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II. 成果の概要（総括研究報告） 

 

 本事業は、医薬品開発時の薬物依存性の評価のための「ガイドライン等の検討に資する資料の作成及

び Q & A 集の構築」と「新規薬物依存評価系の構築」に分類して進めている。 

 「ガイドライン等の検討に資する資料の作成及び Q & A 集の構築」ではまず「ガイドライン等の検討

に資する資料の作成」において以下の段階を経て依存性の有無を確認することを提案する。薬物開発の

初期段階で得られる非臨床データとして、(1) 薬物動態・薬力学的プロファイル、(2) 既知の依存性薬

物との化学構造の類似性、(3) 受容体結合プロファイル、(4) インビボ非臨床試験での行動／症状観察

所見を一次評価として行い、精神依存の有無に関しての最初の評価を行なうことを検討した（名古屋大

学・山田清文）。 

一次評価において依存性を否定できない場合には、非臨床評価モデルを用いた依存性試験を二次評価

として行う必要がある。まず、二次性評価のための非臨床の依存性試験の共通事項として、実験動物、

薬物投与経路、投与用量、試験時期、薬物動態・薬力学的指標などの基準を検討した(東京慈恵医科大学・

宮田久嗣)。 

次に、(1) 身体依存性評価法として身体依存形成試験（星薬科大学・鈴木勉）、(2) 精神依存性評価試

験として、薬物自己投与試験(東京慈恵医科大学・宮田久嗣）、条件づけ場所嗜好性試験（富山大学・新

田敦美）、その他（脳内自己刺激被験（東京都医学総合研究所・池田和隆）、(3) 感覚効果として薬物弁

別試験（星薬科大学・森友久）についてそれぞれ新基準を作成した。これに対して、医薬品医療機器総

合機構 (PMDA)よりコメントを頂き、修正を行っている。今後、日本製薬工業協会 (Japan Pharmaceutical 

Manufacturers Association: JPMA) 医薬品評価委員会基礎研究部会よりコメントを求める予定である。 

さらに、「Q & A 集の構築」としては薬物依存性試験に関する Q & A 集を作成するため、JPMA 医薬品

評価委員会基礎研究部会に薬物依存性試験に関する疑問 (Q) を募った。JPMA ではアンケートを実施、

集計し、「非臨床薬物依存性試験に関するアンケート調査結果」として報告書を提出していただいた。こ

の報告書に PMDA よりコメントを頂いた。また、薬物依存性試験のガイドラインの作成に資する資料の作

成を担当した班員の意見を加えて、Q 候補を決定した。また、この資料作成にあたり、Q & A 集に加え

た方が良いと班員が判断した Q も加えて候補とした。依存性試験が必要な被験薬物について４Q、身体

依存性試験として４Q、精神依存性試験として６Q、薬物弁別試験について２Q、総合的な１Qを決定した。

今後、担当者を決定し、Aの作成に入る。 

 

ガイドラインの作製のために、様々な依存性試験に関する検討がなされてきたが、薬物自己投与法等

では、幻覚発現薬に関する評価が出来ないことが大きな問題である。この問題に関し、幻覚発現薬の弁

別刺激効果を評価することにより、幻覚発現薬の精神依存に関する評価が可能であると考えられた。そ

こで、MDMA もしくは THC の弁別刺激効果と幻覚発現薬の感覚との類似性により評価可能かを検証した。

その結果、幻覚を発現し、乱用が問題となってきた危険ドラッグや麻薬の代表的なもののいくつかは、

MDMA もしくは THC の弁別刺激効果に般化を示し、幻覚発現薬を用いた弁別刺激効果は、幻覚発現薬の依

存性の評価に有用であることが示唆された(星薬科大学・森 友久)。 

 

「新規薬物依存評価系の構築」に関する研究を行い、以下のような成果を得た。 DNA マイクロアレイに

よる網羅的遺伝子発現解析を用い、cocaine を反復投与された野生型マウスの側坐核で発現が変動する遺

伝子群を同定した。また、EP1 欠損マウスで、これらの発現変動の一部が消失していることを見出した。
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また、反復社会挫折ストレスに供した野生型マウスの内側前頭前皮質のミクログリアと側坐核のミクロ

