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研究成果の概要（和文）：本研究では嗅覚器の発生における p53 ファミリーの機能を解明する

ため、嗅覚器の in vitro 培養系において p53 ファミリー遺伝子の発現を抑制する実験を行い、

組織を構成する細胞の増殖や細胞死、遺伝子発現、および形態に及ぼす影響を調べた。その結

果、p53 ファミリーはメンバー同士が互いに協力しながら嗅覚器の発生に関わる遺伝子発現を

調節し、鋤鼻ニューロンと嗅覚ニューロンの分化や増殖を誘導することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the role of p53 families in the development of olfactory 

organs, we cultured olfactory organs, repressed the p53 family gene expression in vitro, and 

investigated the effects on the cellular proliferation, death, gene expression, and 

morphology. Results in this study suggest that p53 family members coordinately regulate 

the expression of genes involved in the development of olfactory organs and induce the 

differentiation and proliferation of the olfactory cells and the vomeronasal receptor cells. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) p53 ファミリーは p53、p63、p73 と呼
ばれる 3つのメンバーからなる転写因子ファ
ミリーである。p53 ファミリーの各メンバー
には共通した働きがあり、ストレスに対する
細胞の応答や、個体の発生過程において、p53

ファミリーは重要な役割を果たすと言われ
ている。しかし、個々のメンバーにはそれぞ

れ固有の働きがあり、中でも p73 は嗅覚器に
とって重要である。p73 ノックアウトマウス
はフェロモン受容に障害をもち、そのため、
生殖器には異常が無いにもかかわらず、雌雄
ともに生殖能力を欠くことが知られている。
さらに、p73 ノックアウトマウスにおける脳
の成長を調べると、生後間もない時期は正常
マウスと変わらないが、生後 14 日頃からア
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ポトーシスの亢進や細胞数の減少、脳室の拡
張等が起こる。このような特徴は、p53 ノッ
クアウトマウスが正常に発生し繁殖可能な
ことや、p63 ノックアウトマウスが四肢、顔
面、表皮の発生に異常を示し、生後間もなく
死亡するのと全く異なっている。 

 

(2) 嗅覚器の発生は、マウスやラットで胎生
10 日頃、頭部の前外側部に上皮の肥厚が生じ
ることによって始まる。肥厚した部分は嗅板
と呼ばれ、やがて嗅板は凹んで鼻窩となり、
左右の鼻窩が正中へ向かって移動するにつ
れて鼻中隔が生じる。鼻窩は後方へ深く陥入
して鼻腔となり、鼻腔の後方部からは嗅上皮
が、鼻中隔に溝が生じ、それが閉じてつくら
れる管からは鋤鼻器が分化する。鋤鼻器の鋤
鼻感覚細胞や嗅上皮の嗅細胞は、それぞれ樹
状突起の先端に微絨毛や線毛を生じ、軸索を
終脳の嗅球へ伸ばすが、その一方で、嗅覚器
の発生過程では多くの細胞がアポトーシス
細胞死を起こしている。すなわち、嗅覚器で
は発生に伴う上皮のダイナミックな形態形
成と細胞の分化過程、そして細胞死が同時に
進行している。 

 

(3) ラットの組織における p53 ファミリー
の発現を免疫組織化学等によって解析した
ところ、発生初期の嗅覚器には p53 ファミリ
ーのメンバーが全て発現し、それらの内ある
ものは組織内で共局在し、またあるものは相
互に補完するような分布を示していた。p53

ファミリーの発生における役割を解明する
にはいくつかの条件を満たす器官・組織を材
料に用いる事が不可欠である。すなわち、発
生過程においてp53ファミリーのメンバーを
全て発現すること、細胞が特徴的な形態を現
し分化マーカーが明らかなこと、遺伝子発現
に関する情報が豊富であること、等である。
そこで我々は、これらの条件を満たす発生初
期の嗅覚器を培養してp53ファミリーの発現
を抑制し、それらが発生において本来果たし
ている役割を明らかにする研究を着想する
に至った。 

