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研究成果の概要（和文）： 
覚醒剤 (METH)の中毒作用におよぼすストレスの影響を検討した。組織変化では，短期，長
期実験ともに，ストレス下での METH 投与で最も障害が顕著に観察された。短期実験では
Heat shock protein (Hsp)が重要な役割を果たすが，長期では種々の遺伝子が障害と防御
に関して関与することが分った。Glucocorticoid receptor (GR)遺伝子多型が，ストレス
下での METH の心筋毒性，生体内酸化に影響する可能性が示唆された。下垂体の核濃縮様変
化にも影響がみられた。現在，METH の大腿骨骨形態に与える影響，脳細胞の活性化につい
てさらに検討を続けている。 
   
 
研究成果の概要（英文）： 
In the present study, we assessed the effects of stress on intoxication due to methamphetamine 
(METH) in mice. Mice were injected with 30 mg/kg i.p. (the acute study) or 10 mg/kg i.p three times 
per week (the chronic study). The histological findings indicated that METH induced more 
deleterious effects in the myocardial tissues during acute and chronic administrations when under 
stress conditions. Heat shock proteins (Hsps) played a critical role in the acute phase, while 
numerous genes, including anti-oxidant, anti-apoptotic genes played significant roles in the chronic 
phase. We obtained a significant impact of glucocorticoid receptor (GR) gene polymorphism on 
cardiac injury and 8-OHdG in urine samples. Pituitary glands were also affected by METH under 
stress. Now, we are investigating the effect of METH and/or stress on bone mineral density and 
neuronal cell reactions. 
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１．研究開始当初の背景 
 複雑な現代社会ではストレスは避けられ
ず，循環器疾患，中枢神経系疾患など多様
な疾患の発症に大きな要因となっているこ
とに疑う余地は無い。またストレス応答は,
最も基本的かつ重要な生命現象の１つであ
る。本研究の対象である覚せい剤(METH)中
毒でも，強いストレス環境下で使用される
ことが多く,その中毒作用にストレスが大
きな影響を及ぼす可能性が非常に高い。ま
た法医領域では，METHの作用が直接死因に
なるという判断のみならず，「ストレス の
関与」について医学的に解明されることが
望ましい。これまでのMETHに関する国内外
の研究では，圧倒的に脳を対象としたもの
が多い。心筋に関しては，心機能への影響，
カテコラミンとの関連，METHによる 
apoptosisなどである。また，METHとストレ
スとの関連については，虚血—再還流時で
のGap junctionやDNA array による遺伝子
発現の比較検討にとどまっている。われわ
れは先行する研究でマウス心筋での Heat 
shock protein (Hsp)70 mRNAおよびそのタ
ンパク質の発現が，METH投与で顕著に促進
されるが，水浸拘束ストレス負荷時での
METH投与では影響が認められなかったこと
を観察した。すなわち，METHによる心筋で
のHsp70の促進がストレス下では抑制され，
障害が強まるという仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，心筋，下垂体および骨
対する METH の中毒作用について，ストレス
の影響を解明することである。心筋につい
ては，単回処理でストレス蛋白の関与が示
唆されており，また胃粘膜での障害ではグ
ルココルチコイドレセプター(GR)の関与を
報告している。ストレス蛋白が GR の高次構
造や機能に重要な役割をもち，その発現が
個体での毒性発現程度に関与することを考
えると， GR 遺伝子での多型とストレス下
における METH の心筋毒性の関連を検討す
ることも重要である。さらにストレス応答
としての視床下部-下垂体—副腎系(HPA 
axis)を考慮すると，下垂体にとどまらずさ
らに脳での反応が必要であるかもしれない。 
 以上から，本研究では(1)ストレス蛋白の
発現を中心に，心筋および下垂体への METH
中毒作用に及ぼすストレスの影響 (2)心筋
障害および尿中 8-OHdG と GR 多型の関連 
(3)１ヶ月処置でのストレスと METH の相互
作用，さらに METH の影響として未だまった
く未知である(4) METHの大腿骨への作用に
ついて検討することを目的とした。また

METH自体もストレスであると考えられ，体
温が上昇することはよく知られている。中
枢性の体温調節機構は一般に大脳皮質や辺
縁系に連絡する視床下部やその周辺が関係
する。そこで，追加実験として， METH に
よる体温上昇時での c-fos タンパク質活性
(Fos-IR)の脳局在について基礎的検討を加
えた。 
 
