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研究成果の概要（和文）：マウス主嗅球の糸球体近傍ニューロン(JG neurons)解析を進めた。あるCa結合蛋白secretag
ogin (SCGN)陽性細胞は典型的なPG細胞であったが、別のSCGN細胞群は、突起が一つの糸球体から隣の糸球体へと延び
ていた。このグループは新たに見出されたタイプのJG neuronsと考え、transglomerular cellと命名した。一方transc
ription factors, Sp8及びTbx21については主嗅球の化学的ニューロンマーカーとの関係を検討し、 transcription fa
ctorsという視点からJG neurons群の多様性を更に明確にした。

研究成果の概要（英文）：Juxtaglomerular (JG) neurons in the mouse main olfactory bulb (MOB) consist of var
ious types of neurons. In the present study we examined (1) the structural features of secretagogin(SCGN)-
positive neurons, and (2) The expressions of two transcription factors, Sp8 and Tbx21, in the JG neuronal 
subpopulations. 
SCGN-positive neurons were localized throughout layers, and heterogeneous, including JG neurons, granule c
ells, et al. Morphologically some of JG SCGN-positive neurons were classical periglomerular (PG) cells, wh
ereas others were apparently different from those PG cells. Some extended one slender process into a glome
rulus which passed the glomerulus and further penetrated into another nearby glomeruli. We named this type
 of JG neurons, transglomerular cells. Both Sp8 and Tbx21 immunoreactivities were so diverse in their stai
ning intensities. Sp8 and Tbx21 immunoreactivities further characterized JG neurons and, especially confir
med the heterogeneity of NOS positive JG neurons.
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１．研究開始当初の背景 
近年、嗅覚系は、匂い分子レセプタ

