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研究成果の概要（和文）：エタノールは古くから嗜好性飲料として広く親しまれているが、長期多量摂取によって依存
症を引き起こすことが知られている。本研究結果より、エタノールを慢性処置した動物では腹側被蓋野領域において、
脂質代謝酵素 (ホルモン感受性リパーゼ:HSL) の有意な増加が認められた。さらに同条件下では、ホスファチジルイノ
シトール（PI）の有意な増加が認められ、これらの経路に対する阻害薬を処置することによりエタノールに対する依存
性が抑制された。したがって、エタノールの慢性処置は腹側被蓋野領域における脂質代謝系を変化させ、ドパミン神経
系の反応性に影響を与えている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Chronic consumption of ethanol has been reported to modify several molecular 
events in the central nervous system. In this study, chronic treatment with 3% ethanol for 5 days induced 
up-regulation of hormone-sensitive lipase (HSL) in ventral tegmental area (VTA) of mice. Moreover, 
phosphatidylinositol were also increased by chronic treatment with ethanol in VTA. Under the condition, 
the enhanced ethanol-induced place preference after chronic treatment with ethanol was significantly 
decreased by the intracerebroventricular administration of disulfiram. These results suggest that chronic 
treatment with ethanol induces amenability to excitation of the mesolimbic dopamine system, which is 
mediated by changed lipid metabolism. These changes induced by ethanol may influence the susceptibility 
to drug dependence.

研究分野：神経科学、神経薬理学
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  ３版
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１．研究開始当初の背景 
 アルコールは古くから嗜好性飲料として、
我々の生活・文化の一部として広く親しまれ
ているが、一方で、健康という観点から見る
と他の一般食品にはない特性を有する。我が
国における 21 世紀の国民一人ひとりの健康
の実現を理念とした「健康日本 21」（第 1次・
第 2次）では、アルコールによる致酔性や慢
性影響による臓器障害、依存性、未成年者へ
の影響・妊婦を通じた胎児への影響について
指摘されており、アルコールに起因する疾病
のための医療費やアルコール乱用による本
人の収入減等を含め、社会全体では約 6兆 6
千億円の社会的費用になるとの推計が成さ
れ、総合的な取り組みが必要とされている。
「健康日本 21」（第 1次・第 2次）では、「節
度ある適度な飲酒」は、１日平均純アルコー
ルで約 20g程度（ビール中瓶 1本 500mL、
清酒 1 合 180mL）とし、また、１日当たり
平均純アルコールで約 60gを「多量飲酒者」
としているが、平成 21 年の国民健康・栄養
調査結果では多量飲酒者は成人男性におい
ては 4.8%、成人女性においては 0.4%である
との報告がある（厚生労働省ホームページ: 
http://www1.mhlw.go.jp/toics/ kenko2111/ 
b5. html#A51）。特に、長期多量飲酒は依存
症のみならず気分障害などの併存疾患を併
発することが知られており(Penick et al. 
