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要旨 
 
【背景と目的】 
 統合失調症は主要な精神疾患の一つであり、人口の約 1 %が罹患し、陽性症状、陰

性症状及び認知機能障害など多彩な症状を呈して QOL (quality of life)を著しく損な

い、多くは再発・再燃及び急性増悪を繰り返して慢性の経過を辿る。依然として病態

は解明されておらず、近年では非定型抗精神病薬が薬物療法の中心であるが難治例も

多い。当教室では統合失調症の病態解明に向け、ドパミン仮説及びグルタミン酸仮説

を統合し、進行性の脳容積低下、認知機能障害及びドパミン D2受容体遮断薬への抵

抗性の獲得を説明する動物モデルとして、「dopamine to glutamate 仮説」に基づく

「病態包括進行モデル」を提唱してきた。 
ラットにメタンフェタミン(METH：methamphetamine) 2.5 mg/kg を投与すると

前頭前野(PFC：prefrontal cortex)及び側坐核においてドパミン放出が増加し、遅発

性にグルタミン酸放出も増加する。METH 2.5 mg/kg を反復投与すると、行動感作

の形成に加えて①N-methyl-D-aspartate (NMDA)受容体遮断薬への過感受性、②

prepulse inhibition の障害及び③PFC のアポトーシスが惹起される。この 3 現象は

NMDA 受容体機能異常の存在を示唆するが、過去の研究ではその分子生物学機序が

不明であった。NMDA 受容体は必須サブユニットである GluN1 を含む 7 種のサブ

ユニット(GluN1、GluN2A-2D 及び GluN3A-3B)の四量体からなり、サブユニット

の構成は発達段階や神経活動により変化する。 
本研究は METH 2.5 mg/kg 反復投与による統合失調症病態モデル動物を用いて、

本モデルの NMDA 受容体機能異常の背景にあると考えられる NMDA 受容体サブユ

ニットの構成の変化と、それに対する定型抗精神病薬及び非定型抗精神病薬の効果に

ついて検討する。 
【対象と方法】 
先ず、7 週齢の雄性 SD(Sprague-Dawley)ラットに定型抗精神病薬の一つであるハ

ロペリドール(HPD：haloperidol)若しくは非定型抗精神病薬の一つであるアセナピ

ン(ASP：asenapine)を投与して自発運動量への影響を検討した。次いで、HPD 若し

くは ASP 及び METH 2.5 mg/kg を投与し、METH 2.5 mg/kg 誘発性の移所運動量

への影響を検討した。以上よりラットの自発運動量と METH 2.5 mg/kg 誘発性の移

所運動量の亢進に対して共に有意な影響を与えず、行動感作の形成を阻止する濃度と

して HPD 0.1 mg/kg 及び ASP 0.1 mg/kg を設定した。 
更に 7 週齢の雄性 SD ラットに生理食塩水(Sal：saline)若しくは METH 2.5 

mg/kg 及び Sal 若しくは HPD 0.1 mg/kg 若しくは ASP 0.1 mg/kg を隔日 5 回反復投

与し、十分な休薬期間(5-8 日)の後に移所運動量の測定若しくは PFC、海馬(HPC：
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hippocampus)及び線条体(ST：striatum)の採取を行った。脳組織は右半球を qRT-
PCR (quantitative reverse transcription PCR)に、左半球をウェスタンブロッティ

ング(WB：western blotting)に用いた。qRT-PCR では PFC、HPC 及び ST におけ

る GluN1 及び GluN2A-2D のコード遺伝子である Grin1 及び Grin2a-2d の遺伝子発

現量を、WB では PFC 及び ST の細胞質基質分画及びシナプトソーム分画における

GluN1 タンパク発現量を、それぞれ検討した。 
【結果】 
 METH 2.5 mg/kg の反復投与により、qRT-PCR では PFC の Grin1 及び Grin2c、
HPC の Grin1 及び Grin2a、ST の Grin1、Grin2b、及び Grin2d の有意な遺伝子発

現量の減少を認めた。WB では PFC の細胞質基質分画及びシナプトソーム分画、並

びに ST の細胞質基質分画において GluN1 の有意なタンパク発現量の減少を認め

た。HPD 投与群では NMDA 受容体サブユニットの遺伝子発現量及びタンパク発現

量共に変化は認められなかったが、ASP 投与群では ASP-METH 群において PFC 及

び ST の細胞質基質分画の GluN1 タンパク発現量の減少阻止効果を認めた。 
【考察】 
 PFC 及び ST において Grin1 及び GluN1 が減少していた事から、PFC 及び ST で

は NMDA 受容体発現量が減少しており、これが本モデルで認められる NMDA 受容

体機能異常の本態の一部と考えられた。HPD 及び ASP の投与では Grin1 及び

GluN1 の発現量の低下は回復しなかったが、定型抗精神病薬及び非定型抗精神病薬

の薬効の差異の一つとして ASP 投与により PFC 及び ST における GluN1 の小胞輸

送の減少が阻止されたものと考えられた。 
METH 2.5 mg/kg の反復投与による各脳部位における NMDA 受容体サブユニット

の遺伝子発現量の減少の一部は、統合失調症患者の死後脳研究で認められた変化と合

致していた。現時点でドパミン神経系の過活動及び NMDA 受容体の機能異常の組み

合わせが統合失調症の臨床側面を最もよく説明し得る事並びに Grin1 ノックダウン

マウス及びヘテロ接合体(GluN1 +/-)マウスが有力な統合失調症モデル動物である事

から、本モデルはドパミン仮説及びグルタミン酸仮説、或いは薬理学的モデル及び遺

伝学的モデルを包含した統合失調症の病態の一部を再現しているものと考えられる。 
【結論】 

 METH の反復投与により、統合失調症の病態の一部と考えられる NMDA 受容体サ

ブユニットの発現の変化及びそれに対する抗精神病薬の薬効が示された。本モデルは

クロザピン及びグルタミン酸受容体に作用する他の薬剤の投与による NMDA 受容体

機能の変化の検討並びに新規治療法の探索に有用と考えられる。今後 METH 反復投

与の時期を替える事で、神経発達障害としての統合失調症の病態の解明にも繋げられ

る可能性がある。  
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略語表 
 
本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである。 

 
ADL  activities of daily living 
AMPA  α-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionate 
AMPH  amphetamine 
ANOVA analysis of variance 
ARMS  at risk mental state 
ASP  asenapine 
BPRS  brief psychotic rating scale 
CNS  central nervous system 
CSF  cerebrospinal fluid 
DALY  disability-adjusted life-years 
ERP  event-related potential 
GABA  γ-aminobutyric acid 
HPC  hippocampus 
HPD  haloperidol 
iGluR  ionotropic glutamate receptor 
i.p.  intraperitoneal administration 
METH  methamphetamine 
MMN  mismatch negativity 
mPFC  medial prefrontal cortex 
MRS  magnetic resonance spectroscopy 
MSN  medium-sized spiny neuron 
NAc  nucleus accumbens 
NMDA  N -methyl-D-aspartate 
PBS  phosphate buffered saline 
PCP  phencyclidine 
PET  positron emission tomography 
PFC  prefrontal cortex 
PKA  protein kinase A 
PPI  prepulse inhibition 
PSD  postsynaptic density 
PSD-95  postsynaptic density protein 95 
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PVDF  polyvinylidene difluoride 
QOL  quality of life 
qRT-PCR quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 
Sal  saline 
s.c.  subcutaneous injection 
SPECT  single photon emission computed tomography 
SRR  serine racemase 
ST  striatum 
TBS-T  tris buffered saline with tween 20 
WHO  world health organization 
YLL  years of life lost 
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緒言 
 
【統合失調症の経過】 
統合失調症は 2002 年に精神分裂病から呼称変更された主要な精神疾患の一つであ

り、性別や人種や地域によらず人口の約 1 %が罹患しているといわれる頻度の高い疾

患である。10 歳代後半から 30 歳代で発症し、多彩な症状を呈し、多くは慢性の経過

を辿る。主な症状には幻聴や被害妄想を中心とした幻覚・妄想や自我障害などの陽性

症状、意志発動性の低下や感情鈍麻などの陰性症状、認知機能障害などがあり、慢性

期には陰性症状や認知機能障害が前景に立つが、急性期には陽性症状が増悪する。統

合失調症の病因については依然諸説あるが、遺伝的要因と環境要因の両方によって影

響を受ける多因子性の神経発達障害であり(Lewis and Lieberman, 2000; Van Os et 
al., 2010; Carlsson et al., 1997)、罹患者の一卵性の同胞が統合失調症を発症するリ

スクは 50-80 %である(Sullivan et al., 2003)。 
比較的治療反応性の良い初発エピソードで寛解を得られ維持療法として薬物療法を

継続していても、統合失調症の自然経過として再燃・急性増悪する事も少なくない。

初発エピソードが寛解した後、抗精神病薬の服薬を中止すると 1 年以内に約 80 %、

2 年以内に 98 %と高率に再発する一方、服薬を継続していても 5 年以内に約 80 %が

再発する(Robinson et al., 1999)。世界保健機関(WHO：world health organization)
が疾病負担の指標としている障害調整生存年数(DALY：disability-adjusted life-
years)における損失生存年数(YLL：years of life lost)では、疾患が生活障害を引き起

こす程度としては全疾患の中で統合失調症の急性期が最大とされる程、生活の質

(QOL：quality of life)は大きく障害される(Salomon et al., 2015)。この急性エピソ

ードを反復する内に人格水準が低下し、日常生活動作(ADL：activities of daily 
living)が障害される場合もある(Harvey and Strassnig, 2012)。又、臨床場面では再

燃・急性増悪のエピソードを繰り返す内に次第に難治化する事が多い。統合失調症に

罹患し顕在発症した後は、速やかな症状の寛解を図った上で、再燃・急性増悪の予防

と早期発見・早期治療が重要となる。 
 
【統合失調症とドパミン】 
 クロルプロマジンが 1951 年に合成され(Sneader, 2002)、1952 年に精神科治療へ

の有用性が報告された。その後、AMPH がドパミン神経系に作用する事やドパミン

受容体作動薬の投与で統合失調症の症状が増悪する事などから統合失調症の病態にド

パミン神経系の機能異常の関与が考えられるようになり(van Rossum, 1966)、更に

(定型)抗精神病薬のドパミン D2受容体親和性と有効臨床用量が相関する事が明らか
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となり(Seeman and Lee, 1975; Seeman and Ulpian, 1983)、次第にドパミン仮説が

