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研究成果の概要（和文）： 

嗅覚は、動物の進化の過程で最も古くから存在し、生命維持のために必要な行動に直接関与
する重要な感覚である。ヒトやマウスの嗅覚受容体 (odorant receptor: OR) 遺伝子は、系統
発生学的に Class I と Class II OR の２つのサブファミリーに分類される。Class I OR は魚類
OR に類似していることから、これまで進化の名残と考えられ、嗅覚研究の対象は主に Class II 
OR が中心となってきた。近年のゲノム解析の進展によって、Class I OR が魚類からヒトに至る
ほぼすべての脊椎動物で維持されていることなどが明らかとなり、何らかの重要な生理機能を
持つことが示唆されている。本研究によって、陸棲哺乳動物唯一の水棲環境である羊水に、嗅
神経細胞によって感知される匂い分子が存在することをマウス行動学実験、組織化学実験なら
びに生理学実験によって明らかにした。また、マウス遺伝学的手法を用い、Class I OR を発現
するトランスジェニックマウスの作製に成功した。この成果は、Class I OR 発現制御領域の存
在を実証した世界で初めての成功例であり、遺伝子発現制御の解明だけでなく、今後標的とす
る Class I OR 発現細胞を特異的に可視化することが可能となり、Class I OR のリガンド探索
に有用なツールとなる。 

 
 

研究成果の概要（英文）： 
The vertebrate olfactory system recognizes millions of environmental chemicals and 

perceives them as odors. Olfactory sensory neurons, the primary sensory neurons in the 
olfactory system, initiate the perception process by detecting odorants, which interact 
with odorant receptors (ORs). ORs belong to the largest gene superfamily present in any 
genome analyzed so far. OR genes are classified into two classes. Class I ORs, which are 
fish-like and phylogenetically more ancient receptors bind aqueous odorant molecules. 
The other type is called class II ORs, which are specific to terrestrial animals seem 
to bind volatile odorant molecules. Although class I ORs in terrestrial mammals had been 
considered as a relic of evolution from fish to terrestrial, recent studies have 
demonstrated that intact and functional genes still remain, suggesting that class I ORs 
in terrestrial mammals might have important physiological functions. In this study, we 
investigated function of class I ORs in terrestrial mammals to identify aqueous odorous 
molecules. We focused on amniotic fluid (AF) as source for aqueous odorants. AF is maternal 
fluid in uterus protecting embryo that is the only aquatic environment for terrestrial 
mammals. We demonstrated that AF contains some aqueous odor molecules through mouse 
behavior analyses, histochemical and physiological studies. In addition, we established 
transgenic lines which enable to visualize class I OR transgene expression and OSN axonal 
projections, providing the first experimental evidence of a cis-acting element for a class 
I OR gene. This transgenic mice can be useful tool not only for screening ligands of class 
I OR but also for study on class I OR gene regulation.  
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１．研究開始当初の背景 

嗅覚は、動物の進化の過程で最も古くか
ら存在し、生命維持のために必要な行動に直
接関与する重要な感覚である。匂い分子を感
知する嗅覚受容体（odorant receptor: OR）
は、動物の進化の過程において、水棲から陸
棲への生活環境の変化に伴って分子進化を
遂げ、また社会環境の複雑化に対応するため
にその遺伝子数を増加させてきた。動物にと
っての嗅覚の重要性は、OR 遺伝子の数の多
さにもうかがえる。OR 遺伝子はゲノム最大
の遺伝子ファミリーを形成しており、マウス
においてその総数は約 1400 個、実に全遺伝
子の 5%にも及ぶ。 

OR 遺伝子は、系統発生学的に魚類由来
の水棲型 OR（Class I OR）と陸棲動物特異
的な陸棲型 OR（Class II OR）の２つのサブ
ファミリーに分類される。Class I OR は魚類
ORに類似したORとして水溶性匂い分子を、
Class II OR は陸棲脊椎動物特異的な OR と
して揮発性分子を受容すると考えられてい
る。これまで陸棲哺乳動物における Class I 
OR は進化の名残と考えられてきたが、近年
のゲノム解析の結果、長年の進化を経てもな
お保存されてきた遺伝子であること、機能的
タンパク質をコードしていることが明らか
になった。このことは、Class I OR が陸棲哺
乳動物においても何らかの重要な生理機能
を担っていることを示唆している。 

これまでの研究によって、２つのタイプ
の OR 遺伝子は異なる発現制御機構／経路を
有していることが明らかになり、嗅神経細胞
には水棲型（Class I）と陸棲型（Class II）
の２つの細胞系譜が存在することが示され
ている（研究代表者 PNAS 2004, Mol Cell 
Neurosci 2005 & 2007）。つまり系統発生学
的観点だけでなく、遺伝学的観点からも、両
者の生理機能および役割には明確な違いが
あることが予想されるが、Class I OR が感知

