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公募研究：生命システム情報

マウス嗅覚システム構築に関わるゲノム情報の抽出

●西住 裕文
東京大学大学院理学系研究科

＜研究の目的と進め方＞
ゲノムから様々な手段によって必要な情報を抽出し、システム

を構築する生命には驚きを隠せない。本研究ではマウスの嗅覚系
をモデルとして、嗅覚システムの構築に必要なゲノム情報の抽出
に関して解析を行なっていく。

マウスの嗅覚システム構築には二つの原理、①個々の嗅細胞は
約千種類に及ぶ嗅覚受容体 (odorant receptor: OR) 遺伝子群の中
から一種類の OR 遺伝子を選択的に発現し、②発現する OR の種
類に応じて、嗅球表面上に並ぶ約二千個の糸球と呼ばれる構造体
のうち特定の糸球に対して軸索を投射することが知られている。
この仕組みにより匂い分子の情報は、嗅上皮において嗅細胞に発
現する OR によって受容され、嗅覚情報処理の一次投射先である
嗅球において、活性化された糸球の位置という二次元情報に変換
されるのである。そこで我々は、嗅覚システムの構築に必要な遺
伝情報をゲノムから抽出する機構を理解するために、1) OR 遺伝
子の単一発現の分子メカニズムと、2) 特定の OR を発現する嗅神
経細胞において発現する様々な遺伝子の発現プロファイルを解析
し、細胞個性を明らかにしていく。マウス嗅覚系において、個々
の嗅細胞が千種類以上存在する OR 遺伝子から一種類のみを、相
互排他的かつ mono-allelic に発現する機構には、LCR を介した多
段階的な発現制御や、染色体を跨いだ発現制御モデルなどが報告
されており、これからもまだ新たな遺伝情報デコードのシステム
が見出される可能性がある。また、発現する OR の種類に応じて
嗅細胞で発現する一連の遺伝子が決まることに関しては、OR 分
子のどのような違いが細胞内へのシグナルの違いとなって種々の
遺伝子発現を制御しているのかほとんど未知であり、この分野か
らも新しい遺伝情報抽出の原理が発見される事が期待される。

＜ 2008 年度の研究の当初計画＞
初年度は、OR 遺伝子の単一発現を保障する分子機構を解明す

るために、正及び負の発現調節機構について研究を進める。
a) LCR に形成される転写活性化複合体の解析 ( 正の発現制御 )

マウス H 領域内シスエレメントの配列に結合する DNA 結合タ
ンパク質の単離を目指す。会合するタンパク因子を酵母 one 
hybrid 法や免疫共沈法を用いて同定し、LCR に形成される転写
活性化複合体の構成分子を明らかにする。更に 3C (chromosome 
conformation capture) 解析によって LCR 複合体と相互作用する
プロモーター部位の同定を試みる。これまでの実験から、ホメオ
ドメイン転写因子群が、コア H 領域に結合し得ることを見出して
いる。
b) OR 遺伝子の単一発現機構 ( 負の発現制御 )

当研究室では最近、OR 分子の変異体で G タンパクと会合しな
くなった DRY モチーフ変異を持つ OR でも、OR の単一発現を
維持出来る事が示され (Science, 314, 657-661, 2006）、これ迄想
定されていた、G タンパク質→ ACIII → cAMP とは異なるシグ

ナル経路の関与が示唆される。OR 分子など７回膜貫通型受容体
から入力されるシグナルで G タンパク質を介するもの以外に、β
-Arrestin を介したシグナルが広く知られている。そこでトラン
スジェニックマウスを用いて、嗅細胞に dominant negative 型の
β-Arrestin を発現させ、β-Arrestin を介したシグナル経路をブ
ロックした場合に、OR 遺伝子の単一発現が維持出来なくなるか
どうかについて検討を始めている。