定着していった。 
 当初ドパミン神経系の過活動と考えられていた統合失調症の病態だが、(定型)抗精

神病薬では陰性症状の改善に乏しい事や治療抵抗性の一群が存在する事、又治療抵抗

性統合失調症に有効性が示されたクロザピン(Kane et al., 1988)はドパミン D2受容

体への親和性が低い(Vauquelin et al., 2012)事などから、後に中脳辺縁系領域でのド

パミン神経系の過活動と PFC でのドパミン神経系の低活動からなるという修正ドパ

ミン仮説が提唱された(Davis et al., 1991; Walter et al., 2009; Pogarell et al., 2012; 
Brisch et al., 2014)。 
 近年では、NMDA 受容体や GABA 神経系の機能低下によってグルタミン酸作動性

投射ニューロンが脱抑制し、中脳ドパミン神経系へのグルタミン酸の放出が増加する

事でドパミン神経系の過活動が惹起される(Howes et al., 2015)という、ドパミン神

経系の上流の機構に問題があるとする説が提唱されている。一方で ST におけるドパ

ミン神経系の過活動に関しては、仮説ではなく事実として捉えられるようになってき

ている(伊藤ら, 2019)。 
 
【統合失調症と覚醒剤精神病】 
ヒトが AMPH や METH を反復乱用すると、一般的には数ヶ月の乱用後に、乱用

初期には見られない幻覚・妄想を主とする精神病状態(覚醒剤精神病)が出現する。覚

醒剤精神病は 1950 年代の METH の乱用の流行を受け本邦で生まれた概念である

(Sato, 1992)。統合失調症様の幻覚妄想状態を呈し、覚醒剤の中止と治療により精神

病状態は一旦寛解するが、一部は遷延・持続する。又、寛解後も覚醒剤の再使用や飲

酒、心理的ストレスなど非特異的ストレスを機に急速に再発し、初回エピソードと同

様の病像を呈する(佐藤ら, 1996; Sato, 2002)。更にエピソードを反復する度に再発・

再燃脆弱性が高まる。 
 実験動物に低用量の AMPH や METH を反復投与すると移所運動量と常同行動が

増強し、常同行動の発現潜時の短縮(Tadokoro and Kuribara, 1990)や、AMPH 及び

METH の少量の急性投与による過活動の惹起が見られる(Robinson and Becker, 
1986; Featherstone et al., 2008)。又、AMPH や METH は単回投与より反復投与の

方が強固に行動感作を形成しやすく(Featherstone et al., 2007)、連日投与より 1 日以

上の間隔で反復投与した方が行動感作を形成しやすい(曽良, 2019)。 
この経過が精神病症状の再発・再燃という臨床経過に酷似する事から覚醒剤精神病

は統合失調症の再燃・再発のモデルとして捉えられるようになった。モデル動物にお

いても AMPH 及び METH の反復投与により異常行動が惹起されるメカニズムには

ドパミン神経系が関与しており(Weidenauer et al., 2017)、これら AMPH 及び METH
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への過敏反応性はヒトにおいては逆耐性現象、動物モデルでは行動感作として捉えら

れる事から、AMPH モデル及び METH モデルは統合失調症の再燃準備状態の神経基

盤を探るモデルとして用いられるようになった(曽良, 2019; 橋本ら, 2018)。 
統合失調症患者においては、抗精神病薬の中止後に AMPH の投与で精神病症状が

増悪する事(Lieberman et al., 1987)、SPECT (Single Photon Emission Computed 
Tomography)を用いた研究では未服薬の統合失調症患者に AMPH を投与する事で

ST のドパミン放出が増加する事やそのドパミン放出の程度が BPRS(Brief Psychotic 
Rating Scale)の陽性症状尺度の程度と相関する事(Laruelle et al., 1996)などが示さ

れている。 
 
【統合失調症とグルタミン酸 NMDA 受容体】 
統合失調症とグルタミン酸又は NMDA 受容体の関連について、臨床場面では種々

の報告がなされている。古くは NMDA 受容体遮断薬である PCP の乱用が統合失調

症に類似する症状を呈した(Rainey and Crowder, 1975)事に始まり、統合失調症患者

の脳脊髄液(CSF：cerebrospinal fluid)のグルタミン酸レベルが著しく低下していた

事(Kim et al., 1980)、統合失調症患者では NMDA 受容体遮断薬であるケタミンへの

感受性が亢進しておりケタミン投与により精神症状が増悪するが HPD の投与では改

善しなかった事(Lahti et al., 1995)、健常者へのケタミン投与により統合失調症に類

似した陽性症状、陰性症状、及び認知機能障害を認める事(Lahti et al., 2001; Javitt, 
2007)、SPECT 研究では初発未治療の統合失調症患者で左海馬の NMDA 受容体数が

減少していた事(Pilowsky et al., 2006)、MR スペクトロスコピー(MRS：magnetic 
resonance spectroscopy)のメタ分析では一部の脳領域でのグルタミン酸代謝産物の

上昇が認められた事(Merritt et al., 2016)、ゲノム研究では統合失調症の発症に

NMDA 受容体関連遺伝子である GRIN2A や serine racemase(SRR)が関連している

事(Ripke et al., 2014)などが示されている。近年では、抗 NMDA 受容体抗体脳炎で

統合失調症に類似した症状を呈する事(Dalmau et al., 2019)や、初発統合失調症の

6.5-9.9 %に抗 NMDA 受容体抗体が陽性であった(Vincent et al., 2011; Steiner et al., 
2013)事が報じられている。又、近年では NMDA 受容体遮断薬の一つであるメマン

チンによる補助療法が統合失調症の陰性症状や認知機能を改善させる事(Kishi et al., 
2018; Zheng et al., 2018)などが注目されている。 
統合失調症患者で見られる NMDA 受容体機能異常に基づき、グルタミン酸仮説は

ドパミン仮説に並び統合失調症の病態仮説の一つとされている(Olney and Farber, 
1995; Goff and Coyle, 2001)。又、PCP やケタミンを用いた動物モデルは統合失調

症の薬理学モデルである事が示唆されている(Jentsch and Roth, 1999; Frohlich and 
Van Horn, 2014)。 
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【NMDA 受容体のサブユニット】 
中枢神経系(CNS：central nervous system)において最も重要な興奮性神経伝達物

質の一つである L-グルタミン酸(L-glutamate)の受容体には、イオンチャネル型と代

謝型がある。その内イオンチャネル型グルタミン酸受容体(iGluR：ionotropic 
glutamate receptor)は主に中枢神経系のシナプス前細胞及び後細胞の膜上に存在

し、更に NMDA 受容体、AMPA(α-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-
propionate)受容体、カイニン酸(Kainate)型グルタミン酸受容体、デルタ型グルタミ

ン酸受容体に分類される。NMDA 受容体は CNS に広く存在し、記憶や学習などの

認知機能や、その基盤となる神経可塑性など高次脳機能の発現や調節に不可欠な役割

を果たす。NMDA 受容体はサブユニット組成が異なる複数のサブタイプが存在し、

必須サブユニットである 2 つの GluN1 の他、GluN2(GluN2A-2D)と
GluN3(GluN3A, 3B)の 7 種のサブユニットの四量体として組み立てられている(Fig. 
1)。それぞれのサブユニットは固有の特性を持ち、サブユニットの組成は発達段階や

神経活動により変化する(Cull-Candy and Leszkiewicz, 2004; Traynelis et al., 2010; 
Paoletti et al., 2013)。Grin1 遺伝子が GluN1 タンパクを、Grin2a-Grin2d 遺伝子が

GluN2A-GluN2D タンパクを、Grin3a-Grin3b 遺伝子が GluN3A-GluN3B のタンパ

クをそれぞれコードしている。 
 

 
Fig. 1 NMDA 受容体サブユニットの構成の例 
 
 
【当教室の「病態包括進行モデル」】 
 決定的な診断法や治療薬がない統合失調症において病態解明は急務であるが、責任

器官が脳である為生体検査はほぼ不可能であり、生体レベルの病態解明において生化

学的・分子生物学的なアプローチは実験動物を使用せざるを得ないのが現状である。
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その為には病態を再現したモデル動物を用いる事が重要である。近年では 20 種を超

える統合失調症の動物モデルが開発されていると推定されている(Carpenter and 
Koenig, 2008)。神経発達モデル、薬理学的モデル、病変モデル、遺伝学的モデルに

大別され、そのいくつかは使用される方法論や原理が重複している(Jones et al., 
2011)。中でも AMPH 及び METH を用いたモデルは古典的ドパミン仮説を再現する

最初の薬理学的モデルとして開発され用いられてきた。 
 当教室では、ドパミン仮説及びグルタミン酸仮説を統合し、進行性の脳容積低下、

認知機能障害及びドパミン D2受容体遮断薬への抵抗性の獲得を説明するモデルとし

て、「dopamine to glutamate 仮説」に基づく「病態包括進行モデル」を提唱してき

た。本モデルは①精神病エピソード時には辺縁系などでドパミンの放出が増加し、そ

の程度が重度な場合にはグルタミン酸の放出増加を伴う、②グルタミン酸の放出増加

により NMDA 受容体は脱感作されて機能異常を来し、最終的にグルタミン酸の放出

は低下する。③この結果として認知機能障害が生じる他、NMDA 受容体に対して反

応性のある(恐らくはドパミン D2受容体遮断薬への反応性が乏しい)病態が出現す

る。④グルタミン酸の放出増加により AMPA 受容体が繰り返し刺激される事による

脳の萎縮性変化、の 4 段階からなる(Abekawa et al., 2008a; 橋本ら, 2018)。 
 
【本研究について】 
 本研究では統合失調症における病態仮説の一つであるドパミン仮説とグルタミン酸

仮説、又それらを統合するものとして当教室で提唱してきた「dopamine to 
glutamate 仮説」に基づく「病態包括進行モデル」のメカニズムについて、分子生物

学的アプローチによる解明を進める。METH 投与により統合失調症の病態進行や難

治化をモデル化したモデルラットを用いて、脳における NMDA 受容体の遺伝子発現

量及びタンパク質発現量を分析し、グルタミン酸作動性神経系の異常と NMDA 受容

体のサブユニットの発現量変化との関係を明らかにする。又、NMDA 受容体は四量

体として存在することから、NMDA 受容体を構成する各々のサブユニット毎に発現

量を分析することで、グルタミン酸作動性神経伝達における NMDA 受容体の機能異

常について、受容体の量的変化に加えて質的変化についても検討する。更に、本モデ

ルラットに対して非定型抗精神病薬の一つである ASP を投与し、定型抗精神病薬の

一つである HPD と比較する事で、統合失調症の病態に対する NMDA 受容体の関与

を検証すると共に、治療効果の機序も明らかにする。 
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第一章：メタンフェタミン反復投与によるモデルラットの作成と、抗精神

