
ラットオ トガイ神経損傷部への嗅粘膜移植

高 田 訓2河 西 敬 子1
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According　 to　 a　recent　 report,stem　 cells　 and　 olfactory　 ensheathing　 cells　 (OEC)exist

in　 the　 olfactory　 mucosa,and　 may　 induce　 nerve　 regeneration.We　 herein　 examined

whether　 olfactory　 mucosa,transplanted　 in　 damaged　 inferior　 alveolar　 nerve,induced

nerve　 regeneration in rats.

The mental nerve was transected to create a mental foramen in the form of a trans-

plant bed.Then,the olfactory mucosa was collected from the nasal cavity to be trans-

planted into the bed.On days 3,7,14,21,and 28 after the transplantation of olfactory

mucosa,the mandibles were removed to prepare sections.The sections were stained

with hematoxylin-eosin (H-E)and Luxol fast blue(LFB).In addition,the sections were

stained with anti-p75NTR,anti-s100,and anti-NFP antibodies for immunohistological

examination.The number of axons and the area of myelin sheath were determined us-

ing the sections to be quantitatively and morphologically examined for statistical com-

parison.

On day 3,fibrous connective tissue was observed in the transplant bed of the non-

transplanted group,while p75NTR-positive cells were observed around s100-positive

cells in the transplanted olfactory mucosa of the transplanted group.On day 7,the

p75NTR-positive cells were linearly aligned to be observed in the same region with the

S100-positive cells.On day 14,the transplant bed of the nontransplanted group was

filled by bone addition.Few s100-and NFP-positive cells were observed.The mandibles

of the transplanted group were morphologically maintained.Many s100-and NFP-

positive cells were observed.

In conclusion,olfactory mucosa,transplanted in damaged metal nerve,may facili-

tate peripheral nerve regeneration.

Key words olfactory mucosa,mental nerve,transplant

と粘膜固有層で構成 されてい る1)。嗅上皮 には基

底細胞,嗅 神経細胞,支 持細胞が存在 し,基 底細

胞はneural stem cellと して嗅神経や支持細胞へ,

また,粘 膜固有層に存在する神経軸索再生能を有

嗅粘膜は鼻腔上部で鼻腔天蓋,鼻 中隔上部,鼻

甲介および鼻腔外側の骨壁に広 く分布 し,嗅 上皮



ている嗅粘膜移植が下歯槽神経の再生に有用であ

るか検索す ることを目的に,ラ ッ トのオ トガイ神

経損傷部に嗅粘膜移植 を行い形態学的な変化を観

察 した。

材料および方法

1.実 験 動 物

実験動物 には10～11週 齢,体 重400～450gの

雄性Wistar系 ラット(日 本 クレア)を 縦断面検

索のため各日数5匹 ずつ,横 断面検索のため各日

数7匹 ずつ,未 処置の ラッ ト3匹 の計75匹 を用

いた。購入後,実 験動物用固形飼料(オ リエ ンタ

ル社製)と 水道水 を1週 間自由に与え,奥 羽大学

歯学部動物実験研究施設(室 温23℃,湿 度65%)

