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研究成果の概要： 
 
胎児マウス嗅上皮粘膜より、組織幹細胞を取り出した。浮遊細胞は球状な neuro-sphere を形成

し、12 ヶ月以上継代することが出来た。マウス骨髄からも同様に sphere を形成する培養細胞

が分離できたが、２ヶ月程すると、細胞はアポトーシスを起こし、消失していったのに対し、

鼻粘膜由来の細胞は 15 ヶ月継代することができた。これらの細胞から RNA を抽出し、RT-PCR

にて神経系マーカーの発現をみると、Musashi1、Nestin、などの神経幹細胞を示唆する遺伝子

の発現を認めた。 
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１．研究開始当初の背景 

 嗅覚障害は、日常診療において頻繁に
遭遇する疾患であるが、治療に難渋する
場合も多い。ステロイド剤の点鼻治療や
亜鉛補充療法などが主体であるが、薬物
治療には限界があり、十分に満足できる
治療は現在のところ無いといって良い。
そこで、我々は嗅覚障害の新たな治療法
を開発していきたい。 
 嗅細胞は嗅裂の上方部分に存在し、神経
細胞の中では数少ない再生可能な細胞で

あるにもかかわらず、実際には一度障害を
受けた嗅細胞は、機能を元通りに回復する
ことは困難である。組織中には、分化した
上皮細胞と基底細胞が存在しているが、そ
の中には、組織幹細胞も存在し、基底細胞、
上皮細胞への分化再生と、両細胞の維持に
重要な役割を果たしていると考えられる。
そこで組織幹細胞を嗅粘膜より取り出し、
組織幹細胞を増殖させ、分化誘導したうえ
で、嗅裂に移植することが出来れば、嗅覚
機能再生において、画期的な治療になりう
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る可能性がある。申請者は、嗅粘膜由来組
織幹細胞を用いた嗅細胞の機能再生を申
請し、平成17年度若手Bを授与された。そ
の科研費を利用して、昨年嗅粘膜由来の組
織幹細胞の分離、培養に成功し、この組織
幹細胞がRT-PCRにて、Sox1,2  Pax6, 
Musashi1, GFAP, nestinの発現を確認し、
神経幹細胞であることを証明した。また
この組織幹細胞が6ヶ月間培養でき、その
期間中、上記の遺伝子発現が保たれるこ
とを見出した。（論文投稿中）申請者は一
昨年までミネソタ州立大学で、蝸牛におけ
る組織多能幹細胞の研究をしており、マウ
ス胎児の蝸牛にmultipotentな幹細胞が存
在し、胎児の蝸牛を取りだし、増殖因子で
培養することで、組織幹細胞のセルライン
を確立することができた。（論文投稿中）
現在は骨髄由来の多能幹細胞を利用する
方法が数多く報告されているが、神経再生
の観点から今後の臨床応用を考えると、組
織幹細胞は、より分化した前駆細胞として
存在していると考えられ、多能幹細胞を神
経幹細胞まで分化させる必要がなく、また、
採取も容易にできる。嗅覚の治療を行う上
でも、組織幹細胞の利用がより有効な治療
になると考えられる。また、幹細胞の持つ
特性である多能性や、幹細胞から放出され
る成長因子等は、神経障害の治療にも応用
できると考えられる。よって嗅覚障害のみ
ならず、顔面神経麻痺や、味覚異常などの
末梢神経障害にも広く応用できる可能性
を潜んでいる。 

 
２．研究の目的 
（１）組織幹細胞が嗅上皮細胞へ分化しう
るか 
セルラインとして確立した組織幹細胞に、
math1(atho1)などの転写因子を形質導入
する。また、レチノン酸、ビタミンB12、
ヘパリンと共培養し、この幹細胞がどのよ
うな変化をするか、RT-PCRにて確認する。
免疫染色、Western blotでは、徳島大学生
理 学 教 室 樋 田 教 授 よ り 供 与 さ れ た
Olfactory Major Protein(OMP)を利用し、
蛋白レベルでも発現を確認したい。また形
質導入後、上皮細胞への分化が確認されれ
ば、cDNA microarrayにより、幹細胞がど
のようなシグナルを受けて嗅上皮へ分化
するか検討する。 
（２）嗅上皮の機能再生が可能であるか 
当科では、アレルギー性鼻炎モデルマウス
において、好酸球浸潤が嗅裂に浸潤し、こ
のマウスが嗅覚障害を認めることを発見
した。（論文投稿中）このモデルマウスと、
硫酸亜鉛点鼻にて嗅覚障害を生じたマウ
スを用いて、幹細胞が嗅上皮に分化しうる
か観察する。BrdUにて標識した組織幹細胞

