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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経機能と病態におけるD-セリンの役割を明らかにするために、D-セリン動態
に関わる合成酵素のセリンラセマーゼ (SR) の役割を中心に個体レベルでの機能解析を行った。また、D-セリンの神経
細胞型輸送体 (Asc-1) の機能解析を個体レベルで行うためのコンディショナルノックアウトマウス系統の作製と、脳
内D-セリンのアストロサイトにおける機能を明らかにするために、酵母由来D-セリン分解酵素 (Dsd-1)を発現するマウ
ス系統の作製を進めた。一方、SRを標的とした新規阻害剤の開発を進め、興奮神経毒性に対する新規治療薬候補の開発
を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have tried to reveal the roles of D-serine in the neural 
functions and dysfunctions and examined the roles of D-serine producing enzyme serine racemase (SR) in 
vivo. We have found the novel roles of SR and D-serine in D-aspartate production, pain regulation in the 
spinal chord, and barrier function in the skin. Furthermore, to analyze the molecular basis of D-serine 
dynamics regulation in the brain, we have tried to generate two new mouse models, 1) neuronal D-serine 
transporter (Asc-1) conditional knockout mouse and 2) astrocyte-selective expression of D-serine 
degradation enzyme (Dsd-1) in mouse.
We also developed a novel SR inhibitor which is effective to suppress over-excitation in the brain. This 
compound will be a lead drug expected to suppress neuronal excitotoxicity.

研究分野： 分子神経科学

キーワード： D-セリン　セリンラセマーゼ　マウスモデル　興奮性神経毒性　創薬
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１．研究開始当初の背景 
  神経回路形成、シナプス可塑性、高次脳機

能、神経変性疾患等において中心的役割を担
う NMDA 型グルタミン酸受容体 (NMDAR)
の活性化には、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 体アミ
ノ酸の一つであるD-セリンが作用しNMDAR
の活性化を引き起こす。D-セリンが脳還流液
中にNMDARを活性化できる濃度で実際に存
在すること、NMDAR に対し D-セリンはグリ
シンより高い親和性を示すこと、抗体を用い
て検出された脳内D-セリンの分布がNMDAR
の分布と一致すること、D-セリンの合成酵素
として、L-セリンからの異性化酵素セリンラ
セマーゼ（SR）が脳内に発見されたこと等の
報告から、脳内で作られる D-セリンが
NMDAR の機能制御および興奮毒性による神
経細胞死等に関わる可能性が強く示唆されて
いた。 
 我々は、遺伝子操作マウスを作製し NMDAR
の個体レベルでの機能解析を行ってきており 
(Mori and Mishina, Life Sci.,73, p329-, 2003)、
NMDAR のコ・アゴニストとして作用する D-
セリンの脳機能と脳病態における役割に注目
した。脳内には D-セリンと共にグリシンが存
在することから、D-セリンが実際に脳内で
NMDAR の制御に関わるのか、また SR が主要
な D-セリンの合成酵素であるのか明らかでは
なかった。そこで、C57BL/6 系統マウス由来
ES 細胞を用いて SR 遺伝子ノックアウト(KO)
マウスを作製し、これらの点を検討した。その
結果、1) SR が脳内では前脳を中心とした神経
細胞に発現すること、2) SR が脳内 D-セリン量
のほぼ 9 割の合成に関わる主要な酵素である
こと、3) 内在性 D-セリンが NMDAR の機能制
御に関わること、4) D-セリンが NMDAR の関
与する興奮神経毒性に関わること等を個体レ
ベルで明らかにした  (Miya et al., J. Comp. 
Neurol., 510: 641-, 2008; Inoue et al., J. Neurosci., 
28: 14486-, 2008; Mori and Inoue., Chem & 
Biodivers., 7: 1573-, 2010)。特に、SR-KO マウ
スでは、NMDA 誘導性の神経細胞死や Aペプ
チドの脳内注入による神経細胞死に抵抗性を
示すこと（Inoue et al., J. Neurosci., 28: 14486-, 
2008）、ペンチレンテトラゾール（PTZ）誘導
てんかん発作に対して抵抗性を示すこと
（Harai et al., Epilepsy Res. 102:180-, 2012）から、
SR の阻害薬は神経変性疾患や、過剰興奮を伴
う病態に対する新たな治療薬になりうると考
えられる。現在、研究レベルで使われる SR に
対する標準的な阻害薬としてマロン酸がある
が、その阻害濃度はそれほど高くない。また、
Met-Phe 等のジペプチド類も SR に対する阻害
効果を示すが、細胞毒性も併せ持つことから、
培養細胞実験に用いる場合でも有効濃度域が
非常に狭い。従って、現在 SR に対する阻害薬
として特異性が高く個体レベルでも使用でき
る有効な化合物は無い。 
 そこで、我々は SR の立体構造情報（Smith et 
al., J. Biol. Chem., 285: 12873-, 2010）をもとに、

