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研究成果の概要（和文）： 
 統合失調症と特定の薬物が引き起こすそのモデルが一定の発達段階以降に出現することに着
目し、本症に関連する新しい候補分子として、動物に脳から、このモデルの成立時期以後に、こ
れら薬物によって異常を示す遺伝子を発見した。また、統合失調症で機能不全が推測される
NMDA 型グルタミン酸受容体を賦活する作用と、統合失調症とそのモデルを改善する作用をも
つ脳の D-セリンの代謝を調節するメカニズムを調べ、関連の新たな分子・細胞を見出した。これら
は、統合失調症の分子異常の解明や治療法の開発に役立つ重要な所見と考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To clarify the molecular basis of schizophrenia, we have explored and detected the 
developmentally regulated schizophrenomimetic-inducible genes from the rat brain regions as the 
novel candidates for schizophrenia-associated molecules in terms of the phenomena that 
schizophrenia and its pharmacological models usually occur after the specific postnatal period. 
Moreover, we have newly cloned and clarified the two genes and the glial regulation, respectively, 
which are closely related to the endogenous D-serine signal controls to get further cues for the 
investigation on the possible dysfunction of the NMDA type glutamate receptor and its co-agonist 
D-serine in the schizophrenia brains.   
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１．研究開始当初の背景 
 統合失調症では、人生早期（主に 15~35 才）
から約 0.8％に及ぶ高率な発症が見られ、知覚、
思考、感情、意欲、自我等の広汎な精神機能の
障害のために、幻覚・妄想を中心とする陽性症
状、感情鈍麻・意欲減退・会話・思考の貧困を初
めとした陰性症状、遂行機能・ワーキングメモリー
その他の認知機能の障害等の多彩な精神症状
が出現する。治療薬（抗精神病薬）に抵抗する陰
性症状、認知機能障害等により慢性化・難治化
し易いため、多くの患者が十分な社会復帰を果
たせず、わが国だけで約 20 万人が入院を余儀
なくされている。患者、家族はもちろん社会が被
る損失は甚大であり、病因・病態の分子機構解
明と画期的な治療法開発が急務となっている。 
 しかし、統合失調症は他の精神疾患と同様に、
原因の異なる疾患群を含むと推測され、脳に変
性、炎症等の明らかな神経病理学的所見を伴わ
ず、生物学的マーカーも未確立であることや、多
遺伝子疾患であって患者が集積する家系にお
いてもメンデル遺伝のパターンが見出されないこ
と等が主要因となって、分子レベルの研究が難
航している。これらの事実は、本症で特異的に障
害される分子機構が、精神機能に要する情報処
理を支えるため、これまで知られていない作動原
理をもつ可能性を示唆している。そこで、新たな
視点を導入した分子異常の研究戦略が必要と考
えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、統合失調症発症の発達神経科学
的特徴と、従来の脳内生理活性物質とは異なる
性質をもつ統合失調症状関連物質の２つの新た
な視点から、本症の分子病態の解明をめざす。
第一に、統合失調症およびそのモデルと考えら
