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第 １ 章 　
序 論

1.1　本研究の目的と意義

　本研究の目的は、異なる嗅覚受容体を個々に発現した細胞が内包されたゲルのアレ
イを構築し、匂いに対するアレイの応答をパターンとして認識することで複数種類の
匂い物質を検出できることを示すことである。
　従来手法では、検出する匂い物質の数が受容体の数にとどまっていたが、細胞をア
レイ化し、反応を組み合わせることで、受容体の数を超える匂い物質の検出を実現す
る。将来、この技術の発展により、環境中に存在する無数の匂い物質を分類できるよ
うになると期待できる。
　匂いは揮発性有機化合物であり、低分子で揮発しやすく気体として環境中に存在し
ている。例えばバラはその香気からガスクロマトグラフィーによって数十種類もの匂
い物質を検出される。このように一つの匂いは複数の匂い物質によって構成されてお
り、数万種類の匂い物質が存在するとされている。しかしながら、動物は数百から千
種類ほどの受容体しか持っていない。そこで匂い物質と受容体を一対一で対応させる
のではなく、複数の匂い物質が複数の受容体を励起することで、パターンとして認識
することができる。このメカニズムによって人はおよそ 500 種類ほどの嗅覚受容体で
も、数万種類の匂いが識別できると推定されている。このような生体の機能に着目し、
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嗅覚受容体を発現した細胞をアレイ化するという試みがあり、複数種類の細胞で、単
独の匂い物質や混合した匂い物質を検出できることが示されている。しかしながら、
検出する匂い物質は嗅覚受容体と一対一で対応したものであり、生体のようにシグナ
ルを統合して処理するようなものはなかった。そこで、現在わかっている嗅覚受容体
のデータベースより、組み合わせて使用できる嗅覚受容体及び匂い物質を選定し、セ
ンサとした。これにより、嗅覚受容体の数以上の匂い物質を識別することが可能とな
り、匂いセンサの応用性が広がると考えられる。
　

1.2　研究の背景と従来研究

1.2.1　生体における匂いの検出
　哺乳動物が匂いを吸い込むと、匂い物質は空気と一緒に鼻腔に吸い込まれ、鼻甲介
に到達する。鼻甲介に存在する粘膜に匂い物質が溶け込み、嗅覚神経細胞に匂い物質
が結合すると発火する。この神経細胞は一つの細胞には一種類の匂い受容体しか発現
しないため、興奮した細胞によってどの匂い物質に反応しているか区別することがで
きる。また、同じ種類の匂い受容体位を発現する細胞は、脳に存在する嗅球に接続さ
れている。この嗅球は基本的に嗅覚受容体一種に対して脳の左右に 1 つずつ存在し、
同じ種類の嗅覚受容体からの信号が集約される。動物はこの嗅球の信号の組み合わせ
により匂いを識別していると考えられている。昆虫も似た仕組みを持っており、昆虫
の嗅覚受容体細胞が発火すると、触角葉とよばれる部分にそれぞれの細胞からのシグ
ナルが集積され、より高次の脳へと伝達される (Su, Menuz and Carlson, 2009)(Fig. 1.1)。
この高感度、高選択である生物の匂い検出の仕組みを取り出して活かそうと試みられ
ている。

1.2.2　生体材料を使った匂いセンサの種類
　生体材料を使ったセンサは生物そのものを使用するセンサから、細胞やタンパク質
といったパーツを精製して使用するセンサまで様々である。その精製の度合いに応じ

Fig. 1.1 生物による匂いの検出　(Su, Menuz and Carlson, 2009)　©Elsevier 2009　哺乳動物は嗅
球に、昆虫は触覚葉に信号が集約されより高次の脳でパターン認識されている

他者の著作権に関わる図版を使用しているため，本図を非公開とする．
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てセンサを分類し比較する (Table 1.1)。

生物センサ
　古くから試みられているのは、動物そのものを訓練して匂いを発見する方法であ
る。日本では 1979 年に麻薬探知犬がアメリカより導入された ( 日本税関 :https://www.

customs.go.jp/mizugiwa/maken/maken.htm)。その他にも爆発物探知犬や銃器探知犬が空
港や郵便局で活躍している。近年では、ガンの検査を目的としたガン探知犬など病気
の診断に注目が集まっている (Willis et al., 2004)。また、訓練に用いられるのは犬だけ
ではなく、アフリカでは地雷探知を目的として、ラットの訓練が行われている (Edwards 

et al., 2015)。これは、優れたラットの嗅覚と、地雷を踏んでも爆発しない体重の軽さ
に目をつけたものである。この他にも、蛾のフェロモンを探知する受容体のプロモー
ター下流に他の嗅覚受容体を配置することで、その嗅覚受容体に蛾が誘引される生物
センサも提案されている (Sakurai et al., 2011)。しかしながら、生物を使うためには、
訓練の期間やコスト、定量性の問題がある。

組織を使ったセンサ
　生体組織を取り出し、センサにするという試みは匂いセンサの初期から行われてき
た。マウスの嗅上皮や昆虫のアンテナを取り出してきて、電極につないだり (Park et 

al., 2002)(Liu, Ye, Xiao, et al., 2010)(Liu et al., 2012)(Corcelli et al., 2010)(Xu, Lu and Pang, 

2019)、LAPS で計測するという方法 (Liu, Ye, Yu, et al., 2010)(Liu, Ye, Hu, et al., 2010) で
ある。これは、生体が発する信号をそのまま検出できるため、複雑なインプットを受
けることができるが、アウトプットがシグナルの強弱でしかわからず、また生物の個
体差が生じるという問題があった。さらに、センサ数を増やすには、その分動物が必
要となるため、センサ数を増やすのが難しかった。

細胞を使ったセンサ
　組織から細胞単位にばらして、センサの素子にする方法 (Corcelli et al., 2010)(Ling et 

al., 2010)(Wu et al., 2009)(Datta-Chaudhuri et al., 2016)(Du et al., 2015)(Figueroa et al., 2010)

(Xu, Lu and Pang, 2019)(Du et al., 2013)(Tanada et al., 2012)(Suzuki et al., 2016)(Corcelli 

et al., 2010) や、遺伝子導入をして、匂いに応答する細胞を作る方法が提案されてお
り、哺乳動物細胞 (Sato and Takeuchi, 2014)(Lee et al., 2009)(Lee, Ko and Park, 2009)(Du 

et al., 2013)(Hirata et al., 2019)(Suzuki et al., 2016)(Lee, Oh and Park, 2015)(Oh et al., 2014)
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Table 1.1 生体材料を用いた匂いセンサの例

LAPS: Light Adressable Potentiometric Sensor　CRE: cAMP-responsive element 　LUC:luciferase　GFP: Green Fluorescent 
Protein　BRET: Bioluminescence Resonance Energy Transfer　FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer　SAW: 
surface acoustic wave
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(Suzuki et al., 2016)(Oh et al., 2015)(Gao et al., 2019)(Wu et al., 2011) や昆虫細胞 (Mitsuno 

et al., 2015)(Termtanasombat et al., 2016)(Sukekawa et al., 2019)(Terutsuki et al., 2018) を用
いて行われている。また、酵母 (Marrakchi et al., 2007)(Radhika et al., 2007)(Fukutani et 

al., 2015)(Dacres et al., 2011)(Soleja et al., 2019) やカエル (Misawa et al., 2010)(Suska et al., 

2009) といった生物種の細胞で嗅覚受容体を発現している例も存在する。嗅覚受容体
が細胞膜に存在することから、適切な立体構造を形成することができるため、安定性
が高い一方で、生体を維持するために培地や温度などを一定に保つ必要がある。

タンパク質を使ったセンサ
　さらに細胞から嗅覚受容体タンパク質のみを精製し、センサとして用いる方法があ
る。主に培養細胞や大腸菌を用いて嗅覚受容体を発現させ、抽出される。その後、タ
ンパク質を検出器の検出部位へと修飾する。検出器には、電気抵抗で検出するための
導電体 (Mulla et al., 2015)(Zhang et al., 2015)(Lee et al., 2015)(Goldsmith et al., 2011) や周
波数の変化で検出する水晶振動子センサ (Du, Wu, Peng, Zou, et al., 2013)(Panigrahi et al., 

2012)(Wu, 1999)、金属表面に当てた光の反射の減弱部分の位置が変わる表面プラズモ
ン共鳴センサ (Oh, Sang Hun Lee, et al., 2014) 等がある。生体を使わないため、生体活
動がノイズとならず、いずれも高感度に匂い物質を検出できる。しかしながら、これ
らの方法はタンパク質とターゲットの結合しか検出できず、生体内で行われているよ
うなアゴニストとアンタゴニストの間にある、炭素鎖の長さの違いや置換基の位置の
違いなどのわずかな差を見分けることができなかった。
　本論文では、積層した細胞をアレイ化することにより複数種類に匂い物質を分類す
るという観点から、単一の嗅覚受容体発現細胞が大量に調製でき、選択性が高い、培
養細胞に遺伝子導入を行い嗅覚受容体を発現する方法を使用する。

1.2.3　細胞のシグナル検出方法
　細胞の匂い物質に対する反応を観察しやすいように、様々な遺伝子改変及び観察方
法が提案されてきた (Fig. 1.2)。ここでは、シグナルの検出方法について、使用する経
路に分けて先行研究を紹介する。

G タンパク質経路
　嗅覚受容体は GPCR であるため、G タンパク質と共役しており、細胞内にシグナル
を伝達している。シグナル経路を活用することで、分子数が増幅され、シグナル強度



