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生きた動物脳内で発現する神経伝達物質受容体に目印を付ける新手法を開発 
 

～遺伝子操作を伴わず、生体内でたんぱく質の機能解析が可能に～ 

 

 
ポイント 
 これまで、遺伝子操作を伴わずに、生きた動物内の受容体たんぱく質に機能解析のため 

の目印を付ける手法がなかった。 

 脳内での使用に適したたんぱく質標識試薬の分子設計や標識試薬投与方法を工夫するこ

とで、生きた動物脳内の神経伝達物質受容体の化学標識（ラベル化）を初めて実現した。

本手法により、標的受容体の動きや寿命などのたんぱく質の運命を解析することに成功

した。 

 本手法は、ラベル化のみにとどまらず、さまざまな生体解析のための機能性分子を導入可 

能であり、生物個体内でのたんぱく質機能解析に貢献すると期待される。 
 

ＪＳＴ 戦略的創造研究推進事業において、京都大学 大学院工学研究科の浜地 格 教

授、野中 洋 特定准教授、坂本 清志 特定准教授、白岩 和樹 博士課程学生らは、生き

ている動物脳内の天然に存在する神経伝達物質受容体たんぱく質を標識（ラベル化）する

新手法を開発しました。 
従来は目印となるような蛍光を発するたんぱく質を、遺伝子組み換えにより観察したい

たんぱく質とつないだ状態で発現させて観測していましたが、①遺伝子組み換えが必要で

あること、②観測したいたんぱく質に対する機能阻害、③発現時の不具合の懸念から、よ

り自然な状態でたんぱく質を標識（ラベル化）する技術の開発が望まれていました。 
本研究グループは今回、リガンド指向性アシルイミダゾール化学（ＬＤＡＩ化学）注１)を

生きたマウスの脳で用いることで、遺伝子操作を伴わずにマウス脳内の天然に存在する神

経伝達物質受容体を化学標識することに世界で初めて成功しました。本手法を用いて、生

後発達期脳内のＡＭＰＡ型グルタミン酸受容体注２)（ＡＭＰＡ受容体（ＡＭＰＡＲ））をパ

ルスチェイス解析注３）することで、一度機能を果たしたＡＭＰＡ受容体が別の異なった役

割を果たすシナプスに移動し再利用されていることを明らかにしました。 
本技術は、たんぱく質の運命（動きや寿命）を解析する展開だけでなく、今後さまざま

な機能性分子の導入により、動物個体内における天然のたんぱく質の機能解明に役立つこ

とが期待されます。 
本研究は、名古屋大学の清中 茂樹 教授、順天堂大学の洲崎 悦生 教授、東京大学の

上田 泰己 教授、慶應義塾大学の柚崎 通介 教授、掛川 渉 准教授、荒井 格 助教と

共同で行いました。 
本研究成果は、２０２４年１月３１日（米国東部時間）に米国の学術誌「Ｐｒｏｃｅｅ

ｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏ
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ｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａ（ＰＮＡＳ）」（米国科学アカ

デミー紀要）のオンライン版で公開されました。 

本成果は、以下の事業・研究領域・研究課題によって得られました。 

戦略的創造研究推進事業 総括実施型研究（ＥＲＡＴＯ） 

研究プロジェクト：「浜地ニューロ分子技術プロジェクト」（ＪＰＭＪＥＲ１８０２） 

研究総括：浜地 格(京都大学 大学院工学研究科 教授) 

研究期間：平成３０年１０月～令和７年３月 

上記研究課題では、独創的な「ケミカルバイオロジー分子技術」の創製により、神経系や脳内

での情報伝達や細胞間ネットワーク形成を個々のたんぱく質分子レベルで精密に解明すること

を目的としています。 
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＜研究の背景と経緯＞ 

細胞や生物個体において特定のたんぱく質を標識（ラベル化）することは、生命現象を

理解する上で重要です。例えば、標的たんぱく質にだけ蛍光色素を標識し目印を付けるこ

とができれば、そのたんぱく質の動きを可視化（イメージング）することができます。こ

れまで遺伝子工学を用いて標的たんぱく質に蛍光たんぱく質などを融合させ標識する手法

は、生命科学における数多くの研究に貢献してきました。しかしこれらは、①遺伝子組み

換えを行う必要性、②観測したい標的たんぱく質に対する機能阻害、③非天然型たんぱく

質を発現させる際の不具合から、より自然な状態で天然のたんぱく質に目印を付ける技術

の開発が望まれていました。 
こういった背景のもと、研究グループは、これまでに「リガンド指向性アシルイミダゾー

ル化学（ＬＤＡＩ化学）」と呼ばれる標識試薬（ラベル化剤）で天然に存在するたんぱく質

を化学修飾する独自の手法を開発してきました（Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１３４，

３９６１（２０１２）；Ｎａｔ．Ｃｏｍｍｕｎ．，８，１４８５０（２０１７）など）。しか

し、これまでのＬＤＡＩ化学は、動物組織から摘出・単離した培養細胞に発現している受

容体たんぱく質への標識に限られており、生命として活動している状態である生きた動物

への適用を目指していました。 

 

