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研究成果の概要（和文）： 
G-CSF（顆粒球コロニー刺激因子）の早期投与が嗅上皮に骨髄由来細胞の取り込み率を高めるた

めに適切であることが統計的に有意差を持って示された。また、GFP（緑蛍光蛋白）と OMP（嗅

覚マーカー蛋白）などで２重免疫染色された細胞がレシピエントマウスの嗅上皮で認められ、

骨髄由来細胞が嗅組織の幹細胞として嗅上皮に取り込まれことを示していた。これらのことか

ら、嗅覚障害後の G-CSF の早期投与は骨髄細胞を介した嗅覚再生医療に効率的であることが示

唆される。 

 
研究成果の概要（英文）： 
A statistical analysis demonstrated significantly that the early administration of G-CSF 

(granulocyte-colony stimulating factor) was appropriate to increase the engraftment rate 

of bone marrow-derived cells into the olfactory epithelium. Moreover, cells with 

double-immunostaining for GFP (green fluorescence protein) and OMP (olfactory marker 

protein) and so on were found in the olfactory epithelium of recipient mice, which 

suggested that bone marrow-derived cells are engrafted as stem cells of the olfactory 

tissue.  Thus, the early administration of G-CSF  after insult to the olfactory tissue 

is suggested to be effective to olfactory regenerative medicine using bone marrow cells. 
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１．研究開始当初の背景 

骨髄細胞は、取り込まれた組織の微小環境

に応じて細胞系譜を超えて分化することが

知られている。我々も、GFPマウス（ドナー）

の骨髄細胞を放射線照射で免疫寛容にした

レシピエントマウスへ経静脈的に移植する

と、ドナー骨髄由来細胞が嗅上皮に取り込ま

れ、嗅細胞の特徴を有するのを報告した 

(Tsujigiwa, Nishizaki, et al. Brain Res, 

2005)。しかし、骨髄細胞を利用した再生医

療、ここでは嗅覚再生に対する臨床応用を考

えると骨髄由来細胞の嗅上皮への取り込み

率は十分とはいえなかった。 

最近、心筋や脳の虚血障害に対して顆粒球

コロニー刺激因子(granulocyte colony 

-stimulating factor; G-CSF)を投与するこ

とにより、障害された機能の回復が促進され

たとの報告がある。虚血障害に対するG-CSF

の作用機序として、G-CSFが骨髄から造血幹

細胞を末梢循環中に動員して、血管新生を促

進するという説（Deindl 2006）、G-CSFが

心筋細胞、神経細胞のアポトーシスを抑制し

て組織保護に働くという説（Harada 2005, 

Solaroglu 2006）がある。また、G-CSFは造

血幹細胞だけではなく間葉系幹細胞も末梢

循環中に動員する作用をもつとの報告があ

る(Kawada 2004)。これらのことから、作用

機序にかかわらずG-CSF投与により、神経細

胞に類似した嗅細胞の障害による非呼吸性

嗅覚障害の回復を促進することができるの

ではないかという発想に到った。また、G-CSF

は薬剤承認を受けているので、臨床応用を考

える上で有利である。 

 

２．研究の目的 

骨髄細胞は、微小環境に応じて組織特異的

な細胞に分化する可塑性をもつと考えられ

る。我々は、レシピエントマウスに移植され

たドナー骨髄由来細胞が嗅細胞の特徴を有

することを報告している。しかしながら、そ

の取り込み率は低く、臨床応用を考えると実

用的なレベルには達していない。このため、

心筋障害や脳虚血障害に対して有効性が報

告されている G-CSFを嗅覚障害後に投与して

骨髄由来細胞の嗅上皮への取り込み率が上

昇するか否かを観察する。この現象が観察さ

れれば、嗅覚障害の回復が G-CSF 投与により

促進される可能性を示すもので、現在のとこ

ろ有効な治療手段がない嗅上皮障害による

非呼吸性嗅覚障害に対して G-CSFの臨床応用

への提案となり、最終的には多くの嗅覚障害

患者に福音をもたらすことが期待される。 

 

