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研究成果の概要： 
本研究では、細胞-細胞間相互作用に連関した、神経幹細胞からアストロサイトへの分化誘導に対する依存
性薬物の影響について検討を行った。まず、神経-アストロサイト共培養細胞にモルヒネを処置したところ、アス
トロサイトの形態変化を伴った glial fibrillary acidic protein (GFAP) 免疫活性の増強が認められた。
次に、モルヒネを胎生 14 日齢のマウス全脳由来神経幹細胞に処置し、モルヒネの神経幹細胞に対する
影響について検討を行った。その結果、神経幹細胞から神経あるいはアストロサイトへの分化誘導に変化は
認められなかった。さらに、モルヒネを神経-アストロサイト共培養細胞に処置し、活性化した神経-アストロサイト
共培養細胞の培養上清を神経幹細胞に処置したところ、アストロサイトへの著明な分化誘導促進作用が認
められた。以上、本研究の結果より、モルヒネによるアストロサイトの活性化は神経細胞を介して誘発されること
が明らかとなった。また、モルヒネは神経細胞-アストロサイト-神経幹細胞の細胞-細胞間相互作用により、神
経幹細胞からアストロサイトへの分化誘導を惹起する可能性が示唆された。  
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１．研究開始当初の背景 
これまでの薬物依存の研究の多くは、依存性
薬物による神経機能変化のみに注目したも
のが殆どである。ここ数年の研究成果より、
薬物依存形成におけるアストロサイトの役
割に関してはおおむね認知されてきたが、薬
物依存形成のメカニズムがいまだ完全に解
明されていない現状を鑑みると、薬物依存形
成過程におけるグリア細胞以外の細胞と神
経間との相互作用に着目する必要性がある。
神経およびオリゴデンドロサイトならびに
アストロサイトは共通の神経幹細胞から分
化誘導され、さらには、成熟した動物の脳内
においても神経新生が絶えず引き起こされ
ている事実から、神経-グリア細胞間の相互作
用のみならず、神経幹細胞を含めたこれら三
者間の相互作用を考え、薬物依存の新しい分
子機構を探索する必要があると考え、このよ
うな着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、薬物依存形成・維持におけるア
ストロサイトの活性化に対する神経幹細胞
の役割を数種依存性薬物 (メタンフェタミン、
コカイン、モルヒネ、ベンゾジアゼピン系薬
物)を用いて、行動薬理学的、分子生物学的お
よび解剖学的レベルで比較検討することを
目的とする。また、数種依存性薬物の神経幹
細胞への直接的あるいは間接的な影響につ
いて、多角的な検討を行なう。薬物依存形成
過程における神経幹細胞の役割を明確にす
ることは、薬物依存の本質を理解する上で非
常に意義深いものと考えられる。また、神経
科学的な側面から今回のアプローチについ
て考えた場合に、こうした細胞間相互作用を
明らかにすることにより、新たな脳神経機能
解明の一助となり得ることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
本研究を遂行するにあたり、星薬科大学動物
実験指針に則り、動物に対する倫理面を十分
に考慮して、さらに使用動物を最小限にして
動物実験計画を立案し、星薬科大学動物実験
委員会の許可を得てからすべての実験を行
った。神経幹細胞は胎生 14 日齢のマウス全
脳より単離することにより作製した。また、
初代培養神経/グリア共培養細胞はマウス新
生仔より大脳皮質あるいは海馬領域を単離
し、培養することにより作製した。数種依存
性薬物処置による神経幹細胞の増殖ならび
に分化誘導への影響はMTT 法あるいは免疫
染色法に従い検討を行った。また、モルヒネ
処置による神経-グリア共培養細胞培養上清