 9

が高くなるというメリットがある一方で、細胞内シグナルは細胞の損傷など嗅覚受容
体以外からの入力にも反応するデメリットがある。

・cAMP パスウェイ
　通常哺乳動物の生体内では、嗅覚神経細胞が匂い物質を検出すると、G タンパク
質のαサブユニットが活性化され、アデニル酸シクラーゼが cAMP を産生する。この
cAMP が細胞膜上に存在する cAMP 駆動形のイオンチャネルを開放し、発火するこ
とで、神経に情報を伝達する。この嗅覚神経細胞を直接使用する場合は、イオンの
流入を FET で測定することや、蛍光指示薬を用いて可視化することができる。また、
HEK293 細胞のように、細胞膜上に嗅覚受容体に呼応するチャネルがない場合でも、
チャネルを遺伝子導入して発現することで同様の測定方法が使える。時間分解能は劣
るが、よりシグナルノイズ比が高い方法としてレポーターアッセイが提案されている。
これは、cAMP が産生されると cAMP responsibe element binding protein (CREB) が活性
化されることを活かし、遺伝子導入により CRE配列下流に GFPや Luciferaseを配置し、
タンパクの産生を定量する方法である。タンパク質が生産されるまで数時間から 1 日
のラグがあるものの、高い S/N 比を有している。

・IP3 パスウェイ
　cAMP パスウェイは嗅覚受容体からのシグナルが G α s 型のシグナル経路を活用し
たものであるが、嗅覚受容体と G α q 型の遺伝子を共に発現させることによって、IP3

パスウェイを使用することもできる。これは、G αが活性化されると、ホスホリパー
ゼ C を活性化し、細胞膜上の PIP2 を IP3 に変換し、小胞体上の IP3 駆動形のイオンチャ
ネルを開放することで、細胞内のイオン濃度を上昇させる。生体でも一部の嗅覚受容
体でこの経路が用いられているのではないかと考えられており (Elsaesser et al., 2005)、
IP3 パスウェイと cAMP パスウェイを比べたところ、同じ嗅覚受容体を遺伝子導入し
ても、反応する匂い物質が異なることが実験により確かめられている (Benbernou et 

al., 2011)。
立体構造変化
　嗅覚受容体そのものの立体構造の変化をとらえる試みがある。嗅覚受容体の配列な
かほどに GFP を融合し、C 末端側に Luciferase を融合する。匂い物質が結合する前に
はそれぞれ個別に蛍光と発光を行うが、匂い物質が結合して嗅覚受容体の立体構造が
変化し、GFP と Luciferase の位置が近づくと、Luciferase の発光エネルギーが GFP の
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蛍光エネルギーへと転移され、蛍光を検出できる Bioluminescence Resonance Energy 

Transfer (BRET) 法や、嗅覚受容体ではないものの、匂い物質と結合すると考えられ
ている Odorant binding protein (OBP) の両末端にそれぞれ、ECFP と Venus という蛍光
タンパク質を融合したものでは、匂い物質結合前は紫色の励起光を照射すると ECFP

が青色の蛍光を発するのに対して、匂い物質が結合して OBP の立体構造が変化し、
ECFP と Venus の距離が近づくと、ECFP のエネルギーが Venus に転移され、黄色の蛍
光を発する Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) 法が提案されている。
　昆虫は哺乳動物と異なるシグナル伝達様式をとっている。嗅覚受容体と結合するイ
オンチャネルを有しており、シグナル分子を介さずに直接イオンチャネルの開閉を制
御することで、細胞内のイオン濃度を上昇させている。また、この様式と似たものと
して嗅覚受容体にカリウムチャネルを共役させ、匂い物質が結合すると流入するカリ
ウムイオンを可視化することで匂いを検出する方法が提案されている (Oh et al., 2015)。

1.2.4　生物学的シグナル増強
　生体では匂い物質を検出すると、まず細胞内にシグナルを伝達することで匂い分子
1 分子から、複数の分子にシグナルを増幅していく (1.2.3　参照 )。こうして細胞内で
増幅されたシグナルを複数の細胞から嗅球で集約することで高いシグナルノイズ比を
得ることができる。
　遺伝子導入細胞を使った匂いセンサでは、細胞膜上に嗅覚受容体を効率よく発現さ
せることで、匂いセンサの感度をあげる試みが報告されており、一つは嗅覚受容体の
遺伝子を修飾する方法で、N 末端にロドプシンタグ (Krautwurst et al., 1998) やロイシ
ンリッチな配列 (Shepard et al., 2013) を付加すると小胞体から細胞膜への輸送が効率
的に行われることが知られている。もう一つは、タンパク質の共発現を利用して嗅覚
受容体の機能的な発現を促進する方法である。嗅覚神経細胞に特異的に発現する受
容体輸送タンパク質 RTP は、受容体の膜表面への輸送を促進 (Saito et al., 2004)(Halty-

Fig. 1.2 細胞を用いたセンサに含まれる要素　(a) シグナル検出方法　(b) 生物学的シグナル増
強　(c) シグナル検出デバイス

本図は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする
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deLeon et al., 2016) すると考えられている。また、RIC タンパク質はグアニンヌクレオ
チド交換因子として働くことが知られており遺伝子導入の系では嗅覚受容体の機能を
高めることが知られている (Von Dannecker, Mercadante and Malnic, 2006)(Yoshikawa and 

Touhara, 2008)。この他にも細胞の接着性を改善することで、電気的な信号を電極に伝
えやすくする研究 (Terutsuki et al., 2018) や、1.2.3　で論じたシグナル経路を変更する
ことで、シグナルを改善する方法が考えられている。これらはいずれも 1 細胞あたり
のシグナルを増強するアプローチであった。生体における嗅球や触角葉のように一つ
一つの細胞のシグナルを集約することができればより大きくロバストなシグナルが得
られると考えられる。

1.2.5　細胞を用いた匂いセンサアレイ
生体由来の嗅覚受容体　
　生体から取り出した組織や細胞集団は、複数の嗅覚受容体が含まれており、天然の
アレイである (Fig. 1.3)。ハエやガなど 5 種類の昆虫から取り出したアンテナにそれぞ
れ電極を接続すると、21 種類の匂い物質に反応することが示された研究 (Park et al., 

2002) や、ラットの嗅上皮を使用することで、爆発物や地雷の外装に関係する 10 種
類の物質に反応することが示された研究 (Corcelli et al., 2010) がある。これら組織は
含有する嗅覚受容体の種類の多さから、多数のインプットに対応している一方で、ア
ウトプットの方法が一種類の強弱しかなく、匂い物質を分類することができない。組
織による匂い物質の分類を行うため、ラット嗅上皮の反応を LAPS で計測し、その
amplitude、duration、rising time、decreasing time、シグナルのピーク数を主成分分析す
ることによって分ける例 (Liu, Ye, Hu, et al., 2010) もあるが、どの受容体による反応か
がわからない以上、分類は限定的である。一方で、組織から神経細胞を取り出すと、
一つの細胞には一種類の受容体しか存在していないため、一度匂い物質を流してその
反応を記録することで、次に匂い物質が来た際に同じ細胞が光れば匂い物質を分類す
る方法がある。マウスやラット、イモリから嗅神経細胞を取り出してきて、微小電極
アレイの上に播種することで、電極の上に乗った細胞が、匂い物質に応答すれば、電
極の位置で匂い物質を分類することができる。また、同様の方法として、ランダムに
播種したマウス嗅神経細胞にカルシウム蛍光指示薬を添加し、蛍光観察下で匂い物質
を添加することで、匂い物質に応答した細胞の位置を記録しておき、同じ細胞が光れ
ば同じ嗅覚受容体に反応する匂い物質に分類することができる (Figueroa et al., 2010)。
しかしながら、電極上に所望の嗅覚受容体を発現した細胞が乗るか、蛍光観察の画角
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におさまるかは実験前にわからず、またその細胞がどの嗅覚受容体を発現しているか
は不明なままである。
　これらのことから、嗅覚受容体発現細胞を生物から採取したものに関しては、複数
種類の匂い受容体が含まれており、生体と同様にそのコンビネーションで匂い物質を
同定することができるため、複数の匂い物質に対応することができる。その一方で、
匂い物質に対して反応する組織の部位や細胞がどの受容体を発現しているかわからな
いため、匂い物質の存在を検出できても、その匂い物質の分類を行うことが難しかっ
た。
　
遺伝子導入による嗅覚受容体
　生体から取り出した細胞による匂い物質の分類の難しさを克服するために、遺伝工
学的に単一の受容体を発現した細胞を作製し、パターニングすることで同一デバイス
上で複数の匂い物質の検出が試みられてきた (Fig. 1.4)。
　カエルの卵母細胞に昆虫の受容体を発現させ、マイクロ流路内で電極にトラップす
る方法では、蛾の嗅覚受容体である BmOR1 と BmOR3 を発現した卵母細胞をおよそ 1 

mm の流路内で電極にトラップして並べることに成功した。また、この流路に蛾のフェ
ロモンである Bombykal と Bombykol をそれぞれ添加すると、BmOR3 は Bombykal の
みに、BmOR1 は Bombykol のみに反応する様子が確認され、フェロモンの判別を行う
ことができた (Misawa et al., 2010)。
　ガラス上に 2.5 mm 四方の穴の空いた PDMS シートのフレームを 4 つ配置し、そ
れぞれのウェルに Or13a、Or56a、BmOR3、BmOR1 を遺伝子導入した細胞を培養し
た。ガラス上には細胞が接着するための BAM 修飾が施されており、接着後はフレー

Fig. 1.3 プライマリー細胞により複数の匂い物質を分類した先行研究　(a) 4 種類の虫からア
ンテナを取り出し電極につないだセンサ (Park et al., 2002)　(b) ラットから嗅上皮を取り出し
て LAPS により計測するセンサ (Liu, Ye, Hu, et al., 2010)　(c) イモリの嗅神経細胞を微小電極
アレイで計測するセンサ (Datta-Chaudhuri et al., 2016)　(d) ラット嗅神経細胞をアレイ化して
カルシウムイメージングを行うチャンバー (Figueroa et al., 2010) ©Oxford University Press 2002 

©Elsevier 2010, 2016 ©ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY 2010

他者の著作権に関わる図版を使用しているため，本図を非公開とする．
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ムを取り外しても細胞がその場に留まる。Or13a は 1-Octen-3-ol に、Or56a は Geosmin

