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学位論文内容の要旨

  多くの脊椎動物は、嗅覚器で一般的な匂いを受容し、鋤鼻器でフウロモンを受容し
ている。フェロモンとは、同じ動物種の中で異性あるいは同性の行動や内分泌系に影
響を与えるものと定義される。ラットにおけるフェロモンの効果は、メスを飼育して
いるケージにオスを入れるとメスの性的な成熟が促進されることや、メス同士を密に
飼育すると性的成熟が抑えられることが知られている。これらの効果は、尿中に存在
するフウロモンが弓Iき金になっていることが示されている。本研究では、メスラット
の鋤鼻器上皮標品にバッチクランプ法を適用して、鋤鼻器感覚細胞の電気的特性、セ
カンドメッセンジャーの同定、尿中のフェロモンに対する応答の測定を行った。
  一方、G蛋白質に対する抗体を用いた実験で、齧菌類の鋤鼻器感覚上皮の上部には
Gi2丶下部にはG。陽性細胞が局在することが示されている。これらの細胞は、一次中
枢である副嗅球にそれそれ前半部と後半部に分かれて軸索を投射していると報告され
ている。この結果は、フェロモン情報は異なる伝達経路で中枢に送られる可能性を示
唆している。そこで、各種尿に対する応答を鋤鼻器感覚上皮スライス中の細胞から測
定し、Gi2陽性およびG。陽性細胞のフェロモン選択性について調べた。さらに、各種
尿をラットに提示した後、神経の興奮により速やかに発現が誘導されるFos蛋白質を
副嗅球内で検出することにより、フェロモン情報の副嗅球への情報伝達経路を検討し
た。

1．ラット鋤鼻器感覚細胞の電気生理学的性質
  Wistar系メスラットの鋤鼻器感覚上皮からスライス標本を作成し、鋤鼻器感覚細胞
の電気的性質を調べた。電圧固定下の細胞に、1から3 pAの電流を細胞内に注入する
だけで活動電位が発生した。このような高感度の電流依存性は、フェロモンによりわ
ずかに脱分極しただけでも活動電位を発生させることを可能とし、フェロモンを高感
度で受容するのに役立っているものと思われる。また、鋤鼻器感覚細胞には、Na゙ ヽ
K゙ やCa2゙ チャネルなどの各種電位依存性チャネルが存在していた。

2． cAMPおよびIP3に対する電流応答
  鋤鼻器感覚細胞のセカンドメッセンジャー候補に対する応答性を調べた。バッチ電
極から1 mM cAMPを直接細胞内に投与したところ、ほとんどの細胞で全く応答がみ
られなかった。ラット鋤鼻器にはcAMPをGTP依存的に産生させる経路が存在して
いるが、c」心佃は鋤鼻器感覚細胞において、細胞内情報伝達系には直接関与しないこ
とが示唆された。
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  一方、O.l ITiM IP3を細胞内に直接投与してみたところ、半分程度の細胞で内向き電
流が測定された。これは、細胞に興奮性の応答が生じたことを示している。内向き電
流応答強度の平均値は85 pAであった。また、応答しなかった細胞の中には電流変動
が生じる細胞もあった。IP3に対する応答は、Na゙ およびCa2゙ を外液から除くと可逆的
に抑制され、IP3作動性チャネル阻害剤であるルテニウムレッドでも完全に阻害された。
以上の結果は、ラット鋤鼻器感覚細胞にはIP3作動性チャネルが存在していることを
示唆している。0.1 rriM IP3が弓｜き起こした応答の平均値は80 pA程度と小さいが、鋤
鼻器感覚細胞の電流感受性が非常に高いために活動電位を発生させるには十分である
と思われる。

3．尿に対する応答
  ラットに作用するフェロモンは現在までのところ同定されていないが、行動学的実
験から尿中にフェロモンが含まれていることが示唆されている。そこで、WisLar系メ
スラットの鋤鼻器感覚細胞から、尿に対する応答を調べた。単一の感覚細胞は、Wistar
系オスとメス、Donryu系オスから採取した3種類の尿のうち、1種類の尿のみに特
異的に応答した。このようにラット鋤鼻器感覚細胞が尿に対して高い選択性を示すこ
とは、個々の細胞が異なる受容体を有することを示唆する。嗅細胞の場合は、個々の
細胞は多種類の匂い物質に応答することが報告されているので、鋤鼻器感覚細胞は嗅
細胞よりもはるかに特異性の高い受容機構が発達していることになる。フェロモンは、
生理的機能に直接的に影響を与えるので、その情報は厳密に識別されることが必要で
あるからと思われる。

