
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６１

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

統合失調症治療薬によるD-セリンの有効性向上効果の検討

Effect of antipsychotics on efficacy of D-serine

００２７２４８５研究者番号：

福島　健（FUKUSHIMA, Takeshi）

東邦大学・薬学部・教授

研究期間：

２５４６０２２４

平成 年 月 日現在２８   ６   ８

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：統合失調症にD-アミノ酸の１つであるD-セリンの投与が有効である知見に基づき、本研究で
は統合失調症患者に処方されている抗精神病薬、気分安定薬などについて、生体内でD-セリンを分解するD-アミノ酸酸
化酵素（DAO）の活性阻害作用を調べた結果、第二世代抗精神病薬リスペリドン（Ris）やブロナンセリンにDAO活性阻
害作用が確認された。次に、ラットにD-セリンとRisを併用投与した結果、D-セリン単独投与時に比べ、Risを併用投与
することで、ラット血漿および脳でのD-セリン濃度が有意に高くなることを発見した。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that D-serine administration with antipsychotics was 
effective for the treatment of schizophrenia. An inhibitory effect of D-amino acid oxidase (DAO) activity 
by several antipsychotics or mood stabilizer etc. was firstly investigated by in vitro experiment, and we 
found that second-generation antipsychotics, risperidone (Ris) and blonanserin revealed relatively 
intense inhibitory actions of in vitro DAO activity. Next, Ris followed by D-serine was administered 
intraperitoneally to rats, and the D-serine levels in rat plasma or brain (striatum) with or without Ris 
pretreatment were examined by HPLC with fluorescence detection. Consequently, D-serine levels in rat 
plasma and microdialysis sample from striatum in rat brain were significantly increased in rats 
pretreated with Ris.

研究分野：分析化学

キーワード： 統合失調症　D-セリン　リスペリドン　マイクロダイアリシス　LC-MS/MS
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) D-セリンと統合失調症 

統合失調症は、人口の約 1％が罹患する重

篤な精神疾患であるが、その治療薬として現

在、優れたものはない。現在の治療薬は、ド

パミン（DA）神経の受容体遮断作用により、

同疾患の陽性症状（幻覚、幻聴など）を緩和

するが、陰性症状（引きこもりや感情鈍磨な

ど）や認知機能障害を改善しにくい１）。しか

し、1998 年に NMDA 受容体刺激作用を有す

る D-セリン（D-Ser）を同症治療薬とともに患

者に併用投与した結果、陽性ならびに陰性症

状、認知障害が減少したことが報告され２）、

最近も同様の論文が公表されている。D-Ser

は元々生体内に存在する D-アミノ酸である。  

研究代表者は以前に生体内 D-Ser を定量可

能な HPLC-蛍光検出法を開発し、この分析法

を用いて、統合失調症患者の血清では D-Ser

濃度が有意に低いことを発見した３）。また、

同患者脳脊髄液でもD-Ser低下が報告され４）、

これらの知見から、同患者脳内で D-Ser が欠

乏しており、D-Ser の投与が同疾患に対して

有効であると考えられる。 

 

(2) D-セリンの問題点とその対処 

一方で D-Ser は腎毒性物質であることが

1970 年代から報告されているため５）、国内で

は統合失調症患者への D-Ser の投与は行われ

ていない。生体内の D-Ser は、肝臓、腎臓、

脳などに存在する D-アミノ酸酸化酵素

（DAO）により代謝分解されるが、統合失調

症患者の死後脳では DAO 活性が健常人のも

のよりも上昇していた６）。生体内 DAO 活性

を阻害できれば、毒性を生じない程度の D-Ser

少量投与であっても、D-Ser 濃度をより高く

保つことが可能である。こうした背景から、

国内外で DAO 活性阻害物質の合成研究が行

われるようになったが７）、未だ開発途上であ

り、患者への使用例はない。 

 

