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研究成果の概要： 
 本研究では、セリンラセマーゼ(SR)に対するsiRNAを用いてSRノックダウンラットの作出及び

SRノックアウト(KO)マウスを用いてSRの機能解析を行う。ラット脳内にSRに対するsiRNAを投与

したが、mRNA及びD−セリン含量に有意な差はみられなかった。一方、SR-KOマウスの大脳皮質D−

セリン含量は正常マウスの約５％に減少していることが明らかになった。今後は、このKOマウス

を用いて分子生物学的・行動学的、及び薬理学的な研究を行い、SRの脳内における機能及び統合

失調症との関連を解析していく予定である。 

 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

2008 年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・薬理学一般 
キーワード：D−セリン、セリンラセマーゼ、統合失調症 

 
１．研究開始当初の背景 
 統合失調症は、陽性症状(幻覚・妄想)、陰

性症状(感情鈍麻・意欲の低下)及び認知障害

が認められる疾患である。生涯罹患率は約

1％と発症頻度は高く、50％の患者が 1 度は

自殺を試み、15％の患者が自殺で亡くなる。

遺伝と環境の両方の要因によって統合失調

症が発症すると考えられているが、発症機序

が複雑であるため病因はいまだ解明されて

いない。さらに、日本の精神科病床 32 万床

の約 60％を統合失調症患者が占めているこ

とや現在の治療薬では統合失調症の難治性

症状(陰性症状・認知障害)を完全に抑えるこ

とはできないことから、適切な病態モデル動

物を用いた基礎的研究や新規治療薬の開発

が切望されている。 



 
２．研究の目的 

 ヒトに統合失調症様症状を引き起こすフ

ェンシクリジン(PCP)、ケタミン、及び MK-801

が N-メチル-D-アスパラギン酸(NMDA)型グル

タミン酸受容体を強力に遮断することから、

統合失調症の病態仮説として「NMDA 受容体機

能低下仮説」が提唱されている。申請者らは、

哺乳類脳内に遊離型 D-セリンが多量存在す

ることを初めて明らかにした。また、D-セリ

ンが NMDA 受容体グリシン結合部位の選択的

アゴニストであることから、D-セリンが NMDA

受容体グリシン結合部位の内在性調節物質

であることを提唱した(Hashimoto & Oka, 

Prog. Neurobiol., 1997)。近年、Snyder ら

は L-セリンを D-セリンにラセミ化するセリ

ンラセマーゼ(SRR)をクローニングした。ま

た、Chumakov らはゲノム解析により D-セリ

ンを代謝する D-アミノ酸オキシダーゼ(DAO)

が統合失調症の疾患感受性遺伝子であるこ

とを報告した。さらに、統合失調症患者の脳

脊髄液中 D-セリン濃度が低下していること

及び D-セリン投与によって統合失調症患者

の陰性症状・認知障害が改善することなどの

知見は、D-セリンが統合失調症の病因と関連

していることを示唆するとともに、統合失調

症の「NMDA 受容体機能低下仮説」を強く支持

している。本研究では D-セリンの生合成酵素

である SRR に対する siRNA を用いてノックダ

ウンラットを作成し、D-セリン代謝酵素の機

能解析を行う。最近、森寿教授(富山大学)は

世界に先駆けて SRRノックアウト(KO)マウス

の作出に初めて成功したことから、このノッ

クアウトマウスを用いて分子生物学的・行動

学的、薬理学的及び組織化学的な研究を行い、

SRR の脳内における機能及び統合失調症との

関連を解析する。 

 本研究によって新規統合失調症モデル動

物の作成や D-セリン代謝酵素の病態生理学

的意義の解明がなされれば、難治性統合失調

症の陰性・認知症状に対して有効な新規治療

薬開発の基盤研究となる可能性がある。 

 

