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研究成果の概要（和文）：我々は統合失調症患者から同定されたARHGAP10遺伝子変異を有する病態モデルマウス
を作出し、その表現型解析から新規治療標的としてRhoキナーゼ(ROCK)を同定した。本研究では、高次脳機能制
御におけるROCKの役割を解明するために、非選択的ROCK阻害薬FasudilとROCK2選択的阻害薬KD025を用いた薬理
学的機能解析を行った。さらに、線条体のドーパミンD1受容体発現中型有棘神経細胞(DIR-MSN)の神経活動、な
らびに脱分極誘発性ドーパミンおよびセロトニン遊離に対するROCK阻害薬の効果を調べた。その結果、ROCK2は
新規抗精神病薬の開発のための優れた創薬標的となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have generated a disease model mouse with ARHGAP10 gene mutation 
identified in a Japanese schizophrenia (SCZ) patient and identified Rho kinase as a novel 
therapeutic target by phenotypic analysis. In order to elucidate the role of Rho kinase in the 
regulation of higher brain functions, we performed pharmacologic functional analysis with fasudil, a
 non-selective ROCK inhibitor, and KD025, a selective ROCK2 inhibitor in this study. We also 
analyzed the effects of ROCK inhibitors on neuronal activity in striatal dopamine D1 
receptor-expressing medium spiny neurons (DIR-MSN) in which GCaMP has been expressed with AAV 
expression vector. Furthermore, the effects of Fasudil and KD025 on depolarization-evoked dopamine 
(DA) and serotonin (5HT) release in the nucleus accumbens were analyzed using an in vivo dialysis 
system. Our findings suggest that ROCK2 could be a better drug target for developing novel 
antipsychotics. 

研究分野：薬理学

キーワード： 統合失調症　Rhoキナーゼ　抗精神病作用　Fasudil
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研究成果の学術的意義や社会的意義
SCZは思春期以降に発症する代表的な精神疾患である。有病率は約1%であり、本邦の患者数は79.5万人、その内
18.7万人は入院治療を受けており、経済的損失は、間接的費用を含めると年間2.8兆円に達する。SCZの病因・病
態は未解明であり、その治療は抗精神病薬を用いた対症療法が中心であるが、十分な薬物治療をしても約2/3の
患者には精神障害が残存し、再発・再燃を繰り返す。したがって、従来の抗精神病薬の延長線上ではない、真に
有効な治療薬の開発は患者・家族だけでなく社会的要請である。本研究成果は、新規抗精神病薬の開発のための
創薬標的としてROCK2を同定した。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 統合失調症(SCZ)は思春期以降に発症する代表的な精神疾患であり、主な症状は、幻覚や妄
想などの陽性症状、意欲の低下や社会性障害などの陰性症状、および認知機能障害である。その
有病率は約 1%であり、本邦の患者数は 79.5 万人、その内 18.7 万人は入院治療を受けており、
入院精神障害患者の約 60%を占めている。経済的損失は、心血管障害、感染症に次いで 3 番目、
間接的費用を含めると年間 2.8 兆円に達する。 
 
(2) SCZ の病因・病態は未解明であり、その治療は抗精神病薬を用いた対症療法が中心である。
ドーパミン D2受容体 (D2R) やセロトニン 5-HT2 受容体 (5-HT2R) 遮断作用などを有するリス
ペリドン、オランザピン、アリピプラゾールなどの所謂、第二世代抗精神病薬が第一選択薬とし
て使用されるが、十分な薬物治療をしても約 2/3 の患者には精神障害が残存し、再発・再燃を繰
り返す。即ち、SCZ はアンメット・メディカルニーズの高い疾患であり（ヒューマンサイエンス
振興財団 平成 27 年度国内基盤技術調査報告書）、従来の抗精神病薬の延長線上ではない新し
い作用機序を有する治療薬の開発が必要である。 
 
(3) 名古屋大学・尾崎らは、日本人 SCZ 患者から ARHGAP10 遺伝子（オッズ比 =11.8）を含む多
くの疾患関連遺伝子を同定した (Cell Rep, 2018)。ARHGAP10 遺伝子は RhoA などの低分子量Ｇ
タンパク質の不活化に関与する GAP ドメインをコードし、患者型変異によりエフェクターであ
る Rho キナーゼ(ROCK)の活性化が起こる（Sekiguchi et al., Transl. Psychiatry, 2020）。 
 
(4) 我々は、ゲノム編集技術（TALEN 法）を用いて ARHGAP10 遺伝子に患者型変異［SNV (S490P)
と CNV フレームシフト変異 (NHEJ)］を導入した SCZ の病態モデル動物（ARGAP10 遺伝子変異マ
ウス）の作出に成功した。表現型解析から新規治療標的として ROCK を同定し、さらに ROCK 阻害
薬 Fasudil の抗精神病作用を SCZ モデルマウスで確認して国際特許を申請した（特願 2018-
194682、平成 30年 10 月 15 日）。 
 
