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研究成果の概要（和文）：脳では、アストロサイトで産生された L-セリンが神経細胞に輸送され、セリン異性
化酵素 (SRR) でD-セリンとなり機能しているとの「セリンシャトル仮説」が提唱されているが、個体レベルで
の検証は行われていない。そこで、神経細胞およびアストロサイト特異的にD-セリンを分解できる新たなマウス
系統を作製し解析したところ、両系統マウスとも脳内D-セリンの低下が観察され、アストロサイトから神経細胞
へのD-セリン輸送機構の存在が新たに示唆された。また、SRRの遺伝子発現を発光計測できるマウス系統を作製
し、SRR発現に影響を与える薬物等の同定が可能となった。

研究成果の概要（英文）：In the mammalian brain, L-serine produced in astrocytes is transported to 
neurons and changes into D-serine by serine racemase (SRR). D-Serine returns to astrocyte, and this 
process is hypothesized as “serine shuttle” based on the in vitro experiments. However, this 
hypothesis is not examined in vivo. In this study, we generated novel two transgenic mouse strains 
inducing the D-serine degradation in astrocytes- or neurons-specific manner. Both transgenic mouse 
strains showed significant reduction of D-serine in the brain, suggesting the novel mechanism of 
D-serine transport from astrocytes to neurons. Furthermore, we generated another novel mouse strain 
detecting SRR gene expression with bioluminescence in vivo. Using this mouse strain, we identified 
some compounds affecting the gene expression of SRR.  

研究分野：分子神経科学

キーワード： セリンラセマーゼ　D-セリン　NMDA受容体　セリンシャトル仮説　遺伝子発現制御　トランスジェニッ
クマウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経伝達、神経可塑性、高次脳機能、神経精神疾患に関わるNMDA型グルタミン酸受容体は、内在性のD-セリンに
よって活性制御を受ける。脳内のD-セリン動態機構は十分には明らかされていない。本研究では、新たな遺伝子
組換えマウス系統を作製して解析し、D-セリンがアストロサイトから神経細胞に輸送され細胞間で分布の平衡を
保つ機構の存在が示唆された。またD-セリン合成を担うセリン異性化酵素の遺伝子発現を生体発光で計測できる
マウス系統の作製にも初めて成功した。本研究成果には、D-セリン動態を明らかにする学術的意義の他に、D-セ
リン操作を介し神経精神疾患への新たな治療薬の開発につながる社会的意義がある。

※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。



様 式 Ｆ－１９－１ 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
分析技術の向上によりタンパク質合成に使われない遊離型 D-アミノ酸が多くの生物で発見さ

