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研究成果の概要（和文）：ヒト嗅覚受容体のリガンドを同定することは、ヒトの匂い受容の理解にとって必須で
ある。本申請課題では、ヒト嗅覚受容体のリガンドを同定するアッセイ系の確立するため、ヒト嗅神経をin 
vitroで作出する方法を計画した。発生期の嗅覚神経細胞の遺伝子発現プロファイルデータから候補となる転写
因子を絞り込んだ。現在、レンチウイルスを用いてヒト線維芽細胞に遺伝子導入し、嗅覚神経細胞への分化誘導
を試みている。

研究成果の概要（英文）：Deorphanizing human odorant receptors (OR) is inevitable for understanding 
our sense of smell. In the present study, we attempted to generate human olfactory sensory neurons 
in vitro to establish a novel ligand screening system for human ORs. Based on gene expression 
profile of developing olfactory sensory neurons, we narrowed down candidate transcription factors 
which might be important for differentiation of olfactory sensory neurons. We are currently trying 
to differentiate human fibroblasts into olfactory sensory neurons through lentivirus-mediated direct
 lineage reprogramming. 

研究分野：神経発生学
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１．研究開始当初の背景 

嗅覚は、感覚器官の中でも最も原始的で多く
の生物にとって天敵からの忌避、食物の探索、
本能行動の誘発など個体の生存に重要な役割を
担う。空気中を漂う匂い分子は、鼻腔奥に存在
する嗅覚神経細胞(嗅細胞)によって検知される。
個々の嗅細胞には、1種類の嗅覚受容体
(olfactory receptor : OR)が発現しており(1)、匂
い分子の構造の違いを識別している。ORと匂
い分子は多対多の関係にあり、単一の匂い分子
は複数のORを活性化し、一つのORは複数の
匂い分子によって活性化される。従って、異な
る匂い分子は活性化されたORの異なる組み合
わせとして表現される。匂いの知覚は、このOR
の組み合わせという情報が、電気信号に変換さ
れ脳へと伝達されることによって生じることか
ら、匂いの感覚（嗅覚）はその動物が持つOR
遺伝子のレパートリーによって規定される。 
OR遺伝子は、Gタンパク質共役型受容体
（GPCR）に属し多重遺伝子ファミリーを構成
している。OR遺伝子ファミリーは、生物種ご
とにレパートリーが異なっており、遺伝子の数
だけを見ても、マウス(約 1100個)、イヌ(約 800
個)、アフリカゾウ(約 2000個)と大きな違いが存
在する(2)。また個体差も大きいことが知られ、
ヒトOR遺伝子群においては多数の
polymorphismが存在し、特定のORの欠失は
匂い分子に対する感覚の違いが生じる”嗅盲”と
して認知レベルでの違いとして表される(3)。従
って、特定の動物の匂い受容のメカニズムを明
らかにするには、その動物のゲノムにコードさ
れたOR遺伝子の機能を解析することが不可避
であると考えられる。 
ところが我々ヒトのゲノムには、全遺伝子の

1％強に相当する約 400個ものOR遺伝子が存
在するが、それらの 90％以上は未だリガンドが
同定されていないオーファン受容体である(4)。
これはOR以外のGPCRの半分以上についてす
でにリガンドが同定されていることを考慮する
と驚くほど低い数字である。このことは、OR
遺伝子の同定以降、マウスなどのモデル動物に
おける嗅覚の情報処理メカニズムの理解が進ん
でいるものの、我々ヒトの嗅覚に関しては、何
を匂い分子としているかということでさえ殆ど
わかっていないことを意味している。  

ORのリガンド同定が進まない理由として、
多くのORタンパク質を異なる細胞種において
異所的に発現させた場合には、培養細胞中でき
ちんとした立体構造をとれないため、in vitroの
アッセイ系を用いたスクリーニングができない
ことが原因となっている。 
 
２．研究の目的 

匂い受容を担う嗅覚受容体遺伝子は生物
種ごとにレパートリーが大きく異なってお
り、ヒトの匂い受容のメカニズムを理解する
ためには、ヒト嗅覚受容体の機能を解析する
ことが不可欠である。本申請課題では、遺伝
学的手法を駆使して、ヒト嗅覚受容体の新し

