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研究成果の概要（和文）：匂い検出素子として、キイロショウジョウバエの嗅覚受容体を、共受容体およびカルシウム
感受性蛍光タンパク質（GCaMP）と共発現させ、Sf21細胞系統を作出し、改変した発現ベクターとGCaMP6sを用いること
で、SN良く匂い応答を示す細胞系統へと改良した。
また、細胞からの蛍光を検出するために小型の蛍光測定装置及び匂いを供給するフロー測定系を構築した。測定系を最
適化し、ロックイン計測法を導入し外乱光存在下で３桁検出下限を改善できた。また、複数種類の嗅覚受容体によりセ
ンサアレイを構成する基礎実験を行った。最後に水晶振動子に細胞を吸着させ高湿度下で応答測定を行い、低濃度で気
相測定できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：For odorant sensor elements, we introduced Drosophila odorant receptor (Or) gene 
along with co-receptor (Orco) gene and calcium indicator fluorescence protein (GCaMP) gene into Sf21 cell 
to establish the cell lines. The use of modified Or-Orco expression vector and GCaMP6s led to higher SN 
ratio in the cell lines.
 We developed a fluorescent measurement system with portable size and constructed a flow measurement 
system. We optimized the measurement system and introduced the lock-in measurement method and found that 
the detection limit became three orders of magnitude lower than that using the conventional method. Then, 
we did the fundamental experiment on measuring the responses of the cells with different ORs to make a 
sensor array. Finally, we performed the experiment of Quartz Crystal Microbalance sensor coated with 
cells expressing ORs in the vapor phase with high humidity. The experimental result suggests the 
possibility of the measurement in the vapor phase.

研究分野： 計測システム

キーワード： バイオセンサ　嗅覚受容体　蛍光測定　フロー測定系　ロックイン計測　センサアレイ　画像処理
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

近年、視聴覚情報の記録再生技術の発達はめ
ざましいが、視覚と聴覚だけでは伝えること
ができない情報が存在する。そこで、香りに
関する記憶再生技術が期待されている。特別
な訓練を受けた人以外は、香りを言葉で表す
ことが難しく実際に香りを再現して嗅いで
もらうことが最良の方法である。 

我々の身の回りには、食品、飲料、化粧品、
アロマグッヅ等の香りに関係した商品が多
数存在し、商品開発、品質管理、商品ディス
プレイに匂いの記録再生システムは有用で
ある。この匂いを記録を行うためには優れた
感度と選択性を有するセンサが必要である
が、既存のセンサでは不十分な性能であった。 

２．研究の目的 

匂いの記録再生システムではセンシング
した香りを記録して再現を行う。生物に匹敵
するセンシング性能を得るには生体の嗅覚
受容体を直接センサ素子に用いるのがよい。
本研究では、嗅覚受容体をセンサ素子に用い
た匂いの記録再生システムの研究を行う。脊
椎動物に比べて仕組みが簡素な昆虫の嗅覚
受容体を用いて特性が異なるセンサを実現
し、センサアレイを構成して匂いの記録再生
システムを実現する。匂いの記録再生システ
ムの性能は嗅覚受容体センサの導入で飛躍
的に高まりその汎用性を大きく向上できる。
本研究では、匂いの記録に十分な性能を持つ
匂いバイオセンサを実現する。 

３．研究の方法 

(1) 昆虫の嗅覚受容体を発現した細胞の実現 
昆虫の嗅覚受容体は、共受容体である Orco
（Olfactory receptor co-receptor）ととも
に複合体を形成し、匂い物質作動性のイオン
チャネルとして機能する。匂い検出素子とし
て使用するためには、培養細胞等のタンパク
質発現系を利用し、機能的な嗅覚受容体を発
現させる必要がある。分担者神崎らは、カイ
コガの性フェロモン受容体を、Orcoおよびカ
ルシウム感受性蛍光タンパク質（GCaMP3）と
ともに Sf21 細胞に遺伝子導入することで、
導入した受容体の匂い選択性に従い、蛍光強
度変化量として、匂い物質を検出できる Sf21
細胞系統の作出技術を確立している。本研究
ではキイロショウジョウバエの一般臭を受
容する嗅覚受容体を対象に、様々な一般臭に
対して蛍光応答を示す Sf21 細胞系統の作出
を試みた。まず、嗅覚受容体遺伝子と Orco
遺伝子は、キイロショウジョウバエの触角
cDNAから単離し、2 遺伝子を同時に発現でき
るデュアル発現ベクターを構築した。GCaMP
遺伝子は、別の発現ベクターを構築した。こ
こでは、GCaMP として、GCaMP3 遺伝子および
GCaMP6s 遺伝子を使用した。構築した 2 種類
の発現ベクターをリポフェクション法によ
り Sf21 細胞に遺伝子導入し、抗生物質を用
いた選抜により細胞系統を作出した。 
 作出した細胞系統の匂い物質に対する蛍
光応答は、蛍光顕微鏡を用いたカルシウムイ

