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研究成果の概要（和文）：新生嗅細胞の分化・成熟過程に、嗅覚入力がどのような影響を及ぼすのかを検討し
た。嗅上皮障害後の再生過程を観察すると、障害後14日以降で、鼻閉側の嗅上皮が薄く、嗅細胞数や成熟嗅細胞
数も開放側と比較して減少していた。さらに新生細胞の成熟は、嗅覚入力期間ではなく、障害後７-14日の嗅覚
入力に依存することを明らかにした。閉塞後再開放側の嗅球背側領域の匂い刺激に対する神経活動は、開放側と
比較して低下しており、嗅覚入力遮断による嗅上皮障害後の組織学的な不完全再生は、嗅覚機能面にも影響を及
ぼすことが明らかした。

研究成果の概要（英文）：We examined whether olfactory sensory deprivation affected the dynamic 
incorporation of newly generated OSNs 3, 7, 14, and 28 days post-injury in adult mice. No 
significant differences in the numbers of olfactory marker protein (OMP)-positive mature OSNs or 
apoptotic OSNs were observed between the deprived and non-deprived sides 0-7 days post-injury. 
However, between days 7 and 28, the sensory deprived side showed markedly fewer OSNs and mature OSNs
 but more apoptotic OSNs than the non-deprived side. Intrinsic functional imaging of the dorsal 
surface of the olfactory bulb at day 28 revealed that responses to odor stimulation were weaker in 
the deprived side compared with those in the non-deprived side. These results indicate that in the 
adult OE sensory deprivation disrupts compensatory OSN regeneration following injury and that newly 
generated OSNs have a critical time window for sensory input-dependent survival 7-14 days 
post-injury.
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１．研究開始当初の背景 

生涯にわたり再生を繰り返す嗅細胞は、様々

な要因によって、その生存ならびにその成熟

過程が影響を受ける。発達期では、新生嗅細

胞の成熟に関わる因子の１つは嗅覚入力であ

り、嗅覚入力が遮断されると嗅細胞は成熟せ

ずに、細胞死に陥る。しかし、成体において

、新生した未熟嗅細胞の分化・成熟過程に嗅

覚入力がどのように関わるのかについては十

分に解明されていない。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、新生嗅細胞の分化・成熟過

程に嗅覚入力がどのような影響を及ぼすのか

を明らかにすることである。この目的達成の

ために、嗅上皮障害後に新生する嗅細胞に注

目し、その成熟過程における、嗅覚入力依存

的な細胞動態の変化を主に免疫組織学的手法

によって観察する 

 

３．研究の方法 

C57BL/6（10週齢♂）マウスに対して、嗅毒性

物質であるメチマゾール75mg/kgを腹腔内に

投与する。メチマゾールによる嗅上皮障害後6

時間以内に、ケタミンならびにラボナールに

よる麻酔を行い、内腔を充填したシリコンチ

ューブをマウス一側鼻腔に挿入し、片鼻閉マ

ウスを作製する。各時間経過後（メチマゾー

ル障害後3、7、14、28日）、脳をPFAで還流固

定し、骨脱灰後にパラフィン包埋する。5μm

の厚みで嗅上皮冠状断を作製（各切片が最低

500μm離れた鼻中隔3切片を選択）し、嗅上皮

の厚み、嗅細胞数、支持細胞数を鼻閉側と開

放側で比較する。さらに、抗Olfactory Marker 

Protein (OMP) 抗体、抗Ki67抗体、抗βⅢ

tublin抗体、抗Caspase3抗体を用い、酵素抗

体法によって、新生した嗅細胞の細胞動態な

らびに基底細胞の分裂能を経時的に観察する

。抗Caspase3抗体を用い、酵素抗体法によっ

て障害後7日、14日、28日でのCaspase3陽性細

胞数を計測する。嗅細胞の細胞死阻害のため

、メチマゾール投与1週間後からCaspase3阻害

剤（80㎎/kg）を隔日で腹腔内投与する。

Caspase3阻害剤投与群と投与なし群（10%DMSO

）において、Caspase3陽性細胞数を開放側と

鼻閉側で比較する。 メチマゾール障害後28

日後のマウスを用いて機能イメージング解析

を行う。ケタミン、ラボナール麻酔を行い、

体温をモニターしながら、マウス前頭骨をダ

イヤモンドバーで薄く削り、嗅球背側部を露

出させる。705ｎｍの赤外線刺激による、

Oxy-HbならびにDeoxy-Hbの吸光係数の相違を

利用して、CCDカメラで嗅球の匂い刺激に対す

る神経活動を観察する。匂い刺激は、オルフ

ァクトメーターを用い（100ml/分の流量、5

秒間刺激）、嗅球背側領域を活性化する

2-methylbutyric acid ならびに trimeth ｙ

lthiazolineをミネラルオイルで10%に希釈し

て使用する。鼻閉後再開放側と鼻閉側で匂い

刺激に対する神経応答を、定量的に比較する 

 