Alcohol Clin Exp Res 1994;18:1289-1293)、
また、アルコール依存症既往歴がある患者で
は疼痛管理においてmorphineに対する依存
症が形成されやすくなるなど、臨床での治療
の弊害が報告されている  (Ballantyne & 
LaForge, Pain 2007;129: 235-255)。このよ
うな背景から、アルコールによる依存症およ
び関連疾患による問題は、今後も増加すると
考えられる。 
 一般に、摂取したアルコールは主に肝細胞
のミトコンドリア内に局在するアルコール
脱水素酵素（ADH）やアルデヒド脱水素酵素 
(ALDH)、肝ミクロゾームエタノール酸化酵
素(MEOS: 主に CYP2E1)により代謝され無
毒化される (Helmut et al., Nature Reviews 
Cancer 2007;7:599-612) 。 こ の 過 程 で
NADH2+が産出され、TCA回路での代謝や脂
肪酸分解（β-酸化）が抑制される。これによ
り、細胞内における脂肪酸の増加やトリグリ
セリド合成促進によるグリセロール 3-リン
酸の合成が促進することが知られている。そ
の結果、肝内では脂肪酸が蓄積され、アルコ
ール性脂肪肝、線維症、肝炎、肝硬変などア
ルコール性肝障害が引き起こされると考え
られている。一方、脳内においてもこれらの
酵素はアルコール代謝に関わることが報告
されている (Zimatkin et al., Alcohol Clin 
Exp Res. 2006;30: 1500-1505)。すなわち、
アルコールの代謝はその殆どが肝臓で行わ
れるが、多量飲酒により肝代謝系が飽和した
場合、脳内における細胞においても同様の脂
質代謝が起こり得ると考えられる。 

 脂肪酸やグリセロール 3-リン酸およびこ
れらの代謝産物は細胞の脂質二重膜を形成
するリン脂質の重要な構成要素であり、さら
には細胞に様々な情報を伝えるメディエー
ターとしての役割を有する事が知られてい
る。特にグリセロール 3-リン酸は、情報伝達
系に重要なジアシルグリセロールや細胞膜
の構成成分であるホスファチジルコリン等
に代謝されることが報告されている
(Shindou & Shimizu, J Biol Chem. 
2009;284:1-5)。ジアシルグリセロールは 
protein kinase C 等のセリン/スレオニンキ
ナーゼを直接的に活性化するだけでなく、プ
ロスタグランジン類へ変換され各種情報伝
達系への影響が考えられる。一方、グリセロ
ール 3-リン酸はホスファチジルコリンを始
め数種の細胞膜成分へも変換されることか
ら、細胞膜構成成分の変化により、脂質ラフ
トへ影響を及ぼし機能性タンパク質の集積
や細胞接着、細胞内小胞輸送に影響を与える
可能性が考えられる。このように、脳内にお
ける脂質代謝異常は、受容体応答を含めた細
胞内情報伝達系への直接的な影響が考えら
れる。したがって、多量飲酒時には、脳内に
おいてこのような脂質代謝異常による細胞
内情報伝達系の変化、すなわち神経の可塑的
変化が誘導され、上述の様なアルコール依存
症形成・再発や気分障害、morphine に対す
る反応性の変化が引き起こされる可能性が
考えられる。しかし、脳内におけるアルコー
ル代謝系を中心とした脂質代謝異常の観点
からの神経の可塑的変化については殆ど検
討が成されていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 本研究申請者は現在までの検討からアル
コール依存動物では、BDNF や細胞骨格系、
AMPA 受容体、NMDA 受容体、CaMKII、
Cdk5 など薬物依存に重要な因子の DNA プ
ロモーター領域においてHistone H3 のアセ
チル化が亢進し、神経の可塑的変化が誘導さ
れている可能性を見出している(Shibasaki 
et al., Alcohol Clin Exp Res. 
