 4B は同一画像

のドレブリンの染色像のみを示した。図 4A の

Control で見られるように，樹状突起の MAP2 の

局在とドレブリン局在は特徴的であり，ドレブ

リンは樹状突起スパインに局在していることが

わかる。図 4A の Stage 1 では樹状突起は残って

いることが MAP2 染色との 2 重染色からわかる

が，図 4B でドレブリンの分布を見ると Control

の分布とは大きく異なっており，ドット状のク

ラスターではなく，樹状突起の幹で凝集した様

子を呈しており細胞骨格変化が認められた。 

図 5 はすでに報告書に掲載した図を再掲載し

たものである 9)。図 5A は培養 21 日目の代表的

な神経細胞である。図 5B は培養 7 日目に 10  

CP55940 を投与して 14 日間培養して残存した

神経細胞の例である。図 5C と D は A,B に示し

た例について MAP2 陽性の神経突起の骨格をト

レースしたものである。図 5E と F は A,B に示し

た例についてドレブリン陽性の樹状突起スパイ

ンを白丸でマークしたものである。5F 細胞体周

辺部に矢印で示したような異常なドレブリン集

積が観察されていた。また矢頭で示したように

樹状突起にも異常なドレブリン集積のある通常

よりも大きな樹状突起スパインが認められた。

シナプス形成後期である培養 14日目から 10  

CP55940 を投与して 7 日間培養した場合（図 4）

と，シナプス形成前期である培養 7 日目から 10 

 CP55940 を投与して 14 日間培養した場合

（図 5）とでは，ドレブリンの分布に対する作用

が異なることが示唆された。今後，詳細に検討す

る予定である。 

図 6 は 10  CP55940 による神経細胞死の兆

候がどの濃度で発生するかを調べる目的で，解

析ソフト CellPath Finder の Deep Learning 機能

で，溶媒コントロール群からランダムに抽出し

た神経細胞体画像(A(a))，10 M CP55940 投与群

に特徴的とみられる細胞体画像(A(b))，グルタミ

ン酸投与群に特徴的とみられる細胞体画像

(A(c))を教師信号として学習させた後，各ウェル

で撮像した全領域の神経細胞体を上記 3 群に分

ける解析をおこなった。図 6B では，各濃度を投

与したウェル毎に 3 群の特徴を持つ細胞体の割

合をパイ表示で示した。図 6C では，n=6 のデー

タをすべて合計し全細胞数を 3 群に分けた比率

を示した。トータルの細胞数はグラフ中に記載

している。この解析により，3 M CP55940 投与

群から 10 M CP55940 神経細胞体に認められた

特徴的なドレブリン局在変化が始まることが分

かった。 

 

D.考察 

今回の画像データ解析により，培養開始 14 日

に CP559403 を投与した実験において，3  

CP55940 では神経細胞死は認められなかったが，

10  CP55940 では神経細胞死が認められた。

10  CP55940 投与で残存した神経細胞体のド



 

11 

 

レブリン局在の特徴を解析ソフトの Deep 

Learning 機能を用いて学習させたところ，その

特徴は 3  CP55940 の投与で表れ始めている

ことが分かった。3  CP55940 投与では樹状突

起スパインにドレブリンが集積する結果が得ら

れていることから，樹状突起スパインへのドレ

ブリン集積が神経細胞死の前兆の変化である可

能性が示唆された。 

ドレブリンが集積した樹状突起スパインには

PSD95 の過剰な集積 11)が予想されることから，

グルタミン酸受容体が集積している可能性があ

る。そのために興奮性シナプス機能異常を引き

起こして神経細胞死が誘発されるカスケードが

原因となっている可能性がある。  

CP55940 で誘発される神経細胞死におけるド

レブリンの分布変化は特徴的であり，グルタミ

ン酸10分間投与で誘発されるドレブリン分布変

化とは異なっていた。MAP2 の分布変化をドレ

ブリンの分布変化と比較すると，群間の特徴抽

出力は弱かった。神経細胞死が認められない濃

度でも神経細胞体では細胞骨格の崩壊が始まる

ことが示された。 

Dhein4)によると，慢性的なカンナビノイド使

用で血清中の成長因子のレベルが低下するとい

う報告が複数ある。BDNF や NGF は神経活動依

存的に神経細胞から放出される栄養因子である

ことから，培養神経細胞においても内因性で作

用をしていると考えられる。これらの因子が不

足することによる細胞死の可能性もある。 

より低濃度では樹状突起スパインのドレブリ

ン分布に影響があることが分かった。樹状突起

スパイン内のドレブリン量はシナプス可塑性と

密接にかかわっており，異常集積は可塑性を阻

害すると考えられる。Martin ら 12)は，オピオイ

ドのアディクションにおいて，側坐核の神経細

胞ではドレブリンが減少して樹状突起スパイン

数が減ると報告している。この報告はドレブリ

ンの分布の変化が薬物中毒の中枢神経毒性と関

与することを示している。薬物中毒と細胞骨格

タンパク質との関係をまとめたレビュー13)が発

表されており，今後は中毒性薬物とドレブリン

の分布変化との関係を調べることは重要な研究

課題となる。 

 

