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緒 論

統合失調症は主に青年期に発症し、人口の約 1%が罹患する精神疾患である。

幻覚や妄想等の陽性症状や、引きこもりや意欲低下等の陰性症状のほか、思考

や判断等の生活および社会活動に支障をきたす認知機能障害が見られる。もと

もとドーパミン D2 受容体拮抗作用を有するクロルプロマジンおよびハロペリ

ドールにより治療が行われたことから、ドーパミンの過剰放出が病因と考えら

れ、いわゆるドーパミン仮説が提唱された 1)。その後、ドーパミン仮説に基づ

く薬剤が複数開発されたが、陽性症状には効果を示すものの、陰性症状や認知

機能障害への効果は不十分とされている 1)。そこで、ドーパミン仮説とは異な

るメカニズムに基づく創薬が注目されるようになり、グルタミン酸仮説が提唱

されるに至った 1–6)。グルタミン酸仮説では、N-メチル-D-アスパラギン酸

（NMDA）受容体拮抗薬が、健常者に対して陽性症状、陰性症状および認知機

能障害と類似した症状を引き起こすこと、統合失調症患者に対して陽性症状、

陰性症状および認知機能障害を増悪することから、本疾患がグルタミン酸神経

機能異常、あるいは NMDA 受容体機能低下に起因するとしている 4,7,8)。NMDA

受容体（Fig. A）はグルタミン酸受容体の一種であり、NMDA やグルタミン酸

が結合するアゴニストサイト、グリシンや D-セリンが結合するコ・アゴニスト

サイトを持つ 2)。アゴニストサイトに作用する薬物（作動薬）は、神経細胞死

や痙攣を誘発する懸念があり、治療薬としては不適切とされる。一方、コ・ア

ゴニストサイト作動薬は、NMDA 受容体機能を活性化することが報告されてお

り、統合失調症の治療アプローチとして注目されている 9–13)。



2

Fig. A Schematic representation of NMDA receptor and related endogenous

substances.

mGluR3: metabotropic glutamate receptor 3, NAAG: N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamic

acid, Glu: L-glutamic acid, D-Ser: D-serine, Gly: glycine

現在、統合失調症の診断は、臨床症状および世界保健機関の国際疾病分類第

10 版、あるいは米国精神医学会の精神疾患の診断統計マニュアル第 5 版に基づ

く問診で行われている。症状が重篤で患者本人への問診が不可能な場合は、家

族に対して問診が行われることもあるが、いずれも診断法としては客観性に乏

しい。こうした状況から、統合失調症は、疾患に関連する内因性物質、いわゆ

るバイオマーカーによる客観的な診断および治療効果等の測定が強く望まれて

いる疾患の一つである 14)。これまでに、グルタミン酸仮説に基づく統合失調症

関連内因性物質として、グルタミン酸、グリシン、D-セリンおよび N-アセチル

アスパラチルグルタミン酸（NAAG）等が報告されている 2,15–17)（Fig. B）。これ

らの統合失調症発症の分子メカニズムとの関連を調べるとともに、診断や治療

効果を測るマーカーとしての性能を評価するには、生体試料中濃度を再現性よ

く正確に測定する必要がある 14)。
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Fig. B Chemical structures of L-glutamic acid, glycine, D-serine, and NAAG, and

their log P values.

血液、尿、脳脊髄液（CSF）および組織ホモジネート等の生体試料中の微量

物質を定量するには、測定対象物（アナライト）を抽出したのちに何らかの方

法で分析する必要があるが、このとき複雑な混合成分の分離に威力を発揮する

クロマトグラフィーがよく用いられる。しかも、対象となる内因性物質にはア

ミノ基、水酸基、およびカルボキシ基等の極性官能基を有するものが多いこと

から、水溶液を移動相として用いることが可能な液体クロマトグラフィー（LC）

が汎用されている 18–30)。LC の検出法には、紫外（UV）／可視吸光検出、蛍光

検出、電気化学検出、放射線検出、質量分析（MS）およびタンデム質量分析

（MS/MS）等がある。これらのうち、最も選択性の高い MS/MS は、複雑かつ
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多量の夾雑物中のアナライトを高感度に検出可能であり、これを LC に接続し

た、液体クロマトグラフィー／タンデム質量分析（LC-MS/MS）が内因性物質

の測定に汎用されている 18–20,24–29)。

LC-MS/MS を用いた測定では、その検出原理上、液体クロマトグラフと

MS/MS 装置とのインターフェース部にあるイオン源でアナライトをイオン化

する必要がある。エレクトロスプレーイオン化（ESI）法は、熱に不安定で極性

が高い物質のイオン化も可能なことから、生体試料中の成分の分析に適してい

る。しかしながら、ESI 法は、微細液滴中に共存する物質の影響により、アナ

ライトのイオン化が増強あるいは抑制される、いわゆるマトリックス効果を生

じやすい 31)（Fig. C）。したがって、信頼性の高い定量法を構築するには、試料

の前処理条件を工夫するとともに LC の分離条件を十分に吟味し、可能な限り

マトリックス効果の回避を検討することが重要となる。

Fig. C Schematic representation of matrix effects in LC-ESI-MS/MS.
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LC-MS/MS を用いて内因性物質を測定する場合、いくつかの解決すべき課題

がある。その 1 つが、内因性物質は生体内にもともと存在するため、濃度の算

出法や分析法バリデーションの考え方が、薬物のような生体外異物

（xenobiotics）の場合とは異なる 32)、というものである。通常、濃度未知の検

体（実検体）中のアナライト濃度を求めるには、アナライトの標準品濃度を段

階的に変えて調製した一連の検体（検量線検体）を測定して検量線を作成し、

これを用いて実検体のピークレスポンスを濃度に換算する。また、得られた測

定値の妥当性は、既知濃度のアナライトを含む品質管理（QC）検体を測定する

ことにより保証する。したがって、正確な定量値を得るとともに、定量法の性

能、すなわち定量下限（LLOQ）、精度、真度、耐久性等を適切に検証（バリデ

ーション）するには、実検体と検量線／QC 検体の組成を同等にして、検体間

におけるアナライトの検出応答性が同等（モルあたりのレスポンスが同等）に

なる条件で測定する必要がある。Xenobiotics を定量する場合（Fig. D）は、ア

ナライトが検出されない生体試料（ブランクマトリックス）を準備し、これに

既知量の標準品を添加した検量線／QC 検体を調製して、検体間におけるアナ

ライトの検出応答性を揃えたうえで、濃度の算出および分析法バリデーション

を実施すればよい。しかしながら、そもそもブランクマトリックスの準備が不

可能な内因性物質の定量においては、この方法は適用できない。
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Fig. D Schematic diagram of the method for the determination of xenobiotics.

内因性物質の定量においては、主に標準添加法や代替（サロゲート）マトリ

ックス法が用いられる 32–39)。標準添加法（Fig. E）では、まず 1 つの実検体を

等量ずつ複数に分割したのち、それぞれに異なる量の標準品を添加して検量線

検体を調製する。次いで、それらを測定し作成した検量線と濃度軸の交点から、

実検体中にもともと存在するアナライトの濃度を算出する。実験体と同じマト

リックスで検量線検体の調製が可能なことから、先に述べたように、実検体と

検量線検体の検出応答性を同等にすることは可能である。しかしながら、微量

の内因性物質の分析には不向きであり、測定検体数が実検体の数倍に増えるた

め、分析時間が長くなる。一方、内因性物質の定量法として汎用されているサ

ロゲートマトリックス法（Fig. F）は、水や緩衝液等を代替マトリックスとして

検量線／QC 検体を調製する方法である。本法の場合、実検体とサロゲートマ

トリックス中に含まれる夾雑物が異なるため、そもそもそれらの影響を正確に
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把握することは不可能である。したがって、アナライトと物理化学的性質が同

等な安定同位体標識化合物（生体内には存在しない）を内標準物質として実検

体および検量線／QC 検体に一定量添加し、夾雑物によって変動したアナライ

トのレスポンスを補正するとともに、夾雑物の影響を最小限に抑えるために前

処理を工夫して試料のクリーンアップを行い、検体間の検出応答性を同等、あ

るいは十分に近づける努力が不可欠となる 40–42）。しかしながら、生体内には親

水性の物質が多種多量に存在するうえ、それらの分離は困難な場合が多いこと

から 43–45)、極性が高い内因性物質の測定においては、必ずしも複雑な夾雑成分

との分離が達成できるとは限らない。

Fig. E Schematic diagram of the standard addition method.
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Fig. F Schematic diagram of the surrogate matrix method.

上記の 2 種の方法の欠点を克服可能な方法として、サロゲートアナライト法

（Fig. G）があげられる 32,33,36,46,47)。本法は、アナライトの安定同位体標識化合

物を 2 種類準備し、1 つを代替（サロゲート）アナライト、1 つを内標準物質と

して実検体と同種のマトリックスを用いて検量線／QC 検体を調製する方法で

ある。実検体中のアナライト濃度を求めるには、サロゲートアナライトで作成

した検量線を用いて、実検体のアナライトのピークレスポンスを濃度に換算す

る。サロゲートマトリックス法の場合とは異なり、本法では実検体と検量線／

QC 検体の組成がほぼ同等、あるいは類似していることから、検体間の夾雑物

の違いを解消するための十分なクリーンアップは必ずしも必要なく、

xenobiotics と同様に内因性物質を定量することが可能になる。このため、今回

測定対象とする NAAG（Fig. B）のように、極性が非常に高く、親水性の夾雑
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成分との分離が困難なことが想定される場合には、サロゲートアナライト法が

有利と考えられる。これまでに、生体試料中 NAAG の測定法としてサロゲート

マトリックス法を駆使した LC-MS/MS 法が 2 件報告されているが 28,29)、いずれ

もクリーンアップ効率が高くない方法で前処理を行っているだけでなく、内標

準物質を用いない、いわゆる絶対検量線法で定量している。したがって、夾雑

物によって NAAG のイオン化が影響を受けやすく、正確に測定できていない可

能性がある。そこで、本研究では、統合失調症関連内因性物質である NAAG の

高感度定量法を構築するため、サロゲートアナライト法の適用を試みた。

Fig. G Schematic diagram of the surrogate analyte method.

さて、LC-MS/MS を用いて内因性物質の測定を行う場合、いくつかの解決す

べき課題があると先に述べたが、もう 1 つ別の課題として、不斉炭素を有する

内因性物質を測定する場合において、異性体、特に光学異性体（エナンチオマ

ー）との相互分離（光学分割）の条件設定が難しい 18,19)、というものがある。
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内因性物質であるアミノ酸のなかには、タンパク質を構成する L 型ではなく、

D 型のエナンチオマーが強力な生理活性を示すものがある 18,19)。今回測定対象

とする D-セリン（Fig. B）は極性が非常に高いアミノ酸の 1 つであり、脳内で

セリンラセマーゼによって L-セリンから酵素的変換により生成することが知ら

れている。そのレベルを適切に捉えるには、生体内に存在する多種多量の親水

性成分と分離するとともに、多量の L-セリンと微量の D-セリンを確実に分離し

なければならない。従来の D-セリン測定法では、光学分割と検出感度の向上を

目的に、キラル誘導体化試薬を用いてセリンをジアステレオマーに誘導体化し

てから分析するアプローチが採られている 18–27)。しかしながら、誘導体化法は、

操作が煩雑でキラル誘導体化試薬の光学純度が結果に大きく影響する、大過剰

の試薬自身が夾雑物であり、十分なクリーンアップが必要になる等の制約が多

い。このため、光学分割の条件を迅速に設定するのがきわめて難しい。そこで、

本研究では、統合失調症関連内因性物質である D-セリンの簡便かつ迅速な

LC-MS/MS 定量法を構築するため、誘導体化を行わずに光学分割する方法の開

発を試みた。

まず、第 1 章では、高極性物質である NAAG のサロゲートアナライト法を構

築し、内因性物質定量法としての有用性につき検証した。次いで、動物におい

て抗精神病作用を示すとの報告がある NAAG 分解酵素阻害剤（ZJ43）を投与し

たラットの脳、血漿および CSF 中 NAAG の変動解析に本法を応用し、NAAG

分解酵素阻害剤の薬効発現機序について考察した 48)。

第 2 章では、煩雑な誘導体化処理を回避した、D-セリンの簡便かつ迅速な光

学分割法を開発した 49,50)。次いで、統合失調症の陰性症状モデルラットの脳お

よび CSF 中 D-セリンの変動解析に本法を応用し、統合失調症の発症、特に陰性

症状の発症とこれら組織中の D-セリンとの関連性について考察した 50)。
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第1章 サロゲートアナライト法の構築と応用

第1節 サロゲートアナライト法の構築と内因性物質定量における有用性

1. 序

本節では、神経伝達物質の 1 つである NAAG のサロゲートアナライト法を構

築し、その有用性につき調べることにした。NAAG は、脊椎動物の脳内ペプチ

ドの中で最も高濃度に存在するものの 1 つであり 51）、脳内グルタミン酸受容体

に結合して神経伝達物質としての役割を果たす 17)。Fig. B に構造を示したが、3

つのカルボキシ基を含むきわめて極性の高い化合物であり、緒論で述べたよう

に、液―液抽出や固相抽出による生体試料からの抽出は難しい。その反面、ジ

ペプチドであるため、安定同位体標識化合物の調製は比較的容易である。

そこでまず、NAAG のサロゲートアナライトを調製し、その性能を評価した。

次いで、サロゲートアナライト法を用いてラット生体試料中の NAAG を測定し、

その結果について、サロゲートマトリックス法と比較した。

2. サロゲートアナライト法の構築

2.1. サロゲートアナライトの調製

MS/MS は、質量分析計を直列に連結したタンデム質量分析計を用いる測定手

法であり、イオン源で生成したアナライト由来のイオン（プリカーサーイオン）

を最初の質量分析計で選択し、これを衝突誘起解離（CID）することによって

生ずるプロダクトイオンを次の質量分析計で分離する。プロダクトイオンスペ

クトルの解析により、プリカーサーイオンの構造情報が得られるだけでなく、

特定のプロダクトイオンのみを選択してモニターする選択反応モニタリング

（SRM）モードを使用することで、きわめて高い選択性を実現できる。
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SRM 分析を前提に適切なサロゲートアナライト法を構築するにあたり、キー

ポイントとなるのは次の 2 点である。すなわち、①アナライトと物理化学的性

質が同等で、化学的純度および同位体純度が高い安定同位体標識化合物を準備

すること（これをサロゲートアナライトとして利用する）、②アナライトとサロ

ゲートアナライトの MS/MS におけるピークレスポンスを同等にすることであ

る。

まず、NAAG の SRM モードにおけるモニタリングイオンの設定と適切なサ

ロゲートアナライトのデザインのため、NAAG 溶液をインフュージョン分析し

て MS および MS/MS 解析を行った。NAAG は、分子内にカルボキシ基を 3 つ

有することから、ネガティブイオンモードで NAAG を分析し、Fig. 1-1 に示す

フルスキャンマススペクトルを得た。1 価の脱プロトン分子（[M-H]-）が m/z 303

にベースピークとして認められ、Na 付加体ならびに脱水ピークが、それぞれ

m/z 325、m/z 285 に認められた。次に、m/z 303 の脱プロトン分子をプリカーサ

ーとして、NAAG の MS/MS 分析を行ったところ、グルタミン酸に由来するプ

ロダクトイオン（m/z 128）が最も強く認められたほか、m/z 96 および m/z 155

に N-アセチルアスパラギン酸に由来すると思われるピークが検出された（Fig.

