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研究成果の概要（和文）：ネコの19種類フェロモン受容体遺伝子（V1R）を線虫の忌避性嗅覚神経細胞（AWB）特
異的プロモーターに連結して線虫の卵巣に導入し、ネコV1Rを嗅覚神経細胞で発現した遺伝子改変線虫を作成し
た。まずネコV1Rが線虫のAWB神経細胞で発現していることが確認できたので、リガンドがV1Rに結合して神経が
活性化すると線虫がリガンドに忌避するという反応を指標にして、ネコ尿脂質に対する走化性指数を調べた。そ
の結果、ネコV1Rを発現する遺伝子組み換え線虫は、ネコ尿脂質に対して有意に忌避することが分かり、遺伝子
改変線虫を使った哺乳動物のフェロモン探索の可能性が期待できた。

研究成果の概要（英文）：Pheromones are bioactive compounds which release innate behavior and control
 physiological and reproductive statuses in conspecific species. In this study, we tried to develop 
a functional expression system of mammalian V1Rs for the identification of pheromones in transgenic 
Caenorhabditis elegans (C. elegans). In C. elegans, G protein coupled receptors including olfactory 
receptors are mainly expressed in AWA, AWB and AWC chemosensory neurons. We generated two transgenic
 C. elegans expressing 7 or 5 of 24 V1Rs of domestic cats in AWB neurons whose activations induce 
avoidance behavior in the C. elegans. In behavioral bioassays using lipids extracted from urine of 
estrous female cats, the two transgenic C. elegans significantly avoided the lipids, while wild type
 C. elegans did not display avoidance behavior toward the lipids. These results suggest that feline 
V1Rs are functionally expressed in AWB neurons of the transgenic C. elegans. 

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 

哺乳動物の尿や涙、皮脂腺や生殖腺の分

泌物には、種や性、年齢、個体に特有な化

学物質が多数含まれている。この中で同種

の他個体に特異的な行動変化を誘起したり、

内分泌系に影響を与える生理活性物質をフ

ェロモンという。哺乳動物において、フェ

ロモンは、鋤鼻器と呼ばれる嗅覚器官で発

現している Vomeronasal Type 1 Receptor

（V1R）および Vomeronasal Type 2 Receptor

（V2R）で受容されることが分かっている。

V1R と V2R は、嗅覚受容体（OR）と同じ 7

回膜貫通型の Gタンパク質共益受容体であ

り、それぞれ多重遺伝子ファミリーを形成

している。V1R は揮発性物質、V2R は水溶性

ペプチドを受容すること、V1R と V2R の種

類は動物種によって大きく異なり、齧歯類

以外の動物では V2R がすべて偽遺伝子化し

ていることも分かっている。 

これまでに様々な動物でフェロモンの関

与が示唆される生物現象が見つかっている。

しかしフェロモンの化学構造が同定された

例はその中のごく僅かである。一般に OR

に対するリガンド（におい物質）の探索は、

OR を培養細胞で発現させてカルシウムイ

メージング法で行われる。一方 V1R や V2R

の場合、培養細胞の細胞膜で受容体を発現

させる手法が確立していない為、リガンド

（フェロモン候補物質）の探索は動物での

生物活性を指標に行われている。しかし動

物個体の反応には個体差があり、また様々

な外的要因の影響も受け、再現性が悪いた

め、リガンド探索の指標として適さない面

もある。そこで V1R や V2R を機能的に細胞

で発現させ、哺乳動物の反応を指標とせず

リガンドを探索できる手法を確立すること

が当該分野で強く求められている。 

 

