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迅速ケミカルラベル化法によるAMPA型グルタミン酸 
受容体の精密動態解析

曽我 恭平，清中 茂樹

1. はじめに

我々の脳内では神経細胞どうしが複雑な回路を形成する
ことで高次脳機能を発現する．神経細胞間の情報伝達には
神経伝達物質の授受が必須であり，とりわけその受け取り
を担う神経伝達物質受容体は多くの研究対象となってい
る．グルタミン酸は興奮性シグナルを担う神経伝達物質で
あり，その受容体はイオンチャネル型であるAMPA型グル
タミン酸受容体（AMPAR），NMDA型グルタミン酸受容
体（NMDAR），カイニン酸受容体，およびGPCR型である
代謝型グルタミン酸受容体に大別される．近年の研究に
よって，AMPARは記憶・学習に深く関与しており，細胞
膜上での発現量変化が記憶の基盤である長期増強・長期抑
圧に重要であることがわかってきた 1）．また，細胞膜上で
の発現量の低下はアルツハイマー病等の疾患にも関与する
とされ，AMPARの細胞膜上での精密な動態解析は神経科
学における重要課題の一つである．

2. 従来のAMPAR可視化およびラベル化技術

従来，AMPARの可視化・動態解析を行う際には，GFP
などの蛍光タンパク質を融合する方法が広く用いられる．
しかし，細胞膜上，細胞内にかかわらず蛍光を発するた
め，細胞膜上のAMPARを定量解析することは困難であ
る．そこでpHluorinや super ecliptic pHluorin（SEP）といっ
たpH感受性のGFPが頻度高く用いられる 2）．これらは細
胞膜上では強い蛍光を発するが，細胞内の低pH条件では
蛍光が弱められるため，細胞膜上選択的な可視化が可能
となる．実際に，シナプス可塑性時に起こるAMPARのエ
キサイトーシスやエンドサイーシスの解析に応用される

が 3），SEPは細胞内のpH変化に大きく依存することに留意
する必要性も指摘されている 4）．また，これらの蛍光タン
パク質は自身のサイズが約25 kDaと大きく，AMPARの動
態に影響を与えることが懸念される．異なるアプローチと
して，ペプチドタグ 5）や，genetic code expansionにより非
天然アミノ酸を導入する方法 6）なども報告されているが，
いずれにしろ遺伝子工学的な改変が必要となる．遺伝子改
変したAMPARは，多くの場合において過剰発現系となっ
てしまい，その局在やアクセサリータンパク質との相互作
用といった内在の機能が損なわれている懸念がある．その
ため，神経細胞に内在するAMPARを選択的にラベル化お
よび可視化する方法の開発が求められている．

3. 神経細胞に内在するAMPARのラベル化・可視化

そのような背景から，我々は遺伝子操作を行わず
AMPARをラベル化する方法の開発に着手した．リガンド
の認識に基づき標的タンパク質を化学ラベルできるリガ
ンド指向性化学 7）に着目し，その中でも細胞膜タンパク質
のラベル化に適した ligand-directed acyl imidazole（LDAI）
化学 8）を用いることとした．そのラベル化剤としては，
AMPARの阻害剤であるPFQXと蛍光色素を反応部位（ア
シルイミダゾール基）を介して連結した小分子化合物であ
るCAM2 reagentを設計した 9）．CAM2 reagentを培地に加
えることで，AMPARとPFQXの相互作用依存的にAMPAR
表面に対して共有結合で蛍光色素を修飾することができ
る（図1a）．この手法を用いてHEK293T細胞に一過的に発
現させたAMPAR，および培養神経細胞に内在的に発現す
るAMPARの選択的なラベル化に成功している 9）．さらに，
小分子化合物であるCAM2 reagentの高い組織浸透性によ
り，急性脳スライス切片におけるAMPARのラベル化も可
能である．
しかし，この手法にはいくつかの課題も残された．一つ
目が，ラベル化に1～4時間かかるため，生理的な温度で
ある37°Cでは膜表層でラベル化されたAMPARの一部はエ
ンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれてしまうこ
とである．そのため，膜表層のAMPARを定量的に解析す
るためには，エンドサイトーシスを抑制できる17°C下で
ラベル化をする必要がある．もう一つの課題が，疎水的な
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色素が血清中のアルブミンに非特異的に吸着してしまうた
め，血清を除いた培地中あるいは緩衝液中でラベル化を行
う必要がある点である．このような非生理的な条件下で細
胞を長時間インキュベーションすることはAMPARの挙動
に影響を与えるだけでなく，神経細胞へのダメージにつな
がるため，長時間の動態解析は困難であった．

