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研究成果の概要（和文）：われわれの嗅覚は嗅覚粘膜でスタートし、そこにある嗅覚受容器のナ

ノレベル繊毛で化学―電気情報変換がなされる。本研究プロジェクトでは、新規な嗅覚刺激法

や、電気生理学とケージド化合物、UVレーザー光学的手法を組み合わせ、繊毛上の局所刺激に

対する応答から、刺激受容の空間分布、マスキングの分子構造特性、に関する研究を行った。

繊毛内 Caに対して実時間制御を行った結果、情報変換過程における繊毛内で応答は空間的に独

立であり、cAMP や Ca イオンの拡散が起こりにくいこと、また、嗅覚マスキングは匂い分子が

細胞膜に融合してから起こる可能性が高いことなどを提唱した。 

研究成果の概要（英文）：Molecular diffusion in solutions is known to occur in the general 

neurons and cells. However, olfactory receptor cells have cilia, which having a nano-scale 

structure. In fact, olfactory transduction cascade exists within the cilia locally, it is 

important to know the spatial distribution and temporal kinetics of the transduction 

elements (cAMP and Ca2+) in the transduction cascade within the cilia in real-time. 

However, there were technical difficulties using nano-scale cilia. In the previous report, we 

overcame such technical limitation using patch clamp, nano-scale ROI, and fluorescent 

imaging (Fluo3 or 4) simultaneously. These results indicated that olfactory response was 

linear-summation at local in the cilia, which was caused by the existence of the diffusion 

limitation in the cilia. The olfactory masking showed presumably representing the 

integration of the substance into the hydrophobic site of the membrane.   
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１．研究開始当初の背景 

われわれの嗅覚は嗅覚粘膜でスタートし、そ
こにある嗅覚受容器のナノレベル繊毛で化
学―電気情報変換がなされる。嗅覚の特性に
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は、a.匂い識別様式、b.信号増幅の分子機能、
c.嗅覚順応の分子機構、ｄ、嗅覚マスキング
が挙げられるがその分子機構には未知の点
が残される。嗅細胞の匂い情報変換は、G タ
ンパク質、細胞内 cAMP によって仲介され、
CNG チャネルの開口によって電気信号発生
する。ここを通って流入する Ca が細胞内側
から即座に興奮性の Cl チャネルを開口する。
また、Ca イオンは嗅覚順応を制御する
(Kurahashi & Menini, 1997 Nature)。この
ように細胞内では cAMP と Ca イオンが嗅覚
の情報変換に密接な役割を演じている。 

 

２．研究の目的 

本研究プロジェクトでは、細胞培養法、マス
キングの分子構造特性、刺激受容の空間分布
に関する研究を行うことを目的とした。これ
を遂行するために新規な嗅覚刺激法や、電気
生理学と UV レーザー光学的手法を組み合わ
せ、従来技術的に困難とされてきたナノレベ
ル器官内での分子挙動計測、分子制御を行う
点に新規性をおいた。我々が開発する新シス
テムを用いて、ナノ構造繊毛を観察し、繊毛
内部の分子を制御し、分子挙動を実時間レベ
ルモニターして、従来から残されてきた問題
を解決し、「香り感覚受容の諸特性」を、物
理化学的分子実体と挙動の観点から説明す
ることを本プロジェクトの目的とした。嗅細
胞の匂い情報変換は、G タンパク質、細胞内
cAMP によって仲介され、CNG チャネルの
開口によって電気信号発生する。ここを通っ
て流入する Ca が細胞内側から即座に興奮性
の Cl チャネルを開口する。また、Ca イオン
は嗅覚順応を制御する(Kurahashi & Menini, 

1997 Nature)。このように細胞内ではｃ
AMP と Ca イオンが嗅覚の情報変換に密接
な役割を演じているが、従来の研究において
は、ナノメ－トル領域の細胞空間が実験調査
の進展を阻んでいた。本研究では、細胞内
cAMP 制御、cAMP モニターに加えて、嗅覚
マスキングの分子機構が CNG チャネルの閉
鎖、その過程の分子メカニズムを解明する。 

 

