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研究成果の概要（和文）：神経回路を介して成立する中枢系嗅覚順応について、線虫を用いた独自の系によって解析を
行った。中枢系順応を担う神経回路の同定を行い、順応に関わる介在神経が順応成立前後で活性を変化させることを見
出した。さらに、順応に必須の働きをするRasタンパク質の活性をin vivoイメージングできる系を確立し、Rasの活性
ダイナミクスについて詳細な観察と制御メカニズムの解明を行った。また、匂いシグナルがインプットされる仕組みを
明らかにするために、匂いと受容体との対応関係について網羅的に調べた。その結果を発展させ、同一の匂いでも濃度
によって、反応する嗅覚神経だけでなく、反応する受容体も変化することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Olfactory adaptation is classified into two classes; the peripheral adaptation 
and the central adaptation. We analyzed the latter type of adaptation, neural circuit-dependent 
adaptation, in C.elegans. In this study, we identified neurons underlying the adaptation and found these 
neurons change their responses to odor stimuli when the adaptation occurs. We established the in vivo 
imaging system to observe the activity of Ras, which plays major roles in this adaptation, and revealed 
quick activation and inactivation of Ras and regulatory mechanisms of them. In addition, to understand 
the mechanism of input of odorant stimuli, we comprehensively identified olfactory receptors for specific 
odorants and demonstrated different receptors respond to the same odorant when odor concentrations are 
different.

研究分野： 総合領域

キーワード： 嗅覚　イメージング　線虫　神経回路　順応　Ras　嗅覚受容体
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
嗅覚順応は、連続した匂い刺激が与えられ

るとその匂いに対する感受性が低下する現
象であり、環境変化に対応して常に鋭敏な嗅
覚システムを維持する上で重要な役割を担
っている。嗅覚順応には 2つのタイプが存在
する。そのうち末梢系の順応は、in vitro系
などを用いて多くの解析が行われてきた。一
方、中枢の神経を含む神経回路レベルで成立
する順応（中枢系順応）は、嗅覚受容野の洗
練や匂いの識別にも必要であり、嗅覚システ
ムにおける意義、重要性は広く認識されてい
るものの、研究がほとんど進んでいない。そ
の原因としては、神経回路レベルでの解析が
必須であり、特に高等生物での解析が困難な
ことが挙げられる。そこで神経回路レベルで
の解析に適した線虫 C. elegans のようなモ
デル生物を研究材料として解析することが
有用であると考えられた。 
 線虫は匂い物質に対して化学走性を示す
が、あらかじめ匂い刺激を与えると、その匂
いに対する走性が低下するという順応現象
を示す。最近我々は、線虫における神経回路
を介した嗅覚順応現象（中枢系順応）を新た
に発見した。そこでこの独自の系を用いて、
神経回路レベルで成立する順応のメカニズ
ムの解明をすることを目指すことにした。 
この順応は末梢系の順応に比べ短時間（5

分間）で成立し、嗅覚神経からシナプス入力
を受けるAIY介在神経が必須の働きをしてい
る。興味深いことに、高等生物で神経可塑性
に関わっている Ras-MAPK 経路がこの順応に
中心的モジュレーターとして働いている。一
方、AIY 神経だけでなく、その下流の RIF 介
在神経が順応に関与することがわかってき
た。RIF 神経の神経突起除去の異常は、順応
の欠陥を引き起こす（Hayashi, Hirotsu, et 
al, Nature Neuroscience, 2009）。さらに、
AIM 介在神経の重要性もわかってきた。これ
らの最近の結果は、複数の介在神経群からな
る神経回路において、匂いシグナルが情報処
理され、また外界からのシグナルと統合され、
この中枢系順応が成立することを示唆して
いる。よって、中枢系順応の作用機構を理解
するためには、神経回路レベルでの解析が必
要不可欠である。しかし、分子・細胞レベル
での解析が進んでいるのに対して、神経回路
レベルでの解析は遅れているのが現状であ
った。 

