
1 

 

 

 

博士論文 

 

カロリー制限が嗅神経上皮の恒常性維持に 

与える影響についての研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

岩 村 均 

 

 



2 

 

 

 

 

 

カロリー制限が嗅神経上皮の恒常性維持に 

与える影響についての研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

耳鼻咽喉科 

指導教員：山岨 達也 教授 

 

岩村 均 

 



3 

 

目次 

 

1. 要旨・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・4ページ 

2. 緒言・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・5ページ 

3. 研究・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・7ページ 

4. 結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・17ページ 

5. 考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・20ページ 

6. 結論・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・25ページ 

7. 謝辞・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・26ページ 

8. 参考文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・27ページ 

9. 図.表・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・32ページ 

 

 



4 

 

 

要旨 

 

マウス嗅神経上皮におけるカロリー制限(CR)の効果を細胞動態及び遺伝子発現の変化から評

価した。8週齢の雄性 C57BL/6Jマウスに対し、対照食又は 36％カロリー制限食で非障害状態及

び嗅粘膜毒性物質メチマゾールによる障害状態での嗅神経上皮細胞の再生過程を比較した。3

ヵ月時点で嗅覚受容体ニューロン及び増殖性基底細胞数は CR食群で有意に少なく、障害後の

増殖性基底細胞数も少なかった。障害後 2 ヵ月の嗅神経上皮の再生は CR食群で回復が悪かっ

た。DNAマイクロアレイ及び qPCRの遺伝子発現解析の結果、IL-6, Cxcl1の発現が CR食群で

上昇した。CRは嗅神経上皮再生に不利益と考えられた。 

 

 



5 

 

緒言 

 

ヒトでは嗅覚は五感の中でも最も軽視されがちな感覚であるが、すべての動物にとって重要な

感覚であり、ニオイは摂食行動、探索行動、性行動、家族内行動や天敵といった他個体の認識を

行う上で、極めて重要な意味を持っている。 

哺乳類の嗅覚系の末梢化学受容器である嗅粘膜は鼻腔の後上部に位置する。図１に示すよう

に嗅粘膜は嗅神経上皮と粘膜固有層に分けられ、嗅神経上皮は支持細胞、嗅神経細胞、基底

細胞の層に分けられる。嗅神経上皮最表層には長円形の核をもった支持細胞の層があり、その

下方には嗅神経上皮の大部分を占める、様々な分化段階にある嗅神経細胞の層がある。双極性

ニューロンである嗅神経細胞は嗅覚の化学受容細胞として機能しており、その樹状突起の先端は

嗅粘膜上に突出して嗅小胞を形成し、ここから嗅線毛が放射状に伸びている。この嗅線毛上に匂

い受容体が発現しており、嗅素の受容を行う。一方中枢側へは軸索が嗅球に投射し、そこでシナ

プスを形成して嗅覚中枢に信号を伝達する。嗅上皮最深層には基底細胞層があり、基底細胞層

の細胞は基底膜に密着し扁平な形をした水平基底細胞とそのすぐ表層にあり球形をした球状基

底細胞に分類される。嗅神経上皮の下層である粘膜固有層には嗅粘膜を覆う粘液を産生する

Bowman腺や血管、嗅神経の神経束が存在する。 

嗅神経上皮は中枢神経系の一部でありながら生後も神経新生がおこるという特異な性質を有し

ており、嗅覚受容体ニューロン(ORN)が恒常的に細胞死と新生を繰り返す。生理的状態において

も絶えず神経細胞のターンオーバーが起こっているが、細菌・ウィルス感染や薬剤投与による障

害時にはこの機能が賦活化されて上皮が再生される[1-6] 。神経再生は、嗅神経上皮の基底層
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にある球状基底細胞が分裂して、新生細胞が産生されることにより開始される。新生細胞は嗅神

経上皮の表層に向かって遊走しながら分化し、増殖の過程では、細胞が嗅神経上皮の表層に向

かって移動し始め、未成熟 ORNに分化し最終的には嗅覚マーカータンパク質(OMP)を発現する

成熟 ORN となる[3, 5, 7, 8]。新しく生成された嗅神経細胞は軸索を嗅球に向けて伸長し、シナプ

スを形成する[5, 9-11]。このような ORNの再生能力は、嗅覚を維持するのに必須と考えられてい

る。 

嗅神経上皮の恒常性維持機構は、局所的及び全身的要因によって調節を受ける。最近の研

究では、生存している嗅神経上皮細胞や死滅した嗅神経上皮細胞に由来するシグナル分子が、

嗅神経上皮再生の最も重要な部分を構成する基底細胞の増殖にフィードバックし、局所的に嗅

神経上皮の恒常性を調節していることが明らかになった[12-16] 。さらに神経前駆細胞の分化及

び生存は、成長因子と神経栄養因子によって誘導される[14, 17-19]。しかし、内分泌、代謝状態

の影響については、基底細胞増殖と甲状腺ホルモン[20-22]やエストロゲン[23, 24]との関連性以

外はあまり知られていない。 

カロリー制限(CR)は、必要不可欠な栄養素の欠乏を伴わずにカロリー摂取量を自由摂取の 60

〜80%に減少させるための系統的な介入法である。CRは、遺伝子発現の変化、酸化ストレスの減

少、代謝の減少、DNA修復能力の上昇といった様々な影響を及ぼす[25-30]。また、寿命を延長

し、加齢に関連する病理学的変化の発生を遅らせる[29, 31-34]。細胞動態については、細胞増殖

速度の低下が特徴であり、ケラチノサイト、肝細胞、乳腺上皮細胞、脾臓 T細胞、前立腺細胞など

の多くの種類の細胞の代謝回転速度は、CR開始後数週間で 30〜50%減少し、その効果は CR

介入期間全体で持続する[35-37]。臓器別では腸管で CRが自己複製能を増強し腸幹細胞数が
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増加するように正の効果を認めるものに対し[38]、精子のように CRが生殖能低下をもたらすように

負の効果を認めるものがある[39]。一方、神経系での CRの効果としては、海馬の歯状回や脳室

下帯(SVZ)において、ニューロン新生の賦活化を起こすことが知られており、神経組織では CRが

他の組織と異なる働きを持つ可能性が示唆されている[40-42]。 

嗅神経上皮での CRの効果としては、臭化メチルガスによる損傷後の嗅上皮再生及び嗅神経

伝導路の再生を阻害し嗅上皮から呼吸上皮への置換を増大させることが知られている[4]。また、

嗅球の後方部分は、CRによって障害後の嗅神経の再投射が低下する[11]。しかし、CRが非障

害時の嗅神経上皮の細胞動態に及ぼす効果や粘膜損傷後の再生様式に与える影響及びその

背景にある分子メカニズムについては不明な点が多い。 

そこで本研究では、CRのマウス嗅神経上皮細胞動態に対する効果を組織学的及び遺伝子発

現の観点から評価した。非障害状態及び嗅粘膜毒性物質であるメチマゾールによる嗅神経上皮

障害後の嗅神経上皮の細胞動態や組織学的回復について、対照食または CR食を摂取したマウ

スで比較した。また、嗅神経上皮組織の DNAマイクロアレイ及び定量的リアルタイムポリメラーゼ

連鎖反応(qPCR)解析により、対照食群と CR食群の嗅神経上皮における mRNA発現プロファイ

ルを比較した。 

 

