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S ummary.The vomeronasal system in adult animals
has the capacity to produce new receptor cells continu-
ously. When the vomeronasal nerve bundles in rodents
are transected, or the accessory olfactory bulb (AOB) is
removed, vomeronasal receptor cells degenerate and
immediately start to regenerate receptor cells. To
investigate in further detail the changes to the vomer-
onasal system during the long recovery period follow-
ing nerve transection, we conducted an immunocyto-
chemical analysis of the AOB using anti-NCAM (neural
cell adhesion molecule), anti-Gi2a, and anti-
synaptophysin (SYN) antibodies, together with elec-
tron microscopy of the vomeronasal organ (VNO) in
rats. On day 200 after nerve transection, NCAM, Gi2 a
and SYN immunoreactivity (ir) was observed within the
vomeronasal nerve layer (VNL) and/or glomerular
layer (GL) in the AOB of four of ten rats, but the
immunoreactive areas were smaller than those in con-
trol sections (positive group). The remaining six rats
showed no ir for NCAM, Gi2 a, or SYN within the VNL
and/or GL in the AOB (negative group). The percent-
age of receptor cells with microvilli relative to the total
number of receptor cells contacting the luminal surface
of the VNO was calculated, showing no difference
evident when comparing the positive and negative
groups; that is, the microvilli of receptor cells were
observed whether or not there were connections
between the VNO and the AOB. These results suggest
that regeneration of the VNO and AOB occurs indepen-
dently.
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INTRODUCTION

The olfactory organ is located in the caudal part of
the nasal cavity. Their constituent cells contain
apical dendrites that are covered with cilia extending
into the nasal cavity where they come in contact with
volatile substances. The vomeronasal organ (VNO) is
located within a bony capsule along the nasal septum.
Vomeronasal receptor cells occupy about three-
fourths of the basal sensory epithelium. At the sur-
face of this epithelium, dendrites of vomeronasal
receptor cells are covered with microvilli that extend
into the lumen. Axons from both olfactory and
vomeronasal receptor cells pass through the cri-
briform plate and project to different regions of the
olfactory bulb. Axons from the olfactory receptor
cells terminate in the main olfactory bulb (MOB) and
those from the vomeronasal receptor cells project to
the accessory olfactory bulb (AOB). Both the olfac-
tory and vomeronasal systems have the capacity to
regenerate new receptor cells throughout an animal's
life. In the olfactory system, removal of the olfactory
bulb or olfactory nerve transection leads to the regen-
eration of olfactory receptor cells and reestablish-
ment of projections to the main olfactory bulb1'2'. The
functional recovery of receptor cells and reestablish-
ment of their central connections occur after a recov-
ery period of 40 days3'.

In the vomeronasal system, the continuous regener-
ation of receptor cells also occurs in both young and
adult animals. When the vomeronasal nerve bundles
are transected or the olfactory bulb is removed,
vomeronasal receptor cells regenerate after degener-
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a ti o n 4‾9) . A lt h o u g h th e n e w l y r e g e n e r a t e d r e c e p t o r

c ells h a v e t h e c a p a cit y t o r e e st a bli sh c o n n e c ti o n s

w it h t h e A O B
,
th e r e c o n n e c ti o n r a t e of th e v o m e r -

o n a s al s y s t e m i s l o w e r th a n th a t o f t h e olf a c t o r y

s y st e m
2
･
1 0)

. S e v e r al st u di e s e x a m l n l n g l m m u n O C y t O
-

c h e m ic al c h a n g e s i n th e olf a ct o r y s y s t e m d u ri n g

r e g e n e r a ti o n h a v e b e e n r e p o rt e d
l ト 1 4)

,
t h o u g h t h e r e

h a v e b e e n o nly a f e w st u di e s i n th e v o m e r o n a s al

s y st e m o n i m m u n o c y t o c h e m i c al c h a n g e s i n t h e e pit h
-

eli u m f oll o w l n g n e r v e t r a n S e C ti o n . R e c e n tl y , M a t s u o
-

k a e t al . 1 5) r e v e al e d t h a t
,
alt h o u g h t h e olf a ct o r y

e pit h eli u m sh o w e d m o r p h ol o gi c al r e c o v e r y o n d a y 6 0

aft e r n e r v e t r a n s e cti o n
,
t h e r e c o v e r y of v o m e r o n a s al

r e c e p t o r c ells w a s n o t e vid e n t b y d a y 60 . I c hik a w a l O)

sh o w e d th at a x o n s of v o m e r o n a s al r e c e p t o r c ells

c o uld r e a c h t h e A O B aft e r d a y 1 2 0 , b u t t h e p e ri o d a t

w hi c h th e V N O a t t ain s m o r p h ol o g l C al a n d f u n c ti o n al

m a t u r a ti o n r e m ai n s u n k n o w n . T o i n v e s tig a t e

w h e th e r th e v o m e r o n a s al s y st e m r e q u l r e S a l o n g e r

ti m e t o r e c o v e r a n d t o d e t e r m i n e t h e r el a ti o n

b et w e e n t h e c o n n e c ti o n of r e c e p t o r c ells t o th e A O B

a n d t h ei r m a t u r a ti o n al s t at e
,
w e c o n d u c t e d a n i m -

m u n o c y t o ch e m i c al s t u d y of th e A O B u s l n g th r e e

a n tib o di e s
,
n a m el y a n tトN C A M ,

a n ti - G i2 α
,
a n d a nti -

s y n a p t o p h y si n (S Y N ) a n tib o di e s , 2 0 0 d a y s f oll o w i n g

n e r v e t r a n s e cti o n . A s N C A M is e x p r e s s e d i n m o st

i m m a t u r e a n d m a t u r e n e u r o n s
1 6 )

