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研究成果の概要（和文）： 
 ストレスは覚醒剤の心臓への影響を強めるかについて、マウスを用いて種々の検討を行った。
ストレス（単回）は拘束及び水浸拘束を用いた。覚醒剤投与に拘束が加わると循環動態の変化
が相乗的に起こると考えられた。また、覚醒剤とストレスの長期相互作用でも種々の遺伝子の
発現に影響を与えていることが確認された。 

研究成果の概要（英文）：Interaction in the heart between the administration of 

methamphetamine (MAP) and stress was investigated. The result suggests induction of an 

inflammatory condition such as damage to the myocardium, and indicated that these insults 

affected the circulatory system additively or synergistically. Long term interaction of 

Map and stress was also investigated, some interesting findings were obtained.  

 

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

2010 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

2011 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：社会医学・法医学 
キーワード：覚醒剤、ストレス、遺伝子発現、サイトカイン 
 
１．研究開始当初の背景 
 覚醒剤メタンフェタミン(MAP)は、神経終
末からのノルアドレナリン・ドパミン放出増
加、monoamine oxydase 抑制、ノルアドレナ
リン・ドパミンの再取り込み阻害、交感神経
レセプターへの直接作用から交感神経・中枢
神経の過剰興奮を起こすことが知られてい
る。覚醒剤に身体拘束（ストレス）が作用し
た場合に生体内でどのような変化が生じて
いるかを解明するためにマウスを用いたマ

イクロアレイ実験及び real time PCR実験を
始めていた。マイクロアレイ実験ではマウス
を、①対照群、②拘束群、③覚醒剤を腹腔内
投与した MA 群、④覚醒剤投与後に拘束した
MA+拘束群（SM 群）の４群に分けた。処置後
1 時間で安楽死させ、直ちに心臓を取り出し
常法に従ってマイクロアレイ解析（OpArray 
TM Mousev4.0: Filgen）を行った。 

マイクロアレイ解析の結果について、
pathway 解析を行った。Pathway 解析では炎
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症反応、核レセプター、平滑筋収縮 pathway
が亢進し、電子伝達系 pathwayが抑制されて
いることが明らかとなった。個々の遺伝子で
は、コントロール群に対し、MA 投与および身
体拘束群において 3倍以上発現変動したもの
が 22 遺伝子、1/3以下の発現変動を示したも
のが 14遺伝子あった。 
 
２．研究の目的 
覚醒剤乱用者が暴れ、それを押さえようと

身体拘束を行うと急死することが稀にある。
この際に生体内でどのような変化が生じて
いるかを解明するためにマウスを用いた遺
伝子発現実験を心臓での変化に焦点をあて
て行うことを計画した。 
 
３．研究の方法 
（１）モデルマウス 
  雄 C57BL/6Jマウス（9-week-old）に対し、
生理食塩水を腹腔内投与した対照群（C 群；
n=6）、生食投与後に拘束した群（S 群；n=7）、
methamphetamine（MA;30mg/kg）を腹腔内投
与した群（M群；n=6）、MA投与後に拘束した
群（SM群；n=7）の 4群に分類した． 
（２）Quantitative RT-PCR analysis 
  total RNA を抽出し、 cDNA を作製した． 
 microarray analysisから得られた遺伝子
に対し primerを設計し、量的 RT-PCR 法を行
った．  
（３） cytokine測定 
 血清における TNF-α、IL-6濃度を ELISA kit 
( invitrogen )で測定した． 
（４）分析 
 統計処理は、Tukey-Krammers法を用いて有
意水準 5%未満を有意とした． 
（５）Gap Junctionについて検討 

細胞間の電気的および情報連連絡経路と
なる Gap Junction について検討を行った。
Cx (Connexin) 遺伝子のうち、心臓において
発現が報告されている Cx37, Cx40, Cx43, 
Cx45の 4 遺伝子について Real time PCR を用
いて遺伝子発現定量を行い、二元配置分散分
析により検定した。 
（６）heat shock proteinの関与 

