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研究要旨 

 大麻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を破壊し，記憶・

認知・精神運動能力を変容させる可能性が高く，乱用防止は社会的に重要な課題である。大麻や薬物乱

用防止の啓蒙活動にとっては，大麻に含まれるカンナビノイドが若年者の心身の発達に与えるリスクを

科学的かつ定量的に示すことが極めて重要である。本研究では，ラット胎仔由来凍結海馬神経細胞（SKY
ニューロン）の初代培養神経細胞による in vitro アッセイ法を使って，カンナビノイド受容体アゴニス

トが神経ネットワークの発達に与える影響を，神経細胞の形態的変化及び細胞死を指標として定量的に

解析した。カンナビノイド受容体アゴニスト CP55940 （0.1， 0.3， 1， 3， 10 µM）を培養７日目か

ら 21 日目まで投与する実験，14 日目から 21 日目まで投与する実験，21 目から 28 日目まで投与する

実験を行った。樹状突起長は抗 MAP2 抗体，樹状突起スパイン数は抗ドレブリン抗体を使った免疫細胞

染色を行い，細胞核は DAPI を使って認識した。画像データはハイスループットイメージングアッセイ

法を使って解析した。その結果，SKY ニューロンの培養 7 日目から 2 週間投与実験（EXP_D7）、およ

び培養 14 日目から 1 週間投与実験（EXP_D14）の 10 µM CP55940 存在下では，神経細胞数は control
群に比べてそれぞれ平均 55％と平均 67%まで減少した。しかし，培養 21 日目から 1 週間投与実験

（EXP_D21）では平均 91%で有意差はなかった。低濃度の CP55940（0.1, 0.3, 1, 3 µM）存在下では生

細胞数に変化は無かった。一方、樹状突起長および興奮性シナプスである樹状突起スパイン数を示すド

レブリンクラスター数は， EXP_D7 の 3 µM CP55940 存在下で、樹状突起長は平均値 125%，ドレブ

リンクラスター数で平均値 133%であり、増加が見られた。しかし，EXP_D14 および EXP_D21 では樹

状突起長に変化はなかった。これらの結果から，シナプス機能が未成熟な時期に慢性的に高濃度のカン

ナビノイド受容体アゴニストにさらされると神経細胞死が起こるリスクがあることが判った。低濃度の

アゴニストにさらされた場合には、樹状突起長およびドレブリンクラスター数への影響には違いがある

が、樹状突起スパインへのドレブリン集積は興奮性シナプス機能への影響を示している。これらの実験

結果は、若年期の大麻の乱用でカンナビノイド受容体が持続的に活性化されると，記憶・認知・精神運

動能力の発達が変容するリスクを示す科学的な根拠である。 

 

Ａ．研究目的 

大麻などの違法薬物は，特に，未だ心身が発達段階

の若年者に対して，長期的に正常な脳機能を破壊す

る。大脳辺縁系への影響では，記憶，認知，精神運動

能力を変える可能性があり，中脳辺縁系経路への影

響では，報酬と快楽の反応および痛みの知覚に影響

を与える可能性がある(1)。一方，若年者における大麻

摂取が，大脳皮質の神経活動を長期的に変化させる

神経メカニズムについては明らかになっていない。

大麻（Cannabis sativa）にはカンナビノイドと呼ば

れる 480 以上の異なる化合物が含まれている。カン

ナビノイドの主要な精神活性成分は delta-9-

tetrahydrocannabinol (Δ9-THC)であり，大麻樹脂抽

出物の約 40％を構成するもう 1 つの重要な成分がカ

ンナビジオール（CBD）である。カンナビノイドは，

主に脳の神経細胞や脊髄にあるカンナビノイド受容

体（CB１受容体）と相互作用することによりその効果

を発揮する(2)。本研究では，大麻や覚醒剤などの違法
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薬物が，発達段階の心身に対して与える影響のメカ

ニズムを，脳の神経細胞同士のネットワーク構築と

関係の深い神経シナプス後部構造の形態的な変化や

樹状突起長を指標とした in vitroモデル（初代培養

神経細胞）を使って明らかにする。 

本年度は，発達段階の培養ラット海馬神経細胞にΔ

9-THCや CBD と構造が類似し，CB1受容体アゴニスト

である CP55940 をモデル化合物として使用した（図

１）。カンナビノイド受容体アゴニストである

CP55940 を投与し，神経シナプス後部構造の免疫細胞

化学染色とハイスループットイメージングアッセイ

法を使って，発達段階の神経細胞にどのように作用

するかを調査する。 

 

