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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、長年懸案であった嗅覚受容体によって指令される嗅神経細胞の軸索投射及び嗅
覚神経地図形成の分子機構について、ほぼその全容が解明された。また匂い情報の識別に関し
ては、同じ匂い分子であってもその質感の判断が、遺伝的にプログラムされた本能判断と記憶
に基づく学習判断に対して、情報を受容するレセプターの段階から、互いに独立した２つの神
経回路によって並行して処理されている事が明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this project, we have revealed the molecular logics of olfactory map formation.  Axons of olfactory 

sensory neurons (OSNs) are guided to approximate locations in the olfactory bulb by a combination of 

dorsal-ventral patterning, which is based on anatomical locations of OSNs, and anterior-posterior 

patterning, which is regulated by cAMP signals whose levels are uniquely determined by odorant 

receptor species.  It was also found that odor information is separately processed by two distinct 

circuits; one is for hard-wired innate responses, and the other is for memory-based learned behaviors. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 2006年秋の申請時点での研究の背景は以
下の通りである。 

 

（１）国内外に於ける研究の背景 

 ヒトやマウスは外界からの様々な情報を五
感を介して識別し行動している。その中で嗅

覚・味覚など化学情報の受容、すなわち
chemo-sensing の能力は線虫から哺乳類に至
るまで一般的に備わっており、生存に不可欠
な求餌、毒物や天敵に対する忌避、フェロモ
ンを介した性識別や生殖行動などで中心的役
割を果たす。 

 ヒトやマウスの嗅覚受容体（odorant 

receptor : OR）遺伝子系では、免疫系の抗体遺
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伝子同様、１つの細胞で１種類の受容体遺伝
子が、２つある対立遺伝子の一方からのみ発
現するというきわめてユニークな発現様式を
とっている（allelic exclusion）。また、嗅細胞
の嗅球への軸索投射は、個々の細胞が発現す
るOR 分子の種類によってその位置が規定さ
れ、嗅球上の投射先である糸球構造
（glomerulus）とOR の間には１：１の対応関
係が成り立っている。したがって匂い情報が
嗅上皮から入力されると、嗅球表面にはちょ
うど1,000 個の糸球を素子とする電光掲示板
のように、濃淡を含む糸球の発火のパターン
が形成され、この匂い地図によって匂いの種
類と質を脳が識別すると考えられている。 

 本研究課題で扱う嗅覚など化学情報受容の
研究には長い歴史が有り、特にYale 大学の
Gordon Shephard の一門による生理学的アプ
ローチ、例えばその門下であった森憲作(東大)

による匂い地図の研究やRandall Reed (Johns 

Hopkins大)による匂いシグナル伝達の研究等
が特筆される。続いて、ケモセンシングの研
究が分子生物学の時代に突入したのは、Linda 

Buck とRichard Axel (Columbia大)によって
ORの候補遺伝子が単離された1991 年である。
但し、遺伝子は単離されたものの、軸索投射
や情報処理など基本的問題の多くは解明され
ないまま残され、最も重要であったOR の種
類に依存した神経回路形成の分子基盤につい
ては、遺伝子単離後15 年を経た2006年の時点
に於いても殆ど理解されていなかった。 

 

（２）申請者のグループによる研究の背景 

 申請者らはOR 遺伝子のmono-allelicな発現
に関して、その発現を正に制御するシスエレ
メント H を発見し、同時にOR 遺伝子の発現
産物が他のOR 遺伝子の新たな発現を抑制す
るfeedback 制御のあることを報告した
(Science, 2003)。申請者はまた、長年謎とされ
てきた嗅細胞軸索投射におけるOR 分子の役
割について画期的発見を行った。即ち、OR 分
子が直接的に軸索のターゲティングや選別に
関わるとされてきたこれ迄の考え方を覆し、
OR のidentity が接着・投射分子の量と組み合
わせという分子コードに変換されて軸索末端
に表現されている事を見出した（Science, 

2006; Cell, 2006）。これらOR遺伝子の発現や
軸索投射に関する申請者の研究についての国
際的反響は大きく、Gordon Research 

Conference, Keystone Symposium や Cold 

Spring Harbor Meeting 等で高い評価を得た。 

 