 
２．研究の目的 
 神経回路レベルで成立する嗅覚順応の全
容を理解するには、分子、細胞、神経回路の
各レベルでの解析が不可欠である。そこで本
研究では、これまで解析が遅れてきた神経回
路レベルでの解析に特に集中して研究を推
進し、中枢系順応における神経回路の機能を
明らかにする。具体的には以下の重要な点を
解明することを本研究の目的とした。 
(1)順応に関わる神経回路の同定および神経

回路上での嗅覚情報の処理過程の可視化 
 介在神経の機能を人為的に阻害してその
影響を見ることで、順応に関わる神経の同定
を行う。関与のわかった神経については、順
応成立前後の神経応答の変化をカルシウム
イメージング（Ca イメージング）により調べ、
嗅覚シグナルが神経回路上を伝達、情報処理
される過程を可視化する。 
(2)網羅的 RNAi法を用いた匂いシグナルのイ
ンプットの仕組みの解明  
 線虫では、匂いとそれを受容する嗅覚受容
体の関係がわかっておらず、匂いシグナルが
どのようにインプットされるのかを理解す
る上で、大きな課題となっている。そこで、
匂いと受容体の対応関係について明らかに
する。さらに、匂いの濃度変化と反応する受
容体の変化の関係についても検証を行う。 
(3)in vivo ライブイメージングによる
Ras-MAPK 経路の活性の時空間的制御の解明 
 FRET（蛍光エネルギー移動）を利用した Ras
の活性化イメージング分子 Raichu-Ras を導
入し、嗅覚神経、介在神経における Ras の活
性化動態を、ライブでモニタリングする。 
(4)中枢系順応に関わる新規分子の探索およ
び機能の解析 
 順応に関わる新規分子の探索を行う。特に、
フェロモンシグナルや、局所翻訳との関係に
注目して解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)順応に関わる神経回路の同定および神経
回路上での嗅覚情報の処理過程の可視化 
恒 常 的 活 性 化 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル

UNC-103(gf)を神経に発現させると、過分極
を引き起こし神経活性が阻害されることが
報告された（Shinkai et al, Journal of 
Neuroscience, 2011）。そこで、嗅覚神経か
ら直接シナプス入力を受ける介在神経 AIY、
AIZ、AIA、AIB に UNC-103(gf)を発現させて、
機能を阻害した時の中枢系順応への影響を
調べ、順応に関わる介在神経の同定を行った。 
それぞれの神経での特異的な発現には、
AIY:ttx-3p 、 AIZ:lin-11p 、 AIA:ins-1p 、
AIB:npr-9pを用いた。 
 次に、関与が示された神経について、Ca イ
メージングにより神経応答を観察した。Ca イ
メージング用のプローブとしては、Yellow 
Cameleon3.6(YC3.6)を用いた。まず通常の匂
い刺激を与えた時の介在神経の応答（カルシ
ウム濃度変化）を観察した。次に、中枢系順
応が成立する条件の匂い刺激を与えた後で、
新たな匂い刺激を与えた時にどのような応
答をするかを観察し、順応成立前後で神経応
答にどのような変化が見られるかを検証し
た。さらに、その神経応答変化を制御する分
子メカニズムについても解析を行った。 
 
(2)網羅的 RNAi法を用いた匂いシグナルのイ
ンプットの仕組みの解明  
先行研究により、線虫の嗅覚受容体遺伝子



（ゲノム上に約 1200 個存在。RNAi ライブラ
リーには 900 個弱含まれている）の網羅的
RNAi を行い、遺伝子機能破壊株の匂い物質
（11 種類）への化学走性を調べたスクリーニ
ングが行われ、全ての匂いに対して候補遺伝
子が得られた。そこでまず、これらの候補遺
伝子のプロモーター領域を用いて発現解析
を行い、嗅覚神経に発現していることを確か
めた。 
候補遺伝子のうち、高濃度ジアセチルに関