２．研究の目的 

(1) 上記の背景より、統合失調症患者に処

方される幾つかの治療薬（抗精神病薬、気

分安定薬など）に生体内 DAO 活性を阻害

する作用があるかどうか、すなわち主作用

の他に DAO 活性阻害作用を有する治療薬

を探索することにした。研究代表者は市販

DAO と発蛍光基質 D-キヌレニン（D-KYN）

を用いた in vitro 実験による DAO 活性阻害測

定法を新規開発しており８,９）、このアッセイ

法により、統合失調症患者に処方される抗精

神病薬および気分安定薬などの DAO 活性阻

害作用を in vitro 実験で検討する。 

 

(2) in vitro実験でDAO阻害作用を有する統

合失調症の治療薬が、実際に in vivo で DAO

阻害効果により、D-Ser の生体内、特に血漿

中D-Ser濃度の上昇および脳内高濃度維持に

寄与するかどうか、実験動物（ラット）を

用いた前臨床試験を行う。 

 

３．研究の方法 

(1) 抗精神病薬の DAO 活性阻害作用 

 

① バッチ法による検討 

0.4 M トリス緩衝液 (pH 8.3) 中でヒト 

DAO、BSA、FAD の存在下にて、様々な濃

度に調製した抗精神病薬および気分安定薬

を添加し、37 ℃でプレインキュベートした。

次に、基質として 7.0 mM D-KYN を加え、

60 分間インキュベート後、0.3 M 硫酸亜鉛を

加えて、生成したキヌレン酸(KYNA)の蛍光

強度 (ex. 250 nm, em. 394 nm) を測定した。 

 

② HPLC による検討 

被験薬物が蛍光を有する場合は、HPLC-蛍

光検出器を用いる KYNA の定量法により，

その生成を調べた。HPLC には HILIC 型カ

ラム(2.5 µm, 2.0 mm I.D. × 150 mm)を用い、

移動相に CH3CN/10 mM HCO2NH4 in H2O 

(pH 3.0) (60/40)を使用した。流速 0.4 mL/min、

Ex. 250 nm、Em. 398 nm で蛍光検出した。

DAO の酵素反応は①と同様に行った後、内

標準物質（IS）として 100 µM Cl-KYNA を

加え、除タンパクし、試料を調製した。HPLC 

には 試料 20 μL を注入した。 

 

(2) 第二世代抗精神病薬（リスペリドン）と

D-Ser 併用投与の in vivo 実験 

 

① ラット血漿中 D-Ser 濃度の変動 

Sprague-Dawley（SD）系雄性ラット（9 週

齡）に Ris（0.5, 1.0, 3.0 mg/kg）または PBS

（Control 群）を腹腔内投与後 30 分に D-Ser

（20 mg/kg）を投与し、経時的に採血して血

漿を得た。回収した血漿中 D-Ser 濃度を除タ



ンパクし、蛍光試薬 NBD-F による蛍光誘導

体化後、HPLC を用いて測定した。 

 

② ラット血漿中リスペリドン（Ris）および

代謝物 9-ヒドロキシリスペリドン（9-OHRis）

濃度推移 

Ris 及び 9-OHRis は Tolperisone を IS と

して用いた。血漿試料を除タンパク後、固相

抽出（InertSep C18）を行い、LC-MS/MS [カ

ラム: InertSustain C18 (100 × 2.1 mm, 3 μm)] 

により測定し、それらの濃度推移を調べた。 

 

③ リアルタイム PCR による DAO mRNA 発

現変動 

 常法１０）に従い、Ris（3 mg/kg）投与後のラ

ット小脳および腎臓中のDAO mRNA発現を

リアルタイム PCR により測定した。尚、コ

ントロールとして Ris の代わりに PBS を投与

したラットを使用した。 

 

