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研究成果の概要（和文）：少量のMethamphetamine(METH)を反復投与し、中脳に小胞体ストレス蛋白の増加を認めるモ
デル動物に対して多量のMETHを投与した。この動物の中脳の解析により、小胞体ストレス蛋白のGrp78および活性化ATF
6の有意な増加を認めた。さらに、酸化ストレスのマーカーである4-HNEの増加の抑制や抗酸化ストレス蛋白であるSOD1
の早期の増加を認めた。また、アポトーシスの指標が抑制され、少量のMETH反復前投与は、多量のMETH投与における中
脳の神経細胞に対する感受性に影響することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that low-dose methamphetamine (METH) pre-treatment increase
s endoplasmic reticulum stress protein levels in the rat midbrain. In this study, we assessed the effects 
of high-dose METH on rat midbrain. High-dose METH administration led to a significant increase in expressi
on of the endoplasmic reticulum stress protein Grp78 and activated ATF6. Furthermore, we observed an early
 increase of the antioxidant stress protein SOD1 and increased inhibition of the oxidative stress marker 4
-HNE. High-dose METH inhibited the apoptotic index in midbrain. Collectively, these results suggest that l
ow-dose METH pre-treatment influenced the susceptibility of midbrain neurons to high-dose METH administrat
ion.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 覚醒剤の濫用は世界的な社会問題であり、
さらに近年、日本でも覚醒剤に対する社会的
関心は特に高まっている。しかしながら、覚
醒剤濫用に対する法医病理学的診断法はい
まだ確立されているとはいえない状況であ
る。ヒトでの覚醒剤の使用では、少量の摂取
を繰り返すことで依存を強めていき覚醒剤
の使用量が漸増する。そして、ついには覚醒
剤精神病の発症や死亡となる。覚醒剤の
Methamphetamine(METH)による中枢神経障害
のメカニズムについては、動物へ METH を多
量単回投与したモデルを用いて多くの検討
がなされており、主に酸化ストレスによるア
ポトーシスが、ドーパミン作動性神経に引き
起こされることが知られている。しかし、こ
の動物モデルは、ヒトにおける覚醒剤濫用と
は異なった条件といえる。そこで、METH を少
量反復投与することにより、中脳の黒質にお
いて、酸化ストレスの指標の上昇を認めない
にもかかわらず、小胞体ストレス蛋白が増加
しているドーパミン作動性神経の神経障害
の前段階、すなわちヒトの覚醒剤濫用の初期
像と考えられるモデル動物を作成した。 
 
２．研究の目的 
 少量の METH 反復投与モデル動物における
脳神経の解析を行うことにより、ヒトの覚醒
剤濫用における初回使用、濫用、依存、覚醒
剤精神病という状態に移行する過程におけ
る神経障害のメカニズムの解明につながる
法医病理学的診断のための基本的情報を得
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）試料作成 
①実験動物への薬物投与 
 実験動物は、９週齢の Wistar 系雄性ラッ
トを用い、環境に十分に慣らした後より実験
に供した。METH の少量反復投与（METH 群）
は、1.0 mg/kg/day を５日間の反復投与を行
い、６日目に多量の METH（40 mg/kg/day）を
投与した。対照として、薬剤を溶解した溶媒
のみを反復投与（対照群）した後に、多量の
METH を投与した動物を作成した。試料採取は、
炭酸ガス吸入による安楽的死直後に行った。 
 
②タンパク質解析用試料作成 
最終投与の８時間、１日、３日目に脳を取

り出し、中脳の黒質を含む領域を分画分取し
ただちに液体窒素にて凍結した。試料は
-80℃にて保存した。 
分取した脳は、凍結粉砕を行いRIPA Buffer

を用いて抽出した。 
 

③遺伝子発現解析用試料作成 
 上記②と同様に分取した脳を凍結粉砕し、
RNAzol RT を用いて Total RNA の抽出を行っ
た。 
 

④免疫組織化学的染色用試料作成 
最 終 投 与 ８ 時 間 後 に 、 ４ ％ 

Paraformaldehyde による還流固定を行い脳
を取り出し、定法に従いパラフィン包埋ブロ
ックを作成した。 
 
（２）解析 
①Western blottingによるタンパク質の定量
的解析 
タンパク質を抽出した試料は、アクリルア

ミド電気泳動により分子量で分離し、PVDF メ
ンブレンに転写した。その後、抗体を反応さ
せ、化学発光により検出する Western 
blotting を行った。 
１次抗体には、小胞体ストレスに関連する指
標として、Glucose-regulated proteins 78 
(Grp78) を 認 識 す る 抗 KDEL 抗 体 、 抗
Activating transcription factor 6 (ATF6)
抗体を用いた。細胞死関連マーカーとして、
ド ー パ ミ ン 神 経 の マ ー カ ー で あ る 抗
Tyrosine hydroxylase (TH) 抗体、アストロ
サ イ ト の マ ー カ ー で あ る 抗  Glial 
fibrillary acidic protein (GFAP) 抗体を
もちいた。アポトーシスに関連する指標とし
て、小胞体ストレスからのアポトーシスに関
与する抗 C/EBP homology protein (CHOP) 抗
体、抗アポトーシス因子である抗 B-cell 
lymphoma protein-2 (Bcl-2) 抗体、アポト
ー シ ス の 促 進 因 子 で あ る 抗  Bcl-2 
associated X protein (Bax) 抗体、抗リン
酸化 Apoptosis signal-regulating kinase 1 
(ASK1) 抗体を用いた。さらに、アポトーシ
スの制御関連因子として、抗リン酸化 
Mammallian target of rapamycin (Ser2481) 
(mTOR C2) 抗体、抗リン酸化  Serine–
threonine kinase Akt (AKT) 抗体を用いた。 
 