,
t his w a s u s e d a s a

m a r k e r f o r s e n s o r y n e u r o n s . G i2 α is e x p r e s s e d i n th e

a p l C al v o m e r o n a s al r e c e p t o r c ells i n t h e v o m e r o n a s al

e p it h eli u m a n d r o s t r al h al v e s of t h e A O B i n m a t u r e

a ni m als
1 7)

,
m a k i n g it a s uit a bl e m a r k e r f o r th e

v o m e r o n a s al s y s t e m . S y n a p t o p h y si n (S Y N ) is e x p r e s-

s e d i n t h e s y n a p tic g l o m e r u l a r l a y e r
1 8)

,
a n d s o w a s

u s e d a s a m a r k e r f o r s y n a p ti c c o n n e c ti o n s .

ti o n
,
w e p e rf o r m ed ele ct r o n m i c r o s c o p y t o

t h e d e g r e e o f m at u r a ti o n of t h e v o m e r o n a s al

e p ith eli u m .

I n a d di-

o b s e r v e

S e n s o r y

M A T E R I A L S A N D M E T H O D S

A n i m als

M al e a d ult S p r a g u e-D a w le y (S D) r at s h a vi n g a b o d y

w ei g h t of b e t w e e n 2 8 0 t o 31 6 g w e r e h o u s e d i n a

t e m p e r a t u r e
- c o n t r olle d r o o m u n d e r a 1 2 h r/ 12 h r

li g h t/ d a r k c y cle . T h e a n i m als w e r e k e p t i n a c r yli c

c a g e s w ith w o o d c hip b ed di n g a n d h a d u n li m it ed

a c c e s s t o t h e u s u a l l a b o r a t o r y c h o w a n d w a t e r . A ll

e x p e ri m e n t al p r o c ed u r e s e m p l o y ed w e r e a p p r o v e d b y

t h e l n s tit u ti o n al A n i m a l C a r e a n d E t hic s C o m m it t e e

of th e T o k y o M et r o p olit a n l n s tit u t e f o r N e u r o s cie n -

C e .

S u r g e r y

T h e r a t s w e r e a n e st h eti z ed w it h k et a m i n e h y d r o c h -

1 o rid e (85 m g/ k g) a n d x yl a z i n e (10 m g/ k g) p ri o r t o

s u r g e r y .
T h e f r o n t al b o n e c o v e ri n g th e l eft olf a c t o r y

b ulb w a s r e m o v ed a n d a c u s t o m -

m a d e T efl o n bl a d e

w a s u s ed t o c u t b o t h t h e v o m e r o n a s a l a n d olf a c t o r y

n e r v e fib e r s p a s s l n g b et w e e n t h e c rib rif o r m p l a t e a n d

t h e l ef t olf a c t o r y b ulb
s)

. T h e v o m e r o n a s al a n d olf a c -

t o r y n e r v e s o n t h e ri g h t sid e w e r e l eft i nt a c t a n d

s e r v e d a s t h e u n o p e r at e d c o n t r ol . F oll o w l n g S u r g e r y ,

t h e a n i m als w e r e m o n it o r e d c a r ef ully u n til t h e y

r e c o v e r ed fr o m a n e s t h e si a a n d w e r e t h e n r e t u r n e d t o

t h eir o w n c a g e s .

I m m u n o e y t o c h e m is t r y a n d e l e c t r o n m i c r o s c o p y

T h e a n i m als ( N - 10) w e r e d e e pl y a n e st h eti z e d w it h

s o di u m p e n t o b a rb it al a n d p e rf u s e d w it h o . 9 % s ali n e

a n d 4 % p a r af o r m ald e h y d e i n o .
1 M p h o s p h a t e b u ff e r

( p H 7 . 4) . F o r i m m u n o c y t o ch e m i c al e x a m in a ti o n , t h e

A O B w a s r e m o v e d a n d fi x e d i n th e s a m e fi x a ti v e f o r

2 4 h r a t 4 ℃ . T h e tis s u e w a s c u t i n t o 3 0 / J m -t hi c k

s e c ti o n s u si n g a f r e e z l n g m i c r o t o m e a n d s e c ti o n s

w e r e i n c u b a t e d f o r 2 4- 48 h r a t 37 ℃ w ith o n e of t h e

f oll o w i n g a n tib o di e s : a n ti
- N C A M a n tib od y (Si g m a)

dil u t e d t o 1 : 10 0
,
a n ti-G i2 α a n tib o d y ( W a k o) dil u t e d

t o 1 : 50 0 , a n d a n ti - S Y N (B t) e ri n g e r - M a n h ei m ) dil u t e d

t o 1 : 5 00 . A ft e r w a shi n g i n p h o s p h a t e
-b u ff e r e d s ali n e

(P B S) f o r 3 0 m i n , th e s e c ti o n s w e r e i n c u b a t e d w ith

a n ti - m o u s e I g o r a n ti - r a b bit I g bi oti n yl a t e d a n tib o d y

dil u t e d t o 1 : 20 0 f o r l h r at 37 ℃ , t h e n w a sh e d i n P B S

f o r 3 0 m i n , a n d i n c u b at e d w it h s t r e p t a v idi n l ab el e d

w it h a flu o r e s c e n t d y e . T h e s e c ti o n s w e r e w a s h e d i n

P B S f o r 30 m i n
,
c o v e r slip p e d w it h a w a t e r

- b a s e d

m o u n ti n g m e di u m ( P e r m a F lu o r , LI P S H A W ) , a n d

e x a m i n e d w ith a fl u o r e s c e n c e m i c r o s c o p e (A x i o p h o t ,