E.結論 

発達段階の培養海馬神経細胞を使ったハイス

ループットイメージングアッセイ法は，発達段

階の神経細胞への影響を鋭敏に検出できること

が示唆された。培養神経細胞がネットワーク形

成を開始するころから合成カンナビノイドに神

経細胞が曝露されると，時期特異的な神経細胞

死が観察される。このことは若年期から大麻を

使用した成人の脳の一部で灰白質の委縮が見ら

れたという報告を説明する実験的根拠を示した

ことになる。また，近年問題となっている妊娠時

の大麻使用が子供の脳の発達にもたらす影響に

関してもリスクがあると考えられた。神経細胞

死だけについてみた場合，高濃度でなければ問

題ないと解釈される可能性があるが，実はそれ

よりも低濃度で起きている樹状突起スパインへ

のドレブリンの集積などの変化こそがシナプス

可塑性を阻害して学習記憶障害につながる有害

反応であると考えられた。 
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図１．各種カンナビノイドの化学構造式 

A:内因性カンナビノイドのアナンダミド 

B:大麻草由来のΔ9-テトラヒドロカンナビノール 

C:合成カンナビノイド CP55940 

 

 

 

図 2．培養 21日目のドレブリンの免疫細胞化学染色像 

ドレブリンクラスター蛍光強度分布による解析 

A:溶媒コントロールでドレブリンクラスターと認識された全クラスター（6 ウェルの全撮像画像）

を蛍光強度ごとにヒストグラムを作成した（白抜きカラム：control）。最頻度(グラフ内青い下向

き矢印)の蛍光強度以下を低蛍光強度（低）とし，最頻度の半分の頻度の蛍光強度以上を高蛍光強

度(高)として，真ん中の範囲を中蛍光強度（中）としてドレブリンクラスターを蛍光強度から低，

中，高の 3群に分けた。3  CP55940の存在下で培養 14日から 7日間培養した 6ウェルの全撮像

画像の全ドレブリンクラスターのヒストグラム（灰色カラム：3  CP55940）を重ねたところ，低

蛍光強度と中蛍光強度のドレブリンクラスターが増えていることが分かった。 

B(a)：溶媒コントロールの培養神経細胞のドレブリンクラスターのうち中蛍光強度のみを可視化し

た画像 

B(b)：3  CP55940の存在下で培養 14日から 7日間培養すると中蛍光強度のドレブリンクラスタ

ーの増加が認められた。 
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図 3. 10 M CP55940 によるシナプス形成期特異的神経細胞死 

A:培養開始 14 日目に 10 M CP55940 を投与して 7 日後に固定して免疫化学染色を行った実験結果の例を示

した。(a)Control（溶媒 0.1% DMSO）, (b) 10 M CP55940 の作用 ：神経細胞死により細胞数が減少してい

る。残存した神経細胞は異常な突起形態を示している。 

B: 培養開始 21 日目に 10 M CP55940 を投与して 7 日後に固定して免疫化学染色を行った実験結果の例を

示した。(a)Control（溶媒 0.1% DMSO）, (b) 10 M CP55940 の作用：神経細胞死は認められなかった。 
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図 4. 10 mM CP55940によるシナプス形成期特異的神経細胞死の経過 

A:抗 MAP2抗体と抗ドレブリン抗体による免疫細胞化学染色 

 Controlは対照実験の溶媒コントロールの画像で，Stage 1,Stage 2,Stage 3は 10 mM CP55940を培養 14日

目に投与して 7日後に固定した標本の神経細胞である。図 3A(b)の 1撮影視野において Controlに見られない

種々の樹状突起長の神経細胞が見られることから，樹状突起の残存レベルから細胞死までの経過を想定して

典型的な形態を示す細胞の写真を示している。Controlでは樹状突起の MAP2の染色像とドレブリン染色像に

特徴があり，ドレブリンが樹状突起スパインに観察されている。 

B:A と同視野の写真でドレブリン分布変化を確認するために，ドレブリン染色のみを抽出した写真を掲載した。残

存している樹状突起中でドレブリンが大きくクラスター状になっていることが分かる。 
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図５．シナプス発達前期（培養 7日目から 2週間）10 mM CP55940に曝露した場合神経細胞の形態変化（令和

4年度厚労科研費永沼班報告書 9）より） 

A. 培養 21日目の溶媒対照群の神経細胞 

B. EXP_D7_2wで 10 mM CP55940に曝露されて残存した神経細胞 

C. Aに示した神経細胞の MAP2陽性神経突起の画像処理による骨格トレース 

D. Bに示した神経細胞の MAP2陽性神経突起の画像処理による骨格トレース 

E. Aに示した神経細胞のドレブリン陽性樹状突起スパインの画像処理によるトレース 

F. Bに示した神経細胞のドレブリン陽性樹状突起スパインの画像処理によるトレース 

E と F を比較すると細胞体周辺部の異常なドレブリン集積（矢印）と，樹状突起上にもドレブリンが異常に集積し

たスパイン（矢頭）が観察されていることがわかる。 
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図 6． 培養 14日目から 7日間各濃度の CP55940に曝露した神経細胞体のドレブリン分布変化 

10 mM CP55940 による神経細胞死の兆候がどの濃度で発生するかを調べる目的で，解析ソフト CellPath 

Finder の Deep Learning 機能で，溶媒コントロール群からランダムに抽出した神経細胞体画像(A(a))，10 M 

CP55940 投与群に特徴的な細胞体画像(A(b))，グルタミン酸投与群に特徴的に認められた細胞体画像(A(c))を

教師信号として学習させた後，各ウェルで撮像した全領域の神経細胞体を上記 3群に分ける解析をおこなった。 

B:各濃度を投与したウェル毎に 3群の特徴を持つ細胞体の割合をパイ表示で示した。 

C:Bのデータをすべて合計して，図示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


