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研究成果の概要（和文）：NMDA型グルタミン酸受容体遮断薬のケタミンが、難治性抑鬱状態を速効的に改善することに
着目し、新規抗うつ薬の手がかりを得るため、NMDA受容体の内在性コアゴニストであるD-セリンのシグナル調節の分子
細胞機構を解析した。D-セリン合成酵素のセリンラセマーゼ、細胞内外のD-セリン濃度に影響するDsm-1、亜鉛イオン
等が、本受容体に直接作用する細胞外D-セリン又はグルタミン酸の濃度調節に関与することがわかり、NMDA受容体機能
抑制性抗うつ薬の開発標的の可能性が示唆された。また、本受容体GRIN2Bサブユニットの遮断薬で既認可薬のイフェン
プロディールの難治性抑鬱状態に対する、臨床投与試験を開始した。

研究成果の概要（英文）：On the basis of NMDA receptor blocking action of ketamine that has been reported 
to show fast-ameliorating effects on refractory depression, the molecular and cellular mechanisms 
underlying signaling of a NMDA receptor co-agonist, D-serine, have been investigated to obtain a clue for 
a novel antidepressant. It is indicated that D-serine synthesizing enzyme, serine racemase, Dsm-1 protein 
which modifies the tissue and extracellular contents of D-serine and zinc ion may modify the 
extracellular concentrations of D-serine and/or glutamate that acts on the NMDA receptor. Therefore, the 
three or related molecules could be candidate targets for development of a novel antidepressant that 
possesses an inhibitory influence on the NMDA receptor. An open-labeled clinical trial of ifenprodil, a 
NMDA receptor subunit antagonist (GRIN2B), has been initiated.

研究分野：精神医学、分子神経生物学、神経精神薬理學
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 抗うつ薬や抑うつ状態を引き起こす薬物
の作用から、抑うつ状態にはセロトニン・ノ
ルアドレナリンを中心とするモノアミン系
伝達機構の病態が関与すると考えられてい
る。しかし、抑うつ状態は、しばしば、モノ
アミン系を標的とする現在の抗うつ薬では
十分改善せず、双極性障害の場合は躁転、病
相期の急速交代化等のために抗うつ薬の投
与が難しいことから、遷延化、自殺行動等の
重大な結果に至ることも多い。また、既存の
抗うつ薬の効果発現には数週間かかるとい
う遅効性の問題もある。したがって、奏功機
序の異なる新たな治療薬の開発の必要があ
る。この課題の解決は、患者の社会復帰を促
すだけでなく、1998 年以来 3万人を越える状
態が続く自殺の予防にも繋がり、社会的な重
要性も極めて高いといえる（自殺者数は本研
究開始後3万人を越えなくなり減少を続けて
いるものの 2 万 4 千人以上で依然として多
い）。 
 このため研究代表者は、(1) NMDA 型グルタ
ミン酸受容体（NMDA 受容体）遮断薬のケタミ
ンの一回投与による、難治性うつ病の、急速
で持続的な改善が報告されている、(2)グル
タミン酸結合部位、GRIN2B サブユニットやイ
オンチャネルに作用する NMDA 受容体遮断薬
は、動物の抑うつ状態のモデルである強制水
泳テストにおける行動変化を改善すること
から、抗うつ効果をもつことが示唆されてい
る、(3)難治性の双極性障害や抑うつ状態を
改善することが知られているラモトリギン
（lamotrigine）にはグルタミン酸放出抑制
作用がある、(4) NMDA 受容体機能促進剤は動
物モデルにおける抗うつ薬の効果を低下さ
せる、(5) NMDA 受容体遺伝子や、その内在性
コアゴニストの D-セリンの代謝に影響する
遺伝子と気分障害との相関が発表されてい
る、等の点にもとづいて、NMDA 受容体を含む
グルタミン酸伝達系の異常と、難治性の抑う
つ状態の関連を検討することにより、従来の
薬物より優れた治療効果をもち、欠点であっ
た遅効性も克服できる新たな抗うつ薬開発
のための、分子標的を見いだす研究を着想す
るに至った。 
 
２．研究の目的 
 抑うつ状態に対して、NMDA受容体を中心
にグルタミン酸系を調節する新しい治療法を
見出す目的で、動物実験を主体した基礎的研
究と、NMDA受容体拮抗作用をもつ既認可薬を
活用した臨床的研究を行う。 
 NMDA受容体の急速かつ強力な遮断は精
神異常や運動異常を引き起こすことから、
臨床応用を目指すには、NMDA受容体機能
を「段階的で細やかに」抑制することが重
要である。この点で、NMDA受容体のグリ
シン調節部位に作用する本受容体コアゴニ
スト（それ自身は神経伝達を生じさせない
が神経伝達物質が生理的な受容体活性化に