方法 

実験動物 

埼玉実験動物(日本・埼玉)から入手した 8週齢の雄性C57BL/6Jマウスを使用した。受領後、マ

ウスを 12時間の明/暗サイクル下、温度制御された環境で、硬材の床敷を敷き詰めたポリカーボネ
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ート製ケージに個別に収容した。マウスを無作為に対照食群と CR 食群に分けた。対照食群では、

正常カロリー食(BioServ、ニュージャージー州フレンチタウン)用 F053 Dustless 12 Precision Pellets

を 104kcal /週(28ペレット/週)で給餌した。各マウスの給餌スケジュールは、月曜日に 8ペレット、

水曜日に 8ペレット、金曜日に 12ペレットとした。CR食群では、カロリー制限食用の F05314 

Dustless Precision Pellet(BioServ)を 67 kcal/週(18ペレット/週)でマウスに給餌し、対照食群と比較

して 36%カロリー制限となるようにした[43]。各マウスの給餌スケジュールは、月曜日に 5ペレット、

水曜日に 5ペレット、金曜日に 8ペレットとした。F05314ペレットはタンパク質、ビタミン、ミネラルが

豊富に含まれ、栄養不良を避けるために、各マウスが 1週間に摂取するこれらの成分の量は対照

食群と CR食群で同等とした[44]。このような CRの給餌プロトコルはマウスにおいて、寿命を延ば

し、癌の発生率を低減させることが判明している[26, 44]。CRマウスは毎回ペレットを完食した。全

てのマウスはボトル入りの水道水を自由に摂取した。マウスの体重は毎週測定した。いずれの動

物も屠殺の時点で明らかな全身疾患を認めなかった。すべての手順は東京大学動物実験委員

会による承認を受け(実験承認番号医-P14-044)、米国国立衛生研究所の実験動物の管理と使用

に関する指針(National Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals)に則

り施行され、実験動物の苦痛を最小限にするよう努めた。 

 

実験プロトコル 

8週齢の雄性 C57BL/6Jマウスを使用して下記 4つの実験群で検討した。 

① 正常な嗅神経上皮の形態及び細胞動態に対する CRの短期的効果を評価するために、8

週齢の雄性 C57BL/6Jマウスに対照ペレット(n=7)又は CRペレット(n=7)のいずれかを 1 ヵ
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月間給餌した後、屠殺して組織学的分析を行った。先行研究から 1ヶ月のCRが長期のCR

とほぼ同程度の全身の代謝変化が生じる[26, 45-48]こと、嗅神経上皮のターンオーバーサ

イクルが 1 ヵ月のため 1 ヵ月の期間を採用した。（図２a） 

② 中長期的効果を評価するために、マウスに対照ペレット(n=7)及び CRペレット(n=7)のいず

れかを 3 ヵ月間給餌し、その後、同様に屠殺して組織学的分析を行った。この実験プロトコ

ルを図 2bに示す。 

嗅神経上皮の障害惹起には嗅粘膜毒性物質である抗甲状腺薬メチマゾール(methimazole)

を用い、障害後の嗅神経上皮の組織学的回復過程における CRの影響による変化を検討し

た。 

メチマゾールはチオウレイレン系薬剤の一つであり、ヒトでの副作用として嗅覚低下や嗅覚脱

失が報告されている[49] 。動物実験ではメチマゾールの腹腔内投与により嗅神経上皮障害

が起きることが知られている[50-52]。メチマゾールの嗅神経上皮毒性は、フラビン含有モノオ

キシゲナーゼ(flavin-containing monooxygenase)によってメチマゾールが代謝された際に生成

されるスルフィン酸やスルフェン酸などの反応性の中間代謝産物によると考えられている[50] 。

他に実験的に嗅神経上皮を障害させる方法として、嗅球摘出[1, 53, 54]、嗅神経切除[6, 55, 

56]、硫酸亜鉛の鼻腔内灌流[2, 57, 58]、臭化メチルガスの吸入[4, 59]などの方法が知られて

いるが、本研究では、(1)障害が用量依存性で再現性があり可逆性である、(2)十分量投与す

ることで嗅神経上皮全体に均一な障害を起こすことができる、(3)投与法が容易であり安定し

て行える、の 3点の理由より、メチマゾールによる嗅神経上皮障害を選択した。 

③  嗅神経上皮のメチマゾールによる障害後の細胞増殖制御に対する CRの影響を評価する
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ため、対照ペレット(n=5)又は CRペレット(n=5)のいずれかで 1 ヵ月間マウスを飼育し、その

後、リン酸緩衝食塩水(PBS)、pH7.4に溶解したメチマゾール(80 mg/kg; Sigma-Aldrich 

Japan、日本・東京)をマウスに腹腔内注射した。過去の研究によれば、同用量は非致死量

であり、嗅神経上皮のほぼ全ての領域で ORNの変性を誘発することができる[5]。また、嗅

神経上皮細胞の再生の開始時期で、基底細胞増殖の制御が 1週間でピークに達するため

[5]、1週間の時点で評価とした。 

メチマゾール投与から 1週間後にマウスを固定した。この実験プロトコルを図 2cに示した。 

④ 嗅神経上皮の中長期的回復に対する CRの効果を評価するために、マウスを対照ペレッ   

ト(n=7)又は CRペレット(n=7)で 1 ヵ月間維持し、その後、上記のとおりメチマゾールを腹腔内

注射した。メチマゾール投与後、対照食群及び CR食群のマウスにそれぞれ対照ペレットと

CRペレットを引き続き給餌し、メチマゾール投与後 2ヵ月でマウスを固定した。この実験プロト

コルを図 2dに示した。 

組織固定および標本作製 

ケタミン(100 mg/kg)とキシラジン(9 mg/kg)を筋肉内注射してマウスを深麻酔し、次いで、10%中

性緩衝ホルマリン(Muto Kagaku、東京・日本)を用いた心臓灌流によって固定し、断頭屠殺した。

その後、26ゲージ針を装着した 1 mlのシリンジを用いて、同じ固定液で鼻腔を局所的に灌注した。

この手順では、嗅神経上皮への機械的損傷を最小限に抑えるために、針の先端を後鼻孔から 3 

mm以内に挿入し、鼻腔を穏やかに洗浄した。下顎を除去し頭部の皮を剥ぎ、同じ固定液に室温

で 1週間浸漬してさらに固定し、その後 10%エチレンジアミン四酢酸(EDTA、pH7.0)中に室温で 2

週間浸漬して脱灰した。脱灰後、標本を洗浄しエタノール系列で脱水しパラフィンに包埋した。嗅
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球の前端レベルの連続冠状切片(厚さ 4µm)をMAS コートスライド(松浪硝子、日本・大阪)上にマ

