
第１章：緒 言

嗅覚を表現する名詞は種類が多い．表１には日本語と

英語の「におい」を現す単語を一覧にしたものである．

日本語ではにおいに対する我々の感じ方の善し悪しを反

映して「かおり」と「におい」に大別されるが，漢字が

異なる表現がある．英語の方はさらに言葉が多く，最上

の芳香を現すfragranceやperfumeから中庸の匂いを示す

scentやodourさらに最悪の臭いを意味するfoetor, stinkま

で，より細かく表現が別れているようである．嗅覚は一

次中枢が大脳辺縁系にあり，情動や記憶に直接関与する

感覚であることが解剖生理学的にも理解され，ヒトの

QOLの向上の観点から嗅覚の影響はきわめて大きい．

人を含む哺乳動物はその名の通り，母親による手厚い育

児管理を行うのが特徴である．その結果，親子の強固な

絆が形成され，母親は我が子を他の個体と区別して特別

な援助を施す．この特有のライフスタイルによって，複

雑な社会システムの中で個体を正確に識別，認識する能

力が進化し，現在の種族の繁栄の原動力となっている．

個体の認識は，個人やグループを認識し，配偶者を守

り，巣や食料のある場所を確認し，そして侵入者の認知
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Abstract

Mammalian social organizations rely on signals passed between individuals to convey information about sex, re-

productive status, individual identity, competitive ability and age. It is generally believed that each of these charac-

teristics must be relatively stable over a considerable time period in an individual animal in order to influence body

odors so that the individual can be recognized in multiple behavioral and social contexts. In addition, there is con-

siderable evidence to suggest that short−term fluctuations in body odor can be caused by diet ; however, no previous

studies have demonstrated that specific compounds can directly mask or alter mouse urinary odors when ingested,

and thus been an agent in altering another animal’s behavior. This article aims to review the nature of chemosensory

cues and behavioral experiments including our recent progress with such studies, specifically considering, 1) the

identification of attractive volatiles in aged male mouse urine, 2) the effect of puberty on female attraction in rats, 3)

odour types for major histocompatibility complex as determined by body odour : relationships among mutations of

MHC and chemical composition, and behavior, and 4) alterations of mouse urinary chemosignals as a result of in-

gestion of xenobiotic aromatic compounds.

受付：平成２２年９月３０日

日本語
� 香り
� 薫り
� 匂い
� におい
� 臭い
� 悪臭

英 語
� Fragrance
� Perfume
� Aroma
� Scent
� Odour (odor)
� Smell
� Whiff
� Stench
� Foetor
� Stink
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表１：においを表す単語
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とグループからの排除など，いわゆる縄張り行動の基礎

となる．それはさらに配偶者の選択にも波及し，配偶者

となりうる個体の適性を知る能力は近親交配を低下さ

せ，子孫の適応度を高める（特に競争的な自然環境下

で）ことに大いに役立つ（Meagher et al., 2000）．

特定の個体を見出すときには様々な感覚情報を使う．

たとえば視覚による顔つきなどの物理的な形態の認識

や，クジラの歌声やヒトの会話など聴覚による情報もあ

る．しかしながら，ほとんどの哺乳動物では嗅覚が主要

な感覚であり，その行動は同種個体によって分泌される

社会的化学信号に大きく影響される（Brennan & Ken-

drick 2006）．

哺乳動物は，フェロモンのような特異的な化学シグナ

ルや代謝中間体など，様々な化学物質を環境中に放出し

ている．それらの範囲は揮発性の小分子から大分子量の

タンパク質におよび，尿，糞，皮膚の分泌物，生殖器や

特別な分泌腺など様々なルートで放出される．これらの

化学物質は性別，年齢，健康状態や性周期など豊富な情

報を伝える．たとえば，ブタの唾液中に分泌される５‐

α‐androst‐１６‐en‐３‐one，５‐α‐androst‐１６‐en‐３‐ol，は

性行動の誘発を引き起こす古典的なフェロモンとして知

られる（Brennan & Keverne 2004）．これらのステロイ

ド化合物は揮発性であり，雌豚の主嗅覚系に遠隔性に作

用し，ロドーシスなど交配の相手を受け入れる行動をと

る（Dorries et al., 1997）．一方，主要組織適合性抗原複

合体（MHC）のハプロタイプの違いにより付与される

いわゆるにおい型（odour type）を決める揮発性化合物

はきわめて複雑な混合物により形成されている（Singer

et al., 1997 ; Willse et al., 2005 ; Kwak et al., 2008）．

本稿では，哺乳動物の化学コミュニケーションの近年

の進展を紹介することを目的として，１）マウスの老臭

と加齢フェロモンの正体とその作用について，２）ラッ

トの思春期に現れるフェロモンの正体と異性に対する誘

引性について，３）MHCの突然変異とその揮発性のシ

グナルの変化について，４）これら動物の化学シグナル

に対する食物など外因性の化合物の摂取の影響につい

て，近年の我々の一連の研究成果もふまえて順次解説す

る．

第２章：老齢動物の匂いと加齢フェロモンの正

体について

加齢は多くの生体組織・機能に対し，退行的変化をも

たらすが，体臭もその例外ではない．ヒトにおける以前

の報告では体表面での抗酸化作用の衰えより脂質の酸化

分解が進み，ノネナールが生成し，加齢臭の原因とされ

た（Haze et al., 2001）．ノネナールは老齢者の汗中に多

く含まれるパルミトオレイン酸より生成されるという

（Nazzaro−Porro et al., 1979）．その後若者の汗中にも見

られるとの反論や（Curran et al., 2005）皮膚表面からは

ノネナールは見いだせないなどの報告もあり（Gallagher

et al., 2008）加齢臭の原因についての真偽の程は定かで

はない．しかしこのような加齢に伴い，抗酸化作用など

の生理機能の低下を反映する代謝物が，老齢動物のにお

いに影響を与える可能性は充分に考えられる．

一方，野ネズミなどの野生動物の行動学的研究によれ

ば，雌は高齢の雄をむしろ好んで交配すると報告されて

いる（Manning 1985 ; Kokko & Lindstrom 1996 ; Brooks

& Kemp 2001）．高齢に達するまで生き延びた野生動物

は，長時間生き抜くための知恵と体力があることを体現

している．すなわち，高齢動物は優れた遺伝子の表現系

そのものであり，異性は自分の遺伝子を効率よく残すた

めに高齢のマウスの方を選択すると考えられている

（Trivers 1972 ; Halliday 1978, 1983 ; Anderson 1994）．相

方の年齢を推定する際にヒトでは，主に視覚認識による

ところが大きいが，ネズミなどの嗅覚の発達した動物で

は，特に社会的あるいは性的関係の調節要因としては，

嗅覚がより重要な意味を持つ．すなわち，動物にはその

個体の年齢を反映するにおいがあり，それをかぎ分ける

能力を持っていることが予想される．例えばFerkin

（１９９９）は，野生のカヤネズミ（meadow vole）は雌雄共

に自分たちと同一種の，年配の相方のにおいに惹かれる

と報告している．また動物園のチンパンジーの行動観察

によれば，若い雄は同年代の雌よりも年上の雌と交尾し

たがる傾向がある（Muller et al., 2006）．

加齢に伴う体臭の変化を示す動物行動学的報告に加

え，その化学分析に関する報告もある．Robinsonら

（１９７６，１９８０）はSwiss Websterマウスの尿中成分の加齢

変化について研究しており，２種類の不飽和炭化水

素，３‐hydroxy‐３‐methylbutene，trans‐３‐hepten‐２‐

oneが加齢に伴い増加すると報告しているが，異性に対

する誘引性との関連については不明である．同様に，

Muller−Schwarze（１９７１）は，クロオジカの瞼盤腺から

分泌される揮発性化合物の組成が思春期前と成体では異

なっていること，またGoodrich & Mykytowycz（１９７２）

はウサギの肛門腺分泌物のにおいと薄層クロトマトグラ

ムのパターンが加齢に伴い変化することを報告してい

る．

我々は以前に，分析化学的手法と併用したY字型迷路

（Yamazaki et al., 1979 ; Yamaguchi et al., 1981）による一

連のにおい識別パラダイムにより，実験動物である近交
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系のマウスにおいても，その体臭が加齢に伴い変化し，