に、BmOR3 は Bombykal に、BmOR1 は Bombykol にそれぞれ反応した。また、これ
ら匂い物質の混合物を添加したところ、すべての細胞が反応する様子も確認された
(Termtanasombat et al., 2016)。
　遺伝子導入した細胞を回収、アレイ化するのではなく、ウェルにプラスミドをアレ
イ化しておき、細胞播種後に遺伝子導入すアレイ化方法が提案されている。PEGDA

でマイクロウェルのアレイを作った後、その中にそれぞれのプラスミド及び遺伝子導
入試薬が含まれるゼラチン溶液を添加した。その後、溶液を乾燥し、細胞を播種し 48

時間インキュベーションを行った。受容体は hOR3A1、hOR1A1、hOR1D2、hOR1G1

を用い、それぞれのウェル内で Helional、β-Citronellol、Bougeonal、Geraniol に対して
反応する様子が確認された (Oh et al., 2014)。
　これらの方法はいずれも任意の受容体を発現した細胞の場所を規定することができ
るため、センサが反応した時、どの匂い物質を検出しているかがわかる一方で、それ
ぞれの素子として使用される匂い受容体は、匂い物質と一対一の対応付けしかされて
おらず、受容体の種類の数がそのセンサで検出できる匂い物質の種類の上限数であっ
た (Table 1.2)。このパターニングした細胞のシグナルを生体のように組み合わせるこ
とで匂いの分類を行うことができれば、分類できる匂い物質の数は指数関数的に増加
することが期待される。

1.3　本研究の提案手法

1.3.1　ゲル積層による匂いセンサアレイ
　本研究では、異なる嗅覚受容体を個々に発現した細胞が内包されたゲルのアレイを
構築し、匂いに対するアレイの応答をパターンとして認識することで複数種類の匂い

Fig. 1.4 遺伝子導入細胞をアレイ化して匂いを検出した先行研究　(a) PDMS シートによる昆
虫細胞のパターニング (Termtanasombat et al., 2016)　(b) PEG マイクロウェルと DNA パター
ニングを用いた嗅覚受容体発現細胞アレイ (Oh et al., 2014)　©Springer Nature 2016　©Elsevier 

2014

他者の著作権に関わる図版を使用しているため，本図を非公開とする．
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物質を検出する。　
　まず、細胞をハイドロゲルにより包埋し、評価用ゲルを作製することで、ゲル内の
細胞が匂い物質に応答することを確認する。また、同時に蛍光を厚み方向に蓄積し細
胞のシグナル増強を行う。レンズには被写界深度があり、焦点面の前後の光もイメー
ジセンサに伝えることができるため、従来の平面培養では焦点面一層の細胞からの光
をシグナルとしていたものを積み重なった複数の細胞からの光をシグナルとして得る
ことで、蛍光輝度を増強する。これは、1 細胞のシグナルを高めるという方法から、
複数細胞からのシグナルを集めることで、シグナルの増強を行う方法である。この方
法は、細胞一つのシグナルを増強する従来研究と同時に使用できる方法であり、蛍光
観察全般に使用できると考えられる。また、本研究の蛍光輝度増強の結果として、イ
メージセンサとして感度の劣る Web カメラで匂い物質の検出を試み、平面培養した細
胞では得られないシグナルを得ることができる。また、異なる種類の細胞をアレイ化
するために、GelMA を用いる。
　さらに、細胞をアガロースゲルに包埋し、各ゲルを積層したのち、垂直にスライス
した断面を用いることで、各細胞が縞状にアレイ化する。本方法ではスライスによっ
て一度に複数の同一アレイを得ることができ、また、積層回数を変えることで、アレ
イ化する細胞の種類を増減することも可能になる。本方法によって、高さ方向に厚み
を持ちつつ異なる種類の細胞をアレイ化するという利点を残しながらも、作製にフォ
トリソグラフィーによるマスクの作製など、専門的な道具を必要とせず、かつ細胞に
ダメージを与えずアレイ化を行う。アレイ化した 2 つの嗅覚受容体を用いて、それぞ
れどちらか一つの受容体が反応するものと、両方の受容体が反応するものの 3 種類の
匂い物質の分類を目指す (Fig. 1.5)。

1.3.2　匂いセンサの研究開発における本研究の位置づけ
　すでに Table1.2 に示したように、アレイとして複数の細胞を用いて受容体と一対一
で複数の匂いを検出する方法が構築されてきた。これらアレイでは非常に特異性の高

Fig. 1.5 積層ゲル匂いセンサアレイのコンセプト図　(a) 細胞 A のレイヤーが匂い物質 A に反
応している様子　(b) 細胞 B のレイヤーが匂い物質 B に反応している様子　(c) 細胞 A 及び細
胞 B のレイヤーが匂い物質 C に反応している様子

本図は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする
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い「スペシャリスト細胞」が使用されている一方で、自然に存在する匂いは複数の匂
い物質から構成されること、またその数が数万種類に及ぶことがわかっている。例え
ば匂いによって麻薬を検出するのであれば、他の匂い物質に匂いの検出を邪魔される
ことなく単一の化学物質を検出できる、特異性が高いスペシャリスト細胞を使うこと
が有効である。一方、検疫で食品を見つけるというシーンでは、複数の種類の匂い物
質に対応する必要がある。複数の匂い物質に対応するためには、選択性に幅があり、
複数の匂い物質に反応するような「ジェネラリスト細胞」を使用する必要がある。こ
のジェネラリスト細胞の反応を組み合わせることで、Fig. 1.6 に示されるような、複数
の匂い物質から構成される匂いを用いて多種の食品を同定することが可能になると考
えられる。本研究では、この嗅覚受容体のパターンで匂いを識別できるセンサを作製
することが目標である。

1.4　本論文の構成

　本論文は全 4 章から構成される．

第１章　序論
　本研究の目的と意義、本研究の背景、及び従来研究について記述した。また、本研
究の提案手法及び応用展開について説明した。
第２章　嗅覚受容体発現細胞を用いた匂いセンサアレイの作製
　本研究で提案する匂いセンサアレイの設計、及び作製方法について記載する。また、
シミュレーションによる匂いの拡散についても示す。
第３章　嗅覚受容体発現細胞を用いた匂いセンサアレイの評価
　構築した匂いセンサアレイについて評価を行い、本研究によって作製されたセンサ
が要素の組み合わせによって匂いを識別できることを示す。

Fig. 1.6 ジェネラリスト嗅覚受容体を用いたアレイの例　行には匂い物質が、列には嗅覚受容
体が書かれており、1 は反応する組み合わせ、空欄は反応しない組み合わせをそれぞれ表して
いる。食べ物の匂いに含まれる匂い物質が着色されており、この色のついたところに 1 が含ま
れる嗅覚受容体がその匂い物質に反応する。そのため、複数の嗅覚受容体の反応の組み合わせ
から食品が同定できる。

本図は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする
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第４章　結論
 　本研究の結論を述べ、今後の展望について記載する。
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第 ２ 章 　
嗅 覚 受 容 体 発 現 細 胞 を 用 い た

匂 い セ ン サ ア レ イ の 作 製

2.1　緒言

　本章では、まず匂いセンサで使用する匂い受容体についてデータベースを用いた探
索的データ分析を行う。次に、センサで検出する匂い物質の選定方法を記載し、選定
した嗅覚受容体において、どの匂い物質を特異的に反応するかを考察した。センサア
レイに関しては、選定した受容体を細胞に発現する方法や、細胞をアレイ化する方法
についの説明を交えながら、本センサの作製方法及び、評価方法について詳述する。

2.2　嗅覚受容体データベース分析

2.2.1　探索的データ分析
　本研究のコンセプトである、パターンによる匂いの検出が可能であるかどうか、
データベースを用いて分析を行った。ハエの受容体と匂い物質の応答をまとめた
DOOR2.0(Münch and Galizia, 2016) を用いてデータ探索を行った。このデータベースは
78 種類の嗅覚受容体と 693 種類の匂い物質に対しての応答を先行研究等から収集し、
応答強度を 0 から 1 にリスケーリングした上で登録を行っている。現在登録済みの応
答は 7381種類であり、全 54054種類のうち 13.7%が埋まっている。複数の論文からデー
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Fig. 2.1 嗅覚受容体に対して記録された匂い物質の数 (DOOR2.0 を基に作成 )　

Fig. 2.2 データベースに記録された匂い物質に対するすべての嗅覚受容体の反応強度
(DOOR2.0 を基に作成 )　
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タをとってきていることから、データベース上に登録された嗅覚受容体の匂い物質の
応答記録は、まったく記録のない 0 のものから、496 種類の匂い物質に対する応答が
明らかになっている Or19a まで様々である (Fig. 2.1)。この 7381 データを応答の強さ
に関しては、0 から 1 まで均等に分布しているわけではなく、反応の小さいものが多く、
反応の大きいものが少ないことがプロットにより明らかになった (Fig. 2.2)。これは嗅
覚受容体の選択性の高さを反映したものだと考えられる。また、この応答強度全体の
平均値は 0.13918、中央値は 0.08426 であった。
　ここで、本研究のアプローチと同様に閾値を定めて、シグナルの有無といった 2 値
に分類することを考える。シグナルの閾値は細胞の応答強度とセンサの感度によって
決定されるものの、ここでは仮に 0.3 を閾値として定めた。反応しないと考えられる
嗅覚受容体の数は 20 であり、たった一つの匂い物質に反応するものは 7 つ存在した
(Fig. 2.3)。ただし、反応強度の登録のないものは反応強度を 0 として代入した。ここ
で従来のように受容体それぞれが単独で反応するかどうかを考えると、反応をとるこ
とができる受容体が 78 種類中 58 種類であることから、匂い物質を 58 種類識別する
ことが可能である。一方で、本研究で提案するようにパターンによる識別を用いると、
データベース上 160 種類の匂い物質を識別することができ、識別できる匂い物質の数