ウントした。その後、これらの切片にヘマトキシリン‐エオジン(H-E)染色と免疫組織染色を観察し

た。 

 

免疫組織染色 

一次抗体 

抗 OMP抗体染色 

OMP抗体(544-10001、Wako chemical USA、バージニア州リッチモンド)は、マウス及びラット嗅

球のウエスタンブロット解析でOMPに相当する分子量 19kDの単一バンドを認識するヤギポリクロ

ーナル抗体である[60]。同抗体は、げっ歯類の嗅神経上皮の成熟した嗅神経細胞を免疫標識す

る[3, 8, 61]。 

抗 Ki67抗体染色 

マウスモノクローナル抗Ki67抗体(BD Biosciences(カリフォルニア州サンノゼ)から購入;クローン

B56、#550609)は、ヒト Ki67 タンパク質の Ki67モチーフと呼ばれる高度に保存された 22アミノ酸

配列を用いて作製された。この抗体は、ヒト細胞のウエスタンブロット解析で 345 kD と 395 kDの 2

つのバンドを検出する。これらのバンドは選択的スプライシングを受ける Ki67のアイソフォームの

分子量と一致する[62]。この抗体は、細胞周期のすべての活動段階で発現する細胞増殖関連核

抗原を認識し、免疫組織化学的解析では、凍結組織切片とパラフィン包埋組織切片のいずれに

おいても B56はMIB 1 と同じ染色パターンを示すことが実証されている。 

抗 Caspase3抗体染色 
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ウサギポリクローナル抗切断型 Caspase 3抗体(Cell Signaling Technologyより購入)は、ヒト

Caspase 3の Asp175に隣接する合成 KLH結合ペプチド(CRGTELDCGIETD)に対して作製され

たものである。Caspase 3は、哺乳動物組織のアポトーシスの明確に定義されたマーカーである

[63] 。この抗体は 17〜19 kDの断片を認識するが、ヒト及びマウスの細胞株ホモジネートのウエス

タンブロットでは完全長の Caspase 3を認識しない(製造元のデータシートによる)。 

抗 IL-6R抗体染色 

ウサギポリクローナル抗インターロイキン 6受容体α(IL-6Rα)抗体(GeneTexから購入)は、マウ

ス IL-6Rαの 351から 460のアミノ酸残基を含む領域に相当する免疫原に対して作製された。こ

の抗体は、マウス脳組織ホモジネートのウエスタンブロットで 50 kDのバンドを認識する(製造元の

データシートによる)。 

ウサギポリクローナル抗 IL-6Rβ(gp130 としても知られる)抗体(Biossから購入)は、マウス IL-6R

β由来する KLH結合合成ペプチドに対して作製された。 

免疫組織化学 

OMP、Caspase 3、IL-6α、IL-6βの免疫染色では、脱パラフィンを行った切片を 10 mM クエン

酸緩衝液(pH6.0、Dako Cytomation Japan、日本・京都)に浸漬し、抗原賦活化を目的として 20分

間、121℃でオートクレーブした。Ki67の免疫染色では、脱パラフィンを行った切片を抗原賦活化

溶液(S1700、Dako Cytomation Japan、日本・京都)に浸漬し、同様にオートクレーブした。 

抗原賦活化後、非特異的な抗体結合を減らすため、4%ウシ胎児血清(Invitrogen、日本・東京)、

0.1% Triton-X 100、0.1%アジ化ナトリウムを含む PBS(pH7.4)ブロッキング液と共に切片を室温で 1

時間インキュベートしてブロッキングを行い、次いで、ヤギ抗 OMP抗体(同ブロッキング溶液で 1：
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5000希釈)、抗Ki67抗体(同ブロッキング溶液で 1：500希釈)、抗切断型 Caspase 3抗体(同ブロッ

キング溶液で 1：400希釈)、抗 IL-6R(同ブロッキング溶液で 1：400希釈)、抗 gp130(同ブロッキン

グ溶液 1：400希釈)のいずれかの抗体溶液と共に 4℃で一晩インキュベートした。PBS(pH7.4)で数

回洗浄後、用いた各一次抗体に対応するように、西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRP)結合抗ヤギ

IgG又は抗ウサギ IgG二次抗体(Simplestain MAX-PO, (G)and (R), ready-to-use、ニチレイ、日本・

東京)と共に切片を室温で 30分間インキュベートした。PBS(pH 7.4)でさらに洗浄後、ジアミノベン

ジジン(DAB)(Simplestain DAB, ready-to-use、ニチレイ、日本・東京)を用いて免疫反応を行った。

蒸留水で洗浄後、切片をヘマトキシリンで染色し、次いで脱水してスライドにマウントした。一次抗

体を反応から省いたものを陰性対照とした。一次抗体を省いた場合明らかな染色は認められなか

った。 

嗅神経上皮の定量解析 

上記の免疫組織染色した切片を、明視野照明下で顕微鏡(Nikon E800、Nikon、日本・東京)を

用いて観察した。 

Ki67、Caspase 3、OMPの各陽性細胞が標識された嗅神経上皮細胞を定量的に分析した。標

本間の変動を制御するために、前後軸に沿って以下の 3領域の鼻中隔嗅神経上皮で分析を行っ

た(図 3)。 

レベル 1：第 2篩骨甲介がその前端に現れる切片 

レベル 2：嗅球の前端を通る切片 

レベル 3：前後軸で嗅球の中央を通る切片 

各実験群のOMP陽性細胞とメチマゾール投与から 1週間時点のKi67陽性細胞を計数するた
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めに、レベル 1、レベル 2、レベル 3のそれぞれの領域で、鼻中隔嗅神経上皮の 1か所、3か所(背