1-2）。これらの結果から、NAAG の SRM モードにおけるモニタリングイオン

には、NAAG の脱プロトン分子とグルタミン酸由来のプロダクトイオンを用い

（m/z 303 → m/z 128）、サロゲートアナライトには、NAAG のグルタミン酸部

位を重水素（2H あるいは D と表記）で標識した化合物を調製して用いることに

した 52,53)。
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Fig. 1-1 Full scan mass spectrum of NAAG. NAAG standard solution (3 µg/mL)

was introduced into the ionization source of the mass spectrometer at the flow

rate of 5 µL/min.

128

m/z

Fig. 1-2 Product ion spectrum and proposed fragmentation pattern of NAAG.

NAAG standard solution (60 ng/mL) was introduced into the ionization source of

the mass spectrometer at the flow rate of 5 µL/min. Collision energy was set at

-26 V.

次に、NAAG のグルタミン酸部位に導入する重水素の数について検討した。

NAAG（組成式 C11H16N2O8）を構成する水素、炭素、窒素および酸素には、質

量数の異なる安定同位体が元素ごとに一定の割合で存在する。天然存在比が最

も高い核種からなる NAAG の存在比を 100%とした場合、NAAG よりも質量が

1、2、3、4 および 5 大きい同位体の存在比（理論値）は、それぞれ 13%、2.4%、

m/z

97

106
285

303

325
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0.24%、0.025%および 0.002%となる。これらの同位体は、検量線／QC 検体中

のサロゲートアナライトの測定を妨害する可能性があるため、サロゲートアナ

ライトに導入する重水素の数は、同位体による影響が無視できるレベルになる

ように設定する必要がある。内因性物質は、関連する酵素や受容体の変動によ

って産生や代謝、分布、排泄が大きく左右されることも多く、生体内の存在量

が疾患の状態や薬物投与の有無によって、どの程度変動するかは不明なことが

多い。そこで、内因性物質の正常時の濃度の 1%を LLOQ に設定することを想

定し、かつ同位体による妨害が LLOQ の 1/10 以下であれば定量精度の点で許容

できる 54)ことを考慮して、同位体存在比の基準を 0.1%以下（1%×1/10 = 0.1%）

に設定した。この場合、サロゲートアナライトとして、重水素を 4 つ以上導入

した NAAG を調製すれば目的に合致する。そこで、入手が容易であった[2H5]L-

グルタミン酸をサロゲートアナライトの調製用原料として用い、重水素を 5 つ

導入した[2H5]NAAG を合成した（Fig. 1-3）。合成は、[2H5]L-グルタミン酸と L-

アスパラギン酸保護体を縮合して脱保護した後に、アスパラギン酸の N 末端を

塩化アセチルを用いてアセチル化することにより行った。合成した重水素標識

体の化学的純度は 96.5%であった（LC-UV 法で算出）。[2H5]NAAG のプロダク

トイオンスペクトル（Fig. 1-4）では、グルタミン酸に由来するプロダクトイオ

ンが 5Da 高質量側（m/z 133）にシフトしていたことから、目的とする重水素標

識体を得ることができたと判断した。サロゲートアナライト法を用いて定量法

を構築するには、内標準物質として第 2 の安定同位体標識化合物が必要になる

が、[2H5]NAAG を合成する際の塩化アセチルを[2H3]塩化アセチルに変更するこ

とによって重水素を 8 つ導入した[2H8]NAAG を容易に調製できることから、こ

れを内標準物質として使用することにした（Fig. 1-5）。合成した[2H8]NAAG の

化学的純度は 95.7%であった（LC-UV 法で算出）。
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Fig. 1-3 Chemical structure of [2H5]NAAG.

Fig. 1-4 Product ion spectrum and proposed fragmentation pattern of

[2H5]NAAG. [2H5]NAAG standard solution (60 ng/mL) was introduced into the

ionization source of the mass spectrometer at the flow rate of 5 µL/min. Collision

energy was set at -26 V.

Fig. 1-5 Chemical structure of [2H8]NAAG.

133

m/z
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2.2. サロゲートアナライトの性能評価

サロゲートアナライト法では、前述のように、MS/MS におけるピークレスポ

ンスがアナライトとサロゲートアナライトで同等でなければならない。しかし

ながら、重水素（D）は比較的同位体効果が大きく、フラグメンテーションの

過程で D の転移や脱離により、非標識体と標識体のフラグメンテーションパタ

ーンに若干の差がみられることがある。実際、[2H5]NAAG のプロダクトイオン

スペクトルでは、グルタミン酸由来イオンとして m/z 133（D5 体）に加えて、

m/z 132 にもピークが確認された（Fig. 1-4）。一方、NAAG のプロダクトイオン

スペクトルでは m/z 128 のピークのみが認められ、1Da シフトした m/z 127 のピ

ークは観察されなかったことから（Fig. 1-2）、[2H5]NAAG はフラグメンテーシ

ョンの過程で D が 1 つ転移あるいはプロトンが 1 つ脱離しているものと考えら

れ、これが NAAG と[2H5]NAAG のプロダクトイオンスペクトルの差の原因と

推測された。このような場合には SRM 条件を最適化し、NAAG と[2H5]NAAG

で同等のピークレスポンスが得られるようにしなければならない。そこで、想

定される実用的な検量線濃度範囲（およそ 1000 倍）において同等のピークレス

ポンスが得られるように、NAAG および[2H5]NAAG の各溶液（それぞれ 10

pmol/mL および 10 nmol/mL の 2 濃度）を測定してピークレスポンスの確認と調

整を行い、Table 1-1 に示した SRM 条件を得た。この SRM 条件にて NAAG と

[2H5]NAAG を測定したとき、NAAG のピーク面積に対する[2H5]NAAG のピーク

面積の比は、いずれの濃度においてもほぼ 1 となり、同等のピークレスポンス

が得られることを確認した（Table 1-2）。このことから、サロゲートアナライト

（[2H5]NAAG）で作成した検量線と、NAAG で作成した検量線の傾きは同じに

なる、すなわち[2H5]NAAG で作成した検量線を用いて NAAG を定量すること

は妥当であると判断した。なお、Table 1-1 には、内標準物質として用いる

[2H8]NAAG の SRM 条件についても示した。
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Table 1-1 Selected reaction monitoring conditions for NAAG, [2H5]NAAG, and

[2H8]NAAG.

Analyte SRM Transition Polarity DP
(V)

CE
(V)

CXP
(V)

NAAG m/z 303 → m/z 128 negative -50 -26 -13

[2H5]NAAG m/z 308 → m/z 133 negative -50 -22 -13

[2H8]NAAG m/z 311 → m/z 133 negative -50 -22 -13

DP: declustering potential、CE: collision energy、CXP: collision exit potential

Table 1-2 Comparison of the peak responses between NAAG and [2H5]NAAG.

Peak area

10 pmol/mL 10 nmol/mL

NAAG [2H5]NAAG NAAG [2H5]NAAG

1 18869 17970 16166805 16214796

2 18045 18138 16233669 16010767

3 17492 17705 16500616 16247095

Mean 18135 17938 16300363 16157553

Ratio
([2H5]NAAG/NAAG) - 0.99 - 0.99

次に、サロゲートアナライトの性能評価の一環として、[2H5]NAAG の溶液

（10,000 ng/mL）を LC-MS/MS 装置に注入し、m/z 303 → m/z 128（NAAG に相

当）、m/z 308 → m/z 133（[2H5]NAAG に相当）、および m/z 311 → m/z 133

（[2H8]NAAG に相当）の各反応をモニターしたときに観察されるピークについ

て調べた。Table 1-3 には、観察されたピークの面積、[2H5]NAAG のピーク面積

を 100%としたときの各ピークの面積百分率をそれぞれ示した。その結果、m/z

303 → m/z 128（NAAG に相当）の反応をモニターしたときに観察されたピー

クの面積は、[2H5]NAAG の面積の 0.1%未満（0.085%）と極僅かであった。一

方、m/z 311 → m/z 133（[2H8]NAAG に相当）の反応をモニターしたときに観察
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されたピークの面積は、[2H5]NAAG の面積の 0.387%であった。この値は、

[2H5]NAAG の 3Da 高質量側の天然同位体の存在比（理論値 0.24%）と概ね同じ

であり、検体中に[2H5]NAAG が存在する場合には、この値の分だけ[2H8]NAAG

のピーク面積が大きくなる。したがって、信頼性の高い定量法を構築するには、

[2H5]NAAG を含む検体、すなわち検量線／QC 検体については、[2H8]NAAG の

ピーク面積を補正するのが適切と判断した（[2H8]NAAG のピーク面積から、

[2H5]NAAG のピーク面積に 0.0024 を乗じた値を減じる）。一方、[2H8]NAAG の

溶液（10,000 ng/mL）を LC-MS/MS 装置に注入し、m/z 303 → m/z 128 および

m/z 308 → m/z 133 の各反応をモニターしたときに観察されたピークの面積は、

いずれも[2H8]NAAG のピーク面積の 0.1%未満と極僅かであった（Table 1-3）。

Table 1-3 Isotope abundance in LC-MS/MS analyses of [2H5]NAAG and

[2H8]NAAG solutions.

Injected

standard

Concentration

(ng/mL)

Peak area (relative abundance)

m/z 303
→ m/z 128

(monoisotopic)

m/z 308
→ m/z 133
(+5Da,

corresponding
to [2H5]NAAG)

m/z 311
→ m/z 133

(+8Da,
corresponding

to [2H8]NAAG)

[2H5]NAAG 10,000 1379
(0.085%)

1624391
(100%)

6288
(0.387%)

[2H8]NAAG 10,000 348
(0.022%)

760
(0.048%)

1592631
(100%)

3. 内因性物質定量におけるサロゲートアナライト法の有用性の検討

3.1. サロゲートアナライト法による生体試料中 NAAG の測定

次に、ラットの脳、血漿および尿をメタノールで除タンパクしたのち、サロ

ゲートアナライト法を用いて各試料中の NAAG を LC-MS/MS 分析することに

した。なお、予め測定したラットの脳、血漿および尿中 NAAG のピークレスポ
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ンスを基に、検量線濃度範囲は、30−1000 nmol/g（脳検体）、0.01−3 nmol/mL（血

漿検体）および 0.3−10 nmol/mL（尿検体）とした。

まず、[2H5]NAAG をサロゲートアナライトとして用い、（A）内標準物質とし

て[2H8]NAAG を用いる定量法、（B）内標準物質として、サロゲートアナライト

と構造の類似しない 7-ヒドロキシクマリンを用いる定量法、および（C）内標

準物質を用いない、すなわち絶対検量線法による定量法により、脳、血漿およ

び尿中の NAAG を定量した。試料の調製および前処理は、以下の手順で行った。

検量線／QC 検体は、[2H5]NAAG の標準溶液を脳ホモジネート、血漿または尿

に添加し、それらを各生体試料で順次希釈して調製した。検量線／QC 検体お

よび実検体（検量線／QC 検体とは異なる個体から採取した試料）各 50 μL に、

内標準物質を含むメタノール／蒸留水（95:5、v/v）200 μL を加えて除タンパク

し、その遠心上清を LC-MS/MS 装置に注入して測定した。Fig. 1-6 に、LLOQ

検体中の[2H5]NAAG と、実検体中の NAAG の SRM クロマトグラムを示した。

ラットの脳、血漿および尿中の NAAG のピーク面積は、LLOQ 検体中の

[2H5]NAAG のピーク面積のそれぞれ約 10 倍（3,038,265/291,516=10.4）、6 倍

（11,262/1,823=6.2）、および 6 倍（79,939/12,416=6.4）であった。Table 1-4 に、

3 種の定量法を用いて NAAG を分析した結果をまとめて示した。いずれの定量

法を用いても、脳内濃度は 310 nmol/g 程度、血漿中および尿中濃度は、それぞ

れ 0.065 nmol/mL、2.1 nmol/mL 程度であり、3 種の定量法間でほとんど差がな

かった。これは、サロゲートアナライトとして NAAG の安定同位体標識化合物

（[2H5]NAAG）を用いることにより、仮に夾雑物の影響でそのピークレスポン

スが減弱しても、実検体中の NAAG も同様にピークレスポンスが抑制される、

すなわち検量線検体と実検体間でサロゲートアナライトとアナライトの検出応

答性が揃うことによるものと考えられる。しかしながら、標準添加法でない限

り、通常は検量線検体の調製には、実検体とは異なるロットの生体試料を用い
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ることになるため、この結果だけでは、どの方法が優れているかについて評価

するのは難しい。

(A) LLOQ for brain sample (B) Brain sample

(C) LLOQ for plasma sample (D) Plasma sample

(E) LLOQ for urine sample (F) Urine sample

Fig.1-6 SRM chromatograms for [2H5]NAAG and NAAG. (A) LLOQ (brain), (B)

brain sample, (C) LLOQ (plasma), (D) plasma sample, (E) LLOQ (urine), and (F)

urine sample. (A), (C), and (E): m/z 308 → m/z 133 for [2H5]NAAG, (B), (D), and

(F): m/z 303 → m/z 128 for NAAG.