Z eis s) . F o r el e ct r o n -

m i c r o s c o p i c e x a m i n a ti o n , t h e

V N O w a s r e m o v ed a n d fi x e d i n 2 % gl ut a r al d e h y d e -

2 % p a r af o r m ald e h y d e i n o .1 M p h o s p h a t e b u ff e r ( p H

7 . 4) f o r 2 4 h r a t 4 ℃ . It w a s c u t i n t o s e c ti o n s of

a p p r o x i m a t el y 1 . 0 m m t hi c k n e s s w it h a r a z o r bl a d e

a n d p o stfi x e d i n l % o s m iu m t e t r o x id e i n o .
1 M

p h o s p h a t e b uff e r , d e h y d r a t ed i n e th a n ol , a n d e m b e d -

d ed i n pl a sti c r e si n (Q u et o1 81 2) . U lt r a thi n s e cti o n s

w e r e c u t w ith a m i c r ot o m e (M T 70 0 0 , M R C) . A f t e r

b ei n g s t ain e d w it h u r a n y l a c et a t e a n d l e a d cit r a t e , th e

s e c ti o n s w e r e e x a m i n e d w it h a n el e c t r o n m ic r o s c o p e

( H it a c hi , m o d el H - 75 00) . M ic r o g r a p h s of t h e l u m i n al

s u rf a c e of t h e V N O w e r e o b t ai n ed f r o m t e n a n i m als
,

a n d t h e n u m b e r s of r e c e p t o r c ells b ot h w ith a n d w it h o ut

m ic r o villi w e r e c o u n t e d . T h e p e r c e n t a g e of r e c e p t o r

c ells w it h m o r e th a n o n e m i c r o v ill u s w it h r e s p e ct t o

th e t o t al n u m b e r of r e c e p t o r c ells w a s c al c ul at e d .
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I m m u n o c y t o c h e m i st r y

l n c o n t r ol s e c ti o n s of th e A O B
,
s t r o n g N C A M i m -

m u n o r e a cti vit y (i r) w a s o b s e r v e d w ithi n th e v o m e r -

o n a s al n e r v e l a y e r ( V N L) a n d gl o m e r u la r l a y e r (G L)

w h e r e a s n o ir w a s o b s e r v e d w it hi n t h e m it r al/ t uft e d
c ell l a y e r ( M T L) , olf a c t o r y t r a ct l a y e r ( O T L) o r

g r a n ul e c ell l a y e r (G R L) (F ig . 1 A) . O n d a y 2 00 f ol -

l o w i n g n e r v e t r a n s e c ti o n
,
N C A M -i r c o uld n o t b e

o b s e r v e d i n th e A O B o f si x of th e t e n r a t s s t u di e d

( Fi g . 1 B) . T h e o th e r f o u r a ni m als sh o w e d N C A M -ir

w it hi n t h e V N L a n d G L (F ig . 1 C) . T h e r e a cti v e a r e a

w a s m ai n ly i n t h e r o st r al h alf o f th e A O B , b u t s o m e

a ni m als s h o w e d r e a c ti vit y i n t h e c a u d al h alf of t h e

A O B . I n c o n t r ol s e c ti o n s of t h e A O B
,
a st r o n g G i 2

α
-i r w a s o b s e r v e d w ithi n t h e r o st r al h al v e s of t h e

V N L a n d G L ( Fi g . 1 D) . T h e M T L
,
O T L

,
a n d G R L

did n o t sh o w G i 2 α ･i r . O n d a y 2 00 , G i 2 α -i r c o uld n o t

L o n g
- t e r m R e c o v e r y o f V o m e r o n a s al S y st e m 6 9

b e o b s e r v e d i n t h e A O B of si x o u t of t e n r a t s (Fi g . 1

E) . T h e o th e r f o u r a n i m als s h o w e d G i 2 α -ir in t h e

r o st r al h al v e s of th e V N L a n d G L ( Fi g . 1 F) . I n

c o n t r ol s e cti o n s of t h e A O B
,
st r o n g S Y N -ir w a s

o b s e r v e d w ith in t h e G L
,
M T L

,
a n d G R L . T h e V N L

a n d O T L di d n ot s h o w S Y N -ir (Fi g . 1 G) . O n d a y 20 0 ,

S Y N -ir w a s o b s e r v e d w it hi n t h e M T L a n d G R L of

th e A O B of si x of th e t e n r at s st u di e d (F ig . 1 H ) . T h e

o th e r f o u r a n i m al s sh o w e d S Y N -i r w it hi n t h e G L
,

M T L
,
a n d G R L of th e A O B ( Fi g s . 1 Ⅰ) . T h e f o u r

a ni m als m a ki n g u p th e p o siti v e g r o u p w e r e al w a y s

t h e s a m e f o u r i n di vid u als
,
r e g a r dl e s s of w hi c h a n ti -

b o d y r e s ult s w e r e u s e d t o g r o u p t h e m . T h e a r e a s o n

t h e n e r v e t r a n s e c t e d si d e s h o w i n g N C A M -i r
,
G i 2 α -i r

a n d S Y N -ir w e r e s m all e r t h a n o n t h e c o n t r ol sid e i n

all e x p e ri m e n t al a ni m als .