それをマウス自身が識別できることを実験的に証明し，

加齢マウスのにおいを特徴づける物質を見いだしている

ので以下にそれらの研究を解説する（Osada et al. ,

2003）．

実験動物は，Y字型迷路用のバイオセンサーマウス

（n＝５）として，あるいはにおい提供動物；成体群（３

－１０ヶ月齢；n＝３０），高齢群（１７－２１ヶ月齢n＝３０）と

していずれもC５７BL／６J−H‐２Kオスを用いた．におい

のサンプルは尿を用いた．尿は特にマウスの場合，性行

動などに影響を与える体臭物質を豊富に含んでおり，最

も扱いやすい体臭源と考えられる．尿はマウスの下腹部

を穏やかに圧迫することにより採取した．Y字型迷路法

とは，２３時間絶水したマウスを用いて匂いの学習づけを

行うことにより嗅覚の識別を証明する方法であり，モネ

ル研究所の山崎等により開発された（Yamazaki et al.,

1979 ; Yamaguchi et al., 1981）．本実験では，Y字型迷路

の左右両側腕の先端より，成体群，高齢群の尿あるいは

尿分画などのにおいを流入させ，以下に説明するにおい

センサーマウスに，においを同時に提示する（図１）．

訓練に使うにおいセンサーマウスは２３時間飲水を制限

し，成体群あるいは高齢群の尿のにおいのうちどちらか

一方のにおいのみを選択し接近する様に訓練付けを行

い，報酬として訓練づけしようとしているにおいを選択

した場合のみ，一滴の水を与える．両側腕より流入させ

るにおいを乱数表に基づき何回も左右入れ替え同様の試

験を何度も行う．仮にマウスが成体群，高齢群のマウス

の尿のにおいを識別できたのであれば，マウスのにおい

は加齢変化するという証拠になる．逆にマウスがにおい

を正確に識別できない場合，マウスのにおいは加齢変化

しないと言うことになる．この実験を識別トレーニング

実験（training trial）とよぶ．

識別トレーニング実験が成立した段階で，訓練に用い

たサンプルとは別ロットの新しいサンプルを無報酬で与

え，識別の可否を確かめる識別の移行（generalization）

と呼ばれる実験を行う．この試験の目的は，訓練したマ

ウスが年齢とは関係ない偶然の手がかりを使って識別し

ている可能性を排除することであり，正確に識別するこ

とが確認できればマウスのにおいは確実に加齢変化する

と言える．

本実験では，Y字型迷路は表２に示した一連のパラダ

識別トレーニング実験 識別移行実験 各実験結果の解釈

実 験 成体群vs老齢群 識別実験とは別ロットの成体群vs老齢群（実験１～６）

１ 無処理尿 ８２％（n＝９６；p＜０．００１）＊ 無処理尿 ８０％（n＝１９；p＜０．０１） マウスの尿臭は加齢変化する．

２ 無処理尿 ８１％（n＝１１２；p＜０．００１） 老若どちらかを５倍希釈した尿 ９３％（n＝１５；p＜０．０１） 尿臭の質が変化している．

３ エーテル抽出尿 ９１％（n＝７３；p＜０．００１） エーテル抽出尿 ８４％（n＝２５；p＜０．００１） エーテル抽出尿中に老臭成分がある．

４ 尿分画１ ９１％（n＝１７３；p＜０．００１） 尿分画１ ８２％（n＝３３；p＜０．００１） 尿分画１のにおいは加齢変化する．＊＊

５ 尿分画２ ４６％（n＝１０６；n.s．） 尿分画２ n.t. 尿分画２のにおいは加齢変化しない．

６ 尿分画３ ７４％（n＝２４１；p＜０．００１） 尿分画３ ８８％（n＝３２；p＜０．００１） 尿分画３のにおいは加齢変化する．＊＊＊

７ 尿分画３ ７８％（n＝１８０；p＜０．００１） 尿分画３（成体群vs成体群＋Ph&I）８８％（n＝２４；p＜０．００１）PhとIは老臭の原因成分である．

８ 尿分画３ ８０％（n＝１３５；p＜０．００１） 尿分画３（成体群vs成体群＋B） ５０％（n＝１８；n.s．） Bは老臭には関係ない．
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図１：Y字型迷路の模式図
バイオセンサーとなるマウスは２３時間絶水の後に図の一番下のシャッ

ターの内側に待機させる．におい箱に老若のマウス尿サンプルを入れ，
左右両側腕よりにおいをマウスに伝える．３個所のシャッターを同時に
開くとマウスは図の下端部より左右両側腕方向へ進み，分かれ道のとこ
ろでにおいを嗅ぐ．特定のにおいの方へマウスが進めば水を報酬として
与え，においの識別実験を実施する．

表２：老若マウスの無処理尿、希釈尿、分画尿に対するにおいかぎマウスの正解率（％）

＊有意差検定はFisher’s Exact testにより，５匹のマウスのデータの総和に対して行った．＊＊分析実験の結果，尿分画１には老臭物質が存在しなかった．
しかし加齢に伴い減少するmethylbutyric acidsが含まれていた．＊＊＊分析実験の結果，加齢に伴い増加する２種類の化合物（Ph，およびI）が本分画に含
まれていた．n.t.，実施せず；識別トレーニングが成立しない場合は識別移行実験は行わなかった．n.s.，帰無仮説（＝５０％）に対して有意差なし；
Ph，２‐phenylacetamide；I, indole；B, benzoic acid．

３
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Indole
Formula C8H7N,MW 117.15,

2-Phenylacetamide
Formula C8H9NO, MW 135.0,

Phenol
Formula C6H6O, MW 94.0,

α-Cedrene
Formula C15H24,MW204.35

イムについて実施し，以下の結果を得た．すなわち，実

験１－２の結果より，マウス自身が加齢に伴う尿臭の質

的な変化を識別していることが証明された．そこで一連

の分析化学的手法を用いて老若のマウス尿中の老臭物質

の同定を試みた．マウス尿は限外濾過後，弱酸性の条件

で塩析し，エーテル抽出尿を作成した．このエーテル抽

出尿中にはMHCハプロタイプの違いにより変動するに

おい物質が含有されていることが知られている（Singer

et al., 1997 ; Willse et al., 2005 ; Kwak et al., 2008）．そこ

で，これらの分画中に老臭物質も含まれている可能性を

検証するためにY字型迷路実験を行った．すると老若の

エーテル抽出尿は識別可能であり，老臭物質がここに含

まれていることが示唆された（表２；実験３）．

そこで，老若の尿成分を水素炎イオン化検出器－ガス

クロマトグラフ（FID−GC）で分析するといくつかの揮

発性化合物が加齢に伴い変化した．これらの化合物をガ

スクロマトグラム－マススペクトロメトリー（GC−

MS）を用いて構造解析した結果，特にインドールとフ

ェニルアセトアミド（図２）は加齢に伴い最も顕著に増

加し，一方，メチル酪酸は加齢に伴い減少することが明

らかになった（表３）．続いて，マウスの尿を高速液体

クロマトグラフ（HPLC）で分画し，老臭成分を含む分

画をY字型迷路を用いて検索したところ，分画１と分画

３のにおいが加齢変化することがわかった（表２；実験

４－６）．分画３にはインドールとフェニルアセトアミ

ドが主に含まれていることがGC−MSの解析から明らか

となり（図３），インドールとフェニルアセトアミドが

老臭物質であるという仮説を支持する結果となった．一

方，分画１にはメチル酪酸が含まれており，においセン

サーマウスはこの物質の差をかぎ分けていたことが示唆

された．インドールとフェニルアセトアミドが老臭物質

であることを証明するために，これらの物質を成体マウ

ス尿分画に加えると，においセンサーマウスは老齢群の

マウスのにおいと同一の行動を示した（表２；実験

Kazumi OSADA et al.／Mammalian odour communications : attraction and individual recognition

図２：構造決定された老臭候補物質．構造式中の球は，水色＝炭素，白色＝水素，赤色＝酸素，紺色＝窒素，をそれぞれ表し
ている．Phenolとa−CedreneはHPLC分画Ⅰ，Ⅲには含まれず，その影響は限定的なものであると考えられる．

４
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Adult Aged
Peak

Number＊
Peak

Identity
Interquartile

range
Interquartile

range
Mann−Whitney P −level‡

Adult vs AgedMedian† Median
1 0.43 0.17−1.38 0.42 0.27−0.69
2 0.75 0.37−1.37 0.47 0.21−0.77 P=0.002
3 α−Cedrene 0.23 0.16−0.42 0.48 0.40−0.81 P=0.0004
4 0.43 0.10−1.32 0.40 0.11−1.71
5 0.68 0.40−2.61 0.74 0.54−1.47
6 Methyl Butyric acids 8.23 3.09−10.8 3.44 1.79−8.38 P=0.006
7 1.21 0.62−2.13 1.52 0.95−2.38
8 1.36 0.73−2.05 1.16 0.33−1.60
9 2.31 1.57−3.99 2.33 1.46−4.62
10 Dimethyl Sulfone 2.74 1.34−5.80 3.32 2.04−7.09
11 1.00 0.38−2.05 0.71 0.02−1.29
12 0.29 0.02−0.86 0.33 0.02−0.92
13 Phenol 0.63 0.54−0.86 0.86 0.64−1.19 P=0.0005
14 1.00 0.62−1.27 0.98 0.70−1.43
15 p−Cresol 1.78 0.60−2.94 1.93 0.97−5.06
16 3.29 2.66−4.62 3.14 2.41−4.31
17 0.34 0.01−0.66 0.40 0.02−0.76
18 0.40 0.15−3.38 0.42 0.20−1.10
19 4−Ethylphenol 0.85 0.73−1.71 0.73 0.64−1.29
20 0.96 0.18−1.81 1.16 0.10−1.93
21 0.99 0.73−1.62 1.18 0.80−2.14
22 1.60 0.61−14.2 1.16 0.64−17.6
23 2.86 1.90−3.85 2.68 2.10−4.82
24 Benzoic acid 13.4 6.42−16.4 13.1 7.99−15.4 P=0.0005
25 Indole 0.66 0.50−0.86 0.86 0.63−1.50 P=0.0004
26 1.79 0.99−2.43 2.77 1.55−4.89
27 2.91 2.01−4.97 2.68 0.92−3.73
28 0.80 0.43−1.34 0.58 0.32−1.07
29 Phenylacetic acid 24.7 15.9−41.5 29.0 17.4−41.0
30 1.65 0.68−1.91 1.49 0.80−1.96
31 4.32 1.71−7.89 1.79 0.93−3.73 P=0.00004
32 2.53 1.20−3.12 1.93 1.55−3.10
33 1.60 0.76−2.12 1.93 1.62−2.50
34 2−Phenylacetamide 1.70 0.77−2.29 2.79 1.83−3.40 P=0.00002
35 0.66 0.17−1.00 0.67 0.30−1.18
36 0.18 0.01−0.33 0.20 0.09−0.29
37 0.82 0.21−1.25 0.82 0.40−1.28
38 3.11 1.71−4.35 3.24 1.47−5.37

北海道医療大学歯学雑誌 ２９� 平成２２年

表３：老若マウス尿中からに出された３８種類の化合物に対するFID−GC分析ピーク高の比較．

†中央値は３８種類のピーク高の百分率で表し，老若各１５サンプルを分析した．
‡P−level に下線付きの化合物は加齢に伴い有意に増加し，下線のないものは有意に低下した．

図３：マウス尿HPLC分画IIIのGC−MSクロマトグラム．
リテンションタイム３５．５minおよび４２．５minにそれぞれピークが確認できる（一番上の図）．これらのピークはそれぞれインドール（分子イ
オンピーク１１７；３段目）２－フェニルアセトアミド（分子イオンピーク１３５；２段目）であることがGC−MSより確認された．フラクショ
ンI，IIではこれらの物質はほとんど確認できなかった．
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Z

７）．一方，化学分析の結果加齢に伴う変化が見られな

かった安息香酸を成体マウス尿に添加したもので汎化実

験を行うと，５０％の正解率であった（表２；実験８）．

以上の結果から，インドールとフェニルアセトアミドは

加齢に伴い雄のマウスの尿中に増加し，老臭成分の少な

くとも一部としてマウスに認識されていることが証明さ

れた．

インドールはマウスの体内では生合成されないが

（Kanehisa & Goto 2000），ある種の消化管内微生物では

トリプトファンをインドールに分解することが知られて

おり，これが体内に移動し，肝臓で代謝しきれなかった

ものが体液中に出てきたものと推測される（Marklova

1999 ; Gillam et al., 2000）．一方フェニルアセトアミド

は，やはりアミノ酸の一種であるフェニルアラニンが，

顆粒球などにあるペルオキシダーゼによって酸素化と脱

炭酸されることにより動物の体内で生成されると考えら

れている（Olsen & Little 1983 ; Putter & Becher 1983 ;

