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研究成果の概要（和文）：神経堤或は中胚葉由来細胞を蛍光標識できるマウスから胚性幹細胞株

を樹立した。続いて樹立した胚性幹細胞より蛍光陽性細胞の誘導条件を検討し、神経堤由来細

胞である色素細胞を指標に蛍光陽性細胞が確かに神経堤細胞を含むことを確認した。また、試

験管内でこれらの蛍光陽性の神経堤細胞を神経や色素細胞のみならず、骨、脂肪を含む間葉系

細胞に誘導した。さらに、歯の象牙芽細胞の分化誘導の検出系の確立を目指し、象牙芽細胞に

特異的な遺伝子であるDsppの遺伝子座に蛍光蛋白GFPを挿入した相同組換え胚性幹細胞株を

樹立し、多数のキメラマウスを得た。この胚性幹細胞を神経堤に分化誘導後、腎皮膜下に移植

し、蛍光陽性の細胞が誘導された。現在、この胚性幹細胞から GFP 陽性の象牙芽細胞の分化

誘導を行っている。 
研究成果の概要（ 英文） ： Using transgenic mice that enabled us to trace NC cells and 
mesodermal cells as YFP+ cells, respectively, we established ES cell lines to investigate 

whether NC cells or mesodemal cells were generated from ESCs in the culture. We found that 

NC-derived melanocytes were efficiently generated from NC-derived YFP+ cells. The 

NC-derived YFP+ cells also expressed strongly NC-associated genes. We also found that 

NC-derived YFP+ cells differentiated into not only melanocytes, but also neurons, 

adipocytes, and osteoblasts. Furthermore, to detect the differentiation of odontoblasts 

in vivo and in vitro, we made Dspp Knock-In ES (Dspp-KI ES) cell lines by targeting vector 

that inserted GFP into Dspp gene. Then, Dspp-KI ES cells were injected into blastocysts, 

and large numbers of chimera mice were obtained. Dspp-KI ES-derived cells cultured for 

6 days also were transplanted into kidney capsule, and 4 weeks after YFP+ cells were 

detected in the transplanted tissues. We further try to differentiate these ESCs into 

odontoblasts in vitro through NC.  
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１．研究開始当初の背景 

神経堤細胞は、脊椎動物の発生初期に
神経管背側部より出現する細胞集団で、
特に頭部神経堤細胞は骨、軟骨や象牙芽
細胞等の間葉系細胞への分化能を有し、
脊椎動物のボデイプランを特徴づける
重要な細胞である。また、骨や軟骨等の
間葉系細胞は中胚葉及び神経堤細胞に
由来し、頭部間葉は主に神経堤に、体幹
部間葉は、主に中胚葉に由来すると考え
られているが、区別は難しく、詳細な由
来は殆ど分かっていない。これまで、大
隅らによる蛍光色素 DiIと全胚培養法を
用いての神経堤細胞の標識法では、歯間
葉は中脳に由来する神経堤細胞が寄与
することが報告された。しかし、神経堤
細胞以外の細胞が歯の器官形成に関与
するかは明らかではない。 

最近、神経堤細胞に特異的に遺伝子発
現を誘導出来る制御領域の下流に Creを
連結したマウスと LoxP 配列を持つレポ
ーター遺伝子を組み合わせることで、神
経堤由来細胞を標識できるようになっ
た。我々も、これらのマウスを用いて、
歯の間葉には骨や軟骨や象牙芽細胞へ
の分化能を持つ細胞が多数存在し、それ
らが神経堤に由来する細胞のみならず
神経堤細胞以外に由来する可能性を示
した。そこで、中胚葉由来細胞を標識で
きるマウスを用いて、歯胚や歯髄の間葉
には中胚葉に由来する細胞も寄与して
いる事を明らかにした。現在、ヒト歯髄
及び歯根膜周囲に幹細胞が存在すると
の報告があるが、これらの幹細胞の由来
はよくわかっていない。そこで、神経堤
及び中胚葉に由来する間葉系細胞を分
取し、歯胚や歯髄の間葉系幹細胞の由来
を明らかにし、その遺伝子発現や分化能、
性状を明らかにすることで、歯を用いた
再生医療を実現するための基礎研究と
することが目的である。 