３．研究の方法 
(1) 心筋および下垂体に対する METHとス
トレスの関連:マウスは C57BL/6J を用いた。
水浸拘束ストレス(WRS)下，METH(30mg/kg)
を腹腔内投与して検討した。マウスを正常
群(C群), METH投与群(M群)，WRS群(S群)，
METH+WRS群(MS群)に分け組織変化(心筋・
下垂体), 心筋組織中の RNA，タンパク質の
レベル，血中漏出タンパク（Troponin I, H- 
FABP）を定量した。METH濃度は誘導体化後
GC/MSで分析した。下垂体については，グ
ルタールアルデヒド固定し透過型電顕での
観察を加えた。  
(2) GR多型の関与：マウス(ICR系)を既報の
ごとく，GR8/GR8, GR8/GR16, GR16/GR16のグルー
プに分けた。 (Tomita et al., Int.J.Mol. 
Med., 25(3), 415-20, 2010)その後，それぞ
れのグループで C群, M群， S群， MS群と
し比較検討した。METHは 30mg/kgを腹腔内
投与し，(1)と同様，心筋漏出タンパク質，
RNA発現，尿中 8-OHdGなどを調べた。 
(3)１ヶ月処置での影響：マウスは C57BL/6J
を用いた。(1)と同様，C群，M群，S群， MS
群で検討した。ストレスは慣れを防ぐため，
月曜から金曜まで毎日以下の方法で１ヶ月
間処置した。月曜；温度変化/6h (4℃また
は室温，各 1h)，火曜；電気ショック＋温
度変化/4h，水曜；拘束+温度変化/6h，木曜；
温度変化/6h，金曜；水浸拘束/3h とした。
METHは3回/週10 mg/kgを腹腔内投与した。
血液と心筋を採取し，H.E.染色で心筋の組
織観察，RT-PCRで遺伝子発現変化を調べた。
血中ホルモンは ELISAで定量した。 
(4) 大腿骨への影響：マウスは C57BL/6Jを
用い，2ヶ月間処置した。C群と METH 5, 10 
mg/kg投与群に分け，隔日に腹腔内投与し，
屠殺 5日前にテトラサイクリンを、2日前
にカルセインを皮下投与した。8週後に麻
酔下で採血・失血死させ，両側大腿骨を摘
出した。左大腿骨では遠位部の非脱灰
Villanueva Bone stain標本を作製し，海
綿骨形態計測および type別骨芽細胞数の
計測を行い，右大腿骨は遠位部の骨密度を
X線 CT装置で測定した。また血中および尿
中の骨パラメータの測定を加えた。 
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(追加)脳細胞の c-fos 活性：METH (20mg/kg)
をマウス腹腔内に投与し，自由運動下及び
拘束状態下において経時的に直腸温を測定
した。METH投与１時間後に麻酔下で還流固
定を行い，16 脳部位での c-fos陽性細胞を
比較検討した。一方，METH 投与後経時的に
採血し，血中コルチコステロン，ACTH, CRF
濃度を ELISA 法で測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 心筋／下垂体に対する METHとストレス
の関連：WRS(+) または(-)の条件下で METH
の心筋への影響を検討した。METH の血中濃
度は，投与後 3, 6 hで WRS(-)＜WRS(+)と
なり WRSによる代謝・排泄への影響が観察
された。血中 Troponin Iおよび H- FABP
を測定した結果， H- FABP濃度が MS群に
おいて投与 6 hで有意に高値となるが，M
群，S群では，その上昇は認められなかっ
た。つぎに，METH投与 3 hでの心筋の Hsp
遺伝子発現を検討した。その結果， M群で
は Hsp70, 90, 32の発現レベルが高値を示
すが， S,MS群での変化は観察されなかっ

た (Fig.1)。さらに心筋での Hsp70タンパ
ク量も M群において高い値が得られた(Fig. 
2)。以上，METH の心筋に対する作用は WRS
によって大きな影響を受けることが示唆さ
れた。すなわち，M群の心筋では，防御機
構としての Hsps の発現が促進されるが，MS

群では，その発現が低く，障害がより強く
惹起される可能性があった。 
 下垂体細胞の HE染色においては，下垂体
前葉細胞の核濃縮様変化が M 群，S 群で有
意に多く観察されたが，MS群と C群では差

は認められなかった(Fig.3)。これは，強い
ストレス下では METH による細胞変性がス
トレスのない場合に比べて少なく，MS下で
の METH の取り込みに下垂体細胞の抵抗が
小さいことを示唆していると思われる。一
方，電顕での観察では，ミトコンドリアの
膨潤変性、膜系（ER, Golgi）の膨潤変性が
みられた。 
 
(2) GR 多型の関与：心筋障害の指標である
血中 H-FABP レベルを GR8/GR8, GR8/GR16, 
GR16/GR16 で検討した。その結果，いずれの
グループも MS/3h で有意に高値を示し,ス
トレス下で METH による心筋障害が強まる

ことを示した。
つ ぎ に 各
Genotype で
比較すると，
正常値，S/6h
ではいずれの
Genotype も
ほ ぼ 同 じ
H-FABP のレ
ベルであった
が，GR16/GR16