Mohacsi et al., 1996 ; Matsumoto et al., 1998 ; O’Keefe et

al., 1999 ; Kanehisa & Goto 2000）．このことはフェニル

アセトアミドの発生が免疫系の加齢変化や生体内の酸化

的ストレスの状態を反映するいわば生体の老化度を示す

におい物質であることが考えられ，今後の研究課題のひ

とつである．

冒頭で，多くの野生動物でより高齢の動物が異性を引

きつけるということが知られており，これは長生きした

動物ではより優秀な遺伝子を持つことを意味していると

述べた．しかしインドールやフェニルアセトアミドが異

性を引きつけるにおいの正体であると考えると矛盾が生

じる．すなわち免疫系などの生理機能がより低下した個

体が，異性を引きつけるということになると，それは有

害な遺伝子や形質が生態系に残存することを意味し，種

の繁栄にはむしろ有害と考えられるからである．実際の

ところ，IやPhを成体マウス尿中に添加しても雌マウス

を引きつける作用は確認されていない（未発表デー

タ）．

そこで我々は異性を引きつけるいわば「加齢フェロモ

ン」は別に存在すると仮定し，さらに研究を継続した

（Osada et al., 2008b）．PhやIはエーテル抽出酸性尿中に

見いだしたが，今回は以下の理由で化学分析の手法をヘ

ッドスペース固相マイクロ抽出法（HS−SPME）に変更

した（図４）（Osada 2006）．

密閉容器中ににおい源があるとき，その上部空間をヘ

ッドスペース（HS）という．この場合，ヘッドスペー

スはにおい源（体液，花，食物などいろいろなものが考

えられる）から発生した揮発性物質（ヘッドスペースガ

ス）が充満した空間であると言える．一方，嗅覚は遠隔

性化学感覚ともいわれ，におい源から発せられる揮発性

成分を嗅神経が捉えることにより検知される感覚であ

る．このように我々はにおいを嗅ぐ際ににおい源のヘッ

ドスペースガスを感じていると言っても過言ではない．

HS−SPME法ではまさにヘッドスペースガスから直接揮

発性成分を抽出し，GC−MSなどで分析する方法で，に

おい成分を簡便に高感度でしかもナチュラルな条件で分

析することが出来る．この方法を用いて老若の尿中成分

の分析を行った（図５）．抽出にはDVD/PDMS/Carboxen

を使用した．本ファイバーは生体中の微量揮発性成分や

フェロモンなどの検出によく用いられている（Osada

２００６）．本実験では尿サンプル１５０μLをスターラーバー

で撹拌し，３８℃で３０分間におい物質を抽出した．また揮

発性成分を気相中に移動させる目的でNaClを１５０mg添加

した．

化学分析はGC−MS（QP5000, Shimadzu）を用いて分

析した．カラムはキャピラリーカラム（Stabilwax：３０m

×０．３２mm×０．５mm）を使用した．主な分析ピークは，

NISTライブラリと文献値とのマススペクトルの比較に

よりその構造を推定し，そのうち入手可能な化合物につ

長田 和実 等／哺乳動物の嗅覚による個体識別と誘引効果について

図４：市販されているSPME装置の図．
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いては同条件で溶出時間が一致することを確認し，構造

を決定した．その結果，３，４‐dehydro−exo−brevicomin

（DB），２‐sec−butyl‐４，５‐dihydrothiazole（BT），２‐

isopropyl‐４，５‐dihydrothiazole（IT）などが加齢に伴い

有意に増加し，一方６‐hydroxy‐６‐methyl‐３‐heptanone

（HMH）は加齢に伴い低下した（表４，図６，７）．

これらの化合物は市販では入手できない．このような

場合は化学物質を合成しなければならず，理化学研究所

の森謙治，田代卓也両研究員の協力を得て上記揮発性物

質を合成した（Tashiro & Mori 1999 ; Tashiro et al. ,

2008）．これらの合成揮発性物質とマウス尿を用

い，１）雌マウスは成体雄マウスよりも老齢雄マウス尿

Adult Aged Friedman nonparametric
ANOVA

Adult vs Aged
Peak

Number
Peak

Identity
Interquartile

range
Interquartile

rangeMedian Median
1 trimethylamine a 0.83 0.16−4.14 0.48 0.07−1.97
2 methyl mercaptan a 0.07 0.05−0.50 0.10 0.07−0.41
3 acetone a 0.43 0.24−1.76 0.85 0.19−2.70
4 6H−6M−3H derivative a 47.5 39.1−52.2 37.9 32.4−41.8 p<0.001
6 6H−6M−3H derivative a 15.4 12.7−16.9 12.0 10.4−13.4 p<0.001
10 2, 4−dimethylcyclopentanone b 0.06 0.05−0.19 0.08 0.06−0.35
12 p−xylene a 0.12 0.05−0.72 0.17 0.06−0.52
13 6H−6M−3H derivative a 6.19 5.14−6.83 4.78 4.14−5.37 p<0.001
14 nitromethane a 0.19 0.09−0.59 0.10 0.07−0.30 p<0.01
16 2−heptanone a 0.16 0.05−0.45 0.09 0.07−0.16
18 2−penten−1−ol acetate b 0.15 0.09−0.35 0.10 0.06−0.20 p<0.05
20 5−hepten−2−one b 0.16 0.07−0.34 0.08 0.06−0.11
21 4−hepten−2−one b 0.55 0.26−1.24 0.31 0.23−0.56 p<0.05
23 4−methyl−6−hepten−3−one b 0.11 0.05−0.28 0.37 0.10−0.48 p<0.01
24 3−hepten−2−one a 0.44 0.08−0.55 0.34 0.12−0.53
26 6−methyl−5−hepten−3−one b 0.42 0.31−0.94 0.34 0.18−0.41
28 2−isopropyl−4, 5−dihydrothiazole a 0.32 0.21−0.47 0.59 0.44−0.67 p<0.001
29 3, 4−dehydro−exo−brevicomin a 6.05 3.57−8.94 10.4 7.68−14.0 p<0.001
30 2−sec−butyl−4, 5−dihydrothiazole a 11.0 9.20−13.1 20.7 18.4−24.7 p<0.001
32 benzaldehyde a 0.27 0.14−1.03 0.30 0.23−0.50
33 β−farnesene a 0.84 0.53−3.37 0.72 0.19−1.15
36 o−toluidine a 1.58 0.93−2.55 1.17 0.78−2.69
38 dimethyl sulfone a 0.21 0.07−0.64 0.22 0.06−0.61

The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 29� 2010

表４：百分率法により表された各分析ピークの面積の加齢に伴う変化．

ピーク番号は図６中での番号と対応している．ピーク番号２８－３０の３種類の化合物が加齢に伴い有意に上昇している（p＜
０．００１）．サンプル数は老若ともに１２例ずつ．a，標準物質を用いて溶出時間とマススペクトルの一致を確認．b，マススペクトルか
ら構造を推定．

図５：HS−SPMEによるにおい物質の抽出．
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Kazumi OSADA et al.／Mammalian odour communications : attraction and individual recognition

図６：HS−SPMEとFID−GCによる老若マウス尿中揮発性成分の分析．４－８ヶ月齢（A−C），１５－２０ヶ月齢（D−F）それぞれ典型的な
例を３枚ずつ示す．

図７：加齢に伴い有意に変化した雄マウス尿中の揮発性物質一覧．
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のにおいに対してより強い興味を持つのか，２）その

際，DB，BT，ITが雌マウスの行動に影響を与えている

かどうか，を明らかにするために以下のにおい嗜好実験

を行った．におい嗅ぎ実験のサンプルは老齢群，成体群

の尿である．におい行動実験は，ポリカーボネートケー

ジ（２７cm×１７cm）を逆さにしてオープンボトムの状態

とし，短辺の中央に高さ３cm，直径１cmの穴を開け，

におい引き込み口（ポート）を作成した．ケージの下に

はベンチシートを敷き，被験マウス一匹ごとに交換し

た．マウスを一匹ケージの中央に入れ３分間汎化させ

た．その間はにおいサンプルは一切提示しなかったが，

マウスはわずかながらポートに鼻を向け，におい嗅ぎ行

動をした．続いてにおい源として老若雄マウスの尿を左

右のポートから約１cm離して置き，雌マウスのにおい

嗅ぎ行動量を３分間測定した．また，限外濾過処理を行

った尿についても同様に測定した．実験者は，においサ

ンプルの提示をすべてブラインドで行った．また，尿提

示にもかかわらずにおいセンサーマウスの行動量が増加

しなかったマウス（におい嗅ぎ時間が１１秒に満たないも

の）はデータより除外した．

その結果，実験環境下の近交系においても雌マウスは

より高齢である雄マウスのにおいに強い興味を示すこと

が明らかになった（図８，実験１）．また，老齢マウス

尿と同様に，成体マウス尿にDB，BT，ITを添加した疑

似老齢マウス尿においても有意に長いにおい嗅ぎ行動を

行ったが，（図８，実験２）若齢群の尿中に多く含まれ

ていたHMHを老齢マウス尿に添加しても，誘引性も忌

避性も見られなかった（図８，実験３）．さらにDB，

BT，ITはマウス尿中のmajor urinary proteins（MUPs）と

結合して存在するため（Hurst et al., 2001 ; Sharrow et al.,

2002），限外濾過処理によりマウス尿中よりMUPsを除

北海道医療大学歯学雑誌 ２９� 平成２２年

図８：雌マウスの２種類のにおい刺激に対する誘引性の比較．平均のに
おい嗅ぎ時間±SEで表す．１）老齢雄マウス尿と成体雄マウス尿との嗅
ぎ時間の比較（n＝３１）．左は通常の尿，右は限外濾過処理で尿中タンパ
ク質を取り除いた尿．２）成体マウス尿と加齢フェロモン（DB，BT，
IT）を添加した尿（n＝２５）．３）老齢マウス尿と老齢マウス尿＋HMHの
比較（n＝２５）．統計処理はwilcoxon testを用いた．括弧内の％は全かぎ
時間に占める黒いバーで表した嗅ぎ時間の割合．

図９：老若マウス尿（n＝５）に対する限外濾過処理（MW１０．０００cutoff）の影響．
open barは成体群，filled barは老齢群を表す．IT，DB，BTはいずれも限外濾過処理によって顕著な減少を示し，老齢群，成体群間の有意差は消失し
た．一方，HMH（ピーク番号４）はきわめてわずかな影響しか受けない．両群間の統計処理は一元配置分散分析及びpost hoc test（HSD）を行った．
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去するとDB，BT，ITも同様に尿中から除去される（図