病薬による行動感作の抑制効果の検討 
 
1.1 緒言 
 
 本章では過去に当教室で用いてきたプロトコールに従ってモデルラットを作成した

上で、行動実験に基づき HPD と ASP の濃度を設定する。 
 
【ハロペリドール(HPD：haloperidol)について】 
 1958 年に開発された第一世代抗精神病薬(定型抗精神病薬)であり、ブチルフェノン

系抗精神病薬に属する。最も多く用いられてきた抗精神病薬の一つであり、他の第一

世代抗精神病薬(定型抗精神病薬)と効果は同等である(Dold et al., 2015)。ドパミン D2

受容体とアドレナリンα1 受容体への受容体親和性が高く、非定型精神病薬と異なり

セロトニン 5-HT2Aへの受容体親和性が相対的に低い。マウスでは HPD 1.0 mg/kg の

腹腔内注射でカタレプシー(強硬症、catalepsy)が誘発された(Nishchal et al., 2014)。 
 
【アセナピン(ASP：asenapine)について】 

ASP は 2009 年 8 月のアメリカに始まり、「成人における統合失調症および双極Ⅰ

型障害に伴う躁病または混合エピソードの急性期治療」の適応で海外では広く用いら

れてきた。本邦では統合失調症の適応で 2016 年 5 月に発売された非定型抗精神病薬

の一つである。セロトニン 5-HT2A、同 5-HT2c 受容体、アドレナリンα1、同α2 受容

体、ヒスタミン H1、同 H2受容体など種々の受容体への高い親和性を示す一方で、定

型抗精神病薬の一つである HPD に匹敵する程ドパミン D2 受容体への親和性も高い

事が特徴的である(Shahid et al., 2009)。消化管での吸収後に肝臓での初回通過効果を

強く受け十分な生体利用率が得られない事から、舌下投与により口腔粘膜から吸収さ

せる事で十分な生体利用率を確保する点も特徴的である。又、2019 年 10 月にはアメ

リカにて同剤の経皮吸収型製剤が承認を取得した(Citrome et al., 2019)。経皮吸収型

製剤は 24 時間安定した血中濃度を維持し得る事から良好な有効性及び安全性が期待

されている他、貼付の有無や投与量を視認出来る事、食事の影響を受けにくく食生活

が不規則な患者や経口投与が困難な患者にも使用可能である事などについて期待され

ている(Abruzzo et al., 2019)。 
 ASP はドパミン D2受容体の遮断による陽性症状の改善はもとより、ドパミン D1受

容体とドパミン D3受容体の遮断により認知機能や意欲の改善、セロトニン 5-HT1A受

容体の刺激により陽性症状や認知機能障害、抑うつや不安の改善、セロトニン 5-HT2A

受容体の遮断により陰性症状や睡眠の改善の他、錐体外路症状や血中プロラクチン上
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昇の改善、セロトニン 5-HT2C 受容体の遮断により抑うつや不安の改善、セロトニン

5-HT6/7受容体の遮断により認知機能障害の改善、アドレナリンα2受容体の遮断によ

り抑うつや不安の改善などが見込まれる。一方でムスカリン M1 受容体への親和性は

高くない事から、体重増加や糖脂質代謝異常、抗コリン性副作用は少なく抑えられる

と見込まれる。ラットへの皮下注射では、有意なカタレプシーを引き起こす ASP の最

低用量は 0.5 mg/kg とされている(Frånberg et al., 2008)。 
 ASP は、治療抵抗性統合失調症に唯一適応を持つクロザピンと受容体親和性が類

似しており、クロザピンは mPFC のシナプス前 mGlu3 受容体の活性化を介して

MK-801 投与によるグルタミン酸伝達異常を正常化する(Fukuyama et al., 2019)。
動物実験では、ASP は背側線条体において MK-801 の NMDA 受容体への結合を減

少させた(Tarazi et al., 2009)他、MK-801 投与による異常行動を抑制した

(Kołaczkowski et al., 2014)。又、クロザピンと同様にドパミン D1受容体を介して

PFC のドパミン放出を増強しグルタミン酸作動性伝達を促進した(Frånberg et al., 
2008; Jardemark et al., 2010)他、PCP を反復投与したラットの認知機能低下を改善

した(Tarazi and Neill, 2013; Snigdha et al., 2011)という報告がある。以上より ASP
は NMDA 受容体に対し保護的に作用する可能性が示されている。 
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1.2 方法 
 
【動物】 
全ての動物実験において、7 週齢の SD(Sprague-Dawley)系雄性ラット(Sankyo 

Labo Service Corporation)を購入し、北海道大学大学院医学研究院附属動物実験施設

内にて用いた。07:00-19:00 までを明期、19:00-07:00 までを暗期に設定し、一定の温

度(22～24 °C)及び湿度(40～60 %)に保たれた室内でラットを飼育した。飼育ケージは

プラスチック製で、その大きさは 30 cm × 25 cm × 18 cm であり、底にはペパークリ

ーン(Japan SLC)を敷き、ステンレス製メッシュで蓋をした。ラットは 1 ケージ当た

り 2 匹ずつ飼育した。餌及び水は自由に摂取出来るようにした。入舎から実験及び処

置開始前に最低 4 日間ハンドリング(処置馴化)を施行した。全てのラットは 1 回の実

験にのみ用いた。 
全ての実験は、国立大学法人北海道大学動物実験に関する規程第 7 条第 1 項の規

定に基づき、総長より承認をうけた動物実験計画（承認番号：13-0317 及び 17-0086）
の一環として行われ、「北海道大学動物実験に関する規定」に従って実施した。 
 
【薬剤】 
・METH 

大日本住友製薬株式会社より購入した。滅菌した Sal に溶解し、ラットに投与する

際には 1.0 mL/kg の用量に調整した。投与経路は皮下注射を用いた。 
・HPD・ASP 

HPD(H1512：Sigma-Aldrich)と ASP(A7861：Sigma-Aldrich)は共に 0.15 %酒石酸

溶液に溶解し、ラットに投与する際には 1.0 mL/kg の用量に調整した。投与経路は腹

腔内注射を用いた。 
 
【移所運動量測定】 
・SUPERMEX (自発運動量測定システム) 
移所運動量(Locomotion)測定には SUPERMEX (室町機械)を使用した。同装置では

受動型赤外線センサーを用いて動物の水平方向の運動量の測定が可能である。データ

の集録はデータ集録プログラム CompACT AMS Ver.3 (室町機械)によって自動的に行

われる。今回の実験では移所運動量測定の 2 時間前にラットを 1 ケージ当たり 1 匹ず

つ分け、10 分単位でラットの水平方向の運動量を測定した。 
・統計解析 
行動実験における移所運動量測定結果の比較には、群と時間を独立因子として二元

配置反復測定分散分析(Two-way Repeated Measures ANOVA)を用いた。その結果が
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有意であった場合、多重比較にはテューキーの多重比較検定(Tukey test)を用いた。グ

ラフは平均値±標準誤差(SEM)で示した。有意水準は 0.05 とした。統計比較には JMP 
Pro 14.0.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)を用いた。 
 
【投与スケジュール】 
・実験 1：ラットの自発運動量への ASP の影響を検討する 
ハンドリングの後、ラットを無作為にコントロール(Sal)群、ASP 0.03 mg/kg 群、

ASP 0.10 mg/kg 群及び ASP 0.30 mg/kg 群の 4 群に分けて実験を行った。Sal、ASP 
0.03 mg/kg、ASP 0.10 mg/kg 及び ASP 0.30 mg/kg をそれぞれ 1 回腹腔内注射し、

投与後 120 分間の移所運動量を測定した。 
 
・実験 2：METH 2.5 mg/kg 誘発性の移所運動量への ASP の影響を検討する 
 ハンドリングの後、ラットを無作為にコントロール(Sal-METH 2.5 mg/kg)群、ASP 
0.03 mg/kg-METH 2.5 mg/kg 群、ASP 0.10 mg/kg-METH 2.5 mg/kg 群及び ASP 0.30 
mg/kg-METH 2.5 mg/kg 群の 4 群に分けて実験を行った。Sal、ASP 0.03 mg/kg、
ASP 0.10 mg/kg 及び ASP 0.30 mg/kg をそれぞれ 1 回腹腔内注射し、その 20 分後に

METH 2.5 mg/kg をそれぞれ 1 回皮下注射した。腹腔内注射から 240 分間、即ち皮下

注射から 220 分間の移所運動量を測定した。 
 
・実験 3：HPD の行動感作の形成阻止効果を検討する 
ハンドリングの後、ラットを無作為にコントロール(Sal-Sal)群と Sal-METH 群、

HPD-Sal 群及び HPD-METH 群の 4 群に分けて実験を行った。Sal 又は HPD 0.1 
mg/kg をそれぞれ 1 回腹腔内注射し、その 20 分後に Sal 又は METH 2.5 mg/kg を 1
回皮下注射した。これを隔日 5 回繰り返し、十分な休薬期間(5-8 日)の後に challenge 
dose として METH 0.15 mg/kg をそれぞれ 1 回皮下注射した。METH 0.15 mg/kg の

皮下注射から 120 分間の移所行動量を測定した(Fig. 2)。 
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Fig. 2 実験 3 の投与スケジュール 
 
Sal：saline、METH：methamphetamine、HPD：haloperidol 
i.p.：intraperitoneal administration、s.c.：subcutaneous injection 
 
 
・実験 4：ASP の行動感作の形成阻止効果を検討する 
ハンドリングの後、ラットを無作為にコントロール(Sal-Sal)群と Sal-METH 群、

ASP-Sal 群及び ASP-METH 群の 4 群に分けて実験を行った。Sal 又は ASP 0.1 mg/kg
をそれぞれ 1 回腹腔内注射し、その 20 分後に Sal 又は METH 2.5 mg/kg をそれぞれ

1 回皮下注射した。これを隔日 5 回繰り返し、十分な休薬期間(5-8 日)の後に challenge 
dose として METH 0.15 mg/kg をそれぞれ 1 回皮下注射した。METH 0.15 mg/kg の

皮下注射から 120 分間の移所行動量を測定した(Fig. 3)。 
 

 
Fig. 3 実験 4 の投与スケジュール 
 
Sal：saline、METH：methamphetamine、ASP：asenapine 
i.p.：intraperitoneal administration、s.c.：subcutaneous injection 
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1.3 結果 
 
