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研究成果の概要（和文）：シナプスにおけるグループ１代謝型グルタミン酸受容体（mGluR）のシグナル伝達メ
カニズムを解明するため、蛍光イメージング技術に基づく高解像度時空間解析を行った。mGluRシグナリングに
関与するグルタミン酸、イノシトール三リン酸、小胞体内腔Ca2+について新規蛍光プローブを開発した。そして
二光子顕微鏡を用いて脳組織内シナプス周囲において高解像度イメージングを行った。mGluR活性化に必要なグ
ルタミン酸動態の定量に成功し、グルタミン酸動態と細胞内シグナリングの相関を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the signal transduction mechanism of group 1 
metabotropic glutamate receptors (mGluR) at synapses, high-resolution spatiotemporal analysis based 
on fluorescence imaging technology was performed. We developed novel fluorescent probes for 
glutamate, inositol trisphosphate, and Ca2 + in the endoplasmic reticulum that are involved in mGluR
 signaling. Then, high-resolution imaging was performed around synapses in the brain tissue using a 
two-photon microscope. We succeeded in quantifying the glutamate dynamics required for mGluR 
activation, and clarified the correlation between glutamate dynamics and intracellular signaling.

研究分野： 神経科学　薬理学

キーワード： 代謝型グルタミン酸受容体　カルシウム　イノシトール三リン酸　シナプス　蛍光イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
mGluR作用薬の多様な中枢作用から、mGluRの脳における機能的意義と創薬標的としての有効性は明らかであっ
た。しかしシナプスにおけるmGluRシグナリングの詳細なメカニズムについては、不明な点が多く残されてお
り、研究開発の障壁となっていた。本研究では、研究代表者独自の蛍光イメージング技術を発展させることによ
り、mGluRシグナリングの高解像度時空間解析を実現した。本研究成果はmGluR標的創薬やmGluR関連病態メカニ
ズム解明に向けた基盤技術となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞は微小な接合部であるシナプスを介して情報を伝達する。前シナプス終末から放出

された神経伝達物質が後シナプスの神経伝達物質受容体を活性化することにより、シナプスに
おける情報伝達が引き起こされる。このシナプス伝達は脳機能の素過程であると言え、そのメカ
ニズムの解明は脳機能および病態の理解に不可欠である。脳神経細胞の活動を上昇させる興奮
性シナプス伝達は、主にグルタミン酸を伝達物質とする。細胞内シグナルに関与する Gタンパク
質共役型受容体であるグループ１代謝型グルタミン酸受容体（mGluR）は、イオンチャネル型グ
ルタミン酸受容体（iGluR、AMPA 受容体や NMDA 受容体など）と共に、グルタミン酸作動性シナ
プス伝達を担っている。iGluR は前シナプスと後シナプスが形成する微小な隙間であるシナプス
間隙に面して局在し、陽イオンの流れによるシナプス電流を引き起こし、神経細胞の電気的興奮
性を制御する。一方、mGluR はシナプス間隙の外側（ペリシナプス領域）に局在し、シナプス間
隙からのグルタミン酸漏出（スピルオーバー）が活性化に必要である。そして Gq タンパク質シ
グナリング、特にイノシトール三リン酸（IP3）／IP3受容体を介した小胞体からの Ca2+放出など
により、シナプス可塑性を始めとした様々な機能を担っている。mGluR 遺伝子欠損マウスの表現
型や、mGluR 作動薬／拮抗薬の多様な中枢作用などから、mGluR の脳における機能的意義自体は
明らかとなっていた。しかし mGluR がその機能的意義を発現するメカニズムについては、不明な
点が多く残されていた。 
 この問題の主な要因として、iGluR を介したシナプス電流とは異なり、mGluR が実際のシナプ
ス伝達において、どのような条件で活性化され、どのように細胞内シグナリング動態を惹起する
のかという、基本的な知見が欠けていることが挙げられた。mGluR シグナリングは電流を必ずし
も伴わないので、神経細胞に流れる電流の計測に基づく電気生理学的解析法は適用できない。ま
た mGluR シグナリングはシナプス周辺に限局してごく短時間の間に惹起されるものであるので、
成分抽出に基づく生化学的解析法も適用が難しい。高度な時空間的解像度を有する新規の観測
技術を開発することが、上記の問いに答えるためには不可欠な状況であった。 
 
