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研究成果の概要： 
マウス嗅上皮における変性部位の割合は加齢に伴って増加し、また高度変性部位の割合も増加し
た。また上皮下の Bowman 腺の形態異常も加齢に従って増加し、特に嗅上皮の変性部位の上皮下に
高頻度で認められた。生理的加齢に伴って基底細胞の増殖と嗅上皮のアポトーシスの頻度はともに減
少したが、前駆細胞から成熟嗅神経細胞に分化するまでの時間経過はほぼ一定であった。さらに嗅
上皮傷害モデルマウスの解析では嗅上皮の再生能力が加齢変化とともに低下し、これは細胞の分化
過程の遅延ではなく前駆細胞の増殖能の低下による可能性が高いと考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
嗅上皮の不可逆的な傷害によると思われる難治
性の嗅覚障害例は臨床統計上ほとんどが中～
高年層であることから、加齢変化は嗅覚障害の
成因に関わる大きな要素であると考えられてい
る。これらの中には明らかな誘因のないケースも
多く、これは嗅上皮の機能低下が生理的加齢変
化で生じるいわゆる老年性退行変性であること
を示唆しているが、一方幅広い年齢層で生じう
るはずの感冒後の嗅覚障害が実際には中～高
年層に集中していることから、加齢は嗅神経細

胞の傷害因子に対する抵抗性や嗅上皮の支持
組織による神経細胞の保護機能、さらに傷害後
の再生能にも影響を及ぼしていることが推測さ
れる。従って老化と関連したヒトの嗅覚障害の病
態生理の理解、及びこれに対する効果的な治
療法の開発のためには、老化した嗅上皮組織
が生理的条件のみならず様々な病的条件下で
とり得る細胞動態、およびその背後にあるメカニ
ズムを詳細に検討することが必要不可欠である
が、これらの機構に関する分子レベルでの解明
はほとんど進んでいない。 
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２．研究の目的 
この点に鑑み、本研究では(1)生理的加齢変化
による嗅上皮の変化を形態学的、及び細胞動
態の面から明らかにするとともに、(2)嗅上皮の傷
害因子に対する反応性に加齢が及ぼす影響を
検討し、また(3)嗅上皮の老化関連病態の発症
機構を人為的に制御することにより嗅覚障害の
重症化を防止する治療法の可能性を探る、こと
を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）加齢変化に伴うマウス嗅上皮変性の頻度と
分布、変性の程度の検討 
 生後10日、1ヶ月、3ヶ月、5ヶ月、7ヶ月、11ヶ月
、16ヶ月の各日月齢雌ICRマウス(各群10-30匹)
をそれぞれ固定、鼻部のパラフィン切片を作成
し、H-E染色にて組織構築を観察した。また同
切片に抗olfactory marker protein(OMP)抗体及
び抗βIII tubulin抗体による免疫染色を施し、各
齢群において嗅上皮全体に占める変性部位の
割合、及び変性の程度を定量的に解析した。 
 
（２）加齢マウスの嗅上皮変性部位の上皮下にみ
られるBowman腺の変化 
上記の各齢マウス切片に H-E 染色、抗 OMＰ
抗体による免疫染色及び HＩD-ALB 染色を行っ
てBowman腺の形態異常とその嗅上皮変性部位
との空間的相関、分泌粘液の組成の変化を検討
した。 
 
（３）老化した嗅上皮における嗅神経細胞の細胞
動態の解析 
10 日から 16 か月の各齢マウスに細胞増殖マ
ーカーであるブロモデオキシウリジン(BrdU)を腹
腔内投与し、段階的に時間をおいて（投与後２
時間から３ヶ月までの９段階）固定、切片を作成
し、これを抗BrdU抗体と抗OMP抗体で２重染色
し、BrdU を取り込んだ細胞が神経分化する時間
経過を追跡した。また、上記の各齢マウス切片に
TUNEL 染色と抗 OMＰ抗体による免疫染色の２
重染色を行って、単位上皮長あたりのアポトーシ
スの数およびその OMP 陽性細胞層との位置関
係を検討した。 
 
（４）嗅上皮傷害モデルマウスにおいて加齢変化
が嗅上皮の再生過程に及ぼす影響の検討 
10日齢、3ヶ月齢、16ヶ月齢のマウスにメチマ
ゾールを腹腔内投与して嗅粘膜障害を惹起さ
せ、投与後1日から3ヶ月までの計10時点で各
群数匹ずつ固定、鼻腔組織試料を作成した。切
片にH-E染色及び抗OMP抗体、抗 βⅢtubulin
抗体、抗 Ki-67 抗体による免疫染色をそれぞれ
施し、染色パターンの変化を年齢別に検討し

た。 
 
（５）嗅粘膜における性ホルモン受容体の発現の
検討、およびエストロゲンによる嗅粘膜の保護機
能に関する検討 
生後10日から16ヶ月の各齢マウス鼻部切片
にエストロゲン α 受容体、エストロゲン β受容体、
プロゲステロン受容体、アンドロゲン受容体に
対する抗体で免疫染色を行い発現を検討した。
また生後２カ月の雌マウスを正常卵巣群、卵巣
摘出群、卵巣摘出+エストロゲン投与群、の３群、
雄マウスをエストロゲン非投与群、エストロゲン投
与群の２群に分け飼育を開始した。エストロゲン
投与群では週１回持続型エストロゲン製剤の筋
注を行い、それ以外の群では溶剤であるゴマ油
のみの筋注を行って飼育した。 
 