＜ 2008 年度の成果＞
a) マウス H 領域内シスエレメントの配列に結合する DNA 結合タ
ンパク質の単離

マウス H 領域は 2.1 kb あるが、我々の研究から、エンハンサー
活性を示すにはコアの 124 bp で十分である事が示されている
(PNAS, 104, 20067-20072, 2007)。そこでこのコア H 配列に会合
する DNA 結合因子を単離するために、酵母 one hybrid 法を用い
た。嗅上皮由来の cDNA ライブラリーをスクリーニングした結
果、 ホ メ オ ド メ イ ン 転 写 因 子 で あ る Lhx2、Barx1、Dlx3、
Dlx5、Emx2が単離された。これらの因子は、異なった結合強度で、
コア H 配列内に存在する 2 箇所のホメオドメイン結合配列に会合
する事が、コア H 配列への変異導入実験から明らかとなった。
Lhx2 については、嗅細胞の分化のみならず、OR 遺伝子の発現に
重要な転写因子である事がすでに報告されている。今後は、それ
ぞれの転写因子の欠損マウス等を用いて、OR 遺伝子の発現が影
響を受けるかを調べる。
b) OR 遺伝子の負の発現制御の実体解明

一旦機能的な OR タンパク質が発現すると、負のフィードバッ
クシグナルにより、他の OR 遺伝子の発現が抑えられる機構が存
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在すると考えられている。負のフィードバックシグナルがβ
-Arrestin を介したものと想定し、β -Arrestin シグナルを抑えた
場合に、OR 遺伝子の発現に与える影響を解析した。

まず、特定の OR 遺伝子 (rI7) を発現する嗅細胞でのみ、
dominant negative 型のβ -Arrestin が発現するようなトランス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作 製 し た。dominant negative 型 のβ
-Arrestin がβ -Arrestin シグナルを抑制出来た場合には、トラン
スジーン OR 遺伝子である rI7 以外に内在性の OR 遺伝子も同時
に発現してくる可能性が考えられた。しかし実際には、dominant 
negative 型のβ -Arrestin を発現させた嗅細胞においても、OR 遺
伝子の単一発現は守られており、rI7 遺伝子以外の OR 遺伝子は
発現していなかった。OR遺伝子のプロモーターを用いた系では、
発現時期が遅い、あるいは発現量が不十分という理由で、OR 分
子からの負のフィードバックシグナルを十分制御出来なかったと
予想される。

そこで次に、受容体そのものに変異を導入して、β -Arrestin
シグナルを抑制する方法に取り掛かった。OR 分子を介したシグ
ナルに関しては、G タンパク質と共役する部位以外は殆ど解析さ
れておらず、どの領域を介してβ -Arrestin シグナルが発せられ
るか分からない。そこで、7 回膜貫通型タンパク質として OR の
機能を代替出来、しかも様々な変異導入の解析から、β -Arrestin
シグナルを抑制できる変異体も多数同定されている、β - アドレ
ナリン受容体を利用した。つまり、OR 遺伝子のプロモーターの
制御下で、野生型β - アドレナリン受容体、あるいはβ -Arrestin
シグナルのみ抑制される変異型β - アドレナリン受容体を発現す
るトランスジェニックマウスを作製した。この方法でβ -Arrestin
シグナルを抑えれば、先の dominant negative 型のβ -Arrestin を
発現させた実験の様に、抑制する時期が遅かったという事はない
はずである。現在予備実験段階であるが、野生型β- アドレナリ
ン受容体を発現させた場合には、OR 分子と同様に振る舞い、内
在性の OR 遺伝子は全く共発現していない。一方、変異型β - ア
ドレナリン受容体を発現させた場合には、様々な内在性の OR 遺
伝子が共発現し、嗅細胞の軸索投射も乱れているようである。

＜国内外での成果の位置づけ＞
我々のグループは、OR 遺伝子を一つ選択して発現させる正の

制御機構として、マウス H 領域という LCR を見出し、クラスター
レベルでの発現制御機構を提唱した。更には、OR 遺伝子をコー
ドする配列の欠損、あるいはゲノム中に存在する OR 偽遺伝子を
発現した嗅細胞では、新たに他の OR 遺伝子を選び直す事を観察
し、機能的な OR 分子の発現が他の OR 遺伝子の発現抑制に必要
であることを世界に先駆けて報告してきた。

