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研究成果の概要（和文）：両生類であるイモリの嗅細胞は，揮発性匂い物質のみならずアミノ酸にも応答することが知
られている。しかし，アミノ酸応答のシグナル伝達の分子メカニズムについては不明であった。そこで，本研究では，
アミノ酸応答のシグナル伝達経路を明らかにする目的で，パッチクランプ法などの電気生理学的方法および免疫組織化
学法を用いて解析を行った。その結果，繊毛型嗅細胞は揮発性匂い物質とアミノ酸の両方に応答した。アミノ酸に応答
する細胞にシグナル伝達に関与する酵素の賦活剤を投与した実験から，アミノ酸応答にはcAMP経路とIP3経路の両方の
関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Newt olfactory receptor neurons respond not only to volatile odorants but also 
amino acids. However, the molecular mechanism of the signal transduction pathway is not known. In this 
study, we employed electrophysiological techniques including patch clamp recording and 
immunohistochemical techniques to elucidate the signal transduction mechanism of amino acid response. The 
ciliary olfactory receptor neurons responded to both volatile odorants and amino acids. We then applied 
activators of candidate signal transduction machinery. The results suggest that the signal transduction 
pathway of amino acid response in ciliary ORN includes both cAMP pathway and IP3 pathway.

研究分野： 動物生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 一般に陸生脊椎動物の嗅細胞は繊毛型で，
cAMP を介するシグナル伝達経路により，匂
い情報を電気的信号に変換することが知ら
れている。陸生脊椎動物が揮発性匂い物質の
みを受容するのに対して，両生類であるイモ
リが揮発性匂い物質のみならずアミノ酸に
も応答することを先行研究で明らかにした
（Yamada and Nakatani, 2001）。しかし，
アミノ酸応答におけるシグナル伝達の分子
メカニズムについては不明であった。 
 
(2) 両生類であるイモリは陸上および水中の
両方で生活する。イモリ嗅細胞のアミノ酸に
対する応答性が，生息環境（陸上および水中）
によって変化することを報告した（Inoue 
and Nakatani, 2010）。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 揮発性匂い物質に対する応答のシグナル
伝達経路はよく分かっているので，嗅細胞に
おけるアミノ酸応答の電気的特性を揮発性
匂い物質応答と比較した。さらに，シグナル
伝達経路に関わる各種酵素の活性化剤等の
薬物を投与してその効果を観察し，シグナル
伝達の分子メカニズムを明らかにすること
を目的とした。 
 
(2) 生息環境によって匂い応答（揮発性匂い
物質およびアミノ酸）の応答性が変化する原
因 は不 明で ある 。本 研究 では ， EOG 
(electro-olfactogram)法を用いて生息環境の
違いによる匂い応答性の変化を生理学的に
解析するとともに，免疫組織化学法を用いて
揮発性匂い応答およびアミノ酸応答に関わ
る分子の局在を比較し，応答性の変化の原因
を探ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 材料 
実験材料には業者から購入したアカハライ
モリ（Cynops pyrrhogaster）を雌雄の区別
なく用いた。飼育は水中と陸上を自由に行き
来できるようにした水槽内で室温（22-25℃）
にて行った。 
 
(2) EOG 法 
動物は低温麻酔を行った後断頭し，外鼻孔か
ら，くさび型に切り込みを入れ嗅上皮が露出
した標本を作成した。この標本は虫ピンでチ
ャンバーに固定した。電極にはガラス管を用
い，誘導した電気シグナルは差動増幅器
（Warner DP-301）で増幅した後，デジタイ
ザー（Axon， Digidata 1200）でデータを取
り込み，解析を行った。 
 
(3) パッチクランプ法 

EOG 法と同様の手順で嗅上皮を取り出した
後，コラゲナーゼ+2 価陽イオンフリー生理的
塩類溶液中でインキュベート（35℃・5 分間）
した。酵素処理後は生理的塩類溶液でリンス
し，ピペッティングによって物理的に嗅細胞
を単離した。パッチ電極はプラー（Sutter 
Instrument, P-97）を用いて作成した。単離
嗅細胞から誘導した電気シグナルはパッチ
クランプ増幅器（Axon, Axopatch 200B）を
用いて増幅した後，デジタイザー（Axon， 
Digidata 1440A）でデータを取り込み，解析
を行った。本研究では，パッチクランプ法の
うちホールセルクランプ法を用いた。また，
匂い物質等のテスト溶液は，電動マイクロイ
ンジェクター（ナリシゲ, IM-31）を 2 台用い，
1 種類あるいは 2 種類のテスト溶液を局所的
に投与した。 
 
