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研究成果の概要（和文）：神経系・循環器系・免疫系などで重要な生理機能を担っている内因性

カンナビノイドシステムに対する、薬物等の影響を明らかにすることを目的に、培養グリア系

細胞を用いて、ドーパミン・エタノール等の内因性カンナビノイド関連遺伝子発現に与える影

響について検討したところ、内因性カンナビノイドに対する受容体や分解酵素などの mRNA
発現量に一定の変化が認められた。これらの薬剤では細胞内シグナル伝達系にも種々の変化が

惹起され、遺伝子発現変化の機序として注目される。 
 
研究成果の概要（英文）：The endocannabinoid system plays several important roles in the 
central nervous system, the circulation system and the immune system.  The aim of this 
study is to investigate the effects of some drugs such as dopamine and ethanol on the gene 
expression of the endocannabinoid-related genes, using cell culture systems of the glial 
cells.  We found that expressions of some endocannabinoid-related genes were changed 
with dopamine or ethanol, and these drugs also affected the cellular signal transduction 
systems, which suggests that the observed gene-expression changes might be attributed to 
certain alteration of  some undefined signal-transduction-systems. 
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１．研究開始当初の背景 
⑴法医学実務で遭遇する突然死や薬物関連
死のなかには、原因の特定が困難な事例が少
なくない。病的突然死の場合には、肉眼的お
よび顕微鏡的検索において組織に形態的異
常を認めないことが少なくない。近年、敗血
症や肝硬変患者に発症する急性循環不全に
は、内因性カンナビノイドが関与する場合の

あることが報告されており、原因の明らかで
ない急死例の中には、内因性カンナビノイド
システムが関与した事例が含まれている可
能性が考えられる。 
  
⑵薬物関連死では、低用量で死亡したと考え
られる場合、その毒性機序が問題となる。低
用量でも重篤な障害をきたす機序としては、
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アナフィラキシーショックがあるが、それで
は説明できない事例も少なくない。人工股関
節手術で使用される骨セメントにより重篤
な血圧低下を発症する場合があり、この病態
に内因性カンナビノイドが関与するとの報
告がある。他の薬物などでも同様の現象が惹
起される可能性が考えられる。 
 
⑶内因性カンナビノイドシステムは、カンナ
ビノイド受容体として同定された CB1・CB
２ 、 内 因 性 カ ン ナ ビ ノ イ ド ANA 
(anandamide) ・ 2-AG (2-arachidonoyl- 
glycerol)、内因性カンナビノイド合成酵素お
よび分解酵素、などから構成され、リガンド
や受容体の発現量や発現部位、酵素活性の変
化などを伴いながら、その生理的機能を統合
的に果たしていると考えられている。これま
でに神経系・循環器系・免疫系などにおける
重要な働きが報告されており、例えば CB1
は中枢神経系で多く発現し、神経細胞のシナ
プス前部では、シナプス後部で産生された内
因性カンナビノイドのシグナルを受け取り、
過剰な伝達物質放出を抑制する機能を果た
しているとされる。シナプスにはアストロサ
イトもその突起を伸ばし、CB1を発現すると
ともに内因性カンナビノイドも産生して、カ
ンナビノイドシステムを介したシナプス機
能調節に関与していると考えられる。 
 
２．研究の目的 
⑴これまで原因不明とされていた突然死の
発症機序の中に内因性カンナビノイドが関
与している可能性を示唆する報告が蓄積さ
れつつある状況に鑑み、生体バランスを調
整する内因性カンナビノイドシステムと病
態との関連を明らかにすることを本研究の
大局的な目的とした。 
 
⑵本研究では、主に中枢神経系における内
因性カンナビノイドシステム、特にこれま
であまり検討されていないアストロサイト
の内因性カンナビノイドシステムについて、
どのような要因・因子が、どのような影響
を与えるかという点について、培養実験系
を用いて検索した。 
 
３．研究の方法 
⑴ラット胎児より調製した初代培養アスト
ロサイトと、ラットグリオーマ細胞より樹
立された細胞株 C6 を用いて、内因性カン
ナビノイドの合成および分解に係る諸酵素
（ ANA の産生及び代謝には N-acyl 
-phosphatidylethanolamine-phospholipa
se D (NAPE-PLD)及び fatty acid amide 
hydrolase(FAAH)が、2-AGでは phospho- 
lipaseCβ4 (PLCβ4)、     diacylglycerol 
lipase (DAGL)、および monoacylglycerol 

lipase(MGLL)）と受容体 CB1・CB2 の
mRNA 発現に対するドーパミンアゴニス
ト や エ タ ノ ー ル 等 の 薬 物 の 影 響 を
Realtime PCRにより解析した。 
 
⑵C6細胞における CB1のタンパク質発現
について、市販の抗体を用いて、免疫細胞
化学的方法により蛍光顕微鏡にて解析した。 
 
⑶ドーパミンアゴニストやエタノール等の
薬剤で C6 細胞を刺激した際の細胞内シグ
ナル伝達系の変動について、タンパク質リ
ン 酸 化 酵 素 の ERK (extracellular 
signal-regulated kinase)などのリン酸化
の程度をWestern Btot法により解析した。 
 
