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研究成果の概要（和文）：本研究では、中枢神経系由来培養細胞モデルを用いて、内因性カンナビノイドシステ
ムと脳内報酬系との関連性を明らかにすることを目的にした研究であった。しかし、カンナビノイドの培養細胞
に対する影響を検討するための基礎的知見を得る段階において、カンナビノイドを用いて細胞を処理すること
で、顕著な細胞毒性が認められた。そこで、これらカンナビノイドによって誘発される細胞毒性の機序について
検証した。内因性カンナビノイドであるAEAによって誘導される細胞毒性は、ネクローシス様であるのに対し、
植物性カンナビノイドであるCBDによって誘導される細胞毒性は、アポトーシス様であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The original aim of this study was to elucidate the relationship between the
 endocannabinoid system and brain reward system as the center of dependence formation by using a 
cultured cell model derived from the central nervous system. However, at the stage of obtaining 
basic knowledge for examining the effects of cannabinoids on cultured cells, significant 
cytotoxicity was observed by treating cells with cannabinoids. Therefore, we investigated the 
mechanism of cytotoxicity induced by these cannabinoids. We found that the cytotoxicity induced by 
the endocannabinoid arachidonoylethanolamide was necrotic, whereas that induced by the 
phytocannabinoid cannabidiol was apoptotic.

研究分野：法医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大麻は紀元前から医薬品として使用されるとともに、これまでに様々な疾患に対する植物性カンナビノイドの有
効性が明らかとされている。また、内因性カンナビノイドは正常細胞に対して、増殖性および生存促進性作用が
認められるとともに、いくつかの腫瘍化細胞に対して細胞死を誘導することが報告されている。本研究において
も、カンナビノイドの腫瘍化細胞に対する有効性を確認した。また本研究で用いたC6細胞とU87細胞は、それぞ
れラットおよびヒトのグリオーマに由来する細胞であることから、これらの細胞に対するカンナビノイドの細胞
毒性をさらに検証することで、難治性のグリオーマに対する効果的な治療法の開発が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 内因性カンナビノイドシステムは、生体内に広く存在し、様々な生理機能に関与していること
が明らかとなってきている。中枢神経系において内因性カンナビノイドシステムは、シナプス 
逆行性に作用することにより、プレシナプスからのシグナル伝達を抑制的に制御している（逆行
性シグナル伝達抑圧）。 
 一方、違法薬物をはじめとした依存形成物質は、まず、それぞれの特異的な標的分子に作用し
たのち、さらに次の標的分子に対して作用を広げていくことで報酬効果を発揮する。このような
報酬効果に共通するメカニズムとして深く関与しているのが、脳内報酬系と呼ばれるドーパミ
ンシグナリング伝達系である。また、依存形成には脳内報酬系機能の亢進が深く関与していると
考えられている。 
そこで本研究では、培養細胞モデルを用いて、中枢神経系を構成する神経細胞やグリア細胞に存
在する内因性カンナビノイドシステムにおける逆行性シグナル伝達抑制機構が、脳内報酬系機
能の亢進に対し、抑制的な効果を発揮する可能性について検討することとした。 
 
２．研究の目的 
 これまでに報告されている内因性カンナビノイドの中枢神経系における逆行性シナプス伝達
抑圧機構については、グルタミン酸神経系やγ-アミノ酪酸神経系に対するものがほとんどであ
り、ドーパミン神経系におけるシグナル伝達への内因性カンナビノイドの影響について検討し
たものは少ない。 
また、これまでの薬物依存についての研究は、動物実験が主体であり、その研究結果の解釈に

おいては、個体レベルにおける薬物に対する応答の複雑性のため、薬物依存形成の根底にある詳
細な分子機構は、未だ解明されていない。 
そこで本研究では、中枢神経系由来の培養細胞を用い、これらの細胞における内因性カンナビ

ノイドシステムとドーパミンシグナリングに研究対象を限定することでシンプルな実験系とし、
依存形成メカニズムの分子基盤を明らかにするとともに、内因性カンナビノイドシステムの逆
行性シナプス伝達抑圧作用に基づいた依存形成抑制機構について明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1)培養細胞の調整、形態観察 
中枢神経系由来培養細胞として、ラット由来グリオーマ細胞株（C6 細胞）、ヒト由来グリオー

