
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２１年 5 月 1 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：脳内伝導路の再生は脳科学にとって重要な課題である。本研究は、嗅覚系の

主要な脳内伝導路である外側嗅索を研究対象として、傷害を受けた伝導路の自然再生の可能性

を実験的に検討した。出生直後の新生児ラットの外側嗅索を切断し、完全切断が確認されたラ

ットについて、その後一定期間（切断２週・４週・６週・８週）経過後に、種々の神経トレー

サーを用いて、傷害を受けた神経軸索が伸長し、切断部を越えて自然再生されることを形態学

的に証明することができた。成熟ラットの脳内伝導路の再生に向けて、重要な基礎的データを

提供できたものと思われる。 
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１．研究開始当初の背景 
 
傷害された脳領域の機能的再生は現在なお
達成されたとは言いがたく、脳内伝導路の再
生は脳科学にとって重要な課題である。その
意味でも、1997 年に発表された中枢神経伝
導 路 の 自 然 再 生 を 報 告 し た 論 文
（Munirathinam S. et al. Regeneration of 
the olfactory tract following neonatal lesion 
in rats. Exp Neurol 144: 174-182, 1997）は

興味深い。論文を概略すると、新生児ラット
の嗅覚伝導路である嗅索を切断し、８ヵ月後
に神経トレーサーを嗅索後方の嗅皮質に注
入すると、嗅球の投射ニューロンが神経トレ
ーサーで逆行性に標識されるようになると
いうものである。つまり、８ヶ月後に、中枢
神経伝導路の自然再生がおこるという内容
である。 
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２．研究の目的 
 
しかしながら、上記の論文を批判的に読むと、
以下の重要な問題点が指摘できる。 
(1) 嗅覚伝導路の切断について：嗅索を切断
したと記載されているが、嗅覚伝導路（外側
嗅索）が完全切断されたかどうかの客観的指
標がなく、８ヶ月後に神経トレーサーで標識
された嗅球投射ニューロンは新生児期に軸
索切断（Axotomy）されたかどうか判定でき
ない。むしろ、新生児期に切断されなかった
ニューロンである可能性が否定できない。 
(2) 神経細胞死について：外側嗅索の切断に
より、Axotomy された嗅球投射ニューロンが
細胞死を起こすのかについて不明である。新
生児期の幼弱ニューロンは一般に軸索損傷
または入力遮断により、細胞死をおこしやす
いという特徴がある。 
(3) 順行性神経トレーサーによる再生伝導路
の直接証明について：外側嗅索の再生の証明
は、神経トレーサーの逆行性輸送のみによっ
てなされており、切断部を越えて伸長する再
生神経線維が直接に証明されていない。 
(4) 再生に要する期間について：神経軸索の
再生に、８ヶ月もの長い期間が必要であるか
疑問が残る。 

これらの点を踏まえて、実験的に厳密な検
証を加え、脳内伝導路再生の諸条件を明らか
にすることを目的に本研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
研究方法の特徴について、以下に概説する。 
(1) 嗅覚伝導路である外側嗅索を選択的に切
断し、外側嗅索以外の嗅索の構造は温存する。
(2) 外側嗅索切断が完全になされたかを客観
的に評価する（完全切断・不完全切断・未切
断）ために、切断と同時に逆行性の神経トレ
ーサー（Fast Blue: FB または Fluoro-Gold: 
FG）を切断遠位部の嗅皮質に注入する。 
(3) 外側嗅索の完全切断（Axotomy）で、嗅
球投射ニューロンに神経細胞死がおこるか
どうか検討する。 
(4) 一定期間後に、別の逆行性の神経トレー
サーを切断遠位部の嗅皮質に注入し、伝導路
の再生を終末側から細胞体側に向かって、切
断部を越えて逆行性に神経トレーサーが軸
索輸送されることを、形態学的に証明する。 
(5) 順行性の神経トレーサー（BDA10000）
を神経細胞体のある嗅球に注入し、外側嗅索
の再生を細胞体側から終末側に向かって、切
断部を越えて順行性に神経トレーサーが軸
索輸送されることを、形態学的に証明する。 
(6) 形態学的な再生が、外側嗅索切断後、い
つ起こるかを確定する。 
(7) 外側嗅索切断の時期（哺乳初期 哺乳中

期 哺乳後期 離乳期 成熟期）による自然
再生能の違いを確定する。 
(8) 機能的にも再生されているか（嗅覚機能
が維持されているか）を検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
新生児ラットの外側嗅索を切断し、切断直後
に神経トレーサー（FB または FG）を注入し、
経時的に 8週齢まで生存させ、脳を採取して、
肉眼的並びに蛍光顕微鏡で嗅覚神経系を検
索した。その結果、完全切断例では、肉眼的
にも白色の外側嗅索がまったく形成されず、
さらに嗅球投射ニューロン（僧帽細胞）も神
経トレーサーでまったく標識されないこと
が判明した。不完全切断例では、外側嗅索は
形成されるが細く、僧帽細胞も一部が神経ト
レーサーで標識された。また、未切断例では、
外側嗅索は非切断側と同様の正常な形状を
呈し、多数の僧帽細胞が神経トレーサーで標
識された。以上の結果から、外側嗅索の肉眼
的形状と嗅球投射ニューロンの神経トレー
サーによる標識により、伝導路切断の客観評
価（完全切断・不完全切断・未切断）が正確
にできることが判明した。 
 
