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研究成果の概要（和文）：精神および身体依存のいずれの成立においても共通に認められるＬ

型高電位開口性カルシウムチャネル機能の亢進に影響を与える生体分子の検索、およびこ

れら経路とは異なる新規依存形成経路の同定を試みた。依存性薬物の長期曝露により生じる

細胞内への持続的な Ca2+濃度の上昇に対して、heat shock factorのリン酸化とそれに続く熱シ
ョック蛋白 70の発現増加を介した防御機構が存在すること、また新たに細胞内 Fe2+含量の著明

な増加が生じることを見出し、新たな依存形成メカニズムの経路となる可能性を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the detailed and new common mechanisms 
underling the accentuation of L-type high voltage-gated calcium channels function in 
establishment of psychological and physical dependence. Phosphorylation of heat shock 
factor and following increase in heat shock proteins 70 (HSP70) were observed in sustained 
ethanol-treated neuronal cells. In addition, intracellular ferrous iron concentrations were 
also significant increased after long-term exposure of ethanol. These results suggest the 
possibility that increase in intracellular HSP70 expressions and ferrous iron concentrations 
are new target for mechanism of drug dependence. 
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1. 研究開始当初の背景 
(1) 依存性薬物ならびに非合法薬物の使用量
は経年的増加の推移を示しており、神経薬理

学領域のみならず精神医学および社会医学等

の領域において重大な問題となっている。薬

物依存症の治療・予防の困難さは、薬物依存

の発現機序ならびに退薬後に認められる早期

および遷延性退薬徴候の成立機序の本態につ

いて数多くの検討が行われてきたにも関わら

ず、未だ明確な見解が得られていないことに

起因している。 
 
(2) 薬物依存症にみられる症状の多くは、依
存性薬物によりその症状の程度は異なるもの

の、依存性薬物の種類に関係なく共通してい

る。そこで、依存形成および退薬症候発現の

終末過程が共通している可能性について、こ

れまでに L型高電位開口性カルシウムチャネ
ル (HVCC) の機能亢進とそれに続く細胞内
Ca2+濃度の上昇が関与していることを明らか

にしてきた。 
 
(3) 細胞内 Ca2+動態変化やＬ型 HVCC の各 
subunit の発現調節に関与する神経化学的変
化から、薬物依存症治療のための創薬ターッ

ゲット因子の検索を試みた研究は無く、また

依存症患者の依存性薬物に対する感受性体質

を、１塩基多型や他の依存症発現と関連する

細胞内情報伝達系の変化との相互解析により

解明を試みた研究はない。 
 
 
2. 研究の目的 
(1) これまでの薬物依存に関する研究により
見出した、精神および身体依存成立において

明らかに異なる発現機序を介しているにも関

わらず、最終的には共通機構として認められ

るＬ型 HVCC機能の亢進作用について、その
発現機序の原因およびその後の細胞内情報伝

達系に影響を与える生体分子の検索と、これ

ら経路とは異なる新規依存形成経路の同定を

試みることにより、未だ明確ではない薬物依

存症に対する治療および予防を開発するため

の有用な創薬ターゲット因子に関する情報を

集積する。 
 
(2) 本研究で得られた新規創薬ターゲット分
子について、従来から報告されている薬物依

存に関連する細胞内情報伝達系変化との関連

性について明らかにする。 
 
(3) Ｌ型HVCC機能を含む薬物依存発症に重
要な創薬ターゲット分子について、依存性薬

物間での感受性の相違性や相同性を、例えば

遺伝性相違 (epigenetics 解析)等の面から解
析を試みることにより、未だ明確な治療法が

確立されていない薬物依存症患者の治療に対

し、個人体質あるいは進行度の違いに応じた

適正医療への応用に向けた基礎的基盤データ

の集積を行う。 
 
 
3. 研究の方法 
(1) 初代培養神経細胞に 50 mM ethanol、1 
µM morphine 等を連続曝露した場合に生じ
る L型 HVCCの機能亢進作用の詳細を、細胞
内Ca2+濃度の上昇に続く細胞内情報伝達系の

変化（例えば store operated calcium channel
活 性 、 membrane traffic 、 protein 
phosphatase活性等）から解析を行う。また、
変化の認められた生体分子について、依存動

物でも同様の変化が認められるかを Western 
blot法等の生化学試験法により確認する。 
 
(2) 未だ明確ではない薬物依存症に対する治
療および予防法を開発するための有用な創薬

ターゲット因子に関する情報集積を行うため

に、依存性薬物を連続暴露した神経細胞を用

いて、タンパク質の変化を２次元電気泳動法、

細胞内イオンの変化を誘導結合プラズマ発光

分析装置  (ICP) 等を用いて測定し、Ｌ型
HVCC経路とは異なる新規依存形成経路の同
定を試みる。 
 
 
4. 研究成果 
(1) 依存性薬物の長期曝露に伴う L型 HVCC
の機能亢進の機序の詳細を明らかにする目的

で、細胞内 Ca2+濃度の上昇に伴う各種HVCC 
サブユニットの動態変化と細胞内局在の可視

化について検討した。先ず morphine の短期
曝露が HVCC サブユニットの membrane 
traffic に影響を与える可能性について、
plasma membrane より細胞内への移行に関
与する vacuolar protein sorting (Vps) 34に
着目して検討した。その結果、Vps 34の発現



