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研究成果の概要（和文）：神経回路での神経伝達物質の放出機構を理解には個々のシナプスでのグルタミン酸の放出ダ
イナミクスの精密な計測が必要である。本研究では脳標本における神経細胞のシナプスから放出された神経伝達物質グ
ルタミン酸の高精細な蛍光イメージング技術の確立を目的とする。本研究では高性能グルタミン酸蛍光プローブの開発
と神経細胞に選択的にグルタミン酸プローブを標識する技術の開発を行った。開発したグルタミン酸プローブをボツリ
ヌス毒素の非毒性領域やHaloTag技術を採用することで神経細胞に選択的に標識することで、大脳皮質標本において放
出されたグルタミン酸をシナプスレベルの解像度で可視化解析することに成功した。

研究成果の概要（英文）：An analysis of synaptic properties at individual synapses in living brain 
preparations is an essential requirement for the study of regulation mechanism underlying synaptic 
transmission. The aim of this study is to establish a technical platform for a imaging of synaptically 
released glutamate with a synapse resolution in slice preparations and in vivo. First, we generated novel 
fluorescent glutamate probes which show more than 10-fold increase of fluorescence intensity, enabling to 
visualize synaptically released glutamate with high spatiotemporal resolution. Second, we developed 
methods for a neuron-specific labeling of glutamate probe. Combined these techniques, we tried imaging of 
spatiotemporal glutamate dynamics in a mouse cortical slice preparation. In this glutamate imaging, 
glutamate release was visualized at a dendritic spine, indicating that our glutamate imaging platform is 
applicable to a imaging of synaptically released glutamate in slice preparations and in vivo.

研究分野：薬理学

キーワード： シナプス　グルタミン酸　イメージング
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１．研究開始当初の背景 
脳機能は大脳皮質や海馬などの回路上に
存在する幾多ものシナプスの応答が統合さ
れて決定付けられており、シナプス機能の理
解は神経回路の制御機構を解明する上で不
可欠である。近年、神経回路上で各シナプス
がどのような時空間パターンで活性化し、情
報の処理を行っているのかが重要な問題と
され（Curr Opin Neurobiol. 20, 494, 2010）、
シナプスレベルの解像度での解析技術が希
求されている。さらに、神経回路の制御にお
けるシナプス機能を決定づける重要な因子
としてシナプス前部からのグルタミン酸放
出様式の変化が関わっていることが明らか
になりつつあり、シナプス前部からのグルタ
ミン酸の放出様式の正確な理解が求められ
ている。 
現在まで、神経回路におけるシナプス機能
の研究は生理的な神経回路が良好に維持さ
れている脳スライス標本や動物個体の脳を
用いてパッチクランプ法を始めとする電気
生理学的手法で進められてきた。しかしなが
ら、パッチクランプ法では対象としている神
経細胞上の多数のシナプスのレスポンスの
アンサンブルを見ているに過ぎず、神経回路
上の個々のシナプスがどのような時空間パ
ターンを持って活性化しているのか、またど
のような制御様式で活性化の強度が調節さ
れているのかという詳細な知見を得ること
はできなかった。近年になって、カルシウム
イメージングを用いて脳スライス標本や動
物個体脳の神経回路上のシナプス動態の解
析を行った複数の報告がなされている（Curr 
Opin Neurobiol. 19, 520 (2009)）。しかしな
がら、カルシウムイメージングで評価してい
るのはシナプス後部の NMDA 型グルタミン
酸受容体の活性化を介したカルシウム上昇
であり、そのレスポンスは受容体の密度や感
度などに大きな影響を受けるため、シナプス
前部の動態を直接的に理解することはでき
ない。以上のような背景で、シナプス前部の
機能をシナプス毎に精密の計測することが
できる技術が必要とされている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、脳スライス標本や動物個体の
脳においてシナプス前部の機能をシナプス
レベルの解像度で解析するために、シナプス
前部から放出される神経伝達物質グルタミ
ン酸の新規蛍光イメージング技術を開発す
ることを目的とする。具体的には、１）光の
散乱や組織由来の自家蛍光の影響を受けに
くい 620nm 以上の長波長の蛍光を発するグ
ルタミン酸プローブの開発、２）神経細胞特
異的にグルタミン酸プローブを標識する技
術の開発を行う。加えて、３）確立した技術
を大脳皮質でのイメージングに用いて、開発
した技術の有用性を示す。 