4. リガンド指向性2段階ラベル化法の開発

そこで我々は，生理的条件下で迅速かつ特異的に細胞膜
表層のAMPARをラベル化できる手法として，LDAI化学
と生体直交化学として知られる逆電子要請型ディールス・
アルダー（IEDDA）反応を組み合わせた2段階ラベル化法
を考案した 10）（図1b）．この方法では，1段階目の反応で，
LDAIラベル化剤であるCAM2（TCO）を用いて，AMPAR
にトランスシクロオクテン（TCO）基を標識する．ここ

図1 リガンド指向性2段階ラベル化法による細胞膜表層AMPARのラベル化
（a） LDAI化学による色素の直接ラベル化の模式図およびCAM2 reagentの構造式．（b）リガンド指向性2段階ラベル
化法の模式図．（c）生細胞における細胞膜表層AMPARの2段階ラベル化の模式図．（d）共焦点レーザー顕微鏡による
IEDDA反応の反応時間解析．ラベル化後の各時間の共焦点レーザー顕微鏡のイメージング像（左図），および細胞表
面の蛍光強度の定量結果（右図）．（e） TzプローブのTCO依存的な蛍光 turn-on性の評価．文献10より引用改変．
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では血清を含む培地中，37°Cで4～10時間ラベル化を行
い，そのとき膜上にいた成分のみならず，リサイクリング
されて再度膜上に出てきた成分など，1回細胞膜上に発現
したAMPARをすべてTCOラベル化する（図1c）．続いて
2段階目として，色素を修飾したテトラジン（Tz）プロー
ブで処置すると，TCOとTz間で非常に速い IEDDA反応 11）

が起こる．細胞膜透過性を持たないTzプローブを用いる
ことで，細胞膜表層に存在するAMPARのみをラベル化す
ることができる．AMPARを一過的に発現させたHEK293T
細胞を用いたウェスタンブロッティング，および蛍光イ
メージングにより，細胞膜表層のAMPARを3分以内で選
択的にラベル化できることを確認した（図1d）10）．
この方法は，以下の三つの観点において，前述（3項）
のLDAI化学による色素の直接ラベル化に比べて優れる．
一つ目は，ラベル化条件である．CAM2（TCO）を用いた
場合，疎水的な色素を含まず血清成分への吸着が抑えら
れるため，血清を含む培地中でラベル化を行える．この2
段階ラベル化においても1段階目のラベル化では長時間の
インキュベートが必要であり，エンドサイトーシスによっ
てTCOラベルされたAMPARの一部は細胞内に取り込まれ
る．しかし，2段階目の迅速な色素ラベルにより細胞膜表
層選択性が達成されるため，エンドサイトーシスを抑制す
るための非生理的条件下（17°C）にする必要がない．実際
に，細胞にとって生理的な条件と考えられる37°Cでラベ
ル化でき，細胞に与えるダメージは最小限に抑えられるよ
うになった．
二つ目は，Tzプローブの色素部分を変えることでさま