[2H5]NAAG
Peak area
291,516

[2H5]NAAG
Peak area
1,823

[2H5]NAAG
Peak area
12,416

NAAG
Peak area
11,262

NAAG
Peak area
79,939

NAAG
Peak area
3,038,265
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Table 1-4 NAAG concentrations in rat biological samples determined by the

surrogate analyte method.

Internal standard
NAAG concentration (nmol/g or nmol/mL)

Brain Plasma Urine

A [2H8]NAAG 311±8.15 0.0658±0.00498 2.10±0.104

B 7-Hydroxycoumarin 308±11.2 0.0654±0.00390 2.09±0.0689

C None 311±27.7 0.0660±0.00446 2.18±0.0241

LLOQ: 30 nmol/g (brain), 0.01 (plasma) and 0.3 nmol/mL (urine) (Mean ± SD, n=5)

3.2. サロゲートマトリックス法による生体試料中 NAAG の測定

次に、生体試料中の NAAG の測定結果について、サロゲートマトリックス法

と比較することにした。検量線／QC 検体は、NAAG 溶液をサロゲートマトリ

ックス（水を使用）に添加して調製し、[2H5]NAAG あるいは 7-ヒドロキシクマ

リンを内標準物質として、前項と同様の手順で処理したのち測定に供した。ま

ず、前項と同様に 3 種の定量法を用いて、生体試料中の NAAG を定量した。な

お、定量法（A）においては、安定同位体標識した内標準物質として[2H5]NAAG

を用いた。Fig. 1-7 には、LLOQ 検体（水で調製）と実検体中の NAAG の SRM

クロマトグラムを示した。ラット脳、血漿および尿中の NAAG 濃度は、LLOQ

のそれぞれ約 10 倍、6 倍および 7 倍の高値を示したが（Table 1-5 A）、実検体中

の NAAG のピーク面積は、マトリックス効果の影響で脳では LLOQ の約 6 倍

（865,848/150,098=5.8）、血漿では LLOQ と同程度（10,147/7,135=1.4）、尿に至

っては LLOQ の半分（82,584/175,559=0.47）にまで低下していた（Fig. 1-7）。定

量結果を Table 1-5 に示したが、内標準物質として[2H5]NAAG を用いたときのラ

ット脳、血漿および尿中の NAAG 濃度は、それぞれ 316 nmol/g、0.0626 nmol/mL

および 2.18 nmol/mL であった（Table 1-5 A）。しかしながら、NAAG とは構造

が類似しない 7-ヒドロキシクマリンを内標準物質として使用した場合、それぞ



22

れ 197 nmol/g、0.0192 nmol/mL および 0.321 nmol/mL となり、[2H5]NAAG を内

標準物質としたときに比べて大きく低下した（Table 1-5 B）。さらに、内標準物

質を全く使用しない場合の定量値に至っては、[2H5]NAAG を内標準物質にした

ときの 3/50–3/5 と著しく低い値となった（Table 1-5 C）。

(A) LLOQ (water) for brain sample (B) Brain sample

(C) LLOQ (water) for plasma sample (D) Plasma sample

(E) LLOQ (water) for urine sample (F) Urine sample

Fig.1-7 SRM chromatograms for NAAG. (A) LLOQ (brain), (B) brain sample, (C)

LLOQ (plasma), (D) plasma sample, (E) LLOQ (urine), and (F) urine sample: m/z

303 → m/z 128 for NAAG.

NAAG
Peak area
150,098

NAAG
Peak area
865,848

NAAG
Peak area
7,135

NAAG
Peak area
10,147

NAAG
Peak area
175,559

NAAG
Peak area
82,584
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Table 1-5 NAAG concentrations in rat biological samples determined by the

surrogate matrix method.

Internal standard
NAAG concentration (nmol/g or nmol/mL)

Brain Plasma Urine

A [2H5]NAAG 316±4.44 0.0626±0.00178 2.18±0.648

B 7-Hydroxycoumarin 197±2.71 0.0192±0.00150 0.321±0.0692

C None 205±2.89 0.0131±0.000466 0.130±0.0311*

LLOQ: 30 nmol/g (brain), 0.01 (plasma) and 0.3 nmol/mL (urine) (Mean ± SD, n=5)

*: below the LLOQ

3.3. サロゲートアナライト法とサロゲートマトリックス法の比較

サロゲートアナライト法とサロゲートマトリックス法の結果を比較すると、

後者の尿試料分析時の測定値のばらつきが大きいものの、安定同位体標識化合

物を内標準物質として用いると両者に差は認められない。しかしながら、サロ

ゲートマトリックス法では、測定値が 3 種の定量法間で異なることが判った。

いずれの方法においても、試料の前処理は除タンパクのみであり、NAAG はマ

トリックス効果によってピークレスポンスが影響されているのは明らかである。

サロゲートアナライト法で定量値を算出した場合は、3 種の定量法間で測定値

がほとんど一致した。これは、生体試料中の夾雑成分のうち、NAAG の分析に

影響する物質の存在量が、検量線検体と実検体で偶然近いものであったことに

よるものと考えられる。すなわち、サロゲートアナライト法の場合、実際のア

ナライトとサロゲートアナライトが同様にマトリックス効果の影響を受けるた

め、全く影響されないサロゲートマトリックス法（水を代替マトリックスとし

て用いた場合）の検量線検体と、マトリックス効果の影響を受ける実検体との

ピークレスポンスの差に比べると、その影響は小さくなるものと考えられる。
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一方、サロゲートマトリックス法およびサロゲートアナライト法のどちらに

おいても、安定同位体標識化合物を内標準物質として用いると、マトリックス

効果はほぼ相殺され、信頼度の高い定量値が得られる。しかしながら、マトリ

ックス効果によってピークレスポンスが極端に低下すると、定量精度に問題が

生じる可能性もあるため、特にサロゲートマトリックス法においては、前処理

に十分な工夫が必要であり、生体試料中の夾雑物を可能な限り除去することが

重要である。逆に、サロゲートアナライト法では、こうした懸念はそれほど大

きくないものの、サロゲートアナライトと内標準物質の両者ともに安定同位体

標識化合物を用いることが必要であり、定量法構築のための準備がきわめて繁

雑である。

4. 小括

本節では、サロゲートアナライト法を用いて、ラット脳、血漿および尿中

NAAG の定量法につき検討した。その結果、マトリックス効果の影響を大きく

抑制でき、精度の高い定量法の構築が可能であることが示唆された。サロゲー

トアナライト法の有用性を検証する目的で、サロゲートマトリックス法を用い

て NAAG の定量を行い、両者による結果を比較したところ、サロゲートマトリ

ックス法の場合、明らかにマトリックス効果の影響が大きく、その回避のため

に前処理を十分に工夫する必要があることが判った。一方、サロゲートアナラ

イト法では、安定同位体標識化合物を複数準備する必要があり、操作が繁雑で

ある反面、分析法そのものは、より簡便で精度の高い方法を構築可能であるこ

とが明らかとなった。
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第2節 ラット生体試料中 NAAG の定量法開発と生体内変動の解析

1. 序

NAAG は神経ペプチドの一種であり、代謝型グルタミン酸受容体 3（mGlu3

受容体）のアゴニストとして作用し 17,51,55,56)、NAAG 分解酵素により分解され

ることが知られている 57,58)。一方、動物において、NMDA 受容体拮抗薬により

誘発される社会性行動低下を、NAAG 分解酵素阻害剤の ZJ43 等が抑制する、

すなわち抗精神病作用を示すことが報告されており 59,60)、それらの詳細なメカ

ニズムの解明が望まれている。

これまでに、サロゲートマトリックス法を駆使した LC-MS/MS によるラット

生体試料中 NAAG の定量法が 2 件報告されているが 28,29)、いずれもクリーンア

ップ効率の低い前処理法（メタノール除タンパクあるいは固相抽出）を用いて

いるにもかかわらず、絶対検量線法で定量している。このため、緒論で述べた

ように、既存の定量法では夾雑物の存在によりイオン化が影響を受けやすく、

NAAG 濃度を正確に測定できていない可能性がある。

そこで本節では、サロゲートアナライト法を用いて、ラットの脳、血漿およ

び CSF 中 NAAG の定量法を開発することにした。次いで、ZJ43 を投与したラ

ットの脳、血漿および CSF 中 NAAG を定量し、NAAG 分解酵素阻害剤のラッ

ト in vivo における薬理作用について、NAAG の体内動態面から考察を加えた。

2. サロゲートアナライト法を用いたラット脳、血漿および CSF 中 NAAG の定

量法開発

2.1. LC 条件の設定

LC-ESI-MS/MS では、移動相に電解質を含む水と有機溶媒の混合液が用いら

れる 61)。移動相中の有機溶媒比率が高いほど、生じた微細液滴の表面張力が低

下して液滴の微細化が促進されることから、有機溶媒比率がある程度高いとイ
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オン化効率が向上する 61)。しかしながら、NAAG は水溶性が高く、有機溶媒を

多量に含む移動相を使用すると、オクタデシルシリル（ODS）カラムを用いる

逆相クロマトグラフィーでは保持されにくい。そこで、本研究では、親水性相

互作用クロマトグラフィー（HILIC）を駆使して分析法を構築することにした。

HILIC では、極性官能基を固定化したシリカゲル担体を充填したカラムが用

いられるが、その極性官能基に水分子が水和して水和層が形成され、溶質はこ

の水和層と移動相間の分配平衡を繰り返すことで分離される 62,63)。HILIC のこ

のような特性から、極性物質は移動相中の有機溶媒比率が高いほど固定相によ

く保持され、水の割合が高くなると溶離する。したがって、NAAG をカラムに

適度に保持させて夾雑成分との分離を狙うと同時に、移動相中の有機溶媒比率

がある程度高い状態で溶離させることができれば、検出感度の面で有利になる

と期待される。そこで、LC-MS/MS で使用可能な揮発性の酸（ギ酸）あるいは

塩（ギ酸アンモニウム）を用いて移動相の pH をコントロールすることで、上

記の条件を見出すことが可能かにつき検討を行った。

移動相に用いる有機溶媒は、水と混合しやすく、かつ LC-MS/MS で汎用され

る有機溶媒の中では比較的極性が低いアセトニトリルとした。カラムはアミド

基を有する HILIC カラム（Xbridge® Amide）とし、移動相条件は、NAAG の保

持時間が 2 分以内になるように、アセトニトリル濃度を 2 分間で 95%から 60%

に変化させる急勾配のグラジェント溶出（流速 1 mL/min.）とした。

まず、移動相のギ酸濃度の影響を調べたところ、0.01%（v/v）（pH 約 3.2）で

は NAAG の保持時間は 2 分以内となったものの、ピーク形状が良好ではなかっ

た（Fig. 1-8 A）。一方、ギ酸濃度を 0.1%（v/v）（pH 約 2.6）にすると、ピーク

形状が改善し、保持時間も 2 分以内となった（Fig. 1-8 B）。同様にギ酸アンモ

ニウム濃度（1 および 5 mmol/L、pH 6–7）の影響を調べたところ、NAAG の保

持時間が 2 分を超えたうえ、ピークもブロードになった（Fig. 1-9）。NAAG の
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pKa は 3.13、3.72 および 4.34 であり、ギ酸アンモニウムを添加した中性条件で

はいずれのカルボキシ基も解離している。NAAG の 3 つのカルボキシ基が解離

した状態になると、水和層との親和性が強くなるため保持時間が増大し、同時

に分配以外の分子間相互作用も増強するためテーリングが生じてピーク形状が

悪化したものと考えられる。さらに、5 mmol/L のギ酸アンモニウムでは、塩濃

度の上昇に伴って固定相表面の水和層が増加するため 63,64)、NAAG の保持がよ

り強くなり、ピーク形状のさらなる悪化に繋がったものと思われる（Fig. 1-9 B）。

一方、0.01%（v/v）ギ酸の pH では、NAAG は解離型と非解離型のカルボキシ

基が共存した状態となり、その結果ピーク幅が拡がったものと考えられる（Fig.

1-8 A）。

以上の結果から、NAAG の測定は、0.1%（v/v）ギ酸を含有する水とアセトニ

トリルの混液を用いるグラジェント溶出により行うことにした。

Fig. 1-8 Representative SRM chromatograms of NAAG (3-µL injection of

3-nmol/mL standard solution). Mobile phase contained constant concentration of

formic acid at (A) 0.01% (v/v), or (B) 0.1% (v/v).
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Fig. 1-9 Representative SRM chromatograms of NAAG (3-µL injection of

3-nmol/mL standard solution). Mobile phase contained constant concentration of

ammonium formate at (A) 1 mmol/L, or (B) 5 mmol/L.

2.2. ラット脳および血漿中 NAAG の定量法

本項では、前項のLC条件を基に、[2H8]NAAGを内標準物質として、[2H5]NAAG

をサロゲートアナライトとして用いるラット脳および血漿中 NAAG 定量法を

確立することにした。生体試料中の xenobiotics あるいは内因性物質を測定する

際の前処理法として、除タンパク法や固相抽出法が汎用されている。このうち

最もシンプルな、有機溶媒を用いた除タンパク法をラット脳および血漿中

NAAG の測定に適用したところ、特に脳検体を多数連続で分析した際に LC 装

置の背圧が上昇した。これは、脳検体中の脂質等が有機溶媒除タンパク処理で

抽出され、それらが不溶化してラインフィルターやカラム先端のフリットで目

詰まりを起こしたことが原因と考えられた。そこで、測定法の堅牢性を高める

ために、固相抽出による脂質の除去を検討した。なお、脳検体はもともと懸濁

状態（ホモジネート）のため、不溶性物質による固相抽出カラムの目詰まりが

想定されたことから、有機溶媒除タンパク後の遠心上清を固相抽出に供するコ

ンビネーション処理法を適用することにした。
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NAAG はカルボキシ基を有する酸性分子であることから、固相抽出には陰イ

オン交換能を有する基材（Oasis® MAX）を用い、脂質除去のために有機溶媒に

よる洗浄を加えた（NAAG の抽出効率 90%以上）。この方法で処理した検体を

連続分析したところ、LC 装置の背圧上昇はみられなくなった。

本コンビネーション処理法をラット脳および血漿検体の処理に適用し、内標

準物質として[2H8]NAAG を用いて LC-MS/MS 定量を実施したところ、1 nmol/g

（脳検体）および 0.01 nmol/mL（血漿検体）の[2H5]NAAG のピークを、十分な

シグナルとノイズの比（S/N）で検出することができた（Fig. 1-10）。検量線は、

1–1000 nmol/g（脳検体）および 0.01–10 nmol/mL（血漿検体）の濃度範囲で良

好な直線性を示した（r>0.999）。脳検体測定時の日内再現性は精度 9.5%以下、

真度 93.8–118.4%、日間再現性は精度 12.6%以下、真度 96.9–108.3%となり、良

好であった（Table 1-6）。血漿検体測定時の日内再現性は精度 6.8%以下、真度

92.2–114.4%、日間再現性は精度 7.9%以下、真度 97.5–109.4%となり、良好であ

った（Table 1-7）。

以上、サロゲートアナライト法を適用したことで、その性能を適切にバリデ

ートすることができた。
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Fig. 1-10 Representative SRM chromatograms of [2H5]NAAG, NAAG, and

[2H8]NAAG of the LLOQ samples. (A) brain extract ([2H5]NAAG at 1.00 nmol/g),

and (B) plasma extract ([2H5]NAAG at 0.0100 nmol/mL).
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Table 1-6 Intra-day and inter-day precision and accuracy for the determination

of [2H5]NAAG in rat brain.