れた。哺乳類前脳には D-セリンが L-セリンの 1/2〜1/3 の濃度で存在している (Hashimoto et 

al., 1993)。神経回路形成、シナプス可塑性、高次脳機能、また神経精神疾患において中心的役

割を担う NMDA 型グルタミン酸受容体 (NMDAR) の十分な活性化には、アゴニストのグルタミン

酸とともに、コ・アゴニストとしてグリシンあるいは D-セリンが必須である（Kleckner and 

Dingledine, 1988）。NMDAR の過剰活性化は多くの神経変性疾患に伴う神経細胞死に関わり、一

方、NMDAR の機能低下は統合失調症やうつ病などの精神疾患に関わる。従って、D-セリン動態制

御機構の解明と創薬標的としての評価は、NMDAR が関わる神経精神疾患治療薬の新たな開発に必

要である。 

 D-セリンの合成酵素として、セリンラセマーゼ（SRR）が発見されたこと (Wolosker et al., 

1999)、D-セリンが海馬の NMDAR や小脳のδ型グルタミン酸受容体の制御によりシナプス可塑性

に関わること (Hennenberger et al., 2010; Kakegawa et al., 2011) が報告され、その機能

的重要性が明らかにされてきたが、SRR の遺伝子発現制御機構は明らかになっておらず、また D-

セリンの脳内分布についても議論が続いている。培養ミクログリア細胞では検討が行われてい

るが(Wu et al., 2004)、SRR の遺伝子発現制御機構は、個体レベルでの解析は行われていない。

一方、SRR と D-セリンの脳内分布に関しては、神経細胞説とアストロサイト説との議論が続いて

いる (Wolosker et al., 2016)。当初 SRR がアストロサイトに存在すると報告されたことから、

D-セリンはアストロサイトで合成され放出される「グリオ・トランスミッター」と主張された。

この主張は、培養アストロサイトでの SRR の発現とカルシウム依存的な D-セリン放出の発見か

ら支持された。一方で、SRR ノックアウト (SRR-KO)マウスの解析や、SRR と D-セリンに対する

新たな特異抗体の作製と検出条件の工夫をもとに、SRR と D-セリンが神経細胞に主に存在する

と主張されている。この議論を複雑にしている原因の一つは、SRR の発現が細胞培養条件や病態

で変動することにあり (Miya et al., 2008; Perez et al., 2017)、正常な個体脳内での D-セ

リン分布については結論が出ていない。この議論に結論を出し、NMDAR の機能異常が関わる神経

精神疾患に対する新たな治療薬の開発につながる SRR の遺伝子発現に影響する薬物候補を探索

するために、SRR の遺伝子発現解析マウス系統の作製と解析が必要であると考えられる。 

 脳内の神経細胞とアストロサイトは共役し、それぞれ特異的に発現する酵素により生産され

る代謝産物のやりとりを行い機能連関している。例えば、グルタミン酸は神経細胞から放出され

たのち、アストロサイトに取り込まれ、特異的酵素であるグルタミン合成酵素によりグルタミン

に変換される。グルタミンはアストロサイトから神経細胞に輸送され、特異的酵素グルタミナー

ゼによりグルタミン酸に変換され、神経伝達物質として使われる「グルタミン酸−グルタミンサ

イクル」が、神経細胞-アストロサイト間に存在する（Bak et al., 2006）。同様のアイディア

で、神経細胞-アストロサイト間でセリンシャトル仮説が提唱されている（Wolosker and 

Radzishevsky, 2013、  図 1）。この仮説では、アストロサイト特異的酵素 3PGDH がグルコース

からの L-セリンの合成に関わり、合成

された L-セリンが神経細胞に輸送さ

れ、SRR により D-セリンとなり、神経

由来 D-セリンとして機能し、一部がア

ストロサイトに運ばれ、アストロサイ

ト由来 D-セリンとして機能するとの仮

説である。細胞間の D-セリン輸送には

中性アミノ酸トランスポーターが関わ

っている。しかしながら、この仮説は個

体レベルではまったく検証されていな

い。 



 そこで、この仮説を検証するためにアスト

ロサイト特異的 3PGDH 遺伝子を用いて酵母由

来 D-セリン分解酵素 (Dsd-1)を発現する新

たなトランスジェニックマウス(BAC-Tg-

3PGDH-Dsd1)系統を作製し、脳内セリン濃度を

測定した結果、コントロールマウス系統に比

べ前脳 D-セリンが 1/6 程度に減少している

ことを見出した（図 2、未発表）。 

 この結果は、脳内で D-セリンは、アストロ

サイトに主に貯蔵されていることを示唆して

いる。この結論を導き出すためには、さらに

神経細胞特異的に Dsd-1 を発現させたマウス系統を作製し、同様に解析して比較する必要があ

る。   

 したがって、本研究では、１）SRR の遺伝子発現制御機構を明らかにするために SRR 遺伝子発

現モニターマウスを作製し解析すること、２）セリンシャトル仮説を検証すること、により、脳

内 D-セリン動態機構の解明を行い、神経精神疾患に対する治療創薬の基盤研究を進めることと

した。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は、脳内 D-セリンの動態制御機構を、SRR の遺伝子発現制御機構の解明とセリン

シャトル仮説の検証の観点から明らかにすることである。本研究では、研究代表者のこれまでの

D-セリン研究の実績をもとに、分子遺伝学的手法を用い SRR 遺伝子発現モニターマウス系統の

作出と解析、ならびに、アストロサイトおよび神経細胞特異的に D-セリンを分解する新たな遺

伝子操作マウス系統を独自に作出し個体レベルで解析を行うことである。本研究は、新規遺伝子

操作マウス系統の開発と解析、SRR 発現制御薬のスクリーニング系の開発、個体レベルでの D-セ

リン動態評価系の構築を通して、D-セリン動態制御に関わる創薬標的の同定に展開できる可能

性がある。学術的には、神経細胞-アストロサイト代謝連関概念の新たな証明となる。このよう

に本研究は、新たな学術的概念の創出のみならず、脳内 D-セリン動態制御薬の発見や新たな神

経精神疾患治療薬の開発が期待できる。 

 