れる、ドーパミン作動薬・NMDA 型グルタミン酸
受容体（NMDA受容体）遮断薬等の統合失調症
様症状発現薬による精神病状態や動物の行動
異常が、一定の発達期（臨界期）以降に出現す
る現象に着目し、統合失調症で特異的異常を来
す情報処理機構を構成する分子の候補として、
統合失調症様異常発現薬への応答や基礎的発
現が臨界期と密接に関連した発達変化を示す分
子を探索する。第二に、以下のような所見にもと
づいて統合失調症との関連が推測される脳内物
質 D-セリンの、代謝・機能の分子細胞メカニズム
を明らかにする：D-セリンは、1)NMDA型グルタミ
ン酸受容体のコアゴニストであり、2) NMDA受容
体遮断薬が統合失調症様の精神症状やそのモ
デルとなる動物の行動変化を引き起こすのとは
反対に、これらの異常を改善する作用（抗精神
病作用）をもつ、3)哺乳類では例外的な内在性
D アミノ酸であって脳選択的で NMDA 受容体
R2B サブユニットと同様の分布を示す、4)上述の
臨界期以降に成熟動物型の脳内濃度と分布パ
ターンが出現する内在性 NMDA 受容体制御因
子と考えられる。さらに、上記２つの分子群の統

合失調症における変化を調べ、本症の分子異常
にアプローチする。 
  このため、differential cloning、 DNA アレイ、
アフリカツメガエル卵母細胞等を用いた機能的
遺伝子クローニング等の方法を用い、統合失調
症に関連する脳機能分子の候補として、次の４タ
イプの特徴をもつ遺伝子を検索する（(1)-(a)~(c)
および(2)）：(1)薬物投与による統合失調症の動
物モデルの臨界期前後で脳における発現制御
が変化、(1)-(a)統合失調症様の陽性症状を引き
起こすドーパミン作動薬の methamphetamine
（MAP）への応答が変化、(1)-(b)統合失調症様
の陰性・陽性双方の症状を引き起こすNMDA受
容体遮断薬の phencyclidine への応答が変化、
(1)-(c)基礎的発現が変化；(2)内在性 D-セリンの
合成、貯蔵、放出、結合、取り込み、分解等の代
謝・機能に関係。 
 
３．研究の方法 
 報告した研究は、東京医科歯科大学の研究倫
理委員会および実験動物委員会の承認を得た
上、倫理ガイドラインを遵守して行った。 
(1)実験動物および薬物 
 動物実験には、胎生 18~20 日齢、および生
後 1~56 日令の Wistar 系雄性ラットまたは
C57BL/6 系雄性マウスを用いた。動物は 
25.0±0.5�、湿度 55％、8時より 20時を明期とす
る明暗条件下で飼育した。 
 PCP は山之内製薬（現、アステラス製薬）より恵
与された。そのほかの試薬は、すべて市販のも
のを用いた。薬物投与は、皮下（s.c.）あるいは腹
腔内（i.p.）への注射により行った。対照群の動物
には注射溶媒を投与した。薬物の投与量は、常
に free baseで計算した。 
(2)DNAアレイ 
 PCP、MAP または生理食塩水を投与した、生
後 8日齢および 56日齢のマウスまたはラットの大
脳新皮質および視床から total RNAを抽出した。
このうち、0.4 ugを用いて、random hexamer 
primingによる逆転写反応によって cDNAを合成
し、8,374 クローンに対する DNAチップ（マウス
用：IncyteGenomics, Inc (Genome Systems Inc.)）
または約 28,000遺伝子の 30,000転写産物以上
に対する DNAチップ（ラット用：Affymetrix 
GeneChipR Rat Genome 230 2.0 Array）を使って、
生後8日と56日の間で薬物応答に差のある遺伝
子のスクリーニンを行った。さらに、この結果を定
量的 RT-PCRにより確認した。 
(3)Differential cloning法：RNA arbitrarily primed 
PCR（RAP-PCR） 
 生後 8日齢または50日齢のラットにPCP、MAP、
D-セリン、L-セリンまたは生理食塩水を投与後１
~3時間で断頭し、大脳新皮質より total RNAを
抽出した。random hexamer によって合成した
cDNA をテンプレートとし、12mer からなるプライ
