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研究成果の概要（和文）： 
 嗅覚系の神経回路網形成・機能構築原理の統合的解明へ向けて、遺伝学・発生工学・in vivo

蛍光可視化などの技術が利用可能なモデル脊椎動物としてのゼブラフィッシュの利点を最大限

に活用し、以下の３つの項目について解析を行った。（１）嗅覚神経回路網形成の分子・細胞メ

カニズムの解明、（２）高次嗅覚中枢における匂い情報コーディング原理の解明、（３）特定の

嗅覚行動の発現に結びつく嗅覚神経回路素子の同定。その結果、アミノ酸への誘引行動を司る

嗅覚神経回路の同定、嗅球から右手綱核へと至る非対称神経回路の発見など、多くの新知見を

得ることができた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
To understand the mechanisms underlying neural circuit formation and functional 
architecture of the olfactory system, we used a model organism, zebrafish, which is 
amenable to forward/reverse genetics, in vivo neural activity imaging, and various 
olfactory behavioral analyses.  As a result, we obtained several new findings including the 
identification of distinct types of olfactory sensory neurons responsive to different odor 
stimuli, the anatomical and functional dissection of olfactory neural circuitry mediating the 
attractive response to amino acids, and the discovery of a direct and asymmetric axon 
projection from the olfactory bulb to the right habenular nucleus.   
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１．研究開始当初の背景 
 

 嗅覚系は物体から発せられる匂い分子を

受容し、その情報を鼻から脳へと伝え、匂い

のイメージを脳内に表現・創造・記憶あるい

は快・不快の感情を誘起させる神経システム

である。1991 年の Linda Buck と Richard Axel

による嗅覚受容体遺伝子群の発見（2004 年度

ノーベル医学生理学賞）が契機となり、その

後、嗅覚研究は飛躍的に発展してきた。特に

電気生理学・神経活動イメージング・分子生

物学・発生工学などの手法を駆使した様々な

研究によって、嗅上皮の嗅細胞における嗅覚

受容体の発現と機能、嗅球における『匂い地

図』の存在が証明され、本研究開始時には、

鼻から脳の入口までに至る一次嗅覚神経系

の匂い情報コーディング様式については、か

なりの部分が解明されていた。しかしながら、

嗅球における『匂い地図』は匂い分子の構造

（例えば炭化水素の長さ、官能基、ベンゼン

環など）を基にした化学構造のマップであり、

匂いのイメージ形成、記憶、快・不快の感情

誘起などはさらに高次の嗅覚中枢において

創造されるものである。このような嗅球から

高次嗅覚中枢へと至る二次嗅覚神経系の機

能構築、さらには特定の嗅覚行動を司る神経

回路の実体については、ほとんど何もわかっ

ておらず、それらの解明が待たれていた。 

 
 
２．研究の目的 
 

 本研究課題においては、遺伝学・発生工

学・分子生物学・神経活動イメージング・神

経行動学など様々な実験手法を駆使するこ

とにより、ゼブラフィッシュ嗅覚神経系の全

体像に迫ることを目的とした。具体的には以

下の３つの項目について統合的なアプロー

チを行った。 

(1) 嗅覚神経回路網形成の分子・細胞メカニ

ズムの解明 

 嗅上皮から嗅球へと至る一次嗅覚神経回路、

嗅球内での匂い情報プロセシングを行う局所

神経回路、さらには嗅球から高次嗅覚中枢へ

と至る二次嗅覚神経回路を区別し、それぞれ

の回路形成に関わる機能分子群の実体を明ら

かにする。 

(2) 高次嗅覚中枢における匂い情報コーディ

ング原理の解明 

 一次嗅覚神経系に比して、嗅球から終脳へ

と至る僧帽細胞軸索の投射パターンとその形成メ

カニズムおよび高次嗅覚中枢における匂い情報の

コーディング様式については、ほとんど何も解明

されていない。そこで、二次嗅覚神経系の分子発

現・細胞構築・軸索投射パターン・神経回路形成・

神経活動さらには匂いイメージ形成に至るまでの

神経機構を分子レベル及びネットワークレベルで

アプローチし、高次嗅覚中枢における匂い情報コ

ーディング原理の解明を目指す。 

(3) 特定の嗅覚行動の発現に結びつく嗅覚神経回

路素子の同定 

 嗅覚記憶のモデルとして知られているサケの母

川回帰行動、フェロモンとしてのプロスタグラン

ジンＦ2a（ＰＧＦ２a）への追尾行動、アミノ酸や

胆汁酸など各種匂い分子に対する誘引・忌避・フ

リージング反応など、ゼブラフィッシュを用いて

実験室内で再現できる嗅覚行動の基盤を分子レベ

ル・細胞レベル・神経回路レベルで明らかにする。 

 
 
