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研究成果の概要（和文）：治療抵抗性統合失調症治療薬であるクロザピンの薬理作用に関わる分子を同定するた
め、疾患モデルマウスの脳組織を用いて網羅的タンパク質発現解析を実施した。クロザピン特異的に作用する分
子として、前頭前皮質では長期増強やインスリン反応性、側坐核では心筋炎や心筋細胞、線条体ではイノシトー
ルリン酸代謝、海馬ではErbBシグナリングや神経栄養因子などに関わる分子が同定された。精神異常発現薬のフ
ェンシクリジンとクロザピンの作用に共通する分子として、前頭前皮質と海馬ではシナプス小胞サイクル、側坐
核では神経疾患、線条体ではプロテアソームなどに関わる分子が同定された。

研究成果の概要（英文）：To identify the molecules involved in the pharmacological mechanism of 
clozapine (CLZ), an effective antipsychotic for treatment-resistant schizophrenia, comprehensive 
protein expression analysis was performed using brain tissue of disease model mice. Differentially 
expressed proteins involved in long-term potentiation and insulin signaling pathway in the 
prefrontal cortex (PFC), viral myocarditis and adrenergic signaling in cardiomyocytes in the nucleus
 accumbens (NAc), inositol phosphate metabolism in the striatum (STR), and ErbB and neurotrophin 
signaling pathway in the hippocampus (HIP) were identified as clozapine-reactive molecules. 
Phencyclidine (PCP), a non-competitive N-methyl-D-aspartate receptor antagonist and can reproduce a 
schizophrenia-like psychosis, and CLZ commonly affected molecules involved in the synaptic vesicle 
cycle in both PFC and HIP, neurological diseases (e.g. Alzheimer disease, Parkinson disease, 
Huntington diseases) in NAc, and the proteasome in STR.

研究分野：神経精神薬理学、医療薬学、ゲノム精神医学

キーワード： クロザピン　プロテオーム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
統合失調症の病態やクロザピンの治療効果と副作用に関連すると示唆されるタンパク質の発現変化および関連す
るパスウェイが同定された。これらの分子機能の修飾により表現型に与える影響を細胞・組織・臓器・個体レベ
ルで詳細に検討することで、既存の副作用を克服した安全性の高い新たな治療法の開発に資する。効果的かつ安
全な薬物治療の提供を実現することにより、患者・家族の精神的・経済的負担を軽減し、医学・社会への還元に
つながると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、わが国の精神疾患患者数は大幅に増加（300 万人超）しており、受診中の統合失調症患者
は約 79.5 万人存在する（うち 18.7 万人が入院中）。既存の治療法で十分な効果が得られない治
療抵抗性を示す患者は極めて高率（20〜30%）である。治療不十分による自殺者も後を絶たたな
い 1)。世界保健機関（WHO）によると自殺者の約 14％が統合失調症を有すると推計されており、
社会的損失が大きい疾患である。クロザピン（CLZ）は統合失調症の治療抵抗例（抗精神病薬を
複数、十分量、十分期間使用しても効果不十分）に対し、症状改善効果が高い非定型抗精神病薬
である。症例によって、致死性の副作用（血液毒性、代謝異常、あるいは心毒性など）を発現す
ることがあるため、登録施設・医師の下、厳しい検査基準に適合した患者のみに使用されている
［ ク ロ ザ リ ル 患 者 モ ニ タ リ ン グ サ ー ビ ス （ CPMS ）］（ http://www.clozaril-
tekisei.jp/index.html）。特に、CLZ 使用者の約 1%は無顆粒球症を発症し、二次性感染症により
高頻度で死に至る。発症の事前予測や治療法の開発が重要視され、CLZ誘発性無顆粒球症・顆粒
球減少症のリスク因子としてヒト白血球型抗原遺伝子多型（HLA-B*59:01）が同定されている 2)。
一方、統合失調症患者の死因の約半数は、メタボリックシンドローム（MetS）を起因とした虚血
性心疾患であることが報告されている 3)。CLZ による代謝異常［体重増加、耐糖能異常（インス
リン感受性低下）など］は MetS を発症や増悪を引き起こし、致死性の心血管系異常に進展する
可能性がある。これらの副作用が発症した場合、CLZ の中断や他剤へ変更せざるを得ない。その
ため、症状改善が見込まれなくなることから社会復帰は困難となり、社会的損失増大の原因とな
る。したがって、CLZ の治療効果や副作用の発現に関わる分子機序を解明し、安全かつ効果的な
治療の提供に繋がる知見を得ることは極めて重要である。 
 
２．研究の目的 
CLZ は多種多様な神経伝達物質受容体に親和性を有するため、既存の抗精神病薬と比較して、最
も複雑な薬理学的特性を発揮する。したがって、治療効果と副作用（血液毒性、代謝異常、ある
いは心毒性など）の発現には、特徴的な薬理学的機序が関与している可能性が高い。しかし、親
和性のある受容体を介した分子機序からは説明が困難な場合も多く、同一の分子機序を介して
も細胞・組織により異なる薬理作用を発現する可能性も示唆されている。したがって、特定の分
子機序に依拠せずに CLZ 標的分子を新規に補足することが治療効果と副作用の分子機序解明に
繋がると想定される。本研究では、網羅的解析により CLZ の治療効果と副作用に関わる標的分子
を同定し、細胞・組織における共通・特異的な反応および標的分子の生理機能の解明について検
討を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) クロザピン結合分子の探索 
CLZ と NHS ビーズ（多摩川精機）を用いて、CLZ結合磁性ビースを作製した。磁性ビーズへのク
ロザピン固定化量は、化学結合形成時に遊離される N-ヒドロキシスクシンイミドを高速液体ク
ロマトグラフィー（HPLC）により定量して推定した。マウス海馬（HIP）を RIPA バッファーによ
りホモジナイズし、1 mg/mL に調製して CLZ結合ビーズと反応させた。HIPライセートと反応さ
せた CLZ結合ビーズを回収・溶出し、電気泳動後にクマシーブリリアントブルー（CBB）染色に
より可視化して、CLZ と直接相互作用する分子の確認を行った。 
 
