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研究成果の概要（和文）：高スループット行動解析装置（Danio-vision）を用いて、危険ドラッグ等を投与した
後、ゼブラフィッシュ（Zf）の行動を同時・多数・経時的に記録・解析し、死亡率を推定できる実験系を確立し
た。
これを用いて、大麻（CB）成分の一つカンナビジオール（CBD）、及び、興奮性薬物カフェインを投与した後、
明暗刺激を反復し、行動、及び、生存率に対する影響を観察した。本研究で確立したZfの実験系が、未知の物質
の不安、学習行動、運動障害の評価、そして、致死濃度の予測に、迅速性、効率性、簡便性及び再現性の観点か
ら有用であることが確認された。

研究成果の概要（英文）：Using high-throughput analyzing system (Danio-vision), we have established 
the animal experiment system that enables us to simultaneous-multi-temporal record and analysis of 
zebrafish behaviors encompassing anxiety, excitement, habituation, and acclimatization, as well as 
activity and survival. We have confirmed the usefulness of the system in the analysis of behavior 
and survival with respect to rapidity, efficacy, simplicity and reproducibility. 

研究分野：法医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
薬物の行動、生存率に対する研究は、げっ歯類を用いて行われてきた。しかし、再現性と統計的有意性の確認の
ため、多数の動物を殺さなければならなかった。
ハイスループット行動解析装置は、ゼブラフィッシュの行動や生存率に対する薬物の効果や毒性を、短期間に多
数・同時に再現性よく記録・分析できることを示した。今後、法医学分野から、中毒学・病態生理学に関する基
礎研究を発信できる強力な武器となりうる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 危険ドラッグは、法規制を逃れるため、次々に新たな誘導体が合成され、その薬理作用、毒

性と病態が分からないまま、アンダーグラウンドで流通しているため、急死する事例が続いてい

た。 

本研究を始めた時期、危険ドラッグ流行の最盛期は過ぎていたが、代表研究者は、複数の危険

ドラッグによる急死例を法医解剖する機会に恵まれ、症例報告を 2 つほど発表していた。しか

し、薬理作用、病態、毒性の実態がよく知られていないので、動物実験を行う必要があった。 

ゼブラフィッシュ（Zf）は、ラットやマウスより、多くの点で利点があり、げっ歯類に代わる

モデル動物として注目されてきていた。既に、向精神薬等の薬物やアルコールの作用を解析する

のに、Zf を利用した研究の論文が増加してきていた。しかしながら、Zf が危険ドラッグに関す

る研究に使用されたことはなかった。 
 
２．研究の目的 
 危険ドラッグ中毒の病態を解析するのに、ゼブラフィッシュ（Zf）の高スループット行動解

析装置（Danio-vision）を用いた実験系を確立することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 危険ドラッグ等の向精神薬を投与した後、個々のウェルに入れたゼブラフィッシュ（Zf）幼

