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研究成果の概要（和文）：昆虫の嗅覚受容体を発現させたSf21細胞系統を検出素子として用いて、目的の匂い物質（対
象臭）を選択的に検出できる匂いセンサの構築技術を確立する。蛍光プレートリーダを用いて、昆虫の嗅覚受容体の応
答特性を網羅的に取得する技術を確立した。並行して、匂い物質の分子情報から昆虫嗅覚受容体の応答を従来と比較し
て精度よく予測できるシステムを構築した。その結果、応答特性に基づき選択した嗅覚受容体を対象に、作出した細胞
系統をマイクロ流路チップに並列配置することで、匂いを選択的に検出可能な匂いセンサチップが構築できることを示
した。

研究成果の概要（英文）：In this study, using Sf21 cell lines expressing insect odorant receptors as 
detection elements, we aim to establish the methodology for developing an odorant sensor that enables us 
to selectively detect target odorants. We established a technique for cyclopaedically measuring 
odor-response profiles of insect odorant receptors using fluorescence plate reader. We also constructed a 
response prediction system of insect odorant receptors with higher accuracy than before. Consequently, by 
targeting the selected odorant receptors based on the odor-response profiles, it was shown to be able to 
construct the odorant sensor chip that was able to selectively detect the target odorant by arranging the 
established cell lines into a micro-channel chip in parallel.

研究分野： 神経行動学
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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、生活の質の向上や安全・危機管理の

観点から、環境中に存在する多様な匂い分子
を高感度・高精度にリアルタイムで検出する
匂いセンサのニーズが高まっている。これま
で水晶振動子や金属酸化物半導体などをセ
ンサ素子とする工学的技術に基づいた匂い
センサが開発され一部実用化されている。し
かし、これらの匂いセンサはセンサ素子の素
材の制約で検出できる匂い物質が限定され
る（金属酸化物半導体）、S/N が低い（水晶振
動子）といった課題があり、幅広いニーズに
対応可能な匂いセンサの創出が望まれてい
る。近年、これらの問題点を解決する革新的
な計測系として、自然界の多様な匂い物質を
ppb レベルの高感度で検出できる生物の嗅覚
系が注目されつつある。 
生物の中でも昆虫は特に優れた匂い検出

系をもっており、その高感度かつリアルタイ
ムな匂い検出は嗅覚受容細胞で発現する嗅
覚受容体の機能によることが明らかにされ
た。昆虫嗅覚受容体は金属酸化物半導体素子
と比較してもより広範な構造の匂い物質を
検出できる。そのため昆虫嗅覚受容体の機能
を人工的に再現したセンサ素子を作ること
ができれば、既存のセンサの限界を超えた新
しいタイプの匂いセンサとして利用できる
可能性が高い。この仮定に基づき、代表者ら
は昆虫嗅覚受容体を発現させた培養細胞
Sf21 細胞が高感度（数 10ppb）にリアルタイ
ムで匂い物質を検出するセンサ素子として
機能することを示した。また安定発現系統の
作出により2か月以上もの間センサ素子とし
て利用できることも示した。 
一方で、本センサ素子の検出特性は発現す

る嗅覚受容体の匂い応答特性に依存するた
め、センサの実用化には、多数の昆虫の嗅覚
受容体の中から対象臭を検出するために最
適な応答特性をもつ嗅覚受容体を選択する
必要がある。昆虫の嗅覚受容体の応答特性は、
ごく少数の物質だけに選択的に反応するも
のから、様々な構造の物質に幅広く応答する
ものまで多様なスペクトルをもつことが報
告されている。これら受容体を複数組み合わ
せることで特定の匂い物質を受容体間の活
動パターンの組み合わせとして検出できる
ようになることが想定されるが、最も詳細に
解析されているキイロショウジョウバエの
嗅覚受容体でも植物や餌の匂い物質約100種
類に対する応答特性しか明らかにされてお
らず、匂いセンサの多様なニーズを考慮する
とより多様な化学構造の匂い物質に対する
応答特性を解析する必要がある。以上の背景
を踏まえ、嗅覚受容体の応答特性を高精度か
つ網羅的に取得する技術を確立し、それに基
づき効率的に対象臭を検出できる受容体を
選択し、その嗅覚受容体を発現する細胞をア
レイ化した匂いセンサが高精度に対象臭を
検出できることを実証することで、対象臭に
特化した高性能な匂いセンサの構築法が確