２．研究の目的 
(1) SCZ の治療標的として ROCK を同定したが、脳機能制御におけるその役割は未解明である。
本研究の第一の目的は、高次脳機能制御における ROCK の役割を解明することである。選択的阻
害剤を薬理学的ツールとして学習記憶や社会性などの高次脳機能制御における ROCK の役割を解
き明かす。 
 
(2) 第二の目的は、SCZ の中核症状の基盤となる脳神経回路・細胞群を明らかにすることである。
従来の抗精神病薬は、幻覚・妄想などの陽性症状には比較的良好な効果を示すのに対し、陰性症
状や認知障害に対しては効果が乏しいことが知られている。一方、Fasudil は、陽性症状のみな
らず、陰性症状および認知障害の動物モデルにも優れた改善効果を示した。この既存薬と ROCK
阻害薬の効果の差異の神経基盤を明確化にするため、陽性症状、陰性症状および認知機能障害の
基盤となる脳神経回路とそれを構成する細胞群を同定する。 
 
３．研究の方法 
(1) ROCK1 と ROCK2 に対して同等の阻害効果を有する Fasudil、ROCK2 選択的阻害薬 KD025 を用
いた薬理学的機能解析を行う。先ずは SCZ 動物モデルを用いて KD025 の抗精神病効果を検討し、
真の創薬標的が ROCK1 か ROCK2 かを明らかにする。さらに、脳内局所微量投与試験の結果、Y27632
の認知機能改善効果は背側線条体を介すると考えられるので、大脳基底核回路に焦点を絞って
神経薬理学的解析を進める。 
  
(2) 細胞選択的に GCaMP を発現するマウスに ROCK 阻害薬を投与し、ワイアレスファイバーフォ
トメトリー (TFpho) システムを用いて線条体中型有棘神経細胞 (D1R-MSNs, D2R-MSNs)、アス
トロサイトあるいはドーパミン神経の細胞活動を測定する。また、in vivo マイクロダイアリシ
スシステムを用いて、細胞外ドーパミン (DA)とセロトニン (5-HT)を定量する。 
 
４．研究成果 
(1) SCZ 動物モデルに対する ROCK 阻害薬の効果 
低用量メタンフェタミン処置した ARHGAP10 変異モデルマウス（ARHGAP10 変異モデル）、メタ
ンフェタミン処置マウス（メタンフェタミンモデル）および NMDA 受容体拮抗薬 MK801 処置マウ
ス（MK801 モデル）の行動障害に対する選択的 ROCK2 阻害薬 KD025（経口投与）と非選択的 ROCK
阻害薬 Fasudil（腹腔内投与）並びに既存の精神病薬（Haloperidol および Clozapine）の効果
を表１に示した。 
Fasudil(3-20mg/kg, i.p.)と同様、KD025(100-200mg/kg, p.o.)は SCZ の病態モデルである
ARHGAP10 変異モデルの認知障害を改善し、薬理学的症状モデルであるメタンフェタミンモデル



および MK801 モデルの認知障害、陽性症状モデルである MK801 誘発性の多動および社会性障害
に対して改善効果を示した。KD025 は抗精神病薬様作用を示す用量 (100-300mg/kg, p.o.)では
マウスの心拍数と血圧には全く影響を及ぼさなかったが、Fasudil (20mg/kg, i.p. or p.o.)は
血圧を有意に低下した（図１）。以上より、ROCK2 は心血管系の副作用が少ない、優れた抗精神
病薬の創薬標的になり得ることが示唆された。 
 
表１．各種統合失調症モデルに対する ROCK2 選択的阻害薬 KD025 の効果 

 
図 1. マウスの心拍数および血圧に対する KD025 と Fasudil の効果 
 
(2) マウス側坐核における脱分極性 DA および 5-HT 遊離に対する ROCK 阻害薬の効果 
SCZの病態生理と関係の深い側坐核におけるDAおよび5-HT遊離に対する選択的ROCK2阻害薬
KD025 と非選択的 ROCK 阻害薬 Fasudil の効果を in vivo dialysis 法を用いて解析した。脱分極
性抗カリウム刺激により側坐核の細胞外 DA および 5-HT レベルはそれぞれ約６倍および 4 倍程
度に増加した。KD025 は用量依存的に高カリウム誘発性 5-HT 遊離を用量依存的に抑制したが、
DA 遊離に対しては影響を及ぼさなかった（図 2）。一方、高濃度の fasudil (20M) は、顕著に
細胞外 DA および 5-HT レベルを抑制したが、10M 以下の濃度では明確な効果は認められなかっ
た。 
 

 
図 2. マウス側坐核における脱分極性 5-HT 遊離に対する KD025 の効果 

ND:未実施

KD025 Fasudil Haloperidol Clozapine
(mg/kg, p.o.) (mg/kg, i.p.) (mg/kg, p.o.) (mg/kg, p.o.)