３．研究の方法 
 

(1) 嗅覚神経回路網形成の分子・細胞メカニズム

の解明  

 これまでショウジョウバエにおいて、ランダム

な染色体座にGal4転写活性化因子が導入された数

多くのジーントラップ系統が作製され、それらを

様々なUAS（Gal4活性化ドメイン）レポーター系統

と交配させることで、特定のタイプのニューロン

の標識、欠損あるいは活動阻害が可能であった。

申請者らは国立遺伝学研究所の川上らとの共同研

究で嗅覚神経系へのTol2トランスポゾン・ジーン

トラップGal4/UASシステムの応用を開始した。 

 まず初めに別のタイプの嗅覚神経系ニューロン

でGal4を発現するさらに多くのジーントラップ系

統を同定・樹立する。またこれらGal4系統を用い

て嗅覚神経系の特定のタイプのニューロンの発生

過程・神経連絡・生理機能の解析を行うために、

UASの下流に各種レポーターや機能遺伝子を繋げ

たトランスジーンを発現するトランスジェニック

マウスゼブラフィッシュ系統の作製を進める。さ

らに、各ジーントラップ系統においてGal4挿入染

色体部位を決定し、嗅覚神経系の特定のタイプの

ニューロンで発現する機能遺伝子を同定する。 

 同時並行して、Gal4認識・転写活性化配列UASの

下流に様々な蛍光レポーターや神経活動調節分子

を発現誘導できるトランスジェニック系統を樹立

する。次に、上記研究で得られた嗅覚神経系の異

なったタイプのニューロンにGal4を発現するジー



 

ントラップ系統と、さまざまなUASレポーター

系統を交配させ、神経解剖学的解析（GFP，RFP, 

Kaede, WGA）、神経活動イメージング（GCaMP2, 

synaptopHluorin,）、神経機能及び行動学的

解 析 （ Tetanus toxin, Diphteria toxin, 

Nitroreductase, Channelrhodopsin）へと応

用を試みる。 

 

 (2) 高次嗅覚中枢における匂い情報コーディ

ング原理の解明 

 一次嗅覚神経系に比して、嗅球から終脳へ

と至る二次嗅覚ニューロン（僧帽細胞）の軸

索投射パターンとその形成メカニズムおよ

び高次嗅覚中枢における匂い情報のコーデ

ィング様式については、ほとんど何も解明さ

れていない。そこで本項目では、二次嗅覚神

経系の分子発現・細胞構築・軸索投射パター

ン・神経回路形成・神経活動さらには匂いイ

メージ形成に至るまでの神経機構を分子レ

ベル及びネットワークレベルでアプローチ

し、高次嗅覚中枢における匂い情報コーディ

ング原理の解明を目指す。 

 嗅球よりさらに高次の嗅覚中枢を解析する

ためには、僧帽細胞で特異的に機能する遺伝

子発現プロモーターを利用して、各種レポー

ターや機能分子を発現させる手法が有効で

ある。申請者らは、ゼブラフィッシュ嗅球の

一部のタイプの僧帽細胞において再現性良

く機能する Lhx2a遺伝子発現プロモーターの

単離、さらには僧帽細胞で YFP を発現するト

ランスジェニックゼブラフィッシュの作製

に成功した。このトランスジェニックゼブラ

フィッシュの詳細な神経解剖学的解析を行

い、嗅球から高次嗅覚中枢への軸索投射パタ

ーンを明らかにする。また Lhx2a 遺伝子発現

プロモーターの支配下に Gal4 を発現するト

ランスジェニックゼブラフィッシュの作製

も行い、（１）で得られる各種 UAS 系統との

交配に備える。さらに Lhx2a 遺伝子発現プロ

モーターを用いてのモザイク発現解析によ

り、単一の僧帽細胞を蛍光可視化する技術を

開発し、異なった糸球体から情報を受け取る

僧帽細胞の形態・神経連絡・機能の相同性と

相違性を明らかにし、嗅球から高次嗅覚中枢

へと至る軸索投射マップを作成する。 

 