立できるとの着想に至った。 
 
２．研究の目的 
昆虫嗅覚受容体を発現させた Sf21 細胞系

統をセンサ素子として、目的の匂い物質（対
象臭）を検出できる匂いセンサの構築の基礎
技術を確立する。具体的には、様々な化学構
造を持つ数多くの匂い物質に対する受容体
の応答特性を実測し、データベース（DB）化
する。この応答特性に基づき匂い物質の物理
化学的特徴から機械学習により嗅覚受容体
の応答を予測し、実測値および予測値を元に
対象臭の検出に最適な受容体を選択する。そ
して、選択した嗅覚受容体を発現させた培養
細胞をアレイ化した匂いセンサチップを用
いた応答計測を通して、高感度かつ高精度で
対象臭を検出できる匂いセンサ構築の基礎
技術を確立する。 
 
３．研究の方法 
（１）嗅覚受容体を発現させた細胞系統の作
出と匂い応答特性解析 
代表者らは、これまでキイロショウジョウ

バエの一般臭嗅覚受容体遺伝子を、補助タン
パク質（Olfactory receptor co-receptor；
Orco）遺伝子およびカルシウム感受性蛍光タ
ンパク質（GCaMP3）遺伝子とともに Sf21 細
胞に共導入し、匂い物質に対して蛍光強度変
化を示す細胞系統を作出してきた。本研究で
は、同手法に改良を加え、より大きな蛍光強
度変化量を示す GCaMP6s を用いて、Sf21 細胞
系統を作出した。キイロショウジョウバエ成
虫触角cDNAから単離した嗅覚受容体遺伝子、
および Orco 遺伝子の翻訳領域を Sf21 細胞の
発 現 用 ベ ク タ ー pIB/V5-His
（LifeTechnologies 社）にサブクローニング
し、挿入した 2種類の遺伝子を同時に発現で
きる発現ベクターpIB-Or-Orco を構築した。
並行して、GCaMP6s 遺伝子の翻訳領域を別の
発現ベクターpIZ/V5-His（LifeTechnologies
社）にサブクローニングし、pIZ-GCaMP6s を
構築した。構築した pIB-Or-Orco および
pIZ-GCaMP6s は 、 Cellfectin Ⅱ
（LifeTechnologies 社）を用いて、Sf21 細
胞に遺伝子導入した。遺伝子導入した Sf21
細胞は、抗生物質（ブラストサイジン、ゼオ
シン）耐性遺伝子の発現を指標にしたスクリ
ーニングにより、Sf21 細胞系統を樹立した。
樹立した Sf21 細胞系統は、以下匂い物質に
対する匂い応答測定解析に使用した。 
匂い物質に対するSf21細胞系統の応答は、

蛍光顕微鏡および蛍光プレートリーダを用
いて取得した。まず、蛍光顕微鏡下による光
学イメージングにより、匂い物質に対する
Sf21 細胞系統の蛍光強度変化を観察した。次
に、蛍光が観察された Sf21 細胞系統につい
て、アルコール、アセテート、アルデヒド、
有機酸、テルペン類を含む、多様な化学構造
の匂い物質に対する蛍光強度変化量を蛍光
プレートリーダにより取得した。蛍光強度変



化量（⊿F/F×100％）は蛍光プレートリーダ
付属のソフトウエアにより数値化し、リンガ
ー液での蛍光応答を用いて正規化すること
で嗅覚受容体の応答特性データを取得した。
取得した応答特性データは応答予測に利用
できるよう数値情報をサーバにアップした。 
（２）嗅覚受容体の応答予測システムの開発 
匂い物質を含む化学物質の分子記述子の

数値情報から、嗅覚受容体の応答を予測する
学習・予測器を構築した。数百万種の化合物
の物理化学的特性が集約されている PubChem
（http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）から
取得した各匂い物質に対する分子情報をも
とに、Dragon（Talete 社）によって分子情報
を計算した。学習・予測器にはニューラルネ
ットワークを用い、計算した分子情報を入力
とし、嗅覚受容体の応答特性を出力とする学
習を行った。嗅覚受容体の応答特性は、これ
までに応答特性が明らかにされている、108
種類の匂い物質に対するキイロショウジョ
ウバエの 24 種類の嗅覚受容体の応答特性デ
ータを用いた。構築した学習器は、入力の分
子情報数を選抜した場合の予測精度の変化
を調べ、予測精度向上の条件を検討した。 
（３）嗅覚受容体発現細胞をアレイ化した匂
いセンサチップの構築 
 選択した嗅覚受容体を発現させた細胞系
統を複数種類アレイ化できるマイクロ流路
チップを微細加工技術により作製した。これ
まで代表者らはマイクロ流路チップ上で培
養した Sf21 細胞系統から匂い応答が検出で
きることを確認しているので、これを発展さ
せて、2 種類の細胞系統を培養でき、各細胞
に同時に匂い刺激できるマイクロ流路チッ
プを設計・作製した。作製したマイクロ流路
チップはGFP発現細胞を導入することで同時
に蛍光観察できることを確認した。その後、
対象臭の検出に最適な嗅覚受容体を発現さ
せた Sf21 細胞系統をマイクロ流路チップに
導入し、Sf21 細胞系統を並列配置した匂いセ
ンサチップを作製した。作製した匂いセンサ
チップに対象臭を導入し応答測定を行うこ
とでセンサ性能を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）嗅覚受容体の応答特性解析 
まず、一般臭嗅覚受容体の匂い物質に対す