＜研究の内容＞ 

今回、研究グループは、生きた動物の脳内において、ＬＤＡＩ化学により標的とする神

経伝達物質受容体の選択的な化学修飾に成功しました（図１）。まず、記憶や学習に関与す

る重要な神経伝達物質受容体であるＡＭＰＡ受容体を標的として選択し、ラベル化剤の投

与方法や、生きた脳組織においてラベル化反応を進めるためにラベル化剤に求められる性

質の検討を行いました。その結果、ラベル化剤の広範囲への浸透・拡散には、脳脊髄液注４）

で満たされている側脳室注５）への投与が優れていることが分かりました。また、ラベル化剤

の物性も重要な要素であることが分かり、親水性が高いスルホ基が多いラベル化剤とする

ことで脳全体にラベル化剤が浸透し、標的としたＡＭＰＡ受容体をマウス全脳で選択的に

化学標識することに成功しました（図２）。その一方で、スルホ基がないラベル化剤では脳

組織へのラベル化剤の浸透性が悪く標識できませんでした。これらの知見をもとに、さら

に３種の神経伝達物質受容体（代謝型グルタミン酸受容体（ｍＧｌｕ１）、ＮＭＤＡ型グル

タミン酸受容体（ＮＭＤＡＲ）、ＧＡＢＡＡ受容体（ＧＡＢＡＡＲ）に対するラベル化剤の開

発に成功し、いずれの受容体に対しても、全脳スケールでの選択的な化学標識を達成しま

した（図３）。 

本手法（脳内ＬＤＡＩ化学）は、ラベル化剤を投与した時点で、細胞表層に発現し、機

能している受容体をパルス的に標識できる特徴を持っています。これを利用することで、

ある時点で標識した受容体がその後どのような運命をたどるのか（例：動きや寿命）を追

跡することが可能です。実際に、研究グループでは、多数のシナプスが新しく形成される

生後発達期において、受容体の動きをパルスチェイス解析しました（図４）。生後発達期に

神経回路が形成されていく過程において、発現したＡＭＰＡ受容体がどのような運命をた

どるのかについてはこれまで不明でした。本手法を用いた解析により、生後４日の時点で

一度シナプスや細胞体注６）表面に存在したＡＭＰＡ受容体が、生後７日の時点では新しく
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できた異なる役割を担うシナプスに移動し再利用されていることが明らかになりました。

この結果は、新旧の受容体を区別できない既存の抗体を利用した免疫染色などの解析方法

では明らかにできないことであり、生きたマウス脳内で受容体を化学標識することによっ

て初めて解明されました。 

 

＜今後の展開＞ 

今回明らかになった生後発達期におけるＡＭＰＡ受容体の再利用がなぜ行われているの

か、どのような経路で受容体の移動が行われているのかなどを明らかにしていく予定です。

そのことが、生後発達期において行われる効率的な神経回路形成に関するメカニズム解明

や、神経回路形成の不調で引き起こされると考えられている精神疾患の原因解明へとつな

がることが期待されます。 
本技術は、原理的にはマウスだけでなく、他の生物種に対しても適用可能です。遺伝学

的な方法論では標識困難な生物種に対しての展開も期待できます。さらに、これまで世界

中の研究者らが確立してきたモデル動物実験系（疾患モデルや遺伝子組み換えマウスなど）

にそのまま適用可能であり、病態と受容体動態の関連性などが明らかになることも期待で

きます。 
また本技術は、今回発表した受容体の運命（動きや寿命）を追跡できるだけでなく、任

意の機能性分子を受容体に導入する手法としても有望です。受容体の近傍環境を解析する

ための機能性分子を導入することで、生きた動物脳内における分子環境に関する情報が得

られることが期待され、現在研究を進めています。 
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＜参考図＞ 

 
 

図１ 脳内ＬＤＡＩ化学による神経伝達物質受容体の化学標識 

Ａ．ラベル化剤の模式図と開発したラベル化剤の１例。 

Ｂ．脳内ＬＤＡＩ化学の仕組み。生きた動物脳内で発現している天然の受容体に対して、

機能性分子（図中Ｐｒｏｂｅ）を共有結合で載せることができる。 
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図２ 生きているマウス脳内でのＡＭＰＡ受容体の蛍光標識 