２．研究の目的 

本研究は、哺乳動物のフェロモン受容体

を線虫の神経細胞で機能的に発現させ、線

虫を使い動物の分泌物からフェロモンを探

索できる手法の開発を目指す。具体的には、

ネコの 19 種類フェロモン受容体遺伝子

（Vomeronasal Type 1 Receptor：V1R）を

線虫の嗅覚神経細胞特異的プロモーターに

連結して線虫の卵巣に導入し、ネコ V1R を

嗅覚神経細胞で発現した遺伝子改変線虫を

作成する。リガンドが V1R に結合して神経

が活性化すると線虫がリガンドに誘引され

るという反応を指標にして、ネコの尿から

各 V1R に対応するリガンド（フェロモン候

補物質）の同定を目指す。本手法は、これ

まで対象動物の反応を指標に行われてきた

フェロモン探索法を大きく変えるもので、

例えば動物試験の実施が難しかった野生動

物でもフェロモン探索が可能となる画期的

方法であると考える。 
 
３．研究の方法 

（１）ネコ V1R 遺伝子発現ベクターの構築 

Ensembl Genome Browser を使い、ネコの

ゲノムデーターベースから V1R 遺伝子の探

索を行った。その結果、64 種類の V1R 遺伝

子を発見できたが、43 種類の V1R は偽遺伝

子化していたため、21 種類の V1R 遺伝子が

標的となった。ネコの鋤鼻器 RNA を鋳型に

して RT-PCR を行ったところ 19 種類の V1R



遺伝子で mRNA の発現を確認できた。以上の

予備的研究の結果を踏まえ、申請者らはネ

コの19種類のV1Rを線虫の忌避性嗅覚神経

細胞（AWB）で発現させることにした。 

V1R 遺伝子はエクソンのみでイントロン

を含んでいないので、ネコのゲノムを鋳型

に19種類のV1R遺伝子全長をPCRで増幅す

る。次に PCR 産物をベクターにサブクロー

ニングして DNA シーケンサーで配列を確認

する。配列に誤りがないことを確認できた

ら、各 V1R 遺伝子を線虫 AWB 神経特異的プ

ロモーター（str-1）の下流に連結し、発現

ベクター19 種類を構築した。 

（２）遺伝子改変線虫の作製 

一般に哺乳動物の場合、嗅覚受容体は嗅

細胞の線毛に発現しているが、各嗅細胞で

はそのうち１種類の受容体だけを発現して

いることが知られている（1嗅細胞‐1受容

体ルール）。一方、線虫の場合、１つの神経

細胞に多数の受容体が発現していることが

知られている（1嗅細胞‐多受容体）。そこ

で本研究では 19 種類の V1R を線虫の AWB

嗅覚神経細胞で発現させた。 

19 種類の発現ベクターが構築出来たら、

19 種類の V1R と緑色蛍光タンパク質（GFP）

遺伝子（遺伝子改変線虫と野生型線虫を識

別するマーカー）の混合 DNA を線虫の卵巣

にマイクロインジェクションした。DNA を

注入した個体を飼育し卵を産ませると、そ

の卵のなかにある確立で 19 種類の V1R と

GFP 遺伝子を持った卵が含まれている。卵

が孵化し生まれた線虫を蛍光顕微鏡で観察

し、緑色蛍光を発した個体（GFP 発現線虫）

を選別して以下のリガンド探索に利用した。 

（３）遺伝子改変線虫によるリガンド探索 

ネコ V1R 遺伝子を発現した遺伝子改変線

虫を使い、リガンドの探索を行う。遺伝子

改変線虫で機能的な V1R が発現した場合、

V1R にリガンドが結合すると AWB 神経が活

性化され、線虫はリガンドから忌避する。

申請者らがこれまで取り組んできたネコの

行動試験の結果より、少なくてもフレーメ

ン誘起フェロモンはネコの尿脂質画分に含

まれることを突き止めた。そこでまずアガ

ロースシャーレの一部にネコ尿脂質をスポ

ットし、その対側に線虫を置き、スポット

に線虫が誘引されるか、線虫の走化性を指

標に V1R が機能的に発現しているか判別す

る（下図）。もし尿脂質に対する走化性が認

められない場合、V1R が機能的に発現して

いないと考えられる。なお先行実験で野生

型線虫は、尿脂質に走化性を示さなかった。 
   

 
４．研究成果 
（１）線虫導入用ベクター作製 

Gatewayクローニングを用いて、忌避性

匂い物質の受容に関わる AWB 細胞のプロ

モーターを組み込んだ str-1 prom－V1R－

3’-UTRベクター21種と V1Rの N末端に

緑色蛍光タンパク質（GFP）をつけた str-1 

prom－GFP-V1R-3’-UTR ベクターを作成

した。 

 

 



 

 

（２）線虫 V1R の発現部位の解析 

 線虫では神経細胞の位置関係が明らかに

なっている。AWB 細胞とその周りの脂溶性

カルボシアニン色素（DiD）で染まる細胞の

模式図を図 6に示した。これらの細胞の位

置関係から、AWB で V1R が発現するかどう

かを確認した。明視野と緑色蛍光の画像お

よび緑色蛍光と赤色蛍光の二重蛍光画像、

感覚繊毛のズーム画像を下図に示した。GFP

と DiD で染まった細胞の位置関係から、GFP

が光っているのは AWB 細胞だとわかった。

また、外界からの刺激を受け取る感覚繊毛

でも GFP が発現し、その形態が AWB の特徴

の分岐した形であることからも GFP が AWB

で発現していることがわかった。 

 

（３）ネコ V1R を発現したトランスジェニ

ック線虫の活性確認 

17種類のネコV1Rを３つのグループにわけ、

7 種、5 種、5 種のネコ V1R を発現する遺

伝子組み換え線虫（MixA、MixB、MixC）

を作成した。MixB については、マーカー

である GFP の発現が認められなかったの

で、実験では MixA と MixC を使用した。

ネコ尿脂質に対する走化性指数を調べた

結果、忌避行動を示すことがわかった。 

 

（４）マウス V1Rf ３を発現させた線虫で

の解析 

これまでの研究で、ネコ V1Rを発現させ

た線虫がフェロモンを含む尿脂質に対して、

行動レベルで有意に応答することは確認で

きた。しかし、トランスジェニック線虫を



使ったリガンド探索系の有用性を検証する

為に、マウスで既知のリガンド‐受容体ペ

アで同様の実験を行った。まず、ネコ V1R

と同様にマウス V1Rf3 線虫導入用ベクタ

ーを作成し、線虫にマイクロインジェクシ

ョンしてmV1Rf3発現線虫を作成した。作

成したmV1Rf3発現線虫を使って、既知の

リガンドである 3-硫酸βエストラジオー

ルナトリウム塩に対する反応を行動アッセ

イで調べた。その結果、図に示すようにマ

ウス V1Rf3を AWB神経細胞で発現する 2

系統のトランスジェニックマウスで有意な

忌避活性が認められた。 

 

以上の結果、AWB 神経細胞で哺乳動物の

V1R が機能的に発現している可能性が強く

示唆され、遺伝子改変線虫を使った哺乳動

物のフェロモン探索の可能性が期待できた。 
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