 
３．研究の方法 

長波長蛍光を発するグルタミン酸プローブ
の開発 
脳スライス標本や動物個体の in vivo イメ
ージングでは周辺の組織に由来する自家蛍
光や光散乱が大きな問題となり空間解像度
を著しく低下させる要因となっている。従来
のグルタミン酸プローブは520nm付近の緑色
の蛍光を発するものであるため、脳組織内の
イメージングに対応するために蛍光プロー
ブの改変が必要である。組織由来の自家蛍光
は一般に620nm以上の長波長で大幅に減弱す
るため、現行のグルタミン酸プローブの緑色
蛍光色素 Alexa Fluo 488 を 620nm 以上の蛍
光を発するローダミン系やシアニン系の赤
色の蛍光を発する蛍光色素に交換し、長波長
蛍光を発する構成のグルタミン酸プローブ
を開発した。ここでは、グルタミン酸結合に
伴って２倍以上の蛍光変化を示すように、グ
ルタミン酸結合ドメイン内での最適な色素
の結合個所を決定した。このためには申請者
らが既に開発に成功し、グルタミン酸の他に
グルコース、ATP などの高性能蛍光プローブ
の開発に成功しているハイスループットス
クリーニング系を適用して行った。得られた
有望な長波長蛍光プローブについて、グルタ
ミン酸との反応特性（結合・解離速度定数、
最大蛍光変化率）を評価し、実際に培養海馬
神経細胞でのグルタミン酸イメージングに
適用できるかを検証した。 
 
分子タグを用いた蛍光プローブの標的細
胞・部位への局在化技術の開発 
開発したグルタミン酸プローブを脳スラ
イス標本内の神経細胞上にのみに局在化さ
せ、グリア細胞などに結合したグルタミン酸
プローブの蛍光がないイメージング系の開
発を行った。そのために神経細胞上で分子タ
グと分子タグの選択的リガンドとの選択的
な結合を実現する組み合わせを探索した。具
体的には、分子タグを付加した膜タンパク質
を神経細胞の細胞膜表面に特異的に発現さ
せた後に、分子タグに対する選択的リガンド
を標識したグルタミン酸プローブを標本に
付加することで細胞膜上において分子タグ
とグルタミン酸プローブからなる蛍光複合
体を特異的に形成させ、グルタミン酸プロー
ブを神経細胞へ選択的な標識を試みた。ここ
では、分子タグとして Halo タグ、SNAP タグ、
ロイシンジッパータグなどを、膜タンパク質
として PDGF 受容体の膜貫通領域や GPI アン
カードメインを用いた。これらの分子タグ付
き膜タンパク質を神経細胞に特異的に発現
させるために、神経細胞特異的に遺伝子導入
が可能なように改変したレンチウイルス、シ
ンドビスウイルス、アデノ随伴ウイルスを用
いた発現系を用いた。 
グルタミン酸プローブの神経細胞への局
在化の成否は大脳皮質スライス標本での共
焦点顕微鏡や二光子励起顕微鏡を用いた高
精細イメージングによって評価した。ここで



十分な蛍光量を確保できるように分子タグ
を発現させる際のプロモーターの種類やウ
イルスベクターの種類を変えることで発現
量の増加を図った。緑色蛍光タンパク質とグ
ルタミン酸受容体等のシナプス局在タンパ
ク質の融合タンパク質もシナプスマーカー
として合わせて大脳皮質に発現させ、神経細
胞近傍を局所刺激した際に、シナプスの位置
においてグルタミン酸放出を捉えられるこ
とを確認した。 
 
