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研究成果の概要：生物の匂い識別機構を理解するために，カイコガの嗅覚一次中枢である触角

葉の構成神経を対象として，マルチスケール分析を行った．まず，触角葉を構成する糸球体の

再構成を行い，空間的位置情報から糸球体を個体間で同定する技術を確立した．つづいて投射

神経の匂いに対する神経活動を糸球体に再構成することで，匂い情報が糸球体の時空間的な活

動パターンによって表現されていることを示した．さらに局所介在神経の網羅的形態分析から，

これらの特性が領域特異的に分枝する局所介在神経の動作によることを示唆した． 
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１．研究開始当初の背景 
 自然界に存在する多様な匂いを比較的少
数のニューロンで識別する匂い識別機構の
仕組みは，生体特有の高次な時空間的な情報
処理機構を含むものとして大きな関心がも
たれている．カイコガの嗅覚一次中枢である
触角葉は，61±1 個の球状のニューロパイル
である糸球体から構成されており，個々の糸
球体が匂い識別の機能単位であると考えら
れている．これは，哺乳類の形態・機能的に
相似な器官である嗅球の糸球体数(約 1000
個)よりはるかに少なく，カイコガは匂い識

別研究のモデル生物に適している．匂いの情
報は嗅覚受容細胞により触角葉へ入力され，
局所介在神経により修飾・調節されて，投射
神経から高次中枢へと伝達される．触角葉に
おける匂い識別機構の研究では，ガラス微小
電極を用いた単一神経の細胞内記録および
染色，触角葉糸球体マップのカルシウムイメ
ージングなどが中心に行なわれてきた．
Christensen と Hildebrand らはタバコス
ズメガを用い，糸球体が匂い識別の単位であ
ることをフェロモン情報経路の解析から明
らかにした．Laurent らはサバクバッタを用
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い，時空間的コーディングによる匂い識別機
構の存在を明らかにした．Menzelと Galizia 
らはミツバチでカルシウムイメージングを
行い，匂いの識別が糸球体の組み合わせによ
り表現されることを明らかにした．また，近
年，Axel らを中心に複数のグループが，シ
ョウジョウバエに分子遺伝学的手法を適用
し，匂いの受容体と糸球体との対応関係を明
らかにし，匂いの受容における嗅覚情報処理
の理解を大きく前進させた．一方で，これら
の研究は一部の糸球体や神経細胞を対象に
したものであり，これまで触角葉全体を対象
にした研究は行われていなかった． 
 
 
２．研究の目的 
本研究課題では，カイコガ触角葉をモデル
系として，触角葉を構成する嗅覚受容細胞，
局所介在神経，投射神経の機能・形態をマル
チスケールな手法により，網羅的に解析する
ことで，匂い情報処理機構を解明することを
目的とした． 
具体的には，嗅受容細胞から触角葉への匂
い情報の入力マップおよび触角葉から投射
神経への出力マップを構築し，これらを比較
することで，触角葉における匂い情報修飾・
変換様式を明らかにすることを目的とした．
さらに，触角葉の入力と出力間の情報修飾を
行う局所介在神経の形態と機能を網羅的に
分析することで，触角葉における情報修飾の
神経機構を解明することを目的とした．これ
らの研究結果を統合することにより，触角葉
へ入力された匂い情報がどのような処理を
経て高次中枢へと出力されるか総合的に解
明することを目指した． 
 
３．研究の方法 
(1)触角葉の 3次元再構成 
Lucifer yellowで背景染色を行った脳の触角
葉の領域について，共焦点レーザ走査型顕微
鏡で連続光学切片を取得した．光学切片上に
ある全ての糸球体の構造のトレースを全切
片について行った．トレースしたデータを用
いて触角葉の糸球体構造を再構成すること
で，触角葉の 3次元構造を得た．糸球体毎に
個別に，直径，表面積，体積を求めた．変異
糸球体の確認のためには，シナプトタグミン
抗体染色を用いた． 
 