をモデルマウスの嗅裂に注入し、1,2,4,6
週間後に断頭。組織切片を作成し、免疫染
色を施行する。標識細胞の局在を確認する。
また行動解析、嗅電図を施行し、γ波の出
現を検討して、嗅覚機能の再生の有無を確
認する。 
（３）嗅覚障害原因ウイルスの同定とウイ
ルス感染嗅覚障害モデルマウスの作成  
日常臨床では、感冒後の嗅覚障害が最も頻
度が高く、何らかのウイルス感染が原因と
考えられる。当大学では嗅覚外来で、鼻粘
膜よりスメアを採取し、PCRを施行して、
原因ウイルスを検索する。数多く検出され
たウイルスをマウスの鼻腔に投与し、嗅電
図、行動解析にて嗅覚障害の程度を検討す
る。 
３．研究の方法 
（１）組織多能幹細胞の分化の検討 
 組織幹細胞のセルラインに、math1、HES、
Notch 等の転写因子を形質導入する。また、
成長因子（BDNF,GDNF)、ﾚﾁﾉﾝ酸、ビタミン B12、
ヘパリンなどと共培養し、幹細胞が嗅上皮細
胞に分化するか検討する。RT-PCR, 免疫染色、
Western blot で OMP などの発現を確認する。
形質導入および共培養後、cDNA microarray
（申請備品）をすることにより、幹細胞がど
のようなシグナルを受けて嗅上皮へ分化す
るか検討する。 
（２）組織幹細胞の局在の確認 

 
 BrdU で標識した嗅粘膜由来組織幹細胞を、
当科で作成したアレルギー性鼻炎モデルマ
ウスの嗅裂に注入する。また硫酸亜鉛を用い
て作成した嗅覚障害マウスにも同様に投与
し、組織幹細胞の局在、嗅上皮への分化の有
無を観察する。移植後、1,2,4,6 週間後にマ
ウスを断頭し、嗅裂を摘出、周囲の骨を取り
除き、４％パラフォルムアルデヒドにて固定
後、メタノールにて脱水、キシレンで置換、
パラフィンにて胞埋、５μｍの切片を作成。
BrdU1 次抗体で蛍光免疫染色を行い光学顕微
鏡で生着部位を確認する。また、嗅細胞マー
カー（OMP）と蛍光二重染色を行い、組織幹
細胞由来の嗅素を同定する（申請備品）。嗅
裂は非常に小さな組織であるため、切片を多
数作ることに限界があり、蛍光多重染色はこ
の問題を解決する手段として、非常に有効で
ある。 
（３）嗅覚障害を誘発するウイルスの検索 
外来に受診する患者様の鼻汁スメアを採取
し、感冒の原因となるライノウイルスなどの
プライマーを作成し、ウイルス PCR にて原因
ウイルスの検索を行う。 
 
（４）嗅覚機能の再生 
嗅覚障害は感冒後に生じることが最も多く、
ウイルス感染が原因ではないかと考えられ



 

 

る。数多く検出されたウイルスをマウスへ感
染させ、嗅覚障害が誘発されるか、嗅電図、
行動解析にて検討する。 

 
アレルギー性鼻炎モデルマウスを作成し、行
動解析にて嗅覚障害を確認したのち、組織幹
細胞を嗅裂に注入し、酢酸の回避行動などの
行動パターンが変化するか観察する。また嗅
電図をとり､γ波を解析して嗅覚障害の有無
を検討する。硫酸亜鉛点鼻にて作成した嗅覚
障害マウスにも同様に施行し、比較検討する。 
 
４．研究成果 

妊娠マウスをケタミン、キシラジンにて麻
酔後、胎児を取りだし、イソジンにて消毒後、
断頭して脳組織を取り除き、嗅裂を含むよう
に鼻粘膜を取り出した。ペニシリン・ストレ
プトマイシンを含んだ生理食塩水にて組織
を洗浄後、0.25%トリプシンにて組織を 37℃
にて 15 分間留置し、細胞を分離させ、ナイ
ロンメッシュにて骨などの不要組織を除去
し、回収した細胞に成長因子を加えた培養液
で継代した。ディッシュに付着する細胞と浮
遊する細胞を分離し、浮遊細胞を継代した。
浮遊細胞は球状な neuro-sphere を形成し、
12 ヶ月以上継代することが出来た。マウス骨
髄からも同様に sphere を形成する培養細胞
が分離できたが、２ヶ月程すると、細胞はア
ポトーシスを起こし、消失していったのに対
し、鼻粘膜由来の細胞は 15 ヶ月継代するこ
とができた。これらの細胞から RNAを抽出し、
RT-PCR にて神経系マーカーの発現をみると、
Musashi1、Nestin、などの神経幹細胞を示唆
する遺伝子の発現を認めた。今後は、嗅上皮
細胞に分化する可能性があるか Math1, Id1、
Hes1 などのベクターを細胞に導入したり、ﾋﾞ
ﾀﾐﾝ B12 や細胞分化の最終段階で必要である
ことが内耳有毛細胞のセルラインで解って
きているﾚﾁﾉﾝ酸を培養液に添加することで、
OMP(olfactory major protein) などの遺伝
子が発現するか検討する。またこの細胞を
BrdU にて標識後、正常マウスと嗅覚障害モデ
ルマウスの鼻粘膜に注射し、OMP の発現が生
じるか検討したい。 
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