グリアで発現変動する遺伝子群を調べ、各脳領域のミクログリアに選択的な遺伝子発現変化を認めた。

自然免疫分子、転写因子、シグナル伝達分子、エピゲノム制御因子などの発現変動を認め、これらの一

部が自然免疫分子に依存的であることを示した。さらに、転写因子結合モチーフ解析を行い、内側前頭

前皮質に選択的で、かつ自然免疫分子依存的な遺伝子発現制御を担う転写因子結合モチーフの候補を絞

り込んだ（神戸大学大学院医学研究科・古屋敷 智之）。 

 

ドパミントランスポーター（DAT）ならびにμオピオイド受容体（MOP）の欠損が脳内自己刺激行動に

与える影響を検討し、脳内自己刺激行動は MOP および DAT のいずれかが欠損しても維持されるが、それ

ぞれの欠損は報酬系に異なる影響を与えることが示され、特に DAT は報酬獲得行動の持続への関与が強

いことが示唆された（東京都医学総合研究所・池田 和隆）。 

 

cFos-TRAP マウスの腹側被蓋野領域から分取した Thy1+/GFP+ (positive) cell と Thy1+/GFP− 

(negative) cell を用いて、ethanol (EtOH) あるいは morphine による活性化細胞の性質について検討

した。その結果、腹側被蓋野における cFos-GFP positive cell では、cFos-GFP negative cell に比べ、

tyrosine hydroxylase および dopamine transporter mRNA、aldehyde dehydrogenase (ALDH) 1a1 mRNA 

の顕著な発現が認められた。ALDH1a1 は dopamine 神経細胞において γ-aminobutyric acid (GABA) を

合成することが報告されている。すなわち、依存性薬物は中脳辺縁 dopamine 神経において GABA 量を

低下させる可能性が考えられる。さらに、methamphetamine (METH) 処置マウスに対する ALDH1a1 の関

連性について、免疫組織学的染色法を用いて検討したところ、METH 処置マウスの腹側被蓋野においても、

TH 陽性/ALDH1a1 陽性の ΔFosB positive cell が確認された。以上の結果より、依存性薬物、特に EtOH 

は腹側被蓋野に存在する dopamine 神経細胞を特異的に活性化させ、ALDH1a1 を含有する dopamine 神

経応答に変化を引き起こす可能性が明らかとなった。したがって、ALDH1a1 が依存性薬物による薬物依

存誘引因子マーカーの 1つとなる可能性が考えられる(星薬科大学・成田 年)。 

 

 依存性薬物によりシグナル依存的に活性化されると考えられる転写因子を利用した依存性薬物の in 

vivo 評価系の構築を目的とし、2 種類の転写因子の転写活性を in vivo においてモニターするためのア

デノ随伴ウイルス(AAV)ベクターを作製した。Neuro2A 細胞を用いて、上記 2 種類の AAV ベクターがそれ

ぞれ正常に作動することを確認することができた。 次に、上記 AAV ベクターのうちの一つを用いて、マ

ウス線条体神経細胞にレポーター遺伝子を導入し、cocaine 投与による転写活性の変化をモニターした。

転写活性は cocaine 投与により対照群に比べ増加する傾向が認められた。本研究により in vitro および

in vivo での転写因子の活性をモニターできる評価系を構築することができた。本評価系は依存性薬物の

中枢効果を迅速に予測するための in vivo スクリーニング法として有用であると考えられた（名古屋大

学大学院医学系研究科・山田清文）。  

 

現在、覚醒剤依存は、効果的治療法のない深刻な社会問題のひとつとなっている。そこで、覚せい剤

依存に対する治療法の開発のために新たな薬物依存関連分子を探索し、新規分子 TMEM168 を見出した。

脳内報酬系の側坐核における TMEM168 は、覚醒剤により誘発される行動過多、場所嗜好性およびドパミ

ン遊離上昇に対して抑制的な役割を担っていた。さらに、TMEM168 と相互作用することが明らかとなった

オステオポンチンも、側坐核において覚醒剤誘発行動過多に対して抑制的に働いた。オステオポンチン
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は細胞外で分割されてインテグリン受容体に作用することが報告されているので、TMEM168／オステオポ

ンチン／インテグリン受容体の情報伝達経路が、覚醒剤によるドパミン神経機能亢進を制御しているこ

とが示唆された。この様に膜貫通型タンパク質 (transmembrane protein 168: TMEM168) により調節さ

れる分泌性細胞外構造タンパク質オステオポンチンの情報伝達系が、覚醒剤依存の治療法開発において、

側坐核ドパミン機能制御による新たな標的経路となることを見出した（富山大学大学院医学薬学研究

部・新田淳美）。 

 