ざまな色素をその特徴にかかわらずラベル化できる点で
ある．LDAI化学による色素の直接ラベル化では，色素
ごとにCAM2 reagentを合成しなければならないという煩
雑さがあったが，Tzプローブは合成も簡便であり，いく
つかは市販でも手に入る．また，2段階目の IEDDA反応
を用いることで，小分子に限らず，中分子に分類される
SeTau-647もラベル化することができた．特に，SeTau-647
は退色に強く，蛍光寿命が長いことが特徴の蛍光色素であ
り，蛍光寿命顕微鏡や1分子イメージングにも用いること
ができる．また，ビオチンのような機能性分子をラベル化
することも可能であり，用途に応じてさまざまな種類のプ
ローブをラベル化できる．
三つ目の利点として，Tzプローブの蛍光の turn-on性

があげられる．Tzに修飾された色素は蛍光がクエンチ
されるが，TCO基と反応することでその消光が回復する
ことが知られている 12）．実際に，Alexa488色素を有する
Tz（Ax488）は，TCO基と反応することにより蛍光強度が
17.9倍増大した（図1e）．この現象はライブイメージング
の際に非常に有用である．Tzプローブは加えたままでも
バックグラウンドがほとんどなく，細胞膜表層でTCO基

と反応したときのみ蛍光強度が増大するため，S/N比が非
常によい蛍光イメージングが可能となる．

5. 2段階ラベル化によるAMPARの精密動態解析

AMPARの動態解析に関しては，蛍光タンパク質の導
入，細胞表面ビオチン化アッセイ，放射性同位体を用いた
代謝ラベルなどにより，側方拡散速度，リサイクリングの
過程，タンパク質寿命（半減期）が報告されている．これ
らの方法は有用であるが，それぞれで解析できる現象は限
定的である．一方で，我々の2段階ラベル化法は，生理的
条件下で迅速に膜表層のAMPARをラベル化でき，短時間
および長時間の動態解析が可能である．
そこで，初代培養神経細胞を用いて，神経細胞に内在
的に発現するAMPARのラベル化を検討した．共焦点レー
ザー顕微鏡では，樹状突起に沿った粒上のラベル化シグナ
ルが得られ，興奮性シナプスの足場タンパク質として知ら
れるPSD95と局在が一致した（図2a）．数分という蛍光ラ
ベル化時間を考えると，細胞表層のAMPARをラベル化で
きたと考えられる．次に，神経細胞表面におけるAMPAR
の分布について蛍光寿命顕微鏡を用いて調べた．一般的
に，イメージングでみえている蛍光には目的の色素由来の
ものだけではなく，自家蛍光が混在しているが，それぞれ
の色素が有する蛍光寿命は異なる．修飾した蛍光色素が
特徴的な蛍光寿命を有する場合には色素由来の蛍光を抽
出して観察できるため，2段階目にラベル化する蛍光色素
としてSeTau-647を採用した．SeTau-647は蛍光寿命が長
く，光退色に強いため蛍光寿命顕微鏡を用いた方法に適
している．実際にSeTau-647を有するTz（ST647）を用い
てラベル化を行い，そこから樹状突起とスパインにおける
AMPARの割合を算出すると，スパインの方が約3.3倍存
在割合が高いことがわかった（図2b）．また，SeTau-647を
用いることで，1分子イメージングや超解像顕微鏡による
さらに詳細な動態解析につながると期待される．
次に，AMPARタンパク質の寿命解析を行った．蛍光顕
微鏡を用いたイメージングではシナプスの200～500 nmと
いう微小空間で細胞の内外を区別することは困難であるた
め，ウエスタンブロッティングにより評価を行った．その
結果，神経細胞に内在するAMPARの半減期は33.2時間と
算出でき（図3a），過去の代謝ラベルで得られた結果と同
等の値であった．同じ解析をHEK293T細胞に強制発現さ
せたAMPARに適用したところ，半減期が5.3時間であっ
た．すなわち，神経細胞に内在するAMPARのタンパク質
寿命は，HEK293T細胞に発現させた場合と比べて約6倍長
いことが示された．

