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研究成果の概要（和文）：我々は長年嗅覚障害を研究し，正常な嗅覚機能には、再生された嗅覚細胞による嗅球
嗅覚マップの復元が必要で，軸索切断などの深刻な嗅覚細胞損傷後に嗅覚マップが歪められ、嗅覚細胞と二次ニ
ューロン間のシナプス結合が減少することを明らかにしました。嗅覚マップを正常化するために、軸索切断後の
マウスに嗅覚トレーニングを試みました。嗅覚訓練群は 5つのにおいを嗅ぎ、対照群のマウスは生理食塩水を嗅
ぎました。嗅上皮の厚さで、嗅覚訓練群と対照群の間に有意差を認めました。私たちは、嗅覚トレーニングが軸
索切断後の嗅覚細胞の再生を助け、嗅覚細胞再生の促進が嗅球の歪んだ嗅覚マップを正常化できると考えまし
た。

研究成果の概要（英文）：We have been studying sensorineural hearing loss for many years, but correct
 olfactory function requires the restoration of olfactory maps in the olfactory bulb by regenerated 
olfactory sensory neurons (OSNs). Our previous report showed that after severe damage to OSN, such 
as axotomy, the olfactory map was distorted and synaptic connections between OSNs and secondary 
neurons were reduced. To normalize the olfactory map, we attempted sensory training in mice after 
axotomy. The sensory training group sniffed five odors, and the control mouse sniffed saline. The 
thickness of the olfactory epithelium makes a significant difference between the olfactory training 
group and the control group. We believed that olfactory training aids in the regeneration of OSN 
after axotomy, and that promoting OSN regeneration can normalize the distorted olfactory map of the 
olfactory bulb.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経細胞が再生しても、神経回路が正しく再生しなければ、神経伝達の機能回復にはつながらない。嗅細胞は障
害をうけても回復するが、神経回路形成異常で難治性の嗅覚障害が残る。嗅覚トレーニングは臨床的に有効であ
るとされる様々な報告がなされているが、メカニズムの全容解明には至っていない。今回嗅細胞の回復が促進さ
れていたことにより嗅覚トレーニングのメカニズムの一端が分かったのではないかと考える。神経回路形成の正
常化は神経変性疾患の治療やこれからの感覚神経細胞再生にも応用できると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

当教室では嗅細胞性嗅覚障害に対して嗅細胞再生による再生医療の可能性を検討している．嗅
細胞の再生は、骨髄移植によって、ドナー由来マーカーと嗅細胞のマーカーである OMP に 2重染
色される細胞を嗅上皮に観察し、骨髄移植による嗅細胞再生の可能性を示した．再生した嗅細胞
が正常な機能を持つには嗅球に存在する僧帽細胞と正しくシナプス形成が必須である．感覚細
胞が再生、情報伝達を行うには感覚細胞自体の再生のみならず、上位ニューロンとのシナプス形
成による正しいネットワークの再建が必要である。嗅細胞は特異な感覚神経細胞であり、生涯タ
ーンオーバーを繰り返し、障害を受けても再生する。通常のターンオーバーでは、再生した嗅細
胞軸索は消失する嗅細胞軸索をたどって嗅球上の神経回路を維持する。しかし嗅細胞に高度な
障害が加わると再生した嗅細胞軸索は投射異常を起こし、嗅球において 2 次ニューロンとシナ
プス形成する糸球体の退縮がみられる。異嗅症はこれら投射異常と 2 次ニューロンとの結合性
低下を原因の一つとして発症すると考えられる。マウスの嗅細胞の軸索を切断した外傷性嗅覚
障害モデルを用いて。嗅覚トレーニングによる再生嗅細胞軸索の嗅球糸球体におけるシナプス
形成に及ぼす影響を検討した。 
 
２．研究の目的 
神経細胞が再生しても、神経回路が正しく再生しなければ、神経伝達の機能回復にはつながらな
い。嗅細胞は障害をうけても回復するが、神経回路形成異常で難治性の嗅覚障害が残る。再生し
た嗅細胞が投射異常を起こさないもしくはおこしても回復し、本来の糸球体マップが維持でき
るように種々の実験を行った。 
近年 iPS 細胞を用いた網膜再生プロジェクトをはじめ、感覚神経細胞の再生医療が盛んにおこ
なわれている。感覚神経が再生されるようになったのち、新生神経細胞の神経回路形成が期待通
りのいかない可能性がある。神経回路形成の正常化は神経変性疾患の治療やこれからの感覚神
経細胞再生にも応用できると考えている。 
 