 

３．研究の方法 

 

本研究では、以下の方法で解析を進める。 

（１） SRR 遺伝子発現モニターマウス系統の作製と解析 

 マウス SRR ゲノム遺伝子全体を含むバクテリア人工染色体(BAC)を用い、大腸菌内相同遺伝子

組換え法により、SRR の翻訳開始部位に、レポーターとして高感度で定量性が高いホタルルシフ

ェラーゼ (Luc)遺伝子を挿入したトランスジーン BAC-Tg-SRR-Luc を構築し、全身からの発光計

測が容易なヘアレスマウス系統の受精卵にマイクロインジェクションし、ファウンダーマウス

系統を樹立する。マウス系統を確立したのち、生後発達に伴う SRR 発現変化を発光計測により検

討し、ウェスタンブロット法による内在性 SRR の発現変化と比較して、SRR 遺伝子発現モニター

マウスとしての評価を行う。また、このマウス系統あるいは C57BL/6 系統マウスを用いて作製す

る Tg マウス系統より初代培養神経細胞とアストロサイトを調整し、既存薬や和漢薬ライブラリ

ーを用いて、SRR 発現に影響を与える薬物スクリーニングを行う。 

（２） アストロサイト特異的 D-セリン分解 (BAC-Tg-3PGDH-Dsd-1)マウス系統の解析 

 アストロサイト特異的 3-phosphoglycerate dehydrogenase (3PGDH) 遺伝子を用いたマウス

系統はすでに確立できているので、Dsd-1 に対する特異抗体を作製し Dsd-1 がアストロサイトに

特異的に発現することを確認する。さらに生後発達に伴う Dsd-1 の発現量変化の解析と脳内セ



リン濃度の測定を行い、アストロサイト由来 D-セリンの生後発達変化を明らかにし、アストロ

サイトが関わる D-セリン動態とその機能を評価する。 

（３） 新たな神経細胞特異的 Dsd-1 発現トランスジェニックマウス系統の作製と解析 

 神経細胞由来 D-セリンの機能を明らかにするために、興奮性錐体神経細胞に広く発現する

CaMKII 遺伝子 BAC を用いて、同様に Dsd-1 発現マウス(BAC-Tg-CaMKII-Dsd-1) 系統を作製し、

上記２）のアストロサイト特異的 Dsd-１発現マウスと同様の解析を行い、神経細胞由来 D-セリ

ンの機能を明らかにし、アストロサイト由来 D-セリン機能との比較を行う。 

（４） D-セリン輸送体の同定 

 セリンシャトルの検証により、D-セリン動態制御における神経細胞とアストロサイトの貢献

度を明らかにしたのち、より重要な貢献をしている細胞種を初代培養し、D-セリン輸送に関わる

中性アミノ酸トランスポーターの発現を qRT-PCR 法で解析する。 

 

４． 研究成果 

 