で飼育 した。なお,実 験は奥羽大学動物実験委員

会の承認(平 成23年 度第37号)を 得てか ら,奥

羽大学実験動物指針を遵守 して行った。

2.実 験 方 法

実験 に使用 した器材は滅菌 を行 い,無 菌的に

行った。

1)ド ナーラッ ト

Wistar系 ラッ トの鼻腔上部 より粘液状の嗅粘

膜 を歯科用鋭匙で採取 して,室 温の滅菌生理食塩

水中に保存 した(図1a,b,c,d)。

2)オ トガイ神経損傷ラッ ト

処置はジエチルエーテル とフローセンの全身麻

酔 およびエ ピネフリン1/80,000含 有2%リ ドカ

インの局所麻酔下に行った。 ドナーラッ トとは異

なるWistar系 ラッ トの顎下部を剃毛 して皮膚切

開を加えて骨膜剥離 を行い,オ トガイ孔 とオ トガ

イ神経を明示 したのち,オ トガイ孔出口から遠位

3mmの オ トガイ神経 を切 り取 った。その後,生

理食 塩水注 水下 に1分 間6000回 転 の ラウ ン ド

バーでオ トガイ孔を中心に直径2mmの 半球状移

植床を形成 した(図1e,f)。

移植群は採取 した嗅粘膜 を形成 した移植床 を満

たすように移植 し,非 移植群は移植せずに骨膜 を

戻 して縫合 した。嗅粘膜の採取か ら移植 までの時

間は最大15分 であった。

3.標 本 作 製

移植群,非 移植群 とも処置後3,5,7,14,21,28

日目および コン トロール として未処置の10週 齢

する嗅神経鞘細胞(OEC;Olfactory Ensheathing

Cells)へ と分化する。 さらに嗅神経系の嗅神経細

胞やOECは 中枢神経系の細胞でありなが ら生涯

再生 を繰 り返す特異な性質を持っている2)。

中枢神経系の再生に関与する細胞 にはOECと

類似 した髄鞘形成細胞のオ リゴデンドロサイ トが

存在する。通常,オ リゴデン ドロサイ トは中枢神

経における神経損傷の修復過程 において軸索伸長

を化学的にブロ ックす る性質がある2,3)。しかし,

OECは 中枢神経系の細胞でありなが ら末梢神経

系のSchwann細 胞 と同等の軸索伸長促進作用が

あり,神 経の再生を誘導 ・促進するとされている3)。

この神経再生や軸索伸長の検索には抗s100タ ンパ

ク抗体(以 下S100タ ンパク)や 抗Neurofilament

protein抗 体(以 下NFP)が 用いられお り,S100

タンパクは末梢神経だけでなくSchwann細 胞 と

類似 した表現特性を有するOECに も反応す ると

考 え られ る4)。また,O4や 抗P75Neurotrophin

Receptor抗 体(以 下p75NTR),27C7,FGF-2等

もOECの マ ーカ ー と して用 い られ5),中 で も

p75NTRは 中枢神経 内に存在するOECの 特異 的

なマーカーとして用いられている2,4,6～8)。近年,治

療が不可能 とされて きた脊髄損傷に対するOEC

の臨床応用が試み られ2,3,9～14),その背景では脊髄

離断モデル ラッ トへの嗅粘膜移植の実験的成果が

報告 されており,中 枢神経系においては嗅粘膜が

脱髄軸索を再有髄化 させ ることは免疫組織学的に

も明らかである12～15)。

脊髄のように骨 に囲まれた空間に存在する神経

として顎口腔外科領域には下顎管内に存在す る下

歯槽神経がある。 また,日 常臨床において抜歯術

やインプラン ト手術,消 炎術などで下歯槽神経損

傷に遭遇する機会は少なくない。神経損傷 に対す

る治療はビタミン製剤や神経代謝賦活剤,末 梢血

管拡張薬 などによる薬物療法16),ソ フ トレーザー,

温庵法などによる理学療法17),さ らに損傷部に対

しての神経縫合法やポリエチレンチューブ挿入法,

神経移植術など,様 々な手段が講 じられている18)。

しか し,い ずれも完治には至 らず後遺症が残存す

る場合が多い。 さらに神経移植を行 う場合は健常