Concentration (nmol/g)

Nominal

QC-1

1.00

QC-2

3.00

QC-3

250

QC-4

800

Day-1 Found

1.08

1.18

1.24

1.08

1.34

2.90

3.35

3.22

2.97

3.66

237

238

240

241

248

789

823

801

813

791

Mean (nmol/g)

Intra-day precision (%)

Intra-day accuracy (%)

1.18

9.4

118.4

3.22

9.5

107.3

241

1.8

96.3

803

1.8

100.4

Day-2 Found

1.20

1.01

1.16

1.21

1.06

3.23

2.80

3.34

3.31

2.86

248

243

245

247

256

773

822

811

816

850

Mean (nmol/g)

Intra-day precision (%)

Intra-day accuracy (%)

1.13

7.9

112.8

3.11

8.3

103.6

248

2.0

99.1

814

3.4

101.8

Day-3 Found

0.873

0.988

0.909

0.919

1.00

2.79

3.06

3.32

3.08

3.11

231

228

246

250

237

850

829

814

817

802

Mean (nmol/g)

Intra-day precision (%)

Intra-day accuracy (%)

0.938

5.8

93.8

3.07

6.1

102.4

238

4.0

95.4

822

2.2

102.8

Overall mean (nmol/g)

Inter-day precision (%)

Inter-day accuracy (%)

1.08

12.6

108.3

3.13

7.8

104.4

242

3.1

96.9

813

2.6

101.7

Precision: coefficient of variation, Accuracy: % of nominal concentration
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Table 1-7 Intra-day and inter-day precision and accuracy for the determination

of [2H5]NAAG in rat plasma.

Concentration (nmol/mL)

Nominal

QC-1

0.0100

QC-2

0.0300

QC-3

0.300

QC-4

8.00

Day-1 Found

0.0106

0.00999

0.0102

0.00950

0.00984

0.0287

0.0292

0.0290

0.0294

0.0296

0.275

0.276

0.271

0.285

0.276

7.95

7.85

7.97

7.96

7.94

Mean (nmol/mL)

Intra-day precision (%)

Intra-day accuracy (%)

0.0100

4.1

100.3

0.0292

1.2

97.3

0.277

1.9

92.2

7.93

0.6

99.2

Day-2 Found

0.0121

0.0117

0.0110

0.0107

0.0112

0.0322

0.0327

0.0310

0.0322

0.0298

0.291

0.307

0.304

0.306

0.313

8.44

8.71

8.53

8.61

8.61

Mean (nmol/mL)

Intra-day precision (%)

Intra-day accuracy (%)

0.0113

4.9

113.4

0.0316

3.7

105.3

0.304

2.7

101.4

8.58

1.2

107.3

Day-3 Found

0.0118

0.0110

0.0122

0.0119

0.0103

0.0305

0.0324

0.0328

0.0323

0.0328

0.287

0.296

0.299

0.300

0.303

8.36

8.64

8.79

8.52

8.77

Mean (nmol/mL)

Intra-day precision (%)

Intra-day accuracy (%)

0.0114

6.8

114.4

0.0322

3.0

107.2

0.297

2.1

99.0

8.62

2.1

107.7

Overall mean (ng/mL)

Inter-day precision (%)

Inter-day accuracy (%)

0.0109

7.9

109.4

0.0310

5.1

103.2

0.293

4.6

97.5

8.38

4.1

104.7

Precision: coefficient of variation, Accuracy: % of nominal concentration
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2.3. ラット CSF 中 NAAG の定量法

NAAG の神経伝達物質としての作用を考えるとき、脳実質細胞外液中の濃度

の把握が重要になるものの、その採取は非常に煩雑である。そこで、本研究で

は、脳における細胞外液中濃度の代わりに、これを反映すると考えられる CSF

中の NAAG 濃度を測定することにした。ラットから採取可能な CSF 量は極僅

かなため、検量線／QC 検体を CSF で調製するのは困難である。CSF の成分組

成と同等のマトリックスは無いことから、代替マトリックスを準備する必要が

あるが、新たなマトリックスでCSF専用の検量線／QC検体を調製するよりも、

脳あるいは血漿中濃度測定用の検量線／QC 検体を利用することができれば、

より簡便かつ効率的に測定が行える。そこで、脳と血漿のどちらで調製した検

量線／QC 検体が、CSF 中 NAAG の定量に適しているかにつき検証した。

まず、脳、血漿および CSF 由来の各抽出物中の夾雑成分によるマトリックス

効果を調べるため、[2H5]NAAG の標準溶液（100 ng/mL）をシリンジポンプ（10

µL/min.）を用いてポストカラム添加した状態で各抽出物を LC-MS/MS 装置に注

入し、[2H5]NAAG のレスポンスの変動を調べた 65)（Fig. 1-11）。その結果、

[2H5]NAAG の保持時間付近では、いずれの抽出物においてもマトリックス効果

はそれほど強くなく、血漿抽出物を注入した場合が CSF と最もクロマトグラム

が類似していた（Fig. 1-12）。このことから、CSF 中 NAAG の定量には、血漿

で調製した検量線／QC 検体を用いることにした。さらに、本法の妥当性を検

証するため、ラット 3 個体から採取した CSF 検体を 2 分割し、一方は直接、他

方は既知量の NAAG を添加後に前処理し、CSF 中濃度を求めた。その結果、既

知量添加後の CSF 中 NAAG 濃度は、直接前処理したときの濃度から計算され

る理論値の 100±15%以内（88.2–93.6%）であったことから（Table 1-8）、血漿で

調製した検量線を用いて CSF 中濃度を算出することは妥当であると判断した。
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Fig. 1-11 Schematic overview of the assay method for the assessment of matrix

effects.

Fig. 1-12 SRM chromatograms of [2H5]NAAG. [2H5]NAAG standard solution

(100 ng/mL) was introduced into the ionization source of the mass spectrometer at

the flow rate of 10 µL/min. by post-column infusion following the injection of (A)

mobile phase, (B) brain extract, (C) plasma extract, or (D) CSF extract. The

regions showing lower or higher responses compared with the chromatogram (A)

indicated that the ionization of [2H5]NAAG was suppressed or enhanced by

matrix components. The arrow indicates the eluting position of [2H5]NAAG.
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Table 1-8 Accuracy for the determination of NAAG in rat CSF.

Rat No.
Concentration (nmol/mL)

Accuracy (%)
NAAG added Found

1
0 0.107 -

1.000 1.02 92.1

2
0 0.105 -

1.000 1.03 93.6

3
0 0.127 -

1.000 0.994 88.2

2.4. 標準添加法との性能比較

前項までの検討により、サロゲートアナライト法によるラット脳、血漿およ

び CSF 中 NAAG 定量法の LLOQ、再現性（精度）、正確性（真度）および耐久

性が確認された。そこで、本法の妥当性をさらに検証するため、ラットの脳お

よび血漿検体を用いて、内因性物質を定量する際に古くから用いられている標

準添加法との比較を行った。標準添加法での濃度算出は、次のように行った。

まず、試料を 3 等分し、それぞれに異なる量の NAAG 標準品を添加して検量線

検体を調製し、サロゲートアナライト法と同様の手順で抽出して測定に供した。

次いで、検量線検体中の NAAG 標準品濃度を X 軸に、内標準物質に対する

NAAG のピーク面積の比を Y 軸にプロットし、検量線と X 軸との交点から、

もともと検体中に存在していた NAAG の濃度を求めた。標準添加法では、実検

体を複数に分割して操作する必要があるため、検体量に限りのある CSF につい

ては本検証実験を実施しなかった。同じ個体の脳および血漿検体をサロゲート

アナライト法と標準添加法による測定に供し、それぞれの方法で求めた NAAG

濃度を比較した結果、その差は概ね 10%以内であり、良好であった（Table 1-9）。

以上、サロゲートアナライト法は、生体試料中の NAAG 濃度を適切に評価で

きることが、本検証実験からも確認された。
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Table 1-9 Comparison of NAAG concentrations between the surrogate analyte

and the standard addition methods.

Rat

No.

Surrogate Analyte Method Standard Addition Method
Difference*

(%)
Concentration Concentration

(nmol/g or nmol/mL) (A) (nmol/g or nmol/mL) (B)

Brain Brain

1 392 440 -11.5

2 370 413 -11.0

3 394 378 4.1

4 376 357 5.2

5 414 409 1.2

Plasma Plasma

1 0.0531 0.0527 0.8

2 0.0561 0.0540 3.8

3 0.0531 0.0516 2.9

4 0.0479 0.0443 7.8

5 0.0512 0.0490 4.4

*: Difference (%) was calculated using the following formula: (A-B) / Mean × 100

3. NAAG 分解酵素阻害剤投与時のラット脳、血漿および CSF 中 NAAG の動態

前項までの検討で、ラット脳、血漿および CSF 中 NAAG 定量法が確立でき

たことから、次に、代表的な NAAG 分解酵素阻害剤の 1 つである ZJ43 をラッ

トに投与し、そのときの NAAG の体内変動を解析した。ZJ43 は脂溶性が低い

ことから（log P -0.56）、経口や腹腔内投与後の脳および CSF への移行性が個体

間で大きくばらつくことが想定され、少数例の検討では適切な評価が行えない

と考えられた。そこで、ZJ43 をラットの脳室内に投与することにした。ZJ43

の投与量は、in vivo 薬効が確認されたときの脳内 ZJ43 濃度（腹腔内投与、投与

量 150 mg/kg）59)を参考にして、10 μg/10 μL 生理食塩液とした。

ラット脳室内に ZJ43 を投与し、投与後 60 分までの脳、血漿および CSF 中の

NAAG 濃度を測定した結果、興味深いことに脳内の NAAG 濃度は変化しないが、

血漿中濃度が対照群（生理食塩液のみを投与）の 2.11 倍に増加すること、そし
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て CSF 中濃度が投与後 60 分で対照群の 504 倍にまで急激に増加することが示

された（Table 1-10）。CSF 中濃度は脳実質細胞外液中の濃度を反映していると

考えられることから、NAAG 分解酵素阻害剤による抗精神病作用は、細胞外液

中 NAAG 濃度の上昇による前シナプスの mGlu3 受容体刺激 55)、それに続くグ

ルタミン酸の過剰遊離抑制という機序により発現する可能性が推測された。な

お、NAAG 分解酵素は中枢神経系においてアストロサイトの細胞膜上に発現し

ているとの報告があることから 66)、ZJ43 によって NAAG 分解酵素が阻害され

ても、脳実質細胞内の NAAG 濃度には直接影響しなかったものと推測された。

以上、本節の検討結果から、NAAG 分解酵素阻害剤の薬効発現には、脳実質

細胞内の NAAG ではなく、細胞外液中の NAAG レベルが重要な役割を果たし

ていることが示唆された。本結果は、ZJ43 のラット in vivo における薬理作用を、

NAAG の体内動態面から定量的に捉えた最初の例である。

Table 1-10 NAAG concentrations in brain, plasma, and CSF after

intraventricular administration of saline or ZJ43 to rats.

Time after

administration

NAAG Concentration (nmol/g or nmol/mL) Fold-change

(ZJ43/saline)Saline ZJ43

Brain

10 min. 392 ± 39.0 398 ± 24.3 1.01

30 min. 382 ± 33.3 392 ± 31.6 1.03

60 min. 396 ± 21.0 418 ± 66.2 1.05

Plasma

10 min. 0.0623 ± 0.00821 0.0722 ± 0.00458 1.16

30 min. 0.0666 ± 0.00712 0.0942 ± 0.0177 1.41

60 min. 0.0696 ± 0.00653 0.147 ± 0.0234 2.11

CSF

10 min. 0.129 ± 0.0356 4.57 ± 0.889 35.3

30 min. 0.139 ± 0.0626 14.5 ± 6.15 104

60 min. 0.0938 ± 0.0122 47.3 ± 1.63 504

(Mean ± SD, n=4)
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4. 小括

本節では、まず、統合失調症関連内因性物質である NAAG のラット脳、血漿

およびCSF中濃度を把握するため、[2H8]NAAGを内標準物質として、[2H5]NAAG

をサロゲートアナライトとして用いる定量法を開発し、その性能を適切にバリ

デートした。次いで、本法を用いて、NAAG 分解酵素阻害剤 ZJ43 を投与した

ラットの脳、血漿および CSF 中 NAAG を定量した結果、脳実質細胞外液中濃

度を反映していると考えられる CSF 中の NAAG 濃度が劇的に増加することを

捉えた。このことから、NAAG 分解酵素阻害剤の抗精神病作用は、細胞外液中

NAAG濃度の上昇による前シナプスのmGlu3受容体刺激を介して発現する可能

性が推測された。
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第2章 D-セリンの迅速光学分割法の開発と応用