 

 

２．研究の目的 

様々な動物の嗅覚器に関する形態学的研
究は数多くあったが、嗅覚器、特に鋤鼻器を
構成する細胞の発生運命を決定する因子の
実体に関する報告はわずかしかない。嗅覚器
の発生には、様々な遺伝子が関わっていると
予想されるが、Pax 6、Mash 1、Neurogenin 

1、Lhx 2、Neuro D、NSCL 1、Hes 1、Hes 

5、Hes 6、Notch 1、Notch 2、IGF、BDNF、
NGF、TGF-beta、GDNF 等、幾つかの転写
因子、膜タンパク質、成長因子の発現が in 

situハイブリダイゼーションや免疫組織化学

によって示され、各遺伝子のノックアウトマ
ウスに見られる表現型もそれを裏付けてい
る。しかし、転写因子である p53 ファミリー
とこれらの遺伝子発現との関係を調べた研
究はこれまで全くなかった。そこで本研究で
は嗅覚器の発生に関わるこれらの遺伝子の
うち、p53 ファミリーによって発現調節を受
けているのはどれかを精査し、嗅覚器の発生
に関わる遺伝子カスケードの中でp53ファミ
リーの占める位置を明らかにすることを目
的とした。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 概要 

初年度には胎生ラットから採取した鋤鼻
器を副嗅球と共培養して実験に用いた。遺伝
子発現の抑制は、培養液中へ p53 ファミリー
の各遺伝子に対するアンチセンス塩基配列
をもったオリゴヌクレオチドを添加するこ
とで行った。数日間培養した後、ウェスタン
ブロッティングと蛍光免疫染色によって細
胞に含まれるp53ファミリーのタンパク質が
減少するかを調べた。その後、細胞の各種分
化マーカーと嗅覚器の発生に関わる遺伝子
の発現、細胞増殖、アポトーシス、微絨毛の
発達、軸索の伸長等を指標として、p53 ファ
ミリー遺伝子の発現抑制による影響を多面
的に評価した。次年度以降は鋤鼻ニューロン
を用いた研究と並行して、嗅上皮と主嗅球の
共培養系を同様の方法で作製し、p53 ファミ
リー遺伝子の発現抑制を行って鋤鼻培養系
との比較を行った。 

 

(2) 平成 21 年度 

① 鋤鼻器と副嗅球の共培養系の確立:実験
には、胎生ラットから採取した鋤鼻器を副嗅
球と共培養して得られる鋤鼻ニューロンを
用いた。まず胎生ラットから鋤鼻器を微小な
ハサミで切り出し、酵素処理によって周囲の
余分な組織を取り除いた後、ピペッティング
で機械的に分散し、フィーダー細胞上で培養
した。鋤鼻培養細胞による細胞塊が形成され
たら、次にそれを培養副嗅球細胞上へ移植し
た。副嗅球細胞はあらかじめ胎生ラットから
副嗅球部分をハサミで切り出して培養して
おいた。 

② 共培養系を生化学的・形態学的に評価す
る基準の確立:細胞種の同定や軸索の観察の
ため、細胞特異的マーカータンパクに対する
抗体を用いて蛍光染色を行った。汎ニューロ
ンマーカーである protein gene product 9.5 

(PGP 9.5)や嗅覚ニューロンマーカーである
olfactory marker protein (OMP)、olfactory 

cell adhesion molecule (OCAM)、グリア細胞
マ ー カ ー で あ る glial fibrillary acidic 

protein (GFAP)、S100 protein 等の蛍光免疫



 

 

染色によって、培養細胞の形態を明確にし、
細胞種を同定した。さらに、嗅覚器の発生に
関与することが示唆されている成長因子等
の発現を、in situ ハイブリダイゼーションや
蛍光免疫染色、RT-PCR 等によって検出した。
細胞の形態は光学顕微鏡だけでなく、透過型
電子顕微鏡および走査型電子顕微鏡によっ
て観察した。アポトーシスによる細胞死は
TUNEL 法によって、増殖細胞は BrdU 法に
よって、それぞれ検出した。 