わるものとして得られた sri-14に着目した。
ジアセチルついては既に ODR-10 が受容体と
して働くことが報告されている（Sengupta, 
Cell, 1996）。そこで、SRI-14 と ODR-10 の濃
度依存性に注目して解析を進めることにし
た。まず、sri-14、odr-10変異体のジアセチ
ル濃度に対する走性を調べた。次に SRI-14
が機能している嗅覚神経を同定し、感覚繊毛
への局在を調べた。さらに、SRI-14、ODR-10
が機能している嗅覚神経について、Ca イメー
ジングを用いて神経応答を観察し、低濃度、
高濃度ジアセチルに対して反応するかを観
察した。またこの反応が、sri-14、odr-10変
異体で低下するかを調べ、両者が濃度依存的
に働くジアセチル受容体であるか検証を行
った。 
 

(3)in vivo ライブイメージングによる
Ras-MAPK 経路の活性の時空間的制御の解明 
先行研究により、匂い刺激を与えた時に、

嗅覚神経 AWCにおいて Rasタンパク質が数秒
で活性化し、その後数秒で不活性化するとい
う秒単位の活性変化を示す結果が得られて
いた。この素早い活性変化を制御する機構を
明らかにするために、各種変異体で Ras 活性
イメージングを行い、関与する上流のシグナ
ル伝達経路の解明を行った。さらに、下流の
MAPK からのフィードバックによって素早い
不活性化が制御されている可能性について
調べるために、嗅覚神経特異的に MAPK をノ
ックダウンした株でRas活性イメージングを
行った。 
次に、嗅覚神経における Ras シグナルが、

匂いへの走性行動（誘引行動）にどのような
役割を担っているかについて明らかにする
ために、風見鶏行動に注目して解析を行った。
さらに Ras シグナルが、下流の神経回路の活
性をどのように制御することにより行動を
コントロールしているか明らかにするため
に、AWC嗅覚神経からシナプス入力があるAIB
介在神経の活性を Ca イメージングにより調
べた。 
Ras は嗅覚応答だけでなく、中枢系順応に

おいても重要な働きをすることがわかって
いる。そこで、Ras が機能する AIY 介在神経
において Ras の活性を in vivoイメージング
するために、Raichu-Ras を AIY に発現させて
活性変化の観察を試みた。 
 

(4)中枢系順応に関わる新規分子の探索およ

び機能の解析 
局所翻訳との関係に特に注目し、それに関

わると予想される因子の変異体で中枢系順
応の表現型を観察した。さらに、他のシグナ
ル伝達経路の関与についても解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)順応に関わる神経回路の同定および神経
回路上での嗅覚情報の処理過程の可視化 
誘引性匂い物質の受容には、主に AWA、AWC

嗅覚神経が働いており、それらと直接の神経
結合（シナプス結合、ギャップジャンクショ
ン）を持つ介在神経が中枢系順応に重要な働
きを担っている可能性がある。そこで、介在
神経 AIY、AIZ、AIA、AIB に恒常的活性化型
カリウムチャネル UNC-103(gf)を発現させて
神経機能を阻害し、中枢系順応の表現型を観
察した。線虫の中枢系順応には 3つのタイプ
が存在する。①同一の匂い物質で成立する順
応②同じ嗅覚神経で受容される異なる匂い
物質間で成立する順応③異なる嗅覚神経で
受容される匂い物質間で成立する順応。これ
らのタイプに分けて解析を行った結果、AIY、
AIA 介在神経を阻害した時には全てのタイプ
の順応に著しい異常が引き起こされること
が分かった。一方、AIZ、AIB 神経を阻害して
も、どのタイプの順応も影響を受けないこと
が分かった。このことから、AIY、AIA 介在神
経が中枢系順応全般に必須の働きをするこ
とが分かった。 
次に、Ca イメージングを用いて AIY、AIA