第1節 生体試料中 D-セリンの定量法開発

1. 序

D-セリンは NMDA 受容体のコ・アゴニストであり、統合失調症のモデル動物

あるいは患者において、陽性症状だけなく、治療満足度の低い陰性症状に対し

ても効果を示すとの報告がある 1,2,15,16,67–75)。このことから、D-セリンのシグナ

ル異常と統合失調症、特に陰性症状発症との関連性が注目されているが、未だ

不明な点が多く、疾患発症時の D-セリンの体内動態の解明が望まれている。

これまでに報告されている生体試料中 D-セリン定量法の多くは、極性が非常

に高いセリンをキラル誘導体化試薬を用いてジアステレオマーに誘導体化した

のち、ODS 等の LC カラムで分離する方法 18–27)である。しかしながら、緒論で

述べたように、この手法は煩雑であり、制約が多い。一方、D-セリンへの適用

例はないが、誘導体化処理を行わず、多糖類が担体に固定化されたキラル LC

カラムを用いて光学分割する方法もあるが 76–78)、光学分割に要する時間が長い

76–78)等の課題がある。

そこで本節では、LC-MS/MS を用い、誘導体化を行わずに D-セリンを簡便か

つ迅速に分析する条件を見出し、これとサロゲートアナライト法を組み合わせ

た、生体試料中 D-セリン定量法を開発することにした。

2. D-セリン定量法の開発

2.1. 光学分割条件の設定

近年、クラウンエーテル（crown ether）が、アミノ基を有する化合物の光学

分割に威力を発揮することが報告された 79,80)。CROWNPAK® CR (+)は、キラル

セレクターとして（(S)-18-crown-6 ether）が担体に固定化されたキラル LC カラ
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ムである。光学活性なクラウンエーテルは、プロトン化したアミノ基（R-NH3
+）

を包接し、不斉中心近傍に一級アミノ基を有する分子を光学分割するため、セ

リン等のアミノ酸の光学分割に威力を発揮する 79,80)。このカラムで光学分割を

達成するには、アナライトのアミノ基のプロトン化が必須であるため、通常は

過塩素酸等の強酸性移動相（不揮発性である）を使用し、しかも官能基の溶媒

耐性の点から有機溶媒を含まない移動相の利用が推奨されている。このような

移動相の制約は、アナライトのイオン化にとってきわめて不利なことから 80)、

ポストカラムモードで有機溶媒を混合するよう測定システムに工夫を加え、過

塩素酸の代わりに ESI に適用可能な酸を用いて、分離条件の最適化を行うこと

にした。なお、本節ではサロゲートアナライト法を組み合わせた定量法を構築

することから、セリンの重水素標識体（[2H3]DL-セリン）を用いて検討を行った。

移動相の流速は、カラムの耐圧性能の点から 0.3 mL/min.に設定し、ポストカラ

ムモードで混合する有機溶媒は、極性が高いセリンの溶解性を考慮してメタノ

ールとした（流速は 0.2 mL/min.に設定）。

まず、酸として 0.3%（v/v）トリフルオロ酢酸（pKa: 0.23）、0.5%（v/v）ギ酸

（pKa: 3.75）および 0.5%（v/v）酢酸（pKa: 4.76）を用いたところ、Fig. 2-1 に示

すように、トリフルオロ酢酸を用いたときには D 体と L 体がベースライン分離

したものの、ギ酸では分離が不十分であり、酢酸ではほとんど分離しなかった。

セリンは一級アミノ基（pKa: 9.15）とカルボキシ基（pKa: 2.21）を有するが、pKa

から考えるといずれの条件でもアミノ基は十分にプロトン化しているものと思

われる。トリフルオロ酢酸を用いたとき、他の 2 条件に比べて保持時間が増大

しているが、これは多量に存在するトリフルオロ酢酸がアミノ基とイオンペア

を形成し、固定相への分布割合が増大したことによるものと考えられる。一方、

カルボキシ基の電離状態が光学分割に影響した可能性も否定できず、分離メカ

ニズムの詳細な検討が必要と思われる。次いで、ポストカラムで混合するメタ
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ノールの流速が[2H3]D-セリンのイオン化に与える影響につき、検討した。その

結果、[2H3]D-セリンのピーク面積は、メタノールの流速が 0.1–0.3 mL/min.の範

囲で大きくなることが確認された（Fig. 2-2）。測定法の堅牢性を高めるには、

常に安定した感度が得られるように分析条件を設定する必要があることから、

メタノールの流速は 0.2 mL/min.（0.1–0.3 mL/min.の中間）とした。

以上、キラルセレクターによる保持および光学分割機構を損なうことがない

ように測定システムに工夫を加えるとともに、移動相に加える酸を最適化する

ことで、CROWNPAK® CR (+)が、セリンのように極性が高い内因性物質の

LC-MS/MS 分析にも適用できることを見出した。

Fig. 2-1 Representative SRM chromatograms of [2H3]DL-serine (3-µL injection

of 1-nmol/ml standard solution). Mobile phase consisted of (A) 0.3% (v/v)

trifluoroacetic acid, (B) 0.5% (v/v) formic acid, or (C) 0.5% (v/v) acetic acid.
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Fig. 2-2 Peak area of [2H3]D-serine (2-µL injection of 0.15-nmol/mL standard

solution) as a function of the flow rate of methanol. The flow rate of 0.3% (v/v)

trifluoroacetic acid was set at 0.3 mL/min.

2.2. マウス脳内 D-セリンの定量法

前項で D-セリンの光学分割条件を設定できたことから、まず統合失調症のモ

デル動物として広く用いられているマウスの脳を材料に、サロゲートアナライ

ト法を適用した D-セリン定量法の開発を行った。天然存在比が最も高い核種か

らなるセリンの存在比を 100%とした場合、セリンよりも質量が 1、2 および 3

大きい同位体の存在比（理論値）は、それぞれ 3.8%、0.66%および 0.023%とな

る。そこで、前章第 1 節で述べたように、内因性物質の正常時の濃度の 1%を

LLOQ に設定することを想定し、かつ同位体による妨害が LLOQ の 1/10 以下で

あれば定量精度の点で許容できる 54)ことを考慮して、同位体存在比の基準を

0.1%以下に設定した。この場合、サロゲートアナライトとして、重水素を 3 つ

以上導入した D-セリンを利用すれば目的に合致する。そこで、市販品として入

手可能な[2H3]D-セリン（Fig. 2-3）をサロゲートアナライトとして用いることに

した。今回、第 2 の安定同位体標識化合物として、市販の[15N]D-セリン（Fig. 2-4）

も入手できたことから、これを内標準物質として使用することにした。なお、
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D-セリンと[15N]D-セリンは分子量の差が 1 であることから、検体中に存在する

D-セリンの天然同位体によって[15N]D-セリンのピークレスポンスが影響を受け

る（大きくなる）。したがって、信頼性の高い定量法を構築するために、D-セリ

ンよりも質量が 1 大きい同位体の存在比（理論値 3.8%）を基に、[15N]D-セリン

のピーク面積を補正することにした（[15N]D-セリンのピーク面積から、D-セリ

ンのピーク面積に 0.038 を乗じた値を減じる）。次いで、D-セリンと[2H3]D-セリ

ンの各溶液（それぞれ 50 pmol/mL および 50 nmol/mL の 2 濃度）を測定して、

ピークレスポンスの確認と調整を行い、Table 2-1 に示した SRM 条件を得た。

この SRM 条件にて D-セリンと[2H3]D-セリンを測定したとき、D-セリンのピー

ク面積に対する[2H3]D-セリンのピーク面積の比は、いずれの濃度においてもほ

ぼ 1 となり、同等のピークレスポンスが得られることを確認した（Table 2-2）。

なお、Table 2-1 には、内標準物質として用いる[15N]D-セリンの SRM 条件につ

いても示した。

Fig. 2-3 Chemical structure of [2H3]D-serine.

Fig. 2-4 Chemical structure of [15N]D-serine.
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Table 2-1 Selected reaction monitoring conditions for D-serine, [2H3]D-serine,

and [15N]D-serine.

Analyte SRM Transition Polarity DP
(V)

CE
(V)

CXP
(V)

D-serine m/z 106 → m/z 60 positive 35 15 4

[2H3]D-serine m/z 109 → m/z 63 positive 20 15 4

[15N]D-serine m/z 107 → m/z 61 positive 35 15 4

DP: declustering potential、CE: collision energy、CXP: collision exit potential

Table 2-2 Comparison of the peak responses between D-serine and [2H3]D-serine.

Peak area

50 pmol/mL 50 nmol/mL

D-serine [2H3]D-serine D-serine [2H3]D-serine

1 13301 12667 10772872 10696331

2 11783 13511 10326551 10437444

3 13348 13068 10214198 10542836

Mean 12811 13082 10437874 10558870

Ratio
([2H3]D-serine/D-serine) - 1.02 - 1.01

前章第 2 節において、生体試料の最もシンプルな前処理法である有機溶媒除

タンパク法を脳検体に適用した際、脂質等の影響により LC カラムの背圧上昇

が起きたことから、試料の前処理法には、有機溶媒除タンパク後の遠心上清を

固相抽出に供するコンビネーション処理法を採用した。D-セリンの測定におい

ても脳検体を試料とすることから、前章第 2 節と同様にコンビネーション処理

法にて前処理を行うことにした。

セリンを含むアミノ酸は、酸性条件下でアミノ基がプロトン化することが期

待されることから、固相抽出は酸性条件下で陽イオン交換能を有する基材
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（Oasis® MCX）で行い、脂質除去のために有機溶媒による洗浄を加えた（D-セ

リンの抽出効率 90%以上）。

本コンビネーション処理法をマウス脳検体の処理に適用し、内標準物質とし

て[15N]D-セリンを用いて LC-MS/MS 定量を実施したところ、1 nmol/g の[2H3]D-

セリンのピークを十分な S/N で検出することができた（Fig. 2-5）。検量線は、

1–300 nmol/g の濃度範囲において良好な直線性を示した（r>0.999）。日内再現性

は精度 8.2%以下、真度 89.8–102.3%、日間再現性は精度 8.7%以下、真度

94.4–100.8%となり、良好であった（Table 2-3）。

以上、マウス脳内 D-セリンの定量法について、その性能を適切にバリデート

することができた。

Fig. 2-5 Representative SRM chromatograms of (A) D-serine, (B) [2H3]D-serine,

and (C) [15N]D-serine of the LLOQ sample in mouse brain ([2H3]D-serine at 1.00

nmol/g).
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Table 2-3 Intra-day and inter-day precision and accuracy for the determination

of [2H3]D-serine in mouse brain.

Concentration (nmol/g)

Nominal

QC-1

1.00

QC-2

3.00

QC-3

30.0

QC-4

240

Day-1 Found

0.938

0.923

0.831

0.925

0.871

3.09

2.84

2.73

2.96

2.82

30.2

30.2

29.6

30.5

30.3

238

242

246

240

241

Mean (nmol/g)

Intra-day precision (%)

Intra-day accuracy (%)

0.898

5.0

89.8

2.89

4.8

96.3

30.1

1.1

100.5

241

1.2

100.5

Day-2 Found

1.03

0.976

1.04

1.12

0.936

3.03

3.05

2.98

2.89

3.07

29.6

29.6

29.1

30.7

30.1

244

245

238

237

238

Mean (nmol/g)

Intra-day precision (%)

Intra-day accuracy (%)

1.02

6.8

102.1

3.00

2.4

100.1

29.8

2.0

99.4

240

1.5

100.1

Day-3 Found

1.02

0.845

0.932

0.932

0.840

2.97

2.94

2.96

2.93

3.03

31.1

30.6

30.8

30.4

30.6

243

246

244

239

247

Mean (nmol/g)

Intra-day precision (%)

Intra-day accuracy (%)

0.914

8.2

91.4

2.97

1.4

98.8

30.7

0.9

102.3

244

1.2

101.6

Overall mean (nmol/g)

Inter-day precision (%)

Inter-day accuracy (%)

0.944

8.7

94.4

2.95

3.4

98.4

30.2

1.8

100.8

242

1.4

100.8

Precision: coefficient of variation, Accuracy: % of nominal concentration
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2.3. ラット脳および CSF 中 D-セリンの定量法

次に、統合失調症のモデルラットを用いた薬理学的研究への応用を目的とし

て、ラット脳および CSF 中 D-セリン定量法の開発を行った。前章第 2 節におい

て、希少マトリックスである CSF 中の NAAG 定量には、ラット血漿で調製し

た検量線／QC 検体を用いたが、D-セリンの定量では血漿を対象にした測定は

行わない。そこで、CSF 中濃度測定用の検量線／QC 検体は、人工脳脊髄液

（artificial CSF）を用いて調製することにした。

前項で確立したマウス脳内 D-セリンの定量法を基に、前処理条件および分離

条件には変更を加えず、LC-MS/MS 定量を実施したところ、1 nmol/g（脳検体）

および 0.2 nmol/mL（CSF 検体）の[2H3]D-セリンのピークを十分な S/N で検出で

きることを確認した（Figs. 2-6 および 2-7）。検量線は、1–1000 nmol/g（脳検体）

および 0.2–60 nmol/mL（CSF 検体）の濃度範囲において良好な直線性を示した

（r>0.999）。4 濃度の QC 検体で日内再現性を確認した結果、脳検体測定時の精

度は 3.3%以下、真度は 98.8–107.1%、CSF 検体測定時の精度は 3.1%以下、真度

は 97.2–105.5%となり、良好であった（Tables 2-4 および 2-5）。

以上の結果から、本法は、ラットの脳および CSF 中 D-セリンの定量法として、

統合失調症のモデルラットを用いた薬理学的研究に応用可能と判断した。
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Fig. 2-6 Representative SRM chromatograms of (A) D-serine and (B)

[2H3]D-serine of the LLOQ sample in rat brain ([2H3]D-serine at 1.00 nmol/g).

Fig. 2-7 Representative SRM chromatogram of [2H3]D-serine of the LLOQ

sample in artificial CSF ([2H3]D-serine at 0.200 nmol/mL).

Table 2-4 Intra-day precision and accuracy for the determination of

[2H3]D-serine in rat brain.

Concentration (nmol/g)

Nominal

QC-1

3.00

QC-2

30.0

QC-3

240

QC-4

800

Found

3.26

3.14

3.34

3.11

29.8

30.1

30.5

29.7

238

239

234

238

796

800

780

786

Mean (nmol/g)

Intra-day precision (%)

Intra-day accuracy (%)

3.21

3.3

107.1

30.0

1.2

100.1

237

0.9

98.9

791

1.2

98.8

Precision: coefficient of variation, Accuracy: % of nominal concentration
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Table 2-5 Intra-day precision and accuracy for the determination of

[2H3]D-serine in artificial CSF.