４．研究成果 
⑴初代培養ラットアストロサイトによる内
因性カンナビノイドシステム関連遺伝子発
現について、以下の結果を得た。 
 
① アストロサイトをドーパミン(100 µM)で 
２４時間刺激したところ、図１に示すように、 
多くの遺伝子がドーパミンにより発現低下
を示した。PLCβ4 のみが発現上昇を示した。
その後の検討で、ドーパミンによる発現変化
によい再現性が認められるのは、CB1 と MGLL
であった。３時間刺激では、明らかな発現変
動は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②ドーパミンによる CB1 発現減少について、
図２に示すように濃度依存性が認められた。 
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 図１ アストロサイトにおける内因性カンナビノイド 
    関連遺伝子の発現とドーパミンの影響 
            (n=3, *;p<0.05, **;p<0.01) 
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図２ アストロサイトにおける CB1発現に対      
   するドーパミン濃度の影響 
       (n=3, DA10のみ n=2, ** p<0.01) 
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③ドーパミン受容体 D1 タイプに特異的な
SKF38363(100 µM)と D2 タイプ特異的な
bromocriptine(100 µM)でアストロサイトを
２４時間刺激したところ、PLCβ4 を除いた関
連遺伝子すべてで SKF および Bromocriptine
により発現低下が認められた（図３）。この
結果は、ドーパミンによる各遺伝子の発現低
下の結果と整合的なものと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑵初代培養アストロサイトには、少数のミク
ログリア、オリゴデンドロサイトなどの混入
に対する反応性の影響を除外することが困
難であること、初代培養の性質上、毎回の実
験における細胞の状態が一定でない可能性
があることなどが、結果の再現性に影響を与
える可能性がある。そこでラットグリオーマ
細胞由来の安定的株化細胞である C6 を用い
て、その内因性カンナビノイドシステム関連
遺伝子に対する薬剤の影響を検討した。 
 
①C6 細胞における内因性カンナビノイドシ
ステム関連遺伝子の mRNA 発現に対するドー
パミンの影響(100 µM, ２４時間刺激)を検討
したところ、CB1・MGLL ではアストロサイト
と同様にその発現が低下した。一方、PLCβ4
でもドーパミンにより発現が低下した（図
４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

②C6におけるD1およびD2タイプ特異的アゴ
ニストの影響を検索したところ、SKF では明
らかな変化はなく、Bromocriptine で発現上
昇が認められた（図５）。これはアストロサ
イトの場合と異なり、ドーパミンによる変化
との整合性が明らかでなく、その変化の発現
機序についてさらに検討が必要であると思
われた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③ C6 におけるエタノールの影響について、
エタノール60mM で２４時間刺激したところ、
CB1 および MGLL の発現が上昇した。 
 
④C6 において、ドーパミン受容体などのアデ
ニル酸シクラーゼ活性に影響する細胞内シ
グナル伝達系と内因性カンナビノイド関連
遺伝子の発現変化との関連を検討するため、
dibutyryl cyclic AMP(1mM)で２４時間刺激
したところ、ドーパミンと同様に CB1 の発現
低下が認められた。このことからドーパミン
によるCB1 などの発現低下はアデニル酸シク
ラーゼを活性化する D1 タイプ受容体を介し
ている可能性が考えられた。 
 
⑤ C6 において内因性カンナビノイドシステ
ム関連遺伝子の発現に影響することが示
唆されたドーパミンおよびエタノールに
ついて、細胞内のシグナル伝達系のタンパ
ク質リン酸化酵素の活性との関連につい
て、リン酸化タンパク質特異的抗体による
ウエスタンブロット法で解析した。その結
果、ERK(extracellular signal-regulated 
kinase)の活性が刺激後３０分で、エタノ
ールでは顕著に上昇し、ドーパミンでは抑
制された （図６）。 
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図３ アストロサイトにおける D1および D2タイプ  
   ドーパミン受容体特異的アゴニストの影響 
              (n=3, *;P<0.05、**;P<0.01) 
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図４ C6における内因性カンナビノイドシステム 
   関連遺伝子の発現に対するドーパミンの影響  
               （n=3, **;p<0.01） 
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図 5 C6における D1および D2タイプドーパミン 
      受容体特異的アゴニストの影響 
              (n=3, *;P<0.05、**;P<0.01) 
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図 6 ドーパミン(100 µM)、エタノール (60mM)の  
   ERKリン酸化に対する影響（３０分刺激） 
 



⑥今回の研究では、これまでにあまり検討さ
れていないアストロサイトの内因性カンナ
ビノイドシステムについて、その関連遺伝子
の発現状態に、ドーパミンやエタノールが影
響を与えることが示唆された。また、これら
の薬剤により ERK の活性が変化するため、こ
れと遺伝子発現の変化に何らかの関連があ
る可能性も考えられる。一方、今回の実験系
では、必ずしも高い再現性を示す結果のみで
はなく、不安定な現象も認められた。このよ
うな現象には、未だ特定できていない培養細
胞の状態を規定する何らかの因子の相違が
結果の揺らぎの原因となっている可能性も
ある。これらの点に関して今後更に検討を進
めていきたいと考えている。 
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