３．研究の方法 
①使用したマウス： 
・OMP-GFP（成熟嗅細胞のマーカーOMP に GFP を蛍光標識した系）マウス 
・MOR29AB(嗅覚受容体 MOR29A に CFP、MOR29AB に YFP を蛍光標識した系)マウス 
・Goofy-Wlds(嗅細胞のプロモーターにワーラー変性が 2 週間遅れる遺伝子を組み込んだ)マウ
ス 
②嗅細胞の障害： 
マウスの前頭骨を削開し、嗅細胞軸索を篩板にそってマイクロナイフで物理的に切断。 
③軸索切断後の神経軸索の経時的変化 
軸索切断後 77日目、133 日目に嗅上皮と嗅球を取り出し、観察した。 
④嗅覚トレーニング： 
嗅細胞を障害、障害 14日目から 28日目まで嗅覚トレーニングを以下のような方法で実施した。
β-フェニルエチルアルコール、メチルシクロペンテノロン、イソ吉草酸、γ-ウンデカラクトン、
スカトールの 5 種の嗅素を 5 分間ずつ臭い濾紙が入ったコニカルチューブをマウスの鼻にあて
て嗅がせた(10 回/匹)。対照群のマウスには生理食塩水をしみこませた綿球を同様の方法で嗅が
せた。軸索切断後 42日目に嗅上皮および嗅球を観察した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
①旧軸索の保存： 
投射異常の予防のため変性する軸索の保存を目的として軸索変異を遅らせる遺伝子変異を組み
込んだマウスの系をつかって、実験をおこなった。Wlds 変異はワーラー変性が 2 週間遅れる遺
伝子系である。嗅細胞のプロモーターに Wlds 変異を組み込み(Goofy-Wlds マウス)、通常の OMP-
GFP マウスと軸索切断後の嗅上皮と嗅球を比較検討した。軸索切断後 3 日、5 日、7 日で軸索変
性の状態を経時的に観察したが、軸索変性の遅れは見られなかった。また 42 日目にも嗅上皮と
嗅球の観察を行ったが、嗅球でのの投射位置回復にはつながらなかった。嗅細胞軸索の切断はワ
ーラー変性とは違った機序で変性、嗅細胞の消退をひきおこしているのだと考えられた。 
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②軸索切断後の再生軸索の経時的変化 
軸索切断後の投射異常の回避が困難であると考え、次に投射異常の正常化の検討をおこなっ
た。そこで投射異常を起こした嗅細胞軸索は投射異常を越したまま再生を繰り返すのか、改善し
つつターンオーバーを繰り返すのかを検討するため、軸索変性後軸索切断後 42 日目、77 日目、
133 日目に新生嗅細胞軸索の伸長を観察した。 
42 日目に比較して、77 日目、133 日目は新生軸索の伸長は伸びていた。これは Costanz らの
軸索切断後長期のわたると徐々に投射異常は回復傾向という以前からの報告に矛盾ない結果で
あった。しかし、軸索切断をしていないコントロール側と比較すると、再生糸球体様構造物が糸
球体の正中に見られ、軸索伸長は促進されているものの完全に投射位置が回復したわけではな
かった。77日目、133 日目で同様の結果がえられたため、長期の観察は終了とした。 
 
③嗅覚トレーニング 
軸索切断後投射異常を起こした再生嗅細胞軸索は何度も通常のターンオーバーを繰り返すと
徐々に投射位置が改善傾向であることが分かった。そこで臨床では現在世界的に行われている
嗅覚トレーニングをマウスに実施し、どのような影響を与えるか観察した。嗅覚トレーニングは
臨床的には 1日に 2回バラ、ユーカリ、クローブ、レモンのにおいを患者が嗅ぎ、トレーニング
を毎日行う。今回上記の方法のように 10日のプロトコールで T&T オルファクトメーターに使用
されている嗅素を用いて嗅覚トレーニングを実施した。原法とことなる嗅素を用いたのは、嗅素
の再現性を保ち、分子学的解析を行えるよう、濃度が担保された単化合物で実験を行うためであ
る。日本では T&T オルファクトメーターが比較的身近に入手できる濃度が均一な単化合物で遺
伝学的嗅覚受容体の由来を含め嗅素の選択の幅が広く、基礎実験においては使用に適している
と考える。MOR29AB マウスに上記の方法で嗅覚トレーニングを実施した。嗅上皮においてはコン
トロール群に比較して、OMP 陽性の嗅細胞すなわち成熟した嗅細胞が多くみられており、統計学
的に有意に嗅上皮の厚さが厚くなっており、嗅細胞の再生促進が確認された。また、MOR29AB マ
ウスの嗅球を確認したところ、糸球体の投射位置自体はコントロールと比較してあまり差がな
かったが、嗅細胞自体の回復が促進されたためか、矮小化していた糸球体の大きさに回復傾向が
みられた。 
嗅覚障害に対する嗅覚トレーニングが有効である機序の一つとして、嗅細胞の再生促進が考え
られた。 
引き続き、嗅覚トレーニングによりなぜ嗅細胞のターンオーバー促進を認めるのか分子学的メ
カニズムの解明を行っていく予定である。また今回軸索切断をモデルとしたため、切断後 14 日
後に嗅覚トレーニングを開始し、良好な結果を得られた。感冒後嗅覚障害のモデルとしてメチマ
ゾール投与による嗅細胞障害を行うことがある。薬剤投与による嗅細胞は投与翌日よりかなり
消失をみとめる。また、臨床的には外傷後嗅覚障害は重大な頭部外傷後のことが多く、嗅覚障害
に対する治療はかなり遅れて始まることが多い。新型コロナウイルス感染をはじめとした上気
道感染後の嗅覚障害や外傷後嗅覚障害に対する嗅覚トレーニングの開始時期や限界点、最適時
期を基礎的に検討する予定である。 
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