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A. 目 的 

 

幻覚作用を示す薬物の乱用が広がっており、社

会問題となっている。特に、セロトニン受容体に

作用する薬物において、多くの新しい骨格を持つ

化 合 物 が 流 通 拡 大 し て い る 1) 。

N-Methoxybenzyl-phenethylamines  (NBOMes)は、

2C クラスのフェネチルアミンの置換誘導体であ

る。米国では、複数の NBOMes が流通しており、

2013 年には、 3 つの化合物 25I-NBOMe、

25C-NBOMe、25B-NBOMe が初めて、米国の規制

薬物法でスケジュール I化合物に分類された 2)。 

【研究要旨】 

 フェネチルアミン系の危険ドラッグで、セロトニン受容体作用薬を示すとされる 2,5-Dimethoxy-4- 

chloroamphetamine (DOC)について、セロトニン受容体発現細胞を利用した薬理作用解析および行動薬理

学的特性の発現に関する検討を行った。セロトニン受容体作用薬の薬理作用評価細胞の構築に関して

は、CHO-5HT2A受容体発現細胞にカルシウムセンサータンパク質 GCaMP を導入して、自立蛍光検出細

胞 と な る CHO-5HT2A-GCaMP 細 胞 を 構 築 し た 。 本 細 胞 を 利 用 し て 、 DOC と

2,5-dimethoxy-4-iodophenethylamine (2CI)、2,5-Dimethoxy-4-iodoamphetamine (DOI) および 3 種類の

N-Methoxybenzyl-phenethylamines (NBOMes)：25I-NBOMe、25B-NBOMe、25P-NBOMe について解析し

た。その結果、EC50 値は 2CI：9.9X10-8、DOI：2.0X10-9、DOC：8.8X10-8、25I-NBOMe：5.42X10-11、

25B-NBOMe：3.30X10-13、25P-NBOMe：7.1X10-10であった。３種類の NBOMes については、2CI、DOI、

DOC より強力であった。次に、細胞を利用した薬物検出法の実効性と利便性を高める目的で作製した、

持ち運び可能な小型蛍光検出器での検出を確認した。量販型の 8 連型 PCR チューブを利用して、

CHO-5HT2A-GCaMP 細胞を培養した。チューブ内へ 25I-NBOMe、25B-NBOMe、25P-NBOMe を添加し

たところ、蛍光発光を検出することが可能であった。小型蛍光検出器の実用化へ向けて、セロトニン系

の薬物検出に関して、細胞の培養法、検出のためのプロトコールを作成することができた。行動薬理学

解析では、DOI および DOC は Head-twitch response (HTR)を誘発した。この HTR は、5-HT2 受容体拮抗

薬 ketanserin の前処置により有意に抑制されたことから、セロトニン 5-HT2受容体、特に、5-HT2A受容

体の関与が示唆された。このように細胞を利用した解析によりターゲットとなる受容体を特定し、行動

薬理学的実験へ反映させることで、迅速な中枢神経系の有害作用の予測に役立つと考えられる。 

以上の結果から、薬物が作用する受容体の発現細胞は、作用強度の予測に利用可能である。同様に、

受容体の発現細胞を利用した薬物の検出法は、薬物の化学構造特性に依存しない包括的検出法として有

用である。また、小型検出器の利用により、省スペースでの利用も可能となり、危険ドラッグの発見や

救急現場での原因薬物の検出などに応用が期待される。 
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Suzuki らは 20 例のNBOMes 乱用による毒中毒