(2)遺伝子組換えカイコガを用いた嗅覚受容
細胞の投射領域の解析 
嗅覚受容細胞と糸球体の対応付けを行うた
めに，カイコガ性フェロモン主成分であるボ
ンビコールの受容体遺伝子BmOR1と副成分
であるボンビカール受容体遺伝子BmOR3の
上流領域をプロモーターとして GAL4 遺伝
子を発現する組換えカイコガを転移因子

piggyBac を利用して作出した．細胞の標識
は GAL4-UAS システムを用いて行い，作出
した組換え体をUAS-GFP系統のカイコガと
交配し，得られた次世代の触角および脳にお
ける GFP 発現パターンを共焦点レーザ走査
型顕微鏡により観察した． 
 
(3)細胞内記録・染色法による投射神経の機能
形態解析 
実体顕微鏡下において触角葉近辺へガラス
微小電極を刺入し，細胞内記録法によって，
投射神経の匂い刺激に対する応答を計測し
た．さらに，投射神経の匂い応答特性を糸球
体の構造と関連付けるために，計測後の神経
について細胞内染色をおこなった．染色に成
功したニューロンは共焦点レーザ走査型顕
微鏡により，詳細な 3次元形態の観察を行っ
た． 
 膜電位のデータは，発火頻度に変換し，試
行間・個体間の類似度の評価は，積率相関係
数を用いた．糸球体間の距離，投射神経の応
答による触角葉出力マップの再構築には
AMIRA を使用した．主成分分析・クラスタ
ー分析を用い，集団としての匂い識別能の視
覚化，糸球体間の接続関係の評価を行った． 
 
(4)視認下電極刺入法による局所介在神経の
網羅的形態解析 
触角葉には構成ニューロンが細胞体を持つ 2
つの細胞体クラスター(MC：内側細胞体クラ
スター，LC：外側細胞体クラスター)がある．
先行研究の結果より，局所介在神経は約 860
個の細胞体から構成される LCに細胞体を持
つことがわかっている．本研究では，局所介
在神経の網羅的なサンプリングを行うため
に，視認下電極刺入法により，LC の細胞体
を標的に細胞内染色をおこなった．染色に成
功したニューロンは共焦点レーザ走査型顕
微鏡により，詳細な 3次元形態の観察を行っ
た． 
 
(5)エレクトロポレーション法によるカルシ
ウム感受性色素導入法とカルシウムイメー
ジング 
カルシウム蛍光指示薬である，Calcium 
Green のデキストラン体を，電気泳動的に，
約 10 本程度までの複数の細胞を選択的に染
色した．匂いによる蛍光強度変化を，CCD
カメラによって検出した．デキストランを用
いることにより，イメージング後の染色細胞
の形態観察が可能となり，共焦点顕微鏡にて
これを行った． 
 
４．研究成果 
(1)触角葉の詳細な 3次元マップの構築 
カイコガの触角葉は 60 個の糸球体構造から
構成される．糸球体は，個体間で比較・同定



 

 

可能である，とされてきたが，先行研究では
わずか 2，3 例の標本に基いており，我々は
多くの標本に基づき，数理的な解析手法も組
み合わせることによって，より精密な分析を
行った． 
糸球体の大きさ，形態，空間的位置の情報
を利用して，10個の異なる触角葉を 3次元に
再構成し（図 1），個体間の形態学的パラメー
タを詳細に分析することにより，39個の糸球
体についての同定法を確立した．また，これ
以外の糸球体についても，領域毎の分類法を
確立した．この結果，触角葉において糸球体
構造が個体間で保存されない場合があり，さ
らに，こうした変異が起こる部位に再現性が
あることを明らかにした． 
これらの部位は最大 5か所程度であり，こ
れ以後の解析には，これらの変異好発領域は
除外した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)性フェロモン受容体の投射糸球体の同定 
性フェロモンの情報はオスの触角葉だけに
存在する大糸球体により処理される．これま
でに大糸球体に分枝する投射神経の分析か
ら，カイコガの 2種の性フェロモンであるボ
ンビコールとボンビカールは，それぞれ大糸
球体のトロイドとキュムラスと呼ばれる領
域で処理されることが示唆されていた．本研
究では，カイコガボンビコール受容体
BmOR1とボンビカール受容体BmOR3を発
現する細胞で選択的に緑色蛍光タンパク質
（GFP）を発現する遺伝子組換えカイコガを
作出し，ボンビコール受容細胞とボンビカー
ル受容細胞はそれぞれ大糸球体のトロイド
とキュムラスに選択的に投射していること
を示した（図２）．これらの結果から，性フ
ェロモンについては少なくとも質的には，入
出力間で情報が保存されていることが示唆
された． 
一方で，一般臭の入力マップの構築のため
に，嗅覚受容細胞の約 80％で発現する
BmOR2のプロモーターを利用した遺伝子組

