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研究成果の概要（和文）：匂い経験や匂いの濃度によって嗜好性が変化する仕組みについて、線虫を用いた独自
の系によって解析を行った。経験による嗜好性変化については、関与する介在神経を同定し活性変化をイメージ
ングによって観察した。またニューロペプチドシグナル、Ras-MAPK経路の働く機構の解明を行った。匂いの濃度
による嗜好性変化については、働く神経回路が変化することによって制御されていることを明らかにした。
さらに、嗜好性変化に関わる因子の働きを時間、場所を同時に限定して制御する新しい技術の開発に成功した。
線虫の匂いに対する嗜好性変化を医療技術に用いることを考案し、その検証も行った。

研究成果の概要（英文）：We analyzed mechanisms of olfactory preference changes after odor 
experiences or depending on odor concentrations with our original assay system using C. elegans. In 
this study, we identified interneurons involved in the preference change after experiences and 
observed switch of neural activation. We also analyzed functions of neuropeptide signals and the 
Ras-MAPK pathway in experience-induced olfactory preference changes. VDAC-1 channel was newly 
identified for a direct target of MAPK in olfactory systems. Furthermore, we elucidated the 
preference change depending on odor concentrations is regulated by changes of neural circuits 
working.
We succeeded in development of time- and cell-specific RNAi (T.C.RNAi) contributing to regulation of
 molecular functions at objective time and space.
We discovered olfactory preference changes in C. elegans can be used for a medical examination.

研究分野： 総合領域

キーワード： 嗅覚　線虫　嗜好性　ニューロペプチド

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
動物は匂い物質に対して、「好き」「嫌い」と
いった嗜好性を示す。匂いに対する嗜好性は、
自身に有益なものを獲得し、危険なものから
回避するために必要であり、動物の生存にと
って必須の機能である。嗜好性は脳で判断す
ることから神経回路レベルでの研究が必須
であり、高等生物では研究が難しく、これま
でそのメカニズムの解析はあまり行われこ
なかった。そこで、神経回路レベルでの研究
に適したモデル生物、線虫 C. elegans を用
いて、その重要課題の解明に取り組むことが
有用である。 
匂いに対する嗜好性は、過去の経験や周囲

の環境により変化する。また同一の匂い物質
でも濃度により嗜好性が変化する。我々は、 
線虫において①過去の経験や②匂いの濃度
により、嗜好性が変化する現象を発見した。
前者については、匂いの暴露によって匂いに
対する反応が変わる点では嗅覚順応に似た
現象だが、それより短い時間で、神経回路レ
ベルで成立するという特徴を持った新規の
ものであった（Hayashi, Hirotsu et al, 
Nature Neuroscience, 2009 、 Yamada,  
Hirotsu et al, Science, 2010）。後者につ
いては、同じ匂い物質でも濃度によって応答
する感覚神経が変化することを、全ての生物
種を含めて初めて見出した（Yoshida, 
Hirotsu, et al, Nature Communications, 
2012）。これらは動物が匂い情報をどのよう
に受け取り情報処理しているか、その一端を
明らかにする上でも重要な報告であった。 
 
２．研究の目的 
神経回路研究に優れた線虫 C. elegans を用
い、匂いに対する嗜好性が生み出され変化す
る仕組みについて、我々が確立した独自のモ
デル系を用いて解析を行う。本研究では特に
重要な以下の点について解明することを目
的とした。また、メカニズムを解析するため
の新技術の開発や、線虫の匂いに対する嗜好
性の社会利用についても解析を進めた。 
①匂い経験による嗜好性変化のしくみ 
①-1 匂い経験による嗜好性変化を担う神経
回路機能の解明 
嗅覚神経から直接シナプス入力を受ける介
在神経について、嗜好性変化への関与を調べ、
イメージングにより嗜好性変化が起きてい
るときの活性変化を調べる。 
①-2 ニューロペプチドシグナルの関与につ
いて 
①-3 MAPK のターゲット分子の探索 
匂い経験による嗜好性変化には、Ras-MAPK 経
路の働きが必須である。しかし、MAPK のター
ゲット分子がわかっていないため、Ras-MAPK
経路が下流でどのような分子、機構を制御し
ているのかが不明なままである。そこで、線
虫ではあまり行われていない生化学的手法
を導入し、MAPK のターゲット分子を同定する。 
②匂いの濃度による嗜好性変化のしくみ 