マーを用いて arbitrarily primed PCR を行った。
増幅産物を変性ポリアクリルアミドゲルにて分離



し、SYBR Green I (Molecular Probes)で染色後、
蛍光 イ メ ー ジ アナ ラ イ ザー （ FMBIO II 、
HITACHI ）で解析して fingerprint を得た。
Fingerprint上で 50日齢特異的に発現誘導が変
化する cDNAバンドをクローニングし塩基配列を
決定した。さらに、RAP-PCR クローンに基づいて
oligo dT-primed cDNAをクローニングし、対応す
る遺伝子の構造を解析した。 
(4)機能的遺伝子クローニング 
 ラット大脳皮質から調整した cRNA 分画を微量
注入したアフリカツメガエル卵母細胞において、 
[3H]D-serine の蓄積を、溶媒を注入した対照と
比較した。変化を引き起こす cRNA 分画より、同
様の操作を繰り返すことにより、[3H]D-serine の
蓄積に影響する遺伝子 cDNA を単離・クローニ
ングした。さらに単離した遺伝子の機能を検討す
るため、その cRNA を大脳新皮質より in vitroで
合成して卵母細胞に微量注入し、放射性アイソト
ープを標識および非標識の各種アミノ酸の蓄積
に与える影響を、メディウム中に外来性のアミノ
酸を添加した条件と添加しない条件で観察した。 
その際のアミノ酸濃度は、細胞内および細胞外
（培養液中）の双方で測定した。 
(5)遺伝子発現のノーザンブロット解析および
RT-PCRによる定量的解析 
 組織より全 RNA を、RNeasy Midi Kit (Qiagen, 
GmbH, Hilden, Germany)を用いて抽出した。そ
れぞれのサンプル 15 µg をアガロース-ホルムア
ルデヒドゲルを使った電気泳動で分離した後、ナ
イロンメンブレインに転写し、紫外線照射により固
定した。これに、目的とする遺伝子に対する 32P
標識の cDNA プローブまたは digoxigenin (DIG)
で標識した RNA プローブをハイブリダイズさせ
た、前者は放射線感受性プレート(Fuji Image 
Plate)に暴露することにより検出し、後者は抗
DIG 抗体によって免疫反応的に検出し、化学発
光物質 CDP-Star (Roche)で可視化した。 
 各遺伝子転写産物発現量の定量的な測定は、
対象遺伝子 mRNA または GAPDH mRNAに特
異的なプライマーセットを作製し、a) GAPDH 
mRNA発現量を基準としたリアルタイム PCR法、
b)制限酵素で切断されるよう変異を導入した競
合体を用いる競合的 PCR法、c) ほとんど変動が
ないと考えられる 28S ribosomal RNAを同一チュ
ーブ内で同時に増幅して基準値とする共増幅
PCR法のいずれかを用いて行った。 
(6) In situハイブリダイゼーション 
 Northernで用いたのと同じcRNAプローブを
DIGまたは35Sで標識し、生後50日齢の脳切片に
対してin situハイブリダイゼーションを行った。す
なわち、スライドグラスに凍結脳切片（厚さ16µm）
を貼り付け、次の過程の順に処理した後、ハイブ
リダイゼイションを行った：1) 自然乾燥、2) 4% 
パラフォルムアルデヒドを含むリン酸バッファー生
理的食塩水（PBS）中で20分間固定、3) PBS で2
分間リンスを2回、4) 5rSSC で15分間処置。 
(7) In vivoダイアリシス 

 前頭葉の細胞外液中の D-セリンおよび他のア
ミノ酸は、マイクロダイアリシス法により測定した。
すなわち、麻酔下でステレオタキシーを使い、透
析プローブ（エイコム社製 (A-I-4-03),透析膜部
位の長さが 3mm のもの）を内側前頭葉皮質（AP 
+3.2mm, RV –0.6mm, VL+5.2mm）に埋め込ん
だ。薬物投与実験は、手術 2 日後に行い、プロ
ーブ内への Ringer 液（NaCl, 147 mM; KCl 4 
mM; CaCl2, 1.3 mM; pH 7.3）の持続的灌流を開
始した（流速 2µl/min）。脳内の細胞外液中の低
分子を含む灌流液は、マイクロフラクションコレク
ターにより 0.8ml バイアル内へ蓄積して 20 分毎
に回収し、ー80℃で保存した。 