Ａ．ＡＭＰＡ受容体に対する蛍光色素修飾のウエスタンブロット解析。ＡＭＰＡ受容体

に相当するたんぱく質分子量（ｋＤａ）に選択的な色素修飾が確認された。 

Ｂ．ＬＤＡＩ化学により蛍光修飾されたＡＭＰＡ受容体の全脳蛍光イメージング。ＡＭ

ＰＡ受容体の発現が多いと知られている部位（海馬や小脳分子層）から蛍光が観測

された。ＡＭＰＡ受容体ラベル化剤投与後に脳を摘出し、脳を組織透明化処理し、

ライトシート顕微鏡により撮影。 

Ｃ．ＬＤＡＩ化学により蛍光修飾されたＡＭＰＡ受容体の高解像度解析。大脳皮質部分

の脳切片をプレシナプスとポストシナプスのマーカーで免疫染色し顕微鏡観察し、

シナプス内のＡＭＰＡ受容体を標識できていることを確認した。 
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図３ 生きているマウス脳内でのｍＧｌｕ１、ＮＭＤＡ、ＧＡＢＡＡ受容体の蛍光標識 

Ａ．開発した各受容体に対するラベル化剤の構造。リガンドを適切に選択することで、

標的受容体選択的なラベル化が可能になった。ラベル化シグナルは免疫染色の結果

と一致した。 

Ｂ．ＡＭＰＡ受容体とＧＡＢＡＡ受容体の二重標識。全脳スケールからシナプスレベルの

分解能まで各受容体の局在を解析可能。青色：小脳の神経細胞（プルキンエ細胞）。 
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図４ 生後発達期小脳におけるＡＭＰＡ受容体動態のパルスチェイス解析 

Ａ．実験のタイムライン。ラベル化剤投与直後（生後４日）と投与約３日後（生後７日）

の様子を比較することで、受容体の動きを解析する。 

Ｂ．ＡＭＰＡ受容体動態のパルスチェイス解析の結果。生後４日の段階では、ＰＣ（プ

ルキンエ細胞：小脳の代表的な神経細胞）周囲のシナプス（登上線維ＣＦとのシナプ

ス）や細胞体表面にＡＭＰＡ受容体が観測された。生きた状態で３日成長させると、

ＰＣの樹状突起が伸展し、そこに多数の新たなシナプス形成（顆粒細胞（ＧｒＣ）か

らの入力である平行線維（ＰＦ）とのシナプス）が確認され、そこに生後４日の段階

でラベル化したＡＭＰＡ受容体が観測された。 
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＜用語解説＞ 

注１）リガンド指向性アシルイミダゾール化学（ＬＤＡＩ化学） 

研究グループが開発してきた天然に存在するたんぱく質を化学修飾できる手法。「ＬＤＡ

Ｉ化学」では、標的たんぱく質に親和性を有するリガンドと標的たんぱく質に導入したい

機能性分子を、反応部位（解離型求電子剤：アシルイミダゾール）でつないだたんぱく質

標識試薬（ラベル化剤）として使用する（図１）。リガンド認識に伴い、標識試薬の反応部

位とアミノ酸側鎖が近接し、転移反応が加速され、選択的な修飾が可能となる。この反応

の際に、リガンドがたんぱく質に共有結合せず解離するように設計されているため、たん

ぱく質の本来の機能が保持される。 

本手法の標識の選択性は、リガンドの性質（たんぱく質選択性、親水性・疎水性）や、

ラベル化剤の反応部位と標的たんぱく質上の反応性アミノ酸との位置関係に依存する。リ

ガンドに選択性がない場合や、リガンドが存在しないたんぱく質を標的とすることは、本

手法では難しい。研究グループでは、良好な性質を示すリガンドの選択と、ラベル化剤全

体の分子デザイン（反応部位の位置など）で性能の最適化を図り用いている。 

 

注２）ＡＭＰＡ型グルタミン酸受容体（ＡＭＰＡ受容体（ＡＭＰＡＲ）） 

イオンチャネル型グルタミン酸受容体の一種で、中枢神経系に広く分布し、記憶や学習

に大きく関与。 

 

注３）パルスチェイス解析 

細胞や生体において、短時間標識化合物をさらすことにより標識し（パルス）、その後、

標識しない条件とし標識した対象がどのように移動するか追跡する（チェイス）解析手法。 

 

注４）脳脊髄液 

リンパ液のように無色透明な液体。頭蓋骨の内側に脳があり、脳は脳脊髄液の中に浮い

ている。 

 

注５）側脳室 

大脳半球内に左右対称で存在する空間。脳の内部には側脳室、第３脳室、第４脳室と名

づけられる脳脊髄液で満たされたスペース（脳室）がある。 

 

注６）細胞体 

神経細胞の中で細胞核などの細胞小器官が集中し、樹状突起と軸索が会合する部位。一

般的な細胞としての機能を担っている。 

 

＜論文タイトル＞ 

“Bioorthogonal chemical labeling of endogenous neurotransmitter receptors in 

living mouse brains” 

（生きたマウス脳における内在性神経伝達物質受容体の生体直交型化学標識） 

ＤＯＩ：10.1073/pnas.2313887121 