②遺伝子発現解析 
 試料より抽出した mRNAより High Capacity 
RNA-to-cDNA Kit を用いてcDNAの合成を行い、
ドーパミン D2 レセプターおよび、小胞体ス
トレス時にスプライシングされることによ
り活性化するX-box binding protein 1(XBP1)
を活性化型の XBP1 のみを認識するプライマ
ーを用いて、Real Time PCR 法による定量的
発現解析を行った。 
 
③免疫組織化学的染色 
 作成したパラフィンブロックは、厚５μm
にて薄切し、パラフィン薄切切片を作成した。
切片は、親水化処理後１次抗体として抗 KDEL
抗体、抗 ATF6 抗体、抗リン酸化 ASK1 抗体、
抗 mTOR C2 抗体、抗リン酸化 AKT 抗体およ
び抗 TH 抗体、を用い、蛍光色素を結合させ
た２次抗体を用いて染色した。その後、DAPI
による核染色を行い、水溶性封入剤にて封入
し蛍光顕微鏡により観察した。 
 
 
 



４．研究成果 
（１）Western blotting の結果 
①細胞死関連マーカー 
３日において、対照群では、TH の有意な低

下、CHOP、GFAP の有意な増加、Bcl2/Bax 比
の有意な低下を認めた。一方、METH 群は、こ
れら細胞障害の指標の TH、CHOP、GFAP、
Bcl2/Bax 比において、有意な変化を認めなか
った。 
 
②小胞体ストレス関連因子 
MEHT 群において前投与後に増加していた

Grp78 は、多量の METH 投与後にさらに有意な
増加を示した。８時間においては、ATF6 の活
性化体の有意な増加を示した。 
対照群においては、Grp78 の有意な変化を

認めず、８時間における ATF6 の活性化体の
有意な変化を認めなかった。 
一方、リン酸化 ASK1 は、対照群において

８時間で有意に増加を示し、METH 群では有意
な変化を認めなかった。 
 
③アポトーシス制御関連因子 
mTOR C2 は８時間において、METH 群では有

意に増加を示すが、対照群においては有意な
変化を認めなかった。 
８時間における AKT1 のリン酸化は、METH

群において有意に増加を認めた。対照群では
有意な変化を認めなかった。 
 
(2) 遺伝子発現解析 
スプライシングされた活性化型の XBP1 の

発現は、METH 群、対照群に有意な変化を認め
なかった。 
ドーパミン D2 レセプターの発現について

も METH 群、対照群において、有意な変化を
認めなかった。 
 
(3) 免疫組織化学的染色 
Grp78は、TH陽性細胞と良く一致していた。

しかしながら、GFAP と一致した陽性像をほと
んど認めなかった。 
ATF6 は、TH 陽性細胞と一致した染色像を

認めた。 
リン酸化 ASK1 は、METH 群の TH 陽性細胞と

一致する染色像をほとんど認めなかった、し
かしながら、対象群の TH 陽性細胞とは一致
した染色像を認めた。 
一方、リン酸化 AKT は、METH 群の TH 陽性

細胞に認めた。しかしながら、対照群の TH
陽性細胞にはほとんど認めなかった。 
mTOR C2 は、METH 群の TH 陽性細胞に一致

した染色像を認めた。対象群の TH 陽性細胞
と一致した染色像は、ほとんど認めなかった。 
 
 
(4)まとめ 
中脳より抽出したタンパク質の Western 

blottingによる解析では、METH群において、
小胞体ストレス状態を示唆するGrp78の増加

を認めた。このとき、ATF6 の活性化体の増加
は METH 群のみに認めた。小胞体ストレス時
に活性化される主なカスケードの１つであ
る ATF6 経路の活性化が、本研究において行
った薬物投与方法の特徴であると考える。 
さらに、METH 群における TH の低下や GFAP の
増加といった細胞障害の指標の有意な変化
を認めず、さらにアポトーシスの指標となる
Bcl2/Bax比、CHOPの変化も抑制されていた。
このことは、METH により引き起こされること
が知られているアポトーシスが、METH 群では
抑制されているものと考える。これは、中脳
黒質の神経細胞障害の抑制を示唆している。 
アポトーシスカスケードの１つである

ASK1-JNK Pathway の指標となる ASK1 のリン
酸化を Western blotting により解析したと
ころ、MTHE 群においてその発現レベルは抑制
されていた。さらに、ASK1 のリン酸化を抑制
するAKTのリン酸化体の有意な増加を認めた。
また、AKT のリン酸化に関与する mTOR C2 の
有 意 な 増 加 を 認 め た こ と か ら 、 mTOR 
C2-AKT-ASKのpathwayの可能性が考えられた。
この mTOR C2 は、小胞体に局在しているとの
報告があり、本研究の結果と合わせて考える
と、上記 pathway に ATF6 が関与している可
能性が考えられた。 
免疫組織化学的染色による解析では、ASK1、

AKT、mTOR が中脳黒質の TH 陽性細胞に認めら
れ、前期 mTOR C2-AKT-ASK pathway が黒質の
ドーパミン作動性神経において関与してい
ることが考えられた。 
以上のことより、少量の METH を反復投与

することにより引き起こされる中脳の小胞
体ストレスの増加は、多量の METH 投与に対
する中脳黒質の神経細胞における小胞体ス
トレス反応やアポトーシス経路に影響する
ことを示唆するものと考える。 
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