２．研究の目的 

 

 申請時の研究目的は以下の通りである。ま
た、研究期間中の大きな変更はない。 

 

 本研究課題では嗅覚系をモデルシステムに
用いて、個々の神経細胞の個性、即ちneuronal 

identity がどの様に獲得され、それが軸索末端
にどの様に分子コード化されて回路形成が起
こるのかを明らかにする。マウス嗅覚系のOR

遺伝子は、免疫系の抗原受容体遺伝子をしの
ぐ最大の多重遺伝子ファミリーを形成してい
る。一方リガンドである匂い分子は数万種類
とされ、個々の匂いは複数の匂い分子の組合
せ及び量比によって規定されているので、匂
い情報の種類はほぼ無限といってよい。この
多様な匂い情報を一千余りの受容体遺伝子で
どの様に識別するのかが、この分野における
大きな課題であった。 

 多様な匂い情報を一千種類程度のOR分子
で識別するからくりは、嗅球における匂い情
報の画像化にある。この匂い情報の２次元変
換は一神経・一受容体および、一糸球・一受
容体という、２つの基本ルールによって支え
られている。本研究課題では主として、同種
のOR 分子を発現する嗅細胞の軸索同士が特
定の糸球へと収斂する、いわゆるOR-instructed 

な軸索投射メカニズムの解明を目的とする。
具体的には発現するOR の種類によって決ま
る個々の嗅細胞のidentity が、軸索末端にどの
様に分子コード化されているのかという
neuronal identity code の分子実態の解明を目
指す。 

 

３．研究の方法 

 

 申請時に計画された研究の方法は以下の
通りである。研究は大筋に於いて申請された
方法に従って遂行され、期待を超える成果が
得られた。 

 

（１）匂い地図形成の基本原理（DV 軸）  

 申請者のグループは、嗅細胞の嗅上皮での
位置がその軸索投射に於けるDV 軸のパラメ
ーターになっている事を見出した（J. 

Neurosci., 2005）。本研究課題では、嗅細胞の
嗅上皮に於ける位置情報がその軸索の嗅球に
於ける投射位置の決定にどう反映されている
のかについて解析を試みる。具体的には軸索
投射分子の濃度勾配を想定し、嗅上皮及び嗅
球上に分布する誘導分子の探索を行う。これ
についてはすでに、Neuropilin-2やRobo-2 など
がその候補として挙げられている。本研究で
は、これら分子を特定のOR と共に発現させ、
発現嗅細胞の軸索投射がDV 軸に沿って移動
するかどうかを解析する。また、嗅上皮に於
ける嗅細胞の位置情報が、OR 遺伝子の選択
をどう規定しているのかについて、発生過程
における細胞分化のlineage 制御の観点から
考察する。 

 

（２）匂い地図形成の基本原理（AP 軸）  



 

 

 次にAP 軸に沿った軸索投射のパラメータ
ーの決定であるが、申請者らはOR を介した
cAMP のシグナルの強さがこのプロセスに深
く関わっている事を見出した（Science, 2006）。
即ち、OR 分子においてG タンパク質を活性
化するのに必要な部位（DRY モチーフ）を変
異させると軸索投射が乱れ糸球が形成されな
くなる事、またGolf 類似のG タンパク質で、
嗅細胞の分化段階初期に発現するGs の活性
を変動させると嗅細胞の軸索投射位置がAP 

軸に沿って移動する事が見出された。これら
の観察は、OR の種類という嗅細胞のidentity 

が、Gs タンパク質を介してcAMP のレベルと
いうパラメーターに変換され、軸索の投射に
関与している可能性を示唆している。本研究
課題では、cAMP 依存的に働くタンパク質リ
ン酸化酵素(PKA) や転写制御因子（CREB） 