・実験 1：ラットの自発運動量への ASP の影響を検討する 
 時間による有意な主効果が示された[F (12, 192) = 6.50, p < 0.01]が、薬剤の主効果は

有意ではなく[F (3, 16) = 0.70, p > 0.05]、時間と薬剤との間の交互作用も有意ではなか

った[F (36, 192) ＝ 0.59, p > 0.05] (Fig. 4)。ASP は 0.03 mg/kg、0.10 mg/kg 及び 0.30 
mg/kg のいずれも Sal 群に対して移所運動量の差は認められず、ラットの自発運動量

に影響しなかった。 
 
・実験 2：METH 2.5 mg/kg 誘発性の移所運動量への ASP の影響を検討する 
薬剤[F (3, 16) = 22.864, p < 0.01]と時間[F (8, 128) = 41.134, p < 0.01]の有意な主効果

が示され、薬剤と時間との交互作用[F (24, 128) = 2.583, p < 0.01]も有意であった(Fig. 
5)。事後検定(Tukey test)では、投与後 31-60 分の Sal-METH 群(**p < 0.01)、ASP 
0.03-METH群(##p < 0.01)及びASP 0.10-METH群($p < 0.05)とASP 0.30-METH群、

投与後 61-90分の Sal-METH群(**p < 0.01)及びASP 0.03-METH群(#p < 0.05)とASP 
0.30-METH 群、及び投与後 91-120 分の Sal-METH 群(**p < 0.01)と ASP 0.30-METH
群との間で有意差を認めた(Fig. 5)。 

ASP 0.30 mg/kg は Sal-METH 群に対し有意に移所行動量が減少しており過鎮静を

来していた。ASP 0.03 mg/kg 及び ASP 0.10 mg/kg はいずれも Sal-METH 群に対し

て移所運動量の差は認められず、METH 2.5 mg/kg 誘発性の移所運動量に影響しなか

った。 
 
・実験 3：HPD の行動感作の形成阻止効果を検討する 

HPD 0.1 mg/kg 投与がラットの自発運動量と METH 2.5 mg/kg 誘発性の移所運動

量に影響を与えない事は当教室の過去の実験で明らかとなっていた(データは示して

いない)。 
薬剤[F (3, 21) = 7.44, p < 0.01]と時間[F (4, 84) = 29.05, p < 0.01]の有意な主効果が示

され、薬剤と時間との交互作用[F (12, 84) = 3.72, p < 0.01]も有意であった(Fig. 6)。事

後検定(Tukey test)では、投与後 1-30 分の Sal-Sal 群(**p < 0.01)、HPD-Sal 群(#p < 
0.05)、及び HPD-METH 群($$p < 0.01)と Sal-METH 群並びに投与後 31-60 分の Sal-
Sal 群(*p < 0.05)及び HPD-METH 群($p < 0.05)と Sal-METH 群との間で有意差を認

めた(Fig. 6)。 
METH 0.15 mg/kg 投与後 1-30 分と 31-60 分において Sal-Sal 群に対し Sal-METH

群では有意な移所運動量の増加を認めた。投与後 1-30 分と 31-60 分において Sal-Sal
群及び HPD-METH 群の移所運動量は同程度であり、Sal-METH 群に対し有意に移
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所運動量が減少していた。 
 
・実験 4：ASP の行動感作の形成阻止効果を検討する 

時間[F (4, 92) = 84.717, p < 0.01]の有意な主効果が示され、薬剤と時間との交互作用

[F (12, 92) = 1.989, p < 0.05]も有意であったが、薬剤[F (3, 23) = 1.368, p > 0.05]は有意で

はなかった(Fig. 7)。事後検定(Tukey test)では、投与後 31-60 分の Sal-Sal 群(*p < 
0.05)及び ASP-METH 群($p < 0.05)と Sal-METH 群との間で有意差を認めた(Fig. 6)。 

METH 0.15 mg/kg 投与後 31-60 分において Sal-Sal 群に対し Sal-METH 群では有

意な移所運動量の増加を認めた。投与後 31-60 分において HPD-METH 群の移所運動

量は Sal-Sal 群と同程度であり、Sal-METH 群に対し有意に移所運動量が減少してい

た。 
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Fig. 4 ラットの自発運動量への ASP の影響 
 
図中①：Sal 又は ASP i.p. 
 
Two-way Repeated Measures ANOVA * p < 0.05 
平均±標準誤差(SEM) 
 
■ Sal  N = 8 
■ ASP 0.03 mg/kg N = 4 
■ ASP 0.10 mg/kg N = 4 
■ ASP 0.30 mg/kg N = 4 
 
Sal：saline、ASP：asenapine、i.p.：intraperitoneal administration 
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Fig. 5 METH 2.5 mg/kg 誘発性の移所運動量への ASP の影響 
 
図中①：Sal 又は ASP i.p. 
図中②：METH 2.5 mg/kg s.c. 
 
Two-way Repeated Measures ANOVA (Tukey Test) 
平均±標準誤差(SEM) 
* p < 0.05, vs. Sal-METH、** p < 0.01, vs. Sal-METH 
# p < 0.05, vs. ASP 0.03-METH、## p < 0.01, vs. ASP 0.03-METH 

$ p < 0.05, vs. ASP 0.10-METH、$$ p < 0.01, vs. ASP 0.10-METH 

 
■ Sal-METH 2.5 mg/kg   N = 8 
■ ASP 0.03 mg/kg-METH 2.5 mg/kg N = 4 
■ ASP 0.10 mg/kg-METH 2.5 mg/kg N = 4 
■ ASP 0.30 mg/kg-METH 2.5 mg/kg N = 4 
 
Sal：saline、METH：methamphetamine、ASP：asenapine 
i.p.：intraperitoneal administration、s.c.：subcutaneous injection 
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Fig. 6 HPD の行動感作の形成阻止効果 
 
図中① METH 0.15 mg/kg s.c. 
 
Two-way Repeated Measures ANOVA (Tukey Test) 
平均±標準誤差(SEM) 
* p < 0.05, vs. Sal-Sal、** p < 0.01, vs. Sal-Sal 
# p < 0.05, vs. HPD-Sal、## p < 0.01, vs. HPD-Sal  

$ p < 0.05, vs. HPD-METH、$$ p < 0.01, vs. HPD-METH 

 
■ Sal-Sal 群  N = 7 
■ Sal-METH 群 N = 6 
■ HPD-Sal 群 N = 6 
■ HPD-METH 群 N = 6 
 
Sal：saline、METH：methamphetamine、HPD：haloperidol 
s.c.：subcutaneous injection 
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Fig. 7 ASP の行動感作の形成阻止効果 
 
図中① METH 0.15 mg/kg s.c. 
 
Two-way Repeated Measures ANOVA (Tukey Test) 
平均±標準誤差(SEM) 
* p < 0.05, vs. Sal-Sal、** p < 0.01, vs. Sal-Sal 
# p < 0.05, vs. ASP-Sal、## p < 0.01, vs. ASP-Sal  

$ p < 0.05, vs. ASP-METH、$$ p < 0.01, vs. ASP-METH 

 
■ Sal-Sal 群  N = 6 
■ Sal-METH 群 N = 7 
■ ASP-Sal 群 N = 7 
■ ASP-METH 群 N = 7 
 
Sal：saline、METH：methamphetamine、ASP：asenapine 
s.c.：subcutaneous injection 
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1.4 考察 
 
 実験 1・2 より HPD 0.1 mg/kg 及び ASP 0.1 mg/kg はラットの自発運動量及び 
METH 誘発性の移所運動量に行動上の影響を与えなかった事から、共に 0.1 mg/kg を

用いる事とした(Fig. 4, 5、但し HPD のデータは示していない)。実験 3・4 より METH 
0.15 mg/kg 投与後 31-60 分で有意な過活動を認めた事から、本モデルで METH 2.5 
mg/kg の反復投与により行動感作が形成される事が示された。又、同じく実験 3・4 よ

り HPD 0.1 mg/kg 及び ASP 0.1 mg/kg の投与で行動感作の形成阻止効果を認めた

(Fig. 6, 7)。METH 0.15 mg/kg 投与後の移所運動量の差(Fig. 6, 7)については、行動

実験の条件は統一されていたものの実験を行った時期が異なっており、ハンドリング

や注射の技術の習熟度の差が行動量に反映されたものと考えられる。 
狭いケージ内でラットに METH を投与すると、移所運動量は増加せず常同行動を

示す。又、同様に METH を反復投与しても行動感作としての移所運動量の増加は認

められず、常同行動を示す context-dependent sensitization (Ohmori et al., 1997)が
形成される。本研究ではラットの自発運動量に有意な影響を与えなかった事から、

HPD 0.1 mg/kg 及び ASP 0.1 mg/kg による過鎮静は否定的である。又、METH 誘発

性の移所運動量に有意な影響を与えなかった事から、過鎮静下での METH の反復投

与による context-dependent sensitization も否定的である。 
行動感作の形成にはドパミン D1受容体が関与しており(Abekawa et al., 2006)、ST

のドパミン D1 受容体 / GluN1 複合体が中型有棘神経細胞(MSN：medium spiny 
neurons)、長期シナプス可塑性、コカインへの運動感作によるドパミン及びグルタミ

ン酸入力の統合を制御する(Cahill et al., 2014)。又、確立された行動感作は D1受容体

作動薬の投与で回復する(Shuto and Nishi, 2011)。 
この実験の結果から HPD と ASP が行動感作の形成を阻止した機序を特定する事

は出来ないが、ドパミン D1受容体への親和性(pKi：Ki 値の負の対数値)は ASP が 8.85 
± 0.04、HPD が 6.29 ± 0.03 とほぼ同等である(Shahid et al., 2009)事から、これ

ら 2 剤のドパミン D1受容体遮断作用が行動感作の形成を阻止したものと考えられる。 
 
 
 第二章では METH 反復投与による分子生物学的機序(変化)を明らかにする。 
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第二章：メタンフェタミン反復投与による NMDA 受容体サブユニットの

構成の変化の検討 
 
2.1 緒言 
 
 当教室ではラットへの METH 1.0 mg/kg 及び METH 2.5 mg/kg の反復投与で見ら

れる現象の差異についても検討を重ねてきた。METH 1.0 mg/kg でも MEHT 2.5 
mg/kg でも反復投与により行動感作の形成が認められる(Ito et al., 2006a)が、METH 
1.0 mg/kg の急性単回投与では PFC と NAc における遅発性のグルタミン酸の放出増