Concentration (nmol/mL)

Nominal

QC-1

0.600

QC-2

6.00

QC-3

48.0

QC-4

160

Found

0.611

0.652

0.635

0.635

5.63

5.78

6.07

5.84

48.7

47.5

47.1

48.0

163

160

157

161

Mean (nmol/mL)

Intra-day precision (%)

Intra-day accuracy (%)

0.633

2.7

105.5

5.83

3.1

97.2

47.8

1.4

99.6

160

1.6

100.2

Precision: coefficient of variation, Accuracy: % of nominal concentration

3. 小括

本節では、統合失調症関連内因性物質である D-セリンの生体内濃度を把握す

るため、プロトン化したアミノ基を選択的に包接するクラウンエーテルをキラ

ルセレクターに持つキラル LC カラム（CROWNPAK® CR (+)）を用い、移動相

にトリフルオロ酢酸を添加し、さらにポストカラム法でメタノールを加えるこ

とで、煩雑な誘導体化処理を行うことなく、LC-MS/MS で簡便かつ迅速に D-セ

リンの光学分割が達成できることを実証した。設定した分析条件を用いて、

[15N]D-セリンを内標準物質として、[2H3]D-セリンをサロゲートアナライトとし

て用いる定量法を構築し、マウス脳内の D-セリン濃度、ならびにラット脳およ

び CSF 中の D-セリン濃度の測定が可能になった。CROWNPAK® CR (+)は、不

斉中心の近傍にアミノ基を有する物質の光学分割に威力を発揮することから、

本節で確立した LC-MS/MS を用いる光学分割法は、D-セリンだけでなく、他の

D-アミノ酸 81, 82)等の内因性物質や、アミノ基を有するその他の化合物、とりわ

け極性が高い化合物の光学分割にも有用な方法になるものと期待される。
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第2節 統合失調症の陰性症状モデル動物における陰性症状発症機序の考察

1. 序

緒論で述べたように、グルタミン酸仮説（グルタミン酸神経機能異常あるい

は NMDA 受容体機能低下を病因とする）に根ざした統合失調症の治療アプロー

チとして、NMDA 受容体のコ・アゴニストサイト作動薬による受容体機能の活

性化が注目されている 9–13)。NMDA 受容体の機能低下の要因としては、以下の

報告等を基に、NMDA 受容体のコ・アゴニストである D-セリンのシグナル低下

の可能性が指摘されている。すなわち、D-セリンは、統合失調症のモデル動物

あるいは患者において、陽性症状だけでなく陰性症状に対しても治療効果を示

したこと 1,2,15,16,67–75)、脳内、特に前頭前皮質（PFC）の NMDA 受容体機能を増

強あるいは活性化させること 9–13)、NMDA 受容体に対する 50%効果量（ED50）

が同じくコ・アゴニストであるグリシンに比べ 3–4 倍低い（活性が強い）こと

83)、患者の CSF 中 D-セリン濃度が低下していたこと 84) 等である。しかし、一

方で、患者の死後脳の D-セリン濃度には有意な変化がなかったとする報告もあ

る 85)。治療満足度の低い統合失調症、特に陰性症状に対する治療薬を創出する

には、その発症機序の解明が重要であるが、D-セリンと陰性症状発症との関連

性については未だ不明な点が多い。

そこで、NMDA 受容体拮抗薬を投与したラット強制水泳モデルを用い、この

モデル動物が統合失調症の陰性症状を表すことを実験的に示すとともに、陰性

症状に対する D-セリンの作用について検討を加えた。そして、モデル動物の脳

内、特に PFC および CSF 中 D-セリンの変動について、D-セリンの迅速光学分

割法を用いて解析し、グルタミン酸仮説における統合失調症の発症、特に陰性

症状の発症と PFC および CSF 中 D-セリンとの関連性について考察した。
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2. 陰性症状モデルとしての MK-801 反復投与ラット強制水泳モデルの妥当性

NMDA 受容体拮抗薬である MK-801 を反復投与したラット強制水泳モデルが、

統合失調症の陰性症状を表すことを示すために、以下の実験を行った。

はじめに、生理食塩液あるいは MK-801（投与量 0.5 mg/kg）をラットに 1 日

2 回 7 日間皮下投与し、その 2 日後、すなわち MK-801 が体内から消失したの

ちに強制水泳試験、あるいは自発運動量の測定を行った。強制水泳試験では、

ラットが水中で全く動かないか、あるいは水に沈むのを防ぐために後肢を動か

すのみの行動を無動として計測し、この無動時間を指標にして病態ならびに化

合物の抗精神病作用を評価した。その結果、強制水泳試験において、MK-801

を投与した群で無動時間が有意に延長することが確認された（Fig. 2-8 A）。こ

のとき、MK-801 投与群と生理食塩液投与群で自発運動量に差がなかったこと

から、運動機能は障害されていないと考えられた（Fig. 2-8 B）。

Fig. 2-8 Effect of repeated administration of MK-801 on immobility time, and

locomotor activity in the forced swimming test and open field test. (A) Immobility

time in the forced swimming test. (B) Total counts for 10 min. in the open field test.

Data are expressed as the mean + S.E.M., n = 8–12 animals per each group.
**P<0.01, compared with saline.
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次に、MK-801 を反復投与したラット強制水泳モデルに対する既存の抗精神

病薬の効果を調べるために、生理食塩液、クロザピン（投与量 3 および 10 mg/kg）、

ハロペリドール（同 0.1 および 0.3 mg/kg）、あるいはイミプラミン（同 10 およ

び 30 mg/kg）を、強制水泳試験の開始 60 分前にそれぞれ単回経口投与し、無

動時間を計測した。その結果、統合失調症の陽性症状および陰性症状に効果を

示すとの報告があるクロザピン 86,87)が、無動時間を有意に短縮することが確認

された。一方、陽性症状には効果を示すが陰性症状には効かないとされるハロ

ペリドール 88,89)では、無動時間の有意な短縮は認められなかった（Fig. 2-9）。

抗うつ薬のイミプラミンについても、無動時間の有意な短縮は認められなかっ

た（Fig. 2-10）。

以上の結果から、NMDA 受容体拮抗薬である MK-801 を反復投与したラット

強制水泳モデルは、統合失調症の陰性症状を表すものと考えられた。

$

Fig. 2-9 Effects of clozapine and haloperidol on immobility time in the forced

swimming test in saline- or MK-801-treated rats. Data are expressed as the mean

+ S.E.M., n = 10–11 animals per each group. **P<0.01, compared with

saline+vehicle, $P<0.05, compared with saline+vehicle, #P<0.05, ##P<0.01,

compared with MK-801+vehicle.
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Fig. 2-10 Effect of imipramine on immobility time in the forced swimming test

in saline- or MK-801-treated rats. Data are expressed as the mean + S.E.M., n =

9–10 animals per each group. *P<0.05, compared with saline+vehicle.

3. 陰性症状モデル動物に対する D-セリンの効果

MK-801 を反復投与したラット強制水泳モデルを、統合失調症の陰性症状モ

デルとし、本モデルに対する D-セリンの効果を調べた。

生理食塩液または MK-801 を反復投与したラットに、生理食塩液あるいは D-

セリン（投与量 200、400 および 800 mg/kg）を、強制水泳試験の開始 60 分前

にそれぞれ単回腹腔内投与し、無動時間を計測した。その結果、MK-801 によ

り有意に延長した無動時間が、D-セリンの投与によって有意に短縮することが

初めて確認された（Fig. 2-11）。

以上、本モデルを用いた試験としては初めて、D-セリンによる NMDA 受容体

のコ・アゴニストサイトの活性化が、統合失調症の陰性症状の改善に有効であ

ることを確認した。
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Fig. 2-11 Effect of D-serine on immobility time in the forced swimming test in

saline- or MK-801-treated rats. (A) Immobility time in saline-treated rats, and (B)

immobility time in MK-801-treated rats. Data are expressed as the mean + S.E.M.,

n = 10 animals per each group. *P<0.05, **P<0.01, compared with saline+vehicle,
##P<0.01, compared with MK-801+vehicle.

4. 陰性症状モデル動物における D-セリン濃度の変動

前項の検討結果から、D-セリンのシグナル低下が、統合失調症の陰性症状の

発症に関与している可能性が考えられた。そこで、本モデルの PFC および CSF

中の D-セリン濃度を測定し、生理食塩液のみを投与した動物と比較することで、

陰性症状の発症と D-セリンの関連性について考察を試みた。

MK-801（投与量 0.5 mg/kg）を 1 日 2 回 7 日間皮下投与し、その 2 日後に測

定した PFC および CSF 中の D-セリン濃度、すなわち本モデルにおいて統合失

調症の陰性症状の発症が実験的に確認されたときの濃度は、それぞれ 360

nmol/g および 1.03 nmol/mL であった（Table 2-6）。これは、生理食塩液のみを 1

日 2 回 7 日間皮下投与した対照群の動物の PFC および CSF 中の D-セリン濃度

（それぞれ 314 nmol/gおよび 1.05 nmol/mL）と同程度の値であった（Table 2-6）。

これまで、統合失調症と D-セリンの関連性については相反する報告があったが、
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本研究の結果から、本モデルにおける無動時間の延長は、PFC および CSF 中

D-セリンの濃度低下によって引き起こされたのではないこと、すなわち陰性症

状の発症と PFC および CSF 中の D-セリンのレベルには関連性がないことが明

らかとなった。Murai ら 90)は、NMDA 受容体拮抗薬をマウスに反復投与して実

施した強制水泳試験において、PFC 中のグルタミン酸レベルの低下と NMDA

受容体のコ・アゴニストサイトのリン酸化の抑制により NMDA 受容体の機能が

低下することを報告している。引き続き詳細な検討が必要ではあるが、本研究

と Murai ら 90)の報告から、MK-801 を投与したラット強制水泳モデルにおける

無動時間の延長、すなわち統合失調症の陰性症状の発症は、PFC の NMDA 受

容体自体の機能低下が一要因である可能性が推測された。なお、統合失調症の

発症には、PFC のほかに視床や大脳辺縁系等の脳組織も関連しているとの報告

91,92)もあることから、今後はこれらの部位における D-セリンの変動についても

検討することが重要と考えられる。

Table 2-6 D-serine levels in PFC and CSF of saline- and MK-801-treated rats.

PFC CSF

Saline (9) MK-801 (10) Saline (9) MK-801 (10)

D-serine

(nmol/g or nmol/mL)
314±16.2 360±13.7 1.05±0.161 1.03±0.125

D-serine, % of saline 100±5 115±4 100±15 98±12

Values are means ± S.E.M. Numbers in parenthesis are the number of animals tested.
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5. 小括

本節では、まず、NMDA 受容体拮抗薬である MK-801 を反復投与したラット

強制水泳モデルが、統合失調症の陰性症状を表すことを示した。次に、NMDA

受容体のコ・アゴニストである D-セリンによって陰性症状が改善することを、

本モデルにおいて初めて示した。これらの結果から、D-セリンのシグナル低下

が陰性症状の発症に関与している可能性が考えられたが、本モデルの PFC およ

び CSF 中の D-セリン濃度には変動が認められなかった。これまで、グルタミン

酸仮説において統合失調症の原因と考えられている NMDA 受容体の機能低下

と、NMDA 受容体のコ・アゴニストである D-セリンの関連性については相反す

る報告があり不明であったが、本研究の結果から、陰性症状の発症は、PFC お

よび CSF 中 D-セリンの濃度低下ではなく、NMDA 受容体自体の機能低下が一

要因である可能性が推測された。



57

総 括

内因性物質の定量は、疾患発症の分子メカニズムの検討や診断、治療効果等

の客観的な評価に不可欠であり、そのツールとして LC-MS/MS が活用されてい

る。LC-MS/MS ではアナライトのイオン化が必須であり、その手法として ESI

法が汎用されているが、夾雑物の影響によりマトリックス効果を生じやすい。

したがって、信頼性の高い定量法を構築するには、可能な限りマトリックス効

果の影響を回避し、実検体と検量線／QC 検体間のアナライトの検出応答性を

同等にする必要がある。Xenobiotics の定量では、ブランクマトリックスで検量

線／QC 検体を調製して検出応答性を同等にするが、ブランクマトリックスの

準備が不可能な内因性物質には、この方法は適用できない。このため、水や緩

衝液等で検量線／QC 検体を調製するサロゲートマトリックス法が汎用されて

いるが、安定同位体標識化合物を内標準物質として用いるとともに、夾雑物の

影響を最小限に抑えるための十分なクリーンアップが不可欠となる。しかしな

がら、高極性物質を測定する場合、生体内に多種多量に存在する親水性成分と

の分離が困難なことも多く、その適用が難しい。一方、不斉炭素を有する内因

性物質を測定する場合において、異性体、特に光学異性体との分離（光学分割）

が必要になるが、条件設定が難しいことも課題となっている。

そこで、本研究では、統合失調症関連内因性物質の NAAG（mGlu3 受容体の

アゴニスト）と D-セリン（NMDA 受容体のコ･アゴニスト）に関する薬理学的

研究への応用を目的として、上記課題を克服するLC-MS/MS定量法を開発した。

第 1 章では、実検体と同種の生体試料で検量線／QC 検体を調製するサロゲ

ートアナライト法を構築し、内因性物質定量法としての有用性を検証した。次

いで、本法を用いて、高極性物質である NAAG の定量法を開発し、NAAG 分解

酵素阻害剤（ZJ43）のラットにおける抗精神病作用発現機序の検討に応用した。
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第 1 節では、サロゲートアナライト法構築のキーポイントを示したうえで、サ

