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研究成果の概要（和文）：嗅覚器は超高感度な匂いセンサーであり、それに関わるほとんどの遺伝子の機能が明
らかにされている。しかしこれらの遺伝子を細胞に機能的に発現させても嗅覚の超感受性は再現されず、嗅覚を
ベースとする匂いセンサーの開発の大きな支障となっている。本研究では、超高感度センサーを実現するための
基盤技術開発を目的として、細胞外物質による嗅覚感度調節に着目しその分子機構解明やデバイス開発を実施し
た。その結果、匂い応答の指標であるcAMPのリアルタイム計測など、様々な嗅覚と関連した測定技術の開発に成
功し、嗅覚には超感受性だけでなく高速応答性が独自に備わっていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The olfactory organ is an ultra-sensitive odor sensor, and almost all genes 
involved in this signal transduction cascade have been identified. However, functional expression 
systems do not reproduce the performance of olfaction, indicating that the elucidation of the 
ultra-sensitivity mechanism is required for developing biomimetic odor sensors. In this study, with 
the aim to develop foundational technologies for biomimetic odor sensors, we examined the role of 
extracellular substances in the regulation of olfactory sensitivity, and the techniques for 
stimulating cells in an aqueous solution with vapor odorants. As a result, we successfully developed
 various measurement techniques related to the detection of response of cells expressing odorant 
receptors to vapor odorants, using real-time measurement of cAMP, a direct indicator of odor 
response. We demonstrated that the olfactory organ is not only ultra-sensitive but also possesses a 
unique rapid response capability to odorants.

研究分野： 感覚生理学

キーワード： 匂いセンサー　嗅覚　生体機能利用　電気化学　嗅粘液　味覚

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の最大の成果は、脊椎動物で匂い応答の直接指標となるcAMPの高速イメージングに成功し、嗅覚には超感
受性だけでなく、動物が素早く匂いを検出するための高速応答性が備わっていることを明らかにしたことであ
る。これまで生物模倣型の匂いセンサー素子として、電気信号を直接発する昆虫の嗅覚受容体が主に利用されて
いたが本技術により、イヌも含めた脊椎動物の嗅覚受容体をセンサーに利用できるようになった。また嗅覚器を
模倣するための人工粘液の作製や匂い物質の無細胞計測など、匂いセンサー開発に関連する様々な基盤技術を発
展させることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 外界の化学物質を認識する嗅覚器の識別能力は、化学センサーの中でもっとも優れていると
言われている。例えばイヌの鼻が極めて高感度に匂いを認識できることは広く知られており、オ
スのカイコガでもメスの放出するわずか数十分子のフェロモン分子を検出できるという。嗅覚
に関わる遺伝子は既にそのほとんどが明らかにされており、その主要な分子機構も解明されて
いる。現在ではこれらの遺伝子を培養細胞で再構成することでそのセンシング能を再現するこ
とができるが、感覚器に備わった優れた機能性は再現できていない。その大きな原因としてこれ
までは、イヌの嗅覚の高感受性は人間のおよそ 1000 倍の数にもなる嗅神経細胞を持つことで実
現されている、といった細胞の量的原因が主に考えられてきた。しかしラージスケールでの培養
細胞の匂い応答を計測しても感度は改善されず、嗅覚の超感受性を実現する分子機構は未解明
と言ってよい。一方でここ数年、鼻粘膜組織のプロテオーム解析や匂い選択性に影響する細胞外
物質の報告により、これまで未解明であった、匂い認識における鼻粘液の役割が注目されるよう
になった。これらの研究は、鼻粘液に匂いの感受性や選択性に関与する機構が存在することを示
唆している。ヒトにおいても疾病により鼻粘液の分泌が変化すると、匂いの認識が変化すること
が経験的に知られている。このような背景に加え代表者はこれまでの研究活動により、細胞外物
質によって化学感覚受容体の応答が増強または抑制されることを見出しており、嗅粘液の分泌
異常が匂い知覚に影響することや、細胞表面の液層によって嗅覚受容体のリガンド選択性が変
化することを報告している。 
 以上のように、嗅覚を模した化学センサーの実現には嗅覚の超感受性を実現する分子機構の
解明が必須であり、近年、その分子実体として嗅粘液が関わることが示唆されつつある。したが
って代表者が見出した細胞外物質による化学感覚の応答増強が、細胞外物質・匂い物質・受容体
のそれぞれどのような化学的性質を介した相互作用によって生じているのか、その分子基盤を
明らかにすることは、嗅覚の謎を解明する大きな手がかりになることが期待できる。またその解
明によって、化学感覚受容体を利用した高機能性分子センシング技術の実現につながることが
期待できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、イヌの鼻で広く知られているような、化学感覚器に備わるリガンドに対する超高感
受性を実現する分子基盤を解明し、それを人工的に再現することを目指した。そのために代表者
が見出した、嗅粘液や食品添加物に含まれる細胞外物質により味覚・嗅覚応答が増強される分子
基盤を明らかにし、センシング技術と統合することを最終的な目標とした。そして得られた知見
をもとに、遺伝子再構成系や幹細細胞分化誘導技術、微細加工技術などの融合で、培養細胞をセ
ンサー素子として利用し、生体の嗅覚器と同様に大気中の匂い物質を検出させることを目指す。
これらの研究課題を実現するために必要な基盤技術開発に取り組み、バイオミメティックな高
感度化学センサーの開発につなげることを最終目的とした。 
 
