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研究成果の概要（和文）：D-キヌレニンという物質は、脳で神経伝達を弱めるキヌレン酸に変化

し、この物質変化には統合失調症に関係することがわかってきた D-アミノ酸酸化酵素（DAAO）

というタンパク質が関与していた。統合失調症のモデル動物の脳では D-キヌレニンからキヌレ

ン酸への物質変化が亢進しており、また、D-キヌレニンは生体内で D 型トリプトファンから生

成することも分かった。そして、DAAO による D-キヌレニンからキヌレン酸の生成反応を抑制

できる物質（薬）のスクリーニング法（探索・評価方法）を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：D-Kynurenine (D-KYN) was metabolized to kynurenic acid (KYNA), which 
is an antagonist of NMDA receptor in brain, and D-amino acid oxidase (DAAO), one of the susceptible 
genes of schizophrenia, was found to be responsible for the production of KYNA from D-KYN. The 
metabolism of D-KYN to KYNA has been enhanced in the brain of animal model of schizophrenia, and 
the D-KYN was produced from D-tryptophan. In addition, a screening method for the inhibitor of DAAO 
was newly developed. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
統合失調症発症のグルタミン酸仮説では、

NMDA 受容体の機能低下が原因とされてい
る。統合失調症患者の大脳組織や脳脊髄液で
は、L-トリプトファン代謝物であるキヌレン
酸の濃度上昇が報告されている。 

キヌレン酸は NMDA 受容体のアンタゴニ

スト作用を示すので、キヌレン酸濃度の異常
な上昇が幻覚、幻聴、引きこもりなどの精神
症状を引き起こす一因ではないかと考えら
れる。 
一方、D-アミノ酸代謝を行う D-アミノ酸酸

化酵素（DAAO）をコードする遺伝子は、統
合失調症の疾患感受性遺伝子の一つであり、
統合失調症患者の脳内 DAAO 活性の有意な
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上昇が 2008 年に報告された。従来、DAAO
は脳内 D-セリン（NMDA 受容体のコ・アゴニ
スト）の代謝・分解に関わるとされ、D-セリ
ン濃度の調節機構に関する研究報告は多い
が、DAAO とキヌレン酸との関連性を示す報
告はなかった。 
しかしながら、研究代表者は、D-キヌレニ

ンを正常ラットに投与した結果、著しい血漿
中キヌレン酸の濃度上昇を認め、このキヌレ
ン酸濃度上昇は DAAO による D-キヌレニン
の代謝であることを DAAO 阻害剤を使った
実験で示した。つまり、D-キヌレニンの第一
アミノ基が DAAO により、酸化的脱アミノ化
を受け、分子内環化が非酵素的に起こりキヌ
レン酸を生じると考えられる。また、ラット
に D-キヌレニンおよび L-キヌレニンを投与し
た際、D-キヌレニン投与時のほうが、明らか
に異常な行動を示していた。これらの実験結
果から、D-キヌレニンが統合失調症の疾患感
受性遺伝子産物の一つである DAAO とキヌ
レン酸とを結びつける重要な物質であると
推測された。 
こうした研究背景から、本研究では下記(1)

～(4)を研究の目的とする。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 実験動物（ラット）脳における D-キヌレ

ニンからキヌレン酸の生成に関する検討 
 
①ラット脳内において、D-キヌレニンからキ
ヌレン酸が実際に生成することを示す。 
② ラット脳内における D-キヌレニンからキ
ヌレン酸の生成が、DAAO によるものである
か否かを検討する。 
 
(2) ラット生体内における D-トリプトファン
から D-キヌレニン、キヌレン酸の生成に関す
る検討 
 
① D-トリプトファンから D-キヌレニン、キヌ
レン酸が生成するか否か。 
② 統合失調症のモデルラット脳では、D-トリ
プトファンから D-キヌレニン、キヌレン酸の
生成が亢進しているか否か。 
③ D-トリプトファン投与後のラット脳内神
経伝達物質（ドパミン）の変動。 
 
(3) in vitro 実験での、DAAO による D-キヌレ
ニンからキヌレン酸の生成を活用する分析
方法の開発 
 
① DAAO による D-キヌレニンからキヌレン
酸の生成を活用する DAAO 阻害物質の評価
法。 
② D-キヌレニンからキヌレン酸の生成を活
用するラット脳 DAAO 活性の評価法。 

 
(4) 統合失調症モデルラット脳でのDAAO発
現変動に関する検討 
 
①  統合失調症のモデルラット脳での
DAAOmRNA の発現変動はあるか否か。 
② 統合失調症のモデルラット脳での DAAO
の酵素活性の変動はあるか否か。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 本研究では、HPLC-蛍光検出法により生
体試料中 D-キヌレニン、キヌレン酸を定量す
る。ラット脳における実験では、ラット脳マ
イクロダイアリシスにより検討する。 
 
(2) (1)と同様に D-トリプトファン、D-キヌレ
ニン、キヌレン酸の定量は HPLC-蛍光検出法
により行う。統合失調症モデルラットは、ケ
タミンを連続投与して作製するケタミン処
置ラットを使用する。 
 