幹細胞は胚性幹細胞と組織幹細胞に
分かれる。我々は世界に先駆けてマウス
胚性幹細胞から破骨細胞や神経堤細胞
系譜の色素細胞の分化誘導系を確立し
た。また、試験管内及び生体内での簡便
な象牙芽細胞の検出系を確立するため
に、象牙芽細胞に特異的に発現する Dspp
遺伝子の制御領域を単離し、その下流に
LacZ 遺伝子を連結したマウスを作製し
た。 
現在、本研究の前段階として神経堤細胞

と中胚葉に由来する細胞を蛍光標識でき
る胚性細胞株を作製中である。これらの胚

性幹細胞株を用いて、試験管内で象牙芽細
胞を始めとする硬組織の分化誘導系の確
立と、中胚葉と神経堤に由来する間葉の相
違点を明らかにすることが本研究の大き
な目標である。 
 
２．研究の目的 
間葉細胞は主に神経堤と中胚葉に由来する
と考えられている。本研究の目的は、歯や頭
部の器官形成に神経堤由来細胞が寄与する
と言われているが、中胚葉由来間葉は寄与し
ているのか、また象牙芽細胞が神経堤細胞に
のみ由来するかを、神経堤細胞と象牙芽細胞
を別々に蛍光標識した胚性幹細胞あるいは
生体内の神経堤細胞を用いて検討すること
である。これまで、胚性幹細胞や未分化な神
経堤細胞から象牙芽細胞の分化誘導系は報
告されていない。そこで、象牙芽細胞に分化
決定した細胞を蛍光で検出できる系を用い
て、未熟な細胞から象牙芽細胞の分化決定機
構を明らかにし、また生体内の象牙芽細胞へ
の分化能を持つ細胞を同定することである。 
 
３．研究の方法 
本研究では、１）神経堤由来細胞及び中胚葉
に由来する細胞を蛍光標識できるマウスを
用いて、歯の間葉細胞の由来をフローサイト
メトリーや組織切片を用いて解析する。２）
象牙芽細胞に特異的に発現する Dspp 遺伝子
の遺伝子座に蛍光遺伝子 GFP を挿入した組
換えベクターを作製し、これを用いて相同組
換え胚性幹細胞株を樹立する。３）樹立され
た胚性幹細胞株からブラストシストインジ
ェクション法にてキメラマウスを作製し、生
体内における象牙芽細胞の検出を行う。４）
１）の神経堤由来細胞を別の蛍光で標識でき
るマウスと交配し、象牙芽細胞が神経堤細胞
のみに由来するかを検討する。５）１）の神
経堤細胞と中胚葉由来細胞を蛍光標識でき
る胚性幹細胞株を樹立し、試験管内で神経堤
細胞が誘導できる条件を検討し、また神経の
みならず間葉系細胞への分化誘導系を確立
する。６）象牙芽細胞を蛍光標識できる胚性
幹細胞から、まずは神経堤細胞を分化誘導し、
蛍光陽性の象牙芽細胞を誘導できる条件を
試験管或は腎皮膜下移植法にて検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 歯胚（歯髄）に存在する中胚葉或いは神
経堤由来細胞の有無をフローサイトメトリ
ーで調べたところ、９０％以上が神経堤に由
来し、主に PDGFRを発現し、一方中胚葉由来
間葉は、数％で主に血管に寄与していた。さ
らに、神経堤或は中胚葉由来細胞を細胞分取



装置を用いて単離し、遺伝子発現を検討した
ところ、歯に存在する神経堤由来細胞は
p75NGFR や Ap2,Sox10 等の神経堤由来細胞に
関わる転写因子を発現し、中胚葉由来細胞は
Brachyury を発現し、遺伝子発現が異なり、
別の細胞集団であるこが確認できた 
 

