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研究成果の概要（和文）：哺乳類の嗅覚が匂いを高感度、高識別能で感じることができる詳細な分子機構は解明
されていない。本研究では、匂いの溶け込みを模倣した嗅覚受容体(ORs)アッセイ技術を基盤に、代謝酵素や匂
い結合タンパク質などがORsの匂い分子応答に与える影響を網羅的に調べた。嗅覚粘液発現タンパク質は、ORs
個々に影響が異なることを発見し、網羅的なスクリーニングの重要性を示す結果となった。また、ORsシャペロ
ンであるRTP1Sの機能解析も行い、ORsの細胞膜輸送に重要なアミノ酸部位を同定した。本研究で、哺乳類の嗅覚
における嗅粘液発現タンパク質の重要性を示すだけでなく、その解析技術基盤の構築を達成したと考えられる。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanism of how the olfaction of mammal senses environmental 
odors with high sensitivity and high discrimination has not been clarified. In this study, we 
succeeded in comprehensively investigating the effect of the protein expressed in olfactory mucosa, 
such as metabolic enzymes and odorant binding proteins, on the olfaction because we constructed the 
new assay technology that mimic the dissolution of odorants from vapor phase. 
It was shown that the protein expressed in the olfactory mucus selectively affects the olfactory 
receptors, which indicates the importance of comprehensive screening. In addition, we also show the 
important residue of RTP1S, which is the chaperone of Odorant receptors, for the cell membrane 
transport of them in heterologous expression. Altogetger, it is considered that this study not only 
confirmed the importance of the proteins expressed in olfactory mucus in mammalian olfaction, but 
also established the analytical technology.

研究分野： 蛋白質科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
嗅覚はその基礎原理の解明だけでなく、嗅覚を模倣したセンシング技術などの応用も広く期待されている。本研
究で構築した気相からの溶け込みを模倣した新規アッセイ技術と嗅粘液に発現する代謝酵素などのタンパク質を
組み合わせた研究手法は、嗅覚の匂いの感じ方の多様性を解明する上で1つのプラットフォームになると期待さ
れる。

※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 
哺乳類の嗅覚において、嗅覚神経細胞に発現する匂い受容体（Odorant receptors、 以下 ORs）

が、生物の匂い分子センサーとして機能している。ORs は G タンパク質共役型受容体に属し、マ
ウスでは約 1200 の機能遺伝子がある(1)。ORs の機能発現において、1つの嗅覚神経細胞に 1種
類の OR が選択的に発現することなど、ORs の発現制御機構や匂い分子結合で生じるシグナル伝
達経路などは既に明らかとなっている。生物の匂いの認識において、個々の ORs の異なる匂い分
子応答性が『組み合わせコード』として活用されていると考えられる。空気中に漂う匂い分子が
ORs と結合するまでの過程については未解明な点が多い。匂い分子は嗅覚神経細胞の表層を覆う
嗅粘液に溶け込んだ後に ORs にたどり着く。ある ORの匂い分子応答を、マウスの嗅神経細胞と
OR 発現培養細胞で比較すると、同一の匂い分子に対して異なる応答を示す場合がある。この原
因の 1つに、嗅粘液中のタンパク質が匂い分子に作用し、分子構造を変化させていることが考え
られる。例えば 2010 年に、マウスの嗅粘液に含まれる酵素群が一部の匂い分子を代謝している
ことが初めて報告された(2)。また、申請者を含む複数のグループは、嗅上皮に発現するシトク
ロム P450 タンパク質が匂い分子を代謝し、ORs の応答を変化させることを報告している(3)。し
かし、これら過去に報告された酵素は既知の分泌シグナルをもたないものが多く、実際にどの酵
素が嗅覚粘液に分泌し、匂い分子代謝を行っているか、詳しい分子種や分泌経路は明らかになっ
ていない。酵素反応により複雑な匂い分子環境が生み出される。嗅覚の優れた匂い識別機構をよ
り深めるためには、嗅粘液発現タンパク質の嗅粘液における役割の実態解明は欠かせない。 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、嗅覚の多様な匂い分子認識機構の解明のため、哺乳類の嗅覚受容体（ORs）の活性