④ ラット線条体マイクロダイアリシス

（MD）実験 

長時間麻酔下にてラット線条体にガイド

カニューラを埋め込み、2 日間通常飼育後、

ブレインプローブを挿入し、無麻酔非拘束の

条件下で 30 分毎に脳透析液を氷冷下にて回

収した。尚、本実験は、本学動物実験委員会

により承認を得ている（14-53-165）。回収開

始から 1.5 時間後に Ris（0, 1.0, 3.0 mg/kg）、

その 30 分後に D-Ser（50 mg/kg）を投与し、

回収された脳透析液（MD）サンプル中 D-Ser

および神経伝達物質を HPLC により定量し

た。回収された MD サンプル中ドパミン

（DA） 及びホモバニリン酸（HVA）濃度を 

HPLC-電気化学検出法により測定した。 

 

４．研究成果 

(1) 抗精神病薬の DAO 活性阻害作用 

 

① バッチ法による検討 

統合失調症患者に処方される治療薬に、生

体内DAO活性の阻害作用が有るかどうかを、

当研究室で開発した DAO 活性阻害の in vitro

アッセイ法により評価した。ヒト DAO を用

いて、その治療薬の DAO 活性阻害作用を調

べた結果、第一世代抗精神病薬であるクロル

プロマジン、ハロペリドール、スルピリド、

第二世代抗精神病薬であるアリピプラゾー

ル、クエチアピン、リスペリドン（Ris）およ

びブロナンセリン（Blo）にヒト DAO 活性阻

害作用が認められ、特に Ris および Blo に強

いヒト DAO 活性阻害作用が確認された（IC50

値：約 4～5 μM）。一方、同患者に処方される

抗パーキンソン病薬（トリヘキシフェニジル、

ビベリデン）、抗うつ薬（セルトラリン、エ

スシタロプラム、デュロキセチン）、気分安

定薬（バルプロ酸ナトリウム）の IC50値は 50 

μM 以上であり、これらの薬物の DAO 活性阻

害は弱いと考えられた。 

 

② HPLC による検討 

蛍光を有する被験薬物の DAO 活性阻害を

評価できるアッセイ法として、HPLC を用い

て分離した KYNA のピーク面積変化によ

り評価できる蛍光アッセイ法を構築した。 

得られたクロマトグラム（図 1）では、

Cl-KYNA (IS)と KYNA のピークがそれぞれ

約 9, 12 分に溶出し、ピーク面積比算出が可

能であった。本 HPLC 法を用いて、被検物

質の DAO 活性阻害作用を濃度-阻害曲線に

より求めた結果、 DAO 活性阻害物質

3,5-MPC は濃度依存的に KYNA の生成を

抑えることが確認された。一方、検討した蛍

光を有する中枢作用薬（トラゾドン、イミプ

ラミン、ペロスピロン）の DAO 活性阻害作

用は 3,5-MPC に比べて僅かであった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図1  DAOによる酵素反応混合物のクロマ

トグラム（HPLC 条件は３ (1) ②に

記載した。） 

 

(2) 第二世代抗精神病薬（リスペリドン）と

D-Ser 併用投与の in vivo 実験 

 

① ラット血漿中 D-Ser 濃度の変動 
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以降の実験では、DAO 活性の阻害作用が見

られた第二世代抗精神病薬リスペリドン

（Ris）を使用した。SD 系雄性ラットに Ris

を腹腔内投与（i.p.）し、その 30 分後に D-Ser

を投与することで、Ris による血漿中 D-Ser

濃度の変動を調べた結果、投与された D-Ser

の血漿中濃度の全体的な上昇（図 2）および

その濃度曲線下面積（AUC）の上昇（図 3）

が見られた。血漿中 D-Ser 濃度及びその AUC 

は Ris の投与量依存的に増大し、Ris 1.0、3.0 

mg/kg において  Control 群に比べ有意な差

が認められた。これらの結果より、Ris の投

与により血漿中 D-Ser 濃度及び AUC を増加

させることが推察された。また、この効果は、

Ris の代わりに D-Ser の代謝酵素である DAO

の活性阻害物質であるMPCの投与（1.0 mg/kg, 

i.p.）によっても、同様の傾向が見られた。以

上より、Ris は生体内においても D-Ser の代謝

分解を抑える可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2  Ris および D-Ser 併用投与時のラット