2012;36:1385-1396, Shibasaki et al., 
Synapse. 2011;65:1244- 1250)。このような
条件下、リン酸化 CREBや CaMKIV、PKA
が増加することを報告しており、予試験にお
いて神経の可塑的変化に重要なリン酸化 Akt
が減少することを確認している。したがって
本研究では、多量飲酒がどのような細胞内情
報伝達経路を介して上記の神経可塑性関連
遺伝子およびその他の神経可塑性関連因子
(Guan et al., Nature. 2009;459:55-60)を誘
導するのかを明らかにする。その後、関連性
が認められた情報伝達経路に対し、どのよう
に脂質代謝経路が関与するかを解析する。 
 
３．研究の方法 
（1）使用動物：実験には 6週齢の ICR系雄
性 マ ウ ス （ Tokyo Laboratory Animals 



Science Co., Ltd, Tokyo, Japan）を使用した。
マウスは恒温室（22±1℃）において飼育し、
明暗条件は 8:00点燈、20:00消燈の 12時間
サイクルとした。摂餌（固形試料 MF; オリ
エンタル酵母工業）および飲水（水道水）は
ともに自由摂取させた。 
（2）エタノール慢性処置は液体飼料法に従
い、以下のスケジュールで行った。Ethanol 
(和光純薬工業 (株)、大阪) 濃度 5 w/v % の
液体飼料を  5 日間処置した群を  5 % 
ethanol 処置群とした。液体飼料は市販の脱
脂粉乳 (Co-op スキムミルク、明治乳業、東
京) を水道水で溶かしたものを主成分とし、
ethanol 及び sucrose (和光純薬、大阪) を加
え、総カロリーは常に 857 kcal/L となるよ
うに調整した。また、control 群には ethanol 
を含まない同カロリーの液体飼料を 5 日間
処置した。 
（3）ドパミン応答性の評価は自発運動促進
作用あるいは conditioned place preference 
(CPP) 法を用いた報酬効果により評価した。
自発運動促進作用は、tilting cage 法を用い
て行った。水平移動による傾きから 3 つの
マイクロスイッチを介して  ambulometer 
により運動量を自動的に計測する直径 20 
cm の円形ケージを使用した。実験動物は 
ICR 雄性マウスを用い、まずマウスを新奇環
境に慣れさせる目的で  30 分間  の
habituation を行った。その後マウスに薬物
を投与し、180 分間自発運動量の測定を行っ
た。5% エタノールを 5 日間処置後、3日間
休薬し、モルヒネ（5 mg/kg, s.c.）誘発自発
運動促進作用により、ドパミン応答性の変化
について検討した。CPP法は、白および黒か
らなる compartment box を使用した。5% 
エタノールを 5 日間処置後、3日間休薬した
後、白および黒の区画を自由に往来させ、そ
れぞれの区画における滞在時間を測定し、こ
れをそれぞれ pre-test 値とした。条件づけ
は 1 日 1 回行い、1 日目には pre-test 値
の低い方の区画にエタノール (1 g/kg, p.o.) 
あるいはモルヒネ（5 mg/kg, s.c.）を投与し
たマウスを 30 分間あるいは 60 分間放置
し、2 日目には saline を投与し、もう一方
の区画に 60 分間放置する操作を、合計 2 
session行った。Saline のみで条件づけを行
った群を溶媒対照群とした。条件づけの翌日
に  pre-test 値 と 同 様 の 操 作 を 行 い 
post-test 値とした。Post-test 値と pre-test 
値の差をスコア (sec) として算出した。 
（4）Western blot 法：5%エタノールを 5 日
間処置した群を 0時間とし、その後休薬 6、
12、24 時間あるいは対照群のマウスより全
脳を摘出して脳アトラスに従い腹側被蓋野
を含む領域を分画した。組織を lysis buffer
と共に、テフロン-ガラスホモジナイザーにて
ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 サ ン プ ル に
electro-phoresis sample buffer を加え、
SDS-PAGE法に従って、ポリアクリルアミド
ゲル中の各レーンに標品 20 μg 蛋白を適

用し分離した。分離後、PVDF メンブランに
転写させた。メンブランを 5 % nonfat dried 
milk を 含 む phosphate-buffered saline 
(PBS)中でブロッキングし、各種特異的一次
抗体と共に、反応させるため、1 時間室温で
反応させた後、二次抗体を加え室温にて更に