必須の分子）であるD-セリンの細胞外シグ
ナルを制御する方法が適していると考えら
れる。すなわち、実験動物では、グリシン
調節部位の遮断薬は、NMDA受容体チャネ
ルやグルタミン酸調節部位の遮断薬より、
軽度の行動変化をしょうじさせること、大
脳皮質はじめ前脳部においては、生理的に
、内在性コアゴニストとしてはグリシンよ
りD-セリンの方が重要であること等が知ら
れている。研究代表者らが、内在性D-セリ
ンの存在、脳優位でNMDA受容体様の分布
、生合成・放出・受容体結合・取り込み・
分解等の代謝過程を報告し、セリンラセマ
ーゼ、Asc-1をはじめ多くの関連分子が同定
されてきたが、生理的な各代謝過程に特異
的な分子や細胞は未確定である。 
 そこで、薬理学的実験、遺伝子改変動物、
行動観察、D-セリンを含むアミノ酸やモノア
ミン類の分離定量等を用いて、細胞外のD-セ
リンシグナルの制御に関与する分子と、その
操作による行動や抑うつ状態と関係するモノ
アミン系への影響を解析し、従来の抗うつ薬
とは異なる作用機序をもつ抑うつ状態改善薬
開発の標的を見出す。 
 一方、精神疾患への適用はないが、NMDA
受容体のGRIN2Bサブユニット選択的拮抗作
用をもち、脳血管障害後遺症に対する既認可
薬で、副作用が少ないイフェンプロディー
ルを、標準的な薬物療法が奏功しない難治
性うつ状態（うつ病、双極性障害の双方）
の患者に投与するオープンラベル臨床試験
を実施する。計画当初は、メマンチンの試
験も考慮していたが、NMDA受容体への選
択性が低く、全体として見込まれるエント
リー患者も少ないことから、イフェンプロ
ディールのみの試験に変更した。 
 
３．研究の方法 
 本研究に関連する臨床研究および試料の
採取に関しては、ヘルシンキ宣言および厚
生労働省のガイドラインにもとづき、イン
フォームトコンセントと被験者の文書によ
る同意を得て行うこととし、東京医科歯科
大学倫理委員会で審査・承認後に行った。
また、動物実験は、生命倫理、必要性、妥
当性などを東京医科歯科大学実験動物委員
会において審査の上承認を得た。組換え DNA
実験については、文部科学省組換えDNA実験
指針を遵守して遂行することとし、東京医
科歯科大学組換えDNA実験安全委員会で承認
された。 
(1)基礎的研究  
①対象および薬物 
 実験には、生後 50日齢のWistar系雄性ラ
ットおよび D-セリン代謝関連遺伝子の操作
行った8〜12週のC57BL/6J系マウスを用い
た。動物は 25.0±0.5℃、湿度 55％、8時よ
り 20時を明期とする明暗条件下で飼育した。
試薬は、すべて市販のものを用いた。 



② In vivoダイアリシス 
 前頭葉の細胞外液中の D-セリンおよび他
のアミノ酸は、マイクロダイアリシス法によ
り測定した。すなわち、ペントバルビタール
（40mg/kg、腹腔内注射 (i.p.)）麻酔下で痛
み刺激に反応しなくなったのを確認のうえ、
ステレオタキシーを使い、直管型透析プロー
ブ（エイコム社製）,透析膜部位の長さが 3mm
（ラット）または 2mm（マウス）のもの）
を内側前頭葉皮質に埋め込んだ（ラット，AP 
+3.2mm, L –0.6mm, V+5.2mm（Paxinos & 
Watsonの図譜，2001）；マウス，AP +1.5, L 
-0.35, V +3.5（Patrickらの図譜，2000））
に埋め込んだ。薬物投与実験は、手術 2日後
に行い、プローブ内への Ringer 液（NaCl, 
147 mM; KCl 4 mM; CaCl2, 1.3 mM; pH 
7.3）の持続的灌流を開始した（流速 2μ
l/min）。脳内の細胞外液中の低分子を含む灌
流液は、マイクロフラクションコレクターに
より、0.8ml バイアル内へ蓄積して 20 分毎
に、内部標準物質として D-ホモシステイン酸
を含むトリクロロ酢酸(TCA)溶液（最終濃度
5%）に回収し、ー80℃で保存した。 
③脳組織のアミノ酸測定用調整 
 ラットの嗅脳溝より上部の大脳皮質を大
脳新皮質として取り出し、内部標準物質 D-
ホモシステイン酸を含む5%のTCA溶液でホ
モジナイズし、遠心処理後、上清をアミノ酸
測定まで−80℃で保存した。 
④ 高速液体クロマトグラフィーを用いたア
ミノ酸の定量 
 各サンプル中の遊離型アミノ酸は、既報に
従って（雑誌論文 3,7,8）に記載）蛍光検出
器付き高速液体クロマトグラフィー（以下
HPLC）によって測定した。キラルアミノ酸
の分離のため、Bos-L-Cysを加えて誘導体化
した後、さらに蛍光測定用誘導体化のため
OPAを添加した。前処理が終わったサンプル
中のアミノ酸を、逆相カラム（Nova-PakC18 
（300×3.9mm,i.d, Waters, Japan））で分離
し た 後 、 蛍 光 検 出 器 （ 821-FPS 
spectrofluorometer (Jasco international CO. 
Ltd, Japan)）により、励起光波長 344nm、
検出波長 433nmで定量した。 
⑤セリンラセマーゼノックアウトマウス 
 哺乳類の脳において、L-セリンから D-セリ
ンを合成するセリンラセマーゼ（SR）の遺
伝子を、(i)全身で胎生期から欠損するマウス
（SR-TKO）、および(ii)前脳部の神経細胞選
択的に生後 3週頃から欠損するコンディショ
ナルノックアウト（SR-CKO）マウスは、共
同研究者のハーバード大学 Coyle教授から
供与された。 
⑥dsm-1 ノックアウトマウス 
 研究代表者らが、D-セリンの細胞外への放
出を増加させ、細胞内への蓄積を減少させる