る応答を蛍光強度変化量として取得できる
Sf21 細胞系統の作出を行った。本研究では、
キイロショウジョウバエの一般臭嗅覚受容
体遺伝子、および Orco 遺伝子の発現ベクタ
ー（pIB-OrX-Orco）を新たに改良して構築し、
pIZ-GCaMP6sとともにSf21細胞に遺伝子導入
することで、Sf21 細胞系統を樹立した。蛍光
顕微鏡下での光学イメージングにより、導入
した嗅覚受容体の応答特性に従って蛍光強
度変化を示す Sf21 細胞系統を作出した。 
次に、Sf21 細胞系統から様々な匂い物質に

対する嗅覚受容体の応答を網羅的に取得す
る技術の確立を試みた。多くの嗅覚受容体の

応答特性データを網羅的に取得するために
は、嗅覚受容体を発現させた Sf21 細胞系統
から複数の匂い物質に対する応答特性を網
羅的かつ迅速に取得する技術を確立する必
要がある。そこで、96 ウェルプレートから同
時に細胞の蛍光応答を取得できる蛍光プレ
ートリーダを用いて、本研究で作出した Sf21
細胞系統から匂い物質に対する蛍光応答を
取得する条件を検討した。まず、性フェロモ
ン受容体を発現させた Sf21 細胞系統を用い
て、各ウェルに定着させる細胞数、コーティ
ング素材、培養日数、および容量・滴下量に
ついて、最適条件を決定した（図 1）。 
 

図 1 蛍光プレートリーダによる細胞系統の
応答特性解析の条件設定 
 
 次に、決定した最適条件下で、性フェロモ
ン受容体発現 Sf21 細胞系統のフェロモン成
分を含む様々な匂い物質に対する応答測定
を実施した。その結果、ボンビカール受容体
を発現させた Sf21 細胞系統は試験した 8 種
類の他の匂い物質には応答せず、ボンビカー
ルに特異的に蛍光応答が取得できることが
分かった（図 2a）。取得した応答特性は、こ
れまでに卵母細胞や昆虫生体で取得された
応答特性と一致する。このことから、嗅覚受
容体を発現させた Sf21 細胞系統から、蛍光
プレートリーダを用いて嗅覚受容体の応答
特性が取得できることが分かった。 
 次に、キイロショウジョウバエの一般臭嗅
覚受容体を対象に、蛍光プレートリーダを用
いた応答特性の取得を行った。ここでは一般
臭嗅覚受容体として、キイロショウジョウバ
エの一般臭嗅覚受容体 Or56a を用いた。前述
の最適条件下で複数の匂い物質に対する蛍
光応答を取得した結果、対象臭である
Geosmin に対して蛍光強度変化を示し、その
他試験した6種類の匂い物質には蛍光応答を
示さなかった。キイロショウジョウバエ生体
を用いた機能解析から、Or56a は Geosmin に
特異的な嗅覚受容体であることが報告され
ており、本研究の結果と一致する。現在まで
に、本研究で確立した応答特性の網羅的取得
技術を用いて、作出した Sf21 細胞系統を対
象に、約 100 種類の匂い物質に対する応答特
性を取得した。現在、応答予測に利用可能な
応答特性データを集約した DB を構築してい
る。 
 以上の結果から、一般臭嗅覚受容体を発現
させた Sf21 細胞系統から、一般臭嗅覚受容



体の様々な匂い物質に対する応答特性を、蛍
光強度変化量として網羅的に取得する技術
を確立した。 
 

図 2 蛍光プレートリーダによる嗅覚受容体
発現 Sf21 細胞系統の応答特性データ 
（a）ボンビカール受容体を発現させた細胞
系統の応答特性 BAL；ボンビカール、BOL；
ボンビコール、R.S.；リンガー液（b）一般
臭嗅覚受容体を発現させた細胞系統の応答
特性 エラーバー；±SEM（n=3） 
 