マ細胞株（U87 細胞）を用い、これらの細胞に対し、植物性カンナビノイド（cannabidiol(CBD)）
および内因性カンナビノイド（2-arachidonoyleglycerol（2AG）、arachidonoylethanolamide（AEA））
で処理した。各カンナビノイドで処理後位相差顕微鏡にて細胞の形態変化を観察し、記録した。 
 
(2) 細胞毒性の評価 
 植物性カンナビノイドおよび内因性カンナビノイドを作用させた培養細胞における細胞生存
率と細胞傷害率を、それぞれ CCK8 アッセイならびに LDHアッセイにて評価した。 
 
(3) Caspase3/7活性の測定 
 植物性カンナビノイドおよび内因性カンナビノイドを作用させた培養細胞におけるカスパー
ゼ 3/7活性を、Caspase-Glo 3/7 アッセイにて評価した。 
 
４．研究成果 
本研究は当初、中枢神経系由来培養細胞モデルを用いて、内因性カンナビノイドシステムと脳

内報酬系との関連性を明らかにすることを目的としていたが、植物性カンナビノイドおよび内
因性カンナビノイドの培養細胞への影響について検討するにあたり、基礎的知見を得る段階に
おいて、一部のカンナビノイド処理により、著しい細胞毒性が確認された。このカンナビノイド
誘発性の細胞毒性発現メカニズムを明らかにしなければ、当初の研究目的を達成することがで
きないと考え、植物性カンナビノイドならびに内因性カンナビノイドによる細胞毒性発現メカ
ニズムの詳細を明らかにすることとした。 
 
(1)植物性カンナビノイドおよび内因性カンナビノイド処理による培養細胞の形態変化 
 図 1 に示すように、cont では、顕著な細胞形態の変化を認めず、時間経過に伴う良好な細胞
増殖を認める。2AG 処理では、1時間で突起の退縮を認めるも、その後は時間経過とともに良好
な細胞増殖を認める。AEA 処理では、1時間で細胞の膨化および球状化を認め、その後は明瞭な
細胞形態が認められず、大小不同の残滓物となる。CBD 処理では、1時間で突起の退縮を認め、
その後細胞は収縮および球状化する。 
 



 
図 1 カンナビノイド処理による C6 細胞の経時的形態変化 
C6 細胞をコントロール（cont）、10µM 2AG（2AG）、10µM AEA（AEA）、10µM CBD（CBD）にて、0、
1、6、24 時間処理した。 
 
(2) 植物性カンナビノイドおよび内因性カンナビノイド処理による細胞毒性 
 各種カンナビノイドによる C6 細胞に対する細胞毒性の詳細を明らかにするために、CCK8 アッ
セイにて細胞生存率を評価し、LDHアッセイにて細胞傷害率を評価した。2AG 処理では、10µMに
て一過性の生存率の低下を認めるが、その後回復した（図２）。AEA 処理では、10µMにて細胞生
存率の急激な低下と、細胞傷害率の急激な上昇を認めた（図２）。CBD 処理では、5µM 以上にて細
胞生存率の急激な低下を認めるが、細胞傷害率は時間経過に伴い漸増した（図２）。 
 

図 2 カンナビノイド処理による C6 細胞に対する細胞毒性 
C6 細胞をコントロール（cont）、1〜10µM 2AG、1〜10µM AEA、1〜10µM CBDにて 0〜24 時間処理
した場合における Viability（細胞生存率：各時間における contでの細胞生存率を 100％とした
場合における相対的細胞生存率）と Cytotoxicity（細胞傷害率：各時間における contでの細胞
傷害率を 0％とした場合における相対的細胞生存率）を示す。mean±SE, n=3, *p<0.05, 
**p<0.01(v.s. cont)。 
 