国内では、理研の吉原らがゼブラフィッシュを用いて、クラス
ターレベルでの OR 遺伝子発現制御があることを示す報告をして
いる他に、類似する研究は見当たらない。

一方国外では、OR 遺伝子の発現が stochastic に選ばれるとい
うモデル、発現する OR 遺伝子がスイッチするというモデル、マ
ウス H 領域が interchromosomal に相互作用して、他の染色体上
の OR 遺伝子の発現をも制御するというモデルなどが、複数のグ
ループから次々に提唱され、活発に議論され続けている。直近で
は、OR をコードする DNA 配列が OR 遺伝子の単一発現に必要
であるとする Belluscio らの報告 (Cell, 131, 1009-1017, 2007) や、
tet-ON システムを用いて殆どの嗅細胞で単一の OR 遺伝子が発現
するマウスを作出し、匂い情報処理異常による行動解析などを行

なった Axel らの報告 (Neuron, 60, 1068-1081, 2008) などが相次い
でおり、OR 遺伝子の発現制御機構の謎はなおも多くの研究者の
興味を引き付けており、熾烈な競争が予想される。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
まずマウスのコア H 配列に結合する事が判明した転写因子群

が、実際に OR 遺伝子の発現制御に関与するかを解析するには、
それぞれの転写因子のノックアウトマウスを作製し、嗅細胞で千
種類の OR 遺伝子の発現がどうなるか解析するしかない。しかし
今回同定した転写因子の中で現存する null ノックアウトマウスの
多くは、胎生致死性であったり、嗅細胞の分化を早い段階で停止
させてしまい、OR 遺伝子の発現を観察出来ないことが多い。適
切な分化段階の嗅細胞でのみ欠損させるなどの工夫をしないと、
転写因子群が OR 遺伝子の発現制御に関与するか結論付けるのが
難しいと考えられる。

また 2008 年度研究計画にあげていた様に、3C 解析によって
LCR 複合体と相互作用するプロモーター部位の同定も試みた。
しかし嗅上皮組織より、必要十分な数の均一な嗅細胞を精製する
ことが出来ず、現時点では明瞭な結果を得られていない。そのた
め FACS ソートするなどの手段によって、効率よく嗅細胞を分
取する方法を検討中である。

次に負のフィードバックシグナルとしての、β -Arrestin シグ
ナルについてであるが、最初にとった dominant negative 型のβ
-Arrestin を発現させる方法は、発現させるタイミングが遅い、
あるいは発現量が不十分などの理由から、β -Arrestin シグナル
を十分抑える事が出来なかったと考えている。OR 遺伝子の発現
を解析するために有用な嗅細胞株は存在しないので、各モデルに
対してそれぞれ遺伝子組み換えマウスを作製し、生の嗅細胞での
OR 遺伝子の発現を解析してからでないと、モデルが正しいかど
うかを検証出来ず、非常に時間がかかり苦労している。対応策と
して取ったβ- アドレナリン受容体を用いる方法は、先の問題点
をクリアー出来る良いアイディアであり、負のフィードバックシ
グナルとしての、β -Arrestin シグナルについて検証出来ると期
待される。

＜今後の課題＞
OR 遺伝子の発現を活性化する転写因子群まで辿り着いたら、

逆にどの様な方法で、その活性化が抑えられるのかを解析してい
きたい。つまり、OR 分子を介した負のフィードバックシグナル
が、最終的に OR 遺伝子の転写活性化複合体を修飾したり、転写
因子が結合する DNA 配列を修飾して、さらなる OR 遺伝子の発
現を抑える可能性について探る必要がある。

一方、負のフィードバックシグナルとしてのβ -Arrestin シグ
ナルについては、先ず変異型β- アドレナリン受容体が嗅神経細
胞の膜上に正しく提示され、β -Arrestin シグナル以外のシグナ
ル系に異常がないかなど、確認実験が必要である。最終的には、
嗅細胞特異的にβ -Arrestin をノックアウトした場合に、嗅細胞
で次から次に色々な種類の OR 遺伝子が発現するか調べていく必
要がある。

＜成果公表リスト＞
なし


