
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２２

挑戦的萌芽研究

2014～2012

疾患原因究明と再生医療への応用を目指した未同定の神経堤由来細胞の探索

Identification of neural crest-derived cells to use for the analysis of disease 
mechanism and regenerative medicine

８０３０７０５８研究者番号：

高見　正道（Takami, Masamichi）

昭和大学・歯学部・教授

研究期間：

２４６５９８３０

平成 年 月 日現在２７   ６   ６

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：神経堤細胞は胚発生の過程で出現し、様々な種類の細胞に分化することが可能であり、成体
においても一部は幹細胞としてその多分化能を維持している。これらの細胞を単離培養することができれば再生医療の
有望な細胞ソースとして役立つと考えた。しかし、成体の殿組織に神経堤由来の細胞が存在するか詳細は不明であった
ため、神経堤由来細胞が蛍光タンパク質で標識されるように遺伝子を組み換えたマウスを用いて、新たな神経堤由来細
胞の同定を試みた。その結果、上皮由来と考えられてきた頬粘膜や表皮などのケラチノサイトの一部が神経堤に由来す
ることを発見した。これは上皮組織の細胞が再生医療の細胞ソースとして有用であることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：Neural crest cells appear during embryogenesis and differentiate into various 
kinds of cells, which reside as stem cells even after growth. Thus, neural crest stem cells are expected 
to be used as cell source for regenerative medicine. However, precise locarization of neural 
crest-derived cells has not been known. In this study, we tried to identify new cell populations that 
derived from neural crest by using double transgenic mice in which neural crest-derived cells are labeled 
with a green fluorescence protein. We found that a part of keratinocytes are derived from neural crest 
cells but not epidermal stem cells. These findings suggest that neural crest-derived cells in the 
epidermal tissues may be useful for regenerative medicine.

研究分野： 歯科薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 
１）神経堤細胞と疾患との関係：胚発生の過
程で出現する神経堤細胞は、胚内を活発に遊
走した後、遊走先で様々な細胞に分化して組
織の形成や維持を担う。神経堤細胞の異常は
奇形、免疫疾患、癌などの発症に密接に関係
し、その医学的重要性は極めて高い。 
２）新しい再生医療用細胞としての価値： 
 神経堤細胞は成長後も幹細胞の性質を維
持し歯髄細胞、象牙芽細胞、骨芽細胞等への
多分化能をもつため再生医療の新しい細胞
ソースとして期待される。 
３）神経堤細胞研究の有望性と課題：神経堤
細胞がどのような細胞種に分化するのか未
だに不明な部分が多く残されている。したが
って、未知の神経堤細胞由来の細胞を同定で
きれば、神経堤細胞の研究の発展に寄与する
だけでなく、難治疾患の原因究明や再生医療
用の細胞ソースとして役立つ。そのためには、
成体のどの組織にどのような種類の細胞と
して存在するのか詳細に解析する必要があ
る。 
 
 
２．研究の目的 
 神経堤細胞は胚発生過程で出現する細胞
集団であり、胚の中を活発に遊走した後、遊
走先の環境に応じて様々な細胞に分化する。
この細胞は癌などの疾患発症に関与する一
方、高い多分化能は再生医療材料として最適
である。しかし、成体では神経堤由来細胞が
どのような組織に、どのような細胞種として
存在するのか詳細は不明である。本研究では
神経堤細胞が蛍光タンパク質で標識される
遺伝子改変マウスを用いて、成体に潜む未知
の神経堤由来細胞を探索する。すでに申請者
は一部のケラチノサイトが外胚葉ではなく
神経堤細胞に由来することを発見した（未発
表）。これは神経堤細胞が皮膚の発生や疾患
に関与することを示唆する。すなわち本研究
は、最新技術を駆使して未同定の神経堤由来
細胞の所在や性質を解明し、その結果に立脚
した疾患原因究明と再生医療方法の開発を
目指すものである。 
 