②-1 匂いの濃度による嗜好性変化を制御す
る神経回路機能 
匂いの濃度による嗜好性変化は、働く嗅覚神
経が異なることにより制御されていること
がわかってきたが、下流の介在神経の関与が
わかっていない。そこで、嗜好性が変化する
ときに、働く介在神経群がどのように変化す
るか解析する。 
③神経回路における分子の働きを解析する
ための新技術の開発 
嗜好性変化で重要な働きをするRasタンパク
質のように、多種の組織で、様々なタイミン
グで多彩な働きをするものが多い。これらの
タンパク質の機能を、時期、場所に分けて解
析するためには、それらを同時に指定した遺
伝子機能ノックダウン法が必要である。しか
し、既存の技術では、どちらかを制御するこ
とはできるが、両方を満たすのは困難であっ
た。そこで、時間と場所を同時に制御できる
新技術の開発を行う。 
④線虫の匂いに対する嗜好性変化の社会利
用 
我々は、線虫の匂いに対する嗜好性が、被検
者の病気の有無によって変化することを最
近見出した。そこで、線虫の匂いに対する嗜
好性変化を医療技術にも利用できるか検証
する。 
 
３．研究の方法 
①匂い経験による嗜好性変化のしくみ 
①-1 匂い経験による嗜好性変化を担う神経
回路機能の解明 
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 機能を阻害した
時の嗜好性変化への影響を調べ、関与する介
在神経の同定を詳細に行った。 
関与していることが分かった AIY、AIA 介

在神経について、嗜好性変化が起こる時の活
性変化をカルシウムイメージングによって
調べた。以前は、YC3.60 をプローブとして使
用していたが、ダイナミックレンジが小さく、
活性変化を十分に捉えきれていない可能性
があった。そこで、ダイナミックレンジの大
きい GCaMP6 を導入して解析を行うことにし
た。 
①-2 ニューロペプチドシグナルの関与につ
いて 
ニューロペプチド受容体 NPR-11 について、
嗜好性変化において働く神経の同定をおこ
なった。さらに、NPR-11 のリガンドの探索を
行った。 
①-3 MAPK のターゲット分子の探索 
活性化した MAPK が結合する分子を得るため
に、MEK および MAPK の活性化型タンパク質を
線虫の神経系に発現させた。この株と野生型
でリン酸化タンパク質を取得して比較し、活
性化型 MAPK 発現株で有意に濃くなったバン
ドを切り出して、質量分析器にかけた。得ら
れた候補分子について RNAi などにより機能
阻害を行い、嗅覚への関与を調べ、絞り込み



を行った。最終的には、その中でも最も強い
関与が示された VDAC-1 に集中してさらなる
解析を行った。 
②-1 匂いの濃度による嗜好性変化を制御す
る神経回路機能 
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 にカスパーゼを
発現させて細胞死を引き起こし、神経機能が
阻害されたときの表現型を観察した。それに
より、匂いの濃度によって機能する介在神経
が変化するか解析を行った。 
③神経回路における分子の働きを解析する
ための新技術の開発 
従来の RNAi では、時期特異的あるいは場所
（細胞）特異的に遺伝子機能をノックダウン
することはできたが、両方は困難であった。
そこで、2 本鎖 RNA を発現させる際、片方の
鎖を細胞特異的プロモーターで、もう一方の
鎖をヒートショック（時期特異的）プロモー
ターで発現させることで、両者が重なる時期、
場所でのみ遺伝子機能ノックダウンが起こ
ることを発想し、その系の確立を行った。 
④線虫の匂いに対する嗜好性変化の社会利
用 
線虫が、がん細胞の培養液と、正常細胞の培
養液では異なる嗜好性を示すことを発見し
たことから、線虫ががんの匂いを嗅覚で検知
しているか検証を行った。次に、この現象を
医療検査に用いるために、人間の試料を用い
て解析を行った。さらに中規模の検体を取得
し、その精度検証を行った。 
 