の作製は大脳皮質由来神経/グリア共培養細
胞に依存性薬物を 3 日間処置し、その後
DMEM に 1日間おきかえることにより作製
した。一方、脳内におけるグリア細胞活性化
の変化は、数種依存性薬物をマウスに間欠投
与し逆耐性モデルを作製して、側脳室下帯な
らびに海馬歯状回顆粒細胞層における 
GFAP 陽性免疫活性の変化を免疫染色法に従
い検討することにより評価を行った。また、
依存性薬物の投与による細胞新生の変化は、
BrdU 投与 4 週後のサンプルを作製して検
討を行った。神経幹細胞の移植は、GFP で
標識した神経幹細胞を側脳室下帯に、マイク
ロインジェクション法に従い行った。移植神
経幹細胞の正着を確認後、神経幹細胞の移動
ならびに分化誘導の変化について検討を行
なった。 
 
４．研究成果 
まず、モルヒネをマウス新生仔由来初代培養アスト
ロサイトに処置したところ、アストロサイトの構成タンパ
クである GFAP の免疫活性に変化は認められな
かった。一方、メタンフェタミンについても同様に検
討を行った結果、GFAP の免疫活性の著明な増
強が認められた。次に、神経-アストロサイト共培養
細胞にモルヒネを処置したところ、アストロサイトの形
態変化を伴った GFAP 免疫活性の増強が認め
られた。以上、本研究の結果より、メタンフェタミンは
直接的にアストロサイトを活性化させるのに対して、
モルヒネによるアストロサイトの活性化は神経細胞を
介して誘発されることが明らかとなった。次に、モルヒ
ネをマウス全脳由来神経幹細胞に処置し、モルヒ
ネの神経幹細胞に対する影響について検討を行っ
た。その結果、神経幹細胞から神経ならびにアスト
ロサイトへの分化誘導に変化は認められなかった。
同様に、メタンフェタミン、コカイン、ベンゾジアゼピン
系受容体作動薬であるミダゾラムについても検討を
行ったところ、神経幹細胞からアストロサイトへの分
化誘導に変化は認められなかった。近年、組織幹
細胞の周囲には微小環境である”ニッチ”が
存在し、増殖や分化を制御していることが
知られている。近年になり、神経幹細胞の
分化も他の組織幹細胞と同様に”ニッチ”に
より制御されていることが明らかとなりつ
つあり、中枢神経系では”ニッチ”としてア
ストロサイトの役割に注目が集まっている
。そこで次に、モルヒネを神経-アストロサイト共培養
細胞に処置し、活性化した神経-アストロサイト共培
養細胞の培養上清を神経幹細胞に処置したところ
、アストロサイトへの著明な分化誘導促進作用が認
められた。以上の結果より、μ-オピオイド受容
体の刺激により認められる神経幹細胞から
アストロサイトへの分化誘導には、神経-ア



ストロサイト細胞間相互作用が重要な役割
を果たしている可能性が考えられる。一方
、依存性薬物の成体神経幹細胞からの分化誘
導について検討を行なう目的で、モルヒネ長
期投与による脳内細胞新生の変化について検
討を行なった。その結果、帯状回、側坐核あ
るいは海馬領域において、モルヒネ投与によ
り GFAP 陽性アストロサイトの著明な免疫
活性の増強が認められたが、細胞増殖の指標
となる BrdU 陽性細胞数に変化は認められ
ず、こうした脳内における変化は細胞新生に
依存しない可能性が示唆された。一方、神経
幹細胞は多能性幹細胞である胚性幹細胞 (ES 
細胞)より産生される。そこで、ES 細胞から
の神経分化に対するモルヒネの影響について
検討した。ES 細胞から胚様体を介して神経へ
分化させる実験系を確立し、ES 細胞にモルヒ
ネを処置することによる変化について解析を
行なったところ、神経に分化し得る外胚葉系
のマーカーの減少傾向が認められた。以上の
結果より、μ-オピオイド受容体の刺激は、
発生初期段階より幹細胞の分化制御に関与
している可能性が考えられる。本研究によ
り、モルヒネを中心とした依存性薬物のグリ
ア細胞あるいは神経幹細胞への影響が明らか
になった。神経の可塑性に影響を及ぼす薬物
依存の本質を理解する上で非常に意義深いも
のと考えられる。また、こうしたモルヒネに
よる細胞間相互作用を明らかにすることによ
り、新たな脳神経機能解明の一助となるもの
と考えられる。 
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