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新規赤色蛍光ドーパミンバイオセンサーの開発 

〜ドーパミンとノルエピネフリンの同時可視化に成功〜 

 

 ヒトの脳内では様々な神経伝達物質が協調して働くことで、記憶や情動など様々な脳機能

を制御しています。それらの神経伝達物質の中でも、ドーパミンとノルエピネフリンは類似

した化学構造を持ち、多くの脳機能において互いに関与しあっていると考えられています。

そのため、いつどこでどれくらいドーパミンとノルエピネフリン（ノルアドレナリンとも言

います）が放出されているかを調べることは、複雑な脳機能の解明に必須です。しかし、ド

ーパミンとノルエピネフリンは構造的に非常に類似しているため、それらを生体内で特異的

に、かつ高い感度並びに高い時間的・空間的分解能で観察することは困難でした。 

 今回、基礎生物学研究所 定量生物学研究部門／生命創成探究センター 定量生物学研究グ

ループの後藤祐平助教、青木一洋教授、デンマーク オーフス大学の中本千尋博士研究員、竹

内倫徳准教授らは、生理学研究所の深田正紀教授ら、デンマーク コペンハーゲン大学の

Gloriam 教授らとの共同研究により、赤色蛍光タンパク質を用いたドーパミンバイオセンサ

ー「R-GenGAR-DA」の開発に成功しました。この赤色蛍光ドーパミンセンサーのドーパミンに

対する高い選択性を利用し、既報の緑色蛍光ノルエピネフリンバイオセンサーと共に用いる

ことで、ひとつの細胞でドーパミンとノルエピネフリンを同時に可視化することに成功しま

した。 

 本成果は、英国の学術誌「Molecular Brain」に 2021 年 12 月 06 日付けで発表されました。 

 

【研究の背景】 

 ヒトをはじめとした動物の脳内では多くの神経細胞が複雑に協調して働き、記憶や情動、

運動機能など様々な脳機能を制御しています。神経細胞同士のシグナル伝達には、グルタミ

ン酸、GABA、ドーパミンやノルエピネフリン等の神経伝達物質が使われています。それぞれ

の神経細胞がこれらの物質を放出し、受け手側の神経細胞が受容体によってこれらの物質を

感知することで、情報の伝達がおこなわれています(図 1)。 

 

 

 

図 1：神経細胞による情報の伝達の概念図。

神経細胞から放出された神経伝達物質は、

受け手側の神経細胞の発現する受容体に

よって受容されることで情報が伝達され

ます。神経細胞にバイオセンサーを発現さ

せることにより、放出された神経伝達物質

を可視化することが可能となります。 
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 それらの神経伝達物質の中でも、ドーパミンとノルエピネフリンは類似した化学構造を持

ち、多くの脳機能において互いに協調しあって働いていると考えられています。そのため、

いつどの場所でどれくらいドーパミンとノルエピネフリンが神経細胞から放出されているか

を計測することは、複雑な脳機能の解明に必須です。しかし、ドーパミンとノルエピネフリ

ンは構造的に非常に類似しているため、それらを生体内で特異的に、かつ高い感度並びに高

い時間的・空間的分解能で観察することは技術的に困難でした。 

 そこで、本研究グループは、蛍光タンパク質を使ったバイオセンサーに着目しました。蛍

光タンパク質を使ったバイオセンサーは、時間的・空間的な分解能が高く、いくつかの神経

伝達物質の検出法として近年盛んに開発されるようになってきました。このバイオセンサー

は、神経伝達物質の受容体（G タンパク質共役型受容体）に蛍光タンパク質を融合したもの

で、神経伝達物質を受容した際の受容体の構造変化を蛍光タンパク質の蛍光輝度の変化へと

変換します。このバイオセンサーを任意の神経細胞に発現させることで、神経細胞外のドー

パミンとノルエピネフリンを高い時間的・空間的な分解能で、同時に可視化することができ

ると考えました。 

 しかし、ドーパミンとノルエピネフリンを同時に可視化するためには、2つの問題がありま

した。１つ目は、既存のドーパミンバイオセンサーとノルエピネフリンバイオセンサーは緑

色蛍光タンパク質をもとに作製されているため、ドーパミンとノルエピネフリンを区別して

可視化することができません。2つ目は、ドーパミンとノルエピネフリンの化学構造が類似し

ているため、既存のドーパミンバイオセンサーはある程度ノルエピネフリンにも反応してし

まうことが知られています。そこで、既存の緑色蛍光ノルエピネフリンバイオセンサーと同

時可視化可能なドーパミンに対して高い選択性を持つ赤色蛍光ドーパミンバイオセンサーの

開発に着手しました。 

 

