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研究成果の概要： 

転写調節因子である Arx 及び Fez 遺伝子の欠損マウスにおいて、嗅細胞の軸索が嗅球へと到

達できない嗅覚神経回路形成の異常が見られる。Arx 及び Fez 遺伝子の下流に存在し嗅覚神経

回路形成の制御をしている遺伝子を同定するために、Fez 遺伝子欠損マウスの嗅上皮及び Arx

遺伝子欠損マウスの嗅球において発現量の変化している遺伝子を DNA マイクロアレイによっ

て探索した。これらの遺伝子群の中から、細胞接着分子・転写制御因子・シグナル伝達分子な

どの神経回路形成に関与すると予想される遺伝子について in situ hybridization を用いて野生

型及び Fez 遺伝子欠損マウス、Arx 遺伝子欠損マウスの嗅覚系における発現パターンと発現量

を調べた。その結果、Arx 遺伝子欠損マウスの嗅球においては細胞分裂を制御する分子である

Prc1, 転写調節因子である EBF3, 細胞接着分子である Plexin C1 の 3 種類の遺伝子の発現が

嗅球介在神経細胞において野生型に比べて減少していた。これらの遺伝子が嗅球介在神経細胞

の分化・移動および嗅細胞の嗅球への軸索投射を制御している可能性があることが示された。 

また嗅球介在神経細胞に遺伝子導入をする新たな系としてレンチウイルスの系の導入を試み

た。GFP 遺伝子を搭載したレンチウイルスを新生仔マウスの脳室に注入して感染させ、2 週間

後に解剖して解析したところ新生嗅球介在神経細胞に効率よく GFP 遺伝子が導入され、新生

神経細胞の可視化が可能になった。今後このレンチウイルスの系を用いて新生嗅球介在神経細

胞の分化・樹状突起の伸展などに関与する遺伝子の機能解析を行う予定である。 
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１．研究開始当初の背景 

一次嗅覚神経系は匂い分子を受容する嗅
細胞とその情報伝達先である嗅球内の神経
細胞が非常に精密な神経回路網を形成する
ことで成立している（Cell 116:329-336, 

2004.）。近年、主に遺伝子工学の手法を用い
たマウスの解析から、この一次嗅覚神経回路
形成過程において嗅覚受容体遺伝子自身及
び neuropilin-1 や ephrin といったいくつか
の細胞認識分子が関与していることが明ら
かになっている。しかし、この精密な嗅覚神
経回路の形成機構にはまだまだ不明な点が
多い。 

申請者らが最近報告したホメオボックス
型転写調節因子であるArx遺伝子とジンクフ
ィンガー型転写調節因子であるFez遺伝子の
ノックアウトマウスの解析から、嗅細胞の軸
索投射と嗅球の形態形成が互いに密接に影
響を及ぼしながら相互依存的に発達するこ
と が 明 ら か に な っ た （ Development 

132:751-762,2005;Development133:1433-1

443,2006）。さらに嗅細胞の軸索投射を制御
する分子の発現は、嗅細胞においては Fez 遺
伝子によって、嗅球の細胞（嗅球の介在神経
細胞もしくは radial glia）においては Arx 遺
伝子によってそれぞれ制御されていること
が示唆された。また、嗅細胞と嗅球の細胞で
発現し、軸索投射を制御する分子同士は受容
体とリガンドの関係になっていることが予
想された。 

本研究計画ではFez遺伝子及びArx遺伝子
が発現を制御している軸索ガイダンス分子
もしくは細胞認識接着分子等を同定し、その
機能を明らかにすることで嗅覚神経回路形
成の分子機構を明らかにすることを目指す。
さらにこの嗅覚神経回路形成を解析するこ
とで脳内の神経回路形成機構に関しての重
要な基盤的知見の発見へとつながることを
期待する。 

 

 

２．研究の目的 

これまでの申請者のArx遺伝子及びFez遺
伝子欠損マウスに関する解析結果から、嗅細
胞の軸索投射を制御する分子の発現が嗅細
胞においてはFez遺伝子によって、嗅球の細
胞においてはArx遺伝子によってそれぞれ制
御されていると推測された。 

Arx 遺伝子及びFez遺伝子ノックアウトマ

ウスは嗅細胞の軸索投射異常と嗅球の層形
成の異常を共に起こしているという嗅覚神
経回路形成の研究の観点から見て極めて興
味深い表現系を持つ変異マウスである。この
嗅細胞の軸索投射異常の原因遺伝子を DNA