な神経が犠牲になるなどの問題がある19)。

そこで本研究では,中 枢神経再生に有用とされ



が あ る か検 討 す る た めMann-Whitney U-testを

用 い て 両 群 の 比 較 を行 っ た 。

1.移 植片の形態

採取 した嗅粘膜は嗅上皮と粘膜固有層に分かれ

ており(図1b-d),粘 膜 固有層にはS100タ ンパ

ク陽性細胞が確認できたが(図1c),p75NTRで

の陽性反応は見 られなかった(図1d)。

2、 正常下歯槽神経およびオ トガイ孔の形態

正常なラッ ト下歯槽神経では神経束の直径はほ

ぼ一定で,神 経束はさまざまな太 さの有髄神経線

維 と無髄神経線維からなってい る。Schwann細

胞 はs100タ ンパ ク陽性で軸索 はNFP陽 性で あ

り有髄神経線維では軸索の周囲にLFB陽 性で あ

る髄鞘(ミ エリン)が 認められた。それぞれ神経

束全体に平均 して分布 してお り,部 分的に神経周

膜により区切 られていた。また,神 経束 と骨面 は

神経上膜により隔て られており,下 顎管内の骨面

は平滑で,下 顎管は円形 ない し楕円形を呈 してい

た(図2a-f)。

2.縦 断 面

処置後3日 目の縦断面では,両 群 とも下顎管内

の神経構造は消失 していた。

移植群では移植床 内に血管やS100タ ンパ ク陽

性細胞を含む移植 した嗅粘膜が確認でき,損 傷下

歯槽神経 と連続 していた(図3a,b)。 また,嗅

粘膜 に含 まれていたと思われ るs100タ ンパク陽

性細胞が存在 し,そ の周囲には円形のp75NTR陽

性細胞 が見 られた(図3b,c)。 一方,非 移植群

の移植床には線維性結合組織が見られ,細 胞成分

は認め られなかった。下歯槽神経切断面には炎症

細胞が浸潤 しており,移 植床形成時の侵襲による

と思われ る潰瘍形成が見 られた(図3d-f)。

5日 目には移植群 のp75NTR陽 性細胞 は増加 し

て,7日 目には線状 にな りs100タ ンパ ク陽性細

胞 と同様の部分に認め られた(図4a-c)。 非移植

群では,未 熟な骨梁を含む肉芽組織で移植床は満

た されており,p75NTR陽 性細胞あるいはs100タ

ンパク陽性細胞 とも見 られなかった(図4d-f)。

14日 目の移植群ではs100タ ンパク陽性細胞 は

長 さを増 して束状 に配列 し(図5b),そ れ と一

ラッ トの下顎骨 を摘出 し,室 温の10%中 性緩衝

ホル マ リン液 で24時 間浸漬固定 した。試 料は,

10%2NA(EDTA・2Na)液(pH7.0)に4～5週

間浸漬 して常温脱灰 を行った後,10%中 性緩衝

ホルマ リン液で24時 間浸漬 固定 した。脱灰試料

はパラフィン包埋 して,下 歯槽神経 とオ トガイ孔

が連続 して観察できる下顎管縦断面(以 下縦断面)

および下顎第1臼 歯近心縁に接す る前額面で下顎

骨を切断後,連 続切片により観察 した下顎管横断

面(以 下横断面)で4μmの パ ラフィン切片 を作

製 した(図1f,g)。 切片は組織学的観察のためヘ

マ トキシリン－エオジン染色(以 下H-E)を 行い,

光学顕微鏡(sHIMAZU)下 に観察 した。

4.免 疫組織学的観察

切片は内因性ペルオキシダーゼの除去の ため

3%過 酸化水素水(H2O2)を 室温 で15分 間作用

させ た。 抗p75NTRモ ノク ローナル 抗 体(low

affinity NGF receptor,MC192)(フ ナ コシ,東

京),ウ サギ抗S-100タ ンパクポリクローナル抗

体(ニ チ レイ,東 京),マ ウス抗ニューロフィラ

メン トモノクローナル抗体(ニ チレイ,東 京)を

第一抗体 として室温 で1時 間反応 させた。 その後,

シンプルステインラッ トMAX-PO(MULTI)(ニ

チレイ,東 京)を 室温で30分 反応 させ,0.02%3,3'