（６）加齢に伴う嗅粘膜への酸化ストレス物質の蓄
積の検討 
過酸化脂質の細胞内蓄積であるリポフス

チンの嗅粘膜における分布を生後１０日齢か
ら１６ヶ月齢の各齢マウスの鼻腔試料を用いて組
織学的に検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）加齢変化に伴うマウス嗅上皮変性の頻度と
分布、変性の程度の検討 
 嗅上皮の変性は5ヶ月齢及びより高齢のマウス
で認められた。年齢とともに嗅上皮全体に占め
る変性部位の割合は増加し、また高度変性部
位の割合も増加した。抗OMP抗体で可視化され
る変性部位において、βIII tubulin陽性細胞は増
加している部位と減少している部位があった。こ
の結果は障害程度が神経幹細胞に及んでいな
い場合は成熟嗅神経の脱落のシグナルがフィ
ードバックされて神経新生が亢進するが、障害
が高度となり幹細胞にも及んでいる場合は神経
新生能自体が低下することを示唆していると考
えられた。 
 
（２）加齢マウスの嗅上皮変性部位の上皮下にみ
られるBowman腺の変化 
Bowman腺の形態異常は加齢に従って増加し、
特に嗅上皮の変性部位の上皮下に高頻度で認
められた。また正常のマウス鼻粘膜ではHＩ
D-ALB染色により呼吸上皮の粘液は青色（シア
ロムチン等）、嗅部の粘液は黒紫色（スルフォム
チン等）に染色されるが、Bowman腺の変性部位
では時に青色の染色が認められた。これらの結
果より加齢変化に伴う嗅粘膜の傷害では上皮下
の嗅覚支持組織にも変性が加わっていること、
またＢｏｗｍａｎ腺の変性により嗅粘液の組成が
変化する可能性が示された。 
 



 

 

（３）老化した嗅上皮における嗅神経細胞の細胞
動態の解析 
加齢に伴って単位上皮長あたりの BrdU投与
後２時間の BrdU陽性細胞数、すなわち基底細
胞の分裂活性は低下した。その後の BrdU陽性
細胞の数の時間経過は各齢群で同様の傾向を
示したが、若齢群の方が長期間BrdU陽性細胞
が上皮に残存する傾向にあった。また BrdU投
与後に初めて BrdU と OMP の 2重陽性細胞が
出現するのはいずれの群も投与後 7日目で差
が無かった。アポトーシスの検討においては単
位上皮長あたりの TUNEL陽性細胞の数は年齢
とともに減少した。また加齢に伴って TUNEL 陽
性細胞はOMP陽性細胞層下層に限局していく
傾向がみとめられた。これらの結果から生理的
加齢に伴って基底細胞の増殖とアポトーシスの
頻度がともに減少していくが、神経前駆細胞か
ら成熟嗅神経細胞に分化するまでの時間経過
は加齢によって変化せずほぼ一定であることが
示された。また加齢に伴って成熟嗅神経細胞層
の細胞の入れ替わりが減少することが示唆され、
これは加齢に伴って成熟嗅神経細胞の寿命が
のびる可能性を示していると考えられた。 
 
（４）嗅上皮傷害モデルマウスにおいて加齢変化
が嗅上皮の再生過程に及ぼす影響の検討 
いずれの群もメチマゾール投与 1 日後に嗅
上皮はほぼ完全に破壊され、成熟嗅神経細胞
は脱落した。10 日齢群では約 1 ヶ月で嗅上皮
はほぼ完全に再生したのに対し、16 ケ月齢群
では3ヵ月後もコントロール群と比較し嗅上皮は
薄く、また変性の残存領域も多く認められた。い
ずれの年齢群もメチマゾール投与後の時間経
過で Ki-67、βⅢtubulin、ＯＭＰの順に陽性細胞
が増加し、各分子マーカー陽性細胞の出現パタ
ーンには明らかな年齢による差は認めなかった。
これらの結果より、嗅上皮の再生能力が加齢変
化とともに低下し、これは細胞の分化過程の遅
延よりむしろ増殖能の低下による可能性が示唆
された。 
 
（５）嗅粘膜における性ホルモン受容体の発現の
検討、およびエストロゲンによる嗅粘膜の保護機
能に関する検討 
免疫染色による検討により、嗅粘膜にエストロ
ゲンβ受容体、プロゲステロン受容体の発現が
認められた。前者はボウマン腺と嗅神経に、後
者は一部の領域の支持細胞に発現が認められ
た。エストロゲンα受容体、アンドロゲン受容体
の発現は認められなかった。 
エストロゲンによる嗅粘膜の保護機能の検討
については現在４ヶ月が経過しており、今後さら
に５ヶ月飼育ののち嗅覚行動実験を行って固定、
嗅粘膜の変性の程度や酸化ストレス物質の蓄積
の程度を組織学的に評価する予定である。 
 
（６）加齢に伴う嗅粘膜への酸化ストレス物質の蓄

積の検討 
リポフスチンは３か月齢以降のマウス嗅部の
背内側に主として分布しており、特に支持細胞
の基底層に蓄積していた。 
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