する外部環境（水溶性匂い分子）を含め、そ
の生理機能ならびに Class I 嗅神経細胞の特
性はあまり知られていない。 

陸棲哺乳類は胎児期を羊水中で過ごす。
ヒトの新生児は胎児期に嗅いだ羊水の匂い
を記憶し、それをたよりに母親の乳頭を探索
できることが知られている。また、齧歯類・
ヤギ・ヒツジの母親においては、分娩時に嗅
ぐ自身の羊水の匂いが仔の世話や識別とい
った母性行動を開始させるスイッチとして
働くと考えられている。これらの研究結果に
鑑みると、羊水中に新規な水溶性匂い分子が
存在し、それを受容すると考えられる Class
ⅠOR が母・仔の行動の仲介機能を担ってい
る可能性が示唆される。 
 
２．研究の目的 

本研究課題では、水棲型 OR 遺伝子を発
現する嗅神経細胞の特性と水棲型 OR が認識
する外部環境を明らかにし、陸棲哺乳動物に
おける水棲型 OR の生理機能を明らかにする
ことを目的とし、哺乳動物の唯一の水棲環境
である羊水を対象として、未知の匂い分子の
探索を行う。具体的には、まず羊水中にマウ
スに特異的に作用する匂い分子が存在する
かどうかを行動学実験によって検証する。そ
の後、水棲型 OR のリガンド分子探索のため
のアッセイ系を確立し、哺乳動物の唯一の水
棲環境である羊水等からのリガンド分子の
単離・同定を試みる。またリガンドの作用点
となる特定の水棲型 OR 遺伝子を発現する嗅
神経細胞を可視化するための遺伝子改変マ
ウスの作製をおこなう。この遺伝子改変マウ
スは、リガンド探索のツールとなるだけでな
く、マウス遺伝学的手法と組み合わせること
によって、水棲型 OR 嗅神経細胞系譜や OR
遺伝子発現機構の解析に有用となる 

  



３．研究の方法 
（１）羊水中の匂い成分に対するマウスの行動

解析 
妊娠 17.5 日の妊娠メスマウスを安楽死処

置後に帝王切開し、注射針で羊水を採取した。
羊水に対する匂い応答を個体レベルで検出
するため、行動解析を行った。羊水 10 μl
を滴下したろ紙片に対するマウスの行動を
観察し、コントロール（水 10 μl の場合）
と比較した。さらに、性差や出産経験による
影響を検討した。また特異的な匂い応答を誘
導する匂い候補分子を絞り込むために、羊水
サンプルに対し、 (1) 熱変性（匂い分子が
タンパク質性であるかの検討）(2) 揮発成分
除去（匂い分子が揮発性であるかの検討）の
2 種の処理を行い、同様の解析を行った。 

 
（２）羊水刺激に対する主嗅球における神経活

動の検出 
行動実験より、羊水中には何らかの水溶性

匂い分子が含まれていると考えられた。嗅神
経細胞は匂い分子を受容すると、その情報を
投射先である主嗅球の特定の糸球体に伝達
する。羊水に対する匂い応答を組織レベルで
検出するため、主嗅球における神経活動マー
カーZif268 の免疫染色を行った。羊水を滴下
したろ紙片をマウスに与え、Zif268 の発現ピ
ークである 90 分後に灌流固定して主嗅球の
組織切片を作製した。Zif268 を特異的に認識
する 1次抗体を結合させ、ビオチン化 2次抗
体とアビジン‐ビオチン複合体によりシグ
ナルを増幅して、ペルオキシダーゼと DAB の
反応によって発色させた。羊水特異的に発火
した糸球体の位置を測定し、糸球体地図を作
成した。 

 
（３）羊水に対する嗅神経細胞応答の測定 

羊水による匂い刺激に対するマウスの行
動解析ならびに主嗅球の神経応答の結果、羊
水中には嗅神経細胞によって受容される水
溶性匂い分子が存在することが示唆された。
このことを直接証明するために、カルシウム
イメージングを用いて嗅神経細胞応答のア
ッセイ系の確立を行った。 

まず class I OR を発現する嗅神経細胞が
存在する嗅上皮の背側領域を摘出した。こ
れを Ca2+ free 緩衝液に浸漬後、トリプシン、
トリプシンインヒビター、DNase I の順で
酵素処理を加えた。更に BSA 入り DMEM
中で組織片をメスで切り分けた。これをセ
ルストレイナーで濾し、細胞懸濁液を調製
した。Ca2+蛍光指示薬 fura 2-AM を細胞内
に導入し、ポリ-D-リジンコートしたスライ
ドグラスの上に滴下し、嗅神経細胞を定着
させ、測定用サンプルとしカルシウムイメ
ージングを行った。 

 

（４）Class I OR 発現嗅神経細胞を可視化
するトランスジェニックマウスの作製 

羊水中匂い成分に応答する嗅神経細胞
から single cell RT-PCR によって発現する
OR 遺伝子を同定し、さらに同定した OR
遺伝子を発現する嗅神経細胞を特異的にラ
ベルすることができれば、リガンドの同定
に極めて有用なツールとなる。つまり特定
の Class I OR 遺伝子発現細胞を EGFP の
蛍光でラベルできるトランスジェニックマ
ウス作製が必要となる。しかしながら、こ
れまで Class I OR の遺伝子発現制御領域
の同定を含め、それに成功した例はない。
これは Class I OR 多重遺伝子が染色体上
に３Mb にもおよぶ単一の巨大遺伝子クラ
スターを形成していることによるものと考
えられる。そこで本研究では、新たな DNA
クローニングツールである枯草菌ゲノム
（BGM）ベクターシステムをマウス遺伝学
的手法に適用し、Class I OR を EGFP の
蛍光で可視化できるトランスジェニックマ
ウスの作製をおこなった。標的遺伝子は、
最も魚類の OR に近い MOR42-3 を対象と
した。 

