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研究成果の概要（和文）：マウス前頭前野の白質では、組織中および細胞外液中のD-セリン濃度は、灰白質とほ
ぼ等しかった。主にオリゴデンドログリア（ODG）を破壊するクプリゾンを投与したマウスでは前頭前野の白質
および灰白質のD-セリンが有意に減少し、神経細胞体を破壊するキノリン酸を局所注入した前頭前野の灰白質に
おいてD-セリンが著明に減少した。免疫組織化学的解析から、白質のODGにD-セリンが存在することが示唆され
た。以上の結果より、D-セリンは白質では束間ODG優位に、灰白質ではニューロンおよび傍神経ODGに局在する可
能性が示唆され、統合失調症で推測されているD-セリンとODGの機能障害との関係が注目される。

研究成果の概要（英文）：In the white matter of the mouse prefrontal cortex, D-serine concentrations 
in tissue and extracellular fluid were nearly equal to those in gray matter. D-Serine in the white 
and gray matter of the prefrontal cortex was significantly reduced in mice treated with cuprizone, 
which primarily destroys oligodendroglia (ODG), and D-serine was markedly reduced in the gray matter
 of the prefrontal cortex injected locally with quinolinic acid, which selectively degenerates 
neuronal cell bodies. Immunohistochemical analysis suggested the presence of D-serine in the white 
matter ODG. These results suggest that D-serine may localize to the intrafascicular ODG in the white
 matter and to neurons and perineuronal ODG in the gray matter, drawing attention to the 
relationship between dysfunctions of D-serine and ODG , which have been presumed to be involved in 
the pathophysiology of schizophrenia.

研究分野： 精神神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
D-セリンは、NMDA受容体の内在性のコアゴニストであり、同受容体の低活性が推測される統合失調症における異
常が注目されている。本研究では、D-セリンが、グリア優位の白質でニューロン優位の灰白質と同程度の組織
中・細胞外液中の濃度を維持し、オリゴデンドログリア（ODG）に含まれることを見出した。また、灰白質では
ニューロンに多く局在するだけでなく、傍神経ODGにも存在する可能性が示唆された。これら新知見は、D-セリ
ンシグナルの分子細胞機構とその病態の解明の手がかりになるとともに、D-セリンを調節する統合失調症の難治
性症状に対する新規治療法開発に繋がる、重要な学術的・社会的意義をもつと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
人生早期に約0.8%の高率で発症する統合失調症では、現在の治療薬（抗精神病薬）が、陽性症状を改

善するが、陰性症状や、遂行機能・注意の障害等の認知症状には殆ど無効であるため、8 割以上の患者が

完全な社会復帰を果たせず、病因・病態の解明と革新的な治療法の開発が急がれている[11: 7 以降の[ ]
内番号は末尾の＜引用文献＞の番号を示す]。近年、(1)抗精神病薬が治療力価と比例したドーパミン