量は初代培 養大脳皮 質神経 細胞へ の

morphine 曝露の極めて早期より上昇するこ
と、しかもこの反応に細胞内 Ca2+応答性の

protein kinase Cγが関与していることが明ら
かとなった。したがって、依存性薬物の曝露

早期には細胞内機能性蛋白質の局在が大きく

変化している可能性が推察され、この成果は

国内外において初めての知見であ、国際誌に

て発表した。 
 
(2) L型 HVCC サブユニットの局在を経時的
に解析するために、HVCC サブユニットの可
視化が重要である。Gateway system により
human および mouse に特異的な HVCC サ
ブユニットに蛍光色素を導入した plasmidを
作製した。本 plasmidによる株化細胞への導
入効率は極めて良好であり、またこの

plasmid 導入により発現した HVCC サブユ
ニット蛋白は、内在性 HVCC サブユニット
蛋白と極めて一致した局在を示した。以上の

成績より、依存性薬物の連続曝露に伴う

HVCC サブユニットの機能変化に影響を与
える細胞内調節因子を解析する上で、有用な

細胞内局在の可視化法を確立したことは、今

後の研究の進展に期待されるものである。 
 
(3) Ca2+濃度の上昇に続く情報伝達系の変化

から依存性薬物の治療に有用な新規ターゲッ

ト分子の候補について検討した。その結果、

stored operated Ca2+ channelの活性を細胞
内 Ca2+キレート剤により抑制したところ、L
型 HVCC の機能亢進は生じなかった。一方、
L型HVCCの活性持続に影響すると想定され
る、①L型 HVCC C末端部位のリン酸化遅延
、②L型HVCC遺伝子発現に影響する protein 
phosphatase 活性の変化、および③ミトコン
ドリアの細胞内Ca2+濃度調節への関与につい

てそれぞれ検討したが、そのいずれの可能性

も無いことが判明した。これらの成績は L型
HVCC の機能亢進には L 型 HVCC の活性経
路とは異なる調節経路が存在する可能性を示

唆するものである。また、依存性薬物による

細胞内 Ca2+濃度亢進作用は、従来から報告さ

れている細胞内Ca2+濃度の調節機構とは明ら

かに異なるものであることから、今後の研究

の方向性を決定する上で重要な知見である。 
 

(4) (3)での成績をふまえ、L型 HVCCの機能
亢進の関わる新規ターゲット分子の検索を、

ethanol 曝露に伴う細胞内ストレス性タンパ
ク質を中心とした機能性蛋白質の動態変化を

中心に２次元電気泳動法により行った。その

結果、ethanolの連続曝露により L型 HVCC
の発現亢進に先行して、新たに熱ショック蛋

白 (HSP) の１つとして知られている heme 
oxygenase-1 および HSP70 の発現誘導が認
められることを見出した。またこの HSP発現
の誘導は、L型 HVCC阻害薬の前処置により
L型HVCCの機能亢進を遮断した場合には認
めなかった。したがって、依存性薬物の長期

曝露により生じた細胞内への持続的なCa2+濃

度の上昇が、神経細胞へのストレス負荷にな

っている可能性が考えられる（国際誌に投稿

準備中）。 
 
(5) Ethanol曝露に伴う HSPの発現の機序を
明らかにする目的で、HSPの発現調節に重要
な heat shock factor (HSF)の欠損した細胞株
（MEF-/-細胞）を用いて検討した。対照とな

るMEF+/+細胞では、ethanolの曝露より有意
な HSP70の発現増加が認められたが、MEF-/

細胞では HSP の発現増加は認められなかっ
た。また ethanolの曝露急性期より、MEF+/+

細胞においてのみ HSF のリン酸化の亢進が
認められた。以上の成績より、ethanol の長
期曝露により生じる細胞内への持続的なCa2+

濃度の上昇によるストレスに対して、HSFの
リン酸化とそれに続く HSP の発現増加を介
した防御機構が存在することが明らかとなり、

新規ターゲット分子の候補となり得る可能性

が考えられる（国際誌に投稿準備中）。 
 
(6) Ethanolやmorphineの連続曝露した神経
細胞において変化する細胞内情報伝達経路の

うち、機能性タンパク質以外の細胞内低分子

を ICPにより網羅的解析を行った。依存性薬
物の連続曝露により、神経細胞において新た

に細胞内 Fe2+含量の著明な増加が生じること

を世界で初めて見出した。この細胞内 Fe2+含

量の上昇はＬ型 HVCC 阻害薬により消失し
たことから、依存性薬物の連続投与により生

じる細胞内 Fe2+含量の増加は、新たな依存形

成メカニズムの経路となる可能性が考えられ

る（国際誌に投稿準備中）。 
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