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研究成果の概要（和文）：最も優れた化学センサーである嗅覚器の超感受性を実現する分子機構を解明し、その
再構成によって超高感度な匂いセンサーを実現するために、嗅覚受容体の感度に関わる細胞外物質の探索、遺伝
子再構成系を利用した気体状匂い物質検出装置の開発、および電気化学的な揮発性有機化合物の測定法開発を行
なった。その結果、匂い物質に対する感度を増大させるが、匂いとしては受容されない不揮発性物質の応答は増
強しない物質を見出した。この物質を機能解析するために、一細胞レベルで気相匂い刺激に対する応答を測定す
る装置開発に成功した。また電気化学的手法で、溶液中の匂い物質を高速に検出する手法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Although dogs have remarkable olfactory acuity, their molecular mechanism, 
which realize the ultra-sensitivity to odorants, have been still unknown. We investigated the 
extracellular components, which affect on the olfactory sensitivity in the olfactory organ, and 
developed the vapor odorant detection system using the heterologous gene expression system and the 
method for electrochemical measurements of aqueous odorants. Functional olfactory receptor gene 
expression revealed the extracellular component, which sensitize the olfactory response, but not the
 response to non-volatile molecules. To analyze the molecular mechanism of this sensitization, we 
developed the vapor odorant stimulation and the response recording system at the single-cell level. 
We also developed the electrochemical method for the rapid detection of aqueous odo
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、イヌなどの様々な動物の嗅覚を用いた病気診断や環境測定の社会的ニーズが急速に増大している。しかし
現場では生きた動物が必要となり、普及の足かせになっている。嗅覚の優れたしくみを解析し、それを人工的に
再現することは、このような社会的ニーズに応える重要研究目標である。本研究により嗅覚に関わる分子機構の
一端が明らかにされたとともに、人工的なセンサー開発に向けた重要基盤要素である、人工的な細胞に気体状匂
い刺激を検知させる装置開発が加速することが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 外界の化学物質を認識する嗅覚器の識別能力は、化学センサーの中でもっとも優れていると
言われている。例えばイヌの鼻の感度は人間のおよそ 100 万倍であり、オスのカイコガではメ
スの放出するわずか数十分子のフェロモン分子を検出できるという。嗅覚に関わる遺伝子は既
にそのほとんどが明らかにされており、その主要な分子機構も解明されている。近年、微小な機
械装置に生命機能を再現する organ on the chip 技術が注目を集めており、嗅覚器の分子機構を
利用した高感度センサーの開発も盛んに行われるようになった。しかし、現在の分子生物学的手
法と計測技術を駆使しても、嗅覚に関わる分子機構を再構成して、超高感度な匂い検出系を構築
することができていない。その大きな原因としてこれまでは、イヌの高感受性は人間のおよそ
1000倍の数にもなる嗅神経細胞を持つことで実現されている、といった量的原因が主に考えら
れてきた。しかしそれでは、小さな昆虫ではたらく仕組みが説明できない。一方でここ数年、鼻
粘膜組織のプロテオーム解析や匂い選択性に関する報告により、これまで未解明であった、匂い
認識における鼻粘液の役割が注目されるようになった。これらのことは、鼻粘液（いわゆる鼻水）
に匂いの感受性や選択性に関与する機構が存在することを示唆している。ヒトにおいても疾病
により鼻粘液の分泌が変化すると、匂いの認識が変化することが経験的に知られている。 
 嗅覚器では、嗅粘液に覆われた嗅神経細胞に発現する匂い受容体に匂い物質が結合すること
によって、匂いが知覚される。研究代表者は先行研究により、遺伝子から再構成した匂い受容体
の、気体状匂い物質に対する反応測定に成功し、鼻の表面を覆う嗅粘液が匂い認識に関わること
を証明した。この研究から、嗅覚器表面の匂い受容体を取り巻く、マイクロスケールで構成され
る気液界面での物質輸送の統合的な理解とその機能的な再現が、嗅覚器の高機能性を実現する
分子基盤の解明に必須であることが示された。つまり、匂い受容体周囲の細胞外物質の機能を明
らかにすることが、バイオミメティックな匂いセンシングに関する基礎研究および応用展開へ
向けた新たな課題として浮かび上がった。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではまず、気体状匂い分子に対する新規な匂い応答測定法を開発し、それを利用するこ
とで、匂い認識における嗅粘液構成成分の役割を明らかにすることを目的とした。そして得られ
た知見をもとに、遺伝子再構成系とMEMS・マイクロ流体技術の技術融合で嗅粘液の機能を再
構成し、バイオミメティックな高感度匂いセンサーを開発することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、遺伝子再構成実験、分析化学的手法、MEMS技術を組み合わせた統合的アプロー
チにより、気液界面を介した物質移動と匂い応答を計測し、センサー開発へ応用展開することを
目指した。 
 まず匂い応答へ影響を与える細胞外構成成分のスクリーニングとその効果の検証、および気
相匂い物質を検出するためのセンサー素子として、一過的に昆虫嗅覚受容体を発現した哺乳類
培養細胞を作製した。この細胞の匂い物質に対する応答特性を明らかにするために、リガンドス
クリーニングや動態解析を行ない、センサー素子としての有用性を検討した。嗅粘液構成成分の
匂い応答への作用機序として、気体状匂い物質の粘液層への移動の調節が提唱されていたが、こ
れまでに生化学レベルでも生体レベルでも全く実証されていなかった。そこでまず、匂い受容体
発現細胞を各細胞外物質で処理し、処理前後で匂い応答を比較して、嗅粘液構成成分の匂い応答
への効果を検討した。また緩衝液中でなければ生存できない培養細胞への生体と同様な気相匂
い刺激を実現するために、マイクロスケールでの細胞表面液層の制御を試みた。具体的にはゲル
化した緩衝液のブロックを培養細胞表面に配置し、乾燥から細胞を保護するとともに、シリンジ
ポンプで表面液層の液体量を制御した。匂い刺激は密閉溶液中で蒸散し、気液平衡に達した匂い
溶液のヘッドスペースを、窒素ガスをキャリアとして細胞表面の液層に提示した。匂い応答は匂
い刺激で生じる細胞内カルシウム濃度変化を、カルシウムイメージング法により測定した。 
 上記の細胞を用いたバイオミメティックな気相から液相への匂い物質移動計測に加え、電気化
学計測により、無細胞的な計測法の開発を試みた。 
 