(DA)受容体遮断作用をもち、DA 作動薬が統合失調症様の陽性症状を惹起する、(2) NMDA 型グルタミ

ン酸(Glu)受容体遮断薬や抗 NMDA 受容体抗体により、本症と区別し難い陽性・陰性・認知症状が生ず

る、(3)統合失調症患者では健常者より NMDA 受容体遮断薬による精神症状が悠に生じ易く、本受容体

機能の低下が示唆される、(4) NMDA受容体遮断薬は脳内DA伝達を亢進させる、等の所見に基づいて、

本症全体の症状発現にNMDA受容体の機能不全が関与すると推測され、本受容体機能の促進が、既存の

治療薬に反応性・抵抗性双方の症状に奏功することが期待されている[10,11,12,19]。ただし、NMDA受

容体機能を増強する本受容体グリシン(Gly)調節部位の種々の作動薬を既存薬に add on 投与する

臨床試験では、陰性・認知症状の改善が報告されている一方で[10,11]、最近開発された Gly 輸送

体阻害薬の効果は有意ではなく、結果が一定していない[12]。また、NMDA 受容体機能不全の機

序も明らかにされていない。 
研究代表者は、a)NMDA 受容体のコアゴニストとして作用する D-セリンが、成熟哺乳類の前

脳部に高濃度に含まれ NMDA 受容体と類似した分布を示すこと[2,3,10]、b)細胞外 D-セリンの調

節にはグリアとニューロンの双方の活動が関係しており[4,6,8,20]、c)in vivo で、D-セリンが減少

すると、もう一つの内在性 NMDA 受容体コアゴニストのグリシンの濃度が正常に維持されても、

同受容体機能が低下すること[5, 20]、等を見出し、統合失調症において、細胞外 D-セリンシグナ

ルの減弱が NMDA 受容体の機能不全を引き起こす可能性を検討してきた[11,12]。また、本症の

難治性症状を改善するため、D-セリンシグナルを増強する新規治療法の開発も進めてきた

[10,12,19,22,23]。一方、大脳皮質ではニューロンが豊富な灰白質とグリアが優位な白質がほぼ同

じ濃度の D-セリンを含むこと[9]に注目してきたが、近年、ⅰ)MRI の拡散テンソル画像解析より

統合失調症の白質の変化が報告され、ⅱ)主として前脳部で白質に豊富なオリゴデンドログリア

（OLG）を選択的に破壊したマウスにおいて本症モデルの異常行動が見られること、ⅲ)白質の

Glu 伝達の重要性を示す所見が蓄積されている等の点に基づいて [18,24]、これまで未検討であ

った、白質における NMDA 受容体—D-セリン系の分子細胞機構の解明を重視するに至り、本研

究課題を計画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、白質におけるGlu伝達—D-セリン系の調節の分子細胞メカニズムを解析し、

灰白質と比較することにより、NMDA受容体機能不全が推測される統合失調症における病院・

病態解明と新たな治療法開発の手がかりを得ることである。 
このため、ラットやマウスを用いて、統合失調症における障害は推定される前脳部で、D-セ

リンの灰白質および白質の組織中および細胞外液中濃度を定量的に解析・比較する。また、前

脳部・前頭葉皮質の白質中の細胞外液中D-セリンに対する、神経インパルス遮断薬、脱分極剤、

グリア選択的活動抑制薬などの効果を検討し、神経伝達物質アミノ酸のグルタミン酸およびグ

リシンへの影響の異同を調べるとともに、前頭葉灰白質の細胞外D-セリンのこれら薬物への反

応性を比較する。さらに、独自に作製したD-セリン特異的抗体を使って、免疫組織化学的に白

質がD-セリンを含有する可能性を検証する。白質におけるD-セリンの存在は、白質の主要な構

成細胞の一つであるOLGの選択的毒素を投与したマウスの脳内D-セリン濃度を定量すること

によっても検討する。 
 

３．研究の方法 
 本研究における白質の D-セリンの解析は、蛍光検出器付き高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）によるキラルおよび非キラルアミノ酸の定量的分析法、in vivo ダイアリシス、免疫組

織化学、化学的細胞選択的脳組織破壊法等の方法を用いて行った。実験は、昭和大学の動物実験

委員会およびバイオセイフティー委員会（DNA 組み換え実験）の審査・承認を得て実施した。

また、データ解析を行った実験については、研究代表者が実施当時に所属した、東京医科歯科大



学および国立精神・神経センター（現・国立精神・神経医療研究センター）の動物実験委員会お

よび組み換え DNA 実験委員会の審査・承認を得て行っている。 
(1) HPLC によるキラルおよび非キラルアミノ酸の定量的分析法 
本研究におけるキラルおよび非キラルアミノ酸の測定は、既報に従い[3]、組織および細胞外

液を４％TCA（trichloroacetic acid）で処理し中和した後、N-tert-butyloxycarbonyl-L-cystein (Boc-L-
Cys) および o-phthaldialdehyde（OPA）で、内部標準物質の D-ホモシステイン酸と各内在性アミ

