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研究成果の概要（和文）： 
 マウス嗅神経細胞において、cAMP シグナルは軸索投射位置の global な位置決めと、local
な軸索の選り分けという異なるステップを制御している。本研究では、global な位置決めには
幼弱な嗅神経細胞で発現する Gsが 3量体 Gタンパク質として使われており、一方、より成熟し
た嗅神経細胞においては Golf が使われているということが判明した。また、本研究では、軸索
投射位置の global な位置決めのロジックに関して、軸索間相互作用が重要な役割を果たしてい
るということを見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we found that odorant receptors control axonal projection of olfactory 
sensory neurons via Gs and Golf, each controlling distinct phase of axon guidance.  We 
also analyzed the pre-target axon sorting for olfactory map formation in mice, and found 
that pre-target axon sorting plays an important role in establishing the topographic order 
based on the relative levels of guidance molecules expressed by axons. 
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１．研究開始当初の背景 

 哺乳類の中枢神経系は、1,000 億個もの神
経細胞が秩序だった回路形成を行うことに
よって機能している。しかしながら、これほ
ど多様な神経細胞の個性がどのように分子
コード化されて特異的なシナプス形成が行
われるのかに関してはほとんど解明されて
いない。私はこの問題を解くため、マウス嗅
覚系に着目してこれまで研究を行ってきた。 

 マウスにおいて匂い分子は、約 1,000 種類
の嗅覚受容体（OR：odorant receptor）を用
いて検出されている。嗅上皮に存在する約
1,000 万個の嗅神経細胞は、それぞれが 1,000

種類の OR の中からたった 1 種類のみを発現
して匂い分子の検出にあたっている。また
個々の嗅神経細胞は、大脳前方の嗅球に存在
する 1,000 対の糸球構造の特定の 1 対に軸索
を投射するが、その投射位置は発現する OR
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の種類によって決まっている。従って、1,000

種類の OR によって検出された匂いの情報は、
嗅球においては 1,000 個の糸球のどれが発火
するかという位置情報に変換される。これま
での研究により、嗅球における糸球の 2 次元
配置のうち、背腹軸については嗅神経細胞の
嗅上皮における位置が重要なパラメーター
になっていると言われている。一方、前後軸
についてはOR 分子の種類が何らかの形で投
射位置を規定すると考えられてきた。そこで
私は、OR タンパク質がどのような分子機構
によって軸索投射位置の決定に関わるのか
について、遺伝学的解析を行った。 

 申請者はまず、OR から入力されるシグナ
ルの関与について検討した。トランスジェニ
ックマウスを用いて、3 量体 G タンパク質と
の共役が損なわれた OR による軸索投射の様
子を観察したところ、軸索は正常に嗅球に投
射できず、シナプス形成に至らないことが判
明した。一方、このような表現型は恒常活性
化型の Gs、PKA、CREB 変異体によりレス
キューされた。このことから、OR から Gs、
PKA、CREB を介して入力される cAMP シ
グナルが嗅神経細胞の軸索投射に必要であ
ることが判明した。次に、OR の種類は変え
ずに cAMP のシグナル強度を変える実験を
行ったところ、軸索の投射位置が嗅球の前後
軸に沿ってシフトすることが見出された。従
って、嗅球の前後軸に沿った軸索の投射位置
は、それぞれの OR から入力される cAMP シ
グナルの強度によって規定されていること
が示された。さらに私は、嗅神経細胞におい
て cAMP のシグナル強度に相関して発現す
る遺伝子のスクリーニングを行い、その結果、
種々の軸索ガイダンス分子がORと cAMPシ
グナルに依存した軸索投射に関与している
ことが明らかにされた。cAMP シグナルの強
度が脳のマップに変換されるという私の発
見は 2006 年に Science 誌に公表され、嗅覚
系のみならず神経科学の広い分野の研究者
から非常に高い評価を得ることとなった。 

 

