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研究成果の概要（和文）：この研究では、覚醒剤の自己投与動物モデルにより､薬物摂取行動が

増加することが一酸化窒素産生の過程と関連することが明らかとなり、酸化ストレスに関連し

た覚醒剤神経毒性との関連が示唆された。さらに、覚醒剤少量投与により、小胞体ストレスが

誘導されることが明らかになり、この現象が大量投与によって引き起こされる神経毒性に対し

て抑制的効果を持つことが示唆された。以上の動物モデル及び少量投与による研究は、覚醒剤

濫用者の法医病理学的診断の向上に有用と考える。 
 
研究成果の概要（英文）：This study suggests that, in consideration of the neurotoxic 
effects of methamphetamine (METH)due to oxidative stress, pharmacological intervention 
on NO synthase may help reduce the monoamine-depleting and apoptosis-inducing effects 
of methamphetamine and that pretreatment with low-dose METH may be protective against 
METH neurotoxicity in the midbrain, leading to the suppression of oxidative stress and 
apoptotic mechanisms, in part via ER stress-related pathways.In the point of view of 
forensic pathology, an animal model of escalation drug intake and pretraetment of low-dose 
METH prior to neurotoxic-dose admistration could be useful to investigate the mechanisms 
involved in neurotoxicity of human METH abusers. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）覚醒剤濫用は酸化ストレスによる中枢

神経系の障害（神経毒性）を与えるが、こ

のメカニズムの解析による法医病理学的診

断は確立されておらず、この点に注目した

研究は国内外でも少ないのが現状である。
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申請者らは、酸化ストレスに関連する病態

に着目し、剖検例脳の解析から、線状体に

おけるドーパミン作動性神経の障害、同部

のグリア細胞の増加及び海馬における熱シ

ョックタンパク質の発現等を明らかにした。 
 
（2）大量のメタンフェタミン（METH）投与

された動物では、タンパク質及び核酸の過

酸化障害、アポトーシス等の所見を認める

が、ヒトの覚醒剤濫用例の所見と一致しな

い点がある。これは、ヒトの覚醒剤濫用は、

薬物依存の特徴である、薬物の使用が少量

から徐々に増加した後、大量摂取するとい

う、動物実験と異なる薬物摂取行動による

と考える。 
 
（3）研究代表者らは、長時間の METH 自己

投与による覚醒剤依存のモデル動物を作製

し、他の薬物依存の研究に応用してきた。

さらに、この動物モデルにより、酸化スト

レスと関連する一酸化窒素代謝が覚醒剤依

存に関与することを示唆するデータを得た。

また、薬物依存にはサイトカイン、小胞体

ストレスが関連しているという報告がある。

したがって、薬物依存のメカニズムは、覚

醒剤による神経毒性に影響を与えると考え

る。 
  
２．研究の目的 
（1）本研究では、覚醒剤濫用による酸化ス

トレスを主体とした酸化ストレス、小胞体

ストレス、神経細胞障害及びグリア細胞の 

反応について、検討を行った。 

 

（2）以上の研究から、薬物依存動物モデル

等の少量投与を用いて、覚醒剤濫用の中で

タンパク質の障害及び遺伝子発現がどのよ

うな病態を反映しているかを解析し、法医

病理学的診断のマーカーとすることを目指

した。 

 
３．研究の方法 
（1）覚醒剤自己投与における一酸化窒素合

成の関与 

①自己投与（図 1）によるエスカレーション 

 頚静脈にカテーテルを留置したラットを

覚醒剤を自己投与させ、1時間/日・摂取

（ShA）群と 6 時間/日・摂取（LgA）群とに

分類した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1.薬物自己投与 レバーを押すと（A）、

コンピューターが作動して（B）、ポンプに

よりラットへ薬物が投与される（C）。 

 

②一酸化窒素合成酵素阻害剤の投与 

 ShAとLgAとをそれぞれ半分づつのグルー

プに分けて、一方には一酸化窒素合成酵素

阻害薬（L-NAME）を最初の4日間投与し（ShA+ 

L-NAME または LgA+L-NAME）、L-NAME を投与

しない群と共に（ ShA+saline ま たは

LgA+saline）、21 日間自己投与のセッション

を行った。 

 

（2）少量 METH 投与による覚醒剤神経毒性

への影響 

①METH 前投与による小胞体ストレスの誘導 

 0.5－10mg/kg の METH を 5 日間投与したラ

ットについて、脳を採取した。 

 ウェスタンブロッティング法、リアルタ

イム PCR 法により小胞体ストレス蛋白質で

あ る Gllucose-Regulated Protein 78 

(GRP78)、CHOP、小胞体ストレス関連遺伝子

ATF4、酸化ストレスマーカーの Superoxide 

dismutase-1 (SOD1)、ドーパミン作動性神

経終末のマーカーの TH、グリア細胞のマー

カーの GFAP の変化について解析した。 

 