介在神経の匂い刺激に対する応答を in vivo
観察し、順応成立前後で神経応答に変化が現
れるかを調べた。順応が成立する前の通常の
匂い刺激（ON 刺激）に対して、これらの介在
神経ではCaイオン濃度の上昇が観察された。
一方、5 分間の匂い刺激をあらかじめ与えた
後（順応成立後）、新たな匂い刺激を与えて
も、これらの神経は応答を示さないことが分
かった。AIA 神経は、順応成立後 30 分のリカ
バリーを与えると応答が回復したことから、
順応成立のための5分間の匂い刺激が神経に
何らかの害を与えた結果、応答しなくなった
わけではないと考えられる。また、嗅覚神経
自体は5分間の匂い刺激後でも正常に反応し
たことから、線虫が匂いを感じられないので
はなく、神経回路における情報処理過程にお
いて介在神経の反応を抑制するような制御
が起こっていると予想される。以上の成果は、
線虫の中枢系順応が神経回路レベルで起こ
っていることを可視化したものであり、順応
によって匂いシグナルの伝達経路が変化す
ることを初めて明らかにした有意義な結果
である。 
 さらに、介在神経の応答変化を制御してい
る分子機構についても解析を進めた。我々は
特に神経ペプチドに注目した。神経ペプチド
の受容体 NPR-11 の変異体は中枢系順応に異
常を示した。また、神経ペプチドの放出に関
わる unc-31 を AWC 嗅覚神経特異的に機能阻



害すると、中枢系順応に影響が見られた。こ
のことから、介在神経の活性制御には神経ペ
プチドが関わっている可能性が示唆された。 
 
(2)網羅的 RNAi法を用いた匂いシグナルのイ
ンプットの仕組みの解明  
先行研究における RNAi スクリーニングに

より得られた嗅覚受容体候補遺伝子のうち、
強い異常を示すものから順に発現神経の同
定を行った。これまでに 16 個の遺伝子につ
いて解析を終え、そのうち 15 個が嗅覚に関
わる感覚神経に発現していることを確認し
た。さらに、候補遺伝子の 19 個については、
Wormbase に発現細胞の記載があり、15 個が
嗅覚に関わる感覚神経での発現が報告され
ている。よって、これら 30 個の候補遺伝子
については、嗅覚受容体として実際に働いて
いる可能性がある。 
これらの候補遺伝子が実際に嗅覚受容体

として働くことを検証する上で、我々は同一
の匂い物質でも濃度によって反応する受容
体が変化するかに注目した。人間では、匂い
の濃度によって嗜好性が変化することが経
験的に知られている。例えばインドールは、
低濃度ではジャスミンの香りがするが、高濃
度では糞尿臭がする。この濃度に依存した嗜
好性変化のついては、高等生物では解析が難
しいことからこれまで解析がほとんどなさ
れていなかった。私は線虫 C. elegansでも、
匂いの濃度によって嗜好性が変化すること
を発見した。そこで、線虫をモデルとして解
析を進め、同一の匂い物質でも濃度によって
反応する嗅覚神経が変化し、それが嗜好性変
化をもたらすことを明らかにした（Yoshida, 
Hirotsu et al, Nature Communications, 
2012）（東京大学との共同研究）。その成果を
もとに、感覚神経レベルだけでなく、受容体
レベルでどのような制御が行われているか
について解析を進めることにした。 
我々は、高濃度ジアセチルに関わるものと