北里大学薬学部の広野修一教授との共同研究
で in silico スクリーニングを実施し、400 万化
合物から 19 の候補化合物を選択し、大腸菌で
発現させた組換え型SRの活性に対する効果を
試験管内で調べたところ、4 種類の化合物が
SR 活性阻害効果を示した。この 4 種のうちの
1 化合物の構造をもとに、富山大学工学部の豊
岡尚樹教授との共同研究により類似構造体を
合成し活性測定を行ったところ、新たに 2 つの
新規化合物がマロン酸の 1/100 の濃度で阻害
効果を示すことを見出した。これらの背景のも
と、本研究では、さらに新規化合物の合成を進
め、試験管、細胞、マウス個体での多次元活性
評価サイクルを構築し実施することで、新規
SR 阻害薬候補の開発を行う。 
 
２．研究の目的 
 哺乳類脳内には D-セリンが存在し、
NMDAR の機能制御に関わっている。D-セリ
ンは、L-セリンからセリンラセマーゼ(SR)に
より合成される。SR は主に神経細胞に発現
する一方、D-セリンはアストロサイトから放
出されるとの報告が多数あり、脳内 D-セリン
動態には不明な点が多い。また、我々が作製
した SR-KO マウスは、興奮神経毒性を伴う
神経変性疾患とてんかんモデルでの症状が
軽減した。従って、SR は神経過剰興奮に伴
う病態に対する新たな薬物標的と考えられ
る。本研究では、SR-KO マウスを用いて SR
の生体機能の解析をさらに進めるとともに、
神経細胞由来 D-セリンの動態解析を行う新
たなモデル動物を作製し、また SR を標的と
した神経変性疾患や過剰興奮等の脳病態に
対する新たな治療薬候補を開発することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究は、次の 2 つの方法で実施する。 
1) 脳内 D-セリン動態の解明と SR の生体内
機能の解析 
 神経細胞由来 D-セリンの機能に焦点を絞
る。我々はすでに、培養神経細胞と海馬スラ
イスにおいて、D-イソロイシンが中性アミノ
酸トランスポーターAsc-1 を介した交換輸送
反応により、神経細胞からの D-セリン放出を
特異的に引き起こす事を明らかにしている。
従って、神経細胞由来 D-セリンの放出と役割
を明らかにするために、マウス個体レベルで
Asc-1 の発現抑制を行い、神経細胞由来 D-セ
リンの役割を明らかにする。また、アストロ
サイト特異的に D- セリンの分解酵素
（D-serine dehydratase1;Dsd1）を発現させるト
ランスジェニックマウスを作製し、アストロ
サイト特異的な D-セリン分解を惹起し、神経
変性と興奮毒性に対する個体レベルでの効
果を検討する。さらに、我々が作製した
SR-KO マウスの表現型解析を進めることに
より、SR および D-セリン動態の生体内機能
を明らかにする。 
2) SR 新規阻害薬の開発 



 SR 阻害薬は、興奮毒性や神経変性疾患に
対する新たな分子標的薬となる可能性があ
る。我々は、SR の立体構造情報を基に、化
合物ライブラリーを用いた in silico スクリー
ニングを行い、SR 活性阻害作用を示す 4 種
類のリード化合物を同定した。これらの構造
情報をもとに新規阻害薬候補を有機合成し、
従来知られている SR 阻害薬のマロン酸より
100 倍以上活性の高い新規化合物等を見出し
特許出願している。これらの阻害剤の神経活
動に与える影響を、神経活動モニターマウス
（Arc-Luc Tg）で評価した後、アルツハイマ
ー病などの神経変性疾患モデル動物に対す
る効果を検証する。 
 
４．研究成果 
1) 脳内 D-セリン動態の解明と SR の生体内
機能の解析 
 マウス個体で安定的に Asc-1 の発現抑制を
行うために、ES 細胞を用いて Asc-1 の遺伝子
座にCreリコンビナーゼの認識配列 loxPを挿
入したコンディショナルノックアウトマウ
スの作製を進めた。期待通りの相同遺伝子組
み換え ES 細胞株は複数取得出来たが、生殖
系列伝達するキメラマウスは、取得出来なか
った。一方，アストロサイト特異的に Dsd1
を発現させる BAC トランスジェニックベク
ターを作製してマウス受精卵に注入し、ファ
ウンダーマウスが複数取得出来た。これらの
マウス系統の確立と解析を継続している。ま
た、SR-KO マウスの解析を進め、SR が、脳
内の D-Asp 合成に関与すること（発表論文
20）、脊髄での炎症性疼痛伝達の制御に関わ
ること（発表論文 14）、皮膚でのバリア機能
制御に関わること（発表論文 13）等を明らか
にした。 
２）SR 新規阻害薬の開発 
 SR 阻害薬のリード化合物の構造情報をも
とに有機合成し in vitro で組換え体 SR に対
する作用を検討し、新規阻害薬候補を見いだ
した（発表論文 15）。さらに見いだした新規
阻害剤の神経活動に与える影響を、神経活動
モニターマウス（Arc-Luc Tg）で評価し、マ
ウス個体で神経過剰興奮を抑制する効果が
あることを見いだした（論文作成中）。また、
アルツハイマー病モデルに対する効果の検
証を継続している。 
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