細胞１つに対する依存形成薬物の影響を評価する手法確立を目指して、生細胞のミトコンドリア密度

と膜電位の可視化、iPS 由来神経細胞の活動の定量化に成功した。具体的には、ミトコンドリアのタイム

ラプスライブイメージングにより、単一細胞への光刺激でミトコンドリア膜電位が低下するところを捉

え、細胞内に多数あるミトコンドリアは 1本単位で膜電位が低下するということを見出した。iPS 由来神

経細胞の活動は、ライブイメージングにより細胞内カルシウム濃度変化を測定し、定量化した（東京慈

恵会医科大学・原 央子）。 

 

 

 Our project consist of two groups: One is “preparing the documentary literature as a reference 

to establish the guideline to detect the abuse potential for drug development and Collection of 

Q & A for drug abuse research”. The other one is “establishment of novel system to evaluate 

the abuse potential".  

 

In our new guideline, (1) pharmacokinetic (PK) and pharmacodynamics (PD) characteristics, (2) 

a chemical structure similar to any active substance with dependence potential, (3) a receptor 

binding profile, and (4) gross behavior observation data are required for animal pharmacology 

studies as the primary evaluation (Kiyofumi Yamada). 

If the abuse potential of developing product could not be ruled out in the primary evaluation, 

animal studies should be required as the secondary protocol to evaluate the abuse potential of 

developing product. Such animal studies include physical dependence studies (Tsutomu Suzuki), 

psychic dependence studies (i.e. the self-administration paradigm (Hisatsugu Miyata), conditioned 

place preference paradigm (Atsumi Nitta), intracranial self-stimulation paradigm (Kazutaka 

Ikeda)), and subjective effects studies (i.e. the drug discrimination paradigm)(Tomohisa Mori). 

Therefore, we made a new protocol for each animal model, and discussed experimental protocol 

including animal species, a route of drug administration, range of doses, a timing of estimation, 

and PK/PD indexes. 

  Now we just received comments from PMDA, and start revising them. We are going to ask comments 

from Japan Pharmaceutical Manufacturers Association (JPMA) to fine-tune them. 

On the other hand, to submit the collection of Q & A for drug dependence research, we asked 

JPMA about “Question” for the models to evaluate a drug dependence to understand what they do 

not know well. JPMA conducted a questionnaire survey about “the models to evaluate a drug 

dependence”, and they had fed back the results to us. We have also received the comment about 

the results from JPMA. Our members have added several Q & A to improve the collection (two questions 
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for physical dependence, six questions for psychological dependence, 2 questions of drug 

discrimination study etc.). We will reply against all Qs. 

 

  Next, we performed the research concerning“establishment of novel system to evaluate the abuse 

potential" and we got results as follows; 

 

We have been facing the problem that self-administration procedure as well as conditioned place 

preference procedure could not evaluate the abuse liabilities induced by hallucinogenic. Here 

there is a possibility that drug discrimination procedure in rats trained to discriminate between 

hallucinogenic and saline would be useful to evaluate the abuse liability-induced by 

hallucinogenic. In this study, several illegal drugs, which have hallucinogenic effects, 

completely substituted for the discriminative stimulus effects of MDMA or THC, indicating that 

the drug discrimination procedure using hallucinogenic as a training drug is useful for evaluating 

the abuse liability induced by hallucinogenic (Tomohisa Mori). 

 

Using DNA microarray-based transcriptome analyses, we identified a group of genes whose 

expressions were changed by repeated treatment with cocaine in the nucleus accumbens of wild-type 

mice. The expressions of some of these genes were unaffected in EP1-deficient mice. In parallel, 

we examined groups of genes whose expressions were changed by repeated social defeat stress, and 

found the distinct patterns of changes in microglia of the medial prefrontal cortex and the nucleus 

accumbens. The affected genes include innate immune molecules, transcription factors, 

intracellular signaling molecules and epigenetic regulators, and the expression of some of these 

genes depended on certain innate immune molecules. Using transcription factor-binding motif 

analysis, we narrowed down the candidates of transcription factor-binding motifs which mediate 

repeated social defeat stress-induced transcriptional regulation specific to mPFC microglia and 

dependent on the innate immune molecules (Tomoyuki Furuyashiki). 