ーのクローニングから飛躍的に解析が進み、

分子認識システムのモデルとして重要視さ

れている。特に、第一として一つの嗅細胞

(ON)はただ一種類の匂い分子レセプターの

みを発現すること、第二として嗅細胞の軸索

終末は嗅覚一次中枢嗅球の表面に二次元的

に分布する特殊なシナプス野、糸球体に停止

する。同じ匂い分子レセプターを発現した嗅

細胞は特定位置に存在する内外側一対の糸

球体へ軸索を収束させることが解明された。

更に，異なった匂い分子は異なった組み合わ

せ の 嗅 細 胞 群 に 認 識 さ れ る と い う

combinatorial receptor codes for odorsが提唱さ

れている。これらのことは、糸球体が機能的

ユニットであり、匂い分子の化学的性質が二

次元の糸球体層での特定位置の糸球体群の

組み合わせにコードされていること、即ち 

combinatorial glomerular code for odorsを示唆

している。更に、ここ数年の生理学的解析で

以下のことが明らかにされつつある。糸球体

層がリズムを発生し、外房飾細胞（external 

tufted cell）が主に関与していること。また、

投射ニューロンである僧帽細胞でのスパイ

ク発生が従来信じられていたように細胞

体・軸索初節部に限られるわけではなく樹状

突起 tuftの糸球体侵入基部、２次樹状突起で

もスパイク発生が起こりそれが様々な入力

によって制御されている。更に、これまでほ

とんど区別されなかった房飾細胞特に外房

飾細胞と僧帽細胞とがかなり異なる生理学

的性質を示す。一方、従来重視されてきた糸

球体間の抑制と同様にあるいはそれ以上に

糸球体内での抑制が嗅覚情報処理に極めて

重要であることが示唆されている。このこと

は個々の嗅球糸球体で行われている情報処

理が、嗅覚情報処理において極めて高い重要

性を占め、更に糸球体外の神経回路もその最

終的な出力に大きな意味をもっていること

を示唆している。我々は、これまでのラット

での嗅球の解析を基礎として、遺伝子改変動

物の中心であるマウスの嗅球のニューロン

構成の体系的解析をスタートさせ、従来信じ

られてきた嗅球のニューロン構成とは異な

る、いくつかの新所見を明らかにしてきた。 

 我々がこれまでに新たに見出した主な事

実で糸球体構成要素に関連した主な所見は、

以下の（１）－（７）である。 

（１）糸球体がコンパートメント構造をして

いること。 

（２）従来単一の GABA系ニューロンである

とされてきた傍糸球体細胞 (periglomerular 

cell、PG cell) が化学的にも構造的にも多様

であり、嗅入力を直接受ける type 1 PG cell グ

ループと嗅入力を受けない type 2 PG cell グ

ループに分れること。 

（３）type 1 PG cell、type 2 PG cellの化学的

性質がラット嗅球とマウス嗅球では大きな

差異を示すこと。しかし、両種でまだ化学的

性質が不明の PG cells がかなりの割合を占

めること。 

（４）古典的な Golgi 染色で軸索を有すると

されてきた PG cellsの少なくとも一部は軸索

初節部 (AIS) 特異的分子の検討から、無軸

索である可能性があること。 

（５）type 1 PG cell グループのメンバーであ

る tyrosine hydroxylase (TH) 陽性 GABA陽性

PG cellsが細胞体のサイズから 2つのサブグ

ループに分けられること。 

（６）逆行性トレーサー実験により、大型の

TH陽性 GABA陽性 PG cellsが糸球体間相互

結合の主たる役割を担っていること。 

（７）更に、BrdU での細胞の発生時期を決

定する実験で大型の TH陽性 GABA陽性 PG 

cellsはほとんどprenatal ～ perinatalに発生

し、いわゆる成体での神経新生していないこ

とを示した。一方小型の TH陽性 GABA陽性

PG cells は成体でも新生していることを明ら

かにした。この所見は我々が従来提唱してき



た PG cellsの化学的性質、糸球体内樹状突起、

嗅神経入力での多様性を、軸索結合の面、発

生時期の面にも拡張するとともに、これまで

考えてきた以上に PG cellsが多様であること

を示唆している。 
 
２．研究の目的 
本研究では嗅球の PG cellsあるいはより範囲

を広げ糸球体近傍ニューロンを見直し、これ

までの我々の提唱を更に展開させることに

主眼を置く。特に、焦点を当てるのは以下の

点である。 

 第一としてこれまで化学的性質が不明で

あったかなりの割合の糸球体近傍ニューロ

の解析。最近発見されたカルシウム結合蛋白

secretagogin 陽性の顆粒細胞と糸球体近傍ニ

ューロンが多数存在することが報告されて

いるので、これまでの他の PG cellsグループ

との関係の詳細を解明する。secretagogin と

calretinin, THとの一部が共存することが既に

報告され、我々も確認しているが、これはむ

しろ secretagogin 陽性糸球体近傍ニューロン

が多様であることを示唆するのでその詳細

を明らかにする。 

 第二として我々が報告した一酸化窒素合

成酵素NOS含有PG cellsの詳細を含めて糸球

体近傍ニューロンを、近年注目されている

transcription factors、Sp8及び Tbx21の発現と

いう新たな視点から検討する。 

 第三として PG cellsは成体で新生するニュ

ーロンとして注目されているが、上記 TH 陽

性 GABA陽性 PG cells以外の PGグループで

も発生時期が多様で prenatal ～ perinatal

に発生するものと成体でも新生を続けるも

のとがあるかどうか検討をする。 
 
３．研究の方法 
これまで解析してきた C57BL/6J 系マウス嗅

球の糸球体近傍ニューロン構成を見直すた

めに共焦点レーザー顕微鏡・電子顕微鏡によ

る形態学的解析を進めた。 

（１） 新たに発見されたカルシウム結合蛋

白 secretagogin陽性ニューロンの解析。 

secretagogin発見者の Dr. Wagnerよ

り提供してもらった特異抗体を用い、他の PG 

cells 及び他の介在ニューロンのマーカーで

あ る calretinin, calbindin, NOS, TH, 

parvalbumin に対する特異抗体と組み合わせ

た免疫蛍光多重染色を行いグループ間の共

存関係を共焦点レーザー顕微鏡観察により

検討した。また、共焦点レーザー顕微鏡高倍

での観察で構造の詳細を解析した。一方、

ABC法DAB発色による免疫染色により嗅球

全層にわたり観察し、secretagogin陽性ニュー

ロンの分布、多様性、形態の詳細を解析した。

secretagogin 陽性ニューロンのシナプス結合

を解析するため、共焦点レーザー顕微鏡-電子

顕微鏡を組み合わせた。電子顕微鏡用に固定

し免疫蛍光多重染色した標本を共焦点レー

ザー顕微鏡で観察した後、同じ標本を ABC

法で処理し secretagogin 陽性ニューロンの突

起を DAB で染色した。このスライスを樹脂

包埋した後、ここから超薄連続切片を作製し

透過電顕で観察し、主にシナプス結合の解析

をした。 

（２）thymidine アナログである BrdU ある

いは EdU 標識を用いた嗅球における各種ニ

ューロン群の成体での新生。 

 BrdUあるいは EdUを juvenile (4

週), 成体(8週)に投与し、生後 8週または 12

週, 16週に固定し、BrdU の場合は抗 BrdU 

抗体を用い他のマーカーとなる抗体と組み

合わせた免疫蛍光多重染色標本を作製、EdU

の場合は Click-iT EdU Alexa Fluor488 

Imaging Kit (cat#C10337, Invitrogen)を用

い、同様に免疫多重染色標本を作製した。こ

れらを用いて、共焦点レーザー顕微鏡による

観察で、BrdU/EdU 陽性ニューロンの化学的

性質を検討した。 

（３） stereologyによる定量解析。 

 ABC-DAB法で作成した標本各セ



ット

ら 6切片ごとに
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fractionator

性ニューロンの定量解析を進めた。

（４）

の嗅球ニューロン群での発現、その化学的性

質との関係

 