Ｂ.研究方法 

 脳の発達段階においては，神経細胞の樹状突起

が成長しシナプスが形成される。そのため発達過

程への影響を in vitroにおいて再現するため，

初代培養神経細胞の樹状突起上のシナプスが形成

される時期(3)にモデル化合物を投与する試験法と

した。ラットの初代培養神経細胞は培養７日目か

ら 14日目に樹状突起スパインが形成される。ラ

ット胎仔由来凍結海馬神経細胞（SKY neuron， 

Alzmed， Inc， Tokyo）を解凍して 96 穴プレー

トに播種し 37℃５％CO2で培養する。CP55940を

投与し，シナプス形成前期にあたる培養７日目か

ら 21日目まで曝露する実験（EXP_D7)，シナプス

形成後期にあたる培養 14日目から 21日目まで曝

露する実験(EXP_D14)，シナプス形成成熟期にあ

たる 21目から 28日目まで曝露する実験

(EXP_D21)を行った(図 2)。 

シナプス形成への影響は，ドレブリンクラスタ

ー数の変化を観察することで評価した。ドレブリ

ンはアクチン結合タンパク質として受容体などの

樹状突起上にあるシナプス後部の機能タンパクの

局在を安定化する役割があり，神経細胞の成熟化

の指標になる（図３）。 

また，カンナビノイドはシナプス前部にある CB1

受容体に結合しシナプス後部の興奮性グルタミン

酸受容体の活性化を抑制することがしられてい

る。CP55940投与群（0.1 µM， 0.3 µM， 1 µM， 

3 µＭ， 10 µＭ， 各 n=18）をコントロール群と

比較することで検討した。 

免疫細胞化学染色は，ドレブリンを抗ドレブリ

ン抗体（mouse monoclonal， M2F6， 1:1），樹

状突起の軸を成す微小管結合タンパク質である

MAP2を抗 MAP2抗体（rabbit polyclonal， 

1:2000）と 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）に，核を染色するための 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・解析は，CQ-1Yokogawa，

Kanazawa，Japan）の自動フォーカス機能

(20×lens， numerical aperture 0.45)を使って

自動的に撮像し，ハイスループットで得られた大

量の画像情報を我々が独自に開発した解析プロト

コルを使用した(図４)。本評価に使った画像処理

アルゴリズムは，日本化学工業協会 LRI 第 8 期委

託研究課題の一環として我々が開発した。また，

ラット胎仔由来凍結神経細胞を 3週間培養して樹

状突起と樹状突起スパイン及び核を免疫細胞化学

的に染色し，画像取得・解析を完全自動化で行う

ことにより，再現性高く、ハイコンテントアナリ

シスで評価する方法は，白尾らにより開発された 

(4)。 

 

Ｃ.研究結果 

EXP_D7および EXP_D14 において，10 µM CP55940投

与した群で神経細胞死が認められた（図５）。定量的

に解析した結果，3 µMの CP55940投与群では生細胞

数に変化は無いが，10 µM CP55940投与群は control

群に比べて EXP_D7において平均値 55％，EXP_D14 に

おいて平均値 67％まで神経細胞数が減少した。一方，

EXP_D21は平均値 91％と有意な差はなかった（図６）。 

神経細胞の樹状突起長および興奮性シナプスであ

る樹状突起スパイン数を示すドレブリンクラスター

数は，特に 3 µM CP55940存在下で EXP_D7の樹状突

起長は平均値 125%，ドレブリンクラスター数で平均

値 133%と増加が見られた。しかし，EXP_D14 および

EXP_D21 ではそれぞれ樹状突起長に変化はなかった

（図７）。 

ドレブリンクラスターに関しては，3 µM 以下の

CP55940投与群において，興奮性シナプス後部構造の

樹状突起スパイン数を示すドレブリンクラスター数

は， コントロール群に比べていずれの投与群も有意

に増加した（図８)。    

これらの結果から，シナプス機能が未成熟な時期

に慢性的にカンナビノイド受容体が高濃度のアゴニ

ストにさらされると神経細胞死を引き起こすリスク

があることが判った。シナプス形成前期の低濃度長

期暴露の影響は樹状突起スパインへのドレブリン集

積であるが、形態異常か興奮性シナプス機能異常で

あると考えられる。また、低濃度のアゴニストをさら

されると樹状突起長およびドレブリンクラスター数
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への影響には違いがあることが判った。未成熟な時