側、中央、腹側)、2か所(腹側及び背側)の異なる顕微鏡視野を 40倍の対物レンズを装着したデ

ジタル顕微鏡カメラ(AxioCam、Carl Zeiss)を用いて無作為に撮像した(図 2)。各視野の幅は 350 

µm、鼻中隔嗅神経上皮の上皮長は、レベル 1、2、3の各領域切片それぞれで約 0.5、2、1 mmで

あったため、この手順で鼻中隔嗅神経上皮の全長の約半分を分析したことになる。非障害状態で

1 ヵ月及び 3 ヵ月時点の Ki67陽性及び Caspase 3陽性細胞の評価は各陽性細胞数が少ないこと

もあり、両側鼻中隔嗅神経上皮の全長に沿って細胞を計数した。計数の重複を避けるために、各

レベルで少なくとも 50 µm離した 2つの切片から、レベル 1、2、3の各データを取得した。画像解

析ソフトウェア(Microanalyzer、Poladigital Japan)を用いて、各顕微鏡画像上で各抗原が標識され

嗅神経上皮細胞の数を手動で計数した。計測者には計測している個体が特定できない形（blind）

で行った。 

各レベルで計数した細胞数を切片全体で平均し、嗅神経上皮長 1mmあたりの各群の標本の

平均±標準誤差として表した。 

画像提示 

明視野照明下の顕微鏡(E800、Nikon, 日本・東京)を用いて染色切片を検鏡し、デジタル顕微

鏡カメラ(AxioCam、Carl Zeiss、日本・東京)を用いて撮影した。Adobe Photoshop(日本・東京)で画

像をデジタル処理したが、明るさ、コントラスト、カラーバランスのみを調整した。 

DNAマイクロアレイ解析 

8週齢の雄性 C57BL/6Jマウスを使用した。対照又は CR条件下のいずれかで 3 ヵ月間維持し

たマウスの嗅神経上皮を対象に、遺伝子発現プロファイルを解析した。各条件下の 2匹の動物か
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ら左右の嗅粘膜を採取し、合計 4つのサンプルを取得した後、NucleoSpin RNAキット(Takara 

Biotechnology、日本・滋賀)を用いて製造元の指示に従って全 RNAを単離した。Agilent 

SurePrint G3 Mouse Gene Expression 8x60K Array platform(Agilent、米国カリフォルニア州サンタ

クララ)を用いて、DNAマイクロアレイ解析を行った。GENESPRING GX 7.1 ソフトウェア(Agilent 

Technologies、米国カリフォルニア州サンタクララ)を用いてデータを正規化した。ベースラインを超

えるシグナル閾値を全試料の中央値に対して適用し、75パーセンタイルシフトに対して正規化し

た。DAVID v6.7(http://david.abcc.ncifCRf.gov/)を用いて機能アノテーション解析を実施し、発現

の変化を評価した。 

定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応(qPCR) 

NucleoSpin RNAキット(Takara Biotechnology)を用いて、8週齢の雄性 C57BL/6Jマウスを、対

照又は CR条件下のいずれかで 3 ヵ月間維持した嗅神経上皮の全 RNAを単離し、製造元の説

明書に従って Prime Script RT Master mix(Takara Biotechnology)を用いて一本鎖 cDNAへ逆転

写した。SYBR® Premix Ex Taq™ II(Takara Biotechnology)と ABI prism 7500 Sequence Detector 

system(Thermo Fisher Scientific K.K.、日本・神奈川)を用いて、qPCR(SYBR Green Assay、

Applied Biosystems、米国カリフォルニア州フォスターシティ)を行った。 

インターロイキン 6(IL-6)のフォワードプライマーとして 5'-CAACGATGATGCACTTGCAG-3 '、リ

バースプライマーとして 5'-CTCCAGGTAGCTATGGTACTCCAG-3'、ケモカイン(C-X-Cモチーフ)

リガンド 1(Cxcl1)のフォワードプライマーとして 5'-TGCACCCAAACCGAAGTC-3 '、リバースプライ

マーとして 5'-GTCAGAAGCCAGCGTTCACC-3'、ケモカイン(C-Cモチーフ)リガンド 2(Ccl2)のフ

ォワードプライマーとして 5'- AGCAGCAGGTGTCCCAAAGA-3 '、リバースプライマーとして 5'- 
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GTGCTGAAGACCTTAGGGCAGA-3'、 

グリセルアルデヒド 3-リン酸デヒドロゲナーゼ(Gapdh;ハウスキーピング)のフォワードプライマーとし

て 5'-TGTGTCCGTCGTGGTCTGA-3 '、リバースプライマーとして

5'-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3'を使用した。比較Ct(2-ΔΔCT)法(群あたり n=4)を利用して、

標的遺伝子の Ct値と GAPDH の Ct値の差(ΔCt)として遺伝子発現レベルを算出した。 

統計解析 

SPSS統計ソフトウェア(SPSS、米国イリノイ州シカゴ)を用いて、データを統計的に評価した。対

照食群(n=5)と CR食群(n=5)とのKi67、OMP陽性細胞数の差異を対応のない t検定(n=5)を用い

て比較した。各結果を平均±標準誤差として記載した。p<0.05値を統計的に有意とみなした。 
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結果 

 

体重 

実験開始時の対照食群及び CR食群のマウスの平均体重は、それぞれ 21.6±0.3 g及び 21.5

±0.4 gで有意差はなかった。非障害状態では、カロリー介入を始めてから 1 ヵ月時点で、対照食

群及び CR食群のマウスの平均体重は、それぞれ 22.7±0.7 g及び 19.7±0.3 gで有意差を認め

た(図 4a）。3ヵ月時点では、対照食群及びCR食群のマウスの平均体重は、それぞれ 39.6±1.0 g

及び 29.6±0.4 gで有意差を認めた(p＜0.05) (図 5a)。 

 

生理的状態での CRの影響（嗅神経上皮の形態と細胞動態の比較） 

まず、非障害条件下の嗅神経上皮の形態と細胞動態に対する短期(1 ヵ月)及び中長期(3 ヵ

月)CRの効果を評価した。1 ヵ月時点で、1mmあたりの鼻中隔嗅神経上皮の OMP陽性細胞数を

ORN数として比較した結果、対照食群とCR食群の各レベルのORN数に有意差は認めなかった

(図 4 b b’ b’’ b’’’ b’’’’ b’’’’’ c c’ c’’ c’’’ c’’’’ c’’’’’ d d’ d’’ )。1mmあたりの Ki67陽性細胞を増殖性基

底細胞数として比較した結果、CR食群と対照食群で有意差は認めなかった(図 4 e e’ e’’ e’’’ e’’’’ 

e’’’’’ f f’ f’’)。一方 3 ヵ月時点で、1mmあたりの ORN数は CR食群のレベル１領域で有意に少な

かったが(図 5 b b’ c c’ d)、レベル 2(図 5 b’’ b’’’ c’’ c’’’ d’)及びレベル 3(図 5 b’’’’ b’’’’’’ c’’’’ c’’’’’’ 

d’’)では群間に有意差はなかった。1mmあたりの増殖性基底細胞数は、レベル 1(図 5 e e’ f)で対

照食群と CR食群で有意差がなく、レベル 2(図 5 e’’ e’’’ f’)やレベル 3(図 5 e’’’’ e’’’’’ f’’)の CR食

群で対照群に比べ有意に減少していた。 
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1mmあたりのCaspase 3陽性のアポトーシス細胞数は非常に少なかった。嗅神経上皮全長に沿

