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研究成果の概要（和文）：昨今、QOL の上昇などと相まって嗅覚への社会的関心が高まっている。

匂いセンサーである嗅細胞は鼻孔内上部の嗅粘膜内に位置しており、嗅覚受容の初段を担って

いる。また、匂い分子の持つ化学情報を生体電気信号（活動電位）へと変換する匂い情報変換

チャネル（CNG・Cl(Ca)チャネル）が嗅線毛のみに高密度に発現していることも既に知られてい

る。この嗅覚情報変換は、高次へ匂い情報を伝達する際に、嗅覚感度を調節する重要なポイン

トである。本研究では、線毛内での情報伝達因子である cAMP・Ca2+に焦点をあて、各分子の実

時間挙動を電気生理学的・光学的アプローチを併用して、定量的に解析を行った。 

研究成果の概要（英文）：Olfactory transduction cascade starts from the receptor protein 

which binds to odorant molecules. After the binding, G-protein and AC are activated 

continuously. It leads to open the transduction channels (CNG, Cl(Ca)) and generate current 

responses, after [cAMP]i and [Ca2+]i increased. Spatial and temporal distributions of 

cytoplasmic elements (cAMP, Ca2+) are key factors in the olfactory transduction cascade. 

We examined that based on the olfactory adaptation and non-linear signal amplification 

with these techniques. 1) Local laser light stimulation (LMS-ROI). 2) Current responses 

with caged-cAMP photolysis (patch-clamp) and 3) Ca-imaging(Fluo4) in parallel. 
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１．研究開始当初の背景 

感覚神経細胞の入出力特性に関して、定量的
に解明されていない点が多いため、高次への
信号伝達に対する信号修飾についても未知
の部分が多い。特に嗅覚神経細胞（嗅細胞）
では、外来からの匂いを生体電気信号へと変
換する部分が、嗅細胞線毛のみに高密度に発
現しているイオンチャネル部位であること

は知られているが、その線毛は直径 100nm

程度であることからも、生きた嗅覚神経細胞
を用いた生理学的な実験は、技術的に困難を
極め、国内のみならず、海外においても研究
が立ち遅れていた。本研究では、さまざまな
技術と電気生理学を組み合わせて用いるこ
とで、微細な構造体（線毛）を持つ嗅細胞の
信号解析を可能とした。 
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嗅細胞先端からは直径 100 ナノメートル 

(nm) の線毛が 10 本程度、外界と接している
粘液層に伸びている。情報伝達に必要な蛋白
質や酵素が線毛に限局して分布しているこ
とからも、この線毛こそが嗅覚情報変換の場
であることは明らかである。嗅覚情報変換の
概要は以下のようである。嗅覚は、匂い分子
が嗅覚受容体（R）と結合することから始ま
る。その後、酵素（AC:アデニル酸シクラー
ゼ）・セカンドメッセンジャー（cAMP）がサ
イクリックヌクレオチド感受性非選択性陽
イオン（CNG）チャネルに結合し、陽イオン
を流入させることで電流が発生する。更に、
流入した Ca2+は Ca2+依存性 Cl（Cl(Ca)）
チャネルを開口させ、更なる電流増幅を引き
起こす（Pace et al., 1985; Sklar et al., 1986）。
この電位変化は嗅細胞で活動電位に変換さ
れた後、アクソンを通じて脳へと伝達される。
これまで、嗅覚情報変換カスケードにはセカ
ンドメッセンジャーとして、cAMP を使用す
るカスケードと IP3を使用するカスケードが
あると信じられていたが、2003 年竹内（申
請者）らは、電気生理学的手法であるパッチ
クランプ法を適用し、ケージド化合物による
光解離と匂い刺激を組み合わせた実験系に
より、全ての匂い物質において cAMP がセカ
ンドメッセンジャーとして使用されている
ことを立証した（Takeuchi et al., 2003; 