Fig. 2.3 閾値を 0.3 に定めた時に反応する匂い物質の数 (DOOR2.0 を基に作成 )　
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Fig. 2.4 閾値を 0.3 に定めた場合に識別できる匂い物質の数。左から従来法、2 値で分類した
パターンによる方法、3 値で分類したパターンによる方法 (DOOR2.0 を基に作成 )　

Fig. 2.5 閾値を変化させた時に識別できる匂い物質の数の変化 (DOOR2.0 を基に作成 )　
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が 2.8 倍になることが示された。また、センサがシグナルを無、弱、強の 3 値にわけ
られると仮定し、閾値を 0.3 以下をシグナル無し、0.3 から 0.5 以下をシグナル弱、0.5

より大きな反応強度をシグナル強として閾値を定めて識別できる匂いの種類を計算す
ると、174 種類になり識別できる匂いの種類数が 2 値で分類した時よりも増加するこ
とが確認された (Fig. 2.4)。一方で、2 値分類では理論的には 258 種類の匂い物質を 3 値
分類では 358 識別することができるはずであるが、これは匂い物質が無限にある場合
であり、限られた匂い物質のみ登録されているデータベースでは、上記の識別数の増
加にとどまった。今後、より多くの匂い物質と受容体の関係が明らかになるにしたがっ
て、識別できる匂い物質の数も理論値に近づいていくと考えられる。
　またセンサ感度が上昇する、もしくは細胞の発するシグナルが増強されると閾値を
低下することにつながる。そこで閾値を 0.1 から 0.7 まで変化させた時に識別できる
匂い物質の数を数えたところ、閾値 0.1 では 271 種類識別可能であったのに対して、
閾値 0.7 では 49 種類しか識別できなかった (Fig. 2.5)。この結果から、シグナルを増強
することが識別数の増加においても重要であることが示唆される結果となった。その
ため、本研究の複数の細胞を積み重ねることによってシグナルを増強する方法が、ア
レイの識別数の増加に役立つと考えられる。

2.2.2　匂い物質の選定　
　センサの素子として使用が考えられる Or10a、Or22a、Or67a、Or98a を使用して、
目的の嗅覚受容体の組み合わせに対して特異度の高い匂い物質の選定方法について検
討を行った。それぞれの組み合わせに対して、反応してほしい匂い物質の反応強度の
集合を target、残りの反応強度の集合を noise とすると、target の最小値と noise の最大
値の差が最大となるような匂い物質が最も特異度が高く目的の組み合わせに反応して
いると考えられる。そこで、DOOR2.0 より、4 種類の受容体すべてに反応が記録され
ているものを抽出し、特異度を計算した。
　それぞれの受容体の組み合わせについて、特異度の高い順に 10 個抽出した (Fig. 

2.6)。棒グラフのラベルに関しては、化学物質を一意に示すことができる International 

Chemical Identifier key (InChIKey)を表示した。グラフのタイトルにあるものがターゲッ
トである。これらのグラフを見ると、Or10a のように Or10a のみが強い反応を示し、
他の受容体は反応を示さないような target と noise がよく分離されているものがある
一方で、Or10a_Or22a のように target と noise の分離が難しいと考えられるものもある。
ただし、DOOR2.0 に示される反応度は生体からの反応も含まれており、必ずしも遺伝
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子導入した細胞と同様の反応強度を示すとは限らない。

2.3　匂いセンサの設計論

2.3.1　ゲルの要求仕様
材料の選定
　細胞を包埋するゲルの選定にあたって、形状を保てること、細胞にダメージを与え
ないこと、反応を阻害しないことが求められる。生体適合性のゲルは硬化方法によっ
て大きく温度硬化性、イオン硬化性、光硬化性の 3 種類にわけられる。温度硬化性に
は高温で溶解し、低温でゲル化するゼラチンやアガロース、逆に高温で硬化するコラー
ゲンなどがあげられる。イオン硬化性のゲルは通常負に帯電しており、カリウムやカ
ルシウムなど正の電荷をもつイオンによって架橋しゲル化が行われ、アルギン酸やカ
ラギーナンがあげられる。光硬化性のゲルは主に UV 光を照射することで光重合開始
剤からフリーラジカルが発生し、ポリマー骨格の官能基と反応して架橋されていく。
官能基にはアクリレートがよく用いられ、PEGDA や GelMA といったゲルが使用され
る。今回の反応系では、カルシウムイオンの流入を確認することから、イオンを用い
て架橋するイオン硬化性のゲルは適していないと考えられる。そのため、実験には温
度硬化性または光硬化性のゲルが適していると考えられた。
　今回使用する哺乳動物細胞及び、昆虫細胞は至適培養温度がそれぞれ 37℃及び
27℃付近である。ゼラチンを使用すると、懸濁時には液状で細胞を懸濁することが
でき、温度を低下させて硬化することができるが、硬化後に通常の室温に戻してしま
うと再溶解温度が 30℃程度であることから、形状を保てない可能性がある。一方で、
コラーゲンは中性化して温度を上げると数十分かけてゆっくりと硬化していくため、
モールディング法を用いる評価用ゲルの作製に使用した。また、アレイの作製では、
逐次硬化していく必要があることから、硬化時間が早い GelMA 及びアガロースを採
用した。

形状の考察
　積層ゲルアレイの厚みについては、酸素や栄養が最深部まで到達する必要がある。
特に酸素消費については細胞の生存及び機能について重要である。そこで、細胞の
比呼吸速度から、先行研究との比較によって細胞が生存できる厚みを決定した。Sf9

細胞の比呼吸速度は 1 細胞あたり、0.033 fmol/s であることが知られている (Wagner, 
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Venkataraman and Buettner, 2011)。比呼吸速度の似た細胞として、MCF-7 細胞が 0.35 

fmol/s であり (Pilatus et al., 2001)、MCF-7 スフェロイドの直径が 600 μm であっても中
心部が死んでいないことから (Gong et al., 2015)、Sf9 細胞も最大 300 μm 厚までの層を
作製可能であると考えた。

Fig. 2.6 嗅覚受容体の組合せ特異度順に反応の強度を並べたグラフ (DOOR2.0 を基に作成 )
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2.3.2　ゲル内の匂い物質拡散モデル
　一般的に化学物質の拡散は、高濃度側と低濃度側の濃度勾配に応じて拡散速度が決
定される。ゲル外の高濃度領域から中心の低濃度領域に向かって、拡散が行われ、か
つゲル内の濃度が上昇していくため、非定常な拡散を想定したフィックの第 2 法則が
適用されると考えられる。そのため、濃度 c の時間変化は (1) 式で表され、拡散係数
D と濃度勾配によって決定される。

・・・(1)

　アガロース内の拡散係数は物質の分子量が大きいほどアガロースのネットワークに
拡散が阻害され、低下することが知られている。アガロースのポアサイズは濃度が高
いほど小さくなり、2% ゲルではおよそ 350 nm ほどを示す。一方で、ペンチルアセテー
トのような低分子化合物に対してこのポア径は十分に大きいため、ほとんど影響を無
視することができる。そこで、純粋な水中を拡散するモデルとしてシミュレーション
を行った。ペンチルアセテートの拡散係数は 9.14×10-6 cm2/s であり、初期濃度は 0 μM

の純水に 100 μM のペンチルアセテートを上部から拡散した (Fig. 2.7(a)-(f))。0 ms から
20 ms で迅速に拡散が進み、80 ms から 100 ms ではほとんど飽和している様子が観察
できた。また、拡散源から一番遠い、最低面のペンチルアセテートの濃度を時系列で
プロットしたところ、およそ 70 ms で拡散源濃度の 90% である 0.9 mM に達している
ことが分かった (Fig. 2.7(g))。このシミュレーションから、300 μm の高さのゲルであ
れば、拡散が 100 ms 以内に完了することが分かり、十分なリアルタイム性が望める
と考えられる。次に、気相の匂いを流した時、ゲル内での匂い物質がどれくらいの濃
度になるか確認するため、気相から液相にペンチルアセテートが拡散していくモデル
でシミュレーションを行った。上半分の四角部分は、気相であり、最初から匂い物質
を充満させている。この時の濃度は、ペンチルアセテートの飽和蒸気圧が 3.5 mmHg

であることから、気体中での最大濃度はおよそ 0.21 mol/m3 となる。また、気相での
拡散係数は 6.1 x 102 cm2/s である。さらに、気液の分配係数 Kaw を求めることで、気
相から液相への匂い物質の入りやすさを表現できる。この Kaw はオクタノールから水
への分配係数 Kow とオクタノールから空気への分配係数 Koa から求められる。

・・・(2)
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Fig. 2.7 Pentyl acetate の液相拡散シミュレーション　(a) 拡散 0 ms　(b) 20 ms　(c) 40 ms　(d) 

60 ms　(e) 80 ms　(f)100 ms　(g) 最低面の Pentylacetate の濃度変化　
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Fig. 2.8 Pentyl acetateの気相から液相への拡散シミュレーション　(a) 拡散 0 ms　(b) 20 ms　(c) 

40 ms　(d) 60 ms　(e) 80 ms　(f)100 ms　(g) 液相最低面の Pentylacetate の濃度変化　



 29

ここで、logKoa = 4.12、logKow = 2.29 が実験的に求まっていることから、(2) 式を変
形して

・・・(3)

となるため、logKaw = -1.83 となり Kaw は 0.0148 である。この条件でシミュレーショ
ンしたところ、気相部分では拡散係数が大きいため、常に匂い物質が充満していた。
一方で、液相では徐々に気相からの拡散をうけ、匂い物質が浸透していく様子が確認
された (Fig. 2.8(a)-(f))。分配係数から考えると、液相での最大濃度はおよそ 3 μM とな
るが、90% には、80 ms から 100 ms で達していることが確認できた (Fig. 2.8(g))。こ
のことから、細胞が 3 μM の匂い物質に反応することができれば、およそ匂い物質が
充満して 100 ms 以内に反応を始めることが確認できた。

