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研究成果の概要（和文）：神経堤由来細胞のごく一部の細胞は、成長後も幹細胞としての性質を維持し多分化能
をもつことから、再生医療の新しい細胞ソースとして期待される。本研究ではGFPを発現する遺伝子改変マウス
（P0-Cre/GFPマウス）に存在する神経堤由来細胞を用いて骨芽細胞を誘導する。神経堤由来細胞から誘導した骨
芽細胞の遺伝子発現を詳細に解析し、結果に立脚した骨形成誘導に応用する細胞ソースとしての価値を明らかに
する。その際、従来のトランスクリプトーム解析に加え、オープンクロマチン領域を同定することにより転写制
御の網羅的解析を行った。

研究成果の概要（英文）：A part of the neural crest-derived cells maintain their properties as stem 
cells even after growth and have pluripotency, so they are expected to be a new cell source for 
regenerative medicine. In this study, we use neural crest-derived cells present in transgenic mice 
(P0-Cre / GFP mice) that express GFP, and induce osteoblasts using neural crest-derived cells. The 
gene expression of osteoblasts derived from neural crest-derived cells will be analyzed in detail, 
and the value as a cell source applied to the induction of bone formation based on the results will 
be clarified. At that time, in addition to the conventional transcriptome analysis, a comprehensive 
analysis of transcriptional regulation was performed by identifying the open chromatin region.

研究分野： 骨代謝

キーワード： 骨再生

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
体性幹細胞である神経堤細胞を再生医療で用いる利点として腫瘍のリスクが低く、安全性が高い、多分化能とい
う特性のみならず、臓器の障害や機能低下を修復改善する治療効果を有している場合が多く、成体の障害臓器に
対する細胞治療として効率が良い、また、採取される細胞のバックグラウンドが明確であるため、標的とする組
織に対する組織特異性を高めることができるなどがある一方、資源が有限であり、品質の維持、中でも均一な幹
細胞の採取が困難であるなどの欠点が挙げられる。そうした、組織再生における問題点を克服するために、使用
する細胞の特性、中でも遺伝子発現様式の網羅的解析は重要であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

神経堤由来細胞のごく一部の細胞は、成長後も幹細胞としての性質を維持し多分化能をもつこ

とから、再生医療の新しい細胞ソースとして期待される。再生医療へ応用可能なリソースを得

るためには、純度の高い神経堤由来細胞を低侵襲的に効率よく採取し、目的の細胞に分化誘導

することが肝要と考えられる。また、体性幹細胞から移植細胞への分化過程における細胞内の

様々な分子動態、中でも分化制御の中心的役割を果たしている転写制御の挙動を明瞭化するこ

とが肝要である。 

 

２．研究の目的 

 体性幹細胞である神経堤細胞を用いる利点として腫瘍のリスクが低く、安全性が高い、多分

化能という特性のみならず、臓器の障害や機能低下を修復改善する治療効果を有している場合

が多く、成体の障害臓器に対する細胞治療として効率が良い、採取される細胞のバックグラウ

ンドが明確であるため、標的とする組織に対する組織特異性を高めることができるなどがある

一方、資源が有限である、品質の維持、中でも均一な幹細胞の採取が困難であるなどの欠点が

挙げられる。 

 

 本研究では GFP を発現する異なる遺伝子改変マウス（P0-Cre/GFP マウス）に存在する神経堤

由来細胞を用いて骨芽細胞を誘導する。神経堤由来細胞から誘導した骨芽細胞の遺伝子発現を

詳細に解析し、結果に立脚した骨形成誘導に応用する細胞ソースとしての価値を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

P0-Cre/GFP マウス 

本研究では P0-Cre/GFP マウスを用いる。胚発生時期の神経堤細胞特異的に活性化するミエリ

ンプロテインゼロ(P0)遺伝子のプロモーターにより Cre リコンビナーゼが発現し、遺伝子組み

換えが起こる。その結果、神経堤細胞がその後分化しても GFP が産生され、各組織に存在する

神経堤細胞由来は GFP 陽性細胞として検出できる。その後、マウスより採取した細胞を単離し、

GFP 陽性細胞を培養する。 

 

遺伝子発現様式の解析  

神経堤由来細胞より分化誘導させた骨芽細胞、DNA マイクロアレイ解析により解析する。ま

た、各分化段階における転写制御の網羅的解析として、ATAC-Seq 法を用いる。ATAC-Seq 法は

Transpospme を用い、核内オープンクロマチン領域を濃縮後、NGS(次世代シークエンス)解析を

行うことによりゲノムワイドな転写制御様式を明らかにし、各分化段階で発現する遺伝子の制

御転写因子を予測することなどが可能となる解析方法である。 

 

４．研究の成果 

 マウスにおいて、神経堤由来細胞が成体でもGFPをレポーターとして検出できるP0CreGFPトラ

ンスジェニックマウスを用い、採取したGFP陽性細胞を骨芽細胞分化誘導培地(BMP2およびアスコ

ルビン酸とデキサメタゾン)にて処理した際の遺伝子発現様式の解析を、定量的RT-PCR法および

マイクロアレイ解析を用い行った。その結果、MC3T3-E1細胞などの骨芽細胞株や初代培養骨芽細

胞を処理した際にもその上昇が認められるAlpなどの骨芽細胞マーカー遺伝子に関して発現の上

昇が認められ、また、骨芽細胞分化の際に認められる石灰化の上昇が認められた。神経堤由来細

胞がGFPでトレースできるマウスより採取した神経堤由来細胞を骨芽細胞分化誘導培地で分化誘

導した際の、細胞内遺伝子発現様式を検討するためにcDNAマイクロアレイ解析を行ったところ、

転写因子C/EBP deltaやKlf15などの発現上昇が認められた。次に、分化制御の中心的役割を果た

している転写制御の挙動を明瞭化することを目的としたATAC-Seq(Assay for Transposase 

Accesible Chromatin-Sequence)解析を行い、従来のトランスクリプトーム解析に加え、オープ



ンクロマチン領域を同定することにより転写制御の網羅的解析を行った。その結果、骨芽細胞分

化誘導培地で誘導された神経堤由来細胞で遺伝子のプロモーター付近に特異的なピークコーリ

ングが認められた遺伝子にCcne1などが存在した。 
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