期でもシナプス形成前期と後期で異なる発達神経毒

性のメカニズムが存在する可能性が示唆された。 

 

Ｄ.考 察 

これらの結果は，CP55940により神経細胞機能の正

常な発達過程を逸脱し，シナプスの可塑性を失わせ

ることを示唆している。この現象は，記憶，認知，

精神運動能力への影響，報酬と快楽の反応および痛

みの知覚に影響を与える原因と成り得る。in vivo

での実験結果との比較が有用かもしれない。例え

ば，幼若動物試験での行動観察の結果と比較を行う

ことも検討したい。また，CB1又はCB2受容体に選択

的なアゴニスト，アンタゴニストを投与した場合の

比較を行うことで，カンナビノイド の作用機序の

理解を助ける可能性があり，今後の検討が必要であ

る． 

 

Ｅ.結 論 

CB1受容体アゴニストである CP55940 により神経細

胞機能が正常な発達過程を逸脱し，シナプスの可塑

性を失わせることが示された。また発達段階の培養

海馬神経細胞を使ったハイスループットイメージン

グアッセイ法によって，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。 
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図 1. Cannabinoid と CP55940 の化学構造 

CP55940 

 

図２. CP55940 投与と固定のタイムライン 

- シナプス形成前期(培養 7〜21日)で投与する実験(EXP_D7) 

- シナプス形成後期(培養 14〜21 日)で投与する実験(EXP_D14) 

- シナプス成熟期(培養 21 日以降)で投与する実験(EXP_D21) 
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図３．成熟した培養 21 日目のラット神経細胞の MAP2 とドレブリンの分布：

樹状突起は抗 MAP2 抗体（赤）で，樹状突起スパイン（シナプス後部構造）

は抗ドレブリン抗体（緑）で可視化した。（参考：2020 年度報告書） 
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図４．樹状突起とドレブリン クラスターの解析プロトコル 

A.細胞体領域の定 B.樹状突起の同定 C.樹状突起骨格の描出 D.樹状突起骨格の

周辺領域範囲の同定 E.樹状突起骨格の周辺領域中のドレブリンクラスターの同定  

F.実際の解析の一例：(A) 培養海馬神経細胞の蛍光染色画像：ドレブリン (緑), 

MAP2 (赤) and DAPI (青) , (B) 樹状突起長計測：蛍光画像上でマッピングした樹

状突起骨格 (青線)の長さ ,  (C) ドレブリンクラスター数の計測：蛍光画像上で

マッピングしたドレブリンクラスター(白)  

（参考：2020 年度報告書） 
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図５．シナプス発達前期(EXP_D7),シナプス発達後期(EXP_D14),シナプス成熟期(EXP_D21)にお

ける高濃度カンナビノイド受容体アゴニストの慢性暴露 

10 μM CP55940 存在下で EXP_D7, EXP_D14 において神経細胞数が減少し，シナプス発達期に顕

著に神経細胞毒性を及ぼすことが判明した。 

 
 

 
 

図６．CP55940 を 0, 3, 10 μM 投与した場合の生細胞数の変化 

10 μM CP55940 投与群では EXP_D7 において平均値 55％，EXP_D14 において平均値 67％まで神

経細胞数が減少した。一方，EXP_D21 は平均値 91％と有意な差はなかった。 

Control 群 vs 10 μM 群 #: p<0.05 

(Dunnett’s multiple comparison test) 
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図７．CP55940 を 3 μM投与した場合の 1細胞当たりの樹状突起長

(上段)とドレブリンクラスター数(下段) 

 

EXP_D7 の場合，樹状突起長は平均値 125%，ドレブリンクラスター

数は平均値 133%と増加が見られた。一方，EXP_D14 および EXP_D21

では，有意な差が見られなかった。 

Control 群 vs 3 μM 群 #: p<0.05 

(Dunnett’s multiple comparison test) 
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図８．シナプス発達前期(EXP_D7)における濃度依存的変化 

A: 樹状突起長は、3 μM 投与の時に有意に増加した。 

B: ドレブリンクラスター数は、3 μM以下 の全ての濃度で増加していることが判明した。 

Control 群 vs 各投与群 #: p<0.05 

(Dunnett’s multiple comparison test) 
 
 
 
 


