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嗅上皮の再生における接着分子SglGSFの発現と局在
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（旧講座名：耳鼻咽喉科学）
（主任：古川仰）

月岡房江

SglGSF(Spermatogenicimmunoglobulinsuperfamily）は，マウスの精巣から発見された細胞接着分子であり，精上皮の

造精細胞のほか，肺や肝臓の上皮細胞，中枢および末梢神経系の神経細胞の細胞膜に局在する．今回私はマウス嗅上皮におけ

るSglGSFの発現と局在を調べた．また嗅上皮再生におけるSglGSFの役割を調べるため，マウスの嗅糸切断後の嗅上皮にお

けるSglGSFの発現と局在の変化を，RrPPCR法，Westernプロット法および免疫組織化学により解析した．正常嗅上皮にお

いて，SglGSFはWesternプロットでは中枢神経系におけるような多数のバンドではなく，肺におけるものと同じ約100kＤの

単一のバンドを示した免疫染色では嗅細胞およびその軸索である嗅神経に比較的弱い免疫反応性が局在した．嗅糸切断後４

日から７日にかけて，嗅細胞が変性消失して嗅上皮は萎縮し，７日から１５日にかけて基底細胞から未熟な嗅神経細胞を経て嗅

神経が再生し，３５日では正常の嗅上皮が回復したこの過程で，RrlLPCR法で定量したSglGSFのｍＲＮＡは嗅糸切断後４日で

は変化なく，７日に著明に増加してピークをつくり，その後減少し，３５日後に元の水準に戻った．Westernプロット法におい

て，SglGSFの蛋白質は切断後７日から増加し，１１日にピークを迎え，１５日でもレベルを維持し，３５日後に元の水準に戻った．

免疫組織化学において，SglGSFの免疫反応の強さは切断後１１日の嗅上皮で非常に強くなり，３５日で元の水準に戻った．強い

免疫反応は主に基底細胞より少し上にある細胞から，未熟な嗅細胞にかけて局在していることが，増殖性の基底細胞のマーカ

ーであるＰＣＮＡおよび未熟な嗅細胞のマーカーであるGap43の免疫反応との免疫二重染色によって判明した．これらの結果か

ら，接着分子であるSglGSFが，嗅上皮の再生において基底細胞が分化しつつ遊走し，未熟な嗅細胞となって突起を伸ばす過

程で，生理的役割を担っていることが示唆された．

Keywordsadhesionmolecule,SglGSEolfactorynerve,transection,olfactoryepithelium,
regeneration

嗅上皮は，嗅細胞，支持細胞および基底細胞からなる．嗅細

胞は，－次嗅覚ニューロンでありながら生涯を通じて変’性と再

生を繰り返す双極性の神経細胞であり，樹状突起の先端に嗅小

胞を有し，そこから鼻腔方向へ嗅線毛を伸ばしている．嗅細胞

の中枢側は無髄性の長い軸索を嗅球に向かって伸ばし，それら

軸索は集まって多数の小束をつくり，嗅糸となって筋板を貫き，

嗅球の糸球体において二次ニューロンである僧帽細胞の樹状突

起とシナプスを形成する])・マウスの嗅糸切断は，1979年に

Graziadeiら2)によって報告され，飾板と嗅球の間にテフロンメ

スを入れることにより嗅神経細胞体や嗅球に障害を与えること

なく嗅神経細胞の軸索のみを切断できるモデルである．切断さ

れた軸索にワーラー変性が起こった後，嗅細胞はアポトーシス

に至り，嗅上皮は萎縮する．しかし増殖性の基底細胞が新たに

未熟な嗅細胞に分化し，成熟していくため，神経再生過程を観

察することができる．

嗅細胞は，神経細胞でありながら隣接する支持細胞や基底細

胞との間でタイト結合，アドヘレンス結合，デスモゾームを含

む接着装置を形成する．したがって，嗅細胞の分化および機能

において細胞接着分子が何らかの役割を果たしていると想像さ

れる．嗅細胞に発現する接着分子として，免疫グロブリンスー

パーファミリーに属する神経細胞接着分子（neuralcell

adhesionmolecule,ＮＣＡＭ)が知られている3)．ＮＣＡＭは神経系

全体に強く発現し，嗅上皮では未熟な嗅細胞および成熟した嗅

細胞と軸索の膜に局在する4)．ＮＣＡＭは発生途上の神経系にお

いて神経細胞の遊走，神経線維の伸長，束形成，シナプスの形

成や可塑性などに重要な役割を果たすとされる5)．最近，坐骨

神経の再生において神経細胞のＮＣＡＭ発現が一過`性に上昇す

ることが報告され，ＮＣＡＭは末梢神経系の再生にも関与する

可能性が示された6)．嗅神経の再生においても，嗅球の除去に

伴って嗅上皮のＮＣＡＭ発現が一過`性に上昇するという報告7)が

平成17年11月２日受付，平成17年12月１３日受理
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あるが，詳細な研究はなされていない．