 
 

４．研究成果 
（１）羊水中の匂い成分に対するマウスの行動

解析結果 
交尾未経験成熟メスのみが、ろ紙片に積極

的に接近し、スニッフィングする行動を示し
た（図１）。このことから、羊水中には交尾
未経験成熟メスを引きつける何らかの匂い
分子が含まれることが明らかとなった。さら
に、熱変性サンプルと揮発成分除去サンプル
に対する接近回数は、有意な差はないものの、
未処理羊水よりも減少する傾向がみられた
（図２）。したがって、羊水特異的行動を誘
導する成分として、タンパク質性成分と揮発
性成分双方が関与していると考えられた。 

 
 

 

図１. 羊水特異的応答の検出（性差の検討） 
ろ紙片への接近回数を、コントロールの値で標
準化した。成熟メスが特異的に引きつけられ
た。n = 16, *P < 0.05, ***P < 0.0005 



 
（２）羊水刺激に対する主嗅球における神経活

動の検出 
主嗅球の背側‐内側領域（DI領域）の糸球

体が羊水特異的に発火し、性差は見られなか
った（図 3）。DI 領域は水棲型 OR 発現嗅神経
細胞の投射先であるため(Kobayaka et al., 
2007)、羊水中の匂い分子が水棲型 OR によっ
て受容されている可能性が示唆された。また、
性差が見られなかったことから、一次中枢ま
での匂い応答は性別によらず同様に起こり、
より中枢の神経回路に何らかの性差がある
ために、行動の性差が発現したと考えられる。
一方、熱変性サンプルでは、DI 領域の糸球体
を発火させるものの、Zif268 陽性の糸球体数
と細胞数が減少していた。 

 
（３）羊水に対する嗅神経細胞応答の測定 

羊水刺激による嗅神経細胞応答を測定し
た結果、ほとんどの嗅神経細胞は羊水に対す
る応答を示さなかったが、ごく一部の細胞が
応答をしめした。125 個の高濃度 KCl 応答性
嗅神経細胞に羊水を導入したところ、3 個の
嗅神経細胞が羊水に応答を示した。羊水に対

する応答が、羊水特異的であるかを調べるた
めに羊水の希釈率を変化させると、希釈率に
依存した応答が観測できた (図４)。 

 
（４）Class I OR 発現嗅神経細胞を可視化す

るトランスジェニックマウスの作製 
本研究では BGM ベクターシステムを用い

て、マウス Class I OR 遺伝子クラスターを
含む巨大 DNA 断片の様々な改変操作を行い、
トランスジェニックマウスの作製を行い、
MOR42-3 発現細胞の可視化をおこなった。一
連の操作を通して、BGM ベクターが新たな巨
大 DNA断片操作ツールとして有用であること
実証した。作製した Tg-250SB トランスジェ
ニックマウスではレポーター遺伝子の発現
が確認でき、一方で Tg-110SB マウスでは確
認できなかった。したがって、BAC2-Tg はそ
のマウスゲノム領域内に MOR42-3 の発現制御
領域を保持していることが実験的に世界で

図３. 主嗅球の羊水特異的な糸球体発火 
DI 領域が特異的に発火していた。Scale bar: 
100μm. 

図４. 希釈率を変化させた羊水に対する嗅神経細

胞の応答  (上) 測定した嗅神経細胞の写真 矢

印は羊水に応答した細胞を示す。 (右) 嗅神経細

胞の羊水に対する応答 縦軸は各励起光における

蛍光強度比、横軸は時間を示す。 

図５. MOR42-3 トランスジェニックマウス 

（上）作製したトランスジーン Tg-110 と Tg250SB の構

造と EGFP レポーター遺伝子の発現解析結果。 

（下）嗅上皮および嗅球における EGFP の蛍光像。

Tg-110ではEGFPの蛍光は観察されなかったが、Tg250B

では、嗅上皮ならびに嗅球において MOR42-3 トランス

ジーンの発現に伴う蛍光が観察された。 

図２. 熱変性・揮発成分除去サンプルへの応答 

熱変性・揮発成分除去サンプルでは、未処理羊水に

比して特異的な行動が減少する傾向がみられた。 

n = 16 



初めて証明することができた（図５）。今後
さらなる解析により、Class I OR 遺伝子の発
現制御領域の同定、制御機構の解明への発展
が期待できる。また本マウスがリガンド探索
のために用いることができるかを検証する
ために、このトランスジェニックマウスから
嗅神経細胞の初代培養を行い、カルシウムイ
メージングによるリガンド探索を行い、セバ
シン酸ほか複数の匂い分子がこの MOR42-3 の
リガンドとなることを明らかにした。 
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