F i g . I . I m m u n o r e a c ti vi t y i n t h e a c c e s s o r y o lf a c t o r y b u l b (A O B) 2 0 0 d a y s a ft e r n e r v e t r a n s e c ti o n . C o n t r o l s e c ti o n

s h o w s N C A M -i r i n th e v o m e r o n a s al n e r v e l a y e r ( V N L) a n d gl o m e r u l a r l a y e r (G L) , G i 2 α -i r i n r o s t r a l h a l v e s o f th e

V N L a n d G L
,
a n d s y n a p t o p h y si n (S Y N ) -i r i n th e G L , M T L a n d G R L (F i g s . 1 A , D a n d G ) . Si x o f th e t e n r a t s s h o w

a n e g a ti v e r e a c ti o n t o a n tib o d i e s a g ai n s t N C A M a n d G i a i n all l a y e r s o f th e A O B ( F i g s . 1 B a n d E) , a n d S Y N i n

V N L a n d G L ( Fi g .
1 E ) . T h e o t h e r f o u r r a t s sh o w N C A M -i r a n d Gi α-i r w it h i n t h e V N L a n d G L , a n d S Y N -i r w it h i n

t h e G L
,
M T L

,
a n d G R L ( Fi g s . 1 C , F a n d I) . S c a l e B a r , 2 0 0 JL m .
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E l e c t r o n m ic r o s c o p y

E le c t r o n -

m ic r o s c o pi c e x a m i n a ti o n w a s p e rf o r m ed

f o r b o t h th e c o n t r ol sid e ( rig h t) a n d o p e r a t e d sid e

(l eft) of t h e V N O 2 0 0 d a y s aft e r n e r v e t r a n s e c ti o n . I n

t h e c o n t r o l s e c ti o n s
,
r e c e p t o r c ells w e r e ob s e r v ed t o

b e c o v e r ed w ith t hi n m i c r o villi . C l o s e t o th ei r b a s e ,

t h e r e c e p t o r c ell m i c r o villi w e r e thi c k , b u t a p p e a r ed

t a p e r e d a n d t hi n t o w a rd t h e tip s . T h e di a m et e r of t h e

r e c e p t o r c ell m i c r o villi w a s ab o u t 4 5 n m . I n c o n t r a s t
,

s u p p o rti n g c ells h a d u n if o r m ly t hi c k m i c r o villi . T h e

di a m et e r o f t h e s u p p o r ti n g c ell m i c r o villi w a s a b o u t

9 0 n m . N u m e r o u s r e c e p t o r a n d s u p p o rti n g c ell m i -

c r o v illi w e r e o b s e r v e d t o c o v e r th e l u m i n al s u rf a c e of

t h e c ells i n c o n t r ol s e c ti o n s (F ig . 2 A) . O n d a y 2 0 0

a ft e r n e r v e t r a n s e c ti o n
,
c o n sid e r a bl e v a ri a bilit y in

t h e e x t e n t of r e c o v e r y w a s o b s e r v e d i n th e s e n s o r y

e pit h eli u m (F ig s . 2 B a n d 2 C) . I n s o m e r e g i o n s of t h e

s e n s o r y e p ith eli u m , r e c e p t o r c ell m ic r o villi w e r e s till

s c a n t y (F ig . 2 B) , w h e r e a s i n o th e r r e g i o n s , n u m e r o u s

r e c e p t o r c ell m i c r o villi c o v e r ed th e l u m i n al s u rf a c e

of t h e v o m e r o n a s al s e n s o r y e p it h eli u m .
T h e s e r e c e -

p t o r c ell s e x i st e d sid e b y sid e ( Fi g . 2 C) . D e g e n e r a ti n g

r e c e p t o r c ells w e r e s e e n i n t h e r e g i o n of t h e e p ith-

eli u m t h a t s h o w ed i n c o m pl e t e r e c o v e r y of t h e m i
-

c r o villi ( a st e ris k i n F ig . 2 B) . T h e m i c r o villi c o v e ri n g

th e s u p p o rti n g c ells w e r e still o b s e r v e d o n t h e s u rf a c e

of th e e p ith eli u m .
K n ob -lik e st r u c t u r e s w e r e s e e n

p r o t r u di n g i n t o th e l u m e n f r o m t h e d e n d riti c e n d s o f

a f e w r e c e p t o r c ell s; t h e s e s t r u ct u r e s als o c o n t ai n e d

c e n t ri ol e s (d a t a n o t s h o w n) .

T h e r a ti o o f r e c e p t o r c ells w it h.
m i c r o v illi i n t h e

V N O

F o u r of t h e t e n r at s s h o w e d N C A M -i r
,
G i 2 α -ir a n d

S Y N -i r w it hi n t h e V N L a n d/ o r G L i n t h e A O B .

T h e s e f o u r w e r e c all e d th e p o siti v e g r o u p . T h e ot h e r

si x a n i m als s h o w e d n o i r t o th e s e a n tib o die s w it hi n

th e V N L a n d/ o r G L i n t h e A O B a n d s o w e r e c all e d

th e n e g a ti v e g r o u p . T o c o m p a r e th e d e g r e e o f m a t u -

r a ti o n of b o t h g r o u p s of a n i m als , w e c o u n t ed th e

n u m b e r of r e c e p t o r c ells e x hib iti n g m o r e t h a n o n e

m i c r o villu s i n e a ch g r o u p , a n d e x p r e s s e d th e s e n u m -

b e r s a s p e r c e n t a g e s of t h e m e a n of th e t o t al n u m b e r

of r e c e p t o r c ells f o r e a c h c o n diti o n . O n th e c o n t r ol

( u n o p e r a t e d) sid e , all c ells e x hibit ed m o r e th a n o n e

m i c r o vill u s
,
w h et h e r o r n o t th e a n i m al w a s f r o m th e

p o siti v e o r n e g a ti v e g r o u p . O n th e n e r v e -t r a n s e c t e d

sid e
,
th e m e a n p e r c e n t a g e of c ells e x hibiti n g m o r e

t h a n o n e m ic r o v ill u s w a s 36 .1 % f o r t h e p o siti v e

g r o u p , w hil e th at f o r t h e n e g a tiv e g r o u p w a s 29 . 9 % ;

th is diff e r e n c e did n ot r e a c h st a ti sti c al s l g nifi c a n c e

( T ab le 1 , M a n n- W hit n e y
'

s U - t e st) .