９）．結果として老齢マウス尿臭が持っていた強い誘引

性が消失した（図８，実験１）．これらの結果を総合す

ると，GC−MSで同定した３種類のフェロモンが加齢に

伴い増加し，雌マウスはそのシグナルにより，交配相手

の年齢をかぎ分けていることを示している．しかも，こ

れらの化合物の加齢に伴う増加については全く知られて

おらず，本報告によって初めて加齢に伴い増加する雌マ

ウスの誘引フェロモンの存在が確認された（Osada et

al., 2008a）．

DB，BTはアンドロジェン依存性のマウスフェロモン

として以前より知られており，雌マウスに対して思春期

早発作用や性周期の同一作用などが知られている

（Jemiolo et al., 1986）．また同種の雄には闘争を誘発す

るいわば警告フェロモンとしての作用を発揮するが，雌

に対しては誘引フェロモンとして作用する（Jemiolo et

al., 1985 ; Novotny et al., 1985）ことなどが知られてい

る．一方，ITはマウス尿中での存在は知られていたが

（Liebich et al., 1977），DB，BTに比較するとその量は少

なく，およそ１／１０程度である．しかし（Kwak et al.,

2005）の報告では，ITはマウス尿中で最も臭気の強い成

分の１つであり，信号化学物質としての機能を持つ可能

性は高い．このようにITはDB，BTとともに高齢雄マウ

スの雌に対する誘引フェロモンとして働いている可能性

がある．したがって本報告はITのフェロモンとしての関

与を示唆した初めての報告と言える．

一方，HMHはDB，BT同様テストステロン依存性のフ

ェロモンであり，雌に対する思春期早発作用が報告され

ている（Novotny et al., 1999a）．本実験ではHMHは他の

雄性フェロモンとは異なり，加齢に伴い有意に低下し

た．HMHはDB，BTとは異なり，尿タンパクにはほとん

ど結合しておらず，限外濾過してもほとんど濾液中に移

動した（図６）．このことは尿タンパクとの親和性の高

いフェロモン物質は加齢に伴い増加し，低いものは低下

するとも解釈できる．今後は加齢変化に伴う老臭物質増

加のメカニズムについても明らかにしてゆく必要があ

る．

第３章：思春期に伴い現れるラット雄性フェロ

モンについて

げっ歯類の尿は非常に豊富な化学情報物質が含まれて

いる．第２章では主にマウスの老臭物質および加齢フェ

ロモンについて述べたが，それ以外にもストレス，個体

識別，ウイルス感染などに伴うにおいの変化に関する行

動学的報告がなされている（Yamaguchi et al. , 1981 ;

Yamazaki et al. , 1994, 2002 ; Gutierrez − Garcia et al. ,

2007）．それに加え，マウスは性の違い，思春期の到来

に伴う性成熟，性経験の有無などの違いも尿中の揮発性

の化学シグナルによってかぎ分けることが出来る

（Jemiolo et al., 1985 ; Novotny et al., 1986 ; Yamazaki et

al., 1989 ; Beauchamp et al., 1994）．

すでに解説した「加齢フェロモン」は，雄マウスの思

春期に現れるいわゆる雄性フェロモンの一種である．マ

ウスの雄性フェロモンはDB，BT，HMHの他にもfarne-

sene（Harvey et al., 1989），Methylthio−methanethiol（Lin

et al., 2005）などが知られており，雌に対する誘引性を

発揮するのみならず（Jemiolo et al. , 1985 ; Lin et al. ,

2005），幼若雌に対しては黄体形成ホルモンの正のフィ

ードバックを呼び起こし思春期をもたらす（Vanden-

bergh 1967）．これらの現象はDB，BT，HMHなどの既

知の雄性フェロモンによって引き起こされると言う報告

がある（Novotny et al., 1999b）．一方，非発情期の雌に

対しては脳下垂体ホルモンの分泌低下を招き，負のフィ

ードバックが解除され，性周期が回復して発情を誘起し

たり（Whitten et al., 1968），受精して間もない雌でそれ

が起これば着床が妨げられ，雌マウスの妊娠が阻止され

る（Bruce 1960 ; Bruce & Parrott 1960）．しかしこれらの

現象を引き起こす尿フェロモンの正体は依然として不明

である．一方，雌の尿中にもフェロモン作用が知られて

おり，性周期の延長や思春期の遅延などを起こす（Van

Der Lee & Boot 1955, 1956）．この作用には２，５‐di-

methylpyrazineや２‐heptanone（Novotny et al., 1986）な

どのフェロモンが関与している．このようにマウスの尿

フェロモンとその生理作用は多岐にわたっているもの

の，これらマウスの尿フェロモンの多くは，思春期後，

性成熟とともに発生することが知られている（Brown

1985 ; Schaefer et al., 2010）．

ラットはマウスと同様に世界中の研究室で飼育され，

用いられている有用な実験動物であり，特に近交系ある

いはクローズドコロニーのラットは化学コミュニケーシ

ョンの根拠を明らかにするために広く使用されてきた

（Brown 1985）．ラットにおいても，雄と雌の識別や性

的に魅力のある雄と魅力のない雄の識別に尿のにおいが

使われることが知られている．たとえば，雌のラットは

雌の尿臭よりも雄の尿臭に強い興味を持つことがしられ

ており，また精巣を除去した雄の尿臭よりも正常な雄の

においを好む（Brown 1977 ; Lucas et al., 1982）．

それに加え，ラットはストレスレベルや個体の識別を

嗅覚のみで知ることも明らかになっている（Brown et

al., 1989 ; Kiyokawa et al., 2005 ; Kiyokawa et al., 2006 ;

長田 和実 等／哺乳動物の嗅覚による個体識別と誘引効果について１０
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Inagaki et al., 2008）．しかしながらマウスの研究に比較

すると，尿フェロモンの同定に関する研究はきわめて少

ない．およそ３０年前に無菌ラットと通常ラットでは揮発

性成分が異なっているという報告や（Holland et al. ,

1983），アロキサン処理による糖尿病の発症に伴い，イ

ンドールの濃度が高くなる（Rhodes et al., 1982）などの

分析化学的な報告はあるものの，雌を誘引する雄性フェ

ロモンの存在はおろか，ラット尿中の揮発性成分を分析

した実験さえほとんど知られていない．唯一近年に報告

されたZhangら（２００８）は，雄ラットの精巣除去処理に

より尿中の２‐heptanoneや４‐ethylphenolを有意に減少す

ることを報告している．しかし，これらの化合物を去勢

雄ラット尿に添加しても，雌を誘引する作用は正常雄ラ

ット尿に比較して低いままである．

そこで，著者らはラット尿中にはまだ未発見の誘因フ

ェロモンが存在し，それらは性成熟とともに発生するの

ではないかとする仮説の基に性成熟前後（５週齢及び８

週齢）の雄ラット（Donryu ; DN）の尿における揮発性

成分の分析を行なった．また雄ラットの尿中には性経験

によって誘発されるフェロモンが存在することを示唆す

る報告があることより（Yamaguchi et al., 2000 ; Kashi-

wayanagi 2005），同年齢（１１週齢と１４週齢）の成体雄ラ

ットの尿中揮発性成分を比較し，これらラット尿中のフ

ェロモンが性経験の影響を受けるかどうかについて検討

した（Osada et al., 2009）．

ラット尿中フェロモンの分析は第１章と同様にHS−

SPMEを用いて揮発性成分を抽出した．抽出条件もほぼ

同様であるが，マウス尿よりも微量な成分が多く含まれ

ており，抽出時間を６０分とした．分析はFID−GCによっ

て定量し，GC−MSで構造決定した．分析条件はマウス

尿の分析条件と同様に行った．雄ラット尿中成分のFID

−GC分析例と分析結果を表４および図１０に示す．ここに

示したとおり，DNラット雄の性成熟に伴い，４‐meth-

ylphenol（４‐MP），４‐ethylphenol（４‐EP）および２‐

heptanone（２‐HP）が有意に増加するが，他の多くの微

量な揮発性成分は性成熟前後でほとんど変化しなかっ

た．一方，これらの化合物は性経験の有無によっては差

が認められなかった（図１１）．以上の分析化学的結果よ

り，４‐MP，４‐EP，２‐HPはラット尿中に性成熟に伴

って現れる雄性フェロモンの可能性が示唆された．

The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 29� 2010

図１０：HS−SPME法による（A）若齢群；５週齢及び（B）成体群；８週齢のDonryuラット♂の尿サンプルの分析例．図中にマークした３２のピークにつ
いて両群で比較した．多くの微細なピークを示すために左図の点線の部分の拡大図を右側に示した．ピーク＃８，２９，３０は性成熟に伴い劇的に増加す
るが，他の微細なピークはほとんど変化しない．
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これまでの研究で，雌ラットは雄ラットのにおいによ