加が見られない(Ito et al., 2006b)。又、METH 1.0 mg/kg の反復投与では、グルタミ

ン酸の放出増加を反復する事により惹起されると考えられる MK-801 への交差感作

の形成(Ito et al., 2006b)、PPI 障害(Abekawa et al., 2008)及び mPFC におけるアポ

トーシス(Abekawa et al., 2008)の 3 現象も認められない(Table 1)。 
 
 
Table 1 METH 反復投与で見られる現象 

 METH 
1.0 mg/kg 

METH 
2.5 mg/kg 

行動感作の形成(Ito et al., 2006a) あり あり 

PFC と NAc における急性のドパミン放出の増加 
(Ito et al., 2006b; Abekawa et al., 2008) 

あり あり 

PFC と NAc における遅発性のグルタミン酸放出の増加 
(Ito et al., 2006b; Abekawa et al., 2008) 

なし あり 

MK-801 への交差感作の形成(Ito et al., 2006b) なし あり 
PPI 障害(Abekawa et al., 2008) なし あり 
mPFC におけるアポトーシス 
(Abekawa et al., 2008) 

なし あり 

 
上記の通り、過去の実験でドパミン神経機能亢進から NMDA 受容体機能異常へと

病態が拡大・変容する可能性を実験的に示してきたが、一方、NMDA 受容体の機能異

常は間接的な証明に留まっていた。NMDA 受容体は 7 種のサブユニットの四量体で

形成される事から、NMDA 受容体の機能異常とは即ち NMDA 受容体の発現量の低下

か NMDA 受容体を構成するサブユニットのパターンの変化か、或いはその併存が考

えられる。 
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プロトコールが若干異なるが、AMPHを反復投与したラットを用いた研究ではPFC
において GluN1 の mRNA 量とタンパク発現量が減少していた(Lu et al., 1999)。但

し NMDA 受容体サブユニットの量的・質的変化は GluN1 のみに留まらないと考えら

れる。 
 
 
本章では NMDA 受容体の機能異常の分子生物学機序を明らかにする目的で、PFC・

HPC・ST において、METH を反復投与した際に見られる NMDA 受容体サブユニッ

トの発現の変化を直接的に検討する。  
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2.2 方法 
 
 使用した動物と薬剤は第一章と同様である。 
 
【投与スケジュール】 
 ハンドリングの後、ラットを無作為にコントロール(Sal)群と METH 群の 2 群に分

けて実験を行った。Sal 又は METH 2.5 mg/kg の皮下注射を隔日 5 回繰り返し、十分

な休薬期間(5-8 日)の後に脳組織を採取した(Fig. 8)。採取した PFC、HPC、ST の内、

右半球を用いて遺伝子発現量を、左半球を用いてタンパク発現量を検討した(後述)。 
 

 
Fig. 8 投与スケジュール 
 
Sal：saline、METH：methamphetamine 
PFC：prefrontal cortex、HPC：hippocampus、ST：striatum 
 
 
【qRT-PCR (quantitative reverse transcription polymerase chain reaction)】 
・組織採取 
 ラットを麻酔後、断頭して PFC、HPC 及び ST を採取した。組織採取後、それぞれ

の部位を RNA later™ Stabilization Solution (Thermo Fisher Scientific)に浸漬し

4 °C 下にて 24 時間保管した。その後は RNA 抽出を行うまで-80 °C にて凍結保存し

た。 
・Total RNA 精製および cDNA 合成 
 RNA later™ Stabilization Solution に浸漬後、冷凍保存されていた PFC、HPC 及

び ST から SV Total RNA Isolation System (Promega)を用いて total RNA を精製し

た。精製した total RNA の濃度を Nano Drop 2000C(Thermo Fisher Scientific)によ

って計測した。PFC、HPC 及び ST はいずれも 500 ng の total RNA を 65 °C で 5 分

間インキュベートしてRNAの変性反応を行った後、ReverTra Ace® qPCR RT Master 
Mix with gDNA Remover(東洋紡)の 1×DN Master Mix を加え、37 °C で 5 分間イン
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キュベートしてゲノム DNA 除去反応を行った。続いて、ゲノム除去後の total RNA
に 1×RT Master Mix II を加え、37 °C で 15 分間、50 °C で 5 分間インキュベートし

て cDNA を合成した。これらの反応後、98 °C で 5 分間インキュベートして酵素の不

活化を行った。これらのインキュベートには Veriti 96 well Thermal Cycler(Thermo 
Fisher Scientific)を使用し、合成された cDNA は使用するまで-30 °C にて凍結保存し

た。 
・qRT-PCR 

THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix(東洋紡)を用いてSYBR Green法(Morrison 
et al., 1998)を用いたリアルタイムPCRを行った。初めに1×SYBR green 
mastermix、1M betaine、1×ROX dye、超純水を混合して反応液を調整した後、

0.2 μMプライマーを加えて反応液を完成させ、蛍光色素対応の96穴プレート

(FrameStar® FastPlate 96、4titude)に8 μLずつ分注した。希釈したcDNAあるいは

ネガティブコントロールとして超純水を2 μL加え、1反応10 μLで反応を行った。リ

アルタイムPCRと融解曲線分析はStepOnePlus Real-Time PCR System(Thermo 
Fisher Scientific)により行った。初期熱変性を95 °Cで1分間行った後、1サイクルが

95 °Cで15秒間、60 °Cで1分間を40サイクル反応させた。反応後は融解曲線分析を

95 °Cで15秒間、60 °Cで1分間、変化率0.3 °C /秒で95 °Cまで行い、単一生成物であ

ることを確認した。β-Actin(Actb遺伝子)を内在性コントロール遺伝子としたΔΔCT
法(Livak and Schmittgen, 2001)により、各遺伝子発現の相対比較を行った。各プラ

イマーのシークエンスは以下に示す通りである(Table 2)。 
・統計解析 
各遺伝子発現量は Wilcoxon rank-sum test により統計比較を行った。グラフは平

均値＋標準誤差(SEM)で示した。有意水準は 0.05 とした。統計比較には JMP Pro 
14.0.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)を用いた。 
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Table 2 プライマーシークエンス 
Gene Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3') 
Grin1(Iwata and 
Yamamuro, 2016) 

TCCAGCTTCAAGAGACGTAGG CTCTCCCTATGACGGGAACA 

Grin2a(Iwata and 
Yamamuro, 2016) 

CTGGAAGAGGCAGATTGACC TCTTCTCGTTGTGGCAGATG  

Grin2b(Iwata and 
Yamamuro, 2016) 

GCATGCCTACATGGGAAAGT  GTTGAGCACAGCTGCATCAT  

Grin2c(Muguruma 
et al., 2007) 

GCTGCGGAAGGCTTTTTGT CTGTCCTTATCGTGCCTTTGTTC 

Grin2d(Austin et 
al., 2015) 

GCTGTCTGGGTGATGATGTTCGTC TGGATTTCCCAATGGTGAAGGTAGAG 

β-actin(Bonefeld et 
al., 2008) 

TGTCACCAACTGGGACGATA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 

 
qRT-PCR に用いた各プライマーの配列を示す。 
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【ウェスタンブロッティング】 
 ラットを麻酔後、断頭して PFC、HPC 及び ST を採取した。採取した各部位

の脳組織は、直ちに 1×プロテアーゼ阻害剤カクテル (cOmplete：Roche 
Diagnostics)を含むシナプトソーム単離試薬 (Syn-PER：Thermo Fisher 
Scientific)を用いて、ガラスホモジナイザーによりホモジナイズした。ホモジネ

ートを 4 °C 下で 10 分間、1200×G で遠心分離した。上清を新しいチューブに

移し、4 °C 下で 20 分間、15000×G で遠心分離した。遠心分離後、上清は細胞

質基質分画として-80 °C にてタンパク質分析を行うまで保管した。上清を除去

した後に残ったペレットを 1×PBS で再懸濁し、これをシナプトソーム分画と

して-80 °C にてタンパク質分析を行うまで保管した。 
細胞質分画及びシナプトソーム分画から各分画に 1 %となるようにサルコシ

ンナトリウム塩を加えてタンパク質を抽出した。抽出したタンパク質の濃度を

BCA タンパク質アッセイ(Thermo Fisher Scientific)を用いて定量した。各タン

パク質サンプルに 6×SDS-PAGE ローディングバッファー(SDS-PAGE Sample 
Loading Buffer [6X]：G-Biosciences)を 1×となるように加え、これをウェスタ

ンブロッティングに用いるタンパク質サンプルとした。細胞質基質分画は各サ

ンプル 10 μg、シナプトソーム分画は各サンプル 2 μg をゲル(4-15 % Mini-
PROTEAN® TGX™：Bio-Rad)を用いて定電圧 200 V にて 30 分間電気泳動を

行うことで分子量毎に分離した。電気泳動の後、TG transfer buffer (25 mM ト
リス塩基、192 mM グリシン、20 %メタノール)中でポアサイズが 0.2 μm のポ

リフッ化ビニリデンメンブレン(PVDF、Amersham Hybond P PVDF 0.2：GE 
Healthcare Life Science)に定電圧 100 V にて 1 時間電気泳動することにより転

写した。転写後の PVDF メンブレンを、TBS-T(0.5 % Tween 20 を含むトリス

緩衝生理食塩水)で余剰なトランスファーバッファーを除去した後、ブロッキン

グバッファー(TBS-T、2 %(v/v) スキムミルク(雪印))に浸し 4 °C で一晩静置し

ブロッキングを行った。この後、TBS-T で 1 回洗浄し、1 次抗体を TBS-T でそ

れぞれ抗体により適度な濃度となるように希釈したものに置き換えて、室温で 1
時間振盪した。尚、1 次抗体は GluN1 には Anti-NMDAR1 抗体 [EPR2481(2)] 
(ab109182：abcam)を TBS-T と等量のブロッキングバッファーで 1/500 に希釈

したものを、βactin は抗 β-Actin モノクローナル抗体(富士フイルム和光純薬)を
TBS-T と等量のブロッキングバッファーで 1/1000 に希釈したものを用いた。1
次抗体反応後のメンブレンを TBS-T で 3 回リンスし、その後、TBS-T 中で 5 分
間メンブレンを振盪し、さらに TBS-T を交換し合計 3 回震盪することで余剰な

一次抗体を除去した。洗浄したメンブレンを、2 次抗体である Horseradish 
Peroxidase Linked Whole Antibody from donkey (Amersham Biosciences)の
Rabbit IgG もしくは Mouse IgG を TBS-T と等量のブロッキングバッファー