においては
M/3h， MS/3h
で高値を示し
た。ホモ型で

の Hsp70の遺伝子発現は，GR8/GR8, GR16/GR16

ともに M/3hで高値を示し，さらに M, S, MS
群で GR16/GR16＞GR8/GR8であり，MS/3hでは
有意差が認められた (Fig.4)。また心筋
Hsp70 タンパクレベルは処置群で正常群よ
り増加し，GR8/GR8 では S/6h で, GR16/GR16

では M/3hおよび S/6hで有意な増加を認め
た。一般にタンパクレベルは GR16/GR16＞
GR8/GR8の傾向が得られ，M/3hでは GR16/GR16
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が GR8/GR8

に対して有
意に高い値
で あ っ た
(Fig.5) 。
Hsp90 の遺
伝子発現に
ついても，
M/3h で高
い傾向が観
察され，特
に GR8/GR8

タイプでは
有意にその
促進がみら

れたが，多型間に有意差は認められなかっ
た。以上，マウス GR遺伝子にみられる多型
が，ストレス下における METH の心筋毒性に
関与することが示唆された。さらに GR8/GR8，
GR8/GR16は MS/3hで尿中 8-OHdG量が C群に
比べ高値である傾向がみられたが， 
GR16/GR16 タイプは同じレベルであった。す
なわち，ストレス下における覚せい剤投与
の生体内酸化に及ぼす影響が GR 遺伝子多
型によって異なる可能性が示された。 
 
(3)1ヶ月ストレスと METH の相互作用： 血
中コルチコステロン値は， S群で有意に促
進したが，MS 群ではその促進が抑えられた。
組織では MS 群の心筋では過収縮像と強い
凝固壊死像の部位が多数観察され，炎症性

サイトカインである IL-6 の血中濃度およ
び心筋でのRNA発現はMS群で有意に高値を
示した  (Fig.6)。遺伝子発現変化を
real-time PCRで検討した結果，Hsp70が単
回処理と同様に M群でのみ有意に上昇した。
一方、抗酸化タンパク metallothionein 1 
( MT1)，MT2 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。NOS2は M
群で変化はなく，ストレス負荷群(S, MS群)

で有意に低下し，アンギオテンシン変換酵
素は MS群で有意に上昇した。また脳性ナト
リウム利尿ペプチド(BNP)は M 群で有意に
促進が見られた。以上，ストレスと METH
の１ヶ月における心筋への影響は，遺伝子
発現からは障害とその防御に関して観察さ
れたが，組織像ではストレス下での METH
使用により，障害の強まることが明らかに
された。 
 
(4) METHの大腿骨への影響：対照群であるC
群とMETH 5mg群の骨形態計測を比較検討し
た結果，1)骨形成関連パラメータ，2) 石灰
化関連パラメータでの石灰化速度と骨形成
速度，3)骨芽細胞 (type III)数において，
METHによる骨形成の有意な亢進が認められ
た。他方，骨量の増加はみられず，骨密度
にも違いは観察できなかった。骨形成が亢
進するとカップリング効果により骨吸収も
亢進すると言われているが，C群とMETH  
5mg群では吸収関連パラメータに有意な差
は認められず，また骨吸収マーカである尿
中β-C-terminal telopeptide of type Ⅰ 
collagen (CTX)濃度にも影響は認められな
かった。METHは中枢神経興奮により行動を
亢進するが，過動は骨形成を抑制する。し
たがって，METH 5mg群での骨形成の亢進は，
薬物による一次的な作用であると思われる。
他方，METH 10mg群では対照群に比べ顕著な
骨形成は観察されなかった。これは異常行
動による極端な運動量低下などMETHの二次
的作用であると考えられる。現段階でWRSな
どのストレスは，作用が非常に強くMETHの影
響がマスクされてしまい満足な結果が得ら
れていない。さらにストレスの方法を模索し，
ストレス下での影響について検討を続けてい
る。 
 
(追加項目)脳でのFos-IR： MA投与後60分で
の脳16部位でのc-Fos陽性細胞について検
討した結果，線条体，視床室傍核, 視索前
野, 外側前視床下部核, 背側野, 外側野な
どで対照群に比べ有意に高い陽性細胞数が
得られた。一方，血中コルチコステロン濃
度はMA 投与後60分で有意に高値を示し，
120分で対照群レベルに戻ったが，血中ACTH
は10分で高値の傾向を示し，その後低下し
た。また血中CRF濃度には変化が見られなか
った。以上，覚醒剤による体温上昇とスト
レスホルモン，脳特異的領域での神経細胞
の活性化に強い関連のあることが分かった。
現在，拘束ストレスを中心にストレス条件
下での検討を行っている。 
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