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研究成果の概要（和文）：新規薬物の依存性や報酬効果の予測は行動薬理学的試験が実施されているが、これら
の行動試験では特殊技術や実験装置が必要であるため、より簡便に薬物の依存性や報酬効果を予測できる実験手
法の開発が望まれている。本研究では依存性薬物による脳内の転写活性をin vivoで、簡易に、且つリアルタイ
ムに可視化してモニターできるシステムの構築を目指した。コカインを処置したマウスではPKAを介するシグナ
ル経路が活性化することを確認した。PKAの下流に存在する転写因子の応答配列CREとルシフェラーゼ遺伝子を導
入したマウスを作製し、このマウスを用いて依存性薬物の反応を検出することができた。

研究成果の概要（英文）：Behavioral pharmacological tests are carried out to predict dependency and 
rewarding effects of novel compounds. It is desirable to develop analytical methods that can more 
easily predict drug dependence and rewarding effects because special techniques and experimental 
apparatuses are required to perform behavioral tests. The aim of this research project is to develop
 an in vivo real-time analytical system that can easily visualize and monitor the transcriptional 
activity in the brain in response to addictive drugs. Cocaine treatment stimulated PKA-mediated 
signaling pathway in the brain of mice. We generated the mice carrying genes encoding luciferase 
under the control of transcription response element CRE downstream of PKA, and detected the response
 to the addictive drugs using these mice.

研究分野： 神経精神薬理学

キーワード： 薬理学　可視化　薬物反応性
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
依存性は薬物の化学構造で規定されるものではないため、分析機器や試薬反応を応用した検出システムでは予測
不能である。本システムは画像として結果を取得でき、感度の高さ、広いダイナミックレンジ、迅速で簡便な定
量操作が可能である。医薬品開発において化合物の依存性は重要な問題であり、本研究構想の実現により医薬品
開発の日・米・EU 医薬品規制調和国際会議ガイドラインに変革をもたらすことが予想され、前臨床試験の時間
的短縮および経済的削減の効果は計り知れない。さらに、本システムは違法ドラッグなどの新規化合物の依存性
を検出することに役立ち、乱用薬物の規制にも多大なる貢献をもたらすことが予測される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
新規薬物の依存性や報酬効果の予測は薬物自己投与試験、薬物弁別試験あるいは条件づけ場

所嗜好性試験などの行動薬理学的試験が実施されている。しかしながら、これらの行動薬学的
試験を実施するためには熟練された技術や各行動解析に特化した実験装置が必要である。また、
一連の行動解析データを得るには数週間から数ヶ月の実験期間を要することから、より簡便に
薬物の依存性や報酬効果を予測できる実験手法の開発が望まれている。 
 依存性薬物は脳内の報酬回路を活性化して報酬効果を示すことが知られており、中脳腹側被
蓋野から側坐核に投射する中脳辺縁系ドーパミン作動性神経系は報酬回路を構成する重要な神
経系の一つである（Nestler 2001）。細胞外に放出されたドーパミンは側坐核の投射神経である
中型有棘神経細胞（medium spiny neurons, MSNs）に作用する。MSNs は GABA 作動性の抑制性
神経であり、ドーパミン D1 受容体（D1R）を発現する D1R-MSNs とドーパミン D2 受容体（D2R）
を発現する D2R-MSNs の異なる 2 種類の神経細胞が存在する。これら MSNs は、複数の神経入
力を統合して情報を出力するインテグレーターとして機能しており、D1R-MSNs の活性化は報
酬効果（快感）に関する情報を制御していることが示されている（Nagai et al. Neuron 2016; Nagai 
et al. Trends Pharmacol Sci 2016）。 
 コカイン、覚醒剤はいずれも強力なドーパミン作動薬として作用し、ドーパミン作動性神経
終末に存在するドパミントランスポーターを介して細胞外ドーパミン量を増加させる（Ritz et 
al. 1987; Sulzer et al. 1995）。また、モルヒネは腹側被蓋野に存在する μ オピオイド受容体を介し
て GABA 作動性介在神経を抑制し、ドーパミン作動性神経系の活性化を引き起こす（Johnson et 
al. 1992）。これら以外の依存性薬物であるアルコールは NMDA 受容体および GABAA受容体、
大麻はカンナビノイド 1 型受容体を刺激し、間接的にドーパミン作動性神経を活性化させる
（Nestler 2005）。依存性薬物の作用部位はそれぞれ異なるが、いずれの薬物もドーパミン作動
性神経と D1R-MSNs 間の神経伝達の亢進を引き起こし、報酬回路の異常興奮が引き金となって
精神依存を形成する。したがって、培養細胞を用いた in vitro 試験では、依存性や報酬効果を予
測することは困難である。 
 