今回私が注目したSglGSFは，2001年にWakayamaら8)によ

ってマウス精巣の造精細胞表面に発現する接着分子として報告

されたSglGSFはＮＣＡＭと同じく免疫グロブリンスーパーフ

ァミリーに属し，造精細胞とセルトリ細胞との接着に関与し，

精子発生に生理的役割を果たすと考えられている，)．マウスに

おいてＳｇＩＧＳＦは造精細胞以外に肝細胞および胆管上皮細胞，

肺胞上皮細胞，中枢神経系や末梢神経系のニューロンやグリア

にも発現することが，免疫組織化学により示された'0)．

SglGSFと同一の蛋白質，または動物種を異にするホモログが

IGSF4，TSLCLRA175，SynCAMなどの名称で報告されてい

る．IGSF4は1999年にヒト染色体11q23.2のへテロ接合欠損に

関連する腫瘍抑制遺伝子の候補として命名されたⅢ)．この遺伝

子は2001年にヒトの非小細胞性肺癌において腫瘍抑制の働き

をもつことがわかり，TSLC1と改名された'2)．RA175は2001

年にマウス胎児性癌細胞の神経細胞への分化時に高度に発現す

る遺伝子として同定された'3)．SynCAMは2002年にマウス脳

のシナプス形成に関与する遺伝子として単離され，その産物の

SynCAMは細胞膜にある接着分子であり，外因性のSynCAMを

発現させた培養細胞が初代培養した海馬神経細胞とシナプスを

形成することが報告された'4)．2003年，SglGSFを含むこれら

の名称を３つの免疫グロブリン様ループを含む細胞外領域を持

つ膜貫通蛋白質であるネクチンに似た構造をもつ分子として，

Necl-2(nectin-likemolecule-2)に統一することが提唱された'5)．

本論文では，以下SglGSFという名称を用いる．ＳｇｌＧＳＦは，

Ca+非依存性に同種分子間（ホモフイリック）の結合を行うこと

が示された'6)が，他の接着分子との間で異分子間（ヘテロフィ

リック）の結合を行う場合もあると考えられている．SglGSFの

発現細胞としては，上記のほか，マウスの肥満細胞が詳細に研

究されており，肥満細胞同士，および肥満細胞と線維芽細胞と

の接着にSgIGSFが働くことが示されている１７)．また神経系に

おいて，胎生9.5日のマウス脳の感覚上皮，胎生10.5日の神経

堤，運動ニューロンのほか，胎生16.5日の嗅上皮にSgIGSFが

発現することが最近報告された'8)．

本研究において，私はＲＴＰＣＲ法，Westernプロット法およ

び免疫組織化学法を用いて，成熟マウスの嗅上皮における

SgIGSFの発現と局在を初めて明らかにした．さらに，嗅糸切

断による嗅上皮の再生系におけるSgIGSFの発現と局在の変化

を解析し，SgIGSFが嗅細胞の再生に関与していることを示唆

する結果を得たので，報告する．

ＩＲＮＡ抽出と定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RT‐

PCR）

微量ＲＮＡを得るため，QiagenRNeasyミニキットＲ（Qiagen

GmbHHilden,Germany）を使用した対照として未処理のマ

ウスと，嗅糸切断後４日，７日，１１日，１５日，３５日の各時点で

のマウスを過剰ネンブタールの腹腔内投与により安楽死させた

後，頭部を矢状面で切断し，嗅粘膜を剥離した製品説明書に

従い，この試料をグアニジニンイソチオシアン酸塩を含む

ＲＮＡ抽出溶液とともにホモジナイザーにて破砕して遠心し，

上清をとって７０％エタノールを加えてよく混ぜ，スピンカラ

ムを通してメンブレンに吸着させた．蒸留水にてＲＮＡを溶出

し，吸光度測定により定量した．このＲＮＡ２/αｇから逆転写反

応によりｃＤＮＡをつくるため，東洋紡社（大阪）のプロトコル

に従って逆転写酵素(ReverTraAce､および4種のデオキシリ

ポヌクレオシド三リン酸を含む試薬を混合し，３０℃で10分反

応させた得られたcDNAについて，まず非定量的ＰＣＲ反応を

行った．SglGSFcDNAのうち約1100ｂｐを増幅するプライマー