３．研究の方法 

放射線照射を行い免疫寛容状態にしたレ

シピエントマウス(C57BL/6)に GFP マウスの

骨髄移植を行い、骨髄再構築後のレシピエン

トマウスへメチマゾールを投与して嗅上皮

障害を惹起させた。G-CSF 投与群と非投与群

（コントロール）に分け、さらに嗅覚障害後

における G-CSFの最も適切な投与時期を検討

するために G-CSF 投与群をグループ I（メチ

マゾール投与後２日後に初回投与）、 II（同

５日後）、 III（同８日後）に分類した。G-CSF

投与群では２回目の投与を初回投与から 3日

間後に行った。G-CSF 投与群でドナー骨髄由

来細胞のレシピエントマウス嗅上皮に取り

込まれる率がグループ間およびコントロー

ル群に比較して増加するか否かを統計学的

に解析した。 

また、嗅細胞の寿命は約 1カ月で、嗅覚組

織の恒常性を維持するためには移植された

骨髄由来細胞が嗅覚組織の幹細胞として取

り込まれる必要がある。移植骨髄由来細胞が

嗅覚組織の幹細胞として取り込まれたか否

かを検討するため、レシピエントマウスの嗅



 

 

上皮中にドナーマーカーの発現を免疫染色

し、さらに成熟嗅細胞のマーカーである OMP

（olfactory marker protein）、基底細胞の

マーカーであるサイトケラチン、幼若嗅細胞

のマーカーである GAP-43 (growth 

associated protein-43)との蛍光 2重免疫染

色を施行した。 

 

４．研究成果 

ドナー骨髄由来細胞を示す GFP陽性細胞が

対照群を含む各グループのレシピエントマ

ウスの嗅上皮で観察された（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１嗅上皮における GFP 陽性細胞 

左上 コントロール群、 右上グループ I 

左下グループ II、 右下 グループ III 

 

グループ I、II、III および対照群の取り

込み率の平均値と標準偏差は、それぞれ

0.562±0.015％、0.505±0.078％、0.315±

0.133％と 0.360±0.055％であった。 G-CSF

の投与群では、嗅上皮の障害後の早期に

G-CSF 投与を行う群で嗅上皮への骨髄由来細

胞の取り込み率が増加していた。one-way 

ANOVA による分散分析では群間に平均値の有

意差（P =0.0002）を示した。シェッフェ検

定、post hoc テストでは、グループ Iと III

（P =0.0008）および対照群（P =0.008）、さ

らに II 群と III 群（P =0.0088）の間に有意

差が認められた（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ グループによる取り込み率の平均値 

*P <0.01 **P <0.001 

 

 GFP と OMP、GAP43 やサイトケラチンの二重

染色では、嗅上皮における GFP 陽性細胞の一

部が、OMP、GAP43 もしくはサイトケラチン（図

３）で 2重染色された。このことはドナー骨

髄由来細胞が嗅組織を構成する嗅細胞およ

び基底細胞に分化したことを意味し、嗅組織

幹細胞として取り込まれたことを示唆する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 蛍光免疫染色 

最上段 GFP 染色、２段目 DAPI 染色、3 段

目 左から OMP、 GAP43、 サイトケラチン

染色、最下段 左から GFP と OMP、GAP43、サ

イトケラチンの蛍光 2重染色 

本実験によって、G-CSF が骨髄細胞の嗅上

皮への取り込みを促進させることが示され、



 

 

G-CSF 投与が嗅覚障害の治療の一つとなる可

能性を有し、骨髄細胞を介した再生医療によ

り嗅覚障害の臨床応用への道筋を開くもの

と期待される。また、G-CSF はすでに承認さ

れた薬剤であることから嗅覚障害に対する

G-CSF の臨床治験は倫理的な制約が少ないと

考えられる。 
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