（１） SRR 遺伝子発現モニターマウス系統の作製と解析 

セリンラセマーゼ (SRR) 遺伝子の翻訳開始部位に、ホタルル

シフェラーゼ (Luc)遺伝子を挿入したトランスジーン BAC-

Tg-SRR-Luc を構築し、全身からの発光計測が容易なヘアレス

マウス系統の受精卵にマイクロインジェクションし、ファウ

ンダーマウス系統を樹立した。このマウスを用いた発光計測

の結果、脳のみならず内臓（肝臓、小腸）、胸腺、顎下腺でも

発光を検出した（右図）。これまで SRR の機能解析は脳での神経伝達への作用を中心として行わ

れていたが、この結果から、脳-内臓機能連関、免疫系や内分泌系での D-セリン機能解析に展開

できる可能性が示唆された。さらに今後の行動解析等に使用するため C57BL/6 系統マウスでも

トランスジェニックマウスのファウンダーを樹立し、脳での定量的発光計測が可能となった。神

経変性疾患と D-セリン代謝の関与に関して、SRR の発現変化とその機能を解析するために遺伝

学的なアルツハイマー病 (AD)モデルマウスとの交配により、新たな AD+BAC-Tg-SRR-Luc マウス

系統を作製し AD 発症進行過程における SRR 発現解析を開始した。また、C57BL/6 系統のトラン

スジェニックマウス系統の胎児脳由来の初代培養神経細胞を用いて、SRR 遺伝子発現に影響を与

える薬物等を 96 ウェルプレートの発光計測によりスクリーニングし、抗てんかん薬や双極性障

害の治療薬として用いられているバルプロ酸による SRR 遺伝子発現上昇、NMDAR のチャネルブロ

ッカーMK-801 や脱分極を引き起こす KCl による遺伝子発現低下が観察された。 

（２） アストロサイト特異的 D-セリン分解 (BAC-Tg-3PGDH-Dsd-1)マウス系統の解析 

アストロサイト特異的に D-セリンを分解するために、作製した(BAC-Tg-3PGDH-Dsd-1)マウス系

統を用い Dsd-1 に対する特異抗体を作製しウェスタンブロット法で、このマウス系統での Dsd-

1 の発現を確認した。また免疫組織染色により、このマウス系統の若齢では Dsd-1 の発現を検出

し 3PGDH と同様の発現を示すことを見出した。しかしながら成体マウス脳での Dsd-1 のシグナ

ルが弱いため、BAC-Tg 遺伝子の再構築を行い、Dsd-1 のアミノ末端に FLAG-Tag を挿入した新た

な BAC-Tg マウスを作製した。この新たなマウス系統でも脳内 D-セリンが低下していることを確

認した。今後脳内の Dsd-1 の発現確認を行い、解析を進める。 

（３）新たな神経細胞特異的 Dsd-1 発現トランスジェニックマウス（BAC-Tg-CaMKIIa-Dsd1）

系統の作製と解析 

神経細胞特異的 Dsd-1 発現トランスジェニックマウス系統を作製するために、研究計画段階で



は神経細胞のマーカーであるNeuN/Fox3遺伝子の利

用を考えていた。しかしながら NeuN 遺伝子は多数

の転写開始点を持つことからトランスジーンの遺

伝子発現を制御することが困難であることが明ら

かとなった。そこで、興奮性錐体神経細胞特異的

CaMKIIalpha 遺伝子を用い BAC-Tg-CaMKIIa-Dsd-1

トランシジーンを構築しC57BL/6系統でトランスジ

ェニックマウス系統を樹立した。このマウスでは、

興奮性錐体細胞で Dsd-1 の発現が確認でき、大脳や

海馬ではD-セリン含量が野生型の10%以下であった

（右図）。この結果は、アストロサイトに貯蔵されて

いる D-セリンも神経細胞に輸送され、分解されている可能性を示唆している。これまでのセリ

ンシャトル仮説では、アストロサイトから神経細胞への D-セリンの輸送は想定されていないた

め、新たな輸送経路の存在や、アストロサイトと神経細胞間で D-セリン濃度の平衡を保持する

機構の存在が示唆された。 

（４）D-セリン輸送体の同定 

 セリンシャトルの検証により、D-セリン動態制御における神経細胞とアストロサイトの貢献

度を明らかにしたのち、D-セリン輸送に関わる中性アミノ酸トランスポーターの発現を qRT-PCR

法で解析する予定であったが、マウス系統の作製と解析に時間がかかり、輸送体の発現解析には

至らなかったため今後の研究課題とした。 
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

D-serineは脊索動物ホヤの変態時に表皮細胞からの細胞外基質の分泌を制御する

Both D-serine signaling and hippocampal neurogenesis are required for maintaining remote contextual fear memory following
repeated memory retrievals.

Durable fear memory after repeated memory retreaval requires D-serine and intact adult hipocampal neurogenesis.

Krasovec Gabriel，保住暁子，吉田知之，濱田麻友子，白石慧，佐竹 炎，堀江健生，森寿，笹倉靖徳
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The opposite role of D-serine in immediate and retrieval extinction of contextual fear memory.
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Erasure of remote contextual fear memory by blocking both D-serine signaling pathway and adult hippocampal neurogenesis.
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恐怖記憶の消去における脳内D-セリンの役割
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