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研究成果の概要（和文）：嗅粘膜に存在する神経幹細胞と嗅神経鞘細胞（OEC）を採取・培養して、移植細胞の供給源
としての可能性を検討した。嗅粘膜上皮層の幹細胞に各種の栄養因子を加えて接着培養することで神経細胞に分化させ
ることができた。一方、嗅粘膜固有層にはOECが多く存在しており、ここからの細胞を培養することでOECを増やすこと
ができた。作製した神経幹細胞とOECをてんかんモデルやパーキンソンモデルラット共移植した。てんかんモデルに対
してはほとんど効果が見られなかったが、パーキンソンモデルに対しては行動学的症状の改善効果が見られ、移植細胞
供給源としての嗅粘膜細胞の有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The efficacy of olfactory mucosa as a source of neural stem cells was 
investigated. Stem cells of olfactory epithelium were differentiated into neural cells by adding 
neurotrophic factors such as BDNF and GDNF to culture medium. On the other hand, olfactory ensheathing 
cells (OECs) were abundant in lamina propria and cultured until 70% confluent. We transplanted both 
neural stem cells and OECs into intractable epilepsy or Parkinson model rats. Behavioral abnormality were 
improved in Parkinson rats but not in epilepsy rats. The results suggest that olfactory mucosa is useful 
as a cellular reservoir for transplantation.

研究分野： 神経生理
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1． 研究開始当初の背景 

てんかんの有病率は人口の約 1％といわれて

おり、頻度が高い神経疾患の一つである。こ

のうち薬物療法に反応しない、いわゆる難治

性てんかんは約 20％存在し①、治療として海

馬の部分切除や脳梁離断などの外科的アプ

ローチ、あるいは迷走神経刺激法などが試み

られている。しかし、脳組織の除去による機

能障害や無効例の場合もあり、他の有効な治

療法の開発が待たれている②。一方、実験動

物を用いたてんかんに対する移植治療の研

究では、胎児脳細胞や多能性幹細胞（ES、iPS

細胞）を使った移植の有効性がこれまで報告

されている③。しかしながら、これらの細胞

の使用には倫理的な問題や腫瘍化の危険性

などがあり、臨床応用には未だ多くの解決す

べき課題が存在している。一方、成体脳の特

定の部位にも神経幹細胞が存在しており、脳

室周囲や海馬では活発に神経細胞の新生が

起こっていることが近年明らかとなった④。

成体の神経幹細胞は自己の細胞を使用でき、

理想的な移植細胞になり得る。また、神経幹

細胞の採取が困難な脳室周囲や海馬以外に、

細胞の採取が容易な嗅粘膜にも幹細胞が存

在していることが分かっており、加えて、こ

こには細胞の生存や軸索の伸展を促進する

NGFやBDNFなどの神経栄養因子を分泌する嗅

神経鞘細胞（OEC）が存在している⑤。このた

め、脊髄損傷に対する OEC の移植については

すでに多くの報告がなされており、ヒトへの

応用も試みられている⑥。しかしながら、脊

髄損傷以外の疾患に対する嗅粘膜細胞移植

の報告は未だ少なく、その有用性や効果の機

序については充分には明らかになっていな

い。また、嗅粘膜の上皮層には幹細胞である

基底細胞が存在し、固有層には間葉系幹細胞

と OEC が存在しているが（図 1⑦）、それらの

特性についてはよく分かっていない。 

 

2．研究の目的 

本研究では、神経系疾患の移植用細胞供給源

としての嗅粘膜の有用性を検討するために、

嗅粘膜上皮層と固有層から幹細胞とOECをそ

れぞれ採取してそれらの増殖・分化能につい

て調べ、難治性てんかんモデルであるキンド

リング動物に対する嗅粘膜細胞移植の効果

について検討した。さらに、他の神経系疾患

としてパーキンソンモデルへの移植効果に

ついても検討した。 

 