メージング法および蛍光プレートリーダに
より取得した。カルシウムイメージングでは、
計測チャンバに作出した細胞系統を接着さ
せ、ペリスタポンプにより測定用バッファ液
を潅流した。匂い刺激は、測定用バッファ液
で希釈して作製し、潅流系に添加することで、
細胞へと供給した。細胞の蛍光応答は、480nm
で励起し 510nmの蛍光画像を蛍光顕微鏡およ
び高感度冷却 CCD カメラを用いて取得した。
蛍光プレートリーダでは 96 ウェルプレート
に細胞を播種し、各ウェルに匂い物質を滴下
することで蛍光強度変化量を取得した。以上
の手法により、作出した細胞系統の匂い物質
に対する応答性および濃度応答を測定する
ことで匂い検出素子としての検出性能を評
価した。 
(2)測定系の構築 

 匂い受容に伴い細胞内 Ca2+の濃度が上昇
し蛍光強度が増加する。その蛍光強度変化を
測定するシステムを試作した。励起光源とし
てはレーザダイオード(出力 22mW)を用いた。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図１． 光学測定系 

その光学測定系を図１に示す。レーザダイオ
ードからの励起光がダイクロックミラーを
介してセンサチャンバを照射する。チャンバ
内の細胞は励起光を受けて蛍光を発生させ、
その蛍光は再びダイクロックミラーを通っ
て冷却 CMOS カメラで計測する。この計測
システムを製作し基本動作を確かめた。 

 次にポンプによりサンプル溶液を流し、４
個のサンプルを電磁弁により切り替えてチ
ャンバ内の細胞に匂い溶液を供給するフロ
ーシステムを試作した。（図 2） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2．フロー測定システムの写真 

また、細胞の入る部屋の上部が空いている
デッドボリュームの大きなチャンバ（A タイ
プ）と細胞の入る部屋の上部は塞がれており
デッドボリュームの小さなチャンバ（B タイ
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プ）である。これらのチャンバの比較検討を
行った。 

(3) ロックイン計測法 
蛍光は大変微弱なので外乱光の影響を受け
やすい。そこで、外乱光の影響にロバストな
計測方法として、ロックイン計測法を用いた。
ロックイン計測法は励起光に変調をかけて、
それと同期する蛍光成分のみを検出する方
法で、励起光変化に無相関な光を除去し S/N
比を高める働きがある。まずオフラインで動
作させて検討を行い、次に FPGA 内で多数回
路を並列動作させる方法も検討した。 
(4)複数種類細胞の画像取得 
 単一嗅覚受容体からセンサアレイに発展
させるためには、複数種類の細胞の画像を得
る必要がある。そこで、異なる嗅覚受容体発
現細胞を別のチャンバに入れて同時に画像
を得る方法と異なる種類の細胞を同時に吸
着させて画像をセンサアレイとみなす方法
を検討した。 
（５）水晶振動子を用いた匂いバイオセンサ 
水晶振動子上に嗅覚受容体発現細胞を吸着
させ、匂い物質受容に伴う共振周波数変化を
高湿度下で計測した。 
４．研究成果 
（1）昆虫の嗅覚受容体を発現させた Sf21細
胞系統の作出と匂い検出性能評価 

一般臭を検出する匂い検出素子を作出す
るため、キイロショウジョウバエの成虫触角
で機能発現する一般臭嗅覚受容体を対象に、
触角 cDNA から嗅覚受容体遺伝子を単離し、
Orco遺伝子とともに、デュアル発現ベクター
を構築した。同時に、GCaMP3 遺伝子を挿入し
た発現ベクターを構築し、デュアル発現ベク
ターとともに遺伝子導入することで、Sf21細
胞系統の作出を行った。カルシウムイメージ
ングにより匂い検出性能を評価した結果、こ
れら細胞系統は、一部の細胞は応答を示すも
のの、応答する細胞の割合や蛍光強度変化量
が小さいことが分かってきた。そこで、まず
細胞系統の高感度化技術の確立を行い、応答
する細胞の割合が多く、SN比良く応答が検出
できる細胞系統の作出を試みた。 

細胞系統は、嗅覚受容体-Orco デュアル発
現ベクターと GCaMP発現ベクターを遺伝子導
入し、作出している。そのため、細胞系統の
検出性能は、主に嗅覚受容体-Orcoの発現量、
および GCaMPの蛍光強度変化量によって影響
を受ける。そこで、嗅覚受容体-Orco につい
てはデュアル発現ベクターの改変を、GCaMP
については GCaMPの種類の選定を実施するこ
とで、細胞系統の応答性の改良を試みた。
GCaMP は、実験開始当初 GCaMP3 を使用してい
たが、Sf21細胞でより大きな蛍光強度変化を
示す GCaMP6s に変更した。改良前後の結果を
図３に示す。改良前は、高濃度（1mM）の匂
い物質に対して応答する細胞の割合は 10％
程度であったが、改良後はより低濃度（10µM）
に対しても 50％以上の細胞が応答すること
が分かった。また、改良後の細胞系統は、