遺伝子として、ラット大脳新皮質からクロー
ニングした dsm-1（D-serine modulator-1： 
ヒ ト 3’-phosphoadenosine-5’-phosphosul- 
phate transporter 1 (PAPST-1)  の
orthologue）を、前脳部神経細胞（CaMKII
発現細胞）選択的に dsm-1を欠損するマウス
を作出した。 
⑦薬物の脳室内注入と行動観察 
 麻酔したラットの両側の側脳室内にガイド
カニューラを装着し（AP, -0.8 mm; V, +2.0 
mm; and L, ±1.5 mm（Paxinos & Watsonの図
譜，2001））、1週間後に覚醒下で薬物を注入し
た。その後、自動移所運動量測定装置
（MK-ANIMEX AUTO instrument(Muromachi- 
kikai Co. Ltd., Tokyo, Japan)）で120分間
行動変化を計量した。0 
⑧高速液体クロマトグラフィーを用いたモ
ノアミンの定量 
 脳室内への薬物注入実験では120分間の行
動観察後に、ラット脳より内側前葉皮質、線
条体、および辺縁系前脳部（側坐核・嗅結節・
中隔を含む）を採取し、2 mM EDTAと4 mM sodium 
pyrosulphateを含む0.1M perchloric acidで
ホモジナイズした後、遠心分離によって得ら
れた上清を、電気検出器付HPLCを用いて、
ドーパミン（DA）、DA代謝産物のDOPACと
HVA、セロトニン（5-HT）、および5-HT代謝
産物の5HIAAを定量した。分離には、逆相カ
ラム（250×4mm,i.d., C18）を用いた。 
   
(2)臨床的研究 
① イフェンプロディルによる難治性うつ状
態に対する治療試験 
 外来通院または入院による抗うつ薬の標
準的な治療を受けており、書面で同意の得ら
れたうつ病または双極性障害抑うつエピソ
ードの患者（DSM-IV、DSM-5および ICD-10、
20才以上の者）を対象として、研究計画に定
めた適格性を確認後、それまでの服薬を維持
し た 条 件 で 、 イ フ ェ ン プ ロ デ ィ ル
（ifenprodil）1 日 60mg を 8 週間投与する
オープン試験を実施する。イフェンプロディ
ルの効果は、症状観察、ハミルトンうつ病評
価尺度（HAM-D）および GAF（機能の全体
的評定）によって評価し、副作用の監視のた
め、血液、尿、心電図、血圧等の検査と自他
覚症状の記録を行う。また投与終了後 4週間
を後観察期間とした。 
 
４．研究成果 
(1)基礎的研究 
①NMDA 受容体グリシン調節部位遮断薬の作
用 
 新規うつ状態治療法の手がかりを得る目
的で、NMDA 受容体機能促進作用をもつ内在性
物質の D-セリンが結合する本受容体グリシ
ン 調 節 部 位 の 選 択 的 拮 抗 薬
5,7-dichrolokynurenate（DCK）を、ラット