(TBS-T、2 %(v/v) スキムミルク(雪印))にて 1/50000 に希釈した液に浸し、室温

で 1 時間振盪した。2 次抗体反応後のメンブレンを TBS-T で 3 回リンスし、そ

の後、TBS-T 中で 5 分間メンブレンを振盪し、さらに TBS-T を交換し合計 3
回震盪することで余剰な一次抗体を除去した。メンブレンを発光基質であるイ

ムノスターLD (富士フイルム和光純薬)と反応させ、室温で 5 分間静置してから
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ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare Life Science)を用いて、撮像を行った。 
・統計解析 
撮像後のイメージから GluN1 及び βactin のシグナルを ImageJ (National 

Institutes of Health)で計測し、各検体の GluN1 のシグナル値を βactin のシグ

ナル値で除した値を用いて Wilcoxon rank-sum test により統計比較を行った。

グラフは平均値＋標準誤差(SEM)で示した。有意水準は 0.05 とした。統計比較

には JMP Pro 14.0.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)を用いた。 
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2.3 結果 
 
【qRT-PCR の結果】 

NMDA 受容体サブユニットの遺伝子発現量は、コントロール(Sal)群と比較し

て METH 群では PFC の Grin1 (Fig. 9A; Z = 3.17, p = 0.0015)・Grin2c (Fig. 
9A; Z = 2.31, p = 0.0207)、HPC の Gin1 (Fig. 9B; Z = 2.15, p = 0.0315)・Grin2a 
(Fig. 9B; Z = 2.67, p = 0.0076)、ST の Grin1 (Fig. 9C; Z = 2.95, p = 0.0032)・
Grin2b (Fig. 9C; Z = 2.55, p = 0.0108)・Grin2d  (Fig. 9C; Z = 2.09, p = 0.0364)
が有意に減少していた。 
 
 

 
Fig. 9 NMDA 受容体サブユニットの遺伝子発現量 
Wilcoxon rank-sum test (Bonferroni correction)  * p < 0.05 ** p < 0.0033 
平均±標準誤差(SEM) (N = 30) 
 
A. PFC 
Grin1 Z = 3.17, p = 0.0015 
Grin2a Z = 1.94, p = 0.0519 
Grin2b Z = 0.23, p = 0.8187 
Grin2c Z = 2.31, p = 0.0207 
Grin2d Z = 1.34, p = 0.1809 
 
B. HPC 
Grin1 Z = 2.15, p = 0.0315 
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Grin2a Z = 2.67, p = 0.0076 
Grin2b Z = 1.26, p = 0.2062 
Grin2c Z = 1.54, p = 0.1224 
Grin2d Z = 1.77, p = 0.0773 
 
C. ST 
Grin1 Z = 2.95, p = 0.0032 
Grin2a Z = 1.66, p = 0.0963 
Grin2b Z = 2.55, p = 0.0108 
Grin2c Z = 1.43, p = 0.1537 
Grin2d Z = 2.09, p = 0.0364 
 
NMDA：N-methyl-D-aspartate、Sal：saline、METH：methamphetamine 
PFC：prefrontal cortex、HPC：hippocampus、ST：striatum  
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 PFC と ST において、NMDA 受容体の必須サブユニットである GluN1 をコ

ードする Grin1 遺伝子がボンフェローニの補正後も有意に減少していた(Fig. 
9A, 9C)。この結果に基づき、次いで PFC と ST における GluN1 のタンパク発

現量をウェスタンブロッティングにより検討した。 
 
 
【ウェスタンブロッティングの結果】 

GluN1 のタンパク発現量は、コントロール(Sal)群と比較して METH 群では

PFC の細胞質基質分画(Fig. 10A; Z = 2.11, p = 0.0351)とシナプトソーム分画

(Fig. 10A; Z = 1.97, p = 0.0488)で共に有意に減少していた。 
STの細胞質基質分画でもコントロール群と比較してMETH群ではGluN1が

有意に減少していた(Fig. 10B; Z = 2.57, p = 0.0102)ものの、シナプトソーム分

画では有意差はなかった(Fig. 10B; Z = 0.78, p = 0.4357)。 
 
 

 
Fig. 10 NMDA 受容体サブユニットのタンパク発現量 
Wilcoxon rank-sum test * p < 0.05 
平均±標準誤差(SEM) (N = 11-12) 
 
A. PFC 
cytosol  Z = 2.11, p = 0.0351 
synaptosome Z = 1.97, p = 0.0488 
 
B. ST 
cytosol  Z = 2.57, p = 0.0102 
synaptosome Z = 0.78, p = 0.4357 
 
NMDA：N-methyl-D-aspartate、Sal：saline、METH：methamphetamine 
PFC：prefrontal cortex、HPC：hippocampus、ST：striatum 
cytosol：細胞質基質分画、synaptosome：シナプトソーム分画 
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2.4 考察 
 

qRT-PCR の結果より、PFC、HPC 及び ST の全ての部位で必須サブユニット

である GluN1 の遺伝子発現量が減少していた(Fig. 9)事から、NMDA 受容体の

産生やシナプス後膜への発現も減少していると考えられる。ウェスタンブロッ

ティングでも PFC 及び ST における細胞質基質分画の GluN1 のタンパク発現

量の減少が確認出来た(Fig. 10)。本研究では NMDA 受容体機能異常が NMDA
受容体の内在化によるものかどうかを検討する為に細胞質基質分画とシナプト

ソーム分画に分けてタンパク発現量を検討したが、本研究の結果からは NMDA
受容体の内在化の関与は小さいと考えられる。特に発現量が減少したサブユニ

ットの組み合わせとしては、PFC では GluN1/2C 又は GluN1/2A/2C、HPC で

は GluN1/2A、ST では GluN1/2B、GluN1/2D 又は GluN1/2B/2D が考えられ

る。又、上記の NMDA 受容体の発現の減少が、MK-801 への交差感作の形成、

PPI 障害及び mPFC におけるアポトーシスの一因になっている可能性がある

(Table 1)。 
特に PPI 障害については GluN1(Inada et al., 2003; Brody et al., 2005; 

Fitzgerald and Pickel, 2018)、GluN2A(Spooren et al., 2004; Brody et al., 2005)、
GluN2B(Takeuchi et al., 2001; Spooren et al., 2004; Brody et al., 2005; Brody 
et al., 2005; Hokyo et al., 2010)、GluN2C 及び GluN2D(Suryavanshi et al., 
2014)、GluN3A(Brody et al., 2005)など、NMDA 受容体サブユニットと PPI の
障害や回復との関連の報告は多い。MK-801 への交差感作の形成や mPFC にお

けるアポトーシスの機序については本研究の結果からは言及出来ず、今後の研

究課題である。 
本研究で用いたモデルでは、グルタミン酸放出増加によるダウンレギュレー

ションにより、GluN1 の産生量の低下及び小胞輸送(intracellular trafficking)
の低下のいずれか或いはその両方が起きていると考えられる。小胞体で産生さ

れた NMDA 受容体は小胞によりゴルジ体へ輸送される。その後糖鎖修飾を受け

て細胞表面に輸送されるが、この過程に異常がある膜タンパクは小胞体に貯留

され、後に分解系に回る。グルタミン酸受容体は総量の 40-50 %がゴルジ体にお

いて見られる複雑型糖鎖修飾を受けていない事から、大半は小胞体に貯留され

ていると考えられる(Yuzaki, 2007; Horak et al., 2014; Lee and Zhou, 2019)。
本研究では、PFC では細胞質基質分画とシナプトソーム分画共に GluN1 のタ

ンパク発現量が減少していた事から、GluN1 の小胞輸送及びシナプス後膜での

発現が共に減少していると考えられる。一方、ST では細胞質基質分画では

GluN1 のタンパク発現量が有意に減少していたがシナプトソーム分画では有意

差がなかった事から、ST では PFC と比較して小胞体に貯留されていた GluN1
が多かったか、小胞輸送能が高く GluN1 の産生量が減少していてもシナプス後

膜の発現への影響を抑えられる機構が備わっていた為と考えられる(Fig. 10)。
GluN1 を含む NMDA 受容体のサブユニットの貯蔵能や小胞輸送能の差によっ

て、発現する NMDA 受容体への METH 反復投与の影響は脳の部位間でタイム

ラグがある事が考えられる。今回の PFC 及び ST の差がいずれによるものか判

断出来ない点が本研究の限界である。脳の各部位での NMDA 受容体の産生量・
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貯蔵量と小胞輸送について更に検討が必要である。 
又、GluN1 ノックダウンマウスは統合失調症のモデル動物として用いられて

いる。GluN1 が正常に対して 5 %から 10 %しか発現しないノックダウンマウス

(Mohn et al., 1999)や、GluN1 の発現が 30 %減少するヘテロ接合体(GluN1 +/-)
マウス(Duncan et al., 2004)において、自発運動量の増加、PPI 障害及び社会性

行動活動の低下などが認められている。ヘテロ接合体(GluN1 +/-)マウスの事象

関連電位(ERP：event-related potential)では注意に関連しない感覚情報自動処

理関連電位であるミスマッチ陰性電位(MMN：mismatch negativity)の振幅が減

衰していた。ヘテロ接合体(GluN1 +/-)マウスは統合失調症の再発・再燃脆弱性

を最も鋭敏に反映していると言われている(Featherstone et al., 2015)。又、

GluN2A ノックアウトマウス(Miyamoto et al., 2001)では自発運動量増加の他、

潜在学習を反映する水探索試験や連合学習を反映する恐怖条件付け学習で、統

合失調症に関連する行動異常や認知機能障害を認められている。GluN1 ノック

ダウンマウスに対するジアゼパム投与で社会的行動と外側中隔の神経系の活性

化を示した(Mielnik et al., 2014)他、NMDA 受容体サブユニットの再発現また

は過剰発現により行動障害などの NMDA 受容体機能異常が改善する可能性が

示唆されている(Lee and Zhou, 2019)。 
統合失調症患者の死後脳研究では、健常者と比較してPFCのGluN1及び

GRIN1(Catts et al., 2015; Weickert et al., 2013)、GluN2A及び

GRIN2A(Errico et al., 2013)、GRIN2C(Weickert et al., 2013; Akbarian et 
al., 1996)、HPCのGRIN1(Law and Deakin, 2001; Gao et al., 2000)の減少な