ノ酸を誘導化した。これらのサンプルを蛍光検出器付き HPLC に注入し、励起波長 344 nm、発

光波長 443 nm の条件下で定量的に解析した。 
ドーパミンは、脳組織に内部標準物質の 3,4-dihydroxyhydro-cinnamic acid を加えた後 EDTA を

含む perchloric acid でホモジナイズし、+0.7 V にセットした電気化学検出器付き HPLC で定量的

に測定した[22]。 
(2) in vivo ダイアリシス 

D-セリンおよび他のアミノ酸の細胞外液中濃度を自由運動下のマウスで経時的に検討するた

め、in vivo ダイアリシス実験を既報に従って行った[5,7]。ダイアリシスチューブ（回収部分：長

さ 2mm、内径 0.16mm、カットオフ 50,000；EICOM 社製）は、ステレオタキシー装置を用いて、

先端が、グリア細胞優位の白質においては前頭葉皮質小翼（forceps minor：AP +1.85、L +0.85、
V +3.0； Paxinos & Franklin のアトラス[13]）の bregma を基準とした座標）に、ニューロン優位

の灰白質においては内側前頭葉皮質（AP +1.5、L +0.35、V +3.5）に刺入し、48 時間後に、リン

ゲル液 (NaCl, 147 mM; KCl, 4 mM; CaCl2, 1.3 mM; pH 7.4) を 2 µl/min の流量で灌流した。細胞外

液は 20 分ごとに、フラクションコレクターで 1 本のマイクロチューブに回収し、HPLC で種々

のアミノ酸を定量した。 
(3) 免疫組織化学法 
マウスまたはラットを、ペンとバルビタール（40mg/kg）麻酔下に、パラフォルムアルデヒド、

またはパラフォルムアルデヒドおよびグルタルアルデヒド（抗 D-セリン抗体での染色時）で、

灌流固定後、採取・凍結した脳から凍結連続脳切片を作製した。これらの切片を、neuronal 
nuclei/RNA-binding Fox3 (NeuN/Rbfox3; the neuronal nucleus marker [17], 希釈 1:100), glial fibrillary 
acidic protein (GFAP; the astroglia marker [1], 希釈  1:1000), myeline basic protein (MBP: the 
oligodendroglia marker [1], 希釈 1:5000), D-serine（希釈 1:5000）[未発表]等に対する特異的抗体を

用いて、免疫組織化学的染色を行った。. 
(4) 化学的細胞選択的脳組織破壊法 
白質を構成する主要な細胞であるオリゴデンドログリアを、選択的に破壊することが報告さ

れているクプリゾン（cuprizone）を含む飼料または通常飼料（対照群）で 4 週間飼育したマウス

において、大脳新皮質組織中の D-セリンその他のアミノ酸を HPLC によって定量した。 
 一方、神経細胞体を選択的に破壊する興奮性神経毒のキノリン酸または溶媒（リン酸緩衝生理