いリガンドスクリーニング法の確立を目指
した。 
 
３．研究の方法 

 先述の問題を解決するには、ヒトORを内
在性の状態に近い環境、すなわちヒトもしくは
ヒト以外の嗅細胞を用いた実験系を構築するこ
とが妥当な方策であると考えられる。そこで本
申請課題では、 
【１】ヒト嗅覚受容体を内在性のヒト嗅細胞
に近い環境、すなわち遺伝学的アプローチが
比較的容易であるマウス嗅細胞に発現させ
る、【２】ヒト嗅細胞自体を in vitroで作出す
るという二つの方法を提案した。 
 
４．研究成果 
【１】に関して、（１）マウス嗅細胞にウイ
ルスを用いてヒトOR遺伝子を異所的に発現
させるという方法と（２）遺伝子改変技術に
よってマウスOR遺伝子の替わりにヒトOR遺
伝子を発現する変異マウスを作製するという 2
つの方法を試みた。 
（１）マウス嗅細胞の in vitroの初期培養系
は確立されていないため、マウス個体に鼻
腔を通じてウイルスを感染させる手法を用
いた。ウイルスには、アデノウイルス、レ
ンチウイルス、アデノ随伴ウイルスの三種
類を用いた。アデノウイルスの場合、過去
の知見から嗅細胞に効率よく発現すること
が知られていた(5)にも関わらず、ヒト ORを
コードするウイルスはタイターが低くなる
ことと、感染後時間経過と共に細胞毒性に
より細胞死が起きることなどからリガンド
アッセイの実験には至らなかった。レンチ
ウイルス、アデノ随伴ウイルス(D/J 
serotype)に関しては、1個体あたりの嗅細
胞への感染細胞数が極めて少なく、同様に
実験に用いることができなかった。 
（２）遺伝子改変動物に関して、当グルー
プで以前同定した嗅覚受容体遺伝子の発現
を誘導するエンハンサーとプロモーターの
下流にヒト OR遺伝子をつないだ DNAコン
ストラクト(6)を作り、トランスジェニックマ
ウスを作製した。この方法の場合、トランス
ジーン由来のORを発現した嗅細胞は内在性
の ORの発現を抑制するために、マウスの嗅
細胞にトランスジーン由来のORのみが発現
するという理想的な状況が作り出せること
が期待された。ところが、新生時期に確認さ
れたトランスジーンの発現が週齢を追うに
つれ大幅に減少していくという現象により
リガンドアッセイの実験に移行できる程発
現細胞数を得ることができなかった。 

【２】に関して、ダイレクトリプログラミン
グ法に習ってヒト由来の線維芽細胞にレン
チウイルスを用いて複数の転写因子を同時
に導入することで嗅細胞を作出することを
目指した。発生工学の目覚しい進展により、
幹細胞や線維芽細胞に複数の遺伝子を導入



することで、in vitro で目的の細胞を選択的
に作出する方法が報告されてきている。2010
年に線維芽細胞に転写因子 Brn2, Ascl1, 
Myt1lを強制発現することによる神経細胞へ
のリプログラミングが確認されて以降(7)、近
年ではドーパミン神経やセロトニン神経、末
梢の感覚神経など神経細胞の特定のサブタ
イプへと選択的に分化させる手法が次々と
報告されている。 
我々は、嗅上皮におけるマイクロアレイ解析
を行い嗅細胞の遺伝子発現プロファイルか
ら嗅細胞への分化誘導に必要となる転写因
子の候補を約 20種類同定した。さらに、嗅
細胞特異的プロモーター下で Ca2+濃度の変
化を可視化するGCaMP6fを発現させる遺伝
子改変マウスを作製し、このマウスから線維
芽細胞を樹立した。このマウス線維芽細胞に
対してBrn2, Ascl1, Myt1lの 3つの転写因子
に加えて、嗅細胞の成熟に重要であると考え
られているORを強制発現させたところ神経
細胞のマーカーであるTUJ1の発現は確認さ
れたが、嗅細胞のマーカーである OMPの発
現は確認できなかった（図１）。 
現在、作製したマウス線維芽細胞に対してレ
ンチウイルスを用いて候補となる複数の転
写因子の導入を行い、強制発現させた際に
GFP蛍光の有無を指標に、どの遺伝子の組み
合わせが嗅細胞への分化誘導に必要である
かを絞り込んでいる。これまでの多くの誘導
実験から、マウスで得られた知見はそのまま
ヒト細胞に応用できることがわかっている
ことから、今後、分化誘導に必要な転写因子
を明らかに出来次第、ヒト嗅細胞へと応用し
ていく予定である。 

 
図 1 マウス線維芽細胞への転写因子強制発
現による神経細胞へのダイレクトリプログ
ラミング 神経細胞マーカーであるTUJ1(緑)
および DAPI(青)の免疫染色像。 
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