③ p53 ファミリー遺伝子の発現抑制:鋤鼻
器と副嗅球の共培養系を用いて、アンチセン
スオリゴヌクレオチドによるp53ファミリー
遺伝子の発現抑制実験を行った。陰性対照に
は、オリゴヌクレオチドを加えずに培養した
無処置群と、遺伝子発現抑制作用の無いミス
マッチ配列を含んだアンチセンスオリゴヌ
クレオチド、ないし、センス配列のオリゴヌ
クレオチドを添加して用いた。遺伝子発現が
アンチセンスオリゴヌクレオチドによって
抑制され、タンパク質レベルの発現量が低下
することは、特異的抗体を用いた蛍光免疫染
色とウェスタンブロットによって確かめた。
各遺伝子の発現抑制に必要なオリゴヌクレ
オチド濃度や培養日数等の条件を決定した。 

 

(3) 平成 22 年度以降 

① p53 ファミリー遺伝子の発現抑制による
影響の評価:p53 ファミリー遺伝子の発現抑
制による影響は、初年度に確立した共培養系
の生化学的・形態学的指標を用いて評価した。
細胞特異的マーカーと嗅覚器の発生に関わ
る遺伝子の発現は、in situ ハイブリダイゼー
ションや蛍光免疫染色、RT-PCR 等によって
解析した。細胞の形態は光学顕微鏡、透過型
電子顕微鏡、走査型電子顕微鏡によって観察
した。アポトーシスによる細胞死は TUNEL

法によって、増殖細胞は BrdU 法によって、
それぞれ検出した。 

② 嗅上皮と主嗅球の共培養系の確立と p53

ファミリーの発現抑制による影響の評価:鋤
鼻ニューロンの場合と同様にラットの胎子
から嗅上皮と主嗅球を採取して共培養系を
確立し、アンチセンスオリゴヌクレオチドを
添加して培養を行い、分化マーカーや発生に
関わる遺伝子の発現、細胞増殖、アポトーシ
ス、線毛の発達、軸索の伸長等を指標として、
p53 ファミリー遺伝子の発現抑制による影響
を検討した。 

 
４．研究成果 
(1) 嗅覚器を培養して p53 ファミリー遺伝
子の発現を抑制し、鋤鼻ニューロンと嗅覚ニ
ューロンに対する影響を調べることが可能
になった。生化学的および形態学的手法を用
いて、p53 ファミリーの発現抑制による影響
を解析した結果、嗅覚器の発生に関わる遺伝

子カスケードの中で p53ファミリーの占める
位置が完全に明らかになった訳ではないが、
p53 ファミリーのメンバーが互いに協力しな
がら嗅覚器の発生に関わる遺伝子発現を調
節し、鋤鼻ニューロンと嗅覚ニューロンの分
化や発生に伴う形態の変化、細胞死が誘導さ
れることが示唆された。 
 
(2) p73 ノックアウトマウスにおけるフェ
ロモン受容障害の原因は、鋤鼻器におけるフ
ェロモンレセプターV1R および V2R の発現消
失により起きると考えられているが、それら
と p73遺伝子欠損との間に直接的な因果関係
を証明することは出来ておらず、また、in 
situ ハイブリダイゼーションによって正常
マウスの鋤鼻器と鼻腔上皮における p73の発
現も示されたが、その意義に関しては不明な
ままである。 
 
(3) 本研究では培養嗅覚器における p53 フ
ァミリーの遺伝子発現を抑制することによ
って、発現レベルが低下もしくは消失する遺
伝子を特定し、p53 ファミリーのメンバーが
協力して嗅覚器の発生に関わる遺伝子発現
を調節し、鋤鼻ニューロンと嗅覚ニューロン
の分化や発生に伴う形態の変化、細胞死が誘
導されるとの仮説を検証したが、データの一
部は引き続き解析が必要であり、今後の課題
である。 
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