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研究成果の概要（和文）： 
嗅神経細胞において多様な機能を制御している cAMP シグナルがどのように使い分けら
れているのかを調べるために、光依存的に cAMP 産生活性を制御できるタンパク質 PAC
を一部の嗅神経細胞で発現するトランスジェニックマウスを作製した。PAC タンパク質の
発現は樹状突起や軸索においても検出することができ細胞局所における活性化が可能であ
る。現在、マウス個体を使って光により PAC の活性を制御し、神経回路形成における cAMP
の機能解析を進めている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To understand how cAMP is used to exert various functions in mouse olfactory sensory 
neurons (OSNs), we generated transgenic mice in which PAC, photo-activated adenylate 
cyclase, is expressed under the control of the mouse olfactory receptor promoter. PAC was 
detected throughout OSN including dendrites and axons, allowing local activation of PAC. 
We are currently analyzing the function of cAMP in neural circuit formation by regulating 
PAC activity using light. 
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１．研究開始当初の背景 
 

cAMPは普遍的なセカンドメッセンジャー
であり、細胞レベルでは遺伝子発現、代謝、
分裂・増殖、分化、細胞死、分泌、神経伝達
などあらゆる細胞機能に重要な役割を果た
す。神経細胞に注目すると cAMP は活動電位

の発生や樹状突起 軸索の伸長、シナプス可
塑性など多様な機能を制御することが知ら
れている。cAMP という同一のシグナル分子
がいかにして使い分けられているのか、とい
う問題についてはほどんど判っていない。こ
の主な理由として cAMP シグナルの機能を、
神経発生の時期的な違いや樹状突起・軸索と
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いった空間的な違いを区別して解析するこ
とが困難であったことが挙げられる。 
マウス嗅覚系はその特異性の高い軸索投

射様式から神経回路形成機構を調べるのに
極めて優れたモデルシステムと言える。マウ
スは約 1,000 種類の嗅覚受容体遺伝子を用い
て多様な匂い分子の受容 識別を行なってい
る。個々の嗅神経細胞は特定の一つの嗅覚受
容体を発現し、同じ受容体を発現する細胞の
軸索は嗅球上において２つの領域で収束し
て二次ニューロンとシナプス結合し糸球と
呼ばれる構造体を形成する。これにより匂い
情報のマップが嗅球上に形成される。このよ
うな神経回路形成に cAMP シグナルは重要
な役割を果たすことが明らかにされている。 
 
２．研究の目的 

 
マウス嗅神経細胞の神経回路形成におい

て cAMP シグナルがどのように時間的・空間
的な使い分けられているのかを明らかする
ことを目指す。光により cAMP シグナルを操
作できるオプトジェネティクスツールを利
用する。使用するオプトジェネティクスツー
ルの比較検討、マウス嗅神経細胞で光による
cAMP シグナルを操作する実験系の確立、そ
して実際に光により人工的に cAMP シグナ
ルを誘導することで、細胞に生じる変化を形
態的観察および分子生物学的手法により解
析する。 
 
３．研究の方法 

 
光により cAMP シグナルを産生するタン

パク質として、ミドリムシ由来の光依存性ア
デニリルサイクレース PAC あるいは人工タ
ンパク質 opto-b2AR が報告されている。この
２つ及びそれらに膜移行シグナルやを検出
するためのタグを付加したものを作製し比
較検討する。候補となる遺伝子を赤色蛍光マ
ーカー遺伝子 RFP と共に嗅覚受容体遺伝子
M71 発現細胞で共発現させるトランスジェ
ニックマウスを作製する。RFP に関しては軸
索末端までを明瞭に観察できるよう膜移行
シグナルを付加しておく。M71 トランスジェ
ニックマウスにおいてトランスジーンを発
現する細胞が本来の M71 発現細胞の投射先
と同一のところに軸索を投射するかを確認
する。これは内在性 M71 が GFP で標識され
たノックインマウスと掛け合わせることで
比較が可能になる。 
このような実験系が確立した後、生きたマ

ウスにおいて嗅上皮あるいは嗅球の上方か
ら青色 LED により cAMP シグナルを自在に
誘導し、軸索投射や遺伝子発現の解析を行う。
また、蛍光顕微鏡下でレーザーにより cAMP
シグナルを局所的に誘導することで、高解像