症状を解析し、中枢神経系への影響を指摘してい

る 3)。一方、自律神経系への影響も強力で、頻脈

（85％）、高血圧（65％）、発熱（25％）が観察さ

れている。同様に、クレアチンキナーゼの上昇

（45％）を伴う横紋筋融解症の発症も確認されて

いる。 

同様に、Lipow らの文献調査において救急搬送

された 42 名の患者での中毒症状を解析している

4)。その結果、中毒症状では、26 人（62％）に頻

脈、22 人（52％）に高血圧、11 人（26％）に 1

回以上の痙攣発作がみられた。34人（81％）が幻

覚を経験し、22人（52％）が激しい衝動を経験し

た。また、13例（31％）で ICUレベルの治療が必

要とされた。NBOMes は強力な幻覚作用に加え健

康被害が深刻であることが示唆されている。 

このように新規合成薬物である危険ドラッグ

使用により健康被害が発生した場合、救急医療現

場では迅速な薬物検出が必要となっている。危険

ドラッグは化学構造の一部が変化している類縁薬

物が多数存在するため、一括で検出する手法の開

発が必要となっている。 

本研究では、危険ドラッグが作用する薬物受容

体等の機能タンパク質に着目し、危険ドラッグ検

出用細胞を作製ならびに持ち運び可能な小型検出

機器の開発を目的とした。本年度は、細胞を用い

てセロトニン受容体作用薬の作用および検出用の

細胞を作出するため、樹立安定株である CHO 細

胞を利用して、ヒト-セロトニン 5-HT2A 受容体お

よびカルシウムセンサータンパク質 GCaMP を導

入 し て 、 自 立 蛍 光 検 出 細 胞 と な る

CHO-5-HT2A-GCaMP 細胞を構築した。幻覚作用が

発現するとされるセロトニン受容体作用薬の評価

を行った。また、細胞を利用した薬物検出法の実

効性と利便性を高める目的で、持ち運び可能な小

型蛍光検出器での検出可否についても検討した。 

 

B. 方 法 

 

使用薬物： 

 2,5-Dimethoxy-4- chloroamphetamine 

(DOC) 

 2,5-dimethoxy-4-iodophenethylamine (2CI) 

 2,5-Dimethoxy-4-iodoamphetamine (DOI) 

 N-Methoxybenzyl-phenethylamines 

(NBOMes)： 25I-NBOMe、25B-NBOMe、

25P-NBOMe 

を使用した(Fig. 1)。 

 

1. 新規セロトニン作用薬のセロトニン受容体作

用 

 Chinese Hamster Ovary (CHO)チャイニーズハム

スター卵巣細胞にヒト-セロトニン 5-HT2A 受容体

およびカルシウムセンサータンパク質 GCaMP を

導 入 し て 、 自 立 蛍 光 検 出 細 胞 と な る

CHO-5-HT2A-GCaMP 細胞を樹立した。この細胞を

使用して、細胞内カルシウム濃度を測定した。96

穴ブラックプレート (Greiner)に 5×104 cells/wellと

なるように播種し、37℃・5.0% CO2条件下で培養

した。24時間後、2CI、DOI、DOC、25I-NBOMe、

25B-NBOMe および 25P-NBOMe 添加による蛍光

強度の変化を、Flexstation 3 により測定した。デー

タは蛍光強度 (Relative Fluorescence Units, RFU)と

して解析した。 

 

2. 小型蛍光検出器の作製 

蛍光検出部として、光ファイバプローブ式蛍光

検出器 (日本板硝子)を利用した。PCRチューブの

保持部分は、チューブごとにプローブが直下で検

出できるように保持ボックスを作成した（Fig. 2）。 

自立蛍光検出細胞の CHO-5-HT2A-GCaMP 細胞

をPCR用チューブ(FastGene 0.2mL, 8 連チューブ, 

日本ジェネティクス)に1×104 cells/tubeとなるよう

に播種し、37℃・5.0% CO2条件下で 1時間静置し

た。その後、DOI、25I-NBOMe、25B-NBOMe お

よび 25P-NBOMe (1 μM)を添加し、蛍光量の変化

を測定した。 

 

3. Head-twitch の評価 

薬物投与による head-twitch response (HTR)の誘

発を測定した。DOC により誘発される HTR を

Miyata らの手法に従って測定した 5)。また、HTR

の誘発性薬物としてDOIを使用した。DOIおよび

DOC により誘発される HTR に対する 5-HT2受容
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体拮抗薬 ketanserin (試験薬投与の 30 分前投与)の

効果を検討した。マウスをプラスチック製個別ケ

ージ(22cm×12.5cm×15cm)に移し、DOI および

DOC投与 10分間のHTR の誘発回数を測定した。 

 

C. 結 果 

 

1. セロトニン受容体作用 

CHO-5-HT2A細胞を利用して、2CI、DOIおよび

DOCの 5-HT2A受容体作用を解析した。2CI、DOI

および DOC の添加により、濃度依存的な蛍光量

の増加が確認された(Fig.3A)。2CI (0.25, 1 µM)、

DOI (0.25, 1 µM)およびDOC (1, 4 µM)による蛍光

強度の増加作用は、選択的 5-HT2 受容体拮抗薬

ketanserin（Ket, 10 µM）の前処置により完全に抑

制された(Fig.3B)。2CI、DOIおよびDOC は 5-HT2A

受容体を介して薬理作用を示すことが明らかにな

った。 

 

2. 新規小型蛍光検出器の機能評価 

 PCR チューブ内で CHO-5-HT2A-GCaMP 細胞を

維持し DOI、25I-NBOMe、25B-NBOMe および

25P-NBOMe 添加 (すべて 1μM)による蛍光発光強

度の解析を行った。薬物の添加によって、シャー

プなピークが得られ、蛍光量の増加が確認された

（Fig. 4）。 

 

3. Head-twitch に対する影響 

 Head-twitch response (HTR)の誘発薬物として用

いられている DOI (1mg/kg, i.p.)によって有意な

HTR の誘発を確認した。さらに DOI によって誘

発される HTR は、5-HT2受容体拮抗薬 ketanserin 

(0.6 mg/kg)の前処置により有意に抑制された(Fig. 