4．尿応答の発生機構
  次に、尿に対する応答の発生機構を調べるため、ホールセルモードて測定した。負
電位に感覚細胞をクランプしておくと、Wistar系オス尿の投与によって内向き電流応
答が弓｜き起こされた。SD系オスラットおよびオスハムスターの尿でも同様に、内向き
電流応答が弓「き起こされた。Wistar系オス、SD系オスラットおよびオスハムスター
の尿に対する応答の逆転電位の平均値はそれそれ-10 mV前後であり、IP3に対する応
答の逆転電位(-7.2 mV)と類似していた。また、尿に応答する感覚細胞をU-73122
（PLC阻害剤）やルテニウムレッド（IP3作動性チャネル阻害剤）で前処理すると、
尿に対する応答は完全に抑制された。以上の結果は、哺乳動物においては、フェ口モ
ンがホスホリバーゼCを介してIP3の産生を弓fき起こし、IP3作動性チャネルを開□さ
せることにより脱分極を生じさせることを示唆している。

5．フェ□モン情報の副嗅球への伝達経路
  次に、種々の尿に対して応答した感覚細胞の上皮内での分布を調べた。その結果、
Wistar系オス尿に応答した細胞は感覚上皮の上半部に存在し、Donryu系オスおよび
Wistar系メスの尿に応答した細胞は下半部に存在していた。尿に応答する細胞の分布
バターンは、感覚上皮でのG蛋白質の発現分布およぴ鋤鼻器特異的G蛋白質共役型受
容体フんミリーの発現バターンと類似し、感覚細胞は2種類に分類されることおよび
フェロモンはG蛋白質共役型受容体を介して受容されることが示唆された。
  感覚上皮内で層状に分かれて存在しているGi2陽性およびG。陽性細胞は、副嗅球の
前半部と後半部に分かれて投射している。先の感覚上皮で得られた結果から、Wistar
系オスラット由来のフェロモン情報は副嗅球の前半部に限局して伝えられることが予
想される。そこで、フェロモン受容時の副嗅球における神経細胞の活動をモニターす
るため、ラットに尿を提示した後に副嗅球を抗Fos抗体で免疫染色した。副嗅球スラ
イスの抗Gi2抗体を用いた染色により、前半部と後半部を確定した。副嗅球の主要な
出力細胞である僧帽細胞層において、Fos陽性細胞の数は前半部の方が後半部よりも
2倍程度多く存在していた。この結果は、尿に対する電気生理学的測定結果とほばー



致し、オス尿に含まれているフェロモンは、C．2陽性細胞で受容され、その情搬は特興
的な経路を介して中枢に伝達される可能性が示唆された。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
lVIechanisms of pheromone perception
    and discriminationlnmammalian
    VOmeronaSalSyStem

（哺乳動物におけるフェロモン受容・識別機構）

  多くの動物は、嗅覚器で一般的な匂いを受容し、鋤鼻器でフェロモンを受

容している。哺乳動物の鋤鼻器感覚細胞は、酵素を用いて遊窩ftするとフェ口

モン受容機能が失われてしまうため、細胞レベルでのフェロモン受容・識別

機 榊 は ほ と ん ど l朔 ら か に な っ て い な い 。 本 研 究 は 、 iiili乳 勘 物 の フ ェ 「 」 モ ン 受

容 ． i池 ） 川 t幾 榊 を 19JF， か に .J・ る た め に 、 ラ ッ 卜 鋤 舜 2譯 感 覚 ， 1こ J攴 の ス ラ イス を 作

成 し て 、 ~lci胞 レ ベ ル に ニ bけ る フ ェ ロ モ ン 受 容 ・ 識 別 機 j： lJyを 明 ら か に し た モ ュ の

で；める‥

1．ラッ卜匏めむト”＃感覚糸刪包び）電気1′ Í 、J’t！I！質：Wistar系メスラッ卜び）釦カ灘噐等感覚Iこ

)攴 び ） ス ラ イ ・ ス を 川 い 、 1か ， ら 3pAの t＆ 流 を %0｜ 胞 内 に 河 ： 入 1→ る と /l蚓 Jl也 f！ tが

発生した。この鋤鼻器感覚翁‖胞の電流依存性は、フェロモンによりわずかに

脱分極しただけでも活動電位が発生することを可能にした。さらに、鋤鼻器

感覚細胞には、Na←、K゙ 、Caユ゛などの電位依存性チャネルが存在して、フェ

ロモンが高感度で受容するのに役立っていることを示した。

2． cAMPおよびIP3に対する電流応答：一般の喚細胞では、cAMPとII’ユが匂

い物質の情報伝達系に関与している。爬虫類の鋤鼻器感覚ネ剛包でも、cAMP

とlp3がフェ口モンの情幸ほ伝達に関与しているといわれているが、ラッ卜鋤

騨 r7Yの cAMI） 生 成 系 f： t関 1ゴ ． し て い な か っ た 。 一 方 、 1P、 の 注 入 は 内 向 き 屯 流

を生じ、この応答にit Na｜、Cc¥2*依存性11’、作動性チャネルが介fEし、鋤鼻

器感覚翁‖胞の情報伝達に馴与していることを明らかにした。

3.尿に対する応答：Wistar系ラッ卜のオスとメス、Don．yu系ラッ卜のオス
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か ら 採 取 し た 尿 を フ ェ ロ モ ン 含 む 尿 標 品 と し た 。 Wistar系 ラ ッ ト メ ス の 鋤 鼻