F i g . 2 . M o r p h o l o gi c a l c h a n g e s i n t h e v o m e r o n a s al

e pit h eli u m d u ri n g th e r e g e n e r a ti o n o f r e c e p t o r c e ll s . A .

N o r m a l m o r p h o l o g y o f t h e e pit h e li a l s u r f a c e w it h m i-
c r o v illi o n t w o t y p e s o f c ell s . R e c e p t o r c e ll m i c r o v illi ( r)
a r e th i n a n d t a p e r e d w hil e th e s u p p o rti n g c ell m i c r o v illi

( s) a r e th i c k e r a n d o f m o r e u ni f o r m di a m e t e r . B a n d C .

O n d a y 2 0 0 , s o m e r e gi o n s o f t h e s e n s o r y e pit h e li u m h a d

f e w mi c r o vi 11i ( F i g . 2 B) w h e r e a s t h e o t h e r r e gi o n s

s h o w e d n u m e r o u s m a t u r e m i c r o v illi( F i g . 2 C) . A d e g e n e r-
a t in g r e c e p t o r c ell ( a s te ri sk ) i s s h o w n i n Fi g . 2 B . R C

,

r e c e pt o r c ell; S C , s u p p o rti n g c e ll . S c a l e B a r , 1 /( m .



T a bl e 1 . T h e p e r c e n t a g e o f r e c e p t o r c ell s w i th m i c r o villi

w it h r e s p e c t t o th e t o t al n u m b e r o f r e c e pt o r c ell s i n th e

V N O

G r o u p N u m b e r o f a n i m al s
(
P%
e r

t

c e

s?a?筑
P o siti v e 4 3 6 . 1 ±8 . 7

N e g a ti v e 6 2 9
.
9 ±6 . 8

D I S C tJ S S I O N

O n e of th e ai m s of th e p r e s e n t st u d y w a s t o i n v e s ti -

g at e t h e r el a ti o n s hip b e t w e e n t h e r e c o v e r y of p r oj e c -

ti o n s t o th e A O B a n d th e m a t u r a ti o n al st at e of

v o m e r o n a s al r e c e p t o r c ells . A n i m al s b el o n g l n g t O t h e

p o siti v e g r o u p s s h o w e d N C A M -ir
,
G i 2 α -i r

,
a n d

S Y N ･i r w it hi n th e V N L a n d/ o r G L i n t h e A O B , a n d
t h o s e i n th e n e g a ti v e g r o u p sh o w e d n o ir t o t h e t h r e e

a n tib o di e s . T h es e r e s u lt s s u g g e s t t h at th e v o m e r
-

o n a s al r e c e p t o r c ells m a y h a v e diff er e n ti at e d 2 00

d a y s aft e r n e r v e t r a n s e cti o n a n d m a y h a v e t h e c a p a c -

it y t o f o r m n e w s y n a p tic c o n n e c ti o n s w it h t h e m it r al/
t uft e d c ells wi th in th e A O B . A p r e vi o u s m o r -

p h ol o g ic al s t u d y sh o w e d th a t 30 % of th e o p e r a t ed

a ni m al s r e c o v e r p r oj e cti o n s t o t h e A O B aft e r n e r v e

t r a n s e c ti o n l O) . O u r r e s ult is c o n sist e n t w it h thi s s t u d y .

I n a d diti o n
,
w e c alc ul a t e d th e p e r c e n t a g e of r e c e

-

p t o r c ell s h a vi n g m o r e t h a n o n e m i c r o vill u s i n a ni -

m al s f r o m e a c h g r o u p s o t h a t w e c o uld i n v e stig a t e

t h e m at u r a ti o n al le v el of th e v o m e r o n a s al r e c e p t o r

c ells . M i c r o villi a r e th o u g h t t o b e i m p o r t a n t st r u c -

t u r e s w it h r e s p e c t t o p h e r o m o n e r e c e p t o r f u n cti o n , a s

t h e y p o s s e s s p h e r o m o n e r e c e p t o r s
1 9)

. T h e r e w e r e n o

diff e r e n c e s in p e r c e n t a g e s of r e c e p t o r c ells h a vi n g

m o r e t h a n o n e m i c r o villu s a n d t h o s e n o t h a vi n g m o r e

t h a n o n e m ic r o vill u s
,
w h e n c o m p a r l n g t h e p o siti v e

a n d n e g a ti v e g r o u p s . I n t h e olf a ct o r y s y s t e m ,
cili al

g r o w t h f r o m k n o b -lik e s t r u ct u r e s o c c u r s a s a r e s ult

of th e f o r m ati o n of c o n n e cti o n s b et w e e n r e c e p t o r

c ells a n d t h e M O B
,
a n d th is c o n n e c ti o n h el p s m ai n

-

t ai n a c ell u n til it m a t u r e s
2 0

,
2 1

･
2 2)

. T h e s e s t u di e s

r e v e ale d t h a t t h e a x o n al p r oj e c ti o n s t o t h e t a r g et

w e r e r e q ui r ed f o r th e m a t u r a ti o n of t h e olf a c t o r y

r e c e p t o r c ell s . I n t h e v o m e r o n a s al s y st e m ,
t h e p r e s e n t

s t u d y s h o w ed t h a t th e m ic r o villi o f t h e r e c e p t o r c ells

c o uld b e o b s e r v e d r e g a r dl e s s of w h e t h e r t h e r e w e r e

c o n n e c ti o n s b et w e e n t h e V N O a n d t h e A O B . T his

o b s e r v a ti o n s u g g e s t s t h a t th e A O B i s u n n e c e s s a r y f o r

th e m o r p h ol o g l C al m a t u r a ti o n of t h e v o m e r o n a s al

r e c e p t o r c ells aft e r v o m e r o n a s al n e r v e t r a n s e c ti o n ,

b u t it r e m ai n s p o s sib le t h a t p r oj e cti o n s t o t h e t a r g et

L o n g- t e r m R e c o v e r y o f V o m e r o n a s al S y st e m 7 1

m i g h t p l a y s o m e r ole i n f u n c ti o n al m a t u r a ti o n
,
t h a t

is
,
t h r o u g h t h e e x p r e s si o n of p h e r o m o n e r e c e p t o r s

a n d s e c o n d m e s s e n g e r s .