血漿中 D-Ser 濃度推移 

（*, #: p < 0.05, **, ##: p < 0.01） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3  Ris および D-Ser 併用投与時のラット

血漿中 D-Ser 濃度-時間曲線下面積 

（**: p < 0.01） 

② ラット血漿中リスペリドン（Ris）および

代謝物 9-ヒドロキシリスペリドン（9-OHRis）

濃度推移 

ラット血漿試料の前処理操作において、Ris、

9-OHRis、IS の固相抽出では、酸性の洗浄液

（2% ACN/0.1% HCO2H in H2O）と溶出液

（60% ACN/0.1% HCO2H in H2O）の使用時が

最も高い回収率であった。移動相に  20% 

ACN/10 mM HCO2NH4 in H2O (pH 3.0)を用い

た LC-MS/MS により、Ris、9-OHRis、IS の

ピークが 10 分以内に溶出し、十分な分離が

得られた。血漿中 Ris および 9-OHRis 濃度は

共に投与量を反映した推移を示した（図 4）。

Ris、9-OH Ris は血漿中に長い時間、存在する

ことがわかり、Ris および 9-OHRis が DAO 活

性を阻害し、D-Ser 濃度が高く維持されるこ

とが推測された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  Ris 投与時のラット血漿中 Ris（上図）

および 9-OHRis（下図）濃度推移 

 

③ リアルタイム PCR による DAO mRNA 発

現変動 

  リアルタイム PCR の常法に従い、ラット小

脳および腎臓中の DAO mRNA 発現を調べた

結果、Ris の投与による DAO mRNA 発現の有

意な変動は見られなかった。したがって、図

2,3で見られたRis投与による D-Ser濃度の上

昇は、DAO 発現抑制ではなく、DAO 活性の

阻害作用、あるいは Ris 及び主代謝物の

9-OHRis が有する循環器系への薬理作用の寄

与が推察された。 
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④ ラット線条体マイクロダイアリシス

（MD）実験 

D-Ser の血液から脳組織への分布、移行へ

の変動を調べるために、実験動物（ラット）

が生きている状態での脳組織への物質変動

を調べることができるラット脳マイクロダ

イアリシス（MD）実験を行った。Ris、D-Ser

の併用投与による脳内 D-Ser 濃度の変動を調

べた結果、D-Ser の投与後 0.5、1.0 時間の時

点において、Ris 投与群の方が D-Ser の脳への

移行（脳内 D-Ser 濃度）に有意な増加が見ら

れた（図 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5  Ris および D-Ser 併用投与時のラット線

条体MDサンプル中D-Ser濃度の変動推

移（*: p < 0.05, **: p < 0.01） 

 

一方、DA 及び HVA の変動に関しては、Ris 

非投与群では、D-Ser 投与の有無に依らず DA 

及び HVA 濃度の顕著な変動はなかったが、

Ris + D-Ser 投与群では、1.0 mg/kg と 3.0 

mg/kg 投与群との間で Ris 投与 0.5－2.5 時

間後までの DA 濃度が有意に上昇していた。   

また、DA、HVA 共に Ris 投与量依存的に 

AUC が増大し、いずれもコントロール群に

対して有意に増加したが、D-Ser 投与の有無

による差異はなかった。しかし、Ris 3.0 mg/kg

投与群では、Ris 投与 1.0－3.0 時間後におい

て D-Ser 併用群の方が HVA/DA 比が増大し

ていた。これらの結果から、D-Ser の併用投

与により DA から HVA への代謝が亢進する

可能性が示唆された。 

本研究により、Ris と D-Ser を統合失調症患

者へ併用処方する上で、臨床上重要な以下の

知見が得られた。 

Risの投与量依存的にD-Serの血漿中濃度の

上昇が見られた。また、脳内においても、Ris

による D-Ser の脳内移行性の上昇が見られた

ことから、Ris 服用患者では、D-Ser の投与量

を海外で試験されている投与量よりも少な

くできる可能性が示唆された。今後は、前臨

床試験として、Ris および D-Ser の併用投与時

での行動薬理実験による検討が必要である。 
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