
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３９０３

基盤研究(C)（一般）

2016～2013

鼻粘膜由来組織幹細胞による末梢神経再生の研究

Olfactory stem cells accelerates facial nerve regeneration after crush injury

３０３４３４０３研究者番号：

濱島　有喜（HAMAJIMA, Yuki）

名古屋市立大学・大学院医学研究科・講師

研究期間：

２５４６２６６６

平成 年 月 日現在２９   ６ １２

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：嗅粘膜は神経幹細胞様の性質をもつ嗅粘膜幹細胞 (OSC) を有し、様々な神経成長因
子を分泌することが知られている。我々はマウス胎児の嗅粘膜よりOSCを分離培養した。OSCは神経幹細胞マーカ
ーを発現した。分化誘導後は神経マーカーを発現した。また、この細胞は神経成長因子 (NGF) を含む複数の神
経伸長を助けるサイトカインを発現した。この細胞を徐放性ハイドロゲルであるMedgelと共にマウス顔面神経麻
痺モデルマウスに移植した。OSC単独で麻痺の回復が促進されたが、OSCとMedgel0を併用することにより麻痺の
回復が促進された。

研究成果の概要（英文）：Olfactory mucosa autografts transplantation has been shown to improve the 
outcome after spinal cord injury. Olfactory mucosa contain neural stem cells, called olfactory stem 
cells (OSCs), which produce broad trophic support required for promoting axonal regeneration. The 
OSCs were isolated from the olfactory mucosae of newborn mice and expressed the neural stem cell 
markers, Nestin, Musashi-1, Nanog, and Sox-2. When differentiated, the OSCs expressed bIII-tubulin, 
GalC and GFAP, confirming the multipotency of the OSC. The OSCs secreted nerve growth factor and 
several cytokines that can promote nerve regeneration. In this study, Medgel, a biodegradable 
hydrogel sponge, was applied to place OSCs around the transplanted site and to avoid the local 
hostile environment. When OSCs were transplanted after facial nerve injury, accelerated recovery was
 observed for one week. When OSCs were transplanted with Medgel, a higher level of accelerated 
recovery was observed throughout the study.

研究分野： 組織由来多能幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
 嗅覚は、人間にとって、唯一再生可能な中
枢神経であるが、その再生メカニズムは現在
のところ明らかではない。中枢神経の機能回
復においては、損傷部位に鼻粘膜を移植し、
手足の運動機能回復を認めたとの報告があ
る。これは鼻粘膜に何らかの神経栄養因子が
潜んでいることを示唆するものであり、ここ
で我々は、鼻粘膜を利用した神経再生研究に
着目した。また、我々はこれまでに、嗅粘膜
から組織幹細胞を分離培養し、神経再生に利
用する研究を進めており、嗅神経再生および
顔面神経麻痺治療の研究に応用したいと考
えている。我々は、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、Sox-2、Pax6、Musashi-1、
GFAP、nestin の発現を確認し、また 15 ヶ
月間培養し、上記の遺伝子発現が保たれるこ
とを確認し、神経幹細胞であることを証明し
た。 
 近年は、骨髄由来の多能幹細胞や、iPS 細
胞を利用する研究が数多く報告されている
が、癌化の問題や、細胞の安定性、遺伝子導
入の必要性など、臨床応用にはまだ解決され
なければならない課題が多い。しかし嗅粘膜
由来の組織幹細胞は、より分化した神経前駆
細胞であることから、より簡便で有効な治療
になると考えられる。また、耳鼻咽喉科医に
とって、鼻粘膜は採取も容易であることから、
治療への応用への障害が低いと考えられる。
また、これら幹細胞の持つ特性である多能性
や、放出される成長因子等は、他の末梢神経
障害の治療にも応用できると考えられ、嗅覚
障害のみならず、様々な末梢神経障害にも広
く応用できる可能性を持っている。 
 
２．研究の目的 
 鼻腔より得られる組織幹細胞は、骨髄より
分離した多能幹細胞に比べ、より嗅上皮に近 
い細胞であると考えられ、嗅上皮への分化・
嗅覚機能獲得の最終段階を解明するには最
適であると考えられる。また組織幹細胞から
分泌される栄養因子は、細胞の維持、再生に
重要であると考えられ、神経再生に有効と考
えられる。 
そこで、本研究では鼻腔粘膜より幹細胞を