－ジアミノベ ンチジン ・4HCl/0 .05Mト リス塩酸

緩衝液pH7.6(ニ チレイ,東 京)で 発色 してマイ

ヤーのヘマ トキシリンで核染色後,光 学顕微鏡下

に観察 を行った。NFP染 色では発色後,軸 索周

囲に存在する髄鞘を明 らかにす るためにルクソー

ルファス トブルー染色(以 下LFB染 色)を 行い,

核染色は行わずに観察 した。

5.定 量形態学的観察

各群での下顎管横断面の経時的な数量形態学的

変化を観察 した。

1)横 断面における下顎管直径の最長軸 と最短

軸 との交点を中心 とした150×100μmの 範囲で,

光学顕微鏡下にNFP陽 性線維数の計測を行った。

2)Motic Images Plus 2.2s(sHIMAZU)を

用いて,NFP陽 性線維数を計測 した同範囲での,

NFPお よびLFB染 色で陽性を示 した面積の測定

を行った。

3)移 植群 と非移植群 の間に統計学的に有意差



3.横 断 面

処置後3日 目では両群 とも神経様構造は見 られ

ず,S100タ ンパク陽性細胞 とNFP陽 性線維は認

められなかった。5日 目の移植群では下顎管の形

態は保 たれてお り(図6a),非 移植群では下顎

管内に網 目状 に骨梁形成が起 こっていた(図6

d)。 両群 とも少 数のS100タ ンパ ク陽性細胞 と

NFP陽 性線維が存在 した(図6b,c,e,f)。

14日 目の移植群で は,下 顎管周囲 より骨形成

が起 こったがわずかで(図7a),多 くのs100タ

ンパク陽性細胞 とNFP陽 性線維 が存在 した(図

7b,c)。 非移植群で は徐 々に骨量 を増 して下顎

致 してNFP陽 性線維 も増加 していた(図5c)。

非移植群では骨梁が増加 して,骨 梁の間隙や骨膜

周辺 にわずか なS100タ ンパ ク陽性細胞 および

NFP陽 性線維 が存在 した(図5d-f)。 移植群に

おいて も骨形成 を認 めたが(図5a),そ の量は

非移植群に比べてわずかであ り,数 多くのs100

陽性細胞 とNFP陽 性線維が存在 した。

21日 目以降 も移植群ではS100タ ンパ ク陽性細

胞 とNFP陽 性線維 は増加 して密度 が増 えていた。

一方,非 移植群の移植床内に形成 された骨は増加

して,骨 梁間や骨膜下 にわずかなs100タ ンパ ク

陽性細胞 とNFP陽 性線維が存在 した。



8b,c),28日 目の移植群 では,正 常下歯槽神経

に類似 した構造 となった(図8a)。 一方,非 移

植群では下顎管 内は形成 した骨 により置換 され

管は元の形態を失っていた(図7d-f)。

s100タ ンパ ク陽性細胞およびNFP陽 性線維,

LFB陽 性細胞 は中心から徐 々に密度 を増 し(図
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考 え,10～11週 齢めラッ トを用いて検討 を行った。

末梢神経が切断 されると切断部より末梢側には

Waller変 性 が生 じ,中 枢側 にも逆行性 に軸索 や

髄鞘の退行変性 が生 じる21,22)。本実験で も中枢側

で は近位 断端部のs100タ ンパ クおよびNFPの

染色性 は失われたため,schwann細 胞 および軸

索の変性が起 こっていたとみなされる。神経切断

後は3時 間目から受傷部近傍のランビエ絞輪 より

再生神経が発生 し,schwann細 胞の遊走 により

18日 頃になると髄鞘 を形成 して伸長す ると報告

されている23)。Waller変 性の起 こった遠位断端か

らも損傷後1週 目よりSchwann細 胞の遊走が始

まる。遠位か らのschwann細 胞は神経再生促進

作用が近位 からのschwann細 胞よ りも強 く23,24),

さらに神経再生に必要な神経栄養因子や接着因子

がschwann細 胞 より放出 されるため,神 経再生

が促進 される環境が整 うと報告 されている。本実

験では促進作用の強い遠位断端を骨膜下で切除し

て遠位Schwann細 胞からの神経再生 因子の供給

を絶っている。従って,中 枢側 からの神経再生や

軸索伸長,schwann細 胞の増殖 に嗅粘膜がおよ

(図8d),わ ずかな円形の空隙を残すのみで,そ

の空隙の中には少数のs100タ ンパク陽性細胞 と

NFP陽 性線維が認められた(図8e,f)。

4.定 量形態学的観察

1)軸 索数の比較では両群 とも21日 目まで増

加傾向を示 した。移植群では7日 目以降に急激な

増加 を示 し,21日 目には非移植群 に対 して約7

倍の軸索数 で,正 常神経 と比較す ると約90%ま

で回復 していた。統計学的には14日 目よ り有意

差を認めた(図9)。

2)軸 索 と髄鞘の面積の比較では移植群では

28日 目まで増加傾 向を示 した。非移植群で も21

日目まで増加傾向を示 したが移植群と比べてわず

かであり,28日 目にはやや減少 した。統 計学 的

には7日 目より有意差 を認めた(図10)。

一般 にラッ トの末梢神経線維の生後発育 は13

週齢でほぼ成熟するとされている。下歯槽神経に

限ると63日 目か ら140日 目の間で一定値の成熟に

達するため20),今回の実験ではラッ トの個体差を



比べ神経栄養因子の放出が多く,障 害部位への遊

走能が高い。 さらに線維芽細胞より早 く損傷部に

到達 して瘢痕形成 を防ぐと述べている。本実験に

おいても,非 移植群の移植床内では早期より線維

芽細胞や骨芽細胞の増殖が起 こり移植床か ら下顎

管にかけて骨 の形成 がみ られた。14日 目には移

植床から下顎管内にかけて骨形成がみられ,わ ず

かな骨の間隙 に神経線維 を認めた。骨形成は28

日目まで増加 し続け,横 断面での再生神経線維の

数は正常軸索数の約1/10で あった。 これに対 し

て移植群の骨形成は少なく,再 生神経線維は経時

的に太 さを増 して正常構造に近づいた。野村 ら21)