(8) 脳局所破壊実験  
 D-セリンを含有する細胞種を調べるため、in 
vivo で脳内投与した局所の神経細胞体を選択
的に破壊するキノリン酸（片側 10µg）を、麻酔下
のラット（56 日齢）において、両側の内側前頭葉
皮質または線条体に注入し、7 日後に内側前頭
葉皮および線条体で種々のアミノ酸の組織中含
量を測定した。注入部位：内側前頭葉皮質 , 
AP+3.2, L±0.6, V+5.2; 線条体, AP+0.5, L±3.0, 
V+7.0（Paxinos, G. & Watson, C., 2005）。また、
同様な方法で、不可逆的なグリア選択的毒素で
ある α-アミノアジピン酸を内側前頭葉皮質内に局
所注入し、7日後にアミノ酸濃度を調べた。 
(9)大脳新皮質細胞の初代培養 
 アストロサイトの培養のため、生後 2日以内のラ
ット大脳皮質からトリプシン処理により調製した細
胞を播種し 、 basal medium eagle complete
（BMEC; fetal calf serum(FCS)を培養液として、
37℃, 5% CO2で 2週間培養し、mixed glial cell 
culture とした。10から 14日後に、培養液で 3回
洗いマイクログリアを除去し、260rpm で一晩振と
うした後に350rpmで30分間振とうした。この上清
をType IIアストロサイトの培養に、フラスコに接着
している細胞を Type Iの培養に用いた。 
 ニューロンの培養では、胎生 18 または 19日の
ラット大脳皮質を取り出し、パパイン処理により調
整した細胞を、2.5 x 105 cells / cm2でポリエチレ
ンイミンコーティングした 24穴プラスチックプレー
トに播種した。培養液は DMEMh+FCS/HS 
（ FCS; 5%, horse serum; 5%, penicillin; 25 
unit/mL,  streptomycin; 25 µg/mL、Dulbecco’s 
modified essential medium-high glucose）を用い
た。翌日と4日後にNBM+B27培養液に交換し、
その 3日後の培養上清と細胞を回収した 
(10) 高速液体クロマトグラフィーを用いたアミノ
酸の定量 
 各サンプル中の遊離型アミノ酸は、蛍光検出器
付き高速液体クロマトグラフィー（以下 HPLC）に
よって測定した。凍結保存しておいたサンプルは、
測定時に融解し、キラルアミノ酸の分離のため、
Bos-L-Cys を加えて誘導体化した後、さらに蛍光
測定用誘導体化のためOPAを添加した。前処理
が終わったサンプル中のアミノ酸を、逆相カラム
（ Nova-PakC18 （ 300×3.9mm,i.d, Waters, 
Japan））で分離した後、蛍光検出器（821-FPS 
spectrofluorometer (Jasco international CO. Ltd, 



Japan)）により、励起光波長 344nm、検出波長
433nmで定量した。 
(11)統計解析 
 データの統計的解析においては、2 群間の平
均値の比較は Student’s t-testまたは Cokran-Cox 
t-test を使って行った。多群間（3 群以上）の比較
には、一元分散分析（one-way ANOVA）にもと
づく、多重比較（Scheffe’s test）を用いた。異なる
日齢間における薬物反応の差異は、二元分散
分析（two-way ANOVA）により検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 統合失調症様症状発現薬に発達依存的応
答を示す遺伝子群の検出 
 統合失調症様症状発現薬は統合失調症で特
異的に障害されるシステムを標的にすると考えら
れ、本症とその薬物性モデルが思春期または臨
界期以降に発症する現象は、いずれも、上記シ
ステムの機能的成熟を要すると仮定できる。した
がって、これらの薬物に臨界期以降に応答する
遺伝子群の存在が予想され、本症特異的システ
ムと関連する可能性があるが、本研究において
実在することがわかった。 
① 発達依存的 methamphetamine応答性遺伝子 
 生後 8 日から 56 日の間に methamphetamine 