2.4　細胞培養

2.4.1　哺乳動物細胞
細胞の維持
　マウス受容体を細胞に発現させるため、HEK293T(Human embryonic kidney) 細胞を
培養した。培養にはダルベッコ変性イーグル培地にウシ胎仔血清 (FBS)10% 及び抗生
物質としてペニシリン - ストレプトマイシン 1% を添加した培地を使用した。細胞が
80% コンフルエントに達する前に継代を行った。継代には、リン酸緩衝液 (PBS) を 5 

ml用いて洗浄した後に、トリプシンEDTAを 1 ml添加した。トリプシンによってディッ
シュに接着しているタンパクを切断し、EDTA によって細胞間接着に必要なカルシウ
ムイオンをキレートすることができる。その後培地を加えることによって反応を停止
し、新しいディッシュに播種した。また、使用する細胞は継代数が 50 を超えないよ
うに注意し、50 を超えた際には新しい細胞を凍結ストックより解凍して使用した。

遺伝子導入
　遺伝子導入にはディッシュを一度 DMEM で洗浄し、再度 10 ml の DMEM を注ぎ直
すことでディッシュに存在する血清を取り除いた。これは、血清によって遺伝子導入
効率が低下するためである。嗅覚受容体 mOR-EG 12.5 μg、G タンパク質 α サブユニッ
ト Gα15 7.5 μg、受容体輸送タンパク質 RTP1 5.0 μg、 シグナル増強を行う RIC-8A 2.5 

μg に Lipofectamine3000をDNA 1 μgに対して 2.5 μl添加してリポ複合体を形成した後、
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培地に滴下した。24 時間培養することで導入した遺伝子を発現させた。使用した遺伝
子は、東京大学農学系研究科東原研究室より譲り受けた。

2.4.2　昆虫細胞
細胞の維持
　ハエ受容体を細胞に発現させるため、Sf9 細胞を培養した。培養には SFM Ⅲ培地に
ウシ胎仔血清 (FBS)10% を添加した培地を使用した。細胞が 80% コンフルエントに達
する前に継代を行った。継代には、新しい昆虫用培地を 5 ml 加えた後に、ピペッティ
ングによって細胞をディッシュから剥離し、新しいディッシュに播種した。また、使
用する細胞は継代数が 30 を超えないように注意し、30 を超えた際には新しい細胞を
凍結ストックより解凍して使用した。

遺伝子導入
　遺伝子導入にはディッシュを SFM Ⅲで洗浄し、再度 10ml の SFM Ⅲを注ぎ直すこ
とでディッシュに存在する血清を取り除いた。これは、結成によって遺伝子導入効率
が低下するためである。嗅覚受容体 OR 2.5 μg、嗅覚受容体共受容体 Orco 2.5 μg、カ
ルシウム蛍光指示タンパク GcAMP 5.0 μg に ransIT を DNA 1 μg に対して 20 μl 添加し
てリポ複合体を形成した後、培地に滴下した。72 時間培養することで導入した遺伝子
を発現させた。

2.4.3　遺伝子調製
(i) プラスミドのコンストラクション
　昆虫細胞に導入するプラスミドを作製した。使用する受容体の配列は
FlyBase(https://flybase.org/) より翻訳領域である CDS を抽出し、ThermoFisher の
GeneArt を用いて Sf9 細胞用にコドン最適化を行った。昆虫の嗅覚受容体では、N 末
端が細胞内、C 末端が細胞外に配置されるように細胞膜を貫通することが分かってお
り (Smart et al., 2008)、タグの位置によって発現量が変わるるため、嗅覚受容体につい
ては N 末端に myc タグを、嗅覚受容体共受容体については N 末端に FLAG タグをそ
れぞれ配置した。また、このインサートはそれぞれ pIB/V5-His及び pIZ/V5-Hisベクター
のマルチクローニングサイトに挿入した。具体的には、コドン最適化を行った Or10a、
22a、67a、98a の配列を pIB_V5_His_DEST プラスミドの HindIII と SacII の間に挿入し
た (Fig. S2)。このプラスミドはタンパク質の標識及び精製のため、V5 タグと His タグ
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が C 末端につけられるようになっているが、前述の通り C 末端側のタグは反応効率を
落としてしまう可能性があるので、挿入配列の最後に終止コドンを挿入し、タグを使
用しない設計にした。また、Orco として知られる Or83b も同様にコドン最適化を行い、
pIZ_V5_His タグに挿入した。挿入位置は KpnI 及び SacII である (Fig. S1)。また、住友
化学株式会社よりハエ嗅覚受容体である Or47a が pIEX-4 に挿入されているプラスミ
ド及び蚊とハエの嗅覚受容体共受容体の配列を含んだ AgDmOrco プラスミドを譲り受
け実験に使用した。

(ii) プラスミドの増幅
　プラスミドを増幅するため、大腸菌の培養及び抽出を行った。Bacto trypton 10 g、
yeast extract 2.5 g、NaCL 5 g、5N NaOH 0.2ml に対して、超純水で 1L にメスアップし
たものをオートクレーブし、LB 培地として用いた。嗅覚受容体及び共受容体のプラ
スミドはアンピシリン及びジオシン耐性を有している。そのため、それぞれアンピシ
リン 50 μg/μl、ジオシン 50 μg/μl の濃度になるよう LB 培地に添加した。また、この抗
生物質入り培地に 1.5% になるよう Agar を添加し、10 cm のディッシュに注ぎ入れ、
室温で固めたものを LB プレートとした。大腸菌を LB プレートに植菌し、コロニー
を形成したものをピッカーで採取し、プレカルチャーとして抗生物質の入った LB 培
地 2 ml に植菌し、1 晩 37℃のシェーカーで培養した後に、三角フラスコにいれた 100 

ml の LB 培地に移し替え、2 晩 37℃のシェーカーで培養することでメインカルチャー
を行った。また、グリセロールストックとして、プレカルチャー液 70%、グリセロー
ル 30% になるように調製し、よく懸濁したものを -80℃に保存し、以降はこのストッ
クをプレカルチャーに供した。

(iii) プラスミドの抽出
　メインカルチャーで得た大腸菌を 50 ml チューブに移し替え、4℃、6000 g で 15 分
間遠心して集菌し、上清をデカントにより取り除いた。この大腸菌のペレットに大腸
菌を溶解するためのバッファーを 4 ml 加え、ボルテックスにより完全に溶菌した。ま
た、バッファーには RNA 分解酵素が含まれているため、大腸菌内の RNA はこの時点
で分解される。次に、細胞片やタンパク質、ゲノム DNA 等の不要物を沈殿させるバッ
ファーを 4 ml 添加し、15 分間氷中で静置した後に 20000 g で 30 分間遠心した。次に、
上清を別のチューブに移し替え、さらに 20000 g で 15 分間遠心し、完全に沈殿物を
除去した。その後、平衡化した陰イオン交換カラムに上清を全量添加した後、自然沈
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降によってカラムに DNA を吸着させ、洗浄バッファー 30 ml を 2 回流した。最後に
DNA 溶出バッファーを 5 ml 添加し、目的のプラスミドを回収した。このプラスミド
溶液にイソプロパノールを 3.5 ml 加え、15000 g で 30 分間遠心して DNA を沈殿させ
た。その後上清を取り除き、70\% エタノールで洗浄し、デシケータで脱気することで
エタノールを揮発させた。最後に TE 緩衝液によって DNA を溶解し、微量分光光度計
nanodrop2000 によって DNA 濃度を測定した後、1 μg/μl に調製した。

2.5　遺伝子発現確認

2.5.1　免疫染色
　遺伝子導入した細胞に 4% パラホルムアルデヒド /PBS を加え、室温で 10 分間静置
することで細胞を固定し、パラホルムアルデヒドを洗い流すため、PBS で 3 回洗浄
した。次に抗体が細胞内へ浸透できるよう、0.1% Triton/PBS を加え 10 分間静置する
ことで透過処理を行い、PBS で 3 回洗浄した。抗体の非特異的吸着を防ぐため、1% 

BSA/PBS を加えて 1 時間静置することでブロッキングを行った。1 次抗体には、マウ
スモノクローナル抗体である anti-myc 抗体とラビットポリクローナル抗体である anti-

FLAG 抗体を使用し、4℃ over night で静置し、PBS で 3 回洗浄した。二次抗体にヤギ
由来の anti-mouse-IgG-Alexa 488 と anti-rabbit-IgG-Alexa 568 を使用し、1 時間室温で静
置した後、PBS で 3 回洗浄した。その後 Hoechst で染色し、観察に供した。

2.5.2　カルシウムイメージング
　遺伝子導入試薬が入った培地をアスピレーターで吸い取り、Imaging solution で一度
洗浄した。Imaging buffer solution の組成は (Mitsuno et al., 2015) を参考に、塩化ナトリ
ウム 140 mM、塩化カリウム 5.6 mM、塩化カルシウム 2.0 mM、塩化マグネシウム 2.0 

mM、 D- グルコース 9.4 mM、 HEPES 5 mM になるよう超純水に溶かし、pH メーターを
用いて pH 7.4 に調製した。洗浄後、もう一度 Imaging solution を注ぎ入れ、蛍光顕微
鏡のもとで動画を撮影しながら、コントロールの物質及び匂い物質を順次滴下した。

2.6　評価用ゲルの作製

2.6.1　コラーゲンを用いた評価ゲルの作製
フォトマスクの作製
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　クロムとフォトレジストがコートされたガラス板にマスクレス露光機を用いて、直
径 200 μmの微細な穴を中心距離が 400 μmの間隔で配置するようにUV照射を行った。
最表面にコートされているフォトレジストは UV 照射によって、現像液で溶かすこと
ができるため、溶解後に露出したクロム面を HY 溶液でエッチングすることで UV 照
射したパターンの部分だけ光が透過するフォトマスクを得た。上記の作業はフォトレ
ジストが蛍光灯の光にも感光するため、イエロールーム内で行った。

SU-8 モールドの作製
　Polydimethylsiloxane (PDMS) と硬化剤を重量比 10:1 で混ぜあわせた後、自転公転ミ
キサーにより混合した。混合後、作製した SU-8 モールドに注ぎ入れ、PDMS 内の気