(2) クロザピン反応性分子の探索 
統合失調症モデル動物に対する CLZ の影響を確認するために、6 週齢の雄性 ICR 系マウスに統合
失調症様行動障害を惹起するフェンシクリジン（PCP）を 10 mg/kg または生理食塩液（SAL）を
14日間皮下投与し、CLZ を 10または 30 mg/kg、あるいは溶媒（VEH）を 7日間経口投与した。
マウスより脳［前頭前皮質（PFC）、側坐核（NAc）、線条体（STR）、HIP）を採取し、検体とした。
各脳部位よりタンパク質を抽出し、アセトン沈殿・限外濾過による精製後、Lys-C および Trypsin
による消化を行った。Eksigest Ekspert 425 nanoLCシステムおよび TripleTOF 6600四重極飛
行時間型質量分析計を用いて、ナノ流速液体クロマトグラフィータンデム質量分析（nanoLC-
MS/MS）により網羅的タンパク質発現解析を行った。 
 
(3) データ解析 
質量分析より得られたデータはPerseusソフトウェアを用いて2元配置分散分析（two-way ANOVA）
および Tukey honestly significant difference（HSD）test を行った。有意差（P < 0.05）の
あるタンパク質について、分子機能の生物学的意義を特定するために、WEB-based GEne SeT 
AnaLysis Toolkit を用いてパスウェイ解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) クロザピン結合分子の探索 
磁性ビーズへの CLZ固定化量は、反応させる CLZ の用量依存的に増加した（図 1）。CLZ結合磁性
ビーズにマウス HIP ライセートを反応させて電気泳動を行ったところ、明確なバンドが確認さ
れず、CLZ と直接相互作用する分子の同定はできなかった。原因として、①CLZ は 2級のアミノ



基で NHS ビーズに固定化されるため、立体障
害により反応性が低く安定性が悪かった、②
NHS ビーズに固定化された部位が分子間相互
作用に重要であった、③HIP ライセートに含
まれる CLZ 結合分子の量が微量のため、目視
で確認できなかった、④分子と CLZ の反応を
阻害する夾雑物（界面活性剤など）が含まれ
ていた、などの可能性がある。直接相互作用
する分子の探索には、さらなる反応条件の検
討や CLZ 誘導体を結合させた磁性ビーズの作
製などが必要と考えられる。 
 
(2) クロザピン反応性分子の探索 
PCP または SAL を 14 日間皮下投与
し、CLZまたは VEH を 7日間経口投与
したマウスの脳内タンパク質発現変
化を、脳部位ごと（PFC、NAc、STR、
HIP）に同定した。SAL/VEH群と比較
して、有意な発現変化を示したタン
パク質（DEPs）の数を図 2 に示した。
いずれの脳部位・薬物処置群におい
ても、全ての DEPs は SAL/VEH群と比
較して有意に発現増加していた。 
各脳部位において、PCP や CLZ 処置により影響を受
ける DEGの共通・特異性を図 3 に示した。PFC を除く
NAc、STR、HIP においては、全薬物処置群に共通する
遺伝子が同定され、PCP と CLZ は、NAc ではリボソー
ムやファゴソーム、STR ではプリオン病や筋萎縮性側
索硬化症、HIP ではリボソームやシナプス小胞サイク
ルなどと関連するパスウェイを賦活することが示唆
された。 
各脳部位において同定された DEGs のパスウェイ解
析の結果、神経伝達系、シナプス機能、神経変性疾患、
代謝系などのパスウェイと有意な関連が認められた。
CLZ 特異的に作用する分子として、PFC では長期増強
やインスリン反応性、NAc では心筋炎や心筋細胞、STR
ではイノシトールリン酸代謝、HIP では ErbB シグナリ
ングや神経栄養因子などに関わる分子が同定された。
精神異常発現薬のPCPと CLZの作用に共通する分子と
して、PFC と HIP ではシナプス小胞サイクル、側坐核
では神経疾患、線条体ではプロテアソームなどに関わ
る分子が同定された。 
本研究により、PCP あるいは CLZ に特異的な DEPs
や関連するパスウェイが同定され、脳部位毎に薬物反
応性が異なることが明らかとなった。一方で、PFC と
HIP のように、共通するパスウェイの賦活化が統合失
調症の原因であり、治療標的でもあることが示唆され
た。PCPや CLZ により影響を受けるタンパク質および
関連するパスウェイについて、遺伝子編集などによる
分子機能の修飾により表現型に与える影響を細胞・組
織・臓器・個体レベルで詳細に検討することで、既存
の副作用を克服した安全性の高い新たな治療法の開
発に資すると考えられる。 
 
＜引用文献＞ 
1) MacKay MB, et al. Multidimensional Connectomics and Treatment-Resistant 
Schizophrenia: Linking Phenotypic Circuits to Targeted Therapeutics. Front Psychiatry 
2018; 9: 537. 
2) Saito T, et al. Transethnic Replication Study to Assess the Association Between 
Clozapine-Induced Agranulocytosis/Granulocytopenia and Genes at 12p12.2 in a Japanese 
Population. Biol Psychiatry 2017; 82(1): e9-e10. 
3) McCreadie RG. Diet, smoking and cardio-vascular risk in people with schizophrenia: 
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