3．研究の方法 

(1) 嗅粘膜細胞からの細胞採取と培養 

8 週齢ラットをペントバルビタール麻酔し、

鼻中隔についている嗅粘膜を採取した。嗅粘

膜 を デ ィ ス パ ー ゼ 処 理 後 に 上 皮 層

（ olfactory epithelium: OE ）と固有層

（lamina propria: LP）に分離した。上皮層

はピペッティングにて分散した後培地

（ DMEM/F12 (1:3); PS; 10% FBS; bFGF 

(20ng/ml); EGF (20ng/ml)）にてコラーゲン

コートしたディッシュに播種した。固有層は

細断した後コラゲナーゼ IA 処理後、培地

（D-MEM; GlutaMAX; PS; 10% FBS）にてノン

コートディッシュに播種した。その後別のノ

ンコートディッシュに接着させることで線

維芽細胞とアストロサイトを除去し、浮遊細

胞をポリ-L-リジンコートしたディッシュに

て接着培養した。 

(2) 細胞分化 

上皮層から摂取した細胞は 2 日ごとに

bFGF/EGF を注加しながら培養し、16 日後に

ポリ-D-リジンコートしたディッシュに継代

した。翌日、血清なしの培地組成に変更し

（DMEM/F12 (1:1); PS; B27; bFGF (20ng/ml); 

EGF (20ng/ml)）、2日ごとに bFGF/EGF を注加

しながら 7日間培養した。ネスチン陽性細胞

の存在を確認後、bFGF/EGF を除去、ニューロ

ン用培地に置換(Neural basal;B27,PS)、以

下の 4 群について GABA 系あるいはドーパミ

ン系ニューロンへの分化誘導を検討した。 

Group1: without BDNF & GDNF 

Group2: BDNF 20ng/ml 

Group3: GDNF 20ng/ml 

Group4: BDNF 20ng/ml & GDNF 20ng/ml 

BDNF、GDNF ともに毎日注加しながら 9日間培

養した。固有層からの細胞は培養 24 日後に

OEC への分化を検討した。 

(3) キンドリングラット作製と移植 

ラット（SD系♂、8週齢）をペントバルビタ

ール麻酔下に脳定位固定装置（SR-5R、ナリ



シゲ）に取り付け、左側扁桃体にバイポーラ

ーの電極を（ブレグマから 0.2 mm 後方、外

側 4.5 mm、深さ 8.3 mm）、背側海馬に細胞移

植用のガイドカニューラ（AG-4、エイコム社

製、ブレグマから 4.3 mm 後方、外側 4.0 mm、

深さ 2.0 mm）を埋めて、歯科用セメントで固

定した。手術１週間後より、１日２回の電気

刺激によってけいれん発作を誘発した

（500µA x 60 Hz、1sec）。けいれん発作の進

行度は Racine の分類⑧に従って判定し（ステ

ージC1～C5）、C5をキンドリングの完成とし, 

少なくとも３回連続して C5 を示したラット

を移植実験に用いた。10µlのハミルトンシリ

ンジを用いて、移植用ガイドカニューラから

培養した鼻粘膜由来神経幹細胞および嗅神

経鞘細胞（OEC）を注入した（合計 2 x 105

個/ラット、n=3）。また、培養液のみの注入

を行ったラットをコントロール群とした。移

植 前 日 よ り 免 疫 抑 制 剤 （ cyclosporin: 