Fig. 2.9 PDMS モールドの作製方法　(a) 作製手順　(b) SU-8 モールドの全体図　(c) SU-8 モー
ルドの電子顕微鏡画像



 34

泡をなくすためにデシケータで 15 分間脱気した。表面に残った気泡をエアダスター
で潰し、75℃ 90 分で焼成した。焼成後、PDMS を SU-8 よりはがし、PDMS モールド
を得た (Fig. 2.9)。このモールドは直径 200 μm 深さ 50-200 μm の穴が中心距離 400 μm

の間隔をあけて整列している。

Fig. 2.10 評価用ゲルの作製方法　(a) 細胞コラーゲン懸濁液を PDMS モールドに滴下　(b) ゲル
溶液の硬化　(c) モールドの除去
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スタンプ法による評価用ゲルの形成
　回収した細胞のペレットに中性化したコラーゲンを細胞が 1.0 x 108 cells/ml になる
ように懸濁した後、1% BSA 溶液でコーティングした PDMS モールドに細胞を懸濁
したコラーゲン溶液をつめこみ、コラーゲンを 3000 rpm、30 秒間スピンコートした
ガラスプレートに貼り付けた。その後、コラーゲンを円柱状にゲル化するため、37℃
で 15 分間インキュベートした後、PDMS モールドをピンセットではがすことで、評
価用ゲルを得た (Fig. 2.10)。ただし、250 μm 以上の円柱に関しては、作製時に転倒し
てしまい作製できなかった (Fig. 2.11)。ガラスプレートに直接スタンプするコラーゲ
ンは CellMatrix 社の type Ⅰ -A 溶液であり、中性化のために 10 × Hanks 緩衝液、ゲル
緩衝溶液の順に 8:1:1 で混合して中性化した。この緩衝液は、50 mM NaOH、260 mM 

NaHCO3、200 mM HEPES を混合したものである。また、台座に貼り付けるものに関
しては、Koken 社の type Ⅰ -A 溶液に 10 × Hanks 緩衝液、HEPES、NaHCO3、MilliQ

を 80:10:1:1:8 で混合して中性化した。

Fig. 2.11 高さ 250 μm の評価用ゲルが倒れている様子
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2.6.2　GelMA による評価用ゲルの作製
フォトマスクの作製
　光硬化性のハイドロゲルをパターニングするために、アルミニウムによりフォトマ
スクを作製した。No.1 ガラスに Al 蒸着気を用いてアルミニウムコーティングを行っ
た。蒸着機内を真空にし、容器内でアルミ片を電熱線で熱することで、アルミが昇華し、
ガラス面上で薄膜を形成した。その後、コーティング面に S1818 をスピンコートによ
り塗布し、S1818 がポジティブ型のフォトレジストであるため、光を通したい部分に
露光を行った。その後、S1818 現像液により、光を照射した部分を溶解して洗い流し、
硝酸、酢酸、リン酸をそれぞれ 2.0%、9.8%、72.3% を含む混酸アルミニウムによりア
ルミニウムのエッチングを行い、200 μm の微細な穴が空いたマスクを得た。SU-8 の
硬化に用いる厚いフォトマスクでは、顕微鏡を用いたゲルの硬化に適さなかったため
である。

GelMA 硬化条件の最適化
　GelMA はゼラチンの末端にメタクリレート基が修飾されており、光重合開始剤を
混ぜ合わせて UV 照射を行うと重合開始剤が励起されてラジカルを生じ、メタクリ
レート基が重合していきゲル化する (Ramón-Azcón et al., 2012)。このゲル溶液に細胞

Fig. 2.12 GelMA 円柱アレイ用の PDMS モールド　(a) 3D プリンタで作製しパリレンコートし
た PDMS 用のモールド　(b) PDMS を硬化した後切り出した PDMS モールド
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を 108 cells/ml の濃度で懸濁し、PDMS で作製した深さ 200 μm のモールドに滴下した。
このモールドにガラスを貼り付け、顕微鏡に設置してあるフォトマスク上に置いた。
GelMA は酸素存在下では硬化しないことが知られており (Habasaki et al., 2015)(Yeh et 

al., 2006)、酸素を透過する PDMS を用いることで PDMS と接している最表面は硬化せ
ずにモールドの高さに円柱を規定できる。なお、この PDMS のモールドは 3D プリン

Fig. 2.13 GelMA 円柱アレイの作製方法
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タで作製したモールドにパリレンをコートし、PDMSを硬化したものである (Fig. 2.12)。
　GelMA の最適な硬化条件を検討するために、GelMA の濃度を 2.5%、5.0%、7.5%

にわけて硬化を行った。硬化開始剤に関してはいずれも 0.1% の Irgacure2959 を用い、
それぞれ終濃度に対して 2 倍濃い溶液を PBS を用いて作製した。室温では GelMA は
ゲル状に、硬化開始剤は粉末状で溶けないため、ヒートブロックで 60℃に加熱し、均
一に混ざったものを 1:1 で混合することにより、細胞を懸濁するためのプレゲル溶液
を作製した。硬化時間に関しても 30 秒から 2 分の間で最適化を行った。なお硬化に
際しては顕微鏡を用い、明視野上でガラス上の細胞底面に焦点があったことを確認し
てから、蛍光のためのフィルタで UV を照射して GelMA 円柱を得た。

GelMA アレイの作製
　GelMA が異なる種類の細胞をアレイ化することが可能であることを示すため、セル
トラッカーの赤と緑を用いて HEK293T 細胞を染色した。セルトラッカーはそれぞれ
終濃度 5 μMにDMEMで調製し、細胞に添加後 30 min静置した。その後、細胞を回収し、
それぞれプレゲル溶液に懸濁した。まず 1 色細胞を顕微鏡で硬化した後に未硬化のゲ
ル溶液を PBS で満たされたディッシュ内でピペッティングより洗い流した。さらに、
ディッシュを交換して洗浄することで細胞がコンタミネーションしないように気をつ
けた。次に、対物顕微鏡下で、作製したパターンとマスクが互い違いになるようにア
ライメントし、パターンとマスクの位置がずれないようにメンディングテープで固定
した。次にもう１色の細胞が入った懸濁液を前述の方法で硬化し、洗浄を行うことで
GelMA アレイを得た (Fig. 2.13)。

2.7　ゲル積層による匂いセンサアレイの作製

本節は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

2.8　観察デバイスの作製

2.8.1　携帯型観察デバイス
　小型で蛍光を観察するためのデバイスがなかったことから、評価用ゲルが小型デバ
イスに応用可能であることを示すため、ウェブカメラから蛍光検出付きを作製した。
まず、ウェブカメラを分解して内部の CMOS イメージセンサを基板ごと取り出した。
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Fig. 2.14 　作製した携帯型匂いセンサ　(a) 概略図　(b) 実際に作製した匂いセンサの画像  

(Hirata et al., 2019)©ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY 2019 より一部改変
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分解は主にドライバーを用いて行い、ドライバーで外せない形になっているところは
外装がプラスチックであったため、超音波カッターを用いた。蛍光を検出するための
カルセイン AM と Fluo-8 は共に蛍光波長が 515 nm 付近である。そこで、緑色光のみ
を透過するバンドパスフィルタ BPB53 を取り出したイメージセンサ上に設置した。そ
の上に焦点が調節可能な他のウェブカメラから取り出したレンズを搭載することで、
センサとした。
　励起光に関しては、主要波長が 470 nm 付近の青色光を発する LED 電球を使用した。
付属の簡易コリメーターをつけ、PC から給電するために USB 給電用の端子にハンダ
付けした。センサとライトの位置をきめるために、3D プリンタによって作製したホ
ルダーに取り付けて使用した (Fig. 2.17)。
2.8.2　スマートフォン型観察デバイス

本項は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

2.9　積層ゲルアレイの匂い応答評価

本節は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

2.10　結言

本節は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする



 41

第 ３ 章 　
嗅 覚 受 容 体 発 現 細 胞 を 用 い た

匂 い セ ン サ ア レ イ の 評 価

3.1　　緒言

　本章では、2 章で設計及び作製方法を示した匂いセンサについて、作製された形状
や匂いに対する反応性の観点から評価する。

3.2　遺伝子導入細胞の評価

3.2.1　嗅覚受容体発現哺乳動物細胞の匂い物質に対する応答確認
　mOR-EG を遺伝子導入した HEK293T が匂い物質に応答するか、まず平面で培養し
た細胞に匂い物質を添加してカルシウムイメージングを行った。また、mOR-EG のリ
ガンドであるオイゲノールは濃度が高すぎると嗅覚受容体に関係なく細胞内の蛍光輝
度が高まることが知られているため、非特異的な蛍光輝度の上昇でないことを確かめ
るために嗅覚受容体を発現していない細胞をコントロールとした。匂い物質添加 0 秒
後と 30 秒後を比べると、嗅覚受容体発現細胞では明らかに蛍光輝度が上昇している
のに比べて、コントロール細胞では大きな差が生じなかった (Fig. 3.1(a))。
　この差を定量的に評価するため 30 秒後の画面全体の蛍光輝度から 0 秒後の画面全
体の蛍光輝度を引くことで、蛍光輝度変化を求めた。この結果、コントロール細胞で



 42

Fig. 3.1 嗅覚受容体発現細胞のカルシウムイメージング ( 平面培養 )　(a)(b) Myc タグによる
Or10a 染色　(c) FLAG タグによる Orco 染色　(d) 各蛍光像を合成した画像
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は蛍光輝度が変化していない一方で、嗅覚受容体発現細胞では大きく上昇しているこ
とが数値からも明らかになった (Fig. 3.1(b))。なお、匂い物質添加前に蛍光を発してい
る細胞については、細胞内にそもそもカルシウムイオンが少量存在するためだと考え
られる。

3.2.2　昆虫細胞の免疫染色による嗅覚受容体発現確認

本項は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

3.2.3　カルシウムイメージングによる昆虫細胞の匂い物質応答評価

本項は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

3.3　ゲルの作製方法評価

3.3.1　評価用ゲルの外形計測
　スタンプ法によって作製した評価用ゲルが、精度良く作製できているか計測によっ
て確認した。倒立型の顕微鏡を用いて撮影したところ、評価用ゲルがそれぞれ独立し
て立っていることが確認できた (Fig. 3.7(a))。直径を測定したところ、平均 195 µm、
変動係数 2.7% であった (Fig. 3.7(b))。
　また、三次元レーザー形状計測器によって円柱の高さを測定したところ、円柱形状
の外形をとらえることができた (Fig. 3.7(c))。平均 186 µm、変動係数 3.3%であった (Fig. 

