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研究成果の概要（和文）：モルヒネ(10mg/kg)を30日間投与し耐性が形成されたラットの脳および脊髄におけるセリン
ラセマーゼ(Srr)、D-アミノ酸酸化酵素(DAO)の遺伝子発現、タンパク質発現、Dアミノ酸量を解析した。Srr mRNAおよ
びタンパク発現量は全ての脳部位および脊髄で、DAOは前脳部および脊髄において有意に増加した。Srrタンパク質量は
全ての脳部位と脊髄で有意に増加した。Dセリン量は前脳部および脊髄において有意に増加した。以上の結果から、モ
ルヒネ慢性投与は関連タンパク質(Srr, DAO)遺伝子発現の変化を伴い前脳部および脊髄のDセリン量を増加することが
明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The expression of mRNA and protein of serine racemase and D-amino acid oxidase inc
reased in forebrain and spinal cord of rats developing morphine torelance. The levels of D-serine in incre
ased in forebrain and spinal cord of rats developing morphine torelance. These results demonstrated that e
levated D-serine level in rats developing morphine torelance could at least in part be involved in the act
ivation of NMDA receptor via glycine site.
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１．研究開始当初の背景 
  D-アミノ酸が、細胞壁ペプチドグリカン
の構成成分として、細菌の生育に必須であ
ることは以前から知られていた。しかし、
哺乳類において D-セリンや D-アスパラギ
ン酸などの遊離型 D-アミノ酸が重要な生
理作用を有することが認められたのは最近
である。申請者らは、哺乳類脳内に遊離型
D-セリンが多量に存在すること、N-メチル
-D-アスパラギン酸(NMDA)受容体グリシ
ン結合部位の内因性リガンドであることな
どを明らかにした。D-セリンは、L-セリン
をラセミ化するセリンラセマーゼ (Serine 
racemase: Srr) により生成され、D-アミノ
酸酸化酵素(D-amino acid oxidase; DAO)
によりピルビン酸に分解される。申請者ら
は、① D-セリンを脳室内投与し鎮痛効果
が得られること、② D-セリン脳内投与は
モルヒネの鎮痛効果を増強すること、③ 
D-セリンの鎮痛効果がナロキソンによっ
て拮抗されること、などを明らかにした。
これらの結果は、NMDA 受容体を介しオ
ピオイド受容体を刺激し鎮痛作用が現れる
ことを示唆している。また、申請者らは、
モルヒネ急性投与により Srr mRNA およ
びDAO mRNA量が一過性かつ用量依存的
に増加することを明らかにした。この結果
は、D-セリン代謝関連タンパク質の発現と
オピオイド受容体活性との関連性を示唆し
ている。報酬効果およびナロキソン誘発退
薬症候が NMDA 受容体グリシン結合部位
アンタゴニストにより有意に減弱すること
が 知 ら れ て い る (Popik et al, 1998, 
Neuropharmacology, 37, 1033-1042)。 
この結果は、モルヒネの報酬効果および退
薬症候と、D-セリンとの関連性を示唆して
いる。 
２．研究の目的 
本研究では、モルヒネを慢性投与し(その後
ナロキソンで拮抗し)、脳内 Srr と DAO の
mRNA 量、タンパク質量、および D-セリ
ン量がどのように変化するのかを解析する。
すなわち、real time PCR 法、Western Blot
法、および HPLC によって定量的に解析す
る。さらに in situ hybridization、免疫組
織化学を用いて、Srr と DAO の mRNA 量、
タンパク質量、および D-セリン量の発現が
変化する脳部位を詳細に観察し、D-セリン
代謝とモルヒネ耐性形成、報酬効果あるい
は退薬症候との関連を明らかにすることを
目的とする。 
３．研究の方法 
モルヒネ(10mg/kg)を慢性投与し鎮痛効果に
耐性形成が確認されたラットなどの脳を 7部
位(線状体、海馬、大脳皮質、間脳、中脳、小
脳、橋・延髄)・脊髄に分けた後、以下の実験
に供試した。なお、鎮痛効果は Tail Flick 
Response 法により計測した。 
(1)Srr および DAO mRNA 量の定量：定量的
リアルタイム PCR 法 

(2) Srr および DAO タンパク質量の定量：
Western Blot 法 
(3) D セリン量の定量：HPLC 法 
４．研究成果 
(1) 耐性形成 モルヒネ(10mg/kg)を 30 日間
投与し耐性が形成されたことを確認した。 
(2) Srr & DAO mRNA 量の変化 
モルヒネ慢性投与により Srr mRNA 発現量
は全ての脳部位および脊髄で、DAO は前脳
部(線状体、海馬、大脳皮質)において有意に
増加した。 
 
(3) Srr & DAO タンパク質量の変化 
モルヒネ慢性投与により Srr タンパク質量
は全ての脳部位と脊髄で有意に増加した。一
方 DAO は有意な変化が観察されなかった。 
 
(4) D セリン量の変化 
モルヒネ慢性投与により前脳部(線状体、海馬、
大脳皮質)および脊髄において有意に増加し
た。 
 
(5) Srr 発現細胞 
これまで D セリンおよび D セリン合成酵素
Srr は２型アストロサイトで発現されるとの
報告があるが、神経細胞で発現していること
が明らかとなった。 
 
以上の結果から、モルヒネ慢性投与は関連タ
ンパク質(Srr, DAO)遺伝子発現の変化を伴い
前脳部および脊髄の D セリン量を増加する
ことが明らかとなった。 
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