25µg/kg）を経口投与し、移植 2 週間と 1 ヶ

月後に同条件で電気刺激してけいれん発作

のステージ分類を行った。ステージ分類終了

後、4%パラホルムアルデヒド溶液にて灌流固

定を行い、凍結脳切片を作製し組織観察を行

った。 

(4) パーキンソンモデルラット作製と移植 

ラット（SD系♂、8週齢）をペントバルビタ

ール麻酔下に脳定位固定装置に取り付け、黒

質から線条体への投射経路である内側前脳

束（右側）の 2箇所（それぞれブレグマより、

前後-3.6 mm, 外側 1.8 mm, 深さ 9 mm、前後

-4.3 mm, 外側 1.6 mm, 深さ 8.4 mm）に

6-hydroxydopamine （6-OHDA、濃度 2.5µg/µl 

in saline）を注入し破壊した（各箇所 4µl

ずつ）。手術3週間後にアポモルフィン（Apo、

0.5 mg/kg, sc）誘導回転数を測定し、7回/min

以上のラットをパーキンソン病（PD）モデル

として以下の実験に使用した。PD ラットを

OEC 移植群（n=1）、上皮層由来神経細胞（OE）

+OEC 移植群（n=3）、培養液のみ投与群（n=3）

に分け、それぞれ 25µl のハミルトンシリン

ジを用いて障害側線条体の 2箇所（それぞれ

ブレグマより、前後+0.5 mm, 外側 2.5 mm, 深

さ 5.0 mm、前後-0.8mm, 外側 3 mm, 深さ 4.5 

mm）に細胞を移植した（合計 2x 105 個/ラッ

ト, 各箇所 8µl ずつ）。移植前日より免疫抑

制剤（cyclosporin: 25µg/kg）を経口投与し

た。移植 4週間後に Apo 誘導回転数を 4日間

測定し、測定終了後灌流固定して脳組織を観

察した。 

4．研究成果 

(1) 嗅粘膜上皮層と固有層に存在する幹細

胞特性の比較（図 1） 

嗅粘膜上皮層の培養によって多くの幹細胞

（基底細胞;base cell）が増殖し（図 1A,E）、

さらに栄養因子を加えることで神経幹細胞

のマーカーであるネスチン陽性細胞が出現

した（図 1B,F）。その後、ニューロン用培地

に置換してさらに培養を続けることで若い

神経細胞のマーカーであるTuj-1陽性細胞を

得ることができた（図 1C,G）。一方、固有層

には幹細胞よりも嗅粘膜神経鞘細胞（OEC）

や間葉系細胞が多く存在しており、OEC の採

取に適することが分かった。さらに、培養条

件を検討することでコンフルエントの 70％

まで OEC を増やすことができた（図 1D,H） 

図 1. 培養した嗅粘膜細胞（位相差顕微鏡像：A～

D、免疫染色像：E～H） 

(2) GABA系やドーパミン系ニューロンへの分

化（図 2） 

嗅粘膜上皮層から得た神経幹細胞に GDNF を
作用させることで、数は少ないがドーパミン
系ニューロンのマーカーであるチロシンヒ
ドロキシラーゼ（TH）陽性細胞への分化が確
認された（Group3 & 4, 図 2）。 
 