1 時間反応させた。反応後、ケミルミノエッ
センス法に従い、目的とするタンパク質を同
定した。 
（5）統計解析:すべてのデータは平均値 ± 
標準誤差 (mean ± S.E.M.) で示した。有意
性の評価には二元配置分散分析を用い、各値
は  Bonferroni/Dunnett's test あるいは
Student’s t-検定を用いて評価した。 
 
４．研究成果 
 まず始めに、エタノール摂取時における神
経可塑性関連因子について検討した。慢性摂
取時および休薬後における可塑性にかかわ
る因子の変化について検討したところ、精神
依存に重要な腹側被蓋野領域において、神経
可塑性に重要な glycogen synthase kinase 3
（GSK3β）の活性化が認められたことから
（図１）、エタノール慢性摂取により神経の
可塑的変化が誘導されていると考えられる。
そこでGSK3βの阻害薬であるリチウムを前
処置したところ、エタノール慢性摂取により
認められる、モルヒネに対するドパミン関連
行動の増強は有意に抑制された（図２）。 
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以上の結果より、エタノール慢性摂取により
細胞内情報伝達系の変化に伴う神経の可塑
的変化が誘導され、依存症や再燃が引き起こ
されたと推察される。 
 次に、脂質代謝酵素や細胞膜構成成分の変
化とエタノール慢性処置の関連性について
検討を行った。アルコール慢性処置時におけ
るエタノール代謝酵素であるALDH2の変化
について検討したところ、対照群に比べアル
コール慢性処置動物の腹側被蓋野領域では
ALDH2 蛋白質の有意な発現増加が認められ
た（図３）。実際に、ALDH2 阻害薬である 
disulfiram の脳室内処置により、エタノール
慢性処置後に認められるエタノール誘発報
酬効果の増強は、有意に抑制された（図 4）。
また、脳内でのアルコール摂取による脂質代
謝系の変化についても検討を行った。その結
果、上記の ALDH2の変化が認められた腹側
被蓋野領域において、アルコールを慢性処置
した動物では脂質代謝酵素 (ホルモン感受性
リパーゼ:HSL) の有意な増加が認められた。
そこで、アルコール慢性処置時における腹側
被蓋野領域での脂質の変化について、
LC-MS/MSを用いて検討した。ホスファチジ
ン酸  (PA)、ホスファチジルグリセロール 
(PG)、ホスファチジルセリン (PS)、ホスフ
ァチジルエタノールアミン (PE)、ホスファ
チジルコリン (PC) ならびにホスファチジ 
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ルイノシトール（PI）について検討したとこ
ろ、アルコール慢性処置したマウスの腹側被
蓋野領域において、PIの有意な増加が認めら
れた（図５）。以上の結果より、アルコール
慢性処置により腹側被蓋野において脂質代
謝系が変化する可能性が示唆された。 
 ここまでの結果を基に、実際にドパミン神
経の機能変化に関わる因子について検討し
た。現在までに dopamine 神経系の可塑的
変化への関連因子として、 leucine-rich 
repeat kinase 2 (LRRK2) が報告されている。
そこで、ethanol 慢性処置モデルにおける 
LRRK2 の関与について検討したところ、
LRRK2 および p-LRRK2 は腹側被蓋野領
域においてタンパク質発現量の有意な増加
が認められた（図 6）。さらに、同部位におい
て情報伝達系で LRRK2 の下流に位置する
α -synuclein 、 eukaryotic translation 
initiation factor 4E-binding protein 
(4E-BP) および forkhead box protein O1 
(FOXO1) のリン酸化レベルの有意な増加が
認められた（図 7）。そこで、ethanol 慢性処
置による dopamine 神経機能への影響を検
討するために、 LRRK2 阻害剤である 
GSK2578215A (10 nmol/mouse, i.c.v.) を 
ethanol 慢性処置時に 5 日間投与し、休薬
後、morphine (5 mg/kg, s.c.) 誘発報酬効果
への影響を検討した。その結果、ethanol 慢
性処置により認められる morphine 誘発報
酬効果の増強は、LRRK2 阻害剤の処置によ
り有意に減弱した（図 8）。以上、本研究の結
果より、ethanol 慢性処置により腹側被蓋野
領域において、脂質代謝系に変化が生じ、ド
パミン神経系の反応性の亢進に影響を与え
ている可能性が示唆された。 
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