(3) 特定の嗅覚行動の発現に結びつく嗅覚神

経回路素子の同定 

 嗅覚記憶のモデルとして知られているサ

ケの母川回帰行動、性フェロモンとしてのプ

ロスタグランジンＦ２a によって誘起される

性行動、アミノ酸や胆汁酸など各種匂い分子

に対する誘引反応、皮膚抽出物に含まれる警

報フェロモンによって誘起される忌避行動

など、ゼブラフィッシュを用いて実験室内で再現

できる嗅覚行動の基盤を分子レベル・細胞レベ

ル・神経回路レベルで明らかにする。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) 嗅覚神経回路網形成の分子・細胞メカニズム
の解明 
 Tol2 トランスポゾンを用いてのジーントラッ
プスクリーニング及び既知遺伝子の発現調節プロ
モーター領域を用いてのトランスジェネシスによ
り、嗅覚神経回路の一部のニューロンに Gal4 を発
現する約 30 種類の系統を樹立した。ジーントラッ
プ系統のうち、5系統については Gal4 挿入遺伝子
座を同定し、それら遺伝子の嗅覚神経系における
機能を現在解析している。 
 並行して、GFP、膜移行型 YFP、膜移行型 RFP、
シナプス小胞型 GFP、Kaede、WGA、synaptopHluorin、
GCaMP2.2、GCaMP4、Tetanus toxin、Nitroreductase、
弱毒化型 Diphteria toxin、Channelrhodopsin な
どの発現誘導可能な UAS レポーター系統の作製に
も成功した。 
 
(2) 高次嗅覚中枢における匂い情報コーディング
原理の解明 
 嗅球から高次嗅覚中枢へと至る二次嗅覚神経系
の分子発現・細胞構築・軸索投射パターン・神経
回路形成・神経活動さらには匂いイメージ形成に
至るまでの神経機構を分子レベル及びネットワー
クレベルでアプローチし、高次嗅覚中枢における
匂い情報コーディング原理の解明を目指して研究
を行った。嗅球僧帽細胞の一部のサブセットで選択
的に機能する遺伝子発現エンハンサーの同定に成功
し、その神経解剖学的解析を単一細胞ラベリング法
などの技術を駆使して行った。その結果、嗅球の内
背側部の糸球体から情報を受け取る僧帽細胞はその
軸索を終脳領域へとともに、右の手綱核の内側部へ
と直接かつ非対称的に投射するという新たな神経回
路を発見した（図１）（Miyasaka et al., 2009）。こ
の知見は、感覚入
力情報として左
右の非対称性を
もたない嗅覚系
において、神経接
続で非対称性を
創造し、何らかの
特異的な行動出
力へと結びつけ
るための回路メ
カニズムの基盤
になっているこ
とを示唆するも
のである。 
 
(3) 特定の嗅覚行動の発現に結びつく嗅覚神経回
路素子の同定 

 アミノ酸への誘引行動（好き反応）を定量的か

図１遺伝学的単一ニューロン標識

法で可視化された嗅球の僧帽細胞 

嗅球 

終脳 

右手綱核
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つ再現性良く解析できる行動実験システム

を確立して、上記の様々な GAL4 発現系統に

おける遺伝学的神経伝達遮断技術を組み合

わせることにより、アミノ酸への誘引反応を

制御する一次嗅覚神経回路の実体を明らか

にした（Koide et al. PNAS 2009）。また、嗅

覚忌避行動および性行動の半自動解析システム

の確立に成功した（図２）。さらにゼブラフィッ

シュ皮膚抽出物に含まれる警報フェロモンに対

する魚の忌避反応（burst swimming, freezing

など）、卵巣抽出物に含まれる性フェロモンに対

する雄ゼブラフィッシュの性行動（attraction, 

shoalingなど）を半自動的に解析できる行動実

験システムを確立した。またこれら匂い刺激（ア

ミノ酸、警報フェロモン、性フェロモンなど）

によって、異なったタイプの嗅細胞が活性化し、

嗅球の特異的な糸球体へと興奮を伝達すること

を見出した。 
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るアミノ酸を投与すると、魚が迅速に誘引される。 

（B）皮膚抽出物（警報フェロモン）に対する忌避反

応。投与後すぐに高速遊泳（burst swim）、その後フ

リーズを起こす。 

（C）卵巣抽出物（性フェロモン）に対する雄ゼブラフ

ィッシュの性行動。投与後、水槽の中央付近で高頻度

ターンを繰り返す。 
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