S e v e r al st u di e s o n r e g e n e r a ti o n of t h e olf a ct o r y

s y st e m h a v e sh o w n th at t h e s y st e m h a s th e c a p a cit y

t o p r o d u c e n e w c ell s , f o r m c o n n e c ti o n s w it h it s t a r g e t

( M O B) , a n d r e c o v e r it s f u n cti o n
3
･
2 3

･
2 4)

. O n th e o th e r

h a n d
,
t h e r e c o n n e c ti o n r a t e of v o m e r o n a s al r e c e p t o r

c ells t o t h e A O B i s v e r y l o w c o m p a r e d w it h t h a t of

th e olf a ct o r y r e c e p t o r c ell s
l O)

. T o e x p l ai n t his , w e

s h o uld c o n sid e r t h e l o c a ti o n of th e o lf a c t o r y a n d

v o m e r o n a s al o r g a n s . T h e olf a c t o r y o r g a n i s l o c a t e d

i n t h e c a u d al p a r t of t h e n a s al c a vit y a n d it s r o st r al

e n d i s di r e c tly e x p o s e d t o t h e e x t e r n al e n v i r o n m e nt

of th e a ni m al
'

s b o d y . T his s t r u ct u r e h elp s i n d et e cti n g

m o s t v a p o ri z e d ch e m i c als . T h e v o m e r o n a s al o r g a n

( V N O) is l o c a t e d w it hi n a b o n y c a p s ule al o n g th e

n a s al s e p t u m a n d it s r o st r al e n d o p e n s t o t h e n a s al

c a vit y . I n t h e v o m e r o n a s al s y st e m , s p e ci al m e th o d s

f o r p h e r o m o n e d et e c ti o n , s u ch a s th e p u m p l n g m e ch a -

nis m
,
h e a d - b o b bi n g , a n d fle h m e n , a r e e m p l o y e d

b e c a u s e of t h e o r g a n
'

s l o c a ti o n a n d th e n a r r o w st r u c -

t u r e of t h e v o m e r o n a s al l u m e n
2 5

,
2 6

･
2 7)

. I n i n t a c t a ni -

m als
,
it is c o n sid e r ed t h a t th e olf a ct o r y s y s t e m h a s

d e v el o p e d a t ole r a n c e t o t o x i c c h e m i c als a n d

r e c o v e r s f r o m d a m a g e t o th e olf a c t o r y e p it h eli u m

b e c a u s e n e u r o t o x i c s u b st a n c e s c a n

olf a c t o r y e pit h eli u m . O n t h e o t h e r

ti o n of n e u r o t o x ic s ub s t a n c e s i n t o

s e n s o r y e p ith eli u m r a r ely h a p p e n s

l a t t e r
'

s l o c a ti o n . S u c h diff e r e n c e s

e a sily a c c e s s t h e

h a n d
,
th e i n h al a -

t h e v o m e r o n a s al

b e c a u s e of t h e

m a y aff e c t t h e

o c c u r r e n c e of n e u r o g e n e si s a n d t h e r e c o v e r y r a t e of

t h e s e t w o o r g a n s f oll o w l n g t h e l o s s of th ei r s ti m u li .

F u r th e r s t u di e s a r e n e e d e d t o e x a m i n e t h e i n fl u e n c e

of t r o p h ic f a c t o r s i n th e e n v ir o n m e n t o n t h e olf a c t o r y

s y st e m o r th e v o m e r o n a s al s y s t e m d u ri n g r e g e n e r ati o n .

T h e p r e s e n t st u d y c o n sid e r s t h e i n fl u e n c e of t h e

l o n g e r r e c o v e r y p e ri o d a n d th e i m p o r t a n c e of t h e

t a r g e t tis s u e f o r t h e m a t u r a ti o n of th e v o m e r o n a s al

s y st e m . W e c o n d u ct e d i m m u n o c y t o c h e m is t r y of t h e

A O B a n d el e ct r o n m ic r o s c o p y of t h e v o m e r o n a s al

o r g a n o n d a y 2 00 af t e r n e r v e t r a n s e cti o n . E v e n

t h o u g h a l o n g e r r e c o v e r y p e ri o d w a s all o w e d i n t h e s e

st u di e s t h a n p r e vi o u sl y , t h e o r g a n s h a d y et t o r e a c h a

c o m pl e t e m o r p h ol o gi c al m a t u r ati o n al st at e . M ic r o villi ,

a s y m b ol of m a t u r e v o m e r o n a s al r e c e p t o r c ells , w e r e

o b s e r v e d w h e th e r o r n o t t h e r e w e r e a n y c o n n e c ti o n s

b e t w e e n t h e V N O a n d th e A O B . T h e s e r e s u lt s s u g -

g e s t th a t r e g e n e r a ti o n of t h e V N O a n d t h e A O B

o c c u r s i n d e p e n d e n tl y .

A c k n o w l e d g m e n t s . T h i s w o r k w a s s u p p o r t e d i n p a r t b y

C R E S T o f t h e J a p a n S c i e n c e a n d T e c h n o l o g y C o r p o r a-
ti o n .



7 2 J . Y o s H I D A- M A T S U O K A e t al .