どが報告されている。尚、生涯の抗精神病薬内服量(クロルプロマジン換算量)
とPFCにおけるNMDA受容体サブユニットのmRNA発現量及びGluN1タンパ

ク発現量の間に相関はなかった(Weickert et al., 2013)。メタ解析では対照群と

比較してPFCにおけるGluN1 mRNAの減少のエフェクトサイズは-0.64 (95%信

頼区間：-1.08～-0.20)、GluN1タンパクの減少のエフェクトサイズは-0.44 
(95％信頼区間：-0.80～-0.07)であった(Catts et al., 2016)。統合失調症患者で

もERPの内MMNの振幅の減衰は繰り返し報告されており、そのeffect sizeは
0.9を超える。又、精神病発症危険状態(ARMS：at risk mental state)であって

も、統合失調症非発症群に対し統合失調症発症群ではMMNが減衰するという

報告もある(Erickson et al., 2016)。 
本モデルで見られた NMDA 受容体サブユニット構成の変化は統合失調症患

者の死後脳の変化と合致する点があり、本モデルは統合失調症の NMDA 受容体

機能異常の一部を反映していると考えられる。 
 
 
第三章では本モデルにおける抗精神病薬の効果について検討する目的で、

HPD 0.1 mg/kg 及び ASP 0.1 mg/kg を投与し、その分子生物学的機序(変化)を
明らかにする。 
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第三章：抗精神病薬の投与による本モデル上の NMDA 受容体サブユ

ニットの構成の変化の検討 
 
3.1 緒言 
 
統合失調症患者は初回エピソードから数年間が、治療抵抗性、認知機能障害及

び脳萎縮といった 3 様態の病態進行が最も顕著に見られる時期(critical period)
と考えられる(安倍川ら, 2009)。当教室では、本モデルにおける非定型抗精神病

薬の投与による NMDA 受容体機能の回復過程についても検討を重ね、非定型抗

精神病薬の投与によって本モデル上の NMDA 受容体機能異常を阻止し得る事

を示し、早期の治療介入の重要性を提唱してきた。 
非定型抗精神病薬であるオランザピン(Abekawa et al., 2008b)、リスペリドン

(Abekawa et al., 2008b)、クエチアピン(Ito et al., 2010)、アリピプラゾール

(Abekawa et al., 2011)や、定型抗精神病薬である HPD(Abekawa et al., 2011)、
気分安定薬であるバルプロ酸(Ito et al., 2006)やラモトリギン(Nakato et al., 
2010; Nakato et al., 2011)は、用量関連性に METH 2.5 mg/kg 単回投与による

mPFC でのグルタミン酸放出増加を阻止或いは顕著に抑制した。ドパミン D1受

容体遮断作用を持つ SCH-23390(Schering)でも同様の結果が得られている(Ito 
et al., 2006b)。又、これに関連して、これらの向精神薬を METH と併用して反

復投与すると、MK-801 への交差感作、PPI 障害の形成及び mPFC でのアポト

ーシスの誘導が阻止された。クロナゼパムはベンゾジアゼピン受容体刺激に連

動する GABA 系神経伝達促進により、残存する PPI 障害を回復させたものと考

えられる(Abekawa et al., 2012) (次頁 Table 3)。 
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Table 3 本モデルにおける各種向精神薬の効果 
 

MK-801 への 
交差感作の形成 

PPI 障害 
形成 

mPFC における 
アポトーシス誘導 
METH 
と併用 

Sal 
と併用 

アリピプラゾール 
(Abekawa et al., 2011) 阻止 阻止 阻止 なし 

オランザピン 
(Abekawa et al., 2008b) 阻止 阻止 阻止 なし 

クエチアピン 
(Ito et al., 2010) データなし 阻止 阻止 なし 

リスペリドン 
(Abekawa et al., 2008b) 阻止 阻止 阻止 なし 

ハロペリドール 
(Abekawa et al., 2011) 阻止 阻止 阻止 誘導 

バルプロ酸 
(Ito et al., 2006c) 阻止 阻止 阻止 なし 

ラモトリギン 
(Nakato et al., 2010) 
(Nakato et al., 2011) 

阻止 阻止 阻止 なし 

クロナゼパム 
(Ito et al., 1997) 阻止 阻止 阻止 なし 

 
 
 本章では、第二章で見られた METH 2.5 mg/kg 反復投与による NMDA 受容

体のサブユニットの遺伝子発現量及びタンパク発現量の減少が抗精神病薬の投

与により阻止し得るかどうか、又非定型抗精神病薬(ASP)と定型抗精神病薬

(HPD)の薬効の差異についても検討する。 
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3.2 方法 
 
【投与スケジュール】 
 ハンドリングの後、ラットを無作為にコントロール(Sal-Sal)群、Sal-METH 群、

HPD-Sal 群、HPD-METH 群、ASP-Sal 群及び ASP-METH 群の 6 群に分けて

実験を行った。Sal、HPD 0.1 mg/kg 又は ASP 0.1 mg/kg をそれぞれ 1 回腹腔

内注射し、その 20 分後に Sal 1.0 mL/kg 又は METH 2.5 mg/kg をそれぞれ 1
回皮下注射した。これを隔日 5 回繰り返し、十分な休薬期間(5-8 日)の後に組織

を採取した(Fig. 11)。採取した PFC、HPC 及び ST の内、右半球を用いて遺伝

子発現量を、左半球を用いてタンパク発現量を検討した。 
 

 
Fig. 11 投与スケジュール 
 
Sal：saline、METH：methamphetamine 
HPD：haloperidol、ASP：asenapine 
i.p.：intraperitoneal administration、s.c.：subcutaneous injection 
PFC：prefrontal cortex、HPC：hippocampus、ST：striatum 
 
 
 使用した動物と薬剤は第一章、qRT-PCR とウェスタンブロッティングの方法

は第二章と同様である。 
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3.3 結果 
 
【qRT-PCR の結果】 
 

NMDA 受容体サブユニットの遺伝子発現量は、コントロール(Sal-Sal)群と比

較して Sal-METH 群では PFC の Grin1 (Fig. 12; F (5, 170) = 2.92, p = 0.0147)及
び ST の Grin1 (Fig. 14; F (5, 169) = 2.45, p = 0.0355)が有意に減少していた。HPC
のGrin1では有意な変化は見られなかった(Fig. 13; F (5, 171) = 0.89, p = 0.4918)。
事後検定(Dunnett test)では、PFC の Sal-Sal 群と Sal-METH 群(p = 0.0106)、 
ST の Sal-Sal 群と Sal-METH 群(p = 0.0145)との間に有意差を認めた。 
 
 

 
Fig. 12 PFC における NMDA 受容体サブユニットの遺伝子発現量 
One-way ANOVA (Dunnett test vs. Sal-METH) * p < 0.05 
平均±標準誤差(SEM) (N = 27-31)。 
 
Grin1 F (5, 170) = 2.92, p = 0.0147 
Grin2a F (5, 170) = 5.35, p = 0.0001 
Grin2b F (5, 170) = 0.64, p = 0.6730 
Grin2c F (5, 170) = 0.75, p = 0.5893 
Grin2d F (5, 170) = 0.76, p = 0.5783 
 
PFC：prefrontal cortex、NMDA：N-methyl-D-aspartate 
Sal：saline、METH：methamphetamine、HPD：haloperidol、ASP：asenapine 
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Fig. 13 HPC における NMDA 受容体サブユニットの遺伝子発現量 
One-way ANOVA (Dunnett test vs. Sal-METH) * p < 0.05 
平均±標準誤差(SEM) (N = 27-31)。 
 
Grin1 F (5, 171) = 0.89, p = 0.4918 
Grin2a F (5, 171) = 1.15, p = 0.3376 
Grin2b F (5, 171) = 1.55, p = 0.1770 
Grin2c F (5, 171) = 1.04, p = 0.3954 
Grin2d F (5, 171) = 0.64, p = 0.1521 
 
HPC：hippocampus、NMDA：N-methyl-D-aspartate 
Sal：saline、METH：methamphetamine、HPD：haloperidol、ASP：asenapine 
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Fig. 14 ST における NMDA 受容体サブユニットの遺伝子発現量 
One-way ANOVA (Dunnett test vs. Sal-METH) * p < 0.05 
平均±標準誤差(SEM) (N = 27-31)。 
 
Grin1 F (5, 169) = 2.45, p = 0.0355 
Grin2a F (5, 169) = 0.54, p = 0.7488 
Grin2b F (5, 169) = 3.30, p = 0.0071 
Grin2c F (5, 169) = 0.89, p = 0.4870 
Grin2d F (5, 169) = 0.75, p = 0.5894 
 
ST：striatum、NMDA：N-methyl-D-aspartate 
Sal：saline、METH：methamphetamine、HPD：haloperidol、ASP：asenapine 
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【ウェスタンブロッティングの結果】 
 

GluN1 のタンパク発現量は、PFC の細胞質基質分画(Fig. 15A; F (5, 60) = 2.42, 
p = 0.0463)で有意差を認めた。事後検定(Tukey test)では、PFC の細胞質基質分

画で Sal-Sal 群と Sal-METH 群の間(Fig. 15A; p = 0.0491)、Sal-METH 群と

ASP-METH 群の間(Fig. 15A; p = 0.0280)に有意差を認めた。PFC のシナプト

ソーム分画では有意な変化を認めなかった(Fig. 15B; F (5, 66) = 1.37, p = 0.2468)。 
 
ST の細胞質基質分画(Fig. 16A; F (5, 66) = 4.83, p = 0.0008)で有意差を認めた。

事後検定(Tukey test)では、STの細胞質基質分画でSal-METH群とASP-METH
群の間(Fig. 16A; p = 0.0001)で有意差を認めた。ST のシナプトソーム分画では

有意な変化を認めなかった(Fig. 16B; F (5, 66) = 0.38 p = 0.8575)。 
 
 

 
Fig. 15 PFC における NMDA 受容体サブユニットのタンパク発現量 
図中 A：cytosolic fraction：細胞質基質分画 
図中 B：synaptosomal fraction：シナプトソーム分画 
One-Way ANOVA (Dunnett test vs. Sal-METH) *p < 0.05 
平均±標準誤差(SEM) (N = 11) 
PFC：prefrontal cortex、NMDA：N-methyl-D-aspartate 
Sal：saline、METH：methamphetamine、HPD：haloperidol、ASP：asenapine 
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Fig. 16 ST における NMDA 受容体サブユニットのタンパク発現量 
図中 A：cytosolic fraction：細胞質基質分画 
図中 B：synaptosomal fraction：シナプトソーム分画 
One-Way ANOVA (Dunnett test vs. Sal-METH) *p < 0.05 
平均±標準誤差(SEM) (N = 12)  
PFC：prefrontal cortex、NMDA：N-methyl-D-aspartate 
Sal：saline、METH：methamphetamine、HPD：haloperidol、ASP：asenapine 
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3.4 考察 
 
