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研究成果の概要（和文）：Ｄ－セリンは神経細胞やグリア細胞から放出され、中枢神経系の興奮

性シナプスの活性制御に関与している事が示唆されている。しかしながら、中枢神経系でのＤ

－セリンがいつ、どこで放出され、どのようにしてシナプスの活性を制御しているのかという

点は不明な点が多い。本研究ではこの問題にアプローチする為のＤ－セリンの蛍光イメージン

グに用いる蛍光プローブ開発の為に効率的な蛍光プローブの作製の開発と実際にそれを用いた

Ｄ－セリンプローブの開発を行い、蛍光イメージングに向けて複数の有望なプローブを得るこ

とができた。 

 
研究成果の概要（英文）：D-serine is known to regulate synaptic functions in a central 
nervous systems (CNS). However, spatiotemporal dynamics of D-serine in CNS remains 
unclear. In this study, we aimed to develop a novel fluorescent probes for visualizing 
D-serine dynamics. For this purpose, we established high throughput screening system for 
the development of fluorescent probe. By using this technical platform, we obtained 
several candidate fluorescent conjugates for D-serine probes which are expected to show 
a large fluorescence change upon D-serine binding.   
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１．研究開始当初の背景 

Ｄ-アミノ酸は、これまで高等動物には何

の生理作用も示さないと思われてきた。しか

し、最近、哺乳動物の脳にＤ－セリンが存在

することが見出され（Hashimoto et al.J 

Chromatogr (1992)）、その生理的役割に注目

が集まっている(Wolosker, Mol. Neurobiol. 

(2007))。D-セリンは NMDA 型グルタミン酸受

容体にコアゴニストとして作用し、興奮性シ
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ナプスの可塑性を通じて学習、記憶、行動等

の制御に関与する分子であることが明らか

になりつつある。また、病態においても神経

細胞死および種々の精神神経症状で見られ

る NMDA 受容体の機能障害への D-セリンの関

与が報告され、種々の精神神経疾患と D-セリ

ンの関係も注目されている。D-セリンはグリ

ア細胞でセリンラセマーゼによって L-セリ

ンから合成された後に細胞外へ放出され、周

辺の神経細胞に作用していると考えられて

きたが、近年、D-セリンはグリア細胞のみな

らず神経細胞においても合成され、放出され

ているという報告もなされている。また、放

出された D-セリンのシナプス近傍からの消

去機構として神経細胞やアストロサイトに

存在するトランスポーターの関与が指摘さ

れているが、Ｄ－セリンの時空間動態とシナ

プス機能制御との関連については様々な矛

盾する報告によって混乱が生じており、生理

的条件での実験に基づいた正確な理解が求

められている。 

 

２．研究の目的 

近年、D-セリンによる中枢神経系の興奮性

シナプスの制御が生理学的、病理学的視点か

ら注目されている。本研究では、D-セリンの

シナプス近傍での時空間パターンが神経機

能を特徴づける重要な因子であるとの視点

に立ち、D-セリンの時空間動態を高い時空間

解像度可視化・解析するための D-セリンの蛍

光可視化技術の開発を行う。この技術を用い

ることで、D-セリンの放出個所やタイミング

の違いなどのシナプス近傍での時空間パタ

ーンの解析に資する基盤技術を確立する。 

 

３．研究の方法 

 本研究では蛍光性 D-セリンプローブの基本

的な分子設計として、D-セリンを特異的に認

識する D-セリン結合タンパク質と合成小分

子色素ハイブリッド構造である蛍光複合体

を基本デザインとして採用した（下図）。ハ

イブリッド型の蛍光プローブではタンパク

質へのリガンドの結合に伴ってタンパク質

の構造変化を標識されている蛍光色素の蛍

光特性の変化として観測することができる。

本研究では D-セリン結合タンパク質として

NMDA 型グルタミン酸受容体の NR3A もしくは

NR3B サブユニットの細胞外領域を用いた蛍

光プローブの開発を行った。これらの領域は

ｘ線結晶構造解析によって、D-セリンの結合

によって高次構造の変化が生じることが明

らかになっており（Yao et al.EMBO J. 