３．研究の方法 
 嗅覚受容体を利用した生物模倣型化学センサーを実現するためには機能的な嗅覚受容体の再
構成、緩衝液中の受容体へ匂い刺激を行うデバイス開発、応答測定技術など様々な基盤技術開発
が必要となる。また匂い応答の感度を調節する分子機構の解明には様々な分子間相互作用の計
測や解析対象となる嗅粘液に含まれる細胞外物質の生合成が必要となる。本研究ではこの課題
達成に向け、遺伝子再構成実験、分析化学的手法、オルガノイド培養技術などを組み合わせた統
合的アプローチを実施する。 
 まず培養細胞を用いた化学感覚受容体の遺伝子再構成系により、匂い応答に影響を与える細
胞外構成成分のスクリーニングとその効果の検証を行った。匂い応答の計測にはこれまで、細胞
内カルシウム濃度の計測が一般的である。代表者もこの手法を用いて、主に昆虫嗅覚受容体によ
る細胞外物質の探索を行ってきた。しかしこの手法では、脊椎動物嗅覚受容体の匂い応答がリア
ルタイム計測できない問題があった。そこで匂い応答の直接指標となる細胞内 cAMP 濃度の計測
技術との技術統合も試みた。嗅粘液の人工作製には幹細胞から粘液分泌細胞を分化させ、培地中
へ粘液を分泌させることを試みた 
 緩衝液中でしか生存できない培養細胞を大気中の匂い分子を検出するためのセンサー素子と
して利用するためには、嗅覚器と同様に、細胞表面にマイクロスケールの液層を構築しなければ
ならない。しかし現在の微細加工技術を用いてもこの課題は実現できておらず、匂いセンサー開
発の大きな妨げとなっている。本研究ではこの課題に関し、嗅覚器の粘液分泌腺を模したマイク
ロスリットを備えた測定チェンバーを作製し、気体状匂い刺激に対する培養細胞の応答計測を
試みた。 
 拡散などの分子移動は、匂い応答に影響する物理的な要因の一つと考えられている。拡散の指
標となる拡散係数は電気化学的手法で計測可能であるが、ほとんどの匂い物質である揮発性有
機溶媒は電気化学計測が困難である。代表者らはその計測手法開発に長年取り組んでおり、本研



究ではこれまで取り組んでいたサイクリックボルタンメトリー法に加え、クロノクーロメトリ
法についても計測手法開発に取り組み、匂い物質と細胞外物質との相互作用について検討した。 
 