Takeuchi & Kurahashi, 2003）。その結果、
20 年来国内外で議論されていた嗅細胞にお
けるセカンドメッセンジャーと情報変換カ
スケードに関して終止符が打たれ、ｃAMP・
Ca2+が重要な役割を担っていることが明ら
かとなった。嗅覚情報変換カスケードと似た
分子カスケードを持つ視細胞では、酵素であ
るトランスデューシンのレベルで大きな増
幅が行われ、応答電流に反映される。しかし、
嗅細胞の場合、AC レベルではほとんど増幅
がない一方で、チャネルレベルで非線形な信
号増幅を引き起こす（ヒル係数 5）。視細胞の
場合には 1 光子刺激時に 25 万分子の cGMP

が分解されるが、嗅細胞では最大の匂い刺激
時でも 2 万分子しか cAMP が生成されない。
つまり、ｃAMP と Ca2+が働くことで情報変
換チャネルが最大限の効率で信号を増幅し
ていることが明らかとなった（Takeuchi & 

Kurahashi,2005）。 

 

２．研究の目的 

嗅覚情報変換は、高次へ匂い情報を伝達する
際に、嗅覚感度を調節する重要なポイントに
なる。嗅覚感度修飾メカニズム解明は嗅覚疾
患の原因解明や様々な匂い環境下における
嗅覚受容の制御・改善につながる重要な課題
である。本研究では、情報変換の場である線
毛に焦点をあて、線毛内での情報伝達因子で
ある cAMP・Ca2+の実時間挙動を電気生理

学的・光学的アプローチを同時併用して定量
的な解析を行い、線毛における情報変換機構
の実時間挙動解明を目的とした。これは、線
毛内の物質移動に関する知見を得ることと
同義である。線毛内の分子移動に関しては、
可視化データと電気生理学データとのマッ
チングを得ることが技術的に難しい。そこで
本研究では随時システムに改良を加え、嗅線
毛内でのリアルタイムな物質移動追跡を電
気生理学的に解析することを目的とした。 

 

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 
蛍光インジケータの特性を踏まえ、嗅細胞に
Ca2+濃度のインジケーターとして生体細胞
に用いられている Fluo3 もしくは 4・5 
(Minata et al., 1989)を導入し、電圧パル
ス及び外部刺激により、Ca2+依存性チャネル
を開口させ、細胞内 Ca2+濃度の上昇を 488 nm
（励起波長）、526 nm（蛍光波長）を用いて
測定し、蛍光変化部位（シリア・樹状突起・
細胞体）やタイムコースを定量的に解析した。 

 

また、本研究で、構築した LSM 統合システ
ムを用いて、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い、解析した。生きた
線毛内での分子ダイナミクスを可視化する
ことが技術的に困難なため、NA= 1.45 の高
NA 対物レンズを使用し、使用レーザーは目
的に応じて異なる波長（ケージド解離には
351・364 nm、Fluo4 の蛍光可視化には最適
感度波長である 488nm）を用いて、レーザー
スポット径を小さくした。その際には
LSM-ROI システムを用いて、線毛上に 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、線毛の一部分のケージ
ド化合物を局所的に解離させることが可能
であり、局所応答電流の確認も行った。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
激を行って、嗅細胞の持つ嗅覚特性である
adaptation・summation から、線毛におけ

る物質移動を検討した。また、レーザー顕微
鏡による線毛の可視化に関しては、細胞内
Ca2+感受性インジケータとして、Fluo4 を用
いたその結果、微細構造体であるシリア内で
は、嗅覚情報伝達カスケード内でセカンドメ
ッセンジャーとして働く cAMP 及び Ca イオ
ンが数 μm 以上拡散しないことが示唆された。
本研究における発見により、ナノスケール構
造体内の分子ダイナミクスがリアルタイム
で測定・可視化でき、嗅細胞線毛においては
シグナル情報伝達システムの解明に繋がる
ことが示唆された。 
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