(MAP)に対する反応性が著しく変化するラット大
脳新皮質において、臨界期以降に MAP 投与後
に発現変化を示す遺伝子として、本研究開始以
前にクローニングした mrt1（MAP-responsive 
transcript 1）の解析を行うとともに、新たに mrrt3
を検出し薬理学的検討を進めた。 
 mrt1については、前脳部選択的にmrt1を過剰
発現する遺伝子操作マウスの作製を試み、成熟
期のmrt1 mRNAの基礎的発現量が大脳新皮質
では増加するが、小脳や肝臓では変化しない系
統を得た。統合失調症陽性症状の発症・再発の
モデルの逆耐性現象を誘発する MAP に対する
感受性を検討したところ、ワイルドタイプより、
MAP の単回投与時および反復投与後の再投与
時の移所運動量増加が大きく、MAP への感受
性が亢進し逆耐性が生じ易くなっていることが示
唆された。 
 mrrt3 mRNAは、MAP を投与したラットの大脳
新皮質において、生後 8、14、23 日齢では変化
が認められないが、56 日齢では有意に増加した。
この発現誘導は、MAPと同様に逆耐性現象を引
き起こすコカインでも生じ、本現象を阻害する D1
型ドーパミン受容体拮抗薬で前処置した条件で
は抑制された。また、逆耐性現象が成立したラッ
トでは見られなかった。以上の結果から、mrrt3が
逆耐性の形成に関与することが示唆された。 
② 発達依存的 phencyclidine応答性遺伝子 
 生後 8 日から 56 日の間に、NMDA 受容体遮
断薬の PCP に対する反応性が著しく変化するラ
ットまたはマウス大脳新皮質および視床で、PCP
が成熟期（生後 50~56 日）には発現を増加させ
るのに対して新生仔期（生後 8 日）には変化させ

ない遺伝子、prt1（PCP-responsive transcript 1）、
prt4, prt5および prt6が検出された。 
 prt1 はシナプスで AMPA、カイニン酸および
NMDA 受 容 体 と 相 互 作 用 す る synapse 
associated protein 97（SAP97）であり、成熟ラット
の大脳新皮質における発現は、過剰なドーパミ
ン伝達を引き起こす MAPやコカインの投与では
変化せず、PCP 投与による増加が D2 ドーパミン
受容体遮断薬では抑制されなかったことより、統
合失調症の陰性症状に密接に関係すると推測さ
れた。さらに、ヒト SAP97 遺伝子の SNPs 解析に
より、統合失調症との関連が示唆された。 
 prt4 は、細胞間マトリックス蛋白 CYR61
（cystein-rich protein 61: CCN1 と同一）をコード
する遺伝子であり、PCP 投与後ラットの大脳新皮
質において、生後 8日齢では有意な発現変化が
認められないのに対して、56日齢ではmRNAが
約 4倍に増加した。また 56日齢では、大脳新皮
質の CYR61 mRNAのレベルは、選択的NMDA
受容体遮断薬の dizocilpine や、ドーパミン作動
薬の MAP でも PCP の時と同程度の上昇が見ら
れた。この薬理学的特徴は、CYR61 が、ドーパミ
ン伝達の過剰と関係が深い陽性症状と、非ドー
パミン系の異常と関連する難治性の陰性症状の
双方に関与することを示唆している。 
 prt5 は、アクチンと相互作用する tropomodulin 
familyの leiomodin 2（Lmod2）蛋白をコードする
遺伝子で、mRNA の発現は、RT-PCR により、心
筋および骨格筋に多く、脳では視床にほぼ限局
していることが明らかになった。PCP を投与したラ
ットの視床では、生後 26 日までは有意な変化が
生じず（生後 8、13、20、26日齢）、臨界期以降の
生後 32および 50日に有意な発現増加が見られ
た。生後 56日ラットにおいて、Lmod2の発現は、
心筋では PCP 投与後も変動せず、視床で統合
失調症の陽性・陰性両方の症状に関係すること
を支持する薬物反応パターンを示した（成熟期
で PCP のように陽性・陰性症状様の異常を惹起
する NMDA受容体遮断薬 dizocilpineの投与に
よっても発現が上昇し、PCP による発現誘導が、
陽性症状に奏功する抗精神病薬の haloperidol
投与後に部分的に抑制されることがわかった）。