セット8)およびＴａｑＤＮＡポリメラーゼ(EXraq;タカラバイオ株

式会社，大津）を用い，９４℃で2.5分間処理後，変性反応94℃

30秒，アニーリング反応55℃30秒，伸長反応60℃30秒の条件

でＰＣＲを２８回行い，反応産物をアガロースゲル電気泳動法に

より解析した．試料の品質を確認するため，グリセルアルデヒ

ド３－リン酸脱水素酵素（glyceraldehyde‐３‐phosphate

dehydrogenase,GAPDH）の発現についても同様な解析を行っ

た．予備実験において，この条件でSglGSFおよびGAPDHの

cDNA増幅は指数関数領域にあることを確認した．次にライト

サイクラークイックシステム305Ｓ（RocheDiagnosticCo.，

Indianapolis,USA）を用いて定量的ＰＣＲ反応を行い，もとの嗅

粘膜試料中のSgIGSFmRNAを定量した．製造者のプロトコル

に従ってcDNA，プライマーセット，蛍光色素SYBRGreenを

含む試薬を混合し，９５℃で10分間処理後，変性反応95℃10秒，

アニーリング反応55℃５秒，伸長反応72℃10秒の条件でＰＣＲ

を50回行い，増幅されたＤＮＡ産物を定量した．ライトサイク

ラーコントロールキットＤＮＡ(RocheDiagnosticCo.）を陽性対

照とした相対量を，さらにＧＡＰＤＨの相対量により補正して

SglGSFmRNAの量とした．３回の嗅糸切断実験から得られた

各時間６個づつの試料についてＰＣＲ反応を行って，平均値と標

準偏差を出した．全体を対応のない分散分析（ANOVA

Analysisofvarinace)で解析し，切断前と切断後各時間の２点間

でのSglGSFmRNA量の平均値の差についてBonferroni法にて

検定を行い，Ｐ<o､01の場合に有意な差と判定した．プライマー

の配列は次の通り．SglGSF,forward:５，ＴｒＧＣＴＣＡＴＣＡＩＴ

ＣｒＧＧＧＣＣＧ－３，;reverse:５，－ＣＡＧＴＣｒＣＧＣＡｒＣＴ℃ＴＣＣＡＣＣ‐

３，．ＧＡＰＤＨ,forward:５，－ＴＧＧＴＧＡＡＧＧＴ℃ＧＧＴＧＴＧＡＡＣ－３，；

reverse:５，弓ＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧＣＣ－３，．

Ⅲ．Westemプロット

対照として未処置のマウスと，嗅糸切断後４日，７日，１１日，

１５日，３５日の各時点でのマウスを安楽死させた後，嗅粘膜を

剥離した．この試料を組織溶解液〔50mMTris-Hcl,ｐＨ7.4,150

ｍＭＮａＣｌ,１％Nonidetp40,0.5％デオキシコール酸ナトリウム，

proteaseinhibitorcocktail(RocheDiagnosticCo.)〕とともにホ

モジナイザーにて破砕してから遠心し，上清を得て蛋白質試料

とした．試料の蛋白質濃度をＢＣＡ(Bicinchoninate）蛋白質定量

キット（Pierce,RockfOrd,USA）を用いて吸光度測定により定量

材料および方法

１．嗅糸切断マウスの作成2),19）

実験動物として生後８－１０週の雄ICRマウス（日本SLC，浜

松）を使用した．ペントバルビタール（ネンブタールＲ，大日本

製薬，大阪)６０ｍｇ/kgの腹腔内投与による麻酔を行い，前頭正

中に皮膚切開を入れ，顕微鏡下にマイクロドリルを用いて頭蓋

骨前方に小穿孔をつくり，両側嗅球の上面全体を露出させた．

嗅球の前方・側方・下方に沿ってテフロンメスを滑らせるよう

にし，嗅球を保護しながら筋板から頭蓋内に入る嗅糸を切断し

た．切断後は皮膚を吸収糸にて縫合し閉創した．麻酔から完全

に回復してからマウスをケージに戻し，室温22℃，１２時間明

暗サイクル，自由摂食の条件で飼育した．この実験は金沢大学

動物実験指針に基づいて行なった．
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したこの蛋白質20/ｕｇを10%ポリアクリルアミドゲルにて電