5A)。本手法を用いて DOC (4 mg/kg, i.p.)による

HTR の誘発を解析したところ、有意な HTR 誘発

作用を有することが明らかになった。DOC (4 

mg/kg, i.p.)によって誘発される HTR 誘発作用は

5-HT2受容体拮抗薬 ketanserin (0.6 mg/kg)の前処置

により有意に抑制された (Fig.5B)。 

 

D. 考 察 

 

オピオイド化合物、合成カンナビノイド、セロ

トニン受容体作用薬は、危険ドラッグの主成分で

あり、欧米を中心に流通が拡大しており、世界規

模での社会問題となっている。危険ドラッグの流

通は、規制強化にもかかわらず、依然として終息

しておらず、流通薬物の種類も多様化している。

最大の原因は、特定の薬物を規制しても、次々に

新しい薬物が登場する状況が続いている点である。

こうした状況を打破するために、危険ドラッグの

確実な検出とその作用を迅速に評価するシステム

を構築することが望まれる。 

本研究では、危険ドラッグが作用する薬物受容

体に着目し、危険ドラッグ検出用細胞を作製なら

びに持ち運び可能な小型検出器の開発を試みた。 

セロトニン受容体作用薬をターゲットとして、

薬理作用および検出用の細胞を作出するため、樹

立安定株であるCHO 細胞を利用して、ヒト-セロ

トニン5HT2A受容体およびカルシウムセンサータ

ンパク質 GCaMP を導入して、自立蛍光検出細胞

となる CHO-5-HT2A-GCaMP 細胞を構築した。機

能評価には、近年の流通が問題となっているセロ

トニン受容体作用薬を使用した。評価したセロト

ニン受容体作用薬は、強力なセロトニン 5HT2A受

容体刺激作用を有することが明らかになった。ま

た、行動薬理学的解析より、セロトニン受容体作

用薬である DOI および DOC は Head-twitch 

response (HTR)を誘発した。この HTR は、5-HT2

受容体拮抗薬 ketanserin の前処置により有意に抑

制されたことから、セロトニン 5-HT2受容体、特

に、5-HT2A受容体の関与が示唆された。このよう

に細胞を利用した解析によりターゲットとなる受

容体を特定し、行動薬理学的実験へ反映させるこ

とで、迅速な中枢神経系の有害作用の予測に役立

つと考えられる。 

以上の結果から、自立蛍光検出細胞となる

CHO-5-HT2A-GCaMP 細胞による機能評価は、ター

ゲットとなる受容体を特定し、薬理作用強度の比

較が可能であり有害作用の比較に利用可能である

と考えられる。 

細胞を利用した検出法は、物質の存在の検出に

加え、作用発現も予測できる点で有用な手法であ

ると考えられる。セロトニン受容体作用薬の精神
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作用の発現では、脳内セロトニン受容体の活性化

