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研究成果の概要： 
中胚葉或いは神経堤由来細胞を標識できるマウスを用いて、歯胚（歯髄）の間葉細胞の由来を

解析し、歯の間葉には神経堤由来細胞と中胚葉由来の２つの間葉細胞が存在することを明らか

にした。また、歯に存在する神経堤由来細胞は象牙芽細胞のみならず、骨や軟骨、脂肪細胞へ

の分化能を持つことを明らかにした。神経堤或は中胚葉に由来する細胞を特異的に標識するこ

とができるマウス受精卵より胚性幹細胞株を樹立し、これらの胚性幹細胞株からレポーター遺

伝子の発現を指標に神経堤に由来する細胞を誘導する系を確立した。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）近年、幹細胞医学の発展により細胞
或いは器官レベルでの再生の可能性が論
じられている。歯科医学の分野でも、幹細
胞を用いた歯のみならず顎顔面領域の硬
組織再生に実現に大きな期待が寄せられ
ている。 
    
（２）幹細胞とは自己増殖能と多分化能を
持つ細胞集団として定義され、大きく胚性
幹細胞（全能性幹細胞 ES 細胞）と組織幹

細胞に分けて考えられる。ES 細胞は全て
の細胞系譜への分化全能性を有し、一方
で組織幹細胞は限局的な分化能を持つ
ことが知られ、脳、肝臓や歯等様々な器
官にも組織幹細胞が存在することが報
告されている。 
  
（３）現在、ヒト歯髄及び歯根膜周囲に
象牙芽細胞、骨様細胞、あるいはセメン
ト芽細胞に分化できる細胞が存在する
ことが報告されている(PNAS. Miura, 
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2003; Lancet. Seo, 2004) が、歯の幹細
胞の由来はよくわかっていない。さらに、
幹細胞はその多分化能と分化の制御が難
しいことから、幹細胞の由来とその分化能
を理解することが大変重要である。また、
再生医療の材料としてはより多分化能を
持つ細胞が好ましいが、生体内での制御を
考えると、より限局的な分化能を持つ幹細
胞を利用する方が好ましいという解決す
べき点も多い。 
 
（４）これまで、歯の間葉細胞は主に神経
堤細胞に由来すると考えられており、実際
にマウス神経堤由来細胞を特異的に標識
する方法が最近報告され（Development, 
Chai, 2000）、神経堤細胞の研究が大きく
伸展した。我々も神経堤細胞を標識できる
マウスを用いて神経堤細胞の器官形成へ
の関わりやその分化能を研究してきた。ま
た、最近、神経堤由来細胞のみならず中胚
葉に由来する細胞を標識できるマウスの
報告も或り、これらの様々なマウスを併せ
用いる事により幹細胞の由来を明らかに
する研究が可能になってきた。 
 
 
2. 研究の目的 
（１） 間葉系細胞は主に神経堤由来細胞
と中胚葉由来細胞に大別され、神経堤由来細
胞を特異的に標識することのできるマウス
と中胚葉由来細胞を特異的に標識すること
のできるマウスを用いて、歯胚・歯髄の間葉
細胞の由来を明らかにし、その分化能や性質
を明らかにすることである。 
 
（２） 歯髄及び歯胚の間葉の幹細胞の由
来と分化能、遺伝子発現等の性質を明らかに
し、歯の幹細胞の本体を明らかにすることで
ある。 
 
（３） 歯の組織幹細胞ではなく、もう一つ
の幹細胞である胚性幹細胞を用いて、歯の象
牙芽細胞を分化誘導する系を確立すること
である。まず、前段階として、神経堤由来細
胞及び中胚葉に由来する細胞を蛍光のレポ
ーター遺伝子で特異的に標識できる ES 細胞
株を樹立し、神経堤細胞を試験管内で分化誘
導する系を確立することが目標である。さら
に、これら ES 細胞から誘導された神経堤細
胞を用いて、各種の硬組織を形成する細胞系
譜の分化誘導系を確立することが最終目的
である。 

 

３．研究の方法 
（１）中胚葉或は神経堤由来細胞を標識でき
るマウスを用いた歯胚（歯髄）の間葉細胞の
由来の解析 

①中胚葉或いは神経堤由来細胞を蛍光あ
るいは LACZ 等のレポーター遺伝子で標識
できるマウスの歯胚或は歯髄細胞を回收
し、間葉細胞を単離し、フローサイトメー
ターにてその占める割合を調べる。 
②これらの二つの細胞系譜に由来する間
葉細胞の表面分子解析を行なう。 
 
（２）神経堤に由来する細胞を蛍光或は
LACZ 等のレポーター遺伝子で標識できる
マウスから歯胚（歯髄）の間葉細胞を単離
し、これら間葉細胞の硬組織への分化能を
検討する。 
 