り提供の

ニューロン

標本を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。

 

４．研究成果

（１）

secretagogin

特に糸球体層と顆粒細胞層に

いた。

なり見られた。

ニューロンとは一部重複してい

calbindin

また、

とも一部重複することが明らかにできた。

球体近傍のニューロンで古典的な

は、しばしば

共存を示した

ット 45～50からなる

切片ごとに 7

に選択し、40倍の対物レンズで

Stereoinvestigator system

fractionatorでの糸球体近傍の

性ニューロンの定量解析を進めた。

（４） transcription factors

の嗅球ニューロン群での発現、その化学的性

質との関係。 
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ニューロンのマーカーと免疫多重染色した

標本を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。

４．研究成果 

（１）secretagogin

secretagoginニューロンは嗅球全層に分布し、

糸球体層と顆粒細胞層に

いた。全層において

なり見られた。糸球体層で

ニューロンとは一部重複してい

calbindin 陽性ニューロンとは重複がなく、

また、TH陽性 GABA

とも一部重複することが明らかにできた。

球体近傍のニューロンで古典的な

しばしば secretagogin

共存を示した(Fig. 1

からなる 50μm厚の連続切片か

7又は 8枚の切片をランダム

倍の対物レンズで

Stereoinvestigator systemを用いた

での糸球体近傍の

性ニューロンの定量解析を進めた。

transcription factors、Sp8

の嗅球ニューロン群での発現、その化学的性

特異抗体及び理研吉原博士よ

Tbx21 特異抗体を他の

のマーカーと免疫多重染色した

標本を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。

secretagogin陽性ニューロンの解析

ニューロンは嗅球全層に分布し、

糸球体層と顆粒細胞層に

全層において calretinin

糸球体層では calrertinin

ニューロンとは一部重複してい

陽性ニューロンとは重複がなく、

GABAドーパミンニューロン

とも一部重複することが明らかにできた。

球体近傍のニューロンで古典的な

secretagogin と

Fig. 1b)が、一方、

厚の連続切片か

枚の切片をランダム

倍の対物レンズで

を用いた optical 

での糸球体近傍の secretagogin

性ニューロンの定量解析を進めた。 

Sp8及び Tbx21

の嗅球ニューロン群での発現、その化学的性

特異抗体及び理研吉原博士よ

特異抗体を他の糸球体近傍

のマーカーと免疫多重染色した

標本を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。

陽性ニューロンの解析

ニューロンは嗅球全層に分布し、

糸球体層と顆粒細胞層に多数分布して

calretininとの共存がか

calrertinin陽性

ニューロンとは一部重複しているが、

陽性ニューロンとは重複がなく、

ドーパミンニューロン

とも一部重複することが明らかにできた。

球体近傍のニューロンで古典的な PG cell

と calretinin との

が、一方、calretinin

厚の連続切片か

枚の切片をランダム

optical 

secretagogin陽

Tbx21

の嗅球ニューロン群での発現、その化学的性

特異抗体及び理研吉原博士よ

糸球体近傍

のマーカーと免疫多重染色した

標本を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 

陽性ニューロンの解析。 

ニューロンは嗅球全層に分布し、

分布して

との共存がか

陽性

るが、

陽性ニューロンとは重複がなく、

ドーパミンニューロン

とも一部重複することが明らかにできた。糸

cells

との

calretinin

との共存を示さない

の中の

球体から隣の別の糸球体へと延びていた

1a)

れる

異なっており、また従来のいわゆる

とも異なっており、新たに見出されたタイプ

の 糸 球 体 近 傍 ニ ュ ー ロ ン と 考 え 、

transglomerular cell

（２）

球における成体でのニューロン新生の検討。

 

cells

とがよく知られている。これまで検討されて

いない

合わせて解析を進めた。生後

るいは

調べたところ、

secretagogin

外網状層

従って、

新生しているニ

ことが明らかになった。

 

（３

 