って、最大でも数個の陽性細胞しか認めなかった。1ヵ月又は 3ヵ月のいずれの時点でも、対照食

群と CR食群で有意な差はなかった。 

 

嗅神経上皮障害後の再構築における CRの影響 

次に、メチマゾール投与による障害状態で嗅神経上皮細胞増殖の制御に対する障害後超短

期(1週間)CRの効果を調べた。 

 

図 6に示すとおり、メチマゾール投与後 7日目時点で、嗅神経上皮全体が化学的に損傷され、

OMP陽性の ORNを粘膜に認めなかった(図 6a、a’)。高倍率で観察した結果、未分化の 3〜5細

胞層の上皮が基底膜を覆っていた(図 6b ,c)。対照食群と CR食群のいずれにおいても、1mm あ

たりの Ki67陽性細胞数が非障害の対照食群に比べて著しく増加したが(図 4f,6d)、この増殖度は

レベル 1と２の CR食群では対照食群に比べて少なかった(図 6d、d’)。レベル 3では、対照食群と

CR食群で統計的な有意差はなかった(図 6d’’)。 

 

メチマゾールによる障害後嗅神経上皮の組織学的再生に対するCRの効果をさらに調べた。図

7に示すとおり、障害後 2 ヵ月時点の対照マウスの 1mmあたりの ORN数は、非障害の同週齢(3

ヵ月齢)マウスよりも少なかった(図 4d及び図 6d)。レベル 1及びレベル 2では、対照食群のマウス

と比較して CR食群のマウスでは ORN数が有意に減少した(図 7a a’ a’’ a’’’ b b’ b’’ b’’’ c c’)。 
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DNAマイクロアレイによる発現差の比較 

CRによる嗅神経上皮の変化の背景にある分子メカニズムを調べるために、DNAマイクロアレイ

を用いて遺伝子発現プロファイルを比較した。対照食群と比較して CR食群では、181遺伝子(全

発現遺伝子の 0.31%)及び 72遺伝子(全発現遺伝子の 0.12%)の発現がそれぞれ誘導(2倍超)又

は抑制(1/2倍未満)されたことが明らかになった。DAVIDの一連のオンラインツールを用いて、発

現に差のあった遺伝子を遺伝子オントロジー(GO)解析の生物学的プロセスカテゴリーに割り当て

た。表 1に上位 10 の Gene Ontologyタームを示す。障害への反応、血液凝固、炎症反応、創傷

治癒などの炎症性変化が含まれることが明らかになった。これらの遺伝子名を表 2に列挙する。こ

れらの結果から、嗅神経上皮において CRで炎症が誘発されたと考えられた。 

 

炎症関連遺伝子の qPCR解析 

DNAマイクロアレイ解析の結果を確認するために、嗅神経上皮において炎症性変化に関与す

る遺伝子で発現に 2倍以上または 1/2倍以下の発現差があった遺伝子を qPCRで測定した。

qPCR解析の結果でも、対照食群と比較して CR食群で IL-6及び Cxcl1が有意に増加することが

明らかになった(図 8)。 

メチマゾールが阻害するフラビン含有モノオキシゲナーゼ(Fmo1、Fmo2)、また他臓器で CRで

の発現の上昇が報告[64, 65]されているP450(CYP2A5)の発現には差がなかった(図9)。その他の

遺伝子の発現の変化を表 3に示した。 
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考察 

 嗅覚はすべての動物にとって重要な感覚であり、ニオイは摂食行動、探索行動、性行動、家族

内行動などきわめて重要な意味を持っている。また、嗅神経細胞は生涯にわたり再生を繰り返す

特異な性質をもっている。 

本研究では、非障害及び障害条件下における CRの嗅神経上皮の形態及び細胞動態及び嗅

神経上皮での遺伝子発現への影響を調べた。 

 

生理的状態での CRの影響 

非障害条件下では、CRの 1 ヵ月時点での ORN数及び増殖性基底細胞数は、対照食群と CR

食群で有意差がなかった。しかし、CR3 ヵ月時点では、対照食群よりも CR食群で ORN数及び増

殖性基底細胞数が有意に減少した。これらの結果は、非障害条件下では、CRにおいて嗅神経

上皮の構造や細胞動態への変化発現に時間がかかることを示唆した。非障害条件下では、ORN

の寿命は 1 ヵ月以上と推定され[66, 67]、CRは ORNの細胞死を誘導しないため(Caspase 3細胞

は増加しない)、短期 CR下では解剖学的構造が安定していると考えられた。一方、3 ヵ月経過す

ると、ORNが寿命で脱落するが、CR食群では基底細胞の増殖による新たな ORNの供給が少な

いために、 3 ヵ月時点の ORN数の維持が十分ではなかったと考えられた。 

しかし、細胞動態に対する CRの効果は嗅神経上皮全体で均一ではなかった。前後軸に沿っ

てみた場合、効果は後部よりも前部で影響が高かった。 
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嗅神経上皮障害後の再構築における CRの影響 

次に、メチマゾールによる化学的障害後の嗅神経上皮の細胞構造の回復に CRがどのような影

響を及ぼすかを検証した。メチマゾール投与後 1週間時点で増殖性基底細胞数が CR食群で有

意に減少し、増殖能が低下したことが示唆された。 

さらに、メチマゾールによる障害後の嗅神経上皮の組織学的再生に対する CRの効果を調べた。

障害後 2 ヵ月時点における対照食群の ORN数は、非障害の同週齢と変わらず、完全に回復して

いた。メチマゾール投与 2 ヵ月後の ORN数と嗅神経上皮の厚みは対照食群よりも CR食群で有

意に少なかった。これらのことから、嗅神経上皮の再生は、CRにより悪化すると考えられた。 

今回の結果は、臭化メチルガスの吸入によるラットの嗅神経上皮障害モデルで、CRにより嗅神

経上皮再生が悪化することを示した Schwob ら[4, 11] の研究結果と合致する。Schwob らの研究

によると、CR条件下では、初期の粘膜病変の重症度が増すことにより、再生中に嗅神経上皮の

呼吸上皮化が増加した[4] 。また、CR食群では再生過程終了時に、嗅球の後部は対照食群と比

較して嗅神経の再投射が低下した[11] 。種の違い(ラットとマウス)や嗅神経上皮を障害する方法

の違い(疎水性ガスの吸入と親水性分子の腹腔内投与)にも関わらず、今回の研究では先行研究

と同様、CR下で障害後の嗅上皮の再生が悪化するという結果が得られた。Schwob らの報告では、

対照食群よりもCR食群の方が嗅神経上皮の化学的障害の程度は高度であり、これがCR群にお

いて嗅神経上皮再生が不完全となる原因としている。しかし、今回の結果では、メチマゾール投与

7日後時点で、嗅神経上皮全体が化学的に損傷を受けており、形態学的には障害の程度につい

て明らかな群間差はみられなかった。 

CR下における嗅神経上皮再生の低下の原因として以下の２つの可能性がある。1つ目は、CR



22 

 