R E F E R E N C E S

1) C o s t a n z o R M , G r a z i a d ei P P C : A q u a n tit a ti v e a n a l y -

si s o f c h a n g e s i n t h e ol f a c t o r y e p it h e li u m f o ll o w i n g

b u l b e c t o m y i n h a m s t e r . I C o m b N e u r o1 2 1 5 : 3 7 0-

3 8 1
,
1 9 8 3 .

2) M o r ri s o n E E , C o s t a n z o R M : R e g e n e r a ti o n o f o lf a c-

t o r y s e n s o r y n e u r o n s a n d r e c o n n e c ti o n i n t h e a gi n g

h a m st e r c e n t r a l n e r v o u s s y st e m . N e u r o s ci L eft 1 9 8 :

2 1 3- 2 1 7 , 1 9 9 5 .

3) Y e e K K , C o s t a n z o R M : R e s t o r a ti o n o f o l f a ct o r y

m e d i a t e d b e h a v i o r a f t e r o lf a c t o r y b u lb d e a ff e r e n t a-
ti o n . P h y si o I B e h a L

, 5 8 : 9 5 9- 9 6 8 , 1 9 9 5 .

4) B a r b e r P C : R e g e n e r a ti o n o f v o m e r o n a s a l n e r v e s

i n t o th e m a i n o lf a c t o r y b u l b i n th e m o u s e . B r a i n R e s

2 1 6 : 2 3 9- 2 5 1
,
1 9 8 1

.

5) B a r b e r P C , R ai s m a n G : R e pl a c e m e n t o f r e c e p t o r

n e u r o n s a ft e r s e c ti o n o f t h e v o m e r o n a s a l n e r v e s i n

th e a d u lt m o u s e . B 71a i n R e s 1 4 7 : 2 9 7- 3 1 3 , 1 9 7 8 .

6) I c hi k a w a M , O s a d a T , C o st a n z o R M : R e p l a c e m e n t

o f r e c e p t o r c ell s i n th e h a m st e r v o m e r o n a s a l e p it h
-

eli u m a ft e r n e r v e t r a n s e c ti o n . C h e m S e n s e s 2 3 : 1 7 11
1 7 9

,
1 9 9 8

.

7) W a n g R T , H a l p e r n M : N e u r o g e n e si s i n t h e v o m e r
-

o n a s a l e p it h e li u m o f a d u lt g a rt e r s n a k e s . 1 .
D e g e n-

e r a ti o n o f b ip o l a r n e u r o n s a n d p r o li f e r a ti o n o f u n d if-
f e r e n ti a t e d c ell s f o ll o w i n g e x p e ri m e n t a l v o m e r-
o n a s al a x o t o m y . B 71a i n R e s 2 3 7 : 2 3- 3 9 , 1 9 8 2 a .

8) W a n g R T , Ⅲ a l p e r n M : N e u r o g e n e si s i n th e v o m e r-
o n a s al e p it h eli u m o f a d u lt g a rt e r s n a k e s . 2 . R e c o n -

s ti t u ti o n o f th e b i p ol a r n e u r o n l a y e r f o ll o w i n g e x p e r
-

i m e n t a l v o m e r o n a s a l a x o t o m y . B y m
'

n R e s 2 3 7 : 4 ト

5 9
,
1 9 8 2 b .

9 ) W a n g R T , H a l p e r n M : N e u r o g e n e si s i n th e v o m e r-
o n a s al e p i th eli u m o f a d u lt g a r t e r s n a k e s : 3 .

U s e o f

H
3
-t h y m i di n e a u t o r a di o g r a p h y t o t r a c e t h e g e n e si s

a n d m i g r a ti o n o f b i p o l a r n e u r o n s . A m I A n a t 1 8 3 :

1 7 8- 1 8 5 , 1 9 8 8 .

1 0 ) I c h i k a w a M : A x o n a l g r o w th o f n e w l y f o r m e d

v o m e r o n a s al r e c e p t o r n e u r o n s a ft e r n e r v e t r a n s e c-
ti o n . A n a l E m b 7 y O 1 2 0 0 : 4 1 31 4 1 7 , 1 9 9 9 .

l l ) G r a z i a d ei P P C , L e v i n e R R , G i u s e p p i n a A , M o n ti

G r a z i a d ei G A : Pl a sti c it y o f c o n n e c ti o n s o f t h e o lf a c-
t o r y s e n s o r y n e u r o n : r e g e n e r a ti o n i n t o t h e f o r e b r a i n

f oll o w l n g b u l b e c t o m y i n th e n e o n a t a l m o u s e . N e u r o -

s ci e n c e 4 : 7 1 3- 7 2 7 , 1 9 7 9 .

1 2 ) O n o d a N : M o n o cl o n al a n tib o d y i m m u n o h i s t o c h e m i s -

t ry o f d e g e n e r a ti v e a n d r e n e w a l p a tt e r n s i n r a b b it

o l f a c t o r y r e c e p t o r n e u r o n s f o ll o w l n g u n il a t e r al

o l f a c t o r y b u l b e c t o m y . N e u r o s ci e n c e 2 6 : 1 0 1 3 1 0 2 2 ,

1 9 8 8 .

1 3 ) R o s k a m s A JI , B e t h e l M A , H u rt K J , R o n n e tt G V :

S e q u e n ti al e x p r e s si o n o f T r k s A , B , a n d C i n th e

r e g e n e r a ti n g o lf a c t o r y n e u r o e pi th eli u m . I N e u r o s ci

1 4 )

1 5)

1 6)

1 7)

1 8)

1 9)

2 0)

2 1)

2 2)

2 3 )

2 4 )

2 5 )

2 6 )

2 7 )

1 6 : 1 2 9 4- 1 3 0 7 , 1 9 9 6 .