AMPARの寿命の違いのメカニズムを探る上で，リサイ
クリングに着目した．神経細胞に発現するAMPARはいっ
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たん細胞内にエンドサイトーシスされた後，再び細胞膜上
にリサイクリングされることが知られる．その生理的意
義は，細胞内に一定数のAMPARを蓄えておくことで，刺

激に対して細胞表層の発現量増加という迅速な応答を可
能にすることにあると考えられている 13）．2段階ラベル化
法によるリサイクリングの解析にはパルスチェイスの戦略

図3 2段階ラベルによるAMPARの精密動態解析
（a）ウエスタンブロッティングによるAMPARの寿命の解析．ウエスタンブロッティングの結果（左図），およびバ
ンド強度の定量解析結果（右図）．（b） AMPARのリサイクリングの解析結果．（c）本研究で明らかにした神経細胞
におけるAMPARの動態の模式図．文献10より引用改変．

図2 初代培養神経細胞を用いた内在性AMPARの2段階ラベル化
（a）初代培養神経細胞の免疫染色．2段階ラベル化法でAlexa488をラベル化した後，免疫染色により興奮性シナプ
スの足場タンパク質として知られるPSD95を染色．（b）蛍光寿命顕微鏡による細胞膜表層AMPARのイメージング
像．共焦点顕微鏡（左上図）と蛍光寿命顕微鏡（左下図）．蛍光寿命顕微鏡でSeTau-647由来の蛍光を抽出し，樹状
突起とスパインにおけるAMPARの割合を算出（右図）．文献10より引用改変．
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を採用した．最初に2段階ラベル化法により細胞膜表層の
AMPARをある色素でラベル化しておく．15分のインキュ
ベーション後再度別の色素で2段階目のラベル化を行うこ
とで，15分間でリサイクリングされ細胞膜に出てきた成
分の定量が可能となる．その結果，神経細胞では12.5％が
リサイクリングで膜上に発現してくることが明らかとなっ
た（図3b）．一方で，HEK293T細胞ではリサイクリングは
確認されなかった．すなわち，神経細胞ではリサイクリ
ングが効率よく行われることが明らかとなり，HEK293T
細胞よりも神経細胞の方がAMPARの寿命が大幅に長い分
子メカニズムと考えられる．神経細胞においては，TARP, 
SAP97, GRIPといった種々のAMPAR相互作用タンパク質
が存在する 13）．AMPARに対するキナーゼも含めて，これ
らのタンパク質が高効率なリサイクリングやシナプス上で
の安定性に寄与すると考えられている．一方，蛍光タンパ
ク質を融合させたAMPARを過剰発現させる場合は，これ
らのタンパク質との相互作用を損なう懸念があり，小分子
プローブで神経細胞に内在するAMPARをラベル化するこ
とが有用だと示す結果ともいえる．

6. おわりに

我々は，細胞表層AMPARの迅速かつ特異的なラベル化
が可能な2段階ラベル化法の開発に成功した 10）．従来の遺
伝子工学を用いたラベル化法と比較して，受容体への摂
動を最小限に抑え，120時間という長時間のインキュベー
ションでも細胞にダメージを与えない，生理的な条件下で
行えることが示された．将来展望として，記憶・学習時
のAMPARの定量的な解析が可能となり，その分子メカニ
ズムの解析につながると期待される．小分子プローブのみ
でラベル化が可能であるため，神経疾患の診断にも応用可
能であると期待される．また，本手法はリガンド部位を変
えることで他の受容体にも適用可能な方法である．実際に
我々はNMDARに対するラベル化および動態解析にも成功
しており 10），海外のグループではリガンド指向性化学に
よるオピオイド受容体の標識に成功している 14）．中枢神
経系には他にもさまざまな神経伝達物質受容体が存在する
ので，それらも同時に可視化し，動態を解析することがで
きれば，脳機能の解析が飛躍的に進むと期待される．
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