４．研究成果 
①匂い経験による嗜好性変化のしくみ 
①-1 匂い経験による嗜好性変化を担う神経
回路機能の解明 
AIY、AIA 介在神経の機能阻害は嗜好性変化に
異常を引き起こした。一方、AIB、AIZ につい
ては、単独および両方の機能阻害で異常が見
られなかった。よって、AIY、AIA 神経が経験
による嗜好性変化に重要であることが分か
った。 
 次に AIA神経の活性変化をイメージング

によって解析した。以前は YC3.60 をプロー
ブとして使用していたが、ダイナミックレン
ジが小さく、詳細に解析できない問題があっ
た。そこで、ダイナミックレンジの大きい
GCaMP6 を用いて解析を行ったところ、AIA 神
経は通常の匂い刺激には応答を示すこと、匂
い経験後は応答が見られないことが観察さ
れた。またその活性変化は YC3.60 を使用し
た時よりも数倍～10 倍大きく、神経活性の詳
細解析に適していることが示唆された。 
①-2 ニューロペプチドシグナルの関与につ
いて 
ニューロペプチド受容体 NPR-11 の変異体は
嗜好性変化に異常を示した。npr-11を ins-1

プロモーターによりAIA神経に特異的に発現
させたところ、npr-11変異体の異常が回復し
たことから、NPR-11 は AIA 介在神経で重要な
働きをしていることが示唆された。 
 NPR-11 に受容されるリガンドを探索する
ために、ニューロペプチドの変異体を用いて
嗜好性変化の表現型を観察した。nlp-1、
nlp-5、nlp-12、nlp-15、nlp-18、nlp-20、
nlp-38 について解析したところ、nlp-5、
nlp-12、nlp-18変異体が有意に異常を示す結
果が得られた。そのうち、nlp-5、nlp-18 は
npr-11 変異体と同様にほとんど嗜好性変化
が起こらない強い異常を示したことから、リ
ガンドとして働いている可能性が示唆され
た。 
①-3 MAPK のターゲット分子の探索 
活性化型 MAPK によってリン酸化が優位に強
くなった候補分子を探索した結果、142 個が
得られた。MAPK は線虫の嗅覚系において、嗅
覚受容、嗜好性変化の両方に機能しているこ
とが知られている。まず前者におけるターゲ
ットを同定するために、候補遺伝子の変異体
および RNAi ノックダウン株の匂いに対する
反応を観察した。さらに嗅覚神経特異的ノッ
クダウン実験も行って、嗅覚神経で機能して
いる候補を探索した。その結果、嗅覚神経に
おいて嗅覚受容に重要な働きをしているこ
とを示すものとして、clp-7、icd-1、icd-2、
vdac-1が得られた。その中で最も顕著な異常
を示した vdac-1 は電位依存性チャネルをコ
ードしており、主にミトコンドリアで働いて
いることは知られている。しかし、嗅覚系に
おける働きはまだ知られていない。vdac-1ノ
ックダウン株の嗅覚神経の匂いに対する反
応をイメージングで調べたところ、ほとんど
反応していないことがわかった。VDAC-1 は嗅
覚神経のミトコンドリアに局在が見られた。
また VDAC-1 は Ras-MAPK 経路の下流で機能し
ていること、MAPK のリン酸化サイト Thr175
が活性化に重要であることがわかった。以上
の結果から、VDAC-1 が MAPK のターゲット分
子として嗅覚受容を制御していることが示
唆された。 
②-1 匂いの濃度による嗜好性変化を制御す
る神経回路機能 
AIA、AIB、AIY、AIZ 介在神経を破壊したとき
の、高濃度および低濃度ジアセチルに対する
反応を調べ、それぞれに関与する介在神経が
変化するかを調べた。その結果、高濃度ジア
セチルからの忌避行動にはすべての介在神
経が、低濃度ジアセチルへの誘引行動には
AIY のみが関与していることがわかった（図
1）。このことから、匂いの濃度による嗜好性
変化は、嗅覚神経のレパートリーだけでなく、
介在神経のレパートリーも変化し、神経回路
で制御されていることが示された。 