 
２．研究の目的 
シナプス伝達における mGluR シグナリングについて、蛍光イメージング技術に基づく高解像
度時空間解析、すなわち光生理学的解析法を確立することを目的とした。関連分子のシナプスに
おける時空間動態を多重に高解像度で可視化することで、mGluR シグナリングの誘導条件および
入出力特性、iGluR も含めたシグナリングフローの中での相互作用とそのメカニズムの全容解明
を目指すこととした。 
 応募者はこれまでに、グルタミン酸プローブ
EOS（引用文献 1）、IP3プローブ GFP-PHD（引用文
献 2, 3）、小胞体内腔 Ca2+プローブ CEPIA(引用文
献 4, 5)という独自の蛍光プローブを開発し、
mGluRシグナリング動態の各ステップを可視化す
ることで、数々の新規知見を得ることに成功して
きた（図１）。EOSにより mGluR 活性化に足るグル
タミン酸スピルオーバーを特異的・高感度に可視
化することに成功した。GFP-PHD は IP3産生にお
ける mGluR と iGluR の新規協調機構を解明した。
CEPIA は小胞体内腔 Ca2+動態が mGluR シグナリン
グ出力（＝IP3 受容体を介した Ca2+放出）の特異
的・高感度指標になり得ることを示した。このよ
うに各分子を可視化するツールを揃えることが
できて初めて、同時イメージングによる多重解析
が可能となり、包括的な光生理学的解析を目指す
ことが可能となった。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 標本 
mGluR および iGluR を含むグルタミン酸作動性シナプスの典型例として、大脳皮質錐体細胞の
樹状突起スパイン（後シナプスを形成する微小な突起）周囲を主な観察対象とした。マウス大脳
皮質の急性スライス標本（0.3 mm厚）をマイクロスライサーにより作製し、人工脳脊髄液を灌
流しながら観察を行った。 
 
 

図１ シナプスにおける mGluR シグナリング 



(2) 蛍光イメージング 
二光子励起顕微鏡による脳組織内高解像度蛍光イメージングを行った。EOSについては、従来か
ら用いているレクチンおよびビオチン-ストレプトアビジン結合を介した細胞外標識法（図２）
によりシナプス外に標識した。GFP-PHD、CEPIA については、ウイルスベクターを用いて錐体細
胞に発現させた。グルタミン酸、IP3、小胞体内腔 Ca2+、それぞれの組み合わせについて同時イメ
ージングを行い、神経活動／グルタミン酸スピルオーバー／後シナプス IP3産生／小胞体内腔
Ca2+動態（IP3受容体を介した Ca2+放出に伴う濃度減少）の間の相関を可視化することを目指した。 
 
(3) 画像解析 
 得られた画像データについて画像解析ソフトウェアを用いて解析した。各波長の蛍光強度変
化率の時系列変化を画像化し、シナプス周囲におけるシグナリング動態を検証した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 蛍光プローブの多色化 
 二色同時イメージングを行うために、各プローブについて緑色および赤色蛍光バージョンを
作製した。EOSはタンパク質に小分子の蛍光色素を標識したハイブリッド型プローブである。従
来は緑色蛍光色素を標識したものを用いてきたが、新たに赤色蛍光色素に置き換えたものを作
製した。蛍光色素によってプローブの特性は大幅に変化するので、複数の色素についてスクリー
ニングを行い、グルタミン酸親和性とシグナル強度の点で最適なものを得た。CEPIA については、
緑色型の G-CEPIA1erおよび赤色型の R-CEPIA1erを開発した。 
 
(2) グルタミン酸濃度定量プローブの開発と応用 
 EOS についてはさらに新規バリエーションの
開発を進めた。これまでの EOSは、単一蛍光波
長の輝度変化に基づくものであり、EOS 自体の
標識濃度差や脳組織の光散乱などの影響を受
けるものであった。よってグルタミン酸濃度の
絶対定量と、それに基づく mGluR シグナリング
解析は困難であった。そこで緑色と赤色の EOS
を組み合わせることで蛍光強度比による測定
を可能にする ratiometric EOSを開発した（図
２）。 
標識する色素の交換による迅速な展開が可

能である EOSの特性を最大限活用した開発を行
った。脳内の細胞外グルタミン酸濃度は静止時
が 20 nM 程度であり、活動依存的に µM の領域
にかけて変化すると見込まれていたので、この
濃度範囲に適したグルタミン酸親和性を有す
る EOSを選定した。また蛍光強度比の変化率を
大きくするために、緑色と赤色でグルタミン酸
結合に対する蛍光強度変化が反転した関係に
なるように EOSを開発・選定した（図２）。 
rEOS を用いることにより、蛍光強度比に基づくグルタミン酸濃度定量を、脳組織内で空間解
像度を持った形で実現した（図２）。そして高頻度／高密度シナプス伝達に伴うグルタミン酸ス
ピルオーバーにより、シナプス外のグルタミン酸濃度が mGluR の活性化に十分な µM オーダーに
到達することを確認した。rEOS は脳組織内の微小領域のグルタミン酸濃度定量という、従来困
難であった測定を可能にする蛍光プローブであり、mGluR シグナリング研究以外にも応用の展開
が期待される。 
 
(3) 二因子の同時イメージング 
 開発した蛍光プローブで観察できる最上流と最下流であるグルタミン酸と小胞体内腔 Ca2+に
ついて、EOSと CEPIA による同時イメージング解析に取り組んだ。前シナプス活動を自発活動か
ら強刺激まで変化させたところ、グルタミン酸および小胞体内腔 Ca2+シグナルの惹起にはある程
度の強度の前シナプス刺激が必要であった。これはこれまでの一因子イメージングでの結果と
一致する。この閾値以上の前シナプス刺激強度ではグルタミン酸スピルオーバーと小胞体内腔
Ca2+濃度減少が良く相関しており、グルタミン酸スピルオーバーが mGluR シグナリングの主要な
決定因子であることが示唆された。今後は mGluR 前後の入出力特性について光生理学的解析を
さらに詳細に行う予定である。 
 
 
 
 

図２ rEOS による脳組織内グルタミン酸濃度定量 
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