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研究成果の概要（和文）：胚発生の過程で神経堤から遊走した神経堤由来細胞の一部は、成長後も幹細胞の性質を維持
し体内に潜伏することから、再生医療の新しい細胞ソースとして期待されている。本研究では、神経堤由来細胞をGFP
で標識できる遺伝子改変成体マウスを用い、毛包の毛乳頭とバルジ領域に神経堤由来細胞が局在するのを明らかにした
。毛包から採取した細胞はFGF含有培地によりGFP陽性細胞が選択的に増殖し、間葉系幹細胞マーカーの発現も上昇した
。一方、BMP含有の誘導培地によって骨芽細胞様細胞へと分化した。低侵襲で容易に採取できる毛包の神経堤由来細胞
は、骨組織再生の有効な細胞ソースとなり得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neural crest cells migrate extensively within the embryo as neural crest-derived 
cells (NCDCs) to reach target sites. Some NCDCs are maintained in an undifferentiated state throughout 
the life of primate. Therefore, it is considered that NCDCs are a useful cell source for regenerative 
medicine and stem cell therapy. To analyze the osteoblastic differentiation potential of NC-derived hair 
follicle cells (NCDFCs) of adult tissues, we utilized an established line of double transgenic mice in 
which NCDCs express green fluorescent protein throughout their life. NCDCs were observed in the bulge, 
which contains adult stem cells, and dermal papilla in adult mice. NCDFCs have high proliferative 
potential and that many proliferative cells expressed the mesenchymal stem cells marker. NCDFCs 
differentiated into osteoblast-like cells and support osteoclast differentiation. There results indicate 
that NCDFCs may be an ideal candidate cell source for bone regenerative medicine.

研究分野：口腔生化学
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１．研究開始当初の背景 

 胚発生の過程で神経管癒合部から出現す

る神経堤細胞は、胚内を広範囲に遊走した後、

定着先の環境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

様々な細胞に影響するため、その医学的重要

性は極めて高い。神経堤から体内を遊走し目

的組織に辿り着いた神経堤由来細胞の一部

の細胞は、成長後も幹細胞の性質を維持し骨

芽細胞、脂肪細胞、軟骨細胞、神経細胞等へ

の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。近年の研究

から神経堤由来細胞は、角膜、毛包、脊髄後

根神経節など成体組織各所に存在すること

が明らかになった〔Stem Cells 24:2714-2722, 

2006; Cell Stem Cell 2:392-403, 2008〕。

今回、成体に存在する神経堤由来細胞の中で

特に、低侵襲に採取できる毛包の神経堤由来

細胞を再生医療の細胞ソースとして着目し

た。患者自身の神経堤由来細胞を利用した再

生法は、腫瘍化の危険性、倫理的な問題、免

疫拒絶反応の問題などを危惧することなく

応用できることから、ES 細胞や iPS 細胞と比

べ再生医療において理想的な細胞ソースと

成り得る。従って、分化誘導法の確立と成体

レベルでの基礎データが必要である。 

 

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。

高い多分化能は、再生医療材料として最適で

ある。さらに、毛包など体表組織に存在する

神経堤由来細胞は、低侵襲にアクセスできる

ため臨床に応用する上で細胞ソースとして

価値が高い。本研究では神経堤由来細胞が蛍

光タンパク質で標識される遺伝子改変成体

マウスを用いて、毛包細胞に存在する神経堤

由来細胞の細胞ソースとしての品質特性に

ついて最新技術を駆使して解明し、結果に立

脚した効果的な低侵襲骨再生法の開発を目

指す。 

 

３．研究の方法 

(1) 神経堤由来細胞を標識したマウス毛包

の解析 

①本研究で用いる P0-Cre/GFP ダブルトラン

スジェニックマウスは、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

して検出できる。 

②フローサイトメトリーによる細胞同定：遺

伝子改変マウスより採取した毛包組織から

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、毛包に存在する神経堤由来細胞の細胞

種、分化の程度など形質と各々細胞の割合

について解析する。 

(2) 毛包神経堤由来細胞の性質解析  

①幹細胞の性質について検討（多分化能）：

毛包神経堤由来細胞の骨芽細胞、脂肪細胞

への分化能を検討する。 

②増殖能の検討：毛包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

か検討する。 

③骨芽細胞分化の検討：効率的な骨芽細胞の

分化誘導法について検討する。BMP の作用

による骨芽細胞分化関連遺伝子の発現解析

と、骨芽細胞としての破骨細胞形成支持能

について、骨髄細胞と共存培養系を用いて

解析する。 

(3) 神経堤由来細胞を用いた骨組織誘導・骨

再生解析 

 骨再生誘導：骨形成誘導因子である BMP-2

は、硬組織の再生医療に有用な因子である。

今回は、遺伝子改変マウスから神経堤由来細

胞を培養後に純化して、コラーゲンスポンジ

に混入する。マウス頭頂骨に自然修復しない

欠損を作り、神経堤由来細胞を混入したコラ

ーゲンスポンジを骨欠損部位に移植して、組

織形態学的評価と、高解像度 μCT により骨

欠損再生における神経堤由来細胞の役割に

ついて解析する。 

 

４．研究成果  

 本研究で用いたP0-Cre/CAG-CAT-EGFP遺伝



子改変マウスは、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換えによって、神

経堤細胞がその後分化してもGFPが産生され

るため、各組織に存在する神経堤由来細胞は

GFP 陽性細胞として検出できる。毛包の組織

解析から毛乳頭と、ケラチノサイトの幹細胞

が存在するバルジ領域にGFP陽性細胞が局在

した。遺伝子改変マウスより採取した毛包の

全細胞数の僅か 10%以下であった GFP 陽性細

胞は、FGF と EGF 含有の幹細胞培地で培養す

ると割合が高くなり、培養２週後にはおよそ

95%を GFP 陽性細胞が占めた。同時にフロー

サイトメーターで解析すると、間葉系幹細胞

マーカー発現の割合も増加した。以上の結果、

毛包から未分化な神経堤由来細胞を、選択的

に増殖させることに成功した。 

 増殖させた神経堤由来細胞をBMP含有の骨

芽細胞誘導培地で培養すると、アルカリフォ

スファターゼ(ALP)活性が上昇し、その活性

は BMP の濃度依存的に促進した。石灰化の指

標であるアリザリンレッド染色、Von Kossa

染色共に陽性を示し、Osteocalin と Osterix

の遺伝子発現も上昇した。さらに骨髄細胞と

の共存培養で破骨細胞形成を支持すること

から、毛包の神経堤由来細胞は骨芽細胞様細

胞へ分化したことが明らかになった。また、

脂肪細胞誘導培地によって脂肪細胞様細胞

に分化したことから、多分化能をもつことも

証明された。神経堤由来細胞による骨誘導の

適正条件について、現在検討を加えている。

これらの結果から、低侵襲で容易に採取でき

る毛包の神経堤由来細胞は、骨組織再生の極

めて有効な細胞ソースとなり得ることが示

唆された。 
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