ロゲートアナライト（[2H5]NAAG）を調製した。次に、生体試料中 NAAG の測

定結果をサロゲートマトリックス法と比較した。その結果、サロゲートアナラ

イト法では、安定同位体標識化合物を複数準備する必要があり操作が繁雑な反

面、検体間のマトリックス効果の差を抑制することから、分析法そのものは、

より簡便で精度の高い方法を構築可能なことが明らかとなった。第 2 節では、

[2H8]NAAG を内標準物質、[2H5]NAAG をサロゲートアナライトとする定量法を

開発し、ZJ43 による抗精神病作用が、細胞外液中 NAAG 濃度の上昇による前

シナプスの mGlu3 受容体刺激を介して発現することを示唆する結果を得た。

第 2 章では、D-セリンの迅速光学分割法を開発し、統合失調症の陰性症状発

症機序の検討に応用した。第 1 節では、測定システムと移動相に工夫を加える

ことで、煩雑な誘導体化処理を行うことなく、LC-MS/MS を用いて簡便かつ迅

速に D-セリンの光学分割が達成できることを実証した。第 2 節では、本法を用

いて、陰性症状モデルラットの前頭前皮質および CSF 中 D-セリンの変動解析を

行い、陰性症状の発症がこれら組織中の D-セリン濃度の低下を伴わないことを

明らかにした。さらなる検討が必要ではあるが、本結果から、陰性症状の発症

は、NMDA 受容体自体の機能低下が一要因である可能性が推測された。

以上、本研究では、内因性物質を LC-MS/MS 定量する際に遭遇する課題を取

り上げ、その克服法を提案した。まず、高極性物質である NAAG の簡便で精度

の高い分析法として、サロゲートアナライト法を開発した。次いで、誘導体化

処理を回避した、D-セリンの迅速光学分割法を開発した。これらを薬理学的研

究に応用し、NAAG 分解酵素阻害剤の抗精神病作用発現機序について考察する

とともに、統合失調症の陰性症状発症と D-セリンの関連性について、その一部

を明らかにした。本研究で示した LC-MS/MS 定量法は、これら内因性物質を対

象とした研究を推進するうえで、有用な分析手法になるものと考える。
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実験の部

第 1 章、第 1 節付属実験

［標準物質および試薬］

NAAG および 7-ヒドロキシクマリンは、Sigma-Aldrich（St. Louis、MO、USA）

から購入した。[2H5]NAAGおよび[2H8]NAAGは、Subasingheらの方法 93)に準じ、

大正製薬株式会社で合成した。[2H5]NAAG は、[2H5]L-グルタミン酸の N 末端と

L-アスパラギン酸の N 末端保護体を縮合して脱保護した後に、塩化アセチルを

用いてアスパラギン酸の N 末端をアセチル化して得た（純度 96.5%、純度を補

正して使用した）。[2H8]NAAG は、[2H5]L-グルタミン酸の N 末端と L-アスパラ

ギン酸保護体を縮合して脱保護した後に、[2H3]塩化アセチルを用いてアスパラ

ギン酸の N 末端をアセチル化して得た（純度 95.7%）。L-アスパラギン酸の N

末端保護体、[2H5]L-グルタミン酸、塩化アセチルおよび[2H3]塩化アセチルは、

関東化学株式会社から購入したものを使用した。その他の試薬および溶媒は、

市販の特級品または高速液体クロマトグラフ用を使用した。

［動物および動物実験］

雄性 SD（Sprague-Dawley）ラット（7 週齢）は、日本チャールス・リバー株

式会社から購入した。すべての動物は、一定の室温（23±3℃）および湿度

（50–20%）、ならびに 12 時間ごとの明暗周期に管理した飼育室にて飼育し、飲

水と飼料は自由摂取とした。すべての動物飼育および動物実験は、大正製薬株

式会社の動物実験に関する規程および実験動物に関するガイドライン（The

Japanese Experimental Animal Research Association Standards）にしたがって行った。

ラット生体試料は、以下の手順で採取した。血漿は、イソフルラン麻酔下に

て腹部大静脈から採血し、ヘパリンナトリウム入りチューブに入れたのち、直
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ちに遠心分離して得た。脳は、腹部大動脈から放血致死させたのち採取した 94)。

尿は、自然排泄された尿をメタボリカ®（株式会社スギヤマゲン）を用いて採集

した。血漿、尿および脳検体は、採取後に直ちに液体窒素で凍結し、-80℃の冷

凍庫に保存した。

［脳ホモジネートの調製］

脳検体は、4 倍量（1:4、w/v）のメタノール／蒸留水（95:5、v/v）に入れた

状態で、氷浴中にてマルチビーズショッカー®（安井器械株式会社）を用いて破

砕した（50 μL のホモジネートは 10 mg の脳組織に相当する）。ホモジネートは、

液体窒素で凍結し、-80℃の冷凍庫に保存した。

［標準溶液および内標準物質溶液の調製、ならびに検量線／QC 検体の調製］

NAAG、[2H5]NAAG、[2H8]NAAG および 7-ヒドロキシクマリンの標準溶液は、

それぞれを正確に秤量し、10 μmol/mL となるようにメタノールに溶解して調製

した。サロゲートアナライト法に用いる内標準物質溶液は、[2H8]NAAG および

7-ヒドロキシクマリンの標準溶液をメタノール／蒸留水（95:5、v/v）で希釈し、

それぞれを 2 nmol/mL および 1 nmol/mL となるように混合（脳検体用）、あるい

は 0.2 nmol/mL および 0.1 nmol/mL となるように混合（血漿および尿検体用）し

て調製した。サロゲートマトリックス法に用いる内標準物質溶液は、[2H5]NAAG

および 7-ヒドロキシクマリンの標準溶液をメタノール／蒸留水（95:5、v/v）で

希釈し、それぞれを 2 nmol/mLおよび 1 nmol/mLとなるように混合（脳検体用）、

あるいは 0.2 nmol/mL および 0.1 nmol/mL となるように混合（血漿および尿検体

用）して調製した。

脳内濃度測定用の検量線／QC 検体は、以下の通り調製した。まず、[2H5]NAAG

の標準溶液（10 μmol/mL）50 μL を 950 μL の脳ホモジネートに添加して、2500
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nmol/g（ホモジネート中濃度として 500 nmol/mL）の添加脳を調製した。この

添加脳を脳ホモジネートで順次希釈し、[2H5]NAAG 濃度が 30、100、300 およ

び 1000 nmol/g となる検量線検体とした。QC 検体は、[2H5]NAAG 濃度が 80 お

よび 800 nmol/g になるように検量線検体と同様に調製した。水を代替マトリッ

クスとした NAAG の脳内濃度測定用の検量線／QC 検体は、[2H5]NAAG の代わ

りに NAAG を用いて同様に調製した。

血漿中濃度測定用の検量線／QC 検体は、以下の通り調製した。まず、

[2H5]NAAG の標準溶液（10 μmol/mL）10 μL を 990 μL の血漿に添加して、100

nmol/mL の添加血漿を調製した。この添加血漿を血漿で順次希釈し、[2H5]NAAG

濃度が 0.01、0.03、0.1、0.3、1 および 3 nmol/mL となる検量線検体とした。QC

検体は、[2H5]NAAG の濃度が 0.03 および 0.3 になるように検量線検体と同様に

調製した。水を代替マトリックスとした NAAG の血漿中濃度測定用の検量線／

QC 検体は、[2H5]NAAG の代わりに NAAG を用いて同様に調製した。

尿中濃度測定用の検量線／QC 検体は、以下の通り調製した。まず、[2H5]NAAG

の標準溶液（10 μmol/mL）10 μL を 990 μL の尿に添加して、100 nmol/mL の添

加尿を調製した。この添加尿を尿で順次希釈し、[2H5]NAAG 濃度が 0.3、1、3

および 10 nmol/mL となる検量線検体とした。QC 検体は、[2H5]NAAG 濃度が 0.3

および 8 nmol/mL になるように検量線検体と同様に調製した。水を代替マトリ

ックスとした NAAG の尿中濃度測定用の検量線／QC 検体は、[2H5]NAAG の代

わりに NAAG を用いて同様に調製した。

［検体の前処理］

検体の前処理は、有機溶媒除タンパク法により行った。脳ホモジネート、血

漿または尿（各 50 μL）は、内標準物質溶液（200 μL）と混合してボルテックス

ミキサーで撹拌（約 30 秒間）したのち、遠心分離（3000×g、10 分間、4℃）し
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た。得られた上清を、LC-MS/MS 装置に注入する試料とした。ブランク検体に

は、内標準物質溶液の代わりにメタノール／蒸留水（95:5、v/v）を加え、同様

に処理した。

［装置および測定条件］

質量分析には、エレクトロスプレー（ターボイオンスプレー®）インターフェ

ースを装着した AB Sciex 社製 Triple Quad™5500 四重極型タンデム質量分析計

を使用した。スプレー電圧は-4500 V、ヒーターガス温度は 550℃、ネブライザ

ーガス（GS1）、ターボガス（GS2）およびカーテンガスは 50 psi、80 psi および

30 psi に設定した。コリジョンガスには窒素を用い、設定値を 7（arbitrary units）

とした。移動相は、島津製作所社製の液体クロマトグラフ装置（LC-30AD シリ

ーズ）を使用して、2 台の送液ポンプ（LC-30AD）で移動相 A（0.1%（v/v）ギ

酸水溶液）と移動相 B（0.1%（v/v）ギ酸含有アセトニトリル）を下記のプログ

ラムで混合し、流速 1 mL/min.で LC カラム（Waters 社製 XBridge® Amide、3 mm

i.d. × 50 mm、3.5 µm）に送液した。カラム温度は 50℃に設定し、試料の注入量

は 1−3 μL とした。

移動相送液プログラム

時間（min.） 移動相 A（%） 移動相 B（%）

0.00 5 95

2.00 40 60

2.01 50 50

2.80 50 50

2.81 5 95

4.10 5 95
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MS/MS 条件

Analyte SRM Transition Polarity
DP
(V)

CE
(V)

CEP
(V)

NAAG m/z 303 → m/z 128 negative -50 -26 -13

[2H5]NAAG m/z 308 → m/z 133 negative -50 -22 -13

7-HC m/z 161 → m/z 133 negative -41 -28 -9

[2H8]NAAG m/z 311 → m/z 133 negative -50 -22 -13

DP: declustering potential、CE: collision energy、CXP: collision exit potential、

7-HC: 7-hydroxycoumarin

［検量線の作成と定量値の算出］

検量線式は、検量線検体中の NAAG または[2H5]NAAG 濃度を x、内標準物質

に対する NAAG または[2H5]NAAG のピーク面積の比を y として、最小二乗法

（重み：1/x）による直線回帰を行い求めた。QC 検体中の NAAG または

[2H5]NAAG 濃度は、内標準物質に対する NAAG または[2H5]NAAG のピーク面

積の比を検量線式に代入して求めた。なお、[2H5]NAAG をサロゲートアナライ

ト、[2H8]NAAG を内標準物質として検量線の作成ならびに QC 検体の濃度算出

を行う際には、内標準物質のピーク面積の補正を行った（（[2H8]NAAG のピー

ク面積）－（[2H5]NAAG のピーク面積）× 0.0024）。実検体中の NAAG 濃度は、

内標準物質に対する NAAG のピーク面積の比を検量線式に代入して求めた。内

標準物質を用いず、絶対検量線法で定量値を算出する際は、NAAG または

[2H5]NAAG のピーク面積を y として計算した。
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第 1 章、第 2 節付属実験

［標準物質および試薬］

N-[[[(1S)-1-carboxy-3-methylbutyl]amino]carbonyl]-L-glutamic acid（ZJ43）は、

Tocris（Bristol、UK）から購入した。その他の試薬および溶媒は、第 1 章、第 1

節付属実験で使用したものと同等のものを用いた。

［動物および動物実験］

薬物投与および生体試料の採取は、以下の手順で行った。雄性 SD ラット（4

週齢）に、生理食塩液（10 µL）または ZJ43（10 µg/10 µL 生理食塩液）を、イ

ソフルラン麻酔下にて脳室内に投与した。血漿は、投与 10、30 または 60 分後

に、イソフルラン麻酔下にて腹部大静脈から採血し、ヘパリンナトリウム入り

チューブに入れたのち、直ちに遠心分離して得た。CSF は、腹部大動脈から放

血死させたのち、29 ゲージの注射針を用いて大槽穿刺により採取し、その後に

脳を採取した。これらの生体試料は、採取後に直ちに液体窒素で凍結し、-80℃

の冷凍庫に保存した。その他、動物飼育および動物実験は、第 1 章、第 1 節付

属実験と同じ条件およびガイドラインにしたがって行った。

［脳ホモジネートの調製］

脳ホモジネートの調製は、第 1 章、第 1 節付属実験と同様に行った。なお、

融解操作は室温で行い、融解後は直ちに氷上に静置し、2 時間以内に使用した。

［標準溶液および内標準物質溶液の調製、ならびに検量線／QC 検体の調製］

NAAG、[2H5]NAAG および[2H8]NAAG の標準溶液は、それぞれを正確に秤量

し、10 μmol/mL となるようにメタノールに溶解して調製した。[2H8]NAAG の標
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準溶液は、メタノール／蒸留水（95:5、v/v）で希釈し、2 nmol/mL（脳検体用）

または 0.1 nmol/mL（血漿および CSF 検体用）の内標準物質溶液とした。

脳内濃度測定用の検量線／QC 検体は、第 1 章、第 1 節付属実験と同様の手

順で調製した。検量線検体は、[2H5]NAAG 濃度が 1、3、10、30、100、300 お

よび 1000 nmol/g となるように調製し、QC 検体は、[2H5]NAAG 濃度が 1（Lower

limit of QC; LLQC）、3（Low QC; LQC）、250（Middle QC; MQC）および 800 nmol/g

（High QC; HQC）となるように調製した。

血漿中濃度測定用の検量線／QC 検体は、第 1 章、第 1 節付属実験と同様の

手順で調製した。検量線検体は、[2H5]NAAG 濃度が 0.01、0.03、0.1、0.3、1、3

および 10 nmol/mL となるように調製し、QC 検体は、[2H5]NAAG 濃度が 0.01

（LLQC）、0.03（LQC）、0.3（MQC）および 8 nmol/mL（HQC）となるように

調製した。

［検体の前処理］

検体の前処理は、有機溶媒除タンパクと固相抽出のコンビネーション処理法

により行った。有機溶媒除タンパクは、以下の手順で行った。脳ホモジネート、

血漿または CSF（各 50 μL）は、内標準物質溶液（200 μL）と混合してボルテ

ックスミキサーで撹拌（約 30 秒間）したのち、遠心分離（8000×g、10 分間、4℃）

した。ブランク検体および選択性検討用検体には内標準物質溶液の代わりにメ

タノール／蒸留水（95:5、v/v）を加え、同様に処理した。固相抽出は、以下の

手順で行った。有機溶媒除タンパク後の遠心上清（脳検体：20 μL、血漿および

CSF 検体：200 μL）を、予めメタノール 1 mL および水 1 mL で活性化した固

相抽出カートリッジ Oasis® MAX（30 mg/1 cc；Waters、MA、USA）に負荷した。

次いで、蒸留水 1 mL、メタノール 1 mL で固相抽出カートリッジを洗浄したの

ち、用時調製したギ酸／メタノール（2:98、v/v）500 μL を負荷し、その通過液
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を回収した。回収した通過液は窒素気流下にて室温で蒸発乾固し、残渣にメタ