成熟期の発現について in situハイブリダイゼイシ
ョンを用いて検討したところ、Lmod2 mRNA は、
視床前核群を中心とする視床前内背側部に検
出された。これらの部位は、Lmod2 mRNA の発
達依存的なPCP応答性から見て、統合失調症で
障害される情報処理機構の一部を構成する可能
性がある。 
(2)D-セリンの代謝・機能の分子細胞機構 
①新規 D-セリン関連分子の同定 
 新たな D-セリン関連候補分子として、D-セリン
に立体選択的応答を示す（L-セリン投与後には
変 化 し な い ） 新 規 遺 伝 子 、 dsr-2
（D-serine-responsive transcript-2）および、D-セリ
ンの細胞外への放出を促進する dsm-1（D-serine 
modulator-1）を、それぞれ RAP-PCR 法および



Xenopus oocyte を使った機能的クローニング法
により、ラット大脳新皮質から単離した。 
 dsr-2 は D-セリンと酷似した体内・脳内分布と
その発達変化を示し、ラットゲノムにおいては、
neurexin3alpha (nrxn3)遺伝子の第 5 イントロン
中の反対鎖にコードされ、マウスやヒトでもこの関
係は共通である特徴が明らかとなった。これらの
所見から、D- セリンおよび NNDAR2B サブユ
ニットとの機能的相関が推察された。 
 dsm-1 は、ヒト 3'-phosphoadenosine 5'-phospho- 
sulfate transporter 1 (PAPST1) 遺伝子のラット
orthologue であり、D-セリンと同様の脳内発現分
布を示しトランスポーター機能をもつ点が興味深
い。dsm-1 については、ゲノムの SNP 解析によ
り、統合失調症および双極性障害との関連を検
討中である。 
②D-セリンシグナル調節の分子細胞機構 
 脳内D-セリンは、特異的な合成、貯蔵、放出、
受容体結合、取り込み、分解などの過程をもつと
考えられるが、その分子機構と細胞レベルでの
局在・分布は未だ不明なところが多い。 
 NMDA 受容体機能が保持されるためには、細
胞外液中D-セリンシグナルが適切に制御される
必要があることから、in vivo ダイアリシス法を用
いて、この制御に関与する因子を検討した。ラッ
ト内側前頭葉皮質において可逆的グリア選択的
毒素fluorocitrate の局所灌流により、細胞外D-
セリン濃度が有意に減少することを明らかにし、
グリア細胞による影響をin vivo で初めて示唆し
た。さらに、統合失調症の難治性症状を改善す
ることが知られているD-サイクロセリンが前頭葉
の細胞外D-セリンを増加させることもわかった。こ
れらの結果は、D-セリン放出や取り込みの機構
や、D-サイクロセリンの統合失調症治療薬として
の新しい応用法の手がかりになると考えられる。 
 キノリン酸によって神経細胞体を選択的に破壊
した内側前頭葉皮質では、D-セリン（−34%）とと
もにグルタミン酸（-58%）、GABA（-78%）等の神
経伝達物質アミノ酸の濃度が著明に低下した。こ
の条件下の線条体では、グルタミン酸が減少し
たが（-11%）、D-セリンと GABA の濃度には有意
な変化は認めなかった。非可逆的グリア選択的
毒素のα-アミノアジピン酸を注入した内側前頭葉
皮質においても、D-セリン濃度が対照群の 85％
に減少した。初代培養系では、I型および II型ア
ストログリア、ニューロンのいずれの細胞にも D-
セリンが検出されたが、タンパク質あたりの D-セリ
ン濃度はニューロンの方が高い傾向があった。 
 以上の結果は、脳の内在性 D-セリンが、ニュー
ロンおよびアストログリアに含まれていることを示
唆しており、グリアーシナプス相互作用において
重要な役割を果たす可能性を支持している。  
 一方、前頭葉皮質の神経細胞体の破壊後、前
頭葉皮質と線条体の双方でグルタミン酸濃度が
低下した結果は、前頭葉皮質から線条体に投射
するニューロンが存在するという従来の推測と一
致する。D-セリンは前頭葉皮質でのみ変化し、グ

ルタミン酸のような皮質下への投射ニューロンに
は含まれない可能性が高い。  
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