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研究成果の概要： 

直接的に中枢シナプスのメジャーな神経伝達物質であるグルタミン酸の時空間ダイナミクスの

解析を可能にする高感度なグルタミン酸可視化プローブの開発を行った。多数の試作を行った

結果、グルタミン酸により蛍光強度が十分に大きく変化するプローブを複数種類得ることに成

功し、実際に神経細胞から放出されるグルタミン酸を観測することに成功した。本研究の成果

は今後中枢シナプスの機能制御の解明に大きく資すると考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 

脳高次機能はシナプス伝達を介した神経細

胞間の情報のやり取りにより支えられてい

る。グルタミン酸は中枢神経系において代表

的な興奮性神経伝達物質として知られる。活

動電位が軸策の終末部（シナプス前部）に到

達すると、そこからグルタミン酸を蓄積して

いるシナプス小胞の開口放出が生じて、グル

タミン酸がシナプス間隙へと遊離する。遊離

したグルタミン酸はシナプス後部の膜上に

あるグルタミン酸受容体を活性化して興奮

性シナプス後電流（EPSC）を生じ、興奮性シ

ナプス伝達が成立する。このグルタミン酸作

動性シナプスの伝達効率の調節が、記憶・学

習において重要な役割を持っていることが

知られており、その制御機構の解明は神経科
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学における重要な問題のひとつとなってい

る（Kandel ER (2001) Science 294:1030）。

シナプス伝達は、シナプス前部および後部の

両方で制御されうるが、シナプス前部からグ

ルタミン酸放出の実態自体があまり明らか

でなく、その制御や調節機構については不明

な点が多い（ Stevens CF (2003) Neuron 

40:381）。さらに、シナプスにおいて放出さ

れたグルタミン酸はそのシナプスにとどま

らず、シナプスから溢れ出る現象（スピルオ

ーバー）が存在することが最近指摘されるよ

うになった（ Isaacson JS (1999) Neuron 

23:377）。スピルオーバーによって拡散した

グルタミン酸は、近隣のシナプスや神経周り

を取り囲むグリア細胞に作用するのではな

いかと考えられている。しかしながら、この

スピルオーバーの実態についても研究は進

んでいない。 

２．研究の目的 

シナプス前部におけるグルタミン酸放出の

実態とそれに引き続くグルタミン酸の運命

について理解が進んでいない理由としては、

適切な方法論が存在しないことが挙げられ

る。従来、グルタミン酸放出を研究するため

の手法としては主にパッチクランプ全細胞

記録をはじめとした電気生理学的手法が用

いられている。しかしながら、記録される

EPSC の大きさはグルタミン酸放出量をある

程度反映するものの、シナプス後部における

グルタミン酸感受性が常に一定であるとは

限らないため、EPSCの大きさのみからグルタ

ミン酸放出量を評価することはできない。さ

らに、EPSCは神経樹状突起上に存在する多数

のシナプスからの電気信号が加算されたも

のであるため、グルタミン酸が放出されたシ

ナプスを空間的に特定することはできない。

このように電気生理学的な手法は、グルタミ

ン酸の時空間的ダイナミクスを評価するう

えではあくまでも間接的な手段であり、充分

な解析力を持ち得ない。本研究では、直接的

にグルタミン酸の時空間ダイナミクスの解

析を可能にするグルタミン酸イメージング

技術を開発し、これまで直接検証することが

困難であったシナプス前部におけるグルタ

ミン酸放出機構や放出されたグルタミン酸

の運命を明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

グルタミン酸可視化プローブは、生理的な受

容体のひとつである AMPA 型グルタミン酸受

容体のサブユニットである GluR2を改変する

ことによって作製する。GluR2 を利用する理

由は、グルタミン酸を結合する S1S2 と呼ば

れる細胞外領域が大腸菌発現系を用いてリ

コンビナント蛋白質として得る事が可能で

あるからである。GluR2の S1S1ドメインはグ

ルタミン酸の結合によって、蛋白質の立体構

造変化（コンフォメーション変化）が惹起さ

れることが知られている（ Armstrong N 

(1998) Nature 395:913）。この蛋白質コンフ

ォメーション変化を読み出すため、蛍光分子

を蛋白質に導入する。低分子蛍光化合物が蛋

白質のコンフォメーション変化を捉えるの

に適切な位置に導入されれば、この蛍光性コ

ンジュゲートはグルタミン酸蛍光プローブ

として機能することができる。 

蛍光分子を特定の位置に導入するために、

Site-directed mutagenesis を適用し、アミ

ノ酸残基をシステインに置換した変異 S1S2

ドメイン蛋白質を作製する。システイン残基

の持つ遊離 SH 基に特異的に反応できる低分

子蛍光分子を結合させる。同様の原理で蛍光

プローブが作製可能であることを別のリガ

ンドであるイノシトール三リン酸を測定す

る蛍光プローブの開発を通じて実証してい

る（Hirose K (1999) Anal. Commun. 36:175,）。 



 