（２）嗅覚受容体の応答予測システムの開発 

嗅覚受容体をセンサ素子とする匂いセン
サを用いて対象臭を検出するためには、背景
臭として存在することが想定される環境中
の数多くの匂い物質に対する嗅覚受容体の
応答を明らかにする必要がある。そこで、本
研究では、昆虫の嗅覚受容体の応答特性デー
タを基に、様々な匂い物質に対する嗅覚受容
体の応答を予測できるシステムの構築を試
みた。まず、Pubchemに集積されておりDragon
で数値情報が取得できる約 5000 種類の分子
情報を入力として、キイロショウジョウバエ
嗅覚受容体の応答を出力とする学習・予測器
を試作した。試作した学習・予測器を用いて、
24 種類の嗅覚受容体の匂い物質に対する応
答を予測し実測値との相関係数を算出した
ところ、受容体によっては最大約 80％の精度

で応答を予測できることが分かった。次に、
受容体の応答に強く影響のある分子情報を
感度解析に基づき選抜し応答予測を行った
結果、 24 種類全ての嗅覚受容体の応答につ
いて、入力に用いる分子情報を選別した場合
に予測精度が向上することが分かった。また、
個々の嗅覚受容体について、予測精度を向上
させる分子情報の組み合わせが存在するこ
とが分かった。対象臭の検出に最適な嗅覚受
容体の選択に向けて、現在もなお予測精度の
向上の検討および応答予測データの取得を
進めている。 
 
（３）嗅覚受容体発現細胞をアレイ化した匂
いセンサ 
最後に、一般臭を選択的に検出する異なる

2種類の嗅覚受容体を発現させたSf21細胞系
統を並列配置した匂いセンサチップを構築
し、匂い物質を蛍光応答のパターンとして選
択的に検出できるかどうかを評価した。マイ
クロ流路チップは、ソフトリソグラフィ技術
により、ジメチルポリシロキサン（PDMS）と
ホウケイ酸ガラスから成り、2 種類の異なる
Sf21 細胞系統をそれぞれ独立して並列配置
できる流路を設計・試作した（図 3a）。なお、
マイクロ流路チップは三澤宣雄博士（豊橋技
術科学大学）にご協力いただき作製した。ま
ず、2 種類の異なる性フェロモン受容体（ボ
ンビコール受容体、ボンビカール受容体）を
発現させた Sf21 細胞系統をマイクロ流路チ
ップ上に並列配置し、受容体が応答するフェ
ロモン成分（ボンビコール、ボンビカール）
で刺激した。その結果、ボンビコール刺激時
にはボンビコール受容体発現細胞のみ、ボン
ビカール刺激時にはボンビカール受容体発
現細胞のみから蛍光応答が観察できた。この
ことから、本匂いセンサチップを用いて Sf21
細胞系統の蛍光応答が取得できることが分
かった。 
次に、蛍光プレートリーダによる応答特性

の実測値から、特異的に一般臭を検出できる
嗅覚受容体として選択した2種類の嗅覚受容
体をそれぞれ発現させた Sf21 細胞系統を用
いて、匂いセンサチップを構築し、一般臭に
対する応答を蛍光パターンとして選択的に
検出できるかどうかを評価した（図 3b）。こ
こでは一般臭嗅覚受容体として、Geosmin、
1-octen-3-olを特異的に検出できるOr56a細
胞系統、Or13a 細胞系統を用いた。構築した
匂いセンサチップにそれぞれ 1µM の Geosmin
と 1-octen-3-ol で刺激した結果、Geosmin 刺
激では Or56a 細胞系統のみ、1-octen-3-ol 刺
激ではOr13a細胞系統のみの蛍光応答が取得
できた。Or56a 細胞と Or13a 細胞はジオスミ
ンに対してそれぞれ 12.5±7.8 %，-0.5±
2.8 %，1-octen3-ol に対して 0.0±2.6 %，
28.3±12.6 %の蛍光強度変化を示し、本匂い
センサチップを用いて2種類の匂い物質を蛍
光パターンとして検出できることが分かっ
た。 



以上の結果から、嗅覚受容体を選択するこ
とで、一般臭に対し選択的に蛍光応答を示す
匂いセンサチップの構築が可能であること
を示した。 
 

図 3 2 種類の異なる嗅覚受容体を発現する
Sf21 細胞系統を並列配置した匂いセンサチ
ップの蛍光応答 （a）マイクロ流路チップ
（b）Sf21 細胞系統の蛍光応答 スケールバ
ー；100µm 
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