S c h w o b J E , Y o u n g e n t o b S L , M e z z a R C : R e c o n stit u -

ti o n o f t h e r a t o lf a ct o r y e p i th eli u m a ft e r m e t h yl

b r o mi d e -i n d u c e d l e si o n . I C o m b N e u r o1 3 5 9 : 1 5- 3 7 ,

1 9 9 5 .

M a t s u o k a M
,
Y o s hi d a- M a t s u o k a ∫, C o s t a n z o R M ,

I c h i k a w a M : S u r f a c e c h a n g e s i n t h e r a t v o m e r -

o n a s a l e pi th eli u m d u ri n g d e g e n e r a ti o n a n d r e g e n e r a-
ti o n o f s e n s o r y r e c e p t o r c ell s . A n a t E m b 7 y O 1 2 0 1 :

4 6 7- 4 7 3 , 2 0 0 0 .

M i r a g a ll F , K a d m o n G , Ⅲ u s m a n n M , S c h a c h n e r M :

E x p r e s si o n o f c e ll a d h e si o n m o l e c u l e s i n t h e o lf a c-
t o r y s y st e m o f th e a d u lt m o u s e : p r e s e n c e o f th e

e m b r y o n i c f o r m o f N
- C A M . D e u B i o l 1 2 9 : 5 1 6- 5 3 1 ,

1 9 8 8 .

S h i n o h a r a H
,
A s a n o T

,
K a t o K : D iff e r e n ti a l l o c a li-

z a ti o n o f G- p r o t e i n s G i a n d G o i n th e a c c e s s o r y
o lf a c t o r y b u lb o f th e r a t . I N e u r o s ci 1 2 : 1 2 7 51 1 2 7 9 ,

1 9 9 2 .

T a n a k a M
,
T r e l o a r

m a tt e r S M : G ( o)

p r l m a r y a c c e s s o r y

A c a d S ci U . S . A 9 6 :

T a k i g a m i S , O s a d a

t s u o k a M
,
M o ri Y

,

Ⅲ
,
K a l b R G

,
G r e e r C A

,
S t ri tt-

p r o t ei n-d e p e n d e n t s u r v i v a l o f

o lf a c t o ry n e u r o n s . P r o c N a il

1 4 1 0 6- 1 4 1 1 1
,
1 9 9 9 .

T
,
Y o s hi d a - M a t s u o k a ∫, M a-

I c hi k a w a M : T h e e x p r e s s e d

l o c a li z a ti o n o f r a t p u t a ti v e p h e r o m o n e r e c e p t o r s .

N e u r o s ci L e tt 2 7 2 : 1 1 51 1 1 8 , 1 9 9 9 .

C a r r V M
,
F a r b m a n A I : A b l a ti o n o f t h e o lf a c t o r y

b u lb u p- r e g u l a t e s t h e r a t e o f n e u r o g e n e si s a n d

i n d u c e s p r e c o c i o u s c e ll d e a t h i n o lf a c t o r y e p it h
-

eli u m . E xP N e u r o1 1 1 5 : 5 5- 5 9 , 1 9 9 2 .

C a r r V M
,
F a rb m a n A I : T h e d y n a m i c s o f c ell d e a t h

i n t h e o lf a c t o r y e pi th eli u m .
E x P N e u r ol 1 2 4 : 3 0 8-

3 1 4
,
1 9 9 3 .

S c h w o b J E , S z u m o w s k i K E , S t a s k y A A : O lf a ct o r y

s e n s o r y n e u r o n s a r e t r o p hi c a lly d e p e n d e n t o n th e

o lf a c t o r y b u l b f o r t h e i r p r o l o n g e d s u r v i v a l . I N e u r -

o s ci 1 2 : 3 8 9 6- 3 9 1 9 , 1 9 9 2 .

G r a zi a d e i P P C
,
M o n ti G r a zi a d e i G A : N e u r o g e n e si s

a n d n e u r o n r e g e n e r a ti o n i n th e ol f a c t o r y s y s t e m o f

m a m m a l s . ⅠⅠⅠ. D e a ff e r e n t a ti o n a n d r ei n n e r v a ti o n o f

th e o lf a ct o r y b u l b f oll o w l n g S e cti o n o f th e fil a o l
-

f a c t o ri a in r a t . J N e u r o cy t o 1 9 : 1 4 51 1 6 2 , 1 9 8 0 .

Y e e K K
,
C o st a n z o R M : C h a n g e s i n o d o r q u alit y

d i s c ri m i n a ti o n f oll o w i n g r e c o v e r y f r o m o l f a c t o r y

n e r v e t r a n s e cti o n . C h e m S e n s e s 2 3 : 5 1 31 5 1 9 , 1 9 9 8 .

L a d e w i g ∫, H a rt B L : F l e h m e n a n d v o m e r o n a s a l

o r g a n f u n cti o n i n m a l e g o a t s . P h y si o I B eh a u 2 4 :

1 0 6 7- 1 0 7 1 , 1 9 8 0 .

M e r e d it h M
,
M a r q u e s D M , 0

'

C o n n ell R O
,
S t e r n F L :

V o m e r o n a s a l p u m p : s l g n ifi c a n c e f o r m a l e h a m st e r

s e x u a l b e h a v i o r . S ci e n c e 2 0 7 : 1 2 2 41 1 2 2 6
,
1 9 8 0 .

W y s o c k i C J , W elli n g t o n J L , B e a u c h a m p G K : A c c e s s

o f u ri n a r y n o n v o l a til e s t o th e m a m m ali a n v o m e r-
o n a s al o rg a n . S c i e n c e 2 0 7 : 7 8 1- 7 8 3 , 1 9 8 0 .