４．研究成果 
⑴ カルシウムイメージング法を用いた、一細胞レベルでの気相匂い応答測定装置の開発 
 昆虫嗅覚受容体を発現した培養細胞表面に、保湿性を維持するためのゲル化した緩衝液を配
置することで、細胞表面の緩衝液をマイクロメーターレベルまで減少させることに成功した。そ
の結果、細胞へ生体の嗅覚器と同様な気相匂い刺激が可能となり、カルシウムイメージング法に
より一細胞レベルで匂い応答が測定可能となった（図１）。 
 本装置では細胞内カルシウム濃度を蛍光顕微鏡で計測しながら、細胞表面に密閉容器中で蒸
散した気体状匂い物質を提示し、その際に生じる細胞内カルシウム濃度上昇を匂い応答の指標
とした。本装置を用い、最長１時間にわたり、気相匂い応答が測定可能であった。またガラス電
極で気液界面を走査することで、匂い応答とともに、細胞表面の液層厚を計測した。様々な液厚
下での匂い応答を波形解析したところ、液厚が 20 µm 増加するごとに応答の大きさがおよそ半
分に減少し、マイクロスケールの液厚の変化が匂いのセンシングに著しく影響することが明ら
かとなった。 



 
本装置は嗅覚受容体に限らず、匂い物質との相互作用が報告されている TRP チャネルにも適用
できる。そこで嗅覚器の三叉神経に発現し、植物由来の様々な匂い物質により活性化される
TRPV1 チャネルの応答を測定したところ、このチャネルは気相匂い刺激により活性化されるだけ
でなく、抑制も生じることがわかった。 
 
⑵ 化学感覚受容体の感度に影響する細胞外物質の探索と機能解析 
 遺伝子再構成系を用い、化学感覚受容体の応答に影響を与える物質をスクリーニングした。そ
の結果、匂い物質に対する応答を増強させる物質を見出した。図１Ｂのモデルを元に、匂い応答
のシミュレーションとキネティクス解析を行なったところ、この物質は匂い物質と受容体の結
合と解離に影響する可能性が示唆された。また匂い物質には影響しないが、味物質に影響する物
質も新たに見出した。 
 
⑶ 不揮発性物質を匂いとして受容するキンギョ嗅神経細胞の、匂い物質との対応づけとシグナ
ル伝達解析 
 金属充填ガラス微小電極を用いて、網羅的な匂い物質に対するキンギョ嗅神経細胞の応答を
一細胞レベルで解析したところ、不揮発性の匂いに対する高感受性が一細胞レベルでも認めら
れた。その閾値は遺伝子再構成系で再現される感度よりも低く、水溶性の匂い物質でも陸棲動物
と同様な生体と遺伝子再構成系との違いが認められた。またキンギョの嗅神経細胞では匂い刺
激はアデニル酸シクラーゼ、またはホスホライペースＣの活性化を起こし、その指標としてフォ
ルスコリンまたはイミプラミンが薬理学的マーカーとして利用できることを明らかにした。 
 
⑷ 幹細胞から化学感覚器を再構築する試み 
 嗅覚とともに代表的な化学感覚器である味覚に関し、生体から単離した味覚器の幹細胞を培
養・分化させ、生体の味覚器を構成する細胞を立体組織化したオルガノイドを作製した。このオ
ルガノイドにカルシウム感受性色素をロードし、微小流路を用いて様々な味物質で刺激したと
ころ、味物質に対する応答が確認できた。したがって作製したオルガノイドには、生体と同様な
機能を持った味覚の感受性細胞が含まれ、このオルガノイド技術によって化学感覚器の生体機
能が再構築できる可能性が示された。 
 
⑸ 匂い物質の電気化学的計測法の開発 
 液層内での匂い物質の移動をより詳細に検討するために、電気化学的手法による、拡散係数の
評価を行った。複数の匂い分子に関しカーボン電極を含む 3 電極系によりサイクリックボルタ
ンメトリーを試みたが、分子の種類により酸化還元反応後電極への吸着により応答がとれない
ものがあった。そこで電極材料をカーボン以外の白金電極を用い、ボルタンメトリーではなくク
ーロメトリーにより酸化還元応答を取得することができた。得られた電流からそれぞれの匂い
分子に関し、水溶液中での拡散係数を見積もることができた。また匂い分子の一つであるバニリ
ンに関しては、電気化学的な拡散係数と磁場勾配 NMR で測定した自己拡散係数の比較も合せて
行った。 
 

図１．カルシウムイメージング法による、昆虫嗅覚受容体発現細胞の気相匂い刺激に対す
る一細胞応答計測。 

A: 概念図（左）、計測システム（中央）と、Fluo-8蛍光シグナルで測定したショウジョウバ
エ嗅覚受容体 Or47aと Orcoを発現した HEK-293T細胞の、1 mM PA溶液のヘッドスペー
ス１秒間匂い刺激による細胞内カルシウム濃度上昇（赤色）（右）。B: 本システムで用いた、
嗅覚受容体による細胞内カルシウム濃度上昇のモデル図。 
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