気泳動し，ポリビリニデンジフルオライド（polyvinylidene

difluoride,PVD、メンブレン（Bio-RadLaboratories,Hercules，

USA)にプロットした．５％スキムミルク加ＴＢＳ（rris-buffered

saline）（50mMTrisHCl,ｐＨ7.4,150ｍＭＮａＣｌ）にてブロッキン

グを行った後に，メンブレンを一次抗体であるウサギ抗

SgIGSF抗体(若山友彦博士より供与）1000倍希釈と２時間反応

させた後，0.1％TWeen20加ＴＢＳにて洗浄し，二次抗体である

ＨＲＰ標識抗ウサギイムノグロブリン抗体（Dako,Glostrup，

Denmark)2000倍希釈と１時間反応させた．Electrogenerated

chemiluminesce､Cｅ（ECL）キット（AmershamBiosciences，

LittleChalfbnt,ＵＩＯを用いて酵素反応に基づいて目的の蛋白質

のバンドを化学発光標識し，Ｘ線フイルムにて検出した．また

－次抗体としてウサギ抗a-Tubulin（SigmaAldrich,ＣＯ,Ｓｔ・

Louis,USA)10000倍希釈を用いて，同様にして目的の蛋白質の

バンドを検出した．現像したＸ線フィルムをスキャナーで画像

化し，各バンドの濃度をImageGauge（富士写真フィルム株式

会社，南足柄）を用いて定量して，SglGSF/αTubulinのバン

ド濃度の比をもってもとの嗅粘膜試料中のSglGSF量の指標と

した．３回の嗅糸切断実験においてそれぞれプロットを行い，

各時間のSglGSF量の切断前に対する相対値を求め，それぞれ

3回の実験の平均値と標準偏差を出した．全体を対応のない分

散分析で解析し，切断前と切断後各時間の２点間でのSgIGSF

量の平均値の差についてBonferroni法にて検定を行い，Ｐ<0.05

の場合に有意な差と判定した．

Ⅳ、免疫組織化学

対照として未処置のマウスと嗅糸切断後４日，７日，１１日，

１５日，３５日の各時点のマウスを過剰ネンブタール腹腔内投与

後に開心して，生理食塩水にて全身灌流した後，４％バラホル

ムアルデヒドを含む0.1Ｍリン酸緩衝液(ｐＨ7.2）にて灌流固定

した．頭部を摘出して皮膚と筋を除去し，0.5ＭＥＤＴＡにて５日

間脱灰した後，パラフィンに包埋した．厚さ４〆ｍの切片を作

成し，シランコーテイングスライド（Dako）に貼り付け，乾燥

させた．キシレンによる脱パラフィン後，切片を１０，Ｍクエ

ン酸溶液(ｐＨ6.0）中でマイクロウエーブを用いて100℃５分間

処理して抗原性を賦活化させた．次に０３%過酸化水素加メタノ

ールで処理して内因性ベルオキシダーゼを失活させた．この切

片を10%正常ヤギ血清（Dako）にて１時間ブロッキングした後，

－次抗体である抗SglGSF抗体200倍希釈と４℃で１晩反応させ

た．TBSによる洗浄後，DakoEnvisionキット（Dako)に含まれ

る二次抗体である西洋ワサビ過酸化酵素（horseradish

peroxydase,HRP)標識抗ウサギイムノグロブリン抗体と室温で

1時間反応させた．ＴＢＳによる洗浄後，ジアミノベンチジン（3,

3,-diaminobenzidintetrahydrochlorideとH202からなる基質溶液

にて２～３分間発色反応させ，蒸留水により洗浄した後，ヘマ

トキシリン溶液で核染色をした．

Ｖ，蛍光免疫二重染色

抗SglGSF抗体による免疫陽性細胞を同定するために，球状

基底細胞のマーカーとしてマウス抗増殖細胞核抗原

(proliferatingceUnuclearantigen,PCNA）モノクローナル抗体

(Dako）および未熟な嗅神経細胞のマーカーとしてマウス抗

Gap43モノクローナル抗体(Chemicon,Temecula,USA）と，そ

れぞれ蛍光による免疫二重染色を行った．実験動物と同種であ

るマウスの一次抗体を用いるため，まずヒストファインマウス

ステインキット（ニチレイ，東京）を使用して切片上のマウス

非特異抗原のブロッキングを行った．0.1％Tween20加ＴＢＳに

て洗浄後，切片を一次抗体である抗SglGSF抗体40倍希釈と抗

PCNA抗体50倍希釈との混合液または抗Gap43抗体100倍希釈

との混合液と４℃で１晩反応させた．0.1%rIWeen20加ＴＢＳにて

洗浄し，二次抗体であるフルオレッセンイソチオジアン酸

Ａ

蕊蟻】ｄ息 ＋○ａＶ Ⅱ圧 Ⅱケ

Ｂ

邇illiliiiiiiliiiii剛
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Fig.１．Regenerationoftheolfactoryepitheliumafterolfactorynervetransection．Ａ:Thehematoxylin-stainedolfactoryepitheliaOd,4.,7.,
11.,15dand35daftertrasection・ScalebarsindicatelOO/ＬＺｍＢ:T11ecellularcompositionoftheolftlctolyepitheUumOd,47.,11-15．ａｎｄ
３５daftertransection・ＢＭ,basementmembrane;ＨＢＣ,horizontalbasalcell;ＧＢＣ,globosebasalcell;ＳＵＳ,sustentacularcell;ＯＬＣｍ，
mamreolfacto】ycell;OLCi,immamreolfactorycell
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|臭上皮の再生と接着分子SglGSF 2５