 

本研究で作製されるグルタミン酸蛍光プロ

ーブは、可溶性であり、細胞外に存在させれ

ば、放出されたグルタミン酸を検出すること

ができる。しかし、細胞外液を交換する度に、

プローブは洗い流され、プローブを再添加し

直さなければならなくなる。そこで、得られ

たグルタミン酸プローブを細胞の膜上にス

トレプトアビジン・ビオチンを介して固定す

る。プローブを細胞膜上に固定化することに

よって、細胞外液交換が可能になるだけでは

なく、放出されたグルタミン酸を近傍で捉え

ることができるようになる。 

蛍光プローブはビオチン化し、予め適切なモ

ル比でストレプトアビジン混和して複合体

を形成させる。次に、細胞膜をビオチン化し

たのち、蛍光プローブ･ストレプトアビジン

複合体を添加し、細胞膜に固定する。 

 

４．研究成果 
（１）グルタミン酸可視化プローブ S403C-OG
の開発 

我々はハイブリッド型グルタミン酸可視化

プローブの候補として、種々の蛍光色素と

AMPA型グルタミン酸受容体の細胞外ドメイ

ンシステイン変異体の組み合わせによって

１００以上の蛍光複合体を作製した。 

作製した蛍光複合体は大過剰のグルタミン

酸に対する蛍光強度変化率を基に性能を評

価した。探索及び評価の結果、S1S2の 403番

目のセリンをシステインに置換した変異体

に蛍光色素オレゴングリーンを結合させた

複合体（S403C-OG）を得ることができた（図

1）。 

図 1  グルタミン酸プローブ S403C-OG
の構造 

S403C-OGは過剰量のグルタミン酸存在下で

約 40%の蛍光強度の上昇を示す（。グルタミ

ン酸及び類似分子に対する用量反応曲線を

作製したところ、S403C-OGはグルタミン酸と

解離定数 148 nMで結合するのに対し、他の

アミノ酸に対してはグルタミン酸の 1/1000

倍から1/10000倍低い親和性を示した(図2)。

特にグルタミン酸と良く似た化学構造を持

つアスパラギン酸やグルタミンに対しても

非常に低い親和性を示すことは注目に値す

る結果であり、S403C-OGが極めて選択的かつ

高感度にグルタミン酸を検出することが明

らかになった。 

 

図２  グルタミン酸プローブ S403C-OG
の用量反応曲線 

（２）神経細胞からのグルタミン酸放出の可

視化 

単層のグリア細胞上に神経細胞を幡種した

標本の細胞膜上へビオチン-ストレプトアビ

ジン結合を利用して S403C-OGを固定化した。

この標本で CCDカメラと蛍光顕微鏡を用いた

タイムラプス蛍光測定とその画像解析によ

って、自発的活動電位に伴う S403C-OGの蛍

光シグナルの上昇＝グルタミン酸放出の量

を経時的に観察した（図２C）。EOSシグナル

の変化率の空間的差異を解析したところ、神

経細胞上の細胞体や樹状突起の近傍で EOSシ

グナルの変化が見られたが、S403C-OGシグナ

ルの変化の大きさは空間的に均一ではなく、

ムラがあるものであった。このことは



 

 

S403C-OGが神経細胞上でのグルタミン酸放

出量の不均一性を感度良く捉えられること

を示している。 

（３）単一シナプスレベルでのグルタミン酸

イメージング 

S403C-OGの感度をさらに上げることを狙っ

て、さらに変異体を作製した。その結果、

S403C-OGのリジン残基の一つをアラニンに

置換した変異体や S403Cとは異なった四ステ

イン変異体との蛍光色素コンジュゲートに

おいて、蛍光強度変化のダイナミックレンジ

の増大が見られた。この改良型プローブ

（EOS2および EOS3）によって、単一シナプ

スレベルのイメージングが可能であること

が明らかとなった。 

（４）成果の位置づけと今後の展望 

本研究の成果によって、高感度にグルタミン

酸をイメージングする技術が確立された。同

様の結果は国内外において例を見ない。今後

グルタミン酸イメージング技術を駆使する

ことによって、いままで解明することができ

なかった中枢シナプスの諸性質が明らかに

なるものと期待される。 
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