換えカイコの作出を試みたが，組換え遺伝子
の発現が観察されず，一般臭の入力マップの
構築は今後の課題として残された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)投射神経の匂い表現の解明 
156個の触角葉投射神経について，細胞内染
色を行い，単一の糸球体から入力を受けるタ
イプの投射神経を同定した．このタイプの生
理応答に基づき，匂い刺激に対する発火頻度
の応答を解析したところ，投射神経の匂い応
答は試行毎の再現性が高く，また，個体が異
なっても，同一糸球体に分枝する投射神経は
類似の応答プロファイルをもつことが分か
った． 
これら同定ニューロン群のデータに基づ
き，触角葉の投射神経の集団としての応答を
再構築した（図３）．活動パターンは匂い固
有であり，触角葉の匂いの出力マップは動的
であることが分かった．刺激後概ね 200ms
程度で最も匂い識別能が高く，また刺激終了
後も 2秒程度は識別情報を維持する可能性が
示唆された． 
更に，触角葉内の情報処理機構を分析する
ため，入力領域である糸球体の配置と，投射
神経の応答を統合した解析を行ったところ，
①入力糸球体間の物理的な距離と投射神経
の応答プロファイルの類似度は無相関であ
り（図４），従来の距離依存型の側方抑制機
構を否定する結果を得た．また，②糸球体間
の機能的結合を評価したところ，表層部の糸
球体同士が密，深部の糸球体同士では反対に
疎なネットワーク構造であり，触角葉内の機
能構造は一様でないという結果を得た．これ
らの特性は，領域特異的に分枝する局所介在
神経の動作によると考えられる． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図１．触角葉と同定糸球体 

  
図２ BmOR1(左)，BmOR3(右)発現細胞の
触角葉への軸索投射パターン．T:トロイド，
C: キュムラス． 

 
図３．投射神経による出力マップ 



 

 

(4)局所介在神経の網羅的形態分析 
153個の局所介在神経について視認下電極刺
入法を用いて細胞内染色を行い，分枝パター
ンおよび糸球体内での樹状突起密度を基準
とし分類を行った．その結果，局所介在神経
は 5つのタイプに分類されることを示した．
さらにこのほとんどが抑制性神経伝達物質
GABAをもつ可能性が高いことが分かった．
主要なタイプは，全ての糸球体に分枝するも
のであった．また，触角葉内の特定領域を接
続する，領域特異的な分枝パターンを有する
タイプが発見され，それぞれ，全体的ないし
は局所的な糸球体間相互作用に重要な機能
を持っていると推測された．また，糸球体内
部においては，芯部のみに分枝するタイプ
（投射神経のみと相互作用），表層部も含め
全域に分枝するタイプ（投射神経・嗅覚受容
細胞の両者と相互作用）が存在した．これは，
局所介在神経が，嗅覚受容細胞-投射神経にお
ける情報伝達において，少なくとも 2段階の
作用機構をもつことを示唆する． 
 
(5)イメージングによる触角葉神経応答の分
析 
触角葉大糸球体に分枝する細胞を，選択的に
染色し，内側，外側細胞体クラスタ（MC，LC）
の細胞体の蛍光シグナルを観察した（図５
左）．これらはおおむね，投射神経，局所介
在神経に対応することを，イメージング後の
染色によって，確認した．匂い応答を観察し
たところLCの細胞体が先行して活動するこ
とが分かった（図５右）．これは，局所介在
神経による投射神経に対するフィードフォ
ワード抑制機構の存在を示唆する． 
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図４．糸球体間距離と機能的結合の関係 
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