 （３）神経堤由来細胞をレポーター遺伝子
で標識できる胚性幹細胞株の樹立①
PO-cre 或は Wnt1-cre マウスと CRE の存在
下でのみレポーター遺伝子の一つである
蛍光蛋白 YFP を発現する Rosa26RYFP マウ
スを掛け合わせ、受精卵から胚性幹細胞株
を樹立する。②神経堤細胞系譜の色素細胞
の分化誘導条件においてYFP陽性細胞が色
素細胞に分化するかを検討する。 
  
 （４）マウスの歯胚或は歯髄に存在する間
葉細胞、特に神経堤由来細胞から象牙芽細
胞の分化誘導系を確立する。 
 
 （５）胚性幹細胞から試験管内で象牙芽細
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
細胞株を作製する。 
 
 
４．研究成果 
上記の実験方法を行ない、以下の成果を得
た。 
（１）中胚葉或いは神経堤由来細胞を蛍光
標識できるマウス歯胚或は歯髄より神経
堤由来細胞及び中胚葉に由来する細胞を
単離し、細胞表面分子解析を併せて行なっ
た。①歯胚及び歯髄の間葉には神経堤由来
細胞と中胚葉由来の２つの間葉細胞が存
在することを明らかにした。②また神経堤
に由来する細胞は大部分が間葉系マーカ
ーの一つとして知られるPDGFRaを発現し、
一方中胚葉に由来する細胞は CD31 を発現
していることがわかった（投稿準備中）。
このことは、神経堤に由来する細胞と中胚
葉に由来する細胞は、性質が異なることを
意味し、異なった役割で歯の器官形成に寄
与している可能性を示唆する。 
 
（２）神経堤に由来する細胞を蛍光或は
LacZ で標識できるマウスから間葉細胞を
単離し、分化誘導を行なったところ、歯に



存在する神経堤由来細胞は象牙芽細胞のみ
ならず、骨芽細胞や軟骨細胞、脂肪細胞への
分化能を併せ持つことがわかった（雑誌論文
⑤）。このことは、歯髄の間葉細胞が現在行
なわれている骨髄細胞を用いた、再生医療に
代わる新しい再生医療のソースとして有効
利用可能であることを提示するものである。 
 
（３）①神経堤由来細胞をレポーター遺伝子
で標識できる PO-cre 或は Wnt1-cre マウスと
CRE の存在下でのみレポーター遺伝子の一つ
である蛍光蛋白 YFP を発現する Rosa26RYFP
マウスを掛け合わせ、受精卵から胚性幹細胞
株を樹立した。これらの胚性幹細胞株からレ
ポーター遺伝子の発現を指標に神経堤に由
来する細胞を誘導する系を確立した（投稿準
備中）。この系を用いることで試験管内で神
経堤由来細胞がどのような細胞集団から発
生するのかを検討することが可能になり、こ
れらの胚性幹細胞株は神経堤細胞研究を進
める上で大変重要な道具となる。 
②YFP を発現する細胞が高頻度に、神経堤細
胞の派生物である色素細胞への分化能を有
することを明らかにした。このことは、少な
くとも色素細胞への分化能の点では、YFP 陽
性細胞の中に、神経堤由来細胞が十分に含ま
れており、神経堤由来細胞が、YFP で標識で
きていることを意味する。 
 
（４）我々は歯髄の神経堤由来細胞から象牙
芽細胞に特異的に発現する遺伝子として知
られている Dentin sialophoshoprotein 
(Dspp)の発現を指標に、象牙芽細胞を誘導す
る系を既に確立した（論文③）が、試験管内
で歯胚の未分化神経堤細胞から象牙芽細胞
への分化誘導系の確立には未だに至ってい
ない。しかし、歯胚培養にて象牙芽細胞に相
当する細胞がレポーター遺伝子を発現する
事を確認しているので、神経堤に由来する細
胞が象牙芽細胞への分化能を持つ事は明ら
である。今後は、未分化神経堤細胞を象牙芽
細胞へと分化誘導するための条件として、ど
のような細胞との共培養或は因子が必要で
あるのかを明らかにしなくてはならないで
あろう。 
 
 （５）我々は、神経堤由来細胞を蛍光標識
できる ES 細胞株を樹立し、この細胞株を用
いて、培養９日目の胚性幹細胞から骨芽細胞
や脂肪細胞等の間葉系への分化能を持つ神
経堤由来細胞を単離する系を確立した。現在、
これらの神経堤由来細胞が象牙芽細胞への
分化能を持つかを検討中である。（投稿準備
中） 
 
 （６）象牙芽細胞の分化誘導の有無をレポ
ーター遺伝子の発現を指標に検出する系を

確立する目的で、象牙芽細胞に特異的に発
現する遺伝子として知られている Dentin 
sialophoshoprotein (Dspp)遺伝子座にレ
ポーター遺伝子蛍光蛋白のGFP遺伝子を導
入した ES 細胞株を作製中である。象牙芽
細胞の分化の有無をレポーター遺伝子で
正確に検出する系は未だに確立されてい
ないので、この胚性幹細胞株は、試験管内、
及び生体内での象牙芽細胞の分化の有無
を検出する大変有効な道具になると考え
られる。 
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