２．研究の目的 

 cAMPのシグナル強度という非常にシンプ
ルで ubiquitous なパラメーターで一見複雑
な軸索投射の特異性が決まるという現象は、
嗅覚系のみならず中枢神経系の複雑な回路
形成のロジックを明らかにしていく上でも
非常に重要なヒントを与えるものと考えら
れる。そこで本研究では、第一に cAMP シグ
ナルに依存して神経回路形成を担う分子ネ
ットワークの同定を試みる。これまでの私の
研究から、cAMP シグナルは主として遺伝子
発現を介して軸索投射の制御を行っている
と考えられるので、cAMP シグナルの下流に
ある遺伝子群を単一細胞マイクロアレイ法
によって探索する。 

 興味深いことに、cAMP シグナルは軸索投
射において異なる二つのphaseを制御してい
ることが判明している。ひとつは global な軸
索投射の位置決めであり、もうひとつは local

な軸索の選別である（図 1）。この二つの組み
合わせによって一見複雑な嗅覚マップが形
成されている。これらは cAMP という同じセ
カンドメッセンジャーの制御を受けていな
がら異なるロジックでマップ形成に寄与し
ている。そこで、第二に、これら二つの cAMP

経路がどのように使い分けられているのか、
cAMP依存的遺伝子がそれぞれどちらの経路
で機能しているのかを調べていく。 

 第三に、cAMP シグナル依存的に発現制御
されている軸索ガイダンス分子がどのよう
に嗅覚マップ形成を制御しているのか解明
する。 

 

３．研究の方法 

(1) cAMPシグナルに依存して発現する遺伝子
群の同定 
 私は、マウスの嗅覚系において、ORから
Gsを介して入力される cAMP シグナルの強さ
が軸索投射位置の特異性を決めている重要
なパラメーターであることを見出した（Imai 
et al., Science, 2006）。また、cAMP シグナ
ルは、投射位置決定のみならず、シナプス形
成や可塑性、神経細胞の代謝・寿命制御にも
関与していることを示唆する予備的なデー
タも得ている。これらには主として CREB を
介した転写制御が関与しているというデー
タを得ている。そこで、これらの cAMP 依存
的プロセスにいかなる遺伝子群が関与して
いるのかを調べる目的で、嗅神経細胞を用い
たマイクロアレイ解析を行う。 
 実験材料としては、特定の嗅神経細胞で
cAMP シグナルのレベルを人為的に改変した
トランスジェニックマウスを用いる（Imai et 
al., Science, 2006）。これらのマウスでは
トランスジーンを発現する嗅神経細胞が
C/YFP 蛍光標識されているので、それらをマ
イクロマニピュレーターを用いて回収し、単
一細胞由来のcDNAライブラリーを作製する。
この cDNA を用い、マイクロアレイ解析を行
う。単一細胞マイクロアレイのメリットは、
均質な細胞集団を使用できるという点であ
る。これまでの予備的な実験では、単一細胞
1個では信頼性が低いものの、単一細胞由来
の cDNAを 10 細胞分程度集めてアレイハイブ
リダイゼーションに用いることにより、通常
の発現レベルの軸索ガイダンス分子等は十
分に検出できることを確認している。また、
データの再現性・信頼性を得るため、アレイ
ハイブリダイゼーションのデータは6ないし
8回程度の反復実験（60-80細胞分）が必要
になる。 
 



 

 

(2) global targeting と local segregation
における cAMPシグナルの使い分け 
 先述のように cAMPシグナルは投射位置の
global な位置決めと、local な軸索の選り分
けという異なる phase を制御している。同じ
cAMP というセカンドメッセンジャーがこれ
ら二つをどのように区別して制御している
のか調べたところ、global な位置決めには幼
弱な嗅神経細胞で発現する Gsが 3量体 Gタ
ンパク質として使われており、より成熟した
嗅神経細胞においては Golfが使われている
ということを見出した。 
 そこで、Gsおよび Golf のノックアウトマ
ウスを用いることで 1)において同定された
遺伝子に関して、どちらの制御を受けている
のか明らかにする。すなわち、Gsのノックア
ウトの影響をより受けているものは global
な位置決めに関わっており、Golf のノックア
ウトの影響をより大きく受けるものはlocal
な軸索の選別に関与しているものと推定で
きる。 
 Gs の嗅覚系特異的ノックアウトマウス、
Golf のノックアウトマウスについてはすで
に作製済みであり、すぐに解析が可能である。 
 
