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研究成果の概要（和文）：  

 

 嗅覚系において、匂いの情報は糸球体の空間的発火パターン（匂い地図）として嗅球に表現
される。一方、匂い地図がどのように高次中枢に伝達されるのかは未解明であった。本研究で
は、ゼブラフィッシュの遺伝子工学的単一細胞標識法と画像レジストレーション法を組み合わ
せ、嗅球ニューロンの軸索投射について以下の知見を得た。1) 単一嗅球ニューロンは複数の高
次脳領域に投射する。2) 各々の高次嗅覚中枢は、糸球体クラスター非選択的な投射、または特
定の糸球体クラスターからの優位な投射を受ける。すなわち、高次嗅覚中枢では匂い地図の情
報が統合・抽出され、匂いの質を表現する新たな嗅覚情報として再編されることが示唆された。 
 

 

研究成果の概要（英文）： 

 

In the olfactory system, odor information is represented as a topographic map of neural 
activities across glomeruli in the olfactory bulb (OB).  However, it remains largely 
unknown how this odor map is transferred to higher brain centers. In the present study, 
I combined genetic single-neuron labeling and image registration techniques to address 
this issue in zebrafish. I found that 1) individual OB neurons send axons to multiple 
forebrain regions, and that 2) each target region receives either non-selective or biased 
projections from the OB with respect to glomerular classes. These results suggest that 
different forebrain regions sample distinct combinations of glomerular inputs and create 
various forms of olfactory representations. 
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１．研究開始当初の背景 

 

(1) 1991 年の Linda Buck と Richard Axel に
よる嗅覚受容体遺伝子群の発見（2004 年ノー
ベル生理学・医学賞）がきっかけとなり、嗅
覚研究に分子生物学的・発生工学的手法が取
り入れられると、嗅上皮から嗅球へと至る一
次嗅覚経路が非常に秩序だった精緻な神経
接続を有することが明らかとなった。すなわ
ち、１つの嗅細胞は１種類の嗅覚受容体を発
現し、同じ嗅覚受容体を発現する嗅細胞の軸
索は嗅球の同一糸球体に集束する。特定の化
学構造を有する匂い分子は特定の嗅覚受容
体サブセットと結合し、その情報が軸索を介
して嗅球に「匂い地図」として投影される。
一方、高次嗅覚中枢がどのように嗅球の匂い
地図を読み取るのかという問題はほとんど
未解明であった。 
 
(2) ゼブラフィッシュは神経系の研究にお
いて様々な利点を有している。特に稚魚は身
体が透明で体外で発達するため、遺伝子工学
的手法によって蛍光タンパク質を発現させ
ると、生きたまま特定の神経回路の接続様式
とその発達過程を観察することができる。こ
れまでに研究代表者らは、ゼブラフィッシュ
を用いて嗅上皮から嗅球までの一次嗅覚経
路および嗅球から高次中枢に至る二次嗅覚
経路について以下の知見を発表した。 
 
① ゼブラフィッシュにもマウスの「匂い情
報伝達経路」と「フェロモン情報伝達経路」
に相当する二つの嗅覚経路が存在する。 
② 匂い地図形成を司る基本原理「嗅細胞で
の単一受容体の発現と軸索の集束」がゼブラ
フィッシュでも保存されている。 
③ 一次嗅覚経路の形成過程（嗅細胞の軸索
投射）に Slit/Robo 軸索反発性シグナルが必
要である。 
④ 嗅プラコード（嗅上皮原器）の形成およ
び一次嗅覚経路の形成に Cxcl12/Cxcr4 ケモ
カインシグナルが必要である。 
⑤ 嗅球の内背側糸球体クラスターに接続す
る投射ニューロンサブセットは、間脳の手綱
核に左右非対称な投射を示す。 
 
２．研究の目的 
 
 一次嗅覚系では、異なる匂いの情報は嗅細
胞の軸索を介して異なる組み合わせの糸球
体を発火させ、活性化した糸球体の空間配置
情報（匂い地図）として表現される。一方、
匂い刺激に対応した様々な嗅覚行動（索餌、
危険回避、繁殖、社会性コミュニケーション
など）の発現には、高次中枢での情報の抽出
や統合が必要である。本研究では、ゼブラフ

ィッシュの利点である遺伝子工学的手法の
適用性と生体イメージングの容易性を活か
して、高次中枢における「嗅球ニューロンの
包括的軸索マップ」および「匂い刺激依存的
な機能的神経活動マップ」について解析し、
匂い情報コーディング様式の解明へ向けて
統合的研究を行う。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 嗅球投射ニューロンの遺伝子工学的手
法による可視化 
 