魚の行動を高スループット行動解析装置（Danio-vision）を用いて、同時・多数・経時的に記録・

解析できる実験系の確立を目指して、様々な実験条件を試した。また、死亡率の推定、心拍数の

測定を試みた。 

Zf幼魚は、暗い環境を好み、明るい環境では不安を感じるといわれている。そのような Zfを

様々な時間、消灯、点灯を繰り返し、水泳距離（行動）を経時的に記録・分析した。さらに、Zf

を様々な濃度の薬物に暴露した上で、行動を記録・解析し、明暗反復の行動に対する影響を記録・

解析した。その後、薬物のない水で 24時間飼育した後、再度、薬物に暴露した後、行動を記録・

分析した。 

これとは別に、薬物暴露後の生存率や形態を実態顕微鏡下に観察し、記録した。 
 
４．研究成果 
 幻覚作用のある危険ドラッグ N-Benzyl-substituted 2C class phenethylamines (NBOMes)による

致死的横紋筋融解症事例を解剖した。そこで、Zfを NBOMesに暴露して、横紋筋融解症を再現

し、その病態にセロトニン 5-HT2A受容体が寄与することを解明した（Kawahara Gら, 2020）。 

次に、合成カンナビノイド（sCB）の一種 AB-CHMICAによる急死事例では、薬物代謝が迅速

で、死体資料からの親物質検出に難儀したいっぽう、代謝物を認めた。いっぽう、解剖所見とし

て、肺の鬱血・水腫・出血しか認めず、急性心不全か呼吸不全の寄与を推定したにとどまった。

この経験を基に、まず、ラットの腹腔内に AB-CHMICA を投与して代謝物変化を調べた。その

結果、ラットでは、ヒト急死例における迅速な代謝と臓器移行の知見は確認できなかった。 

さらに、Zf 行動解析装置を利用して、AB-CHMICA による異常行動と急死の機序を解明する

予定であった。しかし、改正された薬事法による規制から、薬物の入手が困難となったため、研

究の続行が困難となった。そこで、研究対象となる代替薬を探した。そして、大麻（CB）成分の

一つであるが、入手可能なカンナビジオール（CBD）に注目した。 

カンナビジオール（CBD）を Zf に投与した後、光刺激のある“明期”、ない“暗期”を交互に反



復した。明暗転換時の行動変化は、ストレス・不安レベルを反映し、明暗変換と暗明変換で異な

り、有用な行動指標とされる。CBDによる”ストレス負荷”の後、薬物を除去し、投与 24時間の”

離脱後”、同じ明暗刺激に暴露した。活動量は、投与後、濃度依存的に減少したが、離脱後には、

高濃度で活動量が増加した。明暗刺激が進むにつれ活動量が減少する“馴化”は、CBD 低濃度で

は、投与後・離脱後ともに増強した。高濃度暴露では、馴化はしないで活動量が低下した。離脱

後には、高濃度ほど馴化が低下し、高活動量状態を維持した（Hasumiら、2020）。 

明暗転換時の行動変化は、ストレス・不安レベルを反映する行動指標とされているが、CBDを

用いた本研究で、そのことが裏付けられた。さらに、これらの現象の病態生理的意義を理解する

には、今後、ストレス指標とされるコルチゾールの測定、ストレス顆粒と呼ばれる ZFの体内構

造物の変化を観察すること、加えて、興奮作用のある覚醒剤やコカイン、鎮静作用のあるベンゾ

ジアゼピン等の作用を観察する必要がある。 

ハロペリドールをはじめとする定型抗精神病薬は、ドーパミン D2作動性ニューロン障害によ

る薬剤性パーキンソン病等の錐体外路系運動障害が問題視されてきた。CBD は、ハロペリドー

ルによる運動障害から Zf を回復させたことから、定型抗精神病薬による薬剤性パーキンソン病

等の治療に利用できる可能性が示された（Hasumiら, 2023）。 

カフェインは、大量摂取すると突然死することがあるが、機序は不明であった。そこで、Zfに

カフェインを投与して、生存率と行動を観察した。 

カフェインは、容量依存性に徐脈と死を誘発したが、処置 4 時間後にカフェインを除去すれ

ば、24時間後の生存率は改善された。Zfの致死性徐脈に対するカフェイン濃度は、死亡症例の

血中濃度の 2~5倍程度と近かった（Maedaら, 2020）。この結果から、本実験系が、未知の物質

の致死濃度の予測に有効であることが示された。また、Zfの徐脈は、抗精神病薬が QT延長作用

から致死性不整脈を惹起する現象のスクリーニングに使えることが知られている。今後、薬物の

催不整脈作用のスクリーニングに利用できる可能性がある。 

さらに、カフェイン存在下、5回連続、各々15分の明暗刺激に幼魚を暴露し、水泳距離分析に

より、暗転時の行動増加と明転時の行動減少、各々における下向き、上向きのピークが、不安行

動を反映している可能性を明らかにした。この結果から、本実験系が、未知の物質の不安や学習

行動の評価に有用であることが示された（Maedaら, 2021）。 

血中 microRNA (miRNA)は、21-25塩基長の 1本鎖 RNAであり、尿的 mRNAに結合して不安

定化し、蛋白翻訳を抑制する。そのことを通して、発生、細胞増殖・分化、細胞死、代謝等、

多様な生命現象を制御する。いっぽう、多様な疾患で増加あるいは減少すること、そして、

（生体・死体）血中で安定性が高いことから、疾患マーカーとなりうることから注目されてい

る。従来の研究により、心不全、心肥大、心筋梗塞に関連した miRNAが多数知られている。

また、私達のこれまでの研究で、Zfが高濃度カフェイン投与後に致死性徐脈から死亡すること

を見出している。 

そこで、カフェインによる Zfの急死に寄与する miRNAを同定することによって、急死に寄

与する病態を明らかにすることを計画し、準備を進めていた。しかしながら、実務上の新型コ

ロナウイルス感染症対策に時間を費やした上、microRNA解析に関する知識習得から実験計画

を策定するのに、時間がかかってしまった。その上、実験の実施者の所属機関が変わるなどの

環境の変化から、それ以上、実験を進めることができなくなってしまった。 
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