(2008)）、D-セリン結合タンパク質として有

望であった。D-セリン結合タンパク質に標識

する合成小分子蛍光色素は分子内にチオー

ル基と選択的に反応する置換基（マレイミド

やハロアセトアミド）を有したものを用い、

タンパク質内の色素を標識したい位置への

システイン変異導入を行うことによって、D-

セリン結合タンパク質内での色素の結合個

所を任意に制御することが可能になった。標

識された蛍光色素がタンパク質内に生じた

構造変化を検出するためにはタンパク質内

の適切な位置に蛍光標識を行う必要がある

が、最適な蛍光色素の導入個所を予測するこ

とは難しく、多くの try-and-error を必要と

する。したがって、本研究課題では研究代表

者らが既に開発に着手しているハイスルー

プットでのハイブリッド型蛍光プローブの

作製技術を完成させ、採用することとした。

複数種類の蛍光色素を用いてスクリーニン

グを行った結果得られた D-セリン可視化プ

ローブとして有望な蛍光複合体については、

D-セリンに対する親和性や蛍光特性に着目

してより詳細な評価を行い、生細胞での D-

セリンの可視化に適するかどうかの評価を

行った。 

 

４．研究成果 

D-セリンの時空間動態を高い時空間解像度

で可視化・解析を行うための D-セリンの蛍光

可視化技術の開発を行った。蛍光性 D-セリン

プローブの基本的な分子設計として、D-セリ

ンを特異的に認識する D-セリン結合タンパ



 

 

ク質と合成小分子色素ハイブリッド構造で

ある蛍光複合体を基本デザインとして採用

した。ハイブリッド型の蛍光プローブではタ

ンパク質へのリガンドの結合に伴ってタン

パク質の構造変化を標識されている蛍光色

素の蛍光特性の変化として観測することが

できる。本研究では D-セリン結合タンパク質

の候補として NMDA 型グルタミン酸受容体の

NR3A もしくは NR3B サブユニットの細胞外領

域を選定し、大腸菌での発現コンストラクト

の作製を行った。D-セリン結合タンパク質内

での最適な蛍光色素の標識位置は予測が困

難なため、研究代表者らが既に開発に着手し

ていたハイスループットでのハイブリッド

型蛍光プローブのスクリーニング技術の確

立によって蛍光性 D-セリンプローブの効率

的な作製プロセス整備に取り組んだ。本シス

テムでは色素標識の為のシステイン変異導

入のコンストラクション作製から大腸菌で

のシステイン変異体の発現、精製及び最終的

なタンパク質への色素標識までを 96 ウェル

プレート上でのサンプルの同時処理によっ

て可能にした。また、蛍光複合体のＤ－セリ

ン結合に依存した蛍光強度変化は蛍光プレ

ートリーダーでの迅速な評価が可能になっ

た。この方法論の完成によって、全てのプロ

セスを 96ウェルプレート上で 96サンプル同

時の扱いが可能となり、開発工程の大幅な短

縮が実現された。 

本スクリーニング系で D-セリン結合タン

パク質のシステイン変異体を網羅的に作製

し、蛍光標識を行うための条件の整備を行っ

た。具体的には、D-セリン結合タンパク質の

リコンビナントタンパク質の大腸菌での最

適な発現、精製条件の決定、蛍光色素との反

応条件、蛍光複合体の精製条件の最適化を行

い、スクリーニングを開始する準備を完了し

た。 

確立したハイブリッド型プローブのハイ

スループットスクリーニング系を用いて、実

際にＤ－セリンプローブの開発を進めた。こ

こでは目的のリガンドを選択的に結合する

タンパク質と小分子蛍光色素からなるハイ

ブリッド型の蛍光プローブを採用した。ハイ

ブリッド型Ｄ－セリンプローブのＤ－セリ

ン結合タンパク質として NMDA 型グルタミン

酸受容体 GluN3A および GluN3B を、小分子蛍

光色素として Alexa シリーズや Cy シリーズ

の色素を採用した。ハイスループットスクリ

ーニング系を用いて、全ての組み合わせの蛍

光複合体を作製し、Ｄ－セリンプローブとし

ての性能評価を過剰量のＤ－セリンに対す

る蛍光複合体の蛍光の応答で評価した。ここ

で有望な応答性を示した複数の蛍光複合体

については、より精密な評価を行うために、

蛍光複合体を高純度に精製した。これを用い

て最大の蛍光レスポンスや蛍光変化のＤ－

セリン濃度依存性、神経細胞に適用した際の

応答性を評価する準備が完了した。 
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