の変異遺伝子を特定のOR遺伝子にIRESを介
してリンクさせ、それらの嗅細胞の投射に与
える影響について解析する。また、cAMP の
シグナル強度によって転写量が変わる軸索投
射因子のスクリーニングを行う。申請者等は、
single-cell RT-PCR を用いることにより、軸索
投射・シナプス形成に関与する遺伝子の探索
を試みた。その結果、Neuropilin-1など、神経
活動非依存的に発現し、嗅球上の糸球におい
てAP 軸に沿った濃度勾配を示す候補分子を
複数種類同定した。本研究で、これら遺伝子
について、トランスジェニックマウスを用い
たモザイクマウスの解析を試みる。 

 

（３）ゾーン特異的欠損マウスの匂い識別  

 ヒトやマウスにおいて匂い情報は情動と密
接に関連している。解剖学的にも嗅球からの
匂い情報が情動反応に重要である大脳辺縁系
の扁桃体へと直接伝達されていることから、
他の感覚系に比べて入力によって誘起される
情動反応を解析するのに適した系である。本
研究では、野生型マウスが嫌う2-methyl-butiric 

acid（2-MBA）や天敵であるキツネの肛門分
泌線に検出されるtri-methyl-thiaoline (TMT) 

を用いて解析を行う。これら分子は嗅球のゾ
ーン１と非ゾーン１に存在する異なる糸球を
共に発火させるが、ゾーン１除去マウスでは
ゾーン１領域の糸球が欠失しているので、非
ゾーン１領域の糸球のみでこの匂いを検出す
る。興味深いことに、野生型マウスは2-MBA 

やTMT を先天的に忌避するのに対し、ゾーン
１除去マウスではこれら分子に対し興味を示
すものの嫌悪感を表さない。本研究では、嗅
球の様々な投射領域を空白にした遺伝子改変
マウスを作製しその行動を解析する事により、
嗅球に形成される匂い地図と匂い情報の質と
の関係を明らかにする。 

 

（４）OR 遺伝子の単一発現制御  

 申請者のグループでは、OR 遺伝子の発現
を制御するlocus control region (LCR)としてH 

領域を報告した(Science, 2003)。Columbia大学
のAxel 博士のグループは、H 領域のメチル化
がOR 遺伝子のmono-allelic な発現制御に関
わっている可能性を報告している。このH 領
域のDNA メチル化は、通常知られているCpG 

配列をターゲットとするものではなく、CpA 

配列のメチル化であり、メチル化酵素Dnmt3A 

による特殊なものである。本研究では、OR 分
子から入力されるfeedback シグナルのターゲ
ットが、H 領域のDNA メチル化部位である
可能性を想定し次の様な実験を計画する。先
ず、DNAメチル化酵素Dnmt3A の嗅細胞特異
的なconditional ノックアウトを行い、OR 遺
伝子の単一発現が維持されているかどうかを
解析する。次にH 領域のメチル化であるが、
これ迄に31 のCpA 配列にDNA メチル化が
検出されている。本研究ではこれらメチル化
を受けるCpA 配列に変異を導入してメチル
化を阻害した場合、OR の単一発現制御にど
のような影響が出るかについて検討する。ま
たこのDNA メチル化が、H 領域の活性化に
必要なのか、不活性に必要なのかについて考
察し、allelic exclusion との関連を調べる。 

 
４．研究成果 
 
 本研究による成果は次の四点にまとめら
れる。それらはいずれもインパクトファクタ
ーの高いジャーナルの articleとして公表され、
国際的にも高い評価を得ている。 
 

（１）前後軸に沿った軸索投射  

 前後軸に沿った嗅覚神経地図形成に関し
ては、以前、発現する ORの種類に応じて産
生される固有なレベルの cAMP が、
Neuropilin-1 (Nrp1)など軸索ガイダンス分子
の転写量を決定する事によって制御される
事を報告した(Imai et al., Science, 314, 657-661, 

2006)。我々は更に、この Nrp1 受容体の反発
性リガンド、Semaphorin-3A (Sema3A)が、タ
ーゲットである嗅球ではなく、嗅細胞におい
て Nrp1 と相補的に発現する事を見出した。
これは、Nrp1と Sema3Aの反発性シグナルを
介して、軸索束内での軸索間相互作用により
神経地図のトポグラフィーがつくられるこ
とを示している。ここで見出された神経地図
形成における pre-target axon sorting の考え方
は、高等動物の脳における神経マップ形成の
新たなストラテジーとして注目されている。
(Imai et al., Science, 325, 251-260, 2009) 