マイクロアレイによって探索することで、嗅
覚神経回路形成の分子機構の解析が大きく
進むことを期待する。これまでの解析から嗅
細胞の軸索投射と嗅球の形態形成は互いに
影響を及ぼしながら発達していると推測さ
れた。このことから Arx 遺伝子及び Fez 遺伝
子ノックアウトマウスノックアウトマウス
を解析することによって嗅細胞の軸索投射
だけでなく嗅球の形態形成の機構について
も新たな知見が得られるであろう。 

これらの嗅覚神経回路形成機構について
今後解析を進めることで、脳内の複雑な神経
回路の形成の基本原理となるものが見つか
ることが大いに期待できると考えられる。 

 

 

３．研究の方法 

これまでの申請者によるArx及びFezの遺
伝子欠損マウスに関する解析結果から、嗅細
胞の軸索投射を制御する分子の発現が嗅細
胞においては Fez 遺伝子によって、嗅球の細
胞においてはArx遺伝子によってそれぞれ制
御されていると推測された。その存在が推測
された嗅細胞の軸索投射を制御する分子を
同定するために、以下のようにマイクロアレ
イ実験を行う。 

まず、正常な野生型マウスの嗅上皮（嗅細
胞の存在する組織）と Fez 遺伝子ノックアウ
トマウスのそれから total RNA を抽出し
DNA マイクロアレイによって発現量の変化
した遺伝子を比較する実験と野生型マウス
の嗅球とArx遺伝子ノックアウトマウスのそ
れを DNA マイクロアレイによって比較する
実験の 2つの実験を行う。この２種類のDNA

マイクロアレイ実験によって得られた発現
量の変化した遺伝子の中から細胞接着もし
くは軸索伸長に関与すると思われる膜タン
パク及び分泌タンパク質の遺伝子を選び出
しさらに解析を行う。現在までに野生型マウ
スの嗅球とArx遺伝子ノックアウトマウスの
それを DNA マイクロアレイによって比較す
る実験は既に終了しており発現量の変化し
た遺伝子の中から細胞接着もしくは軸索伸
長に関与する可能性のある膜タンパク及び



分泌タンパク質遺伝子が 20 種類程度見つか
っている。 

DNA マイクロアレイによって得られた嗅
細胞の軸索投射に関与する可能性のある遺
伝子群については、in situ hybridization も
しくは免疫組織染色によって野生型及び Fez

遺伝子、Arx 遺伝子ノックアウトマウスでの
発現細胞の同定と発現量の変化を明らかに
する。もし嗅細胞の軸索投射に関与する遺伝
子であるならば、Fez と Arx 遺伝子はそれら
の遺伝子の発現をそれぞれ cell-autonomous

に制御すると考えられるので、Fez ノックア
ウトマウスで発現量の変化している遺伝子
は嗅細胞で発現し、Arx ノックアウトマウス
で発現量の変化している遺伝子は嗅球の介
在神経細胞もしくは radial glia で発現して
いると考えられる。（Arx 遺伝子は一次嗅覚神
経系では嗅球の介在神経細胞と radial glia

で発現している。）in situ hybridization 及び
免疫組織染色によって、その発現パターンか
ら嗅細胞の軸索投射に関与する可能性が高
い遺伝子を見つけだす。 

見つかったFezもしくはArx遺伝子によっ
て発現制御される嗅細胞の軸索投射に関与
する可能性が高い遺伝子に関して、以下の実
験を行うことで嗅覚神経回路形成における
それらの遺伝子の機能解析を行う。その実験
とは、トランスジェニックマウスのシステム
を用いることでFez遺伝子もしくはArx遺伝
子ノックアウトマウスでの嗅細胞の軸索投
射のレスキューを試みる実験である。具体的
には、Fez 遺伝子によって発現制御される遺
伝子は、嗅細胞特異的な OMP プロモーター
の制御下に置いて、その遺伝子の嗅細胞特異
的な強制発現を試みる。また、Arx 遺伝子に
よって発現制御される遺伝子は、嗅覚系では
嗅球の介在神経細胞特異的発現を示す Dlx5

