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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、合成カンナビノイドによる細胞毒性発現と痙攣発症機序を明らかに
するために、NG108-15細胞株、C2C12筋芽細胞株、RD細胞株およびそれらを組み合わせた神経筋共培養モデルの
作成を試みた。いずれの細胞も合成カンナビノイド濃度依存的に細胞毒性を誘発し、その機序にはCB1受容体を
介して発現することが明らかとなった。differentiated NG108-15、differentiated C2C12および
differentiated RDを組み合わせた神経筋共培養モデルを作成したが、神経支配による骨格筋活動電位の発現に
は至らなかった。引き続き、神経筋共培養モデルの構築を行う。

研究成果の概要（英文）：In this study, to elucidate the mechanism of synthetic cannabinoid-induced 
cytotoxicity and seizure, we attempted to generate a NG108-15, C2C12 and RD cell lines or their 
combinations for a neuromuscular co-culture model. Each cell lines induced cytotoxicity in a 
synthetic cannabinoid concentration-dependent manner, and the mechanism was found to be mediated by 
CB1 receptors. Although a neuromuscular co-culture model combining differentiated NG108-15 and 
differentiated C2C12 or RD cell line was created, the skeletal muscle action potentials under the 
neuronal control was not achieved. 

研究分野： 神経薬理
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
合成カンナビノイドは世界的に乱用されている薬物であり、無数の化合物が存在する。それらを動物で個別に評
価することは困難であり、培養細胞を用いたスクリーニング法の確立は有害作用の予測を行う上で大変意義があ
る。特に横紋筋融解症のような、重度の障害発症の予測については、動物愛護の観点からも培養細胞での実施が
期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
大麻と類似の作用を持つ合成カンナビノイドの乱用によって意識障害や痙攣または横紋筋融

解症のような重篤な健康被害が報告されている。合成カンナビノイドは、無数の類縁体が存在し、
多くは正確な薬理作用が不明である。合成カンナビノイドによる中枢神経作用は、中枢神経系に
発現する CB1 受容体が関与している。一方で、抹消組織での CB1 の役割についてはほとんど明
らかになっていない。そこで本研究では、運動ニューロンおよび骨格筋のモデル細胞及ぼそれら
を組み合わせた神経筋共培養モデルを利用して合成カンナビノイドによる細胞毒性発現と痙攣
発症機序を明らかにする。さらに、このモデルを利用し、合成カンナビノイドの細胞毒性および
痙攣リスクを迅速に推測可能な、新規の薬物スクリーニング法の開発を行う。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
合成カンナビノイドは、中心となる骨格と複数の置換基が組み合わさることで新規の構造類

縁体が容易に合成されるため、既存の化合物が規制されても、すぐに新規の化合物が合成され流
通し乱用されてしまう。また、このように無数に存在する合成カンナビノイドの多くは、その毒
性や薬理作用が明らかになっていない。合成カンナビノイドの使用によって、痙攣のような神経
症状から横紋筋融解症のような重篤な健康被害が報告されている。そこで、合成カンナビノイド
による健康被害発症リスクを予測可能とするために、(1)抹消組織に発現する CB1 受容体と毒性
発現および(2) 抹消組織における合成カンナビノイドの神経薬理作用という二つの面を検討す
る。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
合成カンナビノイドによる(1)骨格筋細胞および運動ニューロンの毒性発現の解析と(2)神経筋

共培養モデルと微小電極アレイ(Multi-electrode array, MEA)法を組み合わせた痙攣発症機序の
解析を行う。CB1 受容体アゴニスト・アンタゴニストや分子生物学的手法を利用して、運動ニ
ューロンまたは骨格筋細胞に発現する CB1 受容体が毒性発現に関与するか明らかにする。また、
神経筋共培養モデルの利用によって、CB 受容体が運動ニューロンと骨格筋細胞のどちらに作用
して筋収縮を制御するか確かめる。運動ニューロンは、NG108-15 細胞(ATCC)を分化させて、
骨格筋細胞は C2C12 (ATCC)または RD (Human rhabdomyosarcoma)細胞(ATCC)を分化させ
てそれぞれのモデルとして検討した。 
 
 
 
４．研究成果 
 
未分化 NG108-15 細胞、未分化 C2C12 および未分化 RD 細胞は CB1 受容体を発現している

ことを細胞免疫染色(Anti-Cannabinoid Receptor I antibody, ab23703)で確認した。また、
NG108-15 細胞、C2C12 および RD 細胞はそれぞれ分化誘導を行なった後も CB1 受容体を発現
しており、モデル細胞として活用できることを確認した。いずれの細胞も合成カンナビノイド
CP-55,940 によって濃度依存的に細胞毒性が発現した。ヒト横紋筋肉腫細胞株である RD 細胞
は、myosin や creatine kinase 陽性細胞であることを細胞免疫染色等で確認し、合成カンナビ
ノイドによる横紋筋融解症モデルとして採用した。合成カンナビノイド CP-55,940 を用いて毒
性発現の解析を行ったところ、濃度依存的に creatine kinase 量の増加が認められ、最終的にア
ポトーシスを誘導した。CB1 受容体拮抗薬 AM251 で細胞毒性は抑制された。また、毒性発現に
は細胞外からのカルシウム流入の抑制またはカルシウムチャネルの選択的な阻害検討によって、
L-type カルシウムチャネルの関与が証明され、合成カンナビノイドによる横紋筋融解症誘発メ
カニズムの一端が明らかとなった。NG108-15 細胞は、dibutyryl cyclic AMP を用いることで運
動ニューロン様形態に、C2C12 および RD 細胞も無血清培地で培養することで、myotube 様形
態に分化させた。Differentiated NG108-15 cells では acetylcholine の分泌を ELISA 法で確認
した。これらを共培養させることで神経筋共培養モデルの作成を試みた。特に、スクリーニング
系を確立する場合、費用・培養維持が容易な細胞株での樹立が望ましいことから、NG108-15 細
胞、C2C12 および RD 細胞での確立を試みた。MEA 解析を行った結果、differentiated NG108-
15 cells は非常に微量なスパイクのみ検出された。Differentiated C2C12 および differentiated 



RD 細胞では、活動電位は検出されなかった。Differentiated NG108-15 cells と differentiated 
C2C12 および differentiated RD 細胞を組み合わせた共培養系の作成を試みたが、神経支配に
よる活動電位の誘導は確認できなかった。一方で、C2C12 および RD 細胞は、MEA プレート上
での筋管を形成する筋芽細胞の融合と神経筋シナプス形成に関連する acetylcholine receptor の
発現など培養方法や分化誘導方法など改善すべき点が明らかになり、運動ニューロンも株化細
胞ではなく、ヒト iPS 由来 motor neuron (ax0078)を用いた再解析も実施しており、引き続き検
討を続け、本評価系の確立を行う。 
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