②小胞体ストレスの誘導による神経毒性へ

の影響 

 前記①の結果により、1mg/kg の METH が

GRP78 を誘導することが明らかとなった。 

 1mg/kgの METHまたは生食水を5日間投与

し、最終投与の 1日後に大量投与（10mg/kg

×4/日）を行い、翌日脳を採取した。 

 ウェスタンブロッティング法により小胞

体ストレス蛋白質である GRP78、CHOP、酸化

ストレスマーカーの SOD1、TH、GFAP、アポ

トーシス関連蛋白質の Bcl-2、Bcl-x の変化

について解析した。 
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４．研究成果 

（1）覚醒剤自己投与における一酸化窒素合

成の関与 

①自己投与によるエスカレーション 

 LgA 群ではセッション開始から数日後よ

り薬物摂取回数が有意に増加し、いわゆる

エスカレーションを示したが、ShA 群では明

らかなレバー押し回数の変化は認められな

かった（図 2）。 
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  図 2．自己投与によるエスカレーション 

 

②一酸化窒素合成酵素阻害剤の投与による

薬物摂取行動への影響 

 上記の動物モデルに対して、L-NAME を投

与したところ、LgA+saline 群では、最初の

1時間において、4日目、6 日目と 8日目以

降にエスカレーションが出現したが、

LgA+saline 群では,16 日目以降にエスカレ

ーションを示した（図 3）。 

 また、6 時間摂取においても、LgA+saline

群では、最初の 1 時間において、9 日目、

10 日目と 13 日目以降にエスカレーション

が出現したが、LgA+saline 群では,19 日目

以降にエスカレーションを示した（図 4）。 

 一方 ShA 群については、L-NAME を投与し

たところ、一時薬物摂取行動の減少傾向を

認めた。 
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 図 3．一酸化窒素合成酵素阻害剤の投与に 

   よる長時間薬物摂取群への影響 
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 図 4.一酸化窒素合成酵素阻害剤の投与に 

   よる短時間薬物摂取群への影響 

 

 一酸化窒素合成酵素抑制剤の投与により、

薬物摂取行動の減少が認められた。従って、

酸化ストレスと関連する一酸化窒素代謝が

覚醒剤依存に関与することを明らかになっ

た。 
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（2）少量 METH 投与による覚醒剤神経毒性

への影響 

①METH 前投与による小胞体ストレスの誘導 

0.5－10mg/kg の METH を 5 日間投与したラッ

トについて、1mg/kg 投与群おける GRP78 の

蛋白質及び mRNA 上昇、0.5 及び 1mg/kg 投

与群おける ATF4mRNA 上昇を認めた。しかし、

TH 減少、GFAP の増加等の神経細胞障害を示

す所見は認めなかった。 

 

②小胞体ストレスの誘導による神経毒性へ

の影響 

 生食水前投与群では、GRP78 には有意な

変化を認めず、CHOP の上昇、TH 減少、GFAP

の増加等アポトーシス関連蛋白質の Bax の

上昇等が認められ、TH 減少、GFAP の増加等

の神経細胞障害が認められた。SOD1 は、3

日目に上昇した。 

 METH 前投与群では、GRP78 の上昇を認め

るが、CHOP は変化を示さず、TH 及び GFAP

の変化を認めなかった。また Bcl-2 の上昇

を認め、SOD1 は、生食水前投与群より早期

の増加を示した。 

 

③実験結果による考察 

 METH 少量投与により、神経毒性を引き起

こすことなく、小胞体ストレスを誘導する

ことが明らかとなった。小胞体ストレスの

誘導は、薬物依存のメカニズムと関連して

いると考えられている。この実験の結果よ

り、METH 前投与群では、細胞障害を抑制す

る機能を持つ小胞体ストレス蛋白質はさら

に増加し、抗酸化酵素が誘導され、アポト

ーシスの経路については抑制的であること

が認められた。さらに、神経細胞障害やグ

リア細胞の反応は認められなかった。一方、

生食水投与群では、アポトーシスを促進す

る小胞体ストレス蛋白質が増加し、酸化障

害及びアポトーシスの経路が活性化され、

神経細胞障害やグリア細胞の反応が認めら

れた。少量の METH 投与後に大量投与するこ

とは、覚醒剤濫用者の服用パターンをある

程度再現していると考える。この実験で、

小胞体ストレスのマーカーが上昇すること

は、覚醒剤による酸化ストレスに基づく神

経細胞障害及びグリア細胞の反応に関与す

ると考えられ、法医病理学的診断への応用

が期待される。        
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