タッチパネル 100-200 10-20 0.6-1.0 無効
新奇物体認識 ND ND ND ND
プレパルス抑制 ND 無効 ND ND
運動過多 ND 20 1 10
タッチパネル  20 0.3 10
新奇物体認識 200-300 10-20 無効 5
プレパルス抑制 無効 20 無効 無効
運動過多 200 10-20 0.3 無効
　社会性行動 100 10 無効 5
新奇物体認識 ND 10 無効 5
プレパルス抑制 ND 無効 0.3 5

ND

新生児PolyI:C モデル

メタンフェタミンモデル

MK801モデル

NDARHGAP10変異モデル
    タッチパネル         
 (METH 0.3 mg/kg)

動物モデル 行動試験

100-200 3-20



(3) ARHGAP10 変異モデルマウスの前頭葉皮質の錐体神経細胞のスパイン密度に変化に対する
ROCK 阻害薬の効果 
 ARHGAP10 モデルマウスでは前頭葉皮質の錐体神経細胞のスパイン密度が有意に低下しており、
この結果は統合失調症患者の死後脳解析の結果と一致している。Fasudil(20mg/kg)あるいは
KD025(200mg/kg)を 1日 1回 7日間連続で経口投与すると、ARHGAP10 変異モデルマウスの減少し
たスパイン密度は野生型マウスのレベルまで回復した。一方、野生型マウスに ROCK 阻害薬を連
続投与してもスパイン密度に変化は認められなかった（図 3）。 

 
図 3. ARHGAP10 変異モデルマウスのスパイン密度の低下に対する ROCK 阻害薬の効果 
 
(4) メタンフェタミン処置 SCZ モデルマウスにおける ROCK 活性の変化と Fasudil の効果 
表 1 に示したように、ROCK 阻害薬は ARHGAP10 変異モデルだけでなく、ARHGAP10 遺伝子に変
異のない薬理学的 SCZ モデル（メタンフェタミンモデルおよび MK801 モデル）においても抗精神
病薬様の効果を示した。そこで、そのメカニズムを調べるため、メタンフェタミンモデルマウス
の脳内 ROCK 活性を調べた。具体的には、ROCK の基質タンパク質のリン酸化レベルの変化を免疫
組織染色法あるいはＷestern blot 法により解析した。図 4に示したように、メタンフェタミン
(1mg/kg, i.p.)を処置したマウスの線条体(DMS)において、ROCK の基質タンパク質の一つである
MYPT1 のリン酸化体(p-MYPT1)を発現する神経細胞数がコントロール群に比較して有意に増加し
た。一方、Fasudil(20mg/kg)を前処置すると、p-MYPT1 発現神経細胞数は有意に減少した（図 4）。
メタンフェタミン処置による p-MYPT1 発現神経細胞の増加と Fasudil の抑制効果は前頭葉皮質
においても観察された。さらに、Rho キナーゼの基質タンパク質として MLC2(Ther18/Ser19)のリ
ン酸化体レベル(p-MLC21)をウエスタンブロットで調べた場合にも同様の変化が確認された。以
上より、メタンフェタミンは側坐核を含む線条体領域において、Rho キナーゼを活性化すること、
非選択的 ROCK 阻害薬 Fasudil はメタンフェタミン誘発性の Rho キナーゼ活性を抑制することが
示唆された。 
 

 
図 4. メタンフェタミン処置 SCZ モデルマウスの線条体(DMS)における p-MYPT1 発現神経細胞数
の変化と Fasudil の効果 
 
(5) メタンフェタミン処置 SCZモデルマウスの線条体DA-D1受容体発現中型有棘神経細胞(DIR-
MSN)の神経活動に対する Fasudil の効果 
先ず、線条体の DIR-MSN 特異的に GCaMP を発現するマウスを作製するために、D1-Cre マウス
線条体に AAV-FLEX-GCaMP6 を注入した。DIR-MSN への GCaMP6 の発現を確認した後、メタンフェ
タミンを処置し、TFpho システムを用いて脳細胞活動の変化を解析した。 
メタンフェタミン(1mg/kg)により、D1R-MSN の GCaMP シグナルの有意な上昇が認められ、神経



活動の上昇が示唆された。Fasudil はメタンフェタミンによる自発運動量の増加を有意に抑制し、
D1R-MSN の神経活動の変化に対しても抑制傾向を示した。 
 
(6) 考察 
 ARHGAP10 遺伝子変異モデルと 2 種類の薬理学的 SCZ モデルマウス（メタンフェタミンモデル
および MK801 モデル）を用いた行動薬理学的解析において、選択的 ROCK2 阻害薬である KD025 は
非選択的 ROCK 阻害薬である Fasudil と同等の抗精神病薬様作用を示した。一方、Fasudil が効
果用量で強い血圧低下作用を示したのに対し、KD025 は心拍数と血圧に全く影響を及ぼさなかっ
た。これら薬理学的解析により、新しい抗精神病薬の創薬標的としては ROCK2 が優れていること
が示唆された。さらに、大脳皮質の神経スパイン密度の解析より、ROCK 阻害薬には興奮性神経
伝達の場であるスパイン密度の改善効果も期待できることが明らかとなった。ROCK 阻害薬の抗
精神病薬作用のメカニズムとして、5-HT などの神経伝達物質の脱分極性遊離に対する抑制作用
と線条体の DIR-MSN に対する活動抑制の関与が示唆された。 
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