の脳室内に注入し、脳内各部位で、抑うつ状
態と関係の深いドーパミン（DA）およびセロ
トニン（5-HT）の代謝や、行動量への影響を
観察した。DCK 投与により、内側前頭葉皮質
の DA 代謝回転の指標（主要代謝産物 DOPAC
の DA に対する比）が有意に軽度な上昇を示
し、自動測定装置のケージ内での行動量が増
加することがわかった。内側前頭葉皮質の
5-HT 代謝、線条体と、中脳辺縁系 DA ニュー
ロンの投射領域（側坐核・嗅結節・中隔を含
む）における DA および 5-HT 代謝の指標には
有意な変化は認められなかった。これらの影
響は、抗うつ効果の指標の一部と一致してお
り、グリシン調節部位の選択的拮抗薬が抗う
つ効果をもつ可能性が示唆された。 
②セリンラセマーゼ遺伝子改変マウスにお
ける D-セリンおよび他のアミノ酸の変化 
 新規うつ状態治療法の標的候補となる、
NMDA 受容体調節の分子細胞機構を明ら
かにするため、本受容体活性化に必須のコ
アゴニストの D-セリンについて、その合成
酵素・セリンラセマーゼ（SR）と細胞内外
の D-セリン濃度の関係を調べた。SR遺伝
子を胎生期から欠損するマウス（SR-TKO）
の内側前頭葉皮質において、野生型
littermate controlと比べて、組織中および
細胞外液中 D-セリンが著明に低下し、従来
の報告と一致した。本研究では組織中のL--
セリン濃度が上昇する結果が得られた。
NMDA 受容体機能を反映すると考えられ
る、NMDA 局所注入後の細胞外タウリン
濃度の上昇は、変化が見られなかった。生
後 3週以降に SRを前脳部選択的に欠損す
るマウス（SR-CKO マウス）の海馬では、
細胞外 D-セリン濃度の低下と、タウリンの
反応を指標とした NMDA 受容体機能の低
下が認められた。従って、SR によって細
胞外 D-セリンシグナルが制御されている
こと、および胎生期からの D-セリンシグナ
ルの低下は、もう一つの内在性 NMDA 受
容体コアゴニストのグリシンによって代償
されることが推測された。これらの結果は、
NMDA 受容体機能を治療目的で抑制する
ためには、D-セリンとグリシンの相互作用
を考慮する必要があることを示唆している。 
dsm-1遺伝子を前脳部選択的に欠損させたマ
ウス（CaMKIIα発現細胞で欠失）では、細
胞外液中 Glu濃度の低下が観察された。以上
の結果より、D-セリンと Gluの代謝が密接
に関係していることが示唆され、抑うつ状
態における NMDA 受容体機能亢進の病態
を検討する有用な手がかりになると推察さ
れた。 
③ 合成酵素 dsm-1 の前脳部神経選択的欠損
マウスにおける脳内アミノ酸の変化 
 これまでの研究から、細胞外 D-セリンシ
グナルの調節に関与することが示唆されて
いる、dsm-1を前脳部神経で選択的に欠損
するマウスの内側前頭葉皮質では、細胞外
と組織中の D-セリン濃度は変化しなかっ

たが、細胞外液中グルタミン酸濃度の低下が
観察された。この結果から、dsm-1はグルタ
ミン酸シグナルの調節にも関係する可能性
が示唆された。 
 一方、前項 2)の SR-TKO マウスでは、
D-セリン前駆体の L-セリンや D-セリン分
解産物のβ-hydroxypyruvate の負荷時に
wild type のマウスに見られる、組織中グ
ルタミン酸濃度の上昇が、低下に変化する
ことが示唆された（研究を継続中）。D-セリ
ンは AMPA 型やカイニン酸型のグルタミン
酸受容体によっても影響を受けることが報
告されていることを合わせると、D-セリンと
グルタミン酸の代謝が密接に関係している
と推測され、今後は、細胞外の D-セリンお
よびグルタミン酸の相互作用の制御機構と
新規抗うつ薬開発の標的としての意義につ
いても検討が必要と考えられる。 
④細胞外 D-セリン濃度に対する亜鉛イオン
の影響 
 亜鉛イオンは、NMDA受容体に特異的結
合部位をもち、本受容体機能を抑制するこ
とが知られている。本研究では、亜鉛イオ
ンの細胞外 D-セリンおよびその他のアミ
ノ酸濃度に対する影響を検討した。塩化亜
鉛（100〜1000μM）をダイアリシスプロ
ーブ中に持続的に灌流すると、D-セリン濃
度が塩化亜鉛濃度依存的に減少した。これ
に対して、L-セリン濃度には有意な変化は
見られず、グリシン、L-グルタミン酸およ
びタウリンの濃度は増加した。以上の結果
から、亜鉛イオンが細胞外 D-セリン濃度の
調節に重要な役割を果たすことが初めて示
唆された。NMDA 受容体機能抑制と関係
し、新規抗うつ薬開発の標的の一つとなる
可能性が推察されるが、そのメカニズムを
引き続き検討中である。 
 
(2)臨床的研究 
① イフェンプロディルによる難治性うつ状
態に対する治療試験 
 臨床的研究では、難治性うつ病患者に対
するの投与試験を行ったが、入院症例の 2
名に留まりさらに継続することとした。こ
のうち１名は無効であり、他の１名は改善
傾向が認められたものの肝機能障害が生じ
たため中止した。 
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