して得られた sri-14 に着目した。sri-14 変
異体は低濃度ジアセチルへの誘引行動は正
常だが、高濃度ジアセチルからの忌避行動に
異常を示した。反対に、すでにジアセチル受
容体として働くことが報告されている
ODR-10 の変異体は、低濃度ジアセチルに対す
る走性にのみ異常を示した。発現解析の結果、
sri-14 は AWC、ASH 感覚神経に発現している
ことが分かった（既知の odr-10 は AWA に発
現していることが報告されている）。表現型
回復実験、神経特異的阻害実験から、ASH 神
経における SRI-14 の働きが、高濃度ジアセ
チルへの反応に必要十分であることが示唆
された。さらに、SRI-14 は ASH の感覚繊毛に
局在が観察された、 
次に、Ca イメージングを用いて、ASH、AWA

感覚神経のジアセチルに対する応答を観察
した。ASH は、高濃度ジアセチルにのみ応答
を示した。この応答は、sri-14変異体や、ASH
特異的 sri-14 の機能阻害で低下した。しか

し、odr-10 変異体では正常であった。一方
AWA は低濃度、高濃度の両方に応答した。
sri-14 変異体は正常な応答を示したが、
odr-10変異体では低濃度に対するAWAの応答
が見られなかった（図 1）。 

以上の結果は、高濃度ジアセチルは ASH にあ
る SRI-14 が感知し、低濃度ジアセチルは AWA
にある ODR-10 が感知していることを示して
いる。さらに sri-14 を、本来ジアセチルに
対する反応がほとんど見られないAWB嗅覚神
経に異所的に発現させると、AWB が高濃度ジ
アセチルに対して応答を示すようになった
（低濃度については変化なし）。この結果は、
SRI-14 は高濃度ジアセチルの受容体として
機能していることを強く示唆している（図 2）。 
以上の結果は、匂いの濃度によって嗜好性

が変化する仕組みを受容体レベルで解き明
かしたものであり、大きなインパクトを与え
うる成果である。また、特定の匂い物質に対
して生体内で働く受容体を同定することが
できることを示しており、今後さまざまな分
野で活用が期待できる。 

 
(3)in vivo ライブイメージングによる
Ras-MAPK 経路の活性の時空間的制御の解明 
我々の先行研究において、嗅覚神経 AWC に

Ras活性化イメージング分子Raichu-Rasを発
現させ、匂い刺激を与えた時の Ras の活性変
化をライブイメージングする実験が行われ
た。その結果、Ras タンパク質が匂い刺激に
応答して数秒で活性化・不活性化することが
観察された。本研究ではその成果をさらに発
展させ、Ras の素早い活性変化の制御機構の

（図 2）ジアセチルの濃度による嗜好性（好き嫌い）変化のモデル 

（図 1）カルシウムイメージングによるAWA、ASH感覚神経のジアセチ
ル刺激に対する応答 



解析や、生物学的意義についての考察を行っ
た。 
まず、Ras が匂いの有無、あるいは匂いの

濃度上昇のどちらに応答して活性化するの
かを明らかにするために、匂いが既に存在す
る状態でさらに匂い刺激を加えて、匂いの濃
度を上昇させた。その結果、Ras は匂いの濃
度上昇に応答して活性化することがわかっ
た。 
 先行研究において、嗅覚神経内の匂いシグ
ナル伝達経路（三量体 Gタンパク質、cGMP 依
存性チャネル）の下流で Ras が活性化するこ
とが示された。それに加えて本研究では、
rgef-1 変異体やジアシルグリセロール合成
経路の変異体で、Ras の活性化がほとんど観
察されないことを見出した。rgef-1は Ras の
活性化に直接関わるグアニンヌクレオチド
交換因子（Ras-GEF）をコードしており、
RGEF-1 が匂いシグナル伝達経路、およびジア
シルグリセロール経路の下流でRasの活性化
を制御していることが示唆された。 
 Ras は匂い刺激がまだ存在するにもかかわ
らず、瞬時に不活性化する。この不活性化が
下流からのフィードバックによって能動的
に制御されている可能性を確かめるために、
Rasの下流のMAPKの変異体でRas活性イメー
ジングを行った。すると、MAPK の変異体では
活性化は正常だが、その活性が長時間維持さ
れることが分かった。また嗅覚神経 AWC 特異
的に MAPK をノックダウンしても結果は同じ
であった。これらの結果は、MAPK の下流から
のフィードバックによって、Ras の素早い不
活性化が制御されていることを意味してい
る。以上の結果は、線虫において 1つのタン
パク質の活性をライブで観察した初めての
結果である。また、一般に数十分かけて緩や
かに活性化すると考えられてきた Ras が、秒
単位で素早く活性変化するという新たな活
性変化機構を有することを示したものであ
る。本研究でその一端を明らかにした Ras の
秒単位の活性変化の制御機構が、従来の活性
制御機構とどのように異なるかを比較検証
することで、1 つのタンパク質が異なるタイ
ムスケールで活性変化できるのはなぜなの
かについて明らかにできるかもしれない。 
線虫は誘引性の匂い物質に対して、濃度が