り強い興味を持つという報告があるものの（Brown

1977），思春期前後の雄ラットの尿臭の雌ラットに対す

る誘引性について比較している報告はない．そこで，思

春期前後で雄ラット尿臭に誘引性の差があるか，それは

性成熟に伴って増加した３種類の物質が誘引の原因であ

るかを確認するために，以下のようなにおい嗜好実験を

行った．

雌DNラット（５－６ヶ月齢，性経験あり）４８匹を用

いた．ラットは２匹ずつ金網ケージで飼育した．におい

嗜好実験は４５cm×３５cmの長方形のポリカーボネートの

箱をベンチコートの上で反転させてボトムレスの状態で

置き，長方形の短辺側の中央に直径５cmの金属製の筒

を置き，上面はワイヤーメッシュを張った．ワイヤーメ

ッシュの下には０．５mlのラット尿を入れたペトリ皿を置

き，におい源とした（図１２）．１匹の雌ラットを入れた

ポリカーボネートの箱に，におい源を入れない状態で金

属の筒を入れ，３分間汎化させたあと，各種におい源を

金属の筒に入れ，それぞれのにおい嗅ぎ時間を測定し，

におい源の誘引性を測定した．におい行動に対する学習

の成立を排除するために，雌ラットは１回のみの使用と

し，以下の要領で実験を行った．

実験１：雄DNラットの尿臭は性成熟に伴い誘引性が

高まるか否かを明らかにするために，５週齢と８週齢の

DN雄ラットの尿をにおい源として提示した．におい源

としてのラット尿はそれぞれ１０匹ずつの雄DNラット尿

を合わせてにおいサンプルとした．雌DNラットの８週

齢ラット尿に対する相対的嗅ぎ時間は，８週齢雄ラット

尿嗅ぎ時間より５週齢雄ラット尿嗅ぎ時間を減ずること

により算出した（図１２）（n＝１６）．なお，５週齢雄ラット

尿を２つ提示しても嗅ぎ時間がほとんど同一であること

も確認した（n＝６）．

実験２：性成熟後の雄ラットで見られる誘引性のメカ

ニズムを明らかにするために，まず５週齢雄ラット尿を

２つ提示しても（１つは上記化合物の溶媒であるヘキサ

ンのみ添加）嗅ぎ時間がほとんど同一であることも確認

した（n＝６）．次に，５週齢の雄ラット尿に２‐HP，４

‐EPおよび４‐MPのすべてあるいはいずれかを添加し，

それぞれの化合物添加尿の相対的嗅ぎ時間を算出し，実

験１と同様に比較した（n＝１０）．各化合物の添加量は８

週齢雄ラット尿中の含有量より算出し，２‐HP，４‐EP

はそれぞれ１０ppm，４‐MPは４０ppmをヘキサン溶液とし

て添加した．

結果を図１３に示す．実験１では，８週齢雄ラット尿の

相対的におい嗅ぎ時間はおよそ１１．２秒で，５週齢ラット

尿の相対的嗅ぎ時間（０．７秒）と比較して有意に高かっ

た（図１３a）．この誘引性は雌の性周期の違いによる影響

はほとんど見られなかった．一方，実験２では２‐

HP，４‐EPおよび４‐MPすべてを添加した５週齢ラット

尿で，８週齢ラット尿とほぼ同様の有意に高い相対的に

おい嗅ぎ時間を示した（図１３B：およそ９．８秒，ヘキサ

ンのみ添加群ではおよそ０．５秒）．２‐HP，４‐EP添加

群，４‐MP添加群ではいずれも嗅ぎ時間が増加する傾向

があるものの，ヘキサンのみ添加群との間に有意差はな

かった．

このように本研究は，雄ラット尿臭は性成熟に伴い変

化し，雌ラットを引きつける作用があり，その誘引作用

の少なくとも一部は揮発性物質によるものであることを

証明した（図１３a）．また化学分析の結果，性成熟に伴い

２‐HP，４‐EPおよび４‐MPが，DN雄ラット尿中に増加

することが確認できた（表５，図１０）．さらに２‐

HP，４‐EPおよび４‐MPを未成熟雄ラット尿に添加する

と，成熟ラット尿とほぼ同等の誘引性を発揮することも

Kazumi OSADA et al.／Mammalian odour communications : attraction and individual recognition

図１１：Donryu雄ラット尿中の２‐HP（A, D），４‐MP（B, E），４‐EP
（C, F）濃度の性成熟に伴う変化．尿サンプルは５，８，１１，１４週齢の
各時点で採取した（各群ともn＝１２）．縦軸は各化合物ピーク面積を内部
標準物質のピーク面積で除して表した．１１週と１４週では群を６匹ずつ性
経験群（９週齢時；filled bar）および非経験群（open bar）で表した．
統計処理はwilcoxon test（＊P＜０．０１）あるいはMann−Whitney U −testを
用いた．
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Peak
Number

Peak
Identity

† 5 W Urine Interquartile 8 W Urine Interquartile Mann−Whitney p value
5W vs 8W ‡R.T. Median Range Median Range

1 Acetone 1.8 878 525 − 1870 354 72 − 748 p<0.001
2 Butanone 2.5 608 286 − 1755 174 97 − 794 p<0.01
3 6H6M3H (lactole) 3.0 23 11 − 180 107 10 − 285
4 Pentanone 3.7 614 368 − 1976 710 421 − 1911
5 2−Hexanone 6.4 29 10 − 89 32 27 − 82
6 4−Heptanone 7.5 12 10 − 21 21 10 − 66
7 2−Ethyl−2−pentenal＊ 7.7 55 10 − 93 62 37 − 87 p<0.0001
8 2−Heptanone 8.8 450 303 − 938 1819 1404 − 4946
9 5−hepten−2−one＊ 10.3 41 18 − 142 55 24 − 133
10 Octanal 11.1 81 10 − 146 36 13 − 80 p<0.001
11 3−hepten−2−one 11.8 24 16 − 69 80 49 − 261
12 Nonanal 12.6 51 21 − 176 30 17 − 127
13 5−Methyl−2−hexenal＊ 13.6 34 11 − 57 33 10 − 50
14 Acetic 13.7 73 26 − 173 116 77 − 264
15 2−Ethyl−hexanol 14.3 87 46 − 151 23 10 − 165
16 Decanal 14.4 53 38 − 253 41 23 − 56
17 Benzaldehyde 14.8 48 20 − 82 74 39 − 144
18 Butanol 16.1 97 46 − 203 69 20 − 90
19 Acetophenone 16.5 29 15 − 69 36 18 − 60
20 Methyl−butyric 16.6 84 51 − 230 82 72 − 150
21 Benzyl methyl ketone 17.5 32 10 − 128 33 11 − 85
22 Hexanol 17.6 197 140 − 380 81 10 − 149 p<0.01
23 Capronic 18.7 74 12 − 297 51 35 − 161
24 2−Methoxy−phenol 19.0 77 59 − 241 86 53 − 162
25 Dimethyl sulfone 19.6 37 27 − 72 24 11 − 83
26 2−Methyl−hexanoic 19.9 82 15 − 263 71 21 − 363
27 Heptanoic 20.1 31 10 − 66 36 22 − 147
28 Phenol 20.5 194 83 − 475 327 158 − 1154
29 4−Methylphenol 21.4 16049 4204 − 38078 96983 48210 − 145260 p<0.0001
30 4−Ethylphenol 22.4 2117 780 − 4108 9732 4730 − 20336 p<0.0001
31 2, 6−di−tert−Butyl−phenol＊ 24.3 36 19 − 68 17 10 − 27
32 Indole 25.0 61 29 − 628 122 69 − 277

北海道医療大学歯学雑誌 ２９� 平成２２年

表５：雄ラット尿中揮発性物質の生体群と高齢群での比較

†両群とも１０サンプルずつ分析した． ‡上向き矢印は加齢に伴い増加，下向きは減少．
多くの化合物はGC−MSによる解列様式と溶出時間を標準物質と比較し，構造決定した．解列様式から構造を推定したのみの化合物には＊をつけ
た．

図１２：匂い嗜好テストの手順
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示した（図１３b）．これらの結果は２‐HP，４‐EPおよび

４‐MPがラットの雄性フェロモンの本体であることを強

く示唆しており，我々の知る限り，これはラットの性成

熟に伴い雄性の誘引フェロモンの発生を明らかにし，そ

の主たる成分を同定した初めての報告である（Osada et

al., 2009）．

以前のいくつかの報告によれば，４‐MPと４‐EPはマ

ウス尿中にも見られる（Singer et al., 1997 ; Osada et al.,

2003）．また２‐HPは雌マウスの尿フェロモンとして知

られており，性周期の延長や思春期の遅延などを起こす

（Novotny et al., 1986 ; Jemiolo et al., 1989）．しかしなが

ら，これら３種類の揮発性化合物が雌の誘引性を発揮す

るという報告はマウスを含むいかなる哺乳動物において

も報告がない．したがってこれら３種類の揮発性化合物

はラットの雄に特有のフェロモンであると考えられる．

我々の報告に先行し，Zhangら（２００８）はSDラットに

おいて２‐HP，４‐EP，squareneなどが精巣除去によって

有意に減少することを報告している．我々の報告は

（Osada et al., 2009）これを部分的に支持するものである

が，Zhangら（２００８）のにおい嗜好実験の結果では我々

の報告と違い充分なフェロモン作用が観察されていな

い．彼らが４‐MPを見落とした理由は定かではないが，

SDラットでは４‐MPの含有量がDNラットよりも低い

（Zhang et al., 2008 ; Osada et al., 2009）ことが関係して

いるのかもしれない．

以前の報告では，ラットの尿中には性経験によって現

れる未知の物質があり，性経験雄ラット尿を雌ラットに

スプレーすると雌は一様にとろんと脱力した表情を見

せ，副嗅球にc−fos陽性細胞が数多く観察されるという

（Kashiwayanagi 2005）．また限外濾過処理により分子量

５００以上の分子と５００以下の分子に分けるといずれも単独

ではc−fos陽性細胞が増加せず，高分子物質と低分子物

質の両方が必要であることがわかっている（Yamaguchi

et al., 2000 ; Kashiwayanagi 2005）．我々が見出した３種

類の雄性フェロモン，即ち２‐HP，４‐MP，４‐EPはい

ずれも性経験によっては変動しなかった（図１１）．また

これらの物質を性成熟前の雄ラット尿に加えても副嗅球

でのc−fos陽性細胞は増加しなかった（未発表データ）．

これらの結果より，２‐HP，４‐EP，は副嗅球に作用す

る証拠はなく，主に主嗅覚系に作用するフェロモンであ

ると考えられる．ただ，性経験のある雄ラット尿の高分

子成分の正体が依然謎に包まれており，これら性経験に

よって現れる高分子のフェロモン成分と今回見出された

３種類の揮発性フェロモンの共存により雌ラットの副嗅

球が活性化される可能性は否定できない．今後，さらな

る検討が必要であろう．

第４章：MHCの突然変異によるにおい型の変化

とその揮発性のシグナル物質について

MHC（主要組織適合性抗原複合体）は細胞表面に広

く存在し，免疫学的アイデンティティを規定していると

同時に個人特有の体臭を賦与する遺伝子であり，生殖行

長田 和実 等／哺乳動物の嗅覚による個体識別と誘引効果について

図１３：雌ラットにおける匂い嗜好実験の結果．a；Mann−Whitney U−test（＊P＜０．０１）b；Kruskal−Wallis test with a post hoc test（Steel−Dwass）異なっ
た文字間で有意差あり（P＜０．０５）．
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動（ヒトの場合は配偶者選択）に影響を与えている