図 2. ドーパミン系ニューロンへの分化 

一方、GABA 系ニューロンへの分化については



BDNF を加えることで試みたが、そのマーカー

であるグルタミン酸デカルボキシラーゼ

（GAD67）陽性細胞はほとんど得られなかっ

た（Group2 & 4）。 

 (3) キンドリングモデルへの移植（図 3） 

今回は、ニューロンに分化する前の段階であ

る神経幹細胞を移植した。鼻粘膜由来の神経

幹細胞と OEC を同時に移植した群において、

移植 1ヶ月後の脳組織で、移植領域に神経幹

細胞のマーカーである nestin および OEC の

マーカーである p75 陽性細胞が確認され(図

3a, b 矢印)、移植細胞が脳内に定着してい

ることが示された。しかし、幼若ニューロン

のマーカーであるTuj-1および間質系幹細胞

のマーカーである Thy 陽性細胞は見られず、

また、キンドリングステージの改善は認めな

かった。これは移植細胞が海馬内に十分に挿

入できなかったことに由来すると思われる。 

図 3. キンドリング動物における移植 4 週間後の

免疫染色像 

(4) パーキンソンモデルへの移植（図 4，5） 

現在の段階では、鼻粘膜からドーパミン系ニ
ューロンへの分化ができたが、十分量のニュ

図 4. パーキンソンモデル動物における移植 4 週

間後の免疫染色像 
ーロンを分化できないため、移植供給源とし
ての応用には不十分である。そこで今回、ド

ーパミン系ニューロンの代わりに鼻粘膜由 

来の神経幹細胞を用いて移植実験を行った。

結果は、キンドリングモデル同様に移植細胞

が脳内に定着していることが示された(図 4)。

さらにこれらの動物について、線条体におけ

るドーパミン系ニューロンの分布とApo誘導

回転数を比較した(図 5)。コントロールであ

る PD + Medium 群では左の処置側に TH 陽性

線維が認められないが、細胞を移植した

PD+OECs 群および PD+OE&OECs 群では TH 陽性

線維の再生が一部見られた(図 5A 矢印)。ま

た、移植群では Apo 誘導回転数の減少が見ら

れた (図 5B)。 

図 5. パーキンソンモデル動物に対する細胞移植

による変化 

 

5．考察 

嗅粘膜上皮層から神経幹細胞を作製する

ことはできたが、培養を続けてもほとんど増

殖がみられず、さらにそこからニューロンへ

の分化の培養条件に切り換えても十分量の

GABA 系やドーパミン系のニューロンを得る

ことはできなかった。胎児脳細胞や ES 細胞

を使った研究では継代培養による幹細胞の

増殖がみられるので、胎児脳などの未熟な細

胞と異なり成体組織から作製した幹細胞の

増殖能は制限があるのかもしれない。この点

を確認するために、今後、胎児あるいは生後

3 週齢程度の幼若ラットの嗅粘膜を用いて同

様に培養し、組織採取動物の年齢による幹細

胞増殖能の違いについて検討する必要があ

る。 

また、今回は嗅粘膜細胞のニューロンへの

分化が不十分である上に、分化した細胞を移

植した場合に生体への生着率が著しく減少

したため（data not shown）、その前の段階



である神経幹細胞の状態でキンドリングラ

ットへの移植を行った。てんかん原性獲得で

は新しい神経ネットワーク（てんかん回路）

が形成されることが示唆されており⑨,⑩、て

んかんに対する移植治療効果の機序として、

移植細胞が海馬内のてんかん回路に対して

抑制性のネットワークを形成してけいれん

発作を抑制することが考えられる。今回は神

経幹細胞とOECとの共移植を行うことで移植

細胞の生存率上昇に成功したが、移植部が目

的の海馬に到達していなかったこともあり、

症状の改善は見られなかった。今後は海馬内

に移植したときの効果を再検討する必要が

ある。 

パーキンソンモデルラットへの移植もキン

ドリングラット同様の理由で神経幹細胞と

OEC との共移植を行った。パーキンソン病で

は、黒質の神経細胞が変性することによって

線条体において黒質由来のドーパミン放出

量が減少し、このため運動機能障害に陥る。

ラットモデルの場合は単一方向への回転運

動が出現する。このラットモデルに対して線

条体に細胞を移植することで、ドーパミン系

ニューロンを補填もしくは増長することで

症状の改善を図った。結果としては、OEC 移

植群と OE+OEC 移植の両群とも移植部位に

Tuj-1 陽性細胞が見られない、つまり移植細

胞が成熟神経細胞にまで成長していないも

のの、線条体における TH 陽性領域は対照群

に比べて明らかに拡大していた。また、OEC

のみを移植した群が神経幹細胞と共移植を

行った群同様に症状改善の傾向が見られた

ことから、OEC がドーパミン系ニューロン回

復の主たる役割を担っていたのかもしれな

い。この OEC による症状改善のメカニズムに

ついて、グラフトからの栄養因子分泌やホス

トの残存ファイバーの再生などに焦点を当

て今後検討する予定である。 
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