３．研究の方法 

初年度の実験では、LSM 統合システムを用
いて、パッチクランプ法を適用して電流記録
を取りながら、ケージド化合物（ケージド
AMP）を適用した単離嗅細胞線毛に多ポイン
ト微小局所光刺激を行った。ナノスケール構
造体であるシリアは光学顕微鏡の分解能
（200 nm）よりも小さな直径（100 nm）を
持つため、通常の顕微鏡では生きたまま可視
化することが困難である。更に生きたシリア
内での分子ダイナミクスを可視化すること
は技術的に困難を極める。そのため、NA= 1.4

の高 NA 対物レンズを使用し、レーザースポ
ット径を小さくすることを考慮した。使用レ

ーザーは目的に応じて異なる波長を用いた。
ケージド解離には 351・364 nm、刺激タイミ
ング検知にはフォトダイオードの最適感度
波長である 488nm を用いる。LSM-ROI 

(Laser Scanning Confocal 

Microscope-Region of Interest）システムを
用いて、シリア上に ROI を用いて１μm もし
くはそれ以下の任意の微小区画を選択し、そ
の範囲内のみにレーザー光を照射すること
で、局所的にケージド化合物を解離させるこ
とが可能である（Takeuchi & Kurahashi, 

2008）。ケージド cAMP 解離後は生成した
cAMP により CNG チャネルが開口し、流入
した Ca2+が Cl(Ca)チャネルが順に開口して更
なる電流増幅が引き起こされる。局所レーザ
ー刺激部位や大きさは任意に選択できるた
め、1 μm 以下のナノスケールでの刺激も可
能となる。この局所レーザー刺激に対する応
答電流を記録し、電気生理学的特性を解析し
た。また、レーザー顕微鏡による線毛の可視
化に関しては、次に、蛍光インジケータにつ
いて、細胞内 Ca2+感受性インジケータとして、
当時はFluo3が他細胞でも広く使用されてい
たが、本研究での対象は直径 100 nm 線毛
であることから、可視化の際には、蛍光効
率・強度の高い試薬を選択するため、効果の
高い試薬を模索し、Fluo4 や Fluo8 等の最高
効率の試薬を使用した。可視化とともに、パ
ッチクランプ法を適用し、電流記録を行った。 

 

４．研究成果 

本研究プロジェクトでは、細胞培養法、マス
キングの分子構造特性、刺激受容の空間分布
に関する研究を行った。新規嗅覚刺激法とし
て電気生理学と UV レーザー光学的手法を組
み合わせることで、従来技術的に困難とされ
てきたナノレベル器官内での分子挙動計測
を可能とし、特に分子制御を行う点に新規
性・重要性を考慮して開発した。新システム
では、ナノ構造繊毛を観察し、繊毛内部の分
子を制御し、分子挙動を実時間レベルモニタ
ーして、従来から残されてきた問題を解決し
「香り感覚受容の諸特性」を、物理化学的分
子実体と挙動の観点から説明した。嗅細胞の
匂い情報変換は、セカンドメッセンジャーで
ある cAMP や Ca2+によって仲介され、CNG

チャネル、Cl チャネルの連続的な開口で電気
信号発生する。しかし同時に、CNG チャネ
ルを流入した Ca2+が CNG チャネル自身に
フィードバックをかけることで嗅覚順応起
こる(Kurahashi & Menini, 1997 Nature)。
このように細胞内ではｃAMP と Ca イオン
が嗅覚の情報変換に密接な役割を演じてい
るが、従来の研究においては、ナノメ－トル
領域の細胞空間が実験調査の進展を阻んで
いた。本研究では、細胞内因子制御技術及び
因子のリアルタイム可視化、嗅覚マスキング



の分子機構が CNG チャネルの閉鎖であるこ
と、その過程の分子メカニズムを世界に先駆
けて発表した。また、繊毛内 Ca2+に対して実
時間制御を行った結果、情報変換過程におけ
る繊毛内で応答は空間的に独立であり、少な
くとも 2マイクロメートル以上の距離間では
ｃAMP や Ca イオンの拡散が起こらないこ
と、これは、細胞内 Ca バッファーに依存す
ること、また、嗅覚マスキングは匂い分子が
細胞膜に融合してから起こる可能性が高い
ことなどを提唱し、国内外の学会で発表した。 
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