プロモーターもしくは radial glia 特異的発
現を示す blbp プロモーターの制御下に置い
て、嗅球の特定の細胞種特異的な発現を試み
る。これらのトランスジェニックマウスと
Fez遺伝子もしくはArx 遺伝子ノックアウト
マウスを掛け合わせたマウスにおいて嗅細
胞の軸索投射がレスキューされるのかを調
べることで、その遺伝子の嗅細胞の軸索投射
における機能を明らかにする。 

 また、Arx遺伝子ノックアウトマウスにお
いては嗅細胞の軸索投射だけではなく嗅球
の介在神経細胞において脳室周辺から嗅球
への移動にも異常が見られた。野生型マウス
の嗅球とArx遺伝子ノックアウトマウスのそ
れをDNAマイクロアレイによって比較する実
験において、発現量の差のある遺伝子の中に
は嗅球の介在神経細胞の移動に関与する遺
伝子も含まれていると考えられる。マイクロ
アレイの解析で得られた遺伝子の中で神経
細胞の移動に関与する遺伝子が見つかった

ならば嗅細胞の軸索投射の場合と同様に以
下の実験を行う。まずin situ hybridization
及び免疫組織染色によって、その遺伝子の発
現がArx遺伝子ノックアウトマウスの嗅球の
介在神経細胞において変化しているのかを
確かめる。確かに嗅球の介在神経細胞におい
て発現が変化していたならばDlx5プロモー
ターを用いて嗅球の介在神経細胞特異的に
その遺伝子を強制的に発現させるトランス
ジェニックマウスを作製する。そのマウスと
Arx遺伝子ノックアウトマウスを掛け合わせ
ることで嗅球の介在神経細胞の移動がレス
キューされるかを調べる。嗅球の介在神経細
胞はその産生と嗅球への移動が胎生期のみ
ならず成体時においても常時起きていると
いう特徴をもっている。Arx遺伝子によって
発現が制御されている嗅球の介在神経細胞
の移動に関与する遺伝子が成体時の嗅球へ
の移動にも関与しているかは非常に興味深
い点である。成体時の嗅球への移動について
はArx遺伝子欠損のヘテロの雌マウスを解析
することで明らかになるであろう。（Arx遺
伝子はX染色体上に存在するため、Arx遺伝子
欠損のヘテロの雌マウスでは正常なArx遺伝
子を持った細胞とArx遺伝子欠損の細胞のモ
ザイクになっている。）また、嗅球の介在神
経細胞の移動がレスキューされた場合、Arx
遺伝子ノックアウトマウスの他の表現型で
ある嗅細胞の軸索投射異常及び嗅球の層形
成の異常がどう変化するのかを解析するこ
とで、介在神経細胞の移動と関連性があるの
かを調べる。 
 

 

４．研究成果 
転写調節因子であるArx及びFez遺伝子の

欠損マウスにおいて、嗅細胞の軸索が嗅球へ
と到達できない嗅覚神経回路形成の異常が
見られる。Arx 及び Fez 遺伝子の下流に存在
し嗅覚神経回路形成の制御をしている遺伝
子を同定するために、Fez 遺伝子欠損マウス
の嗅上皮及びArx遺伝子欠損マウスの嗅球に
おいて発現量の変化している遺伝子を DNA

マイクロアレイによって探索した。これらの
遺伝子群の中から、細胞接着分子・転写制御
因子・シグナル伝達分子などの神経回路形成
に関与すると予想される遺伝子について in 

situ hybridization を用いて野生型及び Fez

遺伝子欠損マウス、Arx 遺伝子欠損マウスの
嗅覚系における発現パターンと発現量を調
べた。その結果、Arx 遺伝子欠損マウスの嗅
球においては細胞分裂を制御する分子であ
る Prc1, 転写調節因子である EBF3, 細胞接
着分子である Plexin C1 の 3 種類の遺伝子の
発現が嗅球介在神経細胞において野生型に
比べて減少していた。これらの遺伝子が嗅球
介在神経細胞の分化・移動を制御している可



能性があることが示された。 

また嗅球介在神経細胞に遺伝子導入をす
る新たな系としてレンチウイルスの系の導
入を試みた。GFP 遺伝子を搭載したレンチウ
イルスを新生仔マウスの脳室に注入して感
染させ、2 週間後に解剖して解析したところ
新生嗅球介在神経細胞に効率よく GFP 遺伝
子が導入され、新生神経細胞の可視化が可能
になった。今後このレンチウイルスの系を用
いて新生嗅球介在神経細胞の分化・樹状突起
の伸展などに関与する遺伝子の機能解析を
行う予定である。 
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