ノール／蒸留水（95:5、v/v）（脳検体：1000 μL、血漿および CSF 検体：100 μL）

を加えて再溶解し、LC-MS/MS 装置に注入する試料とした。

［装置および測定条件］

測定は、第 1 章、第 1 節付属実験と同じ装置および条件にて行った。なお、

試料の注入量は 3 μL とした。

［検量線の作成と定量値の算出］

検量線式は、検量線検体中の[2H5]NAAG 濃度を x、内標準物質に対する

[2H5]NAAG のピーク面積の比を y として、最小二乗法（重み：1/x）による直線

回帰を行い求めた。QC 検体中の[2H5]NAAG 濃度および実検体中の NAAG 濃度

は、内標準物質に対する[2H5]NAAG のピーク面積の比あるいは内標準物質に対

する NAAG のピーク面積の比をそれぞれ検量線式に代入して求めた。なお、検

量線の作成および QC 検体の濃度の算出に用いた内標準物質（[2H8]NAAG）の

ピーク面積は、[2H5]NAAG のピーク面積に 0.0024（[2H5]NAAG よりも質量が 3

大きい天然同位体の存在比）を乗じた値を減じた値とした（（[2H8]NAAG のピ

ーク面積）－（[2H5]NAAG のピーク面積）× 0.0024）。

［アッセイバリデーション］

米国食品医薬品局（FDA）の分析バリデーションガイドライン 54)にしたがい、

以下の項目を評価した。選択性（脳、血漿および CSF 検体、各検体につき 6 個

体分を評価）、検量線（脳は 1–1000 nmol/g、血漿は 0.01–10 nmol/mL の濃度範

囲、3 ランで評価）、日内再現性（脳および血漿検体、各検体につき LLQC、LQC、

MQC および HQC をそれぞれ n=5 ずつ評価）、および日間再現性（脳および血
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漿検体、各検体につき LLQC、LQC、MQC および HQC をそれぞれ n=5 ずつ、3

ランで評価）。その他、血漿中濃度測定用の検量線による CSF 中濃度算出の妥

当性（3 個体分の CSF を測定）を評価した。

［標準添加法］

脳ホモジネート（50 µL）には、NAAG 濃度が 10、30 または 100 nmol/mL の

標準溶液（各 20 µL）を、血漿（50 µL）には、NAAG 濃度が 0.01、0.03 または

0.1 nmol/mL の標準溶液（各 20 µL）を加えて撹拌したのち、それぞれをサロゲ

ートアナライト法と同様の手順で前処理した。検量線検体中の NAAG の標準品

濃度を X 軸に、内標準物質に対する NAAG のピーク面積の比を Y 軸にプロッ

トし、回帰直線が X 軸と交差する点の絶対値を、検体中にもともと存在する

NAAG 濃度とした。
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第 2 章、第 1 節付属実験

［標準物質および試薬］

D-セリン、L-セリンおよび DL-セリンは、和光純薬工業株式会社から購入した。

[2H3]DL-セリンは、Cambridge Isotope Laboratories, Inc.（Andover、MA、USA）

から購入した（純度 98%、純度を補正して使用した）。 [15N]DL-セリンは

Sigma-Aldrich（St. Louis、MO、USA）から購入した（純度 98%）。その他の試

薬および溶媒は、市販の特級品または高速液体クロマトグラフ用を用いた。

［動物および動物実験］

雄性 ICR（Institute of Cancer Research）マウス（4 週齢）は日本エスエルシー

株式会社から、雄性 SD ラット（7 週齢）は日本チャールス・リバー株式会社か

らそれぞれ購入した。動物飼育および動物実験は、第 1 章、第 1 節付属実験と

同じ条件およびガイドラインにしたがって行った。マウスの脳、ならびにラッ

トの脳および CSF の採取は、第 1 章、第 2 節付属実験と同様に行った。

［脳ホモジネートの調製］

脳検体は、4 倍量（1:4、w/v）の氷冷した蒸留水に入れた状態で、氷浴中にて

ヒスコトロンホモジナイザー（株式会社マイクロテック・ニチオン）を用いて

破砕した（50 μL のホモジネートは 10 mg の脳組織に相当する）。ホモジネート

は、液体窒素で凍結し、-80℃の冷凍庫に保存した。融解操作は室温で行い、融

解後は直ちに氷上に静置し、2 時間以内に使用した。
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［標準溶液および内標準物質溶液の調製、ならびに検量線／QC 検体の調製］

D-セリン、L-セリン、DL-セリン、[2H3]DL-セリンおよび[15N]DL-セリンの標準

溶液は、それぞれを正確に秤量し、10 μmol/mL となるように蒸留水に溶解して

調製した。[15N]DL-セリンの標準溶液は、蒸留水で希釈し、80 nmol/mL の内標

準物質溶液とした。

脳内濃度測定用の検量線／QC 検体は、以下の通り調製した。まず、[2H3]DL-

セリンの標準溶液（10 μmol/mL）を 24 倍量の脳ホモジネートに添加し、ラセミ

体濃度として 2000 nmol/g（[2H3]D-セリンとして 1000 nmol/g）の[2H3]DL-セリン

添加脳を調製した。この[2H3]DL-セリン添加脳を脳ホモジネートで順次希釈し、

[2H3]D-セリン濃度が、マウスについては 1、3、10、30、100 および 300 nmol/g、

ラットについては 1、3、10、30、100、300 および 1000 nmol/g となる検量線検

体とした。QC 検体は、[2H3]D-セリンの濃度が、マウスについては 1（LLQC）、

3（LQC）、30（MQC）および 240 nmol/g（HQC）になるように、ラットについ

ては、3（LQC）、30（MQC1）、240（MQC2）および 800 nmol/g（HQC）になる

ように検量線検体と同様に調製した。

CSF 中濃度測定用の検量線／QC 検体は、以下の通り調製した。まず、[2H3]DL-

セリンの標準溶液（10 μmol/mL）40 μL を 960 μL の人工脳脊髄液 95)に添加し、

ラセミ体濃度として 2000 nmol/mL（[2H3]D-セリンとして 1000 nmol/mL）の

[2H3]DL-セリン添加 CSF を調製した。この[2H3]DL-セリン添加 CSF を人工脳脊

髄液で順次希釈し、[2H3]D-セリン濃度が 0.2、0.6、2、6、20 および 60 nmol/mL

となる検量線検体とした。QC 検体は、[2H3]D-セリンの濃度が 0.6（LQC）、6

（MQC）および 48 nmol/mL（HQC）になるように検量線検体と同様に調製し

た。
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［検体の前処理］

脳ホモジネートあるいは CSF 検体（50 μL）は、内標準物質溶液（20 μL）お

よびアセトニトリル（200 µL）と混合してボルテックスミキサーで撹拌（約 30

秒間）したのち、遠心分離（3000×g、10 分間、4℃）した。ブランク検体およ

び選択性検討用検体には内標準物質溶液の代わりに蒸留水（20 µL）を加え、同

様に処理した。固相抽出は、以下の手順で行った。有機溶媒除タンパク後の遠

心上清（50 μL）を、予めアセトニトリル 1 mL および 2%（v/v）ギ酸 1 mL で活

性化した固相抽出カートリッジ Oasis® MCX（30 mg/1 cc；Waters、MA、USA）

に負荷した。次いで、蒸留水／アセトニトリル（1:1、v/v）1 mL、アセトニト

リル／蒸留水（95:5、v/v）1 mL で固相抽出カートリッジを洗浄したのち、メタ

ノール／アンモニア水（95:5、v/v）500 μL を負荷し、その通過液を回収した。

回収した通過液は窒素気流下にて 60℃で蒸発乾固し、残渣に 0.3%（v/v）トリ

フルオロ酢酸水溶液（150 µL）を加えて再溶解し、LC-MS/MS 装置に注入する

試料とした。

［装置および測定条件］

質量分析には、ターボイオンスプレー®インターフェースを装着した AB Sciex

社製 API4000™四重極型タンデム質量分析計を使用した。スプレー電圧は 1500

V、ヒーターガス温度は 600℃とし、GS1、GS2 およびカーテンガスは 40 psi、

50 psi および 30 psi に設定した。コリジョンガスには窒素を用い、設定値を 11

（arbitrary units）とした。移動相は 0.3%（v/v）トリフルオロ酢酸水溶液とし、

島津製作所社製の液体クロマトグラフ装置（LC-20AD シリーズ）を使用して流

速 0.3 mL/min.で LC カラム（ダイセル社製 CROWNPAK® CR (+)、4 mm i.d. × 150

mm、5 µm）に送液した。カラム温度は 5℃に設定し、試料の注入量は 2 μL と
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した。なお、LC カラムからの溶離液にメタノールを 0.2 mL/min.の流速でポス

トカラムモードで混合したのち、質量分析計に導入した。

MS/MS 条件

Analyte SRM Transition Polarity
DP
(V)

CE
(V)

CEP
(V)

D-serine m/z 106 → m/z 60 positive 35 15 4

[2H3]D-serine m/z 109 → m/z 63 positive 20 15 4

[15N]D-serine m/z 107 → m/z 61 positive 35 15 4

DP: declustering potential、CE: collision energy、CXP: collision exit potential

［検量線の作成と定量値の算出］

検量線式は、検量線検体における[2H3]D-セリンの添加濃度を x、内標準物質

に対する[2H3]D-セリンのピーク面積の比を y として、最小二乗法（重み：1/x）

による直線回帰を行い求めた。QC 検体中の[2H3]D-セリン濃度および実検体中

の D-セリン濃度は、内標準物質に対する[2H3]D-セリンのピーク面積の比および

内標準物質に対する D-セリンのピーク面積の比を、それぞれ検量線式に代入す

ることで求めた。なお、検量線の作成と、QC 検体および実検体の定量値の算

出に用いた内標準物質（[15N]D-セリン）のピーク面積は、検体中 D-セリンのピ

ーク面積に 0.038（D-セリンよりも質量が 1 大きい天然同位体の存在比）を乗じ

た値を減じた値とした（（[15N]D-セリンのピーク面積）－（D-セリンのピーク面

積）× 0.038）。

［アッセイバリデーション］

FDA の分析バリデーションガイドライン 54)にしたがい、以下の項目を評価し

た。マウスについては、選択性（脳 6 個体分を評価）、検量線（1–300 nmol/g の

濃度範囲、3 ランで評価）、日内再現性（LLQC、LQC、MQC および HQC をそ
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れぞれ n=5 ずつ評価）、日間再現性（LLQC、LQC、MQC および HQC をそれぞ

れ n=5 ずつ、3 ランで評価）。ラットについては、マウスでの評価結果を踏まえ

て、検量線（脳は 1–1000 nmol/g、CSF は 0.2–60 nmol/mL の濃度範囲で評価）、

および日内再現性（LQC、MQC および HQC をそれぞれ n=4 で評価）を追加評

価した。
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第 2 章、第 2 節付属実験

［標準物質および試薬］

ラットに投与した D-セリンは、東京化成工業株式会社から購入した。

(+)-5-methyl-10, 11-dihydro-5H-dibenzo(a,d)cyclohepten-5,10-imine maleate

（MK-801）は、Sigma-Aldrich（St. Louis、MO、USA）から購入した。クロザ

ピンは Toronto Research Chemicals Inc.（North York, Canada）から、ハロペリド

ールは大日本住友製薬株式会社から、イミプラミン塩酸塩は Sigma-Aldrich（St.

Louis, MO, USA）からそれぞれ購入した。その他の試薬および溶媒は、第 2 章、

第 1 節付属実験で使用したものと同等のものを用いた。

［動物および動物実験］

雄性 SD ラット（7 および 9 週齢）は、日本チャールス・リバー株式会社から

購入した。ラットに生理食塩液あるいは MK-801 を 1 日 2 回 7 日間皮下投与し、

その 2 日後に強制水泳試験あるいは自発運動量の測定を行った（図参照）。クロ

ザピン、ハロペリドール、イミプラミンおよび D-セリンは、強制水泳試験の開

始 60 分前に、それぞれ単回経口投与あるいは単回腹腔内投与した。

FST: forced swimming test（強制水泳試験）、LA: spontaneous locomotor activity

（自発運動量）

day1 day7 day9

Saline or MK-801 0.5 mg/kg, b.i.d., 7 days

FST
LA
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強制水泳試験は、生理食塩液あるいは MK-801 の最終投与 2 日後に行った。

水温25±1℃、水深30 cmになるように水を入れた円筒のシリンダー（直径18 cm、

高さ 50 cm）にラットを入れ、10 分間のラットの行動をカメラで撮影し録画し

た。ラットが水中で全く動かないか、あるいは水に沈むのを防ぐため後肢を動

かすのみの行動を無動として、ストップウォッチを用いて無動時間を測定した。

自発運動量の測定には、強制水泳試験に使用したラットとは異なる個体を使

用した。試験は、生理食塩液あるいは MK-801 の最終投与 2 日後に行った。防

音箱に設置したアクリル製ケージ（幅 47 cm、奥行き 28 cm、高さ 30 cm）にラ

ットを入れ、SCANET（ニューロサイエンス株式会社）を用いて 10 分間の運動

量を測定した。

その他、動物飼育および動物実験は、第 1 章、第 1 節付属実験と同じ条件お

よびガイドラインにしたがって行った。

［脳ホモジネートの調製］

脳ホモジネートの調製は、第 2 章、第 1 節付属実験と同様に行った。

［標準溶液および内標準物質溶液の調製、ならびに検量線／QC 検体の調製］

標準溶液および内標準物質溶液の調製、ならびに検量線／QC検体の調製は、

第 2 章、第 1 節付属実験と同様に行った。

［検体の前処理］

検体の前処理は、第 2 章、第 1 節付属実験と同様に行った。

［装置および測定条件］

測定は、第 2 章、第 1 節付属実験と同じ装置および条件にて行った。
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［検量線の作成と定量値の算出］

検量線の作成と定量値の算出は、第 2 章、第 1 節付属実験と同様に行った。

［統計学的解析］

統計学的解析は、SAS software（SAS Institute Japan、Tokyo、Japan）を用いて

行った。行動実験データは、一元配置または二元配置の分散分析、あるいは

Dunnett の多重比較により検定を行った。
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