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研究成果の概要（和文）：神経細胞のシナプスへの抑制性入力による抑制性シナプス後電位（IPSP）は一過性に細胞内
Cl-濃度上昇を起こすが、これまでIPSPによるCl-上昇は可視化されていない。本研究ではIPSPの可視化を目指し、蛍光
Cl-プローブのプロトタイプを遺伝子工学的に作製し、高い反応性を備えたプローブを選抜した。その結果、Cl-濃度変
化での蛍光変化量が大きいプローブを見出した。蛍光変化量が大きいプローブは神経細胞に発現させ、抑制性入力での
蛍光応答の大きさを指標として細胞での性能を評価した。

研究成果の概要（英文）：Increases in intracellular chloride ion concentrations of neurons following 
inhibitory postsynaptic potentials (IPSPs) have not been visualized to date. In this study, aiming at 
detecting IPSPs, we developed a genetically encoded chloride probe with high responsivity. The probe 
showed a fairly large fluorescence change in response to chloride in vitro. Then we expressed the probe 
in neuronal cells and assessed its functionalities, focusing on responses to inhibitory inputs.

研究分野：分子生理学
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図 1 精製した Cl-プローブの蛍光変化 

図 2 プローブ発現細胞（左）へのグリシン投与による
蛍光変化（右） 

１．研究開始当初の背景 
GFP や RFP 等の蛍光蛋白質を用いた Ca2+プ

ローブにより in vivoでの神経細胞のスパイ
ク活動を可視化する研究が普及してきたが、
最近では興奮性のスパイク活動にとどまら
ず抑制性の入力活動である抑制性シナプス
後電位（IPSP）を可視化するニーズが高まっ
てきた。抑制性の伝達物質である GABA やグ
リシンはその受容体を刺激して細胞内局所
Cl-濃度を一過性に増大させる。従来から神経
細胞の IPSP を検出する目的で、神経細胞の
膜電位変化や細胞内 Cl-濃度変化を記録する
手法がよく用いられてきた。膜電位変化を記
録する場合、微小電極法やパッチクランプ法
などの電気生理学的な手法を用いると約 1ミ
リ秒の速い IPSP 変化を正確に記録すること
は可能であるが、空間的な観察は非常に難し
い。また同時に記録できる神経細胞の数に限
界がある。別法として、膜電位感受性色素の
使用で速い変化の検出が可能となるが、IPSP
の検出はかなり難しい。また色素は、不特定
多数の細胞を染色するため、膜電位変化が記
録された細胞の特定に解析上の工夫を要す
るという問題があった。そこで、特定の細胞
の IPSPの可視化を目指した蛍光 Cl-プローブ
蛋白質が開発されてきた。 
 
２．研究の目的 
神経細胞のシナプスへの抑制性入力によ

る IPSPは一過性に細胞内 Cl-濃度上昇を起こ
すが、これまで IPSPによる Cl-上昇は可視化
されていない。本研究では IPSP の可視化を
目指し、高い反応性を備えた蛍光 Cl-プロー
ブを作製することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) 蛍光 Cl-プローブの cDNA の作製： 
分子生物学的方法を用いて、我々独自の改変
GFP cDNAと Cl-結合蛋白質の cDNAを結合させ、
大腸菌の発現ベクターに組み込んだ。また、
PCRを用いた random mutagenesisにより改変
GFP や Cl-結合ドメインの cDNA にさらなる変
異導入を行った。配列は制限酵素による解析
および DNA シーケンスにより確認を行った。
また蛋白質の精製を容易にするためプロー
ブには His tag を付加した。 
 
(2) 大腸菌での発現と in vitro性能評価： 

作製したcDNAを大腸菌に発現させ、蛋白質
発現を誘導した。目的の蛋白質はHis tagを
持っているので、His tag用のアフィニティ
ービーズを用いて精製した。Cl-依存的な蛍
光変化量の大きいプローブ蛋白質について
は、蛍光分光光度計および分光光度計を用い
てCl-濃度変化に対する蛍光変化量、Kd、ヒ
ル係数、モル吸光係数、量子効率を測定した。 
 
(3) 培養神経細胞での性能評価： 

In vitro性能評価で選抜されたプローブを
培養神経細胞に発現させ、微小な過分極での

蛍光応答の大きさを指標として、これらの
IPSP の検出に有望な Cl-プローブをさらに絞
り込んだ。これにより、(2)から期待される
性能が培養神経細胞レベルでも再現できる
か確認した。具体的には、分子生物学的手法
により有望な Cl-プローブのプロトタイプの
cDNA を動物細胞発現ベクターに組み込んだ。
作製した DNAを培養神経細胞にリポフェクシ
ョン法により導入した。Cl-プローブのプロト
タイプと GABAA 受容体またはグリシン受容体
を同時に発現させた培養神経細胞をアゴニ
スト溶液（IPSP程度の過分極を起こす濃度の
GABAまたはグリシンを含有する灌流液）で刺
激し、その際の蛍光変化を蛍光顕微鏡を用い
て測定した。 
 
４．研究成果 

Cl-結合蛋白質をCl-感受性素子として活用

しながら、我々独自の改変GFP cDNAを基にCl-

プローブのプロトタイプ群を遺伝子工学的に

作製した。その結果、Cl-濃度変化での蛍光変

化量が大きいプローブを見出した（図1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

蛍光変化量が大きいプローブは神経細胞に

発現させ、GABA受容体やグリシン受容体の刺

激での蛍光応答を指標として細胞での性能を

評価した結果、受容体刺激に伴って一過性に

蛍光上昇を示すことを見出した（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

この有望なプローブは、これまで作製した

プローブの変異部分を種々の組み合わせでシ

ャッフルすることにより、またPCRを用いた

random mutagenesisを行うことにより、さら

なる改良を進めている。 
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