（Yamazaki et al., 1976, 1979, 1983, 1988 ; Wedekind et al.,

1995 ; Ober et al., 1997 ; Jacob et al., 2002 ; Chaix et al.,

2008）．MHCとくにclass１の体臭に対する影響力は強

く，近交系のコンジェニックマウスではもちろんのこ

と，近交系のマウスを４種類掛け合わせ，MHC class I

以外の遺伝的バックグラウンドをほぼ完全のランダムに

してもMHC class Iに基づくにおい型の違いは容易に識

別される（Yamazaki et al., 1994）．またMHC class Iはゲ

ノム全体の０．２％に過ぎないが，におい型の５０％を占め

ている（Beauchamp et al., 1990）．

一方MHCは多型であると同時に突然変異も多い．マ

ウスのMHC class IではH‐２Kb遺伝子が特に変異が多い

ことが知られている．H‐２Kbm１（以下bm１）は野生

型のH‐２Kb（以下b）の突然変異で，C５７BL／６H‐２b

（以下B６H‐２b）マウスとBalb/cH‐２dマウスのF１より

発生したものである．このようなF１マウスはB６H‐２b

と戻し交配を連続的に行うことによりB６H‐２bm１マ

ウスが作成できる（Klein 1978）．このマウスはMHCが

変異している以外は通常のB６マウスと遺伝的に同じで

ある．H‐２Kbは３５６個のアミノ酸より構成されるが，

bm１はエピトープを挟み込むgrooveと呼ばれる構造の

うちαへリックス部分のアミノ酸が３ヶ所変異している

（E１５２→A，R１５５→Y，L１５６→Y：E＝グルタミン酸，A

＝アラニン，R＝アルギニン，Y＝チロシン，L＝ロイシ

ンをそれぞれ表す）．bm１以外にもbm３，bm５，bm

７，bm８，bm１０などがあり，いずれも１‐３個のアミ

ノ酸変異が知られている（Yamazaki et al., 1991）．

このようにb遺伝子の変異体にはわずか数個のアミノ

酸のみが異なっているものが多いが，MHCが体臭に対

して与える影響を考えると，このような微細な変化でも

においが変化することが予想される．この仮説を証明す

るために，山崎らはB６H‐２bm１とB６H‐２bのマウス

を用いてY字型迷路によるにおい識別実験を行った

（Yamazaki et al., 1983）．Y字型迷路法についてはすでに

第２章で詳しく述べているのでここでは簡単に触れるだ

けにとどめる．すなわちY字型迷路の左右両側腕の先端

より，B６H‐２bm１とB６H‐２bの尿あるいは尿画分な

どのにおいを流入させ，どちらか一方のにおいをマウス

が選ぶようにマウスに対して識別実験と汎化実験を行な

ったのである．

最初に，共同研究者のI.K.Egorovが所有していたB６H

‐２bおよびB６H‐２bm１の尿を用いて識別実験を行っ

た．その結果，識別トレーニングは容易に成立し（p＜

０．０００１），識別移行実験（p＜０．００１）も成立した．この

結果はB６H‐２bのわずかな変異で体臭が変化すること

を実験的に証明した最初のものである．

さらにより深く検証するために，別の供給先より得た

B６H‐２bとB６H‐２bm１を用いて汎化実験を行ったと

ころ，識別可能であることがわかった（P＜０．００１）．た

とえ同じ近交系マウスであったとしても別々の環境で飼

育された場合，両群に予期しない遺伝的変異がわずかで

はあるが一定の割合で起きることが予測される（Russell

& Russell 1996）．しかしこの結果から２群の別コロニー

同士でもにおいの識別にはなんら影響を与えていないこ

とを証明しており，MHCのにおいを賦与する能力に比

較すれば無視できる程度のものであることを示してい

る．

バックグラウンドの遺伝子変異の影響を完全に排除

し，純然とbとbm１のみの違いを比較するためにはF２

マウスでの比較が有効である．B６H‐２bとB６H‐２bm

１を交配させ，F２マウスを作成し，近交系のB６H‐２b

とB６H‐２bm１でトレーニングが成立しているマウス

に識別の移行を試みたところ，識別可能であることが証

明された（p＜０．００１）．このようにb遺伝子のわずかな突

然変異のみが起因となって体臭が変化することは２０年も

前に明らかになっている．

その後の研究で，B６H‐２bのにおいはbm１のみなら

ず，bm８，bm５，bm７など他の変異マウスとの間でも

識別できることも明らかになった（Yamazaki et al. ,

1991）．ところが一方，変異体同士では識別できない，

つまりにおいの違いがはっきりしないという一見不思議

な現象も見出された（Yamazaki et al., 1990）．突然変異

によりにおいが変化したのであれば，変異体同士もそれ

ぞれ違ったにおいを発しそうなものである．しかし現実

にはそうではなく，むしろB６H‐２bが特徴的なにおい

を発しており，各変異体はB６H‐２bとは異なっている

ものの，お互いは似たり寄ったりのにおいを放っている

らしい．

H‐２bはその突然変異によって，体臭だけではなく提

示するペプチドの特性も変化する．アルバートアインシ

ュタイン大のvan Bleek & Nathenson（１９９１）は，bとbm

１，bm８がそれぞれ提示するペプチドのアミノ酸配列

を解析した．疎水アミノ酸の一種であるチロシンは，

MHCのgrooveにおけるアンカー領域と結合しやすいア

ミノ酸の一種であることが知られているが，bのgroove

に結合していた複数のペプチドは（本研究では１０種

類），チロシンがカルボキシル基側から数えて３，５，

７，８番目の４ヶ所のいずれかに含まれていた．一方

bm１とbm８ではペプチド内にチロシンが挿入されてい
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る箇所はともに３ヶ所と，bに比べて一ヶ所減ってい

た．さらにbm１，bm８では８番目にチロシンが挿入さ

れているペプチドがまったく見られず，一方でbでは見

られなかった６番目の位置にチロシンが挿入されている

ペプチドが見られた．このように，bm１，bm８などの

突然変異体における結合ペプチドの変化には共通性があ

る．

このようなペプチドの特性の違いはMHCとペプチド

の結合力や，抗原提示能そのものにも影響を与えること

が考えられる．Rudolphら（２００１）はこれらb，bm１，

bm８の立体構造や免疫学的性質を詳細に解析した．そ

れによると，MHCペプチド複合体の３７℃における熱安

定性はbに比べると突然変異体では数分の一から十数分

の一に劇的に低下する．しかもキラーT細胞のセンダイ

ウイルスや卵白アルブミンに対する抗原認識能は著しく

低下し，bm１ではほとんど認識しなくなる．またbm８

もセンダイウイルスに関しては幾分反応するもののその

活性は低く，卵白アルブミンでは認識しない．この結果

はb遺伝子の免疫学的機能は突然変異によって一様に機

能低下することを意味している．

bm８はgrooveの底にあたるβ－シート構造中のアミノ

酸が４ヶ所変異してbm１とは構造的にはずいぶん違う

が，Rudolphによればbm１は１５２番目のグルタミン酸と

１５５番目のアルギニンが突然変異で失われ，それらが形

成していたイオン結合がなくなったために熱安定性の劇

的な低下に結びついたという．一方，bm８については

２３番目のメチオニンがイソロイシンに変わったため隣接

するβ－２ミクログロブリンとの分子間引力に変化が生

じた結果，やはり熱安定性が低下したと述べている．

野生型のb遺伝子はマウスの長い進化の過程で自然選

択されたものであり，十分な免疫学的機能を持つものと

考えられる．一方，bm１，bm８などの突然変異を起こ

した遺伝子は，変異した場所にかかわらず，MHCの機

能に何らかの障害が生じる可能性が高い．その結果，

bm１，bm８ともに喪失を共通点とする類似した機能変

化が起きている．それゆえMHCの体臭を賦与する機能

も突然変異に伴い同様の変化を受けたとも解釈できる．

しかし，この解釈には異論もある．Carrollら（２００２）

は一貫してhabituation−dishabituation法（Brown 1988）を

用いてMHCのにおいの識別を試みている．マウスにあ

るにおいを提示すると，そのにおいに興味を持ち，にお

いかぎ行動を起こすが，同じにおいのする別サンプルを

繰り返し提示すると，動物はにおいに対する興味を徐々

に失い，においかぎ行動は急激に少なくなる．その後，

違う種類のにおいのするサンプルを与えると，再びサン

プルに興味を持ち，においかぎ行動が５－１０秒ほど増加

する（Brown et al., 1987 ; Schellinck et al., 1992 ; Penn &

Potts 1998）．この増加の有無を見て動物がにおいを識別

しているか否かを判断する方法である．

彼らの主な異論は，bとbm１とのにおいは近交系同士

では識別されるもののF２では識別不能であるとしてい

る点である．加えて今までは識別が難しいとされていた

突然変異同士（bm１とbm３を使用している）は一転し

て識別できるという．

彼らはhabituation−dishabituation法はY迷路のような学

習による識別法と違い，「非学習的」な方法と称し，よ

り自然に近い信憑性の高い方法であると論じている．し

かしこの方法は無報酬で，繰り返しにおいを暴露するタ

イプの訓練を起想させる．実際，Habituation（慣れによ

る反応性の低下）はもっとも単純で一般的な形での学習

そのものである（Beauchamp & Yamazaki 2003）．したが

ってCarroll等が強調する「非学習的方法」としてのメリ

ットは疑問である．

もう一つの疑問は，彼らの示したデータの内容であ

る．彼らは新たに提示したサンプルに対する嗅ぎ行動の

時間と嗅いだ回数で比較しているが，１２０秒間観察してい

ずれも１秒以下，すなわちにおい嗅ぎ時間は１００ミリ秒

単位の差で結論をだしている．嗅いだ回数も１回前後の

違いしかなく，いずれにせよこのようなわずかな差では

artifactなどの影響を排除することは難しい．

MHC以外の自然発生的な突然変異がにおいに限らず

生理機能に影響を与える可能性は十分にあり，興味深い

現象である．しかし近交系，F２のいずれにおいてもb

とbm１のにおいが異なることは２０年前にすでに証明済

みであり，それを覆すには本データは脆弱な印象をぬぐ

えない．

これらの疑問をすっきり明らかにするために，以前に

われわれは，H‐２遺伝子の変異がマウスの尿臭にもた

らす影響について１）Y字型迷路法による行動学的研究

に加え，２）FID−GCによる尿中化学成分の分析，およ

び３）雌マウス嗅球に対するc−fos発現パターンを現し

たodor mapの解析，により詳細な検討を行った（Schae-

fer et al., 2002）．

におい源は尿を用い，H‐２K遺伝子だけが異なる４種

類のマウスB６H‐２b，B６H‐２bm１，B６H‐２bm８，

およびH‐２bの突然変異ではなくてハプロタイプ全体が

異なるB６H‐２Kk［H‐２K遺伝子の種類がbではなくk

（スモールk）という意味．以下B６H‐２k］，の４種類の

マウスの尿について，解析を行った．個々のにおいの違

いは１－２種類の特定の化合物の絶対量により決まるの

Kazumi OSADA et al.／Mammalian odour communications : attraction and individual recognition１６
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ではなく，むしろ複数の揮発性物質の相対比により決ま