メタンフェタミン（MAP）が、ストレス下で

心筋に及ぼす影響についてheat shock 

protein(Hsp)を指標として検討した。また、

１ヵ月間のMAP投与・ストレス負荷の影響につ

いても検討した。 

 ストレスは水浸拘束（WRS）を用いた。WRS

直前にMAP30mg/kgを1回腹腔内投与した。心筋

の一部をHsp70測定試料とした。また、心筋か

らRNAを抽出し、Hsp60,70,90,32の遺伝子発現

をreal-time PCRで検討した。Hsp70、H-FABP

はELISAで定量し、血中MAP濃度は誘導体化後

GC/MSで定量した。 

（７）覚醒剤とストレスの長期相互作用 

 １ヵ月間のストレス(S群)として温度変化、

電気ショック、拘束、WRSを用いた。MAPは3

回/週10mg/kgを1回腹腔内投与した（M群）。

心筋からRNAを抽出し、各種遺伝子発現を

real-time PCRで検討した。ストレスの指標で

ある血中コルチコステロン(CORT)をELISAで

定量した。 

４．研究成果 
（１）遺伝子の変動パターン 
遺伝子発現の変動パターンは①C 群および

S 群は変動せず、M群と SM群で変動を示した
グループ(Nfkbiz, Nr4a1, Iigs1; Fig 1.)、
②C 群に対し、他の群全てで発現が増加し、
特に C と SM 群間で有意な変動を示したグル
ープ(Rgs2, Rasd1, MafF; Fig 2.) に分類で
きた． 
 

 血清中の TNF-αは M・SM群、IL-6は S・SM
群で増加傾向を示し、 TNF-α、IL-6 ともに
SM 群と C・S・M 群間に有意差を認めた． 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
C 群および S 群は変動せず、M群と SM群で

変動を示したグループ①の Nfkbiz, Nr4a1で
は、 
・NfҡB signalingによる発現誘導 
・proinflammatory cytokines(TNF-α,IL-1β)
は NfҡBを活性化 

・MA 投与による proinflammatory cytokine
産生 ( table 2.) 

から MA投与による心筋傷害を惹起すること 
 



 

 

が示唆された。 
C 群に対し、他の群全てで発現が増加し、

特に C と SM 群間で有意な変動を示したグル
ープ②では、 
・Rgs2はアンギオテンシンⅡ（ATⅡ）による
血管収縮を調節 

・ ATⅡ は Rgs2 発 現 を 増 加 、 Rgs2 は
negative-feedback effectで ATⅡ調節 

から血管収縮・レニン・アンギオテンシン・
アルドステロン系の亢進が起こっている可
能性が考えられた。また、 

・Rasd1 がコードするタンパクは cellular 
and tissue stress と関連 

・amphetamine投与により Rasd1 発現増加 
から心筋へのストレスが生じている可能性
が考えられた。 
 以上を図で示すと以下のようになる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
以上をまとめると、MA投与により心筋虚血

等による心筋傷害が惹起された可能性が考
えられ、MA投与または身体拘束の各々が血管
収縮やレニン・アンギオテンシン・アルドス
テロン系の活性化といった循環動態の変化
を来たし、MA 投与に身体拘束が加わると相乗
的に作用すると考えられた。 
（２）Gap Junctionに関する遺伝子 

Cx37 は覚醒剤投与により、Cx45 は身体拘
束により有意に低下した。また、Cx40 は身体
拘束により低下傾向を、Cx43 は覚醒剤投与に
身体拘束が加わると増加傾向を示した。覚醒
剤投与により発現低下を示した Cx37 は血管
内皮に分布し、高血圧、動脈硬化、糖尿病な
どの血管内皮障害時に発現を低下すること
が報告されている。さらに、覚醒剤投与によ
り血清中の IL-1, IL-6, TNF-a等の炎症性サ
イトカインが増加するという報告もある。こ
れらの報告から、覚醒剤投与により炎症性サ
イトカインが生成され、心筋傷害が生じてい
る可能性が考えられた。また、元来 turnover
の速い Gap Junction において、身体拘束ス
トレスによって洞房結節、房室結節に分布す
る Cx45 の発現低下が、房室伝導障害を惹起
し、致死性不整脈の発生要因となっている可
能性が考えられた。本結果から、覚醒剤投与
に身体拘束が加わると相加・相乗的に心臓に
影響する可 