２．研究の目的 
生物学的観点から依存症は薬物の使用により報酬回路の病的な適応状態であると考えられて

いる。この神経回路の病的な適応状態は、薬物の使用を中断しても維持されているために遺伝
子の転写を介した脆弱性が形成されるためと推測される。遺伝子の転写量はプロモーターやシ
グナル応答配列などの転写調節領域によって調節され、転写量の調節を測定する方法には
RT-PCR 法による mRNA の定量やウエスタンブロッティング法による蛋白質の測定が用いられ
る。これらの方法では死後変化に伴う mRNA や蛋白質の分解の影響を完全に排除できないこと
や同一個体で経時変化を測定することが困難であるという問題点がある。一方、レポーターア
ッセイは転写因子の応答配列をルシフェラーゼや蛍光蛋白質などのレポーター遺伝子に付加す
ることで転写活性を容易に測定することができる実験系であり、培養細胞系で汎用されている
方法である。この手法をマウスに応用し、生きた状態で特定の神経細胞集団のレポーターアッ
セイを行えるシステムを開発すれば新規薬物の依存性や報酬効果を予測できると考えられる。
以上のことを鑑み、本研究では D1R-MSNs の転写活性を in vivo で、簡易に、且つリアルタイ
ムに可視化してモニターできるシステムの構築を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）シグナル経路解析（永井拓/研究代表者、伊藤教道/研究分担者）：リン酸化基質の情報を
管理するデータベース KANPHOS を用いてドーパミンシグナルを調査し、コカインを投与し
たマウスから側坐核を摘出して、C57BL/6 マウスの線条体で起こるリン酸化反応を解析した。 
 
（2）転写因子応答配列のスクリーニング（永井拓/研究代表者、伊藤教道/研究分担者、朱悠韻
/研究協力者）：シグナル経路解析から同定された転写シグナルの情報を基に、転写因子の応答
配列をリストアップした。応答配列とルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだ plasmid を作製し、
培養細胞を用いて in vitro のスクリーニングを実施した。スクリーニングの結果を基に、転写
因子応答配列の候補を絞り込み、至適化を行った。 
 
（3）in vivo 解析系の開発（永井拓/研究代表者、伊藤教道/研究分担者、朱悠韻/研究協力者）：
至適化が完了した候補については、アデノ随伴ウイルス（AAV）を作製した。作製した AAV
をマウスの線条体に注入し、ルシフェラーゼを発現するマウスを作製した。さらに、このマウ
スにコカインを投与して in vivo イメージャーによる化学発光測定を行い、線条体のルシフェ
ラーゼ活性を時空間的にモニターできるように in vivo レポーターアッセイの実験条件を確立
した。 
 
（4）薬物反応性のモニタリング（永井拓/研究代表者、朱悠韻/研究協力者）：評価系としての
妥当性を検証するために、依存性が確認されている薬物を作製したマウスに投与して薬物反応
性をモニターした。 
 



４．研究成果 
（1）シグナル経路解析：マウスの側坐核で起こるリン酸化反応を探索し、コカインを処置した
際に PKA を介するシグナル経路が活性化されることを確認した。 
 
（2）転写因子応答配列のスクリーニング：リン酸化解析から同定された転写シグナルの情報を
基に、転写因子の応答配列をリストアップし、cyclic AMP response element（CRE）promoter の
下流でルシフェラーゼを発現する plasmid（CRE-Luc）を作製した。Neuro2A 細胞を用いて in vitro
のスクリーニングを実施し、24 時間後に基質であるルシフェリンを処置した後の発光を検出し
た。Neuro2A を用いた in vitro における転写活性は CRE-Luc を発現させた細胞において遺伝子
導入無しの対照群に比べルシフェラーゼ活性の上昇が認められた。スクリーニングの結果を基
に、転写因子応答配列の候補を絞り込み、至適化を行うため、CRE の活性化によるルシフェラ
ーゼの経時的な発現変化の検討を行った。CRE-Luc を導入した HEK 細胞にフォルスコリン（10 
nM）を 30 分処理すると、ルシフェラーゼの発現は刺激前に比べ刺激 3 時間後から発現の上昇
が認められ、刺
激 6 時間後に発
現のピークを示
した（図 1）。コ
ントロールと比
較した相対的ル
シフェラーゼの
発現量は、フォ
ルスコリン刺激
3 時間後で約 3
倍であり、刺激 6
時間後では約 5
倍の上昇が認め
られた。 
 
（3）in vivo 解析系の開発：マウ
スにおけるルシフェリンの体内
動態を測定した結果、ルシフェリ
ン投与 15 分後にピークを示し、
投与 2 時間後には完全に脳内か
ら消失していることを確認した。
これらの結果を基に、6-10 週齢
のマウス線条体に CRE-ルシフェ
ラーゼ遺伝子をパッケージング
した AAV (AAV-CRE-Luc) を感
染させ、3 週間後に in vivo イメ
ージングを行った。なお、各測定
時間における評価はルシフェリ
ン投与 15 分後とした。CRE-Luc を発現させたマウスにコカイン (30 mg/kg) を投与した結果、
コカイン投与 5 時間後および 6 時間後においてルシフェリンの発光強度が生理食塩水投与群に
比べて増加した（図 2）。 
 
（4）薬物反応性のモニタリング：マウスにモルヒネ（5 または 10 mg/kg）を投与した結果、
投与 6 時間後においてルシフェリンの発光強度が生理食塩水投与群に比べて増加した。この時、
モルヒネの用量に依存して
ルシフェリンの発光強度が
増加し、10 mg/kg の用量で
有意な増加が認められた（図
3）。一方、メタンフェタミン
（1 または 2 mg/kg）を投与
したマウスでは、投与 3 時間
後にルシフェリンの発光強
度が生理食塩水投与群に比
べて増加した。以上の結果か
ら、本研究により構築された
新規依存性薬物の評価系は、
コカインに限らず他の依存
性薬物の中枢効果を的確に
評価できる実験系となり得
ると考えられる。 
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図1. HEK細胞におけるフォルスコリンの短期刺激によるルシフェラーゼの発現変化
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図2. コカイン投与マウスにおけるルシフェラーゼ活性の経時的変化
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図3. モルヒネ投与マウスにおけるルシフェラーゼ活性の経時的変化
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