3.7(d))。いずれも標準偏差値を平均値で除した変動係数が 5% 以内に収まっているこ
とから、再現性良く円柱が作製できていると考えられる。

3.3.2　評価用ゲルの高さと蛍光輝度変化
　細胞を搭載したコラーゲンマイクロピラーの高さを最適化するために、高さの異な
る細胞を搭載したコラーゲンマイクロピラーをカルセイン AM で染色し、蛍光強度を
比較した。その結果、高さが高くなるにつれて蛍光強度が上昇した (Fig. 3.8(a)-(d))。
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高さ 200 μm のマイクロピラーでは、高さ 50 μm のマイクロピラーの約 3 倍の蛍光強
度を示した (Fig. 3.8(e))。この結果は、細胞を搭載したコラーゲン円柱が細胞蛍光の垂
直蓄積を達成したことを示している。高さを 4 倍にしても蛍光強度は 3 倍にしかなら
ない理由は、ポータブル BOS の CMOS イメージセンサに搭載されたレンズの被写界
深度に起因していると考えられ、焦点面が撮像センサに到達した時点での蛍光が最も

Fig. 3.2 Or98a の平面培養カルシウムイメージング　(a) Methyl benzoate 添加後 0 秒　(b) 

Methyl benzoate 添加後 10 秒　(c) Methyl benzoate 添加後 20 秒　(d) Methyl benzoate 添加後 30

秒　(e) 蛍光輝度の時系列変化　(Hirata et al., 2019)©ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY 2019 よ
り一部改変
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強く、焦点面から遠くなるにつれて蛍光強度が弱くなるからである。

3.3.3　スマートフォン型センサによる観察

本項は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

Fig. 3.3 評価用ゲルの高さと蛍光輝度の関係　(a) 円柱の蛍光画像高さ 50 um　(b) 100 um　(c) 

150 um　(d) 200 um　(e) 円柱の高さと蛍光輝度のグラフ　(Hirata et al., 2019)©ROYAL SOCIETY 

OF CHEMISTRY 2019 より一部改変
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3.3.4　移動時のノイズ評価

本項は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

3.3.5　GelMA 硬化時間の最適化
GelMA 濃度
　GelMAによる評価用ゲルの作製に適している濃度を示すため、GelMAの濃度を 2.5%

から 7.5% まで、2.5% ずつ変化させて硬化したところ、2.5% では円柱の外形を保つ
にいたらず、7.5% では円柱の外形がきれいに整形されているように見受けられるが、
中心が蛍光試薬であるカルセイン AM で染色されなかった。そのため、外形も円柱状
に形成され、細胞の染色もされている 5.0% GelMA を最適な濃度として採用した (Fig. 

3.13)。

Fig. 3.4 GelMA の濃度による評価用ゲルの外形変化　2.5% では円柱形を維持できず、7.5% で
は中央の細胞の生存が確認できなかったため、5% 濃度が最適であることが示唆された。
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GelMA 硬化時間
　GelMA は UV を照射して硬化する時間によっても、硬化具合や細胞へのダメージ
が変わるため、硬化時間を変化させて live/dead assay を行った。硬化時間 30 秒では、
円柱の径が小さくなってしまっているものの、赤色の死細胞として染色されたものは
一部であり、多くは生細胞であった。また、1 分硬化すると、円柱の径は大きくなり
200 μm に近づいた。この時 30 秒に比べて死細胞の数が大きく変化した様子は見受け
られなかった。一方で、2 分硬化時間をとった GelMA 円柱では外周部の UV 照射が弱
い部分の細胞は生きているものの、中心部細胞がほとんど死滅していることが分かっ

Fig. 3.5 GelMA の硬化時間を変化させたときの live/dead assay 蛍光画像　2min 以上の UV 照射
で中心の細胞が死滅することが確認された。
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Fig. 3.6 GelMA 円柱内部の生存率 (a)GelMA の硬化時間を変化させたときの live/dead assay 共
焦点画像 (b) 照射時間における細胞の生存率　最表部と内部で細胞生存率の差は確認できな
かった。
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た (Fig. 3.14)。
　この観察には倒立型の蛍光顕微鏡を用いて行ったが、円柱は立体であるため、円柱
の高さ方向に対してどのような細胞の分布になっているか、また生存率を計測するこ
とが難しかった。そこで、焦点面だけを観察することができる共焦点顕微鏡によって
最底面と最底面から 30 μm の平面を観察した。30 μm 内側を観察したのは、細胞はお
よそ 10-20 μm であり、異なる細胞の集団を観察していると考えたためである。最底
面は倒立型蛍光顕微鏡で観察したのと同様に、外形では 30 秒が少し小さく、生存率
では 2 分で死細胞が目立つ結果となった。また、30 μm 内部の平面でも最底面と同様
の傾向が見られた (Fig. 3.15(a))。共焦点画像からそれぞれ生存率を計算したところ、
硬化時間 1 分以内ではおよそ 80% 以上の生存率を示したのに対して、2 分硬化すると
40% 以下の生存率になることが確認できた (Fig. 3.15(b))。また、最底面と内部での生
存率は大きく変化していないことが確認された。これらの結果から、5% の GelMA を
1 分で硬化することで、200 μm 径の生存率が高い GelMA 円柱を得られることが分かっ
た。

Fig. 3.7 2 色に染めた細胞のパターニング　緑の円柱には緑の細胞のみが、赤の円柱には赤の
細胞のみがパターンされている様子が確認された。
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3.3.6　GelMA 円柱アレイ
　条件検討によって求まった GelMA の硬化条件で実際に異なる細胞をアレイ化でき
るか確認するため、セルトラッカーでそれぞれ赤と緑に染色した細胞のアレイ化を
試みた。それぞれ 200 μm の間隔で異なる色の円柱が存在することを確認できた (Fig. 

3.16)。また、それぞれの円柱には異なる色の細胞が含まれていないことから、それぞ
れ独立した素子として使用できると考えられる。

3.3.7　アガロースゲル濃度による細胞の生存率

本項は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

3.3.8　生体用ボンドが与える細胞への影響

本項は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

3.3.9　積層ゲルの形態

本項は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

3.3.10　積層ゲルの寿命評価

本項は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

3.4　ゲルの応答評価

3.4.1　評価用ゲルの匂い物質応答
　細胞がコラーゲンに包含されたまま匂いに対して応答するか、蛍光顕微鏡を用いて
確認したところ、平面培養と同様に添加後すぐに蛍光輝度が上昇していく様子が確認
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Fig. 3.8 Or98a の平面培養カルシウムイメージング　(a) Methyl benzoate 添加後 0 秒　(b) 

Methyl benzoate 添加後 10 秒　(c) Methyl benzoate 添加後 20 秒　(d) Methyl benzoate 添加後 30

秒　(e) 蛍光輝度の時系列変化
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Fig. 3.9 携帯型センサ上での匂い検出　(a) 匂い物質添加後 0 秒後の蛍光輝度変化画像　(b) 10

秒後　(c) 30 秒後　(d) 90 秒後　(Hirata et al., 2019)©ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY 2019 よ
り一部改変
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できた (Fig. 3.24(a)-(d))。これは、使用した 0.24% のコラーゲンのネットワークが低分
子量の匂い分子の拡散をほとんどさまたげないからだと考えられる (Ramanujan et al., 

2002)。また、蛍光輝度を時系列で確認すると、匂い物質添加後すぐに蛍光輝度が上昇
を始め、50 秒付近で最大値をとっており、その後は徐々に蛍光輝度が下がっていく様
子が確認できた (Fig. 3.24(e))。

3.4.2　携帯型センサによる評価用ゲルの匂い物質応答
　感度の劣る CMOS イメージセンサでも、評価用ゲルを用いて匂い物質を検出できる
のか確認するため、作製した携帯型デバイスの上で匂い物質を添加した。従来の平面
で培養した細胞は、有意なシグナルを生じなかったのに対して、厚みのある評価用ゲ
ルでは、蛍光輝度が上昇していく様子が確認された (Fig. 3.25(a)-(d))。また時系列変化
を確認すると、顕微鏡で確認したのと同様の変化が確認されたことから ((Fig. 3.25(e))、
平面培養で検出できなかった細胞の匂い物質応答が、円柱状にすることによって蛍光
輝度が高まり、携帯型センサでも匂い物質を検出することが可能になったと考えられ
る。

3.4.3　匂い物質の濃度に対する応答の変化
　嗅覚受容体発現細胞はその匂い物質の濃度に応じて、シグナル強度が変化すること
が知られている。そこで、携帯型センサでも匂い物質の濃度に応じて変化するシグナ
ルを検出できるか確認した。蛍光輝度の変化を確認したところ、0 mM から 2 mM に
かけて徐々に蛍光輝度変化が大きくなる様子が確認された (Fig. 3.26(a))。0 mM ではほ
とんど変化しないか、むしろ蛍光輝度が低下するような傾向が見られたが、これは蛍
光試薬が褪色したためだと考えられる。また、0.5 mM と 0 mM の濃度で有意な差があ
ることから、最低 0.5 mM の匂い物質が検出できることが示された (Fig. 3.26(b))。これ
らの結果から携帯型のセンサでも評価用ゲルを用いて匂い物質の濃度を定量すること
が可能であることが示された。