化に影響を与えると考えられる嗅粘液発現するタンパク質に焦点を当て、どのタンパク質が ORs
の匂い分子応答に影響を与えるのか、これら分子機構の解明を目指した。そのために、代謝酵素
や匂い結合タンパク質といった嗅粘液発現タンパク質と申請者らが独自に開発した Vapor 
stimulation 法を用いた ORs リガンドアッセイを組み合わせ、タンパク質が OR の匂い分子応答
に影響を与えるかどうかモニタリングできるアッセイシステムを構築することを目的とした。
さらに、実際に構築した手法を用いて、様々なタンパク質に対して、ORs の機能活性への影響を
分析した。 
 
 
 
３．研究の方法 
2-1. 嗅覚受容体発現ベクター調整 
本研究で用いたマウス ORs 遺伝子は N 末端にヒトロドプシンの N 末端 20 アミノ酸（Rho-tag）
を付加するように、pCI expression vector に導入されている。この各 ORs 発現ベクターは、大
腸菌 XL10 Gold ウルトラコンピテントセル（アジレント）を利用して増幅し、Nucleospin Plasmid 
TF(タカラバイオ)により精製した。嗅覚受容体発現ベクター以外の Receotor transporting 
protein 1S(RTP1S)発現 pCI ベクター、Glosensor 発現 pGlosensor F-22（プロメガ社）も同様の
方法で増幅、精製した。 
 
2-2. 細胞培養、遺伝子導入 
Hana3A 細胞（4）を 10% FBS、ペニシリンストレプトマイシン、アンフォテリシン Bを含む MEM
培地を用いて、37℃、5%CO2 環境下で培養した。コンフルエントになった Hana3A 細胞を 96ウェ
ルプレートに播種した。18～24 時間培養後に Hana3A 細胞に ORs 発現 pCI ベクタ―、RTP1S 発現
pCI ベ ク タ ー 、 Glosensor 発 現 ベ ク タ ー pGlosensor F-22 を Viafect Transfection 
reagent(Promega)を用いてトランスフェクションした。18～24 時間培養し、ORs 発現細胞を獲得
した。 
 
2-3. 匂い気相刺激アッセイ 
トランスフェクション後の細胞の培地を除去し、HBSS バッファーで洗浄した後に、発光基質
Glosensor cAMP reagent(プロメガ)を含む同 HBSS バッファーに置換した。遮光、常温環境下で
2 時間静置し、発光基質を細胞内に取り込ませた。ニオイ刺激前に、ミネラルオイルを用いて、
設定した希釈濃度に匂い溶液を調整し、新しい 96 ウェルプレートの全ウェルに添加した。その
プレートを 30℃に温めておいたルミノリーダー内に挿入し、5 分間静置することで匂いを気化
させ、ルミノメーター内に充満させた。5 分後に、細胞培養 96 ウェルプレートをルミノメータ
ーに挿入し、匂いが充満した気相から匂い分子を自然に溶け込ませることで細胞を刺激した。発
光計測は 30℃で行い、最大で 15 サイクル測定した。発光値は ORs を発現させていないベクター
コントロール細胞の発光値、ならびに各ウェルの匂い刺激前の発光値で標準化を行うことで、各
ORs の匂いへの応答を数値化し、比較した。 
細胞外タンパク質の影響を調べる場合には、匂い分子で刺激する前にバッファーに精製タンパ
ク質を添加し、同様に気相刺激によって ORs 発現細胞を刺激した。 



 
 