(3) 市販のブタ腎由来のDAAOを使用した酵
素反応実験を行う。D-キヌレニンを反応基質
として生成した蛍光物質キヌレン酸の蛍光
を測定する。 
 
(4) リアルタイム PCR 法により、ラット脳部
位中の mRNA 発現を解析する。また、(3)の
方法を用いて、ケタミン処置ラット脳の
DAAO 活性を測定する。 
 
４．研究成果 
 
(1) ラット脳における D-キヌレニンからキヌ
レン酸の生成に関する検討 
 
① ラット脳マイクロダイアリシス(MD)を
用いた実験により、D-キヌレニンをラット脳
(前頭葉皮質)に直接注入した結果、キヌレン
酸の生成が、D-キヌレニン濃度依存的に認め
られた。 
 
② D-アミノ酸酸化酵素（DAAO）の阻害剤
MPC を、①の実験での D-キヌレニンととも
にラット脳に注入した結果、MPC の濃度依存
的にキヌレン酸の生成が抑制された。 
 
以上の結果より、ラット脳において、D-キ

ヌレニンからキヌレン酸への代謝生成に、統
合失調症の疾患感受性遺伝子産物の一つで
あるD-アミノ酸酸化酵素(DAAO)の関与が示
唆された。 

 
(2) ラット生体内における D-トリプトファン
から D-キヌレニン、キヌレン酸の生成に関す
る検討 



①ラットに D-トリプトファンを腹腔内投与
した結果、ラット血漿中 D-キヌレニン、キヌ
レン酸濃度の上昇が見られた。また、ラット
脳マイクロダイアリシス実験により、D-トリ
プトファン腹腔内投与後、D-トリプトファン
が脳へ移行し、脳内でキヌレン酸が生成する
ことが分かった。この生成は、L-トリプトフ
ァン投与時とほぼ同等であった。また、D-ト
リプトファン投与時の方が、L-トリプトファ
ン投与時に比べて、キヌレン酸生成がより長
時間持続する傾向が見られた（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  D-トリプトファン（上）および L-トリ

プトファン（下）腹腔内投与時のラッ
ト脳内キヌレン酸（KYNA）の生成推移 

 
② ラット脳マイクロダイアリシスにより、
ケタミン処置ラットでは、D-トリプトファン
投与後の脳内キヌレン酸の生成が、コントロ
ールラットに比べて多くなっていた（未発表
データ）。これにより、統合失調症の病態時
では、D-トリプトファンから D-キヌレニンを
経て、NMDA 受容体のアンタゴニスト作用を
示すキヌレン酸を生成し易くなっていると
思われた。 
 
③ ラット脳マイクロダイアリシスにより、
D-トリプトファンあるいは L-トリプトファン
投与後のラット脳内ドパミン変動を調べた
結果、D-トリプトファン投与時にのみ、ドパ
ミンの一過性上昇が観察された（図 2）。D-
トリプトファンによるドパミン放出は、報告
例が無く、新規性が高いデータである。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  D-トリプトファン（上）および L-トリ

プトファン（下）腹腔内投与時の脳内
ドパミン放出 

 
(3)  in vitro 実験での、DAAO による D-キヌ
レニンからキヌレン酸の生成を活用する分
析方法の開発 
 
① 市販のブタ腎 DAAO を酵素として用い、
D-キヌレニンを基質とした in vitro 実験によ
り、現在使用されている統合失調症治療薬の
DAAO 活性阻害の評価を行うことができた
（図 3）。この方法は、DAAO 活性の阻害物質
をスクリーニングする方法としての活用が
可能である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3  統合失調症治療薬（クロルプロマジン）

の濃度－DAAO 活性阻害曲線 
 
②  ①の方法を応用し、ラット脳組織中の
DAAO 活性の測定法を開発した。この方法に
より、ラット小脳で最も DAAO 活性が高く、
大脳では DAAO 活性が低いことが分かった。 
この結果は、従来法での結果と一致するもの
であり、本法の信頼性が確認された。 
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(4) 統合失調症モデルラット脳での DAAO
発現変動に関する検討 
 
① リアルタイム PCR の常法に従い、ラット
脳 DAAO mRNA 発現を調べた結果、上記の
(3)②の結果と同様に、DAAO mRNA の発現
は、小脳で最も高く、大脳では低かった。こ
の実験の検討過程で、文献で報告されている
DAAOmRNA のリアルタイム PCR 法は、精度
が低いことが分かったので、使用する試薬、
反応条件、組織の採取量を検討し、精度が高
い方法を開発した（投稿中）。この方法で、
現在、ケタミン処置ラット脳における DAAO
ｍRNA 発現変動を検討している。 

 
② 上記(3)②の方法で、ケタミン処置ラット
脳各部位の DAAO 酵素活性を検討した結果、
コントロールラットに比べて、有意差が示さ
れなかった。今後、更なる検討が必要である。 
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