(fluoresceinisothiocyanate,ＦⅡC）標識抗ウサギイムノグロブリ

ン抗体(Rockland,Philadelphia,ＰＡＵＳＡ)５０倍希釈とCy3標識

抗マウスイムノグロブリン抗体(Chemicon）100倍希釈との混

合液と室温で１時間反応させた．01%rIWeen20TBSにて洗浄後，

1ｍｇ/ｍｌｐ－フェニレンジアミン加グリセリンで包埋し，蛍光顕

微鏡(OlympusBX50/BXFLA)にて観察した．

底細胞やそのすぐ上にある細胞，支持細胞からなる上皮全体に

残った．１１日では，基底細胞と支持細胞の核の間の領域で増加

した細胞に強い免疫反応が局在した．これらの細胞は基底細胞

から分化したばかりの細胞と，さらに分化が進んだ未熟な嗅細

胞からなると思われた．３５日では免疫反応は弱くなり，対照と

同じく，主に成熟した嗅細胞に認められた．

嗅糸切断後１１日で観察された強いSglGSF免疫反応を示す細

胞の種類をさらに同定するため，増殖性の基底細胞のマーカー

であるPCNA2o)および未熟な神経細胞のマーカーであるGap432D

への抗体を用い，それぞれ抗SgIGSF抗体との蛍光二重染色を

行った（図5)．核ＰＣＮＡ陽性の増殖性基底細胞の膜にはSglGSF

の反応は局在せず，細胞質Gap43陽性の未熟な嗅細胞の膜に

SglGSFの強い反応が局在した．反応は増殖性基底細胞と未熟

な神経細胞の間にあるＰＣＮＡ陰性でGap43陰性の細胞にも認め

られたので，基底細胞から分化したばかりの細胞から未熟な嗅

細胞にかけてSglGSFが強く発現することが示唆された．

成績

Ｌ嗅糸切断に伴う嗅上皮の形態変化

嗅粘膜のパラフィン切片をＨＥ染色して観察した結果，嗅糸

切断前の対照と比較して嗅糸切断後４日および７日には，嗅上

皮は著しく薄くなり，頂上面の嗅線毛が消失し，頂上面と基底

膜の中間部にあった嗅細胞の核が消失した（図１Ａ)．１１日から

１５日にかけて，中間部の細胞が増加して，嗅上皮は次第に厚く

なった．３５日後には，嗅上皮の厚さ，細胞構成，頂上面の嗅線

毛とも対照と同じ程度まで回復した．これらの結果は，過去の

文献2)19)に記載された同じ条件での嗅糸切断後の嗅上皮の変化

(図１Ｂ）と一致した．すなわち，４日から７日にかけて嗅細胞が

変性して消失し，７日から１５日にかけて基底細胞が未熟な嗅細

胞を経て嗅細胞に分化して突起を伸ばし，３５日後までに突起を

完成して成熟したことを示した．

Ｉ嗅糸切断に伴う嗅上皮におけるＳｇｌＧＳＦｍＲＮＡの発現

変化

まず，嗅粘膜におけるSglGSFmRNA発現を通常の半定量的

ＲＴ－ＰＣＲ法により解析した結果を図２Ａに示す．嗅糸切断前

の対照および切断後各時間において，ｍＲＮＡの発現を示す

cDNA増幅が認められた．指数関数的な増幅のおこる２８サイク

ルの条件において，対照に比較して切断後７日から１１日にかけ

て発現量が増加する傾向が見られた．そこでさらに正確な

ｍＲＮＡ定量のため，定量的RILPCR法を行った．嗅糸切断前の

対照嗅粘膜におけるSglGSFmRNA量を１とすると，相対的な

量は切断後４日では対照と有意差がなかったが，７日で著しく

増加し，対照の4.0倍を示した（図２Ｂ)．１１日と１５日ではピー

クの約半分にまで減少したが依然として対照より有意に高く，

３５日後には対照と有意差のない値に戻った．

Ⅲ、嗅糸切断に伴う嗅上皮におけるSjGSF蛋白質の発現変化

Westernプロット法により嗅粘膜のSglGSF蛋白質発現を解

析した結果，免疫抗体と反応する蛋白質は対照マウスの大脳で

は約100kDaから４５kDaまでの複数のサイズを示した（図３Ａ)．

一方，肺では100kDaの単独サイズのバンドが見られた嗅粘