 

The influence of deletion of dopamine transporter (DAT) and μ opioid receptor (MOP) on 

intracranial self-stimulation (ICSS) behavior was investigated, and ICSS was maintained even if 

either MOP or DAT was deleted. It was shown that each deletion had a different influence on the 

reward system, and in particular, it was suggested that the DAT is strongly involved in the 

continuation of the reward acquisition behavior (Kazutaka Ikeda). 

 

We have characterized the activated cells induced by ethanol (EtOH) or morphine by analyzing 

Thy1+/GFP+ (positive) and Thy1+/GFP- (negative) cells in the ventral tegmental area of cFos-TRAP 

mice.   In this study, the mRNA levels of tyrosin hydroxylase, dopamine transporter and aldehyde 

dehydrogenase (ALDH) 1a1 were much higher in cFos-GFP positive cell as compared to those in cFos-GFP 

negative cells.   It has been reported that ALDH1a1 is an important for the synthesis of 

γ-aminobutyric acid (GABA) in the dopaminergic neurons, so that addictive drugs may reduce the 

amount of GABA in the ventral tegmental area.   Furthermore, effects of methamphetamine on the 

expression of ALDH1a1 in mice were also examined using the immunohistochemical staining method.   

As a result, methamphetamine increased the number of ΔFosB positive cells, which have both TH 
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and ALDH1a1 mRNA in the ventral tegmental area.   These findings suggest that addictive drugs 

including EtOH activate the dopaminergic neurons in the ventral tegmental area and may cause a 

change in the function of dopamine neurons containing ALDH1a1.   We propose here that ALDH1a1 

could be one of the biomarker to predict the liability of drug dependence (Minoru Narita).   

 

To develop a rapid in vivo screening system for drugs of abuse, we constructed adeno-associated 

virus (AAV) vectors which enable to monitor the activity of transcription factors in vivo. We 

confirmed that 2 different AAV vectors we made successfully express the reporter gene in Neuro2a 

cells. We next monitored the transcriptional activity in response to cocaine treatment in the 

AAV-injected mice expressing reporter gene in the striatum. Cocaine treatment increased 

transcriptional activity compared with vehicle-treated mice. These results suggest that this 

system is useful for the screening method that could predict pharmacological effects of drugs 

of abuse on the CNS in vivo (Kiyofumi Yamada). 

 

Methamphetamine dependence is one of the serious social problems without effective therapy now. 

Therefore, we searched drug dependence-related molecules for the development of the effective 

therapeutic method, and found new molecule, transmembrane protein 168 (TMEM168). TMEM168 in the 

nucleus accumbens of mice played an inhibitory role in methamphetamine-induced hyperlocomotion, 

conditioned place preference and extracellular dopamine elevation. Furthermore, TMEM168 

interacted with extracellular structural protein osteopontin, and the osteopontin in the nucleus 

accumbens of mice also inhibited methamphetamine-induced hyperlocomotion. Because several 

previous reports demonstrated that osteopontin was divided in the synaptic cleft and acted on 

the integrin receptors, our findings suggested that the transduction pathway of the TMEM168 / 

osteopontin / integrin receptors controlled the dopaminergic hyperfunction in the nucleus 

accumbens induced by methamphetamine. Thus, TMEM168-regulated osteopontin system may be a new 

target pathway for the effective therapy of methamphetamine dependence via regulating accumbal 

dopaminergic function (Atsumi Nitta). 

 

To evaluate the influence of dependent forming drug to each cells, we tried to visualize and 

measure the mitochondria activity in living cells. The density and the membrane potential of 

mitochondria were visualized using the dye of Mito Red (SIGMA). From this study, it was observed 

that membrane potential of mitochondria fade away by photo-stimulation with not whole but one 

by one in each cell. And to evaluate the consequence of dependent forming drug to neuronal cells, 

the spontaneous activity of neurons which differentiated from human iPSCs was measured by calcium 

indicator of Oregon Green 488 BAPTA (Thermo Fisher Scientific). As calcium concentration was 

oscillated spontaneously in the neuron, it was considered the neuron which differentiated from 

iPSCs by our protocol were highly functional, and we are ready to move on to next steps (Chikako 

Hara). 
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