また、異なる動物種のグリオーマに由来する株化細胞（U87 細胞）に対し、カンナビノイドに
よる同様の細胞毒性が認められるかを検証した。2AG 処理では顕著な細胞毒性を認めず、AEA 処
理では細胞生存率の急低下と細胞傷害率の急上昇を認め、CBD 処理では細胞生存率の急低下と細
胞傷害率の漸増を認めた（図 3）。これらの結果は、C6 細胞で認められた結果と同様であった。 
 

図 3 カンナビノイド処理による U87 細胞に対する細胞毒性 
U87 細胞をコントロール（cont）、10µM 2AG、10µM AEA、10µM CBDにて 0〜24 時間処理した場合
における Viability（細胞生存率：各時間における contでの細胞生存率を 100％とした場合にお
ける相対的細胞生存率）と Cytotoxicity（細胞傷害率：各時間における contでの細胞傷害率を
0％とした場合における相対的細胞生存率）を示す。mean±SE, n=3, *p<0.05, **p<0.01(v.s. 
cont)。 
 
(3) 植物性カンナビノイドおよび内因性カンナビノイド処理によるカスパーゼ 3/7活性 
 カンナビノイドによって誘導される C6 細胞における細胞毒性に対し、アポトーシス機構が関
与しているかを確認するため、カンナビノイド処理に伴うカスパーゼ 3/7 活性の変化を確認し
た。アポトーシス誘導剤である staurosporine（STS）で処理した場合、カスパーゼ 3/7活性は 6
時間で有意に上昇した（図 4）。2AGおよび AEA 処理では、カスパーゼ 3/7活性に顕著な変化を認
めなかった（図 4）。一方、CBD 処理では、カスパーゼ 3/7活性は 1時間で有意に上昇し、6時間
でより顕著となった。 
 

図 4 C6 細胞のカスパーゼ 3/7活性に対するカンナビノイドの影響 
C6 細胞をコントロール（cont）、2µM staurosporine（STS）、10µM ２AG、10µM AEA、2µM CBDに
て1あるいは6時間処理した場合におけるカスパーゼ3/7活性を示す。mean±SE, n=3, *p<0.05, 
**p<0.01(v.s. cont)。 
 
(4)まとめ 
 本研究において、カンナビノイドにより誘導される細胞変化が異なることが明らかとなった。
2AGでは顕著な細胞毒性を認めなかった。一方、AEAによって誘導される細胞変化（細胞形態の
膨化、細胞外 LDH 活性の急激な上昇）は、ネクローシス様であるのに対し、CBDによって誘導さ
れる細胞変化（細胞形態の収縮、カスパーゼ 3/7活性の上昇）は、アポトーシス様であった。 
一般に、内因性カンナビノイドである 2AGや AEA、また植物性カンナビノイドのうち中枢神経

作用を持つカンナビノイドである THC は、カンナビノイド受容体のアゴニストとして作用する
ことが知られている。一方、中枢神経作用を持たない CBDは、カンナビノイド受容体に対する結
合能が低く、主にその他の受容体やイオンチャネルなどを介して作用すると考えられている。ま
た、CBDは THC の作用に拮抗することも知られている。この様な各カンナビノイドの作用機序の



違いが、本研究で認められたカンナビノイドによって誘導される細胞毒性の違いに起因する可
能性が示唆される。 
また、2AG および AEA はともに内因性カンナビノイドであるが、中枢神経系において 2AG は
AEAの 100 倍以上の高濃度で存在するとされている。この様な元々の生体での存在量の差が、本
研究で認められた 2AG と AEA 処理に対するグリオーマ細胞の応答性の違いに寄与している可能
性が示唆される。 
大麻は、紀元前から医薬品として使用されるとともに、これまでに様々な疾患に対する有効性

が明らかとされている。また内因性カンナビノイドは、正常細胞に対して増殖性および生存促進
性作用が認められるとともに、いくつかの腫瘍化細胞に対して細胞死を誘導することが報告さ
れている。本研究で用いた培養細胞モデルは、ラットならびにヒトのグリオーマ由来の細胞株で
ある。グリオーマは最も多い脳腫瘍の一つで難治性の腫瘍であるとされている。カンナビノイド
による細胞毒性をグリオーマ細胞に対し特異的に誘導することが可能となれば、難治性の疾患
に対する効果的な治療法の開発につながることが期待される。 
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