分離・培養し、これらの幹細胞がどのような
遺伝子を発現し、栄養因子を分泌しているの
か検討する。また、この幹細胞が末梢神経麻
痺の回復を促進するのか検討するため、顔面
神経麻痺モデルマウスにこの幹細胞を投与
して、回復が促進されるのか検討する。 
 
３．研究の方法 
 マウス胎児の嗅粘膜を採取し、血清無添加
の培養液で培養した。1-2 週後に浮遊細胞塊
を採取し、ピペットで単細胞にした後も培養
を繰り返した。ここで得られた細胞が神経幹
細胞様の性質を示すか確認するために、
RT-PCR もしくは免疫組織染色で nestin、

Murashi-1 等の発現を確認した。またこれら
の細胞を血清添加培地で培養して分化誘導
を行い、免疫染色で神経細胞マーカーの発現
を検討した。 
 次に、この嗅粘膜由来幹細胞が分泌する栄
養因子、サイトカインを検討した。培養上清
を採取して抗体アレイ法にてサイトカイン、
成長因子の分泌を検討した。また幹細胞が分
泌する神経栄養因子を検討するために、
ELISA 法にて検討した。 
 次に、この嗅粘膜由来幹細胞が末梢神経の
回復を促進するのか検討した。また、嗅粘膜
由来幹細胞の効果をさらに高めるために、ハ
イドロゲルを用いた。マウス顔面神経を圧挫
して顔面神経麻痺モデルマウスを作成した。
損傷した顔面神経本幹上にハイドロゲル、嗅
粘膜由来幹細胞を留置し、神経の回復が促さ
れるか観察した。また、その回復を電気生理
学的、組織学的にも検討した。 
 
４．研究成果 
 マウス胎児の嗅粘膜を培養したところ、浮
遊する細胞塊が得られた。この細胞塊は
RT-PCR で nestin、Musashi-1、Sox-2 を発
現し、数ヶ月にわたり培養が可能であった。
また免疫染色により OMP の発現が認められ、
嗅粘膜由来幹細胞と考えられた。この幹細胞
を血清添加培地で培養して分化を誘導した
ところ、bIII-tubulin、GFAP、GalC の発現
が認められ、神経細胞、アストロサイト、オ
リゴデンドロサイトへ分化が確認された。 
 培養上清を抗体アレイで解析したところ、
bFGF、EGF、VEGF 等の成長因子の増加は
認められなかった。しかし、Galectin-1、
TWEAK receptor の上昇を認めた。また培養
上清を ELISA で解析したところ、NGF の上
昇が認められた。 
 嗅粘膜由来幹細胞を移植した際に組織内
で排除されにくいように、細胞の足場を提供
する目的としてハイドロゲルを利用した。顔
面神経麻痺本幹を圧挫して顔面神経麻痺モ
デルマウスを作成した。圧挫した神経上にハ
イドロゲルと嗅粘膜由来幹細胞を移植した
ところ、麻痺からの回復が有意に促進された。
コントロール群は 13.5±0.5日で顔面神経麻痺
から回復したのに対し、ハイドロゲルと嗅粘
膜由来幹細胞を併用することにより麻痺か
らの回復が 10.4±0.5日に促進された。 
 麻痺からの回復を電気生理学的に検討し
たところ、誘発筋電図の振幅が有意に増加し
た。また組織学的に検討したところ、新生髄
鞘の有意な増多が認められた。 
 以上の結果より、マウス胎児の嗅粘膜から
得られた嗅神経幹細胞は、神経幹細胞様の性
質を持ち、神経再生を誘導する因子を分泌し
た。またハイドロゲルと共に移植することに
より、マウス顔面神経麻痺からの回復を促進
した。 
 鼻腔より得られる組織幹細胞は、骨髄より
分離した多能幹細胞に比べ、より嗅上皮に近



い細胞であると考えられ、嗅粘膜由来幹細胞
から分泌される栄養因子は、細胞の維持、再
生に重要であると考えられ、神経再生に有効
と考えられる。嗅粘膜は内視鏡下鼻副鼻腔手
術の際にアプローチするのが容易であり、生
検した嗅粘膜から幹細胞を得たという報告
も存在する。嗅粘膜採取は骨髄穿刺よりも合
併症が少なく行うことが可能である。神経再
生を促進する因子として、将来嗅粘膜由来幹
細胞が候補となる可能性が考えられた。 
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