４．研究成果 

研究期間全体を通して次の４点を明らかにし

た。 

１．新生嗅細胞は、嗅覚入力依存的に再生・

成熟する。 

嗅毒性物質であるメチマゾールを投与し、投

与後早期にシリコンチューブをマウス一側鼻

腔に挿入し、片鼻閉マウスを作成した。新生

した嗅細胞の再生過程を組織学的に観察した

。嗅上皮障害後の再生過程を継時的に観察す

ると、障害後14日以降で鼻閉側の嗅上皮が薄

く、鼻閉側の嗅細胞数、成熟嗅細胞数が開放

側と比較して減少していた（下図）。 



2．適切な時期に嗅覚入力を受けないと、新生

嗅細胞は成熟せずに細胞死に陥る。 

抗カスパーゼ3抗体を用い、酵素抗体法によっ

て障害後7、14、28日でのカスパーゼ3陽性細

胞数を計測すると、鼻閉側嗅上皮でのカスパ

ーゼ3陽性細胞数は障害後7日では開放側と比

較して差はなかったが、障害後14日以降で、

開放側と比較して増加していた。「新生する嗅

細胞は、障害後7日以降に嗅覚入力を受けない

と細胞死に陥る」可能性を検討するために、

「障害後0-7日目までの鼻閉群」と「障害後

7-14日目までの鼻閉群」の2群を作成した。脳

固定時期（障害後14日）、鼻閉期間（7日間）

は同一であるが、鼻閉するタイミングを変え

た2群において、嗅上皮の厚み、細胞数、OMP

陽性細胞数を開放側と鼻閉側で比較した。障

害後すぐに鼻閉を開始した群では、開放側と

鼻閉側で嗅細胞数に変化を認めなかった。し

かし、障害7日目以降に鼻閉した群では、鼻閉

側の嗅細胞数が開放側と比較して有意に減少

していた。さらにカスパーゼ３陽性細胞数は

鼻閉側で有意に増加していた。障害後の新生

細胞の成熟は、嗅覚入力期間ではなく、障害

後7-14日の嗅覚入力に依存することを明らか

にした。 

3．嗅上皮障害後の組織学的な不完全再生は「

未熟な新生嗅細胞の細胞死」によって引き起

こされる。 

カスパーゼ阻害薬を投与することで、嗅上皮

障害後の不完全な組織再生が、新生嗅細胞の

細胞死によって引き起こされるかどうかを確

認した。最初に細胞死に陥る細胞（カスパー

ゼ3陽性）の多くは未熟な嗅細胞であることを

見出した (下図)。この未熟な嗅細胞の細胞

死阻害のため、メチマゾール投与1週間後から

、カスパーゼ阻害剤を隔日で腹腔内投与を行

った。カスパーゼ阻害剤投与群と投与なし群

（10%DMSO）において、カスパーゼ3陽性細胞

数を開放側と鼻閉側で比較すると、鼻閉側で

の組織の不完全な再生が抑制されることを組

織学的に確認した。 

4．嗅上皮障害後の新生細胞による機能代償は

、嗅覚入力遮断によって破綻する。 

メチマゾール障害後28日後のマウスを用い機

能イメージング解析を行った。閉塞後再開放

側の嗅球背側領域の匂い刺激に対する神経活

動は、開放側と比較して有意に低下していた

。嗅覚入力遮断による嗅上皮障害後の組織学

的な不完全再生が、嗅覚機能面にも影響を及

ぼすことが示された。 

以上の結果から 嗅上皮障害後の再生過程に

、嗅覚入力が重要な役割を果たしていること

が明らかになった。嗅覚刺激によって新生し

た未熟な嗅神経を効率的に成熟嗅細胞に分化

させることができる可能性が示唆され、今後

、嗅上皮障害患者に対して嗅覚刺激による治

療法の開発が期待される。さらに嗅上皮障害

後に新生した嗅細胞による組織修復ならびに

機能代償に関わる神経機構の解明が期待でき

る。 
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