上昇する方へ緩やかにカーブして寄ってい
く「風見鶏行動」を示す。Ras の恒常的活性
化型変異体や機能低下型変異体では、この行
動に著しい異常が観察された。よって Ras は
匂いの濃度上昇に応答して活性化し、風見鶏
行動を制御していることがわかった。 
では、嗅覚神経における Ras シグナルは、

下流の介在神経の活性にどのように影響を
与えるのだろうか？AIB 介在神経は、AWC 嗅
覚神経から直接シナプス入力を受け、嗅覚行
動を制御していることが知られている。AIB
神経の Ca イメージングを行うと、匂い刺激
に対してCaイオン濃度の低下が観察される。
Ras の恒常的活性化型変異体や、嗅覚神経に

Ras を過剰発現させた株では、Ca イオン濃度
の変化が見られなかった。一方、Ras の機能
低下型変異体や嗅覚神経特異的なRasのノッ
クダウン株では、AIB の活性が不安定になる
ことが観察された。以上の結果から、嗅覚神
経における Ras シグナルは、下流の介在神経
の活性を制御することにより、嗅覚行動をコ
ントロールしていると考えられる。 
Ras は介在神経 AIY で中枢系順応に重要な

働きをしている。AIY における Ras の活性化
をライブイメージングするために、ttx-3 プ
ロモーターを用いて Raichu-Ras を発現させ
た。Raichu-Ras の発現量やイメージング方法
について試行錯誤を行ったが、AIY で安定し
てイメージングできる実験系の確立は困難
であった。今後は、Raichu-Ras プローブの改
変などを行い、系の早期確立を目指す。最近、
嗅覚神経ではRasの活性化因子としてRGEF-1
が働いているが、中枢系順応においては
SOS-1 が機能していることを見出したことか
ら、介在神経における Ras の活性変化は、嗅
覚神経におけるものとはタイムスケールや
制御機構が異なる可能性があり、興味深い点
として今後の解析が待たれる。 
 

(4)中枢系順応に関わる新規分子の探索およ
び機能の解析 
中枢系順応に関わる新規分子の探索を行

い、局所翻訳に関わると予想される翻訳制御
因子の変異体、IP3 経路の変異体、mTOR 経路
の変異体が中枢系順応に異常を示すことを
見出した。中枢系順応は Ras-MAPK 経路だけ
でなく、様々なシグナル伝達経路によって制
御されていることが示唆される。今後は、こ
れらの経路の結びつきについて解析を進め
て行く。 
また、東京大学との共同研究により中枢系

順応にフェロモンシグナルが重要な働きを
していることを見出した（Yamada, Hirotsu 
et al, Science, 2010） 
 

（5）線虫嗅覚のセンサーとしての利用 
 鋭敏な線虫の嗅覚をバイオセンサーとし
て利用することを発想した。本研究において
は、がんの匂いを線虫が識別できる可能性に
ついて検証し、培養がん細胞の分泌物の匂い
に線虫が誘引行動を示すことを発見した。 
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