下ではメチマゾールによって分裂可能な基底細胞の脱落が増加したことや細胞毒性によって分

裂能が失われた細胞が増加したことで障害がより高度になった可能性があると考える。対照食群

と CR食群において嗅神経上皮の初期変性について形態学的には明らかな違いはなかったが、

基底細胞の増殖数は CR食群で少なかったことから、基底細胞の細胞障害が CR食群でより高度

であり、そのため新生神経細胞の供給が不十分となり、嗅神経上皮の再生が不完全になった可

能性である。2つ目は、基底細胞が嗅神経上皮の障害に応答して増殖を制御するための臨界期

があり、この時期にCRで基底細胞増殖が抑制された結果、新たな神経細胞の供給が不十分にな

るという可能性があると考えた[5] 。 

CRによりシトクロム P450やフラビン含有モノオキシゲナーゼの発現増加が誘導され[64] [65]、

化合物の代謝時により多くの細胞毒性中間体が生成することが知られているが[68, 69]、今回の

DNAマイクロアレイの結果では P450(CYP2A5)及び FMO(Fmo1、Fmo2)の発現は変化しなかった

ことから、CRによる薬物代謝酵素の発現の変化の影響は少ないと考えられた。 

 細胞動態に対する CRの効果は嗅神経上皮全体にわたって均一ではなかった。前後軸に沿っ

た 3つの切片のうち、前部切片におけるORN数は、非障害及び再生時の両方において、対照食

群よりもCR食群の方が一貫して少なかった。一方、対照食群と比較したCR食群における増殖性

基底細胞数の変化は、実験条件に応じて容易に変動した。このメカニズムは不明であるが、嗅神

経上皮の CRに対する感受性が前後軸によって違う可能性が考えられた。 

メチマゾールによる障害実験から非障害状態だけでなく障害状態でも基底細胞の増殖能の低

下が CRにより誘導されることが示され、これは、肝臓、皮膚、腸管などの他の多くの器官で CR下

において細胞増殖が抑制されるという過去の研究[35, 37, 38, 70]と一致した。これは、CRにより末
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梢嗅覚系では CRが有益性のないことを示唆する。これは、拒食症患者で嗅覚が低下する知見と

一致する[44, 71-73]。 

 

DNAマイクロアレイ及び qPCRの遺伝子発現解析 

CRによる嗅上皮再生能低下の背景因子を探るため、対照条件下と CR条件下で嗅神経上皮

での遺伝子発現プロファイルを比較した。DNAマイクロアレイや qPCR解析の結果、炎症性サイト

カインである IL-6や Cxcl1が CR食群で上昇していた。一般的に、CRは全身性の炎症過程を抑

制し血清 IL-6を減少させることが知られており[74, 75]、今回の結果とは一致しない。DNAマイク

ロアレイ解析と qPCRの結果では IL-6が CRで有意に増加しており、これは、嗅神経上皮が CR

に対して他の臓器と異なる生物学的反応を示すことを示唆した。詳細なメカニズムは不明である

が免疫機能及び内分泌の変化により生じた可能性があると考える。免疫組織化学的分析では、

嗅覚粘膜において IL-6Rα及びβが存在することが確認されており、上昇した IL-6が実際に嗅神

経上皮に作用することが予想される。 

IL-6は幹細胞の老化を誘導し、細胞増殖を抑制する[36, 76-79]。IL-6の上昇は、CRに関連し

た細胞増殖の低下に加えて、非障害条件下及び障害後の基底細胞の増殖抑制にも関連する可

能性がある。他の炎症誘発性サイトカインの一種である TNFαの誘導により、基底細胞の増殖抑

制が誘導され、嗅神経上皮の変性が誘導されるという報告があり[80, 81]、それと同様に、IL-6が

嗅神経上皮で基底細胞の増殖を抑制する役割を持つことが予想された。 

一方、免疫組織化学では、IL-6Rは嗅神経上皮細胞に局在しており、嗅球摘出後 3〜4日で一

過性に上昇し、嗅球摘出後に一過性に ORN軸索においても発現すると報告されている[82] 。こ
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れは、IL-6が嗅神経上皮におけるニューロン再生に関与していることを示唆している。今回の結

果のみからは、CR食群の嗅神経上皮における IL-6の上昇が、障害に応答した二次的な変化で

あるという可能性を排除することはできない。このため、IL-6への介入によるさらなる評価が必要で

ある。 

本研究にはいくつか限界がある。1つ目は、行動実験によりマウス嗅覚の定量化を行わなかっ

たことである。2つ目は、嗅覚中枢系の細胞変化を評価しなかったことである。脳室下帯で新たな

ニューロンが生じ、未熟な神経細胞が嗅球に移動し、嗅球で細胞が顆粒細胞に分化し、嗅覚シグ

ナル伝達に関与するようになる[83-86]。CRによってその神経細胞の動態が影響を受ける可能性

がある。今後の考察として、これらの評価を行う必要があると考えられた。 
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結論 

嗅神経上皮の恒常性維持における CRの効果を調べた本研究において、CRは長期的に基底

細胞の増殖や ORN数を低下させ、化学的障害後の上皮再生を不完全にさせることが判明した。

CR時に炎症性サイトカイン発現上昇が嗅粘膜で誘導され、これが ORN数の低下と基底細胞の

増殖抑制に影響すると考えられた。一般的に他の多くの器官で CRは継続的な細胞分裂の生じ

ない組織の維持に有益と考えられている。しかし今回の結果から、興味深いことに嗅神経上皮な

どの機能維持のために継続的な細胞増殖が必要な臓器において CRが有害に働く可能性がある

ことを示唆した。 
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表 1 

 

BP: biological process; FDR: false discovery rate. 