新生児ラットについて、嗅球投射ニューロン
の軸索（外側嗅索）切断と嗅神経の入力遮断
（硫酸亜鉛）を左側に行い、外側嗅索に投射
線維を送っている僧帽細胞が細胞死を起こ
すかどうか検討した。切断１週・４週後に脳
を固定・摘出し、200μm 間隔で 5μm 厚のパ
ラフィン切片を作成し、僧帽細胞数を計測し
た。神経トレーサーで完全切断と評価された
ラットのみを検索対象とした。完全切断 1週
では平均左 94.5 個/mm 右 95.3個/mm、完全切
断４週では平均左 41.8 個/mm 右 42.5 個/mm
と左右差がなかった。非切断側（右側：100%）
に対する切断側（左側）の単位長さあたりの
僧帽細胞数の比率を求めた。完全切断１週で
は、切断側の単位長さあたりの僧帽細胞数は、
非切断側（100%）の 92.8―108.6 (99.1±
5.4) %であった。完全切断４週では、切断側
の単位長さあたりの僧帽細胞数は、非切断側
（100%）の 94.4―105.4 (98.4±3.9) %であ
った。以上の結果より、新生児期の嗅球投射
ニューロンは、入力遮断や出力軸索の損傷後
も、細胞死に陥らないと結論された。 
 
新生児ラットの左側の外側嗅索を細い注射
針（27G）で鋭利に切断し、切断直後に神経
トレーサー（FB）を切断後方部の嗅皮質に微
量注入(0.1~0.2 μl)した。一定期間（切断 2
週・4 週・6 週・8 週）経過後に、成長したラ
ットに対して、別の神経トレーサー（FG）を
前回の注入部位に相当すると思われる切断



 

 

後方部の嗅皮質に注入(2 週：0.2 μl；4 週：
0.4 μl；6 週 ＆ 8 週：0.5 μl)し、２日後に
脳を固定・採取した。嗅球・外側嗅索切断部・
神経トレーサー注入部位について、30μm厚
の凍結切片を作成し、蛍光顕微鏡で観察した。
前述した様に、新生児期の外側嗅索切断時に
注入した神経トレーサー(FB )で、嗅球投射
ニューロンが標識された不完全切断・未切断
例が、約半数で認められ、これらのケースは
実験対象から除外した。外側嗅索が未形成で、
FB (+)嗅球投射ニューロンが全く無い完全切
断が確認されたケースで、成長後に注入した
神経トレーサー(FG)が、注入部位から切断部
を越えて、細胞体のある嗅球に軸索輸送され
ることが確認できた。FG (+)嗅球投射ニュー
ロンが多数認められ、これらは切断部を越え
て再生神経線維を伸長させたニューロン群
であると結論できた。 
 
新生児ラットの外側嗅索切断と神経トレー
サー（FB）の嗅皮質への微量注入を行い、一
定期間（4 週＆8 週）成長させたラットに対
して、順行性の神経トレーサー（BDA10000）
を嗅球全体に注入(0.2 μl X 10 箇所)し、２
週後に脳を固定・採取した。嗅球・外側嗅索
切断部・神経トレーサー注入部位について、
30μm厚の凍結切片を作成し、BDA反応後に、
顕微鏡で観察した。外側嗅索が未形成で、FB 
(+)嗅球投射ニューロンが全く無い完全切断
が確認されたケースで、成長後に注入した神
経トレーサー(BDA10000)が、注入部位の細胞
体のある嗅球から、切断部を越えて、後方部
の嗅皮質に軸索輸送されることが確認でき
た。つまり、切断部を越えて伸長する再生神
経線維の存在が、逆行性トレーサーと順行性
トレーサーの両者で確かめられた。新生児期
に傷害された嗅覚伝導路（外側嗅索）は、そ
の後比較的早い時期に、自然再生されるとい
う重要な事実を明らかにすることができた。 
 
今後の明らかにすべき課題として、以下の項
目が挙げられる。研究をさらに継続して、早
期に結論を得たいと希望している。 
(1) 現在までの研究で、切断２週で再生がお
こることが、逆行性トレーサーで明らかにな
った。さらにより早期（切断１週）におこる
かどうかを確定する。 
(2) 出生直後（生後１日）の外側嗅索の切断
では、自然再生が起こることが判明したが、
発達期のどの時期（生後８日・１５日・２２
日・８週）までの傷害ならば、自然再生が起
こるかを確定する。 
(3) 切断２週・４週・８週後に、右嗅球吸引
を行い、新生児期に外側嗅索切断を行った左
側の嗅覚系に限定して、Nipple attachment
による Suckling behavior やシクロヘキシミ
ドによる Olfactory aversion behavior によ

り、嗅覚機能が維持されているかどうかを調
べて、形態的のみならず、機能的にも再生さ
れているかどうかを検討したい。 
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