 
４．研究成果 
(1)Vapor stimulation 法の確立を行った。これまで、嗅覚の気相からのにおい分子の溶け込み
過程を模倣したリガンドアッセイ系がなかったため、まずそのアッセイ手法の確立を進めた。プ
レートリーダー内を揮発したに
おいで充満させた環境中に ORs
発現細胞を入れることで、気相
からの溶け込みを再現した刺激
方法を再現し、ルシフェラーゼ
の生物発光で ORs のにおいに対
する応答を評価する手法を確立
した(図１)。OR のにおい分子の
反応が高い組み合わせでは、
0,0001%に希釈したにおい分子
溶液から揮発させた匂いに応答
することが分かり、気相刺激で
も高い感度を示した。さらに 31
種類の ORs の異なる応答を、リ
ガンド応答に応じて発するルシ
フェラーゼ発光を時間経過で測
定することで、メチル基 1 つ違
うにおい分子の識別が可能であ
ることを示した。 
また、嗅粘液に発現しているカ

ルボキシルエステラーゼ(Ces1d)
を気相アッセイに導入すると、試
験に用いた 3 種類のカルボキシ
ルエステルのいずれにおいても
複数の OR のリガンド応答が大き
く変化した（図 2）。これらの研究
結果は、Nature communications
誌に掲載された。 
 
(2)代謝酵素以外の嗅粘液発現タ
ンパク質が多く存在する。その中
で、におい結合タンパク質
（ Odorant binding protein; 
OBP)という内部に疎水性のポケ
ットを持つタンパク質が知られ
ている。嗅粘液の役割をより明確
にするため、OBP を大腸菌組換え
体で発現させ、4種の OBP を精製
した。精製した OBP を用いて、メ
チルベンゾエイトに対する結合評価を行い、メチルベゾエイトへの結合の違いがあることが分
かった。さらに、構築した Vapor stimulation 法により、OBP の存在が ORs の応答に与える影響
を評価した。すると、OBP の添加によって、ある特定の OR のメチルベンゾエイト応答を増強、
または、減少する組み合わせがあることが分かった。 
 この結果は、嗅粘液中の代謝酵素だけでなく、OBP も ORs の応答を選択的に影響することが示
唆している。また、Vapor stimulation 法が精製 OBP の機能解析にも応用可能であることを示し
た。 
 
(3) ORs の機能に影響を与える新規タンパク質として、フォスファチジルエタノールアミン結合
タンパク質 1（PEBP1）に対して Vapor stimluiaton 法を用いて研究を行った。PEBP1 が一部の
ORs を活性化し、嗅神経細胞の軸索誘導に影響することについて、海外の研究者との共同研究と
して論文を発表した。この発見は、これまで低分子化合物が以外にもタンパク質が ORs リガンド
となる新規な知見となり、ORs が応答する分子の対象を広げる成果となる。 
 
 
(4) 異種細胞での機能発現ができない ORs が多々あり、より多くの ORs を用いた機能解析研究
を可能とすることが重要となるため、ORs の細胞膜輸送シャペロンである Receptor 
transporting protein（RTP）の機能解析を行った。RTP が 2量体を形成することや、ORs の輸送

図 1 Vapor stimulation Glo sensor assay の概要 
ORs と cAMP 依存型ルシフェラーゼを共発現させ、気相から溶け込
んだ匂い分子に OR が応答するとルシフェラーゼが活性化する。
匂い分子の曝露後、ルシフェラーゼ発光を経時的に測定し、AUC 分
析によって各 ORs の匂い分子応答を数値化する。 

図 2 Carboxyl esterase1d の ORs 応答への影響 
Eugenol acetate を匂い分子として、31 種類 ORs を刺激した。
Olfr979 は Eugenol acetate 単体にはほとんど応答を示さなかっ
たが、Ces1d を加えた場合に応答を示すようになった。他にも
Ces1d 存在下で応答変化を示す ORs が複数見られた。このことか
ら、代謝酵素による匂い分子の代謝が一部の ORs の応答を変化さ
せることが示された。 



に重要なアミノ酸部位を同定し、論文発表をした。本研究成果は、より多くの ORs を本来の機能
をもった状態での機能解析実験が可能になることが期待される。 
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