【研究の成果】 

 本研究では、まずはじめに、赤色蛍光でドーパミンを観察可能なバイオセンサーのスクリ

ーニングを行いました。5種類あるヒトのドーパミン受容体のうち DRD1 とよばれる受容体を

骨格として、細胞内のシグナル伝達分子との結合に関与する細胞内側 3 番目ループ（ICL3）

を赤色蛍光タンパク質の円順列変異体である cpmApple に置き換えました（図 2左）。DRD1 が

ドーパミンを受容すると、受容体の構造が変化し ICL3 にその構造変化が伝わります。挿入さ

れた cpmApple はその構造変化により蛍光輝度が変化するため、細胞外のドーパミン濃度に応

じて蛍光輝度が変化するバイオセンサーとなります。研究グループは、この赤色蛍光ドーパ

ミンバイオセンサーを「Red Genetically encoded GPCR Activation Reporter for DA (R-

GenGAR-DA)」と名付けました。構造変化を蛍光輝度変化に効率よく変換するためには、DRD1

と cpmApple を接続するリンカー部位のアミノ酸配列が重要となります。そこで、リンカー部

位にランダムな変異を導入して、ドーパミンによる蛍光輝度変化が大きくなる変異体をスク

リーニングしました。800 種類近くの変異体ライブラリーを作製し、一つ一つの変異体のドー

パミンへの応答性をイメージングによって調べました。その結果として、もっともドーパミ

ンへの応答性が大きかった変異体を「R-GenGAR-DA-1.1」と名付けました（図 2右）。 
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図 2. 赤色蛍光ドーパミンバイオセンサーの作製戦略。（図左）ヒト・ドーパミン受

容体 DRD1 をもとにして、細胞内側 3番目ループ（ICL3）に赤色蛍光タンパク質の円

順列変異体である cpmApple を挿入します。ドーパミンが結合して DRD1 の構造が変

化すると、cpmApple の蛍光輝度が変化します。（図右）リンカー部位にランダム変異

を入れて蛍光輝度値変化が大きい変異体をスクリーニングしました。 

 

 

 R-GenGAR-DA-1.1 はノルエピネフリンと比較してドーパミンに対する特異性があまり高く

なかったため（13 倍程度）、更にバイオセンサーの最適化を行いました。具体的には R-GenGAR-

DA-1.1 のドーパミン結合部位、DRD1 の保存された領域やリンカー部位周辺に、アミノ酸の置

換あるいは挿入を行いました。その結果、リンカー部位 N 末端にグルタミンを挿入した変異

体「R-GenGAR-DA-1.2」がセンサーとして優れた性質を持っていることを発見しました（図 3

左）。R-GenGAR-DA-1.2 は、ドーパミン投与により蛍光輝度が減少し（図 3右）、ドーパミン濃

度に応じて蛍光輝度減少量が変化します。また、ドーパミンへの選択性がノルエピネフリン

と比較して 66 倍と高く（図 3 左下）、生体内でもドーパミンとノルエピネフリンを見分ける

ことができると期待されました。 
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図 3. リンカー部位に変異を導入した R-GenGAR1.2 はドーパミンに対して高い特異

性を持ちます。（図左）R-GenGAR1.2 の模式図(上)。R-GenGAR1.2 は、ノルエピネフリ

ン（NE)と比較してドーパミンに対する特異性が高かった（下）。（図右）R-GenGAR-

DA1.2 を発現させたヒト培養細胞(上)、およびラット神経初代培養細胞（下）にドー

パミン（DA）刺激をした後、DRD1 の阻害剤（SCH）を投与しました。蛍光輝度の変化

を疑似カラーで表示しています。 

 

 

 

 最後に、R-GenGAR-DA-1.2 は高いドーパミンへの選択性を示したので、既存のノルエピネフ

リンに対して高い選択性を示す緑色蛍光ノルエピネフリンバイオセンサー（GRABNE1m, Feng 

et al.,2019, Neuron）と同時に用いることで、一つの細胞でドーパミンとノルエピネフリン

を可視化できるかを検証しました。R-GenGAR-DA-1.2 と GRABNE1m を共発現させた HeLa 細胞、

およびラットの初代神経培養細胞を用意し、ドーパミンとノルエピネフリンをそれぞれ投与

しました。多重蛍光イメージング法を用いて赤色蛍光と緑色蛍光の増減を観察することで、

ドーパミンとノルエピネフリンが投与されていることをそれぞれ独立に一つの細胞で観察す

ることに成功しました（図 4）。 
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図 4. ドーパミンとノルエピネフリンの多重蛍光イメージング。（図上）R-GenGAR-

DA-1.2 と GRABNE1m を発現させた HeLa 細胞。ノルエピネフリン（NE）、ドーパミン

（DA）、α2アドレナリン受容体の阻害剤（YO）、DRD1 の阻害剤（SCH）を順番に投与

しました。右図の画像は、左図の四角で囲った領域におけるそれぞれのバイオセンサ

ーの蛍光輝度変化を疑似カラーで表しました。（図下） R-GenGAR-DA-1.2 と GRABNE1m

を発現させたラット神経初代培養細胞。ノルエピネフリン（NE）、ドーパミン（DA）、

α2 アドレナリン受容体の阻害剤（YO）、DRD1 の阻害剤（SCH）を順番に投与しまし

た。右図のグラフは、左図の四角で囲った領域におけるそれぞれのバイオセンサーの

蛍光輝度変化を表しています。 

 

【本研究の課題と今後の展望】 

 本研究では、ドーパミンに対する選択性の高い新規赤色蛍光ドーパミンバイオセンサー「R-

GenGAR1.2」を作製し、既報のノルエピネフリンに対して高い選択性を示す緑色蛍光ノルエピ

ネフリンバイオセンサーと組み合わせることで、ドーパミンとノルエピネフリンを区別して

可視化することに成功しました。しかし、この赤色蛍光ドーパミンバイオセンサーを用いて、

動物個体内でドーパミンをイメージングするためには、さらなる改良が必要です。 
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