度で細胞の形態変化を観察する。 
 
４．研究成果 
 
(1)光依存的にcAMPシグナルを産生するシス
テム 
 
 実験系に使用する cAMP シグナルを光依存
的に誘導するタンパク質を選ぶためにPACと
opto-b2AR を比較検討した。それぞれの発現
ベクターを HEK293 細胞にトランスフェクシ
ョンし遺伝子を発現させ、青色 LED で 10 分
刺激した。ELISA 法により細胞内 cAMP を定量
した。PAC 発現細胞では光の照射により cAMP
濃度が約 2.7倍上昇したのに対し、opto-b2AR
ではほとんど上昇は観察されなかった（図
１）。この原因を探るために opto-b2AR の YFP
融合タンパク質や opto-b2AR に HA タグを付
加したタンパク質を HEK293 細胞に発現させ
細胞内局在を調べたところ、本来、膜たんぱ
く質であるはずのopto-b2AR が細胞内小器官
に留まり、細胞膜への移行はほとんど観察さ
れなかった。このような実験結果から本研究
では PAC を使って実験を進めることにした。 
 

  
cAMP シグナルの光操作を、細胞体のみなら

ず軸索末端においても十分に行えるように、
PAC には膜移行シグナルを付加した。またタ
ンパク質の検出を可能にするために HA タグ
を付加した。この融合タンパク質(PAC::HAm)
を HEK293 細胞に発現させたところ、実際に
細胞膜に局在していることを確認すること
ができた。アデニリルサイクレース活性に関
しても、先の実験と同様にPAC::HAmをHEK293
に発現させ青色 LED による刺激を行い、そし
て細胞内 cAMP の量を ELISA 法により解析し
た。光刺激により細胞内 cAMP 濃度が上昇し
ていることを確認することができた（図１）。



修飾のない PAC に比べ、膜移行シグナルを付
けたPACの方がやや活性が低い可能性がある
が、これは PAC の分布が空間的に限定されて
いることを反映しているものと考えている。 
 
(2)PAC トランスジェニックマウスの作製 
 
 一部の嗅神経細胞で PAC::HAm を発現させ
るために、嗅覚受容体遺伝子 M71 の発現制御
領域を用いたトランスジェニックマウスを
作製した。軸索も可視化できるように赤色蛍
光タンパク質 RFP（膜移行シグナル付）を同
時に発現させるようにした。具体的にはトラ
ンスジェニックコンストラクトとして
M71-IRES-PAC::HAm-IRES-RFP を作製した。こ
のトランスジーンの転写産物からは M71、
PAC::HAm、RFP の３つのタンパク質が独立に
翻訳される。 
 作製されたトランスジェニックマウス
(M71-PAC-RFP)では予想通り一部の嗅神経細
胞群で RFP が発現していた。これまでの報告
か ら 嗅 覚 受 容 体 遺 伝 子 の 発 現 は
mono-allelic であり、トランスジーンはそれ
に対応する内在性遺伝子とは別の細胞で発
現することが知られている。内在性の M71 遺
伝子が GFPで標識されている M71ノックイン
マウス M71-GFP を入手し、今回作製した
M71-PAC-RFP トランスジェニックマウスを掛
け合わせて M71 の発現を解析した（図２）。
マウス個体において嗅上皮の上部の骨を除
いて蛍光顕微鏡下で観察したところ内在性
M71 を発現する緑の細胞とトランスジーン
M71 を発現する赤の細胞が観察された（図２
A）。また嗅上皮の切片を作製し詳細に観察し
た（図２B）。予想どおり内在性 M71 とトラン
スジーン M71を発現する細胞は別々の細胞で
あった。 

 
 次に軸索投射を観察した。嗅球の上部の骨

を除き蛍光顕微鏡下で軸索を観察した（図
３）。嗅球のホールマウントで観察したとこ
ろ赤い蛍光を発する軸索と緑の蛍光を発す
る軸索が嗅球表面を通って特定の部位に収
束していることが判った（図３A）。また嗅球
の切片の観察からこれらは同一の糸球に収
束していることが明瞭に示された（図３B）。
cAMP の機能の一つに軸索投射先の前後軸の
決定があるが、PAC の発現により投射先が変
化することがなかったことから、PACの basal
の活性（光を照射していない状態での活性）
は極めて低く、仮にあるとしても影響のない
レベルであると言える。 
 

 
PAC タンパク質が軸索にも分布しているこ

とを確認するために、嗅上皮・嗅球の切片に
対して蛍光免疫染色を行った。PAC タンパク
質は細胞体や樹状突起、更には軸索でも観察
され、細胞局所での cAMP シグナルの誘導が
可能であると思われる。 
 以上のように、光により cAMP シグナルを
誘導するマウスシステムを確立した。現在、
M71-PAC-RFP/M71-GFP マウス個体を使って光
により PAC の活性を制御し、神経回路形成に
おける cAMP の機能解析を進めている。 
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