 研究代表者らは本研究課題の開始以前に、
lhx2a 遺伝子プロモーターを用いて、嗅球の
内背側糸球体クラスターに接続する投射ニ
ューロンサブセットの可視化に成功してい
る。予備実験から、他の糸球体クラスターと
接続する嗅球投射ニューロンは、T-box 型転
写因子をコードする tbx21遺伝子を発現する
ことを見いだしていた。そこで、tbx21 遺伝
子を含む約 200 kb の BAC クローンに対して
大腸菌内相同組換法を適用し、酵母の Gal4
遺伝子を挿入した BACトランスジーンを作製
する。さらに、BAC トランスジーンを安定的
にゲノムに組み込んだトランスジェニック
系統を樹立する。 
 
(2) 蛍光タンパク質のモザイク発現系によ
る嗅球投射ニューロンの単一細胞標識と軸
索軌跡マップの作製 
 
① 各糸球体クラスターに対応した嗅球投射
ニューロンの軸索軌跡を解析するために、モ
ザイク発現系による単一ニューロン標識を
行う。嗅球投射ニューロン特異的に Gal4 を
発現する Gal4 driver プラスミド（上述）と
膜移行型蛍光タンパク質を発現する UAS 
effector プラスミドを 1〜4細胞期の受精卵
に共注入し、受精後 3日目および 7日目の稚
魚を共焦点レーザー顕微鏡下でスクリーニ
ングして、単一ニューロン標識個体を同定・
解析する（図 1）。 

 

 

② 単一ニューロン標識によって得られた画
像サンプルは全て別個体に由来する。嗅球投
射ニューロンの軸索軌跡を同一座標軸上で



評価・解析するために、画像レジストレーシ
ョン法を用いてそれぞれの軸索軌跡を標準
脳画像上にマップする。 
 
(3) Erk のリン酸化を指標にした嗅球および
高次嗅覚中枢における機能的神経活動マッ
プの解析 
 
予備実験から、MAP キナーゼである Erk のリ
ン酸化 (pErk) が匂い刺激依存的な神経活
動のよい指標となることを見いだしている。
嗅球および高次脳中枢における pErk 免疫組
織化学により、各種匂い物質による嗅覚刺激
および誘起される動物行動にともなって活
性化されるニューロン群を同定する。 
 
４．研究成果 
 
(1) ２つの遺伝子プロモーターによる異な
る嗅球投射ニューロンサブセットの可視
化・同定 
 
tbx21遺伝子座にGal4を挿入したBACトラン
スジーンを作製し、トランスジェニック系統
を樹立した（図２）。UAS:RFP 系統および
lhx2a:GFP 系統と交配し、tbx21 ニューロン
と lhx2aニューロンを異なる色の蛍光タンパ
ク質で可視化した。tbx21 ニューロンは主に
嗅球の内腹側部に存在し、lhx2a ニューロン
とは完全に異なるニューロン集団であった。
tbx21 ニューロンの投射パターンを解析した
ところ、lhx2a ニューロンと同様に終脳には
投射するが、その多くは手綱核には投射せず
に視床下部関連脳領域である後方結節に投
射することが明らかとなった。また、終脳へ
の投射において、lhx2a ニューロンと一部重
複しながらも、異なる領域性が認められた。 
 

 

(2) 高次嗅覚中枢における嗅球投射ニュー
ロンの軸索マップ 
 
単一嗅球ニューロンの可視化と画像レジス
トレーション法による解析（図３）から、以
下の知見が明らかとなった。 
 
① 個々の嗅球ニューロンは複数の高次脳領
域（終脳後方領域、終脳腹側領域、右手綱核、
視床下部関連後方結節）に投射する。 
② 終脳後方領域（主要嗅覚領域）は全ての
糸球体クラスターから広範囲に投射を受け
る。 
③ 終脳後方領域の中心部は異なる糸球体ク
ラスターから重複した投射を受ける。 
④ 終脳後方領域の辺縁部は特定の糸球体ク
ラスターから特異的な投射を受ける。 
⑤ 終脳腹側領域は社会性行動に関連した糸
球体クラスターから優位な投射を受ける。 
⑥ 特定の糸球体クラスターと接続する左右
両方の嗅球ニューロンは、右の手綱核に投射
するが、左の手綱核には投射しない。 
⑦ 視床下部関連後方結節は全ての糸球体ク
ラスターから投射を受ける。 
 
これらの結果から、高次嗅覚中枢では、嗅球
に表現された化学構造に基づく匂い地図の
情報が統合・抽出され、匂いの質を表現する
新たな嗅覚情報として再編されることが示
唆された。 
 

 
 
(3) 匂い刺激依存的な神経活動マップ 
 
① 各種匂い刺激（アミノ酸、胆汁酸、アミ
ン、プロスタグランジン、ステロイド、警報
フェロモンを含むゼブラフィッシュ皮膚抽
出物など）に対する嗅球の応答をホールマウ
ント脳の pErk免疫組織化学により解析し（図



４）、匂い物質の化学構造に対応した包括的
な匂い地図を明らかにした。 
② 匂い刺激によって誘起される嗅覚行動の
後に、pErk 免疫組織化学によって神経活動履
歴を解析し、誘因行動や忌避行動に伴って活
性化する高次脳領域（終脳、視索前野、視床
下部など）を同定した。 
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