 

 

Category  Term p-value FDR (Benjamini) 

BP GO:0009611 Response to wounding 5.3E-08 2.9E-05 

BP GO:0007596 Blood coagulation 3.1E-04 8.0E-02 

BP GO:0050817 Coagulation 3.1E-04 8.0E-02 

BP GO:0007599 Hemostasis 3.2E-04 5.7E-02 

BP GO:0006954 Infla1mmatory response 6.0E-04 7.8E-02 

BP GO:0050878 Regulation of body fluid levels 7.6E-04 8.0E-02 

BP GO:0042060 Wound healing 1.8E-03 1.5E-01 

BP GO:006959 Humoral i1mmune response 2.0E-03 1.4E-01 

BP GO:0006952 Defense response 4.5E-03 2.7E-01 

BP GO:0006955 I1mmune response 6.0E-03 3.0E-01 
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表 2 

 

 

General 

category 

Biological 

process 

Gene Symbol Fold 

increase  

Wounding Response to 

wounding 

Chemokine (C–C motif)ligand 2 Ccl2 2.68 

  Chemokine (C–X–C motif)ligand 1 Cxcl1 4.26 

  Chitinase 3-like 4 Chi3l4 5.1 

  Interleukin-6 Il6 13.50 

  Coagulation factor X F10 0.33 

  Complement component factor I Cfi 2.64 

  Complement factor D (adipsin) Cfd 2.29 

  Glycoprotein 1b, alpha polypeptide Gp1ba 0.23 

  Glycoprotein 5 (platelet) Gp5 0.18 

  Glycoprotein 6 (platelet) Gp6 0.45 

     

Infla1mmation Infla1mmatory 

response 

Chemokine (C–X–C motif)ligand 2 Cxcl2 2.68 

  Chemokine (C–X–C motif)ligand 1 Cxcl1 4.26 

  Chitinase 3-like 4 Chi3l4 5.1 

  Complement component factor I Cfi 2.64 

  Complement factor D (adipsin) Cfd 2.29 

  Interleukin-6 Il6 13.50 

Others  Taste receptor, type 2v Tas2r124 2.78 

  Olfactory receptor 92 Olfr92 0.34 

  Dopachrome tautomerase Dct 11.9 

  Tryptophan hydroxylase 1 Tph1 5.49 

  Somatostatin Sst 0.25 
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表 3 

 

 

Gene Symbol Expression  

Chemokine (C–C motif) ligand 2 Ccl2 -  

Chemokine (C–X–C motif) ligand 1 Cxcl1 CR↑ * 

Chitinase 3-like 4 Chi3l4 CR↑ * 

Interleukin-6 Il6 Control↑ * 

Coagulation factor X F10 -  

Complement component factor I Cfi -  

Complement factor D (adipsin) Cfd CR↑ * 

Glycoprotein 1b, alpha polypeptide Gp1ba -  

Glycoprotein 5 (platelet) Gp5 -  

Glycoprotein 6 (platelet) Gp6 -  

Flavin-containing monooxygenase 1 Fmo1 -  

Flavin-containing monooxygenase 2 Fmo2 -  

Term 1 Term 1 -  

Tif 1 Tif 1 -  

Ppbp Ppbp -  

CYP2A5 CYP2A5 -  
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図表の説明 

 

図 1  嗅神経上皮の再生様式 

嗅神経上皮は支持細胞、嗅神経細胞、基底細胞の 3種の細胞種よりなる。基底細胞は嗅神経上

皮の基底部に存在する。支持細胞は嗅神経上皮の表層に核を有し、細胞体の基部は基底層ま

で伸びている。嗅神経上皮の最下層には神経幹細胞能を有する基底細胞が存在する。基底細

胞から分化した新生嗅神経細胞は、嗅神経上皮の表層に遊走しながら幼若な嗅神経細胞となり、

さらに軸索を嗅球に向けて伸長する。その細胞はさらに表層に遊走し、最終的に嗅線毛を発現し、

嗅球に軸索をシナプス結合させた成熟嗅神経細胞となる。生成された嗅神経細胞は幼若な段階

でも成熟した段階でも細胞死を起こす。 

 

図 2  実験プロトコル 

a:マウスに対照ペレット(n=7)またはCRペレット(n=7)のいずれかを1ヶ月間与えた後、屠殺して組織

学的分析を行った。b:マウスに対照ペレット(n=7)またはCRペレット(n=7)のいずれかを3ヵ月間与え

た後、屠殺して組織学的分析を行った。c：マウスに対照ペレット(n=5)またはCRペレット(n=5)のい

ずれかを1ヵ月間与えた後、嗅粘膜毒性物質メチマゾール(80mg/kg体重)を腹腔内注射した。メチ

マゾール投与の1週間後にマウスを屠殺して組織学的分析を行った。d：マウスに対照ペレットまた

はCRペレットを1ヵ月間与え、次いで、メチマゾールを投与した。メチマゾール投与後2ヵ月間、対

照マウスには対照ペレットを与え続け、CRマウスにはCRペレットを与え続け、メチマゾール投与後

2ヵ月時点で全てのマウスを屠殺して組織学的分析を行った。 
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図 3  嗅上皮の評価に用いた代表的な切片像（抗ＯＭＰ抗体染色） 

OMP免疫染色による嗅神経上皮の顕微鏡写真。各パネルの赤い長方形(幅 350μm)は、細胞数

分析に使用した領域である。a：レベル 1の切片は、第 2篩骨甲介の前端が現れる位置である。嗅

神経上皮の長さが短いため各鼻中隔粘膜に１つの高倍率の顕微鏡像を選択した。b：レベル 2の

切片は、嗅球の前端を通る深さで、各鼻中隔粘膜に 3切片(腹側、中部、及び背側)の顕微鏡像を

選択した。 c：レベル 3の切片は、前後軸に沿って嗅球の中央を通る深さで、2切片の顕微鏡像

(腹側と背側)を選択した。(bar=0.2mm) 

 

図 4  非障害状態における嗅神経上皮の形態と細胞動態に対する短期間(1か月)CRの影響 

a：各群のマウスの 1 ヵ月平均体重。 CR食群のマウスの平均体重は対照食群より有意に低かった。 

* p<0．05。 b-f：組織学的分析。対照マウス(b、c、e、b ''、c ''、e ''、b ''''、c ''''、e '''')及びCRマウス（b 

'、c'、e '、b'''、c '''、e'''、b '''''、c'''''、e ''''')における鼻中隔の嗅神経上皮の顕微鏡写真。レベル 1 (b 、

b '、c、c'、e、e ')、レベル 2(b''、b'''、c ''、c '''、e''、e''')、及びレベル 3(b ''''、b '''''、c''''、c' ''''、e ''''、e ''''')。 

b-b '''''(低倍率)及びc-c'''''(高倍率)の切片はOMP抗体により免疫染色され、e-e '''''内の切片は抗

Ki67抗体により免疫染色されている。 d-d ’'及びf-f''のグラフは、対照食群とCR食群との間の、各

レベルでの 1mmあたりのOMP及びKi67陽性細胞数の比較。各レベルにおいて、1mmあたりの

OMP陽性細胞数(d-d’’)またはKi67陽性細胞数(f-f’’)に関して群間に有意差はなかった。 N.S .:

有意差なし。(bar=b:0.2mm、c e:20μm) 
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図 5  非障害状態における嗅神経上皮の形態と細胞動態に対する中長期(3か月)CRの影響 

a：3 ヵ月時点における各群のマウスの平均体重。 CR食群のマウスの平均体重は対照食群より有

意に低かった。 *** p <0．001。 b-f：組織学的分析。対照マウス(b、c、e、b ''、c ''、e ''、b ''''、c ''''、

e '''')及びCRマウス（b '、c'、e '、b'''、c '''、e'''、b '''''、c'''''、e ''''')における鼻中隔の嗅神経上皮の顕微

鏡写真。レベル 1 (b 、b '、c、c'、e、e ')、レベル 2(b''、b'''、c ''、c '''、e''、e''')、及びレベル 3(b ''''、b '''''、

c''''、c'''''、e ''''、e ''''')を示す。 b-b '''''(低倍率像)及びc-c'''''(高倍率像)の切片は抗OMP抗体による

免疫染色、e-e '''''内の切片は抗Ki67抗体による免疫染色。 d-d '及びf-f' 'のグラフは、対照食群と

CR食群との間の、各レベルでの 1mmあたりのOMP及びKi67免疫陽性細胞数の比較。 CR食群

では、レベル 1では 1mmあたりのOMP陽性細胞数、レベル 2 と 3では 1mmあたりのKi67陽性細

胞数は有意に減少した。 * p <0．05。 ** p <0．01。 N.S .:有意差なし。(bar=b:0.2 1mm、ce:20μ

m) 

 

図 6  チマゾールによる嗅神経上皮障害後の嗅上皮再生に対するＣＲの影響(障害後 1週間) 

a：抗OMP抗体により免疫染色された、レベル 2の対照(a)及びCR(a ')マウスの嗅神経上皮の顕微

鏡写真。嗅神経上皮全体が障害を受けており、ORNは粘膜に残存しなかった。 b-d細胞増殖の

組織学的解析。対照マウス(b、c、b ''、c ''、b ''''、c '''')及びCRマウス(b '、c'、b '''、c’’’、b’’’’’、c’’’’’)の

鼻中隔の嗅神経上皮の顕微鏡写真。レベル 1(b、b '、c、c')、レベル 2(b ''、b '' '、c''、c’’’)及びレベ

ル 3(b ''''、b '''’'、c''''、c''''')。 b-b ''''’(低倍率像)とc-c ''’''(高倍率像)の切片の抗Ki67抗体による免疫

染色。 d-d '’内のグラフは、対照食群とCR食群の間の、各レベルでの 1mmあたりのKi67陽性細

胞数の比較。 1mmあたりのKi67陽性細胞数は、対照食群及びCR食群の両方において、非障害
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群と比較して大きく増加した(図.3f-f’’及び 5d-d’’と比較)が、レベル 1及び 2のCR群では有意に増

加が低かった。* p<0.05。 N.S .:有意差なし。(bar=a b:0.2 1mm、c:20μm) 

 

図 7  メチマゾールによる嗅神経上皮障害後の嗅上皮再生に対するＣＲの影響（障害後 2 ヵ月） 

a〜c：組織学的解析。メチマゾール障害後 2 ヵ月の対照マウス(a、b、a ''、b ''、a ''''、b '''')及びCRマ

ウス(a '、b'、a '''、b'''、a’’’’’、b’’’’’)。レベル 1(a、a '、b、b')、レベル 2(a ''、a '''、b''、b' '')及びレベル 3(a 

''''、a '''''、b''''、b''''')の組織像を示す。 a-a '’'''(低倍率像)とb-b '’'''(高倍率像)は、抗OMP抗体による

免疫染色。 c-c’’'のグラフは、対照食群とCR食群の間の、各レベルでの 1mmあたりのOMP陽性

細胞数の比較。 CR食群の 11mmあたりのOMP陽性数は、対照食群と比較してレベル 1及びレベ

ル 2で有意に減少した。* p <0.05。 N.S .:有意差なし。(bar=a:0.2 1mm、c:20μm) 

 

図 8  qPCRによるケモカイン発現差の比較 

qPCRによる、対照マウスと CRマウスの間の IL-6、ケモカイン(C-X-Cモチーフ)リガンド 1(Cxcl1)、

及びケモカイン(C-Cモチーフ)リガンド 2(Ccl2)のmRNA発現の比較。 y軸は、マイクロアレイハイ

ブリダイゼーション及び qPCR増幅における対照に対する CRの平均シグナル強度比を示す。 

DNAマイクロアレイ及び qPCR ともに同様の結果を示す。データは平均値±標準誤差として示した

(n=4)。* p<0.05。 

 

図 9  qPCRによる P450及び FMOの発現差の比較 

qPCRによる、対照マウスとCRマウスの間の P450(CYP2A5)、Fmo1、Fmo2のmRNA発現の比較。 
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y軸は、qPCR増幅における対照に対する CRの平均シグナル強度比を示す。データは平均値±

標準誤差として示した(n=4)。* p<0.05。 

 

表１  CRでの DNAマイクロアレイでの嗅神経上皮の発現プロファイル 

DNAマイクロアレイを用いて遺伝子発現プロファイルを比較した。対照食群と比較して CR群では、

181（0.31%）遺伝子及び 72（0.12%）遺伝子がそれぞれ誘導（2倍超）又は抑制（1/2倍未満）され

た。DAVIDの一連のオンラインツールを用いて、発現に差のあった遺伝子を遺伝子オントロジー

（GO）解析の生物学的プロセスカテゴリーに割り当て上位 10の Gene Ontologyタームを示す。 

 

表２  嗅神経上皮での代表的な炎症及び創傷治癒に関する遺伝子の発現差 

DNAマイクロアレイ解析における結果をもとに嗅神経上皮での代表的な炎症及び創傷治癒に関

する遺伝子の発現差を示した。 

 

表 3  CRでの qDNAでの嗅神経上皮の発現プロファイル 

DNAマイクロアレイ解析の結果で誘導（2倍超）又は抑制（1/2倍未満）された遺伝子を選定し、

qPCR を用いてそれらの遺伝子発現を比較した。Cxcl1、Chi3l4、Cfdは CR群で発現が有意に上

昇し、Il6は対照食群で発現が有意に上昇した。* p<0．05。-:有意差なし。 

 

 

 