４．研究成果 
 本研究では生物模倣型匂いセンサーの実現のために、匂い応答細胞と嗅粘液層をデバイス上
で人工的に再現する試み、匂い応答の新規リアルタイム計測技術開発、電気化学的に匂い物質と
粘液構成物質との相互作用を解析する測定技術開発、化学感覚受容体とリガンド物質の相互作
用に関するタンパク質立体構造のモデルに関し成果を得た。具体的な成果としては、 
１） 培養細胞に気体状の匂い刺激を実現するデバイス開発として、ハイスループットに培養細
胞に気体状匂い刺激を行うデバイスおよび、マイクロスリットを備えた一細胞匂い応答計測用
デバイスを作製した。ハイスループットな匂い応答計測にはマイクロプレートリーダーを用い
て、cAMP 上昇に伴う発光タンパク質による発光量増加を計測する手法が広く利用されている。
この手法では通常、緩衝液に溶解させた匂い物質による液体匂い刺激が行われる。揮発した匂い
物質をマイクロプレート内へ拡散させる手法で気体状匂い刺激を行う方法も報告されているが、
感度は極めて低い。本手法ではマイクロプレートの上部に設置し、下部のプレートウェルへ一括
して気体状の匂い物質を揮発させる装置を作製した。本装置を用いて様々な嗅覚受容体発現細
胞へ気体状匂い刺激を行ったところ、これまでの手法よりも効率的に匂い応答を計測すること
ができた。匂い物質によっては最大で３０倍程度の感度改善が認められたが、液相刺激で応答し
ても気相刺激は応答しない匂い物質も確認された。現在この手法を用いて引き続き、様々な受容
体と匂い物質との応答計測を実施している。 
 気体状の匂い刺激に対する細胞の応答測定では、細胞表面の液層の蒸発が最大の問題となる。
これまで主にゲルを用いて課題克服を試みていたが、液層の制御に課題があった。そこで下部に
緩衝液をバッファリングするためのマイクロチャネルを設置した、オープンチャネル型の測定
チェンバーを光造形で作製し、イメージングによる一細胞レベルでの気体状匂い刺激に対する
応答を計測した。その結果、オープンチャネルを介した緩衝液の供給による液層制御が可能とな
り、ゲルを用いたデバイスと比較してより安定的な匂い応答計測が可能となった。この結果は、
国際学会で報告した。 
２）匂い応答で生じる cAMP 濃度変化のリアルタイムイメージング法の開発に成功し、世界で初
めて匂い刺激で生じる細胞内での cAMP 濃度上昇を ms レベルでの時間解像度で計測することに
成功した。蛍光顕微鏡を用いて細胞内の cAMP 濃度をリアルタイムに計測する手法は以前より報
告されているが、匂い応答計測にはこれまで利用されていなかった。具体的にはゲノムに cpGFP
をベースとする cAMP 蛍光センサーを組み込んだ安定発現細胞株を作製した。この細胞株に対し
嗅覚受容体を高発現するクローンを選別し、匂いセンサー細胞とした。この細胞に様々な嗅覚受
容体を発現させ匂い刺激を行ったところ、これまでの計測手法と同様な嗅覚受容体の応答特性
を確認できた。生体の匂い応答は ms レベルで応答が発生しピークに到達し、匂い刺激終了後直
ちに応答が収束する高速な反応過程である。高速イメージングにより匂いに対する cAMP 応答を
高い時間分解能で動態解析したところ、培養細胞では生体同様に匂い刺激後 0.1 秒程度で cAMP
産生が活性化されるが、生体の急速な反応とは異なり緩やかな濃度上昇を示し、匂い刺激終了後
も１０秒以上にわたり cAMP 濃度上昇が持続する反応過程であることがわかった。このような持
続的な応答動態は、反応速度論に基づく cAMP 生合成過程のシミュレーションでも再現できた。
つまり生体の嗅神経細胞には、培養細胞には備わっていない、cAMP 応答を高速化する独自の分
子機構は備わっていることが示唆された。 
３）カイゴガ果糖受容体の立体構造モデルを構築し、嗅覚と異なって感度が低い味覚のリガンド
認識機構について報告した（Morinaga et al., 2022）。カイコガ果糖受容体は嗅覚受容体と構造
の類似性があるため、報告されている嗅覚受容体の立体構造を元に果糖受容体の構造モデルを
構築した。このモデルと遺伝子再構成系での応答を検討することで、受容体の果糖認識に関わる
アミノ酸領域を絞り込んだ。 
 
⑷ 細胞外物質と匂い物質との相互作用を詳細に解析するため、これまでに人工環境下で匂い物
質を電気化学的に計測する技術を開発した。特に疎水性の匂い分子に対する電気化学応答を精
密に取得するために、電極の種類の検討とその使用に関する計測法の最適化に重点を置いた。匂
い分子としてバニリンおよびその誘導体を複数種計測した。その結果、細胞外物質の有無により
酸化還元電流の増大が観察され、また分子の種類によってその効果の有無も確認できた。 
さらに、多様な匂い物質に対する電気化学計測法の確立を継続し、新たに解析していた細胞外

物質による酸化電流の増大効果がより顕著に現れる新規化合物を見出した。この電気化学計測
法を用いて、10 種類を超える疎水性匂い物質の検討を行い、粘液モデル溶液における応答増強
が in vitro でも確認された。特に、特定の化学構造を持つ分子に関しては、その効果が高いこ
とを明らかにした。 
 
⑸ 哺乳類の生体上皮モデルとして、マウスおよびサルの消化管オルガノイドを導入し、in 
vitro において化学物質の応答取得のためのプラットフォーム構築を行なった。サイトカイ
ンと培地成分の条件を変化させることにより、最終分化した内分泌細胞や Tuft 細胞などの
センサー細胞を得ることが可能となった。オルガノイドは３次元であるため、２次元平面培



養に培養系を変更し分化誘導させることに成功した。分化誘導された杯細胞は、カルバコー
ル刺激に対して粘液を分泌することが確認されたた。哺乳類の上皮細胞が産生する粘液を
入手することが難しかったが、上記システムにより粘液物質を調達する目処がついた。 
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