(4) 免疫組織化学法 
動物を 4％パラホルムアルデヒド液で還流固
定し，5 時間浸漬固定した。その後，0.5 M
の EDTA で脱灰処理を施し，20％スクロース
で置換後凍結包埋し，組織切片を作成した。
本研究では，免疫組織化学の実験に抗 Gαolf

および Gαo抗体を用いて染色を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 繊毛型嗅細胞の匂い応答 
パッチクランプ法(whole-cell clamp)を用い
て単離嗅細胞から膜電流を記録した。匂い物
質投与を行う前に，細胞が正常に機能してい
ることを確認するために，電位固定法により
イオン電流を測定した。その結果，一過性の
内向き電流とそれに続く持続性の外向き電
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図１  A: -70 mVから+70 mVまで 10 mVステップ
の脱分極パルスを与えたときの電流。B: 固定電位
に対して電流をプロットしたもの(I-V relation)。 



流が観察された（図１）。 
本研究で行ったすべての実験は，図１のよ

うな電位依存性電流を確認できた細胞，すな
わち正常に機能している細胞でのみ行った。 
繊毛型嗅細胞に揮発性匂い物質またはア

ミノ酸刺激を行ったところ，応答した細胞で
はいずれも内向き電流が観察された。応答し
た細胞の割合は，揮発性匂い物質刺激では 41
細胞中 15 細胞（36.6%），アミノ酸刺激では
98 細胞中 28細胞（21.4%）であった。この結
果から，繊毛型嗅細胞は揮発性匂い物質およ
びアミノ酸の両方に応答することが明らか
になった。 
揮発性匂い物質およびアミノ酸応答のシ

グナル伝達経路を解明するため，アデニル酸
シクラーゼの活性化剤であるフォルスコリ
ン，およびフォスフォリパーゼ Cの活性化剤
である m-3M3FBS を投与してその効果を調べ
た。揮発性匂い物質に応答した細胞にフォル
スコリンを投与するとすべての細胞（7 /7個）
で内向き電流が観察された（図 2）。このこと

から，揮発性匂い物質に応答する細胞は cAMP
を２次メッセンジャーとするシグナル伝達
経路をもつことが明らかになった。これは従
来の知見と一致する。アミノ酸に応答した細
胞にフォルスコリンを投与すると 5個中 4個
の細胞で内向き電流が観察された。また，ア
ミノ酸に応答した細胞に m-3M3FBS を投与す
ると，10 個中 6個の細胞で内向き電流が観察
された（図 3）。これらの結果から，アミノ酸
に応答する細胞のシグナル伝達経路には2種
類あり，１つは揮発性匂い物質に応答する細

胞と同じく cAMP を 2 次メッセンジャーとす
るシグナル伝達経路，もう 1 つは IP3を 2 次
メッセンジャーとするシグナル伝達経路で
あることが示唆された。 
同一の細胞に揮発性匂い物質とアミノ酸

の両方を投与する実験を行った。まだ 1例に
すぎないが，1 つの細胞で揮発性匂い物質と
アミノ酸の両方に対する応答が観察された。
これは今後の研究において検証する。 
本研究では，ホールセルを形成した細胞の

うち274個の細胞で正常な電位依存性電流を
観察した。表 1は，記録した全細胞で各テス
ト溶液に応答した割合をまとめたものであ
る。 

 
 
(2) 生息環境による応答性の変化 
EOG 法を用いて嗅上皮から揮発性匂い物質お
よびアミノ酸に対する応答を比較した。水中
で飼育したイモリを陸に移し，一定時間経過
後に EOG 応答を記録した。その結果，時間依
存的にアミノ酸応答の大きさが増大した。こ
の結果は専攻研究と一致する。 
この原因を調べるために，免疫組織化学法

による実験を試みた。アミノ酸受容体が全く
不明であるため，受容体の抗体の代わりに
Golfおよび Goの抗体を用いて水中飼育および
陸上飼育の動物でそれらの発現を比較した。
その結果，生息環境によってこれらの Gタン
パク質の発現に大きな差はなかった。その原
因として，アミノ酸応答のシグナル伝達経路
はcAMP経路およびIP3経路の両方があること，
Goが関与しないことなどが考えられる。 
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図 2 揮発性匂い物質応答細胞のフォルスコリンに
投与に対する効果。フォルスコリン投与により内向
き電流が観察された。 
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図 3  A: アミノ酸応答細胞のフォルスコリンに対
する効果。B: アミノ酸応答細胞の m-3M3FBS に対す
る効果。 

表 1  投与物質ごとの応答数と応答率 
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