３．研究の方法 
 本研究には細胞分化を専門とする申請者
と、４名の協力者（癌専門:１名，神経堤細胞
専門:２名，遺伝子改変動物専門:１名）が参
画する。H25 年度は、神経堤細胞が蛍光タン
パク質を発現する遺伝子改変マウスを用い
て未知の神経堤由来細胞を探索した。H25〜
H26 年度は、骨粗鬆症や皮膚疾患（乾癬）、
癌などの病態モデル動物を用いて、同定した
神経堤細胞と疾患との関連性および再生医
療への応用について検討した。この時、申請
者が開発した骨欠損再生促進方法に神経堤
細胞を応用した。解析には、迅速 DNA マイ
クロアレイや幹細胞ソーター、高分解能μCT、

生体内蛍光検出装置などの最新機器や RNAi、
遺伝子改変マウス作出、各種病態誘導モデル
など、最先端の手法を駆使して取り組んだ。 
１．神経堤細胞を標識したマウスの解析  
（１）用いた遺伝子改変マウスの特徴 
 P0-Cre/GFP ダブルトランスジェニックマ
ウス（図７）では、胚発生時期の神経堤細胞
特異的に活性化する P0 遺伝子のプロモータ
ーにより Cre recombinase が発現し、遺伝子
組み換えがおこる。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
して検出できた。 
（２）生組織中の神経堤細胞イメージング 
  実体蛍光顕微鏡を用いて組織中の神経
堤細胞を可視化し、顎口腔での局在や形態を
解析した。 
（３）神経堤細胞の三次元マップの作成 
  画像解析ソフト（RATOC 社：導入済）
を用いて顎口腔組織の連続切片と、その蛍光
画像データから神経堤細胞の画像を構築し
た。 
（４）フローサイトメトリーによる細胞同定 
  顎口腔より採取した組織から細胞を分
散させ、幹細胞をソーティングできる FACS 
Aria II（BD 社：導入済）で GFP 陽性細胞
から幹細胞を単離する。さらに神経堤および
各種細胞の表面分化マーカーの標識抗体を
用いてそれらの細胞の種類や形質の解析を
おこなった。 
２．同定した神経堤細胞の性質解析  
（１）幹細胞性質の検討：①Sphere（細胞塊）
形成能：同定した神経堤細胞を非接着状態で
培養し、幹細胞特有の Sphere 形成を検討し
た。②多分化能：同定した細胞の骨芽細胞、
脂肪細胞、象牙芽細胞への分化能を検討した。 
（２）増殖能の検討：同定した細胞が再生医
療の細胞ソースとして求められる高い増殖
能を持つか検討した。 
３．神経堤細胞の遺伝子・特性解析  
（１）神経堤細胞の網羅的遺伝子発現解析：
神経堤細胞（GFP 陽性細胞）と通常の組織細
胞（GFP 陰性細胞）の遺伝子発現の違いにつ
いて、DNA マイクロアレイ解析システム（ア
ジレント社，Affimetrix 社：設置済）により
解析した。 
（２）神経堤細胞の特性解析：遺伝子解析結
果から神経堤細胞特異的に発現する遺伝子
（特に転写因子）を選抜し、RNAi で発現を
抑制するとともに、それらを非神経堤細胞に
強制導入し細胞分化能への影響について検
討した。 
 
４．研究成果 
 
 遺伝子改変マウスの顎顔面口腔組織では、
鼻甲介、口蓋、上顎/下顎切歯部歯肉、上下
顎臼歯部歯肉、および頬粘膜に GFP 陽性細胞
の存在が認められた。さらに頬粘膜の真皮で
は、GFP 陽性細胞が線維状の組織とその周辺



組織の一部を構成していた。また頬粘膜から
回収した EGFP 陽性細胞は増殖可能で、未分
化細胞に特徴的な細胞塊（スフェア）を形成
し、それらは神経堤細胞マーカーである p75、
Twist、Snail のほか神経幹細胞マーカーであ
る MUsashi1 などの遺伝子を発現していた。
またそれらの細胞を骨芽細胞誘導培地で培
養しALP染色を行なったところ陽性細胞が検
出された。 
 顎顔面口腔組織では様々な部位に神経堤
由来細胞が存在していた。また、スフェア形
成能と遺伝子発現解析の結果からGFP陽性細
胞の中に神経堤幹細胞が含まれる可能性が
示唆され、これらの細胞が再生医療技術の細
胞ソースとなる可能性が示唆された。 
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