膜において，嗅糸切断前の対照では肺と同じ100kDaの単独サ

イズの比較的弱いバンドが見られた．蛋白質の量を示すバンド

の強さは切断後７日から有意に増加し，１１日にピークを迎えて

対照の約2.3倍となり，１５日にも依然として切断前の対照より

有意に強かったが，３５日後には対照と有意差のない値に戻った

(図３Ｂ)．

Ⅳ．嗅糸切断に伴う嗅上皮におけるS型GSF蛋白質の局在変化

抗SglGSF抗体を用いた免疫組織化学により嗅粘膜のSglGSF

蛋白質の局在を解析した結果，対照マウスでの免疫反応は嗅上

皮内，および嗅上皮から出る嗅細胞の軸索の束（嗅神経）に認

められた（図4)．このほか嗅球にも免疫反応が存在した．嗅上

皮においては，比較的弱い免疫反応が主に成熟した嗅細胞に認

められ，特にその頂上側の嗅小胞に局在した．嗅糸切断後７日

では，成熟した嗅細胞はほとんどなくなり，弱い免疫反応が基

考察

本研究により，まず正常な成熟マウス嗅上皮に細胞接着分子

SglGSFが発現していること，その主な局在部位は嗅細胞とそ

の突起（嗅小胞と軸索）であることが初めて明らかになった

これは過去に報告されていない．Westernプロット法により，

嗅上皮のSglGSFは約100kDaの単一の大きさのバンドを示し

た．これまでの研究によるとＳｇｌＧＳＦは大脳では４５ｋＤａから

l00kDaの複数バンド，坐骨神経では45kDaの単一バンド，精

巣では120ｋＤａの強いバンドと９０kDa,l00kDaの弱いバンド，

肺や肝臓では100kDaの単一バンドを示す'0)．このような分子

量の違いは，蛋白質に付加される糖鎖の量の違いに基づくこと

がわかっている9)．今回の結果では，嗅上皮のSglGSFは神経

系のそれとは異なり，肺や肝臓のそれと同じ分子量を示した．

このことは，嗅細胞が神経細胞であると同時に上皮細胞である

事実と照らし合わせると興味深い．すでにＮＣＡＭについては，

付加される糖鎖の違いによっていくつかのタイプに分類され，

それぞれ別の細胞に発現して独自の生理的役割を演じているこ

とが示唆されている3)．SglGSFにおいても分子量の違うタイプ

が独自の機能を果たしている可能性がある．

培養細胞にＳｇｌＧＳＦを強制発現させ，培養神経細胞とシナプ

スを形成させるinvitroの研究において，SglGSFは相手細胞の

膜のSglGSFと結合すること，すなわちホモフイリックな結合'5）

を行うことが証明されている．しかしinvivoの神経系における

SglGSFを介した神経細胞同士，あるいは神経細胞とグリア間

の接着のすべてがホモフイリックな結合であるどうかはわから

ない．一方，肥満細胞と線維芽細胞間'7)や造精細胞とセルトリ

細胞間9)の接着においては，それぞれ後者の細胞にSglGSFが

発現していないので，ＳｇｌＧＳＦと他の接着分子とのヘテロフィ

リックな結合があると考えられる．今回の嗅上皮の場合，嗅糸

切断後４日から７日で嗅細胞が変性消失した後の上皮に

Westernプロットや免疫組織化学で検出されるSglGSFが残っ

ていることから，支持細胞や基底細胞にもSglGSFがある程度

発現していることが示唆される．したがって，嗅細胞は

SgIGSFのホモフイリックな結合を介して支持細胞や基底細胞

と接着している可能性がある．嗅小胞領域に特にＳｇｌＧＳＦの免

疫活性が高かったことは，嗅小胞の基部が支持細胞との間にタ

イト結合を形成していること22)と関係あるかもしれない．一方，
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別の接着分子とのヘテロフィリックな結合が関与する可能性も