マウス大脳皮質での in vivo グルタミン酸
イメージング 
マウス大脳皮質標本において高精細なグ
ルタミン酸イメージングを行った。ウイルス
ベクターや子宮内電気窄孔法を用いてタグ
付き膜タンパク質をマウス大脳皮質聴覚野
の錐体細胞に選択的に発現させ、数日後に大
脳皮質標本へタグに対する選択的リガンド
を付加したグルタミン酸プローブをインジ
ェクションすることによって、神経細胞特異
的なグルタミン酸プローブを標識した。神経
線維を電気刺激した際に、シナプス前部間で
活性化の強度の違いに着目して解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
長波長蛍光グルタミン酸プローブの開発 
脳スライス標本や動物個体の in vivo での
蛍光イメージングにおいて大きな問題とな
りうる脳組織に由来する自家蛍光や光散乱
を回避するために長波長蛍光を有する蛍光
性のグルタミン酸プローブの開発に取り組
んだ。このために、申請者らが既に開発に成
功し、グルコースや ATP などの高性能蛍光プ
ローブの開発に応用しているハイスループ
ットスクリーニング系を採用した。620nm 以
上の長波長の蛍光を発するローダミン系や
シアニン系の赤色の蛍光を発する蛍光色素
に交換し、長波長蛍光を発する構成のグルタ
ミン酸プローブの開発を行った結果、赤色の
蛍光プローブとしてCy3を標識した蛍光プロ
ーブを得ることができた。得られた長波長蛍
光プローブについて、グルタミン酸との反応
特性（グルタミン酸への親和性、最大蛍光変
化率）を評価し、実際のイメージングに適用
するための基礎的なデータを取得した。また、
この赤色プローブを海馬神経細胞の分散培
養標本に適用し、実際にグルタミン酸イメー
ジングを試みたところ、一回の活動電位でプ
レシナプスから放出されたグルタミン酸を
単一シナプスレベルの解像度で得ることに
成功したことより、脳スライス標本や動物個
体標本での使用に耐えうることが示唆され
た。 
 
蛍光プローブの神経細胞上への局在技術の
開発 
 蛍光グルタミン酸プローブを脳スライス
標本内の神経細胞上にのみに局在化させる

ために神経細胞上で分子タグと分子タグの
選択的リガンドとの選択的な結合を用いた
方法論の構築を行った。そのために、分子タ
グとして Halo タグ、ロイシンジッパータグ
などを、膜タンパク質として PDGF 受容体の
膜貫通領域やGPIアンカードメインを用いた
分子タグ付き膜タンパク質を神経細胞に特
異的に発現させるためのレンチウイルス、シ
ンドビスウイルス、アデノ随伴ウイルスを作
製した。 
神経細胞上のシナプスから放出されたグ
ルタミン酸を高いシグナル／ノイズ比で検
出できるように、グルタミン酸プローブを神
経細胞上にのみ選択的に標識するためのウ
イルスベクターのテストを行った。その結果、
Halo タグを採用した系でグルタミン酸プロ
ーブを神経細胞選択的に標識することがで
きた。また、神経細胞上に存在しているガン
グリオシドへの 選択的な結合が報告されて
いるボツリヌス毒素C型の非毒性ドメインと
グルタミン酸プローブの複合体形成を利用
して神経細胞選択的にグルタミン酸プロー
ブを標識することができた。いずれの標識方
法でグルタミン酸プローブを標識した神経
細胞でも、電気刺激によって惹起されたグル
タミン酸放出を蛍光顕微鏡システムで可視
化することに成功した。 
 
大脳皮質標本でのグルタミン酸イメージン
グ 
高性能グルタミン酸蛍光プローブと神経
細胞への特異的な蛍光プローブの標識法を
用いて、大脳皮質標本においてグルタミン酸
イメージングを行った。神経細胞に発現させ
たHaloTagを介した蛍光プローブを標識する
方法によって、大脳皮質の 2/3 層の神経細胞
に蛍光プローブを選択的に標識することが
できた。この標本を共焦点レーザー顕微鏡を
用いて観察した結果、樹状突起上のスパイン
まで明瞭に確認できた。さらに、グルタミ ン
酸蛍光プローブを標識した神経細胞上の樹
状突起スパインの近傍への電気刺激によっ
て近傍のプレシナプスを活性化させてグル
タミ ン酸放出を惹起させた。この際に、共
焦点レーザー顕微鏡によるタイムラプスイ
メージングによって単一スパインレベルの
空間分解能 でのグルタミン酸プローブの蛍
光変化を捉えることに成功した。本研究で確
立したグルタミン酸の蛍光イメージング技
術によって、脳内の神経回路での興奮性シナ
プスの活性化をシナプスレベルの解像度で
定量的に解析することが可能になり、シナプ
スにおける情報の コーディング機構の理解
への貢献が期待できる。 
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