が必須であることから、CHO-5-HT2A-GCaMP 細胞

は新規オセロトニン受容体作用薬において精神作

用の発現予測に役立つと考えられる。 

次に、細胞を利用した薬物検出法の実効性と利

便性を高める目的で、持ち運び可能な小型蛍光検

出器の作製を試みた。細胞が発する蛍光の測定に

は、プレートリーダー等の検出機器が必要である。

機能評価をする場合は、薬物添加からの正確な経

時的変化を解析する必要がある。一方、物質の検

出を主たる目的とする場合、一定時間後の蛍光強

度を測定することで対応は可能となる。従来利用

されている蛍光プレートリーダー等の精密検出器

では、移動のたびに測定のセンサー部分の軸補正

などが必要であり、モバイル使用は想定されてい

ない。そこで、本研究では、持ち運び可能とする

ため、明視野での使用可能な 1 チャンネルの検出

センサーを利用して定点測定が可能となる小型蛍

光検出装置を作製した。 

8 連 PCR チューブに CHO-5-HT2A-GCaMP 細胞

を静置後、セロトニン受容体作用薬を使用して、

小型蛍光検出装置の検出機能を評価したところ、

薬物の処置により蛍光発光を検出できることが判

明した。製作した小型蛍光検出器の解析データは、

従来の大型蛍光プレートリーダーの検出結果と一

致しており、薬物検出のための小型検出器として

使用可能であることが確認された。 

本研究では、セロトニン受容体作用薬の検出用

細胞の CHO-5-HT2A-GCaMP 細胞の樹立ならびに

小型検出の作製に成功した。本細胞はセロトニン

受容体作用薬に関して、化学構造特性に依存しな

い包括的検出用に応用可能である。また、本研究

で作製した小型検出器の利用により、機動性の向

上と省スペースでの利用も可能となり、危険ドラ

ッグの発見や救急現場での原因薬物の検出などに

応用が期待される。 

 

E. 結 論 

 

本研究では、セロトニン受容体作用薬の検出用

細胞として CHO-5-HT2A-GCaMP 細胞の樹立なら

びに小型蛍光検出器の作製に成功した。本細胞は

セロトニン受容体作用薬に関して、化学構造特性

に依存しない包括的検出用に応用可能である。ま

た、本研究で作製した小型検出器の利用により、

機動性の向上と省スペースでの利用も可能となり、

危険ドラッグの発見や救急現場での原因薬物の検

出などに応用が期待される。 
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H. 知的財産権の出願・登録状況 

 

特許取得、実用新案登録、その他 

特になし 

 

 

健康危険情報 

 

本事業成果は、危険ドラッグの細胞毒性およ

び依存性に関する評価解析であり、結果はす

べて健康危険情報に該当する。 
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2C-I          DOI        DOC 

 

      

25I-NBOMe        25B-NBOMe        25P-NBOMe 

 

 

 

Fig.1. Chemical structure of phenylethylamines. 

2C-I (2,5-Dimethoxy-4-iodophenethylamine) 

DOI (2,5-Dimethoxy-4-iodoamphetamine) 

DOC (2,5-Dimethoxy-4- chloroamphetamine) 

N-Methoxybenzyl-phenethylamines (NBOMes)： 25I-NBOMe、25B-NBOMe、25P-NBOMe 
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Fig.2. Compact fluorescence detector for mobile use using probes of optical fiber. 
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  (B) 

 

 

Fig.3. Effect of serotonin receptor agonists on intracellular Ca2+ level in the CHO-5HT2A-GCaMP cells.  

 (A) Changes in intracellular Ca2+ levels were detected as changes in fluorescence in the Flexstation 3. 

Results are expressed as mean (n=3). (B) Effect of pretreatment with 5HT2 receptor antagonist ketanserin 

(Ket) on 2CI, DOI or DOC-induced elevation of intracellular Ca2+ levels in CHO-5HT2A-GCaMP cells. 

Changes in intracellular Ca2+ levels were detected as changes in fluorescence in the Flexstation 3. Each 

columun represents the mean with S.E.M. of three indepent experiments.  

**P<0.01 vs Veh-treated group. ##P<0.01 vs. 2CI, DOI or DOC-treated group. 
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Fig.4. Effect of serotonin receptors agonistic actions of DOI in the CHO-5HT2A-GCaMP cells using probes of 

optical fiber. Changes of fluorescence were observed after treated with DOI or vehicle (Veh). 
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Fig. 5. (2,5-Dimethoxy-4-chloroamphetamine の head twitch に対する影響) 

Effect of acute treatment with 2,5-Dimethoxy-4-chloroamphetamine on the head twitch response in mice. (A) 

Total head twitch response changes after acute administration of 2,5-Dimethoxy-4-iodoamphetamine (DOI, 1 

mg/kg, i.p.) in mice. Effect of pretreatment with a 5-HT2 receptor antagonist ketanserin (Ket, 0.6 mg/kg, pre 

30 min) on the DOI (1 mg/kg)-induced head twitch response in mice. Each point represents the total head 

twitch response counts with S.E.M. for 10 min (n=5). (B) Total head twitch response changes after acute 

administration of 2,5-Dimethoxy-4-chloroamphetamine (DOC, 4 mg/kg, i.p.) in mice. Effect of pretreatment 

with a 5-HT2 receptor antagonist ketanserin (Ket, 0.6 mg/kg, pre 30 min) on the DOC (4 mg/kg)-induced head 

twitch response in mice. Each column represents the total head twitch response counts with S.E.M. for 10 min 

(n=6). Dunnet’s posttest was also applied on each graph. **P<0.01 vs. DOI, DOC-treated group.  
 
 
 

 

  