否定できない．

次に，嗅糸切断に伴う嗅上皮の萎縮と再生の過程で，

SglGSFの発現が一過性に増加すること，その強いSgIGSF発現

は基底細胞から新たな嗅細胞が分化する途上の細胞に局在する

ことが明らかになった．これは過去に報告されていない．定量

的ＰＣＲ法で定量したSglGSFのｍＲＮＡは切断後７日で鋭いピー

クを描いて増加し，その後は低下したのに対し，Westernプロ

ット法で定量したSglGSF蛋白質の量は切断後７日から１５日に

かけて持続して高い値を示し，１１日にピークがあった．この違

いは，SglGSFのｍＲＮＡが比較的短い寿命を持つために特定の

細胞の特定の時期における蛋白質合成能を正確に反映するのに

対し，膜蛋白質であるＳｇｌＧＳＦは比較的長い寿命を持ち，

ｍＲＮＡ産生が低下した後にも細胞体やそこから伸びる突起の細

胞膜に蓄積していくと考えれば，説明がつく．

嗅上皮において，基底細胞は基底膜に接した水平基底細胞と

その上にある球状基底細胞とに分かれ，このうち球状基底細胞

が，嗅上皮のすべての細胞に分化する幹細胞と前駆細胞を含む

増殖性の細胞であるとされる23)（図１Ｂ)．生理的状態および嗅

糸切断で見られる嗅細胞の再生において，球状基底細胞が神経

系前駆細胞として増殖した後に分化しつつ上方に遊走して未熟

な嗅細胞になり，これが突起を伸ばして嗅細胞として成熟する

とされる24125)．本研究で細胞同定に用いたマーカーのうち，

PCNAは細胞周期に働く核蛋白質であり，分化前の球状基底細

胞を標識する2o)．一方，Gap43はプロテインキナーゼＣにより

リン酸化を受けるシグナル伝達因子であり，神経細胞の軸索伸

長に重要な働きをするとされ，突起を伸ばしつつある未熟な嗅

細胞を標識する２１)．今回の結果で，嗅糸切断後１１日で見られ

るSglGSFの強い免疫反応は，Gap43陽性細胞の細胞膜に局在

したほか，ＰＣＮＡ陽性細胞の少し上にあってGap43陰性の細胞

にも見られた．このことから，SglGSFは神経系前駆細胞であ

る球状基底細胞が増殖をやめて分化と遊走を行う時期から，未

熟な嗅細胞として樹状突起や軸索を伸長させる時期にかけての

細胞に強く発現することが示唆された．

最後に，嗅上皮再生におけるSglGSFの役割について考察す

る．Takaiら26)は，細胞の遊走と接着による極性決定における

SglGSFの役割について，遊走する細胞同士の膜のＳｇｌＧＳＦ

(Necl-2）がまずホモフイリックに結合してトランスダイマーを

つくることにより，細胞が一時的に接着し，それぞれの細胞で

SglGSFと他の接着分子であるネクチン３がホモダイマーをつ

くり，相手の細胞との間でSglGSFとネクチン３の結合による

ヘテロフイリックなトランスダイマーが形成され，続いて

SglGSFがネクチン１またはネクチン２に置き換わって，ネクチ

ン同士による細胞間結合がつくられ，最後にカドヘリン同士の

結合を含む恒常的な細胞間結合（アドヘレンス結合）がつくら

れるという仮説を提唱している．嗅上皮再生において，球状基

底細胞が増殖後に分化しつつ遊走して未熟な嗅細胞になり，こ

れが突起を伸ばして成熟嗅細胞になり，周囲の細胞との恒常的

な細胞間結合を形成するまでの過程での一時的な細胞接着のた

めに，SgIGSFが重要な役割を演じている可能性がある．

さらに，SglGSFを介した細胞接着に際して，細胞内シグナ

ルが伝達されて細胞骨格や遺伝子に応答を引き起こすメカニズ

ムが考えられる．Ｃａ+依存,性の細胞接着を行うカドヘリンの場

合，細胞内の裏打ち蛋白質であるβカテニンがシグナル伝達因

子として働いて，転写因子であるＴＣＦ（Tcellfactor)/LEF

OymphoidenhancerfactoDと複合体を形成し，標的遺伝子の転

写を促進し，細胞増殖，分化極性の変化を引き起こす27)．ま

た免疫グロブリンスーパーファミリーのメンバーでも，Ｌ１が

アンキリン，NCAM-180がスペクトリンといった裏打ち蛋白質

を介して細胞骨格と結合し，軸索伸長や運動能の調節に関係し

ているという証拠がある28)．SglGSFはその細胞質ドメインに

よって裏打ち蛋白質のDal-1/Protein41BやＣASK，シンテニ

ンに結合するとされる26)．したがって，今回研究した嗅上皮の

再生においても，SglGSFを介した細胞接着が球状基底細胞の