能性が示された。つまり、覚醒剤投与が心筋
障害を惹起し、さらに身体拘束が刺激伝導系
に作用し循環動態に影響を与えることが考
えられた。 
（３）heat shock proteinの関与 
 WRS(＋)または(－)の条件下で MAP の心筋
への影響を検討した。MAP投与後 3.6h での血
中濃度は WRS(－)に比べ、(＋)で有意に高値
となり、WRS 下ではその代謝・排泄が遅れる
ことを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
H-FABP 濃度が WRS(＋)MAP 群において投与

6h で有意に高値となるが、WRS(－)MAP 群、
WRS のみの群ではその上昇は認められなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
MAP投与 3hでの心筋の Hsp遺伝子発現では、

WRS(－)MAP投与において Hsp70,90,32の発現
レベルが高値を示すが、WRS(＋)MAP群では大
きな変化は観察されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
心筋における Hsp70 タンパク量も

WRS(－)MAP 投与群において一般に高い値
が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
WRSS(－)MAP 群の心筋では、防御機構とし

ての Hsp の発現が促進されるが、WRS(＋)MAP
群では、その発現が低く、障害が惹起される
可 能 性 が あ り 、 MA 単 独 よ り も ，
water-immersion restraint stress (WRS)下
での方が，MAの心筋に対する影響（障害）は
強かった。その原因の１つには，MAの血中か
らの排泄が遅れることが考えられ、一般的に
は，stress と MA は同じように、相加的ある
いは相乗的に作用していると考えられた。 
（４）覚醒剤とストレスの長期相互作用 
 血中 CORT 値は M 群では変化が見られず、S
群で優位に促進し、MS群ではその促進が抑え
られた。 
心筋の遺伝子発現では以下の①～⑥が考え

られた。 
 

 
 ①Hsp70 を始め Hsps は M 群で高値を示す傾
向にあり，メタロチオネイン(MT)はストレス
負荷で促進がみられ，MS群で有意に高値を示
した。MMP および TiMPは処置群の心筋で促進
する傾向を示した。すなわち，心筋での障害
とその防御に関する影響が観察された。 
②MS 群でアンギオテンシン変換酵素(ACE)の
発現が促進し，NOS2は低下を示した。これは，
心筋における血管収縮を強め，血圧上昇，心
不全の因子になりうる。IL-6や Osteopontin 
(OPN)の発現促進は，MS 群で心筋の炎症が強
まっていることを示唆した。 
③心筋障害の指標の１つであるプロスタサ
イクリン合成酵素は，処理群でいずれも有意
な促進を認めたが，その受容体 IPの発現は M
群だけ上昇しており， M群にのみ心筋保護作
用を示すことが示唆された。 
④心臓の収縮・弛緩の異常は Ca 動態の異常
である。電位依存性 Ca チャネル(Cacna1c)の
MS 群での低下は心筋障害を示唆した。 
⑤組織の低酸素状態に対する適応応答であ
る解糖系酵素ホスホグリセリン酸キナーゼ
(Pgk1)は，M 群で発現促進が認められた。ま
た，アンジオテンシンの作用と機能的に拮抗
し，心保護作用が期待される BNPは M群での
み有意な促進を示した。これらは，心筋での
防御作用が M群で強いことを示唆した。 
⑥Connexin 43 発現は MS 群で有意に増加し，
これは心筋障害の一因になると思われる。 
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