(3) 嗅覚マップ形成ロジックの解明: 軸索-
ターゲット vs. 軸索-軸索相互作用 
 こうして同定された軸索ガイダンス分子
群について、どのように軸索投射に関与して
いるのかを解明する。そのため、ノックアウ
トマウス、トランスジェニックマウスをもち
いた機能解析およびガイダンス分子の生化
学的解析を行う。 
 一般的に、神経系におけるトポグラフィッ
クマップは、軸索投射先に濃度勾配を持った
キューが存在しており、軸索-ターゲット間
相互作用によって形成されると信じられて
いる。たとえば、視覚系のマップは、ターゲ
ットに発現する ephrin の濃度勾配を軸索側
で発現するEphレセプターが検出することで
投射位置が決定すると考えられている。トポ
グラフィックマップの形成に軸索-軸索間相
互作用が寄与する可能性についてはこれま
でほとんど無視されてきたが、申請者は予備
的な実験により、嗅覚系のトポグラフィック
マップ形成に軸索間相互作用が寄与してい
ることを見出している。この軸索間相互作用
に関与する分子の同定・解析によって、神経
マップ形成の新しいロジックを提示できる
と考えている。 
 
４．研究成果 
(1) 申請者が開発した高感度で簡便な単一
細胞マイクロアレイ法を用い、嗅神経細胞に
おいて cAMP 依存的な発現を示す遺伝子群の
網羅的スクリーニングを行った。そのなかか
ら、片鼻閉塞によって影響を受ける遺伝子群

と受けない遺伝子群をそれぞれ同定するこ
とが出来た。これらのうち、Neuropilin-1 と
Semaphorin-3A に関しては、cAMP 依存的に
global に軸索投射位置を決定する遺伝子で
あることを明らかにした。 
(2) マウス嗅神経細胞において、cAMP シグナ
ルは軸索投射位置の global な位置決めと、
local な軸索の選り分けという異なるステッ
プを制御している。それぞれのステップでは、
cAMP シグナルは異なる種類の軸索ガイダン
ス分子の遺伝子発現を異なる様式で制御し
ている。同じ cAMP というセカンドメッセン
ジャーがこれら二つのステップをどのよう
に区別して制御しているのかを遺伝学的に
調べたところ、global な位置決めには幼弱な
嗅神経細胞で発現する Gs が 3 量体 G タンパ
ク質として使われており、一方、より成熟し
た嗅神経細胞においては Golf が使われてい
るということが判明した。 
 培養細胞の系で様々な Gsと Golfの活性の
特性について調べたところ、Gs は basal 
activity が高く、Golf は低いことが明らか
となった。更に、様々な嗅覚受容体における
basal activity を測定したところ、嗅覚受容
体の種類毎に固有の basal activity を有し
ている事が明らかとなった。これらの結果は、
幼弱嗅神経細胞において、嗅覚受容体がリガ
ンド非依存的な basal activity によって Gs
を活性化し、種々の軸索ガイダンス分子の発
現制御を行っている可能性を示唆している。 
培養細胞の系でリガンド非存在下での basal 
activity を測定すると嗅覚受容体ごとに異
なるレベルの活性が見られることから、これ
が Gs 依存性のシグナルの実体である可能性
である。一方、Golf 依存性のシグナルについ
ては、現在嗅神経細胞の in vivo でのカルシ
ウムイメージングを行う為の GCaMP3 マウス
が現在樹立できつつあり、近く解析できると
期待している。 
(3) 本研究では、軸索投射位置の global な
位置決めのロジックに関して、Neuropilin-1
とそのリガンドSemaphorin-3Aが重要な役割
を果たしているということを見いだした。こ
れまで一般的に軸索投射位置決定は軸索と
投射先との相互作用によって生じるとされ
て き た が、 本 研究 では 、 軸索 由 来の
Semaphorin-3AがNeuropilin-1発現細胞の軸
索投射に必要であるとこを見いだした。この
結果は、これまでの考えに反し、軸索間相互
作用が投射位置決定において重要な役割を
果たしているということを意味している。こ
れはこれまでの神経地図形成に関する我々
の概念を一新するものである。この結果は
Science誌に Research Article として発表さ
れた。 
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