との共存を示さない

中のあるグループは、その突起が一つの糸

球体から隣の別の糸球体へと延びていた

a)。これは糸球体内には突起を出さないとさ

れる superficial short

異なっており、また従来のいわゆる

とも異なっており、新たに見出されたタイプ

の 糸 球 体 近 傍 ニ ュ ー ロ ン と 考 え 、

transglomerular cell

（２） BrdUあるいは

球における成体でのニューロン新生の検討。

 嗅球においては

cells が成体でも神経新生が継続しているこ

とがよく知られている。これまで検討されて

いない secretagogin

合わせて解析を進めた。生後

るいは EdU投与し、

調べたところ、

secretagogin 陽性ニューロンが

外網状層及び糸球体層

従って、secretagogin

新生しているニ

ことが明らかになった。

（３）stereology

 解析に耐える

との共存を示さない secretagogin

あるグループは、その突起が一つの糸

球体から隣の別の糸球体へと延びていた

。これは糸球体内には突起を出さないとさ

superficial short-axon cells

異なっており、また従来のいわゆる

とも異なっており、新たに見出されたタイプ

の 糸 球 体 近 傍 ニ ュ ー ロ ン と 考 え 、

transglomerular cellと命名した

あるいは EdU

球における成体でのニューロン新生の検討。

嗅球においては顆粒細胞

が成体でも神経新生が継続しているこ

とがよく知られている。これまで検討されて

secretagogin 陽性ニューロンに焦点を

合わせて解析を進めた。生後

投与し、8又は

調べたところ、BrdU/EdU

陽性ニューロンが

糸球体層に観察できた

secretagogin陽性ニューロンも成体で

新生しているニューロン群に含まれている

ことが明らかになった。 

stereologyによる定量解析

解析に耐える標本

secretagogin ニューロン

あるグループは、その突起が一つの糸

球体から隣の別の糸球体へと延びていた

。これは糸球体内には突起を出さないとさ

axon cellsと明らかに

異なっており、また従来のいわゆる PG

とも異なっており、新たに見出されたタイプ

の 糸 球 体 近 傍 ニ ュ ー ロ ン と 考 え 、

と命名した。 

EdU標識を用い

球における成体でのニューロン新生の検討。

顆粒細胞及び

が成体でも神経新生が継続しているこ

とがよく知られている。これまで検討されて

陽性ニューロンに焦点を

合わせて解析を進めた。生後 4週に BrdU

又は 12週に固定して

BrdU/EdU 標識された

陽性ニューロンが顆粒細胞層

に観察できた(Fig. 2)

陽性ニューロンも成体で

ューロン群に含まれている

による定量解析 

標本、即ち、嗅球全体

ニューロン

あるグループは、その突起が一つの糸

球体から隣の別の糸球体へと延びていた(Fig. 

。これは糸球体内には突起を出さないとさ

明らかに

PG cells

とも異なっており、新たに見出されたタイプ

の 糸 球 体 近 傍 ニ ュ ー ロ ン と 考 え 、

標識を用いた嗅

球における成体でのニューロン新生の検討。 

及び PG 

が成体でも神経新生が継続しているこ

とがよく知られている。これまで検討されて

陽性ニューロンに焦点を

BrdUあ

週に固定して

標識された

顆粒細胞層, 

(Fig. 2)。

陽性ニューロンも成体で

ューロン群に含まれている

、即ち、嗅球全体



の連続標本で、組織の欠損部がなく、良好な

免疫染色を施された標本、の作製が最も大き

な問題である。辛うじて得られた 3個体から

の一側主嗅球（合計３主嗅球）で secretagogin

陽性糸球体近傍ニューロンの optical 

fractionator解析のみが行えた。その結果 1主

嗅球当たり約80,000の secretagogin陽性糸球

体近傍ニューロンの存在が推定できた。 

 

（４） Sp8及び Tbx21の嗅球ニューロン群

での発現。 

 糸球体近傍ニューロンの化学的性

質の解析として transcription factors 、Sp8

と Tbx21の解析を進めた。これまでの報告の

ように Sp8 及び Tbx21 ともにあるニューロ

ン群の核に限局して免疫染色が見られた。

Tbx21陽性細胞は僧房細胞層、外網状層及び

糸球体層と外網状層の境界部に見られた。一

方、Sp8陽性細胞は全層に分布していた。顆

粒細胞層では表層におおく深層では少なか

っ た 。 calretinin 陽 性 ニ ュ ー ロ ン 、

secretagogin陽性ニューロンはほとんどすべ

て Sp8 陽性 Tbx21 陰性であることを初めて

示した。一方、calbindin 陽性ニューロンは

すべて Sp8陰性 Tbx21陰性であった。TH陽

性 GABA ドーパミンニューロンはほとんど

Sp8陽性 Tbx21陰性であったが、Sp8免疫染

色性はかなり弱いものも観察された。また、

NOS陽性ニューロンはタイプにより異なり、

外房飾細胞と考えられる比較的大型の糸球

体近傍ニューロンは Sp8 陰性 Tbx21 陽性、

樹状突起が明確に染色されていない小型の

PG cellsは Sp8陽性 Tbx21陰性、しかし、

樹状突起が明確に染色されている PG cells

は Sp8 陰性 Tbx21 陰性であった。このよう

な transcription factors という視点から糸

球体近傍ニューロン群の多様性を更に明確

にした。 
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