 抗精神病薬を用いた 6 群比較でも PFC と ST の Grin1 の発現量の減少や PFC
の細胞質基質分画での GluN1 の発現量の減少が明らかとなった。又、PFC 及び

ST の細胞質基質分画では ASP-METH 群において GluN1 の発現量の減少を阻

止した(Fig. 15, 16)。但し ASP-Sal 群では GluN1 の発現量は変わらなかった事

から、ASP 及び METH の相互作用により GluN1 の小胞輸送能が変化した可能

性がある。 
ラットにHPD 1mg/kgを14日間反復投与するとPFCのGluN1及びGluN2Aの

発現が減少するが、GluN2Bの発現は変化しなかった。又、同様にオランザピ

ン2 mg/kgを1日2回14日間反復投与してもPFCのGluN1、GluN2A及び

GluN2Bの発現はいずれも変化しなかった。HPD反復投与後のNMDA受容体の

発現の減少は、PSD-95 (postsynaptic density protein 95)の発現も減少すると

いう報告によって裏付けられている。PSD-95はシナプス後部の主要な足場タ

ンパク質であり、シナプス後肥厚部(PSD：postsynaptic density)において最も

豊富に存在しているタンパク質の一つである。尚、HPD投与でもオランザピン

投与でもHPCのGluN1、GluN2A及びGluN2Bの発現はいずれも変わらなかっ

た。HPDの反復投与によるPFCにおけるGluN1、GluN2A及びPSD-95の発現

低下は小胞輸送の変化によると考えられている(Fumagalli et al., 2008)。但

し、ラットにオランザピン10 mg/kg、クロザピン20 mg/kg、HPD 1 mg/kgを
それぞれ28日間反復投与すると、海馬CA1・CA2領域におけるGluN1発現量が

低下した(Krzystanek et al., 2015)という報告もある。統合失調症の死後脳研究

でも抗精神病薬の種類や期間によってNMDA受容体サブユニットの発現が変化

し得るとも考えられており(Kristiansen et al., 2007)、抗精神病薬はその用量

や期間により、各脳部位におけるNMDA受容体への影響はそれぞれ異なると考

えられる。 
 本研究では ASP-METH 群は HPD-METH 群と異なり細胞質基質分画の

GluN1 量が保たれていた。定型抗精神病薬(HPD)と非定型抗精神病薬(ASP やオ

ランザピン)の薬効の差の一つは PFC における GluN1 の小胞輸送能にあると考

えられる。但し HPD 投与でも ASP 投与でも PFC 及び ST における Grin1 発

現量の減少は阻止出来なかった事から、本モデルも METH 反復投与を重ねる事

で将来的には NMDA 受容体の発現量は減少し、前述(Table 3)の NMDA 受容体

機能異常を呈するものと考えられる。臨床場面では再燃・急性増悪のエピソード

を反復する内に以前有効であった(非定型)抗精神病薬がかつて得られていた薬

効を発揮出来なくなる現象や、クロザピンへの切り替えにより症状の改善が得

られる現象を反映している可能性がある。 
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総括及び結論 
 
 本研究は、当教室が長年の研究の積み重ねにより提唱してきた「dopamine to 
glutamate 仮説」と、それに基づく「病態包括進行モデル」に見られる NMDA
受容体機能異常について、その機序の解明を試みたものに位置付けられる。 
当教室の過去の研究と本研究の結果より、METH 2.5 mg/kg 投与により PFC

及び NAc において遅発性にグルタミン酸の放出が惹起され、それを反復する事

で PFC 及び ST では NMDA 受容体の必須サブユニットである GluN1 の遺伝子

発現量及びタンパク発現量が減少し、小胞輸送やシナプス後膜への発現量が減

少する事と、脳部位によって GluN1 以外の NMDA 受容体サブユニットも減少

し、時間経過と共に NMDA 受容体遮断薬への過感受性、PPI 障害及び mPFC
でのアポトーシスが惹起される事、更には非定型抗精神病薬の投与により前述

の NMDA 受容体機能異常の形成を阻止出来るが GluN1 などサブユニットの遺

伝子発現量やタンパク発現量の減少を阻止するものではない事が示された。こ

れは臨床場面において難治性の統合失調症には定型抗精神病薬及び非定型抗精

神病薬が奏功しない一因である可能性もある。現時点で唯一治療抵抗性統合失

調症に対して適応を持つクロザピンならば GluN1 を含む NMDA 受容体サブユ

ニットの発現の減少を阻止し得る可能性は考えられる。本研究では非定型抗精

神病薬が NMDA 受容体の受容体サブユニットの小胞輸送を調整している可能

性が示されたが、NMDA 受容体遮断薬への過感受性、PPI 障害及び mPFC での

アポトーシスに対してどの NMDA 受容体サブユニットが関与しているかは明

らかに出来なかった。NMDA受容体の小胞輸送やシナプス上の発現については、

今後 Live-cell imaging や PET・SPECT を用いた検討が必要と考えられる。 
当教室で提唱した「dopamine to glutamate 仮説」の根幹をなす、PFC と NAc

における METH 2.5mg/kg 投与後の遅発性のグルタミン酸放出増加(Ito et al., 
2006b; Abekawa et al., 2008)の機序についても本研究から明らかにする事は出

来なかった。METH の作用によるものかドパミンの作用によるものか、今後の

検討課題である。 
本研究では右脳を遺伝子発現量の検討に、左脳をタンパク発現量の検討に用

いた。ラットの脳容積に性差や左右差はないとされている(Sahin et al., 2011)
が、ラットのPFC、HPC、ST及び中脳のモノアミンの量には性差や左右差が

ある事が報じられている(Cory-slechta et al., 2013)。統合失調症の画像研究で

は脳容積について左右差が多く報じられており(Bilder et al., 1999; Narr et al., 
2001; Highley, 2002; Toga and Thompson, 2003)、死後脳研究においても海馬

のGluN1発現量の左右差の報告がある(Vrajová et al., 2010)。NMDA受容体の

発現量や機能の左右差について言及出来ない点も本研究の限界である。 
GluN1 サブユニットのセリン(Ser) 897 がプロテインキナーゼ A(PKA)により

リン酸化されると NMDA 受容体が活性化する(Muniz and Isokawa, 2015)。統

合失調症患者の PFC 及び HPC では、この GluN1 サブユニットの Ser 897のリ

ン酸化が著しく低下している(Emamian et al., 2004; Li et al., 2009)。又、GluN1
の Ser 897 をアラニンに置き換えたノックインマウスでは NMDA 受容体を介し

たシナプス伝達に重度の障害が認められた他、統合失調症と同様の社会的活動
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及び PPI の障害が認められた(Li et al., 2009)。PCP 反復投与による統合失調症

モデルマウスにおいて、PCP 反復投与により PFC の Ser 897での GluN1 のリン

酸化レベルが有意に低下したが、非定型抗精神病薬の一つであるブロナンセリ

ンはその低下を有意に抑制した。本研究では METH 反復投与による GluN1 の

リン酸化レベルや ASP・HPD 投与による変化を検討するべく、ウェスタンブロ

ッティングにより細胞質基質分画とシナプトソーム分画それぞれでリン酸化

GluN1の検出を試みた(Anti-NMDAR1 (phospho S897) 抗体、ab52184：abcam)
が、リン酸化 GluN1 を検出出来なかった(データは示していない)。脳組織採取

の際に Syn-PER (Thermo Fisher Scientific)を用いて細胞質基質分画とシナプ

トソーム分画に分離したが、採取後 Syn-PER (Thermo Fisher Scientific)に浸漬

する際にプロテアーゼ阻害剤カクテルと併せて脱リン酸化酵素阻害剤も混入す

る必要があったと考えられる。併せて今後の検討課題である。 
統合失調症の病態は以前不明な点が多く、種々のモデル動物も又統合失調症

の病態の一部の再現に留まる。AMPH モデル及び METH モデルは統合失調症

の陰性症状や認知機能障害を反映出来ていない点で (Jones et al., 2011; 
Marcotte et al., 2001)、NMDA 受容体遮断薬モデルも又特定の神経回路を標的

に出来ない(Olney et al., 1999)上、通常、行動と脳機能の一時的な変化のみを示

す(Featherstone et al., 2015)点で限界的であるとの見方もある。しかし現時点

でドパミン神経系の過活動と NMDA 受容体の機能異常の組み合わせが統合失

調症の臨床側面を最もよく説明し得る(Howes et al., 2015)とあり、Grin1 ノッ

クダウンマウスやヘテロ接合体(GluN1 +/-)マウスが統合失調症モデル動物とさ

れている(Duncan et al., 2004; Bubeníková-Valešová et al., 2008; Bygrave et 
al., 2019)事から、本モデルは単にドパミン仮説にのみ基づく AMPH モデル・

METH モデルの一つに留まらず、ドパミン仮説とグルタミン酸仮説、並びに薬

理学的モデルと遺伝学的モデルを包含した、統合失調症の病態の一部を反映す

るモデルであると考えられる。本モデルを含む薬理学的モデルの大部分は専ら

成人期の変化に焦点が当てられており(Harrison and Weinberger, 2005; Fatemi 
and Folsom, 2009; Powell, 2010; Rapoport et al., 2012)、例えば本モデルも出

生前又は出生後のいずれかの期間に METH を投与する事により、神経発達障害

としての統合失調症の病態の解明に繋げられる可能性がある(Lee and Zhou, 
2019)。又、本研究で得られた結果が AMPH モデル・METH モデル全体に一般

化出来るものかどうか、今後異なるプロトコールでモデル動物を作成し研究を

重ねる必要がある。 
統合失調症の病態の解明が進めば、今後病期や病態に応じて mGluR2/3 受容

体遮断薬やグリシントランスポーター1 阻害薬などのグルタミン酸受容体に作

用する薬剤を用いる事で、陽性症状や陰性症状とは別に認知機能障害や病態の

進行(難治化)の阻止、或いは残遺状態の改善を図れる可能性がある(Abekawa et 
al., 2012)。本モデルは従前からあるモデルではあるが見直されるべき点も多く

あり、統合失調症の病態解明と併せて再発・再燃脆弱性の改善に向けた新規治療

法の探索にも有用と考えられる。 
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