食塩水：対照群）を、麻酔下にステレオタキシーを用いて、ラットのニューロン優位の前頭前野

の灰白質に微量注入した（AP +3.2、L +0.6、V +5.0；Paxinos & Watson のアトラス[14]）。この手

術後７日後に内側前頭葉皮質および線条体を採取し、蛍光検出器付き HPLC によりアミノ酸を、

電気化学検出器付き HPLC を使ってドーパミンを定量した[22]。 
 
４．研究成果 
 本研究は白質における D-セリンの含有細胞、細胞外レベルや動態に関する初めての解析であ

り、次のような成果と展望が得られた。 
(1) マウス前頭前野の白質および灰白質における組織中および細胞外液中 D-セリン濃度 

D-セリンおよびその前駆体の L-セリンの組織中濃度は、双方の領域で有意な差異が見られな

かったのに対して、L-グルタミン酸、L-アスパラギン酸、グリシン、タウリン、GABA 等の神経

伝達物質としての作用が認められるアミノ酸は、いずれも白質より灰白質の濃度の方が有意に

高かった。これらの結果は、ヒト死後脳で研究代表者らが報告したデータと一致していた[9]。ま

た、in vivo ダイアリシスを用いた検討から、マウスの forceps minor と内側前頭葉皮質における

細胞外液中 D-セリン濃度は同程度であることがわかった。 
 上記の所見から、D-セリンは神経伝達物質アミノ酸とは異なる白質・灰白質間分布を示すこと



が明らかになり、機能にも違いがあることが示唆された。したがって、白質における D-セリン

の含有細胞、グルタミン酸―NMDA 受容体系伝達との関連を解析することが統合失調症の病態

理解にも有用であると考えられる。 
(2) マウス前頭前野白質の細胞外 D-セリン濃度に対する神経およびグリアの活動性変化の影響 

In vivoダイアリシスを用いて、自由運動下の動物の前頭葉皮質白質（forceps minor）における

細胞外D-セリンの動態を調べた。細胞外D-セリン濃度は、tetrodotoxinによる神経伝導遮断後に

は上昇傾向、veratridineの脱分極刺激（神経活動上昇）に対しては有意な低下、fluorocitrateでグ

リア細胞の活動性を抑制した条件では減少傾向が見られ、同じ前頭葉皮質領域の灰白質での各

処置に対する反応性[4]と同様の方向性の変化が認められた。 
(3) 化学的細胞選択的脳組織破壊による脳組織中 D-セリン濃度の変化 
① キノリン酸の前頭葉灰白質内注入の影響 
神経細胞体を破壊するキノリン酸を局所注入した前頭前野の灰白質において D-セリンが著明

に減少した[21]。同部位では、従来の報告と一致して[11,15,17]、ニューロンマーカー・NeuN 様

免疫反応が著明に減少し、アストログリアマーカー・GFAP やオリゴデンドログリア（OLG）マ

ーカー・MBP に対する免疫反応は増大したことから[21]、神経細胞体選択的に変性・脱落が生じ、

D-セリンがニューロンに含まれている可能性が支持された。 
② クプリゾンの全身的投与の影響 
主にOLGを破壊するクプリゾンを投与したマウスでは、前頭前野の白質および灰白質のD-セ

リンが有意に減少した。また、L-セリンの減少が認められたのに対して、L-グルタミン酸には

有意な変化が見られなかった。これらの結果から、D-セリンおよびその前駆体であるL-セリン

がOLGに含まれる可能性が示唆された。 
(4) 脳組織における D-セリンの免疫組織化学的検出 
マウスおよびラットの前脳部では、抗 D-セリン抗体陽性細胞が灰白質および白質に検出され

た。さらに、各細胞マーカーとの二重染色を行う必要があるが、上記のキノリン酸およびクプリ

ゾンの破壊実験の結果を考え合わせると、D-セリンがニューロンおよび OLG の双方に含有され

るが示唆される。これまで、他の研究グループから、D-セリン様免疫反応がニューロンおよびグ

リアの双方に報告され議論が続いているが、D-セリン合成能をもつセリンラセマーゼがニュー

ロンに局在する所見からは、D-セリンが少なくともニューロンに含有されると考えられる。しか

し、本研究の結果を見ると、いずれか一方ではなく双方の細胞種に存在する可能性も検証するこ

とが重要と思われる。 
(5) 統合失調症における白質の D-セリン 
本研究より、新たに白質における細胞外液中 D-セリンの存在が明らかになり、グリアとニュ

ーロンの双方が、その濃度調節系に関与することを支持するデータが得られた。グリア細胞も

NMDA 受容体を発現し、高次脳機能の基盤となる神経可塑性に重要な役割を果たすことが指摘

されていること[16]より、今後は、これらの新知見をもと、D-セリンシグナルの低下が推測され

る統合失調症の病態における、白質の D-セリン-NMDA 受容体系の変化の検索を計画している。

なお、本課題の期間中に開始する予定であったが、研究代表者の前任地からのヒト死後脳白質サ

ンプルの移動手続きが、規則改訂等により 21 年度中に終了せず実現できなかった。 
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