300nM-30µM の濃度域で濃度依存的に蛍光応
答を示した。以上から、改良した細胞系統は、
応答する細胞の割合が高く、SN比良く匂い物
質を検出できることが分かった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そして、作出した細胞系統の様々な匂い物

質に対する検出性能を評価するため、化学構
造の異なる多様な匂い物質に対する蛍光応
答を蛍光顕微鏡及び蛍光プレートリーダに
より測定した（図４）。その結果、改良した
細胞系統は、複数の匂い物質に対して蛍光応
答を示し、異なる匂い物質を異なる蛍光強度
変化量として検出できることが分かった。 

以上の結果から、一般臭嗅覚受容体、Orco
および GCaMP6s を発現させた Sf21 細胞系統
は、広範囲の一般臭を蛍光強度変化量として
検出できる匂い検出素子として利用できる
ことを示した。現在までに、2 種類の細胞系
統を作出している。 
(2)測定系の構築 

まず、図１の測定系を用いて sf21 細胞の蛍光
変化を計測できることを確認した。レーザダ
イオードの強度が高いため、蛍光顕微鏡より
も微弱な蛍光を捉えることが可能である。ま
た、蛍光画像の中で蛍光変化があるところの
みの領域抽出を行い、その部分の輝度変化を
積算する画像処理ソフトウエアを作成した。
ヒストグラムを作成して閾値を決定し、閾値
以下の輝度変化を０とする。さらに差分処理
により生じる雑音を除去するメディアンフ
ィルタを使用した、その結果、画像処理によ
り S/N 比の向上が図れることがわかった。 

 それから、ポンプの種類とチャンバの形状
の検討を行った。ポンプとしては、小型のマ

図３

図４



イクロポンプ（ダイアフラム方式）と大型の
市販シリンジポンプの２種類を用い、チャン
バの形状としては前節の２種類を用いた。ポ
ンプに関しては、マイクロポンプより流量安
定性に優れているシリンジポンプの方が応
答バラツキが小さかった。また、チャンバに
関してはデッドボリュームがあるが高密度
に細胞を実装できるチャンバ（A タイプ）の
方がデッドスペースは小さいが流路から細
胞を導入するために細胞密度が低いチャン
バ（B タイプ）を比較した結果、前者の方が
データ安定が優れていることがわかった。 

(3) ロックイン計測法 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５．ジオスミンに対する OR56a 発現細胞
の応答 青線：リンガ溶液、赤線：ロックイ
ン法無し、オレンジ線：ロックイン法使用 

外乱光存在下でカビ臭の一つであるジオス
ミン(500nM)に対する OR56a 発現細胞の応
答を計測した。外乱光（1030lux）存在下の
結果を図５に示す。ロックイン計測を用いな
い場合は、リンガ液のみの場合と応答レベル
がほぼ同じであるが、ロックイン計測を用い
ることにより明瞭に応答を計測できた。 

さらにジオスミンとカビ臭の一つである
1-octen-3-ol の低濃度サンプルに関する実験
を行い、外乱光存在下では検出下限 100μM

だったのがロックイン法を適用すると、
100nM(ジオスミン)、50nM (1-octen-3-ol)

の検出下限を得ることに成功した。 

(4) 複数種類細胞の画像取得 
まず、２つの流路を有するマイクロチャンバ
を用いて光学系のレンズの倍率を下げるこ
とにより、２種類の細胞輝度を同時に測定す
ることができた。しかし、細胞導入用の穴を
チャンバ上部にあけると流路の中心の細胞
密度が減少し、センサ応答の取得が困難であ
った。そこで、複数種類の細胞の混合溶液を
導入してランダムにチャンバに吸着させて、
その後画像処理により細胞位置を特定する
方法を検討した。嗅覚受容体としては BmOR3
と OR13aを用いた。Bombykal と 1-octen-3-ol
の応答から BmOR3 と OR13 発現細胞の位置を
ハフ変換で細胞の形状を認識して求めた結
果を図６に示す。同図のように画像処理によ
り細胞位置が特定できていることがわかる。
この方法は大規模細胞センサアレイを構成
するには有望である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．ハフ変換により匂い物質供給前後の差
分画像から細胞位置の抽出を行った例（赤丸
は OR56a 発現細胞） 
（５）水晶振動子を用いた匂いバイオセンサ 
 フロー測定系で、湿度を 75％RH に保ち
OR56a 発現細胞を吸着させた水晶振動子を用
いて気相測定を行った。50ppb のジオスミン、
ブタノール、イソブチル酸、ブチルアセテー
ト、メタノールを準備して測定を行い、ジオ
スミンのみに大きなセンサ応答が得られ、高
湿度に保てば気相中でも嗅覚受容体発現細
胞の応答が得られる可能性を示した。 
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