は,軸 索が伸長す るためには末梢組織の抵抗力に

打ち勝つ力が必要であるとしている。すなわち移

植された嗅粘膜が骨の再生 を抑制す る物質を放出

して軸索伸長の抵抗となる骨形成を弱め,神 経伸

長に適 した環境 を形成 し,さ らに嗅粘膜 に含 まれ

ているOECが 神経損傷部に遊走 して,神 経栄養

因子が放出 しやすい環境を早期に形成 したため神

経再生 を促 した可能性が考 えられ る。

また,OECは 通常 ミエ リンを形成 しないが,

移植後の脱髄瘢痕部では ミエ リン形成することが

で きるとされてい る10,28,29)。脊髄損傷後6か 月以

上経過 した慢性期患者に対 して損傷部瘢痕組織除

去後に嗅粘膜移植 を行 うと運動機能が回復 し,さ

らに動物実験では機能回復に加えて,肉 眼的にも

軸索の再生および再有髄化がみ られたと報告 され

てい る10,13～15)。schwann細胞 も同様 に脱髄部へ

ぼ す 影 響 を検 索 した と言 え る。

移 植 後3日 目の 移 植 群 縦 断 面 で はIbanezら8)

の 示 す 嗅 粘 膜 の 構 造 と 同 様 のs100タ ンパ ク 陽 性

細 胞 お よび 周 囲 に位 置 す るP75NTR陽 性 細 胞 が 確

認 で き た。OECは 低 親 和 性 受 容 体 のp75NTRを

発 現 す る と され て い る た め4～7),3日 目 の 移 植 床

内 に 見 られ たp75NTR陽 性 細 胞 はOECで あ る と

考 え られ,移 植 床 内 に 嗅 粘 膜 が 生 着 してs100タ

ンパ ク ま た はp75NTRに 反 応 し た と考 え ら れ る 。

ま た,神 経 が成 長 す る た め に必 要 な 神 経 成 長 因 子

(NGF:Nerve growth factor)は,主 にschwann

細 胞 で 生 産 され,p75NTRはNGFを 受 容 して 神

経 細 胞 の 分 化 とア ポ トー シ スの 両 方 の シ グ ナ ル 伝

達 を 行 っ て い る。 さ ら に,神 経 損 傷 後 の 遠 位

schwann細 胞 で はp75NTRが 長 期 間 発 現 し,そ

こ にNGFが 結 合 して 軸 索 再 生 に 備 え る と され て

い る25,26)。本 実 験 で は 移 植 片 のOECはp75NTR陰

性 で あ っ た が,3日 後 の 移 植 床 内 で はOECが

p75NTR陽 性 で あ っ た 。 従 っ て,OECは 嗅 神 経 が

切 断 され た刺 激 に よ り活 性 化 し,損 傷 した 中 枢 側

の 神 経 断 端 に接 す る 嗅 粘 膜 が 末 梢 神 経 系 の 遠 位

Schwann細 胞 の 役 割 を果 た して い る と考 え られ た。

脊 髄 損 傷 部 へ のOEC移 植 につ い て は 臨 床 的 に

も 有 用 性 が 議 論 さ れ て い る。OECはSchwann

細 胞 と ア ス トロ サ イ トの 性 質 を持 ち,移 植 後 は

schwann細 胞 と して 再 生 軸 索 を 囲 み,神 経 周 膜

の 細 胞 と な っ て 軸 索 伸 長 の 枠 組 み をつ く る6,27)。

ま た,Radtkeら28)は,OECはSchwann細 胞 に



の下顎管内には形成 した骨の間隙にs100タ ンパ

ク陽性細胞 とNFP陽 性線維がわずかに存在 した。

3.定 量形態学的には,移 植群の軸索数は7日

目以降急激 に増加 して21日 目では非移植群の約7

倍 であった。移植群の軸索 と髄 鞘の面積は28日

目まで増加傾向 を示 し,非 移植群 との間に7日 目

以降は有意差を認めた。

以上より,下 歯槽神経損傷部への嗅粘膜移植は

神経損傷部に対して神経再生に適 した環境を形成

し,嗅 粘膜 に含まれるOECやSchwann細 胞およ

び幹細胞が軸索誘導や有髄化を促進するとみなせ

ることから,神 経再生に有用であると推察 された。

本研究 は,日本学術振興会の学術研究助成基金助成金(科

研費,No.20592378)の 助成 を受 けた。
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