3.4.4　選択性の評価
　このセンサの選択性を確認するために、オイゲノールとメチルイソオイゲノールに
対する反応性を評価した。両者は非常に似た構造を持っており、どちらも嗅覚受容体
である mOR-EG に結合することが知られているが、オイゲノールが結合した際は細胞
シグナルの伝達が行われ、細胞内のカルシウムイオン濃度が上昇するアゴニストであ
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Fig. 3.10 携帯型センサ上での匂い検出　(a) 匂い物質添加後 0 秒後の蛍光輝度変化画像　(b) 10

秒後　(c) 30 秒後　(d) 90 秒後　(Hirata et al., 2019)©ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY 2019 よ
り一部改変
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る一方、メチルイソオイゲノールは結合してもシグナル伝達が行われないアンタゴニ
ストである。評価用ゲルは、オイゲノールを添加すると蛍光輝度が上昇するのに対し
て、メチルイソオイゲノールでは反応しないことが確認された (Fig. 3.27)。このこと
から、評価用ゲル内の細胞も選択性を保ちながら、匂いを識別することが可能である
ことが示された。

3.4.5　スマートフォン型センサによる評価用ゲルの匂い物質応答

Fig. 3.11 GelMA の濃度による評価用ゲルの外形変化　　(Hirata et al., 2019)©ROYAL SOCIETY 

OF CHEMISTRY 2019 より一部改変
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本項は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

Fig. 3.12 GelMA 円柱の匂い応答観察
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3.4.6　GelMA 評価用ゲルの匂い物質応答
　GelMA 円柱でアレイを作製できることが分かったので、匂い応答細胞が GelMA 内
で匂い物質に対して応答するか、蛍光顕微鏡を用いてカルシウムイメージングにより
確認した。匂いを滴下後 10 秒ごとに撮影した画像を確認したところ、円柱の中心の
一部の蛍光輝度が上昇している様子が確認できた (Fig. 3.29(a)-(d))。円柱全体の蛍光輝
度の変化を時系列で確認したところ、滴下後すぐに蛍光輝度が上昇していく様子が確
認できた (Fig. 3.29(e))。しかしながら、画像で確認されたように円柱の一部しか輝度
が上昇しなかった。光硬化性のゲルは硬化に際して UV 光を当てる必要があり、また
光重合開始剤からフリーラジカルが発生するため、細胞の生存率に大きな影響はない
ものの、GelMA の硬化によって少なからず細胞の膜表面に存在する受容体ににダメー
ジが与えられた結果、匂いに対する応答の低下につながっているのではないかと考え
られる。

3.4.7　異なる濃度に対する積層ゲルアレイの反応

本項は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

3.4.8　積層ゲルを用いた匂いセンサの再利用性

本項は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

3.4.9　積層ゲルアレイを用いた気相検出

本項は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする
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3.4.10　積層ゲルを用いた匂いセンサアレイの匂い物質応答

本項は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする

3.5　結言

本節は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする
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第 ４ 章 　
結 論

4.1　結論

　本研究では細胞をハイドロゲル内に包埋してアレイ化する方法を構築し、この包埋
によって立体的に配置された細胞から発せられた蛍光が厚み方向に累積し、増強され
ることを示した。また、このアレイを用いて、複数種類の細胞の匂いに対する応答を
パターンとして認識することで、複数種類の匂い物質が識別できることを示した。
　本研究で示した PDMS モールドに細胞の積層方法を用いることで、再現性高く評価
用ゲルを構築することに成功した。また、円柱の高さを変えながらシグナルの強さを
計測することで、積層という手法がシグナルの強度を高めることを示した。加えて、
オンサイトでの匂い検出に対する応用可能性を示すために、携帯型デバイス上で匂い
応答反応を観察したところ、従来の平面培養では検出できないシグナルを評価用ゲル
を用いることで観察することができた。さらに、このセンサの定量性及び選択性が失
われていないことが判明し、評価用ゲルのオンサイト匂い検出に対する利用可能性が
示された。本方法によるシグナルの増強は感度の低い小型センサでの蛍光応答を検出
するのはもちろんのこと、細胞自体の蛍光応答が弱い際にも用いることができるため、
細胞匂いセンサの開発に役立つことが期待される。
　また、スマートフォン型センサを作製するに当たり、より実際の使用状況に近い移
動時のノイズを加えることで蛍光輝度値の変化を解析し、画像解析の方法を工夫する
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ことでノイズを低減できることを示した。これは、匂いセンサを作製する上で細胞や
計測機器をどのように使用するかというハードウェア的な取り組みだけでなく、得ら
れたシグナルの解析方法など、ソフトウェア的な取り組みによって匂いセンサの性能
が上がることを示唆している。
　厚み方向に対する蛍光の累積を活かしながら、異なる種類の細胞をアレイ化する方
法として、細胞を懸濁したゲルの硬化を繰り返して積層する方法を構築した。本方法
ではおよそ 300 μm 間隔に異なる種類の細胞が含まれたレイヤーが配置される。本方
法を用いて嗅覚受容体であるOr47aとOr98aをアレイ化したところ、ペンチルアセテー
トには Or47a と Or98a が、ヘキシルアセテートには Or47a が、メチルベンゾエートに
は Or98a がそれぞれ反応し、この反応したレイヤーの組み合わせにより 3 種類の匂い
物質の識別に成功した。このような反応をパターンとして識別する方法は生体でひろ
く用いられている一方で、細胞センサで識別した例は初めてであり、多様な匂い物質
を検出できるセンサを構築する際に役立つ知見となると考えられる。

4.2　今後の展望

　本研究ではシグナルの増強とアレイ化の 2 点について実証を行った。シグナル増強
に関しては、センサにおいてメイントピックであり、細胞センサにおいてはシグナル
経路の改変から、タンパク質の共発現まで様々な方法が試みられてきた。今回提案し
た厚み方向の累積という方法は、1 細胞内でのシグナル増強ではなく、複数の細胞か
らのシグナルを集積することで強度を高めるというものであり、従来の方法と同時に
使用することが可能である。また、シグナル増強の応用として示した携帯型センサで
の匂い検出は、ウエブカメラやスマートフォンでの匂い検出の可能性を示しており、
現在匂い検出によって爆発物や麻薬などの探索を行っている保安分野、自宅や災害現
場で病気の診断を必要としている POCT の分野で、持ち運べる匂いセンサとしての発
展が期待できる。その他にも、細胞の蛍光観察は匂いセンサに限らず様々な分野で用
いられているため、医薬品のスクリーニング等、匂い応答検出以外への応用も期待で
きる。
　次にアレイ化に関しては、本研究で 2 種類の嗅覚受容体を用いて 3 種類の匂い物質
を分類できることを示した。これは従来の n 個の受容体で n 個の匂い物質を検出する
ことから、n 個の受容体を使って 2n-1 個の匂い物質を分類するために必要な一歩であ
る。遺伝子導入効率の低さや、嗅覚受容体とアクセサリータンパクを共発現させない
と反応強度が上がらないなど、使用できる n 個の受容体には現状限りがあるが、遺伝
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子改変等で使用できる嗅覚受容体数が増えることで、識別できる匂い物質が指数関数
的に増加していくことが期待できる。また、匂い物質によって細胞が反応する強度が
違うということも明らかになっている。そのため、もし匂い物質に対する応答を k 個
の閾値で区切ることができると、kn-1 個の匂い物質が分類できるようになり、さらに
分類できる匂い物質が増加する。厚み方向によるシグナルの増強により、区切ること
ができる k 個の数が増大するのではないかと期待される。これらの特性から、食べ物
のような複数の匂い物質から構成される食品を見分ける検疫などの用途で有用なセン
サが作製できるのではないかと考えている。
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付録 A　薬品、培地

本研究で使用した薬品、培地を以下にまとめる．

 DMEM D5796 　　    Sigma-Aldrich 

 細胞培養用ウシ胎児血清（FBS）   Biosera

 リン酸緩衝生理食塩水（PBS）　1102P05  細胞科学研究所
 水酸化ナトリウム     和光純薬工業株式会社
 炭酸水素ナトリウム    ナカライテスク
 HEPES      和光純薬工業株式会社
 AR-M2      株式会社キーエンス
 AR-S1       株式会社キーエンス
 パリレン C      Cookson Electronics

 エタノール      関東化学株式会社
 2- プロパノール      関東化学株式会社
 アセトン      関東化学株式会社
 PDMS のエラストマー Sylpot184   Dow Corning Toray

 硬化剤 Sylpot184 CAT    Dow Corning Toray

 光硬化性樹脂 HTM140    Envision Tec 

 ウシ血清アルブミン（BSA）　   Sigma-Aldrich

 TMAH 2.38%      多摩化学工業株式会社
 プラスミド精製キット    QIAGEN

 コラーゲン (3 mg/ml)    新田ゼラチン株式会社
 コラーゲン (5 mg/ml)    株式会社高研
 HBSS       Thermo Fisher Scientific  

 HY 液       和光純薬工業株式会社
 No.3 ガラス      松並硝子工業株式会社
 SU-8 ドライフィルム    日本化薬
 SU-8 ディベロッパー    日本化薬
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 SFMIII medium 　　    Thermo Fisher Scientific 

 Grace medium      Thermo Fisher Scientific

 Cellfectin      Thermo Fisher Scientific

 TransIT      タカラバイオ
 4% パラホルムアルデヒド    武藤化学

 ジメチルスルホキシド    関東化学

 オイゲノール     Sigma-Aldrich

 ペンチルアセテート    東京化成工業
 ヘキシルアセテート    東京化成工業
 メチルベンゾエート    東京化成工業
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付録 B　円柱検出のためのプログラム　

本節は雑誌掲載の形での刊行 (5 年以内に出版予定 ) が予定されるため、
非公開とする
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付録 C　ブラスミドの配列　
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Fig. S1 嗅覚受容体共受容体遺伝子挿入配列及び pIZ_V5_His プラスミドマップ
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Fig. S2 嗅覚受容体遺伝子挿入配列及び pIB_V5_His_DEST プラスミドマップ
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