(2) 試験管内で胚性幹細胞から神経堤或は中

胚葉由来の間葉細胞の誘導の有無を検出する

目的で、マウスから神経堤或は中胚葉由来細

胞の分化誘導をYFPで標識できる胚性幹細胞

株を樹立した。この胚性幹細胞からYFPを指標

に神経堤或は中胚葉系譜の細胞を誘導する条

件を確立した。 

 

(3)①これまで、我々は、胚性幹細胞から神経

堤細胞系譜として知られる色素細胞の分化誘

導系を確立しているので、まずYFP陽性細胞を

単離し、色素細胞を誘導した。さらに色素細

胞がYFP陽性細胞からのみ誘導されることを

確認したので、少なくとも生体内同様に神経

堤細胞は本培養系で誘導され、YFP陽性細胞に

神経堤細胞は含まれていることが確認できた

。②さらに、中胚葉由来細胞を標識できる胚

性幹細胞から、YFP陽性の血液細胞を分化誘導

しうることも確認した。③また、神経堤由来

細胞をYFPで標識できる胚性幹細胞からYFP陽

性の色素細胞のみならず神経細胞、骨芽細胞

、脂肪細胞等の間葉系細胞を誘導する系を確

立した。その際、フィーダーは間葉系由来で

、骨や脂肪への分化能を持ち、区別が難しい

ことから、放射線照射後の支持細胞の使用、

或は、フィーダー無しの条件での培養を確立

した。さらに本培養系を発展させて、無血清

、無フィーダーの条件で、効率に神経堤細胞

を誘導する系を確立し、これらの細胞から確

かに色素細胞のみならず間葉系細胞への分化

能を有する神経堤細胞が誘導されていること

を明らかにした。 

 

(4) ①神経堤細胞から神経堤細胞系譜であ

る象牙芽細胞の誘導の有無を検出する目的

で、象牙芽細胞に特異的に発現すると考えら

れ て い る dentin  sialophosphoprotein 

(Dspp)の遺伝子の開始コドンの直下に蛍光

蛋白である GFPを挿入した遺伝子ベクターを

作製した。②本ベクターを用いて相同組み換

え胚性幹細胞株を得た。③現在まで、ブラス

トシストインジェクション法にて多数のキ

メラマウスが出生したが、生殖キメラマウス

の誕生には至っていない。④さらに、我々は、

神経堤細胞から象牙芽細胞への分化系を確

認する目的で、神経堤細胞と象牙芽細胞を

別々の蛍光標識できるマウスの準備も行っ

た。キメラマウスができ次第、交配し、CFP

陽性の神経堤由来細胞を単離し、GFP 陽性の

象牙芽細胞に分化できるか検討する。 

 

(5) これまで、胚性幹細胞を神経堤細胞へと

試験管内で誘導し、様々な支持細胞上で象牙

芽細胞への分化を試みたが残念ながらGFP陽

性の細胞は誘導できていない。しかし、神経

堤細胞に分化誘導させた培養６日の胚性幹細

胞をコラーゲンゲルと混ぜて腎皮膜下に移植

することで、GFP陽性の組織を誘導することに

成功した。試験管内での誘導には、歯上皮或

は上皮から分泌される因子の存在が重要であ

ると考え、現在、E12,E13日齢マウスの歯胚の

上皮細胞を単離し、効率的に増殖させる条件

を確立したので、歯髄の神経堤細胞や誘導さ

れた神経堤細胞と共培養し、GFP陽性の象牙芽

細胞を誘導する条件の確立を目指して培養を

している。 

 

今後は、本研究課題で立案した、象牙芽細胞

を蛍光標識できるマウスの作製と試験管内及

び生体内で神経堤細胞から象牙芽細胞への運

命決定機構を解明し、さらに未だに明らかに

されていない象牙芽細胞への分化能を持つ様

々な細胞を同定したいと考えている。 
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