 
図 1 介在神経を破壊したときの、高濃度ジアセチ
ル（左）、低濃度ジアセチルに対する反応 
 
③神経回路における分子の働きを解析する
ための新技術の開発 
RNAi において 2本鎖 RNA を発現させる際、片
方の鎖を細胞特異的プロモーターで、もう一
方の鎖をヒートショック（時期特異的）プロ
モーターで発現させることで、両者が重なる
時期、場所でのみ遺伝子機能ノックダウンが
起こる新手法「T.C.RNAi 法」を発想した。こ
の技術を検証するために、AWC、AWB 嗅覚神経
の両方に GFP を発現させて、フォトブリーチ
で蛍光を一度退色させた後、GFP の発現によ
る蛍光の回復に T.C.RNAi 効果が見られるか
を観察した。具体的には、フォトブリーチ後、
srd-17プロモーターで gfpのセンス鎖を AWC
神経単独に、ヒートショック（hsp）プロモ
ーターでgfpのアンチセンス鎖を時期特異的
に発現させた。これにより、AWC 神経でのみ
RNAi 効果があることが期待される。その結果、
AWB では蛍光の回復が見られたが、AWC では
回復が見られなかった（図 2）。T.C.RNAi は
嗅覚神経で働く odr-3でも検証し、効果があ
ることを証明した。これらの結果から、
T.C.RNAi が、時期、場所を限定して遺伝子機
能をノックダウンできる新技術として有用
であることが示唆された。 

図 2 AWC 神経で時期、細胞特異的に GFP の発現を
抑えたときの結果 
 
次に我々は、実際に多種多様な働きをする

Rasタンパク質の働きをT.C.RNAiを用いて解
析した。我々は Ras が餌探索行動に関与する
ことを新たに見出した。Ras は細胞増殖、分
化、嗅覚等様々な働きをしていることから、
それと分けて解析するために T.C.RNAi 法を
用いた。その結果、Ras がいくつかの限られ
た神経で成虫期に働き、グルタミン酸受容体
の局在を制御することで餌探索行動をコン
トロールしていることがわかった。 
④線虫の匂いに対する嗜好性変化の社会利
用 
先行研究により、野生型線虫ががん細胞の培
養液に誘引行動を示すことがわかった。この

誘引行動は、正常細胞の培養液に対しては見
られないこと、嗅覚異常の odr-3変異体では
見られないことから、がん細胞に特有の分泌
物の匂いに対して線虫が反応していると考
えられた。 
次に、人間由来の試料に対する線虫の反応

を解析した。がん患者の尿 20 検体、健常者
の尿 10 検体について線虫の反応を調べたと
ころ、全てのがん患者の尿には誘引行動を、
反対に全ての健常者の尿には忌避行動を示
した。がん患者の尿に対する誘引行動は、嗅
覚神経を破壊した線虫では起こらないこと、
線虫の嗅覚神経はがん患者の尿に有意に強
く応答したことから、線虫は尿中におけるが
んの匂いを感じていることがわかった。 
我々は、線虫の嗅覚を用いたがん診断テス

トの精度を調べるために、242 検体（がん患
者：24、健常者：218）の尿を用いて実験を
行った。その結果、がん患者 24 例中 23例が
陽性、健常者 218例中 207例が陰性を示した。
すなわち感度（がん患者をがんと診断できる
確率）は 95.8%、特異度（健常者を健常者と
診断できる確率）は 95.0%であり、同じ被験
者について同時に検査した他の腫瘍マーカ
ーに比べ、感度は圧倒的であった。またステ
ージ 0、1 の早期がんでも感度が低下しない
ことがわかった。 
線虫の嗅覚を用いたがん検査は、①尿を測

るため苦痛がない、②簡便、③迅速、④低コ
スト、⑤多くのがんを 1度に検出可能、⑥早
期発見できる、⑦高感度といった優れた特徴
を併せ持つ従来にないがんスクリーニング
法である。 
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