増殖，遊走，分化を促すシグナル伝達に関与している可能性が

ある．

結 論

以上の結果から，嗅上皮の再生初期に球状基底細胞が分化し

て遊走し，未熟な嗅神経細胞になり，突起を伸ばして成熟する

過程において，接着分子であるSglGSFが重要な役割を担って

いることが示唆された．

１．嗅上皮のSglGSFは中枢神経のものとは異なり，肺のもの

と同じ単一の分子量を示した．

２．嗅糸切断とともに嗅上皮におけるSglGSFのｍＲＮＡおよび

蛋白質の発現は一過性に増加し，それぞれ嗅糸切断後７日およ

び１１日にピークを迎えた．

３．ＳｇｌＧＳＦの免疫反応は正常の嗅上皮では嗅細胞とその軸索

の膜に局在していたが，嗅糸切断後１１日では主に球状基底細

胞よりやや分化した細胞から未熟な嗅細胞にかけて強い反応が

局在した．

嗅上皮再生過程における細胞接着分子SgIGSFの発現と局在

を，マウス嗅糸切断モデルを用いて定量的及び形態学的に検討

した．
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Abstract

SglGSF(Spermatogenicimmunoglobulinsuperfamily）isacelladhesionmoleculeoriginallydiscoveredinthemouse

testis・SglGSFisexpressednotonlyinspermatogenicceUsbutalsoinlungandliverepithelialceUsandinneuronsandglia，

whereitislocalizedtoceUmembrane，Inthepresentstudy，IexaminedtheexpressionandlocalizationofSglGSFinthe

mouseolfactoryepitheliumbefOreandaftertransectionoftheolfactorynervesbｙｕｓｅｏｆＲＴ－ＰＣＲ,Westemblottingand

immunohistochemistry、Ｉ、normalolfactoryepithelium，ＳｇｌＧＳＦｓｈｏｗｅｄｌＯＯｋＤａｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗeight,whichwasidentical

withthatinthelungbutdifferentfromthatinthebrainSgIGSFwaslocalizedprimarilyonthemembraneofolfactolycells

andtheiraxons・Afterolfactorynervetransection,thematureolfactorycellsdisappearedin4-7daysbutwasregeneratedin7-

l5daysbyproliferationandmigrationofbasalcellsfOllowedbydifferentiationofbasalcellstoimmatureolfactorycellsand

maturationofimmatureolfactorycells、Duringthisperiod，ｂｏｔｈｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｆＯｒＳｇＩＧＳＦshowedatransient

increase,ｗiththepeaklevelsat7daysandlldays,respectively,afterthetransection、Byimmunohistochemistry,thestrong

immunoreactivityfOrSglGSFafter7-lldayswaslocalizedtothemembraneofmigratingbasalcellsandimmatureolfactory

cells、Theseresulssuggestedthat，duringtheregenerationofolfactoryepithelium，theadhesionmoleculeSglGSFplays

physiologicalrolesinmignation,differentiationandmaturationofolfactorycellsandtheirprogenitors．