ることが予測される（Singer et al., 1997 ; Willse et al.,

2005 ; Kwak et al., 2008, 2009, 2010）．そこで，MHC遺伝

子の違いが尿中の化学組成を変化させるかを確かめるた

めに，それぞれの尿サンプルをFID−GCによって分析し

た．マウス尿は限外濾過後，弱酸性の条件で塩析し，エ

ーテル抽出尿を作成した．このエーテル抽出尿中には

MHCハプロタイプの違いにより変動するにおい物質が

含有されておりことが知られている（Singer et al. ,

1997）．測定したガスクロマトグラム中の４１種類の揮発

性物質の相対比がH‐２遺伝子の違いを反映するか否か

を検討した（図１４）．

分析データは二種類のパターン分析，主成分分析およ

びクラスター解析により，MHCのハプロタイプがそっ

くり違うH‐２bとH‐２kが完全に独立したパターンを示

した．それは以前の行動学的研究（Yamazaki et al. ,

1976, 1979 ; Yamaguchi et al., 1981），および嗅球の機能

マッピングのデータ（Schaefer et al., 2001）と一致する

ことをまず確認した．それに加え，MHCの単一の遺伝

子にわずかな変異があるだけの突然変異マウス，すなわ

ちB６H‐２bm１とB６H‐２bm８は，遺伝的関連性や行

動学的データにより予想されるようにB６H‐２kよりも

B６H‐２bにより近い位置にあった．一方，B６H‐２bm

１とB６H‐２bm８は，B６H‐２k やB６H‐２bとは独立

したグループを形成したが，B６H‐２bm１とB６H‐２

bm８同士は独立したグループには分離しなかった．こ

れらの結果は，マウスの尿中の揮発性物質の組成は１９８３

年以来，Y字型迷路法を用いて示してきた行動学的デー

タと相関した（表６）．

一方，odor map解析のデータは図１５に示す．B６H‐２

北海道医療大学歯学雑誌 ２９� 平成２２年

図１４：４種類の異なったMHC（H‐２b（赤），H‐２k（黒），H‐２bm１（緑），H‐２bm８（青））
を持つB６マウスの尿中化学物質組成のパターン認識．ガスクロマトグラフィーのピーク（n＝
４１）を元に主成分分析（上図）およびクラスター分析（下図）を行った．いずれの場合もH‐２
bm１，H‐２bm８はH‐２b H‐２kとは独立したクラスターを形成しているがB６H‐２bm１，B６
H‐２bm８同士は区別がつかない．
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kとB６H‐２bはハプロタイプがまったく違うため，これ

らのマウスの体臭を嗅がせたときのマウス嗅球横断面の

c−fos発現のパターンは，B６H‐２bとB６H‐２kで大きく

異なることが予想される．図１４は嗅球表面のc−fos発現

強度を図１４のAの様に背側部より展開し，２次元パター

ンとして比較した図である．これによれば，H‐２kのに

おいに強く反応する部位が嗅球の前方腹側面に，一方H

‐２bのにおいによって強いc−fosが発現する領域は後部

腹内側面にそれぞれみられることがわかる（図１５Bおよ

びE）．一方，B６H‐２bm１，B６H‐２bm８，の尿臭の

刺激を受けたマウス嗅球では，嗅球の前方腹側面にはB

６H‐２kに見られるようなc−fos発現がほとんど見られ

ず，後部腹内側面でのc−fos発現が弱いながらも見られ

たことより，どちらかと言えばB６H‐２bのパターンに

似ていることがわかる（図１５CおよびD）．しかし，B６

H‐２bの場合に比べてもc−fosの発現は全般的に弱めであ

り，また細かいパターンの違いも見られる．これらの結

果は嗅球横断面の後部腹内側面に位置する糸球体の興奮

は，H‐２b特有にみられる特徴であり，MHCのわずかな

突然変異が原因となってH‐２b独特のにおいの少なくと

も一部を失うことを意味している．

表６はY字型迷路での学習成立までに要したトレーニ

ング施行回数，尿中化学物質組成のクラスター分析，そ

れとマウス嗅球横断面のc−fos発現パターンの非類同性

指数（全く同一な例では数値は０となり類似性がないと

きは１となる）の相関関係を示したものであるが，化学

物質組成の差が小さくなれば嗅球のc−fosパターンの非

類同性指数も低下し，一方，マウスのトレーニング回数

は増加するという関係が明らかとなった．

このようにH‐２b遺伝子の突然変異体はH‐２kやH‐２

bとは独立したにおいを発しているが，H‐２b遺伝子に

特有のにおいの一部を失い，その結果，変異体同士のに

おいの区別は難しいことが改めて証明された．今後，突

然変異に伴い変化した化学物質の構造決定などを進めて

行く予定である．

第５章：食物摂取によるマウス尿臭の変化につ

いて

動物の尿中には様々な揮発性物質が含まれており，特

にげっ歯類などの嗅覚の発達した動物では，尿は重要な

においの情報源となっている．たとえば，マウス尿臭の

個体差は，遺伝子の多様な違い（Yamazaki et al., 1994 ;

Isles et al., 2001），性差，性周期の違い（Novotny et al.,

1985, 1986 ; Swaney et al., 2007 ; Ramm et al., 2008），親

子などの近親者の識別（Yamazaki et al., 2000 ; Broad et

H−2b vs H−2k H−2b vs H−2bm8 H−2b vs H−2bm1 H−2bm1 vsH−2bm8 H−2b vs H−2b

尿臭識別トレーニングの施行回数 150 250 400 ** **

尿成分クラスター解析におけるグループ間距離 63.0 50.0 48.5 N.D.a N.D.

嗅球c-fos発現パターンの非類同性指数b 0.3191 0.2885 0.1725 0.1638 0.1116

長田 和実 等／哺乳動物の嗅覚による個体識別と誘引効果について

表６：Y迷路によるトレーニング成立までに必要とした施行回数，尿中化学物質のクラスター解析によるグループ間
距離および，嗅球のc−fos発現パターン非類同性指数の比較

＊＊＝施行回数＞＞５００回
a：N.D.は独立したグループを形成しなかったことを意味する（図２）．
b：嗅球横断面上のc−fos発現パターンの相違を現す指数で，全く同一な例では数値は０となり類似性がないときは１となる．この変数が
０．１７を下回るとにおいの識別は難しくなることを意味している．

図１５：B６H‐２b，H‐２bm８，H‐２bm１，H‐２kの雄の尿による雌の
主嗅覚器の糸球におけるc−fos発現パターンの比較図．各群６－８匹の
マウス嗅球サンプルより比較した．図Bの右側のbarは活性化した糸球の
密度を表す．
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al., 2006），ウイルス感染（Yamazaki et al., 2002），さら

に年齢の違い（Kokko & Lindstrom 1996 ; Ferkin 1999 ;

Osada et al., 2003, 2008b ; Muller et al., 2006）などにより

変化し，交配行動などに強い影響を与える．これらの体

臭の違いは，動物の行動に多大な影響を与えることが知

られており，化学コミュニケーションの秩序の点から見

て少なくとも一定期間は不変であると考えられる．

一方，食事の変化による体臭の変動についても多くの

報告があり，短期間の変化であるものの，上記の安定し

た体臭の変化に匹敵する強さを発揮することがある

（Brown et al., 1996）．Beauchamp（１９７６）は雄のモルモ

ットの尿中に異性を引きつける誘引作用があることを確

かめ，この誘引作用は餌の変化の後２２時間以内に影響を

受けることを見出した．Ferkin（１９９９）は野生のカヤネ

ズミを用い，高タンパク食を食べた動物のにおいは通常

食の動物のにおいよりも異性を引きつける作用があるこ

とを報告している．また，Kwakら（２００８）は，食物の

変化によるにおいの違いは，MHCのハプロタイプの違

うマウス同士のにおいの違いよりも大きい事を行動学

的，あるいは分析化学的に証明した．彼らの化学分析の

結果では，食物の違いがもたらすにおいの変化は，食物

中のにおい物質の付与によるものではなく，尿中の揮発

性化合物全体の配合比率の有意な変化により，結果とし

てにおいが変化すると報告している．一方，我々はヨモ

ギなどの生薬成分を経口摂取すると，インドールやフェ

ニルアセトアミドの老臭物質が減少することを見出し

た．しかしヨモギ中の芳香物質が尿中に移行し，体臭を

変化させた証拠は見出せなかった（Osada et al., 2008

a)．このように過去の研究結果は，食物を換えることに

より，体液中の内因性物質の配合比や一部の内因性物質

量の変化に関する報告はあるものの，食品中の特定のに

おい成分がマウスの体液に移行し体臭を変化させるとい

う証拠はほとんど得られていない．

香辛料には，肉や魚の不快な分解臭をマスキングする

効果がある．このことは経験的に立証されており，数百

年以上前から普遍的に使用されているものも多い．そこ

で筆者らは，香辛料の一種である山椒に多く含まれるシ

トロネラルという芳香物質に着目し，シトロネラルをマ

ウスに経口摂取させ，１）シトロネラルはマウス尿中に

移行するか，２）移行したシトロネラルはマウス尿臭を

変化させるか，３）それによってマウスの年齢による尿

臭の違いをマスクすることが出来るか，などの点につい

て明らかにすることを目的として実験を行った．

実験動物は，Y字型迷路実験用のにおいセンサーマウ

ス（♂：n＝５），におい提供動物（成体群，４－５ヶ月

齢：老齢群，１７－１９ヶ月齢；いずれも♂）としてC５７BL

／６（B６）を用いた．尿提供マウスは通常は水道水を

自由摂取させた．シトロネラルは強い匂いがあるため，

通常の水溶液では忌避反応を示す（Epple et al., 2004）．

そこでシトロネラルの投与は，１．７％ショ糖液にそれぞれ

０，１０，５０ppmのシトロネラルを添加し，飲料水の代わ

りに自由摂取させた．においサンプルは尿を用いた．尿

は代謝ケージを用いて夜間に採尿した．尿は採取後，直

ちに－８０℃で保存した．尿のにおい成分の分析にはヘッ

ドスペース固相マイクロ抽出法（HS−SPME）を用い

た．

Y字型迷路法は，第一章に詳しいが，実験の目的と提

示するにおい物質が若干違うので再度説明したい．Y字

型迷路の左右両側腕の先端より，成体群，高齢群の尿あ

るいは尿画分などのにおいを流入させ，以下に説明する

においセンサーマウスに２種類のにおいを同時に提示す

る．においセンサーマウスの訓練では２３時間飲水を制限

し，学習させようとしているにおいを選択した場合のみ

報酬として一滴の水を与える．両側腕より流入させるに

おいを乱数表に基づき何回も左右入れ替え同様の試験を

何度も行う．仮にマウスがシトロネラル摂取群，非摂取

群のマウスやその尿のにおいを識別できたのであれば，

マウスのにおいはシトロネラルの摂取で変化するという

証拠になる．逆にマウスがにおいを正確に識別できない

場合，マウスのにおいは変化しないということになる．

この実験を識別トレーニングとよぶ．識別実験が成立し

た段階で，訓練に用いたサンプルとは別の新しいサンプ

ルを無報酬で与え，識別の可否を確かめるための識別の

移行と呼ばれる実験を行う．この試験の目的は，訓練し

たマウスがシトロネラルとは関係ない偶然の手がかりを

使って識別している可能性を排除することであり，正確

に識別することが確認できればマウスの識別したにおい

の違いはより確実で一般的な現象であることを意味す

る．本実験では以下の３セットのY字型迷路実験を行っ

た．

実験①；マウスのシトロネラルに対する匂い閾値を知

るために各濃度（１０００‐０．１ppm）のシトロネラル水溶液

と水との識別トレーニング（要事調整サンプル）及び識

別の移行（２４時間室温保存のサンプル）を行った．

実験②；実験①の結果よりマウス尿中には０．１ppm以

上のシトロネラルが排泄されなければマウスに識別され

ない可能性が高いことがわかった．またマウスに対して

５０ppmシトロネラル溶液を投与した場合，尿中には０．８

ppm以上のシトロネラルが未変化のまま排泄されること

がGC−MSによる分析実験で明らかになった（図１６，
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１７）．そこで本実験では経口摂取によって尿中に現れた