 

（２）背腹軸に沿った軸索投射  

嗅覚神経地図の背腹軸に沿ったトポグラ
フィーは、前後軸とは異なり、嗅細胞の嗅上
皮における細胞体の相対的位置によって決



 

 

定される。この背腹軸に沿った軸索投射を制
御する分子として、Nrp2 受容体とその反発性
リガンドである Sema3F が候補として挙げら
れていた。我々は当初、Sperryの化学親和性
モデルに従い、Nrp2は軸索末端で Sema3F は
ターゲットである嗅球において発現すると
考えた。しかしながら、予想に反して Sema3F

遺伝子は嗅球細胞では転写されず、Nrp2 同様、
嗅細胞によって濃度勾配をなして、しかも相
補的に産生される事が判明した。これらの研
究により、背腹軸に沿った嗅覚地図のトポグ
ラフィーは、発生過程に於ける sequential な
軸索投射と、腹側に向かって拡張していく嗅
球構造を背景に、反発性の Sema3F とその受
容体である Nrp2との相補的発現によって形
成されることが明らかになった。 

(Takeuchi et al., Cell, 141, 1057-1067, 2010) 

 

（３）OR遺伝子の単一発現制御  

 匂い分子を受容する ORはマウスの場合約
一千種類存在するが、個々の嗅細胞はそのう
ちの1種類のみを相互排他的かつmono-allelic

に発現している(1神経・1受容体ルール)。我々
は先に報告したOR遺伝子のLCRの一つであ
る H 領域 (Serizawa et al., Science, 302, 

2088-2094, 2003) に必須配列を同定する為、
ゼブラフィッシュのアッセイ系を用いて、
様々な欠失変異体を作製しその活性を解析
した。その結果、H 領域の中央部に位置する
わずか 124bpの配列内にエンハンサー活性が
あることが判明した。Columbia 大学の Axel

博士のグループは、我々の同定した H 領域が
染色体を越えてトランスに働き得るのでは
ないかという、転写制御ハブ複合体モデルを
提唱した。我々はこのモデルの真偽を検証す
る為、Hコア領域のノックアウトマウスを作
製した。その結果、Axel 博士らのモデルは支
持されず、H領域はトランスではなく、シス
にのみ働く制御領域である事が示された。
(Nishizumi et al., PNAS, 104, 20067-72, 2007) 

 

（４）糸球地図の領野特異的な欠損マウス  

 様々な匂い情報は約 1000 画素からなる糸
球地図というデジタルスクリーンに、糸球の
発火パターンとして画像展開され、この匂い
地図をもとに脳が匂いの質と種類を判別す
る。ところでこの糸球地図は大脳皮質のブロ
ードマンマップの様に、その領野ごとに匂い
識別に対して異なる機能を持つのだろうか。
我々は背側(dorsal: D)ゾーン特異的なプロモ
ーターと、神経細胞特異的なプロモーター活
性を組み合わせる事により、Dゾーンの嗅細
胞のみが選択的に除去される変異マウス
(ΔD)を作製した。次に様々な匂いに対するマ
ウスの行動を調べたところ、変異マウスは天
敵臭など忌避物質の匂いを正常に検知出来
るにもかかわらず、全く忌避行動をとらずむ

しろ強い好奇心を示した。ちなみに ΔD マウ
スは、忌避物質の匂いに痛みを連携して学習
させた後は、同じ匂いに対して忌避を示す。
ここで得られた実験結果は、先天的行動を支
配する本能判断のために神経回路が、記憶に
基づく学習判断の為の回路とは独立に、入力
の段階から別れて機能する事を示している。
この研究はネコを恐れない fear-less マウスと
して、英国 BBC やフランス国営放送など、
海外メディアで広く取り上げられた。
(Kobayakawa et al., Nature, 450, 503-508, 2007) 
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