３．研究の方法 

(1) SRR に対する siRNA を用いた細胞レベル

での解析 

 SRR に対して特異的な数種類の siRNA 及び

ネガティブコントロール siRNA を設計し、化

学合成する(Dharmacon Research Inc.)。

jetSI あるいは in vivo jetPEI を用いて、

siRNA を初代培養神経細胞またはグリア細胞

に導入する。導入後４８、７２時間後に、PCR

法、In situ hybridization 法、免疫組織化

学法、及び Western 法を用いて mRNA 及び蛋

白質の発現抑制を確認する。トランスフェク

ション試薬量、siRNA 量、細胞密度、培養時

間などを詳細に検討する。ポジティブコント

ロールとして内在性ハウスキーピング遺伝

子である Lamin に対する siRNA を jetSI ある

いは in vivo jetPEI を用いて導入し、７２

時間後に免疫蛍光染色法で Lamin蛋白質の発

現抑制を確認する。また、 jetSI-Fluo 

(jetSI,FITC Conjugate)を用いて siRNA を神

経細胞あるいはグリア細胞へ導入し、７２時

間後に免疫蛍光染色法で導入効率及び細胞

内分布を確認する。in vivo jetPEI及び jetSI

を用いて siRNAがうまく導入できない場合は、

NeuroPORTER Transfection Reagent (陽イオ

ン性脂質をベースにした新しい試薬で神経

細胞に効率的かつ簡便に siRNA や DNA を導入

できる：Gene Therapy Systems, Inc.)を用

いて再検討する。 

 

(2) SRR に対する siRNA を用いた個体レベル

での解析  

 in  vitro 系で用いた siRNA の中から遺伝



子発現抑制が強い siRNA を選択し、ラット脳

内（脳室内、大脳皮質、海馬など）に jetSI

あるいは in vivo jetPEI を用いて siRNA を

導入する。導入後２４〜７２時間後に、PCR

法、In situ hybridization 法、免疫組織化

学法、及び Western 法を用いて各脳部位にお

ける mRNA及び蛋白質の発現抑制を確認する。

トランスフェクション試薬量、siRNA 量、投

与部位、導入後時間などを詳細に検討する。

in vivo jetPEI 及び jetSI を用いて siRNA が

うまく導入できない場合は、NeuroPORTER 

Transfection Reagent(Gene Therapy Systems, 

Inc.)あるいはエレクトロポレーション法を

用いて再検討する。 

 

(3) SRR-KO マウスにおける D−セリン関連遺

伝子(SRR,DAO,NMDA 受容体,ドパミン受容体

など)の発現変化解析 

 野生型及び SRR-KO マウスにおける mRNA 及

び蛋白質の発現変化を RT-PCR 法、In situ 

hybridization(ISH)法、及び免疫組織化学法

を用いて解析する。また、本実験では野生型

及び SRR-KO マウスに MK-801(NMDA 受容体ア

ンタゴニスト)、メタンフェタミン(覚せい

剤)、あるいは抗精神病薬(ハロペリドール、

リスペリドン、オランザピンなど)を腹腔内

投与し、RT-PCR 法によって遺伝子発現の変化

を解析する。 

 

(4) 統合失調症の新規モデル動物としての

評価 

 SRR-KO マウスの自発運動量、薬物誘発性異

常行動(MK-801,メタンフェタミン)、抗精神

病薬(ハロペリドール、リスペリドン、オラ

ンザピンなど)の影響、prepulse inhibition、

及び D-セリン濃度測定などの解析を行い、新

規統合失調症モデル動物としての評価を行

う。 

 
４．研究成果 

 初代培養神経細胞及びラット脳内に SRRに

対する siRNA を投与したが、mRNA 及び D−セ

リン含量に有意な差はみられなかった。今後

は、siRNA の投与量、投与回数、投与後時間、

及び他のトランスフェクション試薬等の検

討を行っていく予定である。一方、SRR-KO マ

ウスの大脳皮質 D−セリン含量はコントロー

ルマウスの約５％に減少していることが明

らかになった。また、SRR-KO マウスを用いた

D−セリン関連遺伝子(SRR,DAO,NMDA 受容体,

ドパミン受容体など)の発現に対する MK-801

の影響及び行動に対する MK-801 とメタンフ

ェタミンの影響に関しては現在検討中であ

る。今後は、SRR-KO マウスを用いて分子生物

学的・行動学的、薬理学的及び組織化学的な

研究を行い、SRR の脳内における機能及び統

合失調症との関連を解析していく予定であ

る。 
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