シトロネラルが，尿臭を変化させるかを明らかにするた

めに，５０ppmシトロネラル摂取マウス尿（１２日間）と非

摂取マウス尿について実験を行った．

実験③；尿中に移行したシトロネラルが，単に尿臭を

変化させるだけでなく，マウス尿中に見られる老臭をマ

スキングする作用があるかどうかを明らかにするた

め，０‐５０ppmのシトロネラル飲料水を成体群および老

齢群のマウスに投与し，それらの尿を用いて実験を行っ

た．なお５匹のマウスのデータを一括した上で有意差検

定（fisher’s exact test）を行った．

結果を以下に記す．

実験①：識別トレーニング実験の結果（表７に記

載），においセンサーマウスはいずれも０．１ppmのシトロ

ネラル水溶液と水のにおいの違いを識別した（施行回数

１３５回，正解率７０％，P＜０．０１）．しかし識別移行実験で

は有意な識別は見られなかった（施行回数１４回，正解率

５０％，NS）．識別移行実験のサンプルは同じ濃度で調整

してあるが，２４時間室温保存したサンプルを使っている

ため，分解による目減りが起きている．このことより，

マウスのシトロネラル溶液の識別可能な濃度は０．１ppm

前後であることが示唆された．

実験②：本実験ではマウスが充分認識できると考えら

れる５０ppmシトロネラル摂取マウス尿を用いて識別実験

を行ったところ，シトロネラル摂取の有無により尿臭は

変化することが明らかになった（表８；識別トレーニン

グ実験）．

また識別移行実験では識別トレーニング実験と同様に

１２日間シトロネラルを摂取したものに加え６日間しか投

与していないもの，あるいは非摂取尿に０．５ppmのシト

ロネラルを添加したサンプルにおいても識別できた（表

８；test１－３）．しかし，水にシトロネラルを同量添加

したサンプルでは識別できなかった（表８；test４）．こ

れらの結果は，シトロネラル摂取マウスの尿臭は，生体

内での代謝を受けていないシトロネラル自身のにおいに

よって変化したことを示している．

test citronellal soln. 識別トレーニング実験 識別移行実験
1 1000 ppm 88(136) p<0.001 94 (16) p<0.01
2 100 ppm 84(183) p<0.001 91 (22) p<0.01
3 10 ppm 84(187) p<0.001 88 (24) p<0.01
4 1 ppm 78(133) p<0.001 92 (13) p<0.05
5 0.1 ppm 70(135) p<0.01 50 (14) NS

Kazumi OSADA et al.／Mammalian odour communications : attraction and individual recognition

図１６：シトロネラル摂取マウス尿中へのシトロネラルの出現．各クロマ
トグラムはシトロネラル溶液０ppm（A），１０ppm（B），and ５０ppm
（C）をそれぞれ６日間投与したマウスの尿中揮発性物質の様子であ
る．１，６‐methyl‐５‐heptene‐３‐onea；２，２‐isopropyl‐４，５‐dihy-
drothiazole；３，２‐nonen‐１‐ola；４，３，４‐dehydro − exo − brevi-
comin；５，acetic acid；６，２‐sec−butyl‐４，５‐dihydrothiazole；７，２‐
ethyl‐２‐hexanol；８，unknown；９，benzaldehyde；１０，citronellal. aマ
ススペクトルのパターンから推測（四重極GC−MS；QP５０００，Shi-
madzu）．

図１７：B６♂マウス尿中のcitronellal濃度の経時的変化．尿サンプルは
０．１０．５０ppmのcitronellal水溶液を自由摂取したマウス（各群n＝５）よ
り投与後１，６，１２日目に採取した．統計処理は二元配置分散分析および
HSDにて行った．剣型のシンボルは投与期間，星印はcitronellal濃度間
での有意差を示す（＊P＜０．０５ for０ppm, **P＜０．００１ for０ppm and１０
ppm, †P＜０．０５，††P＜０．０１for day one）．

表７：様々な濃度のシトロネラル水溶液に対するにおい嗅ぎマウスの正解率

マウス＃１－３はシトロネラル溶液のにおいを選択した場合に，＃４－５は水のにおいを選択
した場合に一滴の水の報酬を与えた．有意差検定（fisher’s exact test）は５匹のマウスのデー
タを一括した上で行った．識別トレーニングのサンプルが用事調整であるのに対して，識別移
行実験のサンプルは２４時間室温保存したサンプルを使用した．識別トレーニングの総数と正解
率は識別移行実験を同時に行ったものを対象に記載した．すべてのマウスは識別トレーニング
で５０％以上の正解率を示した．識別移行実験においてもtest５以外は同様であった．

２０

（１６８）

雑誌／第２９巻２号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　１４９ページから始めること／００１～０２５　総説　長田　哺乳動　４Ｃ  2010.12.27 15.22



test 識別トレーニング実験 識別移行実験
1 cit−U vs.cont−U (12days) 79 (155) p<0.001 cit−U vs. cont−U (12days) 80 (20) p<0.01

2 cit−U vs.cont−U (12days) 85 (172) p<0.001 cit−U vs. cont−U (6days) 78 (27) p<0.01

3 cit−U vs.cont−U (12days) 87 (190) p<0.001 cont−U+cit vs. cont−U+e 84 (31) p<0.01

4 cit−U vs.cont−U (12days) 83 (180) p<0.001 water+cit vs. water+e 58 (26) NS

飲水中シトロネラル濃度
５倍希釈尿 0 ppm 10 ppm 50 ppm

Mouse 識別トレーニング実験 識別移行実験１ 識別移行実験２ 識別移行実験３
C NC (%) C NC (%) C NC (%) C NC (%)

1 180 51 78 9 3 75 7 4 64 4 8 33

2 97 29 77 4 1 80 6 2 75 2 2 50

3 101 25 80 7 1 88 9 0 100 * 3 2 60

4 114 20 85 8 0 100 * n.t. 7 5 58

5 150 43 78 5 3 63 8 4 67 3 5 38

Total 642 168 79 *** 33 8 80 ** 30 10 75 * 19 22 46

北海道医療大学歯学雑誌 ２９� 平成２２年

表８：シトロネラルの有無によるマウス尿臭に対するにおい嗅ぎマウスの正解率と（施行回数）

識別トレーニングの総数と正解率は識別移行実験を同時に行ったものを対象に記載した．マウス＃１－３はシトロネラル
尿にたいし，＃４－５はコントロール尿に対して報酬を与えた．１２日間５０ppmシトロネラル溶液を摂取したマウスの尿
（cit−U）とその溶媒のみを摂取したマウスの尿（cont−U）に対する５匹のにおい嗅ぎマウスの識別はいずれも５０％以上の
正解率を示した．汎化実験ではtest４（シトロネラル水溶液と水）のみが有意差が見られなかった．有意差検定（fisher’s
exact test）は５匹のマウスのデータを一括した上で行った．

表９：シトロネラル溶液を摂取した老若マウス尿臭に対する匂い嗅ぎマウスの正解率

マウス１－３は老齢マウス尿で強化し，４－５は若齢群マウス尿で強化した．識別の移行は１，３，２の順番で行っ
た．C，正解の回数，NC，不正解の回数，マウス４は最後の実験が終了する前に死んだ．＊＊＊p＜０．００１，＊＊p＜
０．０１，＊p＜０．０５（帰無仮説５０％）Fisher’s Exact Test.

図１８：５０ppm citronellal 溶液あるいは溶媒のみを摂取したB６マウス老齢群，成体群の尿中（A）citronellal，（B）HMH，（C）DB，（D）BT 濃度の変
化（各群；n＝５づつ）．統計処理は二元配置分散分析およびHSDにて行った．（星印は老齢群と成体群間の比較＊P＜０．０５，＊＊P＜０．０１：剣型のシンボ
ルはcitronellal投与の有無による比較；いずれも有意差なし．）．

２１

（１６９）

雑誌／第２９巻２号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　１４９ページから始めること／００１～０２５　総説　長田　哺乳動　４Ｃ  2010.12.27 15.22



実験③：結果を表に示す．においセンサーマウスは成

体マウス尿と老齢マウス尿のにおいについて識別可能で

あった．このことはマウスの尿臭が加齢に伴い変化する

ことを意味し，過去の報告と一致するものである（表

９：training，４）．その後，シトロネラル０ppm，１０

ppm，５０ppm 溶液を６日間摂取したマウス尿で汎化実

験を行ったところ，５０ ppm摂取群間でのみ老臭の有無

が識別できなくなった（表９：test１－３）．この結果は

５０ppmのシトロネラル摂取ではマウスが本来発している

老臭がマスキングされることを示唆している．

本研究の結果は経口摂取したシトロネラルがマウスの

尿中に未変化のまま現れ，マウスの尿臭を変化させ，そ

の結果，年齢による尿臭の違いをマスキングすることを

明らかにした．食事による尿臭の変化は以前から報告が

あるものの，特定の揮発性物質がその匂いを付与するこ

とで尿臭を変化させ，結果的にマウスの行動に影響を与

えることを実験的に証明した初めての報告と考えられ

る．同時に行った化学実験では，マウスの加齢フェロモ

ン（Osada et al., 2008b）はシトロネラル投与で変化が見

られなかったことより（図１８），シトロネラル投与が老

臭物質の濃度を変化させた可能性は低い．シトロネラル

がマウスの老臭をマスキングするという本研究結果は，

今後マウスの研究分野だけではなく，社会的あるいは性

的情報を嗅覚に依存する他の哺乳動物の研究にも波及す

ることが考えられ，ヒトに対する研究にも発展する可能

性がある（Osada et al., in press）．
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