器感覚ネ01胞の巾の単-翁II胞は、3種類の尿櫟1羇Jの匚 t・亅の同系のオス1種類の尿

尿楳 品のみに特異 的に応答した。嗅約‖胞の場合は、([目々の翁｜J胞は多慙類の匂

い物 質に応答ッ、 る。しかし、鋤鼻暑ヰ感覚~‖胞は嗅荊‖胞よりもはるかに特異性

U） 高い 受容機4‘ 艀が発達してニrり、個々の 糸ll胞が興なる受容体を有することに

J：って、フ：r「」モンに亅こる‘1肯i瑕は厳巒に識B‖されていることをI川らかにした。

4．尿応答の発生機4：障：鋤鼻i<＃感覚ネ…胞をU-73122（ I` LC阻害剤）、ルテニウ

ムレッ1:(11’ユ作lfl)J！！チャネルiirl害斉l亅）；めるいは百川咳毒素で前処リ1！1・ると、尿

桝！15hに支J．する応答はIJi川さォした。このことから、フェ1コモンは百冂咳甚1索！感

受性 G蛋 白質 を介 して IPユ の 産！ ヒを 引き 起こ し、 It)作 ヰめ性チャネル をH‖冂し

たことにより情報が伝達されたこどを示している。

5．フェロモン情報の扇1‖臭球への伝達経路：齧歯類の鋤鼻xヰ感覚上皮では、（；i2

Fヒ上半部に、(‥は―F！I！i'flitこ存在ッーる。Wistarメスの感覚77Jli胞は2オ血j頭に分

類 さ れ 、 同 系 オ ス 尿 櫟 品 に は 感 覚上 皮の 上半 部に 存在 する （ ；I：に 共役 した 受

容体 に、 他系 のl〕（ ）nryL亅系 オスおょび同系のWisLar系メスの尿櫟品 は下半音K

に 存 在す る（ ；‥ に共 役す る受 容 体に 結合 する こと を見 いだ した 。さ らに 、(;i2

陽性 細胞とG‥陽‘はネm胞は扇｜‖l與球の前 半部と後半部に別れて投射しているの

で、ネlI経糸lI｜胞が活勘するとIいs蛋白質が産生する ことを利J・nして、尿暴館後

に rlJ嶼 球 を 抗 l-c)s抗 体 で 免 疫 染 色 し た 。 WisLar系 メ ス ラ ッ ト に WisLzir系 オ

ス尿櫟品を暴蕗すると、fdlib球の前半音15に多数のl、‘（）s陽性翁‖胞の局在が認め

ら れ た。 鋤鼻 器感 覚′ キ、 01胞 に おい て、 尿巾 のフ ェ口 モン は叭 生成 を介 して 興

奮 性 の 応 答 を 引 き 起 こ す が 、 単 一の 鋤鼻 器感 覚ネ 01胞 は、 1種類 の尿 櫟I寄 Jの み

に 応 答 し た 。 し た が っ て 、 WisLar系 オ ス ラ ッ ト の 尿 に 含 ま れ る フ ェ ロ モ ン

は 同 系 の メ ス ラ ッ ト あ る い は 他 系 の ラ ッ ト 尿 中 に 含 ま れ て ．い るフ ェロ モン と

は 異 な っ た 経 路 で 中 枢 に 伝 達 さ れ る と い う 種 特 異 性 の 情 報 機 構 を 有 す る こ と

を明らかにした。

  以 上 の 研 究 は 、 オ ス ラ ッ 卜 尿 中 に 存 在 す る 穏 特 異 性 の フ ェ ロ モ ン 様 物 質

が 、 メ ス ラ ッ 卜 の 鋤 鼻 器 感 覚 細 胞 に 受 容 し て 応 答 す る と い う フ ェ 「 」 モ ン 受

容． i北 兄リ 機1： 炸を 明ら かに したものであ る。審査員一同これらび）研究を高く

評 イ 11し 、 本 論 文 提 tu者 が 博 士 （ 薬 学 ） の 称 号 を 受 け る に ふ さ わ し い も の と

一致して判断した。


